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Κρήτης, θα ήθελα να εκφράσω την  αµέριστη ευγνωµοσύνη µου σε όσους συνέβαλλαν στην 
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του εργαστηρίου για την αποδοχή και τoν συµβουλευτικό ρόλο στην πραγµατοποίηση της 

εργασίας, της εκπαίδευσής µου στο εργαστήριο καθώς και για την διαµονή µου εκεί. Θα 

ήθελα επίσης να συγχαρώ τον ίδιο και τους συνεργάτες του για το εξαίρετο κλίµα 

συνεργασίας και σταθερότητας που επικρατεί ώστε να έχει καταφέρει να συντονίσει 

τόσους επιστήµονες απ΄ όλο τον κόσµο µε τον πιο φυσιολογικό τρόπο. 

∆εν θα µπορούσα να µην αναφέρω την ευγνωµοσύνη µου στον ∆ρ. Howard Junca,  
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Η εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε στο τµήµα Περιβαλλοντικής Μικροβιολογίας του 
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Περίληψη 

 

Η χρήση των τεχνικών της µοριακής βιολογίας για την µελέτη και την διαλεύκανση των 

µηχανισµών αποικοδόµησης προϊόντων επεξεργασίας πετρελαίου από µικροοργανισµούς του 

εδάφους, βρίσκει εφαρµογή στο καινούριο σχετικά χώρο της βιοεξυγίανσης ρυπασµένων 

εδαφών. Τεχνικές όπως η εκχύλιση ολικού γονιδιώµατος από ρυπασµένα µε υδρογονάνθρακες 

δείγµατα εδάφους, ο πολλαπλασιασµός µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR-

Polymerase Chain Reaction) καταβολικών γονιδίων και ο προσδιορισµός των 

αποικοδοµούντων µικροοργανισµών  εξυπηρετούν τους σκοπούς της παρούσας µελέτης. Η 

παρούσα πτυχιακή εργασία αφορά τον χαρακτηρισµό πληθυσµών µικροβίων που υπάρχουν σε 

πετρελαϊκά απόβλητα τα οποία εναποτίθενται σε οριοθετηµένες εδαφικές περιοχές. Η 

διεργασία που επιτελείται, καλείται Landfarming και σύµφωνα µε την οποία συµβαίνει 

βιοαποικοδόµηση των ρύπων που οφείλεται τόσο στην δράση των µικροοργανισµών όσο και 

σε αβιοτικά φαινόµενα εξάτµισης, φωτοοξύδωσης και προσρόφησης στο έδαφος χωρίς καµία 

άλλη ανθρωπογενή επέµβαση.  

 

Τα µικροβιακά καταβολικά γονίδια είναι ιδιαίτερα ευκίνητα, πράγµα που συνεισφέρει στην 

γρήγορη προσαρµογή των µικροβίων σ’ ένα µεταβαλλόµενο περιβάλλον. Στο γεγονός αυτό 

βασίζεται η βιοαποκατάσταση (bioremediation) ρυπασµένων εδαφών µε τη χρήση χρήση 

µικροοργανισµών. Η  µελέτη της εξέλιξης των καταβολικών γονιδίων θεωρείται βιολογικό 

εργαλείο στην κατανόηση της λειτουργίας της βιοαποικοδόµησης.  

 

Η παρούσα εργασία είχε σκοπό την αναγνώριση των κυριότερων βακτηρίων που επιβιώνουν 

στη πετρελαϊκή λάσπη, καθώς και την αποµόνωση γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυµα που 

καταλύουν αντιδράσεις αποικοδόµησης και γι’ αυτό τον λόγο συµβάλλει στην κατανόηση των 

συστηµάτων αυτών. 

 

Στα εξεταστέντα δείγµατα ταυτοποιήθηκε το γονίδιο της µονοξυγενάσης των αλκανίων, ή 

αλλιώς ονοµαζόµενης υδροξυλάσης των αλκανίων,  δηµιουργήθηκαν νέοι εκκινητές του 

γονίδιου αυτού, και τελικά προσδιορίστηκε το βακτήριο που κυριαρχεί στους µικροβιακούς 

πληθυσµούς επιβίωσης στα δείγµατα που συλλέχθηκαν από την landfarm περιοχή των 

διυλιστηρίων της Motor Oil στην Κόρινθο. Το κυρίαρχο ποσοστό 44% επί του συνόλου της 



 

µικροβιακής κοινότητας στην πετρελαϊκή λάσπη είναι ένα πολύ συγγενικό είδος µε το 

θαλάσσιο βακτήριο Dietzia maris που αποικοδοµεί γραµµικά αλκάνια. 

 

 



Abstract 

 

The use of molecular biology techniques for the study and clarification of degradation 

mechanisms of petroleum refinery products by soil microorganisms, is established in the 

relatively new area of bioremediation of polluted soils. Extraction of genomic DNA 

hydrocarbon polluted soil samples, PCR amplification of catabolic genes for the purpose of 

isolation and characterization of responsible microorganisms, serves the goals of the present 

study. The present study is a thesis which concerns microbial populations existing in 

petroleum waste sludge which are dispersed in limited soil areas. According to the procedure 

that takes place, known as Landfarming, biodegradation of pollutants is atributed to the 

action of bacteria as well as abiotic phenomena such as evaporation, photo-oxidation 

processes and sorption into the soil particles with no  further anthropological treatment. 

 

Microbial catabolic genes are highly mobile, which contributes to their rapid adaptation to 

the changing environment. Bioremediation of polluted soils through the use of microbes is 

based on this fact for our responses to environmental pollution for the use of .The study of 

catabolic genes’ evolution is considered a biological tool towards  our understanding of how 

biodegradation functions. 

 

This present study’s goal is the recognition of the most abundant surviving microorganisms in 

tthe petroleum waste sludge, and the isolation of genes that code for enzymes catalyzing 

degradation reactions, and thus it contributes to the understanding of these systems. 

 

In the samples under study the gene of alkane monoxygenase, or otherwise known as alkane 

hydroxylation, was recognized, new primers for this gene were designed, and finally the 

bacterium that dominates the surviving populations was identified in these samples that 

where collected from the landfarms of the petroleum refinery of Motor Oil in Korinthos. The 

bacterium that dominated the microbial community in the waste sludge by 44% is very closely 

related to the marine bacterium Dietzia maris which degrades linear alkanes. 
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 1

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Πάνω από 1600 οργανικές ενώσεις έχουν διαπιστωθεί ότι βρίσκονται σε φυσικά 

οικοσυστήµατα ή ρυπασµένες περιοχές. Γενικά οι ρύποι προέρχονται κυρίως από  προϊόντα 

πετρελαίου, προϊόντα καύσης ενεργειακών πόρων, χλωριωµένους ή µη οργανικούς διαλύτες, και από 

την επεξεργασία πρώτων υλών σε διάφορες βιοµηχανικές διεργασίες. 

Το πετρέλαιο και οι υδρογονάνθρακες είναι ζωτικής σηµασίας πηγή ενέργειας την οποία 

χρησιµοποιούµε στην εποχή µας τόσο στην βιοµηχανία όσο και στην καθηµερινή µας ζωή. 

Ταυτόχρονα το πετρέλαιο είναι σηµαντικός ρύπος του περιβάλλοντος τόσο του χερσαίου αλλά και 

του θαλάσσιου. Πολλά ατυχήµατα έχουν αναφερθεί να απελευθερώνουν στο περιβάλλον τεράστιες 

ποσότητες πετρελαίου στο περιβάλλον διαταράσσοντας την χλωρίδα και την πανίδα της περιοχής 

προκαλώντας σοβαρό οικολογικό πρόβληµα το οποίο απαιτεί άµεση επέµβαση για την 

αποκατάσταση όσο είναι αυτό δυνατόν του περιβάλλοντος. (8) 

Η παγκόσµια παραγωγή αργού πετρελαίου είναι µεγαλύτερη από 2 Χ109 m3/year. Συχνά 

έχουµε ρύπανση υδατικών και χερσαίων οικοσυστηµάτων από πετρελαιοειδή. Η διάθεση µικρών 

ποσοτήτων στην καθηµερινή ζωή στο περιβάλλον καλύπτει περίπου το 90 % του συνολικού ποσού 

που διατίθεται στο περιβάλλον, όπως λιπαντικά λάδια των µηχανών των αυτοκινήτων (πίνακας 0.Ι A 

παράρτηµα) (43), υπολείµµατα επεξεργασίας πετρελαίου από βιοµηχανίες διύλισης  πετρελαίου ή και 

άλλες. Το άλλο 10% προέρχεται από ατυχήµατα.(4) 
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Πίνακας1.I  Κύριοι Οργανικοί Υδρογονάνθρακες, ∆οµή, Όνοµα, Φυσική Κατάσταση, Πηγές και Χρήσεις 
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1.1 ΠΗΓΕΣ Υ∆ΡΟΓΟΝΑΝΘΡΑΚΩΝ ΣΤΟ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ 

1.1.1. Πετρέλαιο 

 

Το αργό (ακατέργαστο) πετρέλαιο ή µαζούτ, είναι ένα κολλώδες, σκούρο πρασινοκαφέ 

µείγµα πολλών χηµικών ενώσεων. Οι περισσότερες από αυτές τις χηµικές ενώσεις είναι 

υδρογονάνθρακες, µε µακριά αλυσίδα άνθρακα και υδρογόνου.  Αποτελεί ένα πολύτιµο προϊόν αλλά 

και έναν από τους πιο πλατιά διαδεδοµένους θαλάσσιους ρύπους. 

Τα περισσότερα από τα συστατικά του πετρελαίου είναι αδιάλυτα στο νερό και επιπλέουν 

στην επιφάνειά του. Μερικά από τα ελαφρότερα συστατικά του πετρελαίου εξατµίζονται και τα 

υπόλοιπα τελικά αποικοδοµούνται από τα βακτήρια. Το πετρέλαιο λέγεται ότι είναι τελείως 

βιοδιασπώµενο, επειδή, αν και µε πολύ αργό ρυθµό, αποικοδοµείται τελείως από τα βακτήρια. 

Μερικά από τα συστατικά του πετρελαίου βυθίζονται και συσσωρεύονται στα ιζήµατα, ιδιαίτερα 

µετά την εξάτµιση των πιο ελαφριών συστατικών. Τα επιπλέοντα συστατικά του πετρελαίου ή 

µπάλες πίσσας  εµφανίζονται πολύ στην υδάτινη επιφάνεια, κατά µήκος των οδών ναυσιπλοΐας που 

διασχίζουν τις θάλασσες. Μπορεί να µείνουν για χρόνια στο νερό και έχουν παρατηρηθεί και σε 

περιοχές µακριά από τις οδούς κυκλοφορίας των πλοίων. Επάνω σε µπάλες από πίσσα έχουν βρεθεί 

να κατοικούν βαλανοειδή. (10) 

Τα αλκάνια αποτελούν το 20 – 25% του αργού πετρελαίου. Παράγονται µε γεωχηµικές 

διεργασίες από την αποδόµηση φυτών και αλγών, και καταλήγουν στο περιβάλλον από φυσικές 

πετρελαϊκές διαρροές και ανθρώπινες δραστηριότητες, όπως διαρροές και απορροές εξαιτίας της 

διασποράς των πηγών.   

Υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές όπου µε πειράµατα αποικοδόµησης µιγµάτων µε 

συστατικά του πετρελαίου φαίνεται ότι τα ν – αλκάνια είναι αυτά που βιοαποικοδοµούνται πιο 

εύκολα, από 9 ως 22 άτοµα άνθρακα, έπειτα ακολουθούν τα διακλαδισµένα τα οποία είναι πιο 

δύσκολα να διασπαστούν καθώς επίσης και τα αλκάνια µε περισσότερα από 23 άτοµα άνθρακα.(25) 

Η βιοµηχανία πετρελαίου άρχισε µε την επιτυχή διάτρηση της πρώτης εµπορικής 

πετρελαιοπηγής το 1859, και το άνοιγµα των πρώτων εγκαταστάσεων καθαρισµού δύο έτη αργότερα 

για την επεξεργασία του ακατέργαστου πετρελαίου σε κηροζίνη (πίνακας 0-IB παράρτηµα).  

Η εξέλιξη του καθαρισµού πετρελαίου από την απλή απόσταξη στις σηµερινές περίπλοκες 

διαδικασίες έχει δηµιουργήσει την ανάγκη για την ύπαρξη µηχανισµών διαχείρισης της ασφάλειας 
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και της υγείας καθώς και την διασφάλιση της ασφαλούς εργατικής πρακτικής. Ο καθαρισµός είναι η 

επεξεργασία ενός σύνθετου µίγµατος υδρογονανθράκων σε διάφορα άλλα σύνθετα µίγµατα 

υδρογονανθράκων (19). Η διαδικασία  αυτή έχει υποπροϊόντα µη εµπορεύσιµα, άχρηστα 

υπολείµµατα διύλισης πετρελαίου, τα οποία περιέχουν µίγµατα υδρογονανθράκων µε 11 – 34 άτοµα 

άνθρακα (3). 

Το ακατέργαστο πετρέλαιο είναι ένα µίγµα µορίων υδρογονανθράκων, τα οποία είναι 

οργανικές ενώσεις των ατόµων άνθρακα και υδρογόνου που µπορούν να περιλάβουν από ένα έως 60 

άτοµα άνθρακα. Οι ιδιότητες των υδρογονανθράκων εξαρτώνται από τον αριθµό και τη διευθέτηση 

των ατόµων άνθρακα και υδρογόνου στα µόρια. Το απλούστερο µόριο υδρογονανθράκων είναι το 

µεθάνιο. Όλες οι άλλες παραλλαγές των υδρογονανθράκων πετρελαίου προέρχονται από αυτό το 

µόριο.  

Οι υδρογονάνθρακες που περιέχουν µέχρι τέσσερα άτοµα άνθρακα είναι συνήθως αέρια, 

εκείνοι µε 5 έως 19 άτοµα άνθρακα είναι συνήθως υγρά, και εκείνοι µε 20 ή περισσότερα είναι 

στερεά. Η διαδικασία καθαρισµού χρησιµοποιεί χηµικές ουσίες, καταλύτες, θερµότητα, και πίεση για 

να χωριστούν και να συνδυαστούν οι βασικοί τύποι µορίων υδρογονανθράκων που βρίσκονται 

φυσικά στο ακατέργαστο πετρέλαιο στις οµάδες παρόµοιων µορίων. Η διαδικασία καθαρισµού 

προκαλεί αλλαγές στις δοµές και τους τρόπους σύνδεσης των αρχικών ενώσεων προκύπτοντας µε 

αυτόν τον τρόπο νέα µόρια και ενώσεις υδρογονανθράκων.  

Υπάρχουν τρεις κύριες οµάδες ή σειρές ενώσεων υδρογονανθράκων που εµφανίζονται στο 

ακατέργαστο πετρέλαιο.  

Α. Παραφίνες: Είναι ενώσεις υδρογονανθράκων που βρίσκονται στο ακατέργαστο πετρέλαιο 

και έχουν το γενικό τύπο CnH2n+2 και µπορούν να είναι είτε ευθείες αλυσίδες (κανονικές) είτε 

διακλαδισµένες αλυσίδες (ισοµερή) των ατόµων άνθρακα (εικόνα 1.Ι). Τα ελαφρύτερα, straight-chain 

µόρια παραφίνης  βρίσκονται στα αέρια και τα κεριά παραφίνης. Παραδείγµατα των straight-chain 

µορίων είναι µεθάνιο, αιθάνιο, προπάνιο, και βουτάνιο (αέρια που περιέχουν από ένα έως τέσσερα 

άτοµα άνθρακα), και πεντάνιο και εξάνιο (υγρά µε πέντε έως έξι άτοµα άνθρακα). Οι παραφίνες µε 

διακλαδισµένες αλυσίδες (ισοµερών) βρίσκονται συνήθως στα βαρύτερα µέρη του ακατέργαστου 

πετρελαίου και έχουν τους υψηλότερους αριθµούς οκτανίου από τις κανονικές παραφίνες. Αυτές οι 

ενώσεις είναι κορεσµένοι υδρογονάνθρακες (Εικόνα 1-Ι). 
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Example of 
simplest 
HC molecule 
(CH4): 

Examples of straight chain paraffin molecule (Butane) and branched paraffin 
molecule (Isobutane) with same chemical formula (C4H10): 

METHANE 
(CH4) 

BUTANE (C4H10) ISOBUTANE (C4H10) 

  

 
  

Εικόνα 1- I Μεθάνιο, Βουτάνιο, Ισοβουτάνιο  

 

Β. Οι αρωµατικές ουσίες είναι ακόρεστες κυκλικές (ενώσεις τύπου- δαχτυλιδιού) που 

αντιδρούν εύκολα επειδή έχουν τα ακόρεστα άτοµα άνθρακα. Όλες οι αρωµατικές ουσίες έχουν 

τουλάχιστον έναν δακτύλιο βενζολίου (εικόνα 1.ΙΙ) ως τµήµα της µοριακής δοµής τους. Οι 

ναφθαλίνες είναι ενωµένες αρωµατικές ενώσεις διπλών-δακτυλίων. Οι πιο σύνθετες αρωµατικές 

ουσίες, πολυπυρηνικές (τρεις ή περισσότεροι ενωµένοι αρωµατικοί δακτύλιοι), οι πολυκυκλικοί 

αρωµατικοί υδρογονάνθρακες (PAHs – Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) βρίσκονται στα 

βαρύτερα µέρη του ακατέργαστου πετρελαίου (εικόνα 1.ΙΙ). 
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Example of simple aromatic compound: Examples of simple double-ring aromatic compound: 

BENZENE (C6H6) NAPTHALENE (C10H8) 

 

 
  

Εικόνα 1- II Βενζόλιο, Ναφθαλένιο 

 

 

Example of typical single-ring 
naphthene: 

Examples of naphthene with same chemical formula 
(C6H12) but different molecular structure: 

CYCLOHEXANE (C6H12) METHYL CYCLOPENTANE (C6H12) 

  
  

Εικόνα 1- III Κυκλοεξάνιο, Μέθυλοκυκλοεξάνιο 

Γ. (Naphthenes) Τα ναφθένια είναι διαποτισµένοι σχηµατισµοί οµάδας υδρογονανθράκων µε 

το γενικό τύπο CnH2n, που διευθετούνται υπό µορφή κλειστών δαχτυλιδιών (κυκλικών) και που 

βρίσκονται σε όλα τα µέρη του ακατέργαστου πετρελαίου εκτός από πολύ το ελαφρύτερο.  Οι 
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µονοκυκλοπαραφίνες  (monocycloparaffins) µε πέντε και έξι άτοµα άνθρακα υπερισχύουν των 

παραφινών µε δυο δακτυλίους (dicycloparaffins) που βρίσκονται στα βαρύτερεα κλάσµατα της 

νάφθας (εικόνα 1-ΙΙΙ). (19)   

 

1.1.2. Ζωντανοί οργανισµοί 

 

Μια πιθανώς µεγαλύτερη ποσότητα υδρογονανθράκων (όπου κυριαρχούν υψηλού µοριακού 

βάρους γραµµικά συστατικά) έχει αναφερθεί ότι παράγεται σε όλη την έκταση της βιόσφαιρας από 

ζωντανούς οργανισµούς (φυτά, ζώα ζωοπλαγκτόν και βακτήρια). Οι υδρογονάνθρακες στις 

παραπάνω περιπτώσεις εξυπηρετούν κάποιο σκοπό στους οργανισµούς που τα παράγουν δρώντας ως 

δοµικά συστατικά,  παρεµποδιστικά εξάτµισης, ως χηµειοελκυστικά συστατικά, συµµετέχοντας στον  

µηχανισµό άµυνας, ή αποβάλλονται στο περιβάλλον ως παραπροϊόντα του µεταβολισµού τους. 

Συνεπώς αυτά τα συστατικά αποτελούν αξιόπιστες πηγές άνθρακα και ενέργειας για άλλους 

µικροοργανισµούς. Από τη στιγµή που τα συστατικά αυτά απελευθερώνονται στο περιβάλλον αρχίζει 

ο µετασχηµατισµός τους από τους µικροοργανισµούς και η µικροβιακή αποδόµηση θεωρείται ο πιο 

σηµαντικός µηχανισµός διάσπασης αυτών των µορίων.   

Οι µικροοργανισµοί που αναφέρονται ως αποικοδοµητές των συστατικών αυτών συχνά 

ανήκουν σε διαφορετικά γένη που ανήκουν σε  υψηλού και χαµηλού (G+C)  Gram θετικών, και α, β, 

και γ Πρωτεοβακτήρια. Συχνά αναφερόµενα γένη είναι: Mycobacterium, Rhodococcus (8,25,45) , 

Bacillus, Dietzia (24), Acinetobacter, Ochrobacter (1), Enterobacter (1), Alcaligenes (3), 

Nocardioides sp. (29)  Mycobacterium, Corynebacterium, Gordona (45), Pseudomonas (20,28). 

Ιδιαίτερα το τελευταίο έχει παίξει πολύ σηµαντικό ρόλο σε πολλές µελέτες σχετικά µε την 

βιοαποικοδόµηση  αλκανίων και πετρελαίου, καθώς όλες οι σειρές των ψευδοµονάδων 

περιλαµβάνουν είδη που αποδοµούν αλκάνια.(8) 
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1.2 ΒΙΟΑΠΟΙΚΟ∆ΟΜΗΣΗ 

Ο όρος βιοαποικοδόµηση αναφέρεται στην δράση των ζωντανών οργανισµών στη διάσπαση 

και τελική µετατροπή ουσιών στα δοµικά συστατικά τους. Οι ουσίες αυτές που υπόκεινται σε 

διάσπαση µπορεί να προέρχονται από οποιαδήποτε πηγή, νεκρή βιοµάζα, ανθρωπογενείς εναποθέσεις 

ουσιών κ.ά. Οι οργανισµοί που λαµβάνουν µέρος σ’ αυτές τις διεργασίες ανήκουν στο βασίλειο των 

φυτών, των ζώων, των µυκήτων, των βακτηρίων και των αρχαίων. 

Η ικανότητα αυτή των οργανισµών χρησιµοποιείται τα τελευταία χρόνια στην αποκατάσταση 

του περιβάλλοντος και µε αυτό τον σκοπό έχουν αναπτυχθεί τεχνικές και στρατηγικές για την 

βιοεξυγίανση εδαφών και υδάτων, καθώς οι τεχνολογίες αυτές είναι πιο οικονοµικές και κατά 

περιπτώσεις πιο αποτελεσµατικές. 

Βιο-αποκατάσταση περιβάλλοντος, βιοεξυγίανση (Bioremediation), ορίζεται η απορρύπανση 

του περιβάλλοντος, κυρίως των υπόγειων υδάτων και του εδάφους, µε βιολογικές διεργασίες, µε την 

χρήση µικροοργανισµών σαν βιοκαταλύτες. Οι βιοχηµικές αντιδράσεις µετατροπής των ρύπων 

λαµβάνουν χώρα στις ρυπασµένες περιοχές χωρίς τη δική µας παρέµβαση, αλλά συνήθως ο ρυθµός 

τους είναι εξαιρετικά αργός λόγω έλλειψης θρεπτικών ουσιών, οξυγόνου ή ακόµα και εξειδικευµένων 

µικροοργανισµών.(4) 

Μηχανική βιοεξυγίανση ονοµάζουµε την τεχνική αύξησης του ρυθµού φυσικής βιοδιάσπασης 

των ρύπων (π.χ. του πετρελαίου) µε την παρέµβαση του ανθρώπου. Αυτή µπορεί να λάβει δυο 

µορφές: Biostimulation και Bio-augmentation.  

Η πρώτη βασίζεται στο γεγονός ότι υπάρχουν πάντα µικροοργανισµοί που µπορούν να 

διασπάσουν τον ρύπο, π.χ. το πετρέλαιο, αλλά στην ρυπασµένη περιοχή δεν έχουµε την ιδανική 

αναλογία θρεπτικών συστατικών ικανών να υποστηρίξουν την αύξηση των επιθυµητών 

αποικοδοµητών, όπως σε µια πετρελαιοκηλίδα έχουµε µεγάλη ποσότητα άνθρακα χωρίς τις 

απαιτούµενες ποσότητες αζώτου και φωσφόρου. Biostimulation είναι η προσθήκη λιπασµάτων ώστε 

να επιτευχθεί η απαιτούµενη σχέση C:N:P, για την ανάπτυξη των αποικοδοµητών. 

Στην περίπτωση της Bio-augmentation γίνεται προσθήκη εξειδικευµένων µικροοργανισµών 

που διασπούν τους ρύπους (τα πετρελαιοειδή) και λόγω του υψηλού αριθµού των µικροοργανισµών 

επιτυγχάνεται ένας υψηλότερος βαθµός βιοδιάσπασης.(4) 

Οι βιολογικές τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί διαχωρίζονται σε  ex situ και  in situ. Με τον 

όρο  in situ εννοούµε την επί τόπου χρήση βιολογικών διεργασιών για τον καθαρισµό ενώσεων που 
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βρίσκονται στο υπέδαφος. Σε αυτήν την περίπτωση έχουµε την τεχνική καλλιέργειας ρυπασµένου 

χώµατος (Landfarming). Είναι επίσης γνωστή και ως τεχνική επεξεργασίας στερεής φάσης ή τεχνική 

επεξεργασίας χωµάτων. Πρόκειται για ένα από τα απλούστερα συστήµατα επεξεργασίας τοξικών και 

επικίνδυνων  στερεών αποβλήτων. Τα στερεά απόβλητα, ή το ρυπασµένο χώµα, αναµειγνύονται µε 

καθαρό χώµα το οποίο ανακατεύεται µηχανικά για να επιτευχθεί καλή οξυγόνωση και να 

διατηρηθούν αερόβιες συνθήκες.(4) 

Ο όρος ex situ αναφέρεται στην εκσκαφή και επεξεργασία του ρυπασµένου χώµατος σε 

βιοαντιδραστήρες. 

 

1.2.1 Έδαφος 

 

Το έδαφος είναι ένα πολύπλοκο σύστηµα, όπου συµβαίνουν πολλές διεργασίες και υπάρχει 

δυσκολία κατά την µελέτη και την παρακολούθησή τους. Οι ιδιότητες του εδάφους που παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην συµπεριφορά του σε όλο το οικολογικό σύστηµα και συνεπώς καθορίζουν την 

ποικιλότητα και την επιβίωση των οργανισµών είναι : η µηχανική σύστασή 1 του, το πορώδες2, το 

pH3 του εδάφους ή ρυθµιστική ικανότητα, η περιεχόµενη οργανική ύλη. Πρόκειται για παράγοντες 

που ελέγχουν και καθορίζουν τη διαµόρφωση του µικροπεριβάλλοντος χώρου, µέσω της ρύθµισης 

και συγκράτησης της υγρασίας, του αερισµού των εδαφικών πόρων, τη συγκράτηση ουσιών στα 

κολλοειδή του εδάφους µέσω της χηµικής αντίδρασης, τη συγκράτηση σε διαλυµένη ή 

προσροφηµένη µορφή των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών, τη ρύθµιση της θερµοκρασίας (31). 

Σηµαντικοί επίσης παράγοντες είναι οι επικρατούσες κλιµατικές συνθήκες, οι  βροχοπτώσεις, 

το ετήσιο θερµοκρασιακό εύρος, η ηλιοφάνεια. Οι κλιµατικές συνθήκες επηρεάζουν την 

βιοποικιλότητα του συστήµατος καθώς επηρεάζουν έµµεσα και άµεσα το µικροπεριβάλλον στο οποίο 

διαβιούν οι οργανισµοί και επιδρούν στην δραστηριότητά τους, την αύξηση (ευδοκίµηση) και την 

εξάπλωση (επικράτηση κάποιων εις βάρος κάποιων άλλων). 

Σε όλα τα παραπάνω πρέπει να προστεθεί και ο παράγοντας του βάθους/ύψους  όπου 

βρίσκεται ο µικροβιότοπος που µελετάµε, καθώς οι προαναφερθέντες παράγοντες συµµετέχουν σε 

                                                 
1 Η µηχανική σύσταση του εδάφους αναφέρεται στις σχετικές αναλογίες των συστατικών (άµµου, ιλύος, αργίλου)ενός εδάφους. (31) 

2 Πορώδες ενός εδάφους καλούµε το επί τοις εκατό ποσοστό του όγκου του εδάφους, που βρίσκεται σε φυσική κατάσταση και καταλαµβάνεται 
από πόρους που σχηµατίζονται µεταξύ των στερεών συστατικών του εδάφους. Οι πόροι του εδάφους καταλαµβάνονται από την αέρια και την 
υγρή φάση. Το πορώδες εξαρτάται από τη διάταξη των εδαφικών συσσωµατωµάτων.(31) 

3 Το pH του εδάφους παίζει σπουδαίο ρόλο στην δράση των µικροοργανισµών, ρυθµίζοντας τον πληθυσµό τους. Η βέλτιστη τιµή στο έδαφος για 
τα βακτήρια κυµαίνεται µεταξύ 5.5 και 9, για τους µύκητες µεταξύ 4 και 6 και για τους ακτινοµύκητες µεταξύ 5 και 9 (31) 
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διαφορετικό ποσοστό και συνεπώς η σηµαντικότητα του καθενός διαφέρει. Αυτό σηµαίνει ότι η 

επίδραση των κλιµατικών συνθηκών επιδρά περισσότερο την επιφάνεια του εδάφους και η επίδρασή 

τους µειώνεται όσο προχωρούµε σε βάθος στο εδαφικό προφίλ, µέχρι ένα σηµείο όπου πλέον οι 

καιρικές συνθήκες δεν επιδρούν καθόλου άµεσα4 και οι συνθήκες παραµένουν σταθερές. Στην 

επιφάνεια όµως του εδάφους, το σύστηµα είναι αρκετά πολύπλοκο καθώς υπόκειται στις ηµερήσιες 

αλλαγές της ατµόσφαιρας. 

 

1.2.1.1 Περιβαλλοντικοί παράγοντες που επηρεάζουν την βιοαποικοδόµηση 
 

Ο πιο σηµαντικός παράγοντας που επηρεάζει την βιοαποικοδόµηση στο έδαφος από 

µικροοργανισµούς είναι η περιεχόµενη οργανική ύλη, η πρωταρχική δηλαδή πηγή άνθρακα. 

Η παρουσία και η αφθονία των µικροοργανισµών σε ένα περιβάλλον  καθορίζεται όχι µόνο 

από τη διαθέσιµη πηγή άνθρακα αλλά και από πλήθος άλλων φυσικο-χηµικών παραγόντων. Όπως 

αναφέρθηκε παραπάνω οι παράγοντες αυτοί περιλαµβάνουν τη διαθεσιµότητα του οξυγόνου, των 

θρεπτικών συστατικών, τη θερµοκρασία (25), το pH, την αλατότητα (24,25) και το υδατικό δυναµικό. 

Η βιοαποικοδόµηση µπορεί να παρεµποδιστεί όταν ένας από τους παραπάνω παράγοντες γίνει 

περιοριστικός. Ωστόσο η αιτία της  εµµονής ενός ρύπου σ’ ένα περιβάλλον είναι δύσκολο να 

καθοριστεί. Ίσως από τους πιο σηµαντικούς παράγοντες είναι το οξυγόνο, η οργανική ύλη, η 

διαθεσιµότητα του αζώτου καθώς και η βιοδιαθεσιµότητα του ρύπου. Οι τρεις πρώτοι παράγοντες 

διαφοροποιούνται σηµαντικά µε βάση την τοποθεσία του ρύπου, σε επιφανειακό έδαφος, στην 

υποεπιφανειακή ακόρεστη ζώνη ή στην υποεπιφανειακή κορεσµένη ζώνη. 

Συνεπώς µπορεί να γενικευτεί ότι η βιοαποικοδόµηση στην επιφάνεια του εδάφους είναι 

πρωταρχικά αερόβια και γρήγορα, στην υποεπιφανειακή ακόρεστη ζώνη είναι επίσης αερόβια 

πρωταρχικά αλλά ίσως είναι απαραίτητο να παρέλθει χρόνος εγκλιµατισµού για την σηµαντική 

αύξηση των υπεύθυνων για βιοαποικοδόµηση πληθυσµών των µικροοργανισµών. Ενώ η 

βιοαποικοδοµηση στην βαθιά υποεπιφανειακή κορεσµένη ζώνη του εδάφους  γίνεται επίσης µε 

χαµηλούς ρυθµούς εξαιτίας των χαµηλών πληθυσµών, εντούτοις µπορεί πολύ γρήγορα να γίνει 

αναερόβια λόγω έλλειψης διαθέσιµου οξυγόνου. Η βιοαποικοδόµηση σε ρηχές υποεπιφανειακές 

                                                 
4 Σε βαθιά εδαφικά στρώµατα οι παράγοντες ακτινοβολία, και θερµοκρασία µηδενίζονται και δεν παρουσιάζεται καµία µεταβολή που να 
συµβαδίζει µε την µεταβολή των καιρικών συνθηκών της ατµόσφαιρας σε ηµερήσια κλίµακα. Σε αυτά τα στρώµατα το κλίµα της ατµόσφαιρας 
επηρεάζει µόνο σε ετήσια κλίµακα, όπου υπάρχει αντιληπτή διαφορά, µέσω των βροχοπτώσεων ή της αυξηµένης ξηρασίας. 



ΕΕΕΙΙΙΣΣΣΑΑΑΓΓΓΩΩΩΓΓΓΗΗΗ    
   

 11

περιοχές είναι αρχικά πιο γρήγορη εξαιτίας των υψηλών µικροβιακών πληθυσµών, αλλά σύντοµα 

µειώνεται λόγω χαµηλής διαθεσιµότητας οξυγόνου. 

 

1.2.2 Βιοδιαθεσιµότητα 

 

Για πολύ καιρό επικρατούσε η άποψη ότι για να συµβεί βιοαποικοδόµηση αρκεί η παρουσία 

κατάλληλων µικροβιακών ενζύµων. Συνεπώς η περισσότερη έρευνα έχει συγκεντρωθεί σε αυτά τα 

πεδία. Υπάρχουν όµως δυο  στάδια κατά την διεργασία της βιοαποικοδόµησης. Το πρώτο αφορά την 

πρόσληψη του υποστρώµατος από το κύτταρο και  το δεύτερο αφορά τον µεταβολισµό ή την 

αποικοδόµηση του υποστρώµατος. Υπάρχουν τρεις τρόποι πρόσληψης  µιας υγρής οργανικής ουσίας 

από τους µικροοργανισµούς. Κατά την πρώτη µορφή γίνεται χρήση  των διαλυµένων  οργανικών 

συστατικών. Αυτός ο τρόπος πρόσληψης αρχίζει να γίνεται περιοριστικός όσο µειώνεται η υδατική 

διαλυτότητα των ρύπων (υδρογονανθράκων). Κατά τον δεύτερο τρόπο συµβαίνει πρόσληψη µε 

άµεση επαφή των κυττάρων µε την διεπιφάνεια ύδατος-υδρογονανθράκων σε µια µεγάλη 

ελαιοκηλίδα σε νερό. Αυτός ο τρόπος πρόσληψης περιορίζεται από την/στην επιφάνεια επαφής των 

δυο φάσεων. Στον τρίτο τύπο πρόσληψης τα κύτταρα προσλαµβάνουν µέσω επαφής µε 

υποµικροσκοπικού µεγέθους κηλίδες που βρίσκονται σε διασπορά στην υδατική φάση. Αυτός ο 

τρόπος δράσης περιορίζεται από τον σχηµατισµό τέτοιων κηλίδων. Όπως για παράδειγµα σε ωκεάνιο 

περιβάλλον η δράση των κυµάτων αυξάνει τη διασπορά τέτοιων κηλίδων ενώ σε  ένα εδαφικό 

περιβάλλον  η διασπορά είναι περιορισµένη. Υπάρχει και η ενισχυµένη πρόσληψη που αφορά την 

χρήση βιο επιφανειοδραστικών ή και γαλακτοµατοποιητικών παραγόντων που αυξάνουν 

αποτελεσµατικά την  υδατική διαλυτότητα των υδρογονανθράκων µέσω του σχηµατισµού µικκυλίων 

ή σωµατιδίων που συνδέονται µε τους υδρογονάνθρακες, ή επιτρέπουν την καλύτερη προσκόλληση 

των κυττάρων στους υδρογονάνθρακες µετατρέποντας την επιφάνεια των κυττάρων πιο υδροφοβική. 

Ο τρόπος πρόσληψης που επικρατεί σε κάθε περιβάλλον εξαρτάται από την υδατική 

διαλυτότητα των οργανικών συστατικών. Γενικά ισχύει ότι η άµεση επαφή µε τα οργανικά συστατικά 

παίζει πιο σηµαντικό ρόλο όσο µειώνεται η υδατική διαλυτότητα. Επιπλέον για συστατικά που 

βρίσκονται σε στερεή φάση, όπως οι πολυαραωµατικοί υδρογονάνθρακες, µόνο µε δυο πιθανούς 

τρόπους µπορεί το κύτταρο να προσλάβει το υπόστρωµα, µε άµεση επαφή µε το υπόστρωµα και µε 

χρήση του διαλυµένου υποστρώµατος. 

∆ιαθέσιµες ενδείξεις υποστηρίζουν ότι για στερεής κατάστασης οργανικούς ρύπους, ο τρόπος 

πρόσληψης των ρύπων από τους αποικοδοµητές µικροοργανισµούς µε τη µεγαλύτερη σηµασία είναι 
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αυτός κατά τον οποίο γίνεται  χρήση των διαλυµένων ρύπων. Συνεπώς η χαµηλή υδατοδιαλυτότητα 

έχει µεγαλύτερη επίπτωση στην αποικοδόµηση στερεής φάσης οργανικών ρύπων από ότι στην 

αποικοδόµηση υγρής φάσης οργανικών ρύπων.(18) 

Πολλοί µικροοργανισµοί έχουν αναπτύξει διάφορα συστήµατα πρόσληψης της τροφής τους. 

Όπως θα αναφερθεί παρακάτω τα βακτήρια παράγουν ουσίες οι οποίες δρουν επιφανειοδραστικά 

ενισχύοντας την διαλυτότητα των ουσιών αυτών (44). Αυτό έχει µεγάλη σηµασία στη 

βιοδιαθεσιµότητα των ρύπων, που αποτελεί έναν από τους σηµαντικότερους παράγοντες αποτυχίας 

αποµάκρυνσης µέσω πρόσληψης των ρύπων από τους ζωντανούς οργανισµούς, ώστε το τελικό 

αποτέλεσµα να είναι η πλήρης αποκατάσταση των περιβαλλόντων όπου εφαρµόζεται κάποιο 

πρόγραµµα. 

Ένας άλλος σηµαντικός παράγοντας που επηρεάζει σηµαντικά τη βιοδιαθεσιµότητα ενός 

οργανικού συστατικού είναι η ρόφησή του από το έδαφος ή από τα ιζήµατα. Ανάλογα µε τον 

µηχανισµό ρόφησης, τα οργανικά συστατικά µπορούν να είναι δεσµευµένα στο έδαφος µε ασθενείς 

(δεσµοί υδρογόνου, υδροφοβικές αλληλεπιδράσεις, δυνάµεις van der Waals) ή δυνατούς δεσµούς 

(οµοιοπολικοί δεσµοί). Η ρόφηση των υπολειµµάτων που δεσµεύονται µε ασθενείς δεσµούς ή είναι 

ασταθή, είναι µια αντιστρεπτή κατάσταση, έτσι ώστε όταν ο ροφηµένος ρύπος απελευθερωθεί πίσω 

στο διάλυµα γίνεται διαθέσιµος για µικροβιακή χρήση. Η βιοδιαθεσιµότητα µπορεί επίσης να µειωθεί  

εξαιτίας της διάχυσης των ρύπων σε εδαφικούς µικροπόρους στους οποίους δεν έχουν  πρόσβαση τα 

αποικοδοµητικά βακτήρια εξαιτίας αποκλεισµού λόγω µεγέθους πόρων (pore size exclusion).  

Υπάρχουν ενδείξεις ότι το ποσοστό των ευµετάβλητων υπολειµµάτων που γίνονται 

βιοδιαθέσιµα µέσω εκρόφησης από τα σωµατίδια του εδάφους µειώνεται όσο αυξάνει το χρονικό 

διάστηµα κατά το οποίο τα υπολείµµατα παραµένουν στο έδαφος. Συνεπώς όσο περνάει ο χρόνος και 

οι ρύποι γίνονται ολοένα και περισσότερο µη προσβάσιµοι στους µικροοργανισµούς εξαιτίας της 

διάχυσής τους σε βαθύτερους και πιο αποµακρυσµένους µικροπόρους του εδάφους, η 

βιοδιαθεσιµότητα και η βιοαποικοδοµησιµότητα αναµένεται να µειωθούν. 

Επίσης κάποιοι ρύποι µπορούν να εισαχθούν στην οργανική ύλη του εδάφους µε τη δράση 

µιας µεγάλης γκάµας οξειδωτικών ενζύµων τα οποία είναι παρόντα στο έδαφος. Η διεργασία αυτή 

αποκαλείται χουµοποίηση (humification). Η χουµοποίηση είναι µια διεργασία µη αντιστρεπτή και 

µπορεί να θεωρηθεί ως ένας παράγοντας «γήρανσης (aging)». Αυτά τα χουµοποιηµένα ή δεσµευµένα 

υπολείµµατα απελευθερώνονται και αποικοδοµούνται µόνο πάρα πολύ αργά ως τµήµα της 

κανονικής, φυσιολογικής µεταβολής της χουµικής ύλης σε έδαφος.(18) 
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1.2.2.1 Φαινόµενα τοξικότητας 
 

Σε περιοχές µε διαρροές ρύπων ή σε προγράµµατα εξυγίανσης, για παράδειγµα landfarming 

των υπολειµµάτων επεξεργασίας πετρελαίου, µπορεί να αφορούν εξαιρετικά αυξηµένη συγκέντρωση 

οργανικών ρύπων. Σε αυτές τις περιπτώσεις, η τοξικότητα των ρύπων στους µικροβιακούς 

πληθυσµούς µπορεί να καταστήσει την διεργασία εξυγίανσης πολύ αργή. Η τοξικότητα των µη 

ιονιζόµενων οργανικών ρύπων (όπως οι πετρελαϊκοί υδρογονάνθρακες ή οι οργανικοί διαλύτες), 

οφείλεται σε µεγάλο βαθµό σε έναν µη εξειδικευµένο ναρκωτικού τύπου τρόπο δράσης. Σε αυτή την 

περίπτωση η τοξικότητα βασίζεται στην δέσµευση ενός διαλυµένου ρύπου στο λιποφιλικό στρώµα 

της κυτταρικής µεµβράνης, προκαλώντας διάρρηξη της ακεραιότητας της µεµβράνης. Εφόσον η 

κυτταρική µεµβράνη είναι το κύριο σηµείο συσσώρευσης του οργανικού ρύπου στους  

µικροοργανισµούς, η έκθεση της µεµβράνης στους ρύπους οδηγεί στην αυξηµένη διαπερατότητά της  

σε ρύπους  (permeability). (18) 

 

1.2.3 Βιοτικοί Παράγοντες 

 

Στην φύση υπάρχουν αρκετοί µικροοργανισµοί που αποικοδοµούν υδρογονάνθρακες και η 

προσθήκη των συστατικών αυτών στο περιβάλλον οδηγεί σε επιλεκτικό εµπλουτισµό των 

µικροοργανισµών αυτών.(44) 

Τα βακτήρια κινούνται γλιστρώντας πάνω σε στερεές επιφάνειες 5 ή  µε κίνηση που 

εξαρτάται από µαστίγια σε νερό ή σε σωµατίδια του εδάφους που είναι καλυµµένα µε ένα στρώµα 

υγρασίας. Η κίνηση των βακτηρίων δεν είναι ανεξέλεγκτη. Ο φυσιολογικός έλεγχος της  κίνησης 

είναι γνωστός ως τάξις. Το θετικό ερέθισµα που ελκύει ένα βακτήριο µπορεί να είναι το φως, το 

µαγνητικό πεδίο της γης, το επίπεδο οξυγόνου, ή οργανικές  ενώσεις.(17) 

Ο µετασχηµατισµός των οργανικών συστατικών από τα µικρόβια σε φυσικά ή τεχνητά 

περιβάλλοντα συµβαίνει µε µια καθορισµένη σειρά φυσιολογικών αντιδράσεων. Οι µικροοργανισµοί 

αισθάνονται, µεταφέρουν και επεξεργάζονται ενζυµατικά τα οργανικά συστατικά. Η µικροβιακή 

συµπεριφορά περιφέρεται γύρω από αυτές τις αντιδράσεις στα χηµικά ερεθίσµατα του 

περιβάλλοντος. Η βακτηριακή χηµειοτακτική αντίδραση είναι πιθανόν η πιο πρωτόγονη απ’ όλες τις 
                                                 
5 Τα αρνητικά κατά Gram χηµειοετερότροφα βακτήρια, περιλαµβάνουν πολλές οµάδες βακτηρίων που κινούνται µε ολίσθηση. Η κίνηση αυτή 
προϋποθέτει επαφή του κυττάρου µε στερεή επιφάνεια, και είναι βραδύτερη της κίνησης µε µαστίγια. Στους οργανισµούς αυτούς δεν έχουν 
βρεθεί µέχρι τώρα οργανίδια κίνησης. Στα µονοκύτταρα βακτήρια που ολισθαίνουν, η κίνηση συνοδεύεται µε κάµψη των κυττάρων , γεγονός 
που δείχνει ότι το κυτταρικό τοίχωµα στους οργανισµούς αυτούς θα πρέπει να είναι λιγότερο στερεό.(15) 
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αισθήσεις και πιο κοντινή µε την αίσθηση της ανθρώπινης όσφρησης, η οποία επίσης θεωρείται η πιο 

πρωτόγονη από τις πέντε αισθήσεις µας. Ο χηµειοτακτισµός έχει µελετηθεί πολύ στο βακτήριο E.coli. 

τα κύτταρα του βακτηρίου αυτού  έχουν παρατηρηθεί να αποµακρύνονται από κάποια χηµικά 

συστατικά, αυτά που δεν µπορεί να µεταβολίσει και µπορεί να δράσουν αρνητικά στην επιβίωσή 

τους. 

Η µετακίνηση ολόκληρου του οργανισµού σαν αποτέλεσµα κάποιου χηµικού ερεθίσµατος 

στην περίπτωση νηµατοειδών µυκήτων και φυκιών, που δεν έχουν τη δυνατότητα µετακίνησης (η 

µεταβολή στη διεύθυνση αύξησης) ονοµάζονται χηµειοτροπισµός. Μικροοργανισµοί που πλησιάζουν 

προς, ή αποµακρύνονται από το χηµικό ερέθισµα παρουσιάζουν το φαινόµενο της θετικής ή 

αρνητικής χηµειόταξης αντίστοιχα. Γενικά ουσίες µε παρεµποδιστικές ή δηλητηριώδεις ιδιότητες, 

προκαλούν αρνητική χηµειόταξη, ενώ το αντίθετο συµβαίνει συνήθως µε θρεπτικές ουσίες αλλά και 

χηµικά συστατικά που προκαλούν τη συγκέντρωση των βακτηρίων που ολισθαίνουν και ορισµένων 

µυξοµηκύτων. 

Στο βακτήριο  E. coli, όπου έχουν γίνει µελέτες για την χηµειόταξη, αυτή εξαρτάται από την 

ύπαρξη ορισµένου αριθµού χηµειοευαίσθητων υποδοχέων στην επιφάνεια του κυττάρου, καθένας 

από τους οποίους είναι ειδικός για µια ή περισσότερο αριθµό συγγενών, δοµικά, ουσιών. Σήµερα 

είναι γνωστοί τουλάχιστον δώδεκα χηµειοευαίσθητοι υποδοχείς που συνδέονται µε ουσίες οι οποίες 

προκαλούν θετική χηµειόταξη και οκτώ που προκαλούν αρνητική χηµειόταξη.(15) 

Η διαδικασία της αίσθησης ξεκινάει µε τη δέσµευση στην επιφάνεια του κυττάρου µιας 

πρωτεΐνης χηµειόταξης (CMP – Methyl - accepting chemiotaxis protein) που δέχεται µεθύλιο. Το 

εξωτερικό ερέθισµα µεταδίδεται µέσω της πρωτεΐνης CMP, η οποία διαπερνάει την µεµβράνη, στο 

εσωτερικό του κυττάρου. Η διαµόρφωση της πρωτεΐνης που δραστηριοποιείται από τη δέσµευση του 

χηµικού, επιτρέπει την µεθυλίωση υποκαταστατών του γλουταµικού οξέος στην πρωτεΐνη. Καθ’ όλη 

τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας, το βακτήριο είναι «κλειδωµένο» σε µια χηµειο-αισθητική 

διαµόρφωση, και το µαστίγιο συνεχίζει να περιστρέφεται προς την ίδια κατεύθυνση, αναγκάζοντας το 

κύτταρο να συνεχίσει να κινείται προς την ίδια κατεύθυνση. (17) 

Αρκετοί µικροοργανισµοί έχουν αναγνωριστεί (44) να εκκρίνουν ουσίες (κυρίως βιο 

επιφανειοδραστικές - bio-surfactants) που µετατρέπουν την µη υδατική φάση σε σταγόνες µεγέθους 

µικρότερου του 1µm, όπως το Pseudoxanthomonas kaohsiungensis (42). Η διεργασία αυτή συχνά 

ονοµάζεται και ψευδοδιάλυση (pseudosolubilization). Τα µικρά αυτά σταγονίδια (0.1 -1 µm) 

αφοµοιώνονται άµεσα από τους µικροοργανισµούς. Όσο πιο µικρά είναι τα σταγονίδια τόσο πιο 

γρήγορη είναι η αφοµοίωσή τους από τους µικροοργανισµούς.(4) 
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Αυτές οι βιο- επιφανειοδραστικές ουσίες έχουν την ικανότητα να µειώνουν την επιφανειακή 

τάση του νερού ή να σταθεροποιούν τα γαλακτώµατα µεταξύ του νερού και  ενός οργανικού υγρού 

(42). Στην περίπτωση ενός συστήµατος δυο φάσεων νερού και αλκανίων µη αναµίξιµων σε νερό, τα 

αλκάνια είναι διαθέσιµα σε βακτήρια του διαλύµατος µόνο όταν αυτά βρίσκονται στην διεπιφάνεια 

αλκανίων – νερού. Η δηµιουργία γαλακτώµατος οδηγεί στη διασπορά πολλών µικρών σταγονιδίων 

αλκανίων στο νερό, αυξάνοντας κατά πολύ την διεπιφάνεια αλκανίων – νερού. Όπως και τα 

συνθετικά επιφανειοδραστικά τα µικροβιακά επιφανειοδραστικά περιέχουν υδροφιλικά και 

υδροφοβικά τµήµατα. Πολλά από αυτά είναι γλυκοπεπτίδια, λιποπεπτίδια.(17) 

 

1.2.4 Αλκάνια 

 

Τα αλκάνια έχουν παρόµοια δοµή µε τα λιπαρά οξέα και πολλά φυτικά προϊόντα, φυτικές 

παραφίνες, τα οποία είναι άφθονα στη φύση και για τα οποία υπάρχουν πολλοί µικροοργανισµοί που 

µπορούν να τα αποικοδοµήσουν. Έτσι στο περιβάλλον υπάρχουν πολλοί µικροοργανισµοί που 

µπορούν να χρησιµοποιήσουν τα ν- αλκάνια ως µοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας. Ως 

αποτέλεσµα  τα ν – αλκάνια θεωρούνται ο πιο εύκολος τύπος βιοαποικοδοµήσιµου υδρογονάνθρακα. 
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Εικόνα 1- IV Βιοχηµικά µονοπάτια βιοαποικοδόµησης αλκανίων (8) 
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Από τη δεκαετία του 1950 και 1960 έχουν αποµονωθεί µικροοργανισµοί του γένους 

Pseudomonas υπεύθυνοι για την αποδόµηση αλκανίων, και ήδη από τα πρώτα πειράµατα µε τα 

στελέχη αυτά φαίνεται ότι τα αλκάνια µεταβολίζονται σε CO2 και νερό, και ότι 1 αλκανόλες, 

αλδεύδες και λιπαρά οξέα αποτελούν ενδιάµεσα στάδια του αποικοδοµητικού µονοπατιού. 

 

 
Εικόνα 1- V   Ο κύκλος του Krebs (41) 

Η βιοαποικοδόµηση των αλκανίων συµβαίνει µε υψηλό βιοχηµικώς απαιτούµενο οξυγόνο, 

(BOD), µε δυο βιοχηµικά µονοπάτια που φαίνονται στην εικόνα 1.IV. Ο πιο κοινός τρόπος 

βιοαποικοδόµησης είναι ο πρώτος της α’ οξείδωσης κατά τον οποίο ένα άτοµο οξυγόνου εισέρχεται 

άµεσα στο τελευταίο άτοµο άνθρακα της αλυσίδας των αλκανίων µε ένα ένζυµο την µονοξυγενάση 

των αλκανίων. Αυτή η εισαγωγή έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία µιας αρχικής αλκοόλης, η οποία 
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στη συνέχεια µετατρέπεται σε αλδεύδη και τελικά σε λιπαρό οξύ. Εναλλακτικά, το ένζυµο 

διοξυγενάση εισάγει δυο άτοµα οξυγόνου σε ένα αλκάνιο για να σχηµατίσει έτσι υδρουπεροξείδιο. 

Το τελικό προϊόν και σε αυτό το µεταβολικό µονοπάτι είναι ο σχηµατισµός ενός λιπαρού οξέος. Στην 

βιβλιογραφία έχει αναφερθεί και η περίπτωση της προσθήκης δυο ατόµων οξυγόνου στα δυο άκρα 

της αλυσίδας, έτσι ώστε και τα δυο άκρα της αλυσίδας να οξειδώνονται, αλλά και η περίπτωση της 

οξείδωσης εσωτερικού ατόµου άνθρακα να οξειδώνεται. 

Τα λιπαρά οξέα είναι ενδιάµεσοι µεταβολίτες και βρίσκονται σε όλα τα κύτταρα. Τα λιπαρά 

οξέα χρησιµεύουν στον σχηµατισµό µεµβρανικών φωσφολιπιδίων αλλά και γενικότερα στην 

αποθήκευση λιπιδίων. Το κοινό βιοχηµικό µονοπάτι που χρησιµοποιείται για τον µεταβολισµό των 

λιπαρών οξέων είναι γνωστό ως β- οξείδωση. Πρόκειται για ένα µονοπάτι το οποίο αποκόπτει δυο 

άτοµα άνθρακα σε κάθε κύκλο. 

Κάθε ένα κοµµάτι από αυτά τα δυο άτοµα άνθρακα αποµακρύνονται από την υπόλοιπη 

αλυσίδα µέσω του συνένζυµου Α, ως ακετυλοσυνένζυµο – Α, το οποίο στη συνέχεια εισέρχεται στον 

κύκλο του τρικαρβοξυλικού οξέος, για ολοκληρωτική ανοργανοποίηση σε διοξείδιο του άνθρακα και 

νερό (εικόνα 1.V). 

Σε γενικές γραµµές οι µικροοργανισµοί προτιµούν µεσαίας αλυσίδας υδρογονάνθρακες, και 

αυτοί οι υδρογονάνθρακες είναι που χρησιµοποιούνται αµέσως σε σχέση µε υδρογονάνθρακες µε 

µικρότερες ή µακρύτερες αλυσίδες. 

 

1.2.5 Εξέλιξη καταβολικών γονιδίων 

 

Οι µικροοργανισµοί και οι πρόγονοί τους υπάρχουν στη γη 3,6 δισεκκατοµµύρια χρόνια, 

αρκετό χρονικό διάστηµα για την εξέλιξη µεταβολικών µονοπατιών µε νέες ενζυµατικές 

δραστηριότητες. (17) 

Η ανακάλυψη των Zuckerkandl και Linus Pauling6 το 1965, οδήγησε τον Carl Woese και τους 

συνεργάτες του να πρωτοστατήσουν στη χρήση του 16S rRNA για τη διερεύνηση των φυλογενετικών 

σχέσεων µεταξύ των προκαρυωτικών κυττάρων. Η ιδέα στηρίχθηκε στο ότι το γονίδιο αυτό είναι 

                                                 
6 Όταν το 1965 οι Emily Zuckerkandl και Linus Pauling ανέπτυξαν την ιδέα ότι η αλληλουχία των πρωτεϊνών θα µπορούσε να θεωρηθεί ως 

µοριακό απολίθωµα, ανέλυσαν την ακολουθία των αµινοξέων µορίων αιµογλοβίνης διαφόρων ειδών και παρατήρησαν ότι αυτές διέφεραν σε ένα 
βαθµό που ήταν συµβατός µε την προτεινόµενη εξελικτική χρονική κλίµακα που διαχώριζε αυτά τα είδη. Αυτή η ιδέα έγινε γνωστή ως µοριακό 
εξελικτικό ρολόι (Molecular Evolutionary Clock). ∆ιαφορετικά γονίδια εξελίσσονται µε διαφορετικούς ρυθµούς και γενικά ότι προϊόντα 
γονιδίων τα οποία είναι πολύ σύνθετα βιοχηµικά και ουσιαστικά στις ζωτικές λειτουργίες ενός κυττάρου έχει παρατηρηθεί να εξελίσσονται, να 
αλλάζουν, µε πολύ χαµηλότερους ρυθµούς.(17, 40)  
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σχετικά εύκολο να αποµονωθεί και να αναλυθεί. Πρόκειται για σηµαντικό τµήµα του µηχανισµού της 

πρωτεϊνοσύνθεσης όλων των µικροβίων και έχει παρατηρηθεί να υπόκειται µόνο σε µικρές αλλαγές 

ακόµη και µεταξύ πολύ διαφοροποιηµένων συγγενικών ειδών. Η ιδιότητά του αυτή, δηλαδή η µικρή 

διαφοροποίησή του, δίνει τη δυνατότητα της χρήσης του µορίου αυτού ως φυλογενετικού δείκτη 

όλων των προκαρυωτικών οργανισµών εφόσον η εξελικτική διαφορά τους επεκτείνεται σε 

εκατοµµύρια χρόνια.(7, 40) 
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1.3 ΓΟΝΙ∆ΙΑ ΜΟΝΟΟΞΥΓΟΝΑΣΗΣ ΤΩΝ ΑΛΚΑΝΙΩΝ 

Τα γονίδια που κωδικοποιούν για το ένζυµο µονοοξυγενάσης, το οποίο είναι υπεύθυνο για 

την αποδόµηση των αλκανίων, έχει βρεθεί ότι ανήκουν σε τρεις µεγάλες κατηγορίες: Ι, ΙΙ και ΙΙΙ. 

Σύµφωνα µε αυτήν την κατηγοριοποίηση και τα βακτήρια που έχουν γονίδια που ανήκουν σε κάποια 

από αυτές τις οικογένειες γονιδίων παίρνουν αντίστοιχα το όνοµα αυτής, έτσι έχουµε βακτήρια Ι, ΙΙ 

και ΙΙΙ κατηγορίας αποδοµούντων αλκανίων. 

Ο µηχανισµός αποικοδόµησης ν-αλκανίων, όπως έχει αναφερθεί από τους K. Sei et al το 2003 

(7), σε µια µελέτη των µικροβιακών πληθυσµών σε θαλάσσιο νερό, ακολουθεί µια πορεία κατά την 

οποία τα µικρότερου µοριακού βάρους αλκάνια, µε κοντή αλυσίδα, είναι αυτά που παρατηρούνται να 

αποδοµούνται πρώτα, χρονικά, από βακτήρια που έχουν καταβολικά γονίδια αλκανίων που ανήκουν 

στην κατηγορία Ι. Έπειτα ακολουθούν τα αλκάνια µε µεγαλύτερου µήκους αλυσίδα τα οποία 

αποικοδοµούνται επιτυχώς από βακτήρια που έχουν καταβολικά γονίδια των κατηγοριών ΙΙ και 

ΙΙΙ.(6,7). 

Οι περισσότερες µελέτες του συστήµατος της βακτηριακής οξείδωσης των αλκανίων έγινε 

στα βακτήρια του γένους Pseudomonas τα οποία έχουν παρόµοιο ενζυµικό σύστηµα.(8,9, 20) 

Ο βιοχηµικός χαρακτηρισµός του συστήµατος της υδροξυλάσης των αλκανίων έδειξε ότι 

αυτό αποτελείται από τρία συστατικά, µια υδροξυλάση και δυο υδατοδυαλυτές πρωτεΐνες οι οποίες 

δρουν ως µεταφορείς ηλεκτρονίων µεταξύ του NADH και της υδροξυλάσης. Η υδροξυλάση των 

αλκανίων  είναι µια ενδοµεµβρανική πρωτεΐνη η οποία απαιτεί φωσφολιπίδια και σίδηρο για να 

ενεργοποιηθεί. Η πρωτοταγής δοµή περιέχει έξι υδρόφοβα τµήµατα τα οποία διαπερνούν την 

κυτοπλασµατική µεµβράνη ως α – έλικες (εικόνα 1.VI). Υπάρχουν τέσσερα υψηλά συντηρηµένα 

µοτίβα τα οποία περιέχουν ιστιδίνες και είναι ουσιώδη για τον καταλυτικό ρόλο των πρωτεϊνικών 

συστηµάτων, υδροξυλάσης των αλκανίων και µονοξυγενάσης του ξυλένιου, καθώς και στις πιο 

µακρινά συγγενικές desaturases. Οι συντηρηµένες ιστιδίνες πιθανόν σχηµατίζουν µια σφαιρική 

διάταξη πλούσια σε άζωτα για δυο άτοµα σιδήρου, όπως δείχνει η φασµατοσκοπία Moessbauer. Οι 

δυο πρωτεΐνες που δρουν ως ηλεκτρονιοµεταφορείς και παρέχουν ηλεκτρόνια για την αντίδραση της 

µονοοξυγενάσης είναι η ρουβρεδοξίνη και η ρεδουκτάση της ρουβρεδοξίνης. Η ρεδουκτάση είναι µια 

φλαβοπρωτεΐνη η οποία µεταφέρει ηλεκτρόνια  από το NADH στην ρουβρεδοξίνη. Η τελευταία 

ανήκει σε µια οικογένεια µικρών πρωτεϊνών που λειτουργούν ως µεταφορείς ηλεκτρονίων 
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περιέχοντας ένα σίδηρο ο οποίος είναι περιτριγυρισµένος από τέσσερις κυστεΐνες. Η ρουβρεδοξίνη 

του βακτηρίου P. putida  GPo1 είναι διαφορετική στο ότι περιέχει δυο ρουβρεδοξίνες συνδεδεµένες 

µεταξύ τους από έναν σύνδεσµο. Οι περισσότερες ρουβρεδοξίνες που σχετίζονται µε την 

υδροξυλίωση των αλκανίων είναι τυπικές µονοµερείς ρουβρεδοξίνες.(8,9) 

 
Εικόνα 1- VI 
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1.3.1 Ρύθµιση και Καταβολισµός Αλκανίων 

 

 
Εικόνα 1- VII. Αποδόµηση Αλκανίων από P. putida GPo1. A το µεταβολικό 
µονοπάτι, ο ρόλος και η θέση των πρωτεϊνών Alk. B H γενική δοµή της 
γονιδιακής θέσης alk, και η ρύθµιση των γονιδίων alk. 
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Το προϊόν της αντίδρασης της υδροξυλάσης των αλκανίων είναι συνήθως 1-αλκανόλη. Οι 

περισσότερες ψευδοµονάδες που είναι ικανές να αυξηθούν σε αυτά τα υποστρώµατα, ακόµη και αν 

δεν µπορούν να αυξηθούν σε αλκάνια, κατέχουν διυδρογενάσες αλκοόλης και αλδεύδης που 

µετατρέπουν  την 1- αλκανόλη σε λιπαρά οξέα. Αυτά αποδοµούνται περαιτέρω, µέσω της β-

οξείδωσης, σε ακετυλο-συνένζυµο Α (acetyl-CoA), το οποίο παίρνει µέρος στον βασικό 

µεταβολισµό. Όταν το άζωτο και ο φώσφορος είναι περιοριστικοί παράγοντες το 3-ύδροξυ λιπαρό 

οξύ, ένα ενδιάµεσο προϊόν του κύκλου της β-οξείδωσης, µπορεί να µετατραπεί στο αποθηκευτικό 

υλικό πολύ- (ύδροξυαλκανικό οξύ) (poly-hydroxyalkanoate). Όταν ο περιοριστικός παράγοντας 

περάσει, το πολυµερές εξυπηρετεί ως πηγή άνθρακα (Εικ.1.VII).(8)  Στο σύστηµα αυτό η 

µονοοξυγενάση είναι µια ενδοµεµβρανική πρωτεΐνη. 
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1.4 ΠΡΟΗΓΟΥΜΕΝΕΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΑΝΑΦΟΡΕΣ 

Σύµφωνα µε µελέτες που έγιναν σε δείγµατα από την Κόρινθο οι οποίες χρησιµεύουν στην 

τεχνική Landfarming, σύµφωνα µε την οποία γίνεται εναπόθεση υπολειµµάτων διύλισης πετρελαίου 

(Motor Oil Hellas), από τους Κατσίβελα et al το 2004 για την µελέτη της αλλαγής της µικροβιακής 

κοινότητας για χρονικό διάστηµα 14 µηνών οπότε και συντελείται αποικοδόµηση αλκανίων και 

άλλων συστατικών του πετρελαίου, παρατηρείται ένα σχετικά παραλλαγµένο µοτίβο αποικοδόµησης 

αλκανίων. 

Από την παρακολούθηση των πειραµατικών τεµαχίων µέσω συχνής δειγµατοληψίας (1,3,16) 

για την εκτίµηση των αλλαγών που συµβαίνουν τόσο στη σύσταση του αποβλήτου όσο και του 

µικροβιακού πληθυσµού έχουν προκύψει αποτελέσµατα που οδηγούν σε συµπεράσµατα που 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ενίσχυση της βιοαποικοδόµησης στις περιοχές αυτές ώστε να 

καταστεί εφικτή  η πλήρης αποκατάσταση των εδαφών που χρησιµεύουν για τη διάθεση αποβλήτων 

σε τακτική βάση.(16) 

Έτσι βρέθηκε ότι συµβαίνει εµπλουτισµός της κοινότητας των ενδογενών βακτηρίων µετά 

την προσθήκη υπολείµµατος πετρελαϊκής λάσπης στους χώρους του πειράµατος και της 

δειγµατοληψίας. Αυτή η παρατήρηση προήλθε από την ανίχνευση µε µεθόδους µοριακής βιολογίας 

(16), που δεν απαιτούν την καλλιέργεια των βακτηρίων. Η εκτίµηση της αλλαγής της σύστασης των 

µικροβιακών κοινοτήτων έγινε µε την παρατήρηση της παραλλακτικότητας των OTUs7 (23) από τη 

σύγκριση αποτελεσµάτων των αναλύσεων που αντιστοιχούν σε δείγµατα που προέρχονται από 

χρονικά διαφορετικά πειραµατικά τεµάχια (3). 

Αποτελέσµατα εργαστηριακών αναλύσεων (GC-MS) έδειξαν ότι συµβαίνουν αλλαγές στην 

σύνθεση των υπολειµµάτων του πετρελαίου στην περιοχή των πειραµάτων κατά τη διάρκεια του 

εξεταζόµενου χρόνου,  14 µήνες, και σύµφωνα µε τα οποία συµβαίνει 75% µε 100% αποµάκρυνση 

των αλκανίων, µέσω αποικοδόµησης, συνιστώντας την ύπαρξη µικροβιακών κοινοτήτων ικανών να 

βιοαποικοδοµούν τις ουσίες αυτές.  

Αναλυτικά χρονικά έχει ως εξής : στα πρώτα στάδια (4 πρώτοι µήνες) παρατήρησης 

συναντάται µείωση των αρχικών επιπέδων µόλυνσης κατά 50% των υδρογονανθράκων µε µεγάλες 

και µικρές αλυσίδες (C23-C34 και C11-C13 αντίστοιχα), ενώ οι υδρογονάνθρακες µε µήκος 
                                                 
7 Operational Taxonomic unit- Αντιπροσωπεύει διαφορετικά γένη βακτηρίων  
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αλυσίδας C18-C23 µειώθηκαν κατά λιγότερο από 20%. Σε επόµενο στάδιο παρατήρησης (10 πρώτοι 

µήνες) αλκάνια µε ενδιάµεσου µήκους αλυσίδα εµφανίζονται να µειώνονται πιο αποτελεσµατικά 

κατά 50% (C13-C14 και C18-C24), ενώ τα εναποµείναντα αλκάνια µειώνονται λίγο παραπάνω ενώ 

αυτά µε µήκος αλυσίδας C31-C34 και C11-C12 εξαφανίζονται κατά 100%. Ακόµη όµως και έπειτα 

από 14 µήνες εµφανίζονται να µειώνονται τα επίπεδα αλκανίων µε µήκος αλυσίδων C14-C21 σε 

ποσοστό µεγαλύτερο από 50%. 

Η αποµάκρυνση των αλκανίων από το περιβάλλον εναπόθεσης της πετρελαϊκής λάσπης 

σηµαίνει ύπαρξη των κατάλληλων καταβολικών γονιδίων που κωδικοποιούν για τα ένζυµα που 

επιτρέπουν την αποδόµηση αλκανίων µέσω ήδη γνωστών µεταβολικών βιοχηµικών µονοπατιών (9). 

Στα δείγµατα που εξετάστηκαν για την ύπαρξη του γονιδίου µονοοξυγενάση των αλκανίων 

alcB, του υπεύθυνου για τον καταβολισµό τους, µε γνωστούς εκκινητές, δεν έγινε ανίχνευση και 

αποµόνωση του γονιδίου, είτε εξαιτίας της αδυναµίας εκχύλισης από το εδαφικό δείγµα, είτε λόγω µη 

πολλαπλασιασµού κατά την αντίδραση της πολυµεράσης, είτε λόγω ανικανότητας των 

χρησιµοποιούµενων εκκινητών.(3) 

Επιπλέον του γονιδίου που κωδικοποιεί για την υδροξυλάση των αλκανίων έγινε έλεγχος, για 

την ύπαρξη στα δείγµατα γονιδίων που κωδικοποιούν για ένζυµα υπεύθυνων για την αποικοδόµηση 

συστατικών του αποβλήτου, 2,3 διοξυγενάση κατεχόλης ένα ένζυµο που είναι υπεύθυνο για τον 

καταβολισµό πλήθους αρωµατικών ενώσεων καθώς και τη διοξεγονάση του ναφθαλενίου υπεύθυνου 

ενζύµου για τον καταβολισµό πολυκυκλικών αρωµατικών υδρογονανθράκων. 

Τα αποτελέσµατα των αλυσιδωτών αντιδράσεων της πολυµεράσης έδειξαν την ύπαρξη  

καταβολικών γονιδίων µόνο στο απόβλητο και όχι στα δείγµατα εδάφους και µόνο για την 

διοξυγενάση της κατεχόλης.(3) 

Σύµφωνα µε τη χηµική ανάλυση των υπολειµµάτων πετρελαϊκής λάσπης και των δειγµάτων 

εδάφους από το πεδίο , η µεγαλύτερη πηγή άνθρακα στα µολυσµένα από πετρέλαιο εδάφη ήταν τα 

αλκάνια. 
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1.5 ΣΚΟΠΟΣ 

Μέχρι τώρα η εκτίµηση της βακτηριακής βιοποικιλότητας, έχει παρεµποδιστεί από 

περιορισµούς που σχετίζονται µε την καλλιέργεια των βακτηρίων από το φυσικό περιβάλλον. Έχει 

αναγνωριστεί ότι το µη καλλιεργήσιµο τµήµα  αποτελεί ένα µεγάλο τµήµα όλων των βακτηριακών 

κοινοτήτων (46). Η εφαρµογή µοριακών προσεγγίσεων στον χαρακτηρισµό των βακτηριακών 

κοινοτήτων έχει ξεπεράσει τις απαιτήσεις για καλλιέργεια όλων των µελών κάθε κοινότητας. 

Ιδιαίτερα η ανάλυση των 16S r RNA γονιδίων, βοηθούµενη µε τη χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης 

της πολυµεράσης για τον πολλαπλασιασµό των ακολουθιών στόχων ενός περιβαλλοντικού δείγµατος 

έχει δώσει την δυνατότητα σε µοριακούς οικολόγους να παρέχουν καλύτερες εκτιµήσεις της 

βακτηριακής ποικιλότητας.(12) 

Σε αυτή την µελέτη παρουσιάζεται το φάσµα των οργανισµών που λαµβάνουν µέρος στον 

εµπλουτισµό του ενδογενούς πληθυσµού,  µε την ίδια µέθοδο (3),  16S rDNA, και περαιτέρω 

εξακρίβωση της ακολουθίας των βάσεων (sequencing) των γονιδίων και συσχέτιση µε βάση 

δεδοµένων για την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων και την εύρεση φυλογενετικών σχέσεων. 

Οι πληροφορίες που προκύπτουν από την εξακρίβωση των ακολουθιών των νουκλεοτιδικών 

βάσεων παρέχουν την βάση για την στατιστική ανάλυση των κοινοτήτων µε τρόπο που προάγει τις 

αναφορές σχετικά µε τις διαδικασίες που διαµορφώνουν τη σύσταση και τη λειτουργία των 

µικροβιακών κοινοτήτων (23). Όπως αναφέρθηκε στο κεφάλαιο 1.5, η εκτίµηση της 

παραλλακτηκότητας των επικρατούντων µικροβιακών κοινοτήτων έγινε µε την εκτίµηση των ΟΤUs, 

παραλείποντας σηµαντικές πληροφορίες. Επειδή η γενετική παραλλακτικότητα µπορεί να παρέχει 

πληροφορίες σχετικά µε λειτουργικές ιδιότητες πέρα από την εκτίµηση της παραλλακτικότητας των 

ειδών, µια πιο πληροφοριακή ανάπτυξη της γενετικής παραλλακτικότητας είναι αυτή κατά την οποία 

παρουσιάζονται οι φυλογενετικές σχέσεις  των ειδών της δειγµατοληψίας.(23) 

Σκοπός είναι η ανίχνευση καταβολικών γονιδίων, υπεύθυνων για την αποικοδόµηση 

συστατικών των υπολειµµάτων πετρελαίου µε εκκινητές που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία και 

µπορούν να αποµονώσουν γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα που καταλύουν καταβολικά βιοχηµικά 

µονοπάτια. Οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται έχουν σχεδιαστεί για την ανίχνευση ενζύµων που 

ανήκουν στις οικογένειες των α) µονοξυγονάση των αλκανίων, β) 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης ,γ) 

υδροξυλάση της φαινόλης, δ) διοξυγενάση του τουλουενίου. 
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Η παρούσα εργασία εστιάζεται επίσης στη µοριακή κλωνοποίηση και ανάλυση αλληλουχίας 

λειτουργικών γονιδίων που κωδικοποιούν για το ένζυµο µονοοξυγενάση των αλκανίων, ταυτοποίηση 

και φυλογενετική ανάλυση των µικροοργανισµών που συνθέτουν την βιοκοινότητα, από όπου  

εκχυλίστηκε το γενετικό υλικό προς επεξεργασία, (απόβλητα διύλισης πετρελαίου). 

Επιπλέον στόχο της µελέτης αποτελεί ο σχεδιασµός ενός νέου ζεύγους εκκινητών για το 

γονίδιο της υδροξυλάσης των αλκανίων εφόσον οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν δεν έδωσαν 

θετικά αποτελέσµατα (3), παρόλο που διαπιστώθηκε µικροβιακή διάσπαση  ν- αλκανίων. Ο 

σχεδιασµός γίνεται από έναν αριθµό ειδών που το περιέχουν και κωδικοποιούν για το ένζυµο 

µονοοξυγονάση των αλκανίων και για τα οποία έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία η υπευθυνότητα 

του για την επιβίωση των µικροοργανισµών σε υπόστρωµα υδρογονανθράκων πετρελαίου. Έλεγχος 

της λειτουργίας των νεοσχηµατιζοµενων εκκινητών σε θετικό δείγµα και στο δείγµα προς ανάλυση, 

µοριακή κλωνοποίηση και ανάλυση αλληλουχίας του ίδιου του γονιδίου και ταυτοποίηση του πιο 

διαδεδοµένου µικροοργανισµού στο δείγµα- κοινότητα που φέρει το γονίδιο. 

Επιπλέον σκοπός της εργασίας αυτής είναι η σύγκριση δυο µεθόδων  της µοριακής βιολογίας 

για την διεξαγωγή συµπερασµάτων που αφορούν τον πολυµορφισµό κλώνων  - τµηµάτων 

γονιδιώµατος που έχει αποµονωθεί από περιβαλλοντικό δείγµα. Οι τεχνικές αυτές αφορούν τη 

δηµιουργία  βιβλιοθηκών κλώνων µε µετασχηµατισµό πλασµιδίων (όπως περιγράφεται αναλυτικά 

παρακάτω) και µιας νεότερης µεθοδολογίας που έχει χρησιµοποιηθεί αρκετά στο εργαστήριο  

Environmental Biodegradaation GBF Braunsweig της Γερµανίας µε ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Η 

δεύτερη τεχνική είναι πολύ πιο γρήγορη και λιγότερο επίπονη, απαιτεί όµως  αρκετή προσοχή διότι 

είναι πολύ ευαίσθητη, καθώς επίσης απαιτεί προσαρµογή των συνθηκών λειτουργίας οι οποίες 

διαφέρουν  για διαφορετικά τµήµατα DNA. 

Η τελευταία θα εφαρµοστεί µόνο για το γονίδιο της µονοξυγονάσης των αλκανίων για το 

οποίο οι συνθήκες λειτουργίας έχουν  βρεθεί  και έχουν αναφερθεί πολύ καλά αποτελέσµατα  (22,34). 

Η ποικιλοµορφία των καταβολικών γονιδίων δεν αντικατοπτρίζει αντίστοιχη συγγένεια σε 

ταξινοµικό επίπεδο των οργανισµών που τα περιέχουν και τα εκφράζουν (22). Αυτό οφείλεται όπως 

έχει αναφερθεί στο ότι τα καταβολικά γονίδια βρίσκονται σε πλασµίδια και συµβαίνει µεταφορά 

αυτών από οργανισµό σε οργανισµό, χωρίς αυτοί να είναι συγγενικοί µεταξύ τους. Η διαδικασία αυτή 

απαντάται κατά τον εγκλιµατισµό βακτηρίων σε περιβάλλοντα όπου παρατηρούνται αλλαγές (47), 

και σε αυτόν τον λόγο µπορεί να οφείλεται η χρονική καθυστέρηση ανταπόκρισης ενδογενών 

πληθυσµών κατά την προσθήκη ρύπων στο περιβάλλον. 
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Έτσι έχει σηµασία πέρα από την διερεύνηση των φυλογενετικών σχέσεων  µεταξύ των 

µικροοργανισµών που απαρτίζουν µια κοινότητα σε ένα µολυσµένο από υδρογονάνθρακες 

περιβάλλον, και η παραλλακτικότητα σε επίπεδο αλληλουχίας νουκλεοτιδικών βάσεων των 

καταβολικών γονιδίων, των υπεύθυνων για την αποικοδόµηση των ρύπων, εφόσον δίνουν µια εικόνα 

της διαδικασίας προσαρµογής των υπαρχόντων µικροοργανισµών εξαιτίας της άσκησης της πίεσης 

επιλογής. 

Η διερεύνηση της παραλλακτικότητας της αλληλουχίας των βάσεων  του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για την υδροξυλάση των αλκανίων γίνεται, όπως και στην περίπτωση της φυλογενετικής 

σχέσης των µικροβίων, µε την κατασκευή φυλογενετικών χαρτών  από την συσχέτιση αλληλουχιών 

των νουκλεοτιδικών βάσεων που αποµονώνονται από το δείγµα και άλλες που έχουν αποµονωθεί από  

γνωστά αποικοδοµητικά βακτήρια. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 ∆ΕΙΓΜΑΤΑ Ε∆ΑΦΟΥΣ 

 

Τα δείγµατα εδάφους που χρησιµοποιήθηκαν έχουν προέλθει από περιοχές διαχείρισης 

πετρελαϊκής λάσπης, της εταιρείας Motor Oil Hellas, στις εγκαταστάσεις της στην Κόρινθο, τα ίδια 

που χρησιµοποιήθηκαν σε προηγούµενες µελέτες (1,3,16) και ήταν τα ακόλουθα: 

1. Α: καθαρό χώµα, χωρίς καµία προσθήκη αποβλήτου, που 

χρησιµοποιήθηκε ως δείγµα αναφοράς (16.10.2000). 

2. C: χώµα προερχόµενο από περιοχή διαχείρισης πετρελαϊκής λάσπης 

µετά από επώαση 4 µηνών (22.2.2001). 

3. D: χώµα προερχόµενο από περιοχή διαχείρισης πετρελαϊκής λάσπης 

µετά από επώαση 14 µηνών (12.2001). 

4. OSL: απόβλητο επεξεργασίας διύλισης πετρελαίου, που εναποτίθεται για 

βιοαποικοδόµηση στους χώρους landfarming (22.2.2001).  

 

Τα δείγµατα εδάφους συλλέχθηκαν από την επιφάνεια (0–15 cm) του εδάφους και 

διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία 40 C, µέχρι τον Αύγουστο 2003 οπότε και έγιναν τα πειράµατα. 

Πρόκειται για τα ίδια δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε προηγούµενες εργασίες (1,3,16).  
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2.2 ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ 

2.2.1 Alkanivorax  borkumensis  

 

Το Alkanivorax borkumensis είναι ένα θαλάσσιο βακτήριο που αποικοδοµεί αλκάνια και 

πρωτοστατεί (είναι κυρίαρχο) σε θαλάσσιο νερό όπου υπάρχει αργό πετρέλαιο και παρέχονται τα 

θρεπτικά συστατικά Άζωτο και Φώσφορος.(8) 

Οι φυλές των Alkanivorax  ανήκουν στην γ-υποκλάση των Πρωτεοβακτηρίων που µπορούν 

να χρησιµοποιούν τα ν-αλκάνια ως µοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας. Αυτό το βακτήριο 

βρέθηκε να χρησιµοποιεί υδρογονάνθρακες που έχουν από 6 εως τουλάχιστον 20 άτοµα άνθρακα και 

έχει αποδειχθεί να κατέχει δυο συγγενικά µακρινές υδροξυλάσες των αλκανίων AlkB1 και AlkB2. η 

πρώτη είναι πιο στενά συνδεδεµένη µε τις υδροξυλάσες των αλκανίων που συναντώνται στο 

Pseudomonas putida, ενώ οι  AlkB2  είναι πιο στενά συνδεδεµένες µε αυτές που κωδικοποιεί το 

Pseudomonas aeruginosa από ότι µε την AlkB1.(6,) 

Το Alkanivorax borkumensis SK2 έχει πρόσφατα αποµονωθεί από θαλάσσια δείγµατα νερού, 

από τους Hara et al., και έχει δειχθεί ότι ενώ µπορεί να επιβιώσει χρησιµοποιώντας ως µοναδική πηγή 

άνθρακα υδρογονάνθρακες δεν µπορεί να χρησιµοποιήσει αµινοξέα και υδατάνθρακες. Επιπλέον  τα 

αποτελέσµατα των µελετών έδειξαν ότι το AlkB1 είναι υπεύθυνο για την αποικοδόµηση µικρής 

αλυσίδας αλκανίων και το AlkB2 είναι αντίστοιχα υπεύθυνο για την αποικοδόµηση µέτριου µήκους 

αλυσίδας αλκανίων, υπάρχουν και άλλα γονίδια που συµµετέχουν στην υδροξυλίωση των ν – 

αλκανίων εκτός από τα δυο παραπάνω.(8) 

Το βακτήριο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως θετικό δείγµα στα πειράµατα για την πιστοποίηση της 

ορθότητας των αποτελεσµάτων των αντιδράσεων µε την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης, και 

ως είδος αναφοράς για τον σχεδιασµό των εκκινητών του γονιδίου υδροξυλάσης των αλκανίων και 

έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον στα αποτελέσµατα. 
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2.2.2 Pseudomonas putida 

 

Το βακτήριο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως θετικό δείγµα στις αλυσιδωτές αντιδράσεις της 

πολυµεράσης, για την διαβεβαίωση της ορθότητας των αποτελεσµάτων. Η ύπαρξη θετικού και 

αρνητικού δείγµατος στα πειράµατα βοηθάει στην ερµηνεία των αποτελεσµάτων είτε όταν είναι 

θετικά, οπότε γίνεται επαλήθευση, είτε όταν είναι αρνητικά, ώστε να αποδοθεί η αιτία του 

αποτελέσµατος σε κάθε περίπτωση. 

 

2.2.3 Escherichia coli 

 

Το βακτήριο αυτό χρησιµοποίηθηκε για την κατασκευή των βιβλιοθηκών κλώνων. Είναι η 

καλλιέργεια των κυττάρων που µετασχηµατίζονται µε το πλασµίδιο φορέα, και αφού 

πολλαπλασιαστεί, δίνει πολλά αντίγραφα του κλώνου που φέρει.  
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2.3 ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΟΣ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 

Τα όργανα που χρησιµοποιήθηκαν για τα πειράµατα και τις αναλύσεις καθώς και τα αντιδραστήρια 

παρατίθενται παρακάτω. 

              Μηχανήµατα Αλυσιδωτής αντίδρασης Πολυµεράσης (θερµοκύλινδροι) 

1. Gene Amp R PCR system 2700 

2. PCR express HYBAID (εικόνα 2.2) 

Φυγόκεντρος 

3. Centrifuge – Biofuge fresco Heraeus (εικόνα 2.1) 

 

 

 
Εικόνα 2. 1                                                                                                   Εικόνα 2. 2 

 

 

4. 3100 ABIPRISM Genetic Analyzer (Applied Biosystems) (εικόνα 2.3) 
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Εικόνα 2. 3 

5. SSCP (εικόνα 2.4) 

 

 

Εικόνα 2. 4 SSCP 
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6. Σύστηµα ηλεκτροφόρησης για πηκτή αγαρόζης 

7. Σύστηµα UV ανίχνευσης και φωτογράφησης των πηκτών αγαρόζης 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

 

1. QIA quick PCR purification Kit (250) – Cat No 28106 

2. QIA quick Gel Extraction Kit 

3. «Συνταγή» των διαλυµάτων, κατά την προετοιµασία για την αλυσιδωτή αντίδραση 

της πολυµεράσης. 

 

 

 

                                                 
11 Ο εκκινητής της forward ακολουθίας  

12 Ο εκκινητής της reversed – αντίστροφης ακολουθίας 

13 Χρησιµοποιήθηκε κυρίως απιονισµένο νερό που υπάρχει στο ΚIT εκχύλισης  του εδάφους, και απιονισµένο νερό της βρύσης αποστειρωµένο σε 
κλίβανο. 

 

Πίνακας 2 1 

  1Χ 17Χ  
Ρυθµιστικό 
διάλυµα 

10Χ µε Μg  
Promega 

5µl 85 µl  

dNTPs 10mM 1 µl 17 µl  
16F2711 10-25µM 1 µl 17 µl  

16R149212 pmol/ µl 1 µl 17 µl  
Taq 5U/µl 0.5 µl 8.5 µl  
DNA 0.001-100ng 2 µl 34 µl  
BSA 100Χ 0.5 µl 8.5 µl  
Νερό13  39 µl 663 µl  
Τελικός όγκος  50 µl 850 µl  
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4. Τα είδη των βακτηριακών αλληλουχιών και οι κωδικοί τους, που χρησιµοποιήθηκαν 

για τον σχεδιασµό νέων εκκινητών για το γονίδιο της µονοοξυγενάσης των αλκανίων.  

 

AJ297269 Rhodococcus erythropolis NRRL B-16531 AlkB2, 

 BX842582 Mycobacterium tuberculosisH37Rv AlkB,  

AJ009587 Prauserella rugosa NRRL B-2295 AlkB,  

AJ293306 Burkholderia cepacia RR10 AlkB,  

AJ002316 Acinetobacter sp.ADP1 AlkM, 

 AJ233398 Acinetobacter calcoaceticus EB104 AlkM,  

AJ233397 Pseudomonas putida P1 AlkB,  

AJ245436 Pseudomonas putida GPo1 AlkB,  

AJ295164 Alcanivorax borkumensis AP1 AlkB1, 

 AE004581 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB1.  

AE004685 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB1,  

AB110226 Alcanivorax borkumensis SK2 AlkB2,  

AJ009579 Pseudomonas fluorescens CHA0 AlkB 

 

5. Τα ζεύγη των νεοσχηµατιζόµενων εκκινητών του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 

ένζυµο µονοοξυγενάση των αλκανίων: 

 

20b 5’>3’ 5’- GSN CAY GAR YTS RKB CAY AA-3’    alkF14 

20b 5’>3’   5’- CCR TAR TGY TCR ABR TAR TT -3’    alkR1 

23b 5’>3’   5’-GCR TGR TGR TCN SWR TGN CGY TG-3’    alkR2 

Με µήκος F- R1 και  F- R2 αντίστοιχα είναι 435 και 565 βάσεις. 

 

 

 

 

 

                                                 
14  Οι συµβολισµοί και οι βάσεις που αυτά αντιπροσωπεύουν παρατίθενται στο παράρτηµα στον πίνακα 0.ΙΙΙ 
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6. Υλικά Ηλεκτροφόρησης 

 

 1%  Agarose gel 

 TAE 1Χ  

a) 40mM Tris acetate 

b) 1mM EDTA 

 Loading Buffer 6Χ Buffer σε αναλογία ¼ ή 1/5 Loading Buffer / δείγµα 

a) 0.25 % (w/v) bromophenol blue 

b) 0.25% (w/v)  xylene cyanol FF 

c) 30% (v/v)  glycerol in H2O 

 Συνθήκες Ηλεκτροφόρησης 

a) 30’ – 40’ σε 90V 

b) 30’ – 40’ σε 90V 

 

 

7. Χρωµατισµός και αποτύπωση (Staining and Visualization) 

 

 Ο χρωµατισµός των gel της ηλεκτροφόρησης γίνεται µετά το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης σε ξεχωριστό χώρο και υποδοχείς όπου βρίσκεται η ουσία 

χρωµατισµού και είναι: EtBr 

 Η απεικόνιση των πηκτών αγαρόζης γίνεται σε ειδικό φίλµ, έπειτα από λήψη 

φωτογραφίας µε δέσµη UV φωτός, απευθείας συνδεδεµένο µε υπολογιστή. 

 

 

8. Τα ζεύγη των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση καταβολικών 

γονιδίων πετρελαϊκών υπολειµµάτων: 

 

a) Για το γονίδιο 16S r DNA (Noogales et al. 1999, Moore ER et al. 1996) 

 20 b 5’>3’   16 F 27 Tm = 590 C 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ 
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και  22b 5’>3’    16 R 1492 Tm= 630 C  5’- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’ 

b) Για το γονίδιο 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης C23O (Junca, 2003) 

F 5’- ATG GAT TTY ATG GSB TTC AAG G-3’ 

R 5’- TCG ATV GAK GTR TCG GTC ATG-3’ 

c) Για το γονίδιο διοξυγενάση τολουενίου RHDO (Yeates et al. 2001) 

RHDOF 5’- ATH CCX TGT AAY TGG AAR TTY GC -3’ 

RHDOR 5’-CCA RTT YTC XCC  RTC RTC YTG YTC -3’ 

d) Για το γονίδιο 16S r DNA Com (Schweiger & Tebbe 1998) 

Com 1 5’-CAG CAG AAG AGG TAA TAC -3’ 

Com2-Ph 5’- CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT -3’ 

e) Για το γονίδιο 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης C23DO () 

F 5’- TCA GGT CAG CAC  GG TCA-3’ 

R  5’- CGA CCT GAT CTC CAT GAC CGA-3’ 

f) Για το γονίδιο M13 F/R 

 

g) Για το γονίδιο υδροξυλάση φαινόλης PHEH (Junca, 2003) 

PHEHF 5’-GAY CCB TTY CGY HTR ACC ATG GA -3’ 

PHEHR 5’-GGC ARC ATG TAR TCC WKC ATC AT-3’ 

h) Για το γονίδιο 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης C230DO (Junca, 2003) 

C230DOF 5’- CGA CCT GAT CTC CAT GAC CGA -3’ 

C230DOR 5’-TCA GGT CAG CAC GGT CA -3’ 

i)   Για το γονίδιο 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης C23OORF (13, Mesarch et al., 2000) 

C23OORF 5’- AGG TGW CGT SAT GAA MAA AGG -3’ 

C230DOR 5’-TYA GGT SAK MAC GGT CAK GAA -3’ 

 

9. Θρεπτικό υπόστρωµα LB (Broth) 

Σε 800ml  νερού προστίθενται 

 8 gr BactoTM Tryptone (Pancreatic Digest of Casein), 

4 gr Yeast Extract, 

 8 gr Sodium Chloride NaCl (58.44rg/ml) και  

12 gr Agar 
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10. Συστατικά για τη δηµιουργία βιβλιοθήκης κλώνων (Promega) 

 

pGEM®-T Easy Vector (50ng/µl)  

T4 DNA Ligase  

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase  

E. coli JM109 Competent Cells, High Efficiency 

 

11. 2X Rapid Ligation Buffer,T4 DNALigase (provided) 

 

60mM Tris-HCl (pH 7.8) 

20mM MgCl2 

20mM DTT 

2mM ATP 

10% polyethylene glycol 

 

12. SOC medium (100ml) 

 

2.0g Bacto®-tryptone 

0.5g Bacto®-yeast extract 

1ml 1M NaCl 

0.25ml 1M KCl 

1ml 2M Mg2+ stock, filtersterilized 

1ml 2M glucose, filtersterilized 

 

13.  L. B. Τριβλία Petri µε αµπικιλλίνη/ IPTG/X-Gal 

 

14. IPTG stock 0.1M (200x) 

1.2g 

50ml H2O 
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15. X-Gal 80mg/ml 

 

16. Αµπικιλλίνη stock 100mg/ml (1000x) 

50ml H2O 

5000mg Amp  

 

 

ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΩΝ  (Software) 

 

1. Το πρόγραµµα CLUSTAL X  Windows interface of CLUSTAL W 

2. DDBJ/EMBL/Gen Bank  

3. Microsoft Photo Editor 
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2.4 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ  

2.4.1 Αλυσιδωτή Αντίδραση  Πολυµεράσης (PCR- Polymerase Chain Reaction) 

 

Ένα µεγάλο πρόβληµα στην ανάλυση των γονιδίων είναι ότι τα γονίδια είναι πολύ σπάνιοι 

στόχοι. Πολλές από τις τεχνικές της µοριακής γενετικής προσπαθούν να αντιµετωπίσουν το 

πρόβληµα αυτό, αλλά είναι ιδιαίτερα χρονοβόρες και πολύπλοκες. Η τεχνική PCR προσφέρει την 

λύση, επιτρέποντας µε ένα απλό τρόπο την κλωνοποίηση µιας 

επιθυµητής ακολουθίας, χωρίς να είναι απαραίτητη η χρήση 

ζωντανών κυττάρων. Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης εκµεταλλεύεται δυο χαρακτηριστικά της αντιγραφής 

του DNA : η DNA πολυµεράση χρησιµοποιεί µονόκλωνο DNA ως 

εκµαγείο για την σύνθεση ενός νέου συµπληρωµατικού κλώνου. 

Για να αρχίσει η σύνθεση χρειάζεται ένα µικρό τµήµα δίκλωνου 

DNA. Αυτό σηµαίνει ότι αν διαχωριστούν οι δυο κλώνοι ενός 

δίκλωνου µορίου DNA και χρησιµοποιηθεί ένα ολιγονουκλεοτίδιο 

που υβριδίζεται σε ένα σηµείο του ενός κλώνου, τότε θα αρχίσει η 

σύνθεση του συµπληρωµατικού κλώνου από το σηµείο που 

υβριδίστηκε το ολιγονουκλεοτίδιο – εκκινητής (primer). Εποµένως 

µπορεί να επιτευχθεί ο πολλαπλασιασµός οποιουδήποτε τµήµατος 

δίκλωνου DNA επιλέγοντας δυο εκκινητές που υβριδίζονται 

εκατέρωθεν της επιθυµητής αλληλουχίας, έτσι ώστε ο καθένας να 

είναι συµπληρωµατικός µε τον κάθε κλώνο και οι δυο µαζί να 

καθορίζουν τα άκρα του επιθυµητού προϊόντος (εικόνα 2.5).  

Για να παραχθεί το επιθυµητό προϊόν πρέπει ο κύκλος 

αντιγραφής του DNA να επαναληφθεί πολλές φορές. Κάθε κύκλος 

περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

o ∆ιαχωρισµό/Αποδιάταξη του δίκλωνου 

DNA σε δυο µονόκλωνες αλυσίδες µε θέρµανση του αντιδρώντος 

µίγµατος περίπου στους 94°C-96°C. Το αντιδρών µίγµα περιέχει το 

Εικόνα 2.5  Σύνθεση DNA µε 
PCR ( 5) 
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δίκλωνο DNA, τους εκκινητές, τους τέσσερις τριφωσφορικούς δεοξυριβονουκλεοζίτες και DNA 

πολυµεράση. Η DNA πολυµεράση που χρησιµοποιείται συχνά προέρχεται από το θερµόφιλο 

βακτήριο Thermus aquaticus∗ και ονοµάζεται Taq πολυµεράση, έτσι ώστε να  µην µειώνεται η δράση 

της κατά τους διάφορους κύκλους εξαιτίας της θέρµανσης. 

o Ψύξη του µίγµατος για να υβριδιστούν οι εκκινητήρες µε τους δυο 

κλώνους.  Τα εξειδικευµένα ολιγονουκλεοτίδια (εκκινητές), βρίσκονται σε µεγάλη συγκέντρωση στο 

δείγµα – µίγµα σε αντίθεση µε τις µακριές αλυσίδες του DNA στόχου, οπότε υβριδίζονται µε τα 

συµπληρωµατικά τµήµατα του µορίου (DNA στόχου) ενώ η αλυσίδες στόχοι παραµένουν 

διαχωρισµένες.  Η θερµοκρασία ψύξης είναι καθοριστική για την εξειδίκευση της µεθόδου, για αυτό 

η ακριβής θερµοκρασία και ο απαιτούµενος χρόνος ψύξης ποικίλουν ανάλογα µε το µέγεθος  της 

πολλαπλασιαζόµενης ακολουθίας. Τα υβριδισµένα ολιγονουκλεοτίδια  παίζουν τον ρόλο των 

εκκινητών για την σύνθεση της επιθυµητής αλυσίδας στην παρουσία των τριφωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) 

o Θέρµανση του µίγµατος στους 72°C, που είναι η βέλτιστη θερµοκρασία 

δράσης της συγκεκριµένης πολυµεράσης, οπότε λαµβάνει χώρα η σύνθεση του DNA.  

Όταν η σύνθεση έχει ολοκληρωθεί, το µίγµα θερµαίνεται στους 94°C για να διαχωρίσει τις 

νεοσυντηθέµενες αλυσίδες. Ακολουθεί πτώση της θερµοκρασίας και λαµβάνει χώρα ένας νέος 

κύκλος σύνθεσης εφόσον οι εκκινητές είναι σε περίσσεια. Η επανάληψη του κύκλου όπως 

περιγράφεται παραπάνω οδηγεί σε γρήγορο πολλαπλασιασµό της ακολουθίας που µας ενδιαφέρει. Σε 

κάθε κύκλο ο αριθµός των αντιγράφων της ακολουθίας µεταξύ των εκκινητήρων διπλασιάζεται, 

συνεπώς η επιθυµητή ακολουθία αυξάνεται εκθετικά. Μετά από n κύκλους λαµβάνονται 2n δίκλωνα 

µόρια DNA. Στους πρώτους κύκλους παράγονται αρκετά µόρια µε διαφορετικό µήκος, εξαιτίας της 

δυνατότητας να επιµηκυνθούν οι νεοσυντηθέµενοι κλώνοι πέρα από την θέση του εκκινητήρα στον 

απέναντι κλώνο. Όσο όµως αυξάνεται ο αριθµός των κύκλων τα µόρια αποκτούν το επιθυµητό 

µήκος, µε αποτέλεσµα, µετά από πολλούς κύκλους, να επικρατεί το επιθυµητό προϊόν (2,4,5).   

Πρόγραµµα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης για καθένα από τα ζεύγη των 

εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, µε τη σειρά που αναφέρονται παραπάνω: 

 

a) Με τους εκκινητές για το γονίδιο 16S r DNA   

                                                 
∗ Το βακτήριο αυτό ζει σε θερµές πηγές και το ένζυµο Taq πολυµεράση που παράγει µπορεί να παραµείνει ενεργό ακόµη και µετά τη θέρµανσή 
του σε 95°C 
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1ος κύκλος _____________ 950 C  για 5’ 

35 κύκλοι ______________950 C για 1’, 550 C για 1’ και 720 C για 2’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

b) Με τους εκκινητές  C23O και PHEH 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 520 C για 45’’ και 720 C για 1’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

c) Με τους εκκινητές  RHDO  

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 500 C για 45’’ και 720 C για 1’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

d)  Με τους εκκινητές Com 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 3’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 1’, 500 C για 1’ και 720 C για 70’’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

e) Με τους εκκινητές C23DO 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

10 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 600 C για 45’’ και 720 C για 2’ 

20 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 530 C για 45’’ και 720 C για 2’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 10’ και διατήρηση σε 40 C 

f) Με τους εκκινητές AlkFR2 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 45.10 C για 45’’ και 720 C για 1’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

g) Για το γονίδιο AlkFR1 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 480 C για 45’’ και 720 C για 1’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

h) M13 F/R 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 550 C για 45’’ και 720 C για 1’ 
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τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

i) Με τους εκκινητές C23OOR 

1ος κύκλος _____________ 940 C  για 4’ 

35 κύκλοι ______________940 C για 45’’, 550 C για 45’’ και 720 C για 1’ 30’’ 

τελευταίος κύκλος_______720 C για 8’ και διατήρηση σε 40 C 

 

 

2.4.2 Σχεδιασµός Νέων Εκκινητών 

 

Για τον σχεδιασµό νέων ζευγών εκκινητών για το γονίδιο της διοξυγενάσης των 

αλκανίων χρησιµοποιήθηκαν οι αλληλουχίες των βάσεων  του γονιδίου 13 βακτηρίων για τα 

οποία έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία η παραγωγή του γονιδίου αυτού και υπάρχει σε 

βάση δεδοµένων ο κωδικός και αλληλουχία των βάσεων που κωδικοποιεί το ένζυµο αυτό. Τα 

βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι κωδικοί µε τους οποίους µπορεί 

κανείς να τα βρει στην EMBL/GenBank/DBBJ βάση δεδοµένων αναφέρονται στο κεφάλαιο 

2.1 υλικά και µέθοδοι. Οι 13 αυτές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων οµοσυσχετίστηκαν µεταξύ 

τους µε τη χρήση του προγράµµατος Clustal X (εικόνα  2.6). 

Αυτές οι ακολουθίες αποτελούν τα κύρια εξελικτικά κλαδιά γνωστών µελών των 

γονιδίων της υδροξυλάσης των αλκανίων.  Έπειτα από παρατήρηση των οµοσυσχετίσεων 

αναγνωρίστηκαν κάποιες διατηρηµένες περιοχές και µε βάση το βαθµό διατήρησης τους 

σχεδιάστηκαν  εκφυλισµένοι εκκινητές (δυο ζεύγη) οι οποίο δοκιµάστηκαν σε βακτηριακά 

στελέχη και σε δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από υπολείµµατα διύλισης πετρελαίου. Στο 

παράρτηµα στον πίνακα 0.1 συνοψίζονται τα κριτήρια επιλογής ακολουθιών για τη χρήση 

τους ως εκκινητές στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης. 
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500       510       520       530       540       550       560 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  TTAGGCATTTCGATGGGTGCAATCAATGGTATTGCAGTGAATACCGCGCATGAATTGAGCCATAAAGCAG 469  
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  CTTGGTATTTCGATGGGTGCCATTAATGGTATTGCAATTAATACAGCCCATGAATTAAGCCATAAACATG 466  
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  CTTGCCTTGTCACTGGGCATCGTGAATGGCCTAGCGCTTAATACAGGCCACGAACTGGGTCACAAAAAAG 433  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  CTTGCCTTGTCACTGGGTATCGTGAACGGACTAGCGCTCAATACAGGACACGAACTCGGTCACAAGAAGG 433  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  CTCGCCCTTTCTCTAGGCATTGTTAATGGCCTGGCACTCAACACAGGCCATGAACTCGGGCATAAAAAAG 448  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  CTGGCGATCAGTATCGGTTGTGTCGCAGGAATCGGGATCAACACCGCACACGAGCTCGGTCACAAGAAGG 493  
BX842582_Mycobacterium_tubercu  GTGGCGCTGTCGGTCGGTGTGCTTGGCGGCGTCGGTATCAACACCGCCCACGAAATGGGGCACAAGAAGG 502  
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  CTGGCGATCACGGTCGGCTGCGTCGGCGGTATCGGCATCAACACCGCCCACGAACTCGGCCACAAGAAGG 469  
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  TTCGCGCTGTCGCTCGGCGCGGCGACCGGCATCTCGATCAACACCGCGCATGAACTCGGGCACAAGACGA 424  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  ACCGTGAT------GGGCGC---------CATCGGCATCACCGTCTCCCACGAACTGATCCACAAGGACC 433  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  ACGGTGAT------GGGAGC---------GGTGGGGATCGTCGTCGCCCATGAGCTGATCCACAAGGACT 433  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  ACCGTAGG------TGGCAT---------TATCGCAATCAATTTGGGGCATGAGTTGATCCACAAAGATC 433  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  ATGGCGATGTCCACTGGCGCGGCCACCGGCATTGCCATCAACATCGCTCATGAGCTGGGGCACAAGAACC 535  
Clustal Consensus                  * ** * * ** ** * ** ** 16 
Primer AlkF 5’ GSNCAYGARYTSRKBCAYAA 3’

920       930       940       950       960       970   980      
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  CGCAAGCTTTTTACGGGATTAGTTTATTTGAGATCATTAATTATATCGAGCATTATGGTCTAAAACGCCA 872  
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  CACAAGCATTTTACGGGATTAGCCTATTCGAAATTATTAACTATATTGAACATTATGGCTTATTGCGCCA 869  
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  TTCAGATGGCTTTCGGGTGGTGGCAGTTAACAAGCGCGAACTACATTGAACACTACGGTTTGCTGCGTGA 836  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  TTCAAATGGCTTTCGGTTGGTGGCAGCTGACCAGTGCGAACTATATTGAACATTACGGCTTGCTCCGTCA 836  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  TTCAAATGGCCTTCGGCTGGTGGCAGCTGACCAGTGCCAATTATATTGAGCACTACGGACTGCTGCGTGA 851  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  TGCAGGCCGTGTTCGGATTCTGTCTGCTCGAAACCGTCAACTACCTCGAACATTACGGACTGAAGCGTCG 896  
BX842582_Mycobacterium_tubercu  TCCAGGCAGTCTTCGGCTTCAGCCTGTTAGAGGCCGTCAACTACCTCGAACACTACGGACTGCTACGGCA 917  
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  TTCAGGCGGTGGTCGGGTTTTCCCTGCTCGAGATCGTCAACTACATGGAGCACTACGGCATGCTGCGGCA 872  
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  TCCAGGCCGTGTACGGCGCGTCGCTGCTCGAAGTCGTGAACTACGTCGAGCACTACGGGCTCGGCCGGCG 827  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  --CAGTCGGTGATGGCCTTCACCCTGCTGGAGATCGTCAACTACGTCGAGCACTACGGCCTGCATCGGCG 836  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  --CAAGCGTTCGTCGCGGTGACCCTGCTGGAGATCATCAACTACGTCGAGCACTACGGCCTGCATCGGCG 836  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  --CAGAGTTTCTTTGCCGCCCTAGCCTTAGAGATCATTAACTACATTGAACACTACGGTTTGCATCGCCG 836  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  TCCAGGGGATCTACGGCTTCTCTCTGCTGGAGGTGGTCAACTACGTCGAGCACTACGGTCTGCTGCGCCA 938  
Clustal Consensus                 ** * * ** ** * ** ** ** ** * ** 84   
Primer AlkR1 3’ TTRATRBARCTYGTRATRCC 5’

1060      1070      1080      1090      1100      1110  1120   
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  ATCGTGACGAATCTGTTTTTATACCAGTTACAACGACATTCAGATCATCACGCTTATCCGACGCGTCCAT 1003 
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  GTAGTGACCAACTTATTCTTATATCAGTTACAGCGTCACTCAGATCATCATGCTTATCCAACTCGGCCAT 1000 
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  ATCGTGTCAAATCTGGTTCTGTTTCACCTTCAACGGCACTCTGATCACCACGCGCACCCAACTCGCTCTT 967  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  ATCGTCTCTAATCTAGTGCTGTTCCACCTTCAGCGGCACTCGGATCACCACGCGCATCCAACACGTTCTT 967  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  GTAATGTCGAACCTCATCCTGTTTCATCTGCAACGTCATTCAGATCACCATGCGCATCCTACAAGATCTT 982  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  ATCTGCACCAACATCTTCCTGTATCACCTCCAGCGTCACAGCGATCATCACGCGAACCCGACGCGTCGTT 1027 
BX842582_Mycobacterium_tubercu  ATCGTCACCAACCTGTTCCTCTACCACCTGCAGCGACACAGCGATCACCACGCCAACCCCACTCGCCGCT 1048 
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  ATCGCCACGAACGTGCTGCTGTACCACCTGCAGCGGCACAGCGATCACCACGCGAACCCGGTGCGCCGCT 1012 
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  GTCGTCACGAACCTGTTCCTGTATCAGCTGCAGCGACACGCGGATCATCATGCGAATCCGACGCGCTCGT 958  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  CTCCTGACCAACCTGTTCCTTTTCCACCTGCAGCGCCATTCCGACCACCATGCCTACGCCAAGCGCCGCT 967  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  GTCTTCACCAACCTGGTCCTGTTCCATCTGCAACGGCATTCCGACCATCATGCCTTCGCCAAACGCCCCT 967  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  TTGTTAACTAACTTGGCCCTGTTTCAACTACAGCGCCACAGTGACCACCATGCTTACGCCAAGCGTCGTT 967  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  ATCGTCACCAACATCTTCCTGTTCCAGTTGCAGCGCCACTCCGACCACCACGCCAACCCGACCCGTGCGT 1069 
Clustal Consensus                * * ** * * * ** * ** ** ** ** ** ** ** * * * 125  
Primer AlkR2 3’ GTYGCNGTRWSNCTRGTRGTRCC 5’

 
Εικόνα 2. 6 Συσχέτιση των αλληλουχιών των νουκλεοτιδίων των ενζύµων 

υδροξυλάσης των αλκανίων µε το πρόγραµµα Clustal X για τον σχεδιασµό νέων 
εκκινητών (AlkF, AlkR1, AlkR2) 
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2.4.3 Εκχύλιση Γενετικού Υλικού από Έδαφος 

 

Η εκχύλιση του DNA έγινε όπως και σε προηγούµενα πειράµατα (16) µε το Fast DNA SPIN 

KIT για έδαφος, και η διαδικασία που ακολουθήθηκε είναι όπως συστήνει το πρωτόκολλο του 

κατασκευαστή, µε κάποιες µικρές παραλλαγές, και περιγράφεται µε 12 βήµατα παρακάτω  (33). 

Fast DNA SPIN KIT – BIO 101 protocol 

 

1) Ζύγισµα, Προσθήκη 500mg εδάφους σε  Lysing Matrix tubes, Ονοµασία 

σωληναρίων – δειγµάτων 

2) Προσθήκη 978 µl  Sodium Phosphate Ρυθµιστικού διαλύµατος και 122µl ΜΤ 

Ρυθµιστικού διαλύµατος  σε κάθε δείγµα 

3) Φυγοκέντριση των (Lysing Matrix Tubes) δειγµάτων σε 14,000Χg για 15’.  

 

4) Μεταφορά του υπερκείµενου σε καθαρό σωλήνα, Προσθήκη 250 µl  PPS 

αντιδραστήρα και ανάµιξη  µε ανακίνηση µε το χέρι 10 φορές 

 

5) Φυγοκέντριση των (Lysing Matrix Tubes) δειγµάτων σε 14,000Χg για 5’, για να 

καθιζάνει  το στερεό υπόλειµµα. 

 

6) Μεταφορά του υπερκείµενου σε καθαρό σωλήνα των 15 µl. 

 

7) Προσθήκη 1ml Binding Matrix Suspension ( αιωρήµατος στρώµατος δέσµευσης 

του   DNA ), αφού πρώτα ανακινηθεί. 

 

8) Τα δείγµατα τοποθετούνται σε ανακινητή ή ανακινούνται µε το χέρι για 2’ για να 

επιτραπεί η δέσµευση του DNA από το στρώµα. Αφήσαµε για 10’ σε µηχάνηµα 

ανκίνησης. Τοποθετούνται σε πλέγµα για 10’ περίπου , µέχρι να είναι αρκετά 

διαφανές το υπερκείµενο. 
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9) Αποµακρύνονται 600 µl από το υπερκείµενο προσέχοντας να αποφύγουµε το 

ήρεµο στρώµα (Binding Matrix). Αφού πετάξουµε το υγρό στα άχρηστα υγρά, 

ανακινούµε ξανά το αιώρηµα το οποίο είναι πλέον συµπυκνωµένο. 

Μεταφέρουµε περίπου 600-700µl του µίγµατος σε ένα SPIN TM Filter  και 

φυγοκεντρούµε σε 14,000Χg για 1’. Αδειάζουµε τον σωλήνα συλλογής και 

ανατοποθετούµε το φίλτρο στον σωλήνα και έπειτα ξαναφυγοκεντρούµε. 

 

 

10) Προσθέτουµε 500µl SEWS-M  στο SPIN TM Filter και φυγοκεντρούµε σε 

14,000Χg για 1’. Αδειάζουµε τον σωλήνα συλλογής και ξανατοποθετούµε το 

φίλτρο στο σωλήνα και έπειτα ξαναφυγοκεντρούµε σε 14,000Χg για 2’, για να 

στεγνώσει από τα υπολείµµατα του SEWS-M  διαλύµατος που χρησιµοποιήσαµε 

για να ξεπλύνουµε. 

 

11) Αποµακρύνονται τα SPIN TM Filter και τοποθετούνται σε νέο σωλήνα και 

τοποθετούνται σε φούρνο στους 620 C για 2’. Αφήνονται να στεγνώσουν στον 

αέρα για 5’ σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 

 

12) Προστίθενται 50µl DES (καθαρό νερό) και 25µl Tris CL 10 mM pH 8 και απαλά 

ανακατεύεται το στρώµα της σιλικόνης στο φίλτρο µε την πιπέτα ή µε κτύπηµα 

µε το δάχτυλο για να έχουµε ικανοποιητική έκλυση του DNA. Ακολουθεί 

φυγοκέντριση σε 14,000Χg για 1’ για να εκλυθεί το DNA στον σωλήνα 

συλλογής. 

 

2.4.4 Βελτίωση Συνθηκών Πολλαπλασιασµού  µε τους  νέους Εκκινητές 

 

Το πρόγραµµα πολλαπλασιασµού στην αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης, µε τους 

νέους εκκινητές για το γονίδιο της µονοοξυγενάσης των αλκανίων διαπιστώθηκε µε τον σχεδιασµό 

ενός πειράµατος που καλείται ‘gradient PCR’ και εφαρµόστηκε µε τη βοήθεια του οργάνου PCR 

express HYBAID και κατάλληλου προγραµµατισµού. Παρακάτω φαίνεται ο τρόπος διάταξης των 



ΥΥΥΛΛΛΙΙΙΚΚΚΑΑΑ    ΚΚΚΑΑΑΙΙΙ    ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΙΙΙ    
   
   

 47

µεµονωµένων σωλήνων, στις θέσεις του οργάνου. Κάθε µια από αυτές αντιπροσωπεύει διαφορετική 

θερµοκρασία. Οι σωλήνες της Αλυσιδωτής αντίδρασης της Πολυµεράσης έχουν κωδικοποιηθεί µε 

διαφορετικό χρώµα που αντιστοιχεί στα  δύο διαφορετικά ζεύγη των εκκινητών που περιλαµβάνουν, 

κόκκινο για τα F/R1 και κίτρινο για τα F/R2. Οι θέσεις των διαφορετικών θερµοκρασιών που 

επιλέχθηκαν βασίζονται σε προηγούµενα πειράµατα που έγιναν και µε τα δυο ζεύγη των εκκινητών 

απευθείας στο δείγµα υπό εξέταση. Οι θερµοκρασίες αυτές διαφέρουν για τα δυο ζεύγη των 

εκκινητών και αντιστοιχούν σε 45,1 0C στη θέση 1, 47,70C στη θέση 4, 49,40C στη θέση 5, 51,4 0C 

στη θέση 6,  53,30C στη θέση 7, 57,60C στη θέση 9 και  60,20C στη θέση 12. 

Στο πρόγραµµα αυτό το µηχάνηµα ορίζεται να λειτουργεί µε διαφορετική θερµοκρασία σε 

κάθε µια από τις σηµειωµένες θέσεις, που σηµαίνει ότι σε κάθε διακεκριµένη θέση τρέχουν τόσα 

διαφορετικά προγράµµατα όσες και οι διαφορετικές θερµοκρασίες, δηλαδή 7 στην συγκεκριµένη 

περίπτωση. Στον πίνακα 2.2 αναφέρονται λεπτοµερώς αυτά, και φαίνεται ότι η θερµοκρασιακή 

διαφορά βαθµιαία αυξανόµενη, έχει προγραµµατιστεί να είναι διαφορετική µόνο στο δεύτερο στάδιο 

της αντίδρασης, στο στάδιο δηλαδή όπου οι εκκινητές υβριδίζονται µε το DNA στόχο. 

Επιπλέον της εφαρµογής της διαφορετικής θερµοκρασίας έχει εφαρµοστεί και διαφορετική 

συγκέντρωση ιόντων µαγνησίου, µε την σηµασία που περιγράφεται σε προηγούµενο κεφάλαιο. Οι 

δοκιµαστικοί σωλήνες φέρουν κωδικούς, Α, Β, και  Γ αναφορικά σε τρία διαφορετικά επίπεδα 

συγκέντρωσης ιόντων µαγνησίου (Mg++)16, όπου Α αντιστοιχεί σε 1,5mM, Β σε 2,5mM και Γ σε 

4mM Mg++ πίνακας 2.1. Η διάταξη των ειδικών δοκιµαστικών σωλήνων φαίνεται µε όλες τις 

κωδικοποιήσεις στον πίνακας 2.3.  

Στο πείραµα αυτό χρησιµοποιήθηκε µόνο θετικό και αρνητικό δείγµα για την ανίχνευση των 

βέλτιστων συνθηκών δραστηριοποίησης των εκκινητών, οι οποίες αργότερα εφαρµόζονται στο 

                                                 
16 Τα ιόντα  µαγνησίου Mg+2 σχηµατίζουν συµπλέγµατα µε dNTPs και την µήτρα (template) DNA για να παράγουν το πραγµατικό υπόστρωµα 
που αναγνωρίζει η πολυµεράση.Η συγκέντρωση των ελεύθερων Mg+2 ιόντων, εξαρτάται από τη συγκέντρωση συστατικών όπως των  dNTPs, 
ελεύθερων πυροφοσφωρικών ριζών (DDi) και EDTA (π.χ  TE Buffer). Αυτά τα συστατικά δεσµεύουν τα ιόντα µέσω αρνητικών φορτίων. Έτσι η 
συγκέντρωση των dNTPs θα πρέπει πάντα να είναι υψηλότερη από τη συγκέντρωση αυτών των συστατικών. Η βέλτιστη συγκέντρωση καθορίζεται 
εµπειρικά και ποικίλλει µεταξύ   1mΜ – 5mΜ. Η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη  συγκέντρωση Mg+2 είναι 1.5 µε συγκέντρωση 200µΜ. Επιπλέον 
συγκέντρωση ιόντων µαγνησίου στην αντίδραση µπορεί να αυξήσει µη συγκεκριµένη δέσµευση εκκινητών και να αυξήσει µη  συγκεκριµένο  ‘ 
θόρυβο’ της αντίδρασης, Από την άλλη πολύ λίγη ποσότητα Mg+2 στην αντίδραση µπορεί να οδηγήσει σε χαµηλή παραγωγή του επιθυµητού 
προϊόντος. Η τελική συγκέντρωση των dNTPs θα έπρεπε να είναι µεταξύ 50 - 500µΜ, η ευρέως χρησιµοποιούµενη είναι 200µΜ.. Εµείς 
χρησιµοποιούµε αρκετά µεγάλη τελική συγκέντρωση Mg+2. Πρέπει να αυξάνεται η συγκέντρωση των ιόντων µαγνησίου όταν αυξάνεται η 
συγκέντρωση των dNTPs. Η αύξηση των   dNTPs µειώνει τη συγκέντρωση των ελεύθερων Mg+2  εµποδίζοντας τη δραστικότητα του ενζύµου της 
πολυµεράσης.  
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δείγµα υπό εξέταση για την ανίχνευση της ύπαρξης των συγκεκριµένων γονιδίων. Ως θετικό δείγµα 

χρησιµοποιήθηκε DNA που εκχυλίστηκε από καλλιέργεια βακτηρίων του είδους Alkanivorax 

borcumensis, που έχει αναφερθεί ότι περιέχει το εν λόγω γονίδιο, ενώ ως αρνητικό δείγµα 

χρησιµοποιήθηκε αποστειρωµένο νερό, για τον έλεγχο της µόλυνσης. 
 

Πίνακας 2. 1 

 1.5mM Mg (Α) 2.5mM Mg (Β) 4mM Mg (Γ)  

Buffer 10* (Mg) 5 µl 5 µl 5 µl 5µl/50µl 

dNTPs 1 µl 1 µl 1 µl  

Primer 1 1 µl 1 µl 1 µl  

Primer 2 1 µl 1 µl 1 µl  

Taq 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl  

DNA 2 µl 2 µl 2 µl  

H2O 39 µl 37 µl 34 µl  

Mg++ - 2 µl 5 µl  

BSA 0.5 µl 0.5 µl 0.5 µl  

Volume 50 µl 50 µl 50 µl  

     

  
Πίνακας 2. 2 

45,10C 45,50C 45,50C 47,70C 49,40C 51,40C 53,30C 55,30C 57,60C 590C 59,70C 600C 
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Πίνακας 2. 3 

45,10C 47,70C 49,40C 47,70C Τ/Εκκινητές   C Μg ++  

 
  

 AlkFR1   

  
  AlkFR2  

A 
1,5mM 

 

 
  

 AlkFR1   

  
  AlkFR2  

B 
2,5mM 

 

 
  

 AlkFR1   

   
 AlkFR2  

Γ 
4mM 

 

 
2.4.5 ∆ηµιουργία Βιβλιοθήκης Κλώνων 

 

Για να διερευνηθεί η  παραλλακτικότητα των αλληλουχιών των προϊόντων πολλαπλασιασµού 

από το περιβαλλοντικό DNA, κατασκευάστηκε µια βιβλιοθήκη κλώνων των τµηµάτων 16S 

rDNA (µε δυο σετ εκκινητών) και Alk FR (µε δυο σετ εκκινητών), αφού πρώτα τα τµήµατα 

αυτά καθαρίστηκαν από υπολείµµατα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης µε τη 

χρήση του Qiaquick PCR cleaning kit (Qiagen) (περιγραφή στο κεφάλαιο 2.4.5.2).  

2.4.5.1 Πλασµίδια- Μετασχηµατισµός 
 

Τα πλασµίδια είναι κυκλικά δίκλωνα µόρια DNA τα οποία είναι ξεχωριστά από το 

χρωµοσωµικό γενετικό υλικό του κυττάρου. Αυτό το εξωχρωµοσωµικό γενετικό υλικό, το οποίο 

υπάρχει φυσικά στα βακτήρια και σε κατώτερα ευκαρυωτικά κύτταρα, όπως οι ζύµες, υπάρχουν µε 

µια παρασιτική ή συµβιωτική σχέση στο κύτταρο – ξενιστή. Όπως το χρωµοσωµικό DNA του 
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κύτταρου – ξενιστή, και το πλασµιδιακό DNA διπλασιάζεται πριν από κάθε κυτταρική διαίρεση. 

Κατά τη διάρκεια κάθε κυτταροδιαίρεσης αντίγραφα του πλασµιδιακού DNA διαχωρίζονται σε κάθε 

θυγατρικό κύτταρο, εξασφαλίζοντας συνεχόµενη αναπαραγωγή του πλασµιδίου µέσω των 

επακόλουθων γενεών του κυττάρου ξενιστή [4]. 

Τα πλασµίδια που χρησιµοποιούνται ευρέως στην τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA 

είναι αυτά που πολλαπλασιάζονται στο βακτήριο E. Coli. Οι ερευνητές έχουν κατασκευάσει αυτά τα 

πλασµίδια για να βελτιώσουν τη χρήση τους ως φορείς στην τεχνική της κλωνοποίησης του DNA. Τα 

πλασµίδια αυτά περιλαµβάνουν τρεις βασικές περιοχές για την κλωνοποίηση του DNA : µια περιοχή 

αναδιπλασιασµού, έναν δείκτη που να επιτρέπει την επιλογή και µια περιοχή όπου µπορούν να 

εισαχθούν εξωγενή τµήµατα DNA [εικόνα 2.6]. Τα ένζυµα του κυττάρου ξενιστή αναπαράγουν  

ξεκινώντας από την περιοχή αναδιπλασιασµού (replication origin - ORI), µια συγκεκριµένη 

ακολουθία 50 -100 ζευγών βάσεων. Από τη στιγµή που ο αναδιπλασιασµός του DNA έχει ξεκινήσει 

στην περιοχή ORI, συνεχίζει γύρω από το κυκλικό πλασµίδιο ανεξάρτητα από την ακολουθία των 

νουκλεοτιδίων. Συνεπώς οποιαδήποτε ακολουθία έχει εισαχθεί σε τέτοιο πλασµίδιο αναδιπλασιάζεται 

µε το υπόλοιπο πλασµιδιακό DNA. 

Όταν τα κύτταρα του βακτηρίου DNA E. Coli αναµιχθούν µε ανασυνδυασµένα συστήµατα 

µεταφοράς DNA υπό αυστηρά καθορισµένες συνθήκες που περιγράφονται παραπάνω, ένα µικρό 

τµήµα αυτών των κυττάρων θα παραλάβει το πλασµιδιακό DNA, µε µια διαδικασία γνωστή ως 

µετασχηµατισµός. Τυπικά 1 στα 10 000 κύτταρα καταφέρνουν να παραλάβουν ένα πλασµίδιο, και το 

κύτταρο αυτό γίνεται µετασχηµατισµένο. Έπειτα από επώαση του µίγµατος των ‘ικανών’ βακτηρίων 

µε τα πλασµίδια, τα κύτταρα που έχουν παραλάβει το πλασµίδιο µπορούν εύκολα να επιλεχθούν από 

ένα µεγαλύτερο αριθµό κυττάρων. Όταν ένα ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, που περιέχει το τµήµα του 

DNA, µετασχηµατίζει ένα κύτταρο  E. Coli όλα τα κύτταρα – απόγονοι που προκύπτουν από το 

αρχικό µετασχηµατισµένο κύτταρο θα περιέχουν πλασµίδια µε το ίδιο εισερχόενο/ ξένο  DNA. Με 

αυτόν τον τρόπο το αρχικό τµήµα του DNA αναδιπλασιάζεται στην αποικία των κυττάρων και τελικά 

υπάρχει σε ένα πολύ µεγάλο αριθµό αντιτύπων. Εφόσον όλα τα κύτταρα σε µια αποικία προέρχονται 

από ένα και µόνο µετασχηµατισµένο  προγονικό κύτταρο, συνιστούν µια αποικία κλώνων  και το 

αρχικό τµήµα DNA που έχει εισαχθεί στο πατρικό πλασµίδιο κλωνοποιηµένο DNA ή DNA κλώνος 

[εικόνα 2.8]. 
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Εικόνα 2. 5 pGEM®-T Easy Vector (38) 

 
Εικόνα 2. 6 (38) 
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Εικόνα 2. 7 Ανασυνδυασµός πλασµιδίο 
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Η δηµιουργία της βιβλιοθήκης κλώνων αναµενόµενου µεγέθους που πολλαπλασιάστηκαν από 

το δείγµα του αποβλήτου κλωνοποιήθηκαν στο πλασµίδιο pGEM-T17 το οποίο χρησιµοποιήθηκε ως 

φορέας κλωνοποίησης, µετασχηµατίζοντας ικανή καλλιέργεια βακτηρίων E. coli της φυλής JM109, 

χρησιµοποιώντας το pGEM-T Easy Kit (Promega) και ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή 

(38).Το πρώτο βήµα της διαδικασίας περιλαµβάνει τον ανασυνδυασµό των πλασµιδίων, που 

περιγράφεται παρακάτω : 

 Φυγοκέντριση των σωλήνων που περιέχουν το ρυθµιστικό διάλυµα της 

αντίδρασης και τον φορέα κλωνοποίησης – πλασµίδιο. 

 Ανάµιξη των πλασµιδίων, βακτηρίων, ενζύµου λιγάσης και του προϊόντος 

της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης µε την αναλογία που 

φαίνεται στην εικόνα 2.8 

 Ανάµιξη των αντιδρώντων µε φυγοκέντριση 

 Αφήνουµε το µίγµα σε 40 C για 3 ώρες 

 Αφήνουµε συµπληρωµατικά σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα 

 

Στο δεύτερο βήµα περιγράφεται η διαδικασία εισόδου των πλασµιδίων στα κύτταρα του 

βακτηρίου 

 Τοποθέτηση κενών – κωδικοποιηµένων σωλήνων σε πάγο  

 Τοποθέτηση καλλιέργειας βακτηρίων σε πάγο, από τους-700 C όπου 

έχουµε κρατήσει, για περίπου 5 λεπτά 

 Προσθήκη 2µΙ της αντίδρασης συγκόλλησης από το πρώτο βήµα στους 

σωλήνες και µεταφορά 50 περίπου µΙ από το βακτήριο 

 Ανάµιξη µε απαλή ανακίνηση και τοποθέτηση για 20 λεπτά στον πάγο 

 Μεταφορά σε θερµοκρασία 420 C όπου έχουµε κρατήσει, για περίπου 5 

λεπτά για 45’’, για την επίτευξη θερµοκρασιακού σοκ 

                                                 
17 Τα pGEM®-T Easy Vector Systems(a,b) είναι βολικά συστήµατα για την κλωνοποίηση των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης. Οι 

vectors προετοιµάζονται  µε κόψιµο µε EcoR V των pGEM®-5Zf(+)(b) and pGEM®-T Easy Vectors και την προσθήκη   µιας 3´ θυµιδίνης 
και στα δυο άκρα. Αυτά τα δυο ξεχωριστά Τ overhangs στα άκρα ενσωµάτωσης βελτιώνουν κατά πολύ την αποδοτικότητα της ένωσης του 
προϊόντος της PCR µε τα πλασµίδια, παρεµποδίζοντας την επανακυκλοποίηση του πλασµιδίου-φορέα, παρέχοντας ταυτόχρονα  συµβατές 
περιοχές υβριδισµού overhangs στα σηµεία ενσωµάτωσης-εισαγωγής. Αυτά παράγονται από συγκεκριµένες θερµοσταθερές πολυµεράσες, οι 
οποίες προσθέτουν συχνά, µια δεοξυαδενοσίνη, µε ένα τρόπο ανεξαρτήτου από την ύπαρξη µήτρας, στο 3’  άκρο των πολλαπλασιασµένων 
τµηµάτων.(38) 
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 Eπανατοποθέτηση στον πάγο για 2 λεπτά 

 Προσθήκη 950 mI SOC  διαλύµατος και τοποθέτηση για 1,5 – 2  ώρες 

στους 370 C όπου έχουµε κρατήσει, για περίπου 5 λεπτά µε ανακίνηση 

(150rpm) 

 Μεταφορά 100µΙ από κάθε καλλιέργεια σε πιάτα µε θρεπτικό υπόστρωµα L. 

B. και  αµπικιλλίνη/ IPTG/X-Gal καθώς και αραιώσεις των 10-1 και 10 -2. 

 Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα του βακτηρίου E. coli  επωάζονται σε 

37°C για 16 – 24 ώρες. 

 Έπειτα διατηρούνται σε 4°C  

  Οι αποικίες που δηµιουργούνται ξεχωρίζουν µεταξύ τους σε αυτές που 

έχουν το νέο τµήµα του DNA, και έχουν χρώµα άσπρο επειδή είναι 

αρνητικές στην αντίδραση της γαλακτοσιδάσης18.  

 

Ακολουθεί µεταφορά µία προς µία των αποικιών σε µικροφυγοκεντρικό σωλήνα οι οποίες διαλύονται 

σε 50 ml από 100 ul Tris-Cl 10 mM pH 8.0, θερµαίνονται σε 95°C για  πέντε λεπτά και 

φυγοκεντρούνται για ένα λεπτό.  

 

 
Εικόνα 2. 8  Τυπική αντίδραση όπου προστέθηκαν 3µΙ του προϊόντος της 
αύσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης που θέλουµε να εισάγουµε. (38) 

Η αντίδραση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης µε τους εκκινητές M13 γίνεται 

είτε απευθείας, είτε αργότερα εφόσον τα δείγµατα µε τις αποικίες διατηρηθούν σε – 20 °C και πριν 

                                                 
18Το γονίδιο lac - Z κωδικοποιεί την β – γαλακτοσιδάση που καταλύει την υδρόλυση του δισακχαρίτη λακτόζη σε γαλακτόζη  και γλυκόζη. 
Επιπλέον αντιδρά ενζυµικά µε το υστατικό X – Gal µε αποτέλεσµα την παραγωγή µπλε χρώµατος. Παρουσία στο θρεπτικό υπόστρωµα του  X- 
Gal τα βακτήρια που εκφράζουν το γονίδιο lacZ έχουν χρώµα γαλάζιο ενώ αυτά που δεν το εκφράζουν έχουν χρώµα άσπρο.(37) 
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από την αντίδραση προηγηθεί φυγοκέντριση που βοηθάει στην καθίζηση τµηµάτων των βακτηρίων 

που δεν αποµακρύνθηκαν. 

2.4.5.2 Καθαρισµός Τµηµάτων  DNA  
 

Στη συνέχεια ακολουθεί καθαρισµός των δειγµάτων από πλεόνασµα νουκλεοτιδίων , που 

δεν έχουν εισέλθει στις συντιθέµενες αλυσίδες. Τα βήµατα που ακολουθούν περιγράφουν τη 

διαδικασία όπως στο πρωτόκολλο. 

 Εισαγωγή τις στήλες QiaQuick στους σωλήνες – υποδοχείς. 

 Πρόσθεση 500 µL PB Qiagen buffer, ανάλαφρη ανακίνηση µε την 

πιπέτα και στη συνέχεια φυγοκέντριση για 1 λεπτό, στη µέγιστη 

ταχύτητα. 

  Αποµάκρυνση του flow-through και επανατοποθέτηση της στήλης στον 

σωλήνα –υποδοχέα 

 Πλύσιµο: προσθήκη  750 µL PE Qiagen ρυθµιστικού διαλύµατος στην στήλη 

και φυγοκέντριση για ένα λεπτό σε µέγιστη ταχύτητα. 

 Επανάληψη του προηγούµενου βήµατος 

 Επανάληψη φυγοκέντρισης για ένα λεπτό σε µέγιστη ταχύτητα, έχοντας 

αποµακρύνει το διάλυµα που χρησιµοποιήθηκε για το πλύσιµο το οποίο και 

έχει διαπεράσει την στήλη. 

 Απόρριψη του σωλήνα υποδοχής και τοποθέτηση της στήλης σε νέο 

µικροφυγοκεντρικό σωλήνα1.5 mL. 

 Εφαρµογή 50 µL EB Qiagen ρυθµιστικού διαλύµατος στο κέντρο της στήλης 

 Φυγοκέντριση σε µέγιστη ταχύτητα για ένα λεπτό. 

 Ξήρανση σε φυγοκέντριση υπό κενό 
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2.4.6 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης – Πολυµορφισµός  Μονόκλωνης Αλυσίδας (PCR  - 

SSCP) 

 

Αυτή η τεχνική περιλαµβάνει/ στηρίζεται στον διαχωρισµό µονόκλωνων προϊόντων 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, όπως έχει περιγραφεί από Schwieger (35). 

Οι αλληλουχίες του DNA που θέλουµε να διαχωρίσουµε πολλαπλασιάζονται µε την 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης µε τη χρήση εκκινητών εκ των οποίων ο ένας έχει το 

5’ άκρο φωσφωρυλιωµένο, για να αναγνωριστεί από την λ εξωνουκλεάση (NEB), η οποία 

χρησιµεύει για την καταστροφή της αυτής αλυσίδας του δίκλωνου DNA (εικόνα 2.9). Έτσι τα 

προϊόντα της PCR, εκχυλίζονται από πηκτή αγαρόζης και ενώ οι φωσφωρυλιωµένες αλυσίδες 

καταστρέφονται οι υπόλοιπες καθαρίζονται µε Qiaquick PCR Cleaning Kit (Qiagen), 

ξηραίνονται σε φυγοκέντριση υπό κενό. Ακολουθεί προσθήκη ρυθµιστικού δυαλύµατος 6 µl 

(95% formamide, 0.25% bromophenol blue and 0.25% xylene cyanol), και ακολουθεί 

αποδιάταξη σε 94 °C  για 5 λεπτά, στιγµιαία ψύξη σε παγωµένο υδατόλουτρο για 3 λεπτά. Οι 

συνθήκες διαχωρισµού είναι 250V (~30 mA) για 18 h σε σταθερή θερµοκρασία 20°C σε 

πηκτή µεγέθους 20 cm x 20 cm x 0,75 mm  0.625X MDE και σε ρυθµιστικό διάλυµα  1X TBE 

(Sambrook, 1989 ). Η συσκευή που χρησιµοποιείται είναι ένα σύστηµα για PCR-SSCP (Bio-

Rad) το οποίο είναι συνδεδεµένο µε µια συσκευή κρύου υδατόλουτρου (Lauda E100). Για την 

ανίχνευση των διαχωρισµένων µονόκλωνων αλυσίδων γίνεται χρώση µε silver, όπως έχει 

αναφερθεί από Bassam (30). Οι ηλεκτροφορητικές κινητικότητες των µονόκλωνων αλυσίδων 

είναι διαφορετικές λόγω διαφορετικής διάταξης των αλληλουχιών στο χώρο, ακόµη και µε 

ένα µόνο νουκλεοτίδιο διαφορετικό, αντιπροσωπεύονται από διαφορετικές µπάντες. Οι 

µπάντες αυτές αποχωρίζονται από την αποξηραµένη πηκτή και το DNA που περιέχεται 

εκχυλίζεται µε την εφαρµογή της µεθόδου “Crush and Soak”  (14). Έπειτα ακολουθεί 

πολλαπλασιασµός των τµηµάτων αυτών  µε PCR και τους εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 

αρχικά για τον πολλαπλασιασµό του δίκλωνου τµήµατος. Οι µπάντες που προκύπτουν από 

την εφαρµογή της τεχνικής PCR-SSCP ποσοτικοποιούνται µε την χρήση του προγράµµατος 

Imagequant Software (Molecular Dynamics).  
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Εικόνα 2. 9 Σχηµατική αναπαράσταση τη τεχνικής  PCR – SSCP (Polymerase 
Chain Reaction – single Strand Conformation Polymorphism) 
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2.4.7 Αντίδραση  µε Big Dye  

 

H αντίδραση για την ανάλυση της ακολουθίας των βάσεων των αποµονωµένων τµηµάτων 

DNA έγιναν µε την χρήση του Big Dye 1.0 (Applied Biosystems) 

 

2.4.8 Καθαρισµός του DNA από Big Dye 

 

Καθαρισµός των προϊόντων της αντίδρασης « sequencing reaction » µε το « DyeEx 2.0 Spin 

protocol for dye-Terminator Removal » (39) όπως ακριβώς αναφέρει το πρωτόκολλο, ακολουθώντας 

τα παρακάτω βήµατα : 

o Απαλή ανακίνηση της στήλης  για καλή ανάµιξη του µίγµατος 

o Ανοίγοντας το καπάκι της στήλης κατά ¼ προς αποφυγή δηµιουργίας κενού 

µέσα στον φυγοκεντρικό σωλήνα, 

o Aποκοπή της βάσης της στήλης και τοποθέτηση της σε συλλεκτικό σωλήνα 

που παρέχεται..  

o Φυγοκέντριση για τρία λεπτά σε 2800 rpm Heraeus Biofuge 15 

microcentrifuge 19 

o Προσεκτική µεταφορά της στήλης σε 1.5 ml σωλήνα και σιγανή µεταφορά του 

δείγµατος (sequencing reaction 20µl) στη στήλη. 

o Φυγοκέντριση για τρία λεπτά σε 2800 rpm Heraeus Biofuge 15 

microcentrifuge 

o Αποµάκρυνση της στήλης από τον µικροφυγοκεντρικό σωλήνα όπου έχει 

συλλεχθεί το DNA του δείγµατός µας καθαρό και  

o Ξήρανση τους δείγµατος σε φυγόκεντρο υπό πίεση. 

o Τελικά το δείγµα του καθαρού  DNA είναι έτοιµο είτε για να προωθηθεί για 

την ανάλυση της ακολουθίας των βάσεων του αµέσως είτε αποθηκεύεται σε -

20 0C. 

 

                                                 
19 Όλα τα βήµατα φυγοκέντρισης  εκτελούνται σε 750 Χ g σε ένα συµβατικο µικροφυγόκεντρο. Η κατάλληλη ταχύτητα για κάθε φυγόκεντρο 

µπορεί να υπολογιστεί µε βάση τον τύπο   rpm= 1000Χ √750/1.12r     (όπου r= radius of rotor in mm) 
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Η διαδικασία διαχωρισµού φαίνεται στην εικόνα 2.10 

 

 
Εικόνα 2. 10 ∆ιαδικασία ∆ιαχωρισµού  



ΥΥΥΛΛΛΙΙΙΚΚΚΑΑΑ    ΚΚΚΑΑΑΙΙΙ    ΜΜΜΕΕΕΘΘΘΟΟΟ∆∆∆ΟΟΟΙΙΙ    
   
   

 60

 

2.4.9 Εξακρίβωση Αλληλουχίας  Βάσεων  Νουκλεοτιδίων 

 

Η ανάλυση των αλληλουχιών των DNA έγινε µε τη χρήση 3100 ABIPRISM Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Έτσι 

κατασκευάστηκαν συµπληρωµατικές αλληλουχίες µε το πρόγραµµα Gene Codes Corp version 

4.0.5. Από κάθε είδος ελήφθησαν  αλληλουχίες  5’ – 3’. Αυτές οι πληροφορίες 

χρησιµοποιήθηκαν για να βρεθούν τα πιο κοντινά συγγενικά είδη / φυλές  για τα τµήµατα του 

γονιδίου 16s rRNA στην βάση δεδοµένων Ribosomal Database Project II µε το πρόγραµµα 

Sequence Aligner Program, και για τα τµήµατα του γονιδίου Alk (υδροξυλάσης των 

αλκανίων) στην βάση δεδοµένων GenBank µε την χρήση του προγράµµατος BLASTX στο 

NCBI. 

Η µέθοδος που χρησιµοποιείται για την εξακρίβωση της  αλληλουχίας των βάσεων του 

DNA βασίζεται στη χρήση 2’,3’- διδεοξυνουκλεοτιδίων τα οποία είναι ανάλογα των 

τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων. Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή η περιοχή του DNA που µας 

ενδιαφέρει κλωνοποιείται σε ένα πλασµίδιο (2.4.5). Στη συνέχεια αφού αποµονωθεί 

πλασµιδιακό DNAαυτό κόβεται µε ένα ένζυµο περιορισµού σ’ ένα σηµείο έξω από την 

περιοχή που µας ενδιαφέρει. Προστίθεται ένα συνθετικό µονόκλωνο µόριο έναρξης το οποίο 

είναι συµπληρωµατικό προς έναν από τους DNA κλώνους. Το µίγµα DNA και µορίου 

έναρξης θερµαίνεται στους 100 (γίνεται αποδιάταξη της δίκλωνης δοµής του DNA) και 

κατόπιν ψύχεται πολύ γρήγορα ώστε να υβριδιστεί το µόριο έναρξης µε τον συµπληρωµατικό 

DNA κλώνο. Στη συνέχεια το δείγµα χωρίζεται σε 4 κλάσµατα και το καθένα περιέχει τα 

τέσσερα νουκλεοτίδια και ένα διδεοξυνουκλεοτίδιο. Τέλος προστίθεται η πολυµεράση 

χρησιµοποιώντας το µόριο έναρξης για να ξεκινήσει και συνθέτει το συµπληρωµατικό 

κοµµάτι DNA χρησιµοποιώντας το υπάρχον κοµµάτι σαν εκµαγείο. Η σύνθεση σταµατά στο 

σηµείο που η πολυµεράση ενσωµατώνει στο το διδεοξυνουκλεοτίδιο. Η τυχαία ενσωµάτωση 

του διδεοξυνουκλεοοτίδιου παράγει πολλά κοµµάτια που έχουν διαφορετικό µέγεθος. Έτσι 

καθένα από αυτά τα 4 δείγµατα περιέχει όλα τα πιθανά κοµµάτια τα οποία διαφέρουν στο 

µήκος, τον αριθµό των νουκλεοτιδίων πρόλαβαν να ενωθούν πριν την ενσωµάτωση ενός 

διδεοξυνουκλεοτιδίου και στο είδος του. Έπειτα ακολουθεί αποδιάταξη των δίκλωνων δοµών 

τα οποία αναλύονται µε ηλεκτροφόρηση, όπως φαίνεται στο σχήµα 2.11. 
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Οι πληροφορίες αυτές µε τη χρήση του αυτόµατου αναλυτή αυτοµατοποιούνται και 

παίρνουµε ηλεκρτρογραφήµατα (applied biosystems). Οι πληροφορίες αποθηκεύονται και 

µπορούν να επεξεργαστούν µε ειδικά προγράµµατα επεξεργασίας.   

  
Εικόνα 2. 11 Σχηµατική αναπαράσταση της αρχής στην οποία είναι βασισµένη 
η ανάλυση των αλληλουχιών των βάσεων του DNA από τον αυτόµατο αναλυτή 
– sequencer. 

2.4.10 Κατασκευή Φυλογενετικών ∆έντρων 

 
Για την κατασκευή των φυλογενετικών σχέσεων µεταξύ των αλληλουχιών που αποκτήθηκαν 

και αλληλουχιών που χρησιµοποιήθηκαν από βάσεις δεδοµένων, χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα  

CLUSTAL X 1.8 για την δηµιουργία οµοσυσχετίσεων πολλαπλών αλληλουχιών DNA (Thompson, 

1997 ). 

Για την µετάφραση των αποτελεσµάτων  χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα GeneDoc (version 

2.6.001). 

Η κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων έγινε µε την διαθέσιµη επιλογή neighbor-joining 

(N-J), ενώ η σταθερότητα του γραφήµατος στηρίζεται µέσω της ανάλυσης Bootstrap µε τιµές 

µεγαλύτερες από 50% σε 1000 επαναλήψεις, όπως και φαίνεται στα σηµεία – κόµβους. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Η ηλεκτροφόρηση των αντιδράσεων της αλυσιδωτής αντίδρασης του DNA, που εκχυλίστηκε από 

τα περιβαλλοντικά δείγµατα, µε τους εκκινητές  COM και 27F 1453R 16S rDNA για το καλά διατηρηµένο  

16S rDNA γονίδιο που κωδικοποιεί την µεγάλη υποµονάδα του ριβωσωµικού RNA των βακτηρίων εικόνα 

3.Α και 3.Β αντίστοιχα, έδειξε την ύπαρξη DNA στα δείγµατά µας εκτός από το δείγµα µε την ένδειξη D, 

που αντιπροσωπεύει  χώµα από την περιοχή διαχείρισης της πετρελαϊκής λάσπης έπειτα από την πάροδο 14 

µηνών από την εφαρµογή του αποβλήτου στο πεδίο. Αυτό που επίσης παρατηρούµε είναι το έντονο σήµα 

που ακολουθεί το δείγµα υπό την ένδειξη OSL. 

 

 
Εικόνα 3. A PCR COM - ΠΡΟΙΟΝΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ 1, 2 : όπου 
1, 2, 3, 4 αντιπροσωπεύουν τα δείγµατα Α, C, D, OS L από την 
πρώτη εκχύλιση αντίστοιχα και,5, 6, 7, - A, D, OSl , και το 
αρνητικό δείγµα. 

 

              
Εικόνα 3. B PCR 16S rRNA - ΠΡΟΙΟΝΤΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ

 

Η ηλεκτροφόρηση των αντιδράσεων της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης για τα 

καταβολικά γονίδια µε εκκινητές που αναφέρονται στο κεφάλαιο «υλικά και µέθοδοι»  δεν έδειξε θετικά 

αποτελέσµατα παρά µόνο για τα γονίδια 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης, υδροξυλάση της φαινόληςς και 

υδροξυλάσης των αλκανίων µε τους αντίστοιχους εκκινητές  C23O, PHEH, AlkFR1 και C23DO, στις 

εικόνες 3.C, 3.D,  3.E και  3.G. 
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Εικόνα 3-C Ηλεκτροφόρηση προϊόντων αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυµεράσης µε τους εκκινητές C23O για το γονίδιο της 2, 3 
διοξυγενάσης  της κατεχόλης,  Pseudomonas putida µε θετικό 
δείγµα   

 

Εικόνα 3. D Ηλεκτροφόρηση προϊόντων αλυσιδωτής 
αντίδρασης πολυµεράσης µε τους εκκινητές PHEH για το 
γονίδιο της υδροξυλάση της φαινόληςς 

Η ηλεκτροφόρηση των αποτελεσµάτων του πειράµατος για την βελτίωση των συνθηκών 

αντίδρασης των νέων εκκινητών της υδροξυλάσης των αλκανίων, εικόνα 3.F και 3.E, έδειξε ότι έχουµε 

καλό σήµα όταν το πρόγραµµα της αντίδρασης είναι αυτό που αντιπροσωπεύει η θέση αυτή στην οποία 

αντιστοιχεί    συγκέντρωση ιόντων Μαγνησίου 4mM για θερµοκρασίες β’ βήµατος του δευτέρου σταδίου 

της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 47,70C 45,10C, για τα ζεύγη AlFR1 AlkFR2 αντίστοιχα, 

συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν κατά την ανίχνευση του γονιδίου της υδροξυλάσης των αλκανίων από τα 

περιβαλλοντικά δείγµατα, εικόνα 3.Ε, 3.Ι. 
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Εικόνα 3. EAlk FR1, µε A. borcumensis θετικό δείγµα  

 

Εικόνα 3. G 

 
Εικόνα 3. FGradient MG-T, AlkFR2, µε A. borcumensis 

 
Εικόνα 3. H Gradient Mg – T.AlkFR1, µε A. borcumensis 
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Εικόνα 3. I AlkFr2, µε A. borcumensis θετικό δείγµα 
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3.1 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ ΚΛΩΝΩΝ 

Τα αποτελέσµατα της βιβλιοθήκης κλώνων του γονιδίου 16S rDNA και της υδροξυλάσης των 

αλκανίων από εκχυλισµένο DNA του δείγµατος των πετρελαϊκών αποβλήτων (OSL), το οποίο 

πολλαπλασιάστηκε µε την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης µε την χρήση των αντίστοιχων 

εκκινητών, των COM και 27F 1453R για το 16S rDNA, AlkFR1 και AlkFR2 για την υδροξυλάση των 

αλκανίων, παρουσιάζονται ως φωτογραφίες ηλεκτροφόρησης των πολλαπλασιασµένων τµηµάτων  µε τους 

εκκινητές που δίνει ο κατασκευαστής Μ13.  

 

3.1.1 Κλωνοποίηση του 16S rRNA µε τους Εκκινητές COM  

 

Tα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης µε τους εκκινητές Μ13 έδειξαν ότι από τις 70 συνολικά αποµονωµένες αποικίες των θετικών 

για την γαλακτοσιδάση αποικιών του βακτηρίου, οι επιτυχώς µετασχηµατισµένες ήταν 51 αυτές µε τους 

αριθµούς 2, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 21-29, 34,35, 35’, 36, 37, 39, 39’, 40, 41, 42  46-55,56, 58-66,  67, 

68, οι οποίες καθαρίστηκαν και στάλθηκαν για ανάλυση των ακολουθιών τους (εικόνες 3.1 1, 3.1 2, 3.1 3, 

3.1 4, 3.1 5, 3.1 6).  



ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    
            

   

 67

 

 
Εικόνα 3.1 1 M13 FR COM CDNA LIBRARY 1 – 

10 

 

 
Εικόνα 3.1 2 M13 FR COM CDNA LIBRARY 11 – 20

 

 
 
Εικόνα 3.1 3M13 FR COM CDNA LIBRARY OSL 21 – 33 

 
Εικόνα 3.1 4 M13 FR COM OSL 24, 34 – 43 
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Εικόνα 3.1 5 M13 FR COM OSL 56 – 63 

 

Εικόνα 3.1 6 M13 FR COM OSL 44, 46 - 55, 67, 68

 
Εικόνα 3.1 7 M13 FR ΤΩΝ ΕΞΗΣ ∆ΕΙΓΜΑΤΩΝ : 16S BIG 1-15, 
AlkFR2 NEGATIVE, 15, COM 
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3.1.2 Κλωνοποίηση του 16S rRNA µε τους Εκκινητές 27F /1453R 

 

Tα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης µε τους εκκινητές Μ13 έδειξαν ότι από τις 15 συνολικά αποµονωµένες αποικίες των θετικών 

για την γαλακτοσιδάση αποικιών του βακτηρίου, οι επιτυχώς µετασχηµατισµένες ήταν 3, όπως φαίνεται 

στην εικόνα 3.1.7. 

 

 

3.1.3 Κλωνοποίηση του γονιδίου µονοξυγενάσης των αλκανίων µε τους Εκκινητές ΑlkF/R1  

 

Tα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης µε τους εκκινητές Μ13 έδειξαν ότι από τις 20 συνολικά αποµονωµένες αποικίες των θετικών 

για την γαλακτοσιδάση αποικιών του βακτηρίου, οι επιτυχώς µετασχηµατισµένες ήταν 17, οι οποίες 

καθαρίστηκαν και στάλθηκαν για ανάλυση των ακολουθιών τους.  

 
Εικόνα 3.1 8 M23 FR Alk FR1 1-13 

 

 
Εικόνα 3.1 9 M13 FR AlkFR1 14-20 
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3.1.4 Κλωνοποίηση του γονιδίου µονοξυγενάσης των αλκανίων µε τους Εκκινητές ΑlkF/R2 

 

Tα αποτελέσµατα της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης µε τους εκκινητές Μ13 έδειξαν ότι από τις 15 συνολικά αποµονωµένες αποικίες των θετικών 

για την γαλακτοσιδάση αποικιών του βακτηρίου, οι επιτυχώς µετασχηµατισµένες ήταν µόλις 3 οι οποίες 

καθαρίστηκαν και στάλθηκαν για ανάλυση των ακολουθιών τους.  

 

 
Εικόνα 3.1 10 M13 FR AlkF/R2  1 – 14 
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3.2 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΑ ∆ΕΝΤΡΑ 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης της αλληλουχίας των 16S rRNA γονιδίων, έπειτα από επεξεργασία 

µε το πρόγραµµα CLUSTAL W για την απόκτηση δέντρου που υποδεικνύει την φυλογενετική σχέση των 

µικροβίων που συνιστούν τους πληθυσµούς των οποίων το γονιδίωµα εκχυλίστηκε  καθώς και το ποσοστό 

µε το οποίο απαντούν στο συνολικό πληθυσµό. 

Ένα φυλογενετικό δέντρο (εικόνα 3.5.1) προέκυψε από την επεξεργασία των αποτελεσµάτων της 

ανάλυσης των αλληλουχιών των νουκλεοτιδικών βάσεων του γονιδίου 16S rRNA που πολλαπλασιάστηκε 

µε την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης από το δείγµα του αποβλήτου της επεξεργασίας του 

πετρελαίου. Οι ακολουθίες που προέκυψαν συγκρίθηκαν µε τα στενότερα συγγενικά είδη που έχουν 

αναφερθεί και έχουν αποθηκευτεί σε βάσεις δεδοµένων DDBJ/EMBL/GenBank.  Αναφέρονται οι αριθµοί 

πρόσβασης, το όνοµα προέλευσης και κωδικός είδους. Η ακολουθία των νουκλεοτιδίων του γονιδίου 16S 

rRNA του βακτηρίου Thermotoga maritime χρησιµοποιήθηκε ως σηµείο αναφοράς εκτός εύρους 

(outgroup). Οι οµοσυσχετίσεις πραγµατοποιήθηκαν µε την χρήση CLUSTAL W χρησιµοποιώντας 

καθορισµένες τιµές. Τα φυλογενετικά δέντρα δηµιουργήθηκαν µε τις διαθέσιµες επιλογές στο πρόγραµµα 

CLUSTAL W. Η επιλογή Bootstrap τιµών-εκτιµήσεων πάνω από 50% από  1000 δέντρα τα οποία έχουν 

συσχετισθεί  ως neighbor-joining αναγράφονται  αριστερά από τους κόµβους. Η πλειονότητα µοναδικών 

τύπων ακολουθιών από A ως  S δίνεται ως αναλογία των κλώνων που δείχνουν αυτήν την αναλογία 

ακολουθιών ανά αριθµό ολικών κλώνων που έχουν αναλυθεί, και γραφικά αποδίδεται από µια µπάρα 

µήκους ανάλογο µε την καθορισµένη αναλογία. Σε αυτήν την περίπτωση η µπάρα αντιπροσωπεύει την 

αλλαγή – διαφορά 2 νουκλεοτιδίων για κάθε 100 αµινοξέα.  

Έτσι όπως φαίνεται στην εικόνα 3.5.1, τα νούµερα υποδεικνύουν το ποσοστό της οµοιότητας των 

αλληλουχιών και στο δεξιό τµήµα αναγράφονται τα ποσοστά µε κυρίαρχο είδος (περίπου 50%) µε το 

κωδικό sludge 16S A, το οποίο είναι πάρα πολύ συγγενικό µε το είδος Dietzia maris, το οποίο έχει βρεθεί 

να αποικοδοµεί πετρελαϊκούς υδρογονάνθρακες σε θαλάσσιο περιβάλλον. 
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M21774 Thermotoga maritima DSM 3109

Sludge 16S K
S000127681 Uncultured Spirochete-like bacterium DCE25

Sludge 16S A
S000007024 Dietzia maris ATCC 35013T
S000438975 Dietzia maris SAFR 020
S000331657 Dietzia daqingensis 263
S000386238 Dietzia psychralcaliphila JCM 10987

S000430803 Uncultured bacterium 53

100

100

X81921 Rhodococcus rhodochrous ATCC 271T
AF430060 Nocardia sp. DSM 40872

69

77

Sludge 16S C
S000426707 Uncultured bacterium Z54

S000330869 Clostridium sp. 9B4

86

Sludge 16S F
S000416666 Agrobacterium tumefaciens IrT JG 6

Sludge 16S G
S000145487 Roseovarius sp. DFL 24

64

100

Sludge 16S P
AY592865 Uncultured bacterium Milano WF1B 22

AF194189 Uncultured Caedibacter n36d

70

68

98

Sludge 16S L
Sludge 16S N

Sludge 16S B

100

S000147015 Uncultured delta Proteobacterium Hyd01 n

66

S000334513 Escherichia coli K12
Sludge 16S I
S000264181 Halomonas alkantarctica CRSS

Y12579 Alcanivorax borkumensis SK2

100

Sludge 16S J
Sludge 16S O

Sludge 16S E

90

S000264684 Thalassolituus oleieivorans MIL 1

81

S000019644 Oceanospirillum sp. ME101
S000427370 Oceanospirillum kriegii IFO15467 

94

100

Sludge 16S D

99

Sludge 16S Q
Sludge 16S S

NC_002947 Pseudomonas putida KT2440
S000003553 Pseudomonas putida DSM 291T
S000002169 Pseudomonas fluorescens ATCC 13525

100

Sludge 16S M
Sludge 16S R

Sludge 16S H
S000009816 Pseudomonas stutzeri 11C2

S000002669 Pseudomonas stutzeri phen8

65

99

84

67

76

94

74

66

49

43

79

99

99

94

46

100

100

100

51

0.02

%

>2   5     10     15     20     25                              50  

 
Εικόνα 3.5 1 Φυλογενετικό ∆ενδρόγραµµα των αποτελεσµάτων της βιβλιοθήκης κλώνων του τµήµατος του γονιδίου 
16SrDNA που πολλαπλασιάστηκε µε τους εκκινητές COM 

 



ΑΑΑΠΠΠΟΟΟΤΤΤΕΕΕΛΛΛΕΕΕΣΣΣΜΜΜΑΑΑΤΤΤΑΑΑ    
            

   

 73

 

AE004581 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB2

AE004685 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB1

AB110226 Alcanivorax borkumensis SK2 AlkB2

98

AJ002316 Acinetobacter sp. ADP1 AlkM

AJ233398 Acinetobacter calcoaceticus EB104 AlkM

AJ297269 Rhodococcus erythropolis NRRL B 16531 AlkB2

BX842582 Mycobacterium tuberculosis H37Rv AlkB

AJ009587 Prauserella rugosa NRRL B 2295 AlkB

67

AJ293306 Burkholderia cepacia RR10 AlkB

AJ009579 Pseudomonas fluorescens CHA0 AlkB

100

98

AJ233397 Pseudomonas putida P1 AlkB

AJ245436 Pseudomonas putida GPo1 AlkB

AJ295164 Alcanivorax borkumensis AP1 AlkB1

AlkR1-15

AlkR1-09

AlkR1-10
AlkR1-12

AlkR1-13

AlkR1-20
100

AlkR1-03

AlkR1-01

AlkR1-11

AlkR1-08

AlkR1-07

AlkR1-02

AlkR1-18

AlkR1-16

85

100

99

97

65

100

100

0.05

AJ295164 Alcanivorax borkumensis AP1 AlkB1
AlkR1-08

AlkR1-20
AlkR1-18

AlkR1-01

AlkR1-13

AlkR1-16

AlkR1-03
AlkR1-11

AlkR1-07
AlkR1-02

AlkR1-15

AlkR1-12
AlkR1-09

74

AlkR1-10

53

100

0.01

(0.077)

(0.088)

 
Εικόνα 3.5 2 Φυλογενετικό δενδρόγραµµα των αποτελεσµάτων της βιβλιοθήκης κλώνων του γονιδίου που κωδικοποιεί το 
ένζυµο της µονοξυγονάσης των αλκανίων, που πολλαπλασιάστηκε µε τους εκκινητές AlkFR1 

Οι φυλογενετικές σχέσεις της υδροξυλάσης των αλκανίων  στην εικόνα 3.5.2 προέρχεται από το 

δείγµα του DNA της πετρελαϊκής λάσπης OSL. Οι ακολουθίες της πρωτεΐνης υδροξυλάσης των αλκανίων 

που προέκυψαν από ανάλυση των νουκλεοτιδικών βάσεων µιας βιβλιοθήκης κλώνων της αλυσιδωτής 

αντίδρασης της πολυµεράσης µε εκκινητές ονοµαζόµενους ως AlkR1. Η οµοδιάταξη των αµινοξέων 

αντιπροσωπεύει 5 διαφορετικά αµινοξέα στα 100.  Στην δεύτερη εικόνα απεικονίζονται λεπτοµέρειες των 

φυλογενετικών σχέσεων των βάσεων των  DNA αλληλουχιών της υδροξυλάσης των αλκανίων, που 

προέκυψαν κατά τη διάρκεια αυτής της µελέτης.  Από αυτά προκύπτει ότι 14στενά συγγενικές 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες κωδικοποιούν 6 αλληλουχίες αµινοξέων που διαφέρουν σε ένα σηµείο 

(σηµειακός πολυµορφισµός). Οι µπάρες αντιπροσωπεύουν ένα διαφορετικό νουκλεοτίδιο ανά 100 

αµινοξέα. 
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3.3 ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ – ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΣ  ΜΟΝΟΚΛΩΝΗΣ 

ΑΛΥΣΙ∆ΑΣ (PCR  - SSCP) 

 

 

Τα αποτελέσµατα της εφαρµογής αυτής της τεχνικής δεν ήταν ικανοποιητικά και δεν 

προχώρησε σε περαιτέρω καθαρισµό και ανάλυση των αποµονωµένων τµηµάτων DNA, µε αρχικό 

σκοπό την επεξεργασία οµοίως όπως και µε τις άλλες αλληλουχίες για την κατασκευή 

φυλογενετικών δέντρων και την διεξαγωγή χρήσιµων συµπερασµάτων. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν τρία δείγµατα εδάφους από τα landfarms και ένα δείγµα από την 

ανεπεξέργαστη πετρελαϊκή λάσπη (κεφάλαιο 2.1). Στην πορεία όµως η µελέτη του µικροβιακού 

πληθυσµού και τα υπόλοιπα πειράµατα εστιάστηκαν στο δείγµα που προέρχεται από την 

ανεπεξέργαστη πετρελαϊκή λάσπη, το οποίο και παρουσιάζει την µεγαλύτερη αφθονία και 

ποικιλοµορφία µικροβίων, όπως έχει παρατηρηθεί και από προηγούµενη εργασία (3). 

Η έλλειψη θετικής ένδειξης ύπαρξης DNA στο δείγµα D, επώασης 14 µηνών, ερµηνεύεται ως 

αδυναµία εκχύλισης / εξαγωγής του από το έδαφος για διάφορους λόγους όπως είναι π.χ. η ύπαρξη 

χηµικών ουσιών καθώς και των χουµικών του εδάφους ή επίσης και παρατεταµένη παραµονή του 

DNA στο δείγµα αυτό (συλλογή 10.2001, έπειτα από παραµονή των αποβλήτων 14 µηνών στο 

έδαφος, και διατήρηση των δειγµάτων σε 40C µέχρι την επόµενη εκχύλιση 9.2004). Ένας άλλος 

λόγος για την αδυναµία εκχύλισης DNA από το συγκεκριµένο δείγµα είναι η πιθανότητα µη 

αντιπροσωπευτικής δειγµατοληψίας εφόσον πρόκειται για έδαφος, το οποίο είναι από την φύση του 

πολύ ανοµοιογενές καθώς και τα «φορτίο» των αποβλήτων της διύλισης του πετρελαίου µπορεί να 

ποικίλουν σε σύσταση οργανικών ρύπων και µικροοργανισµών που συνιστούν τις κοινότητες, όπως 

και η εφαρµογή αυτών στους χώρους επεξεργασίας. Από τα παραπάνω προκύπτει ότι υπάρχουν 

πολλοί παράγοντες που µπορεί να οδηγήσουν σε δυσκολία λήψης αντιπροσωπευτικών δειγµάτων και 

µια γενίκευση των αποτελεσµάτων θα ήταν λανθασµένη, αν υποστηριζόταν ότι δηλαδή δεν υπάρχει 

DNA στους χώρους επεξεργασίας της πετρελαϊκής λάσπης έπειτα από την πάροδο 14 µηνών. Αυτό 

που µπορούµε να ισχυριστούµε είναι ότι οι πληθυσµοί των µικροοργανισµών έχουν αισθητά µειωθεί 

λόγω έλλειψης θρεπτικών υποστρωµάτων, τα οποία καταναλώθηκαν σε προηγούµενα στάδια 

υποστηρίζοντας την αύξησή τους, όπως εξακριβώθηκε και  στην εργασία των Katsivela et al. (3). 

Όσον αφορά την έλλειψη θετικών αποτελεσµάτων για τα εξεταζόµενα γονίδια 2,3 

διοξυγενάσης τολουολίου, 2,3 διοξυγενάσης της κατεχόλης, µε τους εκκινητές RHDO (Yeates et al. 

2001) για το πρώτο ένζυµο και C23OORF, C230DO (Junca, 2003), C23DO (Mesarch et al., 2000) 

για το δεύτερο, αυτή µπορεί να οφείλεται είτε στην έλλειψη των εν λόγω γονιδίων στο δείγµα µας, 

είτε στην αδυναµία ανίχνευσής τους. Αυτή µπορεί να αποδοθεί είτε στην έλλειψη αποτελεσµατικών 

εκκινητών είτε εξαιτίας λανθασµένους χειρισµούς που µπορεί να έγιναν κατά την αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης. Για τις αντιδράσεις που αφορούν  όλα τα υπόλοιπα γονίδια, εκτός από 

την υδροξυλάση των αλκανίων και την 2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης µε τους C230 και C23DO, δεν 

χρησιµοποιήθηκε θετικό δείγµα (DNA από βακτήριο που είναι γνωστό ότι περιέχει το βακτήριο που 
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θέλουµε ν’ ανιχνεύσουµε), ώστε να διαβεβαιώνει ότι η αντίδραση έγινε χωρίς πρόβληµα. Από το 

γεγονός αυτό δεν µπορεί να επιβεβαιωθεί η απουσία των εν λόγω γονιδίων από τα δείγµατά µας. 

Όπως µπορεί να παρατηρηθεί από το δενδρόγραµµα της εικόνας 3.5.2, οι αλληλουχίες 

των βάσεων του DNA που προέκυψαν από την βιβλιοθήκη κλώνων για το γονίδιο 

µονοξυγενάση των αλκανίων ανήκουν σε ένα κλάδο που αποτελείται από σχεδόν 

πανοµοιότυπες αλληλουχίες µε πολύ λίγες διαφορετικές νουκλεοτιδικές βάσεις. Οι 

νουκλεοτιδικές βάσεις κατά την µετάφραση τους κωδικοποιούν ένα µόνο νέο µέλος της 

ενδοµεµβρανικής υδροξυλάσης των αλκανίων. Αυτό το γονίδιο είναι πιο συγγενικό µε το 

γονίδιο της µονοοξυγενάσης των αλκανίων AlkB1 από το βακτήριο A.borkumensis.  

Όσον αφορά την ανίχνευση και την ταυτοποίηση των τµηµάτων του γονιδίου Alk, 

αναφέρθηκε στα αποτελέσµατα η παρατήρηση µιας σχετικής ποικιλοµορφίας γύρω από τις 

αλληλουχίες που ανιχνεύτηκαν, υποστηρίζοντας / υποδεικνύοντας µια δυναµική βιολογική διεργασία 

µεταλλάξεων. Αυτό έχει παρατηρηθεί  σε ένα άλλο καταβολικό γονίδιο, που κωδικοποιεί το ένζυµο 

2,3 διοξυγενάση της κατεχόλης (C23O) (22), παρόλα αυτά οι διαφορές σε επίπεδο βάσεων DNA δεν 

αντιστοιχούν σε ίσο αλλά σε µικρότερο αριθµό παραλλακτικότητας σε επίπεδο αµινοξέων της 

πρωτεΐνης που κωδικοποιούν. Υπάρχουν και άλλες πιθανές εξηγήσεις για την παρατηρούµενη 

ποικιλοµορφία που µπορεί να αφορά µεταλλάξεις που συνέβησαν κατά την αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολυµεράσης, ή λόγω του πολλαπλασιασµού στα πλασµίδια. Παρόλα αυτά αυτή η ποικιλοµορφία 

διαφέρει από αυτή που έχει παρατηρηθεί αλλού από τους Junca and Pieper (22), που µπορεί να 

εξηγηθεί µε την επιλογή για µια σταθερή πρωτεΐνη σε µια βιολογική διεργασία πολλαπλασιασµού και 

επιλογής στο εξεταζόµενο δείγµα. 

Από την κλωνοποίηση του  16 S rRNA γονιδίου, µε τους εκκινητές COM, από DNA που 

εκχυλίστηκε από το δείγµα της πετρελαϊκής λάσπης  αναγνωρίστηκε ένα βακτήριο, πολύ συγγενικό 

µε το βακτήριο Dietzia maris, που εµφανίζεται να βρίσκεται µε το µεγαλύτερο ποσοστό στην 

βιοκοινότητα (44% επί της συνολικής βιοµάζας). Πρόκειται για το πρώην ονοµαζόµενο βακτήριο 

Rhodococcus maris (27), και έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι είναι υπεύθυνο για τον 

κατοβολισµό αλκανίων µε C6 ως C17, C19 και C23 (27),  και που έχει αποµονωθεί σε  ποικίλα 

περιβάλλοντα. 

Έχουν γίνει διάφορες βιβλιογραφικές αναφορές για την αποικοδοµητική ικανότητα του 

Dietzia maris σε πειράµατα αποικοδόµησης πετρελαίου, όπου γίνεται περιγραφή του τρόπου µε τον 

οποίο έρχεται σε επαφή η αποικία του βακτηρίου αυτού µε την κηλίδα, καθώς και κατά πόσο 

επηρεάζεται η αποδοτικότητα σε σχέση µε την αλατότητα.(24) 
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Η αποδόµηση πετρελαίου από καλλιέργειες των βακτηρίων Rhodococcus erythropolis και 

Dietzia maris, βρέθηκε να εξαρτάται από την συγκέντρωση NaCl στο θρεπτικό µέσο. Βέλτιστη 

χρήση των υδρογονανθράκων παρατηρήθηκε σε συγκεντρώσεις σε 0,5 και από 2 εως 5% NaCl για το 

βακτήριο Rhodococcus erythropolis και το  Dietzia maris αντίστοιχα. Σαν πηγή χρησιµοποιήθηκε 

µίγµα παραφινών (C14-C18) σε ένα ευρύ φάσµα αλατότητας του µέσου. Τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων έδειξαν (µε παρατηρήσεις µε µικροσκοπία φθορισµού) ότι οι αποικίες του βακτηρίου  

Dietzia maris σχηµατίζονται στην επιφάνεια των σταγονιδίων της λιπόφιλης βάσης, ενώ τα κύτταρα 

του Rhodococcus erythropolis διεισδύουν στις σταγόνες – κηλίδες. Τα είδη αυτά µπορούν να 

εποικήσουν σε διάφορους οικολογικούς θώκους σε οικοσυστήµατα που περιέχουν έλαια, πράγµα που 

τα καθιστά χρήσιµα για την ανάπτυξη µικροβιακών παρασκευασµάτων για τον καθαρισµό του 

περιβάλλοντος από µόλυνση µε πετρέλαιο. (24) 

Τα είδη του γένους Dietzia sp. που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία έχουν εντοπιστεί σε 

αλατούχα, αλκαλικά ή περιβάλλοντα µε πετρελαϊκή ρύπανση, όπως σε βαθιά θαλάσσια ιζήµατα στο 

Mariana Trench, και σε αλκαλικές λίµνες.(32) 

Η προέλευση του δείγµατος της πετρελαϊκής λάσπης OSL από τα διυλιστήρια της Motor Oil 

στην Κόρινθο (βρίσκεται κοντά στη θάλασσα) και οι επικρατούσες περιβαλλοντικές συνθήκες του 

µικροτόπου του εδαφικού ορίζοντα όπου εναποτίθεται το απόβλητο να παροµοιάζουν µε το θαλάσσιο 

περιβάλλον όπου φαίνεται να ευδοκιµεί το συγγενικό είδος sludge 16 S A. Ίσως η επικράτηση του 

είδους αυτού στο δείγµα έναντι των άλλων να οφείλεται σε αυτές ακριβώς τις συνθήκες. Οι εδαφικές 

συνθήκες που επηρεάζουν το περιβάλλον διαβίωσης, αύξησης και πολλαπλασιασµού, των βακτηρίων 

µπορεί να αφορούν την οσµωτική πίεση, την υδροστατική πίεση, το οξυγόνο και το διοξείδιο του 

άνθρακα, τη θερµοκρασία, τη συγκέντρωση ιόντων υδρογόνου, το φως και  τα χηµικά 

ερεθίσµατα.(14) 

Το κάθε είδος µικροβίου ζει και αυξάνεται σε αρκετά µεγάλη ποικιλία συνθηκών του 

περιβάλλοντος. Η ιδιότητα αυτή είναι αποτέλεσµα µικρότερης ευαισθησίας των ενζυµικών τους 

συστηµάτων ή της αυξηµένης ικανότητας ρύθµισης των διαφόρων µηχανισµών των κυττάρων στις 

ακραίες συνθήκες του περιβάλλοντος. 

Σχετικά µε την αδυναµία παραγωγής αξιόλογων αποτελεσµάτων µε την τεχνική PCR - SSCP 

µπορεί να ειπωθεί ότι χρειάζεται περισσότερες επαναλήψεις από δύο που πραγµατοποιήθηκαν στα 

πλαίσια αυτής της εργασίας καθώς και ότι είναι απαραίτητο τα δείγµατα που χρησιµοποιούνται να 

πληρούν όλες τις προϋποθέσεις όπως η ποσότητα του  DNA, σε σχέση µε το χρόνο χρώσης. Το 

στάδιο της χρώσης είναι πολύ ευαίσθητο ως προς την κατάλληλη χρονική στιγµή που θα πρέπει να 

ολοκληρωθεί  αυτή η διαδικασία. Μια ποσότητα DNA χρωµατίζεται σε διαφορετικό βαθµό ανάλογα 
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µε τον χρόνο χρώσης.  Επειδή λοιπόν σε κάθε πηκτή υπάρχουν περισσότερα από ένα δείγµατα, 

ανάλογα µε τον χρόνο χρώσης της πηκτής µπορεί κάποιο να ευνοηθεί σε σχέση µε άλλο που δεν 

γίνεται ορατό. Συνεπώς δεν µπορούν να βγουν ασφαλή συµπεράσµατα σχετικά µε την 

καταλληλότητα της µεθόδου. 

Η περαιτέρω µελέτη της επίδρασης διαφόρων παραγόντων του περιβάλλοντος στην αύξηση 

και επικράτηση των µικροοργανισµών έχει µεγάλη σηµασία στην επιτυχή εφαρµογή της 

βιοεξυγίανσης ρυπασµένων εδαφών. Η ύπαρξη προοπτικής συνέχισης των πειραµάτων και των 

αναλύσεων για την εξαγωγή συµπερασµάτων για αυτή την κοινωνία και αυτό τον µικροοργανισµό 

ειδικότερα σχετικά µε την συµπεριφορά του στη διάρκεια του χρόνου καθώς και τις αναπτυσσόµενες 

σχέσεις µε τους αυτόχθονους πληθυσµούς ή και άλλους που προστίθενται µαζί µε το απόβλητου ή 

ακόµη και την προοπτική δηµιουργίας κατάλληλου µίγµατος ικανού για την πλέον αποδοτικότερη 

αποκατάσταση του εδάφους  θα έδινε µια νέα προοπτική στον χώρο της εξυγίανσης περιοχών µε 

παρόµοιο πρόβληµα, και θα συνέβαλλε ενεργά στην µείωση του προβλήµατος της ρύπανσης στον 

πλανήτη. 

Επιπλέον θα ήταν πολύ χρήσιµο και ενδιαφέρον για την πληρέστερη και επιστηµονικότερη 

διαχείριση προβληµατικών περιοχών, η διαπίστωση και ο χαρακτηρισµός των βιοχηµικών 

µονοπατιών διάσπασης των υδρογονανθράκων καθώς και η εξερεύνηση των δυνατοτήτων για 

διάσπαση επιπλέον επικίνδυνων ρύπων σε τέτοια περιβάλλοντα, όπου φαίνεται ή καθαρή ευδοκίµηση 

του είδους αυτού του βακτηρίου.  

Εφόσον δεν υπάρχουν επαρκή στοιχεία στη βιβλιογραφία που να στηρίζουν, σε αυτό το 

στάδιο, τη διαχείριση τέτοιων ρυπασµένων περιοχών, µέσω της  ρύθµισης κατάλληλων παραγόντων, 

µε ελεγχόµενα, αναµενόµενα και επιτυχή αποτελέσµατα που να έχει πραγµατική  και ευρεία 

εφαρµογή, η βασική έρευνα οφείλει βρίσκεται στην υπηρεσία της εφαρµοσµένης πρακτικής µε στόχο 

να δίνει λύσεις σε πραγµατικά προβλήµατα του καιρού µας µε συνέπεια και υπευθυνότητα. 

Η πρόταση λοιπόν σε αυτό το αρχικό στάδιο θα ήταν η συνέχιση της βασικής έρευνας για την 

διερεύνηση της λειτουργίας των βιοσυστηµάτων αυτών σε υποµοριακό, µοριακό και σε επίπεδο 

βιοκοινότητας µε την ελπίδα εξαγωγής ασφαλών συµπερασµάτων πριν την πρόταση οποιασδήποτε 

εφαρµογής- επέµβασης-λύσης, για την διασφάλιση της ποιότητας και του ελέγχου του 

περιβάλλοντος. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

ΕΙΚΟΝΕΣ 

 

 
Εικόνα 0-I C23 DO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 0-II Pure – gel purification. (Από αριστερά προς τα δεξιά: 
OSL2 COM - 8, D2 COM – 7, A2  COM – 6, OSL1 COM – 5, D1 
COM – 4, C1 COM – 3, OSL2 16S – 2,   AlkFR2  - 1) 
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Εικόνα 0-III(Από αριστερά προς τα δεξιά:  (AlkFR2  - 1, OSL2 16S 
– 2, C1 COM – 3, D1 COM – 4, OSL1 COM – 5, A2  COM – 6, , 
D2 COM – 7, OSL2 COM - 8) 

 
 
Εικόνα 0-IV C 23 O ∆ΕΊΓΜΑ C- GEL PURIFICATION 

 
Εικόνα 0-V C23 O ∆ΕΙΓΜΑΤΑ Α ΚΑΙ OSL - GEL 
PUEIFICATION 
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Εικόνα 0-VI C23 O - AFTER GEL 
PURIFICATION 

 

 

Εικόνα 0-7 β οξείδωση λιπαρών οξέων (41) 
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Εικόνα 0-8 Ο κύκλος του Krebs(41) 

Πίνακας 0.I A Συστατικά λαδιών µηχανής αυτοκινήτου 
(43)
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ΠΙΝΑΚΑΣ 0-I B 

 ΧΡΟΝΟΛΟΓΙΚΗ ΣΕΙΡΑ ΤΗΣ ΙΣΤΟΡΙΑΣ ΤΗΣ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΠΕΤΡΕΛΑΙΟΥ (πηγή 20) 

 

HISTORY OF REFINING 

Year  
 

Process name  
 

Purpose  By-products, etc.  

1862 Atmospheric distillation Produce kerosene Naphtha, tar, etc. 

1870 Vacuum distillation Lubricants (original)
Cracking feedstocks (1930's) 

Asphalt, residual
coker feedstocks 

1913 Thermal cracking Increase gasoline Residual, bunker fuel 

1916 Sweetening reduce sulfur & odor Sulfur 

1930 Thermal reforming Improve octane number Residual 

1932 Hydrogenation Remove sulfur Sulfur 

1932 Coking Produce gasoline basestocks Coke 

1933 Solvent extraction Improve lubricant viscosity index Aromatics 

1935 Solvent dewaxing Improve pour point Waxes 

1935 Cat. polymerization Improve gasoline yield
& octane number 

Petrochemical 
feedstocks 

1937 Catalytic cracking Higher octane gasoline Petrochemical 
feedstocks 

1939 Visbreaking reduce viscosity Increased distillate,tar 

1940 Alkylation Increase gasoline octane & yield High-octane aviation gasoline 

1940 Isomerization Produce alkylation feedstock Naphtha 

1942 Fluid catalytic cracking Increase gasoline yield & octane Petrochemical feedstocks 

1950 Deasphalting Increase cracking feedstock Asphalt 

1952 Catalytic reforming Convert low-quality naphtha Aromatics 

1954 Hydrodesulfurization Remove sulfur Sulfur 

1956 Inhibitor sweetening Remove mercaptan Disulfides 

1957 Catalytic isomerization Convert to molecules with high 
octane number 

Alkylation feedstocks 

1960 Hydrocracking Improve quality and reduce sulfur Alkylation feedstocks 

1974 Catalytic dewaxing Improve pour point Wax 

1975 Residual hydrocracking Increase gasoline yield from residual Heavy residuals  
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Πίνακας 0.IΙ Οικογένειες Καταβολικών ενζύµων (17) 

Oxidoreductases 

B-class cytochrome P450 monooxygenases 

Cytochrome P450-cam, camphor 5-monooxygenase; Pseudomonas putida G786 
Cytochrome P450-BM-I, fatty acid monooxygenase; Bacillus megaterium 
Cytochrome P450-soy; Streptomyces griseus 
Cytochrome P450-nor, nitric acid reductase; Fusarium oxysporum 
Cytochrome P450-terp, terpene morLooxygenase; Pseudomonas sp. 
Cytochrome P450-lin, linalool 8-monooxygenase; Pseudomonas incognito 

Aromatic-ring hydroxylases (flavoprotein monooxygenase) 
4-Hydroxybenzoate hydroxylase; Pseudomonas fiuorescens 

2/4-Dichlorophenol 6-monooxygenase; Streptomyces purpurascens : 

Pentachlorophenol-4-monooxygenase; Flavobacterium sp. 1 f; Salicylate hydroxylase; P. putida  

Phenol hydroxylase; Trichosporon cutaneumia 

Fungal lignin peroxidase family , Lignin peroxidase; Arthromyces ramosus ' Lignin peroxidase; Phanerochaete chrysosporium 

Lignin peroxidase; Trametes versicolor 

Ring-hydroxylating dioxygenase alpha subunit 
Naphthalene 1/2-dioxygenase alpha subunit; Pseudomonas sF. strain NCIB98I6 
Toluene 1/2-dioxygenase alpha subunit; P. putida PI 
Biphenyl dioxygenase alpha subunit; Pseudomonas sF. 

Toluate 1/2-dioxygenase alpha subunit; P. putida mt-2 
Benzoate 1/2-dioxygenase alpha subunit; Pseudomonas arvilla C-I ' 

Binuclear-iron monooxygenases 
Methane monooxygenase; Methylosinus trichosporium OB3B 
Toluene 2-monooxygenase;Burkholderia cepacia G4 
Toluene 4-monooxygenase; Pseudomonas mendocina KRI 
Alkene monooxygenase; Xanthobacter sF. strain Py2 

ortho-ring cleavage dioxygenase family 

Catecholl/2-dioxygenase; P. putida mt-2 
Chlorocatecholl/2-dioxygenase; Pseudomonas sp. strain P5I 
Protocatechuate 3/4-dioxygenase; Pseudomonas aeruginosa 

 

meta-ring cleavage dioxygenase family 
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Catechol 2/3-dioxygenase, P. putida 
2/3-Dihydroxybiphenyl-I/2-dioxygenase; Burkholderia sp. strain LB400 
3/4-Dihydroxyphenylacetate 2/3-dioxygenase; Arthrobacter globiformis CM-2 

Alcohol dehydrogenase superfamily signature 
3-Beta-hydroxysteroid dehydrogenase; Pseudomonas testosteroni 
5-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase; Streptomyces sp. 
7-Alpha-hydroxysteroid dehydrogenase; Eubacterium sp. 
cis-I/2-Dihydro-I/2-dihydroxynaphthalene dehydrogenase; Pseudomonas sp. 
cis-2/3-Dihydrobiphenyl-2/3-diol dehydrogenase; Pseudomonas sp. strain KKSIO2 

Halohydrin hydrogen-halide-lyase; Corynebacterium sp. 

 

Transrerases 

Glutathione transferase family 

Dichloromethane dehalogenase; Methylophilus sp. strain DMll Tetrachlorohydroquinone reductase; Flavobacterium sp. 

Arylglycerol beta-aryletherase; Sphingomonas paucimobilis 

Hydrolases 

Amidohydrolase superfamily 
Atrazine chlorohydrolase; Pseudomonas sp. strain ADP 

Hydroxyatrazine N-ethylaminohydrolase; Pseudomonas sp. strain ADP N-Isopropylammelide isopropylaminohydrolase; Pseudomonas sp. 
strain ADP Phosphotriesterase; Pseudomonas diminuta . 

Urease; Klebsiella aerogenes 

Alpha-beta hydrolase fold 

Haloalkane dehalogenase; Xanthobacter autotrophicus 
Haloacetate dehalogenase H-l; Pseudomonas sp. strain YL 
Epoxide hydrolase; Agrobacterium radiobacter ADI 
Carboxylesterase; P. fluorescens 

Polyhydroxybutyrate depolymerase; Alcaligenes faecalis 
2-Hydroxymuconic semialdehyde hydrolase; P. putida 

Lyases and isomerases 

Enolase/ enoyl-CoA superfamily 
Muconate cycloisomerase; P. putida 

Chloromuconate cycloisomerase; Alcaligenes eutrophus JMP134 (pJP4) Dichloromuconate cycloisomerase; Xanthobacter flavus 14pl 

Mandelate racemase; P. putida 



ΠΠΠΑΑΑΡΡΡΑΑΑΡΡΡΤΤΤΗΗΗΜΜΜΑΑΑ    

 92

D-Glucarate dehydratase; P. putida 

4-Chlorobenzoyl-CoA dehalogenase; Pseudomonas sp. strain CBS3 Feruloyl-CoA hydratase/lyase; Pseudomonas sp. 2-
Ketocyclohexanecarboxyl-CoA hydrolase; Rhodopseudomonas palustris 

Ligases 

Acyl-adenylate/thioester-forming enzyme family 

4-chlorobenzoate-CoA ligase; Pseudomonas sp. strain CBS3 2-Aminobenzoate-CoA ligase; Pseudomonas sp. strain KB 740 
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Πίνακας 0.IIΙ  

Ι∆ΙΟΤΗΤΑ ΒΕΛΤΙΣΤΟΣ ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ 

ΣΥΣΤΑΣΗ ΒΑΣΕΩΝ 

Το περιεχόµενο των βάσεων θα πρέπει να είναι µεταξύ 40-60% µε µια ισότιµη διασπορά 
και των τεσσάρων βάσεων κατά το µήκος του ολιγονουκλεοτιδίου (π.χ. όχι πολυπουρίνες 
ή πολυπυριµιδίνες και όχι επαναλαµβανόµενα δι-νουκλεοτίδια 
 

ΜΗΚΟΣ 

Η  περιοχή των εκκινητών που είναι συµπληρωµατική µε την αλυσίδα των βάσεων θα 
πρέπει να είναι 18-25 νουκλεοτίδια. Τα µέλη των ζευγών δεν θα πρέπει να διαφέρουν σε 
µήκος περισσότερο από 3 βάσεις. 
 

ΕΠΑΝΑΛΑΜΒΑΝΟΜΕΝΕΣ ΚΑΙ ΑΥΤΟ-
ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑΤΙΚΕΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ 

∆εν θα πρέπει να υπάρχουν αντεστραµµένες επαναλαµβανόµενες αλληλουχίες ή 
αυτοσυµπληρωµατικές αλληλουχίες µεγαλύτερες των τριών βάσεων. Αλληλουχίες αυτού 
του τύπου τείνουν να σχηµατίζουν  hairpin δοµές, οι οποίες αν είναι σταθερές στις 
συνθήκες της PCR, µπορούν να εµποδίσουν αποτελεσµατικά τον υβριδισµό του 
ολιγονουκλεοτιδίου µε το DNA στόχο.  
 

ΣΥΜΠΛΗΡΩΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑ ΜΕΤΑΞΥ ΤΩΝ 
ΜΕΛΩΝ ΕΝΟΣ ΖΕΥΓΟΥΣ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 

Οι 3’ τελικές αλληλουχίες ενός εκκινητή δεν θα πρέπει να δεσµεύονται σε οποιοδήποτε 
σηµείο µε τον άλλο εκκινητή. Επειδή οι εκκινητές βρίσκονται σε υψηλή συγκέντρωση 
στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης ακόµη και ασθενής συµπληρωµατικότητα 
µεταξύ τους οδηγεί σε σχηµατισµό υβριδίων µε αποτέλεσµα τη σύνθεση και 
πολλαπλασιασµό εκκινητών-διµερή. Αν αυτά τα διµερή σχηµατιστούν νωρίς στην PCR, 
µπορούν να ανταγωνιστούν για την πολυµεράση, τους εκκινητές και νουκλεοτίδια, και 
έτσι µπορεί να καταπιεστεί ο πολλαπλασιασµός του DNA στόχου. Ο σχηµατισµός των 
διµερών εκκινητών µπορεί να µειωθεί µε προσεκτικό σχεδιασµό εκκινητών, µε τη χρήση 
hot start ή touch down PCR, και/ή µε τη χρήση ειδικά σχεδιασµένων πολυµερασών. Όταν 
χρησιµοποιείται περισσότερο του ενός ζεύγους εκκινητών σε µια αντίδραση, πρέπει να 
ελέγχεται ότι κανένα από τα 3’ άκρα των ολιγονουκλεοτιδίων δεν έχει ανιχνεύσιµη  
συµπληρωµατικότητα µε κανένα άλλο εκκινητή στην αντίδραση. 
 

(TM)  ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΤΗΞΗΣ 

Υπολογίζοντας τις τιµές της θερµοκρασίας των µελών ενός ζεύγους εκκινητών, αυτές δεν 
θα πρέπει να διαφέρουν περισσότερο από 50 C. Η Τm του προϊόντος δεν πρέπει να 
διαφέρει από την Τm του ζεύγους των εκκινητών περισσότερο από 100  C. Αυτή η 
ιδιότητα εξασφαλίζει την αποτελεσµατική αποδιάταξη του πολλαπλασιασµένου 
προϊόντος σε κάθε κύκλο PCR. 
 

3’ ΑΚΡΑ 

Η φύση των 3’ άκρων των εκκινητών είναι ουσιώδης. Αν είναι δυνατόν η 3’ βάση κάθε 
εκκινητή θα πρέπει να είναι G/C. Αν και εκκινητές µε   ……NNCG  ή ……..NNGC  
αλληλουχία στο 3’ άκρο δεν συνιστάται εξαιτίας ασυνήθιστα υψηλού ∆G  του τελικού 
GC προάγει τον σχηµατισµό των hairpin δοµών και µπορεί να παράγει διµερή εκκινητών. 

ΠΡΟΣΘΗΚΗ ΣΗΜΕΙΩΝ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ, 
PROMOTERS ΒΑΚΤΗΡΙΟΦΑΓΩΝ & 

ΑΛΛΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ ΣΤΟ 5’ ΑΚΡΟ 
ΤΩΝ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 

 

Χρήσιµες ακολουθίες µη συµπληρωµατικών µε το DNA στόχο συχνά προστίθεται στο 5’ 
άκρο του εκκινητή. Γενικά η παρουσία τέτοιων ακολουθιών δεν επηρεάζει σηµαντικά τη 
τον υβριδισµό του ολιγονουκλεοτιδίου µε το DNA στόχο. Αυτές οι επιπρόσθετες 
ακολουθίες περιλαµβάνουν προαγωγείς βακτηριοφάγων και GC clamps. Οι περιοχές  των 
σηµείων περιορισµού είναι ειδική περίπτωση. Επειδή η αποτελεσµατικότητα της τοµής 
των σηµείων περιορισµού που βρίσκονται στο 5’ άκρο του µορίου είναι φτωχή, ο 
εκκινητής θα πρέπει να επιµηκύνεται µε τουλάχιστον τρία νουκλεοτίδια πέρα από τις 
ακολουθίες αναγνώρισης των ενζύµων περιορισµού. 

ΤΟΠΟΘΕΤΗΣΗ ΘΕΣΕΩΝ ΕΚΚΙΝΗΣΗΣ 

Ανάλογα µε τον σκοπό του πειράµατος, η τοποθέτηση των θέσεων εκκίνησης µπορεί να 
περιορίζεται από την τοποθεσία µεταλλάξεων, θέσεων περιορισµού, µικροδορυφόροι, 
περιοχές κωδικοποίησης, ή αντιδρώντα στοιχεία. Όταν σχεδιάζει κανείς εκκινητές για 
χρήση σε cDNA templates, είναι καλύτερο να µην χρησιµοποιηθούν αντίστροφοι και 
κανονικοί εκκινητές που δεσµεύουν ακολουθίες σε διαφορετικά εξώνια. Αυτό επιτρέπει 
τον πολλαπλασιασµό προϊόντων που προέρχονται από cDNA και contaminating genomic 
DNA, εύκολα διαχωρίζεται. 
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Πίνακας 0. IV 
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Εικόνα 0. IΧ 
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Εικόνα 0 Χ Poster – Παρουσίαση των αποτελεσµάτων στο 3rd European 
Bioremediation Confereence, Chania – Crete – Greece, Ιούλιος 4-7, 2005   
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This sequence type This sequence type 
comprised 44 % of the comprised 44 % of the 

total amount of sequenced total amount of sequenced 
clones and clearly clones and clearly 

indicates strains closely indicates strains closely 
related to related to DietziaDietzia sppspp. to . to 
be predominant in the be predominant in the 
studied ecosystem.studied ecosystem.

PCR 
conditions  
were optimised 
to increase      
amplification               
efficiency and 
specificity

and amplicons
of the expected
435 bp size were
obtained from the
sludge DNA.
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DETECTION BY CULTURE INDEPENDENT METHODS OF A 
PREDOMINATING  Dietzia-LIKE SPECIES AND OF ALKANE 

HYDROXYLASE SEQUENCES SIMILAR TO THE A. 
borkumensis AlkB1 GENE IN A COASTAL PETROLEUM 

WASTE SLUDGE

Nucleic acids 
extracted from a 
petroleum waste 

sludge sampled from 
landfarming sites of 
Motor Oil Hellas in 
Korinthos, Greece, 
were analysed by 

culture independent 
techniques to assess 

the microbial
community structure.

Nucleic acids 
extracted from a 
petroleum waste 

sludge sampled from 
landfarming sites of 
Motor Oil Hellas in 
Korinthos, Greece, 
were analysed by 

culture independent 
techniques to assess 

the microbial
community structure.

AE004581 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB2

AE004685 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AlkB1

AB110226 Alcanivorax borkumensis SK2 AlkB2

98

AJ002316 Acinetobacter sp. ADP1 AlkM

AJ233398 Acinetobacter calcoaceticus EB104 AlkM

AJ297269 Rhodococcus erythropolis NRRL B 16531 AlkB2

BX842582 Mycobacterium tuberculosis H37Rv AlkB

AJ009587 Prauserella rugosa NRRL B 2295 AlkB

67

AJ293306 Burkholderia cepacia RR10 AlkB

AJ009579 Pseudomonas fluorescens CHA0 AlkB

100

98

AJ233397 Pseudomonas putida P1 AlkB

AJ245436 Pseudomonas putida GPo1 AlkB

AJ295164 Alcanivorax borkumensis AP1 AlkB1

AlkR1-15

AlkR1-09

AlkR1-10
AlkR1-12

AlkR1-13

AlkR1-20100

AlkR1-03

AlkR1-01

AlkR1-11

AlkR1-08

AlkR1-07

AlkR1-02

AlkR1-18

AlkR1-16

85

100

99

97

65

100

100

0.05

AJ295164 Alcanivorax borkumensis AP1 AlkB1
AlkR1-08

AlkR1-20

AlkR1-18

AlkR1-01

AlkR1-13

AlkR1-16

AlkR1-03

AlkR1-11

AlkR1-07

AlkR1-02

AlkR1-15

AlkR1-12

AlkR1-09

74

AlkR1-10

53

100

0.01

(0.077)

(0.088)

A PCR clone library of 16S rRNA gene fragments was 
constructed from sludge DNA amplifications. 

Inserts were randomly sequenced to determine the 
phylogenetic composition and abundant taxons. 

The analysis showed a variety of sequences closely 
related to those found in cultured representatives of 

different genera inside the Class γ-Proteobacteria (Orders 
Pseudomonadales and Oceanospirillales), some others 
related to Gram(+) bacteria but only one sequence type 

belonging to Actinobacteria. 

500       510       520       530       540       550   560      
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  TTAGGCATTTCGATGGGTGCAATCAATGGTATTGCAGTGAATACCGCGCATGAATTGAGCCATAAAGCAG 469  
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  CTTGGTATTTCGATGGGTGCCATTAATGGTATTGCAATTAATACAGCCCATGAATTAAGCCATAAACATG 466  
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  CTTGCCTTGTCACTGGGCATCGTGAATGGCCTAGCGCTTAATACAGGCCACGAACTGGGTCACAAAAAAG 433  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  CTTGCCTTGTCACTGGGTATCGTGAACGGACTAGCGCTCAATACAGGACACGAACTCGGTCACAAGAAGG 433  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  CTCGCCCTTTCTCTAGGCATTGTTAATGGCCTGGCACTCAACACAGGCCATGAACTCGGGCATAAAAAAG 448  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  CTGGCGATCAGTATCGGTTGTGTCGCAGGAATCGGGATCAACACCGCACACGAGCTCGGTCACAAGAAGG 493  
BX842582_Mycobacterium_tubercu  GTGGCGCTGTCGGTCGGTGTGCTTGGCGGCGTCGGTATCAACACCGCCCACGAAATGGGGCACAAGAAGG 502  
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  CTGGCGATCACGGTCGGCTGCGTCGGCGGTATCGGCATCAACACCGCCCACGAACTCGGCCACAAGAAGG 469  
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  TTCGCGCTGTCGCTCGGCGCGGCGACCGGCATCTCGATCAACACCGCGCATGAACTCGGGCACAAGACGA 424  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  ACCGTGAT------GGGCGC---------CATCGGCATCACCGTCTCCCACGAACTGATCCACAAGGACC 433  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  ACGGTGAT------GGGAGC---------GGTGGGGATCGTCGTCGCCCATGAGCTGATCCACAAGGACT 433  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  ACCGTAGG------TGGCAT---------TATCGCAATCAATTTGGGGCATGAGTTGATCCACAAAGATC 433  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  ATGGCGATGTCCACTGGCGCGGCCACCGGCATTGCCATCAACATCGCTCATGAGCTGGGGCACAAGAACC 535  
Clustal Consensus                  * ** * * ** ** * ** ** 16 

Primer AlkF 5’ GSNCAYGARYTSRKBCAYAA 3’

920       930       940       950       960       970   980      
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  CGCAAGCTTTTTACGGGATTAGTTTATTTGAGATCATTAATTATATCGAGCATTATGGTCTAAAACGCCA 872  
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  CACAAGCATTTTACGGGATTAGCCTATTCGAAATTATTAACTATATTGAACATTATGGCTTATTGCGCCA 869  
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  TTCAGATGGCTTTCGGGTGGTGGCAGTTAACAAGCGCGAACTACATTGAACACTACGGTTTGCTGCGTGA 836  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  TTCAAATGGCTTTCGGTTGGTGGCAGCTGACCAGTGCGAACTATATTGAACATTACGGCTTGCTCCGTCA 836  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  TTCAAATGGCCTTCGGCTGGTGGCAGCTGACCAGTGCCAATTATATTGAGCACTACGGACTGCTGCGTGA 851  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  TGCAGGCCGTGTTCGGATTCTGTCTGCTCGAAACCGTCAACTACCTCGAACATTACGGACTGAAGCGTCG 896  
BX842582_Mycobacterium_tubercu  TCCAGGCAGTCTTCGGCTTCAGCCTGTTAGAGGCCGTCAACTACCTCGAACACTACGGACTGCTACGGCA 917  
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  TTCAGGCGGTGGTCGGGTTTTCCCTGCTCGAGATCGTCAACTACATGGAGCACTACGGCATGCTGCGGCA 872  
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  TCCAGGCCGTGTACGGCGCGTCGCTGCTCGAAGTCGTGAACTACGTCGAGCACTACGGGCTCGGCCGGCG 827  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  --CAGTCGGTGATGGCCTTCACCCTGCTGGAGATCGTCAACTACGTCGAGCACTACGGCCTGCATCGGCG 836  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  --CAAGCGTTCGTCGCGGTGACCCTGCTGGAGATCATCAACTACGTCGAGCACTACGGCCTGCATCGGCG 836  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  --CAGAGTTTCTTTGCCGCCCTAGCCTTAGAGATCATTAACTACATTGAACACTACGGTTTGCATCGCCG 836  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  TCCAGGGGATCTACGGCTTCTCTCTGCTGGAGGTGGTCAACTACGTCGAGCACTACGGTCTGCTGCGCCA 938  
Clustal Consensus                 ** * * ** ** * ** ** ** ** * ** 84   

Primer AlkR1 3’ TTRATRBARCTYGTRATRCC 5’

1060      1070      1080      1090      1100      1110  1120     
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

AJ002316_Acinetobacter_sp._ADP  ATCGTGACGAATCTGTTTTTATACCAGTTACAACGACATTCAGATCATCACGCTTATCCGACGCGTCCAT 1003 
AJ233398-Acinetobacter-calcoac  GTAGTGACCAACTTATTCTTATATCAGTTACAGCGTCACTCAGATCATCATGCTTATCCAACTCGGCCAT 1000 
AJ233397-Pseudomonas-putida-P1  ATCGTGTCAAATCTGGTTCTGTTTCACCTTCAACGGCACTCTGATCACCACGCGCACCCAACTCGCTCTT 967  
AJ245436-Pseudomonas-putida-GP  ATCGTCTCTAATCTAGTGCTGTTCCACCTTCAGCGGCACTCGGATCACCACGCGCATCCAACACGTTCTT 967  
AJ295164_Alcanivorax-borkumens  GTAATGTCGAACCTCATCCTGTTTCATCTGCAACGTCATTCAGATCACCATGCGCATCCTACAAGATCTT 982  
AJ297269_Rhodococcus_erythropo  ATCTGCACCAACATCTTCCTGTATCACCTCCAGCGTCACAGCGATCATCACGCGAACCCGACGCGTCGTT 1027 
BX842582_Mycobacterium_tubercu  ATCGTCACCAACCTGTTCCTCTACCACCTGCAGCGACACAGCGATCACCACGCCAACCCCACTCGCCGCT 1048 
AJ009587_Prauserella_rugosa_NR  ATCGCCACGAACGTGCTGCTGTACCACCTGCAGCGGCACAGCGATCACCACGCGAACCCGGTGCGCCGCT 1012 
AJ293306-Burkholderia-cepacia_  GTCGTCACGAACCTGTTCCTGTATCAGCTGCAGCGACACGCGGATCATCATGCGAATCCGACGCGCTCGT 958  
AE004581_Pseudomonas-aeruginos  CTCCTGACCAACCTGTTCCTTTTCCACCTGCAGCGCCATTCCGACCACCATGCCTACGCCAAGCGCCGCT 967  
AE004685-Pseudomonas-aeruginos  GTCTTCACCAACCTGGTCCTGTTCCATCTGCAACGGCATTCCGACCATCATGCCTTCGCCAAACGCCCCT 967  
AB110226-Alcanivorax-borkumens  TTGTTAACTAACTTGGCCCTGTTTCAACTACAGCGCCACAGTGACCACCATGCTTACGCCAAGCGTCGTT 967  
AJ009579-Pseudomonas-fluoresce  ATCGTCACCAACATCTTCCTGTTCCAGTTGCAGCGCCACTCCGACCACCACGCCAACCCGACCCGTGCGT 1069 
Clustal Consensus                * * ** * * * ** * ** ** ** ** ** ** ** * * * 125  

Primer AlkR2 3’ GTYGCNGTRWSNCTRGTRGTRCG 5’

In order to determine the sequence composition of a 
functional gene family crucial for hydrocarbon 

degradation in this sludge, a new degenerate primer 
set was developed aiming to detect members of the 
integral membrane alkane hydroxylase gene family.

The primer set was designed based on a multi-
alignment of 13 complete coding DNA sequences of 

different variants of integral membrane alkane
hydroxylase genes reported in the databases.

Sequencing of a PCR 
clone library constructed with
this 435 bp size amplicon
proved that this primer set 
was amplifying specifically

gene fragments similar to alkane
hydroxylase genes.

1st step
94 0C - 4’
2nd step

35 cycles
94 0C - 45’’, 
45.1 0C - 45’’

72 0C - 1’
3rd step

72 0C - 8’ 
Preservation at 4 0C

In the environment under study, In the environment under study, 
polymorphic variants closely related to polymorphic variants closely related to 

the AlkB1 gene recently observed in the AlkB1 gene recently observed in 
the the hydrocarbonoclastichydrocarbonoclastic bacterium bacterium 

AlcanivoraxAlcanivorax borkumensisborkumensis SK2 SK2 
were found, suggesting were found, suggesting 
its possible implication its possible implication 

in the already documented in the already documented 
alkanealkane biodegradation biodegradation 

in the coastal in the coastal landfarminglandfarming
bioremediation process.bioremediation process.

Acknowledements:
Programme of Scientific and Technology 
Cooperation (WTZ) of the International 
Office of the German for Education and 
Research (BMBF) (Project GRC 01/066)

European Commission to Biotool Project 
Cons. (Contract No. 003998 – GOCE)


