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1.  ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 

Τα  φυτά  των  καλλιεργούµενων  ποικιλιών  καθώς  και  οι  

αρχέγονοι  πρόγονοι  αυτών  αποτελούν  το  πλήθος  του  γενετικού  

υλικού  για  µελλοντικά  πειραµατικά  προγράµµατα .   Ωστόσο  η  

ύπαρξη  αυτών  των  ποικιλιών  απειλείται  από  εξαφάνιση  λόγω  της  

εισαγωγής  νέων  βελτιωµένων  ποικιλιών  στις  νέες  καλλιέργειες .   

Ο  κίνδυνος  αυτός  έγινε  αντιληπτός  το  1974 όταν  το  ∆ιεθνές  

Συµβούλιο  Γεωπονικής  Έρευνας  ίδρυσε  την  ∆ιεθνή  Επιτροπή  

Έρευνας  Γενετικού  Υλικού  µε  στόχο  να  αποτελέσει  ένα  

παγκόσµιο  δίκτυο  γενετικής  έρευνας .  Αυτό  έγινε  για  να  

εξασφαλισθεί  γενετικό  υλικό  από  όλες  τις  καλλιεργηµένες  

ποικιλίες  το  οποίο  συλλέχθηκε ,  διατηρήθηκε  υπό  κατάλληλες  

συνθήκες ,  εκτιµήθηκε  και  έγινε  διαθέσιµο  για  όλους  τους  

καλλιεργητές  ανά  τον  κόσµο .   (Hawkes 1975, Heyshaw 1979). 

Οι  γενετικοί  πόροι  ώρας ,  περιλαµβάνουν  τα  καλλιεργούµενα  

είδη  καθώς  και  τους  κοντινούς  συγγενείς  αυτών ,  και  επιπλέον  

ένα  µεγάλο  αριθµό  από  άγρια  είδη  που  επηρεάζουν  την  

ανθρώπινη  ζωή  µε  ποικίλους  τρόπους .  Κάποια  από  αυτά ,  τα  

οποία  ως  επί  το   πλείστον  είναι  φαρµακευτικά  φυτά ,  είναι  

πολύτιµα ,  αλλά  δεν  έχουν  ποτέ  καλλιεργηθεί .  Η  υπερβολική  

εκµετάλλευση  ορισµένων  φυτών  µείωσε  σηµαντικά  τον  πληθυσµό  

τους  σε  τέτοιο  βαθµό  ώστε  να  απειλούνται  από  αφανισµό .   Τόσο  

η  επέµβαση  του  ανθρώπου ,  όσο  και  οι  φυσικοί  παράγοντες  είχαν  

σαν  αποτέλεσµα  τη  µείωση  των  γενετικών  πόρων .   Η  αποθήκευση  

συνεπώς  των  φυτικών  ειδών  και  ποικιλιών  έχει  ιδιαίτερο  

ενδιαφέρον  αφού  έχει  σαν  στόχο  την  συλλογή  και  διατήρηση  
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ειδών  που  χρησιµοποιούνται  για  ποικίλες  ανθρώπινες  ανάγκες  

όπως  διατροφή ,  ντύσιµο  κ .τ .λ .  (Fay 1992). 

 

 

Συνήθως ,  το  γενετικό  υλικό  αποτελείται  κυρίως  από  σπόρους  

διότι  αφενός  χρειάζονται  µικρό  χώρο  και  µπορούν  να  

διατηρηθούν  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες  για  πολλά  χρόνια .   

Μπορούν  επίσης  εύκολα  αποξηρανθούν ,  να  συσκευαστούν  και  να  

µεταφερθούν  συγκεντρωµένοι  σε  Γενετικές  Τράπεζες .  Η  µέθοδος  

όµως  αυτή  παρουσιάζει  πολλά  µειονεκτήµατα :  (α) Ορισµένα  

φυτά ,  όπως  του  κακάο ,  της  καρύδας  και  του  µάνγκο ,  παράγουν  

µεγάλο  αριθµό  βιώσιµων  σπόρων ,  οι   οποίοι  όµως  διαθέτουν  

µηχανισµούς  λήθαργου  και  δεν  µπορούν  να  βλαστήσουν  µετά  

από  την  παραµονή  τους  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες .  (β) Οι  σπόροι  

µπορεί  να  καταστραφούν  από  παθογόνα  ή  τρωκτικά .   (γ) 

Αξιόλογοι  κλώνοι  δε  µπορούν  να  αποθηκευτούν  στη  µορφή  των  

σπόρων ,  εκτός  από  τα  αποµικτικά  είδη .  (δ) ∆εν  είναι  δυνατόν  να  

εφαρµοστεί  σε  ορισµένα  λαχανοκοµικά  (όπως  Dioscorea, 

Jpomoea και  πατάτα).   (ε) Επιπλέον ,  το  κόστος  της  αποθήκευσης  

φυτών  σε  µικρούς  αγρούς  είναι  εξαιρετικά  µεγάλο  και  υπάρχει  ο  

κίνδυνος  να  χαθεί  ολόκληρη  η  καλλιέργεια  από  άσχηµες  

περιβαλλοντικές  συνθήκες .  

Η  δυνατότητα  παραγωγής  ολόκληρων  φυτών  από  σωµατικά  ή  

γαµετικά  έµβρυα  και  µικρά  κοµµάτια  βλαστών  ώθησε  τους  

µελετητές  να  εξετάσουν  την  πιθανότητα  της  αποθήκευσης  των  

γονότυπων  σε  συνθήκες  in vitro.  Τα  κυριότερα  πλεονεκτήµατα  

αυτής  της  µεθόδου  είναι  :  (α) Απαιτείται  µικρός  χώρος  για  την  

αποθήκευση  µεγάλου  αριθµού  κλωνικού  υλικού .   (β) Το  γενετικό  

υλικό  δεν  κινδυνεύει  από  τρωκτικά ,  παθογόνα ,  ιούς  ή  από  τις  

συνθήκες  του  περιβάλλοντος .  (γ) Κάτω  από  ειδικές  συνθήκες  

αποθήκευσης  τα  φυτά  δεν  εµφανίζουν  συχνά  σχισίµατα  ή  
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εκδορές .  (δ) Το  γενετικό  υλικό  µπορεί  να  χρησιµοποιηθεί  για  την  

παραγωγή  νέων  φυτών  γρήγορα ,  και  (ε) Μπορεί  να  µετακινηθεί  

από  χώρα  σε  χώρα ,  εφόσον  είναι  απαλλαγµένο  από  ιούς  και   

 

παθογόνα  µειώνοντας  έτσι  τα  εµπόδια  από  τους  ποιοτικούς  

ελέγχους  που  γίνονται  κατά  τη  µεταφορά  τους .  

Στον  αγρό  τα  φυτά  µπορούν  να  µείνουν  σε  συνθήκες  

υποκαλλιέργειας  για  4-8 εβδοµάδες .   Ωστόσο  η  αποθήκευση  

γενετικού  πλάσµατος  σε  συνεχείς  υποκαλλιέργειες  είναι  αφενός  

αντιοικονοµική ,  αφ ’  ετέρου  δε  υπάρχει  ο  κίνδυνος  απωλειών  

λόγω  εσφαλµένων  ενεργειών  ή  προσβολής  από  παθoγόνα  και   

εχθρούς .   Συχνά  σε  καλλιεργήσιµους  κάλλους  και  κύτταρα  

µειώνεται  η  δυνατότητα  βλάστησης  και  η  γενετική  κατασκευή  

των  κυττάρων  υποφέρει .   Στην  πράξη  πρέπει  να  διατηρείται  η  

συχνότητα  υποκαλλιέργειας  στο  χαµηλότερο  επίπεδο .   Υπάρχουν  

2 τεχνικές  που  χρησιµοποιούνται  για  την  in vitro αποθήκευση  

γενετικού  υλικού .  

(α) Η  µακράς  χρονικής  διάρκειας  αποθήκευση  γενετικού  

υλικού  στη  θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου   ή  Κρυοσυντήρηση .  

(β) Η  µικρή  ή  µέτριας  χρονικής  διάρκειας  αποθήκευση  

γενετικού  υλικού  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες  και  σε  συνθήκες  

υποκαλλιέργειας .   Οι  Withers and Williams (1986) τις  αναφέρουν  

ως  «Βασική  Γενετική  Τράπεζα  in vitro»  και  «∆ραστήρια  Γενετική  

Τράπεζα  in vitro» .                  
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2. ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 
 
 
ΓΕΝΙΚΑ 
 

Η  τεχνική  της  ιστοκαλλιέργειας  (η  ανάπτυξή  της  άρχισε  στη  

δεκαετία  του  40) χρησιµοποιείται  σε  µεγάλη  έκταση  σήµερα  για  τη  

µελέτη  βασικών  και  εφαρµοσµένων  προβληµάτων  της  βιολογίας  

φυτών .  Ο  όρος  ιστοκαλλιέργεια  φυτών  (plant tissue culture)  

αναφέρεται  στην  καλλιέργεια  φυτικών  τµηµάτων  και  πήρε  τη  

συγκεκριµένη  ονοµασία  επειδή  το  νέο  φυτό  που  αναπτύσσεται  

µπορεί  να  προέρχεται  από  φυτικό  ιστό .  Επίσης  συναντάται  και  σαν  

µεριστωµατικός  πολλαπλασιασµός  επειδή ,  συχνά ,  ο  ιστός  που  

καλλιεργείται  είναι  το  ακραίο  µερίστωµα  ή  in vitro.  Ο  όρος  

µικροπολλαπλασιασµός  (micropropagation) αναφέρεται  στον  αγενή  

πολλαπλασιασµό  των  φυτών  µέσω  της  µεθόδου  της  ιστοκαλλιέργειας  

σε  αντιδιαστολή  µε  τη  συµβατική  µέθοδο  που  ονοµάζεται  

µακροπολλαπλασιασµός .   

Σχεδόν  οποιοσδήποτε  τύπος  φυτικού  ιστού  µπορεί  να  καλλιεργηθεί  

σε  στερεό  ή  υγρό  θρεπτικό  υπόστρωµα  και  να  διαφοροποιηθεί  σε  

νέους  τύπους  ιστών   ή  οργάνων  ή  και  να  εξελιχθεί  σε  ολοκληρωµένο  

οργανισµό .  Το  φυτικό  υλικό  αποχωρίζεται  από  το  µητρικό  φυτό  και  

καλλιεργείται  κάτω  από  πειραµατικές  συνθήκες  µέσα  σε  

δοκιµαστικούς  σωλήνες ,  τριβλία ,  µπουκάλια  µε  µεγάλο  στόµιο  ή  

άλλα  κατάλληλα  δοχεία ,  όπου  οι  συνθήκες  περιβάλλοντος  και  

διατροφής  ελέγχονται  αυστηρά .  

 

Ο  µικροπολλαπλασιασµός  στα  φυτά  βασίζεται  στην  

ολοδυναµικότητα  (totipotency) των  κυττάρων ,  δηλαδή  την  

 9  



ικανότητα  ενός  αποµονωµένου  κυττάρου  ή  µιας  οµάδας  κυττάρων  

να  επαναδιαφοροποιηθούν  και  να  αναγεννήσουν  το  αρχικό  φυτό  

από  το  οποίο  προήλθαν .  Η  θεωρία  της  ολοδυναµικότητας  

θεµελιώθηκε  από  τους  Schwann και  Schleiden το  1838, ενώ  η  

ενόραση  της  εξέλιξης  του  µικροπολλαπλασιασµού  αποδίδεται  στο  

Γερµανό  βοτανικό  Vochting (1878), ο  οποίος  κατανόησε  ότι  ‘ ‘σε  κάθε  

φυτικό  τµήµα ,  όσο  µικρό  κι  αν  είναι ,  υπάρχουν  όλα  τα  στοιχεία  από  

τα  οποία  µπορεί  να  ανασυγκροτηθεί  ολόκληρο  το  φυτικό  σώµα ’’ .  

Σηµαντικό  βήµα  στην  εξέλιξη  του  µικροπολλαπλασιασµού  αποτέλεσε  

ο  σχηµατισµός  ριζών  από  κάλλους  καρότου  που  ανέφερε  ο  

Nobecourt το  1939. Ακολούθησε  η  ανακάλυψη  από  τους  Skoog και  

Miller (1957) του  ανεξάρτητου  ρόλου  των  αυξινών  και  κυτοκινινών  

στην  βλαστογένεση  και  ριζογένεση  που  θεµελίωσε  τις  αρχές  στις  

οποίες  στηρίζεται  ο  µικροπολλαπλασιασµός .  

Η  νέα  αυτή  µέθοδος  πολλαπλασιασµού  των  φυτών  έτυχε  ευρύτερης  

εφαρµογής  σε  ορισµένα  φυτά  από  ότι  σε  άλλα .  Μεγάλος  αριθµός  

εργαστηρίων  σε  όλο  τον  κόσµο  πολλαπλασιάζουν  ανθοκοµικά  φυτά  

διαφόρων  κατηγοριών  µε  ιστοκαλλιέργεια .  Γενικά  τα  ποώδη  φυτά  

πολλαπλασιάζονται  σχετικά  εύκολα  µε  τη  µέθοδο  αυτή  ενώ  τα  

πολυετή  ξυλώδη  παρουσιάζουν  ορισµένες  δυσκολίες .  Στην  

επιχειρηµατική  ανθοκοµία  ο  µεριστωµατικός  πολλαπλασιασµός  

εφαρµόζεται  στις  παρακάτω  περιπτώσεις  :  

 Για  την  εξυγίανση  κλώνων  ανθοκοµικών  φυτών  τα  οποία  στη  

συνέχεια  πολλαπλασιάζονται  µε  µοσχεύµατα ,  

 Για  την  παραγωγή ,  σε  µικρό  χρονικό  διάστηµα ,  µεγάλου  

αριθµού  νεαρών  φυτών  για  επιχειρηµατική  χρήση  και  

 Για  την  παραγωγή  φυτών  σε  βάζα  που  πωλούνται  για  

καλλωπιστικούς  σκοπούς .  

 
 

2.1 ΒΑΣΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
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Η  διαδικασία  της  ιστοκαλλιέργειας  περιλαµβάνει  τα  βασικά  

στάδια  που  λίγο  πολύ  έχουν  υιοθετηθεί  τόσο  από  τα  ερευνητικά  όσο  

και  από  τα  εµπορικά  εργαστήρια  ιστοκαλλιέργειας .  ∆ιαφορετικές  

συνθήκες  καλλιέργειας  επικρατούν  στα  στάδια  αυτά  που  πολλές  

φορές  αλλάζουν  από  είδος  σε  είδος  προκειµένου  να  ικανοποιηθούν  

οι  ειδικές  απαιτήσεις  των  φυτικών  ειδών .  Ορισµένοι  παράγοντες , 

που  σχετίζονται :  α)µε  το  φυτικό  υλικό  β) τη  σύσταση  του  θρεπτικού  

υποστρώµατος  και  γ) τις  περιβαλλοντικές  συνθήκες  καλλιέργειας ,  

επηρεάζουν  την  καλλιέργεια  των  φυτικών  ιστών  και  κυττάρων .  

Για  να  έχει  επιτυχία  µια  in vitro καλλιέργεια  ενός  φυτικού  είδους  

πρέπει  οι  παραπάνω  παράγοντες  να  ληφθούν  υπόψη  και  να  

καθοριστούν  οι  άριστες  συνθήκες  καλλιέργειας  πειραµατικά .  

 
Εικ. 1 
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2.1.1 Φυτικό υλικό 
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λήψης  του  εκφύτου ,  το  µέγεθος  και  η  ποιότητα  του  µητρικού  φυτού .  

.1.2 Σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος 

Το ρ

τα τητα και ι

 
Ιδιαίτερη  προσοχή  δίνεται  στην  εκλογή  υγιούς  µητρικού  φυτού  µε  

χαρακτη ιστικά  της  επιθυµητής  πο ίας  ή  κλώνου .  Το  τµήµα  του  

φυτικού  ιστού  που  τοποθετείται  σε  in vitro  καλλιέργεια  ονοµάζεται  

µικροµόσχευµα  ή  έκφυτο  (exp ant).  Τα  έκφυτα  µπορεί  να  

προέρχον  σχεδόν  από  όλα  τα  φυτικά  όργανα  ι  ιστούς  του  

µητρικού  φυτού  και ,  ανάλογα  µε  τον  σχεδιασµό  του  πειράµατος ,  να  

αναπτύξουν  νέα  όργανα  και  ιστούς  µε  τελικό  αποτέλεσµα  την  

αναγέννηση  ολόκληρων  φυτών .  Για  παράδειγµα  χρησιµοποιούνται  

συνήθως  τµήµατα  από  κοτυληδόνες ,  υποκοτύλια ,  φύλλα ,  βλαστούς  ή  

έµβρυα για  το  σχηµατισµό  κάλλου .  Για  γορο  ό  

φυτών  προτιµούνται  από  την κορυφή  του  βλαστ  ή  

πλευρικοί  οφθαλµοί  ενώ  απλοειδή  φυτά  παράγονται  από  

καλλιέργειες  ανθήρων  ή  γύρης .  Επίσης  παράγοντες  που  επηρεάζουν  

την  ιστοκαλλιέργεια  και  σχετίζονται  µε  το  φυτικό  υλικό  είναι  η  

φυσιολογική  και  οντογενετική  ηλικία  του  ιστού-οργάνου ,  η  εποχή

 

 

2
 
 

 θρεπτικό  υπόστρωµα  µπο εί  να  είναι  υγρό  (δεν  περιέχει  άγαρ) 

ή  στερεό  (περιέχει  άγαρ  σε  συγκέντρωση  συνήθως  0,6-0,8%). Τα  

υλικά  αυτά  περιέχουν  όλα   απαραί  µακρο   µικροστο χεία ,  
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τα  οποία  προσθέτονται  µε  τη  µορφή  ανόργανων  αλάτων ,  µια  πηγή  

άνθρακα  και  ενέργειας  (συνήθως  σακχαρόζη),  βιταµίνες ,  αµινοξέα  

και  ρυθµιστές  της  αύξησης  και  ανάπτυξης  των  φυτών  (φυτοορµόνες). 

Για  πολλά  φυτικά  είδη  χρησ µοποιείται  το  θρεπτικ  υπόστρωµα  των  

Murashige και  Skoog, το  οποίο  τροποποιείται  ανάλογα  µε  τις  

ανάγκες  κάθε  φυτού .  Άλλα  καθορισµένα  θρεπτικά  υποστρώ

ι ό

µατα  που  

χρησιµοποιούνται  συχνά  είναι  το  Β5, το  White και  το  MV. 

ο

 

π  

τ σ

σ   ά

λ

 

Οι  ορµόνες  που  χρησιµοποιούνται  κυρίως  είναι  οι  αυξίνες  και  οι  

κυτοκινίνες ,  ενώ  λιγότερο  οι  γιββεριλλίνες  και  το  αιθυλένιο .  Οι  

αυξίνες  είναι  ενώσεις  που  γενικά  προάγουν  την  κυτταρική  διαίρεση ,  

την  επιµήκυνση  των  κυττάρων  και  το  σχηµατισµό  επίκτητων  ριζών ,  

ενώ  αναστέλλουν  το  σχηµατισµό  µασχαλιαίων  και  τυχαίων  βλαστών .  

Φυσική  αυξίνη  είναι  το  ινδολυλοξικό  οξύ  (IAA) και  συνθετικές  το  

ινδολυλοβουτυρικό  οξύ  (IBA), το  ναφθαλινοξικό  οξύ  (NAA) και  το  

2,4-διχλωροφαινοξυοξικό  οξύ  (2,4-D). Σε  συνδυασµό  µε  τις  αυξίνες  

και  σε  µικρές  συγκεντρώσεις  οι  κυτ κινίνες  προάγουν  την  κυτταρική  

διαίρεση ,  ενώ  όταν  βρίσκονται σε  µεγάλες  συγκεντρώσεις  στο  

θρεπτικό  υπόστρωµα  ροωθούν  την ανάπτυξη  µασχαλιαίων  και  

τυχαίων  βλαστών  σε  αντίθεση  µε  ον  χηµατισµό  ριζών  που  

αναστέλλουν .  Οι  κύριες  κυτοκινίνες  που  χρησιµοποιούνται  στην  

ιστοκαλλιέργεια  είναι  η  βενζυλαδενίνη  (ΒΑΡ),  η  κινετίνη  και  η  

ζεατίνη .  Περισ ότερο η  αναλογία αυξίνης  και  κυτοκινίνης  παρ  η  

συγκέντρωση  τους  κατευθύνει  τη  µορφογένεση ,  δηλαδή  το  

σχηµατισµό  βλαστών  ή  ριζών  ή  κά λων  ή  εµβρύων .  Κάθε  φυτό  έχει  

και  διαφορετικές  απαιτήσεις  σε  φυτοορµόνες  αλλά  σε  γενικές  

γραµµές  έχει  παρατηρηθεί  ότι  η  υψηλή  συγκέντρωση  κυτοκινίνης  σε  

σχέση  µε  την  αυξίνη  επάγει  το  σχηµατισµό  βλαστών  ενώ  παρουσία  

χαµηλής  συγκέντρωσης  κυτοκινίνης  και  υψηλής   αυξίνης  επάγεται   ο  

σχηµατισµός  ριζών .  Σε  περίπτωση  παρουσίας  µέτριων  έως  µεγάλων  
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συγκεντρώσεων  των  δύο  φυτοορµονών  στο  υπόστρωµα  προωθείται  η  

ανάπτυξη  κάλλου .  

      
Επίδραση  διαφορεΕικ .  2 τικών  συγκεντρώσεων  αυξίνης  (ΙΑΑ) και  

κιτοκινίνης  (κινετίνη) στην  αύξηση  και  µορφογένεση  

εκφύτων  καπνού .  

 

λ

ν  Α ά

,  τ )

ται  σε  θερµοκρασία  22 έως  28 
oC, ένταση  φωτισµού  1000 έως  10000 Lux, φωτοπερίοδο  16h φως  / 8h 

σκοτάδι  και  υψηλή  σχετική  υγρασία .  

 
 
2.1.3 Περιβαλλοντικές συνθήκες καλλιέργειας 

 
 
∆ιάφοροι  παράγοντες  του  περιβάλλοντος  της  κα λιέργειας  

επηρεάζου την  ιστοκαλλιέργεια .  υτοί  οι  παρ γοντες  είναι  το  pH 

του  θρεπτικού  υποστρώµατος ,  η  φύση  του  (στερεό  ή  υγρό),  οι  

συνθήκες  φωτισµού  (ένταση ποιότητα ,  φω οπερίοδος ,  η  

θερµοκρασία  καλλιέργειας  και  η  σχετική  υγρασία .  Κάθε  φυτικό  είδος  

έχει  διαφορετικές  απαιτήσεις  στις  παραπάνω  συνθήκες  αλλά  

συνήθως  οι  καλλιέργειες  αναπτύσσον
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2.2 ΤΕΧΝΙΚΗ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 
Ανεξάρτητα  του  σκοπού  για  τον  οποίο  εφαρµόζεται  η  

ιστοκαλλιέργεια ,  η  τεχνική  είναι  η  ίδια  και  ακολουθεί  τα  παρακάτω  

στάδια  :  

1. Προ  – in vitro       

α) Επιλογή  µητρικού  υλικού  

β) Επιλογή  τύπου  έκφυτου  

γ) Επιλογή  θρεπτικού  υποστρώµατος  

δ) Επιλογή  συνθηκών  καλλιέργειας  

ε)  Αποστείρωση φυτικού υλικού και µέσων   καλλιέργειας 

2. IN VITRO            

α) Εµφύτευση  έκφυτου   

β) Βλαστικός  πολλαπλασιασµός  

γ) Ανάπτυξη  ριζογένεσης  

3. Μετα  – in vitro   

α) Εγκλιµατισµός  των  φυτών  σε  φυσικές  συνθήκες  

β) Σκληραγώγηση  στο  θερµοκήπιο  

γ) Αποθήκευση  στο  ψυγείο  

 

 
2.3 ΣΥΣΤΗΜΑΤΑ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 

2.3.1 Καλλιέργεια τµηµάτων ή ολόκληρων φυτικών 
οργάνων 
 
 
Όλα  τα  όργανα  ή  τµήµατα  των  οργάνων  ενός  φυτού  (κορυφές  ή  

άλλα  τµήµατα  βλαστών ,  τµήµατα  φύλλου  ή  ρίζας ,  ανθήρες ,  έµβρυα ,  

ωοθήκες  κ .ά .)  µπορούν  να  καλλιεργηθούν  in vitro και  να  

αναγεννήσουν  νέους  ιστούς  ή  και  ολόκληρα  φυτάρια .   
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2.3.2 Καλλιέργεια ακραίων µεριστωµάτων 
 
 
Μεγαλύτερη  πρακτική  σηµασία  για  τις  ιστοκαλλιέργειες  έχουν  τα  

επάκρια  µεριστώµατα  του  βλαστού  γιατί  µπορούν  να  καλλιεργηθούν  

εύκολα  σε  in vitro συνθήκες  και  να  αναπαράγουν  αυτοτελή  φυτάρια , 

ευκολότερα  και  σε  µεγαλύτερη  συχνότητα  παρά  τα  άλλα  

µεριστώµατα .  Το  ακραίο  µερίστωµα  κάτω  από  ασηπτικές  συνθήκες  

αποκαλύπτεται  από  το  ακραίο  τµήµα  ενός  βλαστού .  Η  κορυφή  

αποκόπτεται  και  µεταφέρεται  σε  αποστειρωµένο  θρεπτικό  

υπόστρωµα .  Όταν  οι  συνθήκες  ανάπτυξης  είναι  ευνοϊκές  το  

µερίστωµα  σχηµατίζει  βλαστούς  και  ρίζες  και  τελικά  αναγεννάται  

ένα  φυτάριο .   

Κατά  κύριο  λόγο  η  καλλιέργεια  επάκριων  µεριστωµάτων  

εφαρµόζεται  στην  παραγωγή  υγιούς  πολλαπλασιαστικού  υλικού  και  

συνδυάζεται  µε  θερµοθεραπεία  για  σίγουρη  απαλλαγή  από  

παθογόνα .  Χρησιµοποιείται  σε  καλλωπιστικά  φυτά  (χρυσάνθεµα ,  

γαρύφαλλα ,  ορχεοειδή),  κηπευτικά  (πατάτες ,  φράουλες ,  σκόρδα), 

βιοµηχανικά  (καπνός),  οπωροφόρα  δέντρα  (εσπεριδοειδή ,  µηλιά ,  

πυρηνόκαρπα) κ .τ .λ .  

 
 
2.3.3 Μικροεµβολιασµός 

 
 
Ο  µικροεµβολιασµός  εφαρµόζεται  στα  ξυλώδη  – δεντρώδη  φυτά  

επειδή  τα  είδη  αυτά  ριζοβολούν  δύσκολα  µε  αποτέλεσµα  η  

καλλιέργεια  επάκριων  µεριστωµάτων  να  µην  δίνει  ικανοποιητικά  

αποτελέσµατα .  

Όπως και στο παραπάνω σύστηµα ιστοκαλλιέργειας ο βασικός σκοπός του 

µικροεµβολιασµού είναι η δηµιουργία φυτών ελεύθερων ιώσεων και άλλων 

παθογόνων. 
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2.3.4 Καλλιέργεια αρχεφύτρων βλαστού 
 
 
Αυτό  το  σύστηµα  ιστοκαλλιέργειας  είναι  γνωστό  και  ως  

καλλιέργεια  κορυφών  βλαστού  και  γονάτων  επειδή  περιλαµβάνει  

την  αναπαραγωγή  των  φυτών  και  το  µαζικό  πολλαπλασιασµό  από  τα  

κορυφαία  τµήµατα  τρυφερών  βλαστών  και  των  γονάτων  της  κορυφής  

που  φέρουν  µασχαλιαίους  οφθαλµούς .  Οι  διαφορές  που  παρουσιάζει  

από  την  καλλιέργεια  ακραίων  µεριστωµάτων  είναι  ότι  τα  φυτικά  

τµήµατα  έχουν  µεγαλύτερο  µήκος  και  εκτός  από  το  κορυφαίο  

µερίστωµα  περιλαµβάνουν  και  τα  πρώτα  3-4 γόνατα  µε  τα  φύλλα  και  

τους  µασχαλιαίους  οφθαλµούς  τους .  Επίσης  έχει  υψηλότερα  ποσοστά  

επιτυχίας  αλλά  δεν  απαλλάσσει  τα  φυτά  από  τυχόν  ιώσεις .  Ο  

βασικός  σκοπός  αυτού  του  συστήµατος  είναι  ο  µαζικός  

πολλαπλασιασµός  και  γι ’  αυτό  το  λόγο  θα  πρέπει  τα  αρχικά  φυτά  

που  θα  χρησιµοποιηθούν  να  είναι  απόλυτα  ελεύθερα  ιώσεων  και  

άλλων  παθογόνων .  

 
 

2.3.5 Τυχαία βλαστογένεση  
 
Ορισµένοι  βλαστοί  ονοµάζονται  τυχαίοι  ή  επίκτητοι  επειδή  

προκύπτουν  από  µη  προκαθορισµένες  θέσεις  αποκοµµένων  βλαστών ,  

ριζών ,  φύλλων ,  βολβών  και  άλλων  φυτικών  τµηµάτων .  Το  φαινόµενο  

της  τυχαίας  βλαστογένεσης  είναι  σπάνιο  στα  άθικτα  φυτά  αλλά  σε  

συνθήκες  µικροκαλλιέργειας  συχνά  σχηµατίζονται  τυχαίοι  βλαστοί  

και  συµβάλλουν  σηµαντικά  στο  µικροπολλαπλασιασµό  των  φυτών .  Ο  

σχηµατισµός  των  τυχαίων  βλαστών  µπορεί  να  είναι  άµεσος  ή  

έµµεσος .  Στον  άµεσο  ο  σχηµατισµός  αρχίζει  από  επιδερµικά  ή  

υποεπιδερµικά  παρεγχυµατικά  κύτταρα  που  επανακτούν  

µεριστωµατικές  ιδιότητες  και  µε  τις  διαιρέσεις  τους  δηµιουργούν  µια  

οµάδα  µικρών  κυττάρων  πλούσιων  σε  πρωτόπλασµα  που  ονοµάζεται  
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µεριστωµατοειδές ,  το  οποίο  αναπτύσσεται  σε  ένα  αρχέφυτρο  

βλαστού .  Στον  έµµεσο  τρόπο  µεσολαβεί  σχηµατισµός  κάλλου  από  το  

κοµµένο  άκρο  του  µοσχεύµατος .  Γύρω  από  τον  κάλλο  αναπτύσσονται  

και  πάλι  µεριστωµατοειδή  που  εξελίσσονται  σε  αρχέφυτρα  βλαστού . 

Οι  πιο  σηµαντικοί  παράγοντες  που  επηρεάζουν  την  έναρξη  

σχηµατισµού  τυχαίων  βλαστών  και  στις  δυο  περιπτώσεις  είναι :  1) η  

επιλογή  του  µοσχεύµατος  και  2) το  είδος  και  η  συγκέντρωση  των  

ορµονών  στο  θρεπτικό  υπόστρωµα .  Η  καλλιέργεια  αρχεφύτρων  

βλαστού  βρίσκει  εφαρµογή  στο  µαζικό  πολλαπλασιασµό  των  φυτών .   

 

 
2.3.6 Κυτταροκαλλιέργειες 
 
 
Μεµονωµένα  φυτικά  κύτταρα  µπορούν  να  καλλιεργηθούν  σε  in 

vitro  συνθήκες ,  παρόµοια  µε  την  καλλιέργεια  µικροβιακών  

κυττάρων .  Η  τεχνολογία  των  κυτταροκαλλιεργειών  περιλαµβάνει   

 

την  ανάπτυξη  κυττάρων  σε  ένα  τεχνητό  θρεπτικό  υπόστρωµα  υπό   

ασηπτικές  συνθήκες .  Τα  κύτταρα  χρησιµοποιούνται  είτε  σε  ελεύθερη  

κατάσταση  αιωρούµενα  µέσα  σε  υγρό  θρεπτικό  υπόστρωµα  

(αιωρούµενες  καλλιέργειες  κυττάρων) είτε  σε  ακινητοποιηµένη  

µορφή .  Οι  κυτταροκαλλιέργειες  έχουν  σήµερα  αποφασιστικό  ρόλο  

τόσο  στη  βασική  βιολογική  έρευνα ,  για  τη  µελέτη  διάφορων  πτυχών  

του  µεταβολισµού  των  κυττάρων ,  όσο  και  σε  εφαρµογές ,  όπως  η  

σωµατική  εµβρυογένεση  ή  µαζική  παραγωγή  χρήσιµων  φυτικών  

ενώσεων .  

 

 
2.3.7 Καλλιέργεια κάλλου 
 
 
Ο  τραυµατισµός  ενός  φυτικού  ιστού  συνήθως  έχει  ως  αποτέλεσµα  

την  έναρξη  κυτταρικών  διαιρέσεων  στην  περιοχή  ή  σε  γειτονικές  
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περιοχές  του  τραύµατος .  Έτσι  όταν  ένα  φυτικό  τµήµα  καλλιεργηθεί  

σε  θρεπτικό  υπόστρωµα ,  υπό  την  επίδραση  φυτοορµονών ,  

λαµβάνουν  χώρα  κυτταροδιαιρέσεις  που  οδηγούν  στο  σχηµατισµό  

κάλλου ,  µίας  άµορφης  µάζας  φαινοµενικά  ανοργάνωτων  κυττάρων .  

Θεωρητικά ,  όλοι  οι  φυτικοί  ιστοί  παρουσιάζουν  την  ικανότητα  

σχηµατισµού  κάλλου ,  όµως  σε  γενικές  γραµµές  καταλληλότερο  

υλικό ,  για  την  έναρξη  καλλιεργειών  κάλλου ,  αποτελούν  οι  νεαροί  ή  

οι  αναπτυξιακά  ανώριµοι  ιστοί  όπως  υποκοτύλια ,  νεαρά  φύλλα  ή  

ανώριµα  έµβρυα .  

Οι  φυτοορµόνες  καθορίζουν  το  σχηµατισµό  κάλλου  σε  συνθήκες  

ιστοκαλλιέργειας .  Υπάρχουν  είδη  που  χρειάζονται  µόνο  κυτοκινίνη  

και  άλλα  που  χρειάζονται  µόνο  αυξίνη  (π .χ  πολλά  µονοκότυλα) 

αλλά  τα  περισσότερα  απαιτούν  σχετικά  υψηλές  συγκεντρώσεις  

αυξινών  και  κυτοκινινών .  Μετά  την  εδραίωση  της  καλλιέργειας  οι  

κάλλοι  µεταφέρονται  σε  νέο  θρεπτικό  υπόστρωµα  που  συνήθως  

περιέχει  µικρότερες  συγκεντρώσεις  φυτοορµονών .  

Οι  καλλιέργειες  κάλλου  αποτελούν  χρήσιµο  εργαλείο  τόσο  για  

ερευνητικούς  σκοπούς  (µελέτη  του  φυτικού  µεταβολισµού ,  της  

οργανογένεσης  και  της  σωµατικής  εµβρυογένεσης) όσο  και  για  

πρακτικές  εφαρµογές  (π .χ  µικροπολλαπλασιασµός  φυτών).   

 

 
2.3.8 Καλλιέργεια αιωρηµάτων κυττάρων 
 
 
Πρόκειται  για  υγρές  καλλιέργειες  αποµονωµένων  κυττάρων  ή  πολύ  

µικρών  συναθροίσεών  τους  που  αιωρούνται  συνέχεια  καθώς  

αυξάνονται  σε  υγρό  θρεπτικό  µέσο ,  αιώρηση  που  εξασφαλίζεται  µε  

συνεχή  ανατάραξη ,  συνήθως  περιστροφή .  

Η  χρήση  των  αιωρούµενων  καλλιεργειών  για  ερευνητικούς  

σκοπούς  παρουσιάζει  αρκετά  πλεονεκτήµατα  σε  σχέση  µε  άλλα  

φυτικά  συστήµατα .  Πρώτον ,  σε  τέτοιες  καλλιέργειες  ελέγχεται  

απόλυτα  το  θρεπτικό  και  φυσικό  περιβάλλον .  ∆εύτερον ,  τα  κύτταρα  
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βρίσκονται  σε  οµοιόµορφη  αναπτυξιακή  φάση  και  αποτελούν  πολύ  

πιο  οµοιογενή  πληθυσµό  απ ’  ότι  ολόκληροι  οργανισµοί  µε  την  

ποικιλοµορφία  ιστών  που  τους  χαρακτηρίζει .  Τρίτον ,  σε  

αιωρούµενες  καλλιέργειες  µπορεί  να  γίνουν  ακριβείς  µετρήσεις  

βιολογικών  φαινοµένων .  

 

 
2.3.9 Καλλιέργεια πρωτοπλαστών 
 
 
Οι  πρωτοπλάστες  µπορούν  να  αποµονωθούν  τόσο  από  σωµατικά  

κύτταρα  (σωµατικοί  πρωτοπλάστες) όσο  και  από  αναπαραγωγικά  

κύτταρα  (φυλετικοί  πρωτοπλάστες).  Μετά  την  αποµόνωσή  τους  

καλλιεργούνται  σε  κατάλληλο  θρεπτικό  υπόστρωµα ,  οπότε  σε  µερικές   

ηµέρες  συνθέτουν  νέο  τοίχωµα ,  αρχίζουν  να  διαιρούνται  και  µετά  

από  συνεχείς  κυτταρικές  διαιρέσεις  παράγουν  κάλλο .  Από  τον  

κάλλο ,  όπως  έχει  αναφερθεί ,  µπορεί  να  αναγεννηθεί  ολόκληρο  φυτό .   

 

Η  δυνατότητα  αποµόνωσης  και  καλλιέργειας  πρωτοπλαστών  και  η  

αναγέννηση  του  µητρικού  φυτού  από  αυτούς  έχει  µεγάλη  σηµασία  

για  τη  βιοτεχνολογία ,  αφού  στο  επίπεδο  του  πρωτοπλάστη  µπορούν  

να  εφαρµοστούν  ευκολότερα  οι  νέες  τεχνολογίες  και  ιδιαίτερα  οι  

τεχνικές  της  γενετικής  µηχανικής .  Έτσι  οι  πρωτοπλάστες  

χρησιµοποιούνται  για  τη  βελτίωση  των  φυτών  επειδή ,  λόγω  της  

απουσίας  κυτταρικού  τοιχώµατος ,  αποτελούν  πολύ  καλό  σύστηµα  

για  την  απευθείας  µεταφορά  γονιδίων .  Επίσης ,  η  τεχνολογία  των  

πρωτοπλαστών  δίνει  την  δυνατότητα  για  σωµατικό  υβριδισµό ,  µε 

σύντηξη  πρωτοπλαστών ,  επιτρέποντας  έτσι  τη  µεταφορά  γονιδίων  

µεταξύ  διαφορετικών  ειδών .  Αποτελούν  σύστηµα  µοντέλο  για  την  

έρευνα  διαφόρων  βιοχηµικών  και  φυσιολογικών  προβληµάτων ,  όπως  

για  µελέτες  φωτοσύνθεσης  και  εντοπισµού  ενζύµων  στα  C3 και  C4 

φυτά ,  σύνθεσης  κυτταρικών  τοιχωµάτων ,  πρόσληψης  στοιχείων  και  

χαρακτήρων  της  κυτταρικής  µεµβράνης .  Οι  πρωτοπλάστες  
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χρησιµοποιούνται  και  ως  σύστηµα  για  αποµόνωση  κυτταρικών  

οργανιδίων .  

 

 
2.3.10 Καλλιέργεια ανθήρων και γυρεόκοκκων 
 
 
Η  µεγαλύτερη  σηµασία  της  καλλιέργειας  ανθήρων  και  

γυρεόκοκκων  βρίσκεται  στο  γεγονός  ότι  παρέχει  τη  δυνατότητα  

ανάπτυξης  απλοειδών  φυτών ,  τα  οποία  έχουν  ένα  και  µοναδικό  

γενετικό  υλικό  µε  ανεκτίµητη  αξία  στην  έρευνα  των  µεταλλάξεων  και  

τη  βελτίωση  των  φυτών .  Επειδή  η   φυσιολογική  βλάστηση  των  

γυρεόκοκκων  και  κατά  συνέπεια  η  γονιµοποίηση  επηρεάζονται  

δραµατικά  από  ποικιλία  ρυπαντών ,  η  καλλιέργεια  της  γύρης  

εφαρµόζεται  και  για  µελέτη  προβληµάτων  ρύπανσης  του  φυσικού  

περιβάλλοντος .  

Οι  απαιτήσεις  για  την  καλλιέργεια  ανθήρων  και  γύρης  ανάµεσα  

στα  διάφορα  φυτά ,  ακόµα  και  στις  ποικιλίες ,  είναι  διαφορετικές .  

Αυτό  σηµαίνει  ότι  οι  διάφοροι  γονότυποι  έχουν  και  διαφορετική  

ανταπόκριση .  Επιτυχία  στην  παραγωγή  ολόκληρων  φυτών  έγινε  στα  

Nicotiana, Brassica, Pelargonium, Dactura, Hyoscyamus και  σε  µερικά  

µέλη  της  οικογένειας  Poaceae. Σε  άλλα  φυτά  δηµιουργήθηκαν  µόνο  

κάλλοι  ή  προέµβρυα .  

 

 

2.3.11 Καλλιέργεια άλλων αναπαραγωγικών 
τµηµάτων 

 
 
 
Η  καλλιέργεια  του  θηλυκού  γαµετόφυτου  µπορεί  να  παράγει  

απλοειδή  φυτά .  Τα  φυτάρια  προκύπτουν  είτε  από  το  ωοκύτταρο  είτε  

από  τους  αντίποδες .  Το  ωοκύτταρο  κάτω  από  ορισµένες  συνθήκες  

µπορεί  να  αναπτυχθεί  και  να  δώσει  απλοειδές  φυτό .  Αγονιµοποίητα  
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ωοκύτταρα  µπορούν  να  αποχωριστούν  και  να  καλλιεργηθούν  in vitro  

και  στη  συνέχεια  να  γίνει  γονιµοποίησή  τους  µε  γύρη .  Με  αυτή  τη  

τεχνική  παράγονται  σπέρµατα  υβριδίων  που  δεν  είναι  δυνατόν  να  

παραχθούν  µε  άλλα  µέσα ,  καθώς  και  αυτογονιµοποιούνται  είδη  που  

σε  άλλες  περιπτώσεις  δεν  θα  είχαν  τη  δυνατότητα  να  το  κάνουν .  

Καλλιέργεια  εµβρύων  παράγει  διπλοειδή  φυτά .  Τα  έµβρυα  µπορεί  

να  αποχωριστούν  από  το  γονικό  φυτό  σε  διάφορα  στάδια  ανάπτυξης ,  

από  το  γονιµοποιηµένο  ωοκύτταρο  µέχρι  το  ώριµο  έµβρυο .  Η  

µέθοδος  µπορεί  να  εφαρµοστεί  για  τη  διάσωση  εµβρύων  που  σε  

φυσιολογικές  συνθήκες  αποβάλλονται  από  το  φυτό .  Επίσης  

εφαρµόζεται  για  την  άµεση  βλάστηση  σπερµάτων  που  βρίσκονται  σε  

λήθαργο  και  έτσι  επιταχύνεται  ο  χρόνος  καλλιέργειας .  

Η  ασηπτική  καλλιέργεια  ολόκληρων  σπερµάτων  συνιστάται  για  

πολύ  µικρά  σε  µέγεθος  σπέρµατα  και  εφαρµόζεται  στον  εµπορικό  

πολλαπλασιασµό  των  ορχεοειδών  που  παράγουν  πολύ  µικρά  

σπέρµατα  τα  οποία  δεν  έχουν  εντελώς  ανεπτυγµένα  έµβρυα .  

Τέλος  για  τον  εµπορικό  πολλαπλασιασµό  καλλωπιστικών  φυτών  

εφαρµόζεται  η  καλλιέργεια  σπορείων .     
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Εικ .  3  Τεχνική  Ιστοκαλ/ας  
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2.4 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 
 
 
Η  ιστοκαλλιέργεια  χρησιµοποιείται  ευρύτατα  σήµερα  για  

ερευνητικούς  και  για  εµπορικούς  σκοπούς .  Μερικές  από  της  

εφαρµογές  και  αναπτυσσόµενες  τεχνολογίες  που  στηρίζονται  στην  

ιστοκαλλιέργεια  παρουσιάζονται  παρακάτω .  

 
Εικ. 4  Μικροπολλαπλασιασµός φυτών µε καλλιέργεια κόµβων βλαστού. 
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2.4.1 Μικροπολλαπλασιασµός 
 
 
 
Όπως  αναφέρθηκε  ήδη  ο  µικροπολλαπλασιασµός  είναι  ο  αγενής  

πολλαπλασιασµός  των  φυτών  µέσω  της  µεθόδου  της  

ιστοκαλλιέργειας .  Χρησιµοποιείται  σήµερα  ευρύτατα  από  πολλές  

εταιρίες  και  εργαστήρια  για  την  παραγωγή  εκατοµµυρίων  φυταρίων  

διαφόρων  φυτικών  ειδών .  Τέτοιες  εταιρίες  in vitro  πολλαπλασιασµού  

φυτών  δραστηριοποιούνται  στην  Ολλανδία . ,  Μεγάλη  Βρετανία ,  

Γαλλία ,  Γερµανία ,  Ισραήλ ,  Η .Π .Α .  κ .τ .λ .   Ένα  οργανωµένο  κέντρο  

εµπορικής  εκµετάλλευσης  µπορεί  να  παράγει  1 έως  3 ή  και  

περισσότερα  εκατοµµύρια  φυτά  το  χρόνο .  Μεγάλη  επιτυχία  

παρουσιάζει  σε   καλλωπιστικά   φυτά  µεγάλης   καλλιέργειας  καθώς  

και  σε  ιατρικά  και  αρωµατικά  φυτά  και  δένδρα  (Πίνακας  1).  

 

Πίνακας  1:   Μερικά  από  τα  φυτικά  είδη  που  πολλαπλασιάζονται  in 

vitro.  

Καλλωπιστικά  Ξυλώδη  είδη  Λαχανοκοµικά  και

άλλα  

καλλιεργούµενά  

είδη  

Alstromeria Araucaria Allium 

Anthurium Coffea Asparagus 

Chrysanthemum Eucalyptus Beta 

Gerbera Pinus Brassica 

Gladiolus Pyrus Glycine 

Hyacinthus Rosa Phaseolus 

Ορχεοειδή  Santalum Solanum 

Pelargonium Vitis Trifolium 

Tulipa  Zea 
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2.4.2 Σωµατική εµβρυογένεση 
 
 
Η  εµβρυογένεση  περιλαµβάνει  την  ανάπτυξη  φυλετικών  εµβρύων  

από  ένα  γονιµοποιηµένο  κύτταρο ,  το  ζυγωτό .  Σε  κατάλληλες  

συνθήκες  τα  σωµατικά  κύτταρα  σε  ιστοκαλλιέργεια  µπορούν  να  

αναπτύσσουν  δοµές  που  οµοιάζουν  µε  έµβρυα .  Το  φαινόµενο  αυτό  

ονοµάζεται  σωµατική  εµβρυογένεση  και  τα  έµβρυα  που  

σχηµατίζονται  χαρακτηρίζονται  ως  εµβρυοειδή  ή  σωµατικά  έµβρυα .  

Τα  σωµατικά  έµβρυα  έχουν  καταβολές  βλαστού  (βλαστίδιο) και  

ρίζας  (ριζίδιο) και  µπορούν  να  διαχωριστούν  από  την  υπόλοιπη  

καλλιέργεια ,  να  αναπτυχθούν  και  να  σχηµατίσουν  φυτά ,  µε  τρόπο  

ανάλογο  της  βλάστησης  των  φυλετικών  εµβρύων .  

Οι  υψηλές  συγκεντρώσεις  αυξίνης  (συνήθως  2,4-D) προωθούν  τη  

σωµατική  εµβρυογένεση .  Επίσης  θετική  επίδραση  έχει  το  άζωτο  και  

το  κάλλιο .  Η  παραγωγή  σωµατικών  εµβρύων  παρατηρείται  είτε  

άµεσα  από  το  έκφυτο  είτε  έµµεσα  από  κάλλο  ή  καλλιεργούµενα  

κύτταρα .  

Η  σωµατική  εµβρυογένεση  παρουσιάζει  τεράστιες  δυνατότητες  και  

προοπτικές  ως  µέθοδος  µαζικού  πολλαπλασιασµού  των  φυτών .  Τα  

τελευταία  χρόνια  γίνονται  ερευνητικές  προσπάθειες  µε  σκοπό  να  

χρησιµοποιηθούν  τα  σωµατικά  έµβρυα  ως  µονάδες  

πολλαπλασιασµού  (propagules) των  φυτών  µε  τη  µορφή  τεχνητών  

σπερµάτων .  

 

 

2.4.3 Απαλλαγή από ιούς και παθογόνα 
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Για  να  βελτιωθεί  η  απόδοση  και  για  να  γίνει  πιο  εύκολη  η  

µεταφορά  του  φυτοπολλαπλασιαστικού  υλικού  σε  διεθνή  κλίµακα  

είναι  επιθυµητή  η  εξάλειψη  των  ιών  και  των  άλλων  παθογόνων .  Οι  

τεχνικές  ιστοκαλλιέργειας  χρησιµοποιούνται  ευρύτατα  σήµερα  για  

την  απαλλαγή  των  φυτών  από  ιώσεις  και  άλλα  παθογόνα  όπως  

ιοειδή ,  µυκοπλάσµατα ,  βακτήρια ,  µύκητες  και  νηµατώδεις .  Μεγάλη  

οικονοµική  σηµασία  έχει  η  εφαρµογή  τεχνικών  ιστοκαλλιέργειας  

γιατί ,  ως  γνωστόν ,  οι  ιοί  δεν  αντιµετωπίζονται  µε  χηµική  

µεταχείριση  ή  άλλα  µέσα .  

Από  παρατηρήσεις  που  έχουν  γίνει  έχει  διαπιστωθεί  ότι  τα  ακραία  

µεριστώµατα  δεν  περιέχουν  σωµατίδια  ιών  ή  εάν  υπάρχουν  είναι  

ελάχιστα .  Η  καλλιέργεια  ακραίων  µεριστωµάτων  για  τον  παραπάνω  

λόγο  αποτελεί  τη  σηµαντικότερη  µέθοδο  παραγωγής  υγιών  φυτών  

απαλλαγµένων  από  ιώσεις .  Για  αποτελεσµατικότερη  αντιµετώπιση  

των  ιώσεων  η  µέθοδος  συνδυάζεται  µε  τη  θερµοθεραπεία .  

 
 

 2.4.4 ∆ιάσωση εµβρύων 
              

 Οι  προσπάθειες  που  έχουν  γίνει  για  παραγωγή  υβριδίων  από  

διασταυρώσεις  µεταξύ  ταξινοµικά  αποµακρυσµένων  γονέων  δεν  

είναι  πάντα  επιτυχείς  ενώ  µε  τις  τεχνικές  της  ιστοκαλλιέργειας  τα  

εµπόδια  που  αποτρέπουν  αυτήν  την  επιτυχία  έχουν  ξεπεραστεί .  

Ειδικότερα ,  σε  περιπτώσεις  όπου  παρατηρείται  επιτυχείς  

γονιµοποίηση ,  αλλά  τα  έµβρυα  αποτυγχάνουν  να  αναπτυχθούν ,  τα  

ανώριµα  ζυγωτικά  έµβρυα  καλλιεργούνται  σε  κατάλληλα  θρεπτικά  

υποστρώµατα  αναγεννώντας  νέα  υβριδικά  φυτά .  

 

2.4.5 Παραγωγή απλοειδών φυτών 
 
 
Οι  τεχνικές  της  ιστοκαλλιέργειας  επιτρέπουν  την  εύκολη  

παραγωγή  απλοειδών  φυτών  αν  και  σε  πολλές  περιπτώσεις  
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παράγονται  τέτοια  φυτά  στη  φύση .  Όπως  έχει  ήδη  αναφερθεί  σε  

προηγούµενο  κεφάλαιο ,  η  σπουδαιότητα  της  συγκεκριµένης  τεχνικής  

ιστοκαλλιέργειας  οφείλεται  στη  δυνατότητα  ανάπτυξης  διπλοειδών  

οµοζύγωτων  φυτών  (καθαρές  σειρές) και  επίσης  µπορεί  να  γίνει  

µελέτη  στα  προβλήµατα  ρύπανσης  του  φυσικού  περιβάλλοντος .  

 

2.4.6 Συντήρηση και διάσωση γενετικού υλικού 
 
 
Οι  καλλιέργειες  είναι  εκτεθειµένες  σε  ξαφνική  εµφάνιση  µιας  

σηµαντικής  ασθένειας  ή  επιδηµίας  εντόµων  και  εποµένως  είναι  

απαραίτητη  η  συντήρηση  όσο  γίνεται  περισσότερου  γενετικού  υλικού  

για  µελλοντική  χρήση .  Τα  τελευταία  χρόνια  έχουν  αναπτυχθεί  

µέθοδοι  αποθήκευσης  γενετικού  υλικού  in vitro  και  κατατάσσονται  σε  

δύο  κύριες  κατηγορίες  :  

1. Τεχνικές  της  αργής  αύξησης  :  Η  συντήρηση  των  µητρικών  

αποθεµάτων  γίνονται  µε  επεµβάσεις  που  αποσκοπούν  στην  

επιβράδυνση  του  ρυθµού  αύξησης  των  καλλιεργειών .  

2. Κρυοσυντήρηση  (cryopreservation) :  Αναφέρεται  στη  

διατήρηση  του  βιολογικού  υλικού  σε  πολύ  χαµηλές  θερµοκρασίες  και  

αποτελεί  την  καλύτερη  µέθοδο  για  τη  µακρά  διατήρηση  του  

γενετικού  υλικού .  Στις  πολύ  χαµηλές  θερµοκρασίες  σταµατούν  όλες  

οι  µεταβολικές  λειτουργίες  των  κυττάρων  και  το  φυτικό  υλικό  µπορεί  

να  διατηρηθεί  απεριόριστα .  Μετά  την  απόψυξη  το  φυτικό  υλικό  

καλλιεργείται  και  αναγεννά  νέα  φυτάρια .  

 

2.4.7 Παραγωγή χηµικών ουσιών από 
καλλιεργούµενους ιστούς και κύτταρα 

 
 
Τα  φυτά  εκτός  από  τις  κύριες  ενώσεις  που  εµπλέκονται  στον  

πρωτογενή  µεταβολισµό ,  παράγουν  και  ένα  µεγάλο  αριθµό  άλλων  

ενώσεων .  Τα  µόρια  αυτά  είναι  γνωστά  ως  δευτερογενείς  µεταβολίτες  
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και  πολλοί  από  αυτούς  έχουν  αξιοποιηθεί  στο  παρελθόν  από  τον  

άνθρωπο  για  διάφορες  χρήσεις .  Σήµερα  ένας  µεγάλος  αριθµός  

φυτικών  ουσιών  χρησιµοποιούνται  σε  διάφορους  κλάδους  της  

βιοµηχανίας  ως  φαρµακευτικές  ουσίες ,  χρωστικές  και  αρωµατικές  

ουσίες  στη  βιοµηχανία  τροφίµων  και  καλλυντικών  ή  ως  αγροχηµικά .  

 

Η τεχνολογία ανάπτυξης φυτικών κυττάρων θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί 

για την αποµόνωση διαφόρων µεταβολιτών που παράγονται από τα κύτταρα. 

Όµως η προσπάθεια παραγωγής ουσιών σε ευρεία κλίµακα µέσω της 

κυτταροκαλλιέργειας συναντά µερικά τεχνικά και βιολογικά προβλήµατα, µε 

σηµαντικότερο το γεγονός ότι στις περισσότερες των περιπτώσεων τα κύτταρα 

παράγουν και συσσωρεύουν πολύ µικρές ποσότητες της επιθυµητής ένωσης.                           

 

2.4.8 Μελέτη του φυτικού µεταβολισµού 
Η  ιστοκαλλιέργεια  χρησιµοποιείται  ευρύτατα  τα  τελευταία  χρόνια  

για  τη  µελέτη  διαφόρων  θεµάτων  βιοχηµείας ,  φυσιολογίας  µοριακής  

βιολογίας  και  βιοτεχνολογίας  φυτών .  Μεταξύ  αυτών  

περιλαµβάνονται  θέµατα  γενικότερου  βιολογικού  ενδιαφέροντος  

όπως  ο  προσδιορισµός  της  δραστηριότητας  των  ενζύµων ,  η  σύνθεση  

αµινοξέων ,  πρωτεϊνών  και  νουκλεϊκών  οξέων  καθώς  και  ειδικότερα  

θέµατα  που  σχετίζονται  µε  τα  φυτά ,  όπως  η  φωτοσύνθεση  και  η  

σύνθεση  κυτταρικών  τοιχωµάτων .  Η  χρησιµοποίηση  

ιστοκαλλιεργειών  αντί  ολόκληρων  φυτών  για  τη  µελέτη  θεµάτων  του  

µεταβολισµού  παρουσιάζει  αρκετές  ιδιαιτερότητες .  Ορισµένες  από  

αυτές  είναι  :  

1. Ο  γρήγορος  ρυθµός  αύξησης  των  κυττάρων .  

2. Οι  ελεγχόµενες  συνθήκες  καλλιέργειας  (περιβαλλοντικές  

και  σύσταση  του  θρεπτικού  υποστρώµατος).  

3. Η  απουσία  µικροοργανισµών  και  εποµένως  η  έλλειψη  

αλληλεπίδρασής  τους  µε  τα  φυτικά  κύτταρα .  
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4. Η  δυνατότητα  καλλιέργειας  περιορισµένου  αριθµού  

κυτταρικών  φαινοτύπων .  

5. Η  δυσχέρεια  προέκτασης  των  αποτελεσµάτων  σε  ολόκληρα  

φυτά .  

6. Η  έλλειψη  αλληλεπίδρασης  µεταξύ  των  διαφόρων  οργάνων  

και  ιστών .  

 

 
2.4.9 Τροποποίηση φυτών µε σωµακλωνική 

παραλλακτικότητα 
 
 
Σωµακλωνική  παραλλακτικότητα  (somaclonal variation) 

ονοµάζεται  το  φαινόµενο  της  ποικιλοµορφίας  που  παράγεται  όταν  

φυτά  που  αναγγενώνται  από  ιστοκαλλιέργεια ,  µε  την  παρεµβολή  

ενδιάµεσου  σχηµατισµού  κάλλου ,  εµφανίζουν  φαινοτυπικούς  ή  

βιοχηµικούς  χαρακτήρες ,  διαφορετικούς  από  το  αρχικό  µητρικό  

υλικό .  Η  κύρια  πηγή  της  σωµακλωνικής  παραλλακτικότητας  φαίνεται  

να  είναι  οι  αναδιατάξεις  του  γενετικού  υλικού  και  οι  µεταλλάξεις  

που  συµβαίνουν  κατά  τη  διάρκεια  της  διαίρεσης  των  

καλλιεργούµενων  κυττάρων .  

Η  σωµακλωνική  παραλλακτικότητα  έχει  ως  αποτέλεσµα  την  

αναγέννηση  φυτών  µε  υποβαθµισµένα  χαρακτηριστικά .  Όµως  τέτοιες  

γενετικές  αλλαγές  αποτελούν  νέα  πηγή  γενετικής  ποικιλότητας  και  

παρουσιάζουν  ενδιαφέρον  για  πρόγραµµα  βελτίωσης  φυτών  που  

αποσκοπούν  στην  επιλογή  φυτικών  γενοτύπων  µε  χρήσιµους  

αγρονοµικούς  χαρακτήρες .  Το  κύριο  πλεονέκτηµα  της  επιλογής  νέων  

γενοτύπων  in vitro  είναι  η  δυνατότητα  ταυτόχρονης  µεταχείρισης  και  

επιλογής  εκατοµµυρίων  κυττάρων ,  υπό  ελεγχόµενες  συνθήκες  

καλλιέργειας ,  σε  ένα  σχετικά  µικρό  χώρο .  Η  σωµακλωνική  

παραλλακτικότητα  αξιοποιείται  σήµερα  σε  προγράµµατα  βελτίωσης  

των  ιδιοτήτων  πολλών  καλλιεργούµενων  φυτικών  ειδών .  
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2.4.10 Μεταφορά γονιδίων µε σύντηξη 
πρωτοπλαστών 

 
 
 Όπως  προαναφέρθηκε ,  η  τεχνολογία  των  πρωτοπλαστών  επιτρέπει  

τη  µεταφορά  γονιδίων  µεταξύ  ειδών ,  µε  σύντηξη  διαφορετικών  

σωµατικών  πρωτοπλαστών  (σωµατικός  υβριδισµός).  Η  σύντηξη  

πρωτοπλαστών  επιτυγχάνεται  µε  δύο  κυρίως  τρόπους  :  α) χηµικά  

επαγόµενη  σύντηξη  και  β) ηλεκτοσύντηξη .  

Η  τεχνολογία  σύντηξης  των  πρωτοπλαστών  προσφέρει  σηµαντικές  

δυνατότητες  για  πρακτικές  εφαρµογές  στο  πεδίο  της  βελτίωσης  

φυτών .  Χρήσιµοι  αγρονοµικοί  χαρακτήρες  µπορούν  να  µεταφερθούν  

µεταξύ  αναπαραγωγικά  ασύµβατων  φυτικών  γενότυπων .  

Η  βελτίωση  των  τεχνικών  σύντηξης  και  των  µεθόδων  αναγέννησης  

φυτών  από  πρωτοπλάστες  και  η  περαιτέρω  κατανόηση  του  ελέγχου  

της  γενετικής  σταθερότητας  των  φυτικών  κυττάρων  σε  καλλιέργεια  

αναµένεται  να  οδηγήσουν  σε  πολύ  περισσότερες  πρακτικές  

εφαρµογές .  
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2.5 ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ 
ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 

 
 
2.5.1 Πλεονεκτήµατα  

i .  Ένα  βασικό  πλεονέκτηµα  της  ιστοκαλλιέργειας  είναι  η  

δυνατότητα  µαζικής  παραγωγής  κλωνικών  φυτών  λόγω  των  άριστων  

συνθηκών  καλλιέργειας  (σύσταση  θρεπτικού  υποστρώµατος ,  επίπεδα  

φυτοορµονών ,  φωτισµός ,  θερµοκρασία ,  κ .  α .) .  Ο  θεωρητικός  ρυθµός  

πολλαπλασιασµού  είναι  εξαιρετικά  µεγάλος .  Ένα  οργανωµένο  κέντρο  

εµπορικής  εκµετάλλευσης  µπορεί  να  παράγει  1 έως  3 εκατοµµύρια  

φυτά  το  χρόνο .  

ii .  Η  ιστοκαλλιέργεια  βρίσκει  ευρεία  εφαρµογή  στην  ταχεία  

αναπαραγωγή  νέων  ή  βελτιωµένων  ποικιλιών  που  δηµιουργούνται  

στα  βελτιωτικά  προγράµµατα  και  την  εισαγωγή  τους  στην  

παραγωγική  διαδικασία .  Γενετικά  καθαρές  σειρές  που  

χρησιµοποιούνται  στην  παραγωγή  υβριδιοσπόρου  διατηρούνται  

µακρόχρονα ,  µεταφέρονται  εύκολα  σε  µεγάλες  αποστάσεις  και  

αναπαράγονται  ταχύτατα  µε  µικροπολλαπλασιασµό .  

iii .  Επίσης  εφαρµόζεται  σε  φυτικά  είδη  που  µε  τις  κλασσικές  

µεθόδους  θα  ήταν  δύσκολο  να  πολλαπλασιαστούν .  

iv. Σπουδαίο  πλεονέκτηµα  αποτελεί  η  ιστοκαλλιέργεια  για  

παραγωγή  άνοσου  πολλαπλασιαστικού  υλικού .  Λόγω  των  ασηπτικών  

συνθηκών  δεν  υπάρχουν  απώλειες  από  ασθένειες ,  ενώ  τα  φυτάρια  

που  παράγονται  είναι  ελεύθερα  από  βακτήρια ,  µύκητες  και  

νηµατώδεις .  Εάν  χρησιµοποιηθούν  υγιή  µητρικά  φυτά ,  µπορούν  να  

παραχθούν  φυτά  σε  µεγάλη  κλίµακα  που  εγγυηµένα  είναι  ελεύθερα  

ιώσεων .  
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v. Άλλα  πλεονεκτήµατα  είναι  ότι  απαιτείται  πολύ  µικρός  χώρος  σε  

σχέση  µε  τις  πολυδάπανες  θερµοκηπιακές  εγκαταστάσεις  που  

χρησιµοποιούν  οι  κλασσικές  µέθοδοι .  Οι  ελεγχόµενες  συνθήκες  

εξασφαλίζουν  συνεχείς  και  υψηλούς  ρυθµούς  παραγωγής  ανεξάρτητα  

της  εποχής  του  έτους .  

 34  



 

2.5.2 Μειονεκτήµατα 
 
 

i .  Βασικό  µειονέκτηµα  είναι  το  υψηλό  κόστος  που  απαιτείται  

για  τη  δηµιουργία  εξειδικευµένων  εγκαταστάσεων ,  την  προµήθεια  

του  εξοπλισµού  και  τη  λειτουργία  τους .  Το  οικονοµικό  πρόβληµα  

συχνά  είναι  απαγορευτικό  για  τον  εµπορικό  πολλαπλασιασµό  

πολλών  φυτικών  ειδών  αλλά  µπορεί  να  αντιµετωπιστεί  µε  τη  

µαζικοποίηση  της  παραγωγής  και  την  ανάπτυξη  αυτοµατοποιηµένων  

µεθόδων ,  τουλάχιστον  για  µερικά  φυτικά  είδη .  

ii .  Απαιτείται  επίσης  εξειδικευµένο  προσωπικό  που  θα  

επιλαµβάνεται  των  εργασιών  οι  οποίες  πρέπει  να  γίνονται  σε  

ασηπτικές  συνθήκες .  Εµφάνιση  µολύνσεων  στα  αρχικά  στάδια  µπορεί  

να  οδηγήσει  σε  απώλεια  σηµαντικού  αριθµού  φυταρίων .  

iii .  Για  κάθε  φυτικό  είδος  πρέπει  να  αναπτυχθούν  κατάλληλες  

µέθοδοι  πολλαπλασιασµού  in vitro  π .χ .  συνθήκες  για  ριζοβολία  και  

εδραίωση  φυταρίων .  

iv. Μειονέκτηµα  επίσης  αποτελεί  η  παραγωγή  σε  µερικές  

περιπτώσεις  υποβαθµισµένων  φυτών  λόγω  της  σωµακλωνικής  

παραλλακτικότητας  που  οφείλεται  σε  γενετικές  αλλαγές  και  

µεταλλάξεις .  Η  αναπαραγωγή  πρέπει  να  γίνεται  σε  συνθήκες  που  

εξασφαλίζουν  τη  γενετική  σταθερότητα  των  αναπαραγόµενων  φυτών  

και  γι’  αυτό  απαιτείται  να  λειτουργεί  ένα  αδιάκοπο  σύστηµα  ελέγχου  

και  αξιολόγησης  των  ποικιλιών  που  αναπαράγονται .   
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3. ΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΚΑΙ ∆ΙΑΣΩΣΗ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 

ΥΛΙΚΟΥ IN VITRO 
 
 

H παγκόσµια  ανάγκη  για  αυξηµένη  παραγωγή  τροφίµων  
οδήγησε  στην  ανάπτυξη  και  καλλιέργεια  ποικιλιών  υψηλής  
απόδοσης  µε  αποτέλεσµα  τον  περιορισµό  της  γενετικής  βάσης  
των  καλλιεργειών .  Έτσι ,  είναι  απαραίτητη  η  συντήρηση  όσο  
γίνεται  περισσότερου  γενετικού  υλικού  για  µελλοντική  χρήση .  
Επιπλέον  κρίνεται  απαραίτητη  η  συντήρηση ,  υπό  κατάλληλες  
συνθήκες ,  επιλεγµένων  γονοτύπων  η  φυτών  απαλλαγµένων  από  
παθογόνα  που  παρήχθησαν  in vitro. Ο  οικονοµικότερος  τρόπος  
φύλαξης  του  γενετικού  υλικού  είναι  µε  τη  µορφή  σπόρων ,  για  
φυτά  βέβαια  που  πολλαπλασιάζονται  εγγενώς ,  αλλά  και  σε  αυτή  
την  περίπτωση  παρουσιάζονται  πολλά  προβλήµατα  (µη  βιώσιµοι  
σπόροι ,  σπόροι  µε  περιορισµένο  χρόνο  ζωής  κατά  την  
αποθήκευση  κ .ά .) .  Τα ;  τελευταία  χρόνια  έχουν  αναπτυχθεί  in 
vitro µέθοδοι  αποθήκευσης  γενετικού  υλικού ,  που  παρουσιάζουν  
σηµαντικό  πρακτικό  ενδιαφέρον .  Οι  τεχνικές  αυτές  
κατατάσσονται  σε  δύο  κατηγορίες :  
α) Τεχνικές  της  αργής  αύξησης :  Ο  συνήθης  τρόπος  συντήρησης  

των  µητρικών  αποθεµάτων  περιλαµβάνει  τη  συνεχή  καλλιέργεια  
τµηµάτων  βλαστού ,  µέθοδος  που  απαιτεί  υποκαλλιέργεια  κάθε  6-
4 εβδοµάδες  και  εµπεριέχει  τον  κίνδυνο  της  απώλειας  του  υλικού ,  
λόγω  ανθρώπινου  σφάλµατος .  Τα  παραπάνω  προβλήµατα  
µπορούν  εν  µέρει  να  αντιµετωπισθούν  µε  επεµβάσεις  που  
αποσκοπούν  στην  επιβράδυνση  του  ρυθµού  αύξησης  των  
καλλιεργειών .  Μια  επέµβαση  περιλαµβάνει  την  αποθήκευση  των  
καλλιεργειών  σε  χαµηλή  θερµοκρασία  (4-8 οC), συνήθως  
παρουσία  µειωµένου  φωτισµού .  Η  µέθοδος  έχει  χρησιµοποιηθεί  
µε  επιτυχία  σε  πολλά  είδη  (φράουλα ,  πατάτα ,  αµπέλι  κ .α .) .  Η  
επιβράδυνση  της  αύξησης  επιτυγχάνεται  και  µε  άλλους  τρόπους  
όπως  µε  παραγωγή  ωσµωτικού  stress ή  µε  την  προσθήκη  
επιβραδυντών  αύξησης  .  Με  τις  παραπάνω  µεθόδους  
επιµηκύνεται  η  περίοδος  υποκαλλιέργειας  σε  δώδεκα  µήνες  ή  και  
περισσότερους .  
β)Κρυοσυντήρηση  (cryopreservetion). Eiναι  µια  µέθοδος  

διατήρησης  του  βιολογικού  υλικού  σε  πολύ  χαµηλές  
θερµοκρασίες  (στους  –196 οC, θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου) 
χωρίς  να  καταστραφεί  και  διατηρώντας  την  ικανότητα  για  
αναγέννηση .  Στη  θερµοκρασία  αυτή ,  σταµατούν  όλες  οι  
µεταβολικές  λειτουργίες  των  κυττάρων  και  µπορούν  να  
διατηρηθούν  σχεδόν  απεριόριστα .  Η  διαδικασία  απαιτεί  λεπτούς  
χειρισµούς  και  την  ανάπτυξη  ειδικών  συνθηκών  για  κάθε  φυτικό  
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είδος ,  όσον  αφορά  την  προετοιµασία  του  ιστού ,  τη  µέθοδο  
κατάψυξης ,  τη  µέθοδο  απόψυξης ,  καθώς  και  τη  µέθοδο  
επανακαλλιέργειας  του  ιστού .  Η  κρυοσυντήρηση  έχει  
χρησιµοποιηθεί  µε  επιτυχία  σε  διάφορους  τύπους  ιστών ,  όπως  σε  
µεριστώµατα ,  έµβρυα ,  κάλλους ,  ακόµα  και  πρωτοπλάστες .  
Οι  περισσότερες  διεργασίες  κρυοσυντήρησης  περιλαµβάνουν  

τις  ακόλουθες  φάσεις :  
1. Την  προµεταχείριση  των  µητρικών  φυτών  και  τον  

καθορισµό  του  εκφύτου .  
2. Τη  βραδεία  ή  ταχεία  κατάψυξη  του  φυτικού  υλικού .  
3. Την  έκθεση  του  δείγµατος  σε  θερµοκρασίες  κατάψυξης .  
4. Την  απόψυξη  του  φυτικού  υλικού .  
5. Την  καλλιέργειά  του .  
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Εικ. 5  Συντήρηση χρυσανθέµων σε συνθήκες χαµηλών θερµοκρασίων. 
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3.1 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ 
 
 

ΓΕΝΙΚΑ 
Η  κρυοσυντήρηση  επιτυγχάνεται  µε  πάγωµα  των  καλλιεργειών  

στη  θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου  (στους  –196 οC). Αυτό  έχει  

σαν  αποτέλεσµα  την  παύση  όλων  των  µεταβολικών  λειτουργιών  

των  κυττάρων .  Για  το  σκοπό  αυτό ,  χρησιµοποιούνται  διάφορα  

κρυοπροστατευτικά  διαλύµατα ,  όπως  αιθυλική  γλυκερόλη ,  DMSO 

κ .α .  και  ακολουθεί  τοποθέτηση  των  καλλιεργειών  στους  -196 οC. 

Η  κρυοσυντήρηση  περιλαµβάνει :  πρόψυξη  (µια  αργή  και  

ρυθµιστική  διαδικασία  ψύξης), και  απότοµη  τοποθέτηση  στην  

θερµοκρασία  των   -196 οC. Μετά  την  κρυοσυντήρηση  οι  

καλλιέργειες  αποψύχονται  κατάλληλα ,  τοποθετούνται  στους  35-

40 οC, και  αναγεννιούνται .  

Μεγάλος  αριθµός  φυτικών  ειδών  έχουν  αναγεννηθεί  µετά  από  

κρυοσυντήρηση ,  όπως  σιτηρά ,  όσπρια ,  αρωµατικά  φυτά ,  

φαρµακευτικά  φυτά  κ .α .  Τα  αποτελέσµατα  έχουν  δείξει  ότι  η  

ηλικία  και  το  φυσιολογικό  στάδιο  ανάπτυξης  των  φυτών  παίζουν  

σηµαντικό  ρόλο .  Επίσης ,  η  χρήση  κρυοπροστατευτικών ,  έδωσαν  

καλύτερα  αποτελέσµατα .  

Από  το  1975 διάφορες  µελέτες  αναφέρουν  την  τεχνική  της  

Κρυοσυντήρησης  φυτικών  κυττάρων  και  οργάνων  σαν  την  

κυριότερη  µέθοδο  συντήρησης  γενετικού  πλάσµατος  για  µεγάλο  

χρονικό  διάστηµα  (Kartha, 1987, Bajaj 1990, Grout, 1995, 

Engleuman, 1991, Withers, 1991, Benson, 1994). Σύµφωνα  µε  τη  

µέθοδο  αυτή ,  το  φυτικό  υλικό  ψύχεται  και  παραµένει  στη  

θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου ,  η  οποία  είναι  γύρω  στους           

–196οC.  Στη  θερµοκρασία  αυτή  τα  κύτταρα  παραµένουν  σε  

αδράνεια  και  θεωρητικά  µπορούν  να  αποθηκευτούν  έπ’  

αόριστον .   Αυτή  η  τεχνική  χρησιµοποιήθηκε  µε  επιτυχία  για  
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αποθήκευση  µικροβίων  και  ζωικών  κυττάρων  (Withers 1990).  

Περισσότερη  προσοχή  δόθηκε  ώστε  να  αναπτυχθούν  µέθοδοι  

Κρυοσυντήρησης  εµβρύων ,  ιστών  οργάνων  που  κατόπιν  

µεταφυτεύονται .  

Γενικά  η  Κρυοσυντήρηση  φυτικών  κυττάρων  θεωρείται  η  

σηµαντικότερη  µέθοδος  για  αποθήκευση  γενετικού  πλάσµατος .  

(Bjoci and Reiyert 1977).  Κατά  την  αποθήκευση  φυτικών  

κυττάρων  θα  πρέπει  να  δίδεται  προσοχή  στην  

επαναδραστηριοποίηση  και  το  δευτερεύοντα  µεταβολισµό  αυτών .   

Για  αυτό  το  λόγο  προτιµούνται  κοµµάτια  βλαστών ,  έµβρυα ,  ή  

µικρά  φυτά  για  αποθήκευση  γενετικού  πλάσµατος .  

Κάποιοι  από  τους  λόγους  που  οδήγησαν  σε  αυτό  αναφέρονται  

παρακάτω  :    

(α) Γενετική  αστάθεια  των  κυττάρων  σε  κάλλους  ή  σε  

σταµάτηµα  καλλιέργειας  είναι  πολύ  συχνό  φαινόµενο .  Συχνά  

δηµιουργούνται  κάλλοι  από  µη  µεριστωµατικά  κύτταρα  των  

φυτών ,  τα  οποία  σε  πολλά  αγκειόσπερµα  είναι  πολυσωµατικά .   

Έτσι  τα  νέα  φυτά  παρουσιάζουν  γενετικές  διαφορές  από  τα  

αρχικά .   Σε  αντίθεση  µε  αυτά ,  τα  φυτά  που  προέρχονται  από  

σωµατικά  κύτταρα  των  φυτών  δίνουν  φυτά  πανοµοιότυπα  µε  τα  

αρχικά .  

(β) Καλλιεργούµενα  κύτταρα  από  ορισµένα  φυτά  χάνουν  την  

δυναµικότητά  τους ,  ή  ακόµα  και  όταν  κάποια  από  αυτά  

σχηµατίσουν  όργανα  /έµβρυα  ή  ολόκληρα  φυτά  χάνουν  την  

ικανότητα  επαναβλάστησης .   Από  την  άλλη  µεριά ,  κοµµάτια  

βλαστών  παρουσιάζουν  µεγάλη  αντοχή  και  επιτυγχάνουν  στην  

καλλιέργεια ,  χρησιµοποιούνται  επίσης  για  παραγωγή  γενετικού  

υλικού  απαλλαγµένο  από  ιούς  και  για  κλωνικό  πολλαπλασιασµό .    

(γ) Κύτταρα  από  τα  άκρα  βλαστών  και  από  νεαρά  έµβρυα  είναι  

µικρά  και  µεριστωµατικά  και  προτιµούνται  από  µεγαλύτερα  

γιατί  επιβιώνουν  καλύτερα  στους  -196C Εκτός  από  σωµατικά  
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έµβρυα ,  χρησιµοποιούνται  ακόµα  κύτταρα  γύρης  και  µικρά  φυτά  

µε  επιτυχία .  

Η  κρυοσυντήρηση  περιλαµβάνει  γενικά  4 βήµατα :  

Ψύξη   > Αποθήκευση  > Ξεπάγωµα  > Επαναφορά  Βλάστησης  

Κατά  τη  διάρκεια  της  κρυοσυντήρησης  πρέπει  να  δίδεται  

ιδιαίτερη  προσοχή  γιατί  είναι  δυνατόν  να  µειωθεί  η  αξία  του  

γενετικού  υλικού .  Οι  κυριότεροι  παράγοντες  που  προκαλούν  

ζηµιές  στα  αποθηκευµένα  κύτταρα  είναι  η  δηµιουργία  

κρυστάλλων  εσωτερικά  των  κυττάρων  και  η  αύξηση  της  

συγκέντρωσης  του  ενδοκυτταρικού  διαλύµατος  σε  τοξικά  

επίπεδα .  Η  βιωσιµότητα  συνεπώς  του  γενετικού  υλικού  

επηρεάζεται  τόσο  από  τη  φύση  του  υλικού ,  τις  προψυκτικές  

µεταχείρισης  και  το  κρυοπροστατευτικό  που  χρησιµοποιείται .  

 
 

3.1.1 ΦΥΣΗ ΤΟΥ ΦΥΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 
 
 
 
Τα  µορφολογικά  και  φυσιολογικά  χαρακτηριστικά  των  φυτών  

επηρεάζονται  κατά  τη  διάρκεια  της  ψύξης  από  τη  δυνατότητα  να  

επιβιώσουν  στους  –196ο  C.  Γενικά ,  προτιµούνται  τα  µικρά ,  µε  

πλούσιο  κυττόπλασµα ,  µεριστωµατικά  κύτταρα  των  φυτών .   

Επίσης  τα  νεαρά  και  σφαιρικά  έµβρυα  παρουσιάζουν  καλύτερα  

αποτελέσµατα .  

 

3.1.1.1 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΜΕΡΙΣΤΩΜΑΤΩΝ 
 
 
Οι  κορυφές  των  βλαστών  αποτελούν  ιδεώδες  γενετικό  υλικό  για  

κρυοσυντήρηση ,  διότι  παρουσιάζουν  τις  ακόλουθες  ιδιότητες :  α)   

Eχουν  την  ικανότητα  να  αναπαράγουν  ολόκληρα  φυτά  µε  µεγάλο  

βαθµό  αναπαραγωγής  β) Oι  µεριστωµατικές  καλλιέργειες  

καταλαµβάνουν  µικρό  αποθηκευτικό  χώρο  γ) H ασηπτική  
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διατήρηση  των  καλλιεργειών  µειώνει  ή  εξαλείφει  την  πιθανότητα  

µόλυνσης  από  έντοµα  ή  παθογόνα  και  δ) Tα  κατεψυγµένα  

µεριστωµατικά  κύτταρα  επιβιώνουν  καλύτερα  από  τα  

διαφοροποιηµένα .  

Αν  και  οι  καλλιέργειες  βλαστοκορυφών  πολλών  φυτών  

διατηρούνται  άριστα  σε  θερµοκρασίες  πάνω  από  0 οC η  

κρυοδιατήρηση  θεωρείται  γενικά  η  καλύτερη  µέθοδος  για  µακρά  

διατήρηση  του  γενετικού  υλικού .  Για  µακροχρόνια  φύλαξη ,  η  

κρυοσυντήρηση  είναι  η  πιο  πρακτική  µέθοδος .  Σε  αντίθεση  µε  τις  

ψυχόµενες  καλλιέργειες ,  οι  καταψυχόµενες  δε  χρειάζονται  

υποκαλλιέργεια .  Η  σκληραγώγηση ,  µε  έκθεση  των  µητρικών  φυτών  

σε  θερµοκρασίες  υπό  του  µηδενός  ή  κοντά  στους  0 οC αυξάνει  

σηµαντικά  τη  διάρκεια  ζωής  του  εκφύτου  κατά  την  

κρυοσυντήρηση .   

 

3.1.1.2 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
 
 
Κάλλοι  και  φυτικά  κύτταρα  που  καλλιεργούνται  in vitro, 

υφίστανται  γενετική  διάβρωση .  Αντίθετα ,  κύτταρα  που  

αποθηκεύονται  στη  θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου ,  διατηρούν  

τα  µορφογενετικά  τους  χαρακτηριστικά  και  είναι  ικανά  να  

αναπαράγουν  ολόκληρα  φυτά  που  αναπτύσσονται  φυσιολογικά .  

Η  µέθοδος  έχει  εφαρµοστεί  µε  επιτυχία  σε  πολλά  είδη  φυτών  

όπως  λαχανοκοµικά ,  κηπευτικά ,  σιτηρά ,  φαρµακευτικά ,  

εσπεριδοειδή  κ .ά .  

 

3.1.1.3 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
3.1.1.3.1 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ 

ΕΜΒΡΥΩΝ  
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Τα  σωµατικά  έµβρυα ,  που  παράγονται  σε  µεγάλες  ποσότητες  σε  

διάφορα  συστήµατα  ιστοκαλλιέργειας ,  παρουσιάζουν  ιδιαίτερο  

βιοτεχνολογικό  ενδιαφέρον .  Σήµερα  µε  τη  µέθοδο  της  

κρυοσυντήρησης  µπορούν  να  αποθηκευτούν  στο  κατάλληλο  

στάδιο  µέχρι  να  χρειαστούν .  Σωµατικά  έµβρυα  όπως  καρότου ,  

πορτοκαλιού ,  και  σπαραγγιού  αποθηκεύονται  αποτελεσµατικά  µε  

τον  παραπάνω  τρόπο .  

 

3.1.1.3.2 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΖΥΓΩΤIKΩΝ 
ΕΜΒΡΥΩΝ 
 
 

 
Τα  πλήρως  αναπτυγµένα  έµβρυα  είναι  ιδιαίτερα  ευαίσθητα  στις  

χαµηλές  θερµοκρασίες .  Το  κύριο  πρόβληµα  είναι  η  δηµιουργία  

παγοκρυστάλλων  και  επιπλέον  το  ενδοκυτταρικό  πάγωµα  που  

µπορούν  να  οδηγήσουν  στη  διάρρηξη  και  το  θάνατο  του  

κυττάρου .  Έτσι ,  το  περιεχόµενο  νερό  στα  πλήρως  αναπτυγµένα  

έµβρυα  πρέπει  να  ελέγχεται  µε  αποξήρανση  ρυθµίζοντάς  το  στο  

ελάχιστο  επίπεδο .  Οι  ζηµιές  από  χαµηλές  θερµοκρασίες  µπορούν  

να  παρεµποδιστούν ,  επίσης ,  µε  κάποια  µέθοδο  που  επιβραδύνει  

την  ανάπτυξη  των  κρυστάλλων .  Η  µέθοδος  αυτή  βρίσκει  

εφαρµογή  κυρίως  στα  δύσκολα  αναγεννώµενα  φυτά .  Επιπλέον ,  

ένας  µεγάλος  αριθµός  δέντρων  παράγει  έµβρυα  που  δεν  µπορούν  

να  συντηρηθούν  σε  κανονικές  συνθήκες .  Στην  περίπτωση  αυτή ,  η  

κρυοσυντήρηση  είναι  µία  λογική  επιλογή .  Η  κρυοσυντήρηση  

εφαρµόζεται  επίσης  σε  προγράµµατα  υβριδισµού ,  ειδικά  σε  αυτά  

που  ασχολούνται  µε  διασταύρωση  γενετικά  ασυµβίβαστων  

φυτών .   

Στη  βιβλιογραφία ,  υπάρχουν  αρκετές  αναφορές  για  

κρυοσυντήρηση  ζυγωτών  εµβρύων ,  όπως  για  το  ρύζι  (Bajai 1981), 

το  σιτάρι  (Bajai 1984), το  κριθάρι  (Withers 1982) και  την  καρύδα  

(Bajai 1984). 
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3.1.1.4 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΓΥΡΗΣ 
 
 

 
Η  κρυοσυντήρηση  γύρης  παρουσιάζει  µεγάλο  ενδιαφέρον ,  ενώ  

έχει  εφαρµοστεί  µε  επιτυχία  σε  πολλά  είδη  κτηνοτροφικών ,  

ανθοκοµικών  φυτών  και  οπωροφόρων  δένδρων .  

 

3.1.1.5 ΚΡΥΟΣΥΝΤΗΡΗΣΗ ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΩΝ 
 
 
Πρόσφατα  αποµονώθηκαν  πρωτοπλάστες  από  µεγάλο  αριθµό  

φυτικών  ειδών  και  τοποθετήθηκαν  σε  θερµοκρασία  του  υγρού  

αζώτου ,  όπου  επιβίωσαν  και  διατήρησαν  τα  µορφογενετικά  τους  

χαρακτηριστικά .  Η  µέθοδος  αυτή ,  αν  και  µοιάζει  γενικά  µε  την  

κρυοσυντήρηση  κυττάρων ,  διαφέρει  αφού  οι  πρωτοπλάστες  

στερούνται  κυτταρικό  τοίχωµα .  Για  αυτό  το  λόγο  κρίνεται  

απαραίτητη  η  χρήση  κατάλληλου  µίγµατος  κρυοπροστατευτικού  

και  οσµωτικού  για  την  προστασία  των  πρωτοπλαστών  κατά  τη  

διάρκεια  της  ψύξης .  

 

3.2 ΠΡΟ-ΨΥΚΤΙΚΕΣ ΠΕΡΙΠΟΙΗΣΕΙΣ 
 
3.2.1 ΠΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ  
 
Μια  σύντοµη  καλλιέργεια  των  κορυφών  των  βλαστών  πριν  την  

ψύξη  αποδείχθηκε  ευεργετική  σε  πολλές  περιπτώσεις .   Για  να  

εξασφαλισθεί  ένα  υψηλό  ποσοστό  βιωσιµότητας  των  φυτικών  

ιστών  µετά  την  ψύξη  αποδείχθηκε  αποτελεσµατική  η  
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προηγούµενη  καλλιέργεια  τους  παρουσία  κρυοπροστατευτικού  

διαλύµατος ,  συνήθως  χρησιµοποιείται  διάλυµα  5% DMSO. 

 

 

 

3.2.2 ΑΠΟΞΗΡΑΝΣΗ 
 
 Ένας  από  τους  σηµαντικότερους  παράγοντες  για  επιτυχηµένη  

κρυοσυντήρηση  είναι  η  αποβολή  του  νερού  των  κυττάρων  πριν  

από  την  ψύξη .   Η  αποξήρανση  των  κυττάρων  περιορίζει  την  

χρήση  των  κρυοπροστατευτικών ,  αλλά  παράλληλα  απλοποιεί  την  

όλη  διαδικασία .  

 

3.2.3 ΥΑΛΟΠΟΙΗΣΗ 
 
Η  υαλοποίηση  είναι  µια  φυσική  διαδικασία  κατά  την  οποία  το  

υδατικό  διάλυµα  των  κυττάρων  ψύχεται  σε  χαµηλές  

θερµοκρασίες  έτσι  ώστε  δηµιουργείται  µια  υαλώδης  µάζα  και  

αποφεύγεται  έτσι  η  ανάπτυξη  ενδοκυτταρικών  κρυστάλλων .  

 

3.3 ΚΡΥΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΑ  
 

Σαν  αποτέλεσµα  της  αφυδάτωσης  των  κυττάρων  πριν  ή  κατά  τη  

διάρκεια  της  ψύξης  είναι  η  αύξηση  της  συγκέντρωσης  του  

ενδοκυτταρικού  διαλύµατος ,  η  αύξηση  δηλαδή  της  οσµωτικής  

πίεσης  και  η  ρήξη  του  πρωτοπλάσµατος .  Τα  κρυοπροστατευτικά  

είναι  διαλύµατα  που  χρησιµοποιούνται  αφ ’  ενός  για  να  

αποφευχθεί  η  τοξική  επίδραση  της  αύξησης  της  οσµωτικής  πίεσης  

των  διαλυµάτων  και  αφ ’  ετέρου  για  να  εµποδίσουν  το  

σχηµατισµό  κρυστάλλων  στο  εσωτερικό  των  κυττάρων .    
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Όσον  αφορά  τα  φυτά  το  DMSO αποδεδειγµένα  δίνει  τα  

καλύτερα  αποτελέσµατα .   Άλλες  χηµικές  ουσίες  που  

χρησιµοποιούνται  µόνες  ή  σε  συνδυασµένο  µε  το  DMSO, είναι  η  

γλυκερόλη  και  η  προλίνη  (proline).  Η  µέση  συγκέντρωση  του  

DMSO για  καλλιεργήσιµα  κύτταρα  κυµαίνεται  µεταξύ  5-8%.  

Ωστόσο ,  κοµµάτια  βλαστών  ή  µικρά  φυτά  αντέχουν  και  σε  

υψηλότερες  συγκεντρώσεις  5-20%(Sakai et al,1977, Withers, 1978, 

Grout and Henshaw,1980). Η  µέση  συγκέντρωσης  προλίνης  είναι  

10%.  Για  να  προστατευθούν  τα  κύτταρα  από  οσµωτικό  σοκ ,  τα  

κρυοπροστατευτικά  πρέπει  να  προστίθενται  βαθµιαία  για  µια  

χρονική  περίοδο  από  30-60 λεπτά .   Στη  περίπτωση  που  

χρησιµοποιούµε  γλυκερόλη  είναι  απαραίτητο  να  προηγηθεί  αυτό  

το  στάδιο  λόγω  της  µικρής  της  διαπερατότητας .   Κατά  τη  

διάρκεια  της  µεταχείρισης  µε  DMSO το  υλικό  διατηρείται  σε  

θερµοκρασία   0ο  C για  να  αποφύγουµε  τοξικά  φαινόµενα .   Το  

DMSO πρέπει  να  διατηρείται  σε  θερµοκρασία  δωµατίου  (>19ο  C), 

ενώ  έχει  δυσάρεστη  και  διαπεραστική  οσµή .  Για  καλύτερα  

αποτελέσµατα  συνίσταται  η  χρήση  φρέσκων  κρυοπροστατευτικών  

διαλυµάτων .  

Προσθήκη  κρυοσπόρων  (cryoseeds, 0,15-5 mm O2   µε  

επικάλυψη  ακρυλικού  πολυµερούς) στο  κρυοπροστατευτικό  

διάλυµα  αυξάνει  τη  βιωσιµότητα  των  κυττάρων .   Οι  κρυόσποροι  

αυξάνουν  τον  εµπύρηνο  πάγο  σε  θερµοκρασίες  από  –13,8 έως  5,9 
ο  C. 
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Εικ .  6  Βασικά  στάδια  κρυοσυντήρησης  καλ/ων  φυτικών  

κυττάρων .  (Α)Καλ/α  κύτταρα  αναφέρονται  σε  θρεπτικό  
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µέσο .  (Β) Kρυοπροστατευτικά  διαλύµατα  

παρασκευάζονται .  (Γ) Kρυοπροστατευτικά  διαλύµατα  

προστίθενται  στα  κύτταρα   που  καταψύχονται .  (∆) Tα  

κρυοπροστατευτικά  κολλάνε  στα  κύτταρα  µε  συνεχή  

ανάνευση  του  µίγµατος .  (Ε) Mεταφέρονται  σε  αµπούλες .  

(ΣΤ) Oι  αµπόυλες  καταψύχονται  µε  αργό  ρυθµό  στη  

θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου  και  αποθηκεύονται  σε  

καταψύκτη  υγρού  αζώτου .  (Ζ) (Η) Tα  κύτταρα  

ξεπαγώνουν  µε  εµβάπτιση  σε  νερό  θερµοκρασίας  35-

40°c. (Θ) Tα  κύτταρα  µεταφέρονται  σε  τρίβµα  πέτρι  

µέσα  σε  θρεπτικό  µέσο .  (Ι) Tο  περίσιο  

κρυοπροστατευτικό  διάλυµα  αφαιρείται .  (Κ) Tα  κύτταρα  

παραµένουν  στο  θρεπτικό  µέσο .  (Λ) Tα  κύτταρα  

µεταφέρονται  σε  νέο  θρεπτικό  µέσο  και  βλαστούν  

(Witners 1990) 

 

3.3.1 Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ ΚΡΥΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΩΝ 
∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 

 

Ένα  δραστικό  κρυοπροστατευτικό  πρέπει  να  έχει  τις  ακόλουθες  

ιδιότητες :  

1. Να  µην  είναι  τοξικό   

2. Να  έχει  µικρό  µοριακό  βάρος  

3. Να  παρουσιάζει  µικρή  διαλυτότητα  στο  νερό  

4. Να  έχει  την  ικανότητα  να  διαπερνά  το  κυτταρικό  

τοίχωµα  

5. Να  αποµακρύνεται  εύκολα  µε  το  πλύσιµο  

Κοινά  κρυοπροστατευτικά  είναι  το  διµεθυλοσουλφοξείδιο ,  η  

γλυκερίνη ,  και  η  αιθυλική  γλυκόλη .  Περισσότερο  

αποτελεσµατικά  φαίνεται  ότι  είναι  τα  µίγµατα  

κρυοπροστατευτικών .  
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3.4 ΨΥΞΗ 
 
Η  ευαισθησία  των  φυτικών  κυττάρων  στις  χαµηλές  

θερµοκρασίες  διαφέρει  ανάλογα  µε  το  είδος  και  την  ποικιλία  των  

φυτών .   Έτσι ,  δεν  υπάρχει  µια  µέθοδος  ψύξης  που  να  

εφαρµόζεται  γενικά  σε  όλα  τα  είδη .   Πρακτικά ,  το  υλικό  

παραµένει  σε  καλλιέργεια  και  το  µεταχειριζόµαστε  µε  το  

κατάλληλο  κρυοπροστατευτικό  µεταφέρεται  σε  άγονες  

πολυµερισµένες  αµπούλες  µε  βιδωτό  καπάκι  και  ψύχεται  µε  µια  

από  τις  παρακάτω  µεθόδους  :   

(i) Μέθοδος  της  αργής  ψύξης .  

Το  υλικό  ψύχεται  µε  ταχύτητα  0,5-4ο  C/min, από  τη  

θερµοκρασία   των  0ο  C µέχρι  τους  -100ο  C και  κατόπιν  

µεταφέρεται  στην  θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου .  Η  µέθοδος  

αυτή  εφαρµόστηκε  µε  επιτυχία  σε  σταµατηµένες  καλλιέργειες .  

(ii) Μέθοδος  της  γρήγορης  ψύξης .  

Σε  αυτή  τη  µεταχείριση  η  θερµοκρασία   µειώνεται  µε  ταχύτητα  

>1000ο  C/min, µέχρι  τους  –196ο  C.  Η  µέθοδος  αυτή  εφαρµόζεται  

µε  επιτυχία  στα  περισσότερα  φυτά .   Ένας  µεγάλος  αριθµός  

φυτικών  ειδών  µπορεί  να  ψυχθεί  και  να  συντηρηθεί  µε  επιτυχία  

µε  απευθείας  τοποθέτηση  του  στους  –196ο  C, ενώ  η  βιωσιµότητα  

αυτών  είναι  εξαιρετικά  υψηλή  ακόµα  και  αν  δεν  έχει  προηγηθεί  

µεταχείριση  µε  κρυοπροστατευτικό ,  απλά  έχουν  προηγουµένως  

αποξηρανθεί .  

(iii) Προ-ψυκτική  µέθοδος :  Στην  µέθοδο  αυτή  το  υλικό  

ψύχεται  µε  ταχύτητα  1ο  C/min ή  5ο  C/min, αρχικά  στη  

θερµοκρασία  των  -30ο  C ως  -50ο  C και  παραµένει  σε  αυτήν  για  

περίπου  30΄ .   Στη  συνέχεια  η  θερµοκρασία  πέφτει  στους  -196ο  C.  

Η  µέθοδος  αυτή  εφαρµόστηκε  µε  επιτυχία  σε  κοµµάτια  βλαστών  

και  µπουµπούκια ,  καθώς  και  για  αποβαλλόµενα  κύτταρα .  
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Στην  περίπτωση  της  αργής  ψύξης  µειώνεται  το  ποσό  του  

ενδοκυτταρικού  πάγου  λόγω  αφυδάτωσης  των  κυττάρων .   Αρχικά  

σχηµατίζεται  πάγος  εξωτερικά  των  κυττάρων ,  και  έτσι  το  

πρωτόπλασµα  χάνει  το  νερό  υπό  τη  µορφή  υδρατµών  που  

µετακινείται  για  να  καλύψει  την  διαφορά  πίεσης  που  

δηµιουργείται  µεταξύ  του  πρωτοπλάσµατος  και  του  εξωτερικού  

των  κυττάρων .  

∆ιάφοροι  µέθοδοι  ψύξης  έχουν  χρησιµοποιηθεί  για  τη  

συντήρηση  και  αποθήκευση  του  φυτικού  υλικού .   Για  να  

ελέγχουµε  το  ρυθµό  ψύξης  και  της  προψυκτικής  µεθόδου ,  και  για  

να  εφαρµοστεί  µε  επιτυχία  σε  πολλά  είδη  φυτών ,  συνίσταται  η  

χρήση  µιας  προγραµµατισµένης  ψυκτικής  µονάδας .  Με  την  

αναζήτηση  νέων  τεχνικών  αφυδάτωσης  και  υαλοποίησης ,  ίσως  να  

µην  είναι  απαραίτητη  η  χρήση  µιας  ακριβής  ψυκτικής  µηχανής .  

 

3.5 ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ 
 

 

Η  αποθήκευση  του  φυτικού  υλικού  στην  σωστή  θερµοκρασία  

είναι  τόσο  σηµαντική  όσο  και  η  διαδικασία  της  ψύξης .   

Θερµοκρασίες  γύρω  στους  -130ο  C, προκαλούν  σχηµατισµό  

κρυστάλλων  στο  εσωτερικό  των  κυττάρων  και  κατά  συνέπεια  

µειώνουν  την  βιωσιµότητα  τους .  Η  µακρά  αποθήκευση  του  

γενετικού  υλικού  στους  -196ο  C, απαιτεί  έναν  καταψύκτη  υγρού  

αζώτου .   Ένας  καταψύκτης  τέτοιου  τύπου  για  4000 περίπου  

αµπούλες  των  2ml υπολογίζεται  ότι  καταναλώνει  20 έως  25 lt.  

υγρού  αζώτου  την  εβδοµάδα .   Θεωρητικά ,  όσο  η  προµήθεια  της  

συσκευής   µε  υγρό  άζωτο  γίνεται  κανονικά ,  το  φυτικό  υλικό  που  

καταψύχεται  παραµένει  αναλλοίωτο ,  εφ ’  όσον  τηρούνται  όλες  οι  

απαραίτητες  προφυλάξεις .   Στην  πραγµατικότητα  όµως  η  

βιωσιµότητα  αυτού  µειώνεται  µε  την  πάροδο  του  χρόνου .  
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Όταν  αποθηκεύεται  µεγάλος  αριθµός  γενετικού  πλάσµατος  

είναι  ζωτικής  σηµασίας  να  ακολουθούµε  ένα  πρόγραµµα  

καταγραφής  των  περιεχόµενων  δειγµάτων .   Αυτό  µας  δίδει  τη  

δυνατότητα  να  γνωρίζουµε  το  τι  υπάρχει  αποθηκευµένο  αλλά  και  

µέχρι  πότε  µπορεί  να  παραµείνει  σε  αυτές  τις  συνθήκες .   

Επιπλέον  διευκολύνει  και  όλες  τις  διαδικασίες  µεταχείρισης  των  

δειγµάτων .  

 

3.6  ΞΕΠΑΓΩΜΑ 
 

 

Το  γενετικό  υλικό  που  βρίσκεται  αποθηκευµένο  στους  -196ο  C, 

ξεπαγώνει  εύκολα  µε  εµβάπτιση  σε  ζεστό  νερό  θερµοκρασίας  37-

40ο  C (µε  το  οποίο  επιτυγχάνεται  ρυθµός  ξεπαγώµατος  500-700ο  

C/ανά  λεπτό).  Μετά  από  περίπου  90 ′ ′  το  υλικό  µεταφέρεται  σε  

παγωµένο  νερό  έως  ότου  χρησιµοποιηθεί .  Αργό  ξεπάγωµα  σε  

θερµοκρασία  δωµατίου  έχει  δυσµενείς  συνέπειες .   Το  γρήγορο  

ξεπάγωµα  φαίνεται  ότι  προστατεύει  τα  κύτταρα  από  τις  

καταστροφικές  συνέπειες  των  ενδοκυτταρικών  κρυστάλλων  (που  

προκαλούνται  στο  αργό  ξεπάγωµα  ) .   Η  βιωσιµότητα  του  υλικού  

εξαρτάται  από  τις  διαδικασίες  ψύξης  που  προηγήθηκαν .   Αν  

κατά  τη  διάρκεια  της  ψύξης  αυξηθεί  το  νερό   στο  εσωτερικό  νερό  

των  κυττάρων  πάνω  από  το  επιτρεπόµενο  όριο ,  τότε  µπορεί  να  

προκληθούν  ζηµιές  σε  αυτά  στο  στάδιο  του  ξεπαγώµατος .  

 

3.7  ΕΠΑΝΑΦΟΡΑ ΒΛΑΣΤΗΣΗΣ 
 

 

Συνήθως  πριν  την  καλλιέργεια ,  το  φυτικό  υλικό  πλένεται  

συνήθως  πολλές  φορές  για  να  αποµακρυνθεί  το  

κρυοπροστατευτικό  το  οποίο  διαφορετικά  µπορεί  να  προκαλέσει  
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τοξικές  αντιδράσεις  στα  κύτταρα .  Βαθµιαία  διάλυση  του  

κρυοπροστατευτικού  είναι  επιθυµητή  κανονικά  για  να  

αποφευχθεί  η  πλασµόλυση  στο  εσωτερικό  των  κυττάρων .   Ο  

Withers (1980) ωστόσο  υποστηρίζει  ότι  δεν  είναι  αναγκαία  η  

πλύση  του  γενετικού  υλικού  µετά  την  απόψυξη .   Με  την  

παρατεταµένη  πλύση  του  γενετικού  υλικού  αποµακρύνονται  

υδατοδιαλυτά  στοιχεία  ζωτικής  σηµασίας  από  τα  κύτταρα  είτε  µε  

απόπλυση  είτε  µε  την  πλασµόλυση  αυτών .  

Το  καταψυγµένο  φυτικό  υλικό  έχει  ορισµένες  ειδικές  

απαιτήσεις  για  µεγαλύτερη  βιωσιµότητα  και  επαναβλάστηση .   Η  

χρήση  αυξητικών  ουσιών  και  κυρίως  της  GA3  σε  ποσότητα  

10mg/lt. έχει  παρουσιάσει  πολύ  καλά  αποτελέσµατα .  
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Εικ .  7 

 

 

3.8 ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ 
 

 

Η  βιωσιµότητα  των  φυτικών  κυττάρων  που  συντηρήθηκαν  στη  

θερµοκρασία  του  υγρού  Η2    µπορεί  να  εξετασθεί  µε  την  βοήθεια  

διαφόρων  τεχνικών  όπως  µε  την  χρήση  φθοριούχου  διαλύµατος  ή  

του  Evan’s blue και  άλλων  διαλυµάτων .  

Παρόλα  αυτά  οι  παραπάνω  µέθοδοι  δε  δίνουν  αξιόπιστα  

αποτελέσµατα ,  διότι  η  πλειοψηφία  των  κυττάρων  που  φαίνονται  

αρχικά  βιώσιµα  αποτυγχάνουν  στην  βλάστηση .   Έτσι  ο  πιο  

αξιόπιστος  τρόπος  είναι  να  τοποθετηθούν  τα  δείγµατα  σε  

συνθήκες  καλλιέργειας  και  να  υπολογιστεί  ο  βαθµός  

βιωσιµότητας  αυτών  δίδεται  από  τον  τύπο :   

κύτταρα  ή  όργανα  που  βλάστησαν                                  κύτταρα  

ή  οργάνα  που  τοποθετήθηκαν  σε  συνθήκες  βλάστησης  ×100%. 

Ωστόσο  µελέτες  φυτικών  οργάνων  που  αναπτύσσονται  σε  

συνθήκες  in vitro µετά  από  κρυοσυντήρηση  αποδεικνύουν  ότι  

ακόµα  και  αν  αναπτυχθούν  σε  ολόκληρα  φυτά  υπάρχει  πάντα  ο  

κίνδυνος  να  εµφανιστούν  ποικίλες  δυσµορφίες  από  ζηµιές  που  

υπέστησαν  τα  κύτταρα  αυτών  κατά  τη  φάση  της  ψύξης  ή  της  

απόψυξης .  
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Eικ. 8  Νεαρά φυτά γαρυφαλιάς που προέκυψαν από καµµάτια βλαστών 

που αποθηκέυθηκαν στους -196 °c, για 50ηµέρες (Β) 80 ηµέρες και 

(Γ) 5 µήνες µετά από καλλιέργεια (Nemura and Sakai 1980) 

 

 

3.8.1 ΕΛΕΓΧΟΣ ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑΣ 
  
Αν  και  έχουν  αναπτυχθεί  διάφορες  τεχνικές  για  την  προστασία  

των  εκφύτων  κατά  την  κρυοσυντήρηση ,  κρίνεται  απαραίτητος  ο  

έλεγχος  βιωσιµότητας  των  κυττάρων ,  για  πιθανές  βλάβες  κατά  

την  αποθήκευσή  τους .  Ο  ποιοτικός  έλεγχος  της  δοµής  µπορεί  να  

γίνει  άµεσα  µε  τη  χρήση  απλού  ή  ηλεκτρονικού  µικροσκοπίου .  Η  

απώλεια  οσµωτικής  πίεσης  διαπιστώνεται  µε  τη  χρήση  

υπερτονικών  ή  υποτονικών  διαλυµάτων .  Ιστολογικές  δοκιµές  

βιωσιµότητας  παρέχουν  πληροφορίες  για  τις  συνθήκες  ψύξης  και  

απόψυξης  των  κυττάρων .  Ο  έλεγχος  είναι  προτιµότερο  να  γίνεται  

σε  µεγάλο  αριθµό  φυτών  και  τα  αποτελέσµατα  θα  πρέπει  να  

συνδυάζονται  µεταξύ  τους .   
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3.8.2 ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗ 
ΒΙΩΣΙΜΟΤΗΤΑ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ ΤΩΝ ΙΣΤΩΝ 

 
α) Συνθήκες  χαµηλών  θερµοκρασιών :  Τα  διάφορα  φυτά  

εµφανίζουν  διαφορετική  ικανότητα  αντίστασης  στο  πάγωµα  και  

αντοχή  στην  επίδραση  χαµηλών  θερµοκρασιών .  Σε  πολλά  είδη  

φυτών  η  αποθήκευση  των  µητρικών  φυτών  σε  χαµηλές  

θερµοκρασίες  για  αρκετές  ηµέρες  φαίνεται  ότι  αυξάνει  την  

πιθανότητα  επιτυχίας .  

β) Ζηµιές  κατά την  ψύξη :  Σχεδόν  όλες  οι  ζηµιές  των  

φυτικών  ιστών  από  πάγωµα  οφείλονται  στο  νερό  που  περιέχουν .  

Μια  άλλη  εκδοχή  είναι  η  παρεµβολή  βιοχηµικών  ή  βιοφυσικών  

παραγόντων  κατά  τη  µείωση  της  θερµοκρασίας .  Οι  ζηµιές  από  

ψύξη  µπορούν  γενικά  να  αποφευχθούν  µε  τη  γρήγορη  ψύξη  του  

φυτικού  υλικού .  

γ) Ζηµιές  κατά  το ξεπάγωµα :  Ενδείκνυται  γρήγορη  

απόψυξη  των  δειγµάτων ,  συχνά  όµως  συναντώνται  προβλήµατα  

κατά  το  στάδιο  αυτό .  

δ) Αποθήκευση  σε µη κατάλληλες  θερµοκρασίες :  Οι  

συµβατικοί  καταψύκτες  δεν  ενδείκνυνται  για  συντήρηση  του  

γενετικού  υλικού .  Το  κατεψυγµένο  φυτικό  υλικό  πρέπει  να  

συντηρείται  στους  –196 οC. 

ε) Χρήση  κρυοπροστατευτικών :   

Κοινά  κρυοπροστατευτικά  είναι  το  διµεθυλοσουλφοξείδιο ,  η  

γλυκερίνη ,  και  η  αιθυλική  γλυκόλη .  Περισσότερο  

αποτελεσµατικά  φαίνεται  ότι  είναι  τα  µίγµατα  

κρυοπροστατευτικών .  
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3.8.3 ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΣΤΑΘΕΡΟΤΗΤΑ 
 
 
Έχουν  παρατηρηθεί  αλλαγές  στα  χρωµοσώµατα  πολλών  ειδών  

φυτών  σε  καλλιέργειες  κάλλου  ή  σε  καλλιέργειες  κυττάρων ,  

ιδιαίτερα  σε  εκείνα  που  περιέχουν  υψηλά  επίπεδα  οξέων .  Τέτοιου  

είδους  µέθοδοι  δεν  ενδείκνυται  για  αποθήκευση  γενετικού  

υλικού ,  αλλά  χρησιµοποιούνται  κυρίως  για  εκπαιδευτικούς  

σκοπούς .   

Μεταλλαγές  στο  γενετικό  υλικό  µπορούν  να  συµβούν  πριν  ή  

µετά  την  κρυοσυντήρηση  ή  ακόµα  και  κατά  τη  διάρκεια  της  

αναγέννησης .  Κατά  τη  φάση  της  αποθήκευσης  κάποιου  είδους ,  

µπορεί  να  παρατηρηθεί  γενετική  µεταλλαγή  είτε  από  τη  

συσσώρευση  τοξικών  ουσιών  ή  από  την  αλλοίωση  του  γονότυπού  

του  από  την  εισερχόµενη  ακτινοβολία .  Η  χρήση  του  DMSO ως  

κρυοπροστατευτικού  µειώνει  την  πιθανότητα  εµφάνισης  

µεταλλαγών ,  όπως  και  η  χρήση  γυάλινων  σκευών .  

 
 
3.9 ΜΙΚΡΗΣ Ή ΜΕΤΡΙΑΣ ΧΡΟΝΙΚΗΣ ∆ΙΑΡΚΕΙΑΣ 

ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ 
 

 

Μερικά  από  τα  µειονεκτήµατα  της  Κρυοσυντήρησης  είναι :  

(α)  Απαιτεί  ειδικά  όργανα  για  την  ψύξη  και  συντήρηση  

(β)  Χρησιµοποιούνται  κρυοπροστατευτικά  διαλύµατα  και  

(γ)  Υπάρχει  πάντα  ο  κίνδυνος  να  προκληθούν  ζηµιές  λόγω  

σχηµατισµού  κρυστάλλων .  

Αυτοί  είναι  οι  κυριότεροι  λόγοι  που  η  Κρυοσυντήρηση  

βρίσκεται  ακόµα  σε  πειραµατικό  στάδιο  και  δεν  χρησιµοποιείται  

γενικά  σαν  πρακτική .   Σε  αντίθεση  µε  αυτήν ,  η  αποθήκευση  για  

µικρό  ή  µέτριο  χρονικό  διάστηµα  είναι  απλούστερη ,  έχει  

µικρότερο  ποσοστό  απωλειών  και  παρέχει  τη  δυνατότητα  να  
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γίνονται  περιοδικοί  έλεγχοι  της  βιωσιµότητας  του  γενετικού  

πλάσµατος .   Σύµφωνα  µε  τη  µέθοδο  αυτή  το  φυτικό  υλικό  

µεταφέρεται  σε  οριακές  συνθήκες  καλλιέργειας  και  έτσι  

αυξάνεται  η  διάρκεια  ζωής  αυτών .   Η  δηµοφιλέστερη  µέθοδος  

είναι  αυτή  της  ψυχρής  αποθήκευσης ,  όπου  τα  µοσχεύµατα  

µεταφέρονται  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες  και  είναι  αποτελεσµατική  

για  πλήθος  φυτικών  ειδών .  

 

3.9.1 ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ ΧΩΡΙΣ ΨΥΞΗ 
 
 

 
∆ιάφορες  µέθοδοι  έχουν  αναπτυχθεί ,  οι  οποίες  µειώνοντας  τον 

ρυθµό  ανάπτυξης  των  καλλιεργειών  καθυστερούν  την  συχνότητα  

υποκαλλιέργειας .  Μερικές  από  αυτές  είναι :  

α) Ελάχιστη  και  µέση  επιβράδυνση  ανάπτυξης :  η  χρήση  

επιβραδυντών  ανάπτυξης ,  όπως  το  αµπσισικό  οξύ  ή  καλλιέργεια  

σε  µέσο ,  απουσία  σακχάρου ,  βοήθησε  στο  να  µειωθεί  η  περίοδος  

υποκαλλιέργειας .  

 

β) Επικάλυψη  µε  ειδικό  λάδι :  ο  Caplin το  1959 ανέφερε  ότι  

επικάλυψη  ιστών  κάλλου  καρότου  µε  ειδικό  λάδι  µείωσε  

αξιοσηµείωτα  το  ρυθµό  ανάπτυξης  και  επιπλέον  καθυστέρησε  τη  

συχνότητα  µεταφοράς .  Επίσης ,  οι  Augereau et al.  το  1986 

αποθήκευσαν  ιστοκαλλιέργειες  ποικίλων  φαρµακευτικών  φυτών  

για  4-6 µήνες  .  

γ) Αποξήρανση :Ο  Nitzse το  1980 ανέφερε  την  ανάπτυξη  

αποξηραµένου  κάλλου  καρότου  µετά  από  ένα  χρόνο  

αποθήκευσης .  Επίσης ,  ο  Gray το  1987 παρατήρησε  ότι  σωµατικά  

έµβρυα  καρότου ,  σταφυλιού  και  δενδροκοµικών  φυτών  

αναπτύχθηκαν  φυσιολογικά  µετά  από  αποξήρανση .  
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δ) Χαµηλή  πίεση  οξυγόνου :  Ο  Brigen & Staby το  1981 

αποθήκευσαν  ιστοκαλλιέργειες  σε  χαµηλή  ατµοσφαιρική  πίεση  

και  χαµηλή  συγκέντρωση  οξυγόνου .  

ε) Χαµηλή  θερµοκρασία :  η  αποθήκευση  καλλιεργειών  σε  

χαµηλές  θερµοκρασίες ,  χωρίς  κατάψυξη  (στους  2-8 0C) έχει  

εφαρµοστεί  µε  επιτυχία  σε  µεγάλο  αριθµό  φυτικών  ειδών .  

Από  όλες  αυτές  τις  µεθόδους ,  η  µέθοδος  των  χαµηλών  

θερµοκρασιών  έχει  χρησιµοποιηθεί  περισσότερο .  Η  αποθήκευση  

καλλιεργειών  φαρµακευτικών  φυτών  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες  

και  τα  αποτελέσµατά  τους  πάνω  σε  δευτερεύοντες  µεταβολίτες  

έχουν  εκτενώς  µελετηθεί .  Tα  νεαρά  φυτάρια  πετούνιας  και  

χρυσανθέµων ,  που  παρήχθησαν  in vitro, πολλαπλασιάζονται  

µαζικά  και  αποθηκεύονται  στους  4-5 0  C, για  περισσότερο  από  6 

χρόνια .  Τα  φυτά  αυτά  ανθίζουν  µετά  από  µεταφορά  σε  δοχεία  

χωρίς  να  εµφανίζουν  καµία  ανωµαλία  ανάπτυξης .  

 
 

3.9.2 ΑΛΛΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΜΕΙΩΣΗΣ ΤΟΥ ΡΥΘΜΟΥ 
ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ  

 

 

Σε  συγκέντρωση  πάνω  από  4-5% η  σακχαρόζη  αρχίζει  να  έχει  

αρνητική ,  αλλά  όχι  τοξική ,  επίδραση  στην  ανάπτυξη  του  φυτού ,  

που  οφείλεται  σε  οσµωτικά  φαινόµενα .  Υψηλά  επίπεδα  

σακχαρόζης  µπορούν  έτσι  να  χρησιµοποιηθούν  για  την  

διατήρηση  καλλών  σε  κατάσταση  ληθάργου  για  µεγάλο  χρονικό  

διάστηµα .  Προσθήκη  µαννιτόλης  µπορεί  να  εµποδίσει  την  

γρήγορη  νέκρωση  των  κυττάρων .  Επίσης  προτείνει  ότι  η  

προσθήκη  µαννιτόλης  είναι  ικανή  να  διατηρήσει  την  

ακεραιότητα  της  κυτταρικής  µεµβράνης  και  να  εµποδίσει  τη  

διαρροή  του  κυτταρικού  διαλύµατος .  Υψηλά  επίπεδα  σακχαρόζης  

φαίνεται  ότι  µειώνουν  τις  ζηµιές  από  τις  χαµηλές  θερµοκρασίες  
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µε  τον  ίδιο  τρόπο  όπως  η  προλίνη  στην  κρυοσυντήρηση ,  

προστατεύοντας  τον  ιστό  από  πιθανή  πλασµόλυση .  

Οι  Henshaw et al (1980) έδειξαν  ότι  συγκέντρωση  8% 

σακχαρόζης  βοηθά  στον  περιορισµό  της  ανάπτυξης  ακραίου  

τµήµατος  βλαστού  πατάτας .  Ο  συνδυασµός  σακχαρόζης  και  

µαννιτόλης  είναι  εξίσου  αποτελεσµατικός .  Μεριστώµατα  Cassava  

σε  µέσο  που  περιείχε  20-40 mM αζώτου  και  4% σακχαρόζης  

έδωσαν  καλά  αποτελέσµατα ,  ενώ  συγκέντρωση  4% µαννιτόλης  

ήταν  τοξική .  Η  ανάπτυξη  σωµατικών  εµβρύων  µπορεί  να  

εµποδιστεί  τόσο  απουσία  σακχαρόζης ,  όσο  και  µε  υψηλές  

συγκεντρώσεις  της .  

Ο  ρυθµιστής  ανάπτυξης  ΑΒΑ  και  κάποιες  άλλες  χηµικές  

ενώσεις  µε  συγκεκριµένη  δοµή  είναι  σε  θέση  να  επιφέρουν  

λήθαργο  σε  φυτικά  µεριστώµατα .  Στο  άγριο  κύµινο  0,1 mM ΑΒΑ ,  

βρέθηκε  ότι  µπορεί  να  σταµατήσει  εντελώς  την  ανάπτυξη  στο  

στάδιο  των  σωµατικών  εµβρύων .  Τα  έµβρυα  που  αφαιρέθηκαν  

από  τις  καλλιέργειες ,  παρέµειναν  σε  κατάσταση  λήθαργου  όσο  το  

ΑΒΑ  ήταν  παρόν ,  αλλά  συνέχισαν  να  αυξάνονται  και  να  

αναπτύσσονται  όταν  µεταφέρθηκαν  σε  κατάλληλες  συνθήκες .  Η  

αποθήκευση  εµβρύων  που  βρίσκονται  σε  κατάσταση  λήθαργου  

αποτελεί  µια  άλλη  µέθοδο  συντήρησης  γενετικού  υλικού  in vitro. 

Τοποθέτηση  καλλιεργειών  κάλλου  σε  περιβάλλον  µε  χαµηλή  

συγκέντρωση  οξυγόνου  φαίνεται  ότι  µπορεί  να  περιορίσει  την  in 

vitro ανάπτυξη .  Ο  Caplin (1959) χρησιµοποίησε  ειδικό  λάδι  για  

την  συντήρηση  καλλιεργειών  κάλλου .  Παρατήρησε  ότι  ο  ρυθµός  

ανάπτυξης  των  καλλιεργειών  µειώθηκε .  Το  γεγονός  αυτό  

αποδόθηκε  στην  έλλειψη  οξυγόνου  που  εµπόδιζε  την  αύξηση  των  

ιστών .  Η  µόλυνση  των  φυτών  και  τα  τοξικά  αποτελέσµατα  του  

λαδιού  αποτελούν  µειονεκτήµατα  της  µεθόδου .  Πρόσφατα  

πειράµατα  µε  απευθείας  χρήση  χαµηλής  συγκέντρωσης  οξυγόνου  

ή  χαµηλής  ατµοσφαιρικής  πίεσης ,  σε  καλλιέργειες  κάλλων  ή  
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ακραίων  τµηµάτων  βλαστού  στο  χρυσάνθεµο  και  τον  καπνό  είχαν  

σαν  αποτέλεσµα  τη  µείωση  του  ρυθµού  ανάπτυξης  των  

καλλιεργειών .  Μερική  πίεση  οξυγόνου  µικρότερη  από  50 mmHg 

είναι  απαραίτητη  για  να  µειωθεί  η  ταχύτητα  ανάπτυξης  των  

καλλιεργειών .  Καµία  βλαβερή  επίδραση  δεν  έχει  παρατηρηθεί  

στους  φαινοτύπους  των  αναγεννηµένων  φυτών  όταν  

µεταφερθούν  σε  κανονικές  συνθήκες .  Υπάρχει  το  πρόβληµα  της  

αποξήρανσης  και  της  αφυδάτωσης  των  αναγεννηµένων  φυτών  

όταν  η  πίεση  του  οξυγόνου  περιορίζεται  από  χαµηλή  

ατµοσφαιρική  πίεση .  

Η  αργή  αύξηση  γίνεται  περισσότερο  αποτελεσµατική  όταν  

συνδυαστούν  οι  µεταχειρίσεις .  Oι  Henshaw et al (1980) και  ο  

Westcott (1981) ανακάλυψαν  ότι  η  βιωσιµότητα  καλλιεργειών  

ακραίων  τµηµάτων  βλαστού  πατάτας  µπορεί  να  επεκταθεί  στους  

57 µήνες  µε  τη  χρήση  χαµηλών  θερµοκρασιών ,  προσθήκη  ΑΒΑ(5-

10 mg/lt),  υψηλά  επίπεδα  σακχαρόζης(άνω  του  8%) και  

προσθήκη  µαννιτόλης  (3-6 %). Ο  ακριβής  συνδυασµός  ποικίλει  

ανάλογα  µε  την  ποικιλία  και  το  συγγραφέα ,  ακόµα  και  για  το  

ίδιο  φυτό .  Έτσι ,  οι  Schilde-Rentschler et al (1982) αποθήκευσαν  

καλλιέργειες  ακραίων  τµηµάτων   βλαστού  πατάτας  σε  MS µέσο ,  

µε  0,5% σακχαρόζη  και  220 mM µαννιτόλης  για  αρκετά  µεγάλο  

χρονικό  διάστηµα .   

 

3.9.3 ΨΥΧΡΗ ΑΠΟΘΗΚΕΥΣΗ 
 

 

Η  αποθήκευση  γενετικού  πλάσµατος  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες  

αποδείχθηκε  εξαιρετικά  αποτελεσµατική .   Σε  αυτές  τις  

θερµοκρασίες  επιβραδύνονται  οι  βιολογικές  λειτουργίες  των  

φυτικών  κυττάρων  αλλά  δεν  σταµατούν ,  όπως  στο  LN,στη  

θερµοκρασία  του  υγρού  αζώτου .   Συνεπώς  η  υποκαλλιέργεια  του  
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φυτικού  υλικού  είναι  αναµενόµενη  αν  και  σπάνια  παρατηρείται .   

Η  µέθοδος  αυτή  έδωσε   τα  καλύτερα  αποτελέσµατα  και  

χρησιµοποιήθηκε  µε  επιτυχία  για  βλαστούς ,  µικρά  φυτά  ή  

κάλλους .   Αν  και  η  αργή  ανάπτυξη  έχει  σαν  αποτέλεσµα  να  

καθυστερεί  την  απώλεια  της  δυναµικότητας  των  

καλλιεργούµενων  κυττάρων ,  ωστόσο  αποδεικνύεται  σε  

καλλιεργούµενους  κάλλους  που  αποθηκεύονται  για  σύντοµο  

χρονικό  διάστηµα  υπάρχει  πάντα  ένα  ποσοστό  απωλειών  της  

ζωτικότητας  αυτών .  

Η  θερµοκρασία  αποθήκευσης  εξαρτάται  από  την  ευαισθησία  

του  φυτικού  υλικού .   Για  τα  περισσότερα  φυτικά  είδη  

χρησιµοποιούνται  θερµοκρασίες  µεταξύ  5 και  9ο  C, ενώ  για  τα  

τροπικά  φυτά  είναι  συχνά  υψηλότερες .   

Η  µέθοδος  της  ψυχρής  αποθήκευσης  υπόσχεται  πολλά  για  το  

µέλλον .   Κατά  την  περίοδο  της  συντήρησης ,  το  φυτικό  υλικό  

τοποθετείται  απλά  στο  ψυγείο  σε  χαµηλές  θερµοκρασίες ,  χωρίς  

ιδιαίτερες  περιποιήσεις  έτσι  έχουµε  µείωση  του  κόστους .  

 

 

3.9.4 ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΑΕΡΙΟΥ 
ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ (ΤΗΣ ΑΤΜΟΣΦΑΙΡΑΣ) 

 

 
Μείωση  της  ανάπτυξης  επιτυγχάνεται  επίσης  µε  τη  µείωση  του  

διαθέσιµου  Ο2  .   ∆ιάφορες  τεχνικές  έχουν  χρησιµοποιηθεί  για  το  

σκοπό  αυτό .   Η  πιο  απλή  µέθοδος  είναι  η  κάλυψη  των  φυτικών  

ιστών  µε  ορυκτά  έλαια .   Μια  άλλη  µέθοδος  είναι  η  χρήση  

τροποποιηµένης  ατµόσφαιρας .   Επίσης  η  αύξηση  της  υγρασίας  

έχει  δώσει  πολύ  καλά  αποτελέσµατα .   Η  τεχνική  αυτή  είναι  

επιθυµητή  κυρίως  για  τα  τροπικά  φυτά  που  παρουσιάζουν  

ευαισθησία  στις  χαµηλές  θερµοκρασίες .  
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3.9.5 ΑΠΟΞΗΡΑΝΣΗ 
 

 

Μερική  αποξήρανση  κάλλων  και  σωµατικών  εµβρύων  έχει  

χρησιµοποιηθεί  για  µικρής  χρονικής  διάρκειας  αποθήκευση  

γενετικού  πλάσµατος .   Τα  αποξηραµένα  µοσχεύµατα  (δείγµατα) 

µεταχειρίζονται  µε  ΑΒΑ  παρουσία  υψηλής  συγκέντρωσης  

σακχαρόζης ,  αποθηκεύονται  στην  συνέχεια  σε  χαµηλές  

θερµοκρασίες  (στους  -80ο  C, -20ο  C, ή  -15ο  C) ανάλογα  µε  το  είδος  

για  1 χρόνο  περίπου .   Οι  τεχνικές  που  έχουν  αναπτυχθεί  για  την  

αποξήρανση  των  σωµατικών  εµβρύων  αντικατοπτρίζουν  την  

φυσιολογία  και  την  ανάπτυξη  των  ζυγωµατικών  εµβρύων  και  των  

ορθόδοξων  σπόρων .   Η  µεταχείριση  των  δειγµάτων  µε  ΑΒΑ  

αυξάνει  την  αντοχή  των  δειγµάτων .  

      
 
 
3.10 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 

Πειραµατικές  µελέτες  κρυοσυντήρησης  ζωικού  ιστού  και  

σπέρµατος  ενθάρρυναν  τους  επιστήµονες  να  εφαρµόσουν  την  

τεχνική  αυτή  και  για  µακροχρόνια  αποθήκευση  φυτικού  

γενετικού  πλάσµατος .  Τα  τελευταία  χρόνια  έχει  παρατηρηθεί  

αξιόλογη  πρόοδος  στον  τοµέα  αυτό  αν  και  η  κρυοσυντήρηση  

φυτικού  υλικού  δεν  εφαρµόζεται  µέχρι  στιγµής  σαν  µία  

εργαστηριακή  µέθοδος  ρουτίνας .  Οι  προσπάθειες  εντείνονται  στο  

να  δηµιουργηθεί  ένα  πρωτόκολλο  επεµβάσεων  πετυχηµένο  και  

αποτελεσµατικό  που  να  επιτρέπει  στο  in vitro φυτικό  υλικό  να  

επανακτάται  µε  υψηλή  βιωσιµότητα  και  µη  µεταβαλλόµενη  
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δοµικά  και  λειτουργικά  κατάσταση .  Η  ικανότητα  των  

αφυδατωµένων  και  αποστειρωµένων  φυτικών  ιστών  και  εµβρύων  

να  υποβάλλονται  σε  άµεση  εµβάπτιση  σε  θερµοκρασία  του  υγρού  

αζώτου ,  χωρίς  τη  χρήση  κρυοπροστατευτικών   διαλυµάτων ,  

µπορεί  να  οδηγήσει  σε  απλούστερες  τεχνικές  στο  µέλλον .   

Ένα  µεγάλο  πρόβληµα  κατά  τη  διάρκεια  της  κρυσυντήρησης  

είναι  η  παύση  των  µεταβολικών  δραστηριοτήτων  των  κυττάρων  

σε  όλα  τα  επίπεδα .  Η  κυτταρική  διαίρεση  και  η  αντιγραφή  του  

DNA διακόπτονται  πριν  από  την  ολοκλήρωσή  τους .  Αυτό  έχει  

συχνά  αρνητικές  συνέπειες  και  µπορεί  να  προκαλέσει  ακόµα  και  

γονοτυπικές  αλλαγές  στα  κύτταρα .  Υπάρχει  επίσης  κίνδυνος  

τραύµατος  του  γενετικού  υλικού  κατά  τη  µακροχρόνια  

αποθήκευσή  του  που  προκαλείται  από  την  εξωτερική  ιοντική  

ακτινοβολία .  Οποιοδήποτε  τέτοιο  τραύµα  διατηρείται  στους  

φυτικούς  ιστούς  και  συσσωρεύεται  εξ ’  αιτίας  του  µη  

λειτουργούντος  αδρανοποιηµένου  µηχανισµού  κυτταρικής  

επανόρθωσης  σε  συνθήκες  κρυοσυντήρησης .  

Παρ’  όλα  αυτά  βραχυπρόθεσµες  και  µακροπρόθεσµες  in vitro 

αποθηκεύσεις  φυτικού  υλικού  αποτελούν  πλέον  µια  

πραγµατικότητα  και  χρησιµοποιούνται  καθηµερινά  στα  

περισσότερα  εργαστήρια  και  διεθνή  ή  τοπικά  κέντρα  έρευνας .   

Γενικά  η  κατάλληλη  θερµοκρασία  και  περίοδος  αποθήκευσης  θα  

πρέπει  να  καθορίζονται  προσεκτικά  για  κάθε  είδος  φυτού ,  έτσι  

ώστε  να  προστατευτεί  υψηλή  βιωσιµότητα  αλλά  και  η  ποιότητα  

του  φυτικού  υλικού .  Οι  Son et al το  1991 παρατήρησαν  µεγάλη  

ποικιλοµορφία  σε  φυτά  που  αποθηκεύτικαν  στους  4οC για  5 

χρόνια .  Η  ελεγχόµενη  αποξήρανση  εµβρύων  και  µεριστωµάτων  

παρουσιάζει  πολύ  καλά  αποτελέσµατα  για  βραχυπρόθεσµες  και  

µεσοπρόθεσµες  αποθηκεύσεις  γενετικού  πλάσµατος ,  ειδικά  για  τα  

τροπικά  είδη  που  είναι  ευαίσθητα  στις  χαµηλές  θερµοκρασίες .  
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4. Ο ΡΟΛΟΣ ΤΗΣ ΤΡΑΠΕΖΑΣ ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ 
ΥΛΙΚΟΥ ΣΤΗΝ ΠΡΟΣΤΑΣΙΑ ΚΑΙ ΑΞΙΟΠΟΙΗΣΗ 
ΤΗΣ ΓΕΩΡΓΙΚΗΣ ΒΙΟΠΟΙΚΙΛΟΤΗΤΑΣ ΤΗΣ ΧΩΡΑΣ 

 
 
Η  τράπεζα  γενετικού  υλικού  (Τ .Γ .Υ .)  της  χώρας  ιδρύθηκε  το  

1981 ως  τµήµα  του  κέντρου  γεωργικής  έρευνας  Μακεδονίας-

Θράκης  και  υπαγόταν  τότε  στη  διεύθυνση  έρευνας  του  

Υπουργείου  Γεωργίας ,  ενώ  από  το  1989 ανήκει  στο  Εθνικό  Ίδρυµα  

Αγροτικής  Έρευνας  (ΕΘ .Ι .ΑΓ .Ε .) .  

Η  έντονη  ανησυχία  αρκετών  συνειδητοποιηµένων  επιστηµόνων  

και  διεθνών  οργανισµών  για  τον  ορατό  κίνδυνο  εξαφάνισης  του  

τεράστιου  γενετικού  πλούτου  που  δηµιουργήθηκε  στη  διαδροµή  

των  αιώνων ,  µε  τη  φυσική  και  ανθρώπινη  επιλογή ,  οδήγησε  στην  

απόφαση  να  υποστηριχθεί ,  από  τις  εθνικές  κυβερνήσεις  και  τους  

αρµόδιους  διεθνείς  οργανισµούς ,  η  δηµιουργία  τραπεζών  

γενετικού  υλικού  σε  στρατηγικά  σηµεία  της  υφηλίου  µε  υψηλή  

γενετική  ποικιλότητα .  Μια  από  τις  χώρες  που  επιλέχθηκαν  ήταν  

και  η  Ελλάδα .   

Ως  γενετικό  υλικό  χαρακτηρίζεται  όλο  το  φυτικό  δυναµικό  που  

συµβάλει  σήµερα  ή  µπορεί  να  συµβάλλει  µελλοντικά  στη  

γενετική  βελτίωση  ενός  είδους .  Ο  όρος  φυτογενετικοί  πόροι  

περιλαµβάνει  τις  κατηγορίες  του  γενετικού  υλικού  που  δεν  

προστατεύονται  από  ειδικές  νοµοθεσίες  και  τέτοιες  είναι  :  α) 

ντόπιες  παραδοσιακές  ποικιλίες  β) παλιές  ποικιλίες  ή  

δηµιουργίες  βελτιωτών  που  αποσύρθηκαν  γ) άγρια  ή  ηµιάγρια  

είδη  και  τέλος  δ) καθαρές  σειρές  µε  µεγάλη  σηµασία  για  τη  

γεωργία .  Το  γενετικό  υλικό  αντιπροσωπεύει  τη  γεωργική  

βιοποικιλότητα  µιας  χώρας .  
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4.1 ∆ΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΕΣ ΤΗΣ ΤΡΑΠΕΖΑΣ 
ΓΕΝΕΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 

 
Οι  βασικές  δραστηριότητες  της  Τ .Γ .Υ .  περιλαµβάνουν  την  

εξερεύνηση  της  Ελληνικής  επικράτειας  µε  σκοπό  :  

• Την  επισήµανση  και  συλλογή  του  γενετικού  υλικού  

• Την  εκτίµηση  του  βαθµού  διάβρωσης  και  την  εισήγηση  

µέτρων  αντιµετώπισης  

• Την  ασφαλή  διατήρηση  και  προστασία  του  γενετικού  

υλικού  

• Την  περιγραφή  του  υλικού  

• Την  αξιολόγησή  του  

• Την  τεκµηρίωσή  του  

• Τη  διάθεση  του  γενετικού  υλικού  σε  ιδρύµατα  της  χώρας  

• Την  ανταλλαγή  γενετικού  υλικού  και  πληροφοριών  µε  

άλλες  τράπεζες  ή  αρµόδιους  διεθνείς  οργανισµούς .  

• Την  παροχή  γνωµοδοτήσεων  προς  το  Υπουργείο  

Γεωργίας .  
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5. ΕΘΝΙΚΕΣ ΥΠΟΧΡΕΩΣΕΙΣ-ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 
 
 
Η  χώρα  πρέπει  να  αναπτύξει  ακόµη  περισσότερο  τις  δράσεις  

προστασίας  και  αξιοποίησης  της  γεωργικής  βιοποικιλότητας  

αφενός  µεν  για  να  προστατεύσει  το  µεγάλο  φυτογενετικό  της  

πλούτο  και  αφετέρου  για  να  ανταποκριθεί  στις  διεθνείς  

υποχρεώσεις  της  στον  τοµέα  αυτό .  Για  το  σκοπό  αυτό  είναι  

απαραίτητη  η  συνεργασία  του  ΕΘ .Ι .ΑΓ .Ε .  του  Υπουργείου  

Γεωργίας ,  των  πανεπιστηµιακών  ιδρυµάτων ,  καθώς  και  άλλων  

κυβερνητικών  και  µη  φορέων  προστασίας  περιβάλλοντος  και  

οικολογικής  γεωργίας  έτσι  ώστε  να  διασφαλιστούν  οι  

απαραίτητοι  εθνικοί  πόροι ,  η  διοικητική  και  ερευνητική  υποδοµή  

και  να  ενεργοποιηθεί  η  συµµετοχή  των  πολιτών .   

Τα  οφέλη  του  θα  προκύψουν  από  αυτό  είναι :  

• Η  προώθηση  της  επιστηµονικής  γνώσης  και  

αποτελεσµατική  προστασία  και  αξιοποίηση  των  φυτογενετικών  

πόρων  της  χώρας .  

• Η  µεγαλύτερη  ενεργοποίηση  και  διεθνής  προβολή  της  

χώρας .  

• Η  καλύτερη  αξιοποίηση  του  εγχώριου  γενετικού  

υλικού .            
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