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Σύντοµη περιγραφή (ΤΠΕ):  Στο παραδοτέο αυτό διερευνήθηκε η χρήση αυτόχθονων προβιοτικών, 
βακτηριακών στελεχών τα οποία είχαν αποµονωθεί από τη µονάδα υδατοκαλλιέργειας όπου και 
χρησιµοποιήθηκαν, δηλαδή από τον ιχθυογεννητικό σταθµό της Γαλαξίδι Θαλάσσιες Καλλιέργειες Α.Ε. Τα 
στελέχη ταυτοποιήθηκαν µέσω αλληλούχισης του 16 S rDNA, ελέγχθηκε η δράση τους in vitro ενάντια σε 
παθογόνα και η in vivo δράση τους. O τρόπος επίδρασης της µικροχλωρίδας της ζωντανής τροφής στις 
δεξαµενές εκτροφής των ιχθυονυµφών που επιλέχθηκε ήταν µέσω εµβολιασµού των προβιοτικών αυτών σε 
ειδικά βιολογικά φίλτρα µε κεραµικούς κυλίνδρους που τοποθετήθηκαν στις δεξαµενές εκτροφής. Με αυτό 
τον τρόπο επηρεάζεται η µικροχλωρίδα του νερού και επειδή οι οργανισµοί της ζωντανής τροφής (τροχόζωα 
και Artemia) διηθούν το νερό, επηρεάζεται έµµεσα και η µικροχλωρίδα της ζωντανής τροφής.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Τα βακτήρια του γένους Phaeobacter και Ruegeria ανήκουν στην οικογένεια των Rhodobacteraceae, είναι 
Gram αρνητικά βακτήρια όπως όλα τα Proteobacteria και ευρέως κατανέµονται στο θαλάσσιο περιβάλλον. 
Διαφορετικά στελέχη του γένους Phaeobacter αποικούν διαφορετικούς οικολογικούς θώκους  (niches) σε 
έναν ιχθυογεννητικό σταθµό καλκανιού στη Δανία (Porsby et. al. 2008). Παρόλο που εντοπίζονται και ως 
µεµονωµένα κύτταρα ελεύθερα στο νερό, τις περισσότερες φορές βρίσκονται συσσωρευµένα σχηµατίζοντας 
βιοϋµένιο (biofilm) τόσο σε αβιοτικές (π.χ στους τοίχους των δεξαµενών εκτροφής) όσο και σε βιοτικές (π.χ 
σε µακροφύκη) επιφάνειες (Sonnenschein et al., 2021, Makridis et al., 2021). Τα διάφορα είδη Phaeobacter 
spp. καθώς και αρκετά άλλα είδη της οικογένειας Rhodobacteraceae, χρησιµοποιούνται ως προβιοτικά σε 
θαλάσσιες υδατοκαλλιέργειες λόγω της παρεµποδιστικής δράσης τους έναντι παθογόνων βακτηρίων. Η 
δράση τους αυτή οφείλεται στην ικανότητα τους να παράγουν µια ουσία µε αντιµικροβιακή δράση, το 
διθειοτροπικό οξύ (Tropo Dithietic Acid, TDA) αλλά και µε αντικαρκινική δράση (Wilson et al., 2016). Η 
ουσία αυτή, που γενικά χρησιµοποιείται ως βακτηριοκτόνο αντιβιοτικό, είναι ιδιαίτερα δραστική έναντι 
πολλών αρνητικών και θετικών κατά Gram παθογόνων βακτηρίων των ιχθύων και του ανθρώπου (Dittmann 
et al., 2020). Μάλιστα φαίνεται να έχει και σηµαντικό ρόλο στην ικανότητα των βακτηρίων να αποικίζουν 
και να δηµιουργούν συµβιωτικές σχέσεις µε µικροφύκη, παρέχοντάς τους προστασία από παθογόνους 
µικροοργανισµούς του περιβάλλοντος (Berger et al., 2011). Τα Phaeobacter spp. παράγουν TDA και τη 
χαρακτηριστική κίτρινο-καφέ χρωστική καθώς δείχνουν και ανταγωνιστική δράση έναντι του V. 
αnguillarum, όπως επίσης και η Ruegeria  spp. εµφανίζει τα τρία αυτά φαινοτυπικά χαρακτηριστικά σε 
ακίνητες συνθήκες (Porsby et. al. 2008).  

Η ανταλλαγή νερού και τα βιοφίλτρα είναι παραδοσιακοί µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο των 
τοξικών µεταβολιτών στην ιχθυοκαλλιέργεια (Jahangiri and Esteban, 2018). Μελέτες προσανατολίζονται 
προς τη χρήση προβιοτικών στη διαχείριση της ποιότητας του νερού εκτροφής. Οι María J. Prol-García & 
José Pintado (2013) µελετώντας την επίδραση του σχηµατιζόµενου βιοϋµενίου (biofilm) του στελέχους 
Phaeobacter 27-4 σε κεραµικούς κυλίνδρους, στην παρεµπόδιση της δράσης του Vibrio anguillarum σε 
ιχθυονύµφες καλκανιού, διαπίστωσαν ότι βελτιώθηκε η επιβίωση των λαρβών και η ποιότητα του νερού 
εκτροφής, µε µείωση της θολερότητας και περιορίστηκε και η συγκέντρωση των Vibrionaceae. Επίσης 
στελέχη του γένους Ruegeria spp. βρέθηκαν ως από τα πιο άφθονα αποµονωθέντα βακτηριακά στελέχη από 
τα βιολογικά φίλτρα και το νερό εκτροφής σε συστήµατα ανακύκλωσης νερού ιχθυοκαλλιέργειας (Michaud 
I., et.al., 2009). Οι Makridis et.al. (2005), αξιολογώντας την in vivo επίδραση των βακτηριακών στελεχών 
Roseobacter sp. και Ruergeria sp., µεταξύ άλλων, ως υποψήφια προβιοτικά σε γονιµοποιηµένα αυγά 
τσιπούρας (Sparus aurata), αποµονωµένα από ζωντανή τροφή, έδειξαν τη βελτιωµένη σηµαντικά επιβίωση 
των λαρβών, όταν προστέθηκαν στο νερό εκτροφής σε σχέση µε τα γονιµοποιηµένα αυγά που 
εκκολάφθηκαν και αναπτύχθηκαν σε σκέτο φιλτραρισµένο θαλασσινό νερό. 

Τα βακτήρια Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp., και Ruegeria sp., αποµονώθηκαν από τον 
ιχθυογεννητικό σταθµό του Γαλαξιδίου από οµογενοποιηµένες λάρβες, µέσω της αντιµικροβιακής τους 
δράσης σε τρία στελέχη του γένους Vibrio και το στέλεχος Aeromonas veronii. Σε in vivo δοκιµή 
δοκιµάστηκε η µη παθογένειά τους σε αυγά φαγκριού, προκειµένου να χρησιµοποιηθούν µε ασφάλεια σε 
πείραµα µεγάλης κλίµακας σε ιχθυογεννητικό σταθµό. 

Στόχος της παρούσας έρευνας ήταν να µελετηθεί η επίδραση της χρήσης µίγµατος των αυτόχθονων 
προβιοτικών Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp., και Ruegeria sp., σε βιολογικά φίλτρα στις 
δεξαµενές εκτροφής ιχθυονυµφών πρώτων ηµερών µαγιάτικου (Seriola dumerili)., µετά την εκκόλαψη, ως 
προς την αναπτυξιακή συµπεριφορά των ιχθυονυµφών και ως προς το συνολικό βακτηριακό τους φορτίο και 
το βακτηριακό φορτίο των δυνητικά Vibrionaceae.. Επίσης δείγµατα οµογενοποιηµένων ιχθυονυµφών, 
νερού εκτροφής και βιοϋµενίου (biofilm) από τα τοιχώµατα δεξαµενών, ελήφθησαν ώστε να µελετηθεί το 
µικροβίωµα µε ανάλυση NGS. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Προετοιµασία µίγµατος αυτόχθονων προβιοτικών Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp., 

και Ruegeria sp.  

Τα βακτηριακά στελέχη Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp. και Ruegeria sp. αναπτύχθηκαν σε 
Marine Broth (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Οι στοκ καλλιέργειες διατηρούνταν υπό κατάψυξη (-
80°C), σε MicrobankΤΜ πορώδη πλαστικά σφαιρίδια (beads) και αναγεννήθηκαν ξεχωριστά σε 4,5 mL 
Marine Broth. Η κάθε προ-καλλιέργεια επωάστηκε στους 20οC για τρεις ηµέρες στο σκοτάδι και στατικές 
συνθήκες, µετά την οποία, 0,5 mL από την προ-καλλιέργεια χρησιµοποιήθηκαν για εµβολιασµό 
καλλιέργειας 50 mL Marine Broth. 4 mL από την κάθε καλλιέργεια διανεµήθηκαν σε συνολικά 36 (3 
στελέχη x 12 δοκιµαστικοί σωλήνες/στέλεχος) αποστειρωµένους δοκιµαστικούς σωλήνες σε ασηπτικές 
συνθήκες, για να συλλεχθούν δείγµατα στις χρονικές στιγµές 0, 24, 48 και 96 ώρες µετά τον εµβολιασµό εις 
τριπλούν. Για να ποσοτικοποιηθούν τα colony-forming units (CFUs) σε κάθε χρονική στιγµή, µε τη µέθοδο 
των διαδοχικών δεκαδικών αραιώσεων στρώθηκαν δείγµατα από κάθε καλλιέργεια σε τρυβλία µε Marine 
agar, όπου επωάστηκαν στους 20οC για τρεις ηµέρες, πριν την καταµέτρηση των αποικιών ενώ παράλληλα 
γινόταν µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD) στα 600 nm των τριών αντιγράφων. 

Η προοπτική χρήσης βακτηριακών στελεχών ως προβιοτικά απαιτεί προφανώς ότι αυτά δεν είναι παθογόνοι 
µικροοργανισµοί. Η επίδραση των τεσσάρων βακτηριακών στελεχών Rhodobacter sp., Phaeobacter 
gallenciencis, Phaeobacter sp. και Ruegeria sp., για πιθανή παθογένεια, αποµονωµένων από τον 
ιχθυογεννητικό σταθµό του Γαλαξιδίου, αξιολογήθηκε σε µικρής κλίµακας πείραµα ως προς την 
εκκολαψιµότητα γονιµοποιηµένων αυγών φαγκριού (Pagrus major). Γονιµοποιηµένα αυγά φαγκριού 
αποκτήθηκαν από τον ιχθυογεννητικό σταθµό της Γαλαξίδι Θαλάσσιες Καλλιέργειες Α.Ε. Τα αυγά 
ξεπλύθηκαν µε διηθηµένο αποστειρωµένο θαλασσινό νερό και µεταφέρθηκαν σε πλάκες καλλιέργειας 
κυττάρων 24-θέσεων Thermo Scientific™ και δύο πλάκες χρησιµοποιήθηκαν για τον έλεγχο κάθε 
βακτηριακού στελέχους. Τα βακτηριακά κύτταρα συγκέντρωσης 108/mL υγρής καλλιέργειας Marine Agar, 
αραιώθηκαν σε διηθηµένο αποστειρωµένο θαλασσινό νερό σε τελική συγκέντρωση 106/mL και 
τοποθετήθηκαν για προσαρµογή σε επωαστήρα µέσης θερµοκρασίας 17,8οC για 30 λεπτά πριν τη 
χρησιµοποίησή τους. Ένα αυγό τοποθετήθηκε σε κάθε θέση της πλάκας µε 1 ml της αραιωµένης 
βακτηριακής καλλιέργειας. Τρεις πλάκες µε αποστειρωµένο διηθηµένο θαλασσινό νερό χρησιµοποιήθηκαν 
ως οµάδες ελέγχου και η διαδικασία έγινε εις τριπλούν για κάθε βακτηριακό στέλεχος. Η επώαση των αυγών 
έγινε στους 17,8οC στο σκοτάδι. Νεκρά αυγά ή ιχθυονύµφες αποµακρύνονταν από τις πλάκες και η 
εκκολαψιµότητα µετρήθηκε στις 48h. Η εκκολαψιµότητα θεωρήθηκε πετυχηµένη, όταν παρατηρούνταν 
ζωντανές ιχθυονύµφες. 

Τρία βακτηριακά στελέχη (Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp. και Ruegeria sp.) που 
αποµονώθηκαν στον ιχθυογεννητικό σταθµό της εταιρείας Γαλαξίδι Θαλάσσιες Καλλιέργειες Α.Ε., 
προετοιµάστηκαν κατάλληλα ώστε να εµβολιασθούν τα βιολογικά φίλτρα των δεξαµενών νυµφικών 
εκτροφών. Αρχικά τα στελέχη εµβολιάστηκαν, σε 5 mL αποστειρωµένο υγρό θρεπτικό µέσο, Marine Broth 
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) και επωάστηκαν για επτά ηµέρες στο σκοτάδι στους 22οC, ώστε να 
αναπτυχθεί και να αποκτήσει η υγρή καλλιέργεια το χαρακτηριστικό καφέ χρώµα. Κατόπιν, τα στελέχη 
εµβολιάστηκαν σε συγκέντρωση 108-109  CFU/mL, σε κωνικές φιάλες των 2 L µε αποστειρωµένο υγρό 
θρεπτικό µέσο, Marine Broth, στο σκοτάδι και στους 22οC, για µία εβδοµάδα.  

 Πέντε kg κεραµικοί πορώδεις κύλινδροι (Premium Filter Material) από φυσικό χαλαζίτη αφού 
τοποθετήθηκαν σε τέσσερα γυάλινα ποτήρια ζέσεως των 5 L, αποστειρώθηκαν στον κλίβανο υγρής 
αποστείρωσης στους 121οC για 20 min. Κατόπιν, οι υγρές καλλιέργειες των προβιοτικών φυγοκεντρήθηκαν 
στα 12.000 g για 10 min στους 18oC, ώστε να αποµακρυνθεί το υγρό µέσο καλλιέργειας και να µείνουν µόνο 
τα βακτηριακά κύτταρα, έγινε ισοκατανοµή τους και µε την προσθήκη αποστειρωµένου διηθηµένου 
θαλασσινού νερού, µεταφέρθηκαν σε τρία γυάλινα ποτήρια ζέσεως των 5 L και αναµείχθηκαν µε τους 
κεραµικούς κυλίνδρους Τα ποτήρια καλύφθηκαν µε αλουµινόχαρτο και τοποθετήθηκαν σε σκοτάδι στους 
22οC για µία εβδοµάδα. 
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Κατόπιν οι κύλινδροι ξεπλύθηκαν µε θαλασσινό νερό, µεταφέρθηκαν σε τρία πλαστικά δοχεία των 10 L και 
µεταφέρθηκαν στον ιχθυογεννητικό σταθµό της εταιρείας Γαλαξίδι Θαλάσσιες Καλλιέργειες Α.Ε. Τα δοχεία 
καλύφθηκαν µε δίχτυ µεγέθους 350 µm, προκειµένου να αποφευχθεί η είσοδος και παγίδευση των 
ιχθυονυµφών στα δοχεία. 

Σε αυτά τα απλά βιολογικά φίλτρα που κατασκευάσθηκαν µε αυτό τον τρόπο προστέθηκε αερισµός µε µια 
πέτρα αέρα, ώστε να υπάρχει οξυγόνωση των κυλίνδρων και των µικροβιακών κοινοτήτων των προβιοτικών 
στελεχών που είχαν αποικίσει τους κεραµικούς κυλίνδρους και επιπλέον να δηµιουργείται ένα συνεχές 
ρεύµα προς τη στήλη του νερού µέσα στη δεξαµενή. Με αυτόν τον τρόπο µεταφέρονταν κύτταρα των 
προβιοτικών στελεχών σε όλη τη δεξαµενή. Από τη στήλη του νερού µεταφέρονται τα κύτταρα των 
προβιοτικών βακτηρίων στους οργανισµούς της ζωντανής τροφής και κατόπιν στις ιχθυονύµφες µέσω της 
ζωντανής τροφής. Επίσης µεταφέρονται απευθείας στις ιχθυονύµφες που πίνουν θαλασσινό νερό για λόγους 
ωσµορύθµισης (Makridis et al., 2000).  

2.2. Νυµφικές καλλιέργειες 

Σε έξι δεξαµενές των 2,8 m3 τοποθετήθηκαν περίπου 250 γραµµάρια αυγών µαγιάτικου (Seriola dumerili). 
Σε δύο δεξαµενές (Λ16 και Λ18) τοποθετήθηκαν πλαστικά δοχεία µε κεραµικούς κυλίνδρους που είχαν 
επωαστεί µε καλλιέργειες των προβιοτικών βακτηρίων Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp., και 
Ruegeria sp. ενώ άλλες δύο δεξαµενές χρησιµοποιήθηκαν σαν οµάδα ελέγχου (Λ15 και Λ17). Στις εκτροφές 
χρησιµοποιήθηκε συντηρηµένο φυτοπλαγκτόν. 

Σύµφωνα µε το διατροφικό πρωτόκολλο οι ιχθυονύµφες τράφηκαν µε τροχόζωα από 3 µέχρι 24 ηµέρες µετά 
την εκκόλαψη (ΗΜΕ), µικρή ανεµπλούτιστη Artemia (ΑF) από 12 έως 23 ΗΜΕ, εµπλουτισµένη Artemia 
(EG) από 18 ΗΜΕ και ξηρά τροφή από 18 ΗΜΕ. Προστέθηκαν επίσης συντηρηµένα µικροφύκη. H 
θερµοκρασία κυµάνθηκε από 22 έως 27οC, το pH από 7,7 έως 8,4, και ο κορεσµός του οξυγόνου από 85% 
έως 140%. 

 

2.3. Δειγµατοληψίες ιχθυονυµφών και νερού, και βιοϋµενίου (biofilm) από τα τοιχώµατα των 

δεξαµενών, από τις νυµφικές εκτροφές 

Οι δειγµατοληψίες από τις νυµφικές εκτροφές µαγιάτικου του 2021, είχαν ως αρχικό στόχο τον υπολογισµό 
του συνολικού µικροβιακού φορτίου και του φορτίου βακτηριακών στελεχών της οικογένειας των Vibrio 
των ιχθυονυµφών µαγιάτικου, µέσω του υπολογισµού του αριθµού των βακτηρίων (CFU/mL). Οι 
δειγµατοληψίες έλαβαν χώρα στις 2, 11, 16, και 23 HME.  

Από κάθε δεξαµενή εκτροφής, ελήφθησαν, τρεις ιχθυονύµφες την 2 HME εις διπλούν και τρεις 
µεµονωµένες ιχθυονύµφες τις υπόλοιπες ηµέρες δειγµατοληψίας, οι οποίες αρχικά οµογενοποιήθηκαν σε 0,5 
mL αποστειρωµένο διηθηµένο θαλασσινό νερό, σε γυάλινο οµογενοποιητή χειρός. Κατόπιν, σε κάθε δείγµα 
στρώθηκαν σε τρυβλία µε Marine agar (Difco Laboratories, USA) µετά από διαδοχικές αραιώσεις. Το 
υπόλοιπο δείγµα των οµογενοποιηµένων ιχθυονυµφών καταψύχθηκε σε φιάλη υγρού αζώτου µέχρι να 
µεταφερθούν σε καταψύκτη -80οC, ώστε να γίνει εξαγωγή DNA και να αναλυθεί το µικροβίωµά τους.  
Δείγµατα επίσης από κάθε οµογενοποιηµένη νύµφη των ηµερών δειγµατοληψίας 2, 11, 16,και 23 HME, 
στρώθηκαν σε τρυβλία µε θρεπτικό µέσο TCBS (Thiosulfate citrate bile salts sucrose Agar). Τα τρυβλία 
τοποθετήθηκαν σε σκοτεινό µέρος και σε θερµοκρασία περίπου 20oC για επώαση. 

Η καταγραφή του αριθµού των βακτηριακών αποικιών στα τρυβλία έγινε την επόµενη, µεθεπόµενη και την 
έβδοµη ηµέρα της επώασης. 

Περίπου 120 ml δείγµα νερού συλλέχθηκε, στα ίδια χρονικά σηµεία µε τις δειγµατοληψίες λαρβών, από 
κάθε δεξαµενή νυµφικής εκτροφής µε µία σύριγγα, φιλτραρίστηκε µέσω Sterivex φίλτρου (0,22 µm) και 
αποθηκεύτηκε µε διάλυµα 1 ml DNA/RNA Shield Stabilization Solution στους -20oC, έως ότου 
πραγµατοποιηθεί η εξαγωγή DNA και αποσταλούν τα δείγµατα για ανάλυση NGS, για τη µελέτη της 
επίδρασης των αυτόχθονων προβιοτικών στο µικροβίωµα του νερού των νυµφικών εκτροφών.  
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Για την αντίστοιχη µελέτη του βιοϋµενίου (biofilm) των τοιχωµάτων των δεξαµενών νυµφικών εκτροφών, 
δείγµα από το σχηµατισθέν βιοϋµένιο ελήφθη µε τη χρήση µίας µπατονέτας, η οποία τοποθετήθηκε µε 
DNA/RNA lysis solution σε ZR BashingBead Lysis Tube (0.1-0.5mm) της ZymoBIOMICS DNA Miniprep 
kit. Τα δείγµατα αποθηκεύτηκαν στους -20oC έως ότου πραγµατοποιηθεί η εξαγωγή DNA και αποσταλούν 
τα δείγµατα για ανάλυση NGS. 

 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Ανάπτυξη  

Το µήκος των ιχθυονυµφών ήταν λίγο µικρότερο από το µήκος των ιχθυονυµφών ίδιας ηλικίας στις 
εκτροφές του 2019 (µε και δίχως κωπήποδα) ενώ ήταν µεγαλύτερο από το µήκος των ιχθυονυµφών στο 
πείραµα του 2020 (Εικόνα 1).  

 

 

Εικόνα 1. Μήκος ιχθυονυµφών στις δεξαµενές (Λ15, Λ16, Λ17 και Λ18). Στις δεξαµενές Λ16 και Λ18 
είχαν προστεθεί προβιοτικά.  

 

 

Γενικότερα, η ποιότητα του γόνου δεν ήταν καλή και άσχετα µε το χειρισµό και αυτό επιβεβαιώνεται και 
από το γεγονός ότι µια δεξαµενή µε προβιοτικά (Λ14) παρουσίασε ολική θνησιµότητα µετά την ηµέρα 15 
µετά την εκκόλαψη, και για αυτό δεν εµφανίζονται καθόλου τα αποτελέσµατα µέτρησης του µήκους από 
εκείνο το χρονικό σηµείο και µετά. Οι ηµέρες που κρατήθηκαν οι δεξαµενές δίνει ένα µέτρο της επιβίωσης 
στους δυο χειρισµούς. Οι δεξαµενές µε προβιοτικά Λ16, Λ18 είχαν λοιπόν ψάρια µέχρι την ηµέρα 15 και 23 
αντίστοιχα, ενώ οι δεξαµενές της οµάδας ελέγχου Λ15 και Λ17 είχαν ψάρια µέχρι την ηµέρα 23, και 29 
αντίστοιχα.  
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3.2 Ποσοτικοποίηση βακτηριακών προβιοτικών στελεχών Rhodobacter sp., Phaeobacter gallenciencis, 

Phaeobacter sp. και Ruegeria sp. 

Κοιτάζοντας τις καµπύλες ανάπτυξης των προβιοτικών στελεχών σε Marine Broth όπως προέκυψαν από το 
µέτρηµα των καλλιεργειών τους στα τρυβλία (Εικόνα 2), παρατηρείται κορύφωση σε χρόνο 48 ώρες, µετά 
από την οποία η συγκέντρωση log (βακτήρια/ml) παραµένει σχετικά σταθερή σε επίπεδα της τάξης των 108 
και για τα 4 προβιοτικά στελέχη. Πιθανά το χρονικό διάστηµα µεταξύ 48 και 96 ωρών αποτελεί την φάση 
στασιµότητας στην καµπύλη ανάπτυξης των βακτηριακών στελεχών.  

 

 
Εικόνα 2. Καµπύλες ανάπτυξης των βακηριίων όπως αυτές προκύπτουν από τη µέτρηση των αποικιών σε 
τρυβλία.  

Οι καµπύλες της οπτικής απορρόφησης των καλλιεργειών των προβιοτικών στελεχών αποκαλύπτουν µία 
κορύφωση µεταξύ των ωρών 48 και 96 (Εικόνα 3). Οι καµπύλες δείχνουν µια παρόµοια τάση µε τη 
συγκέντρωση Log (βακτήρια/ml) των αποµονωθέντων αυτόχθονων και χρησιµοποιηµένων ως προβιοτικά 
βακτηριακών στελεχών, Rhodobacter sp., Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter sp. και Ruegeria sp. 
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Εικόνα 3. Οπτική απορρόφηση (OD 600) των προβιοτικών σε συνάρτηση µε το χρόνο. 

 

 

3.3 Επίδραση των προβιοτικών σε γονιµοποιηµένα αυγά φαγκριού 
 

Το ποσοστό εκκολαψιµότητας διέφερε µεταξύ της δοκιµασίας ελέγχου και των δοκιµασιών µε τη χρήση 
προβιοτικού, αποδεικνύοντας ότι η προσθήκη των βακτηριακών στελεχών στις θήκες είχε επίδραση στο 
ρυθµό εκκολαψιµότητας των γονιµοποιηµένων αυγών φαγκριού (Pagrus major) (Εικόνα 4). Συγκεκριµένα 
η δοκιµασία ελέγχου κατέδειξε ποσοστό εκκολαψιµότητας 16,91±4,31 S.E.. Από την εφαρµογή των 
τεσσάρων προβιοτικών, τo χαµηλότερο ποσοστό εκκολαψιµότητας παρουσίασε το βακτηριακό στέλεχος 
Rhodobacter sp., µε µέση τιµή 48,66±3,03 S.E.. Τα προβιοτικά στελέχη των γενών Phaeobacter 
gallenciencis, Phaeobacter sp. και Ruegeria sp. είχαν σηµαντική επίδραση στην εκκολαψιµότητα µε µέσες 
τιµές της τάξης 65,41±6,22 S.E., 68,74±3,51 S.E. και 70,41±3,32 S.E.,αντίστοιχα. Στατιστικά σηµαντική η 
επίδραση των προβιοτικών στην εκκολαψιµότητα των γονιµοποιηµένων αυγών φαγκριού (ANOVA 
F=28,06, p= 2,05E-05) µε τις δοκιµασίες να διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους, όπως παρουσιάζεται στον 
Πίνακα 1. 

 

Πίνακας 1. Οι t-τιµές (πλάγια γράµµατα) και p- τιµές της δοκιµής Tukey’s (Post-hoc pairwise comparisons) 
για την ανίχνευση στατιστικά σηµαντικών διαφορών της επίδρασης των προβιοτικών στελεχών στα ποσοστά 
της εκκολαψιµότητας γονιµοποιηµένων αυγών φαγκριού. Οι σηµαντικές συγκρίσεις έχουν σηµανθεί µε 
αστερίσκο. 

 

Ελέγχου Rhodobacter sp. 
Phaeobacter 
gallenciencis Phaeobacter sp. Ruegeria sp. 

Ελέγχου 

 

0,002517* 8,18E-05* 4,57E-05* 3,45E-05* 

Rhodobacter sp.    7,483 

 

0,1079 0,04592* 0,02981* 

Phaeobacter 
gallenciencis    11,43 3,947 

 

0,9788 0,9141 

Phaeobacter sp.    12,22 4,732 0,7849 

 

0,9984 

Ruegeria sp.    12,61 5,125 1,178 0,3936 
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Εικόνα 4. Ποσοστό εκκολαψιµότητας αυγών φαγκριού (Pagrus major) µε την προσθήκη διαφορετικών 
βακτηριακών στελεχών. 

 

 

3.4 Μελέτη της επίδρασης µίγµατος αυτόχθονων προβιοτικών Phaeobacter gallenciencis, Phaeobacter 
sp., και Ruegeria sp. στο µικροβιακό φορτίο των ιχθυονυµφών  

 

Στις Eικόνες 5 και 6 η µικροβιακή χλωρίδα των οµογενοποιηµένων ιχθυονυµφών µαγιάτικου ηλικίας 2 
ηµερών εµφάνισε την ελάχιστη τιµή της, ενώ στο εκλεκτικό υπόστρωµα (TCBS) δεν ανιχνεύθηκαν Vibrio 
spp. και για τα δύο διαχειριστικά καθεστώτα εκτροφής. Την 2ΗΜΕ δεν έχει ξεκινήσει η διατροφή των 
ιχθυονυµφών. Στις επόµενες δειγµατοληψίες (11 ΗΜΕ & 16 ΗΜΕ) η µικροβιακή χλωρίδα αυξήθηκε 
ραγδαία, καθώς οι νύµφες έχουν ξεκινήσει να τρέφονται µε Rotifer και οι απεκκρίσεις των ψαριών πιθανά 
αυξάνουν το οργανικό φορτίο του νερού των δεξαµενών εκτροφών. Η οργανική ύλη, όπως είναι γνωστό 
αποτελεί το θρεπτικό υπόστρωµα για την ανάπτυξη ετερότροφων µικροοργανισµών, όπως είναι τα 
βακτήρια. Η µέγιστη τιµή της παρατηρήθηκε την 11η ηµέρα για τις δεξαµενές µε τα προβιοτικά ενώ για τις 
δεξαµενές ελέγχου έφτασαν τα επίπεδα των 104 CFU βακτηρίων/ ιχθυονύµφη και διατηρήθηκαν σε αυτά 
έως τη λήξη της εκτροφής. Η δεξαµενή Λ16 κατέρρευσε πριν την 23η ΗΜΕ. Tα δεδοµένα από τη δεξαµενή 
Λ18 µε τα προβιοτικά έδειξε ότι η µικροβιακή χλωρίδα, µετά τη µέγιστη της τιµή την 11η ηµέρα, αρχίζει µία 
σταδιακή µείωση φτάνοντας την 23η ΗΜΕ στις τάξεις των 103 CFU βακτήρια/ ιχθυονύµφη. Στατιστικά, δεν 
υπήρξε σηµαντική διαφορά στο φορτίο της µικροβιακής χλωρίδας των ιχθυονυµφών που εκτράφηκαν 
παρουσία ή µη βιολογικού φίλτρου στις δεξαµενές εκτροφής (ONE WAY ANOVA, p=0,61>0,05). 
Σηµαντική στατιστικά διαφορά στο φορτίο της µικροβιακής χλωρίδας των ιχθυονυµφών υπήρξε µεταξύ των 
ηµερών δειγµατοληψίας και συγκεκριµένα η 2η ΗΜΕ µε την 11η και 16η ΗΜΕ (Mann Whitney pairwise 
p=0.03<0.05). 
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Εικόνα 5. Ολική µικροβιακή χλωρίδα σε ιχθυονύµφες µαγιάτικου σε Marine Agar ανάλογα µε την ηλικία 
και την παρουσία ή µη, βιολογικού φίλτρου. Λ15, Λ17: δεξαµενές ελέγχου, Λ16, Λ18: δεξαµενές παρουσία 
βιολογικού φίλτρου. 

 
 
Η πειραµατική µεταχείριση µε τη χρήση µίγµατος αυτόχθονων προβιοτικών, µε τη µορφή βιολογικών 
φίλτρων στις δεξαµενές εκτροφής λαρβών µαγιάτικου, ελέγχθηκε και ως προς την επίδρασή της στο φορτίο 
της µικροβιακής χλωρίδας των λαρβών σε βακτήρια του γένους Vibrionaceae (Εικόνα 6). Τα αποτελέσµατα 
για τις δεξαµενές ελέγχου (Λ15 & Λ17) έδειξε ότι η συγκέντρωση της µικροβιακής χλωρίδας σε βακτήρια 
του γένους Vibrionaceae εµφανίζει συνεχή αυξητική τάση από την 2ΗΜΕ έως την 23 ΗΜΕ, ξεκινώντας από 
επίπεδα της τάξης του 102 και φτάνοντας στα 103. Οι ιχθυονύµφες µε την παρουσία του βιολογικού φίλτρου 
στη δεξαµενή (Λ16 & Λ18) εκτροφής τους, εµφάνισαν σταθερό βακτηριακό φορτίο σε Vibrionaceae της 
τάξης των δεκάδων για τις ηµέρες 11 και 16 µετά την εκκόλαψη, ενώ υπάρχει µία αύξησή του οριακά πάνω 
από την τάξη του 102, την 23 ΗΜΕ. Στατιστικά, για την ηµέρα 11 δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά µεταξύ 
των δύο χειρισµών (ONE WAY ANOVA, p=0,17) αν και η δοκιµή Dunn’s post hoc δείχνει µία σηµαντική 
διαφορά µεταξύ των δύο χειρισµών των δεξαµενών Λ17 (ελέγχου) και Λ16 (µε προβιοτικά), όπου p=0,027. 
Για την 11 ΗΜΕ υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των δύο δεξαµενών ελέγχου (Λ15 και Λ17) 
και µε τις δύο δεξαµενές προβιοτικών ως προς το βακτηριακό φορτίο των δυνητικά Vibrionaceae των 
λαρβών (p=0,00026) όπως επίσης και για την 23 ΗΜΕ. (p=0,00081).  
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Εικόνα 6. Μικροβιακή χλωρίδα δυνητικών Vibrionaceae σε ιχθυονύµφες µαγιάτικου σε TCBS Agar 
ανάλογα µε την ηλικία και την παρουσία ή µη, βιολογικού φίλτρου. Λ15, Λ17: δεξαµενές ελέγχου, Λ16, 
Λ18: δεξαµενές παρουσία βιολογικού φίλτρου. 

 

 

Στην περίπτωση των ιχθυονυµφών (Εικόνα 5) παρατηρήθηκε µια αυξητική τάση του συνολικού 
βακτηριακού φορτίου έως την 11 ΗΜΕ και για τις δύο οµάδες (ελέγχου και προβιοτικών). Ταυτόχρονα, το 
µικροβιακό φορτίο στην οµάδα ελέγχου ήταν γενικά υψηλότερο από την οµάδα των προβιοτικών στα 
περισσότερα σηµεία της δειγµατοληψίας, µε συνεχή αυξητική τάση από την 2 ΗΜΕ έως την 23 ΗΜΕ. Για 
την οµάδα των προβιοτικών από την 11 ΗΜΕ και µετά, το συνολικό CFU/ιχθυονύµφη εµφανίζει 
αξιοσηµείωτη πτώση µε αποκορύφωµα την 23 ΗΜΕ, µε τιµή της τάξης των 2x103.  

Στην περίπτωση πάλι των δυνητικών βακτηρίων Vibrio, σε τρία από τα τέσσερα σηµεία όπου µετρήθηκε η 
παράµετρος αυτή, παρατηρήθηκε υψηλότερη συγκέντρωση δυνητικών βακτηρίων Vibrio στην οµάδα 
ελέγχου και συγκεκριµένα η οµάδα των προβιοτικών παρουσίασε κατά µέσο όρο 77% µικρότερη 
συγκέντρωση για την 11ΗΜΕ, 90% για την 16ΗΜΕ και 83% για την 23ΗΜΕ, αντίστοιχα.(Εικόνα 6).  

Η προσθήκη αυτόχθονων προβιοτικών της οµάδας των Rhodobacteraceae, τα οποία µε βάση πολλές 
δηµοσιευµένες εργασίες περιορίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων της οµάδας Vibrio, και στην περίπτωση 
του πειράµατος που έγινε στο ιχθυογεννητικό του Γαλαξιδίου φάνηκε να περιορίζει τα Vibrio. Η προσθήκη 
προβιοτικών δοκιµάστηκε σε βιοµηχανική κλίµακα, που σηµαίνει ότι η δυνατότητα πολλών επαναλήψεων 
είναι περιορισµένη. Χρησιµοποιήθηκαν δύο επαναλήψεις για κάθε χειρισµό αλλά η ολική θνησιµότητα σε 
µια δεξαµενή προβιοτικών (Λ16) πριν την 23 ΗΜΕ δεν επέτρεψε να γίνει στατιστική επεξεργασία των 
δεδοµένων που συλλέχθηκαν συνολικά αλλά τµηµατικά. Συγκεκριµένα για τις ηµέρες 2, 11 και 16 µετά την 
εκκόλαψη δεν υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ως προς το συνολικό βακτηριακό φορτίο των 
λαρβών ανάµεσα στους χειρισµούς, αφού ONE WAY ANOVA ανάλυση, έδειξε τιµές p=0,315, p=0,38 και 
p=0,91, αντίστοιχα. Στατιστικά όµως σηµαντική διαφορά υπήρξε την 23 ΗΜΕ και συγκεκριµένα το 
συνολικό βακτηριακό φορτίο των ιχθυονυµφών από τη δεξαµενή µε το βιολογικό φίλτρο των γηγενών 
προβιοτικών διέφερε σηµαντικά από το αντίστοιχο βακτηριακό φορτίο και των δύο δεξαµενών ελέγχου 
(p=0,0003). Είναι φανερή η θετική επίδραση της προσθήκης των προβιοτικών σε µορφή απλών βιολογικών 
φίλτρων µέσα στο νερό εκτροφής των δεξαµενών και ως προς την επαναληψιµότητα των εκτροφών και ως 
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προς την µικροβιολογικές αναλύσεις, που έδειξαν ότι, το φορτίο των δυνητικών Vibrio και του συνολικού 
µικροβιακού φορτίου µειώθηκαν στις ιχθυονύµφες της οµάδας των προβιοτικών σε σύγκριση µε την οµάδα 
ελέγχου και η επίδραση αυτή είναι ιδιαίτερα σηµαντική καθώς προχωρά η εκτροφή µετά την 16ΗΜΕ. 

 

Διαφοροποιήσεις από ΤΠΕ: Καµία 
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