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Τμήμα	Γεωπονίας,	Ιχθυολογίας		
και	Υδάτινου	Περιβάλλοντος	

	
	

Μεζίτη	Αλεξάνδρα	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	

Οι	κλασσικές	μικροβιολογικές	τεχνικές	(π.χ.	απομονώσεις	στελεχών)	
χρησιμοποιούνταν	για	χρόνια	και	βοήθησαν	ιδιαίτερα	κυρίως	σε	κλινικές	
μελέτες,	αλλά	δεν	μπορούσαν	να	αποκαλύψουν	την	ποικιλότητα	και	τις	
αλληλεπιδράσεις	σε	περιβαλλοντικά	δείγματα.	
	Με	την	αλληλούχηση	του	DNA	επιτεύχθηκε:	
	
•  Η	μελέτη	εξελικτικών	σχέσεων	

•  Μελέτη	των	προφίλ	της	ζωής	σε	περιβαλλοντικά	δείγματα.	

•  Μελέτη	της	πλειονότητας	των	στελεχών	που	δεν	μπορούν	να	
απομονωθούν.	

•  Εκτίμηση	των	σχέσεων	και	των	αλληλεπιδράσεων	των	
μικροοργανισμών.	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	

Η	μελέτη	των	16S	rRNA	γονιδίων	χρησιμοποιήθηκε	ευρέως	στην	ανάλυση	
της	Ταξινομικής	μικροοργανισμών	σε	περιβαλλοντικά	δείγματα		εξαιτίας		
à Του	χαμηλού	ρυθμού	εξέλιξης	τους	και...	
à της	ανθεκτικότητας	τους	σε	φαινόμενα	οριζόντιας	μεταφοράς.	

Παρόλαυτα...	
	
à Αποκρύπτουν	τη	μεταφορά	άλλων	γονιδίων	ανάμεσα	σε	είδη	και	γένη	
και...	

à δεν	προσφέρουν	πληροφορίες	για	τον	μεαβολισμό	και	άλλες	
προσαρμογές	των	ειδών.	

à Έχει	αποδειχθεί	πλέον	ότι	μικροοργανισμοί	με	99%	παρόμοια	rRNAs	
μπορεί	να	ανήκουν	σε	διαφορετικά	είδη!!!!	

à 	Ένας	μικροοργανισμός	μπορεί	να	έχει	πάνω	από	ένα	16S	rRNA	γονίδια	
τα	οποία	δεν	είναι	αναγκαστικά	πανομοιότυπα.	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	

•  Τα	δεδομένα	προέκυψαν	από	
περίπου	1800	διαφορετικά	είδη	

•  148	καινούριοι	φυλότυποι	
•  1.2	εκ.	Καινούρια	γονίδια	

Μία	από	τις	πρώτες	περιβαλλοντικές	
μεταγονιδιωματικές	μελέτες	
πραγματοποιήθηκε	απο	τον	C.	Venter	
στη	θάλασσα	των	Σαργασσών.	
	
•  Whole	genome	shotgun	sequencing	

•  ~	1*109	bp	αλληλουχήθηκαν	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	
Κυανοβακτήρια	

Βασικές	αρχές	και	ερωτήματα	εξέλιξης	γονιδιωμάτων	
•  Οι	προσαρμογές	οδηγούνται	από	αλλαγές	(γονιδιακή	ανακαταταξη,	απόκλιση,	

gene	loss/acquisi{on.		
•  Πως	επιλέγουν	οι	πληθυσμοί	κα	υιοθετούν	στρατηγικές;	
•  Αν	ένα	ενδιαίτημα	διαφέρει	στο	χώρο	και	στο	χρόνο	με	ποια	κριτήρια	

διαφοροποιούνται	τα	είδη	σε	πληθυσμούς;	
•  Ποιες	πρωτεΐνες	θα	αποκλίνουν;	
•  Από	που	προέρχονται	τα	καινούρια	γονίδια;	
	
Η	κατανομή	των	Κυανοβακτηρίων	στον	ωκεανό	είναι	ιδανικό	παράδειγμα	για	
την	απάντηση	των	παραπάνω	ερωτημάτων.	
•  Το	βάθος	είναι	η	μόνη	μεταβλητή	αλλά	και	όλα	όσα	αλλάζουν	με	αυτό...	
à  Ποιότητα	και	ένταση	φωτός	
à  Θερμοκρασία,	Πίεση	
à  Διαθεσιμότητα	θρεπτικών	
à  Ιοί	και	θηρευτές	
	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	
Κυανοβακτήρια	

Τα	γένη	Prochlorococcus	και	Synechococcus	αποτελούν	τους	‘πρωταγωνιστές΄	των	
ωκεανών	σε	εύκρατα	και	τροπικά	κλίματα	
à Πραγματοποιούν	ένα	σημαντικό	ποσοστό	της	παγκόσμιας	φωτοσύνθεσης.	
à Το	Prochlorococcus	προέκυψε	από	το	Synechoccus	σχετικά	πρόσφατα.	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	
Synechococcus/Prochlorococcus	

à O	μικρότερος	οργανισμός	που	παράγει	ΟξυγόνοàProchlorococcus	MED4.	

à Περίπου	μισές	από	τις	πρωτεΐνες	του	Synechococcus		είναι	κοινές	και	στα	τρία	
είδη.	

à Μόνο	38	πρωτεΐνες	μοναδικές	στο	Prochlorococcus	ξεχωρίζουν	τα	δύο	γένη.	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	
Synechococcus/Prochlorococcus	

Προσαρμογές	στην	ένταση	του	φωτός	και	στα	διαφορετικά	μήκη	κύματος	
à	Διαφορετικές	πρωτεΐνες	στο	Φωτοσύστημα	ΙΙ	για	την	προσαρμογή	σε	
χαμηλες	συγκεντρώσεις	Fe.	
à Διαφορετικοί	λόγοι	συγκντρώσεων	χλωροφύλλης	α2	(high-light)	και	
β2(low-light).	

à Αυξομειώσεις	του	αριθμού	των	γονιδίων	των	πρωτεΐνών	που	
συγκεντρώνουν	το	φως.	

	
Προστασία	από	φωτοχημικό	στρες		(UV	à	μεταλλάξεις	στο	DNA)	
àΓονίδια	photolyase	για	την	διόρθωση	των	μετάλλαξεων.	
	
	
	
	
	



Μελέτη	περιβαλλοντικών	δειγμάτων	
Synechococcus/Prochlorococcus	

Χρήση	πηγών	Αζώτου	
Διαφορετικά	ένζυμα	για	το	μεταβολισμό	του	αζώτου	
	
	
	
	
	
	
	
	
Προστασία	από	θηρευτές/ιούς	
Διαφορετικοί	πολυσακαχαρίτες/λιποπολοσακχαρίτες	στα	τοιχώματα.	





Μέθοδοι	

Διήθηση	0.2-180	um	
Απομόνωση	DNA	

454	Tag	pyrosequencing	of	V1-V3	region	 Illumina	whole	genome	sequencing	

•  Sequences	analysis	(trimming,	quality	control)		
•  Alignment-OTUs	binning	(>97%)	
•  Taxonomic	classifica{on	(SILVA111)	
•  Comparison	with	other	databases	and	previous	

studies	

•  Sequence	processing		
•  Assembly	
•  Extrac{on	of	16S	sequences	
•  Extrac{on	of	genes	
•  Taxonomic	iden{fica{on	(16S/	genes)	
•  Genes	annota{on	based	on	seed	

subsystems	
•  Comparison	with	Human	Gut	database	

(Li	et	al.	2013)	

•  Comparison	of	taxonomic	composi{on	between	454	and	metagenome	data	

Συλλογή	νερού	



Ταξινομική	ανάλυση-16S	



Λειτουργική	ανάλυση	


