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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Στην εργασία αυτή εξετάζεται ένα αξιόλογο υποκείµενο 
ροδακινιάς, το υβρίδιο αµυγδαλοροδακινιάς, Ρ1. Το συγκεκριµένο 
υβρίδιο επιλέχθηκε γιατί έδωσε λύσεις σε προβλήµατα εγκατάστασης 
νέων ροδακινεώνων σε ηµιγόνιµες-ηµιαρδευόµενες περιοχές, σε 
ασβεστούχα εδάφη καθώς και στο πρόβληµα της επαναφύτευσης. Για 
τους λόγους αυτούς η παρούσα διατριβή αποσκοπεί στην αναλυτική 
µελέτη των παραγόντων που επηρεάζουν την καλλιέργεια του  
αµυγδαλοροδάκινου in vitro. 
 Μελετήθηκε η διαδικασία αναπαραγωγής, χρησιµοποιώντας 
τρόπους και µεθόδους ιστοκαλλιέργειας. Επίσης, µελετήθηκαν οι µέθοδοι 
εξυγίανσης φυτικού υλικού. Περιγράφηκαν τα χαρακτηριστικά του 
αµυγδαλοροδάκινου Ρ1 και οι παράγοντες που συντέλεσαν για την 
επιτυχή εγκατάσταση και πολλαπλασιασµό του. Ακόµη, µελετήθηκαν οι 
διάφορες µέθοδοι απολύµανσης των εκφύτων σε διαφορετικές χρονικές 
περιόδους και η καταλληλότητα των εκφύτων που ελήφθησαν από 
νεαρούς βλαστούς. 
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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1. ΙΝ VITRO  ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΙΣΤΩΝ,  ΚΥΤΤΑΡΩΝ & ΟΡΓΑΝΩΝ    
ΚΑΙ ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗ ΦΥΤΩΝ 
 

Η ιστοκαλλιέργεια βασίζεται στις δύο σηµαντικές ιδιότητες του 
φυτικού κυττάρου, στην ολοδυναµικότητα, δηλαδή στην µοναδική 
ικανότητα του φυτικού κυττάρου να µπορεί να αναγεννήσει ολόκληρο το 
φυτό από το οποίο προήλθε, ανεξάρτητα από τον βαθµό διαφοροποίησης 
στον οποίο βρίσκεται εκείνη την στιγµή και στην αποδιαφοροποίηση, 
που αναφέρεται στην ικανότητα πλήρως διαφοροποιηµένων και ώριµων 
φυτικών κυττάρων να αποκτήσουν ξανά µεριστωµατικές ιδιότητες 
(George, 1993). 

Η εκµετάλλευση του µοναδικού φαινοµένου της ολοδυναµίας που 
παρουσιάζουν τα φυτικά κύτταρα, οδήγησε στην ανάπτυξη τεχνικών 
καλλιέργειας των κυττάρων in vitro, προκαλώντας έτσι τη δηµιουργία 
ενός νέου επιστηµονικού κλάδου, αυτού της σύγχρονης εφαρµοσµένης 
Βιοτεχνολογίας. Η δυνατότητα να αποµονώνονται κύτταρα και να 
καλλιεργούνται αυτόνοµα, µακριά από το µητρικό σώµα, έδωσε την 
δυνατότητα για εκτεταµένη έρευνα στο κυτταρικό επίπεδο και 
επεµβάσεις που στις µέρες µας φτάνουν ακόµη και σε χειρισµούς του 
γενετικού υλικού των κυττάρων, µε τις εφαρµογές των µεθόδων της 
Μοριακής Βιολογίας και της Γενετικής Μηχανικής. 

Ο όρος Ιστοκαλλιέργεια ή καλλιέργεια in vitro, περιγράφει µια 
διαδικασία (τεχνική), κατά την οποία µικρά τεµάχια φυτικού ιστού, 
όργανα ή κύτταρα, αποµονώνονται από το µητρικό φυτό κάτω από 
ασηπτικές συνθήκες και καλλιεργούνται σε ειδικά δοχεία που περιέχουν 
αποστειρωµένο θρεπτικό υπόστρωµα σε χώρους µε ελεγχόµενο 
περιβάλλον (φωτισµός και θερµοκρασία). Το µικρό όργανο ή κοµµάτι 
ιστού που αποµακρύνεται από το µητρικό φυτό και από το οποίο 
πρόκειται να εγκατασταθεί όλη η καλλιέργεια in vitro, ονοµάζεται 
έκφυτο. Οι χειρισµοί του εκφύτου, η ρύθµιση της σύνθεσης του 
θρεπτικού υποστρώµατος αλλά και των παραµέτρων του περιβάλλοντος 
καλλιέργειας, µπορούν να προσανατολίσουν την συµπεριφορά του προς 
ποικίλους δρόµους διαφοροποίησης, ανάλογα µε τον επιδιωκόµενο 
σκοπό. 

Η ιστοκαλλιέργεια σε γενικές γραµµές µπορεί να χωριστεί σε δύο 
µεγάλες κατηγορίες (Χατζόπουλος, 2001). Η πρώτη κατηγορία 
περιλαµβάνει την καλλιέργεια οργάνων ή ακόµη και σπερµάτων (ή 
ζυγωτικών εµβρύων) για την δηµιουργία ενός ολόκληρου φυτού. Η 
δεύτερη κατηγορία συµπεριλαµβάνει την in vitro καλλιέργεια κυττάρων 
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µε απώτερο σκοπό την δηµιουργία αναγεννηµένου φυτού. Έτσι, ενώ 
στην πρώτη περίπτωση επιτρέπεται η ανάπτυξη και διαφοροποίηση των 
κυττάρων ή των ιστών από τα όργανα τα οποία έχουν εµβολιαστεί στο 
θρεπτικό µέσο, στην δεύτερη περίπτωση επιτυγχάνεται η 
αποδιαφοροποίηση των κυττάρων (είτε αυτά βρίσκονται µέσα στα 
όργανα είτε µέσα στους ιστούς) για τη δηµιουργία κάλου που αργότερα 
θα µπορέσει µέσα από την οργανογένεση ή την σωµατική εµβρυογένεση, 
να αναγεννήσει ένα ολόκληρο φυτό. 
   
 
1.1 Ιστορική αναδροµή 
 

Οι σύγχρονες εφαρµογές της ιστοκαλλιέργειας έχουν τις ρίζες τους 
βαθιά χωµένες στο παρελθόν, αφού ένα σύνολο συµπτώσεων, 
προσεκτικών παρατηρήσεων και επιστηµονικών επεµβάσεων, οδήγησαν 
στην σηµερινή τους εξέλιξη. Η ιστορία της in vitro καλλιέργειας των 
φυτικών κυττάρων, ξεκίνησε πριν από 100 περίπου χρόνια, όταν ο 
βοτανικός Haberlandt, προβλέποντας την αρχή της ολοδυναµίας, έθεσε 
την βιολογική βάση για την εφαρµογή της ιστοκαλλιέργειας, 
επιβεβαιώνοντας έτσι τα πειράµατα του Roux και τις προσδοκίες του 
Vochting (Haberlandt, 1902). Όµως, η προϊστορία της καλλιέργειας 
φυτικών ιστών µάλλον ξεκινά πολύ νωρίτερα, ίσως πριν 235 χρόνια, όταν 
παρατηρήθηκε ο σχηµατισµός κάλου µετά την αποµάκρυνση µικρού 
δακτυλίου από τον φλοιό και εµφάνιση νεοεκπτυσσόµενων οφθαλµών 
(που προέρχονται από µια άγνωστη περιοχή µεταξύ του ξύλου και του 
καµβίου) όπως διατύπωσε ο Hernc-Louis Duhamel.  
  O Gautheret πιστεύει ότι η χρησιµοποίηση του µικροσκοπίου από 
τον Melpighi και η ανάπτυξη της θεωρίας του κυττάρου, σχεδόν 
ταυτόχρονα για τα ζωικά και φυτικά κύτταρα, αποτέλεσαν τα σκαλοπάτια 
για την καλλιέργεια των κυττάρων in vitro (Gautheret, 1982). Ο Vochting 
το 1878, κατάφερε να παράγει κάλο από έκφυτα του είδους Brassica 
rapa, δίνοντας ιδιαίτερη βαρύτητα στην πολικότητα που χαρακτηρίζει 
την ανάπτυξη των φυτικών τµηµάτων. Επίσης, προσπάθησε να 
εµβολιάσει διαφορετικά είδη µεταξύ τους, αποδεικνύοντας τους 
αυστηρούς κληρονοµικούς παράγοντες που εµποδίζουν τέτοιου είδους 
επαφές. Ο Sachs και ο Wiesner, διατύπωσαν την άποψη ότι η πολικότητα 
ρυθµίζεται από ενδογενείς ουσίες που είναι υπεύθυνες για το σχηµατισµό 
οργάνων, ενώ λίγο αργότερα ο Rechinger, καθόρισε ποιο πρέπει να είναι 
το µικρότερο µέγεθος εκφύτου που επιτρέπει την κυτταρική διαίρεση. 
Αυτό το απέδειξε, παίρνοντας οφθαλµούς από βλαστούς των Populus 
nigra και Fraxinus ornus και οφθαλµούς από ρίζες των Beta vulgaris  και 
Brassica rapa, όπου τεµαχίζοντάς τα σε λεπτότατα τµήµατα (από 
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0,5mm-0,5cm) απέδειξε τη δυνατότητα κυτταροδιαιρέσεων ακόµη και 
στα έκφυτα των 1,5mm. 
 Ο Haberlandt, προβληµατιζόµενος έντονα, αναφέρει στην εργασία 
του "Experiments on the culture of isolated plant cells" τη δυνατότητα 
αποµόνωσης των κυττάρων αλλά και τη δυσκολία πρόκλησης 
κυτταροδιαιρέσεων στις καλλιέργειες αυτών, επισηµαίνοντας 
παράλληλα, ότι το πρόβληµα για το µέλλον της τεχνικής θα είναι η 
ανακάλυψη των συνθηκών, κάτω από τις οποίες τα µεµονωµένα κύτταρα 
θα καταφέρουν να οδηγηθούν σε κυτταροδιαιρέσεις. Χρησιµοποίησε 
µάλιστα ένα πιο σύνθετο θρεπτικό υπόστρωµα που περιείχε γλυκόζη και 
πεπτόνη, όµως ατύχησε στην επιλογή του φυτού. Έχοντας την πατάτα 
σαν υλικό, όπου η δέσµευσή της αγγειακά από το µητρικό φυτό οδηγεί 
στην ανάγκη χρησιµοποίησης ορµονών στο µέσο, καθυστέρησε τη λήψη 
των πρώτων πραγµατικών προϊόντων ιστοκαλλιέργειας. Γι’ αυτά, 
καυχόνται οι Kotte και Robbins, όπου καλλιεργώντας, ανεξάρτητα ο ένας 
από τον άλλο, µεριστωµατικά κύτταρα ριζιδίων µπιζελιού και 
καλαµποκιού, κατάφεραν να οδηγήσουν σε διαφοροποίηση τους ιστούς 
αυτούς.  
 Τα απλής σύνθεσης υποστρώµατα, αντικαταστάθηκαν από το 
διάλυµα τύπου Knop's ενισχυµένο µε την παρουσία γλυκόζης, αλανίνης 
και ασπαριγίνης. Η χρησιµοποίηση των αυξινών σε τεχνητά 
υποστρώµατα έγινε για πρώτη φορά από τους White, Gautheret και 
Nobercourt. Η ανίχνευση του ρόλου των αυξινών και η συνεργιστική 
τους δράση µε τις κυτοκινίνες στην επαγωγή των οργάνων, έγινε γνωστή 
αργότερα από τους Miller & Skoog, µε την ανακάλυψη της χηµείας και 
της δράσης των κυτοκινινών (Skoog and Miller, 1957). Έτσι, άρχισαν να 
δηµιουργούνται τα σύνθετα θρεπτικά υποστρώµατα, αφού ο ρόλος των 
µακροστοιχείων και µικροστοιχείων είχε ήδη επισηµανθεί έγκαιρα. Οι 
Hannay & Street , Ball & Street, µελέτησαν τη δράση του χαλκού και του 
µαγγανίου, οι Sheat et al. των NH4

+, ενώ οι Street et al. το ρόλο των 
χηλικών ενώσεων και ο Delarge τη σηµασία των αµινοξέων στις ρίζες. 
 Η σηµασία των µικροστοιχείων Zn και Β, οδήγησε τον Heller, στο 
να αυξήσει τη συγκέντρωσή τους έως και 10 φορές, σε σχέση µε το 
υπόστρωµα Knop's, ενώ ιδιαίτερα πετυχηµένη εφαρµογή όλων των 
προηγουµένων παρατηρήσεων έγινε από τους Murasighe & Skoog και 
Nitsch & Nitsch. Εφαρµόζοντας σύνθετα πειράµατα θρέψης  in vitro σε 
έκφυτα καπνού, βελτίωσαν αισθητά τα υποστρώµατα των Gautheret's, 
White's, Heller και Knop's. Κάνοντας βαθιές καινοτοµίες, όπως για 
παράδειγµα αύξηση του Fe+2, στο υπόστρωµα MS έως και 500 φορές, 
του Zn++ έως και 50 φορές και των NH+4, NO3

-  έως και 25 φορές σε 
σχέση µε τα αρχικά χρησιµοποιούµενα υποστρώµατα, συνέθεσαν 
θρεπτικά υποστρώµατα που στήριξαν και στηρίζουν µέχρι σήµερα την 
πορεία της ιστοκαλλιέργειας (Gautheret, 1982). 
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 Μια πορεία µε πολλούς σταθµούς, όπως η πρόταση του Ball, για το 
ποιο είναι το ακριβές τµήµα του βλαστικού µεριστώµατος που είναι 
υπεύθυνο για την αναγέννηση ολόκληρου φυτού κατά τον 
µικροπολλαπλασιασµό και τα πειράµατα του Steward που οδήγησαν 
στην σωµατική εµβρυογένεση (Steward, 1958). Ο Steward καλλιέργησε 
µε επιτυχία κύτταρα από τη σαρκώδη ρίζα του καρότου, οδηγώντας τη 
µάζα των κυττάρων του νεοδηµιουργηµένου κάλου, σε διαφοροποίηση 
και µάλιστα για πρώτη φορά στο σχηµατισµό ευδιάκριτων σωµατικών 
εµβρύων. Ακολουθούν οι επιτυχίες των Vasil & Hildebrandt, οι οποίοι 
εφαρµόζοντας κλωνική αναπαραγωγή µε την καλλιέργεια in vitro 
αποµονωµένων κυττάρων, πέτυχαν την αναγέννηση φυτών του υβριδίου 
Nicotiana glutinosa x N.tabacum (Vasil and Hildebrandt, 1965). 
 
 
1.2 Υλικά και συνθήκες Ιστοκαλλιέργειας 
 
 Τα υλικά που απαιτούνται για την εφαρµογή της ιστοκαλλιέργειας 
αναλύονται ως εξής (George, 1993):   
  
1.2.1 Επιλογή του κατάλληλου τµήµατος φυτού  
 
• Τµήµατα µε οργανωµένη ανάπτυξη. Περιλαµβάνονται οργανωµένα 
τµήµατα φυτών ή όργανα, όπως ακραία µεριστώµατα βλαστών, 
καταβολές φύλλων, κοτυληδόνες, µεσογονάτια διαστήµατα, νεαροί 
οφθαλµοί και µικροί σπόροι ή καρποί. Τα τµήµατα αυτά µε την 
ιστοκαλλιέργεια αναπτύσσονται δίνοντας γένεση σε ολοκληρωµένα 
φυτά. 

 
Καλλιέργεια σπόρων 
 Οι σπόροι αποτελούν τον ευκολότερο τρόπο να αρχίσει κανείς την 
καλλιέργεια ιστών. Από τους σπόρους, αναπτύσσονται πολλοί πλευρικοί 
και δευτερογενείς βλαστοί, οι οποίοι µπορούν να διαιρεθούν και να 
επανακαλλιεργηθούν στο ίδιο θρεπτικό υπόστρωµα. Επίσης από τον 
σπόρο, µε την χρήση των κατάλληλων θρεπτικών διαλυµάτων, µπορεί να 
δηµιουργηθεί κάλος, από τον οποίο αργότερα θα δηµιουργηθούν 
σωµατικά έµβρυα ή νέα φυτά. 
 
Καλλιέργεια εµβρύων 
 Ανάλογα µε το στάδιο ανάπτυξης του εµβρύου διακρίνουµε: την 
καλλιέργεια ώριµων εµβρύων, τα οποία αποµακρύνονται από τους 
σπόρους µε απλή αποκοπή και την καλλιέργεια ανώριµων εµβρύων, τα 
οποία χρησιµοποιούνται κυρίως σε περιπτώσεις, όπου η εξέλιξη του 
εµβρύου στον µητρικό ιστό δεν είναι οµαλή. 



 10 

 
Καλλιέργεια βλαστικών κορυφών 
 Η καλλιέργεια ακραίων ή µασχαλιαίων βλαστών µήκους 5-10mm, 
χρησιµοποιούνται µε µεγάλη επιτυχία για τον πολλαπλασιασµό των 
φυτών. Είναι η κύρια και πιο αξιόπιστη µέθοδος πολλαπλασιασµού in 
vitro για τα ξυλώδη είδη. Τα τµήµατα φυτών που χρησιµοποιούνται 
περισσότερο είναι: µοσχεύµατα µε ένα ή δύο γόνατα (µικροµοσχεύµατα), 
κοιµώµενοι οφθαλµοί και βλαστικές κορυφές. 
 Τα µοσχεύµατα µε ένα ή δύο γόνατα, λαµβάνονται από νεαρούς 
βλαστούς, συνήθως στο τέλος της άνοιξης, όταν οι βλαστοί έχουν ταχεία 
ανάπτυξη, η επιδερµίδα δεν έχει ακόµη αποφελλωθεί και οι ιστοί είναι 
αρκετά ξυλοποιηµένοι. Η χειµερινή περίοδος είναι τελείως ακατάλληλη 
για αυτόν τον τύπο µοσχεύµατος γιατί η αποστείρωσή του είναι πολύ 
δύσκολη. 
 Οι κοιµώµενοι οφθαλµοί, λαµβάνονται από βλαστούς µεγάλης 
διαµέτρου, έτσι ώστε και οι οφθαλµοί να είναι µεγαλύτερης διαµέτρου. 
 Οι βλαστικές κορυφές λαµβάνονται µόνο κατά την διάρκεια της 
βλαστικής περιόδου, παίρνοντας πάντα µοσχεύµατα µε ενεργό αύξηση. 
Το είδος αυτό µοσχευµάτων, επειδή είναι περισσότερο ευαίσθητο στα 
χηµικά αποστειρωτικά, είναι απαραίτητο να µειωθεί η συγκέντρωση του 
αποστειρωτικού όπως επίσης και ο χρόνος που εκτίθεται σε αυτό. 
 
Καλλιέργεια ακραίων µεριστωµάτων 
 Στην καλλιέργεια ακραίων µεριστωµάτων, παίρνουµε πολύ µικρά 
τµήµατα βλαστών (µήκους 0,1-0,5mm και πλάτους 0,08-0,3mm), που 
αποτελούνται από το ακραίο µερίστωµα και 1-2 καταβολές φύλλων. 
 
Καλλιέργεια ανθικών µεριστωµάτων 
 Χρησιµοποιούµε µεριστώµατα που σε κανονικές συνθήκες θα 
έδιναν άνθη ή ανθικά τµήµατα. Επιτυχία έχουν οι νέες ανθοταξίες, όπου 
η διαφοροποίηση του µεριστώµατος δεν έχει ολοκληρωθεί. 
 
Καλλιέργεια ριζών 
 Κατάλληλα έκφυτα είναι τα µικρά τµήµατα αµόλυντων ριζών, τα 
οποία φέρουν µεριστώµατα κύριας ή δευτερεύουσας ρίζας. Η 
καλλιέργεια των ριζών χρησιµοποιείται για την µελέτη των 
µορφολογικών και φυσιολογικών ιδιοτήτων των φυτών, όπως τον τρόπο 
συµβίωσης των φυτών µε τα αζωτοβακτήρια, τον τρόπο προσβολής των 
ριζών από νηµατώδεις και την επιλογή ανθεκτικών φυτών στους 
νηµατώδεις. 
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• Τµήµατα µε µη οργανωµένη ανάπτυξη. Εδώ, τα εξειδικευµένα 
κύτταρα είναι περιορισµένα, δεν διαθέτουν κάποια εµφανή δοµή, είναι 
παντός τύπου µεµονωµένα φυτικά κύτταρα όπως, κύτταρα µεσόφυλλου, 
εντεριώνη, παρεγχυµατικά κύτταρα, πρωτοπλάστες, γυρεόκκοκοι ή 
ωάρια, ανθήρες, καλλιέργεια ανθήρων, στύλου, κάλου. 

 
Καλλιέργεια κυττάρων 
 Η καλλιέργεια απλών κυττάρων ή συσσωµατωµάτων κυττάρων, 
συνήθως αρχίζει µε την µεταφορά εύθραυστου κάλου σε ένα υγρό 
θρεπτικό υπόστρωµα. Από τέτοιες καλλιέργειες είναι δυνατόν να 
πάρουµε: κάλους, σωµατικά έµβρυα, βλαστούς. 
 
Καλλιέργεια πρωτοπλαστών 
 Με την καλλιέργεια πρωτοπλαστών, σχηµατίζεται το κυτταρικό 
τοίχωµα και έπειτα, µε την διαίρεση των κυττάρων, θα δηµιουργηθεί ο 
κάλος, ο οποίος θα δώσει ένα ολοκληρωµένο φυτό. 
 
Καλλιέργεια ανθήρων 
 Κάτω από ορισµένες συνθήκες καλλιέργειας, η µεταγραφή των 
γονιδίων που κατευθύνουν την γαµετοφυτική εξέλιξη, απενεργοποιείται 
και δραστηριοποιούνται τα γονίδια που κατευθύνουν την σποροφυτική 
εξέλιξη, µε αποτέλεσµα, αντί να σχηµατιστεί γύρη, να σχηµατίζονται 
οργανωµένα προέµβρυα ή κάλος, από όπου αναπαράγονται 
ολοκληρωµένα φυτά. 
 
Καλλιέργεια στύλου 
 Ο στύλος των ανθήρων αποτελεί µητρικό ιστό, είναι διπλοειδής και 
γενετικά όµοιος µε το µητρικό φυτό. Με την καλλιέργειά του, 
αναπτύσσεται κάλος από τον οποίο µπορούν να προκύψουν σωµατικά 
έµβρυα. 
 
Καλλιέργεια κάλου 
 Με τον όρο «κάλος» εννοούµε µία άµορφη µάζα κυττάρων, τα 
οποία δεν εµφανίζουν καµία οργανωµένη δοµή ιστού ή οργάνου. Σε 
συνθήκες in vitro, αποτελεί σύνηθες φαινόµενο και εξαρτάται από την 
σύνθεση του θρεπτικού διαλύµατος και τον τύπο του εκφύτου.  Από την 
καλλιέργεια κάλου µπορούµε να πάρουµε βλαστούς άµεσα ή έµµεσα, 
µέσω σχηµατισµού σωµατικών εµβρύων και αιωρήµατα κυττάρων που 
θα µας δώσουν κάλο ή σωµατικά έµβρυα. Με την µορφή κάλου είναι 
δυνατόν να διατηρηθούν φυτά για πολλά χρόνια. 
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1.2.2 Θρεπτικά διαλύµατα 
 
 Ο σηµαντικότερος παράγοντας ο οποίος ελέγχει την ανάπτυξη και 
τη µορφογένεση του εκφύτου, είναι η σύνθεση του θρεπτικού 
διαλύµατος. Η επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας ως τεχνική για τον µαζικό 
πολλαπλασιασµό των φυτών, εξαρτάται κατά πολύ από το υπόστρωµα 
που θα χρησιµοποιηθεί. Το κατάλληλο υπόστρωµα για κάθε καλλιέργεια 
µπορεί να διαφέρει µεταξύ ειδών, µεταξύ ποικιλιών του ίδιου είδους και 
ανάλογα του σταδίου ανάπτυξης στο οποίο βρίσκεται (Γρηγοριάδου, 
2007). Αξίζει να σηµειωθεί, ότι η χρήση θρεπτικών διαλυµάτων που δεν 
βρίσκονται στην άριστη σύνθεση, είναι δυνατόν να δηµιουργήσουν 
φυσιολογικές ανωµαλίες στα έκφυτα ή να προκαλέσουν τον θάνατο των 
ιστών (Nas and Read, 2004). 
 Τα θρεπτικά υποστρώµατα, προµηθεύουν τους φυτικούς ιστούς µε 
τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία για την ανάπτυξή τους και 
αποτελούνται από έναν συγκεκριµένο συνδυασµό ανόργανων αλάτων και 
οργανικών ουσιών. Ένα θρεπτικό υπόστρωµα αποτελείται από (Auge et 
al., 1995): 
 
Μακροστοιχεία, που χρησιµοποιούνται συνήθως σε µεγαλύτερες 
ποσότητες και είναι το άζωτο (N), ο φώσφορος (P), το κάλιο (K), το 
ασβέστιο (Ca), το µαγνήσιο (Mg), και το θείο (S) και προστίθενται στο 
υπόστρωµα µε τη µορφή αλάτων. Τα µακροστοιχεία είναι απαραίτητα για 
το φυτικό κύτταρο και την ανάπτυξη του ιστού. 
 
 Μικροστοιχεία, που χρησιµοποιούνται σε µικρότερες ποσότητες και 
είναι ο σίδηρος (Fe), το νάτριο (Na), το χλώριο (Cl), το µαγγάνιο (Mn), ο 
ψευδάργυρος (Zn), το βόριο (B), ο χαλκός (Cu), το µολυβδαίνιο (Mo) και 
το νικέλιο (Ni) και προστίθενται στο υπόστρωµα µε τη µορφή αλάτων. 
Τα µικροστοιχεία παρεµβαίνουν στις µεταβολικές διεργασίες των φυτών 
και είναι υπεύθυνα για βασικές λειτουργίες των φυτικών οργανισµών. 
 
Βιταµίνες, οι οποίες ασκούν ευεργετική επίδραση στην καλλιέργεια, 
βελτιώνοντας την ανάπτυξη και την επιβίωση των φυτικών ιστών και 
χρησιµοποιούνται από τα φυτικά κύτταρα ως βασικοί µεταβολικοί 
καταλύτες. Οι κυριότερες που προσθέτουµε στο θρεπτικό διάλυµα είναι η 
µυοϊνοσιτόλη (myo-isotinol), η θειαµίνη (thiamine), το νικοτινικό οξύ 
(nicotinic acid), η πυριδοσίνη (pyridoxine-HCL) και το ασκορβικό οξύ 
(ascorbic acid). 
 
Ρυθµιστές ανάπτυξης, είναι οργανικές ενώσεις που ρυθµίζουν τις 
φυσιολογικές διεργασίες των φυτών, κατευθύνουν την ανάπτυξη των 
οργάνων και ελέγχουν την ανάπτυξη ολόκληρου του φυτού. Οι 
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σπουδαιότερες ενώσεις είναι οι αυξίνες (ΙΒΑ, ΝΑΑ, ΙΑΑ, 2,4-D), που 
χρησιµοποιούνται για τη διαφοροποίηση επίκτητων ριζών, για τον 
σχηµατισµό και την ανάπτυξη κάλου και για τη σωµατική εµβρυογένεση. 
Οι κυτοκινίνες (ΒΑΡ, 2-ip, Kinetin, ζεατίνη), που χρησιµοποιούνται για 
το σχηµατισµό πλάγιων οφθαλµών, τη διαίρεση των κυττάρων και τη 
διαφοροποίηση επίκτητων βλαστών από κάλους και βλαστούς και οι 
γιββεριλλίνες (GA3), που διεγείρουν την κανονική εξέλιξη των φυταρίων 
που προέρχονται από σωµατικά έµβρυα παραγόµενα in vitro, προκαλούν 
την επιµήκυνση των µεσογονατίων διαστηµάτων και την αύξηση των 
ακραίων οφθαλµών µετά την αποκοπή τους και τέλος ευνοούν τη 
χαλάρωση των κυττάρων. 
 
 
Σάκχαρα, είναι πηγή άνθρακα, ενέργειας και έµµεσα ρυθµίζουν την 
οσµωτική πίεση (έως 3bar) των θρεπτικών στοιχείων στο υπόστρωµα. Οι 
πράσινοι ιστοί δεν φωτοσυνθέτουν σε ικανοποιητικό βαθµό εξαιτίας της 
έλλειψης CO2 που δηµιουργείται στο εσωτερικό των γυάλινων δοχείων  
και εποµένως δεν είναι σε θέση να παράγουν τους υδατάνθρακες που 
είναι απαραίτητοι για την παραγωγή ενέργειας. Για τον λόγο αυτό οι 
υδατάνθρακες, προστίθενται στο υπόστρωµα καλλιέργειας υπό µορφή 
σακχάρων. Η πιο διαδεδοµένη είναι η σουκρόζη (στα εµπορικά 
εργαστήρια µπορεί να χρησιµοποιηθεί και η κοινή ζάχαρη), η γλυκόζη, η 
µαλτόζη και η ραφινόζη.   
 
Στερεοποιητικοί παράγοντες, µε πιο διαδεδοµένη ουσία στερεοποίησης 
το άγαρ, που είναι πολυσακχαρίτης υψηλού µοριακού βάρους που 
εξάγεται από φύκη της θάλασσας (seaweed του γένους Gelidium). Το 
άγαρ µε το νερό σχηµατίζει ζελατίνη, η οποία λιώνει στους 90-100οC και 
στερεοποιείται στους 45οC. Επίσης, δεν αντιδρά µε τα συστατικά του 
θρεπτικού διαλύµατος, δεν µεταβάλει σε τίποτα την σύνθεσή του και η 
ζελατίνη δεν διασπάται από τα φυτικά ένζυµα. Το θρεπτικό διάλυµα 
µπορεί να είναι υγρό (για καλλιέργειες αιωρηµάτων κυττάρων και για 
πειράµατα θρέψης, ανάπτυξης και διαφοροποίησης κάλων) ή στερεό (για 
εγκατάσταση εκφύτων, για καλλιέργεια κάλων ή φυτικών οργάνων και 
για την µακροπρόθεσµη διατήρηση των καλλιεργειών). 
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1.2.3 Τεχνικές αποστείρωσης 
 
 Το πιο σηµαντικό µέρος της in vitro καλλιέργειας, είναι η 
απολύµανση του φυτικού υλικού, η αποστείρωση των θρεπτικών 
διαλυµάτων και η διατήρηση των ασηπτικών συνθηκών µετά την 
εφαρµογή τους. 
 ∆ύο από τις πιο κοινές αιτίες µόλυνσης των καλλιεργειών είναι οι 
µύκητες και τα βακτήρια. Τα σπόρια των µυκήτων είναι πολύ ελαφρά και 
βρίσκονται πάντα στο περιβάλλον. Όταν αυτά έρθουν σε επαφή µε το 
θρεπτικό διάλυµα, δηµιουργούνται άριστες συνθήκες ανάπτυξης και 
µολύνουν την καλλιέργεια. Για να έχουµε αµόλυντες καλλιέργειες πρέπει 
να προσέχουµε 5 βασικά σηµεία: 
1. Την αποστείρωση του θρεπτικού διαλύµατος 
2. Την απολύµανση του φυτικού υλικού 
3. Την αποστείρωση των εργαλείων και σκευών που θα χρησιµοποιηθούν 
4. Την αποστείρωση και τη διατήρηση αµόλυντων συνθηκών στον 
θάλαµο εµβολιασµού 
5. Την τοποθέτηση του φυτικού υλικού στο θρεπτικό διάλυµα 
 
Για την αποστείρωση του θρεπτικού διαλύµατος, χρησιµοποιούνται 
κυρίως δύο µέθοδοι: ο κλιβανισµός (σε κλίβανο υγρής αποστείρωσης) 
και το φιλτράρισµα µέσω µεµβρανών υπό πίεση. Γενικά, τα θρεπτικά 
διαλύµατα αποστειρώνονται στον κλίβανο στους 120οC και πίεση 1,1atm 
για 20 λεπτά. Στο φιλτράρισµα, χρησιµοποιούνται φίλτρα αποτελούµενα 
από δύο µεµβράνες µε πόρους µεγέθους 0,25µm, τα οποία δεν 
επιτρέπουν την είσοδο βακτηρίων ή άλλων µικροοργανισµών. 
 
Για την απολύµανση του φυτικού υλικού, τα τµήµατα πρέπει να είναι 
απαλλαγµένα από µικροοργανισµούς. Αρχικά, προετοιµάζουµε το 
µητρικό φυτό και το έκφυτο. Για τα οπωροφόρα φυτά, ιδανική 
περίπτωση είναι να έχουµε στην διάθεσή µας µητρικά φυτά, 
απαλλαγµένα από ιώσεις (ένα φυτό από κάθε ποικιλία είναι αρκετό), που 
διατηρούνται σε δικτυοκήπιο, το οποίο δεν επιτρέπει την είσοδο 
εντόµων. Συχνά, πρέπει να γίνεται φυτοϋγειονοµικός έλεγχος. Σε 
ορισµένες περιπτώσεις είναι ανάγκη να κατεργαστούµε αυτά τα φυτά ή 
µέρος αυτών µε ειδικές µεθόδους, ώστε να έχουµε αναβλάστηση. Έτσι, 
στην διάθεσή µας θα έχουµε ιστούς που αντιδρούν καλύτερα στην 
καλλιέργεια in vitro. Επίσης, µε τις απολυµαντικές ουσίες, απολυµαίνεται 
µόνο η επιφάνεια του φυτού από µικροοργανισµούς και όχι από ιούς και 
διασυστηµατικούς παθογόνους µικροοργανισµούς. 
 Έπειτα, ακολουθεί η απολύµανση του φυτικού υλικού, η οποία 
περιλαµβάνει τον ψεκασµό του µητρικού φυτού µε µυκητοκτόνο ή 
εντοµοκτόνο, προκαταρκτική επεξεργασία του φυτικού υλικού, 



 15 

καθαρισµός της επιφάνειας από νεκρούς ιστούς και εξωτερικούς 
µικροοργανισµούς. Μετά, ακολουθεί η κυρίως απολύµανση συνήθως µε 
το υποχλωριώδες νάτριο (NaΟCl) ή το υποχλωριώδες ασβέστιο 
(Ca(ClO)2), αποµάκρυνση του απολυµαντικού ξεπλένοντας τα φυτά µε 
αποστειρωµένο νερό και τέλος διαίρεση του φυτικού υλικού και 
µεταφορά στο θρεπτικό διάλυµα. 
 
Για την αποστείρωση των εργαλείων και σκευών, τα πλένουµε πρώτα µε 
ένα κοινό απορρυπαντικό, τα ξεπλένουµε µε απεσταγµένο νερό, τα 
καλύπτουµε µε φύλλα αλουµινίου και τα τοποθετούµε στον κλίβανο 
υγρής αποστείρωσης.  
 
Για την αποστείρωση του θαλάµου εµβολιασµού, στους µεγάλους 
θαλάµους χρησιµοποιούνται οι υπεριώδης ακτίνες και στους θαλάµους µε 
ρεύµα αέρα οριζόντιας ροής ανοίγεται ο αέρας 15-30 λεπτά πριν την 
έναρξη των εργασιών και καθαρίζονται οι επιφάνειές του µε 95% 
αλκοόλη.  
 
Τέλος, όσον αφορά την τοποθέτηση του φυτικού υλικού στο θρεπτικό 
διάλυµα, προσέχουµε όλα τα εργαλεία και σκεύη που θα 
χρησιµοποιηθούν να είναι αποστειρωµένα πριν και κατά την διάρκεια 
των εργασιών. Τα νυστέρια, οι σπάτουλες και οι λαβίδες να 
εµβαπτίζονται σε αλκοόλη και να αποστειρώνονται µε κάψιµο σε φλόγα 
(∆ηµάση-Θεριού, 1995) και τα άτοµα που θα ασχοληθούν µε τον 
εµβολιασµό να διατηρούν τις απαραίτητες προϋποθέσεις καθαριότητας 
και πάντα να καίγονται τα άκρα του δοχείου πάνω από την φλόγα και να 
σφραγίζεται αµέσως. 
 
 
1.2.4 Συνθήκες καλλιέργειας στον θάλαµο ανάπτυξης 
 
 Όσον αφορά τις συνθήκες καλλιέργειας στον θάλαµο ανάπτυξης, το 
φως και η θερµοκρασία πρέπει να ρυθµίζονται κατάλληλα, έτσι ώστε να 
επιτρέπουν την άριστη ανάπτυξη των βλαστών σε όλη την διάρκεια του 
έτους, χωρίς να επηρεάζονται από τις κλιµατικές αλλαγές των εποχών. 
 Σε τεχνητές συνθήκες καλλιέργειας in vitro, η φωτοσύνθεση 
µειώνεται στο ελάχιστο δυνατόν και τα φυτά χρησιµοποιούν το ζάχαρο 
του υποστρώµατος ως πηγή άνθρακα. Για αυτό, το φως από τους 
λαµπτήρες φθορίου ψυχρού φωτισµού (2000-4000 Lux) που παρέχεται, 
χρησιµοποιείται µόνο για την µορφογενετική πορεία των φυτών. 
 Η πιο κατάλληλη φωτοπερίοδος είναι ίση µε 16 ώρες ηµέρας και 8 
σκότους. Όσον αφορά την επίδραση της θερµοκρασίας του θαλάµου 
στην ανάπτυξη των φυτών, κυµαίνεται από 21ο  - 25οC την ηµέρα και 18ο  
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- 21οC την νύχτα (Γρηγοριάδου, 2007). Θερµοκρασίες µεταξύ 25ο - 30οC 
ευνοούν την βλαστογένεση και σωµατική εµβρυογένεση και µεταξύ 18ο - 
25οC ευνοούν την ριζογένεση. Η άριστη σχετική υγρασία σε έναν θάλαµο 
ανάπτυξης κυµαίνεται µεταξύ 50 - 70% (Γρηγοριάδου, 2007). 
 Γενικά όµως, θα πρέπει να γνωρίζουµε ότι η θερµοκρασία πρέπει να 
διατηρείται σταθερή κατά την διάρκεια της καλλιέργειας και να 
αποφεύγονται όσο είναι δυνατόν οι διακυµάνσεις. 
 Τέλος, οι απαιτήσεις σε φως και θερµοκρασία εξαρτώνται από το 
είδος που φυτού και τον τύπο της καλλιέργειας. 
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2. ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 
Η καλλιέργεια in vitro εφαρµόζεται στις παρακάτω περιπτώσεις: 
• Μικροπολλαπλασιασµός 
• Εξυγίανση και παραγωγή άνοσου φυτικού υλικού 
• Γενετική βελτίωση των φυτών 
• Μελέτη φυσιολογικών φαινοµένων και παραγωγή in vitro 
δευτερογενών µεταβολιτών. 

 
 
2.1 ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ 
 
 Μικροπολλαπλασιασµός ονοµάζεται η διαδικασία της µαζικής 
κλωνικής παραγωγής νέων φυτών χρησιµοποιώντας τεχνικές 
ιστοκαλλιέργειας (Γρηγοριάδου, 2007). Για τον σκοπό αυτόν 
χρησιµοποιούνται συνήθως: 
• Καλλιέργειες µεριστωµάτων ή βλαστικών κορυφών 
• Καλλιέργειες κάλων 
• Η τεχνική της σωµατικής εµβρυογένεσης 
• Ο µικροεµβολιασµός 
 
 Η αξία του µικροπολλαπλασιασµού, αφορά την παραγωγή µεγάλου 
αριθµού φυτών, υγιών και απόλυτα όµοιων µε το µητρικό. ∆ίνει τη 
δυνατότητα για τη διάθεση ανώτερης ποιότητας φυτών όταν υπάρχει 
ανάγκη για µεγάλες ποσότητες, σε περιορισµένη χρονική περίοδο. 
Ωστόσο, η παραγωγή των φυτών αυτών, δεν µπορεί να θεωρηθεί 
πετυχηµένη, αν δεν υπάρχει ένα αποτελεσµατικό πρωτόκολλο για κάθε 
είδος, που να εξασφαλίζει τον µεγαλύτερο δυνατό αριθµό φυτών 
ανώτερης ποιότητας, στον µικρότερο χρόνο µε το µικρότερο δυνατό 
κόστος, γιατί ήδη το κόστος παραγωγής αυτής της µεθόδου είναι αρκετά 
υψηλό (Γρηγοριάδου, 2007).  
 Έτσι, τελευταία η έρευνα στον τοµέα του µικροπολλαπλασιασµού 
στρέφεται κυρίως στην ανάπτυξη αποτελεσµατικών πρωτοκόλλων 
παραγωγής και εγκλιµατισµού, αλλά και στην αυτοµατοποίηση των 
εργασιών µε διάφορους τρόπους (Kitto, 1997). 
 Η καλλιέργεια ακραίων µεριστωµάτων ή βλαστικών κορυφών, 
κάλων και ο µικροεµβολιασµός, αναλύονται µέσα στην εργασία. Όσον 
αφορά την τεχνική της σωµατικής εµβρυογένεσης αναλύεται παρακάτω. 
 Η µορφογένεση είναι ένα φαινόµενο κατά το οποίο παρατηρείται 
σχηµατισµός αναγνωρίσιµων ιστών ως αποτέλεσµα της διαφοροποίησης 
των κυττάρων, µέσω των µεταβολικών και αναπτυξιακών διεργασιών 
που αυτά υφίστανται. Ειδικότερα, κατά τον in vitro αγενή 
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πολλαπλασιασµό, δύο κύριοι µηχανισµοί δρουν για τον σχηµατισµό 
µεριστωµάτων και τη σταδιακή τους εξέλιξη σε ολόκληρα φυτά. Είναι 
εκείνοι που οδηγούν στην ανάπτυξη προϋπάρχοντων µασχαλιαίων 
µεριστωµάτων (οφθαλµών) και ενεργοποιούνται για τη δηµιουργία 
πλάγιων βλαστών ή και διακλαδώσεων βλαστών και εκείνοι που δίνουν 
τη δυνατότητα για ανάπτυξη επίκτητων µη προϋπάρχοντων 
µεριστωµάτων µε την µορφή εκβλαστηµάτων, εµβρυόµορφων 
κατασκευών και σωµατικών εµβρύων. Οι τελευταίοι, είναι και οι 
υπεύθυνοι για την αναγέννηση φυτών, είτε απ’ ευθείας από το έκφυτο 
είτε µέσω της φάσης του κάλου. 
 Κατά την σωµατική εµβρυογένεση, έχουµε την εµφάνιση διπολικών 
κατασκευών που φέρουν βλαστικά και ριζικά µεριστώµατα πάνω στην 
µάζα των κυττάρων του κάλου. Οι κατασκευές αυτές ονοµάζονται 
εµβρυοειδή και ακολουθούν στάδια ανάπτυξης ανάλογα µε αυτά των 
ζυγωτικών εµβρύων (Μαυροµάτης, 1996). 
 
 
2.1.1 Πλεονεκτήµατα µικροπολλαπλασιασµού 
 
 Τα πλεονεκτήµατα του µικροπολλαπλασιασµού µπορούν να 
συνοψιστούν στα παρακάτω (George, 1993; Ελευθερίου, 1994): 
1. Η διαδικασία πραγµατοποιείται κάτω από ασηπτικές συνθήκες που 
εξασφαλίζουν την παραγωγή υγιών φυταρίων. 
2. Η µέθοδος µπορεί να δώσει, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες,  
µεγάλο αριθµό φυτών ελεύθερων από ιώσεις. 
3. Ο ρυθµός παραγωγής φυτών είναι µεγαλύτερος από κάθε άλλη µέθοδο 
αγενούς πολλαπλασιασµού. Με τις νέες τεχνικές καλλιέργειας που 
αναπτύσσονται και βελτιώνονται συνεχώς, είναι δυνατόν από έναν 
µεµονωµένο οφθαλµό, να παραχθούν 2,3-8,7 εκατοµµύρια φυτάρια τον 
χρόνο.  
4. ∆ίνεται η δυνατότητα εύκολης αναπαραγωγής φυτών σε κάποια είδη, 
που µε άλλους τρόπους ήταν δύσκολη, ακόµα και αδύνατη. 
5. Απαιτείται πολύ µικρός αριθµός φυτικού υλικού για τις αρχικές 
εγκαταστάσεις, γεγονός που διευκολύνει πολύ την διατήρηση των 
µητρικών φυτών, αφού απαιτείται πολύ λίγος χώρος για την συντήρησή 
τους. 
6. Υπάρχει η δυνατότητα διατήρησης του αναπαραγόµενου φυτικού 
υλικού στο ψυγείο για αρκετό χρονικό διάστηµα. 
7. ∆ίνει τη δυνατότητα γρήγορης αναπαραγωγής νέων ή βελτιωµένων 
ποικιλιών ή υβριδίων που προέρχονται από βελτιωτικά προγράµµατα και 
τη γρήγορη εισαγωγή τους στην παραγωγική διαδικασία. 
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8. Μείωση του χώρου που απαιτείται για το πολλαπλασιαστικό υλικό 
(Θεριός και ∆ηµάση-Θεριού, 2006). Έχει υπολογιστεί ότι σε 1m2, 
µπορούν να παραχθούν έως και 25.000 φυτά. 
 
 
2.1.2 Μειονεκτήµατα του µικροπολλαπλασιασµού 
 
 Τα µειονεκτήµατα του µικροπολλαπλασιασµού µπορούν να 
συνοψιστούν στα ακόλουθα (George, 1993; Ελευθερίου, 1994): 
1. Απαιτούνται εξειδικευµένες εγκαταστάσεις και προσωπικό για την 
επιτυχία της µεθόδου, άρα αυξάνεται και το κόστος παραγωγής. 
2. Τα εργατικά αποτελούν το κύριο ποσοστό του κόστους παραγωγής. Σε 
χώρες µε υψηλό κόστος εργατικών, αυτό αποτελεί το σηµαντικότερο 
µειονέκτηµα, που µερικές φορές µπορεί να καταστήσει τη µέθοδο 
οικονοµικά ασύµφορη. 
3. Υπάρχουν περιπτώσεις που στη διάρκεια της ιστοκαλλιέργειας τα φυτά 
µπορούν να αναπτύξουν ανεπιθύµητα χαρακτηριστικά. 
4. Τα φυτά που αναπτύσσονται σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας δεν είναι 
αυτότροφα, µε αποτέλεσµα πολλά να αντιµετωπίζουν προβλήµατα κατά 
τη διάρκεια του εγκλιµατισµού τους (Γρηγοριάδου, 2007). 
5. Η πιθανότητα παραγωγής γενετικά ανώµαλων φυτών µπορεί να 
αυξηθεί κάτω από ορισµένες συνθήκες (σωµατοκλωνική 
παραλλακτικότητα). 
 
 
2.1.3 Στάδια µικροπολλαπλασιασµού 
 
 Τα στάδια του µικροπολλαπλασιασµού, όπως έχουν περιγραφεί από 
τον Murashige (1974) είναι πέντε: 
 
Στάδιο 0: Επιλογή µητρικών φυτών και προετοιµασία. 
  Το µητρικό φυτό από το οποίο θα ληφθούν τα έκφυτα πρέπει να 
επιλεγεί πολύ προσεκτικά, να διατηρείται σε περιβάλλον ιδανικό για την 
ανάπτυξή του και να βρίσκεται σε πολύ καλή υγιεινή κατάσταση. Επίσης, 
πρέπει να δοθεί σηµασία στο είδος του εκφύτου που θέλουµε να 
καλλιεργήσουµε, ποιο µέρος του φυτού θα χρησιµοποιήσουµε και στην 
εποχή λήψης του. Σε περίπτωση που είναι επιθυµητό να αναπαραχθούν 
φυτά ελεύθερα ιώσεων, είναι απαραίτητο να πραγµατοποιούνται διάφορα 
τεστ για την πιστοποίηση. Τα µητρικά φυτά θα πρέπει τότε να 
διατηρούνται σε εντοµοστεγείς κλωβούς, για την αποφυγή προσβολών 
τους από έντοµα ή ακάρεα που πιθανόν να µεταδίδουν ιώσεις. 
 
 



 20 

Στάδιο Ι: Εγκατάσταση της ασηπτικής καλλιέργειας.  
 Αφού απολυµανθούν τα έκφυτα, τοποθετούνται σε κατάλληλο 
δοχείο, µε το κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωµα. Ακολουθεί η τοποθέτηση 
των δοχείων στον θάλαµο ανάπτυξης, µε ρυθµιζόµενες συνθήκες 
θερµοκρασίας και φωτισµού. Στόχος, είναι η επιτυχής εγκατάσταση του 
φυτικού υλικού, κάτω από ασηπτικές συνθήκες και η έναρξη της 
διαδικασίας ανάπτυξής του. Το στάδιο αυτό διαρκεί περίπου 3-6 
εβδοµάδες, όπου στο διάστηµα αυτό το µικροµόσχευµα, αυξάνεται σε 
µέγεθος, αποκτά φυλλώδη µορφή και αναπτύσσει συνήθως πλάγιους 
βλαστούς. 
 
Στάδιο ΙΙ: Βλαστικός πολλαπλασιασµός.  
 Το φυτικό υλικό που εγκαταστάθηκε  µε επιτυχία, µεταφέρεται σε 
νέο θρεπτικό υπόστρωµα, µε κατάλληλες ποσότητες ρυθµιστών 
ανάπτυξης, που ελέγχουν τον ρυθµό παραγωγής νέων µικροβλαστών. Οι 
νέοι µικροβλαστοί που σχηµατίζονται, διαχωρίζονται σε 
µικροµοσχεύµατα και επανακαλλιεργούνται. Έτσι αυξάνεται ο αριθµός 
του φυτικού υλικού. 
 
Στάδιο ΙΙΙ: Ριζοβολία µικροβλαστών.  
 Οι µικροβλαστοί που σχηµατίστηκαν, τοποθετούνται σε νέο 
θρεπτικό υπόστρωµα πλούσιο σε αυξίνες (ΙΒΑ, ΝΑΑ, ΙΑΑ), για τον 
σχηµατισµό ριζιδίων. Στην περίπτωση που η ριζοβολία δεν είναι 
ικανοποιητική, µπορεί να γίνει µεταφορά των βλαστών σε εδαφικό 
υπόστρωµα στο θερµοκήπιο, µε σκοπό την ριζοβολία in vivo. Έτσι, 
επιλέγονται βλαστοί που έχουν αρκετά ανεπτυγµένο στέλεχος και φύλλα 
και κατεργάζονται µε αυξίνες (είτε µε εµβάπτιση σε διάλυµα ή σε σκόνη 
ορµόνης, είτε µε προσθήκη της ορµόνης στο έδαφος). Το στάδιο αυτό 
διαρκεί 10-20 ηµέρες και µπορεί να επηρεαστεί από την θερµοκρασία και 
από την ένταση φωτός στους θαλάµους ανάπτυξης. Τα ξυλώδη φυτά 
απαιτούν µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αυξινών από τα ποώδη. 
 
Στάδιο IV: Προσαρµογή στις φυσικές συνθήκες του περιβάλλοντος 
(εγκλιµατισµός ή σκληραγώγηση).  
 Είναι η σταδιακή µετάβαση των φυταρίων από συνθήκες in vitro σε 
πραγµατικές συνθήκες και αυτό το στάδιο διαρκεί 30-40 ηµέρες. Στην 
αρχή, µεταφυτεύονται το καθένα ξεχωριστά σε γλαστράκια στο 
θερµοκήπιο µε σχετική υγρασία µεγαλύτερη από 90% (υδρονέφωση), µε 
χαµηλό φωτισµό (κουρτίνες σκίασης) και προοδευτικά η υγρασία 
µειώνεται και περνούν σε κανονικές συνθήκες. Πολύ σηµαντικό σε αυτό 
το στάδιο, είναι να µην αφυδατωθούν τα φυτά. Τα φυτά παραµένουν σε 
ειδικές συνθήκες για 20 ηµέρες περίπου, µετά είναι ικανά να επιβιώσουν 
σε συνθήκες θερµοκηπίου και τελικά µεταφέρονται σε εξωτερικό χώρο.  
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 Ο εγκλιµατισµός των φυτών είναι ίσως το δυσκολότερο στάδιο, 
γιατί τα φυτάρια από ετερότροφα και από ιδανικές θρεπτικές συνθήκες, 
θα πρέπει σταδιακά να επιβιώσουν σε κανονικές συνθήκες.  
 
 
2.1.4 Πολλαπλασιασµός εκφύτων σε συνθήκες in vitro  
 
 Ένα πλεονέκτηµα του µικροπολλαπλασιασµού είναι η ταχύτητα µε 
την οποία πολλαπλασιάζονται τα έκφυτα σε συνθήκες in vitro. Μόλις 
εγκατασταθεί το έκφυτο στο νέο του περιβάλλον, διεγείρεται ο 
σχηµατισµός νέων βλαστών. Ο πολλαπλασιασµός, µέσω του 
σχηµατισµού µασχαλιαίων ή και επίκτητων βλαστών, έχει ως 
αποτέλεσµα την ανάπτυξη µεγάλου αριθµού φυταρίων, σε πολύ σύντοµο 
χρονικό διάστηµα. Η ικανότητα των εκφύτων να πολλαπλασιάζονται, 
καθορίζεται από τον γενότυπο του φυτού, τον τύπο του εκφύτου και την 
ηλικία του µητρικού φυτού ή του µοσχεύµατος από το οποίο θα πάρουµε 
το έκφυτο. Μόλις εµφανίσουν τα έκφυτα έντονη κυτταροδιαίρεση και 
ταχεία ανάπτυξη, πρέπει να µεταφερθούν σε νέο υπόστρωµα. Η 
διαδικασία αυτή ονοµάζεται επανακαλλιέργεια. Η διαδικασία της 
«µεταφύτευσης» ενός εκφύτου γίνεται στην τράπεζα νηµατικής ροής, 
χρησιµοποιώντας αποστειρωµένα εργαλεία, κάθε 18-20 ηµέρες. Οι 
βλαστοί διαχωρίζονται, διαιρούνται και µεταφέρονται σε νέο θρεπτικό 
υπόστρωµα. Η διαδικασία µεταφοράς από ένα δοχείο καλλιέργειας σε 
νέο υπόστρωµα, χρειάζεται πολύ προσοχή, γιατί πολύ εύκολα µπορεί να 
µολυνθεί κάποιο έκφυτο. Για να µειωθεί ο κίνδυνος µόλυνσης, είναι 
απαραίτητο να αποστειρώνονται τα εργαλεία σε κάθε µεταφορά και να 
καίγεται ο λαιµός του δοχείου πριν από την εξαγωγή του φυτού. Επίσης 
δεν επιτρέπεται η µεταφορά στο ίδιο δοχείο, εκφύτων από διαφορετικά 
δοχεία. 
 
 
2.1.5 Προβλήµατα στον µικροπολλαπλασιασµό 
 
 Κατά την διάρκεια της φάσης του µικροπολλαπλασιασµού, συχνά 
συναντώνται ορισµένα προβλήµατα, τα οποία πρέπει να επιλυθούν, αν 
θέλουµε να έχουµε επιτυχία στην καλλιέργεια. Τα πιο συνήθη είναι τα 
παρακάτω (Μερτζάκης, 2005): 
 
Ι.    Μολύνσεις 
 Το βασικό πλεονέκτηµα της ιστοκαλλιέργειας, όπως έχει ήδη 
αναφερθεί, είναι η δηµιουργία αµόλυντων φυτών. Όµως, είναι πολύ 
συχνό φαινόµενο, η εµφάνιση µολύνσεων σε διάφορα στάδια κατά την 
διάρκεια µιας καλλιέργειας, όπως: 
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1. Κατά την απολύµανση του έκφυτου. Με την απολύµανση 
καταστρέφονται µόνο έντοµα και µικροοργανισµοί που βρίσκονται στην 
επιφάνειά του, άρα είναι δυνατόν να επιζήσουν κάποιοι µικροοργανισµοί 
που βρίσκονται και κινούνται µέσα στο φυτό. Ορισµένοι τύποι 
µικροβίων, είναι δυνατόν να παραµείνουν στην επιφάνεια του εκφύτου 
και µετά την απολύµανση, διατηρηµένοι σε λανθάνουσα κατάσταση, για 
πολλές γενεές. Για τον έλεγχο τέτοιων καταστάσεων, µπορούν να 
προστεθούν αντιβιοτικά ή µυκητοκτόνα στο υπόστρωµα. Γενικά, η 
καλύτερη λύση είναι η διατήρηση αµόλυντων µητρικών φυτών στο 
εργαστήριο. 
2. Κατά την επανακαλλιέργεια ήδη µολυσµένων φυτών. Υπάρχει 
πιθανότητα τα έκφυτα να διατηρούν κάποιο µολυσµατικό οργανισµό σε 
λανθάνουσα κατάσταση και τα οποία δεν έχουν εκδηλώσει κάποια 
ασθένεια. Κατά την επανακαλλιέργεια, πρέπει να µεταφέρουµε 
καλλιέργειες που να είµαστε απόλυτα σίγουροι ότι είναι αµόλυντες. 
3. Κατά την διάρκεια των εργασιών στην τράπεζα νηµατικής ροής. Είναι 
ο συνηθέστερος τρόπος µεταφοράς µολυσµατικών οργανισµών στα 
έκφυτα, γι’ αυτό θα πρέπει να τηρούνται αυστηρά τα µέτρα που 
υπάρχουν για την χρήση της τράπεζας νηµατικής ροής. Οι µολύνσεις από 
τους µύκητες όταν αναπτυχθούν, είναι ορατές µε γυµνό µάτι. Οι 
µολύνσεις από βακτήρια όµως είναι δυσκολότερο να διαπιστωθούν γιατί 
σε ορισµένα φυτικά είδη, παραµένουν στον φυτικό ιστό σε λανθάνουσα 
κατάσταση για καιρό, µέχρι κάποιος περιβαλλοντολογικός παράγοντας 
(αλλαγή στην σύνθεση υποστρώµατος, θερµοκρασίας) να προκαλέσει 
την ανάπτυξή τους. Οι αιτίες των µολύνσεων, τα συµπτώµατα και η 
αντιµετώπισή τους, αναλύονται στο πειραµατικό µέρος της εργασίας. 
 Για να έχουµε λοιπόν επιτυχία στις καλλιέργειες θα πρέπει να 
δώσουµε προσοχή στα παρακάτω: 
•  Τα µητρικά φυτά πρέπει να είναι απαλλαγµένα από διασυστηµατικούς 
µικροοργανισµούς. 

•  Το υπόστρωµα της καλλιέργειας θα πρέπει να είναι αποστειρωµένο και 
απαλλαγµένο από µικροοργανισµούς. 

•  Το έκφυτο, είτε πρόκειται περί ακραίου µεριστώµατος είτε περί 
βλαστού, πρέπει να απολυµανθεί προτού τοποθετηθεί στο υπόστρωµα. 

•  Η µεταφορά των εκφύτων από το ένα δοχείο στο άλλο, να γίνεται µέσα 
στην τράπεζα νηµατικής ροής, χρησιµοποιώντας πάντα αποστειρωµένα 
εργαλεία. 

•  Οι µολυσµένες καλλιέργειες πρέπει να αποµακρύνονται το 
γρηγορότερο δυνατόν και να καταστρέφονται. 
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ΙΙ.   Αδυναµία Αναγέννησης 
 Ένα χαρακτηριστικό των φυτών είναι ότι ένα τµήµα του ιστού τους, 
µπορεί να δηµιουργήσει in vitro νέους βλαστούς ή έµβρυα. Για να έχει 
επιτυχία όµως ο µικροπολλαπλασιασµός, το έκφυτο που θα τοποθετηθεί 
σε συνθήκες in vitro, πρέπει να προσαρµοστεί στις νέες τεχνητές 
συνθήκες και να αρχίσει να πολλαπλασιάζεται σε σύντοµο χρονικό 
διάστηµα. Το φαινόµενο αυτό της δηµιουργίας νέων βλαστών 
επιτυγχάνεται, µόνο όταν το έκφυτο ενεργοποιήσει τον µηχανισµό 
αναγέννησης, ο οποίος περιλαµβάνει την διακοπή της κυριαρχίας της 
κορυφής και µια ολόκληρη σειρά φυσιολογικών, µορφολογικών και 
βιοχηµικών τροποποιήσεων. 
 Η αναγέννηση των φυτών εξαρτάται από ενδογενείς παράγοντες 
(γενετική σύνθεση φυτού και είδος εκφύτου) και εξωγενείς παράγοντες 
(φύση και σύνθεση θρεπτικού υποστρώµατος, θερµοκρασία και 
φωτισµός του θαλάµου ανάπτυξης και το µικροκλίµα µέσα στα δοχεία 
καλλιέργειας). 
 Αν το έκφυτο παραµένει κοιµώµενο για αρκετές επανακαλλιέργειες, 
µπορούµε να επιταχύνουµε τον χρόνο αντίδρασης, εφαρµόζοντας τα 
παρακάτω: 
• Αύξηση της γιββεριλίνης στο υπόστρωµα 
• Μεταφορά σε διάλυµα µε αυξηµένη δόση κυτοκινίνης 
• Βύθιση των βλαστών σε µεγαλύτερο βάθος στο υπόστρωµα 
• Αύξηση του αριθµού των επανακαλλιεργειών 
 Στα µητρικά φυτά, µπορούµε να βοηθήσουµε το πρόβληµα της 
αναγέννησης µε επαναλαµβανόµενο ψεκασµό µε BAP (50 mg/l), 5-6 
φορές την εβδοµάδα και αφαίρεση των πιο ηλικιωµένων οργάνων, για τη 
δηµιουργία νέας βλάστησης. 
 Επίσης πειράµατα έδειξαν, ότι η χρήση του θειαζουρόν (TDZ), 
αυξάνει την ικανότητα αναγέννησης ορισµένων φυτών (Shan et al., 
2000). 
 
ΙΙΙ. Υπερυδάτωση (Υάλωση) 
 Πρόκειται για µια φυσιολογική ανωµαλία. Παρατηρείται συχνότερα 
σε καλλιέργειες του φυτικού υλικού σε υδαρές υπόστρωµα (∆ηµάση-
Θεριού, 1995). Το φαινόµενο αυτό, το οποίο συχνά ακολουθείται από 
νέκρωση της κορυφής, έχει ως αποτέλεσµα την νέκρωση του φυτικού 
υλικού και µπορεί να προκαλέσει µια απώλεια της τάξεως του 20-50%. 
Οι βλαστοί που έχουν υποστεί υάλωση, αναγνωρίζονται από τα φύλλα, 
τα οποία έχουν διάφανη όψη, είναι παχύτερα, υδαρή, κατσαρωµένα και 
σπάζουν µε µεγάλη ευκολία και οι βλαστοί γίνονται υπερτροφικοί. 
 Οι παράγοντες οι οποίοι συµβάλλουν στην εκδήλωση αυτού του 
φαινοµένου είναι ο γενότυπος, η σύνθεση του υποστρώµατος, ο τύπος 
και η συγκέντρωση του άγαρ, η µεταχείριση των νεαρών βλαστών και οι 
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συνθήκες του περιβάλλοντος, συµπεριλαµβανοµένης της συγκέντρωσης 
µεθυλενίου στο δοχείο καλλιέργειας. 
 Περιορισµός της υάλωσης µπορεί να επιτευχθεί µε την συνεχή 
µεταφορά σε νέο υπόστρωµα (επανακαλλιέργεια) το οποίο στερείται 
κυτοκινίνης και έχει προστεθεί πηκτίνη. Επίσης, επειδή το περιεχόµενο 
του διαλύµατος σε ανόργανα άλατα παίζει σηµαντικό ρόλο, µπορούµε να 
µειώσουµε την αναλογία των µακροστοιχείων. O τύπος του δοχείου και 
πιο συγκεκριµένα του πώµατός του, φαίνεται να παίζει ρόλο στην 
εκδήλωση του φαινοµένου (η συγκέντρωση αιθυλενίου στο εσωτερικό 
του δοχείου επιτείνει την υάλωση). Άρα το δοχείο δεν πρέπει να κλείνει 
αεροστεγώς, ώστε να επιτρέπεται η ανταλλαγή αερίων µεταξύ του 
εσωτερικού και του εξωτερικού χώρου (Paoli et al., 1994). 

Σε µερικές περιπτώσεις η προσθήκη ενεργού άνθρακα σε δόση 100-
500 mg/l µειώνει το ποσοστό της υάλωσης, ίσως επειδή ο ενεργός 
άνθρακας απορροφά ορισµένες τοξικές ουσίες, οι οποίες 
συγκεντρώνονται µέσα στο δοχείο καλλιέργειας. Ακόµη, η υποβολή των 
καλλιεργειών σε χαµηλή θερµοκρασία µπορεί να βελτιώσει την 
κατάσταση για τα έκφυτα οπωροφόρων. 

Όλα τα παραπάνω θα πρέπει να αξιολογηθούν και να δοκιµασθούν 
πειραµατικά, ακόµα και σε συνδυασµό µεταξύ τους, ώστε να βρεθεί 
κάποια λύση για κάθε είδος, σε αυτό το πολύπλοκο πρόβληµα το οποίο 
δυστυχώς, είναι ένα αρκετά συχνό φαινόµενο κατά τον 
µικροπολλαπλασιασµό. 
 
ΙV. Έκκριση φαινολών  
 Ορισµένες καλλιέργειες in vitro εκκρίνουν φαινολικές ουσίες 
(τανίνες ή υδροξυφαινόλες), οι οποίες κατά την εγκατάσταση του 
εκφύτου διαχέονται στο υπόστρωµα. Στην περίπτωση αυτή, η αύξηση 
του φυτικού ιστού παρεµποδίζεται και αρχίζει µια διαδικασία 
αποδιοργάνωσης.  
 Η παραγωγή φαινολών, είναι πιο εµφανής στα είδη εκείνα τα οποία 
περιέχουν τέτοιες ουσίες σε µεγάλο ποσοστό στην φύση (δενδρώδη και 
ποώδη φυτά). Επίσης, η χρονική περίοδος που λαµβάνονται τα έκφυτα 
φαίνεται να παίζει ρόλο.  
 Η µέθοδος που εφαρµόζεται περισσότερο είναι η επανακαλλιέργεια 
σε νέο υπόστρωµα, αµέσως µόλις γίνει αντιληπτή η έκκριση φαινολών 2-
3 φορές κάθε µέρα, όµως µπορούµε να εφαρµόσουµε και προληπτικά 
µέτρα. 
 Αρχικά, θα πρέπει να φροντίσουµε να περιορίσουµε την 
συγκέντρωση των φαινολών, πλένοντας τους βλαστούς µε 
αποστειρωµένο νερό επί µερικές ώρες, πριν από την καλλιέργειά τους in 
vitro. Η έναρξη της καλλιέργειας σε υγρό θρεπτικό διάλυµα, µπορεί να 
συµβάλλει σηµαντικά στην επιτυχία της καλλιέργειας, γιατί έχει 
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µεγαλύτερη ικανότητα διάχυσης των φαινολικών ουσιών. Η προσθήκη 
στο υπόστρωµα ορισµένων ουσιών PVP (polyvinylpurrolidone) που 
απορροφούν ή αδρανοποιούν τις πολυφαινόλες, βρίσκει ευρεία 
εφαρµογή. Επίσης, η προσθήκη ενεργού άνθρακα µπορεί να βελτιώσει 
την κατάσταση, µειώνοντας όµως τον ρυθµό πολλαπλασιασµού. Ακόµα 
ορισµένες αντιοξειδωτικές ουσίες (ασκορβικό οξύ, κιτρικό οξύ, 
µερκαπτοαιθανόλη), µπορούν να χρησιµοποιηθούν µε καλά 
αποτελέσµατα (Hartman and Kester, 1997; Πλαστήρα, 1990). 
 
V. Νέκρωση της κορυφής 
 Πρόκειται για µία εκφυλιστική εξέλιξη, η οποία εµφανίζεται αρκετά 
συχνά στα δενδρώδη είδη και µπορεί να προκαλέσει σοβαρές απώλειες 
σε πολλαπλασιαστικό υλικό. Εµφανίζεται ως αποξήρανση της κορυφής 
του βλαστού του κεντρικού στελέχους και προοδευτικά των πλευρικών. 
Οι κύριες αιτίες της νέκρωσης της κορυφής είναι: 
• Συνέπεια της υάλωσης του βλαστού. 
• Ελλιπής ανταλλαγή αερίων µε το εξωτερικό περιβάλλον, µε 
αποτέλεσµα την συγκέντρωση αιθυλενίου στο εσωτερικό του δοχείου 
καλλιέργειας, το οποίο προκαλεί τοξικά φαινόµενα. 

• Η ύπαρξη βλαστών προερχόµενων από αναγέννηση (τρυφεροί 
βλαστοί), οι οποίοι είναι ευαίσθητοι στο φως του θαλάµου ανάπτυξης. 

• Αυξηµένη δόση των ορµονών ριζοβολίας, οι οποίες εµποδίζουν την 
βλάστηση. 

 Το φαινόµενο αυτό εκδηλώνεται σε όλες τις φάσεις του 
µικροπολλαπλασιασµού (ιδιαίτερα κατά το στάδιο ριζοβολίας) και τα 
µέτρα που πρέπει να πάρουµε είναι να µειώσουµε τον φωτισµό και την 
θερµοκρασία στον θάλαµο ανάπτυξης και κατά την διάρκεια της 
ριζοβολίας να περιορίσουµε την δόση της αυξίνης. 
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2.2 ΕΞΥΓΙΑΝΣΗ ΚΑΙ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΝΟΣΟΥ ΦΥΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 
 

Η Ιστοκαλλιέργεια χρησιµοποιείται σε µεγάλη έκταση για την 
µελέτη βασικών και εφαρµοσµένων προβληµάτων στην βιολογία των 
φυτών. Είναι πολύ σπουδαία τεχνική, γιατί είναι δυνατόν να λύσει το 
πρόβληµα πολλαπλασιασµού ειδών που πολλαπλασιάζονται δύσκολα µε 
συµβατικές µεθόδους και γιατί σε συνδυασµό µε τη µέθοδο της 
θερµοθεραπείας, παράγει φυτά απαλλαγµένα από σοβαρές ιώσεις. 
 Το γενετικό υλικό των ιών αποτελείται κυρίως από DNA ή RNA, 
ουσία δηλαδή όµοια µε εκείνη του γενετικού υλικού των φυτών. 
Οποιαδήποτε προσπάθεια λοιπόν καταπολέµησης των ιώσεων, δεν είναι 
δυνατόν να µην έχει επιπτώσεις στην ακεραιότητα των φυτικών 
κυττάρων. Η µόλυνση επιρρεπών φυτών από έναν ιό, έχει σαν 
αποτέλεσµα τον πολλαπλασιασµό του ιού πρώτα στα κύτταρα στα οποία 
έχει εισέλθει. Ακολούθως, γίνεται η εξάπλωση του ιού µε την µεταφορά 
του από κύτταρο σε κύτταρο, µε αποτέλεσµα ο ιός να πολλαπλασιάζεται 
σε ιστούς που δεν είχαν αρχικά µολυνθεί. 

Οι ιοί είναι ένα σηµαντικό πρόβληµα στα φυτώρια και στους 
οπωρώνες. Μειώνουν δραµατικά τις αποδόσεις των καλλιεργειών 
(µείωση οµοιογένειας και ανάπτυξης των φυτών), επιτείνουν τα 
προβλήµατα ασυµφωνίας µεταξύ εµβολίου και υποκειµένου και για τους 
λόγους αυτούς, επιθυµία όλων είναι η παραγωγή άνοσου φυτικού υλικού. 

Η ανθεκτικότητα του φυτού στην µόλυνση ορίζεται, ως η 
ικανότητα του φυτού να ελαττώσει δραστικά τον πολλαπλασιασµό του 
ιού και την εξάπλωσή του, αντίθετα µε τα επιρρεπή φυτά και εξαρτάται 
από τα γονίδια του φυτού ξενιστή, το στέλεχος του ιού καθώς και τους 
περιβαλλοντικούς παράγοντες.  Ο προσδιορισµός και η ανίχνευση της 
προσβολής, µπορεί να γίνει µε την ανοσοενζυµική µέθοδο «ELISA»ׁ  ή 
µε προσδιορισµό του ξένου DNA µε την µέθοδο της αλυσιδωτής 
αντίδρασης της πολυµεράσης «PCR».  

Υπάρχουν τρεις κύριοι τρόποι ελέγχου προσβολής των φυτών από 
ιούς (Χατζόπουλος, 2001). Ο πρώτος τρόπος είναι η παραγωγή υγιούς 
πολλαπλασιαστικού υλικού ελεύθερου ιών, ο δεύτερος στοχεύει στην 
παρεµπόδιση της διασποράς των ιών από φυτό σε φυτό, συνήθως µε την 
θανάτωση των φορέων που µεταδίδουν τους ιούς και ο τρίτος είναι η 
γενετική βελτίωση και ο πολλαπλασιασµός καλλιεργούµενων φυτών 
ανθεκτικών στους ιούς. 

Παρακάτω θα ασχοληθούµε µε τους τρόπους εξυγίανσης του 
φυτικού υλικού, µε διάφορες µεθόδους, για την παραγωγή 
πολλαπλασιαστικού υλικού απαλλαγµένου από ιούς . 
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2.2.1 Ιστορική αναδροµή  
 

Το 1968, ο Morel και ο Martin είπαν σχετικά µε την αναγέννηση 
φυτών πατάτας ότι «Η πιο σηµαντική συνεισφορά της ιστοκαλλιέργειας 
στην λύση αγρονοµικών προβληµάτων, είναι σίγουρα η εφαρµογή 
διαδικασιών για την θεραπεία φυτών προσβεβληµένων από ιούς». 

Οι µελέτες του Limasset και του Cornuet το 1949, για την διάδοση 
του ιού του µωσαϊκού του καπνού στα βλαστικά όργανα του φυτού, 
έδειξαν ότι ο βαθµός εξάπλωσης του ιού, µειώθηκε σταδιακά στα 
µεριστώµατα, που από ότι φαινόταν ήταν ελεύθερα από τον ιό. Το 1968, 
ο Morel και ο Martin, κατάφεραν να θεραπεύσουν φυτά πατάτας που 
είχαν προσβληθεί από τους ιούς Α και Υ µε µεριστωµατική καλλιέργεια 
και  ποσοστό επιτυχίας 85 - 95% (Morel and Martin, 1968). Από την 
άλλη µεριά οι ιοί Χ και S, ήταν πολύ δύσκολο να θεραπευτούν. Η 
θερµοθεραπεία από µόνη της δεν ήταν αποτελεσµατική, όµως ο 
συνδυασµός της µε την καλλιέργεια ακραίου µεριστώµατος, θεράπευσε 
τα φυτά πατάτας από τους ιούς Χ και S σε ποσοστό 80%. 

 Αµέσως κάποια είδη αναγεννήθηκαν µε αυτόν τον τρόπο όπως, 
φαγώσιµα φυτά (λυκίσκος, φράουλα), τροπικά είδη (µπανάνα, µανίοκο) 
και ανθοκοµικά φυτά (φορσύθια, βιβούρνο). Στα ξυλώδη είδη η τεχνική 
αυτή ήταν πιο δύσκολη στην εφαρµογή της, όµως πλέον παράγονται 
κλώνοι ελεύθεροι ιών σε πολλά είδη (αµπέλι, αµύγδαλο, κεράσι, prunus).  
 
 
2.2.2 Θερµοθεραπεία και καλλιέργεια ακραίου µεριστώµατος 
 
 Η ωφελιµότητα της θερµοθεραπείας είναι γνωστή από το 1936 όταν 
ο Kunkel κατάφερε να εξυγιάνει δένδρα ροδακινιάς από τον ιό «Yellow 
peach virus». Αργότερα οι Posnette και Cropley το 1952, εφάρµοσαν µε 
επιτυχία την θερµοθεραπεία σε φυτά φράουλας. Έως τότε αυτή η 
µέθοδος µας επέτρεπε την ίαση των φυτών, αλλά παρέµενε περιορισµένη 
και αυτό διότι µόνο το κοµµάτι του φυτού που αναπτύχθηκε κατά την 
διάρκεια αυτής (και όχι ολόκληρο το φυτό) απαλλάχθηκε από τον ιό 
(Auge et al., 1995).  
 Τα ακραία µεριστώµατα των φυτών, στο µεγαλύτερο µέρος των 
περιπτώσεων, παραµένουν άνοσα από διασυστηµατικούς παρασιτικούς 
µικροοργανισµούς. Η ιδιόµορφη αυτή ιδιότητα των ακραίων 
µεριστωµάτων σε συνδυασµό µε τις τεχνικές καλλιέργειας in vitro, 
επιτρέπει την εξυγίανση φυτικών ειδών (δενδρώδη και ποώδη). Σε 
ορισµένες πιο σπάνιες περιπτώσεις και µόνο η προσπάθεια να 
διεγείρουµε την ανάπτυξη επίκτητων βλαστών είναι µια εξυγίανση, αφού 
οι αναγεννηµένοι ιστοί εµφανίζονται ελεύθεροι από ιολογικές 
προσβολές. Γι’ αυτό το λόγο, καταφεύγουµε στην µέθοδο της 
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θερµοθεραπείας σε συνδυασµό µε την καλλιέργεια ακραίου 
µεριστώµατος. 
 Η θερµοθεραπεία έχει εφαρµοσθεί µε επιτυχία σε όλες σχεδόν τις 
δενδροκοµικές, λαχανοκοµικές, και ανθοκοµικές καλλιέργειες, µε 
διαφορές που αναφέρονται στο ύψος της θερµοκρασίας του 
θερµοθαλάµου, στην διάρκεια της θερµοθεραπείας καθώς και στο 
µέγεθος της βλαστικής κορυφής που καλλιεργείται.   
  Η διάρκειά της µπορεί να ποικίλει από 10 ηµέρες µέχρι και πάνω 
από 200 ηµέρες (συνήθως 6-8 εβδοµάδες), ανάλογα µε το είδος, την 
αντοχή του φυτού και το είδος του ιού που πρόκειται να εξαλειφθεί. Το 
ύψος της εφαρµοζόµενης θερµοκρασίας, κυµαίνεται από 32-42οC 
(συνήθως 37οC). Βασική προϋπόθεση αντοχής στις υψηλές και 
παρατεταµένης διάρκειας θερµοκρασίες, εκτός από το είδος και την 
ποικιλία, έχει ο βαθµός σκληραγώγησης των φυτών, η καλή θρεπτική 
τους κατάσταση και το άριστο ριζικό τους σύστηµα. Η αντοχή των 
φυτών σε υψηλές θερµοκρασίες έχει ορισµένα όρια, πέρα από τα οποία η 
θνησιµότητα αυξάνεται κατακόρυφα. Τα ξυλώδη φυτά, διαθέτουν 
µεγαλύτερη αντοχή στις υψηλές θερµοκρασίες και στην διάρκεια 
εφαρµογής τους, από ότι τα ποώδη.  
 Στη συνέχεια, κορυφές των βλαστών από τα φυτά αυτά παίρνονται 
υπό ασηπτικές συνθήκες, µε την βοήθεια ειδικού στερεοσκοπίου 
(µέγεθος κορυφής περίπου 0,5-2,5mm). Έπειτα, το πολύ µικρό κορυφαίο 
µερίστωµα αυξάνει υπό ασηπτικές συνθήκες, πολλαπλασιάζεται, 
ριζοβολεί και µεταφυτεύεται στο θερµοκήπιο που προστατεύεται µε 
ειδική σήτα, έτσι ώστε να µην µπορούν να µπούνε µέσα έντοµα, 
ιδιαίτερα αφίδες. Έτσι, δηµιουργούνται τα πρώτα µητρικά φυτά 
απαλλαγµένα από ιώσεις. Μετά, τα φυτά πολλαπλασιάζονται αγενώς µε 
τις κλασικές µεθόδους πολλαπλασιασµού. 
 Η εξήγηση της επίδρασης της θερµότητας στην εξυγίανση των 
φυτών είναι, ότι υπό την επίδραση των υψηλών θερµοκρασιών του 
θερµοθαλάµου, η ταχύτητα πολλαπλασιασµού του ιού ελαττώνεται ή 
σταµατά και αδυνατεί να παρακολουθήσει την αύξηση του βλαστού, που 
συµβαίνει κατά την διάρκεια υποβολής στις υψηλές θερµοκρασίες. 
Εποµένως, απαραίτητη προϋπόθεση για να έχουν επίδραση ή καλύτερη 
αποτελεσµατικότητα οι υψηλές θερµοκρασίες στην εξυγίανση, είναι το 
φυτό να δηµιουργεί νέα βλάστηση. Εφόσον το φυτό, για διάφορους 
λόγους, αδυνατεί να παράγει νέα βλάστηση στην διάρκεια της 
θερµοθεραπείας, αυτή είναι λιγότερο ή καθόλου αποτελεσµατική. 
 Ο συνδυασµός της θερµοθεραπείας µε την καλλιέργεια κορυφαίου 
µεριστώµατος, βελτιώνει κατά πολύ τα ποσοστά των υγιών φυτών που 
παράγονται. Στην πράξη, στα διάφορα προγράµµατα παραγωγής υγιούς 
πολλαπλασιαστικού υλικού σε διάφορα φυτά, συνδυάζεται η 
θερµοθεραπεία µε την καλλιέργεια του κορυφαίου µεριστώµατος in vitro.  
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Ειδικότερα, τα φυτά που είναι µολυσµένα από ιούς και µυκοπλάσµατα, 
εµφανίζονται υγιή µόνο στο τµήµα του ιστού στο ακρότατο σηµείο της 
βλαστικής κορυφής. Η απουσία των ιών σε αυτούς τους µεριστωµατικούς 
ιστούς οφείλεται (Maule,1991; Leisner and Howell, 1993; Lucas and 
Gilbertson, 1994): 
• Στο ότι δεν υπάρχουν αγγειακά συστήµατα στην µεριστωµατική 
ζώνη και το πέρασµα των ιών µέσω των πλασµοδεσµών είναι δύσκολο 
άρα αργό, ενώ η ταχύτητα αύξησης των µεριστωµατικών ιστών είναι 
ταχύτερη από την κίνηση των ιών. 

• Η ισχυρή µεταβολική δραστηριότητα των µεριστωµατικών 
κυττάρων, δεν επιτρέπει την αναπαραγωγή των ιών. 

• Η αυξηµένη συγκέντρωση της ενδογενούς αυξίνης που βρίσκεται 
στην βλαστική κορυφή, µπορεί να εµποδίζει την κανονική ανάπτυξη 
των ιών. 

 Η επιτυχία της τεχνικής της καλλιέργειας των µεριστωµάτων 
εξαρτάται από τον γενότυπο, το υπόστρωµα της καλλιέργειας, τις 
συνθήκες του περιβάλλοντος στον θάλαµο ανάπτυξης και το µέγεθος του 
µεριστώµατος. 
 Να σηµειωθεί ότι καλλιέργεια in vitro µε την χρήση βλαστικής 
κορυφής πολύ µικρού µεγέθους, η οποία έχει υποβληθεί σε 
θερµοθεραπεία, είναι δυνατόν να δώσει έκφυτα απαλλαγµένα από ιώσεις. 
Αυτό το ανέφεραν στις µελέτες τους ο Pennazio και ο Redolfi, όταν από 
φυτά πατάτας, παρέλαβαν την µικρότερη βλαστική κορυφή (0,12mm), 
πήραν τα λιγότερα ποσοστά µόλυνσης (52%) (Pennazio & Redolfi, 
1974). Συνεπώς, όσο µικρότερη είναι η βλαστική κορυφή που παίρνουµε, 
τόσο αποτελεσµατικότερη είναι η θεραπεία, αλλά ταυτόχρονα µειώνονται 
τα ποσοστά επιβίωσης των φυτών. 
 Για τον πολλαπλασιασµό των οπωροφόρων δένδρων, ως έκφυτα 
χρησιµοποιούνται κυρίως κορυφές από νεαρούς βλαστούς που αυξάνουν 
γρήγορα. Επίσης, χρησιµοποιούνται βλαστοί του παρελθόντος έτους, οι 
οποίοι τοποθετούνται σε ψυγείο επί έναν µήνα περίπου, για να διακοπεί ο 
λήθαργος των οφθαλµών τους. Οι βλαστοί στην συνέχεια, τοποθετούνται 
σε γυάλινο βάζο µε νερό, οι πλάγιοι οφθαλµοί βλαστάνουν και οι 
κορυφές τους χρησιµοποιούνται ως έκφυτα. 
 Επειδή η αρχική εγκατάσταση είναι πολύ σπουδαία εργασία και ο 
κίνδυνος µολύνσεων πολύ µεγάλος, καλό είναι τα φυτά ή οι βλαστοί να 
βρίσκονται σε κλειστό χώρο (θερµοκήπιο ή εργαστήριο). Επίσης, η 
εποχή λήψης των εκφύτων έχει µεγάλη σηµασία για την πιθανή µόλυνσή 
τους. Η καλύτερη εποχή λήψης είναι ο χειµώνας, περίοδος κατά την 
οποία η ατµόσφαιρα φέρει το µικρότερο φορτίο µολύσµατος (σπόρια 
µυκήτων, βακτήρια κ.α.), ενώ κατάλληλο υλικό έναρξης του 
πολλαπλασιασµού αποτελούν φύλλα ολόκληρα ή κοµµένα σε λωρίδες, 
ιστοί από ωοθήκες ή σπερµοβλάστες, κ.α. 
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 Μια άλλη τεχνική θερµοθεραπείας που χρησιµοποιείται σε ευρεία 
κλίµακα για βολβούς, ριζώµατα και σπόρους, µε σκοπό την 
απελευθέρωση των φυτών από ιούς, βακτήρια, νηµατώδεις, µύκητες και 
έντοµα είναι η κατεργασία µε ζεστό νερό (Grondeau and Samson, 1994).  
 Το πλεονέκτηµα της κατεργασίας µε ζεστό νερό, είναι ότι µειώνει και 
τους ενδογενείς παθογόνους µικροοργανισµούς. Η αντίσταση που 
εµφανίζουν τα φυτά στην κατεργασία µε το ζεστό νερό, εξαρτάται σε 
µεγάλο βαθµό από την φυσιολογική τους κατάσταση (µέγεθος φυτού, το 
περιεχόµενο σε υγρασία, την ζωτικότητά του, την κατάσταση των 
εξωτερικών στρωµάτων, τις συνθήκες θερµοκρασίας κατά την διάρκεια 
της ανάπτυξής του, το επίπεδο λήθαργου, την ηλικία και την γενετική του 
σύσταση). 
 Μετά την κατεργασία µε ζεστό νερό, ίσως είναι απαραίτητο τα 
έκφυτα να µην κλείνονται µε παραφίλµ για την διευκόλυνση της 
ανταλλαγής αερίων µε το εξωτερικό περιβάλλον. Οι  πιθανές εξηγήσεις 
για την αντίδραση αυτή των φυτών είναι: 
1. Κατά την διάρκεια και µετά την κατεργασία µε ζεστό νερό ο 
µεταβολισµός των φυτών αυξάνεται, άρα έχουν µεγαλύτερες ανάγκες σε 
οξυγόνο. 
2. Κατά την διάρκεια που τα φυτά είναι βυθισµένα στο νερό, βρίσκονται 
σε συνθήκες µερικής αναεροβίωσης. Η έλλειψη οξυγόνου πιθανόν να 
οδηγεί για παράδειγµα, στην παραγωγή ακεταλδεύδης και αιθανόλης. 
Αυτά τα αέρια προκαλούν εκφυλισµό των ιστών. Έτσι, ο θάνατος των 
εκφύτων στα ερµητικά κλειστά δοχεία πιθανόν να οφείλεται στην 
ασφυξία των ιστών εξαιτίας της συγκέντρωσης ακεταλδεύδης και 
αιθανόλης. 
3. Οι ιστοί οι οποίοι υφίστανται την επίδραση µεγαλύτερων 
θερµοκρασιών, ίσως να έχουν δραστικότερη αντίδραση στις πληγές που 
δηµιουργούνται µε το κόψιµο των εκφύτων. Έτσι η παραγωγή πτητικών 
αερίων (π.χ. αιθυλένιο και αιθάνιο) που παράγονται µε τις πληγές, 
πιθανόν να αυξάνεται και η υψηλή συγκέντρωση αυτών των αερίων µέσα 
στα δοχεία καλλιέργειας πιθανόν να είναι τοξική (George, 1993). 
 Η θερµοθεραπεία σε συνδυασµό µε την κατεργασία µε ζεστό νερό, 
µπορεί να εφαρµοστεί και σε φυτά που καλλιεργούνται ήδη in vitro. 
Έτσι, επιλέγονται φυτά σε in vitro καλλιέργεια, καλώς ριζοβοληµένα, 
ζωηρά και µε επαρκή βλάστηση και τοποθετούνται σε υδατόλουτρα, µε 
θερµοκρασία νερού 35οC για 3 µήνες τουλάχιστον. Στο τέλος του χρόνου 
της θερµοθεραπείας, ακολουθεί η καλλιέργεια µικροκορυφής αρχικά ή 
µεριστώµατος αργότερα, in vitro. 
 Σε πρόσφατα πειράµατα, εφαρµόζονται τροποποιήσεις στις παραπάνω 
µεθοδολογίες, που προβλέπουν την επίδραση της θερµότητας σε in vitro 
καλλιέργεια, µε µορφή ρεύµατος αέρος. Πρέπει να αναφερθεί ότι η 
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επίδραση της θερµότητας για να είναι αποτελεσµατική, πρέπει να είναι 
συνεχής, χωρίς διακοπές καθ’ όλη τη διάρκεια της θερµοθεραπείας.   
 
 
2.2.3 In vitro µικροεµβολιασµός  
 
 Ο µικροεµβολιασµός ξεκίνησε από τον Morel και τον Martin σε 
φυτά ντάλιας, όπου καλλιέργησαν in vitro µεριστώµατα εµβολιασµένα σε 
ελεύθερα από ιώσεις υποκείµενα (Morel and Martin, 1952). Ο πρώτος 
επιτυχής µικροεµβολιασµός πραγµατοποιήθηκε από τους Murashige et 
al. (1972).  
 Σκοπός αυτής της τεχνικής είναι η εξυγίανση των φυτών από ιούς, 
αξιοποιώντας το χαρακτηριστικό των ακραίων µεριστωµάτων. Είναι 
διαφορετικό από την καλλιέργεια ακραίου µεριστώµατος γιατί ο 
µεριστωµατικός ιστός, αφού αποκοπεί από το µόσχευµα, αντί να 
τοποθετηθεί απ’ ευθείας στο υπόστρωµα, εµβολιάζεται σε ένα 
υποκείµενο απαλλαγµένο από ιούς το οποίο έχει καλλιεργηθεί in vitro. 
 Επίσης ο µικροεµβολιασµός χρησιµοποιείται, για την µελέτη της 
ασυµφωνίας µεταξύ υποκειµένου και εµβολίου ή ιστολογικών και 
φυσιολογικών προβληµάτων που σχετίζονται µε τον εµβολιασµό 
(Vasilakakis, 1991) και για την διακίνηση φυτικού υλικού, από µια 
περιοχή που δεν υπάρχει κάποια ασθένεια σε κάποια άλλη µε τον 
µικρότερο δυνατό κίνδυνο διάδοσης (Smith, 2002). 
 Τα πλεονεκτήµατα αυτής της µεθόδου είναι τα παρακάτω: 
•  Επιτρέπει την καλλιέργεια ακραίων µεριστωµάτων, ακόµα και για τα 
φυτά εκείνα τα οποία υπό κανονικές συνθήκες δεν αναπτύσσονται όταν 
τοποθετηθούν απ’ ευθείας στο υπόστρωµα. 

•  Αποκλείει την εµφάνιση γενετικών αποκλίσεων, οι οποίες οφείλονται 
στην άµεση επαφή µεριστωµατικών ιστών µε το θρεπτικό υπόστρωµα 
καλλιέργειας. 

•  Αυξάνει την ταχύτητα ανάπτυξης υγιών φυτών. 
 Οι παράγοντες που ευνοούν την επιτυχία του µικροεµβολιασµού 
είναι κυρίως η µέγιστη δυνατή συγγένεια µεταξύ του υποκειµένου και 
του εµβολίου και έπειτα, το υποκείµενο να έχει καλή βλαστικότητα και 
ταχεία ανάπτυξη στο υπόστρωµα καλλιέργειας, διογκωµένο ιστό και 
έντονη αύξηση, καθαρή επιφάνεια κοπής µε ευδιάκριτο κάµβιο, ιστό ο 
οποίος δεν υφίσταται ταχεία οξείδωση και ιδανική ανάπτυξη του ριζικού 
συστήµατος. 
 Η διαδικασία του εµβολιασµού γίνεται στην τράπεζα νηµατικής 
ροής. Ως υποκείµενα, χρησιµοποιούνται σπορόφυτα που αναπτύσσονται 
σε in vitro συνθήκες και ως εµβόλια, χρησιµοποιούνται νεαροί βλαστοί 
δένδρων µε επιθυµητό γενότυπο, που είτε λαµβάνονται από τον αγρό (και 
αποστειρώνονται) είτε από έκφυτα που αναπτύσσονται in vitro. Έπειτα, 
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κόπτεται από το φυτό-εµβόλιο το ακραίο µερίστωµα (0,2-0,4mm), µε 2-3 
καταβολές φύλλων και τοποθετείται αµέσως πάνω στο κοµµένο 
υποκείµενο, µε τέτοιο τρόπο ώστε να ενωθούν τα δυο κάµβια. Επίσης ως 
εµβόλιο, µπορεί να χρησιµοποιηθεί βλαστική κορυφή µεγαλύτερου 
µήκους και µε περισσότερες καταβολές φύλλων και να τοποθετηθεί στο 
υποκείµενο, στο οποίο έχει χαραχθεί τοµή ανεστραµµένου Τ. Εφόσον 
κολλήσει το εµβόλιο, χρειάζονται µόνο 60-70 ηµέρες για την λήψη ενός 
πλήρους φυταρίου. 
 Ο µικροεµβολιασµός είναι γενικά µια τεχνική που απαιτεί πολύ 
χρόνο, εµπειρία και τα ποσοστά επιτυχίας συνήθως είναι πολύ µικρά για 
να εφαρµοστεί σε ευρεία κλίµακα.   
 
 
2.2.3.1 Συνδυασµός του µικροεµβολιασµού µε τον 
µικροπολλαπλασιασµό 
 
 Ο συνδυασµός του µικροεµβολιασµού µε τον 
µικροπολλαπλασιασµό, µπορεί να µειώσει το κόστος και να προσφέρει 
τη δυνατότητα συνδυασµού της τεχνολογίας αυτής µε τη γενετική 
µεταµόρφωση. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η ανεύρεση νέων συνδυασµών 
εµβολίου-υποκειµένου για πρακτική εφαρµογή και η αξιοποίηση των 
πλούσιων φυτογενετικών πόρων της χώρας µας.  
 Με αυτό το συνδυασµό δίνεται η δυνατότητα µαζικής παραγωγής 
υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού προερχόµενο από βιοτεχνολογικές 
µεθόδους (in vitro παραγωγή πολλαπλασιαστικού υλικού). Τα 
πλεονεκτήµατα της τεχνικής αυτής είναι (Νιάνιου, 2004): 
• Παραγωγή φτηνών φυταρίων  
• Φυτά ανθεκτικά στις ασθένειες και τις αντιξοότητες του εδάφους 
λόγω του εµβολιασµού τους σε ανθεκτικά υποκείµενα 

• Υγιές φυτικό υλικό (απαλλαγή από ιώσεις µέσω θερµοθεραπείας, 
όταν αυτό απαιτείται) 

• ∆υνατότητα συνδυασµού της τεχνικής αυτής µε την γενετική 
µεταµόρφωση, µε αποτέλεσµα την παραγωγή φυτών µε νέα επιθυµητά 
αγρονοµικά χαρακτηριστικά. 

 
 
2.2.4 Χηµειοθεραπεία 
 
 Μια ακόµη µέθοδος, για να απαλλαγούν τα φυτά από τους ιούς ή 
έστω να αυξηθούν τα ποσοστά ανάρρωσης µολυσµένων φυτών, είναι η 
χηµειοθεραπεία. Είναι δηλαδή, η εφαρµογή χηµικών ουσιών (αντιϊκά 
φάρµακα) που καταστρέφουν ή εµποδίζουν την εξάπλωση των ιών. Είναι 
η χορήγηση διασυστηµατικών ενδοθεραπευτικών µυκητοκτόνων ή 
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αντιβιοτικών από την ρίζα, τα φύλλα ή και µε ενέσεις στον κορµό ή 
προσθήκη στο θρεπτικό υπόστρωµα (Τζαβέλλα-Κλωνάρη, 2003).   
 Τέτοιες ουσίες είναι η ribavirin (Virazole) ή acyclorir (Hartman and 
Kester, 1997), 2-thiouracil, acycloguanosine, cycloheximide, actinomycin 
D (www.molecular-plant-biotechnology.info). 
 Πειράµατα έδειξαν ότι η χρησιµοποίηση της ribavirin σε 
συγκέντρωση 20mgl-1, µείωσε τον ιό Grapevine Fanleaf Virus σε 
ποσοστό 94%, χωρίς να επηρεαστεί η ανάπτυξη του φυτού, η ριζοβολία 
και ο αριθµός των ριζών και δεν προκάλεσε χλώρωση, υπερυδάτωση ή 
νέκρωση της κορυφής (Weiland et al., 2004).  
 H ribavirin σε συγκέντρωση 25-100mgl-1 

ήταν αποτελεσµατική στην 
εξάλειψη της Νεκρωτικής δακτυλιωτής κηλίδωσης (Prunus necrotic ring 
spot virus) της ποικιλίας «Empress» (Prunus domestica L.) (Miroslawa, 
2007). Ο συνδυασµός της θερµοθεραπείας µε την χηµική ουσία ribavirin 
σε συγκεντρώσεις 50-100mgl-1 

εξάλειψε τον Νανισµό της δαµασκηνιάς 
(Prune drawf virus) από την ποικιλία «Early Rivers» (sweet cherry) 
(Miroslawa, 2007). Η ribavirin σε συγκέντρωση 40mgl-1 και 60mgl-1, 
ήταν αποτελεσµατική στην εξάλειψη της ίωσης Ευλογιά ή Σάρκα των 
πυρηνοκάρπων (Plum Pox Virus) από φυτά Prunus domestica L.cv 
«Cacansa Lepotica», σε ποσοστά 15,38% και 16,60% αντίστοιχα 
(Paunovic et al., 2007). 
 Επίσης, η χηµειοθεραπεία µπορεί να εφαρµοστεί σε συνδυασµό µε 
τον µικροεµβολιασµό. Όπως στην εργασία των Sanjeer et al., οι οποίοι 
χρησιµοποίησαν διάφορες χηµικές ουσίες, για να εξαλείψουν τον ιό 
Indian Citrus Ringspot Virus (ICRSV) από φυτά «Kinnow» - ποικιλία 
µανταρινιάς (Citrus nobilis Lour x C. deliciosa Tenora), αφού πρώτα 
πήραν ακραία µεριστώµατα µεγέθους 0,7mm τα οποία εµβολίασαν σε 
ανθεκτικό υποκείµενο λεµονιάς (Citrus jambhiri). Χρησιµοποίησαν 
25mgl-1 ribavirin µε 37% επιτυχία (εξάλειψη του ιού), 25mgl-1 2-
thiouracil µε 21,4% επιτυχία και 25mgl-1 από την χηµική ουσία 
acycloguanosine µε 20,8% επιτυχία (Sanjeev et al., 2006).  
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2.3 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΒΕΛΤΙΩΣΗ ΦΥΤΩΝ 
 
 Ως εφαρµοσµένη µέθοδος της Βιοτεχνολογίας η ιστοκαλλιέργεια, 
αποτελεί χρήσιµο εργαλείο που από µόνο του ή και επικουρικά, βοηθά 
στη λύση συγκεκριµένων προβληµάτων της βελτίωσης των φυτών που 
είναι δύσκολο ή και αδύνατο να λυθούν µε τη συµβατική µεθοδολογία. 
Πιο συγκεκριµένα η προσφορά της εντοπίζεται : 
1. Στη βασική έρευνα, µε τη µελέτη φυσιολογικών, βιοχηµικών και 
µεταβολικών διεργασιών κατά την πορεία διαφοροποίησης (Μπεµπέλη, 
1989), µε παρατήρηση και την ιστολογική µελέτη της πορείας των 
κυτταρικών διαιρέσεων και του σχηµατισµού των οργάνων. Έτσι 
γεννήθηκε η θεωρία των Miller & Skoog για τον έλεγχο της 
οργανογένεσης από τους φυτικούς ρυθµιστές της αύξησης (Gautheret, 
1982). 
2. Στην παραγωγή άνοσου πολλαπλασιαστικού υλικού µε το 
µικροπολλαπλασιασµό, που χαρακτηρίζεται από την ταχύτητα και τη 
µεγάλου αριθµού παραγωγή οµοιόµορφων φυτών. Με τον τρόπο αυτό, 
εξασφαλίζεται ο πολλαπλασιασµός σπάνιων γενοτύπων που 
πολλαπλασιάζονται δύσκολα σε πολλά µάλιστα αντίγραφα µε το 
µεγαλύτερο γενετικό κέρδος, διατηρώντας αναλλοίωτη τη δράση των 
αθροιστικών γονιδίων και την αλληλεπίδραση των µη αθροιστικών 
(Σκαλτσογιάννης, 1988). Βοηθά επίσης στην αναπαραγωγή βελτιωµένων 
γενοτύπων από σταυρογονιµοποιούµενα είδη χωρίς κινδύνους αλλαγής 
του γενετικού τους δυναµικού (Μπεµπέλη, 1989). 
3. Στη διατήρηση και αποθήκευση γενετικού υλικού κάτω από  in vitro 
συνθήκες για απεριόριστο θεωρητικά χρόνο. Σε συνδυασµό µε συνθήκες 
και τεχνικές που επιβραδύνουν ή σταµατούν τους ρυθµούς ανάπτυξης 
(cryopreservation technique), µπορεί να διατηρηθεί υλικό που 
περιλαµβάνει σπάνια είδη ή εξαιρετικούς γενότυπους, δηµιουργώντας 
µια τράπεζα γενετικού υλικού άµεσα αξιοποιήσιµη (Μαυροµάτης, 1996). 
4. Στο σωµατικό υβριδισµό µε τη συγχώνευση πρωτοπλαστών από 
διαφορετικά φυτικά είδη ή και γένη, µε στόχο την απόκτηση σπάνιων 
αλλά επιθυµητών συνδυασµών. Το σύστηµα βέβαια, προϋποθέτει την 
ύπαρξη ενός ικανού συστήµατος αποµόνωσης πρωτοπλαστών και τη 
δυνατότητα αναγέννησης ολόκληρων φυτών µετά από 
κυτταροκαλλιέργεια. Με τον τρόπο αυτό δίνονται απεριόριστες 
δυνατότητες, όπως : 
- ο συνδυασµός ολόκληρων γενωµάτων από γονείς που είναι φυλετικά 
ασυµβίβαστοι (Daucus carota x Aegopodium podagraria, Nicotiana 
tabacum x Petunia hybrida, S.tuberosum x L.esculentum), 
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- η µεταφορά σε έναν πυρήνα µέρους µόνο του γενώµατος από δύο είδη,    
- ανταλλαγή οργανιλίων (µιτοχόνδρια, χλωροπλάστες), που οδηγεί σε 
νέα φαινόµενα όπως η κυτοπλασµατική αρρενοστειρότητα και η αντοχή 
σε ζιζανιοκτόνα. 
5. Στην παραγωγή απλοειδών φυτών. Η καλλιέργεια γαµετικών κυττάρων 
(µικροσπόρια, ωοκύτταρα) που φέρουν απλοειδή αριθµό χρωµοσώµων 
και εφ’ όσον υπάρχει η δυνατότητα αναγέννησης, οδηγεί στην παραγωγή 
απλοειδών φυτών µε άµεσες θετικές συνέπειες. Η χρησιµότητα των 
απλοειδών στη βελτίωση των φυτών είναι άµεση, τόσο για τη µελέτη και 
δηµιουργία µεταλλάξεων και συνεπώς την παροχή χρήσιµης γενετική 
παραλλακτικότητας, όσο και για την ταχεία παραγωγή πλήρως 
οµοζύγωτων καθαρών σειρών µετά από διπλασιασµό του αριθµού 
χρωµοσώµων των απλοειδών φυτών. 
6. Στην in vitro αξιολόγηση γενοτύπων. Η αξιολόγηση γενοτύπων κάτω 
από κανονικές συνθήκες ή µετά την εφαρµογή συνθηκών καταπόνησης 
από βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες, είναι µια ακόµη εφαρµογή της 
ιστοκαλλιέργειας. Έτσι, σε µικρή επιφάνεια χώρου µπορούν να 
αξιολογηθούν µεγάλοι αριθµοί γενοτύπων, αφού βρέθηκε ότι υπάρχει 
θετική και υψηλή συσχέτιση µεταξύ των ρυθµών ανάπτυξης ενός φυτού 
in vivo και in vitro. Έτσι, µπορούµε να επιλέξουµε γενότυπους που 
αναπτύσσονται κάτω από συνθήκες υψηλής αλατότητας, αλκαλικότητας, 
χαµηλών και υψηλών θερµοκρασιών, παρουσία βαρέων µετάλλων και 
τοξικών ουσιών. 
7. Στη µεταµόρφωση φυτικών κυττάρων µε τη µεταφορά ξένου DNA. Η 
ύπαρξη ενός ικανού συστήµατος αναγέννησης in vitro, µπορεί να 
υποστηρίξει επεµβάσεις στο γενετικό υλικό µε τη µεταφορά "ξένων" 
γονιδίων, από ένα είδος σε κάποιο άλλο, µέσω της µεθόδου του 
Agrobacterium tumefaciens. Έχοντας έτσι, επιτυχή συστήµατα 
αποµόνωσης και ενσωµάτωσης του ξένου DNA στο Ti-πλασµίδιο του 
Agrobacterium, µε δυνατότητα έκφρασης και αναπαραγωγής του ξένου 
DNA στο σώµα του ξενιστή, αυτό που αποµένει είναι η υποστήριξη µε 
ένα σύστηµα ιστοκαλλιέργειας που θα δίνει τη δυνατότητα για 
µορφογένεση και αναγέννηση στο νεοδηµιουργηµένο γενότυπο. 
9. Στη δηµιουργία σπάνιων διειδικών συνδυασµών που προέρχονται από 
(α) in vitro καλλιέργεια σπερµοβλαστών ή ενδοωαριακή καλλιέργεια 
εµβρύων, (β) εµβρυοδιάσωση και (γ) in vitro γονιµοποίηση. 
 Με τις παραπάνω µεθόδους της ιστοκαλλιέργειας, µπορούν να 
δηµιουργηθούν διειδικοί και διαγενικοί συνδυασµοί και να ξεπεραστούν 
έτσι εµπόδια ασυµβιβάστου υβριδιακού εκφυλισµού και ανεπάρκειας 
ενδοσπερµίου. Η πρώτη µέθοδος εφαρµόζεται, όταν το υβριδιακό έµβρυο 
αποβάλλεται σε πολύ πρώιµα στάδια µετά τη γονιµοποίηση και συνεπώς 
δύσκολα εντοπίζεται για να αποµονωθεί, η δεύτερη κυρίως λόγω 
ανεπάρκειας ή εκφυλισµού του ενδοσπερµίου και η τρίτη για την 
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πρόκληση µιας πορείας γονιµοποίησης διαφορετικής από την in situ 
γνωστή πορεία, µε την παροχή ιδανικών συνθηκών in vitro 
(Μαυροµάτης, 1996). 
10. Στη δηµιουργία χρήσιµης σωµακλωνικής παραλλακτικότητας. Είναι 
γνωστό ότι οι in vitro συνθήκες δηµιουργούν καταστάσεις που οδηγούν 
στην εµφάνιση µεταλλαγµένων µορφών και ιδιαίτερα όταν στο σύστηµα 
αναγέννησης µεσολαβεί η φάση του κάλου. Οι νεοδηµιουργούµενες 
αυτές µορφές, µπορούν να αξιολογηθούν και να χρησιµοποιηθούν 
κατάλληλα στα διάφορα βελτιωτικά προγράµµατα, αφού εµπλουτίζουν 
µε ωφέλιµη σε πολλές περιπτώσεις παραλλακτικότητα, καλλιεργούµενα 
είδη µε στενή γενετική βάση. Επίσης, παράγουν µεταλλαγµένες µορφές 
που ελέγχουν χρήσιµους αγρονοµικά χαρακτήρες και που είναι αδύνατο 
να εµφανιστούν µε τις συνήθεις κλασσικές µεθόδους διασταυρώσεων και 
επιλογής.  
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2.4 ΜΕΛΕΤΗ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΦΑΙΝΟΜΕΝΩΝ ΚΑΙ 
ΠΑΡΑΓΩΓΗ IN VITRO ∆ΕΥΤΕΡΟΓΕΝΩΝ ΜΕΤΑΒΟΛΙΤΩΝ 
 
 Η καλλιέργεια κυττάρων και οργάνων, διευκολύνει την ανάλυση 
ορισµένων φυσιολογικών φαινοµένων που παρατηρούνται στα φυτά και 
την µελέτη της παραγωγής και της λειτουργίας µεταβολιτών στα 
κύτταρα. Τα φυτά επιδεικνύουν ένα τεράστιο και πολύπλοκο φάσµα 
βιοχηµικών και βιοσυνθετικών διεργασιών που οδηγεί σε µια ποικιλία 
µεταβολιτών (Χατζόπουλος, 2001). Τα όργανα των φυτών είναι µια 
εναλλακτική λύση στις κυτταροκαλλιέργειες, για την παραγωγή 
δευτερευόντων µεταβολιτών. ∆ύο τύποι οργάνων εξετάζονται γενικά για 
αυτόν τον σκοπό, οι καλλιέργειες ριζών και οι καλλιέργειες βλαστών. Για 
παράδειγµα, µπορούµε να µελετήσουµε τον µηχανισµό σύµφυσης των 
αζωτοβακτηρίων µε τις ρίζες των ψυχανθών, καλλιεργώντας τα στο ίδιο 
δοχείο και να παρατηρήσουµε τον τρόπο µε τον οποίο συνεργάζονται, 
όπως επίσης και να µελετήσουµε τις µεταβολές που υφίσταται το φυτό 
στο σηµείο σύµφυσης.  
 Οι δευτερογενείς µεταβολίτες, είναι µια µεγάλη οµάδα διαφόρων 
ανόµοιων χηµικών ουσιών (χρωστικές, αρωµατικές ουσίες, στεροειδή, 
αλκαλοειδή, φαινόλες, τανίνες και βιοενεργά χηµικά παράγωγα). Η 
τεχνική συλλογής τέτοιων προϊόντων, βασίζεται στην εκχύλισή τους από 
τα ίδια τα φυτά. Η παραγωγή τους, βασίζεται στο γεγονός ότι τα ίδια 
αυτά προϊόντα που παράγονται σε κάποιο όργανο του φυτού, είναι 
δυνατόν να παραχθούν κάτω από κατάλληλες συνθήκες στα 
αδιαφοροποίητα  φυτικά κύτταρα της κυτταροκαλλιέργειας. Έτσι µια 
καλλιέργεια in vitro, µπορεί να αποδώσει δευτερογενείς µεταβολίτες 
ελεγχόµενης χηµικής σύστασης, ποιότητας και αξίας. 
 Τελευταία, γίνεται µεγάλη προσπάθεια για την βιοσύνθεση και 
αποµόνωση φαρµάκων φυσικής προέλευσης από κυτταροκαλλιέργειες, 
όπως διάφορες αντικαρκινικές ενώσεις (ταξόλη από το φυτό Taxus).  
 Έτσι, η επιλογή και ο πολλαπλασιασµός αποτελεσµατικών 
κυττάρων κάτω από in vitro συνθήκες, µπορεί να οδηγήσει στην 
δηµιουργία «γυάλινων» µικρογραφιών εργοστασίων υψηλής 
παραγωγικότητας, µε συγκεκριµένη κατεύθυνση που θα µπορούν να 
παράγουν φυσικά προϊόντα διαφόρων κλάσεων (Χατζόπουλος, 2001).   
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3. ΠΥΡΗΝΟΚΑΡΠΑ ΚΑΙ ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΗΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΙΑΣ 
ΣΤΟ ΥΠΟΚΕΙΜΕΝΟ Ρ1 
 
 
3.1 Πυρηνόκαρπα 
 
 Τα πυρηνόκαρπα ανήκουν στη µεγάλη οικογένεια Rosaceae και 
υποοικογένεια Prunoideae. Όλα τα πυρηνόκαρπα  τοποθετούνται σε 
διάφορα υπογένη του γένους Prunus. Η ροδακινιά και η αµυγδαλιά 
ανήκουν στο υπογένος amygdalus. Τα δύο αυτά είδη έχουν πολλά κοινά 
χαρακτηριστικά, συνδυάζονται τόσο στον εµβολιασµό όσο και στις 
διασταυρώσεις και δίνουν αξιόλογα υβρίδια (Σφακιωτάκης, 1987). 
 Καρποφορούν σε οφθαλµούς που δίνουν ένα ή και περισσότερα 
άνθη χωρίς φύλλα ή βλαστούς. Οι ανθοφόροι οφθαλµοί βρίσκονται στα 
πλάγια των βλαστών (πλαγιοκαρπία), ενώ ο ακραίος οφθαλµός είναι 
πάντα βλαστοφόρος. Ο καρπός των ειδών του γένους Prunus, είναι 
δρύπη. Ο όρος Πυρηνόκαρπα εκφράζει το γεγονός ότι το σπέρµα 
περιβάλλεται από σκληρό ενδοκάρπιο, τον πυρήνα, ο οποίος 
αναπτύσσεται από το εσωτερικό τµήµα του τοιχώµατος της ωοθήκης 
(Μαγγανάρης, 2008). 
 Τα είδη των πυρηνοκάρπων έχουν ορισµένους κοινούς 
φυσιολογικούς χαρακτήρες. Τα άνθη, οι καρποί και µερικές φορές οι 
νεαροί βλαστοί προσβάλλονται από τον µύκητα Μονίλια ή Φαιά Σήψη. 
Μεγάλος αριθµός ιών προσβάλλει ορισµένα είδη, µε κυριότερη ίωση την 
Ευλογιά ή Σάρκα των Πυρηνοκάρπων (Plum Pox ή Sarka) και άλλες, 
όπως την Νεκρωτική ∆ακτυλιωτή Κηλίδωση των Πυρηνοκάρπων 
(Prunus Necrotic Ringspot), το Μωσαϊκό της Ροδακινιάς (Peach Mosaic) 
και τον Νανισµό της ∆αµασκηνιάς (Prune Dwarf) (Παναγόπουλος, 
1993). 
 Μεταξύ τους, υπάρχει δυνατότητα αµοιβαίου εµβολιασµού καθώς 
και δυνατότητα διασταύρωσης, αν και υπάρχουν σηµαντικοί περιορισµοί, 
µε αποτέλεσµα ακόµα και είδη που υπάγονται στο ίδιο υπογένος να µην 
µπορούν να εµβολιαστούν ούτε να επικονιαστούν µεταξύ τους 
(Μαγγανάρης, 2008). 
 Γενικά τα φυλλοβόλα οπωροφόρα από την πτώση των φύλλων τους 
(Οκτώβριος-Νοέµβριος) µέχρι την έκπτυξη των οφθαλµών (Μάρτιος), 
δέχονται µια περίοδο λήθαργου. Τα είδη αυτά για να διακόψουν τον 
λήθαργό τους και να είναι σε θέση να ανθίσουν και να βλαστήσουν την 
άνοιξη, πρέπει να υποστούν την επίδραση χαµηλών θερµοκρασιών του 
χειµώνα (Σφακιωτάκης, 1993). 
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3.2 Το υποκείµενο ροδακινιάς Ρ1 (αµυγδαλοροδάκινο) 
 

Οι ανάγκες για τη δηµιουργία σύγχρονων οπωρώνων πυρηνοκάρπων 
επιβάλλουν τη χρησιµοποίηση υποκειµένων που να συνδυάζουν τους 
εξής κυρίως χαρακτήρες: αντοχή σε αντίξοες συνθήκες εδάφους 
(περίσσεια Ca, περίσσεια υγρασίας), αντοχή σε εχθρούς και ασθένειες 
(νηµατώδεις, ξυλοφάγα, έντοµα, µύκητες εδάφους, βακτήρια, ιώσεις), 
ευκολία στον πολλαπλασιασµό και καταλληλότητα για επαναφυτεύσεις 
οπωρώνων (Σφακιωτάκης, 1987). 

Το νέο αξιόλογο υποκείµενο ροδακινιάς Ρ1 (Ρούµπος1), αποτελεί 
φυσικό υβρίδιο µεταξύ αµυγδαλιάς και ροδακινιάς (Prunus persica x 
Prunus amygdalus), το οποίο εντοπίστηκε σε ιδιωτικό οπωρώνα. Πιο 
συγκεκριµένα, είναι διασταύρωση πικραµυγδαλιάς µε την ποικιλία 
ροδακινιάς «Λεµονάτο Βόλου». ∆ίνει δένδρα πιο ζωηρά από τα 
σπορόφυτα ροδακινιάς και συνίσταται: 

1. Σε εδάφη που η ροδακινιά παρουσιάζει χλώρωση σιδήρου λόγω 
αυξηµένης παρουσίας CaCO3, 

2. Σε εδάφη µικρής γονιµότητας, 
3. Εκεί όπου το νερό άρδευσης δεν επαρκεί, 
4. Σε επαναφυτεύσεις εκριζωθέντων ροδακινεώνων (αντοχή στις 

ασθένειες επαναφύτευσης). 
Παρουσιάζει ικανοποιητική ζωηρότητα και θεωρείται ως το πιο 

κατάλληλο υποκείµενο για ξηρά και ασβεστούχα εδάφη. Έχει πλούσιο 
ριζικό σύστηµα, σχετικά υψηλή αντοχή στην ξηρασία του εδάφους, 
ικανοποιητικό επίπεδο ανθεκτικότητας στις χαµηλές θερµοκρασίες του 
εδάφους, ανθεκτικό και στα υγρά εδάφη. 

Η εξαιρετική αντοχή του στο CaCO3, αποτέλεσε χαρακτηριστικό 
ιδιαίτερου ενδιαφέροντος και για αυτό το λόγο ελήφθησαν µοσχεύµατα 
που ανέπτυξαν ριζικό σύστηµα και εµβολιάστηκαν στους χώρους του 
ΑΤΕΙ Θεσσαλονίκης, µε διάφορες ποικιλίες ροδακινιάς. Κατά την 
διάρκεια των δοκιµών αυτών δεν παρατηρήθηκαν προβλήµατα 
ασυµφωνίας µεταξύ εµβολίου-υποκειµένου (Ρούµπος, 2009, προσωπική 
επικοινωνία). 

Γενικά παρουσιάζεται µια τάση απόρριψης του εµβολίου µε κάποιες 
από τις ποικιλίες ροδακινιάς και νεκταρινιάς σε ποσοστό 30-40%. Αυτό 
οφείλεται στους πλούσιους χυµούς του υποκειµένου κατά την διάρκεια 
εποχής εµβολιασµού (Αύγουστο-Σεπτέµβριο), µε αποτέλεσµα να 
παρεµποδίζεται η συγκόλληση του εµβολίου. 
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3.3 Εφαρµογή της Ιστοκαλλιέργειας στο υποκείµενο Ρ1 
 

Για τον πολλαπλασιασµό των υβριδίων ροδακινιάς-αµυγδαλιάς 
χρησιµοποιείται κυρίως η µέθοδος των µοσχευµάτων σκληρού ξύλου. 
Όµως τα αποτελέσµατά της κατά καιρούς δεν υπήρξαν ενθαρρυντικά, 
γιατί εµφανίστηκαν προβλήµατα κατά την ριζοβολία των µοσχευµάτων, 
συνεπώς αυτή η µέθοδος δεν ενδείκνυται για µαζική αναπαραγωγή 
(Ποντίκης, 1994). Με την χρήση ορµονών ριζοβολίας (ΙΒΑ), το 
πρόβληµα αυτό έχει λυθεί σε ένα µικρό ποσοστό. Μεταξύ των διαφόρων 
ειδών και ποικιλιών υπάρχουν σηµαντικές διαφορές σχετικά µε την 
ικανότητα ριζοβολίας των µοσχευµάτων (Ποντίκης, 1994). 

Για αυτό, ο κύριος πλέον τρόπος πολλαπλασιασµού τους είναι 
αυτός της ιστοκαλλιέργειας (Βασιλακάκης και Θεριός, 2001). Ένα 
µεγάλο ποσοστό διειδικών υβριδίων ροδακινιάς-αµυγδαλιάς προέρχεται 
από µικροπολλαπλασιασµό στα εργαστήρια ιστοκαλλιέργειας και 
διατίθεται στους φυτωριούχους συνήθως την περίοδο Απριλίου-Μαΐου σε 
µικρά σακουλάκια. Οι φυτωριούχοι τα µεταφυτεύουν στο φυτώριο σε 
σχετικά µικρές αποστάσεις γιατί το υποκείµενο αυτό είναι πολύ ζωηρό. 
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4. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
 Ο σκοπός αυτής της εργασίας, ήταν η επιτυχής in vitro καλλιέργεια 
και η επιτυχής εγκατάσταση  του νέου αµυγδαλοροδάκινου Ρ1. Επίσης 
να µελετηθούν οι διάφορες µέθοδοι απολύµανσης των εκφύτων σε 
διαφορετικές χρονικές περιόδους και να δηµιουργηθεί υλικό βάσης, που 
στη συνέχεια θα χρησιµοποιηθεί για τη µαζική αναπαραγωγή του Ρ1, µε 
την µέθοδο της ιστοκαλλιέργειας. 
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
1. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΤΟΥ ΘΡΕΠΤΙΚΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ  
 
 Η καλλιέργεια των εκφύτων έγινε σε θρεπτικό υπόστρωµα MS1. Για 
την παρασκευή του MS1 υποστρώµατος, πρώτα παρασκευάσθηκαν τα 
πυκνότερα διαλύµατα (stock solutions). Ο Πίνακας 1, δείχνει τις ακριβείς 
αναλογίες που χρησιµοποιήθηκαν για την παρασκευή των stock 
διαλυµάτων, του κύριου θρεπτικού υποστρώµατος Murashige and Skoog 
(1962). 
 
Πίνακας 1: Σύνθεση stock διαλυµάτων του MS1 υποστρώµατος. 
Συστατικά MS (mg/L) Stock solution x 20 

(100ml) 
Μακροστοιχεία   
KNO3  1900 3,8g 
NH4NO3 1650 3,3g 
KH2PO4 170 0,34g 
CaCL22H2O 440 0,88g 
MgSO47H2O 370 0,74g 
Μικροστοιχεία  Stock solution x 1000 

(100ml) 
MnSO44H2O 22,3 2,23g 
ZnSO47H2O 8,6 0,86g 
H3BO3 6,2 0,62g 
KJ 0,83 0,083g 
CuSO45H2O 0,025 0,0025g 
Na2MoO42H2O 0,25 0,025g 
CoCl26H2O 0,025 0,0025g 
Σίδηρος  Stock solution x 200 

(100ml) 
FeSO47H2O 27,8 0,556g 
Na2EDTA2H2O 37,3 0,746g 
Βιταµίνες  Stock solution x 200 

(100ml) 
Myo-isotinol 100 2g 
Thiamine-HCL 0,1 0,002g 
Nicotinic acid 0,5 0,01g 
Pyridoxine-HCL 0,5 0,01g 
Ρυθµιστές αύξησης  (100ml) 
BA  0,01g 
NAA  0,01g 
GA3  0,01g 
 
  
 



 43 

 
 Γενικά η παρασκευή του MS1 περιλαµβάνει, την ανάµειξη των 
συστατικών, την ρύθµιση του pH, την διανοµή του διαλύµατος στα 
δοχεία καλλιέργειας, την αποστείρωση του υποστρώµατος στον κλίβανο 
και τέλος την µεταφορά των εκφύτων στον θάλαµο ανάπτυξης. 
 Αρχικά, σε κωνική φιάλη των 1000ml, τοποθετήθηκε µαγνήτης µε 
λίγο απεσταγµένο νερό, και ξεκίνησε η ανάδευση στον µαγνητικό 
αναδευτήρα. Έπειτα, προστέθηκαν τα στοιχεία που υπάρχουν στον 
Πίνακα 2, στις συγκεκριµένες ποσότητες, για την παρασκευή 1L 
υποστρώµατος MS1: 
 
Πίνακας 2: Παρασκευή υποστρώµατος MS1. 
ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΠΟΣΟΤΗΤΑ stock διαλ/τος (ml) 
MS MACRO 50 
MS MICRO 1 
MS Fe 5 
MS VIT 5 
BA 7 
NAA 0,1 
GA3 1 
SUCROSE 20gr 
AGAR 6gr 
 
 Το διάλυµα κατά την προσθήκη των στοιχείων βρισκόταν υπό 
συνεχή ανάδευση. Μόλις τα στοιχεία διαλύθηκαν και πριν από την 
τοποθέτηση του άγαρ, ρυθµίστηκε η τιµή του pH στο 5.8, προσθέτοντας 
προσεκτικά σταγόνες ΚΟΗ (1Ν). Το άγαρ προστέθηκε τελευταίο, γιατί 
ενώ δεν επηρεάζει την τιµή του pH, προκαλεί βλάβη στο πεχάµετρο. 
Έπειτα, σκεπάστηκε το υπόστρωµα µε φύλλο αλουµινίου και ανοίχτηκε η 
θέρµανση στους 100οC για 30 περίπου λεπτά. ∆ιακόπηκε η θέρµανση και 
η ανάδευση, λίγο πριν το σηµείο βρασµού και µόλις το διάλυµα έγινε 
διαυγές. Στην συνέχεια, έγινε κατανοµή του διαλύµατος σε 
αποστειρωµένους δοκιµαστικούς σωλήνες, όπου σφραγίστηκαν µε ειδικά 
καπάκια και το υπόστρωµα τοποθετήθηκε στον κλίβανο υγρής 
αποστείρωσης στους 120οC για 20 λεπτά. 
 Μετά την ολοκλήρωση της αποστείρωσης, οι δοκιµαστικοί σωλήνες 
παρέµειναν σε θερµοκρασία δωµατίου, ώστε να στερεοποιηθεί το 
υπόστρωµα και να είναι έτοιµο για την εγκατάσταση του φυτικού υλικού. 
Εξωτερικά στους δοκιµαστικούς σωλήνες, αναγράφηκε το υπόστρωµα 
που χρησιµοποιήθηκε και η ηµεροµηνία παρασκευής του. 
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2. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ                                    
 
 Το φυτικό υλικό προέρχεται από ιδιωτικό οπωρώνα σε περιοχή της 
Θεσσαλονίκης, από δένδρο αµυγδαλοροδακινιάς. Στις 19 Ιουνίου 2008, 
ελήφθησαν για πρώτη φορά από το αµυγδαλοροδάκινο Ρ1 νεαροί 
βλαστοί και µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας και 
Ιστοκαλλιέργειας στο ΤΕΙ Θεσσαλονίκης, όπου τοποθετήθηκαν στο 
ψυγείο. Το ίδιο φυτικό υλικό χρησιµοποιήθηκε και για τις τρεις 
προσπάθειες εγκατάστασης in vitro του αµυγδαλοροδάκινου. 
 
 
3. ΑΠΟΛΥΜΑΝΣΗ ΦΥΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ ΚΑΙ ΕΓΚΑΤΑΣΤΑΣΗ 
ΤΗΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ IN VITRO 
 
 
3.1 Πρώτη εγκατάσταση της καλλιέργειας 
 
 Η πρώτη εγκατάσταση της καλλιέργειας πραγµατοποιήθηκε στις 20 
Ιουνίου 2008. Ελήφθησαν νεαροί βλαστοί αµυγδαλοροδάκινου, από τους 
οποίους αφαιρέθηκαν τα φύλλα (αφήνοντας περίπου 2cm του µίσχου 
τους) και κόπηκαν σε µικροµοσχεύµατα (έκφυτα) µε 2 γόνατα (Εικόνα 
2β). Επειδή όµως γενικά στην εξωτερική επιφάνεια των φυτών υπάρχουν 
πολλοί µικροοργανισµοί, έπρεπε να προηγηθεί πριν την εγκατάσταση, η 
απολύµανσή τους. 
 Αρχικά, σε ένα ποτήρι ζέσεως που περιείχε 70% αλκοόλη, 
εµβαπτίστηκαν τα έκφυτα για 30 δευτερόλεπτα υπό συνεχή ανάδευση. Η 
εµβάπτιση των αποκοµµένων φυτικών οργάνων στην αλκοόλη, 
αποσκοπούσε στην καλύτερη διαβροχή της επιφάνειας των βλαστών από 
το απολυµαντικό (∆ηµάση-Θεριού, 1995). Έπειτα, ξεπλύθηκαν µε 
απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό για τρεις συνεχόµενες φορές. 
 Για την κυρίως απολύµανση χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 
υποχλωριώδους νάτριου (NaΟCl-εµπορική χλωρίνη). Τα έκφυτα 
µεταφέρθηκαν στην τράπεζα νηµατικής ροής όπου υπήρχαν τα αναγκαία 
αποστειρωµένα υλικά και σκεύη. Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

1. Ογκοµετρικοί κύλινδροι. 
2. Κωνική φιάλη των 100ml. 
3. Ποτήρια ζέσεως διαφορετικών όγκων. 

 Η κυρίως απολύµανση έγινε µε υποχλωριώδες νάτριο 3% και 
ανάδευση για 20 λεπτά. Η ακριβής ποσότητα της χλωρίνης και του 
αποστειρωµένου νερού που ρίξαµε, υπολογίστηκε σύµφωνα µε τον τύπο: 

C1 x V1 = C2 x V2     

 Η περιεκτικότητα του εµπορικού σκευάσµατος της χλωρίνης σε 
ιόντα χλωρίου (Cl-) ήταν 4,7%, η συγκέντρωση του NaOCl που θέλαµε 
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να παρασκευάσουµε για την αποστείρωση ήταν 3% και ο τελικός όγκος 
του διαλύµατος ήταν 100ml, άρα αντικαθιστώντας τα στον αρχικό τύπο 
έχουµε: 
4,7 x V1  = 3 x 100 ↔ V1 = 300 / 4,7 = 63,82ml χλωρίνη και 
        36,18ml αποστειρωµένο νερό 
 Μετά την εκτίµηση της απαραίτητης ποσότητας, ακολουθήθηκε η 
παρακάτω διαδικασία: 

1. Σε κωνική φιάλη των 100ml, τοποθετήθηκε ο µαγνήτης και 
ξεκίνησε η ανάδευση, αφού πρώτα αποστειρώθηκε µε κάψιµο σε 
φλόγα. 

2. Προστέθηκαν 63,82ml χλωρίνης, 36,18ml αποστειρωµένο νερό και 
λίγες σταγόνες απολυµαντικό-προσκολλητικό Tween®20, το οποίο 
αυξάνει την αποτελεσµατικότητα της απολύµανσης. 

3. Τοποθετήθηκαν τα έκφυτα στην κωνική φιάλη και ξεκίνησε η 
ανάδευση στον µαγνητικό αναδευτήρα, αφού πρώτα σκεπάστηκε 
µε αποστειρωµένο φύλλο αλουµινίου. 

4. Η ανάδευση διήρκησε 20 λεπτά, χωρίς θέρµανση. 
 Μετά το πέρας των 20 λεπτών, τα έκφυτα ξεπλύθηκαν από το 
διάλυµα χλωρίνης 3 φορές µε αποστειρωµένο νερό (αφήνοντάς τα την 
τελευταία φορά για λίγα λεπτά στο νερό). Τα έκφυτα απολυµάνθηκαν και 
ακολούθησε η διαδικασία της τοποθέτησής τους στους δοκιµαστικούς 
σωλήνες. Για την εγκατάσταση των εκφύτων (Εικόνα 1α,β) τα υλικά που 
χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 

1. Φλόγιστρο 
2. Φωτιστικό οινόπνευµα 
3. Λαβίδες 
4. Αλουµινένια πιατάκια 

 Βάζοντας τα έκφυτα σε ένα αλουµινένιο πιατάκι και κρατώντας 
τους δοκιµαστικούς σωλήνες σε γωνία 45ο, µεταφέρθηκαν µε την λαβίδα 
ένα ένα στην επιφάνεια του θρεπτικού διαλύµατος. Αποστειρώθηκε το 
στόµιο του κάθε σωλήνα στο φλόγιστρο και έπειτα, σφραγίστηκε µε το 
καπάκι. Σε κάθε τοποθέτηση των εκφύτων, εµβαπτίζονταν οι λαβίδες σε 
οινόπνευµα και αποστειρώνονταν στο φλόγιστρο. Έπειτα, οι σωλήνες 
καλλιέργειας τοποθετήθηκαν στα ειδικά στηρίγµατα και καταγράφηκε το 
είδος του εκφύτου, το υπόστρωµα µε την ηµεροµηνία παρασκευής του 
και η ηµεροµηνία εγκατάστασης των εκφύτων. Τέλος, µεταφέρθηκαν 
στον θάλαµο ανάπτυξης µε θερµοκρασία 21οC και φωτοπερίοδο τις 16 
ώρες. 
 Σε αυτή τη πρώτη προσπάθεια εγκατάστασης, τοποθετήθηκαν στον 
θάλαµο ανάπτυξης 31 έκφυτα (Εικόνα 3). 
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3.2  ∆εύτερη εγκατάσταση της καλλιέργειας 
 
 Η δεύτερη προσπάθεια εγκατάστασης του αµυγδαλοροδάκινου Ρ1 
πραγµατοποιήθηκε στις 17 Ιουλίου 2008. Ελήφθησαν νεαροί βλαστοί 
όπου αφαιρέθηκαν τα φύλλα (αφήνοντας περίπου 2cm µίσχου).  
 Αυτή τη φορά όµως, τεµαχίστηκαν σε µικροµοσχεύµατα (έκφυτα) 
µε ένα γόνατο (Εικόνα 2α) και διαχωρίστηκαν σε χοντρά έκφυτα (τµήµα 
προς την βάση του νεαρού βλαστού) και λεπτά έκφυτα (τµήµα προς την 
κορυφή του νεαρού βλαστού). Αρχικά: 

1. Ξεπλύθηκαν οι βλαστοί πολύ καλά µε νερό βρύσης. 
2. Σκουπίστηκαν µε κοµµάτι χαρτί εµποτισµένο µε 70% αλκοόλη, για 
να αποµακρυνθεί η σκόνη. 
3. Τοποθετήθηκαν σε ένα ποτήρι ζέσεως κάτω από τρεχούµενο νερό 
βρύσης για να ξεπλυθούν. 
4. Τεµαχίστηκαν σε έκφυτα µε ένα γόνατο, διαχωρίστηκαν σε χοντρά 
και λεπτά έκφυτα και τοποθετήθηκαν σε ποτήρια ζέσεως µε 70% 
αλκοόλη για 30 δευτερόλεπτα, υπό συνεχή ανάδευση. 
5. Ξεπλύθηκαν 3 φορές µε νερό βρύσης. 

 Η κυρίως απολύµανση έγινε µε υποχλωριώδες νάτριο (NaΟCl), 
όµως αυτή τη φορά χρησιµοποιήθηκε διαφορετική συγκέντρωση 
χλωρίνης στα χοντρά έκφυτα σε σχέση µε τα λεπτά.  
 
 
ΓΙΑ ΤΑ ΧΟΝΤΡΑ ΕΚΦΥΤΑ: 
 Η κυρίως απολύµανση έγινε µε υποχλωριώδες νάτριο 4% και 
ανάδευση για 30 λεπτά.  
 Η περιεκτικότητα του εµπορικού σκευάσµατος της χλωρίνης σε 
ιόντα χλωρίου ήταν 4,7%, η συγκέντρωση του NaOCl που θέλαµε να 
παρασκευάσουµε για την αποστείρωση ήταν 4%, ο τελικός όγκος του 
διαλύµατος ήταν 200ml, άρα σύµφωνα µε τον αρχικό τύπο έχουµε: 
4,7 x V1  = 4 x 200 ↔ V1 = 800 / 4,7 = 170,21ml χλωρίνη και 

 29,79ml αποστειρωµένο νερό 
Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία, όπως και στην πρώτη 

εγκατάσταση, ρίχνοντας σε κωνική φιάλη των 200ml αυτή τη φορά, 
170,21ml χλωρίνη, 29,79ml αποστειρωµένο νερό, λίγες σταγόνες 
Tween®20 και παρέµειναν 30 λεπτά στον αναδευτήρα χωρίς θέρµανση. Η 
διαδικασία τοποθέτησης των εκφύτων στους δοκιµαστικούς σωλήνες 
ήταν ίδια, ακριβώς όπως και στην πρώτη εγκατάσταση της καλλιέργειας.  
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ΓΙΑ ΤΑ ΛΕΠΤΑ ΕΚΦΥΤΑ: 
 Η κυρίως απολύµανση έγινε µε υποχλωριώδες νάτριο 3% και 
ανάδευση για 20 λεπτά. 

Η περιεκτικότητα του εµπορικού σκευάσµατος της χλωρίνης σε  
ιόντα χλωρίου ήταν 4,7%, η συγκέντρωση του NaOCl που θέλαµε να 
παρασκευάσουµε για την απολύµανση ήταν 3%, ο τελικός όγκος του 
διαλύµατος ήταν 100ml, άρα σύµφωνα µε τον αρχικό τύπο, έχουµε: 
4,7 x V1  = 3 x 100 ↔ V1 = 300 / 4,7 = 63,82ml χλωρίνη και 

 36,18ml αποστειρωµένο νερό 
Ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία όπως και στην πρώτη εγκατάσταση, 

ρίχνοντας σε κωνική φιάλη των 100ml, 63,82ml χλωρίνη, 36,18ml 
αποστειρωµένο νερό, λίγες σταγόνες Tween®20 και παρέµειναν 20 λεπτά 
στον αναδευτήρα, χωρίς θέρµανση. Η διαδικασία τοποθέτησης των 
εκφύτων στους δοκιµαστικούς σωλήνες ήταν ίδια µε την πρώτη 
εγκατάσταση της καλλιέργειας.  

 
Σε αυτή τη δεύτερη προσπάθεια εγκατάστασης, τοποθετήθηκαν στον 

θάλαµο ανάπτυξης 124 έκφυτα, εκ των οποίων 63 χοντρά και 61 λεπτά. 
    
 
3.3  Τρίτη εγκατάσταση της καλλιέργειας 
 
 Η τρίτη προσπάθεια εγκατάστασης του αµυγδαλοροδάκινου Ρ1 
πραγµατοποιήθηκε στις 15 Σεπτεµβρίου 2008, όπου ελήφθησαν νεαροί 
βλαστοί και ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία τεµαχισµού, απολύµανσης 
και εγκατάστασης στον θάλαµο ανάπτυξης, µε την δεύτερη εγκατάσταση.  
 Σε αυτήν την τρίτη προσπάθεια εγκατάστασης, τοποθετήθηκαν στον 
θάλαµο ανάπτυξης 44 έκφυτα, εκ των οποίων 19 χοντρά και 25 λεπτά. 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
1. Πρώτη εγκατάσταση 
 
 Στην πρώτη εγκατάσταση, τοποθετήθηκαν 31 έκφυτα στον θάλαµο 
ανάπτυξης µε σχεδόν καθηµερινή παρακολούθηση. Όµως µέσα σε µια 
εβδοµάδα, όλα τα έκφυτα εµφάνισαν µολύνσεις και αποµακρύνθηκαν 
αµέσως από τον θάλαµο. Στην πρώτη αυτή προσπάθεια εγκατάστασης 
του αµυγδαλοροδάκινου Ρ1, οι µολύνσεις έφτασαν στο 100%.  
 
 
2. ∆εύτερη εγκατάσταση 
 
 Στην δεύτερη εγκατάσταση, τοποθετήθηκαν 124 έκφυτα στον 
θάλαµο ανάπτυξης (63 χοντρά και 61 λεπτά) και η παρακολούθηση ήταν 
σχεδόν καθηµερινή. Παρακάτω, αναλύονται οι µεταχειρίσεις που 
πραγµατοποιήθηκαν στα έκφυτα και η εξέλιξή τους, µέχρι το στάδιο της 
έναρξης του βλαστικού πολλαπλασιασµού του αρχικού φυτικού υλικού.  
 Στον Πίνακα 3, βλέπουµε την συνολική εξέλιξη των εκφύτων που 
είχαν χωριστεί σε χοντρά και λεπτά τα οποία απολυµάνθηκαν µε 4% και 
3% διάλυµα υποχλωριώδους νατρίου αντίστοιχα, από την αρχή της 
εγκατάστασης µέχρι 6 µήνες. 
 
Πίνακας 3: Συνολική εξέλιξη εκφύτων για διάρκεια 6 µηνών. 
 Χοντρά έκφυτα 

(4% NaOCl) 
Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl) 

Εγκατάσταση (17/07/08) 63 61 
1η εβδοµάδα (24/07) 46 51 
2η (31/07) 37 47 
3η (13/08) 33 39 
4η (20/08) 33 32 
5η (02/09) 28 24 
6η (10/09) 10 15 
8η (29/09) 10 15 
9η (09/10) 7 13 
10η (21/10) 6 13 
11η (29/10) 4 9 
13η (21/11) 4 12 
21η (20/01) 4 14 
24η (13/02) 8 26 
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∆ιάγραµµα 1: Εξέλιξη εκφύτων για διάρκεια 6 µηνών µε εβδοµαδιαία παρακολούθηση. 
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 Εξαιτίας του µεγάλου αριθµού των µολύνσεων που παρατηρήθηκαν 
στην in vitro καλλιέργεια, θεωρήθηκε σκόπιµο να περιγραφεί η εικόνα 
τους και να αναλυθεί σύµφωνα µε τα δεδοµένα της βιβλιογραφίας (Auge 
et al., 1995). Γενικά, η µη επιτυχής απολύµανση φαίνεται σε διάρκεια 3-4 
εβδοµάδων παραµονής στο θρεπτικό υπόστρωµα. Από τα συµπτώµατα 
που παρατηρούνται, γίνεται κατανοητό αν η µόλυνση οφείλεται σε 
µύκητα, βακτήριο, κ.α. 
 Όταν η µόλυνση οφείλεται σε κάποιο βακτήριο, παρατηρούνται 
αποικίες µέσα στο υπόστρωµα και κυρίως στην επιφάνειά του, µε 
αποχρώσεις λευκού, ροζ ή κίτρινου χρώµατος. Στην περίπτωση των 
πειραµάτων µας παρατηρήθηκαν στο υπόστρωµα αποικίες λευκού 
χρώµατος, που εµφανίζονταν έως την 11η εβδοµάδα. 
 Στις περιπτώσεις που η προσβολή οφείλεται σε µύκητα, γεγονός που 
µπορεί να αντιµετωπιστεί µε κατάλληλους χειρισµούς κατά την 
απολύµανση, παρατηρούνται συνήθως µυκήλια άσπρου ή γκρι χρώµατος 
µε συµπαγή ή αέναη µορφή. Σε µερικές περιπτώσεις µπορεί να 
παρατηρηθούν µικρά µαύρα στίγµατα στο υπόστρωµα (καρποφορίες), 
που οφείλονται στο µύκητα Rhizopus nigricans, ο οποίος 
πολλαπλασιάζεται ραγδαία και πρέπει να καταστραφεί µε αποστείρωση, 
χωρίς καθυστέρηση.  
 Εάν η µόλυνση εµφανίζεται µεταξύ του εκφύτου και του 
υποστρώµατος, τότε πηγή µόλυνσης είναι το ίδιο το έκφυτο. Όταν 
ξεκινάει από ένα σηµείο µέσα στο υπόστρωµα, η πηγή της µπορεί να 
οφείλεται στον αέρα του θαλάµου, στην µειωµένη αποστείρωση του 
υποστρώµατος ή στον αέρα µέσα στα δοχεία καλλιέργειας. Σε µερικές 
περιπτώσεις, ευτυχώς σπάνια, τα σπόρια από κάποια βακτήρια µπορεί να 
αντέξουν την αποστείρωση στον κλίβανο και για αυτό είναι απαραίτητο 
να πλένονται τα σκεύη µε διάλυµα χλωρίνης. 
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 Εάν η µόλυνση είναι πράσινου χρώµατος, είναι αναµφίβολα 
Penicillium και οφείλεται στον αέρα και σε λάθος χειρισµούς όπως, 
συνοµιλία κατά την εγκατάσταση ή επανακαλλιέργεια των εκφύτων, 
αποτυχηµένη αποστείρωση εργαλείων που µεταδίδουν µικροοργανισµούς 
από µολυσµένα σε υγιή έκφυτα. 
 Κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, υπάρχει η περίπτωση να µην 
εµφανιστεί κανένα ίχνος σκιάς από βακτήρια, ακόµη και αν υπάρχει στα 
έκφυτα. Αυτό συµβαίνει διότι παραµένουν σε λανθάνουσα κατάσταση 
για µεγάλη χρονική περίοδο µέχρις ότου κάποιος περιβαλλοντολογικός 
παράγοντας προκαλέσει την ανάπτυξή τους. Ωστόσο, αν προστεθεί στο 
υπόστρωµα πεπτόνη (265mgr/L) και εκχύλισµα ζύµης (88mgr/L) που δεν 
επηρεάζουν τους φυτικούς ιστούς, θα αναπτυχθούν τα βακτήρια και έτσι 
θα αποµακρύνουµε τα µολυσµένα έκφυτα. (Boxus and Terzi, 1988). 
 Έτσι, στον Πίνακα 4, βλέπουµε τον αριθµό των µολυσµένων 
εκφύτων και το ποσοστό µόλυνσης, από την αρχή της εγκατάστασης και 
για 11 εβδοµάδες (όπου σταθεροποιήθηκε ο αριθµός τους). 
 
Πίνακας 4: Αριθµός µολυσµένων εκφύτων και ποσοστό µόλυνσης στις 11 εβδοµάδες 
καλλιέργειας. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Μολυσµένα Ποσοστό µόλυνσης 

Χοντρά έκφυτα 
(4% NaOCl) 

63 42 67% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

61 37 61% 

 
 Επίσης, εκτός των µολύνσεων, υπήρξαν και τα έκφυτα που 
απορρίφθηκαν, διότι υπέστησαν ζηµιά από την είσοδο του 
αποστειρωτικού στους ιστούς τους. Η ποσότητα του αποστειρωτικού 
λεύκανε εσωτερικά τους ιστούς (Πλαστήρας, 1990) και εξωτερικά 
ξυλοποιήθηκαν αποκτώντας σκούρο καφέ χρώµα. Τα κατεστραµµένα 
έκφυτα εµφανίστηκαν σε διάστηµα 2 εβδοµάδων παραµονής στο 
θρεπτικό υπόστρωµα. Στον Πίνακα 5, βλέπουµε τον αριθµό των 
κατεστραµµένων από το απολυµαντικό εκφύτων  και το ποσοστό 
κατεστραµµένων, από την αρχή της εγκατάστασης και για 2 εβδοµάδες.  
 
Πίνακας 5: Αριθµός κατεστραµµένων από απολύµανση εκφύτων και ποσοστό 
κατεστραµµένων. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Κατεστραµµένα από 

απολύµανση 
Ποσοστό 

κατεστραµµένων 
Χοντρά έκφυτα 

(4% NaOCl) 
63 17 27% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

61 15 25% 
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Στον Πίνακα 6, βλέπουµε συνολικά το ποσοστό απώλειας εκφύτων 
(µολυσµένων και κατεστραµµένων), που αποµακρύνθηκαν από τον 
θάλαµο ανάπτυξης. 
 
Πίνακας 6: Ποσοστό απώλειας φυτικού υλικού. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Έκφυτα που 
αφαιρέθηκαν 

Ποσοστό απώλειας 
φυτικού υλικού 

Χοντρά έκφυτα 
(4% NaOCl) 

63 59 94% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

61 52 85% 

 
 Παρακάτω, αναφέρονται οι µεταχειρίσεις που υπέστησαν τα έκφυτα 
και αναλύεται η πορεία τους, για διάρκεια 6 µηνών. 
 Την 1η Αυγούστου 2008, έγινε µεταφορά των εκφύτων σε κοινό 
ψυγείο στο σπίτι, λόγω τεχνικών προβληµάτων  στον χώρο του 
εργαστηρίου. Τοποθετήθηκαν στον θάλαµο ξανά, µετά από 11 ηµέρες 
(στις 12 Αυγούστου). Αυτή η εξέλιξη είχε αρνητική επίδραση στα 
έκφυτα και στο υπόστρωµα, γιατί κατά την µεταφορά επικρατούσαν πολύ 
υψηλές θερµοκρασίες. 
 Κατά τη διάρκεια της 9ης εβδοµάδας καλλιέργειας, παρατηρήθηκε 
στα έκφυτα πρόβληµα στην ανάπτυξή τους. Ενώ µέχρι τότε 
αναπτύσσονταν αργά αλλά σταθερά, παρατηρήθηκε κιτρίνισµα των 
νεοεκπτυσσόµενων φύλλων της κορυφής, τα κοµµένα φύλλα (µετά την 
επανακαλλιέργεια) δεν αναπτύχθηκαν και τα φύλλα που κατάφεραν να 
αναπτυχθούν, ήταν µικρά και κίτρινα. Για αυτό, παρασκευάσθηκε 
αµέσως καινούργιο θρεπτικό υπόστρωµα στο οποίο µεταφέρθηκαν τα 
έκφυτα. Πιθανή εξήγηση αυτής της εξέλιξης, είναι κάποιο λάθος στις 
ποσότητες παρασκευής του υποστρώµατος.  
 Μελετώντας τον Πίνακα 3, από την αρχή της εγκατάστασης, ο 
αριθµός των εκφύτων συνεχώς µειωνόταν λόγω µολύνσεων, οι οποίες 
διήρκησαν 11 εβδοµάδες. Έπειτα, σταθεροποιήθηκε ο αριθµός τους και 
µετά την 11η εβδοµάδα παρατηρήθηκε έκπτυξη πλάγιων µικροβλαστών 
(στα έκφυτα που παρέµειναν στον θάλαµο). ∆ιαχωρίστηκαν, 
τεµαχίστηκαν και τοποθετήθηκαν από τους δοκιµαστικούς σωλήνες σε 
πλαστικά δοχεία (Εικόνες α-στ). Στο εσωτερικό του δοχείου τα έκφυτα 
τοποθετήθηκαν όσο το δυνατόν πιο κοντά, ώστε να αναπτυχθεί ένα είδος 
συνεργισµού µεταξύ τους. Γενικά, όταν υπάρχουν λίγοι βλαστοί, 
τοποθετούνται στη µέση του δοχείου οµαδοποιηµένα. Εάν υπάρχει 
µεγάλος αριθµός εκφύτων, είναι προτιµότερο να κατανεµηθούν 
οµοιόµορφα σε όλη την επιφάνεια του υποστρώµατος, ξεκινώντας από 
την περιφέρεια προς το κέντρο του δοχείου. Για να εξασφαλιστεί από τα 
έκφυτα η απορρόφηση των θρεπτικών στοιχείων στο νέο περιβάλλον και 
η διέγερσή τους στον µεγαλύτερο βαθµό για πολλαπλασιασµό, τα έκφυτα 
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πρέπει να έρχονται σε επαφή µε όσο το δυνατόν µεγαλύτερη επιφάνεια 
υποστρώµατος. Γι’ αυτό βυθίζονται µέχρι την µέση µέσα στο θρεπτικό 
υπόστρωµα. 
 Όσον αφορά τον διαχωρισµό που έγινε σε χοντρά και λεπτά έκφυτα, 
τα οποία ελήφθησαν από το µητρικό φυτό, πρέπει να αναφερθούν τα 
παρακάτω. 
 Σύµφωνα µε τον Πίνακα 6, τα χοντρά έκφυτα που απολυµάνθηκαν 
µε 4% NaOCl δεν έδωσαν ενθαρρυντικά αποτελέσµατα, διότι 
αφαιρέθηκαν από τον θάλαµο περισσότερα από τα λεπτά. Επίσης, µε 
βάση τον Πίνακα 3, ο αριθµός των εκφύτων κατά την 11η εβδοµάδα όπου 
σταθεροποιήθηκε η ανάπτυξή τους και σταµάτησαν οι µολύνσεις, ήταν 
για τα χοντρά 4 και για τα λεπτά 9 έκφυτα. Έτσι, µε βάση τα ποσοστά 
µόλυνσης, τον αριθµό των εκφύτων που παρέµειναν τελικώς στο θάλαµο 
και τον ρυθµό πολλαπλασιασµού τους, καλύτερα αποτελέσµατα έδωσαν 
αυτά που ελήφθησαν από την κορυφή των νεαρών βλαστών (λεπτά 
έκφυτα) (Εικόνα 2γ). 
 Γενικότερα, εγκαταστάθηκε µεγάλος αριθµός φυτικού υλικού. 
Αρχικά, η εξέλιξη των εκφύτων ήταν αποθαρρυντική, διότι αφαιρέθηκαν 
πολλά µολυσµένα και κατεστραµµένα από το απολυµαντικό. Παρ’ όλα 
αυτά όµως, πολλαπλασιάστηκε το φυτικό υλικό που είχε αποµείνει και 
υπάρχει στο εργαστήριο ένας ικανοποιητικός αριθµός για µελλοντικές 
πειραµατικές χρήσεις. Έτσι, στον Πίνακα 7 βλέπουµε τον αριθµό των 
εκφύτων (χοντρά και λεπτά) που εγκαταστάθηκαν επιτυχώς στις 11 
εβδοµάδες και στους 6 µήνες (τέλος του πειράµατος). 
 
Πίνακας 7: Έκφυτα επιτυχώς εγκατεστηµένα στις 11 εβδοµάδες και στους 6 µήνες. 

 Συνολικός 
αριθµός 

εκφύτων που 
εγκαταστάθηκαν 

Συνολικός 
αριθµός 

εκφύτων που 
αφαιρέθηκαν 

Έκφυτα 
επιτυχώς 

εγκατεστηµένα 
στις 11 

εβδοµάδες 

Έκφυτα 
επιτυχώς 

εγκατεστηµένα 
στους 6 µήνες 

2η εγκατάσταση 
(17/07/2008) 

124 111 13 34 

 
 Σύµφωνα µε τον Πίνακα 7, στις 11 εβδοµάδες, από τα 13 συνολικά 
έκφυτα που εγκαταστάθηκαν επιτυχώς, τα 4 ήταν χοντρά και τα 9 λεπτά. 
Στο τέλος των 6 µηνών, µετά από επανακαλλιέργειες και ταχύ ρυθµό 
ανάπτυξης και βλαστικό πολλαπλασιασµό, τα έκφυτα στον θάλαµο 
έφτασαν τα 34, από τα οποία τα 8 ήταν χοντρά και τα 26 λεπτά. 
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3. Τρίτη εγκατάσταση 
 
 Στην τρίτη εγκατάσταση, τοποθετήθηκαν 44 έκφυτα στον θάλαµο 
ανάπτυξης (19 χοντρά και 25 λεπτά) και η παρακολούθηση ήταν σχεδόν 
καθηµερινή. Παρακάτω θα αναφέρουµε τις µεταχειρίσεις που υπέστησαν 
τα έκφυτα και την εξέλιξή τους για περίπου 5 µήνες, όπου καταφέραµε 
να πολλαπλασιάσουµε βλαστικά το αρχικό φυτικό υλικό.  
 Στον Πίνακα 8, βλέπουµε την συνολική εξέλιξη των εκφύτων που 
είχαν χωριστεί σε χοντρά και λεπτά και απολυµάνθηκαν µε 4% και 3% 
διάλυµα υποχλωριώδους νατρίου αντίστοιχα, από την αρχή της 
εγκατάστασης µέχρι περίπου 5 µήνες. 
 
Πίνακας 8: Συνολική εξέλιξη εκφύτων για διάρκεια 5 µηνών. 
 Χοντρά έκφυτα 

(4% NaOCl) 
Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl) 

Εγκατάσταση (15/09/08) 19 25 
1η εβδοµάδα (29/09) 19 17 
2η (09/10) 18 15 
3η (21/10) 10 12 
4η (29/10) 6 9 
7η (21/11) 4 3 
10η (11/12) 1 1 
15η (20/01/2009) 1 0 
18η (13/02) 3  

 
 Κατά την διάρκεια του πειράµατος, οι µολύνσεις διήρκησαν 10 
εβδοµάδες και πιο συγκεκριµένα, παρατηρήθηκαν στο υπόστρωµα 
αποικίες λευκού χρώµατος (βακτήρια), που εµφανίζονταν έως την 10η 
εβδοµάδα. 
  Έτσι, στον Πίνακα 9, βλέπουµε τον αριθµό των µολυσµένων 
εκφύτων και το ποσοστό µόλυνσης, από την αρχή της εγκατάστασης και 
για 10 εβδοµάδες (όπου σταθεροποιήθηκε ο αριθµός τους). 
 
Πίνακας 9: Αριθµός µολυσµένων εκφύτων και ποσοστό µόλυνσης στις 10 εβδοµάδες 
καλλιέργειας. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Μολυσµένα Ποσοστό µόλυνσης 

Χοντρά έκφυτα 
(4% NaOCl) 

19 9 47% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

25 17 68% 

 
 Επίσης, εκτός των µολύνσεων, υπήρξαν και τα έκφυτα που 
απορρίφθηκαν, διότι υπέστησαν ζηµιά από την είσοδο του 
αποστειρωτικού στους ιστούς τους. Η ποσότητα του αποστειρωτικού 
λεύκανε τους ιστούς (Πλαστήρας, 1990) και εξωτερικά ξυλοποιήθηκαν 
αποκτώντας σκούρο καφέ χρώµα. Τα κατεστραµµένα έκφυτα 
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εµφανίζονται σε διάστηµα 2 εβδοµάδων παραµονής στο θρεπτικό 
υπόστρωµα. Στον Πίνακα 10, βλέπουµε τον αριθµό των κατεστραµµένων 
από το απολυµαντικό εκφύτων  και το ποσοστό κατεστραµµένων, από 
την αρχή της εγκατάστασης και για 2 εβδοµάδες.  
 
Πίνακας 10: Αριθµός κατεστραµµένων από απολύµανση εκφύτων και ποσοστό 
κατεστραµµένων. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Κατεστραµµένα από 

απολύµανση 
Ποσοστό 

κατεστραµµένων 
Χοντρά έκφυτα 

(4% NaOCl) 
19 9 27% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

25 8 32% 

 
 Στον Πίνακα 11, βλέπουµε συνολικά το ποσοστό απώλειας εκφύτων 
(µολυσµένων και κατεστραµµένων), που αποµακρύνθηκαν από τον 
θάλαµο ανάπτυξης. 
 
Πίνακας 11: Ποσοστό απώλειας φυτικού υλικού. 
 Αρχικός αριθµός 

εκφύτων 
Έκφυτα που 
αφαιρέθηκαν 

Ποσοστό απώλειας 
φυτικού υλικού 

Χοντρά έκφυτα 
(4% NaOCl) 

19 18 95% 

Λεπτά έκφυτα 
(3% NaOCl ) 

25 25 100% 

 
 Παρακάτω, αναφέρονται οι µεταχειρίσεις που υπέστησαν τα έκφυτα 
και αναλύεται η ανάπτυξη τους για διάρκεια  περίπου 5 µηνών. 
 Αρχικά, µετά από περίπου 20 ηµέρες από την τοποθέτηση των 
εκφύτων στον θάλαµο ανάπτυξης, παρατηρήθηκε έκκριση φαινολών. 
Αµέσως παρασκευάστηκε καινούργιο υπόστρωµα και τοποθετήθηκαν τα 
έκφυτα. Αν δεν πραγµατοποιούνταν αυτή η µεταφορά σε νέο υπόστρωµα, 
θα παρεµποδιζόταν η αύξηση του φυτικού ιστού και θα άρχιζε µια 
διαδικασία αποδιοργάνωσης των εκφύτων.  
 Μελετώντας τον Πίνακα 8, από την αρχή της εγκατάστασης, ο 
αριθµός των εκφύτων συνεχώς µειωνόταν λόγω µολύνσεων, οι οποίες 
διήρκησαν 10 εβδοµάδες. Ήδη, µετά την δεύτερη εβδοµάδα είχαν 
αφαιρεθεί και τα κατεστραµµένα από το απολυµαντικό έκφυτα. Έπειτα, 
από τα λεπτά δεν ήταν δυνατό να αναπτυχθεί κανένα και αφαιρέθηκαν 
όλα από τον θάλαµο, ενώ από τα χοντρά έκφυτα εγκαταστάθηκε 
επιτυχώς ένα, µε σταθερό ρυθµό ανάπτυξης. 
 Στον Πίνακα 12, βλέπουµε τον αριθµό των εκφύτων (χοντρά) που 
εγκαταστάθηκαν επιτυχώς στις 10 εβδοµάδες και στους 5 µήνες (τέλος 
του πειράµατος). 
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Πίνακας 12: Έκφυτα επιτυχώς εγκατεστηµένα στις 10 εβδοµάδες και στους 5 µήνες. 
 Συνολικός 

αριθµός 
εκφύτων που 

εγκαταστάθηκαν 

Συνολικός 
αριθµός 

εκφύτων που 
αφαιρέθηκαν 

Έκφυτα 
επιτυχώς 

εγκατεστηµένα 
στις 10 

εβδοµάδες 

Έκφυτα 
επιτυχώς 

εγκατεστηµένα 
στους 5 µήνες 

3η εγκατάσταση 
(15/09/2008) 

44 43 1 3 

 
 Σύµφωνα µε τον Πίνακα 12, στις 10 εβδοµάδες, 1 χοντρό έκφυτο 
εγκαταστάθηκε επιτυχώς και στο τέλος των 5 µηνών, µετά από 
επανακαλλιέργειες, κανονικό ρυθµό ανάπτυξης και βλαστικό 
πολλαπλασιασµό, παράχθηκαν από αυτό το ένα έκφυτο άλλοι δύο 
µικροβλαστοί. 
 
 
 Στην συνέχεια, στο τέλος της τρίτης εγκατάστασης, τα έκφυτα από 
όλες τις µεταχειρίσεις, ενώθηκαν και αποτέλεσαν το µητρικό υλικό, στο 
οποίο γινόταν επανακαλλιέργεια κάθε 15 ηµέρες. Το φυτικό υλικό που 
τελικώς δηµιουργήθηκε και διατηρείται στον θάλαµο ανάπτυξης, 
αποτελεί το stock υλικό για µελλοντικές πειραµατικές χρήσεις, επάνω 
στην µελέτη των επόµενων σταδίων του µικροπολλαπλασιασµού 
(ριζογένεση, εγκλιµατισµός) και των λεπτοµερειών της µεθόδου του 
πολλαπλασιασµού µε ιστοκαλλιέργεια, όπως επίσης για περαιτέρω 
µελέτη όσον αφορά την εξυγίανση των φυτών και τον ιολογικό τους 
έλεγχο.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 56 

∆. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
 
 Αρχικά, στην πρώτη εγκατάσταση που πραγµατοποιήθηκε τον µήνα 
Ιούνιο, τοποθετήθηκαν στον θάλαµο ανάπτυξης 31 µικροµοσχεύµατα µε 
2 γόνατα και απολυµάνθηκαν µε 3% διάλυµα υποχλωριώδους νατρίου. 
Όµως µέσα σε µια εβδοµάδα από την εγκατάσταση, όλα τα έκφυτα 
εµφάνισαν µολύνσεις και αποµακρύνθηκαν αµέσως από τον θάλαµο. Το 
ποσοστό των µολύνσεων έφτασε το 100% και πιθανή εξήγηση αυτής της 
εξέλιξης είναι οι λάθος χειρισµοί κατά την απολύµανσή τους (ίσως η 
συγκέντρωση του NaOCl να έπρεπε να ήταν µικρότερη) ή οι λάθος 
χειρισµοί κατά την εγκατάσταση των εκφύτων ή η περίοδος λήψης τους. 
  Στην δεύτερη εγκατάσταση, που πραγµατοποιήθηκε τον µήνα 
Ιούλιο και διήρκησε 6 µήνες, τοποθετήθηκαν στον θάλαµο ανάπτυξης 
124 µικροµοσχεύµατα µε ένα γόνατο, τα οποία διαχωρίστηκαν σε 63 
χοντρά έκφυτα (προς την βάση του νεαρού βλαστού) και 61 λεπτά (προς 
την κορυφή) και απολυµάνθηκαν µε 4% και 3% διάλυµα NaOCl 
αντίστοιχα, για 30́  και 20́  λεπτά αντίστοιχα. 
 Τα χοντρά έκφυτα εµφάνισαν το µεγαλύτερο ποσοστό µολύνσεων 
(67%) και το µεγαλύτερο ποσοστό απόρριψης των ιστών (27%). Επίσης 
η απώλεια του φυτικού υλικού για τα χοντρά έκφυτα, ήταν µεγαλύτερη 
από τα λεπτά (94%).  
 Μετά την 11η εβδοµάδα παραµονής στο θάλαµο, σταθεροποιήθηκε 
ο αριθµός των εκφύτων και υπήρχε ένας ικανοποιητικός αριθµός φυτικού 
υλικού που συνεχώς πολλαπλασιαζόταν σε κάθε επανακαλλιέργεια. 
Ξεκίνησε δηλαδή ο βλαστικός πολλαπλασιασµός τους και ο διαχωρισµός 
των µικροβλαστών που εκπτύχθηκαν.  
 Καλύτερα αποτελέσµατα, όσον αφορά τον ρυθµό 
πολλαπλασιασµού, τον τελικό αριθµό των εκφύτων που παρέµειναν και 
τον ρυθµό έκπυξης πλάγιων µικροβλαστών, έδωσαν τα λεπτά έκφυτα. 
Στους 6 µήνες που διήρκησε η δεύτερη εγκατάσταση, στον θάλαµο 
ανάπτυξης ήταν επιτυχώς εγκατεστηµένα 34 έκφυτα (µετά από 
επανακαλλιέργειες), εκ των οποίων τα 26 ήταν λεπτά και τα 8 χοντρά.  
 Στην τρίτη εγκατάσταση που πραγµατοποιήθηκε τον µήνα 
Σεπτέµβριο και διήρκησε περίπου 5 µήνες, όσον αφορά τις µεταχειρίσεις 
δεν υπήρχε καµία διαφορά µε την δεύτερη εγκατάσταση (χοντρά-4% 
απολύµανση µε NaOCl για 30́  και λεπτά-3% NaOCl για 20́ ). 
Τοποθετήθηκαν στον θάλαµο ανάπτυξης 44 µικροµοσχεύµατα µε ένα 
γόνατο, εκ των οποίων τα 19 ήταν χοντρά και τα 25 λεπτά. 
 Τα λεπτά έκφυτα, εµφάνισαν το µεγαλύτερο ποσοστό µολύνσεων 
(68%) και το µεγαλύτερο ποσοστό απόρριψης των ιστών από το 
απολυµαντικό (32%). Τελικά, µετά από 10 εβδοµάδες παραµονής τους 
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στον θάλαµο αποµακρύνθηκαν όλα τα λεπτά έκφυτα και είχαµε απώλεια 
φυτικού υλικού σε ποσοστό 100%. 
  Όσον αφορά τα χοντρά, εγκαταστάθηκε µε επιτυχία 1 έκφυτο, µε 
αργή ανάπτυξη. Έτσι τελικά, στους 5 µήνες, µετά από παραγωγή πλάγιων 
µικροβλαστών ήταν επιτυχώς εγκατεστηµένα 3 χοντρά έκφυτα, µε 
σταθερό ρυθµό ανάπτυξης.   
 Μελετώντας όλα τα δεδοµένα, τις παρατηρήσεις και τα 
αποτελέσµατα του πειράµατος, που συνολικά διήρκησε 8 µήνες, 
καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι ο πιο καθοριστικός παράγοντας 
αποδείχθηκε ότι είναι η εποχή κατά την οποία παραλαµβάνεται το φυτικό 
υλικό. Η συλλογή του από νέα βλάστηση σε σύντοµο χρονικό διάστηµα 
από την εποχή δηµιουργίας της, προσφέρει τις µεγαλύτερες πιθανότητες 
επιτυχίας της απολύµανσης του φυτικού υλικού. Τα καλύτερα 
αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν, όταν το φυτικό υλικό λήφθηκε κατά τον 
µήνα Ιούλιο (δεύτερη εγκατάσταση), τα µικροµοσχεύµατα που πήραµε 
για καλλιέργεια ήταν από την κορυφή των νεαρών βλαστών και η 
συγκέντρωση του διαλύµατος για την αποστείρωσή τους ήταν µικρή 
(3%NaOCl). Τα λεπτά έκφυτα, ήταν αυτά που κατάφεραν να επιζήσουν, 
να απολυµανθούν επιτυχώς και να έχουν αυξηµένη και ταχεία παραγωγή 
πλάγιων µικροβλαστών. Το υπόστρωµα που χρησιµοποιήθηκε και 
καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι είναι το καταλληλότερο για την in vitro 
καλλιέργεια του αµυγδαλοροδάκινου Ρ1, ήταν το MS+ BA 0,7mg/L, 
GA3 0,1mg/L, NAA 0,01mg/L, ζάχαρη 20gr, άγαρ 6gr και pH 5.8. 
Συµπεραίνουµε επίσης, ότι τα λεπτά έκφυτα ευνοούνται σε συνθήκες 
ιστοκαλλιέργειας. Περισσότερους µικροβλαστούς έδωσαν τα λεπτά 
έκφυτα, αλλά και τα χοντρά έκφυτα στο τέλος του πειράµατος είχαν 
ικανοποιητική ανάπτυξη µε µικρότερο ποσοστό έκπτυξης πλάγιων 
µικροβλαστών από τα λεπτά. Τέλος, η επιτυχής in vitro εγκατάσταση του 
αµυγδαλοροδάκινου Ρ1, πραγµατοποιήθηκε σε διάστηµα περίπου 6 
µηνών. 
 Συνοψίζοντας, παρ’ όλο που όταν σταµάτησαν οι µολύνσεις, ο 
αριθµός των εκφύτων που εγκαταστάθηκαν επιτυχώς ήταν σχετικά 
µικρός, το φυτικό υλικό πολλαπλασιάστηκε και δηµιουργήθηκε ένα stock 
υλικό για µελλοντικές πειραµατικές χρήσεις. 
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Ε. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΕΙΚΟΝΩΝ 
 
 
 
 

 
                         Εικόνα 1α: Τράπεζας νηµατικής ροής 

 
 
 

                          
                                             

 
                         Εικόνα 1β: Προετοιµασία εργαλείων και σκευών για την εγκατάσταση 
                                            των εκφύτων 
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Εικόνα 2α.: Έκφυτο µε ένα γόνατο                              Εικόνα 2β.: Έκφυτο µε 2 γόνατα 

 
 

                                 

 
                                              Εικόνα 2γ.: Στάδιο έκπτυξης οφθαλµού 
 
 
 

                                             
                                            Εικόνα 3: Έκφυτα σε δοκιµαστικούς σωλήνες, 
                                                              µέσα στον θάλαµο ανάπτυξης       
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Εικόνες 4α-στ: Στάδια ανάπτυξης εκφύτων και έκπτυξη πλάγιων µικροβλαστών, σε 
πλαστικά δοχεία καλλιέργειας. 
 
 
 
 

              
Εικόνα 4α.                                                                         Εικόνα 4β. 

 
 
 

             
Εικόνα 4γ.                                                                        Εικόνα 4δ. 

 
 
 

        
Εικόνα4ε.                                                                       Εικόνα 4στ. 
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