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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η λίµνη Κάρλα, η οποία στην αρχαιότητα ονοµαζόταν «Βοϊβηίς», βρίσκεται 

νοτιοανατολικά της Λάρισας και βορειοδυτικά του Βόλου και παρουσιάζει µορφή 

κλειστής επιµήκους λεκάνης περίπου 35 km και πλάτους 9-15 km. Το έτος 1962, 

αποξηράνθηκε ύστερα από απαίτηση ακτηµόνων αγροτών, ώστε να αποκτηθεί νέα 

καλλιεργήσιµη γη. Σαράντα χρόνια αργότερα ξεκίνησε η επανασύσταση της λίµνης 

αφού διαπιστώθηκαν οι αρνητικές επιπτώσεις της αποξήρανσης της τόσο στο 

περιβάλλον όσο και στους ανθρώπους. Σήµερα οι χρήσεις της είναι πολλαπλές 

συµπεριλαµβανοµένων της άρδευσης, της αλιείας, της αναψυχής, και πιθανόν 

µελλοντικά του αθλητισµού, προσδίδοντας της µεγάλη βιολογική, οικολογική, 

κοινωνική και οικονοµική σηµασία. Η µελέτη των κυανοβακτηρίων που συµµετέχουν 

στην άνθηση του νερού είναι ιδιαίτερα σηµαντική υπό το πρίσµα και της δηµόσιας 

υγείας καθώς µεγάλος αριθµός ειδών τους έχει την ικανότητα να παράγει τοξίνες ως 

προϊόντα του µεταβολισµού τους. Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η µοριακή 

ποικιλότητα των κυανοβακτηρίων στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλα. 

Πραγµατοποιήθηκαν τρεις δειγµατοληψίες νερού κατά τους µήνες Μάιο, Αύγουστο και 

Νοέµβριο του 2010. Αποµονώθηκε DNA από τα δείγµατα  και ακολούθησε ενίσχυση 

του γονιδίου 16s rRNA µε ειδικούς εκκινητές µε την τεχνική της Αλυσιδωτής 

Αντίδρασης Πολυµεράσης, PCR (Polymerase Chain Reaction). Έπειτα 

πραγµατοποιήθηκε κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR, επεξεργασία των αποικιών 

και αλληλούχιση. Έγινε ανάλυση των αλληλουχιών που προέκυψαν και συγκρίθηκαν 

µε γνωστές αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων της GenBank µέσω του προγράµµατος  

BLAST µε σκοπό να βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς φυλότυποι. Τέλος, 

κατασκευάστηκαν φυλογενετικά δέντρα των 16s RNA γονιδίων µε το λογισµικό 
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MEGA5. Η ταξινοµική οµάδα Nostocales φαίνεται να κυριαρχεί στις βιβλιοθήκες 

Μαΐου και Αυγούστου, ενώ στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου φαίνεται να κυριαρχεί η 

ταξινοµική οµάδα Chroococcales και ακολουθεί η ταξινοµική οµάδα Stigonematales η 

οποία εντοπίστηκε και στις βιβλιοθήκες του Μαΐου και Νοεµβρίου. Είδη 

κυανοβακτηρίων που εντοπίσθηκαν στην παρούσα εργασία ανιχνεύθηκαν και σε άλλες 

λίµνες της Ελλάδος. Βρέθηκαν επίσης, και αντιπρόσωποι από τα φύλα των 

Verrucomicrobia και Chloroflexi. Αναγνωρίστηκαν φυλότυποι οι οποίοι σχετίστηκαν 

µε είδη κυανοβακτηρίων, πολλά από τα οποία έχουν την ικανότητα να παράγουν 

τοξίνες, όπως το Microcystis aeruginosa, το Anabaena flos-aquae, το Anabaena 

aphanizomenoides και το Trichodesmium erythraeum το οποίο φαίνεται να σχετίζεται 

µε φυλότυπο που εντοπίστηκε για πρώτη φορά σε υδάτινα οικοσυστήµατα γλυκού 

νερού στην Ελλάδα. Η παρουσία των κυανοτοξινών µπορεί να προκαλέσει βλάβες 

στους οργανισµούς, ακόµη και να επιφέρουν το θάνατο. Από όλα τα είδη 

κυανοβακτηρίων που ανιχνεύθηκαν µόνο τα είδος Spirulina laxissima ήταν κοινό και 

στις τρεις βιβλιοθήκες γεγονός που υποδηλώνει τη συνεχή ύπαρξη του στη λίµνη σε 

όλες τις δειγµατοληψίες.  

  

Λέξεις κλειδιά: Cyanobacteria, 16S rRNA, λίµνη, Κάρλα  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά 

Η στάση των ανθρώπων έναντι των οικοσυστηµάτων των ρηχών νερών, που 

µόλις πριν από µερικές δεκαετίες αρχίσαµε να αποκαλούµε υγροτόπους, ήταν ανάλογη 

του τρόπου µε τον οποίο επηρέαζε τη ζωή τους. Τα ποτάµια, πρόσφεραν καθαρό νερό 

και οδούς επικοινωνίας, παράλληλα όµως απειλούσαν µε τις πληµµύρες τις 

καλλιέργειες. Οι λίµνες παρείχαν τροφή, ενώ τα έλη θεωρούνταν τόποι όχι µόνο 

άχρηστοι αλλά και επικίνδυνοι για την υγεία. Μερικοί από τους προϊστορικούς 

οικισµούς αναπτύχθηκαν γύρω ή και πάνω στις λίµνες (π.χ. λιµναίος οικισµός 

Καστοριάς). 

Στην Ελλάδα, στις αρχές της δεκαετίας του 1920, η έκταση των υγροτόπων ήταν 

τριπλάσια από όση είναι σήµερα. Επικρατούσε η αντίληψη ότι ο υγρότοπος είναι 

άχρηστος τόπος, για τον οποίο το καλύτερο που είχε να κάνει ο άνθρωπος ήταν να τον 

µετατρέψει σε γεωργική γη. Μέσα σε χρόνο δύο γενεών περίπου αποξηράνθηκαν όλα 

σχεδόν τα έλη και πολλές λιµνοθάλασσες. Η έκταση πολλών λιµών περιορίστηκε, ενώ 

άλλες εξαφανίστηκαν εντελώς από τον χάρτη (Τσιούρης & Γεράκης 1991).  

Η αξία των υγροτόπων αναγνωρίστηκε µετά την ολοκληρωτική αποξήρανση 

πολλών από αυτούς. Με τις αποξηράνσεις, βέβαια αµβλύνθηκαν προβλήµατα υγείας, 

(όπως για παράδειγµα η καταπολέµηση των κουνουπιών) και τροφής, καθώς 

αναπτύχθηκε η γεωργία. Προκλήθηκαν όµως νέα προβλήµατα (π.χ. έλλειψης νερού), 

τόσο  στο φυσικό όσο και στο γεωργικό περιβάλλον.  

Για χιλιάδες χρόνια, η µεγάλη λίµνη Βοϊβηίδα (Κάρλα) της Θεσσαλίας, ένας 

παράδεισος πουλιών της ανατολικής Μεσογείου (Εικ. 1), ευεργετούσε τους 

παραλίµνιους κατοίκους µε άφθονα ψάρια, θηράµατα, τροφή για τα αγροτικά ζώα, ήπιο 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 20:05:56 EEST - 3.16.137.90



2 

κλίµα. Αποξηράνθηκε το 1962, ύστερα από απαίτηση ακτηµόνων αγροτών, ώστε να 

αποκτηθεί νέα καλλιεργήσιµη γη. Είκοσι χρόνια αργότερα, τα παιδιά εκείνων που είχαν 

ζητήσει την αποξήρανση απαίτησαν την αποκατάσταση της λίµνης τους. Έτσι, η 

πανάρχαια λίµνη, συνδεδεµένη µε την προϊστορία, την ιστορία και τη µυθολογία της 

Ελλάδας, άρχισε να αποκαθίσταται το έτος 2000 (Γεράκης 2004). 

 

 

 

Εικόνα 1: Ιστορικός χάρτης της λίµνης Κάρλας (David Rumsey Historical Map Collection, 

Bartholomew, J. G., 1860-1920) 

 

 

Οι ταµιευτήρες διαφέρουν σηµαντικά από τις φυσικές λίµνες, σε σχέση µε τις 

βασικές φυσικές, χηµικές και βιολογικές διαδικασίες. Μια από τις πιο σηµαντικές 

διαφορές, είναι η υδρολογική τους κατάσταση (Straskraba & Tundisi 1999). Λόγω µιας 

λειτουργικής διαχείρισης του όγκου του νερού τους, οι ταµιευτήρες έχουν λιγότερο 

χρόνο διατήρησης (κατακράτησης) σε σύγκριση µε εκείνου των λιµνών, έντονες 

διακυµάνσεις της στάθµης του νερού, όπως επίσης και περιοδικές αναµίξεις ανάλογα µε 
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τη χρήση τους (Toundisi et al. 1999). Τα χαρακτηριστικά αυτά έχουν σοβαρές 

επιπτώσεις µεταξύ άλλων και στη φυτοπλαγκτική κοινωνία ενός ταµιευτήρα (Naselli-

Flores 2000, Naselli-Flores & Barone 2005). 

Οι κοινότητες του φυτοπλαγκτού, συµπεριλαµβανοµένων των κυανοβακτηρίων, 

είναι ευαίσθητες στις µεταβολές του περιβάλλοντός τους και ως εκ τούτου η συνολική 

βιοµάζα τους και πολλά είδη φυτοπλαγκτού χρησιµοποιούνται ως δείκτες της ποιότητας 

του νερού (Reynolds 1997, Reynolds et al. 2002, Brettum & Andersen 2005, Padisak et 

al. 2006). Τα κυανοβακτήρια έχουν αναγνωριστεί ως ένα σηµαντικό στοιχείο του 

ευτροφισµού σε γλυκά νερά που είναι εµπλουτισµένα µε θρεπτικά συστατικά (Reynolds 

1984, Moss 1998).  

Ο όρος άνθιση του νερού ή κυανοβακτηριακός ανθός αναφέρεται στη µαζική 

συσσώρευση πλαγκτικών κυανοβακτηρίων στο επιφανειακό στρώµα του νερού κατά τη 

διάρκεια της περιόδου που αυτά σχηµατίζουν σηµαντικούς πληθυσµούς (Reynolds & 

Walsby 1975). Κατά τη διάρκεια της άνθισης του νερού συχνά παρατηρείται 

ανοµοιόµορφη οριζόντια κατανοµή των κυανοβακτηριακών ανθών οι οποίοι µε τον 

κυµατισµό του νερού είναι δυνατόν να συσσωρεύονται στην ακτή σχηµατίζοντας µία 

επιφανειακή κυανοπράσινη κρούστα (scum) (Dokulil & Teubner 2000). 

Ο σχηµατισµός κυανοβακτηριακής άνθισης οφείλεται σε έναν συνδυασµό αβι-

οτικών και βιοτικών παραγόντων. Στους αβιοτικούς παράγοντες ανήκουν η υψηλή θερ-

µοκρασία του νερού (>20 oC), ο µεγάλος χρόνος παραµονής του νερού, τα αυξηµένα 

φορτία θρεπτικών αλάτων, η στρωµάτωση της στήλης του νερού, ο χαµηλός ατοµικός 

λόγος ανόργανου αζώτου / φωσφόρου (<15) καθώς και το υψηλό pH (>8), ενώ στους 

βιοτικούς παράγοντες ανήκουν οι ιδιότητες των ίδιων των κυανοβακτηρίων, όπως η 
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ρύθµιση της πλευστότητας τους µε τη βοήθεια αεροτοπίων, η επιλεκτική θήρευση που 

ασκεί το ζωοπλαγκτό και η παραγωγή τοξινών (Reynolds & Walsby 1975, Paerl 1996). 

 

1.2  Κυανοβακτήρια 

Κατά τις δύο τελευταίες δεκαετίες τα κυανοβακτήρια έχουν αναγνωρισθεί ως η 

σηµαντικότερη οµάδα και µε τη µεγαλύτερη ποικιλία ειδών στην επικράτεια των 

προκαρυωτικών οργανισµών. Η ταξινόµηση των ειδών αρχικά πραγµατοποιήθηκε µε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, το οποίο βοήθησε στο να αµφισβητηθούν οι προηγούµενες 

απόψεις για τις συνδέσεις τους µε άλλα φύκη. Αυτή η οµαδοποίηση µε άλλα φύκη ήταν 

βασισµένη κατά ένα µεγάλο µέρος στο γεγονός ότι όλοι αυτοί οι οργανισµοί κατέχουν 

ουσιαστικά κοινές φωτοσυνθετικές δοµές και µηχανισµούς (Fredrick 1981). Η εξήγηση 

για αυτές τις οµοιότητες, βρίσκεται πίσω από την αναβίωση της ενδοσυµβιωτικής 

θεωρίας για την εξελικτική προέλευση των χλωροπλαστών, ένα θέµα που έχει εκτενώς 

µελετηθεί και αναθεωρηθεί (Margulis & Sagan 2001). Αρκετά στελέχη 

κυανοβακτηρίων εµφανίζουν υψηλή αντοχή στην υπεριώδη-Β και C ακτινοβολία, µια 

ιδιότητα που πιθανότατα αναπτύχθηκε στις αρχές της προκάµβιας περιόδου όταν τα 

επίπεδα της υπεριώδους ακτινοβολίας ήταν υψηλά (Cronberg & Annadotter 2006). 

Τα κυανοβακτήρια έχουν παίξει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της ζωής στη 

γη. Πιστεύεται ότι ήταν από τους πρώτους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς που 

εµφανίστηκαν στην επιφάνεια της. Ξεκινώντας από περίπου δύο δισεκατοµµύρια 

χρόνια πριν, το οξυγόνο που παρήχθη από τα κυανοβακτήρια εµπλούτισε τη γήινη 

ατµόσφαιρα µετατρέποντας τη στη σύγχρονη µορφή της. Η µετατροπή αυτή κατέστησε 

πιθανές όλες τις µορφές ζωής που χρησιµοποιούν το οξυγόνο στον µεταβολισµό τους.  
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Τα κυανοβακτήρια απαντώνται σχεδόν σε κάθε βιότοπο, από τους ωκεανούς σε 

εσωτερικά ύδατα (λίµνες, ποτάµια), σε γυµνό βράχο, στο έδαφος και σε ακραία 

περιβάλλοντα όπου δεν επιβιώνουν άλλα µικροφύκη (Mur et al. 1999). Εµφανίζονται 

ως µονοκύτταρες, νηµατοειδείς και αποικιακές µορφές και, ως επί το πλείστον, είναι 

εγκλεισµένα σε βλεννώδεις κολεούς, είτε µεµονωµένα είτε ως αποικίες (Wetzel 2001). 

Το χρώµα τους είναι συνήθως κυανοπράσινο επειδή επικρατεί η χρωστική φυκοκυανίνη 

(Whitton & Potts 2000). Τα κυανοβακτήρια, όπως και η πλειονότητα των άλλων 

βακτηρίων, περιέχουν µουρεϊνη στο κυτταρικό τοίχωµα, αναπαράγονται µε σχάση και 

δεν διαιρούνται µε µίτωση όπως τα φύκη και οι ανώτεροι οργανισµοί (Wetzel 2001). 

Λόγω της ικανότητάς τους να δεσµεύουν το άζωτο σε αερόβιες συνθήκες αναπτύσσουν 

συµβιωτικές σχέσεις µε λειχήνες, φυτά, διάφορα πρώτιστα, ή σφουγγάρια παρέχοντας 

ενέργεια στον ξενιστή (Cronberg & Annadotter 2006). 

Ένας µεγάλος αριθµός ειδών κυανοβακτηρίων που συµµετέχουν στην άνθιση 

του νερού έχει την ικανότητα να παράγει τοξίνες ως προϊόντα του µεταβολισµού του 

(Sivonen & Jones 1999). Οι κυανοβακτηριακές τοξίνες διακρίνονται σε τρεις κύριες 

κατηγορίες ανάλογα µε τη χηµική τους δοµή:  

• κυκλικά πεπτίδια,  

• αλκαλοειδή και  

• λιποπολυσακχαρίτες (LPS). 

 Στα κυκλικά πεπτίδια ανήκουν οι µικροκυστίνες και οι νοντουλαρίνες οι οποίες 

έχουν σαν κύριο ιστό-στόχο το ήπαρ και παράγονται από τα γένη Microcystis, 

Anabaena, Planktothrix, Nostoc, Hapalosiphon, Anabaenopsis και Nodularia. Στα 

αλκαλοειδή ανήκουν η ανατοξίνη-α, οι κυλινδροσπερµοψίνες και οι σαξιτοξίνες µε 

κύριο ιστό-στόχο τις νευρικές συνάψεις, το ήπαρ και νευράξονες και παράγονται από τα 
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γένη Anabaena, Planktothrix, Lyngbya, Aphanizomenon και Cylindrospermopsis. Τέλος 

οι λιποπολυσακχαρίτες (LPS) προσβάλουν οποιονδήποτε εκτεθειµένο ιστό και 

βρέθηκαν ότι παράγονται από όλες τις οµάδες κυανοβακτηρίων (Sivonen & Jones 

1999).  

Η µικροκυστίνη συνδέεται γενικά µε την ηπατοτοξικότητα (Chorus & Bartram 

1999, Falconer et al. 1988). Οι µικροκυστίνες είναι κυκλικά οκταπεπτίδια µε µεταβλητά 

αµινοξέα σε επτά διαφορετικές θέσεις. Το όνοµα µικροκυστίνη προέρχεται από το 

Microcystis aeruginosa που ήταν ο πρώτος οργανισµός από τον οποίο αποµονώθηκε 

αυτή η τοξίνη. Η τοξικότητά τους οφείλεται στη στενή σύνδεσή τους µε τις 

φωσφατάσες στα κύτταρα των θηλαστικών. Μετά από οξεία έκθεση µε ενδοφλέβια 

χορήγηση παρατηρείται δρυµεία ηπατική βλάβη που χαρακτηρίζεται από διάρρηξη της 

αρχιτεκτονικής του ηπατικού ιστού εξαιτίας βλαβών στον κυτοσκελετό των 

ηπατοκυττάρων, απώλεια της συνοχής των κολποειδών ενδοθηλιακών κυττάρων των 

τριχοειδών της πυλαίας κυκλοφορίας, η οποία οδηγεί σε αύξηση του βάρους του ήπατος 

εξαιτίας ενδοηπατικής αιµορραγίας, αιµοδυναµική πλήξη, καρδιακή ανεπάρκεια και 

τελικά θάνατο (Carmichael 1992, 1994, Falconer et al. 1994).  

Η παραγωγή των κυανοτοξινών συνιστά µια από τις πλέον επιτυχηµένες 

οικολογικά στρατηγικές των ίδιων των κυανοβακτηρίων, η παρουσία τους ακόµη και σε 

συγκεντρώσεις που απαντούν στο φυσικό περιβάλλον µπορούν να προκαλέσουν βλάβες 

στους οργανισµούς ακόµη και να επιφέρουν θάνατο (Codd et al. 1999). Η έκθεση στις 

κυανοτοξίνες µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω της κατανάλωσης µολυσµένου νερού ή 

µέσω της επαφής µε αυτό (Hitzfeld et al. 2000, Honkanen et al. 1990, Toivola et al. 

1994). Οι µικροκυστίνες ανιχνεύονται στους ιστούς ζωικών οργανισµών που ζουν σε 

υδάτινα συστήµατα µε επιπολασµούς κυανοβακτηρίων. Ο ανθρώπινος πληθυσµός 
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µπορεί να εκτεθεί επίσης, µέσω της κατανάλωσης υδρόβιων µολυσµένων οργανισµών 

(Carmichael 2001).  

 

1.3  Σκοπός της εργασίας 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η διερεύνηση των διαφορών στη σύσταση 

των κυανοβακτηριακών κοινοτήτων και η ύπαρξη τυχόν δυνητικώς τοξικών ειδών σε 

τρεις διαφορετικές περιόδους κατά το πρώτο έτος επαναπλήρωσης της λίµνης Κάρλας, 

µέσω ανάλυσης της φυλογενετικής ποικιλότητας των κυανοβακτηρίων. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 Περιοχή µελέτης (Λίµνη Κάρλα) 

Η λίµνη Κάρλα (39ο 29́ 02́ ΄Ν, 22ο 51́ 41́ ΄Ε), βρίσκεται νοτιοανατολικά της 

Λάρισας και βορειοδυτικά του Βόλου και παρουσιάζει µορφή κλειστής επίµηκους 

λεκάνης περίπου 35 km και πλάτους 9-15 km (Εικ. 2). Η λεκάνη της λίµνης Κάρλας 

συνδέεται στο βορρά µε τον ποταµό Πηνειό, κι έτσι τα πληµµυρικά φαινόµενα του 

Πηνειού παρείχαν νερό στην Κάρλα, πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά (Ananiadis 1956). 

Στο µέσο της λεκάνης αυτής βρίσκεται το βαθύτερο τµήµα της Θεσσαλικής πεδιάδας, 

τα χαµηλότερα της οποίας µέχρι το 1961, καλύπτονταν από τα νερά της λίµνης, που 

αποτελούσε πριν από την εκτέλεση των έργων αποξήρανσης και τον κύριο αποδέκτη 

της (Σιδηρόπουλος 2007, Πατσώνας 2008). 

 

Εικόνα 2: Χάρτης της λίµνης Κάρλα, Ελλάδα και το σηµείο δειγµατοληψίας (κόκκινη 

κουκίδα).  
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Το έτος 1962, η λίµνη Κάρλα, έπειτα από µια ιστορική πορεία πολλών αιώνων, 

αποστραγγίστηκε µε απόφαση της πολιτείας κυρίως για την εξασφάλιση 

καλλιεργήσιµων εκτάσεων που θα αποκαλύπτονταν από την αποστράγγιση των νερών. 

Σαράντα χρόνια αργότερα κρίθηκε ότι οι επιπτώσεις στο περιβάλλον από την 

αποστράγγιση της λίµνης επέβαλλαν την ανασύσταση της (Εικ. 3), έργο που ξεκίνησε 

το 1999 και προχώρησε µε µεγάλες καθυστερήσεις. Ένα τέτοιο οικοσύστηµα το οποίο 

βρίσκεται σε συνεχείς µεταβολές, µέχρι να σταθεροποιηθεί η στάθµη της λίµνης και σε 

συνδυασµό µε την επικρατούσα κλιµατική αλλαγή, αποτελεί ένα οικοσύστηµα 

µοναδικό για τη µελέτη του εποικισµού και την επακόλουθη εγκατάσταση 

µικροοργανισµικών κοινοτήτων σε φυσική κλίµακα. 

 

 

 

Εικόνα 3: Λίµνη Κάρλα, Οκτώβριος 2011  
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2.2 ∆ειγµατοληψία 

Τα δείγµατα νερού που χρησιµοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή των αναλύσεων 

συλλέχθηκαν από το σηµείο βυθοµέτρησης στο νοτιοανατολικό άκρο της λίµνης (Εικ. 

2) στις 28 Μαΐου 2010, 28 Αύγουστου 2010 και 25 Νοεµβρίου 2010 σε αποστειρωµένα 

πλαστικά δοχεία των 5 L και διηθήθηκαν σχεδόν αµέσως (<2 ώρες) µετά τη συλλογή 

τους. Χρησιµοποιήθηκε συσκευή διήθησης υπό κενό µέσω µεµβρανικού ηθµού σε κενό 

του οποίου η πίεση ήταν µικρότερη από 150 mm Hg, ώστε να αποφευχθεί η 

καταστροφή των κυττάρων που επικάθονταν στο φίλτρο. Για τον προσδιορισµό των 

κυανοβακτηρίων τους µήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέµβριο διηθήθηκαν 220, 170 και 

350 mL νερό, αντιστοίχως, σε ηθµούς των 0,2 µm. Τα φίλτρα αποθηκεύτηκαν 

προσωρινά στους -24 oC  µέχρι την περαιτέρω επεξεργασία τους.  

Η θερµοκρασία, το pH, η αλατότητα, και η αγωγιµότητα του νερού µετρήθηκαν 

in situ (WTW, Germany) στις περιόδους της δειγµατοληψίας (Πίν. 1). 

 

 

Πίνακας 1: Φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά της λίµνης Κάρλα 

 Ηµεροµηνία  pH Θερµοκρασία Αλατότητα Αγωγιµότητα 

   ∆ειγµατοληψίας   oC PSU mS/cm 

KRL03 28.05.2010 8,0 19,7 9,1 17,01 

KRL06 28.08.2010 8,5 31,7 13,2 23,01 

KRL09 25.11.2010 8,8 12,2 2,9 5,51 
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2.3 Αποµόνωση DNA  

Για την αποµόνωση του DNA χρησιµοποιήθηκε το UltraClean Soil DNA 

isolation Kit (MoBio, USA) σύµφωνα µε τις υποδείξεις του κατασκευαστή, µε τη µόνη 

διαφορά ότι στο τελευταίο βήµα αντί για 8 ml Solution S5 χρησιµοποιήθηκαν 6 ml, τα 

οποία προστέθηκαν σταδιακά σε 3 δόσεις (2 ml τη φορά) και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση 3 min µετά την κάθε προσθήκη. Τα φίλτρα τεµαχίστηκαν σε λεπτές 

λωρίδες χρησιµοποιώντας αποστειρωµένο νυστέρι. Μετά τη διαδικασία έγινε έλεγχος 

της ποσότητας του DNA που υπάρχει στα δείγµατα µε τη βοήθεια του 

φασµατοφωτόµετρου NanoDrop ND-1000 δίνοντας τιµές 10,35 ng/µL, 6,2 ng/µL και 

2,6 ng/µL για τους µήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέµβριο αντίστοιχα και έπειτα τα 

δείγµατα αποθηκεύτηκαν στους -20 οC. 

 

2.4 PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης) ενίσχυση του γονιδίου 16s rRNA  

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) (Saiki et al. 1988) αποτελεί έναν 

από τους αποτελεσµατικότερους τρόπους ώστε να ερευνήσουµε τους µικροοργανισµούς 

από ένα περιβαλλοντικό δείγµα. Το κύριο µίγµα που χρησιµοποιήθηκε για την 

πραγµατοποίηση της αντίδρασης PCR είχε για κάθε δείγµα, την αναλογία των 

αντιδραστηρίων που φαίνεται στον πίνακα 2. 

Οι εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν για την ειδική ενίσχυση του 

γονιδίου ήταν (Nϋbel et al. 1997) :  

CYA106F  5’-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3’ 

CYA781R(a)  5’-GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3’ 

CYA781R(b)  5’-GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3’ 
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Πίνακας 2: Μίγµα για την πραγµατοποίηση της PCR τελικού όγκου 20µl και περιεκτικότητας 

περιβαλλοντικού DNA (template) βιβλιοθήκης Μαΐου: 10,35 ng/µl, βιβλιοθήκης Αυγούστου: 

6,2 ng/µl και βιβλιοθήκης Νοεµβρίου: 2,6 ng/µl    

Template 0,5µl 

dNTPs (2 mM) 0,4µl 

Buffer 5x 4µl 

MgCl2 (25 mM) 1,2µl 

CyA106F (100 pmol/µl) 0,2µl 

CyA781Rmix* (100 pmol/µl) 0,2µl 

Taq (5 u/µl) 0,1µl 

PCR-H2O 13,5µl 

*CYA781Rmix(0,1µl CyA781R(a)(100 pmol/µl) and 0,1µl CyA781R(b)(100 pmol/µl))  

 

 

Στις PCR που έγιναν ακολουθήθηκε το πρόγραµµα που φαίνεται στον πίνακα 3 

και ο θερµοκρασιακός κύκλος των σταδίων 1, 2 και 3 επαναλήφθηκε για 35 κύκλους.  

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωµα αγαρόζης, συγκέντρωσης 1,2% σε διάλυµα 

TAE 1X σε συνθήκες 80V, 45 min. Για την χρώση χρησιµοποιήθηκε EtBr (βρωµιούχο 

αιθίδιο). 

Η αποτελεσµατικότητα της ενίσχυσης του γονιδίου 16s rRNA µειώνεται όσο 

αυξάνονται οι κύκλοι που πραγµατοποιείται µια αντίδραση PCR, καθώς µειώνονται οι 

συγκεντρώσεις των εκκινητών, των τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων αλλά και 
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η δραστικότητα του ενζύµου (Ruano et al. 1991, Sardelli 1993). Συνεπώς, για να 

ελαχιστοποιηθούν οι εγγενείς περιορισµοί της PCR (Spiegelman et al. 2005) και η 

διαφορετική εκπροσώπηση των γονιδίων του 16S rRNA µε χαµηλό και υψηλό αριθµό 

αντιγράφων, πραγµατοποιήθηκε µε διαδικασία βελτιστοποίησης του αριθµού των 

κύκλων σύµφωνα µε την οποία ακολουθούνται οι ίδιες συνθήκες για διαφορετικό 

αριθµό κύκλων. Το πρωτόκολλο ολοκληρώθηκε µε τον µικρότερο αριθµό κύκλων 

στους οποίους ανιχνεύθηκε το επιθυµητό προϊόν και ήταν 25 κύκλοι για το δείγµα του 

Μαΐου, 26 κύκλοι για το δείγµα του Αυγούστου και 25 για το δείγµα του Νοεµβρίου.   

 

  

  Πίνακας 3: Συνθήκες PCR   

Hot Start 5min 94 oC 

1. Αποδιάταξη 30sec 94 oC 

2. Ισχυροποίηση 30sec 57 oC 

3. Επιµήκυνση 30sec 72 oC 

 5min 72 oC 

 

 

2.5 Κλωνοποίηση  

Πριν τη διαδικασία της κλωνοποίησης, έγινε  καθαρισµός των προϊόντων PCR, 

µε kit Montage PCR (Millipore, USA) , σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Από το µείγµα των προϊόντων της PCR χρησιµοποιήθηκαν 250 µl  και συµπληρώθηκαν 

200 µl PCR-H2O. Η τελική επαναδιάλυση του καθαρισµένου DNA έγινε στα 25 µl.  
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Για την πραγµατοποίηση της κλωνοποίησης των γονιδίων που προέκυψαν από 

την PCR ακολουθήθηκαν πιστά οι οδηγίες του κατασκευαστή από το TOPO TA PCR 

Cloning Kit  (Invitrogen, USA). Μετά τον καθαρισµό χρησιµοποιήθηκαν 2 µL από το 

προϊόν που προέκυψε και προστέθηκαν σε αυτά 0,5 µL πλασµιδίου και το µίγµα 

επωάστηκε 5 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατά τη διάρκεια της επώασης γίνεται 

ενσωµάτωση του γονιδίου στα πλασµίδια. Έτσι, ο χρόνος επώασης είναι πολύ 

σηµαντικός, γιατί εάν ξεπεράσει τα 5 min, µειώνεται η απόδοση της ενσωµάτωσης του 

γονιδίου.  

Η αντίδραση τερµατίστηκε µε τη προσθήκη 0,5 µl 6X TOPO Cloning Stop 

Solution και ανάµιξη για µερικά δευτερόλεπτα σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια 

ακολούθησε το στάδιο του µετασχηµατισµού των βακτηριακών κυττάρων του είδους 

Escherichia coli. Για την πραγµατοποίηση του µετασχηµατισµού χρησιµοποιήθηκαν 2 

µL από τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια, τα οποία τοποθετήθηκαν σε κύτταρα E. coli και 

αφού έγινε η ανάµιξη τους τοποθετήθηκαν σε κυψελίδα. Μέσα σε ηλεκτροεκενωτή 

(electroporator 2510, Eppendorf USA)  πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροεκκένωση µε τάση 

1800 Volt  κατά την οποία τα πλασµίδια εισέρχονται στα κύτταρα του E. coli. Αφού 

βγήκε η κυψελίδα από τον ηλεκτροεκκενωτή προστέθηκαν σε αυτήν 450 µl θρεπτικού 

µέσου S. O. C., αναµίχθηκαν καλά, τοποθετήθηκαν σε σωλήνα τύπου Eppendorf 1,7 µl 

και µεταφέρθηκαν για 1 ώρα στους 37 οC µε σκοπό να προσαρµοστούν τα κύτταρα στις 

νέες συνθήκες, αλλά και για να εκφραστεί το γονίδιο της ανθεκτικότητας στη 

καναµυκίνη. Η επίστρωση πραγµατοποιήθηκε σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό Luria-

Bertani και µέσο επιλογής καναµυκίνη, προκειµένου να αναπτυχθούν µόνο τα 

µετασχηµατισµένα κύτταρα εφόσον αυτά περιέχουν το γονίδιο ανθεκτικότητας στη 

καναµυκίνη. Η επίστρωση σε τρυβλία στην παρούσα µελέτη έγινε σε τρία τρυβλία µε 
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διαφορετικούς όγκους αρχικού εµβολίου (το πρώτο είχε 30 µl κυττάρων, το δεύτερο 60 

µl και το τρίτο 90 µl), σε ασηπτικές συνθήκες και ακολούθησε επώαση για 18 h στους 

37 οC.  

 

2.6 Επεξεργασία αποικιών µετά την κλωνοποίηση 

Μετά την ανάπτυξη των µετασχηµατισµένων κυττάρων E.coli στα τρυβλία LB 

agar µε καναµυκίνη, πραγµατοποιήθηκε έλεγχος για την επιβεβαίωση της ύπαρξης του 

ενθέµατος  (γονίδιο 16S rRNA), µε  colony PCR   χρησιµοποιώντας  το ζεύγος  των   

εκκινητών:     

� M13F (5’-GTAAAACGACGCCCAG-3’)  

� M13R ( 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’)   

οι οποίοι είναι ειδικοί για το συγκεκριµένο πλασµίδιο.  

 

Πίνακας 4: Μίγµα για PCR για τον έλεγχο των κλώνων τελικού όγκου 20µl και 

περιεκτικότητας περιβαλλοντικού DNA βιβλιοθήκης Μαΐου: 4,4 ng/µl, βιβλιοθήκης 

Αυγούστου: 4,1 ng/µl και βιβλιοθήκης Νοεµβρίου: 4 ng/µl 

dNTPs (2 mM) 2µl 

Buffer 5x 4µl 

MgCl2 (25 mM) 1,2µl 

M13F (100 pmol/µl) 0,2µl 

M13R (100 pmol/µl) 0,2µl 

Taq (5 u/µl) 0,08µl 

PCR-H2O 12,32µl 
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Το µίγµα που χρησιµοποιήθηκε στη PCR για τον έλεγχο των κλώνων καθώς και 

οι συνθήκες της PCR, φαίνονται στους πίνακες 4 και 5 αντίστοιχα. 

 

Πίνακας 5: Συνθήκες για την PCR των κλώνων 

Hot Start 5min 94oC 

1. Αποδιάταξη 45sec 94oC 

2. Ισχυροποίηση 45sec 52,5oC 

3. Επιµήκυνση 2min 72oC 

 10min 72oC 

 

 

Ο θερµοκρασιακός κύκλος των σταδίων 1, 2 και 3 επαναλήφθηκε για 25 

κύκλους. Μετά την PCR ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2% σε 

διάλυµα TAE 1Χ σε συνθήκες 80V και µετά χρώση σε EtBr και έλεγχος του 

αποτελέσµατος σε λάµπα υπεριώδους φωτός (UV).  

 

2.7 Υγρές καλλιέργειες 

Κάθε κλώνος που είχε το σωστό σε µέγεθος ένθεµα εµβολιάστηκε σε υγρή 

καλλιέργεια (θρεπτικό υλικό Luria-Bertani και µέσο επιλογής καναµυκίνη 50 µg/ml).  

Οι υγρές καλλιέργειες τοποθετήθηκαν για 20 h στον επωαστήρα ανάδευσης στους  

37οC ώστε να οξυγονώνονται. Με την ολοκλήρωση των 20 ωρών, ακολούθησε, η 

διαδικασία για την αποµόνωση του πλασµιδίου µε Plasmid DNA Purification, Nucleo-

spin Plasmid Kit (Macherey-Nagel, Germany), ώστε να ληφθούν καθαρά πλασµίδια, 

σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.   

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/06/2024 20:05:56 EEST - 3.16.137.90



17 

2.8 Αλληλούχιση DNA (sequencing)  

Η αλληλούχιση είναι η τεχνική που χρησιµοποιείται για να καθοριστεί η 

νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός τµήµατος DNA. Η αλληλούχιση των γονιδίων έγινε µε 

ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς αγγείου σε συσκευή αλληλούχισης ΑΒΙ 3700 (Applied 

Biosystems Inc., Η.Π.Α) από εταιρεία της Αυστρίας (VBC Austria). Για την 

αλληλούχιση χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές του πλασµιδίου οι οποίοι βρίσκονται 

εκατέρωθεν της θέσης εισαγωγής του γονιδίου στο πλασµίδιο. Για κάθε γονίδιο 

προέκυψαν δύο αλληλουχίες οι οποίες µε κατάλληλη επεξεργασία έδωσαν την τελική 

αλληλουχία του γονιδίου που είχε εισαχθεί.  

 

2.9 Φυλογενετική ανάλυση  

Από την αλληλούχιση που προηγήθηκε προέκυψαν οι αλληλουχίες για κάθε 

γονίδιο, οι οποίες συγκρίθηκαν µε άλλες γνωστές αλληλουχίες της GENBANK µε τη 

βοήθεια του προγράµµατος BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), µε σκοπό να 

βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς σύµφωνα µε τη πρωτογενή δοµή των γονιδίων. 

∆ηµιουργήθηκαν οµάδες, βάσει οµοιότητας 98% (Stackebrandt & Goebel 1994)  και οι 

µοναδικοί φυλότυποι τοποθετήθηκαν στο πρόγραµµα MEGA5, όπου ακολούθησε η 

ευθυγράµµιση τους,  µε τους ήδη γνωστούς συγγενείς, σύµφωνα µε το λογισµικό 

ClustalW, επεξεργασία µε τη µέθοδο αποστάσεων Neighbour-Joining και διόρθωση µε 

τη µέθοδο Jukes Cantor και στη συνέχεια τοποθέτηση των αλληλουχιών σε 

φυλογενετικό δέντρο.  

Η µέθοδος Neighbour Joining αποτελεί µία µέθοδο αποστάσεων. Με αυτή τη 

µέθοδο, οι αποστάσεις εκφράζονται ως το ποσοστό των περιοχών που διαφέρουν 

ανάµεσα σε δύο αλληλουχίες σε µία πολλαπλή ευθυγράµµιση. Αποτελεί µία 
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αλγοριθµική µέθοδο στην οποία χρησιµοποιούνται υπολογισµοί που περιλαµβάνουν 

τον χειρισµό µίας µήτρας αποστάσεων που προκύπτει από τις πολλαπλές 

ευθυγραµµίσεις. Όποτε ξεκινάει µία ευθυγράµµιση, υπολογίζεται για κάθε ζεύγος 

αλληλουχιών η απόσταση ή το ποσοστό των διαφορών και καταγράφονται τα στοιχεία 

στη µήτρα των αποστάσεων (Hall 2001).  

 

2.10  Υπολογισµός κάλυψης βιβλιοθήκης (Clone coverage) 

Η κάλυψη των κλώνων της βιβλιοθήκης υπολογίζεται από τον δείκτη Good’s C, 

ο οποίος δίνεται από τον τύπο [1-(ni/N)] (Good 1953), όπου ni είναι ο αριθµός των 

φυλοτύπων που εµφανίζονται µόνο µία φορά στη βιβλιοθήκη (singletons) και N είναι ο 

συνολικός αριθµός κλώνων. 

Για  να µπορέσουµε να βγάλουµε ασφαλή συµπεράσµατα, οι βιβλιοθήκες των 

κλώνων πρέπει να είναι αντιπροσωπευτικές του περιβάλλοντος που µελετάται. Αν από 

µια βιβλιοθήκη αναλυθούν λιγότεροι κλώνοι από ότι πρέπει η ποικιλότητα δεν θα 

αντιπροσωπεύει την ποικιλότητα του υπό µελέτη περιβάλλοντος (Kemp & Aller 2004).  

Ο αριθµός των προβλεπόµενων φυλοτύπων για την κάθε βιβλιοθήκη των 

κλώνων υπολογίστηκε µετά από την αφθονία βασισµένο στον τύπο Schao 1 (Chao 1984, 

1987):  Schao 1 = Sobs + [F1
2/2 (F2 + 1)] – [(F1F2)/2 (F2+1)2] 

Όπου Sobs  είναι ο αριθµός των φυλοτύπων που παρατηρήθηκαν στη βιβλιοθήκη, 

και F1 και F2 είναι ο αριθµός των φυλοτύπων που εµφανίζεται µια ή δυο φορές. Ο 

δείκτης αυτός είναι  ιδιαίτερα κατάλληλος για δεδοµένα στα οποία οι περισσότεροι 

φυλότυποι είναι σπάνιοι (Chao 1987). 
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2.11 Υπολογισµός δεικτών ποικιλότητας  

Για την ποσοτικοποίηση της ποικιλότητας στην παρούσα εργασία 

χρησιµοποιήθηκε ο δείκτης ποικιλότητας Shannon – Weaver (Η’). Ο δείκτης αυτός 

βασίζεται στην ιδέα ότι όσο αυξάνεται η ποικιλότητα ενός συστήµατος, τόσο αυξάνεται 

η αβεβαιότητα να επιλεγεί τυχαία ένα άτοµο κάποιου συγκεκριµένου είδους (Gliessman 

2000). Ο τύπος που υπολογίζει τον δείκτη είναι ο παρακάτω: 

 

Όπου: Η’ =  η  µέση αβεβαιότητα ανά είδος σε  µια βιοκοινωνία, που πρακτικά 

έχει απειράριθµα µέλη  

S =  ο αριθµός των ειδών του δείγµατος 

ni =  ο αριθµός των ατόµων που ανήκουν στο είδος i  

n =  ο συνολικός αριθµός ατόµων του δείγµατος 

Ο δείκτης αυτός προϋποθέτει ότι τα άτοµα του δείγµατος συλλέγονται τυχαία 

από πολύ µεγάλους  (θεωρητικά τείνουν στο άπειρο) πληθυσµούς και όλα τα είδη της 

βιοκοινωνίας αντιπροσωπεύονται στο δείγµα. Επειδή ο αριθµός ειδών του δείγµατος 

είναι συνήθως  µικρότερος από τον αριθµό των ειδών της βιοκοινωνίας,  ο δείκτης 

περικλείει υποκειµενική εκτίµηση επειδή αγνοούνται τα πολύ σπάνια είδη.  Ο δείκτης 

παίρνει την τιµή 0 όταν υπάρχει ένα µόνο είδος στο δείγµα και τη µέγιστη τιµή όταν 

όλα τα είδη του δείγµατος εκπροσωπούνται από τον ίδιο αριθµό ατόµων. ∆ηλαδή, ο 

δείκτης αυξάνεται µε τον αριθµό των taxa (n) και γίνεται µέγιστος όταν τα taxa είναι 

ισοµερώς κατανεµηµένα στο δείγµα (Shannon & Weaver 1949). Η αντικειµενικότητα 
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του δείκτη αυξάνει όσο αυξάνει το µέγεθος του δείγµατος. Η τιµή του δείκτη αυτού 

κυµαίνεται συνήθως µεταξύ 1,5 και 3,5 (σπανιότερα υπερβαίνει την τιµή 4,5).  

Η χρησιµότητα του δείκτη έχει αµφισβητηθεί έντονα από διάφορους ερευνητές 

και η χρήση του τελικά γίνεται µε εµπειρικά, παρά µε θεωρητικά στοιχεία (Hulbert, 

1971, Spatharis et al. 2011). Παρόλα αυτά, ο δείκτης Shannon-Wiener συνεχίζει να 

χρησιµοποιείται λόγω της ευρείας εξάπλωσης του κατά το παρελθόν µε στόχο την 

σύγκριση αποτελεσµάτων (Magurran 2004), καθώς επίσης έχει διερευνηθεί και η 

αποτελεσµατικότητά του στην εκτίµηση της οικολογικής κατάστασης (Molvaer et al. 

1997, Hill et al. 2003, Simboura et al. 2005, Muxica et al. 2007). 

Εκτός του δείκτη Shannon χρησιµοποιήθηκε και ο δείκτης οµοιογένειας ή 

ισοµερούς κατανοµής J (Pielou 1969), ο οποίος υπολογίζεται από τον τύπο H’/Hmax, 

όπου H’ είναι ο δείκτης ποικιλότητας του Shannon χρησιµοποιώντας Log2 και Hmax, ο 

δείκτης ποικιλότητας όταν όλα τα είδη του δείγµατος αντιπροσωπεύονται από ίσο 

αριθµό ατόµων στο δείγµα.  Το Hmax υπολογίζεται από τον τύπο:  Hmax= ln(S), όπου S 

είναι ο αριθµός των ειδών στο δείγµα. Παρατηρούµε δηλαδή ότι στους υπολογισµούς 

συµµετέχει και ο αριθµός των ειδών που έχουµε στο δείγµα µας, ο δείκτης αυτός 

εξαρτάται επίσης από το  µέγεθος του δείγµατος. Ένα άλλο µειονέκτηµα του δείκτη 

αυτού είναι πως είναι πολύ ευαίσθητος στις αλλαγές του αριθµού  (πρόσθεση-  

αφαίρεση)  των πολύ σπάνιων ειδών του δείγµατος.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1   Κάλυψη βιβλιοθήκης 

Η ανάλυση της κάλυψης των κλώνων βασίζεται στον δείκτη Good’s C (Good 

1953, Kemp & Aller 2004). Οι τιµές που έδωσε ο δείκτης για τον µήνα Μάιο ήταν 0,71, 

για τον µήνα Αύγουστο 0,91 και για τον µήνα Νοέµβριο 0,88. Αυτό σηµαίνει ότι το 

υπόδειγµα που πήραµε καλύπτει το 71%, το 91% και το 88% των βιβλιοθηκών για τους 

µήνες Μάιο, Αύγουστο και Νοέµβριο αντίστοιχα. Μια καλή εκτίµηση για την 

ποικιλότητα των φυλοτύπων σε σχέση µε τον αριθµό των κλώνων που αλληλουχήθηκαν 

δίνουν τα διαγράµµατα, (Σχ. 1) όπου  όπως  φαίνεται  οι καµπύλες τείνουν να γίνουν 

ασυµπτωτικές. 

 

3.2 Ποσοτική ανάλυση ποικιλότητας  

Ο δείκτης ποικιλότητας Shannon για τις βιβλιοθήκες Μαΐου, Αυγούστου και 

Νοεµβρίου έδωσε τις τιµές 1,52, 1,74 και 2,23, αντίστοιχα. Ο δείκτης ισοµερούς 

κατανοµής για την βιβλιοθήκη του Μαΐου ήταν 0,49 για την βιβλιοθήκη του Αυγούστου 

0,56  και τέλος για την βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου 0,61 (Σχ. 2). Η µέγιστη τιµή του 

δείκτη Shannon που θα µπορούσαµε να παρατηρήσουµε στη βιβλιοθήκη του Μαΐου 

είναι Hmax = 3,09 του Αυγούστου είναι Hmax =  3,09 και του Νοεµβρίου είναι Hmax 

=  3,64.  
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                Μέγεθος Βιβλιοθήκης 

Σχήµα 1: Κάλυψη των κυανοβακτηριακών κλώνων των  βιβλιοθηκών 

Μαΐου, Αυγούστου, Νοεµβρίου, 2010 βασισµένη στο δείκτη Good’s 

C, από την υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας.  
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Σχήµα 2: Μεταβολή του δείκτη ποικιλότητας Shannon και του δείκτη ισοµερούς 

κατανοµής J στις βιβλιοθήκες Μαΐου, Αυγούστου και Νοεµβρίου 2010, Κάρλα. 

 

 

3.3 Ανάλυση φυλοτύπων 

Οι πίνακες 1,2 και 3 του παραρτήµατος απεικονίζουν τους φυλοτύπους των 

βακτηρίων που προέκυψαν µετά την αλληλούχιση για τις βιβλιοθήκες του Μαΐου, του 

Αυγούστου και του Νοεµβρίου. Οι κυανοβακτηριακοί φυλότυποι που ανακτήθηκαν από 

την παρούσα µελέτη συνδέονται µε τις ταξινοµικές οµάδες των Nostocales, 

Chroococcales,  και Stigonematales. Παρόλο που, οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 

στην παρούσα µελέτη θεωρούνται ειδικοί για τον εντοπισµό των κυανοβακτηρίων 

(Nübel et al. 1997), φαίνεται να εντοπίζουν και αλληλουχίες και από άλλα φύλα, όπως 

τα Verrucomicrobia µε αρκετά µεγάλο ποσοστό σχετικής αφθονία, 31,2% στη 

βιβλιοθήκη του Μαΐου, 31,5% στη βιβλιοθήκη του Αυγούστου και 14,0% στη 

βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου. Τα Verrucomicrobia είναι ευρέως διανεµηµένα και αρκετά 
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από αυτά ζουν σε συνδυασµό µε ευκαρυωτικά κύτταρα (Wagner et al. 2006) και έχουν 

βρεθεί µε κυανοβακτηριακές ανθίσεις όχι µόνο στη µελέτη µας, αλλά και σε άλλες 

εύτροφες λίµνες (Wu et al. 2007, Ye et al. 2009, Kormas et al. 2010). 

 

3.4   Φυλογενετικά δέντρα 

Για την καλύτερη ερµηνεία των αποτελεσµάτων, από τις αλληλουχίες που 

προέκυψαν και µε τη διαδικασία που αναφέρεται στη µεθοδολογία, κατασκευάστηκαν 

φυλογενετικά δέντρα (Εικ.: 4, 5, 6) στα οποία οµαδοποιήθηκαν οι αλληλουχίες σε 

ταξινοµικές οµάδες µε απώτερο σκοπό την αποκάλυψη της δοµής της βιοκοινότητας 

των κυανοβακτηρίων της λίµνης Κάρλας. Για να εντοπιστεί η ρίζα του φυλογενετικού 

δέντρου, χρησιµοποιήθηκε και µία αποµακρυσµένη από τις υπόλοιπες, αλληλουχία 

(outgroup).  
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Εικόνα 4: Φυλογενετικό δέντρο των σχέσεων των 16s rRNA γονιδίων των µοναδικών 

κυανοβακτηριακών φυλοτύπων που ανιχνεύθηκαν στο νερό της λίµνης Κάρλας τον µήνα Μάιο, 

βασισµένο στη µέθοδο neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση αποστάσεων 

Jukes-Cantor  µε 1000  επαναλήψεις  bootstrap (τα  ποσοστά  αναγράφονται  στους κόµβους).  

Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι που 

βρέθηκαν στη λίµνη Κάρλα επισηµαίνονται µε µαύρο ρόµβο ενώ, µε γκρι κύκλο 

επισηµαίνονται φυλότυποι που ανιχνεύθηκαν σε άλλες Ελληνικές λίµνες. Η κλίµακα 

αντιπροσωπεύει 2% φυλογενετική απόσταση.  

Stigonematales 

Chroococcales 

 Cyanobacterium 

  Verrucomicrobia 

Nostocales 
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Εικόνα 5: Φυλογενετικό δέντρο των σχέσεων των 16s rRNA γονιδίων των µοναδικών 

κυανοβακτηριακών φυλοτύπων που ανιχνεύθηκαν στο νερό της λίµνης Κάρλας τον µήνα 

Αύγουστο, βασισµένο στη µέθοδο neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση 

αποστάσεων Jukes-Cantor µε 1000 επαναλήψεις bootstrap (τα ποσοστά αναγράφονται στους 

κόµβους). Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι 

που βρέθηκαν στη λίµνη Κάρλα επισηµαίνονται µε µαύρο ρόµβο ενώ, µε γκρι κύκλο 

επισηµαίνονται φυλότυποι που ανιχνεύθηκαν σε άλλες Ελληνικές λίµνες. Η κλίµακα 

αντιπροσωπεύει 2% φυλογενετική απόσταση.   

Cyanobacterium 

Nostocales 

  Chroococcales 

Cloroflexi 

  Verrucomicrobia 
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Εικόνα 6: Φυλογενετικό δέντρο των σχέσεων των 16s rRNA γονιδίων των µοναδικών 

κυανοβακτηριακών φυλοτύπων που ανιχνεύθηκαν στο νερό της λίµνης Κάρλας τον µήνα 

Νοέµβριο, βασισµένο στη µέθοδο neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση 

αποστάσεων Jukes-Cantor µε 1000 επαναλήψεις bootstrap (τα ποσοστά αναγράφονται στους 

κόµβους). Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι 

που βρέθηκαν στη λίµνη Κάρλα επισηµαίνονται µε µαύρο ρόµβο ενώ, µε γκρι κύκλο 

επισηµαίνονται φυλότυποι που ανιχνεύθηκαν σε άλλες Ελληνικές λίµνες. Η κλίµακα 

αντιπροσωπεύει 2% φυλογενετική απόσταση.   

Verrucomicrobia 

Stigonematales 

 Chroococcales 

Nostocales 

Cyanobacterium 

Nostocales 

Cyanobacterium 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

Κατά τη διάρκεια της παρούσας εργασίας, αναλύθηκε ένα σύνολο 32, 35 και 50 

αλληλουχιών του γονιδίου 16S rRNA από τις βιβλιοθήκες Μαΐου, Αυγούστου και 

Νοεµβρίου 2010 αντίστοιχα. Οι κλώνοι αυτοί στη συνέχεια οµαδοποιήθηκαν σε 12, 11 

και 15 φυλότυπους αντίστοιχα, µε κριτήριο οµοιότητας 98%. Οι φυλότυποι που είχαν 

έναν αντιπροσωπευτικό κλώνο (singletons) αποτελούσαν το 18,75% των φυλοτύπων 

που βρέθηκαν στη βιβλιοθήκη του Μαΐου, το 8,57% στη βιβλιοθήκη του Αυγούστου 

και το 8,00% στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου. Οι κυανοβακτηριακοί φυλότυποι 

αποτελούσαν το 68,8% της βιβλιοθήκης Μαΐου,  62,9%  της  βιβλιοθήκης  Αυγούστου  

και 72% της βιβλιοθήκης Νοεµβρίου. Οι φυλότυποι που σχετίστηκαν µε τα 

Verrucomicrobia, αποτελούσαν στη βιβλιοθήκη του Μαΐου το 31,2%, στη βιβλιοθήκη 

του Αυγούστου το 31,5% και στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου το 14,0%. Το 2,8% των 

φυλοτύπων του Αυγούστου συνδέονταν µε τα Chloroflexi, ενώ µε ακαλλιέργητα 

κυανοβακτήρια συνδέονταν το 2,8% των φυλοτύπων του Αυγούστου και το 14,0% των 

φυλοτύπων του Νοεµβρίου.  

Το Μάιο φαίνεται να κυριαρχεί το είδος Anabaenopsis nadsonii,  τον  Αύγουστο 

τα είδη Anabaena flos-aquae και Planktothrix pseudagardhii, ενώ το  Νοέµβριο 

κυριαρχεί το είδος Synechococcus sp.. 

Στη βιβλιοθήκη του Μαΐου από τα οκτώ είδη κυανοβακτηρίων που 

ανιχνεύθηκαν µόνο το  Spirulina laxissima είναι κοινό και για τις τρεις βιβλιοθήκες, 

γεγονός που υποδηλώνει τη συνεχή ύπαρξη του στη λίµνη σε όλες τις δειγµατοληψίες. 

Στη βιβλιοθήκη του Αυγούστου ανιχνεύθηκαν οκτώ είδη κυανοβακτηρίων, από τα 

οποία εκτός από το είδος Spirulina laxissima, κανένα άλλο είδος δεν ήταν κοινό µε τα 

είδη της βιβλιοθήκης του Μαΐου, ενώ µε τα είδη της βιβλιοθήκης του Νοεµβρίου έχει 
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ένα κοινό είδος το Anabaena flos-aquae. Στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου, από τα 11 

είδη κυανοβακτηρίων που ανιχνεύθηκαν και εκτός από τα είδη, Spirulina laxissima το 

οποίο όπως προαναφέρθηκε είναι κοινό και για τις τρεις βιβλιοθήκες και το Anabaena 

flos-aquae το οποίο ανιχνεύθηκε και στη βιβλιοθήκη του Αυγούστου, το είδος 

Anabaenopsis nadsonii και µερικά ακαλλιέργητα κυανοβακτήρια εντοπίστηκαν και στη 

βιβλιοθήκη του Μαΐου (Σχ. 3).  

Παρατηρούµε λοιπόν, από την άνοιξη προς το καλοκαίρι και καθώς οι 

θερµοκρασίες ανεβαίνουν, η στάθµη της λίµνης λόγω της εξάτµισης κατεβαίνει 

αυξάνοντας την αλατότητα του νερού, νέα είδη κυανοβακτηρίων εµφανίζονται και 

επικρατούν σε αντικατάσταση αυτών που είχαν ανιχνευθεί στη βιβλιοθήκη του Μαΐου, 

εκτός από το Spirulina laxissima το οποίο εµφανίζεται καθ’ όλη τη διάρκεια της 

περιόδου της δειγµατοληψίας. Τα µέλη αυτού του γένους είναι γνωστό ότι έχουν 

παγκόσµια κατανοµή σε θαλάσσια, γλυκά και υφάλµυρα νερά. Είδη του γένους 

Spirulina είναι επίσης κοινά σε εσωτερικές αλµυρές λίµνες και σε ορισµένες θερµές 

πηγές µε θερµοκρασίες ακόµη και 50οC (Castenholz 1977, 1978). Μερικά είδη ή 

οικότυποι είναι ανθεκτικά σε ένα ευρύ φάσµα της αλατότητας (Javor 1989). Το 

κατώτατο όριο αλατότητας στο οποίο µπορεί να ανθίσει η Spirulina είναι περίπου 5 

psu, ενώ η υψηλότερη άνθιση της παρουσιάζεται σε τιµές αλατότητας µεγαλύτερες από 

20 psu (Ciferri 1983), αυτό εξηγεί και τις χαµηλές της συγκεντρώσεις που 

παρατηρήθηκαν καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου δειγµατοληψίας.  

Μετά τον Αύγουστο προς το τέλος του φθινοπώρου, (Νοέµβριο) και καθώς οι 

θερµοκρασίες µειώνονται, το είδος Anabaenopsis nadsonii και µερικά ακαλλιέργητα 

κυανοβακτήρια που είχαν εµφανιστεί στη βιβλιοθήκη του Μαΐου επανεµφανίζονται, 

ευνοούµενα από τις χαµηλότερες θερµοκρασίες. Από τα κυανοβακτήρια της 
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βιβλιοθήκης του Αυγούστου, µόνο το Anabaena flos-aquae εξακολουθεί να ανιχνεύεται 

στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου, µαζί φυσικά µε το Spirulina laxissima, ενώ 

εµφανίζονται να επικρατούν και άλλα επτά νέα είδη κυανοβακτηρίων. 

 
 

Βιβλιοθήκες Μαΐου – Αυγούστου - Νοεµβρίου:  KRL03C-3 

     Βιβλιοθήκες Αυγούστου - Νοεµβρίου:  KRL06C-11 

             Βιβλιοθήκες Νοεµβρίου - Μαΐου:  KRL09C-20 

                   KRL09C-62  

Σχήµα 3: ∆ιάγραµµα Venn των κοινών φυλοτύπων µεταξύ των βιβλιοθηκών Μαΐου, 

Αυγούστου και Νοεµβρίου. Παρουσιάζονται οι κωδικοί των κοινών φυλοτύπων  

 

Οι τιµές του δείκτη ποικιλότητας H, στη λίµνη Κάρλα κυµάνθηκαν από 1,52 

έως 2,23 και είναι ανάλογες µε αυτές που µετρήθηκαν στη λίµνη της Καστοριάς και 

στη λίµνη ∆οϊράνη το έτος 2004 (Kormas et al. 2011), ενώ είναι σχετικά χαµηλές σε 

σύγκριση µε αυτές που µετρήθηκαν στη λίµνη ∆οϊράνη την περίοδο Ιουλίου – 

Οκτωβρίου 2004, που ξεπέρασαν την τιµή 3 (Πολυκάρπου 2006).  Οι χαµηλές τιµές του 
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δείκτη ποικιλότητας πιθανόν να υποδηλώνουν, την επικράτηση των κυανοβακτηρίων, 

Anabaenopsis nadsonii, Anabaena flos-aquae, Planktothrix pseudagardhii, και 

Synechococcus sp. στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας. Η ελάχιστη τιµή του δείκτη 

ισοµερούς κατανοµής J µέγιστη τιµή του δείκτη ποικιλότητας Shannon απαντάται στη 

βιβλιοθήκη Νοεµβρίου ακολουθώντας τη διακύµανση τιµών του. 

 

4.1   Ταξινοµικές οµάδες που ανιχνεύθηκαν 

Nostocales: Η ταξινοµική οµάδα Nostocales φαίνεται να κυριαρχεί στις 

βιβλιοθήκες του Μαΐου και του Αυγούστου. Περιλαµβάνει αποκλειστικά νηµατοειδή 

κυανοβακτήρια µε ετεροκύτταρα και ψευδείς διακλαδώσεις. Τα τριχώµατα είναι 

οµοιοπολικά ή ετεροπολικά, υποχρεωτικά µονόσειρα και τα κύτταρα διαιρούνται 

πάντοτε κάθετα προς τον επιµήκη άξονα του κυττάρου. Εµφανίζονται σε γλυκά νερά, 

σε χερσαία ενδιαιτήµατα, ενώ έχουν παρατηρηθεί και σε υφάλµυρες λίµνες (Jungblut & 

Neilan 2010). Μερικά είδη της οµάδας αυτής αναπτύσσουν συµβιωτική σχέση µε άλλα 

φυτά (Singh et al. 2009). Τα είδη των κυανοβακτηρίων που ανήκουν στην ταξινοµική 

οµάδα αυτή και αναγνωρίστηκαν κατά τη διάρκεια της παρούσας έρευνας απαντώνται 

και σε άλλα υδάτινα συστήµατα της Ελλάδας (Καστοριά, Κερκίνη, ∆οϊράνη, 

Παµβώτιδα και Αµβακία) των οποίων η τροφική κατάσταση είναι κυρίως εύτροφη 

(Anagnostidis & Economou-Amilli 1980, Hindák & Moustaka 1988, Moustaka-Gouni 

1988, Moustaka-Gouni & Nikolaidis 1990, Σπαρτινού 1992, Moustaka et al. 2000, 

Temponeras et al. 2000, Vardaka et al. 2005, Moustaka et al. 2006, Kormas et al. 

2010). 

Στη βιβλιοθήκη του Μαΐου και στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου, ο φυλότυπος 

KRL03C-1 µε σχετική αφθονία 37,5% και ο φυλότυπος KRL09C-20 µε σχετική 
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αφθονία 6,0% αντίστοιχα, σχετίστηκαν µε τον φυλότυπο Anabaenopsis nadsonii 

2LT27SO6 ο οποίος βρέθηκε στη λίµνη Trasimeno στην κεντρική Ιταλία (Mugnai et al. 

2008) (ποσοστό οµοιότητας 100%). Οι πιο πυκνοί πληθυσµοί του ενδεχοµένως τοξικού 

κυανοβακτηρίου που ανιχνεύθηκαν στη λίµνη Trasimeno παρατηρήθηκαν από τις αρχές 

του καλοκαιριού ως και τα τέλη του φθινοπώρου, χωρίς να φτάσουν όµως οι 

συγκεντρώσεις τους σε υψηλά επίπεδα (Mugnai et al. 2008). Στο ίδιο είδος ανήκει και ο 

κλώνος KS_C17 ο οποίος εντοπίστηκε στο ίζηµα της λίµνης της Καστοριάς (Kormas et 

al. 2010). 

Στην ίδια ταξινοµική οµάδα ανήκουν και οι φυλότυποι  KRL06C-11 και 

KRL09C-36, που εντοπίστηκαν στις βιβλιοθήκες Αυγούστου και Νοεµβρίου, µε 

ποσοστό σχετικής αφθονίας 14,3% και 10,0% αντίστοιχα και σχετίζονται µε τον 

φυλότυπο Anabaena flos-aquae LMECYA 180 ο οποίος εντοπίστηκε σε λίµνη της 

Πορτογαλίας (Valerio et al. 2009). Το είδος αυτό είναι ένα από τα είδη των 

κυανοβακτηρίων που ευθύνονται κυρίως για τους τοξικούς επιπολασµούς (Gkelis et al. 

2001). Τα νηµατοειδή Anabaena flos-aquae διαθέτουν αεροτόπια, τα οποία τους δίνουν 

τη δυνατότητα να ρυθµίζουν τη θέση τους στη στήλη του νερού και ευνοούνται κυρίως 

σε υψηλές τιµές θερµοκρασίας και φωτός και όταν δεν επικρατεί ανάµειξη της στήλης. 

Οι βροχοπτώσεις έχουν ανασταλτική επίδραση στη ανάπτυξη τους ενώ πτώση των 

πληθυσµών τους παρατηρείται µε µείωση της θερµοκρασίας του νερού (Moustaka-

Gouni 1988, Τρύφων 1994, Vardaka et al. 2000, Reynolds et al. 2002).  

Ο φυλότυπος KRL06C-15, µε σχετική αφθονία 8,6%, ο οποίος εντοπίστηκε στη 

βιβλιοθήκη του Αυγούστου, σχετίστηκε µε τον φυλότυπο Anabaena aphanizomenoides 

TAC456 ο οποίος εντοπίστηκε σε λίµνη της Ιαπωνίας, Ibaraki (Tuji & Niiyama 2010). 

Το είδος Anabaena aphanizomenoides είναι γνωστό ως τοξικό κυανοβακτήριο (Sivonen 
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& Jones 1999, Cook et al. 2004, Burch & Humpage 2005, Vardaka et al. 2005). Η 

αύξηση του φαίνεται να ευνοείτε σε αλατότητα µεγαλύτερη από 15 psu (Moisander et 

al. 2002) αυτό ίσως εξηγεί και την εµφάνιση του µόνο τον µήνα Αύγουστο όπου η 

αλατότητα είναι στα 13,2 psu.      

Ο φυλότυπος KRL09C-116, µε σχετική αφθονία 4,0%, ο οποίος ανιχνεύθηκε 

στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου, συνδέεται µε το είδος Trichodesmium erythraeum, ένα 

είδος θαλάσσιου κυανοβακτηρίου που τείνει να σχηµατίσει εκτεταµένες ανθίσεις σε 

τροπικές και υποτροπικές περιοχές, κυρίως στον Ινδικό και Ειρηνικό ωκεανό. 

Εντοπίστηκε στην υφάλµυρη λίµνη Chilka στην ανατολική ακτή της Ινδίας (Adhikary 

& Sahu 1992), ενώ  για πρώτη φορά εντοπίζεται σε κάποια ελληνική λίµνη, στην 

παρούσα εργασία. Αυτό το είδος είναι σηµαντικό στο παγκόσµιο οικοσύστηµα καθώς 

συµβάλλει ως και 40% στη δέσµευση του αζώτου που συµβαίνει στον ωκεανό και 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο ως "βιολογική αντλία του άνθρακα". Μια εκτενής 

άνθιση αυτού του είδους καταγράφηκε για πρώτη φορά σε γεωγραφικό πλάτος 

µεγαλύτερο από 30° Β στην Ανατολική Μεσόγειο. Η άνθιση εµφανίστηκε το 

Σεπτέµβριο του 2010 µετά από µια παρατεταµένη περίοδο υψηλών θερµοκρασιών 

επιφάνειας και απάνεµων ηµερών. Οι συνθήκες αυτές, σπάνια συναντώνται στην 

περιοχή και θεωρούνται από τους κύριους παράγοντες που οδήγησαν σε υψηλές 

πυκνότητες του Τ. erythraeum. Αυτά τα συµπεράσµατα φαίνεται να συνδέονται άµεσα 

µε την αλλαγή του κλίµατος που παρατηρείται στην περιοχή της Μεσογείου (Spatharis 

et al. 2012). Οι ανθίσεις του Trichodesmium έχουν συνδεθεί µε τοξικότητα σε θαλάσσια 

ασπόνδυλα καθώς και στους ανθρώπους (Hawser et al. 1992). Από το είδος 

Trichodesmium erythraeum δεν έχει αποµονωθεί τοξίνη σε χηµικές αναλύσεις που 
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πραγµατοποιήθηκαν στην Αυστραλία, διαφορετικές όµως περιβαλλοντικές συνθήκες 

δεν αποκλείουν την ανάπτυξη τους (Negri et al. 2003)    

Φυλότυποι και από τις τρεις βιβλιοθήκες συνδέθηκαν µε το είδος Spirulina 

laxissima. Στη βιβλιοθήκη του Μαΐου ο φυλότυπος εµφανίστηκε µε σχετική αφθονία 

3,1% και ποσοστό οµοιότητας 97%, στη βιβλιοθήκη του Αυγούστου µε σχετική 

αφθονία 5,7% και ποσοστό οµοιότητας 97% και στη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου µε 

σχετική αφθονία 2,0% και ποσοστό οµοιότητας 97%. Το ταξινοµικό όνοµα «Spirulina» 

έχει χρησιµοποιηθεί από το 1932 για να δηλώσει κυανοβακτήρια που µορφολογικά 

εµφανίζονται ως πολυκύτταρα µη διακλαδισµένα τριχώµατα µε σπειροειδή περιέλιξη. 

Στη φύση απαντώνται συνήθως σε αλκαλικές, εύτροφες και µε υψηλή αλατότητα λίµνες 

έως και 70 psu (Ciferri 1983).  Η αύξησή τους ευνοείται σε υψηλές τιµές θερµοκρασίας 

(Umesh 2002). Η χαµηλή αφθονία που εµφανίζουν οι φυλότυποι οι οποίοι σχετίζονται 

µε το είδος αυτό, καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου δειγµατοληψίας, οφείλεται στη 

χαµηλή αλατότητα, που απαντάται στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας, σε σχέση 

µε τις τιµές αλατότητας που ευνοούν την αύξηση του. Τον Αύγουστο που η 

θερµοκρασία και η αλατότητα της υδάτινης στήλης αυξάνονται, εµφανίζεται και η 

µεγαλύτερη αφθονία του. Είναι τρόφιµο υψηλής διατροφικής αξίας. Περιέχει ένα 

πλήθος βιοδραστικών θρεπτικών συστατικών όπως υψηλής ποιότητας πρωτεΐνη, 

σίδηρο, σελήνιο, γ-λινολενικό οξύ, β-καροτένιο (Προβιταµίνη Α), βιταµίνες του 

συµπλέγµατος Β, βιταµίνη Ε και µεταλλικά στοιχεία (Sotiroudis 2006). 

Ο φυλότυπος KRL03C-11 εντοπίστηκε στην βιβλιοθήκη του Μαΐου και 

συνδέεται µε ποσοστό οµοιότητας 92% µε το Limnothrix sp. CENA 110, το οποίο 

αποµονώθηκε στη Βραζιλία (Furtado et al. 2009) και εντοπίστηκε και στην υδάτινη 

στήλη της λίµνης της Καστοριάς µε τον κλώνο NK2 CYA_1_13 (Kormas et al. 2010). 
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Εκτός από τη λίµνη της Καστοριάς το κυανοβακτήριο Limnothrix sp. έχει παρατηρηθεί 

και σε άλλα υδάτινα συστήµατα της Ελλάδας, στον ταµιευτήρα πόσιµου νερού του 

Μαραθώνα (Lymperopoulou et al. 2011) και στο λιµνοποτάµιο σύστηµα του 

Αλιάκµονα (Montesanto et al. 2000, Chrisostomou et al. 2009), φτάνοντας σε πολλές 

περιπτώσεις υψηλές πληθυσµούς (Vardaka et al. 2000). Τα είδη του γένους Limnothrix 

χαρακτηρίζονται από την ανθεκτικότητα τους σε συνθήκες υψηλής και συνεχούς 

ανάµιξης και είναι προσαρµοσµένα σε συνθήκες χαµηλής έντασης φωτός (Rojo & 

Alvarez Cobelas 1994).  

Ο φυλότυπος KRL09C-15 συνδέεται στενά µε ποσοστό 99% µε το Oscillatoria 

sp. το οποίο εντοπίστηκε στην Ολλανδία (Swart et al. 2005) καθώς και µε ποσοστό 

96% µε το είδος Jaaginema neglectum IAM M-82 (Ishida et al. 1997). Στο ίδιο είδος 

ανήκει και ο κλώνος NK2 CYA_2_14 ο οποίος εντοπίστηκε στην υδάτινη στήλη της 

λίµνης της Καστοριάς (Kormas et al. 2010). Ο φυλότυπος KRL09C-43 εµφανίζει 

οµοιότητα 99% µε το κλώνο ND2_CYA_1_8 ο οποίος αποµονώθηκε στην υδάτινη 

στήλη της λίµνης ∆οιράνης (Kormas et al. 2011). Ο φυλότυπος KRL06C-27 εµφανίζει 

οµοιότητα 99% µε το φυλότυπο ND2_CYA_1_21 ο οποίος εµφανίζεται και αυτός στην 

υδάτινη στήλη της λίµνης ∆οϊράνης και συνδέονται µε το είδος Planktothrix 

pseudagardhii. Στο ίδιο είδος ανήκουν και οι κλώνοι ND2 CYA_1_8, D57C13, NV1 

CYA_1_25 (GenBank, unpublished) και D57C2 οι οποίοι εντοπίστηκαν στις λίµνες 

∆οϊράνη (Kormas et al. 2011), Κάρλα (Oikonomou et al. 2012), Βόλβη (Kormas et al. 

2008, GenBank, unpublished) και Κάρλα (Oikonomou et al. 2012) αντίστοιχα. Το είδος 

αυτό φαίνεται να συνδέεται µορφολογικά µε το είδος Planktothrix agardhii όµως 

διαφέρουν σηµαντικά όσον αφορά την τοξικότητα καθώς το τελευταίο είναι γνωστό για 

την παραγωγή µικροκυστινών (Sivonen 1990).   
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Chroococcales: Η τάξη αυτή περιλαµβάνει µονοκύτταρα και αποικιακά 

κυανοβακτήρια. Σχηµατίζουν αποικίες σφαιρικές, επίπεδες, κυβόµορφες ή ακανόνιστης 

µορφής. Στην τάξη αυτή ανήκουν και όσα κυανοβακτήρια σχηµατίζουν ψευδονήµατα. 

∆εν παρατηρούνται τριχώµατα, ετεροκύτταρα και έµµονα κύτταρα. Αναπαράγονται µε 

απλή κυτταρική διαίρεση και δυαδική ή πολλαπλή σχάση (Graham & Wilcox 2000).  

 Το είδος Microcystis aeruginosa το οποίο ανήκει στην ταξινοµική οµάδα 

Chroococcales,  φαίνεται να κυριαρχεί στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας το µήνα 

Νοέµβριο. Το µήνα αυτό σηµειώθηκαν οι χαµηλότερες τιµές αλατότητας στη λίµνη 

Κάρλα κατά τη διάρκεια του πειράµατος, γεγονός που επιτρέπει την ανάπτυξη του 

είδους Microcystis aeruginosa καθώς αυτό δεν αναπτύσσετε σε τιµές αλατότητας 

µεγαλύτερες των 10 psu (Tonk et al. 2007). Η τοξίνη που παράγει το M. aeruginosa 

είναι γνωστό ότι είναι µια από τις σηµαντικότερες ηπατοτοξίνες (Sivonen & Jones 

1999). Οι επιπολασµοί του είδους αυτού σε µεσογειακές χώρες όπως και η Ελλάδα, 

µπορεί να διαρκούν µεγάλα χρονικά διαστήµατα. Ένας σηµαντικός παράγοντας για την 

επικράτηση του Microcystis είναι η ικανότητα του να ρυθµίζει τη θέση του στη στήλη 

του νερού. Το είδος Microcystis aeruginosa έχει ανιχνευθεί στο φυτοπλαγκτό της 

λίµνης της Καστοριάς στο παρελθόν και επίσης  κατά τη περίοδο 1996, 1997 και 1999  

µετά τη µείωση των εξωτερικών φορτίων θρεπτικών (Βαρδάκα 2001, Moustaka-Gouni 

et al. 2007, Kormas et al. 2010). Εκτός από τη λίµνη της Καστοριάς το είδος 

Microcystis aeruginosa εντοπίστηκε και στις λίµνες Βιστωνίδα, Βόλβη, Κερκίνη, 

∆οϊράνη, Μικρή Πρέσπα και Παµβώτιδα (Cook et al. 2004). Ο φυλότυπος που 

εντοπίστηκε στον ταµιευτήρα της λίµνης του Μαραθώνα στην Αττική το έτος 2007, 

σχετίστηκε µε το είδος αυτό, µε διαφορετικούς όµως εκκινητες και µε µικρότερη 

αλληλουχία (Lymperopoulou et al. 2011). Ο φυλότυπος KRL09C-115 ο οποίος 
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εντοπίστηκε τον µήνα Νοέµβριο στη λίµνη Κάρλα εµφάνισε οµοιότητα µε το είδος 

Microcystis aeruginosa. Στο ίδιο είδος ανήκαν και οι κλώνοι NK2 CYA_1_5 και ND2 

CYA_1_30 οι οποίοι εντοπίστηκαν στη λίµνη της Καστοριάς (Kormas et al. 2010) και 

στη λίµνη της ∆οϊράνης (Kormas et al. 2011) αντίστοιχα. Υψηλές συγκεντρώσεις 

µικροκυστινών βρέθηκαν στις λίµνες της Καστοριάς και της Παµβώτιδας, ενώ χαµηλές 

συγκεντρώσεις βρέθηκαν στις λίµνες Βιστωνίδα, Βόλβη και Αµβρακία οι οποίες 

πιθανώς να οφείλονται στο είδος Microcystis aeruginosa (Γκέλης 2006). Την περίοδο 

Αυγούστου – Νοεµβρίου 2003, στη φραγµαλίµνη του Πολυφύτου πραγµατοποιήθηκε 

για πρώτη φορά στην Ελλάδα µελέτη για αεροµεταφερόµενους φυτοπλαγκτονικους 

µικροοργανισµούς από τους Chrisostomou et al., (2009). Τα κυανοβακτήρια 

αποτέλεσαν το 18,4% του συνολικού πληθυσµού που ανιχνεύθηκε. Η σύνθεση της 

κοινωνίας των αεροµεταφερόµενων κυανοβακτηρίων και µικροφυκών µπορεί να 

επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες, ανάµεσα στους οποίους είναι περιβαλλοντικές 

και κλιµατικές συνθήκες (Sharma et al. 2007), καθώς και η εγγύτητα σε υδάτινα 

συστήµατα που µπορούν να δράσουν ως δεξαµενές ειδών (Sharma et al. 2006, 

Chrisostomou et al. 2009).  Στην οµάδα των κυανοβακτηρίων που εντοπίστηκαν να 

αεροµεταφέρονται πάνω από τη φραγµαλίµνη του Πολυφύτου, ανιχνεύθηκαν και τα 

Anabaena aphanizomenoides και Microcystis aeruginosa. Στις δειγµατοληψίες που 

πραγµατοποιήθηκαν στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας στα πλαίσια της παρούσας 

εργασίας, µεταξύ άλλων ανιχνεύθηκαν, τον µήνα Αύγουστο το είδος Anabaena 

aphanizomenoides και τον µήνα Νοέµβριο το είδος Microcystis aeruginosa, γεγονός 

που πιθανόν εξηγείται από την παραπάνω µελέτη των Chrisostomou  et al., (2009). 

Σύµφωνα µε δεδοµένα που προέρχονται από επιδηµιολογικά στοιχεία, οι 

κυανοτοξίνες έχουν σοβαρές επιπτώσεις στην υγεία του ανθρώπου, 
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συµπεριλαµβανοµένων δηλητηριάσεων ανθρώπινων πληθυσµών, δηλητηριάσεων ζώων 

και τοξικολογικών µελετών (Kuiper-Goodman et al. 1999). Η παρουσία µικροκυστινών 

στο πόσιµο νερό µπορεί να θέσει σε κίνδυνο την υγεία του ανθρώπου (Codd et al. 1997, 

Falconer et al. 1999b). Οι αγρότες κατά τη διάρκεια των αρδεύσεων, δυνητικά 

βρίσκονται σε κίνδυνο από την εισπνοή σταγονιδίων που περιέχει τις τοξίνες (Ito et al. 

2001) ή µέσω δερµατολογικής επαφής µε τοξίνες που περιέχει το νερό (Falconer et al. 

1999a). Άρδευση µε νερό που περιέχει κυανοβακτήρια µπορεί να οδηγήσει στη 

συσσώρευση τοξινών στις εξωτερικές επιφάνειες των βρώσιµων φυτικών υλών 

(Falconer et al. 1999a). Οι επιδράσεις των µικροκυστινών στον ανθρώπινο οργανισµό 

µπορεί να είναι από επεισόδια γαστρεντερίτιδας, ηπατικές βλάβες µέχρι και τον θάνατο, 

ενώ είναι ύποπτες για την πρόκληση καρκίνου στους ανθρώπους (Abe et al. 1996, Codd 

et al. 1997).   

Οι φυλότυποι KRL03C-33 µε σχετική αφθονία 3,1% από τη βιβλιοθήκη του 

Μαΐου, KRL06C-34 µε σχετική αφθονία 8,6%, KRL06-23 µε σχετική αφθονία 8,6% 

από τη βιβλιοθήκη του Αυγούστου και KRL09C-59 µε σχετική αφθονία 18,0% από τη 

βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου, εµφανίζουν οµοιότητα 99% ,99%,98% και 98% αντίστοιχα 

µε το γένος Synechococcus. Στο ίδιο γένος ανήκαν επίσης και οι κλώνοι NV1 CYA33 

και ND2 CYA 127 οι οποίοι εντοπίστηκαν στη λίµνη Βόλβη (Kormas et al. 2008 

Unpublished) και στη λίµνη ∆οϊράνη (Kormas et al. 2011) αντίστοιχα. Οι αποικίες 

Synechococcus µπορεί να βρεθούν σε υδάτινα οικοσυστήµατα όπου η αλατότητα είναι 

σχετικά χαµηλή (<15-20 psu) και σε θερµοκρασίες <20 οC (Beardall et al. 2008). Αν 

και δεν προκαλούν άνθιση του νερού µπορούν να φτάσουν στην υψηλότερη αφθονία 

τους σε περιόδους όπου υπάρχει σοβαρός περιορισµός θρεπτικών όπως το καλοκαίρι 

και το φθινόπωρο. Θεωρείται ότι η συνήθεια τους για οµαδοποίηση προκειµένου να 
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σχηµατίσουν κλειστές αποικίες, βοηθά στην πιο αποτελεσµατική ανακύκλωση των 

θρεπτικών συστατικών, επιτρέποντάς τους να ευηµερήσουν σε δυσµενείς συνθήκες 

(Fahnenstiel & Carrick’ 1991). 

Και στα δύο στελέχη Synechococcus, του θαλάσσιου και του γλυκού νερού,  η 

κυτταρική διαίρεση εξαρτάται από το φως και φθάνει στο ανώτερο της όριο το 

απόγευµα δηµιουργώντας µια αύξηση του αριθµού των κυττάρων που σταδιακά 

µειώνεται καθώς προχωρά η νύχτα. Αυτοί οι κύκλοι φωτός / σκότους δηµιουργούν  ένα 

ρυθµικό µοτίβο κυτταρικής διαίρεσης και ανάπτυξης, το οποίο οδηγείται από τις 

επικρατούσες συνθήκες φωτισµού. Βέλτιστη ανάπτυξη εµφανίζεται κάτω από συνθήκες 

πολύ χαµηλού φωτισµού, αλλά χάρη σε µια µέθοδο της φωτο-προσαρµογής, η 

κυτταρική ανάπτυξη και φωτοσυνθετική δραστηριότητα συνεχίζεται ακόµα και σε 

συνθήκες πολύ υψηλής ηλιακής ακτινοβολίας (Scanlan & West 2002). 

 Stigonematales: Στη τάξη αυτή τα νήµατα των κυανοβακτηρίων είναι 

µονόσειρα ή πολύσειρα, ετεροκύτταρα και έχουν γνήσια διακλάδωση (Gugger & 

Hoffmann, 2004). Η ανάλυση των φυλοτύπων έδειξε ότι οι φυλότυποι KRL03C-14 µε 

σχετική αφθονία 3,1% από τη βιβλιοθήκη του Μαΐου και KRL09C-42 µε σχετική 

αφθονία 4,0% από τη βιβλιοθήκη του Νοεµβρίου εµφανίζουν οµοιότητα 97% µε το 

είδος Symphyonemopsis sp. VAPOR1 το οποίο αποµονώθηκε από το σπήλαιο El vapor 

της Ισπανίας. Το ίδιο γένος έχει εµφανιστεί και σε έρευνα που πραγµατοποιήθηκε στην 

Ελλάδα, στο σπήλαιο Κουτούκι της Παιανίας καθώς και στο σπήλαιο Καστρία της 

Αχαΐας (Lamprinou et al. 2011). Το είδος Symphyonemopsis sp. VAPOR1 έχει 

χρησιµοποιηθεί παλαιότερα σε διάφορες συγκρίσεις (Gugger & Hoffmann 2004, 

Korelusova´ 2008), αλλά δεν θεωρείται ότι είναι ένα τυπικό στέλεχος αναφοράς του 

Symphyonemopsis ,ενώ σύµφωνα µε Korelusova (2008), οµαδοποιείται λανθασµένα µε 
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την διακλάδωση Brasilonema. Ο φυλότυπος KRL03C-19 µε σχετική αφθονία 6,4% 

εµφάνισε οµοιότητα 99% µε τον κλώνος NV1 CYA_1_2 ο οποίος εντοπίστηκε στη 

λίµνη Βόλβη και σχετίζονται µε το είδος Mastigocladopsis sp. Οι παραπάνω 

ταξινοµικές οµάδες παρατηρήθηκαν και οπτικά σε φρέσκο δείγµα από την υδάτινη 

στήλη της λίµνης Κάρλα, µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά (M. 

Moustaka-Gouni, αδηµοσίευτα δεδοµένα).  

Ένας φυλότυπος µε ποσοστό σχετικής αφθονίας 2,8% εµφάνισε οµοιότητα µε 

φυλότυπο που συνδέεται µε την ταξινοµική οµάδα των Chloroflexi και εντοπίστηκε σε 

έδαφος αγροκτήµατος στη Μινεσότα (Tringe et al. 2005). Επτά φυλότυποι εµφάνισαν 

οµοιότητα µε φυλοτύπους οι οποίοι σχετίζονται µε τα Verrucomicrobia τα οποία 

θεωρούνται «παγκόσµια διανεµηµένα» σε υδάτινα οικοσυστήµατα γλυκού νερού (Eiler 

& Bertilsson 2004, Lemke et al. 2009). Επιπλέον πέντε φυλότυποι σχετίζονται µε 

ακαλλιέργητα βακτήρια, πιθανώς λόγω της µη ειδικής επικάλυψης των εκκινητών.      
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Η λίµνη Κάρλα της οποίας η επανασύσταση ξεκίνησε το έτος 2000 αποτελεί ένα 

νέο οικοσύστηµα στο οποίο αναπτύσσονται δυναµικές σχέσεις µεταξύ των οργανισµών 

µέχρι να επέλθει µια σχετική οικολογική ισορροπία. Οι µικροοργανισµοί που υπάρχουν 

στο υδάτινο οικοσύστηµα πιθανόν να προήλθαν από εισρέοντα ύδατα µέσω των 

ρεµάτων, χειµάρρων καθώς και του ποταµού Πηνειού, απ’ όπου η λίµνη Κάρλα δέχεται 

τα νερά για την επανασύσταση της. Άλλος πιθανός τρόπος προέλευσης των 

κυανοβακτηρίων στην υδάτινη στήλη της λίµνης είναι η αεροµεταφορά τους. Η πρώτη 

µελέτη για την αεροµεταφορά των µικροοργανισµών που πραγµατοποιήθηκε στην 

Ελλάδα ήταν από τους Chrisostomou  et al., (2009) οι οποίοι µελέτησαν τους 

αεροµεταφερόµενους φυτοπλαγκτονικους µικροοργανισµούς πάνω από τη 

φραγµαλίµνη του Πολυφύτου την περίοδο Αυγούστου – Νοεµβρίου 2003. Στην οµάδα 

των κυανοβακτηρίων που εντοπίστηκαν να αεροµεταφέρονται πάνω από τη 

φραγµαλίµνη του Πολυφύτου, ανιχνεύθηκαν και τα Anabaena aphanizomenoides και 

Microcystis aeruginosa. Στις δειγµατοληψίες που πραγµατοποιήθηκε στην υδάτινη 

στήλη της λίµνης Κάρλας στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, µεταξύ άλλων 

ανιχνεύθηκαν, τον µήνα Αύγουστο το είδος Anabaena aphanizomenoides και τον µήνα 

Νοέµβριο το είδος Microcystis aeruginosa, γεγονός που πιθανόν εξηγείται από την 

παραπάνω µελέτη. 

Σύµφωνα µε τη διεθνή βιβλιογραφία αεροµεταφερόµενα κυανοβακτήρια µπορεί 

να προέρχονται από θαλάσσια οικοσύστηµατα (Genitsaris et al. 2011) γεγονός που 

πιθανόν ερµηνεύει την παρουσία του Trichodesmium erythraeum στην υδάτινη στήλη 

της λίµνης. Τέλος δεν αποκλείεται η πιθανότητα κάποιοι µικροοργανισµοί να απέµειναν 

στις ελώδεις εκτάσεις και στο ίζηµα αυτών µετά την ξήρανση της λίµνης µε ανθεκτικές 
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µορφές του κύκλου ζωής τους και να έδρασαν σαν εµβόλιο κατά τον επανασχηµατισµό 

της λίµνης (Chrisostomou  et al.  2009).  

Από την ανάλυση των αποτελεσµάτων προέκυψε ότι στην υδάτινη στήλη της 

λίµνης Κάρλας τον µήνα Μάιο όπου οι θερµοκρασίες και η αλατότητα δεν είναι πολύ 

υψηλές, εντοπίζονται κυρίως είδη κυανοβακτηρίων της τάξης των Nostocales τα οποία 

είναι ανταγωνιστικά σε συνθήκες ανάµειξης και υψηλού φωτός (Reynolds et al. 2002) 

όπως συµβαίνει αντίστοιχα και τον µήνα Αύγουστο, όπου έχουµε υψηλότερες 

θερµοκρασίες και αλατότητα καθώς, έκτος από γλυκά νερά και χερσαία ενδιαιτήµατα, 

έχουν παρατηρηθεί και σε υφάλµυρες λίµνες (Jungblut & Neilan 2010). Τον µήνα 

Νοέµβριο, καθώς η θερµοκρασία µειώνεται, στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλας 

εντοπίζονται κυρίως κυανοβακτήρια της τάξης των Chroococcales τα οποία είναι 

ανταγωνιστικά τόσο σε συνθήκες στρωµάτωσης όσο και σε συνθήκες ανάµειξης της 

στήλης του νερού (Tryfon et al. 1997, Vardaka et al. 2000, Reynolds et al. 2002). Το 

είδος Anabaena flos-aquae το οποίο εµφανίστηκε αρχικά τον µήνα Αύγουστο, φαίνεται 

να µην επηρεάζεται από τις θερµοκρασιακές µεταβολές και διατηρείται έως και τον 

µήνα Νοέµβριο µε µικρότερη όµως συχνότητα. 

Το είδος Spirulina laxissima είναι το µοναδικό είδος το οποίο εµφανίζεται καθ’ 

όλη τη διάρκεια της περιόδου δειγµατοληψίας. Το κατώτατο όριο αλατότητας στο 

οποίο µπορεί να ανθίσει η Spirulina είναι περίπου 5 psu, ενώ η υψηλότερη άνθιση της 

παρουσιάζεται σε τιµές αλατότητας µεγαλύτερες από 20 psu (Ciferri 1983), αυτό εξηγεί 

και τις χαµηλές της συγκεντρώσεις που παρατηρήθηκαν καθ’ όλη τη διάρκεια της 

περιόδου δειγµατοληψίας. Τα µέλη αυτού του γένους είναι γνωστό ότι έχουν παγκόσµια 

κατανοµή σε θαλάσσια, γλυκά και υφάλµυρα νερά (Castenholz 1977, 1978).  
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Αξίζει να σηµειωθεί ότι είδη κυανοβακτηρίων τα οποία εντοπίστηκαν τον µήνα 

Μάιο και δεν µπόρεσαν να διατηρήσουν την παρουσία τους τον µήνα Αύγουστο 

επανεµφανίστηκαν στην υδάτινη στήλη της λίµνης τον Νοέµβριο µε µικρότερη όµως 

συχνότητα.  

Από το σύνολο των ειδών των κυανοβακτηρίων που αναγνωρίστηκαν κατά τη 

διάρκεια της παρούσας έρευνας στην υδάτινη στήλη της λίµνης Κάρλα, τα είδη 

Anabaena flos-aquae και Anabaena aphanizomenoides που ανιχνεύθηκαν τον µήνα 

Αύγουστο, µε ποσοστά σχετικής αφθονίας 14,3% και 8,6% αντίστοιχα και τα είδη 

Anabaena flos-aquae, Microcystis aeruginosa και Trichodesmium erythraeum που 

ανιχνεύθηκαν τον µήνα Νοέµβριο µε ποσοστά σχετικής αφθονίας 10,0%, 4,0% και 

4,0% αντίστοιχα, είναι γνωστό ότι παράγουν τοξίνες. Το είδος Anabaenopsis nadsonii 

που ανιχνεύθηκε τον µήνα Μάιο και τον µήνα Νοέµβριο µε ποσοστό σχετικής αφθονίας 

37,5% και 6,0% αντίστοιχα είναι γνωστό ως ενδεχοµένως τοξικό κυανοβακτήριο. 

Η παρουσία των κυανοβακτηριακών τοξινών στα υδάτινα τροφικά πλέγµατα 

έχει σηµαντικές επιπτώσεις στην ικανότητα βόσκησης των κυανοβακτηρίων από το 

ζωοπλαγκτό καθώς και στην αναστολή της ανάπτυξης ορισµένων πρωτόζωων 

(Christoffersen 1996). Μελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί συνδέουν τη θνησιµότητα 

των ιχθύων σε λίµνες και ταµιευτήρες µε την έκθεσή τους σε κυανοβακτηριακές 

ηπατοτοξίνες (Malbrouck & Kestemont 2006,  Zurawell et al. 2005). Οι κυανοτοξίνες 

στα υδάτινα οικοσυστήµατα  µπορεί να προκαλέσουν σοβαρά προβλήµατα υγείας 

στους ανθρώπους, µεταξύ άλλων γαστροεντερικές διαταραχές, αλλεργίες και 

ερεθισµούς, ηπατικές παθήσεις (Bell & Codd 1994) µέχρι και τον θάνατο, ενώ είναι 

ύποπτες για την πρόκληση καρκίνου στους ανθρώπους (Abe et al. 1996, Codd et al. 

1997). Οι άνθρωποι µπορούν να εκτεθούν σε κυανοτοξίνες µέσω δερµατικής επαφής, 
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αιµοδιάλυσης, κατάποσης και εισπνοής των αεροµεταφερόµενων κυανοβακτηρίων ή 

των τοξινών τους (Codd et al. 1999).  

Η επανασύσταση της λίµνης Κάρλας θα επαναδηµιουργήσει τον υδροβιότοπο 

που χάθηκε µε την αποξήρανση της και ταυτόχρονα θα συµβάλει στην άρδευση, στην 

αλιεία, στην αναψυχή, και πιθανόν µελλοντικά στον αθλητισµό και την ύδρευση της 

ευρύτερης περιοχής. Για τους λόγους αυτούς είναι σκόπιµη η περαιτέρω διερεύνηση 

των οργανισµών που αναπτύσσονται στην υδάτινη στήλη της λίµνης, των σχέσεων που 

αναπτύσσονται µεταξύ τους αλλά και των επιπτώσεων που έχουν, τόσο στο περιβάλλον 

όσο και στους ανθρώπους. 
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7. ABSTRACT 

Lake Karla, which in ancient times was called "Voivis" is located, southeast of Larissa 

and northwest of Volos cities and presents a restricted elongated basin about 35 km of 

9-15 km in length. Lake Karla has great biological, ecological, socioeconomical 

importance.  Lake Karla’s usages are many (irrigation, fishing, relaxation). There are 

also future plans for sports usage. The study of Cyanobacteria, which  are involved in 

water blooms, is particularly important for  public health, as many of their species have 

the ability to produce toxins as their metabolism products. The phylogenetic diversity of 

cyanobacteria in the water body of Lake Karla was studied. Water samples were 

collected in three different months, in May, August and November 2010 and filtered on 

0,2µm filters. DNA was isolated from the water body, followed by cycle-optimised 

PCR amplification of the 16S rRNA genes with cyanobacteria specific primers. 

Afterwards, a clone library was constructed for each sample after cloning the purified 

PCR products. Genes were sequenced using capillary electrophoresis and the relative 

phylotypes were compared with those Genbank database with the use of BLAST. 

Phylogenetic trees were constructed by using the MEGA5 software. The dominant 

group was that of Nostocales in the libraries of May and August, while in the library of 

November the dominant group seems to be Croococcales followed by the group of 

Stigonematales which was found in the libraries May and November. We also found 

phylotypes of the phyla Verrucomicrobia and Chloroflexi leaves. The observed 

diversity was relatively low, which indicates, perhaps, not good enough ecological 

status of the lake. We recognized phylotypes that were associated with species of 

cyanobacteria, which were detected in other lakes in Greece. Phylotypes recognised 

which are related to cyanobacteria species, many of which have the ability to produce 
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toxins, like Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae and Trichodesmium 

erythraeum (which appears to be related with a phylotype which is confined for first 

time in greek lakes). The cyanotoxins present, can cause damages to the organisms and 

even death. Spirulina laxissima was the only common specie in all three libraries, a fact 

which indicates the constant existence of this specie in the lake, in all samplings.     

 

Keywords: Cyanobacteria, 16S rRNA, lake, Karla. 
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Πίνακας 1: Απεικόνιση των φυλοτύπων βιβλιοθήκης Μαΐου 

Φυλότυπος Σχετική 

αφθονία 

Πλησιέστερος συγγενής (% 

οµοιότητα) κωδικός GenBank  

Περιβάλλον αποµόνωσης Βιβλιογραφία Κοντινότερος 

χαρακτηριστικός  

KRL03C-1 

 

37,5% Uncultured cyanobacterium 

(100%)  (HQ386368) clone 

LiUU-11-276 

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από τη λίµνη Vallentuna 

Sjoen 

Newton et al 

(2011) 

Anabaenopsis nadsonii 

2LT27S06 (100%) 

(FM177482)  

KRL03C-2 

 

9,4% Oscillatoria sp. (99%) 

(AJ133106)  

Netherlands:Lake 

Loosdrecht 

Zwart (1999)  

KRL03C-3 3,1% Uncultured bacterium clone 

DP10.3.11 (99%) (FJ612370)  

lake water Li et al (2009) Spirulina laxissima (97%) 

(DQ393278) 

KRL03C-11 3,1% Uncultured bacterium clone 

SSW9Ap (98%) (EU592382)   

∆είγµα από υφάλµυρα 

νερά 

Dillon al (2008) Limnothrix sp. CENA110 

(92%) (AF212922)  

 

KRL03C-19 6,4% uncultured cyanobacterium 

clone NV1_CYA_1_2 (99%) 

(FJ204888)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από την υδάτινη στήλη της 

λίµνης Βόλβης 

 

Kormas et al 

(2008) 

Mastigocladopsis sp. 

(89%) (DQ235802) 

Institutional R
epository - Library &

 Inform
ation C

entre - U
niversity of T

hessaly
09/06/2024 20:05:56 E

E
S

T
 - 3.16.137.90



2 

 

KRL03C-14 3,1% Symphyonemopsis sp. (98%) 

(AJ544085)  

Σπήλαιο El Vapor στην 

Ισπανία 

Gugger et al 

(2003) 

 

 

KRL03C-33 3,1% uncultured cyanobacterium    

clone 4550-27F  (99%) 

(FR648052)  

Περιββαλοντικό δείγµα 

από 2m βάθος από 

θαλασσινό νερό   

Sjostedt et al 

(2010) 

Synechococcus sp. 

MW4C3 

(98%) (AY151238)  

KRL03C-6 3,1% uncultured cyanobacterium 

clone 2S8 (99%) (GU074287)  

∆είγµα από γλυκό νερό  Gershtein et al 

(2009) 

 

KRL03C-7 15,6% Uncultured Verrucomicrobia 

bacterium clone 

NK2_CYA_1_4 (98%) 

(FJ204876)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από την υδάτινη στήλη της 

λίµνης Καστοριάς 

Kormas et al 

(2010) 

 

Verrucomicrobium 

spinosum strain DSM 

(NR_026266) 

KRL03C-27 3,1% Uncultured bacterium clone 

SING891 (99%) (HM129471)  

 

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από τη λίµνη Kelike 

 

Zhang et al 

(2010) 

 

Uncultured 

Verrucomicrobiales 

bacterium clone 

balB11_summer03  (98%) 

(EF627934)  

 

Institutional R
epository - Library &

 Inform
ation C

entre - U
niversity of T

hessaly
09/06/2024 20:05:56 E

E
S

T
 - 3.16.137.90



3 

 

KRL03C-29 3,1% Uncultured bacterium clone 

SING975 (98%) (HM129541)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από τη λίµνη Kelike 

Zhang et al 

(2010) 

 

uncultured 

Verrucomicrobia 

bacterium clone Ba09-34 

(97%) (FJ843908)  

KRL03C-9 9,4% Uncultured prokaryote clone 

Ser1-21(98%) (GU208316)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από το ίζηµα της λίµνης 

Dongping  

Song et al 

(2009) 

Uncultured 

Verrucomicrobia 

bacterium clone KS-C37 

(96%) (GQ240874)  
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Πίνακας 2: Απεικόνιση των φυλοτύπων βιβλιοθήκης Αυγούστου 

Φυλότυπος Σχετική 

αφθονία 

Πλησιέστερος συγγενής (% 

Οµοιότητα) κωδικός GenBank 

Περιβάλλον 

αποµόνωσης 

Βιβλιογραφία Κοντινότερος  

χαρακτηριστικός 

KRL06C-11 

 

14,3% Anabaena flos-aquae LMECYA 

180 (99%) (EU078525) 

Λίµνη της 

Πορτογαλίας 

Valerio et al (2009) 

 

 

KRL06C-27 

 

14,3% Uncultured cyanobacterium clone 

ND2_CYA_1_21 (99%) 

(FJ204848)  

Υδάτινη στήλη της 

λίµνης ∆οϊράνη 

Kormas et al 

(2008) (GenBank, 

Unpublished) 

Planktothrix pseudagardhii 

LMECYA 162 (99%) 

(EU078517)  

KRL06C-15 

 

8,6% Anabaena aphanizomenoides 

TAC456 (100%) (AB551453)  

Λιµνούλα στην 

Ιαπωνία: Ibaraki 

Tuji (2010)  

 

KRL06C-34 8,6% Synechococcus sp. 0BB26S03 

(99%) (AJ639899)  

Ιταλία: Αιµιλία-

Ρωµανία, Imola, 

λεκάνη Bubano 

Castiglioni et al 

(2005) 

 

KRL06C-23 

 

8,6% Uncultured bacterium clone B-35 

(98%) (HQ661201)  

Περιβαλλοντικό 

δείγµα από γλυκό 

νερό ταµιευτήρα 

Zhang et al (2010) 

 

Synechococcus sp. BS2 

(97%) (HM346183)  
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KRL06C-25 

 

5,7% Uncultured bacterium clone 

DP10.3.11 (99%) (FJ612370)  

Νερό λίµνης  Li et al (2009) Spirulina laxissima strain 

SAG 256.80 

(97%) (DQ393278)  

KRL06C-26 

 

2,8% Uncultured bacterium clone 2-

31086 (98%) (JN032869) 

∆είγµα από έντερο 

κυπρίνου 

Ni (2011) 

 

Synechococcus sp. CENA108 

(96%) (EF088334)  

KRL06C-13 

 

25,8% Uncultured Verrucomicrobia 

bacterium clone NK2_CYA_3_4 

(99%) (FJ204878)  

Υδάτινη στήλη της 

λίµνης Καστοριάς 

Kormas et al 

(2010) 

Akkermansia muciniphila 

(86%) (AY271254)  

 

KRL06C-10 

 

5,7% Uncultured Verrucomicrobia 

bacterium clone DE1F1 (98%) 

(FJ916308) 

Περιβαλλοντικό 

δείγµα από τη λίµνη 

Delton του Wisconsin 

Jones et al (2009) 

 

Verrucomicrobium spinosum 

strain DSM 4136 (85%) 

(NR_026266)  

KRL06C-17 

 

2,8% Uncultured Chloroflexi bacterium 

clone AKYH1521 (88%) 

(AY922125)  

∆είγµα από έδαφος 

από αγρόκτηµα από 

τη Μινεσότα  

Tringe et al (2005)  

KRL06C-4 2,8% Uncultured bacterium clone 

11S_01f05(99%) (FJ382616)  

Περιβαλλοντικό 

δείγµα 

Perkins et al (2009)  
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Πίνακας 3: Απεικόνιση των φυλοτύπων βιβλιοθήκης Νοεµβρίου 

Φυλότυπος Σχετική 

αφθονία 

Πλησιέστερος συγγενής (% 

οµοιότητα) κωδικός GenBank 

Περιβάλλον αποµόνωσης Βιβλιογραφία Κοντινότερος  

χαρακτηριστικός  

KRL09C-59 18,0% Synechococcus sp. CENA108 

(98%) (EF088334)  

waste stabilization pond Furtado et  al 

(2006) 

 

KRL09C-115 4,0% Microcystis aeruginosa 

LMECYA 110 (100%) 

(EU078499)  

Από γλυκό νερό της 

Πορτογαλίας 

Valerio et al 

(2007) 

 

KRL09C-15 12,0% Oscillatoria sp. (99%) 

(AJ133106) 

λίµνη Loosdrecht Zwart et al 

(1999) 

Oscillatoria neglecta IAM 

M-82 (AB003168) (96%) 

(Jaaginema neglectum) 

KRL09C-36 

 

10,0% Anabaena flos-aquae LMECYA 

180 (EU078525) (99%) 

Γλυκά νερά της 

Πορτογαλιάς 

Valerio et al 

(2009) 

 

KRL09C-43 

 

6,0% Uncultured cyanobacterium clone 

ND2_CYA_1_8 (99%) 

(FJ204854)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από την υδάτινη στήλη της 

λίµνης ∆οϊράνη  

Kormas et al 

(2011) 

Pseudanabaena mucicola 

PMC269.06 (97%) 

(GQ859643) 
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KRL09C-20 6,0% Uncultured cyanobacterium clone 

LiUU-11-276 

(100%) (HQ386368)  

Γλυκό νερό από τη λίµνη 

Vallentunasjoen 

Newton et al 

(2010) 

Anabaenopsis nadsonii 

2LT27S06 (100%) 

(FM177482)  

KRL09C-30 4,0% Cyanobacterium sp. SP2B9510-3 

(98%) (FJ396044)  

Παλιρροιακές υδρόθερµες 

λίµνες στο Μεξικό  

Lopez-Cortes 

et al (2008) 

 

KRL09C-116 4,0% Trichodesmium erythraeum 

IMS101 (99%) (AB075999)  

 Tomitani et al 

(2001) 

 

KRL09C-71 

 

2,0% Uncultured bacterium clone 

DP10.3.11 (99%) (FJ612370)  

Νερό λίµνης Li et al 

(2009) 

Spirulina laxissima strain 

SAG 256.80 

(97%) (DQ393278)  

KRL09C-42 4,0% Symphyonemopsis sp. (98%) 

(AJ544085)  

Σπήλαιο El Vapor στην 

Ισπανία 

Gugger et al 

(2003) 

 

KRL09C-62 

 

2,0% Uncultured 

cyanobacterium (97%) 

(FR648163)  

Θαλασσινό νερό , 2 m 

βάθος 

Sjostedt et al 

(2010) 

 

KRL09C-54 

 

14,0% Uncultured Verrucomicrobia 

bacterium clone NK2_CYA_1_4 

(98%) (FJ204876) 

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από την υδάτινη στήλη της 

λίµνης της Καστοριάς 

Kormas et al 

(2010) 

Verrucomicrobium spinosum 

strain DSM (84%) 

(NR_026266)  
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KRL09C-38 

 

10,0% Uncultured bacterium clone 

11S_01f05 (99%) (FJ382616) 

∆είγµα από νερό από 

ντουζ νοσοκοµείου 

Perkins et al 

(2008) 

 

KRL09C-66 

 

2,0% Uncultured bacterium clone ORI-

860-27-P_S101-103_272B05 

(98%) (GU553780)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από την κορυφογραµµή 

Yung-An 

Lai et al 

(2010) 

 

KRL09C-89 

 

2,0% Uncultured bacterium clone 

CAMV300B923 (99%) 

(DQ004676)  

Περιβαλλοντικό δείγµα 

από θαλασσινό ίζηµα 

Niemann et al 

(2005) 
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