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Περίληψη  

 

   Ο σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η µελέτη της ποικιλότητας βακτηριακών 

στελεχών µε αντιµικροβιακή δράση που  αποµονώθηκαν από µικροβιακούς τάπητες 

του υδροθερµικού πεδίου του υποθαλάσσιου ηφαίστειου Κολούµπο (500 m βάθος).  

Συλλέχθηκαν δείγµατα ιζήµατος και καµινάδας µε ειδικούς πυρηνολήπτες και τον 

βραχίονα τηλεχειριζόµενου οχήµατος ROV. Μετά τη µεταφορά τους στην επιφάνεια 

τα δείγµατα φυλάχθηκαν στους 4 °C αφού προηγουµένως προστέθηκε ποσότητα 

αποστειρωµένου θαλασσινού νερού.  

  Σε όλα τα δείγµατα πραγµατοποιήθηκε ποιοτική ανάλυση του ετερότροφου 

µεσόφιλου βακτηριακού πληθυσµού µε τη χρήση κλασικών µικροβιολογικών 

τεχνικών. Χρησιµοποιήθηκαν τα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα Marine Agar, 

Tryptone Glucose Agar και Tryptone Glycerol Agar.  Έγινε επώαση για 7 ηµέρες 

στους 20 °C και αποµονώθηκαν συνολικά 832 αερόβια ετερότροφα µεσόφιλα 

στελέχη βακτηρίων.  

  Προκειµένου να διακριθούν τα αποµονωθέντα στελέχη µεταξύ τους, ακολούθησε η 

αποµόνωση ολικού DNA και ενίσχυση των τµηµάτων του βακτηριακού γονιδιώµατος 

που βρίσκονται ανάµεσα σε διάσπαρτες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες BOX-A µε 

τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης.  Ο διαχωρισµός τους έδωσε την 

εικόνα ενός ραβδωτού κώδικα (bar code), µοναδικού για κάθε βακτήριο.  Όλα τα 

βακτήρια που έδωσαν το ίδιο πρότυπο θεωρήθηκαν ως το ίδιο στέλεχος και συνολικά 

διακρίθηκαν 230 διαφορετικές αλληλουχίες BOX.  

   Τα 230 βακτηριακά στελέχη ελέγχθηκαν in vitro µε τη µέθοδο της διάχυσης για 

αντιβακτηριακή και αντιµυκητιακή δραστηριότητα έναντι 18 παθογόνων και µη 

µικροβιακών δεικτών, οι οποίοι ανήκουν σε 3 κατηγορίες (βακτήρια θετικά και 

αρνητικά κατά Gram και µύκητες). Από τον έλεγχο αυτό προέκυψαν τα εξής 

αποτελέσµατα: 10,43% των στελεχών εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι 

θετικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών, 1,3% έναντι αρνητικών κατά Gram 

βακτηριακών δεικτών, 11,74% έναντι ευκαρυωτικών δεικτών, 2,6% έναντι θετικών 

και αρνητικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών, 2,17% έναντι αρνητικών κατά 

Gram βακτηριακών και ευκαρυωτικών δεικτών, 30% έναντι θετικών κατά Gram 

βακτηριακών και ευκαρυωτικών δεικτών και 24,35% έναντι των µικροβιακών 

δεικτών.  

  Επιλέχθηκαν 42 από τα εξεταζόµενα στελέχη ως πολυενεργά (αναστολή 

περισσότερων από 5 µικροβιακών δεικτών) και ταυτοποιήθηκαν βάσει της ανάλυσης 

αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA. Τα στελέχη αυτά βρέθηκαν να ανήκουν σε δύο 

φύλα: στο φύλο Proteobacteria, τάξη α-Proteobacteria, είδος Loktanella 

hongkongensis και τάξη γ-Proteobacteria, είδη Halomonas sulphidaeris, 

Pseudomonas moraviensis και Pseudomonas psychrophyla καθώς και στο φύλο 

Firmicutes, είδη Bacillus pumilus, B. subtilis, B. licheniformis, B. safensis, B. 



halmapalus, B. megaterium και Brevibacterium halotolerans και µελετήθηκαν οι 

µεταξύ τους φυλογενετικές αποστάσεις.  

   Κατόπιν, µε τη χρήση εκφυλισµένων εκκινητών έγινε ανίχνευση των υπεύθυνων 

γονιδίων για τις πιο συντηρηµένες από τις καταλυτικές µονάδες που αποτελούν τις µη 

ριβοσωµικές και τις πολυκετιδικές συνθετάσες. Οι αλληλουχίες των 6 από τα 42 

στελέχη που εξετάστηκαν, είχαν υψηλή οµοιότητα µε β-κετοακύλ-συνθετάσες, οι 

οποίες αποτελούν µέρος των πολυκετιδικών συνθετασών. Σύµφωνα µε φυλογενετική 

ανάλυση αυτού του ενζύµου,  οι 2 είχαν υψηλή οµολογία µε υβριδικές NRPS-PKS 

συνθετάσες, ενώ οι υπόλοιπες 4 έδειξαν υψηλή οµολογία µε trans-AT πολυκετιδικές 

συνθετάσες θαλάσσιας προέλευσης.  

  Επιπρόσθετα, οι αλληλουχίες 19 από τα 42 στελέχη που εξετάστηκαν, είχαν υψηλή 

οµολογία µε αδενυλικές καταλυτικές µονάδες, οι οποίες αποτελούν µέρος των µη 

ριβοσωµικών συνθετασών. 4 από τις 19 αυτές αλληλουχίες είχαν υψηλή οµοιότητα µε 

την αδενυλική περιοχή των αντιβιοτικών βακιτρακίνη, γραµµική γραµµισιδίνη και 

τυροσιδίνη. Οι περισσότερες από τις υπόλοιπες αλληλουχίες σύµφωνα µε 

φυλογενετική ανάλυση είχαν υψηλή οµοιότητα µε την αδενυλική περιοχή της 

σουρφακτίνης ενός λιποπεπτιδίου µε ισχυρή αντιµικροβιακή δράση.   

Τέλος, τα οργανικά εκχυλίσµατα από υγρές µικρού όγκου καλλιέργειες 42 στελεχών 

ελέγχθηκαν, µε φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (
1
H NMR) για 

την παρουσία δευτερογενών µεταβολιτών και το στέλεχος S222 (Pseudomonas 

psychrotolerans) επιλέχθηκε σαν το πλέον ενδιαφέρον. Το στέλεχος αναπτύχθηκε σε 

κλειστή υγρή καλλιέργεια σε υγρό θρεπτικό υπόστρωµα Marine Broth συνολικού 

τελικού όγκου 10 L στους 30 °C για 7 ηµέρες υπό συνεχή ανάδευση. Η υγρή 

καλλιέργεια εκχυλίστηκε µε EtOAc και η οργανική στοιβάδα συµπυκνώθηκε υπό 

κενό και ελέγχθηκε µε φασµατοσκοπία 
1
H NMR. Στη συνέχεια το οργανικό 

υπόλειµµα υποβλήθηκε σε σειρά χρωµατογραφικών διαχωρισµών για την αποµόνωση 

των χηµικών συστατικών του µε τη χρήση υγρής χρωµατογραφίας βαρύτητας (GCC), 

εκχύλισης στερεής φάσης (SPE) και υγρής χρωµατογραφία υψηλής πίεσης (HPLC). 

Έγινε αποµόνωση τριών δευτερογενών µεταβολιτών σε καθαρή µορφή, οι οποίοι 

ταυτοποιήθηκαν µε βάση την ανάλυση των φασµατοσκοπικών τους δεδοµένων 

(NMR και MS). Από τη σύγκρισή τους µε τα δεδοµένα της βιβλιογραφίας για 

αντίστοιχα µόρια προέκυψε ότι πρόκειται για τα γνωστά φυσικά προϊόντα cis-κυκλο 

(προλίνη-βαλίνη), cis-κυκλο (προλίνη-φαινύλ-αλανίνη) και cis-κυκλο (προλίνη-

τυροσίνη). Οι µεταβολίτες αυτοί ανήκουν στην οικογένεια των 2,5-δικετοπιπεραζινών 

στην οποία εντάσσονται ενώσεις που έχουν παρουσιάσει ισχυρή αντιβακτηριακή 

δράση.  

  Τα παραπάνω αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το υδροθερµικό πεδίο 

βαθιάς θάλασσας στον κρατήρα του υποθαλάσσιου ηφαίστειου Κολούµπο φιλοξενεί 

πολυπαραγοντικά βακτηριακά στελέχη τα οποία πιθανά να είναι βιοτεχνολογικά 

αξιοποιήσιµα.  

 

 



Abstract 

 

   The aim of the present PhD thesis was the study of the bacterial diversity associated 

with antimicrobial activity of mesophilic heterotrophic bacterial strains isolated from 

microbial mats recovered from sediment and chimney samples from the hydrothermal 

field of Kolumbo submarine volcano (500 m depth), in the Aegean Sea. Both 

sediment and chimney samples were collected by ROV Hercules manipulator arm 

(E/V �autilus). Once on board, sterilized sea water was added to the samples before 

storage at 4 °C. 

In the lab, a qualitative analysis of the heterotrophic mesophilic bacterial population 

was conducted by using the selective nutrient media Marine Agar, Tryptone Glucose 

Agar and modified Tryptone Glycerol Agar, followed by incubation for 7 days at     

25 °C and 832 aerobic heterotrophic mesophilic bacterial strains were isolated. 

Then discrimination among the isolated strains was performed by genomic DNA 

extraction and amplification of bacterial genome segments, located among dispersed, 

repetitive and highly conserved BOX-A sequences, by polymerase chain reaction. The 

amplified DNA segments derived from each strain were separated by gel agarose 

electrophoresis, forming distinct DNA fingerprints. Since same BOX fingerprints are 

considered to derive from same strains, 230 different BOX-PCR profiles were 

obtained from the initial 832 strains.  

Afterwards, the antimicrobial activity of the 230 bacterial strains was tested in vitro 

by diffusion method against 18 microbial test microorganisms (pathogenic and non 

pathogenic) comprising Gram positive and Gram negative bacterial strains, 

filamentous fungi and yeasts. According to the results of the aforementioned 

bioassays 10,43 % of the strains inhibited the growth of Gram positive bacteria, 1,3 % 

of Gram negative bacteria, 11,74 % of fungi, 2,6 % was bioactive against Gram 

positive and Gram negative bacterial strains, 2,17 % against Gram negative bacteria 

and fungi, 30% against Gram positive bacteria and fungi and 24,35% against Gram 

positive and Gram negative bacteria and fungi.  

42 of the isolates, deriving from both chimney and sediment samples, exhibited strong 

antimicrobial activity after the repeated transfer to new media and were chosen for 

sequencing and phylogenetic analysis. Isolate 16S rRNA gene sequences were 

grouped into two distinct clusters. 11 different 16S rRNA gene OTUs were found, 7 

of which were identified at the genus level as Bacillus (98–100 % identity) and 

comprised 35 isolates derived from sediment and chimney samples. In particular, 

these isolates were assigned to Β. pumilus, B. licheniformis, B. subtilis, B. 

megaterium, B. halmapalus, B. safensis and Brevibacterium halotolerans. Three 

OTUs were assigned to the γ-Proteobacteria, Pseudomonas psychrotolerans and 

moraviensis spp. and Halomonas sulfidaeris (97–99.9 % identity) corresponding to 

six strains, isolated from the sediment sample and one OTU was affiliated with a 



strain isolated from the chimney sample, belonging to α-Proteobacteria, Loktanella 

hongkongensis sp. (99.3 % identity).  

These 42 strains were then screened for the presence of PKS and NRPS genes, by 

using degenerated oligonucleotide primers; in the specific, gene fragments of the most 

conserved domains (ketosynthase KS domain of PKS and adenylation (A) domain of 

NRPS) were amplified. Sequences of PKS type I and NRPS genes were obtained from 

6 and 19 isolates, respectively; two KS domain sequences were related to hybrid 

NRPS-PKS genes, and four were grouped into the trans-acyltransferase (AT) type I 

polyketide synthases, and all of them showed a close relationship with reported 

Actinomycetales and Bacillus PKS genes of marine origin.      

Besides, 3 Pseudomonas isolates showed high similarity to Pseudomonas NRPS-

related genes and the rest (1 Pseudomonas and 15 Bacillus) of the isolates matched 

with NRPS genes isolated from Bacillus spp. All of the deduced NRPS A domain 

amino acid sequences exhibited high similarity to nonribosomal peptide synthetase 

subunits with relatives involved in the biosynthesis of tyrocidine (TycC), bacitracin 

(BacA) and linear gramicidin (LgrD) clustered with the saframycin A-like synthases, 

while the potent biosurfactant lichenysin (LchAA) clustered into the surfactin domain 

(SrfA-C)-like group. The latter group contained the majority of the A domains 

recovered. 

Finally, the organic extracts of 500 ml liquid cultures of the 42 bacterial multi-active 

strains were checked using nuclear magnetic resonance spectroscopy (
1
H NMR) and 

the strain S222 (Pseudomonas psychrotolerans) was selected for further analysis. 

Specifically, the organic extract from a 10 lt culture of strain S222 underwent 

chromatographic separation for the isolation of secondary metabolites using liquid 

gravity chromatography (GCC), solid phase extraction (SPE) and high pressure liquid 

chromatography (HPLC). 3 secondary metabolites were isolated in pure form, 

identified by NMR and GS-MS spectroscopy and belong to the 2,5-diketopiperazines 

family, which comprises compounds of known strong antimicrobial activity. In 

particular, these metabolites are cis-cyclo (proline-valine), cis-cyclo (proline-fenyl-

alanine) and cis-cyclo (proline-tyrocine) 

The results of this study lead to the conclusion that the deep-sea hydrothermal vent at 

the crater floor of Kolumbo submarine volcano hosts multi-functional bacterial strains 

with potential biotechnological applications. 
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1.1. Υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας και µικροβιακή        

ποικιλότητα  

 

Τα υδροθερµικά πεδία σε µεγάλα βάθη που ανακαλύφθηκαν µόλις πριν από 38 

χρόνια, χαρακτηρίζονται από υψηλές συγκεντρώσεις βιοµάζας σε σχέση µε το 

ολιγοτροφικό περιβάλλον του πυθµένα και µεγάλες διαβαθµίσεις των φυσικοχηµικών 

παραµέτρων που απαιτούν στρατηγικές προσαρµοστικότητας από τους 

µικροοργανισµούς προκειµένου να επιβιώσουν.    

Τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας  βρίσκονται σε βάθη >200 m (Tarasov και 

συνεργάτες, 2005) όπου επικρατεί σκοτάδι, µε µεγάλες διαβαθµίσεις στα επίπεδα 

οξυγόνου, θερµοκρασίας (έως και 2 °C) και υδροστατικής πίεσης (>1000 atm στις 

βαθιές τάφρους) και όταν πρόκειται για τον πυθµένα, εκεί φτάνει πολύ µικρό 

ποσοστό από το οργανικό υλικό που παράγεται κατά τη φωτοσύνθεση (Van Dover 

και συνεργάτες, 2002).  

Το 1977 στα νησιά Γκαλαπάγκος (Ειρηνικός Ωκεανός) ανακαλύφθηκε το πρώτο 

υδροθερµικό πεδίο κατά µήκος της τεκτονικής τάφρου σε βάθος 2500 m από το οποίο 

εξέρχονταν θερµό ρευστό υλικό πλούσιο σε µέταλλα και πυκνούς πληθυσµούς 

µικροοργανισµών και ασπόνδυλων. Η ανακάλυψη αυτή άλλαξε την επιστηµονική 

σκέψη για την προέλευση της ζωής στον πλανήτη, αλλά και την πεποίθηση πως η 

βαθιά θάλασσα αποτελούσε ένα οικοσύστηµα που χαρακτηριζόταν από χαµηλές τιµές 

θερµοκρασίας κι εξαιρετικά χαµηλή συγκέντρωση µικροβιακών πληθυσµών 

(Thornburg και συνεργάτες, 2010).  

Τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας σχηµατίζονται µε την έξοδο του µάγµατος 

από ρηξιγενείς τάφρους κατά τον σχηµατισµό νέου ωκεάνιου φλοιού. Η τεκτονική 

καταπόνιση από τις συµπιεστικές τάσεις που επικρατούν εκεί  προκαλεί χιλιάδες 

θραύσεις και ρήγµατα µέσα από τα οποία το ωκεάνιο νερό πιέζεται, διεισδύει σε 

µεγάλο βάθος, διαλύει σηµαντικές ποσότητες στοιχείων και µεταλλικών αλάτων και 

εξέρχεται σαν υπέρθερµο υδροθερµικό ρευστό από πόρους του πυθµένα, ψύχεται 

όταν έρχεται σε επαφή µε το ωκεάνιο νερό αποθέτοντας σηµαντικές ποσότητες του 

φορτίου περιφερειακά του πόρου εξαγωγής µε αποτέλεσµα να σχηµατίζονται 

σταδιακά καµινάδες από τις οποίες εξέρχεται το υπέρθερµο ρευστό (Thornburg και 

συνεργάτες, 2010).  
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Σε µεγάλα βάθη, τα υδροθερµικά πεδία συναντώνται σε µεσο-ωκεάνιες ράχες, θερµές 

κηλίδες, ηφαιστειακά τόξα και υποθαλάσσια όρη. Σε καθένα από τα παραπάνω 

οικοσυστήµατα διαφέρει η σύσταση των υδροθερµικών ρευστών µε αποτέλεσµα να 

διαφοροποιείται σε µεγάλο βαθµό και η ποικιλότητα των µικροοργανισµών και 

γενικότερα των οργανισµών (Schrenk και συνεργάτες, 2010). Τα υδροθερµικά ρευστά 

εµπλουτίζονται µε αναγωγικές ενώσεις όπως H2, H2S, Fe+2, CO2 και µεθάνιο, η 

σύνθεση και η συγκέντρωση των οποίων εξαρτάται από τη γεωλογική σύσταση του 

πυθµένα, η οποία παράλληλα επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό και τη µικροβιακή 

ποικιλότητα (Amend και συνεργάτες, 2011). Τα βακτήρια και τα αρχαία είτε 

αιωρούνται στη στήλη του νερού και το υδροθερµικό ρευστό υλικό, είτε δηµιουργούν 

«µικροβιακούς τάπητες» διαφόρων χρωµάτων και µορφολογίας στην επιφάνεια του 

βασάλτη (πέτρωµα που προέρχεται από την ψύξη της ηφαιστειογενούς λάβας) 

(Moyer και συνεργάτες, 1994, Santelli και συνεργάτες, 2008), στις ελικοειδείς 

καµινάδες (Kormas και συνεργάτες, 2006) και στο ίζηµα (Lopez-Garcia και 

συνεργάτες, 2003). Αποτελούν τροφή µεγάλου αριθµού θηρευτών (Van Dover και 

Fry, 1994) και γι’ αυτό παίζουν σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία αποικιών 

µακροβενθικών οργανισµών γύρω από το υδροθερµικό πεδίο (Alain και συνεργάτες, 

2004). 

Η θερµοκρασία, το pH και η περιεκτικότητα σε σίδηρο και θειώδη άλατα είναι οι 

κύριοι βιογεωχηµικοί παράγοντες του υδροθερµικού περιβάλλοντος. Εκτός από τις 

ακραίες τιµές θερµοκρασίας και πίεσης και την απουσία φωτός είναι εξαιρετικά 

µεγάλες και οι διαβαθµίσεις του pH και της θερµοκρασίας µεταξύ του ρευστού και 

του περιβάλλοντος  ωκεάνιου νερού (Luther  και συνεργάτες, 2001, Le Bris και 

συνεργάτες, 2003).   

Απουσία φωτός τα πλούσια σε µέταλλα υδροθερµικά ρευστά και τα αναγωγικά αέρια 

H2S, CH4 και CO2, παρέχουν την απαραίτητη χηµική ενέργεια για τον µικροβιακό  

µεταβολισµό (Kelley και συνεργάτες, 2002). Η ανάµειξη των αναγωγικών ενώσεων 

µε κρύο οξυγονωµένο θαλασσινό νερό προκαλεί αντιδράσεις χηµικής ανισορροπίας 

από τις οποίες απελευθερώνεται ενέργεια την οποία χρησιµοποιούν χηµιολιθότροφοι 

µικροοργανισµοί για να παράγουν οργανική ύλη (χηµειοσύνθεση). Συγκεκριµένα, η 

οξείδωση αναγωγικών ενώσεων όπως HS-, H2S, Sº, CH4, H2, NH4
+ ή µεταλλικών 

συµπλεγµάτων  που περιέχουν Fe(II)- και Mn(II)- παρέχουν την απαραίτητη ενέργεια 
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για τη σύνθεση οργανικού άνθρακα από ανόργανες πηγές όπως CH4 και CO2 

(Jannasch και Wirsen, 1979).  

Οι αναερόβιοι χηµιοσυνθετικοί µικροοργανισµοί χρησιµοποιούν CO2, Fe³+, NO3²-, ή 

οργανικές ενώσεις προκειµένου να οξειδώσουν Η2 (Schmidt και συνεργάτες, 2008), 

µάλιστα για τον µεταβολισµό του CO2 χρησιµοποιείται ο βιοχηµικός κύκλος των 

φυτών, Calvin - Benson. Αναερόβιοι µικροοργανισµοί (κυρίως µεθανογενή αρχαία) 

έχουν εντοπιστεί σε µεγάλο βάθος κάτω από το θερµό πυθµένα (Takai και 

συνεργάτες, 2004), στα εσωτερικά τοιχώµατα των καµινάδων και σε στενή επαφή µε 

το πλούσιο σε θρεπτικά όξινο θερµό εκλυόµενο ρευστό (Winn και συνεργάτες, 1986). 

Συνήθως η συγκέντρωση υδρόθειου στο εκλυόµενο ρευστό είναι εξαιρετικά υψηλή (3 

µε 110 mmol ανά kg θαλασσινού νερού) και γι’ αυτό η οξείδωσή του από το 

διαλυµένο οξυγόνο (Ο2) στο νερό αποτελεί την κύρια µικροβιακή χηµιοσυνθετική 

πηγή ενέργειας των υδροθερµικών κοινοτήτων. Οι αερόβιοι χηµιοσυνθετικοί 

µικροοργανισµοί (κυρίως θειο-οξειδωτικά βακτήρια) συναντώνται κοντά στις ενεργές 

καµινάδες, δηλαδή στην περιοχή που το Η2S αναµειγνύεται µε το ωκεάνιο Η2Ο  

(Kelley και συνεργάτες, 2002). 

Mεµονωµένοι χηµιοσυνθετικοί µικροοργανισµοί µπορούν να χρησιµοποιούν και 

οργανικό άνθρακα όταν οι συνθήκες τους το επιτρέπουν, προκειµένου να αντλήσουν 

µεγαλύτερα ποσά ενέργειας. Ωστόσο, όταν αυτό δεν είναι εφικτό, οι χηµιοσυνθετικοί 

αυτοί οργανισµοί παράγουν οργανικό άνθρακα για να εφοδιάσουν τις υπόλοιπες 

µικροβιακές κοινωνίες αποτελώντας έτσι δεξαµενές αναγωγικών υδροθερµικών 

ενώσεων (Van Dover, 2000).   

 Η µεταφορά ενέργειας από τη γεωθερµική πηγή σε υψηλότερα επίπεδα της τροφικής 

αλυσίδας επιτυγχάνεται µε την κατανάλωση του οργανικού υλικού από  

ετερότροφους µικροβιακούς πληθυσµούς και την εγκατάσταση πλούσιας πανίδας που 

τρέφεται από τη δηµιουργία συµβιωτικών σχέσεων µε τους µικροοργανισµούς 

(Thornburg και συνεργάτες, 2010).  

Σε πειράµατα που έγιναν προκειµένου να µελετηθεί η διαδικασία δηµιουργίας 

αποικιών σε υδροθερµικό πεδίο βρέθηκε πως οι πρώτοι µικροβιακοί πληθυσµοί 

αποτελούνταν από αποικίες βακτηρίων νηµατοειδούς µορφολογίας χάρις στην οποία 

αυξάνεται η κυτταρική τους επιφάνεια ευνοώντας έτσι την προσκόλλησή τους σε 

στερεό υπόστρωµα (υψηλή αναλογία επιφάνειας προς όγκο). Με την έκκριση 
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εξωπολυσακχαριτών οι βακτηριακές αυτές αποικίες δηµιούργησαν βιοϋµένια, 

διευκολύνοντας έτσι την προσκόλληση άλλων µικροοργανισµών και ασπόνδυλων. Οι 

πρώτοι αυτοί µικροοργανισµοί ήταν αυτότροφα βακτήρια ικανά να µεταβολίζουν 

ανόργανα συστατικά (H2, S0, NO3¯) προκειµένου να δεσµεύσουν διοξείδιο του 

άνθρακα για να το µετατρέψουν σε οργανικό υλικό απαραίτητο για τον µεταβολισµό 

ετερότροφων µικροοργανισµών (Alain και συνεργάτες, 2004). Ειδικότερα, η κλάση 

των ε-πρωτοβακτηρίων και συγκεκριµένα τα είδη των γενών Arcobacter, Sulfurovum, 

Sulforimonas, Hydrogenimonas και �itratiruptor παίζουν σηµαντικό ρόλο στον 

αρχικό αποικισµό υδροθερµικών πεδίων από µικρόβια και ασπόνδυλα και 

συµµετέχουν ενεργά στους κύκλους του θείου, υδρογόνου, αζώτου και άνθρακα 

(Alain και συνεργάτες, 2004, Nakagawa και συνεργάτες 2005, Takai και συνεργάτες, 

2006). 

Εκτός από το ίζηµα και τα τοιχώµατα των καµινάδων τα βακτήρια και τα αρχαία ζουν 

αιωρούµενα στο εκλυόµενο υδροθερµικό υγρό σε θερµοκρασίες έως και 121 °C και 

µπορούν να παρατηρηθούν έως και αρκετά χιλιόµετρα µακριά από το υδροθερµικό 

πεδίο µε κυτταρική πυκνότητα των πληθυσµών πολύ µεγαλύτερη από την αντίστοιχη 

στο περιβάλλον ωκεάνιο νερό (Juniper και συνεργάτες, 1998). Η µικροβιακή 

πυκνότητα ελαττώνεται µε την αύξηση της θερµοκρασίας η οποία προκαλεί 

µεταβολές στην αφθονία και τη µικροβιακή ποικιλότητα. Σε υψηλές θερµοκρασίες 

κυριαρχούν θερµόφιλοι και υπερθερµόφιλοι προκαρυωτικοί µικροοργανισµοί. 

Θερµόφιλοι θεωρούνται οι µικροοργανισµοί που παρουσιάζουν βέλτιστη ανάπτυξη 

σε θερµοκρασία υψηλότερη των 50 °C και υπερθερµόφιλοι σε θερµοκρασία 

µεγαλύτερη των 80 °C. Ανάλογα µε τον µεταβολισµό τους οι θερµόφιλοι 

µικροοργανισµοί ταξινοµούνται σε: ζυµώτες, µεθανογενείς, αερόβιους ετερότροφους, 

αυτότροφους ή ετερότροφους νιτρικό-, θειο-, θειικό- και σίδηρο-αναγωγείς 

(Nakagawa και Takai, 2006). Μερικοί από τους θερµόφιλους αυτούς 

µικροοργανισµούς συναντώνται σε όλα τα υδροθερµικά πεδία που έχουν 

ανακαλυφθεί ως τώρα (κοσµοπολιτική κατανοµή). Συγκεκριµένα, τα θερµόφιλα και 

υπερθερµόφιλα χηµιολιθότροφα βακτήρια που ανήκουν στην οµάδα των Aquificales 

συναντώνται σε σηµαντικά ποσοστά στις µικροβιακές κοινότητες του υδροθερµικού 

ρευστού υλικού, στα τοιχώµατα των καµινάδων, σε επιφάνειες που έρχονται σε 

επαφή µε το υδροθερµικό ρευστό και σε µικρό βάθος κάτω από τον πυθµένα 

(Nakagawa και Takai, 2008, Hugler και Sievert, 2011). 
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Τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας εκτός από το να αποτελούν ακραία 

περιβάλλοντα θεωρούνται ένα από τα πιο δυναµικά οικοσυστήµατα του πλανήτη. Η 

δραστικότητα του πεδίου µεταβάλλεται στο χρόνο, ο όγκος της θερµικής ροής, η 

θερµοκρασία και η συγκέντρωση υδρόθειου µειώνονται, µε αποτέλεσµα οι πρώτοι 

ακραιόφιλοι πληθυσµοί να αντικαθιστώνται από µεσόφιλα είδη (Van Dover, 2000). 

Σε διαφορετικές περιόδους συλλογής δειγµάτων από το ίδιο πεδίο παρατηρήθηκε 

αλλαγή στις χηµικές συγκεντρώσεις, τη θερµοκρασία, τη δυναµική των ρευστών και 

τη χηµική σύσταση των καµινάδων µε αποτέλεσµα τα συλλεγµένα δείγµατα να 

αποτελούνται από εντελώς διαφορετικούς οργανισµούς (Childress και Fisher, 1992). 

Σε ένα περιβάλλον που χαρακτηρίζεται από απότοµες φυσικοχηµικές διαβαθµίσεις, οι 

µικροβιακοί πληθυσµοί χρειάζεται να προσαρµόζονται γρήγορα προκειµένου να 

επιβιώσουν υιοθετώντας στρατηγικές ανθεκτικότητας και υποχρεωτικά ή προαιρετικά 

µεταβολικά µονοπάτια πράγµα που σηµαίνει πως η µικροβιακή ποικιλότητα 

συσχετίζεται στενά µε τις φυσικοχηµικές παραµέτρους του ακραίου αυτού 

οικοσυστήµατος. Για παράδειγµα, τα µεσόφιλα θειο-οξειδωτικά βακτήρια που 

ανήκουν στην κλάση των ε-πρωτεοβακτηρίων έχουν παρόµοιο µεταβολισµό και κατ’ 

επέκταση παρεµφερή οικολογικό ρόλο µε τα θερµόφιλα και υπερθερµόφιλα βακτήρια 

της οµάδας των Aquificales. Και οι δύο οµάδες σε διαφορετικές θερµοκρασίες (ε-

πρωτεοβακτήρια: 20–60 °C, Aquificales: 60–80 °C) οξειδώνουν αναγωγικές ενώσεις 

θείου και υδρογόνου χρησιµοποιώντας οξυγόνο και νιτρικά άλατα ενώ παράλληλα 

δεσµεύουν ανόργανο άνθρακα (Hugler και Sievert, 2011). Η ιδιότητά τους να 

χρησιµοποιούν διαφορετικούς δότες και δέκτες ηλεκτρονίων πιθανά να ευθύνεται για 

την ικανότητα αποικισµού δυναµικών οικοσυστηµάτων όπως τα υδροθερµικά πεδία 

βαθιάς θάλασσας (Campbell και συνεργάτες, 2006). Επίσης, το γεγονός πως 

διαφορετικά είδη χρησιµοποιούν παρόµοια µεταβολικά µονοπάτια, εκτελούν τις ίδιες 

λειτουργίες, αλλά ευδοκιµούν σε διαφορετική θερµοκρασία εξηγεί την ικανότητα 

επιβίωσης των µικροβιακών κοινοτήτων σε απότοµες διαβαθµίσεις των 

οξειδοαναγωγικών και φυσικοχηµικών παραγόντων (Sievert και Vetriani, 2012).  

Σε µικρή απόσταση από το σηµείο έκλυσης του υδροθερµικού ρευστού ευδοκιµούν 

πολλά από τα είδη που ανήκουν στην κλάση των θειο-οξειδωτικών γ- και ε-

πρωτεοβακτηρίων, την κλάση Actinobacteria (µε υψηλό ποσοστό G+C), µία από τις 

µεγαλύτερες πηγές φυσικών προϊόντων (Teske και συνεργάτες, 2002), την οµάδα 

Firmicutes (χαµηλό ποσοστό G+C) και συγκεκριµένα τις κλάσεις Bacilli, Clostridia 
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και Mollicutes (Huber και συνεργάτες, 2002) καθώς και το φύλο Bacteroidetes (Alain 

και συνεργάτες, 2002). 

Αντίθετα, πληθυσµοί αρχαίων (και κυρίως η οµάδα DHVE-2, φύλο Euryarchaeota) 

κυριαρχούν στο εσωτερικό τοίχωµα των καµινάδων, το υδροθερµικό ρευστό και σε 

µεγάλο βάθος κάτω από τον πυθµένα (Harmsen και συνεργάτες, 1997, Takai και 

Horikoshi, 1999, Schrenk και συνεργάτες, 2003). 

1.2. Υδροθερµικά πεδία στη Μεσόγειο 

  

Τα υδροθερµικά πεδία της Μεσογείου βρίσκονται σε τεκτονικά ενεργές περιοχές 

τόσο στη ∆υτική Μεσόγειο (Αιόλιες Νήσοι, Τυρρηνικό Πέλαγος) σε βάθη τις 

περισσότερες φορές µικρότερα από 200 m (ρηχά υδροθερµικά πεδία) όσο και στην 

Ανατολική Μεσόγειο (Αιγαίο Πέλαγος, Μήλος 100 m βάθος, ενώ το Κολούµπο 

βρίσκεται σε βάθος 500 m).  

Η νήσος Vulcano είναι µία από τις επτά ενεργές ηφαιστειακές νήσους του Αιολικού 

Αρχιπελάγους κοντά στη βόρεια ακτή της Σικελίας στην οποία βρίσκεται το πιο 

µελετηµένο υποθαλάσσιο ρηχό υδροθερµικό πεδίο. Στους µικροβιακούς αποίκους 

συγκαταλέγονται αερόβια και αναερόβια, θερµόφιλα και υπερθερµόφιλα αρχαία και 

βακτήρια (Huber και συνεργάτες, 1986, Stetter, 1988). Η µεγάλη µικροβιακή 

ποικιλότητα που παρατηρείται, εξηγείται από τη γεωχηµική διαφοροποίηση στη 

σύσταση των υδροθερµικών ρευστών και τη µεταβολή της θερµοκρασίας (42–89 °C) 

και του  pH (1,9–6,3) σε διαφορετικά σηµεία του υδροθερµικού πεδίου. Έχουν 

αποµονωθεί µοναδικά θαλάσσια υπερθερµόφιλα αναερόβια Fe+2-οξειδωτικά και θειο-

αναγωγικά αρχαία όπως στελέχη των ειδών Ferroglobus placidus και Archaeoglobus 

fulgidus (Rusch και συνεργάτες, 2005). 

Το πιο ενεργό υποθαλάσσιο υδροθερµικό πεδίο των Αιόλιων Νήσων βρίσκεται σε 

βάθος 150 m (Νήσος Παναρέα) (Italiano και Nuccio, 1991). Το υδροθερµικό αυτό 

οικοσύστηµα χαρακτηρίζεται από µεγάλη ποικιλία στη σύσταση του υδροθερµικού 

ρευστού µε αποτέλεσµα να ευνοείται η συνύπαρξη πολλών προκαρυωτικών 

µικροοργανισµών (Manini και συνεργάτες, 2008). Αξίζει να σηµειωθεί πως 

αποµονώθηκαν βακτηριακά στελέχη τα οποία ανήκουν στο γένος Thiobacillus και 

παρουσιάζουν πολλές οµοιότητες µε στελέχη  που ανακτήθηκαν από υδροθερµικό 
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πεδίο στο υποθαλάσσιο όρος Loihi Seamount στη Hawaii (Maugeri και συνεργάτες, 

2008). 

Στην Ανατολική Μεσόγειο, κοντά στην ακτή Παλαιοχώρι της νήσου Μήλος 

βρίσκονται υδροθερµικές πηγές έως και 100 m βάθος στις οποίες το εκλυόµενο 

υδροθερµικό ρευστό έχει θερµοκρασία 30-60 °C και pH 5,0-5,7. Οι µικροβιακοί 

πληθυσµοί που ανιχνεύθηκαν αποτελούνταν κυρίως από ετερότροφα βακτήρια τα 

οποία χρησιµοποιούν την οργανική ύλη που παράγουν θειο-οξειδωτικά βακτήρια 

(Thiomicrospira spp.) καθώς και φωτοσυνθετικά διάτοµα (Giovannelli και 

συνεργάτες, 2013). Σε αντίθεση µε τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας, σε µικρά 

βάθη η δέσµευση του CO2 επιτυγχάνεται και µε τη διαδικασία της φωτοσύνθεσης η 

οποία συνεισφέρει στην παροχή ενέργειας στα υψηλότερα επίπεδα της τροφικής 

αλυσίδας (Sievert και συνεργάτες, 2000).  

 

1.3. Υποθαλάσσιο ηφαίστειο Κολούµπο 

  

Στον Ελληνικό χώρο η σύγκλιση της Ευρασιατικής λιθοσφαιρικής πλάκας µε την 

Αφρικανική πλάκα προκαλεί την καταβύθιση ωκεάνιου φλοιού της Αφρικανικής 

πλάκας κάτω από την Ευρασιατική, µε αποτέλεσµα να αναπτύσσεται µία αλυσίδα 

ηφαιστείων, η οποία διαγράφει το Ελληνικό Ηφαιστειακό Τόξο. Συγκεκριµένα, η 

ηφαιστειακή δράση καθορίζεται από την κατάδυση της λιθόσφαιρας της Ανατολικής 

Μεσογείου (πρόσθιο µέρος της Αφρικανικής λιθοσφαιρικής πλάκας κάτω από το 

Αιγαίο) και από την επέκταση της λιθόσφαιρας του Αιγαίου (πρόσθιο µέρος της 

Ευρασιατικής πλάκας) κατά τη διεύθυνση Βορρά-Νότου. Η επέκταση της 

λιθόσφαιρας του Αιγαίου στο ηφαιστειακό τόξο έχει ως συνέπεια τη διάρρηξη της 

λιθόσφαιρας σε κανονικά ρήγµατα και την εκδήλωση των ηφαιστειακών φαινοµένων. 

Το ηφαιστειακό πεδίο της Σαντορίνης περιλαµβάνει τα ηφαιστειακά κέντρα 

Χριστιανών, Σαντορίνης και Κολούµπο. Όλα τα ηφαιστειακά κέντρα εντοπίζονται 

κατά µήκος δύο ηφαιστειακών-τεκτονικών γραµµών, της Γραµµής Καµένης και της 

Γραµµής Κολούµπο (Εικ. 1.1.).  

Το υποθαλάσσιο ηφαίστειο Κολούµπο βρίσκεται 7 km βορειοανατολικά της 

Σαντορίνης και το 1650 µ.Χ για πρώτη φορά καταγράφηκε η έκρηξή του, µε την 

ανάβλυση τοξικών αερίων προκαλώντας 70 νεκρούς στο νησί. Περιλαµβάνει έναν 
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από τους 20 υποθαλάσσιους κώνους που βρίσκονται βόρεια και ανατολικά του 

ρήγµατος. Ο κρατήρας έχει διάµετρο 1700 m, το χείλος του βρίσκεται 18 m κάτω από 

την επιφάνεια της θάλασσας, ενώ ο πυθµένας σε βάθος 505 m. Το 2006, στα πλαίσια 

της εξερευνητικής αποστολής ΦΑΙ∆ΡΑ µε το ωκεανογραφικό πλοίο ΑΙΓΑΙΟ και στη 

συνέχεια  το 2010 και 2011 µε το ωκεανογραφικό πλοίο �autilus και τη χρήση 

υποβρύχιου οχήµατος ROV (Remote Operating Vehicle) πραγµατοποιήθηκε εκτενής 

µελέτη του υδροθερµικού πεδίου, επιφάνειας περίπου 25 m², που βρίσκεται στη 

βορειοανατολική πλευρά του κρατήρα (αυτήν την εργασία αφορούν τα αποτελέσµατα 

από την εξερευνητική αποστολή του 2010).  

 

Εικόνα 1.1.  Βυθοµετρικός χάρτης του ηφαιστειακού συµπλέγµατος Σαντορίνης – Κολούµπο  
µε ένδειξη της ηφαιστειακής-τεκτονικής γραµµής (Γραµµή Κολούµπο) κατά µήκος της 
οποίας εντοπίζονται ηφαιστειακά κέντρα (µωβ γραµµή). Η περιοχή της Γραµµής Κολούµπο 
αποτελεί µία ρηξιγενή ζώνη οριζόντιας ολίσθησης, η οποία έχει χρησιµοποιηθεί για την 
άνοδο του µάγµατος και οριοθετείται από τις ρηξιγενείς ζώνες Ίου και Ανύδρου Λεκάνης 
(Kilias και συνεργάτες, 2013).   
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Εικ. 1.2. (Α) Βαθυµετρικός χάρτης του υποθαλάσσιου ηφαίστειου Κολούµπο, µε επισήµανση 
(κόκκινο τετράγωνο) της βόρειας περιοχής του κρατήρα, όπου εντοπίστηκε το υδροθερµικό 
πεδίο. (Β) Λεπτοµερής βαθυµετρικός χάρτης του παραπάνω υδροθερµικού πεδίου. Με 
κόκκινες κηλίδες αναφέρεται η τοποθεσία των µεγαλύτερων υδροθερµικών καµινάδων που 
παρατηρήθηκαν: «Πολιτεία» (δείγµα της οποίας έχει χρησιµοποιηθεί στην παρούσα εργασία), 
«Σαµπάνια», «∆ιαχυτής 2» και «Κερί του Ποιητή». Οι πιο ενεργές από τις καµινάδες 
ανιχνεύθηκαν στο νότιο τµήµα, ενώ οι περισσότερες ανενεργές καµινάδες εντοπίστηκαν στο 
βόρειο τµήµα του υδροθερµικού πεδίου (Kilias και συνεργάτες, 2013). 
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Τα τοιχώµατα του κρατήρα σε βάθη 150 - 270 m παρουσιάζουν διαστρωµάτωση 

αποθέσεων κίσσηρης, ενός ηφαιστειογενούς πετρώµατος που σχηµατίζεται από την 

ψηχόµενη λάβα, ενώ σε µικρότερα βάθη είναι καλυµµένα από πυκνούς µικροβιακούς 

τάπητες. Το ίζηµα του πυθµένα παρουσιάζει επιστρώσεις οξυυδροξειδίου του 

σιδήρου και λευκών και πορτοκαλί µικροβιακών ταπήτων και θερµοκρασία         

16,2–17 °C (Kilias και συνεργάτες, 2013).  

Σε διάσπαρτα σηµεία παρατηρούνται κοιλότητες από τις οποίες εκλύονται ρευστά και 

φυσαλίδες διοξειδίου του άνθρακα σε θερµοκρασία   ≤ 70 °C. Μετά τα 250 m βάθος, 

στην κολώνα του νερού παρατηρούνται πυκνά διασκορπισµένα µικρά τµήµατα 

ιζήµατος µε αποικίες µικροοργανισµών. Παρατηρήθηκε επίσης ισχυρή 

διαστρωµάτωση µε έντονη διαβάθµιση της πυκνότητας του νερού και του pH (~ 5). 

Σε ορισµένα κοιλώµατα του κρατήρα βρίσκονται υπολείµµατα από ανενεργές 

καµινάδες. 

Οι ενεργές καµινάδες (Εικ. 1.2.) που φτάνουν σε ύψος τα 4 m, εκλύουν άχρωµα αέρια 

(99% CO2) και ρευστά σε θερµοκρασία έως και 220 °C. Πυκνές αποικίες 

νηµατοειδών µικροοργανισµών καλύπτουν τα τοιχώµατα των καµινάδων ενώ στο 

εσωτερικό τους είναι πορώδεις κι αποτελούνται από έναν κεντρικό αγωγό µε πολύ 

διαπερατά τοιχώµατα επιτρέποντας τη ροή ρευστού προς την επιφάνεια. Το 

εξωτερικό περίβληµα των τοιχωµάτων αποτελείται από δικτυωτό ιστό κρυστάλλων 

βαρύτη (BaSO4) και ανυδρίτη (CaSO4), ενώ  το εσωτερικό από εναλλασσόµενα 

στρώµατα βαρύτη και ορυκτών θειούχων µετάλλων όπως σιδηροπυρίτη (FeS2), 

σφαλερίτη (ZnS), µαρκασίτη (FeS2) και γαληνίτη (PbS). Αντίθετα, οι ανενεργές 

καµινάδες έχουν διαφορετική σύσταση κι αποτελούνται από άµορφο πυρίτιο (Si), 

γκαιτίτη [Fe³+O(OH)] και αλίτη (NaCl). Η διαδικασία ορυκτοποίησης που οδηγεί 

στον σχηµατισµό των καµινάδων µε την παραπάνω σύσταση έχει συναντηθεί για 

πρώτη φορά σε υποθαλάσσια υδροθερµικά πεδία στην τάφρο Okinawa (Ιαπωνία) κι 

ονοµάζεται Kuroko-type mineralization (Sigurdsson και συνεργάτες, 2006β).  

Φυλογενετική µελέτη σε δείγµατα ιζήµατος και καµινάδων (Kilias και συνεργάτες, 

2013) έδειξε ότι το µεγαλύτερο ποσοστό του µικροβιακού πληθυσµού αποτελούσαν 

αρχαία του είδους �itrosopumilus maritimus, φύλο Thaumarchaeota. Πρόκειται για 

µεσόφιλους χηµειοαυτότροφους µικροοργανισµούς που αναπτύσσονται 

χρησιµοποιώντας αµµωνία (νιτροποίηση) και ανόργανο άνθρακα (CO2). Σύµφωνα µε 

την παραπάνω µελέτη ανάµεσα στους βακτηριακούς πληθυσµούς, ο µεγαλύτερος 
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ήταν εκείνος  των πρωτεοβακτηρίων, τα οποία θεωρούνται από τους πιο συνήθεις 

µικροοργανισµούς τέτοιων οικοσυστηµάτων.  

1.4. Βιοϋµένια και παραγωγή βιοενεργών ενώσεων στα 

υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας  

 

Στα υδάτινα οικοσυστήµατα τα βακτήρια οργανώνονται σε εδραία πολύ πυκνά 

συσσωµατώµατα κυττάρων (βιοϋµένια) και καταφέρνουν να παραµένουν ενωµένα 

επειδή περιβάλλονται από ένα στρώµα εκκρινόµενων εξωπολυσακχαριτών. Η µεγάλη 

πυκνότητα των βιοϋµενίων οφείλεται στην ανθεκτικότητα σε εξωγενείς παράγοντες 

καταπόνησης και στη συσσώρευση θρεπτικών ουσιών (Costerton και συνεργάτες, 

1999, Hall-Stoodley και συνεργάτες, 2004) αλλά και στην προστασία των βακτηρίων 

έναντι των θηρευτών τους (Darby και συνεργάτες, 2002, Matz και Kjelleberg, 2005) 

επιτρέποντας πολύ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις κυττάρων σε σχέση µε τους 

µικροβιακούς πληθυσµούς στη στήλη του νερού. Από το γεγονός πως τα µικρόβια 

στο νερό επικοινωνούν χηµικά µεταξύ τους τόσο σε επίπεδο διαφορετικών ειδών όσο 

και µεταξύ στελεχών του ίδιου είδους (Sieg και συνεργάτες, 2011) συµπεραίνεται ότι 

και για τους βενθικούς µικροοργανισµούς είναι απαραίτητη η χηµική επικοινωνία 

προκειµένου να προσκολλώνται σε επιφάνειες και να σχηµατίζουν πυκνούς 

µικροβιακούς τάπητες.  

Η δηµιουργία βιοϋµενίων θεωρείται πως προέρχεται από χηµικές ενώσεις που δρουν 

ως αυτο-επαγωγείς και προκαλούν συγχρονισµένες µεταβολές σε επίπεδο 

φυσιολογίας του κυττάρου. ∆εδοµένου ότι τα βιοϋµένια ανιχνεύονται σχεδόν αµέσως 

από τα πρωτόζωα, οι βακτηριακοί πληθυσµοί µετατρέπονται σε είδη ανθεκτικά στη 

θήρευση. Πειράµατα που έγιναν µε βακτηριοφάγα πρωτόζωα απέδειξαν πως η 

οργάνωση των βενθικών βακτηριακών πληθυσµών σε βιοϋµένια τους προστατεύει 

από τους θηρευτές τους (Jurgens και Matz, 2002). Η δηµιουργία µικροβιακών 

συσσωµατωµάτων υπό τη µορφή βιοϋµενίων προσφέρει προστασία στους 

µικροοργανισµούς ενώ παράλληλα αποτελεί γι’ αυτούς ένα άκρως ανταγωνιστικό 

περιβάλλον, όσον αφορά στον χώρο και στις διαθέσιµες θρεπτικές ουσίες. Με την 

παραγωγή αντιµικροβιακών µεταβολιτών διατηρείται σταθερή η σύσταση του 

βιοϋµενίων (Penesyan και συνεργάτες, 2010) και παρέχεται χηµική άµυνα έναντι των 

ευκαρυωτικών θηρευτών (Matz και συνεργάτες, 2008). Μελέτες που αφορούσαν τις 

παραπάνω αλληλεπιδράσεις, οδήγησαν στην ανακάλυψη πολλών αντιµικροβιακών 
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ενώσεων επειδή βασίστηκαν στο γεγονός πως οι περισσότεροι µικροοργανισµοί είναι 

παραγωγοί βιοενεργών ουσιών προκειµένου να εµποδίσουν την προσκόλληση, 

ανάπτυξη και/ή την επιβίωση των ανταγωνιστών τους (Rahman και συνεργάτες, 

2010). Οι µικροοργανισµοί που παράγουν αντιµικροβιακές ενώσεις έχουν τη 

δυνατότητα να στερούν την ικανότητα αναπαραγωγής ή να επιβραδύνουν την 

ανάπτυξη των ανταγωνιστών τους κι ίσως αυτή να είναι η αιτία που τα βακτήρια στο 

φυσικό περιβάλλον είναι πολύ ανθεκτικά στα αντιβιοτικά (D’Costa και συνεργάτες, 

2006, Dantas και συνεργάτες,  2008). Η παραγωγή αντιµικροβιακών ενώσεων επιδρά 

σηµαντικά και στη σταθερότητα των πληθυσµών του βιοϋµενίου, συµµετέχοντας στη 

µικροβιακή τροφική αλυσίδα και τη διαχείριση της ενέργειας σε σχέση µε τη 

διαθεσιµότητα θρεπτικών συστατικών. 

Μελέτες που έγιναν για να αξιολογηθεί η αλλαγή του ποσοστού έκφρασης του 

γονιδιώµατος σε σχέση µε το µέγεθός του, απέδειξαν πως το µέγεθος του 

γονιδιώµατος συσχετίζεται µε τον δευτερογενή µεταβολισµό και συγκεκριµένα το 

ποσοστό των υπεύθυνων γονιδίων για την έκφραση του δευτερογενούς µεταβολισµού 

αυξάνεται µε την αύξηση του γονιδιώµατος. Τα αποτελέσµατα µεταγονιδιακών 

αναλύσεων βακτηρίων από το νερό αποκάλυψαν πως το γονιδίωµα  βακτηριακών 

πληθυσµών βαθιάς θάλασσας έχει µεγαλύτερο µέγεθος από εκείνο που συναντάται σε 

µικρά βάθη και άρα χαρακτηρίζεται από µεγαλύτερη µεταβολική ποικιλότητα 

(Konstantinidis και συνεργάτες, 2009).  

Τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας αποτελούν οάσεις του πυθµένα, µε 

εξαιρετικά υψηλές συγκεντρώσεις χηµιοσυνθετικών µικροοργανισµών (πρωτογενής 

παραγωγή απουσία φωτός), δείκτη βιοποικιλότητας και ρυθµούς ανάπτυξης της ίδιας 

τάξης µε τα ρηχά τροπικά οικοσυστήµατα (Corliss και συνεργάτες, 1979). Οι 

κοραλλιογενείς ύφαλοι, αντίθετα µε τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας, έχουν 

µελετηθεί εκτενώς και κυρίως οι οργανισµοί που αποτελούν τροφή ευρέως φάσµατος 

θηρευτών επειδή παράγουν µεγάλο ποσοστό δευτερογενών µεταβολιτών (Hay και 

Steinberg, 1992, Paul, 1992).  

Προκειµένου να διασαφηνιστεί ο λόγος για τον οποίο οι θηρευτές δεν τρέφονται µε 

τη διαθέσιµη ζωική ύλη των υδροθερµικών πεδίων βαθιάς θάλασσας, συλλέχθηκαν 

ασπόνδυλα και αφού διαχωρίστηκαν οι διάφοροι ιστοί, δόθηκαν ως τροφή σε ψάρια. 

Τα αποτελέσµατα του πειράµατος έδειξαν πως οι ιστοί που δεν καταναλώθηκαν 

περιείχαν συµβιωτικά βακτήρια, πράγµα που αποδεικνύει πως δεν είναι το τοξικό 
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υδρόθειο υπεύθυνο για την παρεµπόδιση της θήρευσης, αλλά οι µικροβιακοί 

µεταβολίτες που παρήγαγαν τα βακτήρια αυτά (Kicklighter και συνεργάτες, 2004).  

Τα πρωτεοβακτήρια αποτελούν τη µεγαλύτερη ταξινοµική οµάδα βακτηρίων στα 

υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας και περιλαµβάνουν ένα ευρύ φάσµα 

οργανισµών όσον αφορά στα µεγέθη του γονιδιώµατος και στον µεταβολισµό τους. 

Περιλαµβάνονται θειο-οξειδωτικά βακτήρια (π.χ. το γένος Beggiatoa), µεθανότροφα 

(γένος Methylobacter), νιτροποιητικά  (γένος �itrococcus) όπως και βακτήρια που 

εκλύουν βιοφωταύγεια (ορισµένα από τα είδη του γένους Vibrio). Τα γ- και δ- 

πρωτεοβακτήρια, που περιλαµβάνουν αρπακτικά είδη µε ικανότητα κίνησης και 

ασυνήθιστα µεγάλα µεγέθη γονιδιώµατος, πιστεύεται πως παράγουν βιοενεργές 

ουσίες προκειµένου να αποδυναµώσουν ή να ακινητοποιήσουν τη λεία τους (Nett, και 

Konig, 2007). 

Τα ε-πρωτεοβακτήρια αποτελούν τον κυρίαρχο πληθυσµό µεταξύ των µικροβιακών 

κοινοτήτων των υδροθερµικών πεδίων. Πρόκειται για µικροαερόφιλα βακτήρια που 

µεταβολίζουν θείο και παρουσιάζουν υψηλό βαθµό ενδηµισµού για συγκεκριµένους 

οικοτόπους χάρις στην πλαστικότητα του γονιδιώµατός τους, το οποίο δεν 

περιλαµβάνει πολλά από τα υπεύθυνα γονίδια για την επιδιόρθωση του DNA τους 

(Nakagawa και συνεργάτες, 2007). Οι  χηµικές ενώσεις που παράγουν, συνεισφέρουν 

στον σχηµατισµό των αποικιών τους υπό τη µορφή νηµατοειδών συσσωµατωµάτων 

(Harmsen και συνεργάτες, 1997, Cary και συνεργάτες, 1997, Santelli και συνεργάτες, 

2008). 

 

1.4.1. Οι µικροοργανισµοί ως παραγωγείς δευτερογενών 

µεταβολιτών 

  

Οι δευτερογενείς µεταβολίτες είναι φυσικά παραγόµενες ουσίες, χαµηλού µοριακού 

βάρους που παράγονται από µεµονωµένα είδη ή γένη για συγκεκριµένους 

φυσιολογικούς, «κοινωνικούς» ή προστατευτικούς λόγους κι είναι στενά 

συνδεδεµένοι µε την οικολογία των οργανισµών που τους συνθέτουν. Ο  πρώτος 

δευτερογενής µεταβολίτης που αναφέρθηκε στη βιβλιογραφία από τον Gosio το 1860 

ήταν το µυκοφαινολικό οξύ, το οποίο αποµονώθηκε από τον µύκητα Penicillium 

glaucoma (Bérdy J., 2005).  
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Στους δευτερογενείς µεταβολίτες περιλαµβάνονται πεπτίδια, πολυκετίδια, 

υδατάνθρακες, λιπίδια, τερπενοειδή, στεροειδή και αλκαλοειδή τα οποία 

σχηµατίζονται από πρωτογενείς µεταβολίτες. Παράγονται κάτω από συγκεκριµένες 

περιβαλλοντικές συνθήκες κι έχουν εξειδικευµένες λειτουργίες που στοχεύουν στη 

ρύθµιση των σχέσεων αλληλεξάρτησης µεταξύ των µικροοργανισµών. Για τον λόγο 

αυτό πιστεύεται πως σε συνθήκες εργαστηρίου δε µπορεί να παρατηρηθεί ολόκληρο 

το µεταβολικό φάσµα τέτοιου τύπου ενώσεων αφού οι µικροβιακοί παραγωγείς τους 

δεν αναπτύσσονται όπως στο φυσικό τους περιβάλλον.  

Υποστηρίζεται πως αρχικά τα αντιβιοτικά αλλά κι άλλοι δευτερογενείς µεταβολίτες 

παράγονταν από χηµικές αντιδράσεις απουσία ενζύµων κι έπαιζαν πολύ σηµαντικό 

εξελικτικό ρόλο στην πραγµατοποίηση και διαµόρφωση προϊστορικών αντιδράσεων, 

όπως η πρωτόγονη µεταγραφή και µετάφραση, αντιδρώντας µε υποδοχείς 

πρωτόγονων µακροµορίων (O’Brien και Wright, 2011). Αργότερα, 

αντικαταστάθηκαν από τα πολυπεπτίδια αλλά συνέχισαν να διατηρούν την ικανότητα 

σύνδεσής τους µε υποδοχείς νουκλεϊκών οξέων και πρωτεϊνών. Έτσι, αντί να 

συµµετέχουν στη σύνθεση µακροµορίων, απέκτησαν ανταγωνιστική λειτουργία 

δρώντας ως αναστολείς ενζύµων, ανταγωνιστές υποδοχέα κ.ά. διεγείροντας τη 

µεταφορά γονιδίων, τη µεταγραφή, την έκφραση, την κυτταρική ανάπτυξη και 

µεταλλαξιγένεση (O’Brien και συνεργάτες, 2011). Τα αντιβιοτικά για παράδειγµα 

κατά τη διάρκεια της εξέλιξης θεωρούνται ότι παράγονται από «επιτυχηµένα» 

µεταβολικά µονοπάτια.    

Στο περιβάλλον, κάποιοι από τους µικροβιακούς µεταβολίτες παράγονται σε µικρές 

συγκεντρώσεις κι ανάλογα µε τα ερεθίσµατα που δέχονται συµβάλλουν στη 

διατήρηση της σταθερής σύστασης των µικροβιακών πληθυσµών. Με την 

τροποποίηση της γονιδιακής µεταγραφής ρυθµίζεται η γονιδιακή τους έκφραση και 

άρα οι αλληλεπιδράσεις τους µε τους οργανισµούς που τους περιβάλλουν. Εκτός από 

ανταγωνιστικές, λόγω της παραγωγής ουσιών µε αντιβιοτική δράση, οι µικροβιακές 

κοινότητες παρουσιάζουν κι ένα οργανωµένο δίκτυο επικοινωνίας (Li και Tian, 

2012). ∆εδοµένου ότι ο κύριος µηχανισµός ελέγχου των κυτταρικών λειτουργιών 

είναι η ρύθµιση της µεταγραφής, έχει αποδειχτεί ότι σε µικρές συγκεντρώσεις οι 

µεταβολίτες µπορούν να προκαλέσουν τη βακτηριακή υπέρ- ή υπό- έκφραση µεγάλου 

αριθµού µεταγράφων που καθορίζουν τις περιβαλλοντικές επιδράσεις (Goh και 

συνεργάτες, 2002). Πρόσφατες έρευνες δείχνουν πως στη φύση, οι περισσότεροι 

µικροµοριακοί µεταβολίτες έχουν την ικανότητα να τροποποιούν τις διαδικασίες 
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µεταγραφής σε κύτταρα στόχους (στα βακτήρια τροποποιείται το 5-10% του συνόλου 

των µετάγραφων) όταν η τιµή της συγκέντρωσή τους είναι από 1 έως 50% της τιµής 

που παρουσιάζουν όταν εµφανίζουν αντιµικροβιακή δραστηριότητα (Goh και 

συνεργάτες, 2002). Ανάλογα λοιπόν µε τη συγκέντρωσή τους οι βιοενεργοί 

µεταβολίτες έχουν διαφορετική δράση (φαινόµενο το οποίο ονοµάζεται όρµηση) κι 

αλληλεπιδρούν µε διαφορετικούς µακροµοριακούς υποδοχείς (ριβόσωµα ή RNA 

πολυµεράση).  

Σε µεγάλες συγκεντρώσεις, κάποιοι από τους δευτερογενείς µεταβολίτες έχουν 

αντιβιοτική δράση προστατεύοντας τους οργανισµούς που τους παράγουν και 

θεωρούνται πιο σηµαντικά όπλα από τις µακροµοριακές τοξίνες όπως οι κολικίνες και 

τα ζωικά δηλητήρια λόγω της ικανότητας διάχυσής τους στα κύτταρα και των 

πολύπλευρων τρόπων δράσης τους (Cavalier-Smith, 2006). Οι αντιβιοτικές ουσίες 

που έχουν αποµονωθεί και χρησιµοποιούνται για τη θεραπεία ανθρώπινων ασθενειών 

και λοιµώξεων διαχωρίζονται σε βακτηριοκτόνες και βακτηριοστατικές και 

περιλαµβάνουν κεφαλοσπορίνες, γλυκοπεπτίδια, λιποπεπτίδια κ.τ.λ. Στελέχη από τα 

Ακτινοβακτήρια και το γένος Streptomycetes περιλαµβάνονται στους πιο 

σηµαντικούς προκαρυωτικούς παραγωγούς αντιβιοτικών καθώς και αντικαρκινικών 

ουσιών (Hopwood, 2007). Αναλύσεις στο γονιδίωµα του στρεπτοµύκητα 

Streptomycetes coelicolor έδειξαν πως περιέχει περισσότερες από 20 βιοσυνθετικές 

οµάδες γονιδίων δευτερογενούς µεταβολισµού εκ των οποίων µόνο ένας πολύ µικρός 

αριθµός εκφράζεται σε εργαστηριακές συνθήκες (Bentley και συνεργάτες, 2002). Η 

γνώση των οικολογικών λειτουργιών και των προϋποθέσεων για τη σύνθεση των 

δευτερογενών µεταβολιτών θα συνδράµει στην κατανόηση των βιοσυνθετικών 

ρυθµιστικών µονοπατιών δίνοντας τη δυνατότητα για τη βιοσύνθεσή τους in vitro 

(Newman και Cragg, 2007, Bull, 2010). 

 

1.4.2. Παραγωγή βιοενεργών ουσιών από θαλάσσιους µικροοργανισµούς 

υδροθερµικών πεδίων 

  

α)      Ανίχνευση 

 
Η διαδικασία διερεύνησης της παραγωγής βιοενεργών ουσιών γίνεται πάντα στο 

εργαστήριο και σε µικροβιακά στελέχη που έχουν αποµονωθεί από το φυσικό 

περιβάλλον. Αφού τα βακτήρια αποµονωθούν, καλλιεργούνται σε µεγαλύτερους 
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όγκους για τη χηµική ανάλυση των δευτερογενών µεταβολιτών και την ταυτοποίηση 

των ενώσεων, αλλά και τη βελτιστοποίηση της παραγωγής τους µε την επιλογή των 

κατάλληλων φυσικοχηµικών συνθηκών.  

Η καλλιέργεια µικροοργανισµών σε συνθήκες εργαστηρίου για την παραγωγή 

δευτερογενών µεταβολιτών συχνά αποκαλύπτει µία µικρή ποικιλία µεταβολικών 

προτύπων. Αν και είναι γνωστό πως συγκεκριµένες φάσεις ανάπτυξης των 

µικροοργανισµών σε καθαρές καλλιέργειες συνδέονται µε την παραγωγή 

δευτερογενών µεταβολιτών, παραµένει άγνωστος ο ακριβής µηχανισµός που τη 

στηρίζει. Η συµµετοχή χηµικών ή περιβαλλοντικών σηµάτων που είναι απαραίτητα 

για την ενεργοποίηση της διαδικασίας δεν έχει αποδειχτεί διεξοδικά αν και πρόσφατα 

εντοπίστηκε σε στέλεχος στρεπτοµύκητα ένα µονοπάτι σηµατοδότησης που συνδέει 

τις συνθήκες καταπόνησης που προκύπτουν λόγω έλλειψης θρεπτικών µε την 

παραγωγή αντιβιοτικού (Rigali και συνεργάτες, 2008). Η γνώση των φυσικών 

συνθηκών που οδηγούν στην έκφραση µιας συγκεκριµένης οµάδας γονιδίων είναι 

πολύ περιορισµένη, αλλά θα ήταν χρήσιµη για την ανάπτυξη νέων τεχνικών 

καλλιέργειας κι αποµόνωσης. Για να µελετηθεί σε βάθος η µικροβιακή επικοινωνία 

που θα µπορούσε να προσφέρει στην ανακάλυψη νέων φυσικών προϊόντων, έγινε 

προσπάθεια προσοµοίωσης του φυσικού περιβάλλοντος µε τη συγκαλλιέργεια 

µικροοργανισµών από το ίδιο ενδιαίτηµα ή χρήση των ενώσεων που 

δραστηριοποιούνται στη διακυτταρική επικοινωνία (Shank και Kolter, 2009). 

 Προκειµένου να ανιχνευθεί η βιοδραστικότητα των παραγόµενων δευτερογενών 

µεταβολιτών επιλέγεται ένα ευρύ φάσµα από προσεχτικά σχεδιασµένες βιολογικές 

δοκιµασίες. Οι δοκιµές αυτές περιλαµβάνουν τον έλεγχο της αντιµικροβιακής δράσης 

έναντι επιλεγµένων µικροοργανισµών όπως ιούς, βακτήρια αρνητικά και θετικά κατά 

Gram, ζύµες, µύκητες παθογόνους και µη, οι οποίοι αποτελούν τους «µικροβιακούς 

δείκτες» καθώς επίσης και ιστοκαλλιέργειες διαφόρων καρκινικών κυττάρων και 

ένζυµα που αφορούν στη θεραπεία ανθρώπινων ασθενειών και που σχετίζονται µε 

τον µεταβολισµό (Luesch και συνεργάτες,  2006, Mayer και συνεργάτες, 2010). Σε 

κάθε περίπτωση, οι δοκιµές αυτές χρειάζεται να είναι συµβατές µε τις βιοενεργές 

ενώσεις και συγκεκριµένα µε τα εκχυλίσµατα των υπό εξέταση οργανισµών, τα οποία 

µερικές φορές δρουν ανασταλτικά ή παρεµβαίνουν µε τη µέθοδο της ανίχνευσης.           

Τα φυσικά οικοσυστήµατα αποτελούν σηµαντική πηγή βιοενεργών ενώσεων και άρα 

πιθανών νέων φαρµάκων. Μέσα σε λίγες δεκαετίες έχει ανακαλυφθεί πλήθος 
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βιοενεργών ενώσεων από φυσικά οικοσυστήµατα χωρίς όµως να αποφεύγεται 

ταυτόχρονα και η αποµόνωση ήδη γνωστών ενώσεων (Penesyan και συνεργάτες, 

2010). Έχουν γίνει προσπάθειες για την προκαταρκτική ανίχνευση γνωστών 

βιοενεργών ενώσεων σε ένα συγκεκριµένο οικοσύστηµα όπως µε τη διαφορική 

ανάλυση των συστοιχιών των φασµάτων 2D NMR (Schroeder και συνεργάτες, 2007) 

σε συνδυασµό µε τη δηµιουργία µεγάλων βάσεων δεδοµένων, ώστε να επιτυγχάνεται 

γρήγορα η ταυτοποίηση των γνωστών και συγχρόνως η ανίχνευση πιθανά νέων 

ενώσεων. Προκειµένου να ελεγχθούν αυτές οι ενώσεις, χρησιµοποιήθηκαν στο 

παρελθόν βιβλιοθήκες ακατέργαστων εκχυλισµάτων καθώς και προ-κλασµατικές 

βιβλιοθήκες φυσικών προϊόντων επειδή η επεξεργασία των δειγµάτων σε αυτή την 

περίπτωση έχει χαµηλότερες απαιτήσεις εργαστηριακής προετοιµασίας (Wagenaar, 

2008). Η χρήση τεχνικών φασµατοµετρίας µάζας σε συνδυασµό µε φασµατικές 

βάσεις δεδοµένων, µεθόδους προετοιµασίας µε HPLC και ποιοτικό έλεγχο µε 

ανάλυση NMR αποτελούν ισχυρά εργαλεία που διευκολύνουν σε µεγάλο βαθµό τον 

προκαταρκτικό χαρακτηρισµό και την αποτελεσµατική δηµιουργία βιβλιοθηκών 

φυσικών προϊόντων υψηλής ποιότητας. Η παραπάνω προσέγγιση που συνδυάζει τη 

βασική έρευνα µε την αποµόνωση καθαρών κλασµάτων και τη σύγκρισή τους µε 

βιβλιοθήκες καθαρών ενώσεων, θα µπορούσε να προσφέρει νέες δυνατότητες για την 

εξεύρεση νέων φυσικών προϊόντων από θαλάσσιους πόρους (Koehn, 2008). 

Tα πρώτα νέα φυσικά προϊόντα που αναφέρονται στη βιβλιογραφία και προέρχονται 

από υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας είναι οι λοϊχικελίνες A-F (Thornburg και 

συνεργάτες 2010) (Εικ. 1.3.). Πρόκειται για αµφιφιλικά πεπτιδικά σιδηροφόρα που 

αποµονώθηκαν από καλλιέργειες του ετερότροφου βακτηρίου Halomonas LOB-5. 

Στελέχη του γένους Halomonas δηµιουργούν αποικίες στις καµινάδες και στο 

διαβρωµένο ηφαιστιακό βασάλτη κι έχουν τη λειτουργική ικανότητα να οξειδώνουν 

Fe(II) και Mn(II).  

Συγκεκριµένα, το παραπάνω στέλεχος αναπτύχθηκε σε κλειστή καλλιέργεια µε 

θρεπτικό υπόστρωµα (ASG-Fe) και µόνη πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη. Κατόπιν 

συλλέχθηκε µε φυγοκέντρηση το υπερκείµενο της καλλιέργειας και στη συνέχεια 

έγινε σε διαδοχικά στάδια η εξαγωγή των σιδηροφόρων σε στερεή φάση (Martinez 

και συνεργάτες, 2000). Τα κλάσµατα (A-F) που προέκυψαν συνενώθηκαν και 

συµπυκνώθηκαν προκειµένου να διαχωριστούν περαιτέρω µε υγρή χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης αντίστροφης φάσης και τα κλάσµατα που προέκυψαν κατόπιν, 
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συµπυκνώθηκαν υπό µειωµένη πίεση και λυοφιλιώθηκαν. Η ανάλυση των αµινοξέων 

για καθένα από τα κλάσµατα αυτά έγινε µε την υδρόλυσή τους σε υδροιωδικό οξύ, 

την παραγοντοποίηση µε αντιδραστήριο Marfey (Marfey, 1984) και την ανάλυση µε 

υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης αντίστροφης φάσης. Η ταυτοποίηση των 

στερεοϊσοµερών D- και L- που προέκυψαν έγινε από τη σύγκρισή τους µε γνωστές 

δοµές από τη βιβλιογραφία. Ο καθορισµός της θέσης των D- και L- αµινοξέων στα 

πεπτίδια έγινε µε υδρόλυση, παραγοντοποίηση µε (DABITC) (Chang, 1981) και 

διαχωρισµό σε υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης αντίστροφης φάσης. Το καθένα 

από τα πεπτιδικά χειρόµορφα κλάσµατα που προέκυψαν, διαχωρίστηκε µε  

αεριοχρωµατογραφία / φασµατοµετρία µαζών (GC/MS). Οι χαρακτηριστικές οµάδες 

των λιπαρών οξέων αναγνωρίστηκαν µε τη δηµιουργία αντίστοιχων µεθυλ-εστέρων οι 

οποίοι αναλύθηκαν µε αεριοχρωµατογραφία/φασµατοµετρία µαζών (GC/MS) και στη 

συνέχεια οι δοµές τους συγκρίθηκαν µε αντίστοιχες στη βιβλιογραφία. Η θέση του 

ακόρεστου δεσµού του λιπαρού οξέως καθορίστηκε µε οζονόλυση (Homann και 

συνεργάτες, 2009). 

 

Εικόνα 1.3. Η δοµή των 6 αποµονωθέντων σιδηροφόρων: στο επάνω µέρος της εικόνας 

φαίνεται ο κοινός υδρόφιλος σκελετός R των µορίων και από κάτω παραθέτονται τα 

διαφορετικά λιπαρά οξέα (A-F) που αποτελούν το υδρόφιλο τµήµα τους (Homann και 

συνεργάτες, 2009).   

Οι σιδηροφόρες ενώσεις που προέκυψαν (λοϊχικελίνες) αποτελούν τα πιο υδρόφιλα 

αµφιφιλικά σιδηρόφορα που έχουν περιγραφεί και παρουσιάζουν οµάδες 

οκταπεπτιδικών πολικών κέντρων και λιπαρών οξέων. Τα ιόντα σιδήρου 

συγκρατώνται από τις λοϊχικελίνες χάρις στο σύµπλεγµα που δηµιουργείται από 2 

υδροξαµικές οµάδες και 1 υδροξυασπαρτικό υπόλειµµα. Ο δεσµευόµενος σίδηρος 

από τις ενώσεις αυτές δεν έχει ακόµα διαπιστωθεί αν χρησιµοποιείται ως τροφή ή 

καταναλώνεται για την παροχή ενέργειας. 
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Επίσης, το 2014 αναφέρθηκε για πρώτη φορά η αποµόνωση µίας επιφανειοδραστικής 

ουσίας από δείγµα ιζήµατος σε υδροθερµικό πεδίο βαθιάς θάλασσας (1.490 m), στη 

βορειοδυτική µεσο-ωκεάνια ράχη του Ινδικού Ωκεανού. Η ουσία αυτή ανήκει στην 

κατηγορία των δι-ραµνολιπιδίων και αποµονώθηκε από το στέλεχος Dietzia maris 

As-13-3 (οικογένεια Dietziaceae, Actinobacteria). Τα ραµνολιπίδια είναι 

γλυκοσιδικές ενώσεις που παράγονται κυρίως από πρωτεοβακτήρια, όπως στελέχη 

του γένους Pseudomonas. Οι βιοτεχνολογικές τους εφαρµογές περιλαµβάνουν τη 

βιοαποικοδόµηση του πετρελαίου, τη χρήση τους στη βιοµηχανία καλλυντικών, ως 

ενυδατικά συστατικά και στη φαρµακοβιοµηχανία λόγω της αντιµικροβιακής και 

αντιικής δράσης τους. Η κρίσιµη συγκέντρωση µικκυλίου (CMC) του αποµονωθέντος 

δι-ραµνολιπιδίου (Εικ. 1.4.) ήταν 120 mg l−1, ενώ η επιφανειακή τάση του νερού 

παρουσία του τασιοενεργού µειώθηκε από 74 ± 0.2 σε 38 ± 0.2 mN m−1.  

 

Εικόνα 1.4. ∆οµή του του δι-ραµνολιπίδιου που παράχθηκε από το στέλεχος AS-13-3 (Wang 

και συνεργάτες, 2014).  

 
Η αποµόνωση του µεταβολίτη επιτεύχθηκε µε την κλειστή καλλιέργεια του 

ακτινοβακτηρίου σε θρεπτικό υπόστρωµα (MSM) και µόνη πηγή άνθρακα το n-

εξαδεκάνιο (Qiao και Shao, 2010). Ακολούθησε φυγοκέντρηση για την αποµόνωση 

της υδρόφοβης στοιβάδας, αποµάκρυνση των αλκανίων και χρωµατογραφία σε στήλη 

πυριτικής γέλης και σύστηµα αυξανόµενης πολικότητας. Όσα από τα κλάσµατα που 

προέκυψαν, ήταν τασιοενεργά, διαχωρίστηκαν περαιτέρω µε εκχύλιση στερεής φάσης 

κι επιλέχθηκαν τα κλάσµατα εκείνα µε υψηλή επιφανειοδραστικότητα. Ακολούθησε 

χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδος (TLC) σε 4 διαφορετικά συστήµατα διαλυτών για 
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την ανίχνευση γλυκολιπιδίων, λιποπεπτιδίων, φωσφολιπιδίων και λιπαρών οξέων και 

υγρή χρωµατογραφία υψηλής πίεσης (HPLC). Από τα κλάσµατα που προέκυψαν, 

επιλέχθηκε το κλάσµα που προκαλούσε τη µεγαλύτερη µείωση της επιφανειακής 

τάσης του νερού. Η επιφανειοδραστική ουσία ανιχνεύθηκε και χαρακτηρίστηκε µε 

φασµατοσκοπία µάζας  (MS) και πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR).     

Εκτός από τη χηµική αποµόνωση, έγινε γονιδιωµατική ανάλυση κι ανιχνεύθηκε το 

µεταβολικό µονοπάτι για την βιοαποικοδόµηση αλκανίων. Στη συνέχεια, µε την 

ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης πραγµατικού χρόνου διαπιστώθηκε η 

έκφραση των υπεύθυνων γονιδίων για την οξείδωση αλκανίων όταν το θρεπτικό 

υπόστρωµα περιείχε n-τετραδεκάνιο, n-εξαδεκάνιο και πριστάνιο (Wang και 

συνεργάτες, 2014). 

 

β)    ∆ιαλογή δειγµάτων µε την εφαρµογή βιολογικών δοκιµών 

 
Η διαδικασία ανίχνευσης και αποµόνωσης βιοενεργών ουσιών είναι δαπανηρή και 

χρονοβόρα, γι’ αυτό οι προκαταρκτικές µέθοδοι βιοελέγχου in vitro χρησιµεύουν ως 

σηµείο εκκίνησης της παραπάνω διαδικασίας. Ο σκοπός του βιοελέγχου είναι η 

ταχεία διαλογή µεταξύ µεγάλου αριθµού δειγµάτων και η επιλογή εκείνων που 

παρουσιάζουν βιοδραστικότητα για την περαιτέρω επεξεργασία τους. Τα πειράµατα 

βασίζονται στην ανίχνευση της παραγωγής αντιµικροβιακών ουσιών από τα 

εξεταζόµενα στελέχη, οι οποίες αναστέλλουν την ανάπτυξη κατάλληλων 

µικροβιακών δεικτών. Για την επιλογή των δεικτών, προτιµούνται στελέχη 

αντιπροσωπευτικών πληθυσµών  του ίδιου ενδιαιτήµατος από το οποίο 

αποµονώθηκαν και τα υπό εξέταση στελέχη. Σε µελέτες που οι δοκιµές αποσκοπούν 

στην αποµόνωση νέων αντιµικροβιακών ουσιών για την παραγωγή φαρµάκων, 

χρησιµοποιούνται ως δείκτες και στελέχη που όχι µόνο έχουν την ικανότητα να 

αναπτύσσονται στο ίδιο οικοσύστηµα µε τους υπό εξέταση µικροοργανισµούς, αλλά 

και που συσχετίζονται µε ανθρώπινες αρρώστιες. Η επιτυχής εφαρµογή των 

βιολογικών δοκιµών για τον ποσοτικό προσδιορισµό της αναστολής ανάπτυξης ενός 

δείκτη, βασίζεται στην ευαισθησία του δείκτη αυτού και στην αντιµικροβιακή δράση 

των βιοενεργών ουσιών στις οποίες εκτίθεται.  

Ένα κριτήριο επιλογής µικροβιακών δεικτών είναι η φυλογενετική τους κατάταξη. 

Στα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας τα βακτήρια που απαντώνται ανήκουν 

κυρίως στο φύλο Proteobacteria και σε µικρότερες συγκεντρώσεις στα φύλα 
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Firmicutes, Bacteroidetes και Actinobacteria (Thornburg και συνεργάτες, 2010). 

Επίσης, από αυτά τα οικοσυστήµατα έχουν αποµονωθεί νηµατοειδείς µύκητες και 

ζύµες που ανήκουν στα φύλα Ascomycota και Basidiomycota, µε κύριους 

εκπρόσωπους  από τα γένη Aspergillus, Candida, Debaryomyces και Rhodotorula 

(Βurgaud και συνεργάτες, 2010, Jiang και συνεργάτες, 2013). Εκτός από τη 

φυλογένεση, άλλο κριτήριο για την επιλογή µικροβιακών δεικτών αποτελεί η 

ανάπτυξη στρατηγικών προσαρµοστικότητας στις αντίξοες συνθήκες όπως η 

ικανότητα βιοαποικοδόµησης εξαιτίας της συσσώρευσης οργανικού τοξικού υλικού 

(Guerrero-Barajas και συνεργάτες, 2011) και η ανθεκτικότητα στην γ-ακτινοβολία 

(Jolivet και συνεργάτες, 2003).  

Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται χρειάζεται να είναι αποδοτικές δίνοντας 

αποτελέσµατα σε σύντοµο χρονικό διάστηµα και µε χαµηλό κόστος. Οι πιο 

διαδεδοµένες µέθοδοι βιοελέγχου, όπως η µέθοδος της αραίωσης και η µέθοδος της 

διάχυσης, επιτρέπουν την ανίχνευση βιοενεργότητας ενάντια σε περισσότερες από 

µία κατηγορίες µικροοργανισµών (Rahman και συνεργάτες, 2005). 

Με τη µέθοδο της διάχυσης µπορεί να διαπιστωθεί η βιοενεργότητα περισσότερων 

από ένα διαφορετικών βακτηριακών στελεχών, οι καλλιέργειες των οποίων 

επιστρώνονται σε στερεό υπόστρωµα. Μετά από 96 ώρες επώασης για πιθανή 

παραγωγή βιοενεργών ενώσεων, στο τριβλίο επιστρώνεται ο µικροοργανισµός 

δείκτης και η παραγωγή αντιµικροβιακών ουσιών εµφανίζεται ως ζώνη αναστολής 

ανάπτυξης του δείκτη γύρω από την αποικία του βακτηρίου (Penesyan και 

συνεργάτες, 2009). Με τη µέθοδο της διάχυσης σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα, οι 

ζώνες αναστολής ανάπτυξης του µικροοργανισµού δείκτη, παράγονται όµοια µε τα 

αντιβιογράµµατα. Η µέθοδος αυτή είναι η περισσότερο χρησιµοποιηµένη, παρ’ όλα 

τα µειονεκτήµατα και τους περιορισµούς που παρουσιάζει κατά την εφαρµογή της. Η 

απόδοση της µεθόδου, η οποία είναι επίπονη και χρονοβόρα, εξαρτάται σε µεγάλο 

βαθµό από την ανθρώπινη ικανότητα και ακρίβεια, ενώ στις περιπτώσεις που οι ζώνες 

αναστολής δεν είναι ξεκάθαρες ή απόλυτα κυκλικές, τα αποτελέσµατα αξιολογούνται 

µε υποκειµενικά κριτήρια. Τέλος, επιπρόσθετος περιορισµός κατά την εφαρµογή 

αυτής της µεθόδου αποτελεί η δυσκολία διάχυσης ορισµένων βιοενεργών ουσιών 

(Papagianni και συνεργάτες, 2006).  

Η µέθοδος της αραίωσης εφαρµόζεται σε δείγµα που βρίσκεται διαλυµένο σε υγρό 

θρεπτικό υπόστρωµα και εκτός από τη βιοενεργότητα, µπορεί να δώσει πληροφορίες 
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για τις συγκεντρώσεις δείγµατος και δείκτη. Η ανάπτυξη του οργανισµού δείκτη 

ελέγχεται φωτοµετρικά εκτιµώντας την Οπτική Πυκνότητα (ΟΠ) ή χρησιµοποιώντας 

χρωµατικούς δείκτες προκειµένου να υπολογιστεί η ελάχιστη συγκέντρωση που 

προκαλεί αναστολή ανάπτυξης του δείκτη (minimum inhibitory concentration, MIC) 

(Pohanka, 2006). Η µέθοδος της αραίωσης παρουσιάζει µεγαλύτερη ευαισθησία στην 

ανίχνευση των ελάχιστων τιµών βιοενεργότητας σε σχέση µε τη µέθοδο της διάχυσης 

και χρησιµοποιείται για ποσοτικές αναλύσεις. Πραγµατοποιείται µε τη χρήση 

φασµατοφωτόµετρου και γι’ αυτό οι µετρήσεις δεν υπόκεινται σε υποκειµενικά 

κριτήρια αν και µπορούν να δώσουν λάθος αποτελέσµατα όταν το δείγµα περιέχει 

σωµατίδια σκόνης ή σκουπίδια αφού η καθαρότητα του εµβολίου δεν µπορεί αν 

εξακριβωθεί (Jorgensen και Ferraro, 2009). 

      

1.5. Γονίδια υπεύθυνα για τη σύνθεση των ενζύµων που οδηγούν 

στον σχηµατισµό µη ριβοσωµικών πεπτιδίων, πολυκετιδίων 

και λιπαρών οξέων  

 

Πολλές από τις βιοενεργές ενώσεις που έχουν αποµονωθεί από θαλάσσιους 

µικροοργανισµούς, όπως τα πεπτίδια µη ριβοσωµικής προέλευσης, τα πολυκετίδια 

και τα λιπαρά οξέα, φαίνεται πως προέρχονται από παρόµοια βιοσυνθετικά 

µονοπάτια µε ενώσεις που έχουν αποµονωθεί από χερσαίους µικροοργανισµούς και 

γι’ αυτό προσεγγίζονται µε βάση τις γνώσεις µας για ανάλογα χερσαία 

οικοσυστήµατα. Η προσέγγιση αυτή, αφορά στον εντοπισµό των υπεύθυνων γονιδίων 

που κωδικοποιούν τα ένζυµα τα οποία οδηγούν στη σύνθεση των µεταβολιτών καθώς 

και στην ανίχνευση των συντηρηµένων περιοχών των γονιδίων αυτών. Τα µη 

ριβοσωµικά πεπτίδια, τα πολυκετίδια και τα λιπαρά οξέα, αποτελούν µεγάλες 

κατηγορίες φυσικών προϊόντων θαλάσσιας προέλευσης, µε σηµαντικές 

βιοτεχνολογικές εφαρµογές. Αν και στο σύνολό της, η δοµή τους διαφέρει, 

παρουσιάζουν εντυπωσιακές οµοιότητες στον µηχανισµό µε τον οποίο 

συναρµολογούνται. Οι δευτερογενείς αυτοί µεταβολίτες συνθέτονται από ενζυµικά 

σύνολα, όµοια όχι µόνο στη δοµή αλλά και στην καταλυτική τους δραστηριότητα, 

επιτρέποντας έτσι τη δηµιουργία υβριδικών συµπλόκων που διευρύνουν ακόµη 

περισσότερο την ποικιλία των παραπάνω δευτερογενών µεταβολιτών (Salomon και 

συνεργάτες, 2004).  
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Τα µη ριβοσωµικά  πεπτίδια και τα πολυκετίδια αποτελούν κατηγορίες φυσικών 

προϊόντων µαζί µε τα τερπένια, τα αλκαλοειδή, τα λιπαρά οξέα κτλ.  Ο ηµιάκαµπτος 

σκελετός που αποτελεί τη βάση της ξεχωριστής δοµής τους, αντικατοπτρίζει τα 

διαφορετικά µεταβολικά µονοπάτια που ακολουθούν τα υπεύθυνα βιοσυνθετικά 

ένζυµα για την παραγωγή τους. Η σύνθεση των δευτερογενών µεταβολιτών, όπως τα 

µη ριβοσωµικά πεπτίδια και τα πολυκετίδια, φαίνεται να ενεργοποιείται ως απάντηση 

σε ιδιαίτερες συνθήκες και ερεθίσµατα. Για παράδειγµα, οι δευτερογενείς αυτοί 

µεταβολίτες λειτουργούν ως χηµικά σηµατοδοτικά µόρια που εκκρίνονται όταν οι 

µικροβιακοί πληθυσµοί έχουν πολύ αυξηµένες τιµές πυκνότητας σε µικροβιακές 

καλλιέργειες κατά τη διάρκεια της φάσης επιβράδυνσης και όταν οι πληθυσµοί των 

µικροοργανισµών έχουν πολύ υψηλές τιµές (Walsh, 2003).  

Τα δοµικά στοιχεία των φυσικών προϊόντων αποτελούνται συνήθως από µονοµερή 

συστατικά όπως τα αµινοξέα στην περίπτωση των µη ριβοσωµικών πεπτιδίων, οι 

ακυλο-CoA θειοεστέρες των πολυκετιδίων, τα λιπαρά οξέα των λιπιδίων, οι 

ισοπρενύλ-φωσφατάσες των τερπενίων κ.ο.κ. Τα µονοµερή αυτά συστατικά 

παράγονται από τον πρωτογενή µεταβολισµό των κυττάρων και παραπέµπονται σε 

δευτερογενή µεταβολικά µονοπάτια ως άµεση απάντηση σε ενδο και εξωκυτταρικά 

ερεθίσµατα. Όσον αφορά στα µη ριβοσωµικά πεπτίδια και στα πολυκετίδια, η 

παραπάνω διαδικασία προϋποθέτει την ενεργοποίηση βιοσυνθετικών οµάδων 

γονιδίων που ευθύνονται για τη σύνθεση των εµπλεκοµένων ενζύµων. Κάποια από τα 

ένζυµα αυτά παράγουν τα απαραίτητα µονοµερή, κάποια άλλα τα συγκεντρώνουν σε 

«αλυσίδες συναρµολόγησης» (Schwarzer, 2003) και τέλος µία τρίτη κατηγορία 

ενζύµων καθιστά το τελικό προϊόν βιοενεργό  τροποποιώντας το, µέσω οξειδωτικών 

και γλυκοζυλιωτικών αντιδράσεων (Walsh και συνεργάτες, 2003). Με την 

ενσωµάτωση σε µία οµάδα όλων των υπεύθυνων γονιδίων για την παραγωγή των 

παραπάνω ενζύµων, επιτυγχάνεται η συντονισµένη ενζυµική λειτουργία αλλά κι η 

αποφυγή λαθών στην παραγωγή των µονοµερών δοµικών συστατικών.  

Οι διαδικασίες που οδηγούν στην ποικιλοµορφία της δοµής των µη ριβοσωµικών 

πεπτιδίων, των πολυκετιδίων και των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, 

περιλαµβάνουν την έκκριση της παραπάνω ενδιάµεσης γραµµικής αλυσίδας ως 

τελικό προϊόν, την τροποποίηση των αρχικών τµηµάτων της αλυσίδας κατά τη 

διάρκεια των συµπυκνώσεων, τις αντιδράσεις κυκλοποίησης ή/και άλλων δοµικών 

αλλαγών µετά το στάδιο της συµπύκνωσης. Στα µη ριβοσωµικά πεπτίδια, η 
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επιµήκυνση της αλυσίδας µε επιµέρους τοποειδική κυκλοποίηση, µέσω αφυδάτωσης 

και οξείδωσης κυστεϊνυλο-, σερυλο- και θρεονυλο- οµάδων που βρίσκονται στο πλάι 

της σχηµατιζόµενης αλυσίδας, οδηγεί στον σχηµατισµό ποικίλων θειαζολίων και 

οξαζολίων. Αντίστοιχα, κατά την επιµήκυνση της πολυκετιδικής αλυσίδας, οι αρχικά 

σχηµατιζόµενοι κετο-ακυλο-θειοεστέρες µέσω συµπυκνώσεων τύπου Claisen, είτε 

εκκρίνονται ως παράγωγα µεθυλενίου, είτε συσσωρεύονται ως κετο-, υδροξυ- ή 

ολεφινικά ενδιάµεσα προϊόντα (Rawlings, 2001). Η διαδικασία σχηµατισµού των 

πεπτιδίων και πολυκετιδίων χωρίς την απελευθέρωση ενδιάµεσων ενώσεων, γίνεται 

µε την αποδέσµευση της αλυσίδας από το ενζυµικό κέντρο µε υδρόλυση. Στην 

αντίθετη περίπτωση το ενδιάµεσο προϊόν απελευθερώνεται µέσω ενδοµοριακής 

τοποειδικής κυκλοποίησης µίας νουκλεόφιλης ρίζας -OH ή -NH οδηγώντας στη 

σύνθεση µακρολακτόνων ή µακρολακτάµων (Kohli και Walsh, 2003).  

 

α)    Μη ριβοσωµικές πεπτιδικές συνθετάσες [9on Ribosomal Peptide   

        Synthases (9RPS)] 

 

Οι µη ριβοσωµικές συνθετάσες (NRPS) αποτελούν µεγάλα σύµπλοκα ενζύµων που 

καταλύουν τη σύνθεση πεπτιδίων µε αντιµικροβιακή δράση. Στον µηχανισµό 

παραγωγής τους δε συµµετέχουν τα ριβοσώµατα, µε αποτέλεσµα, οι δοµικοί λίθοι 

από τους οποίους αποτελούνται, να περιλαµβάνουν πολύ περισσότερα από τα 20 

αµινοξέα ριβοσωµικής προέλευσης.  

 Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να σχηµατίζονται πολλά και διαφορετικά υποστρώµατα 

(Marahiel και συνεργάτες, 1997), υπεύθυνα για τη σύνθεση πεπτιδίων από 

ασυνήθιστα αµινοξέα και διαφορετικές ενώσεις από εκείνες που  συνθέτουν τα 

ριβοσωµικά πεπτίδια. Ως παραδείγµατα θα µπορούσαν να αναφερθούν τα αντιβιοτικά 

σουρφακτίνη και γραµισιδίνη, που περιέχουν αλυσίδες λιπαρών οξέων και µη 

πρωτεϊνικών αµινοξέων αντίστοιχα (Εικ. 1.5.). Γονίδια για τη σύνθεση µη 

ριβοσωµικών πεπτιδίων έχουν ανιχνευθεί κυρίως στο γονιδίωµα ακτινοµυκήτων και 

βάκιλων αλλά και νηµατοειδών µυκήτων (Faulkner, 2002). 
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i) Μηχανισµός δηµιουργίας πεπτιδικής αλυσίδας από τις 

(9RPS) 
 

Οι µη ριβοσωµικές συνθετάσες (NRPS) αποτελούνται από σύµπλοκα ενζυµικών 

ενοτήτων, καθένα από τα οποία περιέχει όλες τις απαιτούµενες καταλυτικές µονάδες 

για την ενσωµάτωση ενός µονοµερούς στην αναπτυσσόµενη πολυπεπτιδική αλυσίδα 

(Marahiel, 1997, von Döhren και συνεργάτες, 1997, Schwarzer και Marahiel, 2001, 

Mootz, 2002).  

 

Εικόνα 1.5. (Α) ∆οµή του πεπτιδίου σουρφακτίνη και (Β) γραµισιδίνη. 

 
Οι καταλυτικές µονάδες των παραπάνω ενοτήτων είναι ενζυµικές περιοχές – τοµείς 

που καταλύουν την ενεργοποίηση του υποστρώµατος, τη δηµιουργία ενδιάµεσων 

προϊόντων µε τη σύσταση οµοιοπολικών δεσµών και τέλος τον σχηµατισµό του 

πεπτιδικού δεσµού (Stachelhaus και Marahiel, 1995). Οι ενζυµικές περιοχές µε την 

ίδια ιδιότητα παρουσιάζουν υψηλά συντηρηµένα µοτίβα αλληλουχιών τα οποία 

επιτρέπουν τον εντοπισµό τους σε επίπεδο πρωτεΐνης (Schwarzer και συνεργάτες, 

2003). Έχει παρατηρηθεί ότι η αποκοπή τους από την πολυπεπτιδική αλυσίδα δεν 

επηρεάζει την καταλυτική τους δράση, γεγονός που διευκολύνει την παρέµβαση στον 

µηχανισµό λειτουργίας τους.  

     Τα ενζυµικά σύµπλοκα επιµήκυνσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας περιέχουν:  

• την αδενυλική (Α) πρωτεϊνική περιοχή που αναγνωρίζει το υπόστρωµα και το 

ενεργοποιεί µε τη µορφή αµινοακυλο- αδενυλίου,  

• την πρωτεϊνική περιοχή - µεταφορέα πεπτιδίων (PCP) (Peptidyl Carrier 

Protein) και  

• την πρωτεϊνική περιοχή συµπύκνωσης (C) όπου καταλύεται ο σχηµατισµός 

του πεπτιδικού δεσµού µέσω συµπύκνωσης.  
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Εκτός από τις βασικές αυτές κατηγορίες των πρωτεινικών περιοχών, κάποια 

πρόσθετα ένζυµα τροποποιούν περαιτέρω το τελικό πεπτιδικό προϊόν. 

Η αδενυλική περιοχή Α (~ 550 αµινοξέα) είναι υπεύθυνη για την επιλογή των 

αµινοξέων κι εποµένως τον πρωτογενή σκελετό του πεπτιδίου. Η λειτουργία της είναι 

παρόµοια µε εκείνη της t-RNA στην πρωτεϊνοσύνθεση, αλλά η δοµή της παρουσιάζει 

οµοιότητες µε εκείνη της λουσιφεράσης που έχει αποµονωθεί από την πυγολαµπίδα 

Photinus pyralis.      

Η δοµική περιοχή (PCP) (~80-100 αµινοξέα) λειτουργεί σαν βραχίονας µεταφέροντας 

το ενεργοποιηµένο αµινοξύ στο (C) ενζυµικό κέντρο συµπύκνωσης όπου θα ενωθεί 

µε την υπόλοιπη αλυσίδα. Η (PCP) µαζί µε την (ΑCP) περιοχή των PKS, ανήκουν σε 

µία ευρύτερη οικογένεια πρωτεϊνικών µεταφορέων (Carrier Proteins) όµοιας δοµής, 

αν και οι αλληλουχίες τους δε φαίνεται να παρουσιάζουν ιδιαίτερες οµοιότητες. 

Η ενζυµική περιοχή συµπύκνωσης (C) (~450 αµινοξέα) είναι υπεύθυνη για τη 

δηµιουργία του πεπτιδικού δεσµού καταλύοντας τη σύνδεση µίας νουκλεόφιλης 

αµινοµάδας ενός ενζυµικού σύµπλοκου µε την ακύλ-οµάδα του γειτονικού του 

(Stachelhaus και συνεργάτες, 1998, Bergendahl και συνεργάτες, 2002) 

επιδεικνύοντας  µεγάλη επιλεκτικότητα για την επιλογή του σωστού νουκλεόφιλου. 

Το τελευταίο ενζυµικό σύµπλοκο των NRPS περιέχει το ένζυµο θειοεστεράση (TE) 

(~250 αµινοξέα) που συµµετέχει στην αποδέσµευση του παραγόµενου πεπτιδίου. Η 

διαδικασία γίνεται σε 2 στάδια µε τη δηµιουργία ενός ενδιάµεσου προϊόντος το οποίο 

ανάλογα µε τη φύση του µορίου που θα αντιδράσει (νουκλεόφιλη οµάδα ή νερό), 

οδηγεί στην παραγωγή ενός µακροκυκλικού προϊόντος όπως η σουρφακτίνη (Tseng 

και συνεργάτες, 2002), ή ενός ευθύγραµµου πεπτιδίου όπως η πυοκελίνη (Patel και 

Walsh, 2001). Από τους δύο τρόπους αποδέσµευσης, ο σχηµατισµός του 

µακροκυκλικού πεπτιδίου είναι ο συνηθέστερος γιατί αυτού του είδους η δοµή είναι 

ανθεκτική σε πρωτεολυτική διάσπαση. Η ευρεία βιολογική δράση των µη 

ριβοσωµικών πεπτιδίων συνδέεται µε το βαθµό διαφοροποίησης της θειοεστεράσης 

(ΤΕ) για να µπορεί να καταλύει πολλούς διαφορετικούς τύπους αντιδράσεων αλλά 

και να πληροί τις προϋποθέσεις για τον ολιγοµερισµό πεπτιδικών οµάδων. Ο υψηλός 

βαθµός εξειδίκευσης της (ΤΕ) συνδέεται και µε το ποσοστό (10-15 %) ταυτοποίησης 

µεταξύ των διαφορετικών (ΤΕ) αλληλουχιών. 



28 
 

Εκτός από τις παραπάνω βασικές ενζυµικές περιοχές, επιπρόσθετα ένζυµα 

συµµετέχουν στη σύνθεση των µη ριβοσωµικών πεπτιδίων (Walsh και συνεργάτες, 

2001). Κάποια από αυτά αποτελούν αναπόσπαστα τµήµατα των NRPS και είναι cis-

δραστικά, ενώ κάποια άλλα δρουν ως ανεξάρτητα ένζυµα µε την trans-ενεργοποίηση 

του τελικού προϊόντος. 

ii) Φυλογένεση των 9RPS 

 

Από φυλογενετικές µελέτες της περιοχής αδενυλίωσης  (Α) παρατηρήθηκε ότι η 

περιοχή αυτή παρουσιάζει µία υψηλά συντηρηµένη αλληλουχία 10 αµινοξέων. Η 

αλληλουχία αυτή απαντάται ακόµα και σε ένζυµα αδενυλίωσης που δεν ανήκουν στις 

µη ριβοσωµικές πεπτιδικές συνθάσες όπως η ακετύλ-CoA συνθάση και η 

λουσιφεράση (Stachelhaus και συνεργάτες, 1999, Gulick, 2009). Ανάµεσα στις Α 

πρωτεϊνικές περιοχές των µη ριβοσωµικών πεπτιδικών συνθασών διακρίνονται 7 

οικογένειες που συνθέτουν διαφορετικές κατηγορίες πεπτιδίων (Πίν. 1.1.). 

Πίνακας 1.1. Οι διαφορετικές οικογένειες των αδενυλικών περιοχών (Α) και η 

αντιµικροβιακή δράση των πεπτιδίων που συνθέτουν.  

Πεπτίδια που 

συνθέτονται από τις 

διαφορετικές  

οικογένειες (Α) 

Στέλεχος από το οποίο 

αρχικά αποµονώθηκαν οι 

αδενυλικές περιοχές (Α) 

∆ράση παραγόµενων 

πεπτιδίων 

κυκλικό λιποπεπτίδιο 
σουρφακτίνη (SrfA-C) 

ενδοσπόρια στελεχών 
Bacillus subtilis 

ισχυρή επιφανειοδραστική 
ουσία µε αντιµικροβιακή και 
αιµολυτική δράση (Peypoux 

και συνεργάτες, 1999) 

Μυξοβιρεσίνη (TA) 
µέρος υβριδικού 

σύµπλοκου NRPS/PKS 
Myxococcus Xanthus 

Αντιβιοτικό (Simunovic 
και συνεργάτες, 2003) 

Σαφραµυκίνη (Sfm) Streptomyces lavendulae Aντιβιοτικό 
(Li και συνεργάτες, 2008) 

Ταλισοµυκίνη (TLM) 
γλυκοπεπτιδίο 

Streptoalloteichus 
hindustanus 

πιθανοί αντικαρκινικοί 
παράγοντες  

(Tao και συνεργάτες, 
2007) 

Σιδηροφόρα  Halomonas halotolerans 

δέσµευση σιδήρου 
ιογενείς παράγοντες 

παθογόνων 
µικροοργανισµών  

(Barry και Challis, 2009) 
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Συνέχεια του Πίνακα 1.1. 

Tουµπουλυκίνη (ΤubE) 
υβριδικά ενζυµικά 

συστήµατα NRPS/PKS 

Angiococcus disciformis 

ισχυρή αντικαρκινική δράση, 
διασπούν το δίκτυο των 
µικροσωληνίσκων 
(Sandmann και συνεργάτες, 
2004)  

Μυκοσουµπτιλίνη 
Λιποπεπτίδιο 

ενζυµικά σύµπλοκα 
NRPS/PKS/FAS 

Bacillus subtilis 

Αντιβιοτικό  
ισχυρή αντιµυκητιακή δράση 

(Duitman και συνεργάτες, 
1999) 

 

           β) Πολυκετιδικές συνθετάσες [Polyketide Synthases (PKS)] 

 
Όµοια µε τις (NRPS), οι πολυκετιδικές συνθετάσες (PKS) αποτελούν µεγάλα 

σύµπλοκα ενζύµων που καταλύουν τη σύνθεση των πολυκετιδίων τα οποία  

αντιπροσωπεύουν µία εξαιρετικά ανοµοιογενή οµάδα φυσικών προϊόντων µε δοµικό 

σκελετό που µπορεί να αποτελείται από πολλούς διαφορετικούς τύπους ενώσεων 

όπως πολυφαινόλες, µακρολίδες, πολυένια και πολυαιθέρες (Εικ. 1.6.). Θεωρούνται 

σηµαντική πηγή ανίχνευσης νέων ουσιών µε θεραπευτική δράση αφού ήδη πολλά 

πολυκετίδια χρησιµοποιούνται ως αντιβιοτικά, ανοσοκατασταλτικά, αντιπαρασιτικά 

και αντικαρκινικά φάρµακα (Marinelli, 2009). Μονοµερή παράγωγα οξικού και 

προπιονικού οξέως  αποτελούν τη βάση για τη δηµιουργία των εξαιρετικά 

πολύπλοκων δοµών τους, οι οποίες µπορούν να τροποποιηθούν ή να ανασχεδιαστούν 

για την παραγωγή νέων φαρµάκων (Weissman και Leadlay, 2005, Wilkinson 

και Micklefield, 2007). 

 

Εικόνα 1.6. ∆οµές διαφορετικών τύπων πολυκετιδίων: (Α) Μακρολίδα, (Β) Πολυφαινόλη, 
(Γ) Πολυένιο, (∆) Πολυαιθέρας. 
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i)   Μηχανισµός δηµιουργίας αλυσίδας µονοµερών από τις (PKS)  

 
O µηχανισµός της βιοσύνθεσης των πολυκετιδίων παρουσιάζει οµοιότητες µε εκείνον 

των λιπαρών οξέων τόσο στις χηµικές αντιδράσεις της επιµήκυνσης της αλυσίδας όσο 

και στη φύση των µονοµερών που χρησιµοποιούνται (Smith και Tsai, 2007).Τα 

πολυκετίδια προκύπτουν από επαναλαµβανόµενες συµπυκνώσεις τύπου Claisen 

καρβοξύλ- θειοεστέρων που καταλύονται από τις πολυκετιδικές συνθετάσες και 

οδηγούν στον σχηµατισµό γραµµικών αλυσίδων ποικίλου µεγέθους. Τα ενζυµικά 

σύµπλοκα είναι οργανωµένα σπονδυλωτά, σε στοιχεία δραστικοτήτων (modules) 

καθένα από τα οποία συµµετέχει στην επιµήκυνση της αλυσίδας αναγνωρίζοντας, 

ενεργοποιώντας και ενσωµατώνοντας καθορισµένα υποστρώµατα. Τα στοιχεία 

δραστικοτήτων αποτελούνται από διαφορετικούς τοµείς – πρωτεϊνικές περιοχές 

(domains), καθεµία από τις οποίες έχει συγκεκριµένη λειτουργία. Η µεγάλη ποικιλία 

στη δοµή των πολυκετιδίων οφείλεται στην ιδιότητα των εξειδικευµένων αυτών 

περιοχών να µεταθέτονται και ν’ ανασυνδυάζονται µεταξύ τους. Σε κάθε επιµέρους 

ενζυµική ενότητα µίας πολυκετιδικής συνθάσης, γίνεται η επιλογή του κατάλληλου, 

ενεργοποιηµένου ακυλο-CoA µονοµερούς (συνήθως µαλονύλ- ή µεθυλµαλονύλ- 

CoA) από µία ακυλο-τρανσφεράση (ΑΤ). Στη συνέχεια µία πρωτεΐνη-µεταφορέας 

(ACP) µεταφέρει το ενεργοποιηµένο µονοµερές στο ενζυµικό κέντρο µίας β-

κετοακυλσυνθάσης (KS) όπου αποκαρβοξυλιώνεται ώστε να ενωθεί µέσω 

συµπύκνωσης µε την προϋπάρχουσα αλυσίδα. Όταν το στάδιο της επιµήκυνσης 

ολοκληρωθεί, το παραγόµενο προϊόν µπορεί να υποβληθεί σε περαιτέρω 

τροποποιήσεις αναγωγών και αφυδάτωσης  από µία κετο-αναγωγάση (KR), 

αφυδρατάση (DH) και ενοϋλ-αναγωγάση (ER) ώστε να µετατραπεί σε ένα πλήρως 

κορεσµένο σκελετό ακυλίου. Αντίθετα µε τα λιπαρά οξέα, κατά τον σχηµατισµό 

πολυκετιδίων τα παραπάνω βήµατα αναγωγών και αφυδάτωσης  δεν ολοκληρώνονται 

πάντα ή µπορεί να παραλειφθούν πριν να ξεκινήσει ο επόµενος κύκλος επιµήκυνσης 

µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ποικίλων και πολύπλοκων λειτουργικών µοτίβων. 

Μετά την ολοκλήρωση των κύκλων συµπύκνωσης/αναγωγής, το παραγόµενο προϊόν 

µπορεί να υποστεί επιπρόσθετες µετατροπές από µία θειοεστεράση (TE) που 

αποδεσµεύει το γραµµικό προϊόν µε υδρόλυση ή κυκλοποίηση τροποποιώντας το σε 

κυκλική µακρολακτόνη (Salomon και συνεργάτες, 2003).                         

Σύµφωνα µε την αρχιτεκτονική της δοµής τους και τον τρόπο δράσης τους, οι 

πολυκετιδικές συνθετάσες (PKS) ταξινοµούνται σε 3 διαφορετικές κατηγορίες 
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(Hopwood, 1997). Οι PKS τύπου Ι είναι µεγάλα πολυλειτουργικά ένζυµα που 

εµπεριέχουν οµοιοπολικά συγχωνευµένα και γραµµικά διατεταγµένα καταλυτικά 

κέντρα, σε αντίθεση µε τον τύπο ΙΙ που περιλαµβάνει µονολειτουργικά ένζυµα, των 

οποίων τα επιµέρους τµήµατα είναι διαχωρισµένα. Η τρίτη κατηγορία των PKS 

αφορά σε πολυλειτουργικά ένζυµα παρόµοια µε συνθάσες χαλκόνης τα οποία 

απαντώνται κυρίως στα φυτά (Yu και συνεργάτες, 2012).  

Ανάλογα µε το αν κάθε β-κετοακυλσυνθάση (KS) καταλύει έναν ή περισσότερους 

κύκλους επιµήκυνσης τα ενζυµικά σύµπλοκα µπορούν να διαχωριστούν σε 

επαναλαµβανόµενα και µη. Οι επαναλαµβανόµενες PKS τύπου Ι, όπως η συνθάση 

του υπολιπιδαιµικού παράγοντα λοβαστατίνη (Campbell και Vederas, 2010), 

απαντώνται κυρίως σε µύκητες, ενώ στα βακτήρια έχουν σπάνια παρατηρηθεί και 

εµπλέκονται στον σχηµατισµό µικρών αρωµατικών ενώσεων ή πολυενίων. Οι 

επαναλαµβανόµενες PKS τύπου ΙΙ ανιχνεύονται συνηθέστερα σε προκαρυωτικούς 

οργανισµούς, κυρίως σε ακτινοµύκητες αν και σε πρόσφατες µελέτες ανιχνεύθηκαν 

και σε αρνητικά κατά Gram στελέχη του είδους Stigmatella aurantiaca 

και Photorhabdus luminescens (Sandmann και συνεργάτες, 2007, Brachmann και 

συνεργάτες, 2007, Hertweck, 2009).  

Οι µη επαναλαµβανόµενες PKS όπως η συνθάση του αντιβιοτικού ερυθροµυκίνη, 

συγκαταλέγονται στον τύπο Ι και απαντώνται κυρίως στα βακτήρια (Rawlings, 2001) 

-αν και έχουν ανιχνευθεί και σε δινοµαστιγωτά πρωτόζωα (Monroe και συνεργάτες, 

2008). Χαρακτηριστικό αυτής της κατηγορίας είναι ότι το σύνολο των απαραίτητων 

ενζυµικών περιοχών (KS), (AT) και (ACP) καθώς και των προαιρετικών για την 

επεξεργασία του β-κετο παράγωγου, αποτελούν µία ενότητα, η οποία καταλύει την 

επιµήκυνση ενός µόνο κύκλου. Έτσι, ο βαθµός επεξεργασίας του β-κετο παράγωγου 

καθορίζεται από τον αριθµό των επιµέρους συµπλόκων και την παρουσία των 

προαιρετικών πρωτεϊνικών περιοχών (KR), (DH) και (ER) (Fischbach και Walsh, 

2006). Η παραπάνω αντιστοιχία ένα προς ένα των επιµέρους αυτών συµπλόκων, η 

οποία υπόκειται στην αρχή της συγγραµµικότητας, χρησιµεύει στον στοχευόµενο 

προγραµµατισµό της βιοσύνθεσης του πολυκετιδίου µέσω γενετικών χειρισµών (Cane 

και συνεργάτες, 1998) και επιτρέπει την πρόβλεψη της δοµής του µεταβολίτη µε 

βάση τη δοµή του ενζύµου ή και το αντίστροφο. Έχουν παρατηρηθεί εξαιρέσεις στην 

οργάνωση αυτού του τύπου όταν ένα ή περισσότερα ενζυµικά σύµπλοκα 

χρησιµοποιούνται περισσότερες από µία φορές, παραλείπονται ή παρουσιάζουν 
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δοµικά χαρακτηριστικά που δεν ταιριάζουν µε την προκύπτουσα δοµή του 

µεταβολίτη. Η τελευταία περίπτωση χαρακτηρίζει µία διαφορετική κατηγορία από 

τον σύνηθες τύπο cis-AT PKS, αυτή των trans-AT PKS στις οποίες οι ενζυµικές 

περιοχές (ΑΤ) λειτουργούν αυτόνοµα και δεν αποτελούν µέρος των συµπλόκων 

(Cheng και συνεργάτες, 2003). Τα συστήµατα trans-AT είναι τα λιγότερο µελετηµένα 

και περιέχουν ασυνήθιστα ενζυµικά πρότυπα που θα µπορούσαν να οδηγήσουν στην 

ανακάλυψη ενώσεων µε µοναδικά χαρακτηριστικά, όπως το αντιβιοτικό µουπιροκίνη 

(El-Sayed και συνεργάτες, 2003) και το αντικαρκινικό φάρµακο βρυοστατίνη Α 

(Hildebrand και συνεργάτες, 2004).  

 

iii) Πολυκετιδικές συνθάσες µε ακύλ-τρανσφεράσες τύπου 

trans [trans- acyltransferase polyketide synthases (trans-

AT PKS)]  

 
Ο διαχωρισµός των PKS τύπου Ι σε cis και trans δεν εξαρτάται µόνο από διαφορές 

στη δοµή αλλά και από την εξελικτική τους πορεία. Τα συστήµατα cis προέρχονται 

κυρίως από τον διπλασιασµό των υπεύθυνων γονιδίων για τη σύνθεση των επιµέρους 

ενζυµικών συµπλόκων (κατακόρυφη µεταφορά γονιδίων) και κατόπιν τη 

διαφοροποίηση στη σύσταση και τον αριθµό των τοµέων που περιλαµβάνονται σε 

καθένα από τα παραπάνω σύµπλοκα (Jenke-Kodama και συνεργάτες, 2006). 

Αντίθετα, τα υπεύθυνα γονίδια για τη σύνθεση των συστηµάτων trans προέρχονται 

από την ένωση πολλαπλών τµηµάτων γονιδίων µέσω του µηχανισµού της οριζόντιας 

µεταφοράς (HGT) που παρατηρείται στα βακτήρια (Nguyen και συνεργάτες, 2008). 

Οι αυτόνοµες πρωτεΐνες (ΑΤ) των συστηµάτων trans,  παρουσιάζουν πολύ µικρή 

εξελικτική απόκλιση µεταξύ τους και βρίσκονται σε µεγάλη απόσταση από (ΑΤ)  

διαφορετικής προέλευσης όπως φαίνεται από τη φυλογενετική ανάλυση πολλών 

διαφορετικών περιοχών (ΑΤ) (Εικ. 1.7.). Οι trans-AT είναι εξειδικευµένες να 

καταλύουν τη συµπύκνωση µονοµερών µόνο τύπου µαλονύλ-CoA, αντίθετα µε τις 

ενσωµατωµένες στα ενζυµικά σύµπλοκα  cis-ΑΤ που παρουσιάζουν µεγαλύτερη 

εξελικτική πορεία κι έχουν την ικανότητα να καταλύουν περισσότερους τύπους 

µονοµερών (Ridley και συνεργάτες, 2008).  

Οι διαφορετικοί συνδυασµοί των πρωτεϊνικών περιοχών που περιέχει η κάθε ενότητα 

(παρουσία διαφορετικού αριθµού προαιρετικών περιοχών και σειρά µε την οποία 

εκτελούν την κατάλυση), δηµιουργούν µεγάλη ποικιλία και στον τύπο των ενοτήτων 

που προκύπτουν. Συγκεκριµένα, στα συστήµατα cis-AT έχουν παρατηρηθεί µόνο 8 
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διαφορετικοί συνδυασµοί πρωτεϊνικές περιοχές για κάθε ενότητα, ενώ για τα trans, 

αναφέρονται περισσότερα από 50 διαφορετικά µοτίβα. Η µεγάλη ποικιλία των trans-

AT οφείλεται στην ασυνήθιστη διάταξη και την παρουσία νέων ή 

επαναλαµβανόµενων πρωτεϊνικών περιοχών, τη διάσπαση των ενοτήτων καθώς και 

τη µη αντιστοιχία των δοµών των ενοτήτων αυτών µε την τελική δοµή του 

παραγόµενου πολυκετιδίου λόγω της έλλειψης ή της παρουσίας περιττών 

φαινοµενικά καταλυτικών κέντρων (Piel, 2010). 

Οι trans-AT PKSs έχουν ανιχνευθεί σε βακτήρια µε ιδιαίτερο µεταβολισµό όπως 

παθογόνα ή αναερόβια στελέχη καθώς και βακτήρια που έχουν αποµονωθεί από 

ασυνήθιστους οικολογικούς θώκους όπως συµβιωτικά βακτήρια σε ασπόνδυλα ή 

φύκη (Nguyen και συνεργάτες, 2008, Moldenhauer και συνεργάτες, 2010). Σύµφωνα 

µε την ανάλυση γονιδιωµάτων, προερχόµενων από αναερόβια, µη παθογόνα στελέχη 

του γένους Clostridium που περιείχαν γονίδια για τη σύνθεση trans-AT PKS 

συνθάσων, φαίνεται πως η εξέλιξη σε επίπεδο είδους του γένους Clostridium δε 

σχετίζεται µε την παρουσία των συστηµάτων trans PKS. 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι πλευρικά από τα γονίδια των (PKS), βρίσκονταν 

αλληλουχίες παρεµβολής καθώς και γονίδια µεταθετάσης και ιντεγκράσης (Behnken 

και Hertweck, 2012). Αυτή η παρατήρηση µπορεί να συσχετιστεί µε την υπόθεση ότι 

τα γονίδια των trans-AT PKS προέρχονται από διαφορετικές πηγές που 

συναρµολογήθηκαν δηµιουργώντας ένα ενιαίο σύνολο µέσα από εκτεταµένο 

ανασυνδυασµό και πολλαπλά γεγονότα οριζόντιας µεταφοράς γονιδίων (Nguyen και 

συνεργάτες, 2008). 

 

iv) Φυλογένεση των βακτηριακών (PKS) 

 
Στις βακτηριακές µη επαναλαµβανόµενες πολυκετιδικές συνθετάσες τύπου Ι οι 

πρωτεΐνες (KS) παρουσιάζουν σηµαντική οµοιότητα µεταξύ τους. Η δοµή τους 

µπορεί να αποτελείται από διαφορετικό αριθµό ενοτήτων, που είναι υπεύθυνα για τη 

σύνθεση των πολυκετιδικών σκελετών από ενεργοποιηµένα µονοµερή ακυλ- και 

µαλονυλ-CoA. Οι κετοακυλ-συνθάσες (KS), που ευθύνονται για τη συµπύκνωση της 

οµάδας επέκτασης µε την αναπτυσσόµενη πολυκετιδική αλυσίδα, εντοπίζονται σε 

όλα τα επιµέρους ενζυµικά σύµπλοκα των PKS και γι’ αυτό είναι οι πιο 

συντηρηµένες σε σχέση µε τις υπόλοιπες ενζυµικές περιοχές (Moffitt και Neilan,  
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Εικόνα 1.7. Φυλογενετική ανάλυση των γονιδίων των ενζυµικών περιοχών (ΑΤ) 
πολυκετιδίων µε αντιβιοτική δράση, µε τη µέθοδο της Μέγιστης Φειδωλότητας (Maximum 
Parsimony, MP) (Ridley και συνεργάτες, 2008). Η αξιολόγηση της αξιοπιστίας της ανάλυσης 
έγινε συνδυαστικά µε τη χρήση των µεθόδων της ανάλυσης κατά Bayes (Bayesian) / των 
τιµών bootstrap. Το µονοµερές ακυλο-CoA για καθεµία αλληλουχία, αναφέρεται µπροστά 
από τον κωδικό (m=µαλονύλ, em=αιθυλµαλονύλ, mo=µεθοξυµαλονύλ και χωρίς 
κωδικό=µεθυλµαλονύλ). Με κύκλο επισηµαίνονται οι αποµακρυσµένες αλληλουχίες  trans-
ΑΤ σε σχέση µε τις υπόλοιπες cis. Σύµφωνα µε την παραπάνω ανάλυση, οι cis-ΑΤ µε 
µονοµερή µεθυλµαλονύλ- (me) οµαδοποιούνται ξεχωριστά από εκείνες µε µονοµερή 
µαλονύλ- (m). Το διαφορετικό χρώµα αντιστοιχεί σε διαφορετικά πολυκετίδια και 
συγκεκριµένα: ραπαµυκίνη (κόκκινο), τυλοσίνη (καφέ), ασκοµυκίνη (µπλε), χερµπιµυκίνη 
(µωβ), αβερµεκτίνη (κίτρινο). Με µαύρο χρώµα αναγράφονται τα αντιβιοτικά: 
γελδαναµυκίνη, ναταµυκίνη, καναµυκίνη, εποθιλόνη, ταυτοµυκετίνη, πεδερίνη, δισοραζόλη 
και λεϊναµυκίνη.   
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Εικ. 1.8. Φυλογενετικό δέντρο µε τη µέθοδο της Γειτνίασης (Neighbor Joining) αλληλουχιών 

αµινοξέων της περιοχής (KS). Οι υπό εξέταση αλληλουχίες (µαύρη τελεία µπροστά από τον 

κωδικό) οµαδοποιήθηκαν µαζί µε τις αλληλουχίες αναφοράς των δοµών trans-AT (Zhang και 

συνεργάτες, 2008). Με πράσινο χρώµα αναγράφονται οι αλληλουχίες που προέρχονται από 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς (φύκη και σπόγγο). 
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2003, Ginolhac και συνεργάτες, 2004, Kim και Fuerst, 2006, Fieseler και συνεργάτες, 

2007). 

Γι’ αυτόν τον λόγο, οι (KS) χρησιµοποιούνται για τη µελέτη της ποικιλότητας των 

γονιδίων (PKS), τα οποία παρουσιάζουν ανοµοιογενή κατανοµή στα βακτήρια  καθώς 

ανιχνεύονται µόνο σε ορισµένα γένη και µεµονωµένα στελέχη. Με τη βοήθεια 

φυλογενετικών αναλύσεων οι (KS) µπορούν να καταταχθούν σε ξεχωριστές οµάδες 

ανάλογα µε τη φύση των παραγόµενων µεταβολιτών (Jenke-Kodama και συνεργάτες, 

2006) ή µε τη δοµή τους (Zhang και συνεργάτες, 2008) (Εικ. 1.8.). Χαρακτηριστικά 

παραδείγµατα διαφοροποιηµένης δοµής των (KS)  παρουσιάζουν οι κετοσυνθάσες 

των συστηµάτων trans-AT PKS (Piel και συνεργάτες, 2004) και οι (KS) των 

υβριδικών συστηµάτων PKS/NRPS που είναι κατάλληλα διαµορφωµένες ώστε να 

συνδέονται µε το πεπτιδικό υπόστρωµα των NRPS (Shen και συνεργάτες, 2001). 

 

γ)   Συνθετάσες λιπαρών οξέων [Fatty Acid Synthases (FAS)] 

 
Η σύνθεση λιπαρών οξέων που ενσωµατώνονται στη φωσφολιπιδική µεµβράνη των 

βακτηρίων περιλαµβάνει µε 3 διαφορετικά µεταβολικά µονοπάτια. Ο συνηθέστερος 

µηχανισµός της σύνθεσής τους πραγµατοποιείται από µεµονωµένα ένζυµα, τις 

συνθετάσες λιπαρών οξέων (FAS II), που κωδικοποιούνται από τα γονίδια fab και 

οδηγεί στον σχηµατισµό συγκεκριµένων προϊόντων (Magnuson και συνεργάτες, 

1993). Εναλλακτικά, η σύνθεση των λιπαρών οξέων από τις συνθετάσες FAS τύπου Ι,    

χαρακτηριστική των ευκαρυωτικών κυττάρων (Schweizer και Hofmann, 2004), στα 

βακτήρια απαντάται συνήθως στην κατηγορία Corynebacterineae της τάξης των 

Actinomycetales. Οι FAS Ι αποτελούν µεγάλα πολυλειτουργικά σύµπλοκα τα οποία 

καταλύουν την επιµήκυνση της αλυσίδας από µονοµερή ακυλ-CoA, για την 

παραγωγή των φωσφολιπιδίων της µεµβράνης. Ο τρίτος µηχανισµός σύνθεσης 

πραγµατοποιείται σε συνδυασµό µε εκείνον των FAS II και ανιχνεύθηκε σε στελέχη 

της τάξης των γ- πρωτεοβακτηρίων (Nichols, 2003). Πρόκειται για ένα υβριδικό 

ενζυµικό σύµπλοκο επαναλαµβανόµενης δοµής FAS/PKS το οποίο ευθύνεται για την 

παραγωγή ω-3 πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (PUFAs) όπως το εικοσαπεντανοϊκό 

οξύ (EPA) και το δοκοσαεξαενικό οξύ (DHA). Τα υπεύθυνα γονίδια για την 

παραγωγή τους, pfaA–E, συνθέτουν ένζυµα µε πολλαπλές ενζυµικές περιοχές που 

µπορούν να ανασυνδυάζονται µεταξύ τους οδηγώντας στην παραγωγή µεγάλης 
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ποικιλίας, µακριάς αλυσίδας λιπαρών οξέων (Tanaka και συνεργάτες, 1999). Η 

λειτουργία των FAS τύπου Ι /PKS είναι ανάλογη µε εκείνη που παρατηρείται στις 

PKS και περιλαµβάνει τη συµπύκνωση του µονοµερούς στην προϋπάρχουσα αλυσίδα 

από την κετοακυλ-συνθάση (KS), την αναγωγή της καρβονυλικής οµάδας σε 

υδροξυλική από την κετοακυλ- αναγωγάση (KR), την αφυδρογόνωση του ενδιάµεσου 

προϊόντος από την αφυδρογονάση/ισοµεράση  (DH/I) και την αναγωγή του διπλού 

δεσµού στο τελικό στάδιο επιµήκυνσης της αλυσίδας από την ενοϋλ- αναγωγάση 

(ER) (Metz και συνεργάτες, 2001). 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα προηγούµενης µελέτης, η σύνθεση νέων πολυαµινικών 

µεταβολιτών µε ισχυρή αντιµικροβιακή δράση (ζεαµίνες) ενάντια σε παθογόνα 

πολυανθεκτικά βακτήρια, από στέλεχος του είδους Serratia plymouthica, προέρχεται 

από τη συνένωση υβριδικών ενζυµικών συµπλόκων NRPS/PKS και FAS/PKS. Η 

αλληλεπίδραση µεταξύ της βιοσύνθεσης λιπιδίων και δευτερογενών µεταβολιτών για 

την παραγωγή βιοενεργών ουσιών, παρατηρείται για πρώτη φορά και φαίνεται να 

οδηγεί στον σχηµατισµό πρώιµων µορίων, τα οποία αποκτούν την αντιµικροβιακή 

τους δράση µε την αποµάκρυνση του πεπτιδικού τµήµατος (Masschelein και 

συνεργάτες, 2013).  

 

1.6. Μέθοδοι ανάκτησης και µελέτης µικροοργανισµών από 

υδροθερµικά πεδία  
 

Η αποµόνωση και καλλιέργεια µικροοργανισµών από υδροθερµικά οικοσυστήµατα 

σε µεγάλα βάθη προϋποθέτει την αντιµετώπιση των τεχνικών δυσκολιών για την 

ανάκτηση των δειγµάτων και κατόπιν την προσπάθεια αποµόνωσης των 

µικροοργανισµών σε συνθήκες εργαστηρίου που διαφέρουν από τις ακραίες 

υδροθερµικές συνθήκες in situ.     

 

1.6.1. Ανάκτηση µικροοργανισµών από υδροθερµικά πεδία βαθιάς 

θάλασσας 
  

Η συλλογή δειγµάτων από υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας επιτυγχάνεται  

χρησιµοποιώντας επανδρωµένα ή τηλεκατευθυνόµενα υποβρύχια οχήµατα (Human 

Occupied Vehicles, HOVs ή Remote Operated Vehicles, ROVs). Αν κι η 

δειγµατοληψία µε τα οχήµατα αυτά έχει εξαιρετικά υψηλό κόστος, η χρήση τους 

επιτρέπει την παρατήρηση µοναδικών οικοσυστηµάτων χωρίς να προκαλούνται 
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σηµαντικές περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Οι συσκευές για τη δειγµατοληψία και τη 

µεταφορά των δειγµάτων στην επιφάνεια, περιλαµβάνουν πυρηνολήπτες βαρύτητας 

για τη συλλογή ιζήµατος κι αντλίες αναρρόφησης, ή δοχεία µε συρόµενο κάλυµµα για 

τη µεταφορά πετρωµάτων. Η ανάκτηση των µικροοργανισµών επηρεάζεται από 

πολυάριθµους παράγοντες όπως η θερµοκρασία και η πίεση γι’ αυτό και κατά τη 

µεταφορά δειγµάτων στην επιφάνεια από µεγάλα βάθη (>2000 m), ορισµένοι 

δειγµατολήπτες έχουν ισόβαρα κι ισοθερµικά τοιχώµατα διατηρώντας αµετάβλητες 

τις συνθήκες πίεσης και θερµοκρασίας από το σηµείο δειγµατοληψίας, προκειµένου 

έτσι ν’ αυξηθεί η πιθανότητα αποµόνωσης βαρόφιλων µικροοργανισµών. Έχει 

παρατηρηθεί ότι πολλοί αυτόχθονες µικροοργανισµοί της βαθιάς θάλασσας είναι 

εξαιρετικά ευαίσθητοι στην υπεριώδη ακτινοβολία, γι’ αυτό και η µεταφορά των 

δειγµάτων γίνεται διατηρώντας τα στο σκοτάδι.  

Κατά τη µεταφορά τους στο πλοίο, τα δείγµατα αποµακρύνονται από το δοχείο 

µεταφοράς, τα πετρώµατα διαιρούνται χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη σµίλη και 

λαβίδα και στη συνέχεια η εξωτερική τους επιφάνεια τοποθετείται σε δοκιµαστικούς 

σωλήνες που περιέχουν αποστειρωµένο θαλασσινό νερό και διατηρούνται στους 4 °C 

έως τη µεταφορά τους στο εργαστήριο. 

  

1.6.2. Κλασσικές µικροβιολογικές µέθοδοι αποµόνωσης και 

καλλιέργειας µικροοργανισµών προερχόµενων από 

υδροθερµικά πεδία 

  

Οι κλασικές µικροβιολογικές µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση 

προκαρυωτικών µικροοργανισµών βασίζονται στη µέθοδο της καλλιέργειας σε  

εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα και σε διαφορετικές συνθήκες επώασης. Από τα 

υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας, οι µικροοργανισµοί που έχουν αποµονωθεί σε 

καθαρή καλλιέργεια, τόσο σε αερόβιες όσο και σε αναερόβιες συνθήκες, είναι 

µεσόφιλα, θερµόφιλα και υπερθερµόφιλα βακτήρια και αρχαία (Miroshnichenko και 

συνεργάτες, 2002 και 2003, Takai και συνεργάτες, 2002, Sako και συνεργάτες, 2003, 

Nakagawa και συνεργάτες, 2004, Reysenbach και συνεργάτες, 2006).  

Σε κάποια από τα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα που χρησιµοποιούνται γίνεται 

προσπάθεια προσοµοίωσης των φυσικοχηµικών συνθηκών που επικρατούν στα 

υδροθερµικά οικοσυστήµατα, όπως στην περίπτωση της αποµόνωσης του ε-

πρωτεοβακτηρίου Lebetimonas acidiphila σε θρεπτικό µε πολύ χαµηλή τιµή pH (pH 
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5.2) (Takai και συνεργάτες, 2005). Για την αποµόνωση των αναερόβιων θερµόφιλων 

µικροοργανισµών γίνονται καλλιέργειες εµπλουτισµού σε σωλήνες τύπου Hungate 

όγκου 15-30 ml ή σε γυάλινα δοχεία χωρητικότητας 100-250 ml, τα οποία 

σφραγίζονται µε ειδικά λαστιχένια πώµατα που εµποδίζουν την κυκλοφορία αέρα, 

σύµφωνα µε τη µέθοδο των Balch και Wolfe (1976).   

Μεσόφιλοι και θερµόφιλοι µικροργανισµοί µεγαλώνουν σε θρεπτικά που περιέχουν 

αυξηµένη ποσότητα NaCl και χρησιµοποιούν σα βάση συνθετικό θαλασσινό νερό το 

οποίο περιέχει διάλυµα βιταµινών και ιχνοστοιχείων. Η επιλογή των δοτών και 

αποδεκτών ηλεκτρονίων και η πηγή αζώτου και άνθρακα που προστίθενται στο 

διάλυµα του παραπάνω συνθετικού θαλασσινού νερού, οδηγούν στον εµπλουτισµό 

µικροοργανισµών συγκεκριµένης φυσιολογίας (Nakagawa και Takai, 2006).  

Η προσπάθεια προσοµοίωσης των ακραίων συνθηκών που επικρατούν στα 

υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας  είχε σαν αποτέλεσµα να αυξηθεί σηµαντικά το 

ποσοστό των ακραιόφιλων αποµονωθέντων µικροοργανισµών σε καθαρή καλλιέργεια 

(Alain και Querellou, 2009). Ωστόσο, η εφαρµογή µοριακών µεθόδων  εκτίµησης της 

µικροβιακής ποικιλότητας στα συγκεκριµένα οικοσυστήµατα, ανέδειξε ένα πολύ 

µεγάλο φάσµα µικροβιακών πληθυσµών που παραµένουν ακαλλιέργητοι (Takai και 

Fujiwara, 2002). Το γεγονός αυτό µπορεί να εξηγηθεί από την έλλειψη εξειδίκευσης 

για την ανάκτηση των ακραιόφιλων µικροοργανισµών, τον περιορισµένο αριθµό 

εκλεκτικών υποστρωµάτων καλλιέργειας για ορισµένες οµάδες και κυρίως τη 

δυσκολία αναπαραγωγής των ακραίων αυτών συνθηκών στο εργαστήριο (Jørgensen 

και Boetius, 2007). 

  

1.6.3. Φαινοτυπικές µέθοδοι διάκρισης στελεχών µεταξύ τους 

  
Οι φαινοτυπικές τεχνικές διάκρισης µεταξύ των βακτηριακών στελεχών βασίζονται 

στα ξεχωριστά χαρακτηριστικά του µεταβολισµού ή των χηµικών συστατικών τους. 

Η χρήση των τεχνικών αυτών µπορεί να αποφέρει άµεσα λειτουργικές πληροφορίες 

για την επιβίωση, την αύξηση αλλά και την ανάπτυξη ενός µικροοργανισµού. Οι 

φαινοτυπικές µέθοδοι περιλαµβάνουν ακόµα, την αύξηση σε διαφορετικές πηγές 

άνθρακα, την ανάλυση της ενζυµικής δραστηριότητας, την παραγωγή µεταβολικών 

προϊόντων καθώς και τη µελέτη της κυτταρικής µορφολογίας. Η διερεύνηση της 

µορφολογίας ενός µικροοργανισµού µε οπτικό ή ηλεκτρονικό µικροσκόπιο παρέχει 



40 
 

πληροφορίες για το σχήµα του κυττάρου, τη δοµή των µαστιγίων και την παρουσία 

αδιάλυτων κλασµάτων, ενώ µακροσκοπικά, σε τριβλίο Petri, µπορούν να 

παρατηρηθούν το χρώµα, οι διαστάσεις και το σχήµα των αποικιών. Συµπληρωµατικά 

καταγράφονται οι συνθήκες επώασης όπως θερµοκρασία, pH, συγκέντρωση αλάτων 

και η µικροβιακή ανάπτυξη παρουσία/απουσία O2 (Donelli και συνεργάτες, 2013). 

 Η φυσιολογία των βακτηριακών στελεχών µελετάται µε τη χρήση µαθηµατικών 

προτύπων, τα περισσότερα από τα οποία βασίζονται στο πρότυπο του Μonod 

(Monod, 1949, Bull, 2010). Το µοντέλο αυτό µέσω µίας εξίσωσης υπερβολής 

εκφράζει τη σχέση µεταξύ του ρυθµού αύξησης ενός µικροοργανισµού σε κλειστή 

καλλιέργεια και τη συγκέντρωση των συστατικών του θρεπτικού υποστρώµατος. Αν 

και η εξίσωση υπερβολής που προκύπτει είναι φαινοµενικά απλή, κατορθώνει να 

εκφράσει την πολύπλοκη ρυθµιστική φυσιολογία των βακτηριακών στελεχών. 

Σύµφωνα µε αυτό το πρότυπο κατά τη φάση της εκθετικής αύξησης, εξασφαλίζεται ο 

διπλασιασµός κάθε συστατικού του κυττάρου ακριβώς µε τον ίδιο ρυθµό. Το 

εκθετικό στάδιο ανάπτυξης, όπως αποκαλύφθηκε, έχει αξιοσηµείωτες συνέπειες αφού 

η µάζα των νουκλεϊκών οξέων, των πρωτεϊνών καθώς και ολόκληρου του κυττάρου 

είναι συνάρτηση µόνο του ρυθµού διπλασιασµού και δεν εξαρτάται από την 

αναλυτική σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος ανάπτυξης (Scott και Hwa, 2011). 

Σε προηγούµενη µελέτη συγκρίθηκε ο ρυθµός ανάπτυξης υπερθερµόφιλων αρχαίων 

µικροοργανισµών του γένους Methanocaldococcus που αποµονώθηκαν από δύο 

διαφορετικά υδροθερµικά πεδία σε µεγάλο βάθος προκειµένου να ερευνηθούν οι 

οριακές συγκεντρώσεις ανάπτυξης των  παραπάνω στελεχών σε συνάρτηση µε τις 

διαφορετικές συνθήκες που χαρακτηρίζουν τα δύο οικοσυστήµατα (Ver Eeche και 

συνεργάτες, 2012). 

Τα δεδοµένα που προκύπτουν από τις τεχνικές που βασίζονται στον φαινότυπο 

χρησιµοποιούνται για την ταξινόµηση κυρίως σε επίπεδο είδους, γένους ή 

οικογένειας ενώ χαρακτηρίζονται από χαµηλή διακριτική ικανότητα σε επίπεδο 

στελέχους και γι’ αυτό συνδυάζονται µε τις γονοτυπικές µεθόδους (Emerson και 

συνεργάτες, 2008). 
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1.6.4. Μοριακές µέθοδοι διάκρισης των αποµονωθέντων 

βακτηριακών στελεχών µεταξύ τους 

  

H διάκριση µεταξύ βακτηριακών στελεχών µπορεί να επιτευχθεί µε τη χρήση 

µοριακών µεθόδων οι οποίες διακρίνονται σε τεχνικές βασισµένες στην αλληλούχιση 

και σε µεθόδους που αφορούν στον σχηµατισµό αποτυπωµάτων (προτύπων) DNA. Σε 

αντίθεση µε τις φαινοτυπικές, οι γονοτυπικές µέθοδοι δεν εξαρτώνται από τα 

µεταβολικά χαρακτηριστικά των µικροοργανισµών και τις συνθήκες καλλιέργειας.  

 

1.6.4.1. Μοριακές µέθοδοι βασιζόµενες στη δηµιουργία     

αποτυπωµάτων D9A  

 

Οι τεχνικές που αφορούν στη δηµιουργία προτύπων από διαχωρισµένα ανά µέγεθος 

θραύσµατα βακτηριακού DNA, βασίζονται σε πολυµορφισµούς που προκύπτουν από 

πολλούς και διαφορετικούς εξελικτικούς µηχανισµούς. Τα πρότυπα αυτά είναι 

µοναδικά για τον κάθε µικροοργανισµό και κατά συνέπεια, πανοµοιότυπα πρότυπα 

υποδηλώνουν πως τα βακτήρια από τα οποία προέρχονται έχουν υψηλό βαθµό 

συγγένειας κυρίως σε επίπεδο είδους ή στελέχους (Emerson και συνεργάτες, 2008). 

 

i) Ενίσχυση τµηµάτων D9A που βρίσκονται ανάµεσα σε 

επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες  [Repetitive element (rep-

PCR)] 

 

Η µέθοδος (rep)-PCR βασίζεται στην ενίσχυση τµηµάτων DNA, µέσω της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, τα οποία διαχωρίζουν διάσπαρτες κι 

επαναλαµβανόµενες, µη κωδικοποιούσες αλληλουχίες των προκαρυωτικών 

γονιδιωµάτων. Οι παραπάνω αλληλουχίες έχουν µήκος έως και αρκετές εκατοντάδες 

ζεύγη βάσεων (bp), ενώ ορισµένες από αυτές όπως οι επαναλαµβανόµενες 

παλίνδροµες εξωγονιδιακές αλληλουχίες REP, οι εντεροβακτηριακές 

επαναλαµβανόµενες διαγενετικές αλληλουχίες ERIC και οι αλληλουχίες BOX είναι 

υψηλά συντηρηµένες κι απαντώνται ευρέως σε πολλά διαφορετικά βακτηριακά γένη. 

Η ενίσχυση των στοιχείων rep-PCR µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

παράγει πρότυπα από ξεκάθαρα διαχωρισµένες ζώνες όπως αυτές αποτυπώνονται µε 
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ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Τα πρότυπα αυτά είναι µοναδικά για κάθε 

βακτηριακό στέλεχος µε αποτέλεσµα αυτή η µέθοδος να καθιστά δυνατή τη διάκριση 

µεταξύ διαφορετικών βακτηριακών γονιδιωµάτων (Louws και συνεργάτες, 1998).  

Οι REP και ERIC αλληλουχίες (38 και 162 ζεύγη βάσεων αντίστοιχα) 

χαρακτηρίζονται από την ικανότητα σχηµατισµού σταθερών δοµικών βρόγχων 

µεταγραµµένου RNA. Αν και δεν είναι γνωστή η λειτουργία αυτών των υψηλά 

συντηρηµένων αλληλουχιών που βρίσκονται διάσπαρτες στο εσωτερικό µη 

µεταφράσιµων περιοχών των βακτηριακών οπερονίων, έχει υποτεθεί πως ρυθµίζουν 

τη λήξη της µεταγραφής, τη σταθερότητα του  mRNA και τη χρωµοσωµική 

οργάνωση υπό in vivo συνθήκες (Versalovic και συνεργάτες, 1991). 

Αντίθετα µε τις REP και ERIC, οι αλληλουχίες BOX δεν είναι τυχαία διασπαρµένες 

στο βακτηριακό γονιδίωµα αλλά εστιάζονται πολύ κοντά σε γονίδια, ενώ οι σταθερές 

δευτεροταγείς δοµές που σχηµατίζουν, σε ορισµένες περιπτώσεις µεταφράζονται. 

Ενδέχεται να παίζουν ρυθµιστικό ρόλο στον έλεγχο της έκφρασης 

δεκτικότητας/µολυσµατικότητας του βακτηριακού κυττάρου και περιλαµβάνουν τρία 

υποείδη: box-A (57 bp), box-B (43 bp) και box-C (50 bp). Από αυτές τις 3 

υποκατηγορίες, η box-A είναι η περισσότερο συντηρηµένη αφού απαντήθηκε στα 

περισσότερα βακτηριακά γονιδιώµατα και χρησιµοποιείται ευρέως σε ταξινοµικές 

µελέτες που σχετίζονται µε περιβαλλοντικά, κλινικά κ.ά. δείγµατα (Van Belkum και 

συνεργάτες, 1998). Η  χρήση σηµασµένων µε φθορίζοντα µόρια εκκινητών επιτρέπει 

την υψηλή ποιότητα ανάλυσης των ζωνών που παράγονται µε αυτή τη µέθοδο και 

άρα την καλύτερη διάκριση των στελεχών µεταξύ τους (Brusetti και συνεργάτες, 

2008). 

Οι µέθοδοι REP- και BOX-PCR έχουν εφαρµοστεί σε µελέτες διάκρισης µεταξύ 

αποµονωθέντων στελεχών από υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας, αλκαλικές 

λίµνες και ίζηµα από την Ανταρκτική. Συγκεκριµένα, η µέθοδος rep-PCR 

χρησιµοποιήθηκε σε µελέτη για τη διάκριση συµβιωτικών βακτηρίων σε πολύχαιτους 

που συλλέχθηκαν από 2 διαφορετικά υδροθερµικά πεδία. Τα βακτήρια αυτά είχαν 

ταξινοµηθεί σε 2 µόνο οµάδες, εµφανίζοντας πολύ µικρό διαφοροποίησης µεταξύ 

τους µε βάση την αλληλουχία του γονιδίου τους 16S rDNA. Η διάκριση των 

στελεχών της καθεµίας από τις 2 παραπάνω οµάδες µε τη µέθοδο rep-PCR οδήγησε 

στην ανίχνευση µεγάλου ποσοστού ποικιλότητας σε επίπεδο στελέχους σε καθένα 

από τα 2 διαφορετικά οικοσυστήµατα (Di Meo και συνεργάτες, 2000). 
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H µέθοδος BOX-PCR χρησιµοποιήθηκε για τη διάκριση µεταξύ 

χηµιολιθοαυτότροφων θειο-οξειδωτικών στελεχών του γένους Thioalkalivibrio που 

αποµονώθηκαν από αλκαλικές λίµνες στην Ασία και την Αφρική, µε στόχο τη 

συσχέτιση των γονότυπων που προέκυψαν και της διαφορετικής γεωγραφικής τους 

κατανοµής (Foti και συνεργάτες, 2006). Σε άλλη µελέτη, τα αποµονωθέντα στελέχη 

από δείγµατα ιζήµατος στην Ανταρκτική, αφού αρχικά διαχωρίστηκαν σε οµάδες, 

καθεµία από τις οποίες αντιστοιχούσε σε ένα διαφορετικό είδος, µε τη µέθοδο 

ARDRA, στη συνέχεια τα στελέχη της κάθε οµάδας διακρίθηκαν µεταξύ τους µε τη 

µέθοδο BOX-PCR για να µελετηθεί η ποικιλότητα σε επίπεδο στελέχους, ανάµεσα 

στα διαφορετικά δείγµατα (Antibus και συνεργάτες, 2012). 

 

ii) Aνάλυση περιορισµού του ενισχυµένου 16S ριβοσωµικού 

D9A [Amplified Ribosomal D9A Restriction Analysis 

(ARDRA)] 

 

Η τεχνική ARDRA χρησιµοποιείται για τη συστηµατική κατάταξη των βακτηριακών 

στελεχών σε επίπεδο είδους. Βασίζεται στη σήµανση του ολιγονουκλεοτιδίου της 

θυµίνης (dUTP) µε φθορίζουσα χρωστική και µετέπειτα ενσωµάτωσή του στην 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης, από την οποία προκύπτουν φθορίζοντα 

προϊόντα. Ακολουθεί πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες και διαχωρισµός των 

προϊόντων σε γέλη αγαρόζης ή πολυακριλαµίδης. Ένα από τα µειονεκτήµατα της 

µεθόδου είναι ο δύσκολος διαχωρισµός των προτύπων µετά την ηλεκτροφόρηση 

(Smit και συνεργάτες, 1997).  

Η τεχνική ARDRA έχει εφαρµοστεί σε µελέτη για την αξιολόγηση θερµόφιλων 

αρχαίων και βακτηριακών στελεχών που αποµονώθηκαν από διαφορετικά 

υδροθερµικά πεδία στον Ατλαντικό Ωκεανό. Τα στελέχη της µεγαλύτερης από τις 

οµάδες που σχηµατίστηκαν διακρίθηκαν περαιτέρω µε RAPD από την οποία 

προέκυψαν επιπρόσθετοι διαφορετικοί γονότυποι, ενώ στη συνέχεια οι γονότυποι που 

προέκυψαν συνολικά ταυτοποιήθηκαν µε την αλληλούχιση του γονιδίου τους 16S 

rDNA (Wery και συνεργάτες, 2002). 
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iii) Ανάλυση πολυµορφισµού µεγέθους ενισχυµένων τελικών 

θραυσµάτων [Terminal Restriction Fragment Lenth 

Polymorphism (T-RFLP)]  

 

Η µέθοδος T-RFLP περιλαµβάνει την ενίσχυση του γονιδίου 16S rDNA µε την 

τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης µε τη χρήση εκκινητών 

σηµασµένων µε φθορίζουσα χρωστική. Βασίζεται στην πέψη των προϊόντων της 

αντίδρασης µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες και την ακόλουθη ανίχνευση των 

ακραίων τµηµάτων περιορισµού που έχουν σηµανθεί µε τη φθορίζουσα χρωστική σε 

αυτόµατο σύστηµα αλληλούχισης DNA. Το πρότυπο των ζωνών που προκύπτει 

παρέχει πληροφορίες για την ποικιλοµορφία του πληθυσµού καθώς κάθε ζώνη 

αντιπροσωπεύει µία ταξινοµική οµάδα (Thies, 2007). Η µέθοδος T-RFLP 

εφαρµόστηκε σε µελέτη της ποικιλότητας αποµονωθέντων λιθοχηµιοαυτότροφων 

βακτηρίων από υδροθερµικό πεδίο στο υποθαλάσσιο όρος Loihi, Hawaii. Η διάκριση 

των στελεχών έγινε σε συνδυασµό µε µικροσκοπικές µεθόδους και PCR πραγµατικού 

χρόνου για την αξιολόγηση του οικολογικού ρόλου των γονότυπων που απαντήθηκαν 

σε µεγάλο ποσοστό (Jesser και συνεργάτες, 2015).  

 

iv) Αυτοµατοποιηµένη ανάλυση του ριβοσωµικού 

εσωγονιδιακού διαχωριστή [Automated Ribosomal 

Intergenic Spacer Analysis (ARISA)] 

 

Η µέθοδος ARISA χρησιµοποιείται για τον χαρακτηρισµό και την ταξινόµηση 

στελεχών και βασίζεται στην ενίσχυση του εσωγονιδιακού διαχωριστή (ISR) που 

βρίσκεται ανάµεσα στη µικρή (16S) και µεγάλη (23S) υποµονάδα του γονιδίου 

rDNA. Η παραπάνω περιοχή ποικίλει σε µέγεθος και σε αλληλουχία νουκλεοτιδίων. 

Το µήκος της εξαρτάται από το στέλεχος ή το είδος του µικροοργανισµού και 

κυµαίνεται από 50 -1500 ζεύγη βάσεων (bp). Για την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης χρησιµοποιούνται σηµασµένοι εκκινητές µε φθορίζουσα χρωστική για 

να µπορούν να ανιχνευθούν τα προϊόντα σε αυτοποιηµένο σύστηµα τριχοειδούς 

αλληλούχισης (Rastogi και Sani, 2011).  

Σε προηγούµενη µελέτη αξιολογήθηκε η αποτελεσµατικότητα των µεθόδων ARISA 

και T-RFLP για τη διάκριση στελεχών του γένους Pseudomonas που αποµονώθηκαν 

από 5 διαφορετικά θαλάσσια οικοσυστήµατα στην Αδριατική και το Ιόνιο. Σύµφωνα 
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µε τα αποτελέσµατα, η µέθοδος ARISA που αφορά στις ετερογενείς δοµές του 

οπερόνιου rRNA, εµφάνισε µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα σε επίπεδο είδους από 

τη µέθοδο T-RFLP, που βασίζεται στην υψηλά συντηρηµένη περιοχή του 

γονιδίου16S rDNA (Danovaro και συνεργάτες, 2006).  

  

v) Ανάλυση πολυµορφισµού ενισχυµένου µήκους θραυσµάτων 

[Amplified Fragment Lenth Polymorphism (AFLP)] 

 

Η µέθοδος AFLP χρησιµοποιείται για τη διάκριση βακτηρίων σε επίπεδο στελέχους 

και βασίζεται στην επιλεκτική ενίσχυση θραυσµάτων DNA, προερχόµενων από την 

πέψη ολόκληρου του χρωµοσωµικού DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Στα 

θραύσµατα DNA που παράγονται από την πέψη, προσθέτονται µικρές 

ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες, στις οποίες προσδένονται εκκινητές για την 

ενίσχυση των θραυσµάτων µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης PCR. Τα 

προϊόντα της αντίδρασης διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόρηση κι οδηγούν στη 

δηµιουργία ζωνών µήκους 60-500 ζευγών βάσεων (bp). Το µέγεθος των ζωνών 

υποδηλώνει τις αποστάσεις µεταξύ των περιοριστικών θέσεων κι αντιπροσωπεύει το 

µέγεθος των διαφορετικών αλληλουχιών στις οποίες δεσµεύονται οι 

ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες (Blears και συνεργάτες, 1998). Η AFLP, όπως και 

οι rep-PCR, αποτελούν γρήγορες και οικονοµικές µεθόδους για τον προσδιορισµό της 

γονοτυπικής, φυλογενετικής και ταξινοµικής  ποικιλότητας κυρίως µεγάλων 

συλλογών βακτηριακών στελεχών (Rademaker και συνεργάτες, 2000). 

Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε σε στελέχη που αποµονώθηκαν από υδροθερµικό πεδίο 

σε βάθος 2.634 m στον Ειρηνικό Ωκεανό και ανήκαν στο γένος Rhodothermus. Το 

χαµηλό ποσοστό οµοιότητας των 16S rRNA αλληλουχιών τους και η µεγάλη 

διαφοροποίησή τους από άλλα στελέχη του ίδιου γένους, όπως προέκυψε από τη 

διάκρισή τους µε τη µέθοδο AFLP, οδήγησε στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για 

αντιπρόσωπους ενός νέου είδους (Rhodothermus profundi) (Marteinsson και 

συνεργάτες, 2010). 

vi) Τυχαία ενίσχυση πολυµορφικού D9A [Random Amplified 

Polymorphic D9A (RAPD)] 

  

Στη µέθοδο RAPD, χρησιµοποιούνται εκκινητές µικρού µήκους (10bp), οι οποίοι 

υβριδοποιούνται σε τυχαία σηµεία του γονιδιώµατος, και µε την αλυσιδωτή 
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αντίδραση πολυµεράσης (PCR) ενισχύουν πολυάριθµα τµήµατα DNA, 

δηµιουργώντας µοναδικά πρότυπα ζωνών για καθένα από τα βακτηριακά στελέχη. 

Μειονεκτήµατα αυτής της µεθόδου αποτελούν οι επιµολύνσεις και η 

επαναληψιµότητα, γι’ αυτό η RAPD εφαρµόζεται κυρίως στη χαρτογράφηση του 

γονιδιώµατος και στη διάκριση των βακτηρίων σε επίπεδο είδους (ένα µοναδικό και 

επαναλαµβανόµενο πρότυπο ζωνών RAPD θεωρείται πως ανήκει σε στελέχη του 

ίδιου είδους) (Renders και συνεργάτες, 1996). 

Η µέθοδος RAPD σε συνδυασµό µε την αλληλούχιση του γονιδίου 16S rDNA έχει 

εφαρµοστεί σε µελέτη της ποικιλότητας θερµόφιλων αρχαίων προκαρυωτικών 

οργανισµών που αποµονώθηκαν από υδροθερµικό πεδίο στον Ειρηνικό Ωκεανό σε 

βάθος 2.330 m. Αρχικά, η διάκριση των αποµονωθέντων στελεχών µε RAPD 

οδήγησε στη δηµιουργία οµάδων, καθεµία από τις οποίες περιλάµβανε στελέχη του 

ίδιου είδους. Στη συνέχεια αντιπροσωπευτικά στελέχη από κάθε οµάδα 

ταξινοµήθηκαν σύµφωνα µε την ανάλυση της αλληλουχίας 16S rRNA (Lepage και 

συνεργάτες, 2004). 

 

1.6.4.2. Μοριακές µέθοδοι βασιζόµενες στην αλληλούχιση γονιδίων 

ή  τµηµάτων αυτών  

 

Οι µέθοδοι αυτές στηρίζονται στην αλληλούχιση ενός συγκεκριµένου τµήµατος DNA 

το οποίο συνήθως συνδέεται µε ένα συγκεκριµένο γονίδιο. Συγκεκριµένα, µία 

άγνωστη αλληλουχία προκειµένου να ταυτοποιηθεί, συγκρίνεται µε γνωστές 

αλληλουχίες, αποθηκευµένες σε βάσεις δεδοµένων και το ποσοστό οµοιότητας ή 

αντιστοιχίας µεταξύ της άγνωστης και των γνωστών αλληλουχιών αποτελεί την 

ένδειξη για τη µεταξύ τους συγγενική σχέση. Από τη σύγκριση πολλαπλών 

αλληλουχιών µεταξύ τους, στη συνέχεια µπορεί να δηµιουργηθεί ένα φυλογενετικό 

δέντρο µε τη βοήθεια αλγόριθµων. Γενικότερα, οι µέθοδοι αλληλούχισης είναι 

περισσότερο αποτελεσµατικές για τη δηµιουργία φυλογενετικών σχέσεων µεταξύ 

βακτηριακών στελεχών κυρίως σε επίπεδο γένους, αντίθετα µε τις µεθόδους που 

χρησιµοποιούν αποτυπώµατα DNA και είναι περισσότερο κατάλληλες για τη 

διάκριση σε επίπεδο στελέχους (Vandamme και συνεργάτες, 1996). 
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i) Ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου 16S rD9A 

Οι συντηρηµένες περιοχές του γονιδίου 16S rDNA επιτρέπουν τον σχεδιασµό υψηλά 

συντηρηµένων εκκινητών για την ενίσχυσή του σχεδόν σε όλα τα είδη βακτηρίων 

(Greisen και συνεργάτες, 1994). Το προϊόν ενίσχυσης της PCR που προκύπτει 

συγκρίνεται σε µία βάση δεδοµένων, αποδίδονται ποσοστά οµοιότητας µε 

αλληλουχίες καταγεγραµµένων ειδών προκειµένου να γίνει ταυτοποίηση (> 97 % σε 

επίπεδο είδους και > 95 % σε επίπεδο γένους) (Schloss και Handelsman, 2005). Η 

διάκριση µεταξύ των ειδών βασίζεται στις µεταβλητές περιοχές του γονιδίου και γι’ 

αυτό όσο πιο µεγάλο είναι το µέγεθος των αλληλουχιών (τουλάχιστον 200 bp) τόσο 

πιο ακριβής θεωρείται η ταυτοποίηση. Αν και η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται 

ευρέως παρουσιάζει κάποιους περιορισµούς.  

Συγκεκριµένα, κάποια είδη που ανήκουν στο ίδιο γένος (Bacillus anthracis, B. cereus, 

και B. thuringiensis) ή και σε διαφορετικά (Escherichia coli και Shigella flexneri) 

παρουσιάζουν τις ίδιες αλληλουχίες 16S rRNA, µε αποτέλεσµα να µην είναι εφικτή η 

διαφοροποίησή τους µε τη χρήση της παραπάνω τεχνικής. Σε τέτοιες περιπτώσεις 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί η ανάλυση της αλληλουχίας διαφορετικών γονιδίων από το 

16S rDNA, όπως το γονίδιο rpo B που κωδικοποιεί τη β-υποµονάδα της RNA 

πολυµεράσης και βρίσκεται ως µοναδικό αντίγραφο στο βακτηριακό γονιδίωµα 

(Petti, 2007). 

Άλλος περιοριστικός παράγοντας αφορά στην έλλειψη αλληλουχιών αναφοράς από 

τις βάσεις δεδοµένων. Πριν την ευρεία χρήση της ανάλυσης της αλληλουχίας του 

γονιδίου 16S rDNA, η ταξινόµηση των βακτηρίων γινόταν µε κλασσικές συµβατικές 

µεθόδους κι έχει παρατηρηθεί πως από τα ήδη ταξινοµηµένα στελέχη κάποια δεν 

έχουν ακόµα αλληλουχηθεί. Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα, η αλληλούχιση ενός τέτοιου 

στελέχους να µην παρουσιάσει υψηλά ποσοστά οµοιότητας µε τις υπάρχουσες 

αλληλουχίες αναφοράς και να δηµιουργηθεί η λανθασµένη εντύπωση πως πρόκειται 

για νέο είδος ή γένος. Για παράδειγµα, η αλληλούχιση 36 στελεχών του γένους 

Roseomonas, το οποίο καθορίστηκε το 1993 από τον Rihs και συνεργάτες, έδωσε 

ποσοστό οµοιότητας <93 % µε τις αλληλουχίες αναφοράς των βάσεων δεδοµένων. 

Χρειάστηκε να γίνει ανάλυση των λιπαρών τους οξέων ώστε  να δοθούν οι σωστές 

πληροφορίες για την ταυτοποίηση των εν λόγω µικροοργανισµών και οδήγησε στο 

συµπέρασµα πως σε τέτοιες περιπτώσεις χρειάζεται να συνδυάζονται περισσότερες 
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της µίας µεθόδου για τον σωστό προσδιορισµό και ταυτοποίηση των στελεχών (Han 

και συνεργάτες, 2003). 

Τέλος, η βακτηριακή προέλευση του ενζύµου Taq πολυµεράση καθώς και η 

πιθανότητα επιµόλυνσης του δείγµατος καθιστούν δύσκολη την πλήρη εξάλειψη 

βακτηριακού DNA από τον µάρτυρα κατά την εφαρµογή της εξαιρετικά ευαίσθητης 

τεχνικής της PCR. Η χρήση υψηλά συντηρηµένων βακτηριακών εκκινητών του 

γονιδίου16S rDNA επιδεινώνει το πρόβληµα και συχνά ο µάρτυρας εµφανίζει µία 

αχνή µπάντα της οποίας όµως η αλληλούχιση δεν αποφέρει αξιοσηµείωτα 

αποτελέσµατα (Han, 2006). 

 

1.7. Σκοπός της ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής  

 

Αν και είναι πολύ µεγάλο το επιστηµονικό ενδιαφέρον γύρω από τη Μικροβιακή 

Οικολογία των υδροθερµικών οικοσυστηµάτων βαθιάς θάλασσας, η κατανοµή και η 

µικροβιακή ποικιλότητα παραµένουν σχεδόν άγνωστες. Στη Μεσόγειο, που αποτελεί 

τη µεγαλύτερη και βαθύτερη θάλασσα στη Γη, έχουν γίνει µελέτες που αφορούν στη 

µικροβιακή ποικιλότητα από την οµάδα του Ινστιτούτου Craig Venter (2010) µε 

σκοπό τη διερεύνηση της λειτουργίας των οικοσυστηµάτων και την ανακάλυψη νέων 

γονιδίων µε οικολογική, εξελικτική και βιοτεχνολογική σηµασία. Έχουν επίσης 

µελετηθεί εκτενώς τα οικοσυστήµατα των υδροθερµικών πεδίων σε µικρό βάθος 

κοντά στις νήσους Vulcano (Rusch και συνεργάτες, 2005) και Panarea (Manini και 

συνεργάτες, 2008) καθώς και στη Μήλο (Giovannelli και συνεργάτες, 2013).  

Στο υδροθερµικό πεδίο του υποθαλάσσιου ηφαιστείου Κολούµπο έχει µελετηθεί µε 

µεταγονιδιωµατική ανάλυση της υπερµεταβλητής περιοχής V5-V6 του γονιδίου 16S 

rDNA, η ποικιλότητα των βακτηριακών και των αρχαίων προκαρυωτικών πληθυσµών 

που καλύπτει την εξωτερική επιφάνεια των καµινάδων και των «µικροβιακών 

ταπήτων» του ιζήµατος στον πυθµένα (Kilias και συνεργάτες, 2013). Συγκεκριµένα, 

ελήφθησαν 11.566 αλληλουχίες βακτηρίων και αρχαίων προκαρυωτικών 

µικροοργανισµών συνολικά, οι οποίες αντιστοιχούσαν σε 2.757 λειτουργικές 

ταξινοµικές µονάδες (ΟΤUs) (γένη). Οι µoνάδες αυτές ανήκαν σε 26 διαφορετικά 

φύλα, από τα οποία τα 4 αποτελούσαν υποψήφιες διαιρέσεις (≤ 80 % οµοιότητα µε 

αλληλουχίες 16S rRNA από τις βάσεις δεδοµένων) και 71 οικογένειες αρχαίων 
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προκαρυωτικών µικροοργανισµών και βακτηρίων. Εποµένως, ένα µεγάλο ποσοστό 

από τις παραπάνω αλληλουχίες αντιστοιχούσε σε µη ταυτοποιηµένες οµάδες. Οι 

αρχαίοι προκαρυωτικοί µικροοργανισµοί του είδους �itrosopumilus marinus 

αποτελούσαν τον κυρίαρχο πληθυσµό (3-16 %) από όλα τα δείγµατα που 

συλλέχθηκαν ενώ τα πρωτεοβακτήρια αποτελούσαν το κυρίαρχο φύλο των 

βακτηριακών πληθυσµών. Πολλές από τις λειτουργικές ταξινοµικές οµάδες που 

ανιχνεύθηκαν, είχαν ανακτηθεί προηγουµένως από δείγµατα ιζήµατος και 

υδροθερµικών καµινάδων από παρόµοια οικοσυστήµατα. Για παράδειγµα, η πιο 

άφθονη αλληλουχία (13 %) της λειτουργικής ταξινοµικής οµάδας που ανιχνεύθηκε 

στο δείγµα της καµινάδας «Σαµπάνια» ήταν συγγενική µε την αλληλουχία 

ακαλλιέργητου βακτηριακού κλώνου που αποµονώθηκε από σουλφιδική καµινάδα 

στο νότιο τµήµα της τάφρου Mariana. Παρατηρήθηκε σηµαντική διαφοροποίηση στη 

σύσταση των µικροβιακών πληθυσµών που προέρχονταν από διαφορετικά δείγµατα, 

µε εξαίρεση τους πληθυσµούς που αποµονώθηκαν από τις καµινάδες «Πολιτεία» και 

«Κερί του Ποιητή», οι οποίοι παρουσίασαν 25 % οµοιότητα µεταξύ τους.  

Με την παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια ανίχνευσης της ποικιλότητας των 

βακτηριακών στελεχών µε αντιµικροβιακή δράση και µάλιστα µελέτη τέτοιου τύπου 

αναφέρεται για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία για τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς 

θάλασσας. Συγκεκριµένα, από το ίζηµα και την εξωτερική επιφάνεια της καµινάδας 

«Πολιτεία» συλλέχθηκαν πρώτη φορά δείγµατα για την ανάκτηση µικροοργανισµών 

σε καθαρή καλλιέργεια το 2010 για τις ανάγκες της παρούσας µελέτης µε τη χρήση 

τηλεχειριζόµενου οχήµατος ROV (Remote Operating Vehicle), του οποίου η 

κατεύθυνση και οι κινήσεις συντονίζονταν από εξιδεικευµένους τεχνικούς, που 

βρίσκονταν στο ωκεανογραφικό πλοίο E/V �autilus. Η προσπάθεια συλλογής 

οργανισµών µε ιδιαίτερα φυσιολογικά χαρακτηριστικά γίνεται προκειµένου να 

ανακαλυφθούν χηµικοί φαινότυποι µε σηµαντικές βιοδραστικές ιδιότητες.  

Οι στόχοι της παρούσας ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής συνοψίζονται στα παρακάτω: 

1. Στην ανάκτηση του µεγαλύτερου ποσοστού των προκαρυωτικών 

µικροοργανισµών σε καθαρές καλλιέργειες µε κλασικές µικροβιολογικές 

µεθόδους, τη διάκριση των στελεχών µεταξύ τους  και την ταυτοποίησή τους.  

2. Μελέτη της αντιµικροβιακής δράσης των αποµονωθέντων στελεχών µε 

φαινοτυπικές (βιοέλεγχος) και γονοτυπικές (ανίχνευση υπεύθυνων γονιδίων) 

µεθόδους. 
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3. Στην ανίχνευση/ταυτοποίηση ή αποµόνωση βιοενεργών ενώσεων υψηλής 

προστιθέµενης αξίας που παράγονται από τους αποµονωµένους 

µικροοργανισµούς. 

Για τους σκοπούς αυτούς αποφασίστηκε να ακολουθηθούν οι µέθοδοι που 

περιλαµβάνουν την αποµόνωση µεσόφιλων βακτηρίων και τη διάκρισή τους σε 

επίπεδο στελέχους, τον έλεγχο της αντιµικροβιακής δράσης ενάντια σε παθογόνους 

και µη µικροοργανισµούς, την ανίχνευση των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για την 

σύνθεση πολυκετιδίων και πεπτιδίων µη ριβοσωµικής προέλευσης, τα οποία 

αποτελούν δύο από τις µεγαλύτερες κατηγορίες φυσικών προϊόντων και την 

αποµόνωση αντιµκροβιακών ουσιών.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2.1.     ∆ειγµατοληψία  

2.1.1.  Θέση δειγµατοληψίας της µελέτης  

Η συγκεκριµένη µελέτη βασίστηκε σε δείγµατα που συλλέχθηκαν µε τη χρήση 

τηλεχειριζόµενου οχήµατος ROV (Remote Operating Vehicle), συνδεδεµένου µε το 

ωκεανογραφικό πλοίο E/V �autilus την 1η Αυγούστου του 2010 στο υδροθερµικό 

πεδίο που βρίσκεται στο βόρειο µέρος του κρατήρα του υποθαλάσσιου ηφαίστειου 

Κολούµπο (500 m βάθος). Τα δείγµατα ήταν ιζήµατος (36:31.5698 N και 25:29.1432 

Ε, θέση Α) και καµινάδας (36:31.5413 N και 25:28.5181 Ε, θέση Β) (Εικ. 2.1.). 

 

Εικόνα 2.1. Βαθυµετρικός χάρτης του κρατήρα του ηφαιστείου Κολούµπο, διακρίνονται οι 

θέσεις δειγµατοληψίας ιζήµατος (Α) και καµινάδας (Β), καθώς και άλλων υποθαλάσσιων 

κώνων που υπάγονται στο ηφαιστειακό ρήγµα του Κολούµπο, βορειανατολικά του 

ηφαιστείου της Σαντορίνης (Carey και συνεργάτες,  2011). 
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2.1.2. Μεθοδολογία δειγµατοληψίας  

Στο ίζηµα, η δειγµατοληψία έγινε µε ειδικό πυρηνολήπτη κυλινδρικού σχήµατος, 

µήκους 30 cm και διαµέτρου 8 cm (Εικ.2.2.). Ο πυρηνολήπτης αυτός είχε 

προηγουµένως εκπλυθεί µε αποσταγµένο και αποστειρωµένο νερό και είχε 

αποστειρωθεί µε διάλυµα αιθανόλης 70 % (v/v) και στη συνέχεια είχε εκτεθεί σε 

ακτινοβολία UV στο εργαστήριο (O/N). Από τον πυρηνολήπτη, συλλέχθηκε δείγµα 

µε αποστειρωµένο γυάλινο κύλινδρο µήκους 35 cm και διαµέτρου 1,5 cm και µέρος 

του τοποθετήθηκε σε αποστειρωµένο σωλήνα τύπου Falcon όγκου 50 ml στους 

οποίους προστέθηκε αποστειρωµένο διάλυµα θαλασσινού νερού παρουσία 

αναγωγικού παράγοντα 0,05 % (w/v) Na2S. 

 

 

Εικόνα 2.2. Συλλογή ιζήµατος µε πυρηνολήπτη. 
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Σε δύο διαφορετικά σηµεία µίας καµινάδας (Εικ. 2.3.) συλλέχθηκαν δείγµατα µε τον 

βραχίονα τηλεχειριζόµενου οχήµατος ROV (Remote Operating Vehicle). Τα δείγµατα 

της καµινάδας τοποθετήθηκαν σε ειδική συσκευασία που σφράγιζε µε συρόµενο 

κάλυµµα κι ήταν στερεωµένο στη βάση του ROV.  Μετά την επιστροφή τους στο 

πλοίο, τα δείγµατα από την καµινάδα συλλέχθηκαν προσεχτικά µε αποστειρωµένο 

νυστέρι και τοποθετήθηκαν σε  αποστειρωµένα πλαστικά δοχεία όγκου 100 ml στα 

οποία προστέθηκε αποστειρωµένο διάλυµα θαλασσινού νερού παρουσία αναγωγικού 

παράγοντα 0,05% (w/v) Na2S.  

   

Εικόνα 2.3. Συλλογή δείγµατος καµινάδας µε τον βραχίονα του ROV. 

 

Σε κάθε είδος δείγµατος έγινε µελέτη 3 υποδειγµάτων του αρχικού δείγµατος ως 

ανεξάρτητα δείγµατα για λόγους στατιστικής ανάλυσης.  Τα δείγµατα συντηρήθηκαν 

στους +4 °C έως τη µεταφορά τους στο εργαστήριο. 
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2.2.       Μικροοργανισµοί και καλλιέργειες  

2.2.1. Αποµόνωση των µικροοργανισµών από τα δείγµατα ιζήµατος     

             και  καµινάδας  
        

Στη συνέχεια έγινε προσπάθεια αποµόνωσης ετερότροφων και µεσόφιλων βακτηρίων  

από τα δείγµατα. Με στόχο την αποµόνωση σε καθαρή καλλιέργεια όσο το δυνατό 

περισσότερων αερόβιων µεσόφιλων ετερότροφων µικροοργανισµών, η 

δειγµατοληψία έγινε σε πολύ µικρό βάθος στο ίζηµα (30 cm βάθος) και στην 

εξωτερική επιφάνεια της καµινάδας και όπου οι µικροοργανισµοί έρχονται σε επαφή 

µε το οξυγονωµένο ωκεάνιο νερό µε θερµοκρασία 17 °C. Ποσότητα 10 g κάθε 

δείγµατος τοποθετήθηκε σε αποστειρωµένο σωλήνα τύπου Universal και 

προστέθηκαν 10 ml διαλύµατος Ringer (§ 2.3.4). Ακολούθησε ανακίνηση σε 

παλινδροµικό αναδευτήρα για 60 λεπτά σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, διαδοχικές 

αραιώσεις µέχρι αραίωσης ίσης µε 10-7 και εµβολιασµός µε τη µέθοδο της 

επίστρωσης στα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα Marine Agar    (§ 2.3.3), Tryptone 

Glycerol Agar (§ 2.3.1) και Tryptone Glucose Agar (§ 2.3.2). Σε κάθε τριβλίο 

χρησιµοποιήθηκε ως εµβόλιο ποσότητα 200 µl κι έγινε επώαση για 7 ηµέρες σε 

ελεγχόµενη θερµοκρασία (25 °C ± 1 °C). Επιστρώθηκαν 3 τρυβλία από κάθε 

αραίωση, µε κάθε θρεπτικό υπόστρωµα. 

2.2.2. ∆ιατήρηση µικροοργανισµών  

Οι µικροοργανισµοί, οι οποίοι αποµονώθηκαν µε τη βοήθεια κρίκου εµβολιασµού, 

ανακαλλιεργήθηκαν και διατηρήθηκαν σε διάλυµα γλυκερόλης 30% (w/v) (§ 2.3.5.), 

σε θερµοκρασία -20 oC.  

 

2.2.3. Μικροβιακοί δείκτες 

 

α)   Προκαρυωτικοί δείκτες  

 
Στην παρούσα εργασία, προκειµένου να ελεγχθεί η ενεργότητα των αποµονωθέντων 

βακτηρίων χρησιµοποιήθηκαν 13 παθογόνοι και µη βακτηριακοί δείκτες που 

προέρχονται από τη γερµανική συλλογή µικροοργανισµών DSMZ (German 

Collection of Microorganisms and Cell Cultures) (Πίνακας 2.1.).  
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Πίνακας 2.1. Προκαρυωτικοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα του 

βιοελέγχου, το θρεπτικό υπόστρωµα και η θερµοκρασία στην οποία αναπτύχθηκαν.  

ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟΙ 

∆ΕΙΚΤΕΣ 

ΘΡΕΠΤΙΚΟ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΕΠΩΑΣΗΣ 

Acinetobacter radioresistens 

DSMZ 6976 

Τρυπτόνη από Σόγια (TSA) 

(§ 2.3.9.) 
28 °C 

Burkholderia xenovorans     

DSMZ 17367 

Τρυπτόνη από Σόγια (TSA) 

(§ 2.3.9.) 
28 °C 

Pseudomonas fluorescens  

DSMZ 50090 

Θρεπτικό Άγαρ (NA)          

(§ 2.3.6.) 
30 °C 

�eisseria gonorrhoeae 

DSMZ 9189 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Haemophilus influenzae     

DSMZ 24049 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Pseudomonas aeruginosa  

DSMZ 1117 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Escherichia coli               

DSMZ 1103 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Bacillus subtilis   DSMZ 10 
Θρεπτικό Άγαρ (NA)  

(§ 2.3.6.) 
30 °C 

Micrococcus luteus           

DSMZ 1790 

Θρεπτικό Άγαρ (NA)          

(§ 2.3.6.) 
30 °C 

Kocuria rhizophila       

DSMZ 348 

Θρεπτικό Άγαρ (NA)          

(§ 2.3.6.) 
30 °C 

Staphylococcus aureus        

DSMZ 1104 

Iso SensiTest Agar  

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Enterococcus faecalis        

DSMZ 2570 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

Streptococcus pneumoniae 

DSMZ 24048 

Iso SensiTest Agar      

(Οxoid CM047) (§ 2.3.10.) 
37 °C 

 

 

β) Ευκαρυωτικοί δείκτες  

Στην παρούσα εργασία, εκτός από τους προκαρυωτικούς χρησιµοποιήθηκαν και 5 

παθογόνοι και µη ευκαρυωτικοί δείκτες που προέρχονται από τη γερµανική συλλογή 
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µικροοργανισµών DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) 

(Πίνακας 2.2). 

Πίνακας 2.2. Ευκαρυωτικοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα του 

βιοελέγχου, το θρεπτικό υπόστρωµα και η θερµοκρασία στην οποία αναπτύχθηκαν.  

ΕΥΚΑΡΥΩΤΙΚΟΙ 

∆ΕΙΚΤΕΣ 

ΘΡΕΠΤΙΚΟ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

ΕΠΩΑΣΗΣ 

Aspergillus nidulans      

DSMZ 820 

∆εξτρόζη Πατάτας (PDA)   

(§ 2.3.7.) 
26 °C 

Aspergillus niger          

DSMZ 1957 

∆εξτρόζη Πατάτας (PDA)   

(§ 2.3.7.) 
30 °C 

Rhizoctonia solani          

DSMZ 843 

∆εξτρόζη Πατάτας (PDA)   

(§ 2.3.7.) 
26 °C 

Saccharomyces cerevisiae      

DSMZ 70449 

Εκχύλισµα για ζύµες (ΥΜ) 

(§ 2.3.8.) 
25 °C 

Candida albicans         

DSMZ 1386 

Εκχύλισµα για ζύµες (ΥΜ) 

(§ 2.3.8.) 
25 °C 

 

 

2.2.4.  Καλλιέργεια των µικροοργανισµών  

   

α)        Εκτίµηση του µέγιστου ειδικού ρυθµού αύξησης (µmax) και   

             του χρόνου διπλασιασµού της καλλιέργειας (td) 

 

Η µελέτη της µικροβιακής αύξησης έγινε χρησιµοποιώντας πρότυπα που στοχεύουν 

στην πρόβλεψη του ρυθµού ανάπτυξης ενός µικροβιακού πληθυσµού όπως 

αναφέρεται στο Βιβλίο Εργαστηριακών Ασκήσεων Μικροβιολογίας (Καραγκούνη, 

2001). Οι τιµές για τον συντελεστή µmax µπορούν να ληφθούν από πειράµατα 

κλειστών συστηµάτων καλλιέργειας µε το µέγεθος του πληθυσµού να εξετάζεται σε 

συνάρτηση µε τον χρόνο. 

Συγκεκριµένα, πραγµατοποιήθηκε καλλιέργεια των 42 ταυτοποιηµένων στελεχών σε 

θρεπτικό υπόστρωµα Marine Agar (§ 2.3.3) κι ακολούθησε εµβολιασµός του κάθε 

στελέχους σε 100 ml υγρού θρεπτικού υποστρώµατος (§ 2.3.11) κι επώαση στους     

25 °C, υπό ανάδευση στις 180 στροφές/min. Ο προσδιορισµός της απορρόφησης της 

καλλιέργειας έγινε µε φασµατοφωτόµετρο σε µήκος κύµατος 600 nm, 

χρησιµοποιώντας κυψελίδες χωρητικότητας 2,0 ml και 1,0 ml δείγµατος από την κάθε 
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καλλιέργεια. Στη συνέχεια σχεδιάστηκαν καµπύλες κλειστού κύκλου αύξησης των 

βακτηριακών στελεχών χρησιµοποιώντας τις τιµές των απορροφήσεων των 

καλλιεργειών στα 600 nm. O ειδικός ρυθµός ανάπτυξης  και ο χρόνος διπλασιασµού 

της καλλιέργειας προσδιορίστηκαν από την κλίση της καµπύλης αύξησης όταν ο 

µικροοργανισµός βρισκόταν στην εκθετική φάση. 

 

β) Καλλιέργεια του επιλεγµένου βακτηριακού στελέχους και     

             εκχύλιση  

 

Η αποµόνωση των δευτερογενών µεταβολιτών από το βακτηριακό στέλεχος S222 

(Pseudomonas psychrotolerans) έγινε σε καλλιέργεια µεγάλης κλίµακας σε υγρό 

θρεπτικό υπόστρωµα (§ 2.3.11.) συνολικού όγκου 10 l (σε 10 κωνικές φιάλες όγκου 2 

l µε 1 l θρεπτικό υπόστρωµα στη κάθε µία) στους 25 °C για 7 ηµέρες υπό συνεχή 

ανάδευση σε περιστροφικό αναδευτήρα. Μετά το πέρας της περιόδου επώασης, η 

υγρή καλλιέργεια εκχυλίστηκε µε EtOAc και ακολούθησε διαχωρισµός των δύο 

φάσεων σε διαχωριστική χοάνη, οπότε και συλλέχθηκε η οργανική στοιβάδα. Η 

διαδικασία επαναλήφθηκε άλλες δύο φορές. Στη συνέχεια τα εκχυλίσµατα 

συνενώθηκαν και συµπυκνώθηκαν υπό κενό, οπότε και παρελήφθη το αρχικό 

υπόλειµµα υποκίτρινου χρώµατος και ελαιώδους υφής, βάρους 0,5 g. 

 

 2.2.5. Ανίχνευση παραγωγής αντιµικροβιακών ουσιών από τα   

          αποµονωθέντα βακτηριακά στελέχη  

           
Με τη µέθοδο της διάχυσης που εφαρµόστηκε στην παρούσα εργασία, µπορεί να 

διαπιστωθεί η ενεργότητα περισσότερων από ένα διαφορετικών βακτηριακών 

στελεχών, οι καλλιέργειες των οποίων επιστρώνονται σε στερεό υπόστρωµα.  

Η ικανότητα καθενός από τα αποµονωθέντα βακτηριακά στελέχη να αναστέλλουν 

την αύξηση 18 παθογόνων και µη µικροβιακών δεικτών εκτιµήθηκε µε την εφαρµογή 

in vitro δοκιµής που περιέγραψαν οι Muscholl-Silberhorn και συνεργάτες (2008) 

τροποποιηµένης ως ακολούθως:  

Εµβόλια των βακτηριακών στελεχών όγκου 30 µl από διάλυµα γλυκερόλης 30 % 

(w/v) τοποθετήθηκαν σε τριβλία διαµέτρου 9 cm (εµβολιασµός 4 διαφορετικών 

στελεχών ανά τριβλίο), που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωµα Marine Agar 2216 
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(Difco) (§ 2.3.3.). Ακολούθησε επώαση για 96 h στους 25 °C. Στη συνέχεια, το κάθε 

τριβλίο επιστρώθηκε µε τον µικροοργανισµό δείκτη σε κατάλληλο για τον καθένα 

θρεπτικό υπόστρωµα µε προσθήκη άγαρ 0,7 % (soft agar). Συγκεκριµένα, το θρεπτικό 

υπόστρωµα για τον κάθε δείκτη αποστειρώθηκε σε κωνικές (60 ml σε κάθε κωνική) 

και στη συνέχεια η κάθε µία κωνική εµβολιάστηκε µε 120 µl διαλύµατος αλάτων 

Ringer (§ 2.3.4.) που περιείχε καλλιέργεια του δείκτη από στερεό θρεπτικό 

υπόστρωµα.  

Στην περίπτωση του φυτοπαθογόνου µύκητα Rhizoctonia solani ως εµβόλιο 

χρησιµοποιήθηκε τµήµα µυκηλίου από καλλιέργεια του µύκητα 5 ηµερών. Το τµήµα 

µυκηλίου τοποθετήθηκε στο κέντρο του τριβλίου, ανάµεσα σε 2 αποικίες βακτηρίων.  

Έγινε επώαση για 24 h για όλους τους δείκτες εκτός από τον µύκητα Rhizoctonia 

solani (επώαση 5 ηµερών) και κατόπιν καταγράφηκε ο ανταγωνισµός µεταξύ των δύο 

µικροοργανισµών ως ζώνη αναστολής της ανάπτυξης του δείκτη. Συγκεκριµένα, 

µετρήθηκε η διάµετρος σε εκατοστά, µε ακτίνα που ξεκινάει από το κέντρο της 

αποικίας και τελειώνει στο σηµείο που σταµατάει η ανάπτυξη του οργανισµού δείκτη. 

 

2.2.6.   Αποµόνωση των δευτερογενών µεταβολιτών από την εκχύλιση   

            του στελέχους S222 
 

2.2.6.1. Οργανολογία  

 

Τα φάσµατα NMR ελήφθησαν σε φασµατογράφο Bruker DRX 400. Τα 2D-NMR 

πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας τις τυποποιηµένες ακολουθίες 

παλµών Bruker. Για τη λήψη όλων των φασµάτων NMR χρησιµοποιήθηκε CDCl3. Οι 
1H NMR χηµικές µετατοπίσεις δίνονται στη κλίµακα δ (ppm) λαµβάνοντας ως 

αναφορά την κορυφή του CHCl3 στα 7,24 ppm, ενώ οι σταθερές σύζευξης J (Hz) 

δίνονται σε παρενθέσεις. 

Τα φάσµατα µάζας χαµηλής ευκρίνειας καταγράφηκαν σε φασµατογράφο µάζας 

Hewlett-Packard 5973 µε µέθοδο ιονισµού τον βοµβαρδισµό µε δέσµη ηλεκτρονίων 

(EIMS). 

Οι χρωµατογραφικοί διαχωρισµοί HPLC πραγµατοποιήθηκαν σε χρωµατογράφο 

Waters 600 µε διπλή αντλία εισαγωγής του συστήµατος διαλυτών και ανιχνευτή RI 

Waters 410. Η στήλη που χρησιµοποιήθηκε στους χρωµατογραφικούς διαχωρισµούς 
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HPLC ήταν στήλη αντίστροφης φάσης διαστάσεων 25 cm x 8 mm (Kromasil 100 

C18, 5µm). 

Η συµπύκνωση των υπολειµµάτων και των κλασµάτων υπό κενό έγινε σε συσκευή 

ταχείας εξάτµισης διαλύτη µε µηχανικά περιστρεφόµενη φιάλη απόσταξης και 

εφαρµογή ελαττωµένης πίεσης τύπου BÜCHI Rotavapor R-200 σε θερµοκρασία έως 

38 °C. 

 

2.2.6.2. ∆ιαλύτες και χηµικά αντιδραστήρια  

 

Οι χρωµατογραφικοί διαχωρισµοί υγρής χρωµατογραφίας βαρύτητας 

πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας ως υλικό πλήρωσης της στήλης γέλη πυριτίου 

κανονικής φάσης Kieselgel 60Α flash (35-70 µΜ) της εταιρείας Merck. 

Οι χρωµατογραφικοί διαχωρισµοί εκχύλισης στερεής φάσης πραγµατοποιήθηκαν 

χρησιµοποιώντας προκατασκευασµένες στήλες γέλης πυριτίου αντίστροφης φάσης 

τύπου SEP-PAK silica cartridge for rapid sample preparation της εταιρείας Waters 

Associates ή Chromafix της εταιρείας Macherey-Nagel. 

Οι χρωµατογραφικοί προσδιορισµοί TLC πραγµατοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας 

πλάκες αλουµινίου µε επίστρωση Kieselgel 60 G/UV254 (20 x 20 cm, πάχους 0,2 mm) 

της εταιρείας Macherey-Nagel. Μετά την ανάπτυξη τους σε κατάλληλο σύστηµα 

διαλυτών, οι πλάκες ελέγχονταν σε λάµπα υπεριώδους φωτός (UV) στα 254 nm και 

365 nm και οι κηλίδες ανιχνεύονταν ύστερα από ψεκασµό µε διάλυµα 5% H2SO4 σε 

MeOH και θέρµανση της πλάκας στους 100°C για περίπου 2 min. 

Οι διαλύτες cHex, EtOAc, CH2Cl2 και MeOH ήταν καθαρότητας A.R. της εταιρείας 

LAB-SCAN Analytical Sciences, οι οποίοι πριν από τη χρήση τους αποστάχθηκαν. Ο 

διαλύτης MeCN ήταν καθαρότητας HPLC της εταιρείας LAB-SCAN Analytical 

Sciences. Όλοι οι διαλύτες πριν από τη χρήση τους σε χρωµατογραφικούς 

διαχωρισµούς HPLC διηθήθηκαν υπό κενό και απαερώθηκαν. 

Η λήψη των φασµάτων NMR χρησιµοποιήθηκε CDCl3 χωρίς εσωτερικό πρότυπο της 

εταιρείας Aldrich-Sigma Chemical Company. 

Το Η2Ο που χρησιµοποιήθηκε ήταν απεσταγµένο που στη συνέχεια διηθήθηκε µέσω 

συστήµατος ρητινών. 
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2.3. Θρεπτικά υποστρώµατα και διαλύµατα  

2.3.1. Θρεπτικό υπόστρωµα γλυκερόλης-αργινίνης (Glycerol - Arginine Agar, m-

GAA) (Kontro και συνεργάτες, 2005) τροποποιηµένο ως ακολούθως (g l-1): 

γλυκερόλη 12,5, τρυπτόνη 5,0, K2HPO4 1,0, NaCl 1,0, MgSO4 7H2O 0,5, άγαρ 15,0 

και 1 ml από τα διαλύµατα Fe2(SO4)3 1,0 Μ, CuSO4 0,1 Μ, ZnSO4 0,1 Μ, MnSO4 0,1 

Μ. Ρύθµιση pH πριν την αποστείρωση στο 7,8. 

2.3.2. Τροποποιηµένο θρεπτικό υπόστρωµα τρυπτόνης, εκχυλίσµατος ζύµης και 

γλυκόζης (Modified Tryptone -Yeast extract - Glucose Agar, TYGA) (Kontro και 

συνεργάτες, 2005). Περιέχει (g l-1): γλυκόζη 1,0, τρυπτόνη 5,0, K2HPO4 1,0, NaCl 

1,0, MgSO4 7H2O 0,5, άγαρ 15,0 και 1 ml από τα διαλύµατα  Fe2(SO4)3 1,0 Μ, 

CuSO4 0,1 Μ, ZnSO4 0,1 Μ, MnSO4 0,1 Μ. Ρύθµιση pH πριν την αποστείρωση στο 

7,8. 

2.3.3. Θρεπτικό υπόστρωµα Marine Agar 2216 (Difco). Περιέχει (g l-1): εκχύλισµα 

ζύµης 1, τρυπτόνη 5, NaCl 19,45, άγαρ 15,0, κιτρικό σίδηρο 0,1, MgCl2 8,8, Na2SO4 

3,24, CaCl2 1,8, ΚCl 0,55, NaHCO3 0,16, KBr 0,08, SrCl2 0,034, H3BO3 0,022, 

Na2SiO3 0,004, NaF 0,0024, NH4NO3 0,0016, Na2HPO4 0,008, pH 7.6 ± 0,2. 

2.3.4. ∆ιάλυµα αλάτων Ringer, (Wellington και συνεργάτες, 1990).  Περιέχει (g l-1 ): 

NaCl 2,15, KCl 0,15, CaCl2 0,075, K2HPO4 0,5.  

2.6.5. ∆ιάλυµα γλυκερόλης 30% (w/v) για συντήρηση µικροοργανισµών (Wellington 

και Williams, 1978). 

2.3.6. Θρεπτικό Άγαρ (NA), για ανάπτυξη ετερότροφων βακτηρίων (Atlas, 1993). 

Περιέχει (g l-1): πεπτόνη 5,0, εκχύλισµα κρέατος 1,0, εκχύλισµα ζύµης 2,0, NaCl 5,0 - 

άγαρ 15,0, pH 7,4 ± 0,2. 

2.3.7. Θρεπτικό υπόστρωµα ∆εξτρόζης Πατάτας (PDA) για ανάπτυξη µυκήτων. 

Περιέχει (g l-1 εγχύµατος πατάτας): γλυκόζη 20,0, άγαρ 15,0. Το εκχύλισµα πατάτας 

παρασκευάστηκε µετά τον βρασµό 200 g από καθαρισµένες και κοµµένες πατάτες σε 

1000 ml νερό για µία ώρα και το πέρασµα από λεπτό ηθµό. 

2.3.8. Θρεπτικό υπόστρωµα εκχυλίσµατος Ζύµης (ΥΜ) για ανάπτυξη ζυµών. 

Περιέχει (g l-1): εκχύλισµα ζύµης 3,0, εκχύλισµα βύνης 3,0, πεπτόνη από σόγια 5,0, 

γλυκόζη 10,0, άγαρ 15,0. 
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2.3.9. Θρεπτικό υπόστρωµα Τρυπτόνης από Σόγια (TSA) για ανάπτυξη ετερότροφων 

βακτηρίων (Atlas, 1993). Περιέχει (g l-1): τρυπτόνη 15,0, πεπτόνη σόγιας 5,0, NaCl 

5,0, άγαρ 15,0, pH 7,3 ± 0,2. 

2.3.10. Θρεπτικό υπόστρωµα Iso SensiTest Agar (Οxoid CM047) για παθογόνους 

µικροοργανισµούς. Περιέχει (g l-1): υδρολυµένη καζεΐνη 11,0, πεπτόνη 3,0, γλυκόζη 

2,0, άµυλο 1,0, NaCl 3,0, Na2HPO4 2,0, CH3COONa 1,0, C3H9O6PMg 0,2, 

C12H22CaO14  0,1, CoSO4 0,001, CuSO4 0,001, ZnSO4 0,001, FeSO4 0,001, MnCl2 

0,002, C11H8O2 0,001, βιταµίνη Β12, C3H7NO2S 0,02, C11H12N2O2 0,02, βιταµίνη Β6 

0,003, βιταµίνη Β5 0,003, βιταµίνη Β3 0,003, βιταµίνη Β7 0,0003, θειαµίνη 0,00004, 

αδενίνη 0,01, γουανίνη 0,01, ξανθίνη 0,01, ουρακίλη 0,01, άγαρ 15,0, pH 7,4 ± 0,2. 

2.3.11. Υγρό θρεπτικό υπόστρωµα για ετερότροφους θαλάσσιους µικροοργανισµούς  

(habitat water media) (Muscholl-Silberhorn και συνεργάτες, 2008). Περιέχει (g l-1): 

εκχύλισµα ζύµης 1,0, τρυπτόνη 5,0, αποστειρωµένο και µετά από διύθηση µε ηθµό 

θαλασσινό νερό, pH 7,4 ± 0,2. 

2.3.12. Υγρό θρεπτικό υπόστρωµα Luria Bertani Broth για την ανάπτυξη 

βακτηριακών στελεχών. Περιέχει (g l-1): εκχύλισµα ζύµης 5,0, τρυπτόνη 10,0, NaCl 

5,0, pH 7,0.  

2.4.     Μοριακές µέθοδοι  

2.4.1. Αποµόνωση D9A από καθαρή καλλιέργεια βακτηρίων  

 

Η αποµόνωση DNA από καθαρή καλλιέργεια πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο των Haught και συνεργατών (1994). Το DNA των µικροοργανισµών 

αποµονώθηκε από κύτταρα που συλλέχθηκαν από στερεή καλλιέργεια. 

Μεταφέρθηκαν µε αποστειρωµένο κρίκο εµβολισµού σε φυγοκεντρικούς σωλήνες 

που περιείχαν 500 µl διαλύµατος Ringer και φυγοκεντρήθηκαν σε 13000×g για 10 

λεπτά.   

Στο  ίζηµα έγινε προσθήκη διαλύµατος λύσης (25 mM Tris, 25 mM EDTA,  10,3 % 

σακχαρόζη, 10 mg ml-1 λυσοζύµη) και ακολούθησε επώαση για 2 ώρες στους 37 °C. 

Στη συνέχεια προστέθηκε διάλυµα SDS 10 % και το µίγµα επωάστηκε στους 65 °C  

για 20 λεπτά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 10 λεπτά, στις 14.000 στροφές ανά 
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λεπτό, στους 15 °C. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε καθαρούς σωλήνες και έγινε 

προσθήκη διαλύµατος οξικού καλίου 5 M και άµεση µεταφορά των σωλήνων σε 

πάγο. Μετά από παραµονή 30 λεπτών, οι σωλήνες φυγοκεντρήθηκαν για 10 λεπτά 

στις 14.000 στροφές ανά λεπτό, στους 4 °C και έγινε µεταφορά του υπερκειµένου σε 

καθαρούς σωλήνες. Ακολούθησε καταβύθιση µε ισοπροπανόλη για 30 λεπτά στους 

21 °C και φυγοκέντρηση για 20 λεπτά, στις 13.000 στροφές ανά λεπτό, στους 4 °C. 

Στο ίζηµα προστέθηκε διάλυµα αιθανόλης 70 % και µετά από φυγοκέντρηση για 5 

λεπτά, στις 13.000 στροφές ανά λεπτό, στους 4 °C, το ίζηµα ξηράθηκε και 

αναδιαλύθηκε σε απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό. Το DNA που αποµονώθηκε 

ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 0,8 % και παρατηρήθηκε σε  υπεριώδη 

ακτινοβολία. 

 

2.4.2.1.  Αντίδραση BOX-PCR 

 

Οι BOX  αλληλουχίες είναι επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες στο βακτηριακό 

γονιδίωµα. Οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται στη BOX PCR αντίδραση στοχεύουν 

στις επαναλήψεις αυτές και µπορούν να χρησιµοποιηθούν για ταυτοποίηση 

σηµαντικών περιβαλλοντικών βακτηριακών ειδών σε επίπεδο στελέχους (Rademaker 

και συνεργάτες, 2004). Χρησιµοποιώντας τον εκκινητή BOX A1R 5’-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACC-3’ (Rademaker και De Bruijn, 1998) έγινε 

επιλεκτική ενίσχυση των περιοχών που βρίσκονται µεταξύ των στοιχείων BOX. Τα 

ενισχυµένα τµήµατα του DNA ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης και ο 

διαχωρισµός τους έδωσε την εικόνα ενός ραβδωτού κώδικα (bar code), µοναδικού για 

κάθε στέλεχος. Όλοι οι µικροοργανισµοί που έδωσαν το ίδιο πρότυπο θεωρήθηκαν ως 

το ίδιο στέλεχος.  

Η σύσταση του µείγµατος που χρησιµοποιήθηκε για κάθε αντίδραση ήταν η εξής: 

2,25 µl BOXA1R, 1,875 µl MgCl2 (Hy Test Ltd), 2,5 µl Buffer (Hy Test Ltd), 1,25 µl 

dNTPs (4 mM), 1,25 µl dMSO, 0,25 µl Taq DNA πολυµεράση (Hy Test Ltd), 2 µl 

DNA και 13,625 µl H2O.  

Η αντίδραση PCR ξεκίνησε µε επώαση των αντιδραστηρίων στους 95 oC για 10 min, 

ακολούθησαν 30 κύκλοι των 30 sec στους 94 oC, 1 min στους 52 oC και 6,5 min 

στους 65 oC. Η αντίδραση τερµατίστηκε µε ένα επιπλέον βήµα αποτελούµενο από 

επώαση 16 min στους 65 oC. Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR ηλεκτροφορήθηκαν 
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σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5 % το οποίο περιείχε 20 µl βρωµιούχου αιθιδίου για 5 h στα 

55 V και παρατηρήθηκαν σε υπεριώδη ακτινοβολία. Η αντίδραση PCR 

επαναλήφθηκε 3 φορές για κάθε αποµονωµένο στέλεχος. 

 

2.4.2.2. Στατιστική ανάλυση και οµαδοποίηση των προτύπων που    

             προκύπτουν από την αντίδραση ΒΟΧ-PCR  

Η οµαδοποίηση (cluster analysis) των διαφορετικών προτύπων βακτηριακού DNA 

όπως προκύπτουν από αντιδράσεις BOX-PCR µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε τη 

βοήθεια ειδικού λογισµικού. Η µέθοδος βασίζεται στη δηµιουργία µίας µήτρας 

συσσωρευτικής οµαδοποίησης δεδοµένων για την παραγωγή ενός δενδρογράµµατος 

το οποίο απεικονίζει τις αποστάσεις (που εκφράζονται σε συγγένεια ή µη) µεταξύ των 

διαφορετικών προτύπων. Η οµαδοποίηση γίνεται µε τη χρήση αλγορίθµων και είναι 

γνωστή ως UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Η 

συσχέτιση των δειγµάτων πραγµατοποιείται µε τη βοήθεια συντελεστών που 

συγκρίνουν τα χαρακτηριστικά των προτύπων, ενώ οι µετρήσεις γίνονται µε 

πυκνοµετρικές καµπύλες περιγραφόµενες ως σειρές πυκνοµετρικών τιµών. Στις 

µετρήσεις περιλαµβάνονται ο αριθµός και η θέση των κορυφών των πυκνοµετρικών 

καµπύλων, η αναλογία των διαφορετικών σηµείων στα οποία απαντώνται οι κορυφές 

καθώς και το εµβαδόν της επιφάνειας που περικλείεται από τις καµπύλες αυτές 

(Rademaker και De Bruijn, 1997).  

Ένα από τα υπολογιστικά προγράµµατα που χρησιµοποιούνται ευρέως για τη 

συσχέτιση προτύπων που προέρχονται από αντιδράσεις BOX-PCR είναι το 

GelCompar (Vauterin και Vauterin, 1992) µε το οποίο είναι εφικτή η κανονικοποίηση 

γενετικών αποτυπωµάτων DNA προερχόµενων από ηλεκτροφορήσεις διαφορετικών 

πηκτωµάτων αγαρόζης ίδιου µεγέθους (Schneider και De Bruijn, 1996). Στα 

δενδρογράµµατα που παράγονται µε το πρόγραµµα GelCompar, η µέτρηση των 

αποστάσεων µεταξύ των προτύπων υπολογίζεται γραµµικά (Ευκλείδειος απόσταση), 

ενώ για τη συσχέτιση των τιµών χρησιµοποιείται ο συντελεστής οµοιότητας Pearson. 

Ο συντελεστής αυτός περιλαµβάνει τόσο τον συντελεστή Jaccard (εκφράζει την 

αντιστοιχία µεταξύ των ζωνών) όσο και τις διαφορές των σχετικών τιµών εµβαδού 

της επιφάνειας που περικλείεται κάτω από κάθε ζώνη, ενώ δεν εξαρτάται από τις 

σχετικές συγκεντρώσεις των ζωνών και δεν επηρεάζεται από κηλίδες στον φόντο 
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(θορύβους), µε αποτέλεσµα να θεωρείται ιδανικός για αναλύσεις προτύπων που 

παράγονται από αντιδράσεις BOX-PCR (Rademaker και De Bruijn, 1997). 

Στην παρούσα εργασία τα πρότυπα των αποµονωµένων στελεχών, οµαδοποιήθηκαν 

µε τη χρήση του προγράµµατος GelCompar, εφαρµόζοντας τη µέθοδο UPGMA και 

χρησιµοποιώντας τον συντελεστή Pearson. Ως κριτήριο για την οµαδοποίηση των 

προτύπων BOX θεωρήθηκε το µικρότερο ποσοστό οµοιότητας που παρατηρήθηκε 

από τη σύγκριση 3 προτύπων του ίδιου στελέχους, όπως προέκυψαν από 3 

διαφορετικές αντιδράσεις BOX-PCR που έγιναν προκειµένου να διαπιστωθεί η 

επαναληψιµότητα της µεθόδου (cut off value ≥ 65 %).  

Στα διαφορετικά πρότυπα BOX-PCR που προέκυψαν σε συνδυασµό µε το εύρος της 

αντιµικροβιακής τους δράσης (σε εκατοστά) ενάντια σε καθέναν από τους 

µικροβιακούς δείκτες, έγινε οµαδοποίηση µε χρήση του αλγόριθµου Ward, 

προκειµένου να οµαδοποιηθούν τα δεδοµένα µε τον καλύτερο τρόπο και να 

ελαχιστοποιηθεί  η απώλεια πληροφορίας (Saracli και συνεργάτες, 2013). Με βάση το 

δενδρόγραµµα που προέκυψε, έγινε περαιτέρω οµαδοποίηση των δεδοµένων µε 

µεθόδους πολυµεταβλητής στατιστικής όπως η πολυδιάστατη κλιµακοποίηση 

(Multidimensional Scaling) και ανάλυση κύριων συνιστωσών Principal Components 

Analysis).  

2.4.3. Ενίσχυση του 16S rD9A γονιδίου των πολυενεργών στελεχών  

Γενωµικό DNA από τα επιλεγµένα βακτηριακά στελέχη χρησιµοποιήθηκε για την 

ενίσχυση του τµήµατος 8 – 1510 (αρίθµηση κατά E. coli) του 16S rDNA γονιδίου µε 

τη βοήθεια των εκκινητικών µορίων pA (Edwards και συνεργάτες, 1989) και R1492 

(Heuer και συνεργάτες, 1997). Οι αλληλουχίες των ολιγονουκλεοτιδίων ήταν οι 

ακόλουθες: pA 5´ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´, ποσοστό GC 50%, Τm = 

51,8 ºC και R1492 5´ -TACGGYTACCTTGTTACGACT-3´, ποσοστό GC 43,2 %, 

Τm = 51,1 - 53 ºC. 

Η σύσταση του µείγµατος της αντίδρασης PCR η οποία χρησιµοποιήθηκε για κάθε 

αντίδραση των 50 µl ήταν η εξής : 50 ng γενωµικού DNA, 1x Reaction Buffer,        

2,5 mM MgCl2, 20 pmoles pA, 20 pmoles R1492, 0,25 mM dNTPs (το καθένα), 4% 

(v/v) DMSO, 1,25 Unit Taq DNA πολυµεράση (Biotools England), νερό προς έγχυση 

µέχρι όγκο 50 µl.  
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Το πρόγραµµα της αντίδρασης περιλαµβάνει: ένα αρχικό στάδιο 3 λεπτών στους       

95 °C, στη συνέχεια ακολουθήθηκε από 35 κύκλους που περιλαµβάνουν 30 

δευτερόλεπτα σε θερµοκρασία αποδιάταξης στους  94 °C, 1 λεπτό σε θερµοκρασία  

56 °C, κατά το οποίο τα εκκινητικά µόρια σχηµάτισαν δεσµούς υδρογόνου στις 

κατάλληλες θέσεις των µορίων DNA και 1,5 λεπτό στους 72 °C, όπου σχηµατιστήκαν 

οι νέες πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες. Ακολούθησε ένα τελικό βήµα στους 72 °C για 

5 λεπτά. Τελικά, τα προϊόντα του PCR µε αναµενόµενο µέγεθος 1484 βάσεις, 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2 % (w/v) και ακολούθησε παρατήρηση 

σε υπεριώδη ακτινοβολία. Στη συνέχεια, τα προϊόντα καθαρίστηκαν από το πήκτωµα 

µε Nucleospin Extract PCR kit, (Macherey-Nagel, Germany) και αλληλουχήθηκαν µε 

τη χρήση του εκκινητή και του πακέτου BigDye terminator 3.1, ενώ αναλύθηκαν σε 

αυτόµατο αλληλουχητή ABI 3700 (Applied Biosystems).    

2.4.4. Ανίχνευση του υπεύθυνου γονιδίου για τη σύνθεση µη        

          ριβοσωµικών πεπτιδίων  

 

Η ανίχνευση των υπεύθυνων γονιδίων για τη σύνθεση µη ριβοσωµικών πεπτιδίων από 

µη ριβοσωµικές συνθετάσες (NRPS), έγινε µε την ενίσχυση της περισσότερο 

συντηρηµένης περιοχής του γονιδίου. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα 

ζεύγη εκφυλισµένων εκκινητών (Πίν. 2.3.) προκειµένου να ενισχυθεί η αδενυλική 

δοµική περιοχή (Α) των NRPS, σύµφωνα µε τους Zhang και συνεργάτες, 2009.  

Η σύσταση του µείγµατος της αντίδρασης PCR η οποία χρησιµοποιήθηκε για κάθε 

αντίδραση των 50 µl ήταν η εξής: 5 µl  Reaction Buffer 1x, 2 µl MgCl2 50 mM,  

5 µl DMSO 100%, 1 µl dNTPs Mix 10 mM το καθένα, 2 µl από τον κάθε εκκινητή 

100 mM, 0.25 µl Unit Taq DNA πολυµεράση (Biotools, Spain) και 50 – 100 ng 

γενωµικού DNA.  

Το πρόγραµµα της αντίδρασης περιλαµβάνει: ένα αρχικό στάδιο 5 λεπτών στους  

94 °C, στη συνέχεια ακολουθήθηκε από 35 κύκλους που περιλαµβάνουν 1 λεπτό σε 

θερµοκρασία αποδιάταξης στους 94 °C, 1 λεπτό σε θερµοκρασία 55 °C, κατά το 

οποίο τα εκκινητικά µόρια σχηµάτισαν δεσµούς υδρογόνου στις κατάλληλες θέσεις 

των µορίων DNA και 2 λεπτά στους 72 °C όπου σχηµατίστηκαν οι νέες 

πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες. Ακολούθησε ένα τελικό βήµα στους 72 °C για 10 
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λεπτά. Τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2 % (w/v) 

και ακολούθησε παρατήρηση σε υπεριώδη ακτινοβολία.      

Πίνακας 2.3. Ζεύγη εκφυλισµένων εκκινητών για την ανίχνευση της συντηρηµένης περιοχής 

(A) του γονιδίου NRPS 

 

  

Εκκινητές γονιδίου 9RPS 

 

Αλληλουχία 

MTF   5′-GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC-3′ 

MTR 5′-CCNCGDATYTTNACYTG-3′ 

NS1  5′-CAACCCCTATGCCTT TTGAA-3′ 

NS2 5′-TAAACAACCCATGCTCCACA-3′ 

NP1  5′-CCTAATTCAATACGAAAACCACG 

AADYTTNAYYTG-3′ 

NP2 5′-TGTATGTTATTTATACTTCT 

GGTTCTACTGGTMRNCCANARG G-3′ 

  

 

Τα προϊόντα µε µέγεθος 1000 βάσεις, καθαρίστηκαν από το πήκτωµα µε Nucleospin 

Extract PCR kit, (Macherey-Nagel, Germany) και κλωνοποιήθηκαν µε το πλασµίδιο 

pTZ57R/T (πακέτο TOPO TA Cloning® Kit, Version R) (Fermentas, USA). Οι 

θετικές αποικίες ελέγχθηκαν για το αν περιέχουν το σωστό προϊόν (1000 bp) µε 

αντίδραση PCR µε τη χρήση  του εκκινητή του πλασµιδίου M13/pUC F (5′-

GTTTTCCCAGTCACGAC-3′). Οι θετικοί κλώνοι µεταφέρθηκαν σε υγρό θρεπτικό 

υπόστρωµα LB (§ 2.3.12), εµπλουτισµένο µε αντιβιοτικό Αµπικυλίνη 100 ng/ml, 

επωάστηκαν στους 37 °C για 12 ώρες και ακολούθησε εξαγωγή πλασµιδίου σύµφωνα 

µε το kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). Η αλληλούχιση των κλώνων έγινε 

µε τη χρήση του εκκινητή M13/pUC F και του πακέτου BigDye terminator 3.1, ενώ 

αναλύθηκαν σε αυτόµατο αλληλουχητή ABI 3700 (Applied Biosystems). 

2.4.5. Ανίχνευση του υπεύθυνου γονιδίου για τη σύνθεση     

          πολυκετιδίων  
 

Η ανίχνευση των υπεύθυνων γονιδίων για τη σύνθεση πολυκετιδίων από 

πολυκετιδικές συνθετάσες (PKS), έγινε µε την ενίσχυση της περισσότερο 
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συντηρηµένης περιοχής του γονιδίου. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν τα ακόλουθα 

ζεύγη εκφυλισµένων εκκινητών (Πίν. 2.4.) προκειµένου να ενισχυθεί η κετο-

συνθετάση (KS) των PKS, σύµφωνα µε τους Zhang και συνεργάτες, 2008.  

Η σύσταση του µείγµατος της αντίδρασης PCR η οποία χρησιµοποιήθηκε για κάθε 

αντίδραση των 50 µl ήταν η εξής: 5 µl  Reaction Buffer 1x, 2 µl MgCl2 50 mM,  

5 µl DMSO 100%, 1 µl dNTPs Mix 10 mM το καθένα, 2 µl από τον κάθε εκκινητή 

100 mM, 0.25 µl Unit Taq DNA πολυµεράση (Biotools, Spain) και 50 – 100 ng 

γενωµικού DNA. 

Το πρόγραµµα της αντίδρασης περιλαµβάνει: ένα αρχικό στάδιο 5 λεπτών στους  

94 °C, στη συνέχεια ακολουθήθηκε από 35 κύκλους που περιλαµβάνουν 1 λεπτό σε 

θερµοκρασία αποδιάταξης στους 94 °C, 1 λεπτό σε θερµοκρασία 50 °C, κατά το 

οποίο τα εκκινητικά µόρια σχηµάτισαν δεσµούς υδρογόνου στις κατάλληλες θέσεις 

των µορίων DNA και 2 λεπτά στους 72 °C όπου σχηµατίστηκαν οι νέες 

πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες. Ακολούθησε ένα τελικό βήµα στους 72 °C για 10 

λεπτά. Τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2 % (w/v) 

και ακολούθησε παρατήρηση σε υπεριώδη ακτινοβολία. 

 

Πίνακας 2.4. Ζεύγη εκφυλισµένων εκκινητών για την ανίχνευση της συντηρηµένης περιοχής 

(KS) του γονιδίου PKS  

 

 

Εκκινητές γονιδίου PKS 

 

Αλληλουχία 

GBf    5′- RTRGAYCCNCAGCAICG-3′ 

GBr 5′-VGTNCCNGTGCCRTG-3′ 

GCf   5′-GCSATGGAYCCSCARCARCGSVT-3′ 

GCr  5′-GTSCCSGTSCCRTGSSCYTCSAC-3′ 

KSDPQQf  

 

5′-MGNGARGCNNWNSMNA   

    TGGAYCCNCARCANMG -3′ 

KSHGTGr  5′- GGRTCNCCNARNSWNGT 

     NCCNGTNCCRTG-3′ 

 

Τα προϊόντα µε µέγεθος 700 βάσεις καθαρίστηκαν από το πήκτωµα µε Nucleospin 

Extract PCR kit, (Macherey-Nagel, Germany) και κλωνοποιήθηκαν µε το πλασµίδιο 

pTZ57R/T (πακέτο TOPO TA Cloning® Kit, Version R) (Fermentas, USA). Οι 
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θετικές αποικίες ελέγχθηκαν για το αν περιέχουν το σωστό προϊόν (700 bp) µε 

αντίδραση PCR µε τη χρήση  του εκκινητή του πλασµιδίου M13/pUC F (5′-

GTTTTCCCAGTCACGAC-3′). Οι θετικοί κλώνοι µεταφέρθηκαν σε υγρό θρεπτικό 

υπόστρωµα LB (§ 2.3.12), εµπλουτισµένο µε αντιβιοτικό Αµπικυλίνη 100 ng/ml, 

επωάστηκαν στους 37 °C για 12 ώρες και ακολούθησε εξαγωγή πλασµιδίου σύµφωνα 

µε το kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel). Η αλληλούχιση των κλώνων έγινε 

µε τη χρήση του εκκινητή M13/pUC F και του πακέτου BigDye terminator 3.1, ενώ 

αναλύθηκαν σε αυτόµατο αλληλουχητή ABI 3700 (Applied Biosystems).     

 

2.4.6. Σύγκριση των αλληλουχιών 16S rR9A, 9RPS και PKS  

          

Η φυλογενετική ανάλυση του γονιδίου 16S rDNA έγινε µε τη σύγκριση των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών µε ήδη γνωστές αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων 

NCBI (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) µε το πρόγραµµα blastn (Standard 

Nucleotide Basic Local Alignment Tool). Το φυλογενετικό δέντρο κατασκευάστηκε 

χρησιµοποιώντας τη µέθοδο πολλαπλής ευθυγράµµισης MUSCLE του προγράµµατος 

MEGA 6 (Tamura και συνεργάτες, 2013). Εφαρµόστηκε η µέθοδος της Γειτνίασης 

(Neighbor Joining) σύµφωνα µε το µοντέλο 2 παραµέτρων Kimura. Η στατιστική 

υποστήριξη της τοπολογίας του φυλογενετικού δέντρου προσεγγίστηκε µε τη µέθοδο 

bootstraps µε 1000 επαναλήψεις. Oι αλληλουχίες 16S rRNA κατατέθηκαν στη βάση 

δεδοµένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών EMBL (http://www.ebi.ac.uk/ena/) µε τους 

κωδικούς HG 764607 – HG 764648. 

Η φυλογενετική ανάλυση των γονιδίων PKS και NRPS έγινε µε τη σύγκριση των 

αµινοξικών αλληλουχιών, που προέκυψαν από τη µετάφραση των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών µε τη χρήση του προγράµµατος EXPACY (SIB Bioinformatics 

Resource Portal), µε ήδη γνωστές αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων NCBI 

(GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) µε το πρόγραµµα blastp (Standard Protein 

Basic Local Alignment Tool). Τα 2 φυλογενετικά δέντρα που προέκυψαν, 

κατασκευάστηκαν χρησιµοποιώντας τη µέθοδο πολλαπλής ευθυγράµµισης MUSCLE 

του προγράµµατος MEGA 6 (Tamura και συνεργάτες, 2013). Εφαρµόστηκε η 

µέθοδος της Γειτνίασης (Neighbor Joining) σύµφωνα µε το πρότυπο Poisson και η 

στατιστική υποστήριξη της τοπολογίας του φυλογενετικού δέντρου προσεγγίστηκε µε 



70 
 

τη µέθοδο bootstraps µε 1000 επαναλήψεις. Oι αλληλουχίες των γονιδίων PKS και 

NRPS κατατέθηκαν στην GenBank µε τους κωδικούς KM186546 – KM186570.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1.  Μικροβιακή ποικιλότητα του υποθαλάσσιου ηφαιστείου       

 Κολούµπο 
 

     α)    Μεσόφιλα βακτήρια του Κολούµπο  

 
Από το υδροθερµικό πεδίο του υποθαλάσσιου ηφαιστείου Κολούµπο, συλλέχθηκαν 

δείγµατα όπως περιγράφεται προηγουµένως (§ 2.2.1.1.), προκειµένου να γίνει 

προσπάθεια αποµόνωσης µεσόφιλων µικροοργανισµών. Αποµονώθηκαν συνολικά 

832 αερόβια ετερότροφα βακτήρια εκ των οποίων 644 από το ίζηµα και 188 από την 

καµινάδα (Εικ. 3.1.). Από τα 644 που ανακτήθηκαν από το ίζηµα, το 34 % 

αποµονώθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα Marine Agar (§ 2.3.3) και το 66 % σε 

θρεπτικό υπόστρωµα TYGΑ (§ 2.3.2). Από τα 188 στελέχη που ανακτήθηκαν από το 

δείγµα καµινάδας, το 50 % αποµονώθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα Marine Agar, το 

19 % σε θρεπτικό υπόστρωµα TYGA και 31 % από το τροποποιηµένο θρεπτικό 

υπόστρωµα Glycerol-Arginine Agar (m-GAA) (§ 2.3.1) (Eικ. 3.2.).  

 

 

 

Εικόνα 3.1. Μερικές από τις αποικίες βακτηριακών στελεχών, αποµονωµένων από τα 

δείγµατα ιζήµατος (Α-∆) και καµινάδας (Ε-Θ).  
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Eικόνα 3.2. Αριθµός αποµονωθέντων στελεχών από ίζηµα και καµινάδα µε τη χρήση των 3 

διαφορετικών θρεπτικών υποστρωµάτων Marine Agar, TYGA και τροποποιηµένο GAA (m-

GAA). 

β) ∆ιάκριση και οµαδοποίηση των αποµονωθέντων στελεχών  
 
Οι αποµονώσεις που προέκυψαν από όλα τα δείγµατα, οµαδοποιήθηκαν µε τη µέθοδο 

της αντίδρασης BOX-PCR. Η µέθοδος αυτή απέδωσε σε διαχωριστική ικανότητα των 

αποµονωθέντων στελεχών σε επίπεδο στελέχους. Τα πρότυπα που προέκυψαν είχαν 

από 3 έως 22 ζώνες µε µέγεθος από 200 bp έως 10 kb. Από την οµαδοποίηση των 832 

προτύπων BOX προέκυψαν 230 διαφορετικές αλληλουχίες BOX που αντιστοιχούν σε 

230 διαφορετικά στελέχη (Εικ. 3.3.). Η πλειονότητα των διαφορετικών προτύπων 

απαντήθηκε κυρίως µία µόνο φορά (89 στελέχη), ενώ οι οµάδες που περιλάµβαναν   

≥ 10 πρότυπα απαντήθηκαν 1 ή 2 φορές (Εικ. 3.4.). 

Οι µεγαλύτερες οµάδες περιλάµβαναν 20, 21, 24, 29 και 47 πρότυπα αντίστοιχα, τα 

οποία αντιστοιχούσαν σε στελέχη αποµονωµένα εξ’ ολοκλήρου ή κυρίως από το 

δείγµα ιζήµατος, ενώ κανένα από τα µεγαλύτερα clusters δεν περιείχε στελέχη που 

αποµονώθηκαν από ένα µόνο είδος εκλεκτικού θρεπτικού υποστρώµατος. Εκτός από 

τα στελέχη που παρουσίασαν µοναδικά πρότυπα, πολλές ήταν οι οµάδες που 

περιείχαν µόνο 2 ίδια πρότυπα (59 οµάδες), οµάδες 3 προτύπων (20 οµάδες), 17 

οµάδες από 4 πρότυπα το καθένα, 12 οµάδες  από 5 στελέχη κ.ο.κ.               
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Εικόνα 3.3. Από αριστερά προς τα δεξιά: α) µε µωβ χρώµα διακρίνονται όλες οι οµάδες 

αποτελούµενες από περισσότερα των 2 πρότυπα όπως προέκυψαν από την οµαδοποίηση των 

προτύπων BOX µε τη µέθοδο UPGMA χρησιµοποιώντας τον συντελεστή Pearson και Cut 

Off Value 65 %. β) τα αντίστοιχα 832 πρότυπα αλληλουχίας BOX, προσαρµοσµένα στον ίδιο 

µοριακό µάρτυρα, µε τονισµένες τις ενισχυµένες περιοχές DNA ανάµεσα στα στοιχεία BOX. 

γ) Με κίτρινο χρώµα αντιπροσωπεύονται τα 230 στελέχη που θεωρήθηκαν διαφορετικά 

πρότυπα, µε µπλε χρώµα τα υπόλοιπα που αποτελούν τα µέλη καθεµίας από τις 

σχηµατιζόµενες οµάδες. δ) Αναγράφονται οι κωδικοί των στελεχών. 
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Εικόνα 3.4. ∆ιάγραµµα συσχέτισης των οµάδων που σχηµατίστηκαν από την ανάλυση των 

αλληλουχιών BOX και του αριθµού προτύπων BOX που αντιστοιχούν σε κάθε οµάδα.  

3.1.γ. Ταυτοποίηση βακτηριακών στελεχών βάσει της ανάλυσης    

            αλληλουχίας του 16S rD9A γονιδίου  

Οι αλληλουχίες των πολυενεργών στελεχών συγκρίθηκαν µε αλληλουχίες αναφοράς 

(16S rDNA reference sequences) που έχουν κατατεθεί στη βάση δεδοµένων 

GenBank, µε εξαίρεση τις αλληλουχίες από µη καλλιεργηµένα δείγµατα. Για την 

αντίδραση αλληλούχισης χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής R1492 (reverse). Κατά τη 

ευθυγράµµιση όλα τα στελέχη παρουσίασαν υψηλή οµοιότητα µε αλληλουχίες 

στελεχών κάποιες από τις οποίες είναι θαλάσσιας προέλευσης και αναγράφονται στον 

Πίνακα 3.1. Τα 42 στελέχη τα οποία ταυτοποιήθηκαν µοριακά βρέθηκαν να ανήκουν 

σε δύο φύλα και συγκεκριµένα στο φύλο Proteobacteria (γένη Pseudomonas, 

Halomonas και Loktanella) (αρνητικά κατά Gram) και στο φύλο Firmicutes γένος 

Bacillus (θετικά κατά Gram). Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας εµφάνισαν 

κοινά στοιχεία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα όσον αφορά στα αερόβια και 

ετερότροφα στελέχη που έχουν αποµονωθεί από υδροθερµικά πεδία τόσο ρηχής όσο 

και βαθιάς θάλασσας (Thornburg και συνεργάτες, 2010), (Mohandass και συνεργάτες, 

2012).   
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Πίνακας 3.1. Αποτελέσµατα της ευθυγράµµισης των αλληλουχιών των πολυενεργών 

στελεχών µε τον αλγόριθµο BLAST. 

Κωδικός 

στελέχους 

 

Αριθµός κατάθεσης  

στην τράπεζα GenBank 

 

Μικροοργανισµός µε τη µεγαλύτερη  

φυλογενετική συγγένεια 

Μέγιστη 

οµοιότητα 

% 

S446 HG764632 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,8% 

S250 HG764623 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,8% 

S610 HG764641 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

C764 HG764647 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,8% 

C 47 HG764611 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

S601 HG764639 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

C705 HG764645 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

S 38 HG764610 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

S595 HG764638 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,9% 

S463 HG764635 Bacillus pumilus NR_043242.1 100% 

C126 HG764618 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,9% 

S104 HG764616 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,9% 

S 36 HG764609 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,9% 

S264 HG764625 Bacillus pumilus NR_043242.1 99,9% 

S252 HG764624 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,8% 
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.1.) 

S 71 HG764613 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,8% 

S 30 HG764608 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,8% 

S278 HG764626 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,8% 

S163 HG764620 Bacillus pumilus  NR_043242.1 99,0% 

S286 HG764627 Bacillus pumilus  NR_043242.1 98% 

S301 HG764629 Bacillus pumilus  NR_043242.1 98% 

S572 HG764637 Bacillus licheniformis  NR_074923.1 99,9% 

S336 HG764630 Bacillus licheniformis  NR_074923.1 99,8% 

S122 HG764617 Bacillus licheniformis  NR_074923.1 99,8% 

C799 HG764648 Bacillus megaterium   NR_074290.1 99,5% 

C701 HG764644 Bacillus safensis   NR_041794.1 100% 

S141 HG764619 Bacillus safensis NR_041794.1 99,9% 

S 99 HG764615 Bacillus safensis NR_041794.1 99,9% 

S 396 HG764631 Bacillus safensis NR_041794.1 99,9% 

S 93 HG764614 Brevibacterium halotolerans NR_042638.1 99,8% 

C816 HG764643 Bacillus subtilis NR_075005.1 100% 

C737 HG764646 Bacillus subtilis NR_075005.1 99,9% 

S638 HG764642 Bacillus subtils  NR_075005.1 100% 
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.1.) 

S652 HG764607 Bacillus subtilis  NR_075005.1 99,7% 

S604 HG764640 Bacillus halmapalus  NR_026144.1 99,5% 

C54 HG764612 Loktanella hongkongensis  NR_029121.1 99,3% 

S453 HG764633 Halomonas sulfidaeris  NR_027185.1 99,9% 

S567 HG764636 Pseudomonas moraviensis  NR_043314.1 99,7 % 

S287 HG764628 Pseudomonas moraviensis  NR_043314.1 97 % 

S222 HG764622 Pseudomonas psychrotolerans  NR_042191.1 99,8 % 

S175 HG764621 Pseudomonas moraviensis  NR_074599.1 99,5 % 

S461 HG764634 Pseudomonas moraviensis  NR_074599.1 99,6 % 

 
 

Φύλο Proteobacteria 

 

7 στελέχη ταξινοµήθηκαν στο φύλο Proteobacteria και συγκεκριµένα 1 στέλεχος στην 

κλάση α-Proteobacteria και 6 στελέχη στην κλάση γ-Proteobacteria. Το στέλεχος που 

ανήκει στα α-Proteobacteria εµφάνισε υψηλή οµοιότητα 99,3% µε το είδος Loktanella 

hongkongensis. Τα βακτήρια που ανήκουν στο γένος Loktanella, υπάγονται στον 

κλάδο Roseobacter, της κλάσης των α-πρωτεοβακτηρίων. 

Το 1 από τα 6 στελέχη που ανήκουν στα γ-Proteobacteria, εµφάνισε 99,9% 

οµοιότητα µε το είδος Halomonas sulfidaeris (οικογένεια Halomonadaceae, γένος 

Halomonas). Τα υπόλοιπα 5 στελέχη ανήκουν στην οικογένεια Pseudomonadaceae, 

γένος Pseudomonas. 1 από τα στελέχη αυτά εµφάνισε 99,8% οµοιότητα µε το είδος 

Pseudomonas psychrotolerans και τα υπόλοιπα 4 εµφάνισαν οµοιότητα 97, 99,5, 99,6 

και 99,7% µε το είδος Pseudomonas moraviensis.  
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Φύλο Firmicutes 

Από τα 42 στελέχη, τα 35 ανήκουν στο φύλο Firmicutes και συγκεκριµένα στην 

οικογένεια Bacillaceae, γένος Bacillus. Τα 35 αυτά στελέχη διαχωρίστηκαν 

φυλογενετικά σε 7 διακριτές οµάδες οι οποίες διέφεραν στην αλληλουχία του 16S 

rRNA γονιδίου τους. Η 1η οµάδα αποτελείται από 21 στελέχη, τα οποία εµφάνισαν 

οµοιότητα από 98 έως 100 % µε το είδος Bacillus pumilus. H 2η οµάδα περιλαµβάνει 

4 στελέχη και παρουσίασε οµοιότητα 99,9 - 100 % µε το είδος Bacillus safensis. Η 3η 

οµάδα αποτελείται από 4 στελέχη τα οποία εµφάνισαν υψηλά ποσοστά οµοιότητας 

99,7-100% µε το είδος Bacillus subtilis. Η 4η οµάδα περιλαµβάνει 3 στελέχη τα οποία 

παρουσίασαν οµοιότητα 99,8 και 99,9% µε στέλεχος του είδους Bacillus 

licheniformis. Η 5η οµάδα αποτελείται από 1 στέλεχος το οποίο εµφάνισε οµοιότητα 

99,5% µε στέλεχος του του είδους Bacillus megaterium, η 6η οµάδα αποτελείται από 

1 στέλεχος το οποίο εµφάνισε οµοιότητα 99,5% µε το είδος Bacillus halmapalus και 

η 7η περιλαµβάνει 1 στέλεχος µε οµοιότητα 99,8% µε το είδος Brevibacterium 

halotolerans. 

3.1.δ. Τιµές ειδικού ρυθµού αύξησης (µmax) και χρόνου διπλασιασµού   

          (td) κλειστής καλλιέργειας των 42 επιλεγµένων στελεχών  

 
Ο ειδικός ρυθµός αύξησης κι ο χρόνος διπλασιασµού κλειστής καλλιέργειας 

υπολογίστηκαν για καθένα από τα ταυτοποιηµένα στελέχη και οι τιµές του µmax 

οµαδοποιήθηκαν ανά είδος (Πίν. 3.2.) 

 

Πίνακας 3.2. Τιµές του ειδικού ρυθµού αύξησης µmax των ταυτοποιηµένων στελεχών καθώς 

και του χρόνου διπλασιασµού καλλιέργειας td κατά αύξοντα αριθµό µεταξύ στελεχών του 

ίδιου είδους. 

Είδος Στελέχους Κωδικός Στελέχους µmax (h-1) td (h) 

Bacillus pumilus S446 2,6  0,3  

 S595 2,6 0,3  

 S250 2,4  0,3  

 S71 2,2  0,3  

 S301 1,9 0,4  
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.2.) 

Bacillus pumilus S252 1,9 0,4  

 S278 1,8  0,4  

 S601 1,4 0,5 

 S610 1,2 0,6 

 C764 1,1 0,6 

 S163 1,1 0,6 

 C705 1,1 0,7 

 S286 1,0 0,7 

 S30 1,0 0,7  

 S463 1,0 0,7  

 S104 1,0 0,7  

 S38 0,9 0,7  

 C126 0,9 0,8  

 C47 0,9  0,8  

 S36 0,9 08  

 S264 0,7 1,0  

    

Bacillus 

licheniformis S572 1,3 0,5  

 S336 1,2 0,6  

 S122 0,8 0,9  

    

Bacillus safensis S99 2,4 0,3  

 C701 1,4 0,5  

 S141 1,0 0,7  

 S396 0,8 0,9  

    

Bacillus subtilis C737 0,9  0,8 

 C816 0,8  0,9 

 S638 0,7  1,0 

 S652 0,5  1,3  



90 
 

(Συνέχεια του Πίνακα 3.2.) 

Bacillus 

halmapalus 
S604 1,0 0,7 

Brevibacterium 

halotolerans S93 1,0 0,7 

Bacillus 

megaterium C799 0,7 1,0 

Loktanella 

hongkongensis C54 0,8 0,9 

    

Halomonas 

sulphidaeris S453 0,7 0,9 

Pseudomonas 

psychrotolerans S222 1,0 

0,7  

Pseudomonas 

moraviensis S287 1,1 0,7 

 S461 0,9 0,8  

 S567 0,4 1,9  

 S175 0,3 2,0 

 

O ειδικός ρυθµός αύξησης µmax των στελεχών που ανήκουν στο γένος Bacillus είχε 

τιµές από 0,5 h-1  (B. subtilis, στέλεχος S652) ως 2,6 h-1  (B. pumilus, στελέχη S446 

και S595) µε χρόνους διπλασιασµού καλλιέργειας td 1,3 h και 0,3 h αντίστοιχα. Όσον 

αφορά στα πρωτεοβακτήρια, τόσο η µικρότερη όσο και η µεγαλύτερη τιµή του µmax 

και του χρόνου διπλασιασµού της καλλιέργειας παρατηρήθηκαν στα στελέχη S287 

και S175 του είδους Pseudomonas moraviensis µε td 0,7 h και 2,0 h αντίστοιχα. 

3.1.ε. Παραγωγή βιοενεργών ενώσεων από τα 230 µοναδικά στελέχη  

 
Από τα 230 µοναδικά στελέχη που εξετάστηκαν, τα 41 στελέχη δεν ανέστειλαν την 

ανάπτυξη σε κανέναν από τους 18 µικροβιακούς δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν. Τα 

υπόλοιπα 189 στελέχη (82 %) εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε 

τουλάχιστον έναν µικροβιακό δείκτη. Συγκεκριµένα, 34 στελέχη ανέστειλαν την 

ανάπτυξη 1 µικροβιακού δείκτη, 33 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 2 µικροβιακών 
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δεικτών, 30 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 3 µικροβιακών δεικτών,  30 στελέχη 

ανέστειλαν την ανάπτυξη 30 µικροβιακών δεικτών, 21 στελέχη ανέστειλαν την 

ανάπτυξη 5 µικροβιακών δεικτών, 21 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 6 

µικροβιακών δεικτών, 9 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 7 µικροβιακών δεικτών, 6 

στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 8 µικροβιακών δεικτών, 3 στελέχη ανέστειλαν την 

ανάπτυξη 9 µικροβιακών δεικτών και 2 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 10 

µικροβιακών δεικτών (Εικ. 3.5.). 

Από τα 189 στελέχη µε αντιµικροβιακή δράση, τα 24 στελέχη ανέστειλαν την 

ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών, τα 3 στελέχη ανέστειλαν την 

ανάπτυξη αρνητικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών και τα 26 στελέχη ανέστειλαν 

την ανάπτυξη νηµατοειδών µηκύτων και ζυµών.  

5 στελέχη εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε αρνητικούς κατά Gram 

βακτηριακούς δείκτες και νηµατοειδείς µύκητες ή/και ζύµες. 6 στελέχη ανέστειλαν 

την ανάπτυξη θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών. 69 στελέχη 

εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες και νηµατοειδείς µύκητες ή/και ζύµες. 56 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 

θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών και νηµατοειδών µυκήτων 

ή/και ζυµών.  

Τα αποτελέσµατα για την ανίχνευση αντιµικροβιακής δράσης των 230 µοναδικών 

στελεχών παραθέτονται στον Πίνακα 3.3. που ακολουθεί. Από τον παραπάνω Πίνακα 

φαίνεται ότι ανιχνεύθηκε αντιµικροβιακή δράση ενάντια και  στους 18 µικροβιακούς 

δείκτες που εξετάστηκαν. Από τα 189 στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη των 

παραπάνω δεικτών, διαφορετικό ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης ανιχνεύθηκε 

ενάντια σε καθέναν ξεχωριστά από τους δείκτες (Εικ. 3.5.). Συγκεκριµένα, όσον 

αφορά στην αντιµικροβιακή δράση ενάντια στους θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες, 19 % των στελεχών ανέστειλαν την ανάπτυξη του βακτηρίου Bacillus 

subtilis, 33 % των στελεχών ανέστειλε την ανάπτυξη των ακτινοβακτηρίων 

Micrococcus luteus και Kocuria rhizophila, 36,5 % από τα 189 στελέχη εµφάνισε 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον δείκτη Staphylococcus aureus, 25 % ενάντια 

στον δείκτη Enterococcus faecalis και 42 % στον δείκτη Staphylococcus pneumoniae.  
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Πίνακας 3.3. Βιοενεργότητα των αποµονωθέντων στελεχών έναντι των 18 µικροβιακών δεικτών (η παύλα δηλώνει πως δεν παρατηρήθηκε αντιµικροβιακή 

δράση). 
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S1 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S3 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S30 3,8 ─   ─   2,2 2,8 ─   ─   ─   2,8 4,8 ─   2,4 ─   ─   ─   2,6 4,8 ─   

S32 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,1 ─   ─   ─   3,4 3,2 ─ 3,4 3,4 ─   ─   

S33 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 ─   ─   1,9 ─   ─   ─   ─   ─   

S34 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 ─   1,7 ─   ─   ─   ─   2,7 ─   ─   

S36 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   7,0 4,8 3,0 3,4 3,4 ─ 5,0 ─   ─ ─   

S38 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 4,6 2,0 2,1 2,0 2,6 4,0 2,0 ─ 2,0 

S39 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 3,0 3,2 ─   ─   ─   ─ ─ 3,0 ─ ─ 

S40 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S42 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,6 ─   ─   ─   
S43 2,3 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S44 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S46 1,4 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,5 1,8 ─   ─   

C47 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 5,5 4,3 ─ 1,7 1,9 ─ 1,9 3,1 ─ ─ 

S48 ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 2,0 ─   2,7 ─   ─   2,5 

S50 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,7 3,1 ─   ─   ─   2,1 ─ 4,7 ─   ─   ─   

C54 3,2 2,8 3,2 ─   ─   3,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   3,4 ─   ─   
C55 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 1,8 ─   2,0 ─   ─   1,6 ─   2,2 

C57 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   1,7 ─   ─   ─   ─   ─   
C58 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,9  ─   ─   
S60 1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   2,8 ─   ─   
S64 2,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   

C70 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 1,8 ─ 2,0 ─ ─ 2,0 

S71 2,8 2,6 2,8 2,8 3,0 ─   ─   ─   6,0 ─   2,6 2,8 ─   ─   ─   3,4 ─   ─   
S82 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S86 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   ─   2,0 2,0 ─ ─ 

S89 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─ ─ 3,0 ─ ─ 

S90 1,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 ─   ─   2,0 
S91 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S93 3,7 ─   3,7 ─   ─   ─   ─   ─   4,9 4,3 ─   3,7 3,9 ─   6,5 ─   ─   ─   
S94 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S96 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   ─   ─   2,0 ─ ─ 
S99 2,3 ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,6 4 ─   2,2 ─   ─   ─   2,4 2,2 ─   ─   
S100 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 ─ 3,6 ─   ─   ─   ─ 2,2 ─ ─ ─ 
S101 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─ ─ 2,2 ─ ─ 

S104 2,1 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,8 2,2 2,0 2,1 2,0 ─   2,4 2,6 ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

C106 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   ─   ─   3,2 ─ ─ 

S107 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,7 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S109 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,7 1,8 3,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S110 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 1,8 ─ ─ 2,6 ─ 2,4 

S111 4,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,6 3,6 ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   
S112 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 ─   ─   ─   2,5 ─   ─   2,5 

S113 1,9 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S118 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 2,3 ─   ─   ─   1,9 ─ ─ 1,7 ─ ─ 
S121 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8   4,4  ─ 2,0   
S122 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 4,4 7,0 ─ 2,7 2,5 ─ 5,0 3,0 ─ ─ 
C126 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 5,0 4,6 2,5 2,5 2,7 ─ ─ 3,0 ─ 2,5 

S127 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   ─   ─   ─   3,0 ─ ─ 

S128 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,6 ─ 4,0 3,0 ─ ─   

S130 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─ ─   4,2 ─ ─   

S131 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,0 4,0 ─   2,4 ─   ─   ─ 2,5 ─   ─   ─   
S141 1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   2,0 2,0 3,4 3,0 2,0 ─   
S145 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   2,0 
S146 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   1,8 1,7 ─   1,6 ─ ─   2,0 ─  
S148 1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 1,9 ─   1,8 ─   ─   2,4 ─   ─   
S163 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 3,6 4,6 ─   2,0 ─   ─   ─   2,4 ─  
S164 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 4,4 ─   ─   

S166 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S167 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,8 ─   ─   
S168 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,2 ─   ─   
S170 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   6,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,0 ─   2,6 

S171 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S173 2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 3,2 ─   ─   

S175 2,0 2,2 ─   2,0 ─   ─   2,2 2,2 ─   ─   ─   ─   1,9 ─   4,5 3,0 ─   ─   
S176 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,7 2,7 2,5 ─   ─   3,3 2,5 ─   ─   
S177 1,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,5 ─   ─   ─   ─   3,6 ─   ─   
S179 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   ─   ─   ─   3,0 ─ ─   

S183 2,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   ─   ─   ─   3,0 3,6 ─   ─   
S187 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S188 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S190 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S192 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   2,0 ─   ─   ─ 2,0 2,0 ─   ─   
S193 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,4 3,4 ─   ─   2,5 ─   ─   4,6 ─   ─   
S194 2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,6 ─   2,4 2,4 ─   2,6 3,2 ─   ─   
S195 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   
S197 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S200 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S202 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,6 5,0 4,0 ─   ─   ─   ─   3,2 ─   ─   
S204 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,0 ─   ─   ─   ─   1,8 ─ 2,0 2,4 ─   ─   
S213 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   2,0 ─   ─   2,0 ─   ─   
S218 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,2 2,4 ─   ─   ─   ─   2,0 ─ 2,4 
S222 2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   ─   2,5 ─   ─   4,6 
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S225 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S227 2,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   ─   4,0 ─   ─   4,0 

S229 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   4,8 ─   2,6 2,6 ─   ─   ─   ─   ─   
S246 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   

S250 3,5 ─   ─   3,4 ─   ─   ─   ─   5,0 ─   ─   3,4 3,6 ─   ─   3,2 ─   ─   
S251 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S252 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 3,8 4,8 2,4 2,4 2,5 ─ ─ 2,4 ─   ─   
S253 5,0 ─   ─   3,5 ─   ─   ─   ─   ─   4,0 ─   3,4 3,4 ─   ─   4,8 ─   ─   
S259 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S260 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,3 3,3 3,9 ─   3,3 ─   ─   ─   ─   ─   2,5 
S264 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 2,5 3,0 3,2 3,0 ─   ─   2,4 ─   ─   

S265 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,6 ─   ─   
S266 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,4 ─   ─   
S267 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,4 2,0 ─   ─   ─   ─   3,0 3,8 ─   2,5 
S278 ─   ─   ─   2,8 ─   ─   2,8 2,7 ─   ─   2,8 ─   2,8 3,0 4,2 3,0 4,8 ─   
S279 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   
S280 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S281 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S286 2,0 ─   ─   2,2 ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   2,2 2,0 ─   2,2 ─   ─   ─   
S287 2,9 ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,9 2,7 2,7 2,9 ─   3,0 ─   ─   3,1 ─   ─   
S288 2,4 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   

S289 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,3 ─   3,1 ─   ─   ─   2,1 ─   ─   

S295 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S301 2,4 ─   ─   2,6 ─   ─   ─   2,8 4,2 ─   ─   3,2 3,0 ─   2,6 2,2 ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S317 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,3 ─   ─   4,5 2,2 ─   2,5 
S325 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S328 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S326 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S327 1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   2,2 ─   ─   ─   ─   1,6 ─   1,5 

S329 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   3,5 2,0 1,9 ─   ─   ─   ─   ─   
S332 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,8 ─   ─   ─   ─   2,4 ─   ─   

S335 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 3,2 ─   ─   
S336 2,6 ─   2,4 2,4 ─   ─   ─   3,6 4,0 ─   4,0 3,5 3,5 ─   3,0 3,6 ─   ─   
S337 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 ─   ─   
S352 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 ─   ─   ─   
S358 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   ─   
S362 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S371 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S375 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S390 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,4 ─   3,0 ─   ─   ─   ─   2,4 ─   ─   

S391 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S396 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,4  1,5 2,6  2,4 1,9 1,7   
S397 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S401 ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   3,4 ─   2,6 ─   2,8 ─   3,0 ─   ─   ─   
S412 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,5 4,3 ─   ─   ─   ─   ─   3,1 ─   ─   
S424 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,8 3,6 ─   ─   ─   ─   ─   
S425 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S432 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,9 ─   ─   ─   ─   ─   5,5 ─   ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S439 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S442 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,2 ─   ─   ─   ─   2,2 2,2 ─   ─   

S445 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S446 2,8 ─   2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   6,8 3,4 3,6 3,0 ─   ─   2,4 ─   3,0 

S448 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S452 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,2 

S453 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,8 5,2 ─   4,0 3,8 ─   ─   2,1 ─   ─   

S461 2,6 ─   1,8 ─   ─   ─   ─   ─   2,2 2,6 5,6 3,0 3,2 ─   ─   ─   ─   3,0 

S463 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,6 4,0 5,0 ─   4,0 ─   ─   3,0 ─   ─   
S473 2,4 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,6 ─   ─   ─   ─   2,6 ─   ─   
S482 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,0 5,0 ─   ─   ─   ─   4,0 2,0 ─   ─   

S485 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,6 3,0 ─   ─   

S487 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 4,1 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S489 2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,5 ─   ─   3,8 3,0 ─   ─   3,4 ─   ─   
S490 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 3,0 ─   ─   3,8 ─   ─   
S492 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S496 2,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   ─   ─   3,2 ─   ─   
S500 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,0 ─   ─   3,8 ─   ─   

S513 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   2,2 2,0 ─   ─   ─   4,0 1,2 ─   ─   

S529 ─   ─   2,4 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,8 4,6 ─   3,2 2,8 ─   3,0 

S535 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   ─   
S551 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,1 ─   ─   ─   ─   3,5 ─   ─   3,0 

S559 4,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 

S563 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 3,0 4,6 ─   ─   3,0 ─   3,2 ─   ─   ─   
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.3.) 

S566 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 ─   ─   ─   2,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   

S567 3,0 ─   4,4 5,0 ─   ─   2,8 4,4 2,4 3,6 3,2 ─   3,0 ─   ─   ─   ─   ─   

S572 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   7,2 9,2 7,6 ─   5,5 4,5 ─   4,0 3,6 ─   ─   

S573 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   ─   

S576 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S577 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S578 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,2 2,8 ─   ─   ─   2,4 ─   ─   3,5 ─   ─   

S579 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S583 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 

S585 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S589 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   1,8 ─   ─   ─   2,4 ─   ─   ─   

S591 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S592 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,6 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S595 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,9 3,5 ─   3,5 3,9 3,3 ─   3,5 
S596 2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,6 2,8 ─   ─   ─   3,2 ─   ─   3,0 

S597 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S598 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S599 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   ─   ─   ─   ─   3,2 3,3 ─   
S601 3,2 ─   ─   3,4 ─   ─   ─   ─   4,4 ─   4,2 ─   4,0 ─   ─   4,4 ─   ─   
S602 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ 4,3 ─   ─   
S603 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,4 ─   5,5 ─   ─   ─   5,0 ─   ─   ─   

S604 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,6 2,4 2,6 ─   2,4 ─   ─   2,6 ─   3,0 
S605 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S606 1,8 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 ─   ─   ─   ─   ─   2,6 4,0 ─   ─   
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S607 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,1 2,3 ─   1,7 ─   ─   ─   

S608 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S610 3,0 ─   ─   2,5 ─   ─   1,9 ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,7 4,0 ─   ─   5,0 
S612 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S613 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,2 ─   ─   ─   ─   3,2 ─   ─   

S619 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,8 ─   ─   ─   ─   5,0 ─   ─   4,4 ─   ─   
S620 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,0 ─   2,8 ─   3,0 2,4 ─   ─   

S622 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S623 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 2,7 ─   ─   ─   2,5 2,2 ─   ─   

S632 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S636 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,4 1,8 ─   ─   2,2 ─   ─   2,2 ─   3,4 
S637 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S638 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,2 3,6 5,6 3,6 3,2 ─   ─   2,2 ─   3,4 
S639 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,1 ─   ─   2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
S640 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,2 ─   2,8 3,0 ─   ─   2,6 ─   ─   

S641 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,1 ─   ─   ─   
S642 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,2 3,0 ─   ─   2,8 ─   ─   ─   ─   ─   
S646 2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,7 ─   ─   ─   ─   2,3 ─   ─   
S652 4,6 ─   4,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   5,0 ─   ─   4,4 ─   5,5 

C672 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   

C686 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C701 1,6 ─   ─   ─   ─   ─   2,4 4,0 5,2 ─   ─   ─   ─   ─   4,4 ─   ─   4,2 
C705 ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 ─   2,1 ─   ─   ─   2,3 ─   4,5 2,4 ─   4,0 
C708 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   4,0 ─   3,4 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
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C723 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,7 ─   ─   ─   
C725 ─   ─   ─   2,2  ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C732 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,4 1,8 ─   ─   
C737 ─   ─   ─   3,8 ─   ─   3,8 ─   ─   ─   3,7 ─   ─   5,5 8,5 4,9 ─   4,1 

C738 ─   ─   ─   2,4 ─   ─   ─   ─   5,8 4,2 ─   ─   3,0 ─   2,8 ─   ─   ─   
C749 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,2 ─   ─   ─   ─   ─   
C751 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C755 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C757 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C764 ─   ─   ─   2,6 ─   ─   3,0 3,2 2,8 ─   ─   2,6 2,2 ─   ─   3,1 ─   ─   
C774 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   ─   
C781 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C789 ─   ─   ─   2,2 ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,8 ─   ─   ─   ─   4,0 ─   ─   
C791 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   7,3 ─   ─   ─   1,9 ─   ─   ─   ─   ─   
C798 ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,8 ─   ─   ─   ─   ─   2,0 ─   2,6 2,4 ─   2,2 
C799 ─   ─   ─   2,6 ─   ─   ─   ─   5,0 4,2 ─ 4,0 3,8 ─   ─   ─   ─   ─   
C800 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,4 ─   ─   ─   ─   4,0 ─   ─   
C801 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,0 3,5 2,5 2,5 ─   2,7 ─   ─   2,1 ─   ─   
C803 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,7 ─   ─   2,3 ─   ─   2,1 ─   ─   
C804 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,8 ─   ─   
C805 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   3,7 ─   ─   
C806 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   
C811 ─   ─   ─   2,2 ─   ─   ─   ─   3,1 3,7 3,7 ─   3,5 ─   ─   ─   ─   ─   
C815 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,6 ─   ─   2,0 ─   ─   
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C816 1,9 ─   ─   2,5 ─   ─   2,7 3,7 ─   4,5 ─   3,7 3,5 ─   4,5 4,0 ─   3,5 
C827 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   2,5 ─   ─   ─   2,1 ─   ─   3,9 ─   3,1 
C828 ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   1,9 2,9 ─   2,5 ─   ─   ─   ─   ─   ─   
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Όσον αφορά στην αντιµικροβιακή δράση ενάντια στους αρνητικούς κατά Gram 

βακτηριακούς δείκτες, 30 % ανέστειλε την ανάπτυξη του δείκτη Acinetobacter 

radioresistens, 1,6 % του δείκτη Burkholderia xenovorans, 5 % του δείκτη 

Pseudomonas fluorescens, 11 % του δείκτη �eisseria gonorhoeae, 5,3 % του δείκτη 

Escerichia coli, 1,6 % του Haemophilus influenza και 1,1 % του δείκτη Pseudomonas 

aeruginosa.  

  

 

Εικόνα 3.5. Αντιµικροβιακή δράση των αποµονωθέντων στελεχών ενάντια σε καθέναν από 

τους 18 µικροβιακούς δείκτες.  

Το ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης ήταν διαφορετικό και µεταξύ των 

ευκαρυωτικών δεικτών που εξετάστηκαν. 38 % από τα στελέχη µε αντιµκροβιακή 

δράση ανέστειλε την ανάπτυξη του δείκτη Aspergillus niger, 64 % του δείκτη 

Rhizoctonia solani, 20,6 % του δείκτη Candida albicans, 3,2 % του δείκτη 

Aspergillus nidulans και 3 % του δείκτη Saccharomyces cerevisiae. 

Από την Εικόνα 3.5. φαίνεται ότι οι πιο συχνοί στόχοι αντιµικροβιακής δράσης των 

βακτηρίων ήταν οι νηµατοειδείς µύκητες Rhizoctonia solani και Aspergillus niger και 

ο θετικός κατά Gram βακτηριακός δείκτης Streptococcus pneumoniae. Αντίθετα πολύ 

µικρός αριθµός βακτηρίων ανέστειλε την ανάπτυξη των αρνητικών κατά Gram 
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βακτηριακών δεικτών Burkholderia xenovorans, Haemophilus influenza και 

Pseudomonas aeruginosa καθώς και των ευκαρυωτικών δεικτών Aspergillus nidulans 

και Saccharomyces cerevisiae. 

Τα 42 από τα 189 στελέχη που εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ήταν πολυενεργά 

και συγκεκριµένα τα στελέχη S36, C47, C54, S99, S163, S222, S250, S252, S264, 

S286, S396, S453, S463, S595, S601, S604, S610, C652, C701, C705, C799 

εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι 6 δεικτών. Τα στελέχη S93, S122, C126, 

S141, S287, S572, S638, C737, C764 εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι 7 

δεικτών. Τα στελέχη S30, S104, S175, S301, S446, S461 έναντι 8 δεικτών, τα 

στελέχη S38, S71, S278, S567 έναντι 9 δεικτών και τέλος τα στελέχη S336 και C816 

έναντι 10 δεικτών (Εικ. 3.6.). 

 

Εικόνα 3.6. Αποµονωθέντα στελέχη βακτηρίων που εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση 

ταυτόχρονα έναντι 6, 7, 8, 9  ή και 10 µικροβιακών δεικτών.  

Το µεγαλύτερο µέρος από τα πολυενεργά στελέχη εµφάνισε αντιµικροβιακή δράση 

έναντι 6 µικροβιακών δεικτών, ενώ ο αριθµός των πολυενεργών στελεχών µειώνεται 

(9, 6, 4, 2) καθώς αυξάνεται ο αριθµός των µικροβιακών δεικτών (7, 8, 9, 10). 26 από 

τα 42 πολυενεργά στελέχη εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι και στις 3 

κατηγορίες µικροβιακών δεικτών (βακτηρίων, θετικών και αρνητικών κατά Gram και 

µυκήτων).   

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που παραθέτονται στον Πίνακα 3.3., από τα 230 

µοναδικά στελέχη, τα 24 ανέστειλαν την ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηριακών 



105 
 

δεικτών. 29 % από τα 24 αυτά στελέχη, βρέθηκαν βιοενεργά ως προς τον δείκτη 

Bacillus subtilis, 25 % στον δείκτη Micrococcus luteus, 29 % στον δείκτη Kocuria 

rhizophila, 45,8 % στον δείκτη Staphylococcus aureus, 17 % στον δείκτη 

Enterococcus faecalis και 33 % στον δείκτη Streptococcus pneumonia (Εικ. 3.7.). 

 

Εικόνα 3.7. Αντιµικροβιακή δράση έναντι ενός ή περισσοτέρων θετικών κατά Gram 

βακτηριακών δεικτών.   

Στην Εικόνα 3.7. φαίνεται ότι από τα 24 συνολικά αυτά στελέχη, τα 11 στελέχη 

ανέστειλαν την ανάπτυξη ενός θετικού κατά Gram βακτηριακού δείκτη, τα 8 στελέχη 

εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε 2 θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες, τα 3 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη 3 θετικών κατά Gram βακτηριακών 

δεικτών και τα 2 στελέχη εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε 4 θετικούς 

κατά Gram βακτηριακούς δείκτες. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που παραθέτονται στον Πίνακα 3.3., τα 3 από τα 230 

µοναδικά στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη αρνητικών κατά Gram βακτηριακών 

δεικτών. Συγκεκριµένα, 2 από τα 3 αυτά στελέχη εµφάνισαν αντιµκροβιακή δράση 

ενάντια στον αρνητικό κατά Gram βακτηριακό δείκτη Acinetobacter radioresistens 

και 1 στέλεχος ανέστειλε την ανάπτυξη του αρνητικού κατά Gram βακτηριακού 

δείκτη �eisseria gonorrhoeae. ∆εν παρατηρήθηκε ταυτόχρονη εµφάνιση 

αντιµικροβιακής δράσης σε παραπάνω από έναν δείκτη.  



106 
 

Από τον Πίνακα 3.3. παρατηρείται ότι τα 26 από τα 230 συνολικά µοναδικά στελέχη 

που εξετάστηκαν, ανέπτυξαν αντιµυκητιακή δράση ενάντια µόνο σε νηµατοειδείς 

µύκητες και ζύµες. Από αυτά τα 26 στελέχη, το 37 % ήταν βιοενεργά έναντι του 

δείκτη Aspegillus niger, το 59 % στον δείκτη Rhizoctonia solani και το   7,4 % στον 

δείκτη Candida albicans, ενώ ένας µικρός αριθµός από τα παραπάνω στελέχη 

ανέστειλε ταυτόχρονα την ανάπτυξη 2 ευκαρυωτικών µικροβιακών δεικτών (Εικ. 

3.8.). 

 Εικόνα 3.8. Βιοενεργότητα των στελεχών έναντι ευκαρυωτικών δεικτών. 

Από την Εικόνα 3.8. προκύπτει ότι τα περισσότερα από τα 26 στελέχη ανέπτυξαν 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε έναν µόνο ευκαρυωτικό δείκτη εκτός από 6 

στελέχη που ήταν δραστικά ταυτόχρονα ενάντια σε 2 ευκαρυωτικούς δείκτες.  

Στον Πίνακα 3.3. παρατηρείται επίσης η αντιµικροβιακή δράση που παρουσίασαν 6 

από τα 230 µοναδικά στελέχη, έναντι θετικών και αρνητικών βακτηριακών δεικτών 

(Εικ. 3.9.). 4 από τα 6 στελέχη ανέπτυξαν αντιµικροβιακή δράση έναντι στον δείκτη 

Acinetobacter radioresistens, 4 στελέχη εµπόδισαν την ανάπτυξη του δείκτη 

Streptococcus pneumonia, 3 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη των δεικτών �eisseria 

gonorrhoeae, Micrococcus luteus, Kocuria rhizophila, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis και 1 στέλεχος ανέστειλε την ανάπτυξη των δεικτών 

Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli και Bacillus subtilis. 
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Εικόνα 3.9. Αντιµικροβιακή δράση των αποµονωθέντων στελεχών ενάντια σε θετικούς και 

αρνητικούς βακτηριακούς δείκτες.  

Στην Εικόνα 3.9. φαίνεται η ταυτόχρονη αντιµικροβιακή δράση σε παραπάνω από 

έναν βακτηριακούς δείκτες. Η ταυτόχρονη αντιµικροβιακή δράση έναντι 9 

βακτηριακών δεικτών από το πολυενεργό στέλεχος S567 παρατηρήθηκε ενάντια 

στους αρνητικούς κατά Gram δείκτες Acinetobacter radioresistens, Pseudomonas 

fluorescens, Escherichia coli και �eisseria gonorrhoeae και στους θετικούς κατά 

Gram δείκτες Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Kocuria rhizophila, 

Staphylococcus aureus και Streptococcus pneumonia. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.3. από τα 230 µοναδικά στελέχη, τα 5 

εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι ευκαρυωτικών και αρνητικών κατά Gram 

βακτηριακών δεικτών µε ταυτόχρονη δράση έναντι 2 ή 3 µικροβιακών δεικτών (Εικ. 

3.10.). Συγκεκριµένα, 1 στέλεχος ήταν βιοενεργό έναντι στον δείκτη �eisseria 

gonorrhoeae, 2 στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη του δείκτη Rhizoctonia solani, 3 

στελέχη ανέστειλαν την ανάπτυξη του δείκτη Candida albicans, 4 στελέχη 

ανέστειλαν την ανάπτυξη των δεικτών Acinetobacter radioresistens και Aspergillus 

niger.  
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Εικόνα 3.10. Αντιµικροβιακή δράση των αποµονωθέντων στελεχών έναντι αρνητικών κατά 

Gram βακτηριακών και ευκαρυωτικών δεικτών.  

Στην Εικόνα 3.10. φαίνεται η ταυτόχρονη βιοενεργή δράση των βακτηριακών 

στελεχών σε 2 και σε 3 µικροβιακούς δείκτες. Στην πλειοψηφία τους τα στελέχη 

εµφάνισαν ταυτόχρονη αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε έναν αρνητικό κατά Gram 

βακτηριακό δείκτη και 2 ευκαρυωτικούς δείκτες. 

Από τα 189 µοναδικά στελέχη µε αντιµικροβιακή δράση, τα 69 στελέχη ανέστειλαν 

την ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηριακών και ευκαρυωτικών δεικτών (Εικ. 

3.11.). 26 % ήταν βιοενεργά έναντι του δείκτη Bacillus subtilis, 43,5 % έναντι των 

δεικτών Micrococcus luteus και Aspergillus niger, 48 % στον δείκτη Kocuria 

rhizophila, 45 % στον δείκτη Staphylococcus aureus, 32 % στον δείκτη Enterococcus 

faecalis, 50,7 % στον Streptococcus pneumoniae, 2,9 % στον Aspergillus nidulans, 

82,6 % στον Rhizoctonia solani, 1,45 % στον Saccharomyces cerevisiae και 20,3 % 

στον δείκτη Candida albicans. 

Στην Εικόνα 3.11. παρατηρείται η ταυτόχρονη βιοενεργή δράση έναντι θετικών κατά 

Gram και ευκαρυωτικών δεικτών. Η κατηγορία αυτή περιλαµβάνει τα περισσότερα 

από τα µοναδικά στελέχη, 14 από τα οποία είναι πολυενεργά, εµφανίζοντας 

ταυτόχρονη δράση σε 6, 7 και 9 µικροβιακούς δείκτες.   
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Εικόνα 3.11. Αντιµικροβιακή δράση των αποµονωθέντων στελεχών έναντι θετικών κατά 

Gram βακτηριακών και ευκαρυωτικών δεικτών.  

Στον Πίνακα 3.3. παρατηρείται ότι 56 από τα 230 µοναδικά στελέχη εµφάνισαν 

αντιµικροβιακή δράση ταυτόχρονα σε θετικούς και αρνητικούς κατά Gram 

βακτηριακούς και ευκαρυωτικούς δείκτες και µάλιστα πολλά από αυτά τα στελέχη 

είναι πολυενεργά (Εικ. 3.12.). 82 % ήταν βιοενεργά έναντι του δείκτη Acinetobacter 

radioresistens, 5,3 % έναντι σους δείκτες Burkholderia xenovorans, Haemophilus 

influenza, Aspergillus nidulans και Saccharomyces cerevisiae. 14,3 % ήταν βιοενεργά 

έναντι στους δείκτες Pseudomonas fluorescens και Escherichia coli, 30,4 % στον 

δείκτη �eisseria gonorrhoeae, 3,6 % στον δείκτη Pseudomonas aeruginosa, 19,6 % 

στον Bacillus subtilis, 44,6 % στους Μicrococcus luteus και Staphylococcus aureus, 

35,7 % έναντι στους δείκτες Kocuria rhizophila και Enterococcus faecalis, 58,9 % 

στον δείκτη Streptococcus pneumoniae, 48,2 % έναντι του δείκτη Aspergillus niger, 

75 % έναντι του δείκτη Rhizoctonia solani και 33,9 % στον δείκτη Candida albicans. 

Στην Εικόνα 3.12. φαίνεται η αντιµικροβιακή δράση σε 3 έως 10 µικροβιακούς 

δείκτες. 29 από τα 56 στελέχη ήταν πολυενεργά και ανέστειλαν την ανάπτυξη 6 µε 10 

µικροβιακών δεικτών.  



110 
 

 

Εικόνα 3.12. Βιοενεργή δράση των αποµονωθέντων στελεχών που παρατηρήθηκε ενάντια σε 

θετικά και αρνητικά κατά Gram βακτήρια και ευκαρυωτικούς δείκτες.  

Η οµαδοποίηση των 230 µοναδικών στελεχών µε βάση τη διαφορετική 

αντιµικροβιακή τους δράση όπως προέκυψε από τον Πίνακα 3.3. και σύµφωνα µε το 

εύρος της ζώνης αναστολής που εµφάνισαν ξεχωριστά για καθέναν από τους 18 

µικροβιακούς δείκτες, οδήγησε στη δηµιουργία 20 οµάδων (Εικ. 3.13.). 

Σε καθεµία  από τις οµάδες αυτές, όλα τα στελέχη παρουσίασαν κοινή 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε 1 µε 4 µικροβιακούς δείκτες, όπως καταγράφεται 

παρακάτω:  

 

• Οµάδα 1  →  R. solani, B. subtilis 

• Οµάδα 2  →  R. solani, M. luteus 

• Οµάδα 3  →  R. solani 

• Οµάδα 4  →  R. solani, S. pneumoniae 

• Οµάδα 5  →  S. aureus  

• Οµάδα 6  →  R. solani, S. aureus, A. niger 

• Οµάδα 7  →  R. solani, S. aureus, A. radioresistens 

• Οµάδα 8  →  R. solani, S. aureus  

• Οµάδα 9  →  R. solani, K. rhizophila, S. pneumoniae, A. radioresistens 



111 
 

                                                                                          (Συνέχεια της Εικόνας 3.13.) 
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                                                                                            (Συνέχεια της Εικόνας 3.13.) 
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Εικόνα 3.13. Σύνθετη οµαδοποίηση µε συντελεστή οµοιότητας Ward των 230 διαφορετικών 

στελεχών. Οι παράµετροι που χρησιµοποιήθηκαν αφορούν στα 230 διαφορετικά 

αποτυπώµατα BOX-PCR σε συνδυασµό µε το εύρος της αντιµικροβιακής δράσης ενάντια 

στους 18 µικροβιακούς δείκτες όπως προέκυψε από τον Πίνακα 3.3. Από την ανάλυση αυτή 

προέκυψαν 20 οµάδες στελεχών που ανέπτυξαν κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια ενός 

έως και τριών µικροβιακών δεικτών.  
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• Οµάδα 10  →  R. solani, A. radioresistens, A. niger 

• Οµάδα 11  →  R. solani, A. radioresistens 

• Οµάδα 12  →  C. albicans, A. radioresistens 

• Οµάδα 13  →  M. luteus   

• Οµάδα 14  →  R. solani, C. albicans, K. rhizophila 

• Οµάδα 15  →  C. albicans 

• Οµάδα 16  → R. solani, A. niger 

• Οµάδα 17  → R. solani, A. niger, K. rhizophila  

• Οµάδα 18  → R. solani, A. niger, K. rhizophila, M. luteus  

• Οµάδα 19  → A. niger 

• Οµάδα 20  → A. niger, E. faecalis 

Όπως φαίνεται από τις παραπάνω οµάδες, ο φυτοπαθογόνος µύκητας Rhizoctonia 

solani απαντήθηκε στις περισσότερες από τις οµαδοποιήσεις και σε συνδυασµό 

κυρίως µε θετικά κατά Gram βακτήρια εκτός από το παθογόνο στέλεχος 

Enterococcus faecalis το οποίο βρέθηκε σε συνδυασµό µε τον νηµατοειδή µύκητα  

Aspergillus niger (οµάδα 20). Η παρουσία µυκήτων στις παραπάνω οµαδοποιήσεις  

αφορούσε σε νηµατοειδείς µύκητες (συνδυασµένους είτε µεταξύ τους, µε ζύµες είτε 

µε βακτήρια) εκτός από τα στελέχη της οµάδας 12 µε κοινή αντιµικροβιακή δράση 

ενάντια στο παθογόνο στέλεχος ζύµης Candida albicans σε συνδυασµό µε το 

αρνητικό κατά Gram βακτηριακό δείκτη A. radioresistens.  

Η αναστολή ανάπτυξης του καθένα από τους 18 µικροβιακούς δείκτες που 

εξετάστηκαν, παρατηρήθηκε από στελέχη µε διαφορετική αντιµικροβιακή δράση.  

Τα στελέχη µε αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες, στην πλειονότητά τους ανέστειλαν και την ανάπτυξη µυκήτων. Η κατανοµή 

των βακτηρίων ήταν παρόµοια για όλους τους θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες µεταξύ των οποίων το µικρότερο ποσοστό αναστολής ανάπτυξης παρουσίασε 

ο B. subtilis. 

Η αναστολή ανάπτυξης καθενός από τους 7 αρνητικούς κατά Gram βακτηριακούς 

δείκτες που εξετάστηκαν, παρατηρήθηκε από στελέχη µε διαφορετική 

αντιµικροβιακή δράση και µάλιστα τα περισσότερα από τα στελέχη αυτά, ανέστειλαν 

την ανάπτυξη θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηριακών και ευκαρυωτικών 
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δεικτών. Η αναστολή της ανάπτυξης των δεικτών B. xenovorans, H. influenza και    

P. aeruginosa ανιχνεύθηκε µόνο από στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη και των 

3 κατηγοριών µικροβιακών δεικτών. Η αναστολή ανάπτυξης των δεικτών E. coli, A. 

radioresistens, P. fluorescens και �. gonorrhoeae παρατηρήθηκε και από στελέχη 

που ανέστειλαν την ανάπτυξη µόνο βακτηριακών δεικτών. Επίσης, στελέχη µε 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε αρνητικούς κατά Gram βακτηριακούς δείκτες και 

µύκητες ανέστειλαν την ανάπτυξη των δεικτών A. radioresistens και Ν. gonorrhoeae. 

Η αναστολή ανάπτυξης καθενός από τους 5 ευκαρυωτικούς δείκτες που εξετάστηκαν, 

παρατηρήθηκε από στελέχη µε διαφορετική αντιµικροβιακή δράση. Τα περισσότερα 

από τα στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη των νηµατοειδών µυκήτων A. niger και 

R. solani εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικούς κατά Gram 

βακτηριακούς δείκτες και µύκητες. Αντίθετα, τα περισσότερα από τα στελέχη που 

ανέστειλαν την ανάπτυξη των ζυµών C. albicans και S. cerevisiae εµφάνισαν 

αντιµικροβιακή δράση εκτός από τους µύκητες, ενάντια και σε θετικά και αρνητικά 

κατά Gram βακτήρια. Ορισµένα από τα στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη των 

δεικτών C. albicans, A. niger και R. solani εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση ενάντια 

είτε σε αρνητικούς κατά Gram βακτηριακούς δείκτες και µύκητες είτε µόνο σε 

ευκαρυωτικούς δείκτες.  

Από την παραπάνω οµαδοποίηση και τη συσχέτιση µε τις διαφορετικές κατηγορίες 

αντιµκροβιακής δράσης όπως αυτές αναγράφονται στη δεξιά στήλη της Εικόνας 3.13. 

προκύπτει ότι:  

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον δείκτη Micrococcus luteus ή στον 

δείκτη Staphylococcus aureus παρουσίασαν στελέχη που ανέστειλαν την 

ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών.  

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia 

solani εµφάνισαν στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη µόνο ευκαρυωτικών 

δεικτών (µικρό εύρος αντιµικροβιακής δράσης), καθώς και στελέχη µε ευρεία 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια και στις 3 κατηγορίες µικροβιακών δεικτών. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον νηµατοειδή µύκητα Aspergillus 

niger αλλά και σε συνδυασµό µε τον φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia 

solani εµφάνισαν στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη µόνο ευκαρυωτικών 
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δεικτών, καθώς και στελέχη µε αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικά κατά 

Gram βακτήρια και µύκητες. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στο παθογόνο στέλεχος της ζύµης 

Candida albicans εµφάνισαν στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη µόνο 

ευκαρυωτικών δεικτών. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στο αρνητικό κατά Gram στέλεχος 

Acinetobacter radioresistens σε συνδυασµό µε τον µύκητα Rhizoctonia solani 

καθώς και των 2 µε τον µύκητα Aspergillus niger ή µε τα θετικά κατά Gram 

βακτήρια Kocuria rhizophila και Streptococcus pneumoniae ή µε το παθογόνο 

στέλεχος Staphylococcus aureus, εµφάνισαν στελέχη µε ευρεία 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικά και αρνητικά κατά Gram βακτήρια 

και µύκητες. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στο αρνητικό κατά Gram στέλεχος 

Acinetobacter radioresistens σε συνδυασµό µε το παθογόνο στέλεχος ζύµης 

Candida albicans εµφάνισαν στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη θετικών 

και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων καθώς και ευκαρυωτικών δεικτών.  

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia 

solani σε συνδυασµό µε έναν θετικό κατά Gram βακτηριακό δείκτη όπως ο 

δείκτης Bacillus subtilis ή ο Streptococcus pneumoniae ή ο Micrococcus 

luteus, εµφάνισαν στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη θετικών κατά Gram 

βακτηριακών δεικτών και µυκήτων. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον νηµατοειδή µύκητα Αspergillus 

niger σε συνδυασµό µε το θετικό κατά Gram παθογόνο στέλεχος 

Enterococcus faecalis εµφάνισαν στελέχη που εµπόδισαν την ανάπτυξη 

θετικών κατά Gram βακτηριακών δεικτών και µυκήτων. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον νηµατοειδή µύκητα Αspergillus 

niger σε συνδυασµό µε τον φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia solani και τον 

θετικό κατά Gram βακτηριακό δείκτη Staphylococcus aureus ή των 2 

νηµατοειδών µυκήτων µε τα ακτινοβακτήρια Kocuria rhizophila και 

Micrococcus luteus εµφάνισαν τα στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη 

θετικών κατά Gram βακτηρίων και µυκήτων. 

• κοινή αντιµικροβιακή δράση ενάντια στον φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia 

solani σε συνδυασµό µε τον θετικό κατά Gram βακτηριακό δείκτη Kocuria 
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rhizophila και το παθογόνο στέλεχος ζύµης Candida albicans εµφάνισαν τα 

στελέχη που ανέστειλαν την ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηρίων και 

µυκήτων. 

Προκειµένου να απεικονιστεί µε στατιστική ανάλυση η οµοιότητα της 

αντιµικροβιακής δράσης των 230 στελεχών, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

πολυδιάστατης κλιµακοποίησης (Multidimensional Scaling, MDS) (Εικ. 3.14.) που 

βασίστηκε στο δενδρόγραµµα της Εικόνας 3.13. 

 

Εικόνα 3.14. Πολυδιάστατη κλιµακοποίηση των 230 βακτηριακών στελεχών που 

εξετάστηκαν για την αντιµικροβιακή τους δράση, σε συνδυασµό µε τα διαφορετικά 

αποτυπώµατα BOX-PCR. Τα διαφορετικά χρώµατα αντιστοιχούν στη διαφορετική 

αντιµικροβιακή δράση των στελεχών, σύµφωνα µε το δενδρόγραµµα της Εικόνας 3.13. 

Με τη µέθοδο αυτή, η οµοιότητα των στελεχών όσων αφορά στην αναστολή 

ανάπτυξης των µικροβιακών δεικτών σε συνδυασµό µε τα γενετικά αποτυπώµατα του 
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κάθε στελέχους όπως προέκυψαν από την αντίδραση BOX-PCR,  µετατρέπεται σε 

απόσταση που παριστάνεται στο χώρο. Τα περισσότερο όµοια στελέχη τοποθετούνται 

κατά τέτοιο τρόπο ώστε η απόσταση µεταξύ τους να είναι µικρότερη σε σχέση µε τα 

υπόλοιπα µε αποτέλεσµα να διακρίνουµε τις διαφορές µεταξύ οµάδων µε 

διαφορετικούς συνδυασµούς αντιµικροβιακής δράσης. 

Από την Εικόνα 3.14. φαίνεται η διάκριση των 230 στελεχών σε 2 διαφορετικές 

οµάδες. Η οµάδα αριστερά του κάθετου άξονα περιλαµβάνει στελέχη που εµφάνισαν 

αντιµικροβιακή δράση ενάντια είτε µόνο σε ευκαρυωτικούς είτε σε συνδυασµό µε 

προκαρυωτικούς δείκτες, ενώ η οµάδα δεξιά από τον κάθετο άξονα περιλάµβανε τα 

στελέχη που εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση µόνο σε προκαρυωτικούς δείκτες, 

µαζί µε τα στελέχη εκείνα που δεν ανέστειλαν την ανάπτυξη σε κανέναν από τους 18 

διαφορετικούς µικροβιακούς δείκτες.  

Τα 42 ταυτοποιηµένα στελέχη οµαδοποιήθηκαν µε συντελεστή οµοιότητας Pearson 

(Εικ. 3.15.) χρησιµοποιώντας ως παραµέτρους σύγκρισης την αντιµικροβιακή τους 

δράση και τα αποτυπώµατα BOX. Το δενδρόγραµµα που προέκυψε υποβλήθηκε στη 

συνέχεια σε ανάλυση κύριων συνιστωσών (Principal Components Analysis, PCA) 

(Eικ. 3.16.). Για τη στατιστική ανάλυση χρησιµοποιήθηκε το software του 

προγράµµατος Bionumerics, της εταιρίας Applied Maths.  

 

Εικόνα 3.15. Οµαδοποίηση των 42 πολυενεργών στελεχών µε συντελεστή οµοιότητας 
Pearson. Οι παράµετροι που χρησιµοποιήθηκαν ήταν το εύρος της αντιµικροβιακής δράσης 
και τα αποτυπώµατα DNA όπως προέκυψαν από την αντίδραση BOX-PCR.  ∆εξιά από τον 
κωδικό του κάθε στελέχους αναγράφεται η κατηγορία των δεικτών στους οποίους ανέστειλε 
την ανάπτυξη και η φυλογενετική του συγγένεια βάσει της αλληλούχισης του γονιδίου 16S 
rDNA. 
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Σύµφωνα µε την Εικόνα 3.16. τα πολυενεργά στελέχη διαχωρίστηκαν στον άξονα y 

σε 2 οµάδες. Η οµάδα αριστερά του κάθετου άξονα περιλάµβανε όλα τα πολυενεργά 

στελέχη που ανέπτυξαν αντιµικροβιακή δράση και σε αρνητικούς κατά Gram 

βακτηριακούς δείκτες, αντίθετα µε την οµάδα στα δεξιά του άξονα που περιλάµβανε 

τα στελέχη µε αντιµικροβιακή δράση ενάντια σε θετικούς κατά Gram βακτηριακούς 

και ευκαρυωτικούς δείκτες. 

  
 

 

Εικόνα 3.16. Ανάλυση κύριων συνιστωσών των 42 πολυενεργών στελεχών ανάλογα µε τη 

διαφορετική αντιµικροβιακή τους δράση. Τα διαφορετικά χρώµατα αντιστοιχούν στη 

διαφορετική αντιµικροβιακή δράση των στελεχών, σύµφωνα µε το δενδρόγραµµα της 

Εικόνας 3.15.  

 

3.1.στ. Χρωµατογραφικός διαχωρισµός και αποµόνωση 

δευτερογενών µεταβολιτών από το βακτηριακό στέλεχος S222 

Το αρχικό υπόλειµµα ελέγχθηκε µε φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού (1H NMR) και χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδος (TLC) και στη 
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συνέχεια υποβλήθηκε σε σειρά χρωµατογραφικών διαχωρισµών για την αποµόνωση 

των χηµικών συστατικών του σε καθαρή µορφή µε τη χρήση υγρής χρωµατογραφίας 

βαρύτητας (GCC), εκχύλισης στερεής φάσης (SPE) και υγρής χρωµατογραφία 

υψηλής πίεσης (HPLC). 

Η πορεία αποµόνωσης των δευτερογενών µεταβολιτών από το αρχικό υπόλειµµα της 

καλλιέργειας του βακτηριακού στελέχους S222 περιγράφεται αναλυτικά από τα 

παρακάτω στάδια του χρωµατογραφικού διαχωρισµού. 

Το αρχικό υπόλειµµα (0,5 g) υποβλήθηκε σε υγρή χρωµατογραφία βαρύτητας σε 

στήλη γέλης πυριτίου κανονικής φάσης. Το σύστηµα των διαλυτών έκλουσης 

αποτελούταν από µίγµατα cHex/EtOAc και EtOAc/MeOH σε συστήµατα 

αυξανόµενης πολικότητας. Παρελήφθησαν συνολικά 41 κλάσµατα (Πίν. 3.4.), τα 

οποία ελέγχθηκαν χρωµατογραφικά µε TLC.  

Πίνακας 3.4. Κλάσµατα που παρελήφθησαν µε τα αντίστοιχα συστήµατα διαλυτών 
έκλουσης. 

 

ΚΛΑΣΜΑΤΑ ΣΥΣΤΗΜΑ ∆ΙΑΛΥΤΩΝ ΟΓΚΟΣ (ml) 

1-4 cHex/EtOAc (50:50) 100 

5-8 cHex/EtOAc (40:60) 100 

9-12 cHex/EtOAc (30:70) 100 

13-16 cHex/EtOAc (20:80) 100 

17-20 cHex/EtOAc (10:90) 100 

21-24 EtOAc (100%) 100 

25-28 EtOAc/MeOH (95:5) 100 

29-32 EtOAc/MeOH (90:10) 100 

33-36 EtOAc/MeOH (80:20) 100 

37 EtOAc/MeOH (50:50) 100 

38 EtOAc/MeOH (40:60) 100 

39 EtOAc/MeOH (30:70) 100 

40 EtOAc/MeOH (30:70) 100 

41 CH2Cl2/MeOH (20:80) 100 

 

Τα κλάσµατα που εµφάνισαν παρόµοια χρωµατογραφικά χαρακτηριστικά 

συνενώθηκαν, οπότε τελικά προέκυψαν 13 κλάσµατα (Πίν. 3.5.) τα οποία ζυγίστηκαν 

και ελέγχθηκαν φασµατοσκοπικά µε 1H NMR. 
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Πίνακας 3.5. Κλάσµατα που προέκυψαν µετά από συνένωση και τα βάρη αυτών. 

ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 

ΣΥΝΕΝΩΜΕΝΑ 

ΚΛΑΣΜΑΤΑ 
ΒΑΡΟΣ (mg) 

ΒΜΒ-A 1-4 3,5 

ΒΜΒ-B 5-8 57,0 

ΒΜΒ-C 9-13 4,4 

ΒΜΒ-D 14-19 4,4 

ΒΜΒ-E 20-21 2,4 

ΒΜΒ-F 22 2,0 

ΒΜΒ-G 23-26 4,0 

ΒΜΒ-H 27-36 4,3 

ΒΜΒ-I 37 4,9 

ΒΜΒ-J 38 34,1 

ΒΜΒ-K 39 112,9 

ΒΜΒ-L 40 140,8 

ΒΜΒ-M 41 55,3 

 

Το υπόλειµµα ΒΜΒ-K (112,9 mg) υποβλήθηκε σε εκχύλιση στερεής φάσης σε στήλη 

γέλης πυριτίου αντίστροφης φάσης. Το σύστηµα των διαλυτών έκλουσης 

αποτελούταν από µίγµατα MeOH/H2O σε συστήµατα µειούµενης πολικότητας. 

Παρελήφθησαν συνολικά 5 κλάσµατα (Πίν. 3.6.), τα οποία ζυγίστηκαν και 

ελέγχθηκαν φασµατοσκοπικά µε 1H NMR και χρωµατογραφικά µε TLC. 

 
Πίνακας 3.6. Κλάσµατα που παρελήφθησαν µε τα αντίστοιχα συστήµατα διαλυτών έκλουσης  

και τα βάρη αυτών. 

 

ΚΛΑΣΜΑΤΑ ΣΥΣΤΗΜΑ ∆ΙΑΛΥΤΩΝ ΒΑΡΟΣ (mg) 

ΒΜΒ-K1 MeOH/H2O (20:80) 91,0 

ΒΜΒ-K2 MeOH/H2O (50:50) 0,9 

ΒΜΒ-K3 MeOH/H2O (90:10) 1,5 

ΒΜΒ-K4 MeOH (100%) 9,0 

 

Το υπόλειµµα ΒΜΒ-K1 (91 mg) υποβλήθηκε σε υγρή χρωµατογραφία βαρύτητας σε 

στήλη γέλης πυριτίου κανονικής φάσης µε σύστηµα διαλυτών έκλουσης 
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CH2Cl2/MeOH (90:10). Παρελήφθησαν συνολικά 96 κλάσµατα τα οποία ελέγχθηκαν 

χρωµατογραφικά µε TLC. Τα κλάσµατα που εµφάνισαν παρόµοια χρωµατογραφικά 

χαρακτηριστικά συνενώθηκαν, οπότε τελικά προέκυψαν 8 κλάσµατα (Πίν. 3.7.), τα 

οποία ζυγίστηκαν και ελέγχθηκαν φασµατοσκοπικά µε 1H NMR. 

Πίνακας 3.7. Κλάσµατα που προέκυψαν µετά από συνένωση και τα βάρη αυτών. 

ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 

ΣΥΝΕΝΩΜΕΝΑ 

ΚΛΑΣΜΑΤΑ 
ΒΑΡΟΣ (mg) 

ΒΜΒ-K.1.Α 0 8,6 

ΒΜΒ-K.1.Β 1-3 14,4 

ΒΜΒ-K.1.C 4-6 8,2 

ΒΜΒ-K.1.D 7-10 9,9 

ΒΜΒ-K1.E 11-19 5,8 

ΒΜΒ-K.1.F 20-24 1,9 

ΒΜΒ-K.1.G 25-40 17,5 

ΒΜΒ-K.1.H 41-96 10,8 

 

Το υπόλειµµα ΒΜΒ-K.1.B (14,4 mg) υποβλήθηκε σε HPLC αντίστροφης φάσης µε 

ισοκρατικό σύστηµα MeOH/H2O (40:60) ως διαλύτη έκλουσης. Παρελήφθησαν 4 

κλάσµατα συνολικά, τα οποία ζυγίστηκαν και ελέγχθηκαν φασµατοσκοπικά µε 1H 

NMR, οπότε και διαπιστώθηκε ότι τα κλάσµατα ΒΜΒ-K.1.B.2 και ΒΜΒ-K.1.B.4 

ήταν καθαρές ουσίες (Πίν. 3.8.). 

Πίνακας 3.8. Συνθήκες χρωµατογραφίας, κλάσµατα που παρελήφθησαν, οι χρόνοι έκλουσης 

και τα βάρη αυτών. 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ 

Στήλη: Econosphere Silica 10u, 250 mm × 10 mm 

∆ιαλύτης Έκλουσης: MeOH/H2O (40:60) 

Ροή Έκλουσης: 1,5 mL/min 

Ανιχνευτής: RI 

ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ ΕΚΛΟΥΣΗΣ 

(min) 
ΒΑΡΟΣ (mg) 

ΒΜΒ-K.1.B.1 1,9 2,5 

ΒΜΒ-K.1.B.2 1,7 3,4 

ΒΜΒ-K.1.B.3 7 4,3 

ΒΜΒ-K.1.B.4 0,9 4,2 
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Το υπόλειµµα ΒΜΒ-K.1.C (8,2 mg) υποβλήθηκε σε HPLC αντίστροφης φάσης µε 

ισοκρατικό σύστηµα MeOH/H2O (40:60) ως διαλύτη έκλουσης. Παρελήφθησαν 3 

κλάσµατα συνολικά, τα οποία ζυγίστηκαν και ελέγχθηκαν φασµατοσκοπικά µε 1H 

NMR, οπότε και διαπιστώθηκε ότι το κλάσµα ΒΜΒ-K1.C.2 ήταν καθαρή ουσία (Πίν. 

3.9.). 

Πίνακας 3.9. Συνθήκες χρωµατογραφίας, κλάσµατα που παρελήφθησαν, οι χρόνοι έκλουσης 

και τα βάρη αυτών. 

 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ 

Στήλη: Econosphere Silica 10u, 250 mm × 10 mm 

∆ιαλύτης Έκλουσης: MeOH/H2O (40:60) 

Ροή Έκλουσης: 2 ml/min 

Ανιχνευτής: RI 

ΚΩ∆ΙΚΟΣ 

ΚΛΑΣΜΑΤΟΣ 

ΧΡΟΝΟΣ ΕΚΛΟΥΣΗΣ 

(min) 
ΒΑΡΟΣ (mg) 

ΒΜΒ-K.1.C.1 1,52 1,4 

ΒΜΒ-K.1.C.2 1,3 1,1 

ΒΜΒ-K.1.C.3 2,9 2,1 
 

Οι παραπάνω µεταβολίτες ταυτοποιήθηκαν µε βάση την ανάλυση των 

φασµατοσκοπικών τους δεδοµένων (NMR και MS) και τη σύγκρισή τους µε τα 

δεδοµένα της βιβλιογραφίας. Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα φασµατοσκοπικά 

δεδοµένα των δευτερογενών µεταβολιτών ΒΜΒ-K.1.Β.2, ΒΜΒ-K.1.Β.4 και ΒΜΒ-

K.1.C.2 και περιγράφεται ο καθορισµός της χηµικής τους δοµής. 

 
 
Μεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β2 

 

Ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β2 αποµονώθηκε ως άχρωµο ελαιώδες υπόλειµµα, 

συνολικού βάρους 3,4 mg. Τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα NMR και MS παρέπεµπαν 

σε µόριο της οικογένειας των 2,5-δικετοπιπεραζινών. 

Στο φάσµα µάζας (Εικ. 3.17.) ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β2 εµφάνισε µοριακό ιόν [Μ]+ 

σε m/z 196. 
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Εικόνα 3.17. Φάσµα µάζας (EIMS) του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2. 

 

Στο φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2 (Εικ. 3.18.) παρατηρήθηκαν: (i) 

δύο διπλές κορυφές σε δ 0.89 και 1.05, οι οποίες ολοκλήρωναν για τρία πρωτόνια η 

κάθε µία και αποδόθηκαν στα πρωτόνια των δύο µεθυλίων σε τριτοταγείς άνθρακες, 

(ii) µία διπλή διπλών κορυφή σε δ 4.06 και µία ευρεία απλή κορυφή σε δ 3.92, οι 

οποίες ολοκλήρωναν για ένα πρωτόνιο η κάθε µία και αποδόθηκαν στα µεθίνια Hα 

δύο αµινοξέων και (iii) µία ευρεία απλή κορυφή σε δ 5.93, η οποία ολοκλήρωνε για 

ένα πρωτόνιο και αποδόθηκε στο ευκίνητο πρωτόνιο µίας αµινοµάδας. 

Οι οµοπυρηνικές συσχετίσεις που παρατηρήθηκαν στο φάσµα COSY (Εικ. 3.19.) 

καθόρισαν δύο αποµονωµένα spin συστήµατα: (i) Η-6 / Η2-7 / Η2-8 / Η2-9 που 

παρέπεµπε σε µία προλίνη και (ii) Η-4 / Η-3 / Η-10 / (Η3-12) Η3-11 που παρέπεµπε σε 

µία βαλίνη. 

Ο συνδυασµός των φασµατοσκοπικών δεδοµένων (NMR και MS) του µεταβολίτη 

ΒΜΒ-K1Β2 οδήγησε στον µοριακό τύπο C10H16Ν2Ο2 που αντιστοιχούσε σε βαθµό 

ακορεστότητας τέσσερα. Αυτό µε τη σειρά του οδήγησε στο συµπέρασµα πως το 

µόριο ήταν δικυκλικό και έφερε δύο διπλούς δεσµούς άνθρακα-οξυγόνου. 

Σύγκριση των φασµατοσκοπικών δεδοµένων του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2 (Πίν. 

3.10.) µε αυτά της βιβλιογραφίας για αντίστοιχα µόρια οδήγησε στο συµπέρασµα ότι 

πρόκειται για το γνωστό φυσικό προϊόν cis-κυκλο(προλίνη-βαλίνη) [cis-cyclo (Pro-

Val)] (Εικ. 3.20.).  
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       Εικόνα 3.18. Φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2. 

 

 

 

Εικόνα 3.19. Φάσµα COSY του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2. 
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Πίνακας 3.10. Φασµατοσκοπικά δεδοµένα 1Η NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2 σε CDCl3 
(δ σε ppm, πολλαπλότητα, J σε Hz). 

 

Θέση δΗ 

3 3.92 (brs) 

4 5.93 (brs) 

6 4.06 (dd, 8.2, 7.7) 

7 2.38 (m), 2.04 (m) 

8 2.01 (m), 1.87 (m) 

9 3.61 (m), 3.55 (m) 

10 2.61 (m) 

11 0.89 (d, 7.0) 

12 1.05 (d, 7.0) 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.20. Η δοµή του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2. 
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Μεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β4 

 

Ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β4 αποµονώθηκε ως άχρωµο ελαιώδες υπόλειµµα, 

συνολικού βάρους 4,2 mg. Τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα NMR και MS παρέπεµπαν 

σε µόριο της οικογένειας των 2,5-δικετοπιπεραζινών. 

Στο φάσµα µάζας (Εικ. 3.21.) ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1Β4 εµφάνισε µοριακό ιόν [Μ]+ 

σε m/z 244. 

 

 

 

Εικόνα 3.21. Φάσµα µάζας (EIMS) του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4. 

 

Στο φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4 (Εικ. 3.22.) παρατηρήθηκαν: (i) 

πέντε αρωµατικά πρωτόνια σε δ 7.20–7.33, (ii) δύο διπλές διπλών κορυφές σε δ 4.07 

και 4.26, οι οποίες ολοκλήρωναν για ένα πρωτόνιο η κάθε µία και αποδόθηκαν στα 

µεθίνια Hα δύο αµινοξέων και (iii) µία ευρεία απλή κορυφή σε δ 5.59, η οποία 

ολοκλήρωνε για ένα πρωτόνιο και αποδόθηκε στο ευκίνητο πρωτόνιο µίας 

αµινοµάδας. 
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Εικόνα 3.22. Φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4. 

 

Οι οµοπυρηνικές συσχετίσεις που παρατηρήθηκαν στο φάσµα COSY (Εικ. 3.23.) 

καθόρισαν τρία αποµονωµένα spin συστήµατα: (i) Η-6 / Η2-7 / Η2-8 / Η2-9 που 

παρέπεµπε σε µία προλίνη, (ii) Η-4 / Η-3 / Η2-10 και (iii) έναν µονοϋποκατεστηµένο 

αρωµατικό δακτύλιο (Η-12 έως Η-16), ο συνδυασµός των οποίων παρέπεµπε σε µία 

φαινυλαλανίνη. 

Ο συνδυασµός των φασµατοσκοπικών δεδοµένων (NMR και MS) του µεταβολίτη 

ΒΜΒ-K1Β4 οδήγησε στον µοριακό τύπο C14H16Ν2Ο2 που αντιστοιχούσε σε βαθµό 

ακορεστότητας οχτώ. Αυτό µε τη σειρά του οδήγησε στο συµπέρασµα ότι στον 

µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4 προστέθηκε ένας αρωµατικός δακτύλιος, δηλαδή µία 

φαινυλαλανίνη αντικατέστησε τη βαλίνη του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β2. 

Σύγκριση των φασµατοσκοπικών δεδοµένων του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4 (Πίν. 

3.11.) µε αυτά της βιβλιογραφίας για αντίστοιχα µόρια οδήγησε στο συµπέρασµα ότι 

πρόκειται για το γνωστό φυσικό προϊόν cis-κυκλο (προλίνη-φαινυλαλανίνη) [cis-

cyclo(Pro-Phe)] (Εικ. 3.24.).  

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.0
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Εικόνα 3.23. Φάσµα COSY του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4. 

 

Πίνακας 3.11. Φασµατοσκοπικά δεδοµένα 1Η NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4 σε CDCl3 

(δ σε ppm, πολλαπλότητα, J σε Hz). 

Θέση δΗ 

3 4.26 (dd, 10.5, 3.1) 

4 5.59 (brs) 

6 4.07 (dd, 8.6, 7.0) 

7 2.33 (m), 2.00 (m) 

8 2.04 (m), 1.88 (m) 

9 3.59 (m), 3.51 (m) 

10 3.63 (m), 2.75 (dd, 14.4, 10.8) 

ppm (t2)
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.11.) 

12, 16 7.20 (brd, 7.3) 

13, 15 7.33 (brt, 7.3) 

14 7.28 (brd, 7.3) 
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Εικόνα 3.24. Η δοµή του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4. 
 
 

 

Μεταβολίτης ΒΜΒ-K1C2 

 

Ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1C2 αποµονώθηκε ως άχρωµο ελαιώδες υπόλειµµα, 

συνολικού βάρους 1,1 mg. Τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα NMR και MS παρέπεµπαν 

σε µόριο της οικογένειας των 2,5-δικετοπιπεραζινών. 

Στο φάσµα µάζας (Εικ. 3.25.) ο µεταβολίτης ΒΜΒ-K1C2 εµφάνισε µοριακό ιόν [Μ]+ 

σε m/z 260. 

Στο φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2 (Εικ. 3.26.) παρατηρήθηκαν: (i) 

δύο διπλές κορυφές σε δ 6.79 και 7.06, οι οποίες ολοκλήρωναν για δύο πρωτόνια η 

κάθε µία και αποδόθηκαν σε τέσσερα αρωµατικά πρωτόνια ενός 1,4-

διϋποκατεστηµένου αρωµατικού δακτυλίου, (ii) δύο διπλές διπλών κορυφές σε δ 4.07 

και 4.19, οι οποίες ολοκλήρωναν για ένα πρωτόνιο η κάθε µία και αποδόθηκαν στα 

µεθίνια Hα δύο αµινοξέων και (iii) µία ευρεία απλή κορυφή σε δ 5.64, η οποία 
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ολοκλήρωνε για ένα πρωτόνιο και αποδόθηκε στο ευκίνητο πρωτόνιο µίας 

αµινοµάδας. 

 

 

Εικόνα 3.25. Φάσµα µάζας (EIMS) του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2. 

 

 

 

Εικόνα 3.26. Φάσµα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2. 

Οι οµοπυρηνικές συσχετίσεις που παρατηρήθηκαν στο φάσµα COSY (Εικ. 3.27.) 

καθόρισαν τρία αποµονωµένα spin συστήµατα: (i) Η-6 / Η2-7 / Η2-8 / Η2-9 που 
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παρέπεµπε σε µία προλίνη, (ii) Η-4 / Η-3 / Η2-10 και (iii) έναν διϋποκατεστηµένο 

αρωµατικό δακτύλιο (Η-12 / H-13 και Η-15 / Η-16), ο συνδυασµός των οποίων 

παρέπεµπε σε µία τυροσίνη. 

 

 

 

Εικόνα 3.27. Φάσµα COSY του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2. 

 

Ο συνδυασµός των φασµατοσκοπικών δεδοµένων (NMR και MS) του µεταβολίτη 

ΒΜΒ-K1C2 οδήγησε στον µοριακό τύπο C14H16Ν2Ο3 που αντιστοιχούσε σε βαθµό 

ακορεστότητας οχτώ. Αυτό µε τη σειρά του οδήγησε στο συµπέρασµα ότι στον 

µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2 η τυροσίνη αντικατέστησε τη φαινυλαλανίνη του 

µεταβολίτη ΒΜΒ-K1Β4. 

Σύγκριση των φασµατοσκοπικών δεδοµένων του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2 (Πίν. 

3.12.) µε αυτά της βιβλιογραφίας για αντίστοιχα µόρια οδήγησε στο συµπέρασµα ότι 

πρόκειται για το γνωστό φυσικό προϊόν cis-κυκλο(προλίνη-τυροσίνη) [cis-cyclo (Pro-

Tyr)] (Εικ. 3.28.).  
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Πίνακας 3.12. Φασµατοσκοπικά δεδοµένα 1H NMR του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2 σε CDCl3 

(δ σε ppm, πολλαπλότητα, J σε Hz). 

 

Θέση δΗ 

3 4.19 (dd, 10.2, 2.9) 

4 5.64 (brs) 

6 4.07 (t, 7.7) 

7 2.32 (m), 1.93 (m) 

8 1.99 (m), 1.86 (m) 

9 3.61 (m), 3.54 (m) 

10 3.45 (m), 2.71 (dd, 14.7, 10.6) 

12, 16 7.06 (d, 8.3) 

13, 15 6.79 (d, 8.3) 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.28. Η δοµή του µεταβολίτη ΒΜΒ-K1C2. 
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3.2.1. Αποµόνωση του γονιδίου 9RPS 

Στην παρούσα µελέτη αποµονώθηκαν 19 αλληλουχίες του γονιδίου NRPS. 

Συγκεκριµένα, αποµονώθηκαν αλληλουχίες αδενυλικών ενζυµικών περιοχών (Α) από 

19 στελέχη, σε 5 από τα οποία  ανιχνεύθηκαν και β-κετοακύλ-συνθάσες (KS). Σε 3 

από τα 4 στελέχη του είδους Pseudomonas moraviensis που εξετάστηκαν, 

ανιχνεύθηκαν αδενυλικές ενζυµικές περιοχές (A), οι οποίες εµφάνισαν υψηλή 

οµοιότητα (96-100 %) µε αντίστοιχες που αποµονώθηκαν από στελέχη του είδους 

Pseudomonas moraviensis και Pseudomonas protegens.  

Πίνακας 3.13. Αποτελέσµατα της στοίχισης των αλληλουχιών αµινοξέων από τα γονίδια 

αδενυλικής περιοχής που αποµονώθηκαν από 19 πολυενεργά στελέχη µε τον αλγόριθµο 

BLAST Χ. 

Κωδικός 

Γονιδίου 

Στέλεχος από 

το οποίο 

αποµονώθηκε 

Αριθµός 

κατάθεσης 

στην 

τράπεζα 

GenBank 

Mεγαλύτερη 

φυλογενετική 

συγγένεια 

Oµοιότητα 

% 

9S 287 P. 

moraviensis 
KM186546 

  LchAA  
B. licheniformis 

U95370.1 

99 

     

9S 567 
P. 

moraviensis 
KM186559 P.moraviensis 

WP024012355.1 
96 

     

9S 175 

P. 

moraviensis KM186564 
LgrD  

P. protegens 

WP01563425.1 

99 

     

9S 461 
P. 

moraviensis 
KM186563 

LgrD               

P. protegens 

WP01563425.1 

100 

     

9S 572 
B. 

licheniformis KM186555 

BacA                 

B. licheniformis 
WP020452079.1 

98 

9S 336 
B. 

licheniformis 
KM 186556 BacA B. subtilis 

ABB80123.1 
98 

9S 122 
B. 

licheniformis KM186547 
TycIII                

B. sonorensis 
WP006640279.1 

99 
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(Συνέχεια του Πίνακα 3.13.) 

9C 701 B. safensis KM186551 B. pumilus 

WP025092822.1 
95 

9S 141 B. safensis KM186548 B. safensis 
WP024424295.1 

98 

9S 99 B. safensis KM186557 B. pumilus 

WP025092819.1 
97 

9S 396 B. safensis KM186554          B. pumilus       
       KDE51553.1 

96 

9S 93 
B. 

halotolerans 
KM186552 B. subtilis 

WP015252053.1 
84 

9C 816 B. subtilis KM186562 B. amyloliquefaciens 
EYB38008.1 

90 

9C 737 B. subtilis KM186560 B. subtilis 
WP029946301.1 

99 

9S 638 B. subtilis KM186553 B. pumilus 
KDE51551.1 

97 

9S 652 B. subtilis KM186561 B. subtilis 
EXF52074.1 

100 

9S 446 B. pumilus KM186549 B. pumilus 
KDE51553.1 

98 

9C 764 B. pumilus KM186558 B. pumilus 
KDE51553.1 

97 

9S 601 B. pumilus KM186550 B. pumilus 
KDE51553.1 

98 

Οι 2 από αυτές τις (A) εµφάνισαν υψηλή οµολογία µε την αδενυλική περιοχή της 

γραµµικής γραµισιδίνης (LgrD),  η οποία αποµονώθηκε από στέλεχος του είδους 

Pseudomonas protegens.   Στο 4ο στέλεχος Pseudomonas moraviensis (S287) καθώς 

και σε 15 στελέχη του γένους Bacillus ανιχνεύθηκαν (Α) που αποµονώθηκαν από 

στελέχη του γένους Bacillus (Πίνακας 3.13.). 

Το ποσοστό οµοιότητας των αδενυλικών ενζύµων (Α) µε αλληλουχίες αναφοράς ήταν 

84-100 % και κάποιες από αυτές έδειξαν στενή συγγένεια µε (Α) που συµµετέχουν 

στη βιοσύνθεση των αντιβιοτικών τυροσιδίνη (TycC), βακιτρακίνη (BacA), και 

λιχενισίνη (LchAA). Οι περισσότερες από τις αδενυλικές ενζυµικές περιοχές που 

αποµονώθηκαν, συµπεριλαµβανοµένης και της λιχενυσίνης (LchAA) είχαν υψηλή 

οµολογία µε την αδενυλική περιοχή του τελικού ενζυµικού σύµπλοκου σύνθεσης  της 

σουρφακτίνης από στελέχη του είδους Bacillus subtilis.   
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3.2.2. Αποµόνωση του γονιδίου PKS  

Στην παρούσα µελέτη αποµονώθηκαν 6 αλληλουχίες αµινοξέων του γονιδίου PKS. 

Οι αλληλουχίες β-κετοακύλ-συνθάσης (KS) είχαν υψηλή οµοιότητα (87-100 %) µε 

αλληλουχίες αποµονωµένων γονιδίων από θαλάσσια βακτήρια της τάξης 

Actinomycetales και του γένους Bacillus (Πίν. 3.14.).  

Πίνακας 3.14. Αποτελέσµατα της στοίχισης των αλληλουχιών αµινοξέων από γονίδια β-

κετοακύλ-συνθάσης που αποµονώθηκαν από 6 πολυενεργά στελέχη µε τον αλγόριθµο 

BLAST Χ. 

Κωδικός 

γονιδίου 

(KS) 

Στέλεχος από 

το οποίο 

αποµονώθηκε 

Αριθµός 

κατάθεσης 

στην τράπεζα 

GenBank 

Mεγαλύτερη 

φυλογενετική 

συγγένεια 
Oµοιότητα 

% 

KC 701 B. safensis KM186569 B. subtilis ABR19764.1 99 

KS 93 
B. 

halotolerans 
KM186567 B. sp. WPhG3 

ACG70843.1 
96 

KC 816 B. subtilis KM186570 B. amyloliquefaciens 
AGL92433.1 

87 

KS638 B. subtilis KM186566 Actinomycetales 
ABR19779.1 

97 

KC 764                   B. pumilus 
KM186565 B. subtilis    

ABR19764.1 
99 

KC 705  B. pumilus KM186568 Actinomycetales 
ABR19779.1 

97 

Οι 2 από τις 6 αλληλουχίες β-κετοακύλ-συνθάσης (KS) που αποµονώθηκαν, ήταν 

συγγενικές µε αντίστοιχες (KS), που αποµονώθηκαν από υβριδικά σύµπλοκα 

NRPS/PKS. Οι υπόλοιπες 4 αλληλουχίες β-κετοακύλ-συνθάσης (KS) εµφάνισαν 

υψηλή οµολογία µε αντίστοιχες κετοακύλ-συνθάσες που ανήκουν στην κατηγορία 

trans-AT PKS και ανιχνεύθηκαν σε αποµονωθέντα στελέχη από θαλάσσιους 

σπόγγους. Στον Πίνακα 3.15. αναγράφεται συνοπτικά η αντιµικροβιακή δράση των 

πολυενεργών στελεχών όπως προέκυψε από την ανίχνευση των υπεύθυνων γονιδίων 

και τα πειράµατα του βιοελέγχου in vitro.   

3.2.3. Φυλογενετική µελέτη των γονιδίων 16S rD9A, 9RPS     

           και PKS 

Οι 42 αλληλουχίες νουκλεοτιδίων του γονιδίου 16S rDNA διαχωρίστηκαν σε 2 

µεγάλες οµάδες όπως  προέκυψε από τη φυλογενετική τους ανάλυση στην οποία 
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Εικ. 3.29. Φυλογενετικό δέντρο µε τη µέθοδο της Γειτνίασης βασισµένο στη στοίχιση των 

αλληλουχιών του γονιδίου 16S rDNA των πολυενεργών στελεχών (µπλε χρώµα) και στενών 

συγγενών τους αποµονωµένων από θαλάσσια ιζήµατα. Μπροστά από τον κωδικό, το γράµµα 

S αντιπροσωπεύει το ίζηµα και το C, την καµινάδα. Στους κόµβους αναγράφοται οι τιµές 

bootstrap ≥ 50 %. Η κλίµακα αναφέρεται στον αριθµό των αντικαταστάσεων ανά θέση 

νουκλεοτιδίου.  
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Εικ. 3.30. Φυλογενετικό δέντρο µε αλληλουχίες αµινοξέων (Α) δοµικών επικρατειών µε τη 

µέθοδο της Γειτνίασης, αποµονωµένες από 19 πολυενεργά στελέχη του Κολούµπο (µε έντονη 

γραφή, NS για το ίζηµα και NC για την καµινάδα) και αλληλουχίες αναφοράς από γνωστές 

NRPS. Α, οικογένεια σουρφακτίνης, Β, οικογένεια σιδηροφόρων, C, οικογένεια (TA) της 

οµάδας αντιβιοτικών µυξοβιρεσίνης, D, οικογένεια σαφραµυκίνης, Ε, οικογένεια 

ταλισοµυκίνης, F, οικογένεια τουµπουλικίνης, G, οικογένεια µυκοσουµπτιλίνης.  Το ποσοστό 

των τιµών bootstrap της ανάλυσης neighbor-joining από 1,000 επαναλήψεις καταγράφεται 

στους κόµβους. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει αντικατάσταση 0.5 AA ανά θέση. 
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χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες αναφοράς από στελέχη που έχουν αποµονωθεί από 

θαλάσσια ιζήµατα (Εικ. 3.29.). 

Οι περισσότερες από τις αλληλουχίες αναφοράς που επιλέχθηκαν για τη φυλογένεση 

των αποµονωθέντων 19 αδενυλικών λειτουργικών επικρατειών, ανήκουν στις 

διαφορετικές οικογένειες (Α). Οι περισσότερες από τις παραπάνω 19 (Α) 

αλληλουχίες, συµπεριλαµβανοµένης της υποµονάδας της λιχενισίνης A, 

οµαδοποιήθηκαν στην οικογένεια της σουρφακτίνης (SrfA-C), ενώ η αδενυλική 

λειτουργική επικράτεια της γραµµικής γραµισιδίνης οµαδοποιήθηκε στην οικογένεια 

της σαφραµυσίνης  (Eικ. 3.30.). 

 

 

Εικόνα 3.31. Φυλογενετικό δέντρο των πρωτεϊνικών περιοχών (KS) που έγινε µε τη µέθοδο 

της Γειτνίασης χρησιµοποιώντας αλληλουχίες αµινοξέων.  Τα πολυενεργά στελέχη που 

περιέχουν γονίδια KS έχουν έντονη γραφή (bold) και ο κωδικός KS υποδεικνύει ότι 

προέρχεται από το δείγµα ιζήµατος ενώ το KC από το δείγµα καµινάδας). Στους κόµβους 

αναγράφοται οι τιµές bootstrap σε % και η κλίµακα αναφέρεται στον αριθµό των 

αντικαταστάσεων ανά θέση νουκλεοτιδίου. 

Για τη φυλογενετική µελέτη των αποµονωθένων (KS), επιλέχθηκαν αλληλουχίες 

αναφοράς από υβρίδια NRPS-PKS, trans-ακυλ-τρανσφεράσες (trans-AT), cis- ακυλ-
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τρανσφεράσες (cis-AT) και συνθάσες λιπαρών οξέων (FAS). Ως ρίζα του δέντρου 

(outgroups) επιλέχθηκαν αντιπροσωπευτικές αλληλουχίες PKS τύπου ΙΙ. 2 από τις 

αποµονωµένες (KS) αλληλουχίες οµαδοποιήθηκαν µε εκείνες της οµάδας NRPS-PKS 

και οι υπόλοιπες 4 (KS) µε τις trans-ακυλ-τρανσφεράσες (AT) τύπου I (Εικ. 3.31.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



142 
 

Πίνακας 3.15. Αντιµικροβιακή δράση των πολυενεργών στελεχών και παρουσία των γονιδίων NRPS και PKS  
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S30 B. pumilus    +++ ─   ─   ++ ++ ─   ─   ─   ++ +++ ─   ++ ─   ─   ─   ++ +++ ─   

S36 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ +++ +++ ─ +++ ─   ─ ─   

S38 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ + ++ + ++ +++ + ─ + 

C47 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ +++ +++ ─ + + ─ + +++ ─ ─ 

S71 B. pumilus ++ ++ ++ ++ ++ ─   ─   ─   ++ ─   ++ ++ ─   ─   ─   +++ ─   ─   

S104 B. pumilus ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ ++ + ++ + ─   ++ ++ ─   ─   

C126 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ +++ +++ ++ ++ ++ ─ ─ +++ ─ ++ 

S163 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ ─   + ─   ─   ─   ++ ─  

S250 B. pumilus +++ ─   ─   +++ ─   ─   ─   ─   +++ ─   ─   +++ +++ ─   ─   +++ ─   ─   

S252 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─ +++ +++ ++ ++ ++ ─ ─ ++ ─   ─   

S264 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ++ ++ +++ +++ +++ ─   ─   ++ ─   ─   

S278 B. pumilus ─   ─   ─   ++ ─   ─   ++ ++ ─   ─   ++ ─   ++ +++ +++ +++ +++ ─   

S286 B. pumilus + ─   ─   ++ ─   ─   ─   ─   ─   ++ ─   ++ + ─   ++ ─   ─   ─   

S301 B. pumilus ++ ─   ─   ++ ─   ─   ─   ++ +++ ─   ─   +++ +++ ─   ++ ++ ─   ─   

S446 B. pumilus              NRPS ++ ─   ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ +++ ─   ─   ++ ─   +++ 

S463 B. pumilus ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ ─   +++ ─   ─   +++ ─   ─   

S595 B. pumilus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ ─   +++ +++ +++ ─   +++ 

S601 B. pumilus              NRPS +++ ─   ─   +++ ─   ─   ─   ─   +++ ─   +++ ─   +++ ─   ─   +++ ─   ─   

S610 B. pumilus +++  ─   ─   ++ ─   ─   +  ─   ─   ─   ─   ─   ─   +   +++ ─   ─   +++ 

C705 B. pumilus                                     PKS ─   ─   ─   ─   ─   ─   + ─   + ─   ─   ─   ++ ─   +++ ++ ─   +++ 
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C764 B. pumilus             NRPS              PKS ─   ─   ─   ++ ─   ─   +++ +++ ++ ─   ─   ++ ++ ─   ─   +++ ─   ─   

 

S638 B. subtilis              NRPS              PKS ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ +++ +++ ─   ─   ++ ─   +++ 

S652 B. subtilis              NRPS +++ ─   +++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ ─   ─   +++ ─   +++ 

C737 B. subtilis              NRPS ─   ─   ─   +++ ─   ─   +++ ─   ─   ─   +++ ─   ─   +++ +++ +++ ─   +++ 

C816 B. subtilis              NRPS              PKS + ─   ─   ++ ─   ─   ++ +++ ─   +++ ─   +++ +++ ─   +++ +++ ─   +++ 

 

S93 B. halotolerans    NRPS              PKS +++ ─   +++ ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ ─   +++ +++ ─   +++ ─   ─   ─   

 

S99 B. safensis             NRPS ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ ─   ++ ─   ─   ─   ++ ++ ─   ─   

S141 B. safensis             NRPS + ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   + ─   ─   + + +++ +++ + ─   

S396 B. safensis             NRPS ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +  ++   ++ + +  

C701 B. safensis             NRPS              PKS + ─   ─   ─   ─   ─   ++ +++ +++ ─   ─   ─   ─   ─   +++ ─   ─   +++ 

 

S572 B. licheniformis          NRPS ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ +++ ─   +++ +++ ─   +++ +++ ─   ─   

S122 B. licheniformis          NRPS ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ++ +++ +++ ─ ++ ++ ─ +++ +++ ─ ─ 

S336 B. licheniformis          NRPS ++ ─   ++ ++ ─   ─   ─   +++ +++ ─   +++ +++ +++ ─   +++ +++ ─   ─   

 

C799 B. megaterium ─   ─   ─   ++ ─   ─   ─   ─   +++ +++ ─ +++ +++ ─   ─   ─   ─   ─   

 

S604 B. halmapalus ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ++ ++ ++ ─   ++ ─   ─   ++ ─   +++ 

                    

S567 P. moraviensis          NRPS +++ ─   +++ +++ ─   ─   ++ +++ ++ +++ +++ ─   +++ ─   ─   ─   ─   ─   

S461 P. moraviensis          NRPS ++ ─   + ─   ─   ─   ─   ─   ++ ++ +++ +++ +++ ─   ─   ─   ─   +++ 

S175 P. moraviensis          NRPS + ++ ─   + ─   ─   ++ ++ ─   ─   ─   ─   + ─   +++ +++ ─   ─   

S287 P. moraviensis          NRPS ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ++ ++ ++ ++ ─   +++ ─   ─   +++ ─   ─   

 

S222 P. psychrotolerans ++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   + ─   ─   ─   ++ ─   ─   +++ 

S453 H. sulfidaeris ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   ─   +++ +++ ─   +++ +++ ─   ─   + ─   ─   

C54 L. hongkongensis +++ ++ +++ ─   ─   +++ ─   ─   ─   ─   ─   ─   ++ ─   ─   +++ ─   ─   

  - απουσία αντιµικροβιακής δράσης, +  ζώνη αναστολής ≥ 1cm, ++  ζώνη αναστολής  ≥ 2 cm, +++  ζώνη αναστολής  ≥ 3 cm 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
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Στα υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας, οι µικροβιακοί πληθυσµοί απαντώνται σε 

όλο και µεγαλύτερες συγκεντρώσεις όσο αυξάνεται η απόσταση από την πηγή 

έκλυσης των υδροθερµικών ρευστών (Thornburg και συνεργάτες, 2010). Η αφθονία 

βιοµάζας που χαρακτηρίζει αυτά τα οικοσυστήµατα, οφείλεται στον µεταβολισµό των 

µεσόφιλων µικροβιακών πληθυσµών που αναπτύσσονται στον χώρο που 

δηµιουργείται µεταξύ των ακραίων υδροθερµικών συνθηκών και του κρύου 

οξυγονωµένου θαλασσινού νερού (Van Dover και συνεργάτες, 2002). Η ικανότητα 

οξείδωσης αναγωγικών ενώσεων, παρέχει στους µεσόφιλους µικροοργανισµούς την 

απαραίτητη ενέργεια για τη δέσµευση του διοξειδίου του άνθρακα, τη µετατροπή του 

σε οργανική ύλη και τη µεταφορά του σε υψηλότερα επίπεδα της τροφικής αλυσίδας 

(Nakagawa και Τakai, 2008). Τα µεσόφιλα βακτήρια, όπως έχει διαπιστωθεί στο 

παρελθόν, έχουν την ιδιότητα να προσαρµόζονται µε µεγαλύτερη ευκολία σε 

µεταβολές των περιβαλλοντικών φυσικοχηµικών παραµέτρων (Rheinheimer, 1977). 

Λόγω της ευρείας µεταβολικής τους δραστηριότητας, µελετώνται προκειµένου να 

εξεταστεί  η αλληλεπίδραση των µικροοργανισµών µε το περιβάλλον τους και η 

αφθονία των µικροβιακών πληθυσµών σε σχέση µε τη συγκέντρωση σωµατιδιακού 

οργανικού άνθρακα (POC) στα θαλάσσια οικοσυστήµατα (Fukami και συνεργάτες, 

1983). Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια αποµόνωσης ετερότροφων, 

µεσόφιλων βακτηρίων προκειµένου να µελετηθεί η ποικιλότητα των βακτηριακών 

στελεχών και συγκεκριµένα εκείνων µε αντιµικροβιακή δράση, από το υδροθερµικό 

πεδίο στον πυθµένα του υποθαλάσσιου ηφαίστειου Κολούµπο. 

Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες, το παραπάνω υδροθερµικό πεδίο αποτελεί ένα 

σπάνιο περιβάλλον µε ιδιαίτερη, χαρακτηριστική γεωδυναµική (Sigurdsson και 

συνεργάτες, 2006β). Οι ποσότητες αντιµονίου, υδραργύρου και θαλλίου που 

προσδιορίστηκαν ήταν οι υψηλότερες που έχουν παρατηρηθεί σε αντίστοιχα 

περιβάλλοντα (Kilias και συνεργάτες, 2013). Η σύσταση των ρευστών που εκλύονταν 

από τις καµινάδες και από οπές (µικροί κρατήρες) στον πυθµένα, περιείχαν κυρίως 

διοξείδιο του άνθρακα (99 % w/v) δηµιουργώντας συνθήκες υποξίας και όξινου pH 

(pH~5,0), σε συνδυασµό µε υψηλές συγκεντρώσεις αµµωνίου και σιδήρου (Kilias και 

συνεργάτες, 2013). Σε µικρότερα βάθη, παρατηρήθηκε η παρουσία οξειδωµένου 

αµµωνίου  υπό τη µορφή νιτρωδών και νιτρικών ιόντων συνοδευόµενη από την 

αύξηση του pH στην κολώνα του νερού, γεγονός που υποδεικνύει την κατανάλωση 

του εκλυόµενου CO2 στον πυθµένα. Η οξείδωση του αµµωνίου πιθανά να οφείλεται 

στην κυρίαρχη παρουσία µεσόφιλων νιτρωδοποιητικών αρχαίων προκαρυωτικών 
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µικροοργανισµών του είδους �itrosopumilus maritimus, οι οποίοι αλληλεπιδρούν µε 

τους µικροβιακούς παραγωγούς άµορφου υδροξειδίου του σιδήρου στο ίζηµα. Η 

στενή σχέση του κύκλου του σιδήρου µε τον κύκλο του αζώτου που υποστηρίζεται 

από τους µεσόφιλους µικροβιακούς πληθυσµούς του ιζήµατος και των καµινάδων, 

αποτελεί µία ιδιαίτερη περίπτωση οικοσυστήµατος που δεν έχει προηγουµένως 

παρατηρηθεί σε όξινο υδροθερµικό περιβάλλον (Kilias και συνεργάτες, 2013). 

 

4.1. Ποικιλότητα των αποµονωθέντων βακτηριακών στελεχών  

 
Στην παρούσα εργασία αποµονώθηκε µεγάλος αριθµός (832) µεσόφιλων 

ετερότροφων βακτηρίων από το ίζηµα και την εξωτερική επιφάνεια µίας 

υδροθερµικής καµινάδας. Μόνο από το δείγµα της καµινάδας αποµονώθηκαν 

βακτήρια από το θρεπτικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη, ενώ µικρό 

ποσοστό αποµόνωσης παρατηρήθηκε από το υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη 

γλυκόζη, αντίθετα µε το δείγµα ιζήµατος. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει τα 

διαφορετικά µεταβολικά µονοπάτια του ετερότροφου µεσόφιλου βακτηριακού 

πληθυσµού σε συνδυασµό µε τη στρατηγική προσαρµογής του στο συγκεκριµένο 

οικοσύστηµα. Παρόµοια αποτελέσµατα αφθονίας αποµονωθέντων µεσόφιλων 

βακτηρίων αναφέρθηκαν σε µελέτη υδροθερµικού πεδίου στη νήσο Vulcano (5 m 

βάθος), στη Μεσόγειο (Gugliandolo και Maugeri, 1998), όπου σε αντίθεση µε το 

υδροθερµικό πεδίο στο Κολούµπο, η εισφορά ενέργειας προερχόταν σε µεγάλο 

ποσοστό από τη φωτοσύνθεση. Έχει βρεθεί ότι, ο αριθµός των µεσόφιλων βακτηρίων 

που αποµονώθηκαν από διαφορετικού τύπου οικοσυστήµατα σε µεγάλα βάθη ήταν 

πολύ µικρός. Συγκεκριµένα, ένα τέτοιο παράδειγµα είναι η µελέτη του 

οικοσυστήµατος πυκνής άλµης Urania (3.500 m βάθος) στη Μεσόγειο, µε στόχο την 

καλλιέργεια µεσόφιλων βακτηρίων από την υπεραλατώδη εξωτερική επιφάνεια της 

άλµης, η οποία οδήγησε στην αποµόνωση συνολικά µόνο 70 βακτηριακών στελεχών 

(Sass και συνεργάτες, 2001). Ένα δεύτερο παράδειγµα είναι το χαµηλό ποσοστό 

αποµόνωσης µεσόφιλων βακτηρίων που παρατηρήθηκε από δείγµατα ιζήµατος σε 

οικοσυστήµατα βαθιάς θάλασσας του Νότιου Ατλαντικού Ωκεανού (1.905 και 5.560 

m βάθος) (Castro da Silva και συνεργάτες, 2013) και της Ανατολικής Μεσογείου 

(Gärtner και συνεργάτες, 2011). Το τελευταίο, θεωρείται ένα ιδιαίτερο ολιγοτροφικό 

θαλάσσιο οικοσύστηµα αφού χαρακτηρίζεται από υψηλή θερµοκρασία σε σχέση µε 

εκείνη που επικρατεί συνήθως στον πυθµένα (14 °C αντί 2-4 °C), γεγονός που µπορεί 
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να ευνοεί την ανάπτυξη βακτηρίων µε ιδιαίτερα χαρακτηριστικά (Gärtner και 

συνεργάτες, 2011). 

Από τη διάκριση των 832 στελεχών, όπως προέκυψε µε τη µέθοδο BOX-PCR, 

σχηµατίστηκαν πολλές µικρές οµάδες που περιλάµβαναν λιγότερα από 10 πρότυπα 

BOX. Τα 89 από τα 832 συνολικά πρότυπα BOX απαντήθηκαν µία µόνο φορά και 

προέρχονταν από στελέχη που αποµονώθηκαν και από τα τρία θρεπτικά 

υποστρώµατα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία, τόσο από το ίζηµα όσο 

και από την καµινάδα. Τα παραπάνω αποτελέσµατα αναδεικνύουν το µεγάλο 

ποσοστό ποικιλότητας του αποµονωθέντος µεσόφιλου βακτηριακού πληθυσµού σε 

επίπεδο στελέχους.  

 

4.2. Αντιµικροβιακή δράση όλων των µοναδικών βακτηριακών     

       στελεχών 

  
Όπως αναφέρεται στα αποτελέσµατα (§ 3.1.ε.) έγινε έλεγχος αντιµικροβιακής δράσης 

σε όλα τα αποµονωθέντα στελέχη έναντι 18 επιλεγµένων µικροβιακών δεικτών. Από 

τα 230 διαφορετικά στελέχη που προέκυψαν σύµφωνα µε την οµαδοποίηση της 

BOX-PCR, µόνο τα 41 δεν εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση έναντι κανενός από 

τους 18 µικροβιακούς δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν. Τα στελέχη αυτά 

περιλαµβάνονταν σε µικροβιακές οµάδες µικρής ποικιλότητας (λιγότερα από 10 

στελέχη) και αποτελούσαν ένα µικρό ποσοστό του αποµονωθέντος συνολικού 

µεσόφιλου βακτηριακού πληθυσµού.   

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του βιοελέγχου in vitro, τα στελέχη µε αντιµικροβιακή 

δράση εκτός του ότι ανέστειλαν την ανάπτυξη µόνο αρνητικών ή µόνο θετικών κατά 

Gram βακτηρίων, ανέστειλαν και την ανάπτυξη είτε θετικών κατά Gram βακτηρίων 

και µυκήτων, είτε θετικών και αρνητικών κατά Gram βακτηρίων και ευκαρυωτικών 

δεικτών, γεγονός που υποδεικνύει την ευρεία και έντονη µεταβολική τους 

δραστηριότητα. Παρατηρήθηκε µεγάλος αριθµός στελεχών µε αντιµικροβιακή δράση 

και αυτό ίσως υποδηλώνει πως η δραστηριότητα αυτή αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό 

γνώρισµα του αποµονωθέντος µεσόφιλου πληθυσµού. Το ποσοστό (89%) των 

στελεχών µε αντιµικροβιακή δράση βρέθηκε να είναι κατά πολύ µεγαλύτερο 

συγκριτικά µε ανάλογες µελέτες σε βακτήρια διαφορετικών θαλάσσιων 

ενδιαιτηµάτων όπως την κολώνα του νερού από δείγµατα που συλλέχθηκαν κοντά 

στην ακτή στην Ανατολική Θάλασσας της Κίνας (Zheng και συνεργάτες, 2005). Στη 



148 
 

συγκεκριµένη περίπτωση η παρατήρηση ίσως να οφείλεται στο ότι τα θαλάσσια 

βακτήρια περνούν µεγάλο µέρος της ζωής τους αιωρούµενα, προσπαθώντας να 

προσκολληθούν σε διαθέσιµες επιφάνειες και η παραγωγή αντιµικροβιακών ουσιών 

ίσως αποτελεί περιττή κατανάλωση ενέργειας. Αντίθετα, η έκκριση αντιµικροβιακών 

ουσιών κατά τον σχηµατισµό βιοϋµενίων, όπως συµβαίνει στην παρούσα µελέτη, 

φαίνεται να ρυθµίζει τη σύσταση των βακτηριακών πληθυσµών όπως έχει αναφερθεί 

και σε άλλες µελέτες (Long και Azam, 2001, Rao και συνεργάτες, 2005). Οι  Yan και 

συνεργάτες (2003) παρατήρησαν σε µελέτη για την παραγωγή αντιµικροβιακών 

ουσιών από στελέχη των ειδών B. licheniformis και B. subtilis, ότι τα στελέχη αυτά 

εµφάνισαν αντιµικροβιακή δράση µόνο κατά την ανάπτυξή τους σε βιοϋµένια κι όχι 

σε υγρές κλειστές καλλιέργειες. Η παραπάνω διαπίστωση ενισχύει και τα 

συµπεράσµατα των Mearns-Spragg και συνεργατών (1998), σύµφωνα µε τους 

οποίους, θαλάσσια βακτήρια οργανωµένα σε βιοϋµένια εµφανίζουν αντιµικροβιακή 

δράση ως απάντηση σε άλλους βακτηριακούς πληθυσµούς που τα περιβάλλουν, αφού 

η παραγωγή αντιµικροβιακών ουσιών φαίνεται να επηρεάζεται από ρυθµιστικά 

επαγωγικά µόρια που απελευθερώνονται στο εσωτερικό των βιοϋµενίων.  

Θα πρέπει να τονιστεί ότι, το ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης που παρατηρήθηκε 

στο συγκεκριµένο οικοσύστηµα ήταν υψηλότερο συγκριτικά µε αντίστοιχες µελέτες 

σε µικροβιακούς τάπητες, προσκολληµένους τόσο σε αβιοτικές επιφάνειες (Nithya 

και συνεργάτες, 2010) όσο και στην επιφάνεια ασπόνδυλων που συνήθως  

εµφανίζουν το υψηλότερο ποσοστό αναστολής ανάπτυξης των µικροβιακών δεικτών, 

πιθανά λόγω της στενής σχέσης και αλληλεπίδρασης µεταξύ των βακτηρίων και του 

ξενιστή (Penesyan και συνεργάτες, 2009).  

 Ένα άλλο σηµείο που θα πρέπει να τονιστεί είναι ότι εκτός από την αναστολή της 

ανάπτυξης βακτηριακών δεικτών, διαπιστώθηκε και η έντονη αντιµυκητιακή δράση 

των εξεταζόµενων αποµονωθέντων στελεχών από το Κολούµπο. Οι αντιµυκητιακές 

ουσίες που παράγουν τα θαλάσσια βακτήρια προσφέρουν σηµαντικά πλεονεκτήµατα 

στον ανταγωνισµό για την προσκόλλησή τους σε επιφάνειες και η δράση αυτή 

αποτελεί την προκαταρκτική διαδικασία δηµιουργίας µεικτών µικροβιακών 

πληθυσµών σε υµένια. Μελέτες σε πειράµατα ταυτόχρονου εµβολιασµού ζυµών και 

βακτηρίων σε ελεύθερες επιφάνειες, παρατηρήθηκε ότι η ανάπτυξη των πληθυσµών 

των ζυµών διακόπηκε µετά το πέρας της λογαριθµικής φάσης ανάπτυξης των 

βακτηρίων (φάση επιβράδυνσης της αύξησης), κατά την οποία τα βακτήρια αρχίζουν 

να παράγουν δευτερογενείς µεταβολίτες (Franks και συνεργάτες, 2006). Στην 
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παρούσα εργασία επίσης, παρατηρήθηκε σηµαντικό ποσοστό αναστολής της 

ανάπτυξης  της ζύµης Candida albicans και του νηµατοειδή µύκητα Aspergillus 

niger. Το γεγονός αυτό θα µπορούσε να εξηγηθεί από την παρουσία πληθυσµών του 

γένους Candida και Aspergillus, σε υδροθερµικά πεδία βαθιάς θάλασσας (Burgaud 

και συνεργάτες, 2010).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι το µεγαλύτερο ποσοστό (62 %) των 

στελεχών µε αντιµικροβιακή δράση παρατηρήθηκε ενάντια στον φυτοπαθογόνο 

µύκητα Rhizoctonia solani, ενός µύκητα που επικρατεί σε ριζικά οικοσυστήµατα. Αν 

και φαινοµενικά, το οικοσύστηµα της ριζόσφαιρας και τα υδροθερµικά πεδία βαθιάς 

θάλασσας φαίνεται να διαφέρουν πολύ µεταξύ τους, σύµφωνα µε τα παραπάνω 

αποτελέσµατα, πιθανά να υπάρχουν οµοιότητες στο οργανικό και ανόργανο υλικό και 

ίσως και στον µεταβολισµό των µεσόφιλων βακτηριακών πληθυσµών. Στη 

ριζόσφαιρα, οι µεταβολές των φυσικοχηµικών παραµέτρων (θερµοκρασία, pH, 

συγκέντρωση CO2 και Η2Ο) κατά την εναλλαγή ηµέρας-νύχτας, υποχρεώνουν τους 

µικροοργανισµούς να υιοθετούν ειδικές στρατηγικές προσαρµοστικότητας 

προκειµένου να επιβιώσουν. Σύµφωνα µε µεταγονιδιωµατική µελέτη του 

µεταβολισµού βακτηρίων στη ριζόσφαιρα, ανιχνεύθηκαν εκτός των άλλων, γονίδια 

ανάλογα µε εκείνα που βρέθηκαν σε µικροβιακούς πληθυσµούς από υδροθερµικά 

πεδία βαθιάς θάλασσας, για τη δέσµευση και αποθήκευση σιδήρου και αζώτου και 

την εξουδετέρωση δραστικών µορφών οξυγόνου (Xie και συνεργάτες, 2011, Sessitsch 

και συνεργάτες, 2012). Τα παραπάνω οικοσυστήµατα χαρακτηρίζονται από τη 

συσσώρευση οργανικών ενώσεων σε µεγάλες συγκεντρώσεις που έχουν ως 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία µεγάλης συγκέντρωσης βιοµάζας, σε σύγκριση µε τα 

περιβάλλοντα οικοσυστήµατα. Στην περίπτωση της ριζόσφαιρας, η µετακίνηση κι 

εγκατάσταση των βακτηριακών πληθυσµών από το ολιγοτροφικό περιβάλλον του 

εδάφους προς τη ρίζα επιτυγχάνεται µε τη χρήση µαστιγίων και την παραγωγή 

λιποπεπτιδίων όπως η σουρφακτίνη, που µειώνουν την επιφανειακή τάση µεταξύ 

υποστρώµατος και κυττάρου, καθιστώντας δυνατή την εξάπλωση των βακτηρίων 

πάνω σε µία επιφάνεια (Raaijmakers και συνεργάτες, 2008, Ortega-Morales και 

συνεργάτες, 2008). ∆ιαπιστώθηκε επίσης ότι εκτός από την κίνηση, τα λιποπεπτίδια 

αυτά αναστέλλουν την ανάπτυξη φυτοπαθογόνων µυκήτων, όπως το λιποπεπτίδιο 

µασσετολίδη A που παράγεται από στελέχη του είδους Pseudomonas fluorescens 

(Τran και συνεργάτες, 2007).  
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Η σύνθεση αντιµυκητιακών λιποπεπτιδίων που παράγονται από στελέχη του γένους 

Bacillus θεωρείται ο πιθανότερος µηχανισµός αναστολής των φυτοπαθογόνων 

µυκήτων και φαίνεται να συνδέεται µε τη σύνθεση µαστιγίων, την ικανότητα 

δέσµευσης και αποθήκευσης σιδήρου, τη δέσµευση/αποµάκρυνση του N2 και την 

αναγωγή οξειδωτικών ενώσεων (Ortega- Morales και συνεργάτες, 2008). Εκτός από 

την παρούσα εργασία, έχει ήδη αναφερθεί σε προηγούµενες µελέτες η αναστολή της 

ανάπτυξης φυτοπαθογόνων µυκήτων, από βακτήρια θαλάσσιας προέλευσης του 

γένους Bacillus που αποµονώθηκαν από βιοϋµένια προσκολληµένα σε µακροφύκη 

και σε βραχώδεις ακτές (Menge και Branch, 2001, Elkahoui και συνεργάτες, 2011). 

 

4.3. Πολυενεργά βακτηριακά στελέχη 

  
42 από τα 230 εξεταζόµενα µοναδικά βακτηριακά στελέχη εµφάνισαν ευρεία κι 

επαναλαµβανόµενη αντιµικροβιακή δράση (πολυενεργά). Σύµφωνα µε φυλογενετική 

ανάλυση του γονιδίου 16S rDNA των 42 πολυενεργών στελεχών, τα 35 ανήκουν στο 

γένος Bacillus, εκ των οποίων το 91 % ανήκει στην οµάδα Bacillus subtilis που 

περιλαµβάνει τα είδη Β. subtilis, B. safensis, B. licheniformis και B. pumilus (Liu και 

συνεργάτες, 2013). Τα υπόλοιπα 7 πολυενεργά στελέχη ανήκουν στις τάξεις των α- 

πρωτεοβακτηρίων, γένος Loktanella και γ-πρωτεοβακτηρίων, γένη Pseudomonas και 

Halomonas. Τα στελέχη αυτά εµπόδισαν την ανάπτυξη τόσο συγγενικών όσο και 

ταξινοµικά µακρινών βακτηριακών δεικτών. Παρατηρήθηκε ότι διαφορετικά στελέχη 

που ανήκαν στο ίδιο γένος ή και στο ίδιο είδος, αποµονώθηκαν από διαφορετικά 

εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα τόσο από το δείγµα ιζήµατος όσο και από το 

δείγµα καµινάδας.  

Το µεγάλο ποσοστό πολυενεργών στελεχών (83 %) που ανήκουν στο γένος Bacillus 

δε συµφωνεί µε προηγούµενη µελέτη µεταγονιδιωµατικής ανάλυσης του µεσόφιλου 

πληθυσµού του ίδιου οικοσυστήµατος, σύµφωνα µε την οποία τα πρωτεοβακτήρια 

αποτελούσαν το µεγαλύτερο µέρος του µεσόφιλου βακτηριακού πληθυσµού (Kilias 

και συνεργάτες, 2013). Ωστόσο, έχει διαπιστωθεί ότι σπάνια συµφωνούν τα 

αποτελέσµατα που προκύπτουν από κλασσικές µικροβιολογικές µεθόδους 

αποµόνωσης µε εκείνα που βασίζονται σε µοριακές τεχνικές (Gontang και 

συνεργάτες, 2007, Gärtner και συνεργάτες, 2011). Το γεγονός αυτό αφορά κυρίως σε 

θετικά κατά Gram βακτήρια που σχηµατίζουν ενδοσπόρια µε αποτέλεσµα να µην 
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αναφέρονται σε βιβλιοθήκες κλώνων ακόµα κι όταν έχει γίνει προηγουµένως 

προσπάθεια λύσης των σπορίων (Gontang και συνεργάτες, 2007).  

Το ίζηµα αποτελεί το κυριότερο θαλάσσιο οικοσύστηµα από το οποίο έχουν 

ανακτηθεί στελέχη του γένους Bacillus (Austin, 1988), ενώ τα είδη B. pumilus και   B. 

subtilis αποτελούν το µεγαλύτερο ποσοστό στελεχών του γένους Bacillus που έχουν 

ανιχνευθεί σε βιοϋµένια, στο θαλάσσιο περιβάλλον (Liu και συνεργάτες, 2013). 

Αποµονωθέντα στελέχη του γένους Bacillus από υδροθερµικό πεδίο στον κόλπο της 

Καλιφόρνια (βάθος 1.500 m), αναπτύχθηκαν σε µεγάλο εύρος διαφορετικών τιµών 

θερµοκρασίας και αλατότητας και ήταν υπεύθυνα για την οξείδωση του διαλυµένου 

µαγγανίου Mn(II), το οποίο ανιχνεύθηκε σε υψηλές συγκεντρώσεις, στο υδροθερµικό 

ρευστό (Dick και συνεργάτες, 2006). Εκτός από τα προϊόντα οξείδωσης του 

µαγγανίου, σε υδροθερµικά οικοσυστήµατα παράγονται δραστικές µορφές οξυγόνου, 

οι οποίες οδηγούν τα κύτταρα σε οξειδωτική καταπόνηση όταν βρίσκονται σε 

µεγάλες συγκεντρώσεις.  Στελέχη των ειδών B. subtilis και B. licheniformis 

καταφέρνουν να επιβιώνουν στις παραπάνω τοξικές συνθήκες, χάρη σε 

εξειδικευµένους ρυθµιστικούς µεταγραφείς που ανιχνεύθηκαν στο γονιδίωµά τους και 

είναι υπεύθυνοι για την εξουδετέρωση των οξειδωτικών παραγόντων, την προστασία 

των µακροµορίων και την επιδιόρθωση ή αποµάκρυνση των µορίων που έχουν 

καταστραφεί (Zuber, 2009). Στην παρούσα µελέτη βρέθηκε µεγάλο ποσοστό (50 %) 

των πολυενεργών στελεχών να ανήκουν στο είδος B. pumilus. Έχει διαπιστωθεί ότι 

στελέχη αυτού του γένους, επιβιώνουν σε πολύ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

υπεροξειδίου του υδρογόνου συγκριτικά µε τα συγγενικά είδη B. subtilis και B. 

licheniformis χάρη σε έναν εξειδικευµένο µηχανισµό εξουδετέρωσης των δραστικών 

µορφών οξυγόνου που ανιχνεύθηκε στο γονιδίωµά τους  (Handtke και συνεργάτες, 

2014). Εκτός από την προσαρµογή τους σε µεγάλες συγκεντρώσεις οξειδωτικών 

ουσιών, στελέχη του είδους B. pumilus διαπιστώθηκε πως είναι πολύ ανθεκτικά και 

στην υπεριώδη ακτινοβολία γεγονός που θα µπορούσε να εξηγήσει την παρουσία 

τους υπό µορφή βιώσιµων σπορίων σε ακραία περιβάλλοντα, όπως τα υδροθερµικά 

πεδία βαθιάς θάλασσας, που χαρακτηρίζονται από υψηλές τιµές αυτής της 

ακτινοβολίας (Jolivet και συνεργάτες, 2003, Kempf και συνεργάτες, 2005).  

Ο συντονισµός της γονιδιακής έκφρασης που επιτελείται κατά την έκθεση των 

βακτηριακών στελεχών της οµάδας Bacillus subtilis σε παράγοντες καταπόνησης, 

επιφέρει τη συλλογική απενεργοποίηση µέρους του πληθυσµού, προκειµένου να 

διασφαλιστεί η επιβίωση των ανθεκτικών στελεχών. Κατά το αρχικό στάδιο 
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δηµιουργίας ενδοσπορίων από στελέχη αυτού του είδους, έχει ανιχνευθεί η παραγωγή 

του παράγοντα Skf (killing factor) που προκαλεί τη λύση συγγενικών κυττάρων, τα 

οποία δε σχηµατίζουν ενδοσπόρια (Gonzalez-Pastor και συνεργάτες, 2003). 

∆εδοµένου ότι ο παράγοντας  Skf µπορεί να αναστείλει και την ανάπτυξη παθογόνων 

βακτηρίων (Lin και συνεργάτες, 2001), η παραγωγή του θα µπορούσε να αποτελεί 

ένδειξη της άµεσης σχέσης µεταξύ της παραγωγής αντιµικροβιακών ουσιών και της 

δηµιουργίας ενδοσπορίων (Stein, 2005, Fickers, 2012).  

Εκτός από τα 35 στελέχη που ανήκουν στο γένος Bacillus, τα υπόλοιπα 7 πολυενεργά 

στελέχη ανήκουν στην οµάδα των πρωτεοβακτηρίων. Το στέλεχος C54 ανήκει στο 

είδος Loktanella hongkongensis, της οικογένειας Roseobacteriaceae των α- 

πρωτεοβακτηρίων. Η οικογένεια αυτή περιλαµβάνει τα µοναδικά στελέχη που έχουν 

αποµονωθεί σε καθαρή καλλιέργεια από την τάξη των α- πρωτεοβακτηρίων, η οποία 

αποτελεί µία από τις µεγαλύτερες κατηγορίες ετερότροφων βακτηρίων που απαντάται 

στο θαλάσσιο περιβάλλον (Cottrell και Kirchman, 2000). Σύµφωνα µε προηγούµενες 

µελέτες, ο οικολογικός ρόλος των στελεχών της οικογένειας Roseobacter συνδέεται 

µε την παρεµπόδιση της προσκόλλησης άλλων βακτηριακών ειδών σε µικροβιακούς 

τάπητες στους οποίους αποτελούν τον κυρίαρχο πληθυσµό, χάρη στην έκκριση 

δευτερογενών µεταβολιτών µε αντιµικροβιακή δράση (Wagner-Dobler και 

συνεργάτες, 2004). Επιπρόσθετα, το ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης στελεχών της 

οικογένειας Roseobacteriaceae που αποµονώθηκαν από βιοϋµένια από τις ακτές της 

Νότιας Καλιφόρνια, ήταν πολύ µεγαλύτερο συγκριτικά µε το ποσοστό στελεχών της 

ίδιας οικογένειας, που αποµονώθηκαν από την κολώνα του νερού τόσο στις ίδιες 

θέσεις δειγµατοληψίας όσο και σε µεγαλύτερη απόσταση από την ακτή (Long και 

Azam, 2001). 

Ένα άλλο πολυενεργό στέλεχος της παρούσας εργασίας ήταν το στέλεχος Halomonas 

sulfidaeris S453 που ανήκει στην τάξη των γ- πρωτεοβακτηρίων. Στελέχη του γένους 

αυτού έχουν αποµονωθεί από βιοϋµένια προσκολληµένα σε διαβρωµένο βασάλτη και 

σουλφιδικές καµινάδες υδροθερµικού πεδίου στο υποθαλάσσιο όρος Loihi (Hawaii, 

βάθος 1.174 m), τα οποία οξειδώνουν αναγωγικές µορφές σιδήρου και µαγγανίου 

[Fe(II), Mn(II)], καθώς και πολλές διαφορετικές κατηγορίες οργανικών ενώσεων 

(Kaye και Baross, 2000). Ένα από τα παραπάνω στελέχη βρέθηκε να παράγει τις πιο 

υδρόφιλες από τις αµιφιφιλικές πεπτιδικές σιδηροφόρες που αναφέρονται έως σήµερα 

στη βιβλιογραφία, τις λοϊχικελίνες A–F (Homann και συνεργάτες, 2009). 



153 
 

Τα υπόλοιπα από τα πολυενεργά στελέχη αυτής της εργασίας ανήκουν στο γένος 

Pseudomonas της τάξης των γ- πρωτεοβακτηρίων που θεωρείται ένα από τα 

σηµαντικότερα γένη για την παραγωγή αντιµικροβιακών ουσιών (Giancarlo και 

Rolando, 1993). Στελέχη του γένους Pseudomonas έχουν αποµονωθεί από ίζηµα σε 

µεγάλα βάθη όπως στην τάφρο Mariana, το πιο βαθύ σηµείο του ωκεάνιου πυθµένα 

(~ 11.000 m βάθος)  (Kato και συνεργάτες, 1997, Xu και συνεργάτες, 2007).  

 

4.4. Αποµόνωση δευτερογενών µεταβολιτών σε καθαρή µορφή 

από το στέλεχος Pseudomonas psychrotolerans S222 

 
Στην παρούσα µελέτη από το στέλεχος S222 που ανήκει στο είδος Pseudomonas 

psychrotolerans αποµονώθηκαν σε καθαρή µορφή 3 µεταβολίτες που ανήκουν στην 

οικογένεια των 2,5 δικετοπιπεραζινών και είναι γνωστές για την ισχυρή 

αντιµικροβιακή τους δράση (Fdhila και συνεργάτες, 2003, Stark και Hofmann, 2005, 

Campbell και συνεργάτες, 2009, Wang και συνεργάτες, 2012). Οι δικετοπιπεραζίνες 

είναι τα µικρότερα γνωστά κυκλικά πεπτίδια και παράγονται από το 90 % των 

αρνητικών κατά Gram βακτηρίων αλλά και από θετικά κατά Gram βακτήρια, µύκητες 

και ανώτερους οργανισµούς. Οι σηµαντικές αυτές ιδιότητες προκύπτουν από τη 

συµµετοχή τους στη ρύθµιση της επικοινωνίας µεταξύ βακτηριακών στελεχών και 

τον έλεγχο δηµιουργίας βιοϋµενίων, προστατεύοντας τον µικροοργανισµό από τις 

ιικές λοιµώξεις και καταστέλλοντας ανταγωνιστικούς πληθυσµούς βακτηρίων ή 

µυκήτων (De Carvalho και Abraham, 2012). 

 

4. 5. Ανίχνευση των υπεύθυνων γονιδίων για την αντιµικροβιακή   

        δράση 
     
Συµπληρωµατικά στην παρούσα µελέτη, στο γονιδίωµα ορισµένων από τα παραπάνω 

πολυενεργά στελέχη του γένους Bacillus και Pseudomonas, ανιχνεύθηκαν γονίδια, 

υπεύθυνα για τη σύνθεση πολυκετιδίων και πεπτιδίων µη ριβοσωµικής προέλευσης, 

δύο από τις µεγαλύτερες κατηγορίες φυσικών προϊόντων, µε ευρεία αντιµικροβιακή, 

αντικαρκινική και αντιπαρασιτική δράση (Gulder και Moore, 2009). Τα γονίδια αυτά 

που δεν αποτελούν σύνηθες συστατικό του προκαρυωτικού γονιδιώµατος, 

ανιχνεύονται σε επίπεδο στελέχους (Fischbach και Walsh, 2006) και χαρακτηρίζονται 

από εξαιρετικά µεγάλο µέγεθος (> 5 kb) που οδηγεί στην υπόθεση πως ίσως 

προέρχονται από τη συνένωση περισσότερων γονιδίων. Συνήθως ανιχνεύονται σε µη 
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παθογόνα περιβαλλοντικά στελέχη, τα οποία χαρακτηρίζονται από αργούς κύκλους 

αναπαραγωγής και τη δυνατότητα ανάπτυξης σε εναλλασσόµενες συνθήκες 

διαθεσιµότητας θρεπτικών και ασιτίας. Οι συνθήκες αυτές φαίνεται να ευνοούν τη 

σύνθεση δευτερογενών µεταβολιτών που ενισχύουν την προστασία των παραγωγών 

τους από τους ανταγωνιστές ή τους θηρευτές τους, αυξάνοντας έτσι την 

προσαρµοστικότητά τους σε αντίξοες συνθήκες. Ωστόσο, η υλοποίηση της 

πληροφορίας που περιλαµβάνουν αυτά τα γιγάντια γονίδια συνδέεται µε υψηλό 

κόστος ενέργειας, χρόνου και διαθέσιµου υποστρώµατος και αντανακλά το 

σηµαντικό όφελος των µικροοργανισµών από την έκφρασή τους για την παραγωγή 

των αντιµικροβιακών µεταβολιτών (Riva και Tumbler, 2008). 

 

4.5.1. Ανίχνευση γονιδίων πολυκετιδικών συνθασών (PKS) 

 
Στην παρούσα µελέτη, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα και τη φυλογενετική ανάλυση 

του γονιδίου της β-κετοακύλ-συνθάσης (KS),  το γονίδιο αυτό ανιχνεύθηκε σε έξι από 

τα 42 πολυενεργά στελέχη.  ∆ύο από τις έξι κετοακύλ-συνθάσες εµφάνισαν υψηλή 

οµοιότητα µε υβριδικές NRPS/PKS και οι υπόλοιπες τέσσερις ήταν συγγενικές µε 

(KS) τύπου trans-AT. Ο τύπος trans-AT PKS προέρχεται από πολλαπλούς 

συνδυασµούς οριζόντιας µεταφοράς πρωτεϊνικών κετοσυνθασών (KS) και 

παρουσιάζει χαρακτηριστικά που απέχουν από την κανονική αρχιτεκτονική των 

συστηµάτων cis-AT (Nguyen και συνεργάτες, 2008). Οι trans-AT PKS έχουν 

ανιχνευθεί σε βακτήρια από σπάνια και ιδιαίτερα οικοσυστήµατα κι έχουν οδηγήσει 

στην ανακάλυψη νέων πολυκετιδίων µε αντιβιοτική (µουπιροσίνη, στρεπτογραµίνη) 

και αντικαρκινική δράση (βρυοστατίνη) (Piel, 2010). Στην παρούσα εργασία, τα 

γονίδια (KS) τύπου trans-AT είχαν υψηλή συγγένεια µε (KS) που αποµονώθηκαν από 

συµβιωτικά βακτήρια σπόγγων από τη Νότια Θάλασσα της Κίνας (Zhang και 

συνεργάτες, 2008). Αν και οι σπόγγοι θεωρούνται απλοί και πρωτόγονοι ζωικοί 

οργανισµοί, χαρακτηρίζονται από ένα πολύπλοκο ανοσοποιητικό σύστηµα που τους 

επιτρέπει να επιβιώνουν και να προστατεύονται από ανταγωνιστικά είδη, θηρευτές 

και παθογόνους µικροοργανισµούς. Η άµυνα αυτή οφείλεται στην παραγωγή 

δευτερογενών µεταβολιτών από τους µικροοργανισµούς που φιλοξενούνται στον ιστό 

τους κι αποτελούν το 40 % του όγκου τους µε πυκνότητα ~ 109 κύτταρα/ml, σε 

αντίθεση µε τη συγκέντρωση των µικροοργανισµών στο  θαλασσινό νερό (~ 105 

κύτταρα/ml). Η έκκριση αµµωνίου από τον σπόγγο, ως προϊόν του καταβολισµού 
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του, η συσσώρευση και στη συνέχεια η οξείδωση του αµµωνίου από αρχαίους 

προκαρυωτικούς µικροοργανισµούς του είδους �itrosopumilus maritimus 

χαρακτηρίζουν τον κύκλο του αζώτου  στο συγκεκριµένο οικοσύστηµα (Walker και 

συνεργάτες, 2010). Η µεγάλη συσσώρευση βιοµάζας σε σχέση µε το περιβάλλον 

ωκεάνιο νερό, η χηµιοαυτότροφη δέσµευση ανόργανου άνθρακα CO2, οι 

οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις θείου και αζώτου και η ανίχνευση γονιδίων για την 

εξάλειψη ή επισκευή µακροµορίων που έχουν υποστεί βλάβη από τις τοξικές 

δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS) που παράγονται (Li και συνεργάτες, 2014), θα 

µπορούσαν να αποτελούν κοινά χαρακτηριστικά ανάµεσα στο ενδιαίτηµα του 

θαλάσσιου σπόγγου και του υδροθερµικού πεδίου του Κολούµπο. Σύµφωνα µε 

προηγούµενες µελέτες, κοινό χαρακτηριστικό των µεσόφιλων πληθυσµών 

υδροθερµικού πεδίου και θαλάσσιου σπόγγου αποτελεί και η ανίχνευση µεγάλου 

ποσοστού γονιδίων που κωδικοποιούν τρανσποζάσες, οι οποίες ευθύνονται για την 

οριζόντια µεταφορά γονιδίων και θα µπορούσαν να εξηγήσουν την παρουσία των 

γονιδίων trans-AT (PKS) (Xie και συνεργάτες, 2011, Liu και συνεργάτες, 2012). 

 

4.5.2. Ανίχνευση γονιδίων µη ριβοσωµικών πεπτιδικών συνθασών    

          (9RPS) 

  
Επιπρόσθετα, πολλά από τα σηµαντικότερα φαρµακευτικά πεπτίδια συνθέτονται από 

τις µη ριβοσωµικές συνθάσες (NRPS) και παρουσιάζουν αξιοσηµείωτη ποικιλότητα 

στη δοµή και τη λειτουργία τους. Η ποικιλότητα στη δοµή εξαρτάται από τον 

διαφορετικό αριθµό των καταλυτικών περιοχών, την ποικιλία των ενεργοποιηµένων 

αµινοξέων από τις αδενυλικές πρωτεϊνικές περιοχές ή/και την προσθήκη 

δευτερευόντων τροποποιηµένων περιοχών (Schwarzer και συνεργάτες, 2003). Όλες οι 

αδενυλικές περιοχές που αποµονώθηκαν στη συγκεκριµένη εργασία από τα 

πολυενεργά στελέχη είχαν υψηλή οµοιότητα µε αδενυλικές περιοχές (NRPS). 

Ορισµένες από αυτές ήταν συγγενικές µε υποµονάδες γνωστών πεπτιδίων για την 

αντιµικροβιακή τους δράση. ∆ύο από τις αλληλουχίες στελεχών του γένους 

Pseudomonas είχαν υψηλή οµοιότητα µε την υποµονάδα D της γραµµικής 

γραµισιδίνης, η οποία χαρακτηρίζεται από έναν σχετικά σπάνιο τύπο κατάληξης της 

αλυσίδας από µία αναγωγάση (R) (Du και Lou, 2010). Η γραµµική γραµισιδίνη 

αναστέλλει την ανάπτυξη θετικών κατά Gram βακτηρίων κατά τη διάρκεια όλων των 

σταδίων ανάπτυξής τους, αντίθετα µε άλλες αντιµικροβιακές ουσίες (β-λακτάµες, 
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κινολόνες) που αναστέλλουν την ανάπτυξη των κυττάρων µόνο κατά τη φάση της 

εκθετικής αύξησης (Xiong και συνεργάτες, 2005). Συγκριτικά µε άλλα πεπτίδια, 

εµφανίζει το µεγαλύτερο ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης, η οποία οφείλεται κυρίως 

στην παραγωγή και διάχυση τοξικών υδροξυλικών ανιόντων (Liou και συνεργάτες, 

2015).  

Οι αλληλουχίες του γονιδίου (NRPS) τριών στελεχών Bacillus ήταν συγγενικές µε τις 

υποµονάδες των αντιβιοτικών τυροσιδίνη C και βακιτρακίνη Α, δύο αµφιφιλικών 

κυκλικών πεπτιδίων, οι υδρόφιλες οµάδες των οποίων, σχηµατίζουν δεσµούς µε τη 

φωσφορική οµάδα των λιπιδίων του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώµατος και το 

αποσταθεροποιούν. Ταυτόχρονα, το υδρόφοβο τµήµα τους εισέρχεται στη µεµβράνη, 

δηµιουργώντας ένα κανάλι που προκαλεί τη θραυσµατοποίησή της και κατ’ επέκταση 

τη λύση του κυττάρου. Λόγω των δεσµών που συνάπτουν µε τα φωσφολιπίδια του 

κυτταρικού τοιχώµατος, τα δύο αυτά αντιβιοτικά προκαλούν την αναστολή της 

ανάπτυξης κυρίως θετικών κατά Gram βακτηρίων (Ming και Epperson, 2002, 

Marques και συνεργάτες, 2007). Επίσης, έχει παρατηρηθεί η αντιµυκητιακή δράση 

της τυροσιδίνης ενάντια σε νηµατοειδείς µύκητες και τη δηµιουργία βιοϋµενίων από 

στελέχη του είδους Candida albicans, λόγω της µεταβολής της διαπερατότητας της 

κυτταρικής µεµβράνης της ζύµης, που πραγµατοποιείται χάρη στους δεσµούς της 

τυροσιδίνης µε την εργοστερόλη, ένα σηµαντικό συστατικό της κυτταρικής 

µεµβράνης (Troskie και συνεργάτες, 2014). Η ανθεκτικότητα πολλών παθογόνων 

µικροοργανισµών στη βακιτρακίνη και την τυροσιδίνη παρατηρείται σπάνια, λόγω 

της πολύπλοκης και ενεργειακά δαπανηρής διαδικασίας που απαιτείται για να 

τροποποιηθεί η σύσταση των φωσφολιπιδίων της µεµβράνης ώστε να µην 

δεσµεύονται από τα παραπάνω αντιβιοτικά. Το γεγονός αυτό, καθώς και η αδυναµία 

δηµιουργίας δεσµών µε τη χοληστερόλη, το φωσφολιπίδιο της µεµβράνης των 

πολυκύτταρων ευκαρυωτικών οργανισµών, έχουν ως αποτέλεσµα, η βακιτρακίνη και 

η τυροσιδίνη να αποτελούν αντικείµενο µελέτης στην προσπάθεια για την 

καταπολέµιση των πολυανθεκτικών παθογόνων µικροοργανισµών (Marques και 

συνεργάτες, 2007).     

Η πλειονότητα των αδενυλικών περιοχών που ανιχνεύθηκαν, ήταν συγγενικές µε το 

λιποπεπτίδιο σουρφακτίνη και προέρχονταν από στελέχη του γένους Bacillus, ενώ η 

αδενυλική περιοχή που αποµονώθηκε από στέλεχος του γένους Pseudomonas 

εµφάνισε υψηλή συγγένεια µε την υποµονάδα (Α) της λιχενισίνης. Τα λιποπεπτίδια 

σουρφακτίνη και λιχενισίνη έχουν αντιβακτηριακή, αντιική και αιµολυτική δράση 
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τροποποιώντας τη διαπερατότητα και διαλυτότητα της µεµβράνης του κυττάρου 

στόχου. Με τον τρόπο αυτό, επιτυγχάνεται η αναστολή του σχηµατισµού βιοϋµενίων 

ανταγωνιστικών βακτηρίων, εµποδίζοντας την προσκόλληση των κυττάρων σε 

επιφάνειες (Roongsawang και συνεργάτες, 2011). Η ποικιλία στη δοµή των 

παραπάνω λιποπεπτιδίων επηρεάζει εκτός από τις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες 

(µικυλλιοποίηση, µείωση της επιφανειακής τάσης) και τον τρόπο αλληλεπίδρασης µε 

τη µεµβράνη του κυττάρου στόχου, ώστε να εµφανίζουν ευρεία αντιµικροβιακή 

δραστηριότητα (Peypoux και συνεργάτες, 1999, Bonmatin και συνεργάτες, 2003). 

Λόγω της αµφιφιλικής τους δοµής, η σουρφακτίνη και η λιχενισίνη σχηµατίζουν 

ισχυρούς δεσµούς µε τα φωσφολιπίδια της µεµβράνης και δηµιουργούν 

συσσωµατώµατα που δεν αναµειγνύονται, αλλά αλληλεπιδρούν κι αλλοιώνουν τις 

ιδιότητες των συστατικών της, προκαλώντας ανισορροπία της ιοντικής ροής και 

κυτταρικό θάνατο. Αντίθετα µε άλλα λιποπεπτίδια που δεν αναστέλλουν την 

ανάπτυξη αρνητικών κατά Gram βακτηρίων λόγω της προστασίας που τους 

προσφέρει η εξωτερική τους µεµβράνη (Nybroe και Sørensen, 2004), η σουρφακτίνη 

έχει ευρεία αντιµικροβιακή δράση ενάντια τόσο σε θετικά κατά Gram βακτήρια  όπως 

στελέχη του είδους B. cereus (Huang και συνεργάτες, 2007), όσο και σε αρνητικά 

κατά Gram βακτήρια, όπως στην περίπτωση φυτοπαθογόνων στελεχών του είδους 

Xanthomonas campestris (Etchegaray και συνεργάτες, 2008) και P. syringae (Bais 

και συνεργάτες, 2004) καθώς και παθογόνων στελεχών µυκοπλάσµατος 

(Vollenbroich και συνεργάτες, 1997α). Ωστόσο, η αντιµυκητιακή της δράση δεν 

παρατηρείται συχνά, αν και σε χαµηλές συγκεντρώσεις η σουρφακτίνη προκάλεσε τη 

διόγκωση των µυκηλιακών υφών και την αναστολή της ανάπτυξης του 

φυτοπαθογόνου µύκητα Magnaporthe grisea (Tendulkar και συνεργάτες, 2007), 

προκαλώντας την αύξηση της συρροής ιόντων Ca2+ και H+ στην κυτταρική µεµβράνη 

(Thrane και συνεργάτες, 1999). Η σουρφακτίνη είναι επίσης υπεύθυνη για την 

απενεργοποίηση πολλών και διαφορετικών ειδών ιών επιδρώντας στον λιποπεπτιδικό 

τους µανδύα, που οδηγεί στην αποσύνθεση των ιικών µορίων (Vollenbroich και 

συνεργάτες, 1997β, Huang και συνεργάτες, 2006).  

Σύµφωνα µε προηγούµενη µελέτη, στελέχη των ειδών B. subtilis και B. licheniformis 

που αποµονώθηκαν από διάφορα ακραία οικοσυστήµατα (Price και συνεργάτες, 

2007), παρήγαγαν διαφορετικούς τύπους λιποπεπτιδίων, που πιθανά συνεισέφεραν 

στον αποτελεσµατικό ανταγωνισµό των βακτηριακών παραγωγών τους µε τις 
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προϋπάρχουσες µικροβιακές κοινότητες και την προσαρµογή τους σε αλλαγές 

αβιοτικών και βιοτικών παραγόντων. 

Τα λιποπεπτίδια σουρφακτίνη και λιχενισίνη, εκτός από την ευρεία αντιµικροβιακή 

δράση, συµµετέχουν στη δηµιουργία βιοϋµενίων και την προσκόλληση των 

βακτηρίων σε επιφάνειες. Η παραγωγή τους ρυθµίζεται από τη διακυτταρική 

επικοινωνία και συνδέεται µε την παρουσία τοξικών δραστικών µορφών οξυγόνου ή 

µε την αύξηση της κυτταρικής πυκνότητας, η οποία προωθεί και την οριζόντια 

µεταφορά γονιδίων (Danhorn και Fuqua, 2007). Κατά την προσκόλληση σε 

επιφάνειες, µε την παραγωγή σουρφακτίνης, αυξάνεται η υγρανσιµότητα των 

υδροφοβικών τµηµάτων των κυττάρων καθώς και η διαλυτότητα και η διάχυση των 

απαραίτητων θρεπτικών συστατικών για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών 

(Lindow και Brandl, 2003). Η αύξηση της επιφανειακής τάσης οδηγεί στη 

συνάθροιση των κυττάρων σε δενδρίτες και την αποτελεσµατική συντονισµένη τους 

µετατόπιση (Daniels και συνεργάτες, 2006).  

 

 

 

 

 
Συνοψίζοντας, από την παρούσα εργασία είναι δυνατόν να καταλήξουµε στα 

παρακάτω γενικά συµπεράσµατα: 

• Τα δεδοµένα υποστηρίζουν υψηλότερη βακτηριακή ποικιλότητα των 

µεσόφιλων στελεχών σε σύγκριση µε άλλα οικοσυστήµατα βαθιάς θάλασσας. 

• Η δεδοµένη ανάπτυξη των παραπάνω στελεχών σε περισσότερα του ενός 

εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα υποστηρίζει την πιθανή ικανότητα 

αποίκησης αυτών των στελεχών σε µεγάλου εύρους διαφορετικού τύπου 

οικοσυστηµάτα.  

• Βρέθηκε υψηλότερο ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης (82 %) συγκριτικά µε 

αντίστοιχες µελέτες σε µικροβιακούς τάπητες (35 %). 

• Εκφράστηκε έντονη αντιµυκητιακή δράση των εξεταζόµενων αποµονωθέντων 

βακτηριακών στελεχών κυρίως ενάντια στον φυτοπαθογόνο µύκητα 

Rhizoctonia solani. Αυτό µπορεί να οδηγήσει σε βιοτεχνολογική εφαρµογή 

στο βιοέλεγχο των καλλιεργειών. 



159 
 

• 42 από τα 832 αποµονωθέντα µεσόφιλα βακτηριακά στελέχη είναι 

πολυενεργά και θα µπορούσαν να αξιοποιηθούν σε βιοτεχνολογικές 

εφαρµογές. 

Τα ανωτέρω πολυενεργά στελέχη έδειξαν να έχουν τα παρακάτω βασικά 

χαρακτηριστικά τα οποία θα τα έκαναν πολύ ενδιαφέροντα για περαιτέρω έρευνα: 

1. Αποµονώθηκαν σε καθαρή µορφή 3 µεταβολίτες από το πολυενεργό στέλεχος 

Pseudomonas psychrotolerans S222 που ανήκουν στην οικογένεια των 2,5 

δικετοπιπεραζινών, γνωστές για την ισχυρή αντιµικροβιακή τους δράση. 

2. Το γονίδιο της β-κετοακύλ-συνθάσης (KS) ανιχνεύθηκε σε έξι από τα 42 

πολυενεργά στελέχη. 

3. Βρέθηκε υψηλή οµοιότητα των αδενυλικών περιοχών που αποµονώθηκαν από 

τα πολυενεργά στελέχη, µε αδενυλικές περιοχές (NRPS). 

4. Έγινε ανίχνευση παράγωγων σουρφακτίνης, από πολυενεργά στελέχη του 

γένους Bacillus και παράγωγου λιχενισίνης από στέλεχος του γένους 

Pseudomonas. Τα παραπάνω λιποπεπτίδια φαίνεται να αποτελούν σηµαντικό 

µηχανισµό προσαρµογής των βακτηριακών στελεχών στο υδροθερµικό πεδίο 

του υποθαλάσσιου ηφαιστείου Κολούµπο.  

5. Βάσει των ανωτέρω ευρηµάτων, έγινε συσχέτιση των οικοσυστηµάτων 

θαλάσσιου σπόγγου και ριζόσφαιρας που χαρακτηρίζονται από τη δηµιουργία 

και διατήρηση υψηλής συγκέντρωσης βιοµάζας σε αντίθεση µε το υπόλοιπο 

οικοσύστηµα της περιοχής, µε το υδροθερµικό πεδίο του Κολούµπο. Η 

συσχέτιση αυτή προκύπτει από την ανίχνευση παράγωγων σουρφακτίνης και 

λιχενισίνης, το µεγάλο ποσοστό αντιµικροβιακής δράσης ενάντια στον 

φυτοπαθογόνο µύκητα Rhizoctonia solani και την υψηλή οµοιότητα των 

αποµονωθέντων trans-AT (PKS) γονιδίων µε αντίστοιχα αποµονωθέντα από 

συµβιωτικά στελέχη θαλάσσιων σπόγγων. 

6. Στα περισσότερα αποµονωθέντα στελέχη ενάντια σε παθογόνα στελέχη 

βακτηρίων και µυκήτων, έγινε ανίχνευση αντιµικροβιακής δράσης και 

παραγωγή των αντιµικροβιακών ουσιών (γραµισιδίνη, βακιτρακίνη και 

τυροσιδίνη). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει την ανάγκη για περαιτέρω έρευνα 

του µεταβολικού προφίλ των αποµονωθέντων στελεχών, στην προσπάθεια 

καταπολέµησης των παθογόνων πολυανθεκτικών µικροοργανισµών. 
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