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ΑΑ..  ΕΙΣΑΓΩΓΗ  ΤΤΗΗΣΣ  ΦΦΥΥΣΣΙΙΟΟΛΛΟΟΓΓΙΙΚΚΗΗΣΣ  ΔΔΙΙΕΕΡΡΕΕΥΥΝΝΗΗΣΣΗΗΣΣ  

 

Α.1. ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΚΑΤΑΤΑΞΗ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ  

 

Η Olea europaea L. αποτελεί ένα από τα 35 είδη του γένους Olea της οικογένειας Oleaceae 

(Πίνακας 1).  

 

Πίνακας 1: Συστηματική κατάταξη της ελιάς 

Βασίλειο Plantae 

Ομοταξία Magnoliopsida (Δικοτυλήδονα) 

Τάξη Lamiales  

Οικογένεια Oleaceae 

Γένος Olea L. 

Είδος Olea europaea L. 

 

Τα είδη του γένους Olea έχουν ομαδοποιηθεί σε τρία υπογένη:  

▪ Tetrapilus. 

▪ Paniculatae.  

▪ Olea (άγριες και καλλιεργούμενες ελιές). 

Τα τρία υπογένη εξαπλώνονται στην Ασία, Αυστραλία και Ασία, Αφρική και Ευρώπη αντί-

στοιχα (Rugini et al. 2011).  

Το είδος O. europaea L. περιλαμβάνει έξι υποείδη:  

➢ O. europaea L. ssp. europaea. 

➢ Ο. europaea L. ssp. laperrinei (εξαπλώνεται σε λόφους της Σαχάρας στην Αλγερία). 

➢ O. europaea L. ssp. cuspidata (το οποίο μετακινήθηκε από την νότια Αφρική προς την 

Αίγυπτο, τις ανατολικές περιοχές της Αυστραλίας και τη Χαβάη και από την Αραβία 

προς την βόρεια Ινδία και τη νοτιοδυτική Κίνα). 

➢ O. europaea L. ssp. guanchica (Κανάρια νησιά). 

➢ O. europaea L. ssp. maroccana (νοτιοδυτικό Μαρόκο). 

➢ Ο. europaea L. ssp. cerasiformis (Μαδέρα). 
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Η O. europaea L. ssp. europaea είναι το μοναδικό υποείδος που απαντά, αποκλειστικά, στις 

μεσογειακές ακτές της Ευρώπης και έχει εξακριβωθεί, μέσω της χρήσης μοριακών δεικτών, ότι 

περιλαμβάνει: 

1. Την ευρωπαϊκή (O. europaea L. ssp. europaea var. europaea), που αποτελείται από 

τις καλλιεργούμενες ποικιλίες και τα υπολείμματα από εγκαταλελειμμένους ελαιώ-

νες. Ο αριθμός των σύγχρονων καλλιεργούμενων ποικιλιών είναι μεγάλος, λόγω της 

διασταυρούμενης επικονίασης και ποικίλει το μέγεθος, το σχήμα και η απόδοσή τους 

σε ποσότητα και ποιότητα λαδιού. 

2. Την αγριελιά [O. europaea L. ssp. europaea var. sylvestris (Mill) Lehr], που αποτελεί-

ται από αυτόχθονα φυτά τα οποία δύσκολα διακρίνονται από τα μη αυτόχθονα.  

3. Την O. europaea L. ssp. europaea var. oleaster (Hoffmanns & Link) Negodi, η οποία 

περιλαμβάνει φυτά, που προήλθαν από καλλιέργεια σπερμάτων καλλιεργούμενων 

από τον άνθρωπο ποικιλιών, αλλά εγκαταλείφθηκαν και εξελίχθηκαν σαν άγρια δέ-

ντρα, με αποτέλεσμα τα χαρακτηριστικά τους να είναι διαφορετικά τόσο από την α-

γριελιά όσο και από την ευρωπαϊκή. 

Οι καλλιεργούμενες και οι άγριες ελιές είναι διπλοειδή φυτά (2n=46) και είναι, πλήρως, 

διασταυρούμενα μεταξύ τους. Τριπλοειδείς και τετραπλοειδείς γονότυποι έχουν απομονωθεί 

από καλλιεργούμενες O. europaea L. ssp. europaea, καθώς και τετραπλοειδείς και εξαπλοειδείς 

γονότυποι από απειλούμενους φυσικούς πληθυσμούς της O. europaea L. ssp. guanchica και της 

O. europaea L. ssp. maroccana αντίστοιχα. 
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Α.2. ΚΑΤΑΓΩΓΗ & ΕΞΑΠΛΩΣΗ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Α.2.1. ΚΑΤΑΓΩΓΗ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Η ελιά είναι ένα από τα αρχαιότερα καλλιεργούμενα φυτικά είδη και η ιστορία της είναι 

συνυφασμένη με την ιστορία και την εξέλιξη του πολιτισμού των χωρών της ανατολικής μεσογεί-

ου, αποτελώντας σύμβολο ειρήνης, ευημερίας και ιερό δένδρο για πολλούς λαούς και θρησκείες. 

Έχει χρησιμοποιηθεί και εξακολουθεί να χρησιμοποιείται σε θρησκευτικές τελετές (Αρχαίοι 

Αιγύπτιοι και Έλληνες, Εβραίοι, Χριστιανοί), αλλά και σαν θεραπευτικό μέσο, λόγω των ιαματι-

κών ιδιοτήτων των παραγώγων της, μέσο καλλωπισμού και ατομικής υγιεινής. Εξάλλου, το ελαι-

όλαδο κατέχει ξεχωριστή θέση στο διαιτολόγιο των λαών της μεσογείου, λόγω της μοναδικής 

θρεπτικής συνεισφοράς του. 

Η καλλιέργειά της ανάγεται στους προϊστορικούς χρόνους, καθώς είναι γνωστή από το 

4.000 π.Χ. τουλάχιστον και εντοπίζεται στην ανατολική Μεσόγειο, σε μια κοιλάδα του Ιορδάνη 

ποταμού (Rhizopoulou 2007).  

Στην Ελλάδα η καλλιέργειά της ανάγεται στα μυκηναϊκά και μινωικά χρόνια, σύμφωνα με 

τα ευρήματα των ανασκαφών. Απολιθωμένα φύλλα ελιάς, ηλικίας 50.000-60.000 χρόνων, βρέ-

θηκαν στη Σαντορίνη και στη Νίσυρο και σε ανθρακοφόρα στρώματα στην Κύμη της Εύβοιας, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι φύτρωνε στη συγκεκριμένη περιοχή πριν ακόμα εμφανιστεί ο άν-

θρωπος (Ποντίκης 2000). Η πρώτη γραπτή αναφορά στην ελιά έχει εντοπιστεί σε πήλινες πινακί-

δες, χαραγμένες με γραμμική Β, που χρονολογούνται από το 13ο αιώνα π.Χ. 

 

 

Α.2.2. ΕΞΑΠΛΩΣΗ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Οι Έλληνες με τους Ρωμαίους και τους Άραβες τη διέδωσαν, αρχικά, στην Ισπανία και στη 

συνέχεια κατά μήκος των ευρωπαϊκών και των αφρικανικών ακτών, γεγονός που αποδεικνύεται 

από την προέλευση του λατινικού της ονόματος olea από το ελληνικό “ελαία” σύμφωνα με το 

Θεόφραστο(Lopes et al. 2009). 

Σήμερα συνιστά ένα ευρέως καλλιεργούμενο φυτικό είδος με παγκόσμια, σχεδόν, εξάπλω-

ση. Πρόκειται για ένα υποτροπικό, αειθαλές και πολυετές φυτό, που αναπτύσσεται πολύ αργά 

και εξελίσσεται σε δένδρο ή θάμνο. Τα ελαιόδεντρα καλύπτουν εκτάσεις: 

➢ της Ανατολικής Μεσογείου (Συρία, Τουρκία, Κύπρο, Λίβανο, Ισραήλ κ.ά.). 
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➢ των βόρειων ακτών της Αφρικής (Αίγυπτο, Μαρόκο, Τυνησία κ.ά.). 

➢ των μεσογειακών ακτών της Ευρώπης (Ιταλία, Ισπανία, Γαλλία κ.ά.). 

➢ χωρών της Λατινικής Αμερικής (Χιλή, Περού, Αργεντινή, Βραζιλία, Μεξικό κ.ά.). 

➢ της Καλιφόρνιας των Η.Π.Α. 

➢ της Κίνας. 

➢ της Ν. Αυστραλίας. 

➢ της Ν. Αφρικής. 

 

 

Α.2.3. ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Η ελιά κατέχει μια σημαντική θέση στην οικονομία πολλών χωρών. Οι περισσότερες ποικι-

λίες καλλιεργούνται ή για την παραγωγή ελαιόλαδου (93,0%) ή για την παραγωγή επιτραπέζιων 

ελιών (μαύρες και πράσινες), καθώς ελάχιστες από τις υπάρχουσες ποικιλίες ανταποκρίνονται 

ταυτόχρονα και στους δύο στόχους σε ικανοποιητικό βαθμό.  

Το ελαιόλαδο αποτελεί το δεύτερο σημαντικότερο, παγκοσμίως, είδος λαδιού (πρώτο είναι 

το φοινικέλαιο) και παραδοσιακά η παραγωγή του είναι συγκεντρωμένη στην περιοχή της Μεσο-

γείου. Υπολογίζεται ότι υπάρχουν περίπου 800 εκ. ελαιόδεντρα διασκορπισμένα σε μια έκταση 

10 εκ. εκταρίων (98,0% εντοπίζονται στη λεκάνη της Μεσογείου) (Rugini et al. 1995). Τα 2/3 των 

ελαιώνων αποτελούν αμιγείς καλλιέργειες οι οποίες είναι σημαντικές καθώς: 

• Αξιοποιούν ακατάλληλες για άλλες καλλιέργειες εκτάσεις και συμβάλλουν καθορι-

στικά στην αποφυγή της διάβρωσης του εδάφους. 

• Προσφέρουν εποχική εργασία και ικανοποιητικό εισόδημα σε χιλιάδες μικροκαλ-

λιεργητές. 

• Είναι δυνατή η εκμετάλλευση, εκτός των κύριων προϊόντων τους (ελαιόλαδο και 

βρώσιμες ελιές) και των υποπροϊόντων τους (φύλλα, ξύλο, πυρήνας και πυρηνέλαιο) 

για φαρμακευτικούς και άλλους σκοπούς.  

Η ελιά αποτελεί ένα μακρόβιο φυτό, το οποίο έχει αναπτύξει προσαρμοστικούς μηχανι-

σμούς, προκειμένου να αντεπεξέλθει στην παρατεταμένη καλοκαιρινή ξηρασία. Αν και καρπο-

φορεί σε αντίξοες συνθήκες, ακόμα και με ελλιπή καλλιεργητική φροντίδα, διαθέτει μερικά μειο-

νεκτήματα τα οποία κάνουν ασύμφορη την καλλιέργειά της: 

• Η μακροζωία της οδηγεί στη συσσώρευση υπεραιωνόβιων, μη προσοδοφόρων ε-

λαιώνων. 
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• Η πρόωρη ενηλικίωση των δέντρων. 

• Η ευαισθησία σε παρασιτικές εισβολές. 

• Οι μη σύγχρονοι μέθοδοι συλλογής, επεξεργασίας, και συντήρησης των ελαιοκάρ-

πων. 

• Η φαινοτυπική ανομοιομορφία, η μικρή προσαρμοστικότητα και η χαμηλή περιεκτι-

κότητα σε λάδι των καλλιεργούμενων ποικιλιών.  

Αντίθετα με την πλειοψηφία των καρποφόρων φυτών και την τεράστια οικονομική και 

θρεπτική της αξία, η καλλιέργεια της ελιάς εξακολουθεί να απαιτεί επίπονες και όχι πάντα απο-

δοτικές διαδικασίες (Lambardi et al. 2013). Ως εκ τούτου πολυάριθμες είναι οι ερευνητικές προ-

σπάθειες για την επίτευξη γρήγορων, εύκολων και αποδοτικών μεθόδων πολλαπλασιασμού της 

[in vivo, in vitro και ex vivo (Leva 2011)] με μειωμένο κόστος παραγωγής.  

 

 

Α.3. IN VIVO ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗ ΤΗΣ  ΕΛΙΑΣ 

 

Α.3.1. ΑΓΕΝΗΣ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ 

 

Η πρώτη μέθοδος αναγέννησης της ελιάς in vivo, δηλαδή σε φυσικές μη ασηπτικές καλ-

λιεργητικές συνθήκες πραγματοποιείται με τον αγενή, αφυλετικό ή βλαστητικό τρόπο αναπαρα-

γωγής.  

Περιλαμβάνει την απόσπαση μιας πολυκυτταρικής, φυτικής μάζας (σωματικά κύτταρα, 

τμήματα φυτικών ιστών ή οργάνων) από το μητρικό φυτό και τη διαφοροποίησή της σε πλήρες 

φυτό. 

Οι κυριότεροι μέθοδοι αγενούς πολλαπλασιασμού είναι μέσω: 

• Ενοφθαλμισμού. 

• Εγκεντρισμού επιθυμητής ποικιλίας σε κλωνικά υποκείμενα ή σε υποκείμενα σπο-

ριόφυτα (γίνεται συνήθως την άνοιξη ή νωρίς το φθινόπωρο). 

• Φυλλοφόρων ή άφυλλων ξυλοποιημένων μοσχευμάτων. 

• Ριζοβολίας παραφυάδων. 

• Παραβλαστημάτων της βάσης του μητρικού φυτού, τα οποία προκύπτουν από το 

υπόγειο τμήμα του, όταν το υπέργειο έχει ξεραθεί.  

 



Εισαγωγή 

 - 6 - 

Α.3.2. ΕΓΓΕΝΗΣ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ 

 

Ο εγγενής ή φυλετικός τρόπος αναπαραγωγής περιλαμβάνει τη φύτρωση σπερμάτων στον 

αγρό.  

Αποτελεί μια μη πρακτική αναγεννητική προσέγγιση, καθώς είναι πολύ αργό, σπάνιο φαι-

νόμενο και οι απόγονοι που προκύπτουν χαρακτηρίζονται από μεγάλη “νεανική” περίοδο και 

γονοτυπική και επομένως φαινοτυπική ετερογένεια. Η συγκεκριμένη μέθοδος επιλέγεται, όταν 

επιδιώκεται η γενετική βελτίωση του φυτικού είδους.  

Προτιμούνται μικροί πυρήνες αγριελιάς, λόγω της μεγαλύτερης βλαστικότητας, της ζωηρό-

τητας και της ανθεκτικότητας στο ψύχος των σποριόφυτων που προκύπτουν. Αντίθετα οι μεγάλοι 

πυρήνες εκδηλώνουν χαμηλότερο ποσοστό βλαστικότητας, αλλά καλή απόκριση στον εμβολια-

σμό.  

Έχει διαπιστωθεί η ύπαρξη εμβρυϊκού λήθαργου, λόγω αναστολέων στο ενδοσπέρμιο οι 

οποίοι ευθύνονται για την παρεμπόδιση της φύτρωσης των σπερμάτων, μέχρι την απενεργοποί-

ησή τους από τις χαμηλές θερμοκρασίες του χειμώνα στον αγρό (Diamantoglou et al. 1979). Σε 

πειραματικό επίπεδο ο εμβρυϊκός λήθαργος εξαφανίζεται σταδιακά με την αποθήκευση των 

σπερμάτων σε ξηρό μέρος, χαμηλή θερμοκρασία και στο φως, παρά στο σκοτάδι, όταν η θερμο-

κρασία είναι ακατάλληλη (Istanbouli et al. 1977).  

Είναι πιθανή η ύπαρξη αναστολέων και σε άλλα μέρη του σπέρματος, εκτός του εμβρύου, 

καθώς τα ολόκληρα σπέρματα δε φυτρώνουν, ενώ τα απομονωμένα έμβρυα φυτρώνουν 100,0% 

(Cañas et al. 1987).  

 

 

Α.4. IN VITRO ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Α.4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η μη ανταγωνιστικότητα των προϊόντων της ελιάς οφείλεται κυρίως στη μικρή παραγωγι-

κότητα, στην περιορισμένη φωτοσυνθετική ικανότητα των καλλιεργούμενων ποικιλιών και στις 

παραδοσιακές μεθόδους καλλιέργειας (Cañas et al. 1987). Αδήριτη είναι επομένως η ανάγκη για 

εφαρμογή εναλλακτικών αναγεννητικών προσεγγίσεων.  

Ο αγενής, in vitro (με τη μέθοδο των ιστοκαλλιεργειών), φυτικός πολλαπλασιασμός περι-

λαμβάνει όλες τις καλλιεργητικές μεθόδους φυτικών ιστών σε ασηπτικές συνθήκες.  
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Α.4.2 ΕΙΔΗ ΦΥΤΙΚΗΣ ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗΣ ΙN VITRO 

 

Δύο είναι τα εναλλακτικά μονοπάτια με τα οποία έχει πραγματοποιηθεί ο αγενής πολλα-

πλασιασμός in vitro στην ελιά: 

1.      Δημιουργία νέων φυταρίων μέσω οργανογένεσης σε δύο στάδια:  

α)  Επαγωγή βλαστών από υποκοτύλια (Bao et al. 1980), από τμήματα κοτυληδόνων 

(Rugini 1986, Cañas et al. 1988) και από μίσχους (Μencuccini et al. 1993, Men-

doza-de Gyves et al. 2008). 

β)  Ενεργοποίηση μασχαλιαίων οφθαλμών για μικροπολλαπλα- σιασμό (Roussos et 

al. 2002, Grigoriadou et al. 2002, Lambarbi et al. 2003, Binet et al. 2007). 

2.     Δημιουργία νέων φυταρίων μέσω σωματικής εμβρυογένεσης:  

α)  Σε στερεές ιστοκαλλιέργειες από ανώριμο ιστό ελιάς (Rugini 1988, Leva et al. 

1995), από ώριμο ιστό (Orinos et al. 1991, Mitrakos et al. 1992), από κάλλο φυ-

ταρίων, που προέρχονται από ρίζες (Rugini 1986). 

β)  Σε υγρές καλλιέργειες από ώριμους ιστούς (τμήματα φύλλων από in vitro καλ-

λιεργημένους βλαστούς) (Trabelsi et al. 2011).  

Οι κυριότερες διαφορές των δύο αναγεννητικών μεθόδων είναι: 

α. Τα φυτάρια που προκύπτουν μέσω οργανογένεσης είναι πολυκυτταρικής προέλευσης, 

ενώ τα σωματικά έμβρυα προκύπτουν από ένα κύτταρο ή από μια ομάδα κυττάρων. 

β.   Οι βλαστοί αναπτύσσονται από προκαμβιακές δεσμίδες, οι οποίες βρίσκονται σε σύν-

δεση με τον προϋπάρχοντα αγγειώδη ιστό του κάλλου ή του κάλλου-εκφύτου, ενώ 

τα σωματικά έμβρυα δε διατηρούν αγγειώδη σύνδεση με το μητρικό ιστό ή με το έκ-

φυτο, αφού αναπτύσσουν ένα κλειστό ριζικό άκρο.  

γ.    Τα σωματικά έμβρυα διαθέτουν έναν πόλο-μερίστωμα βλαστού και έναν πόλο-

μερίστωμα ρίζας σε αντιδιαμετρικές θέσεις, χωρίς την παρεμβολή κάλλου. Αυτή εί-

ναι και η ειδοποιός διαφορά μεταξύ σωματικής εμβρυογένεσης και οργανογένεσης 

κατά την οποία παρεμβάλλεται κάλλος μεταξύ των δύο αντιδιαμετρικών μεριστωμά-

των του βλαστού και της ρίζας.  
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Α.4.3. ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΟΜ: ΜΙΑ ΣΗΜΑΝΤΙΚΗ ΑΝΑΚΑΛΥΨΗ ΓΙΑ ΤΗΝ ΙN VITRO   ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Ένα καθοριστικό βήμα για την πραγματοποίηση ιστοκαλλιεργειών στην ελιά έγινε από τον 

Rugini (1984) ο οποίος δημιούργησε και χρησιμοποίησε ένα νέο θρεπτικό υπόστρωμα το ΟΜ.  

Η σύνθεσή του καθορίστηκε από τον συνδυασμό πολλών πειραματικών δεδομένων τα κυ-

ριότερα των οποίων ήταν: 

α.  Η σύγκριση δεδομένων που προέκυψαν από την ανάλυση των κύριων μεταλλικών στοι-

χείων που ανιχνεύτηκαν σε μίσχους ελιάς και αμυγδάλου, κατά τη διάρκεια της έντο-

νης αυξητικής περιόδου και σε ζυγωτικά έμβρυα ελιάς που ήταν στο τελικό στάδιο 

ωρίμανσης. 

β.   Η μελέτη της μοριακής βιολογίας της ελιάς και του γενετικού της μετασχηματισμού μέ-

σω t-DNA από Agrobacterium.  

γ.    Η σύγκριση ενός μεγάλου αριθμού συστατικών του ΟΜ θρεπτικού υποστρώματος με 

τα αντίστοιχα του ΜS θρεπτικού υποστρώματος. 

Η αξιολόγηση και η σύγκριση των παραπάνω δεδομένων οδήγησαν στη δημιουργία του 

ΟΜ θρεπτικού υποστρώματος, το οποίο ήταν ικανό να διατηρήσει καλλιέργεια βλαστών υψηλού 

αυξητικού ρυθμού για μεγάλο χρονικό διάστημα, σε σύγκριση με τα μέχρι τότε δοκιμασμένα τε-

χνητά υποστρώματα, συμπεριλαμβανομένου και του ΜS (Zacchini et al. 2004).  

Έκτοτε η χρήση του ΟΜ δεν περιορίστηκε σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων ελιάς, αλλά επε-

κτάθηκε και σε άλλα φυτικά είδη (Thomas 1999). 

 

 

Α.4.4. ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Η πρώτη in vitro αναγεννητική προσπάθεια στην ελιά έγινε από τους Lavee και Messer 

(1969), οι οποίοι καλλιέργησαν in vitro, τμήματα βλαστών, ηλικίας ενός έτους, από ώριμες ελιές 

της ποικιλίας Manzanillo, σε τροποποιημένο White’s θρεπτικό μέσο και μελέτησαν την επαγωγή 

κάλλων. Η μεμονωμένη παροχή 2,4-D προκάλεσε ικανοποιητική αύξηση κάλλου, ενώ η παροχή 

ΝΑΑ και ΙΑΑ πιο περιορισμένη. Παρουσία αυξίνης και κινετίνης διαμορφώθηκε υψηλότερο πο-

σοστό πιο ομοιόμορφων και συμπαγών κάλλων. Η καλλογένεση ήταν ανεξάρτητη από τη διάμε-

τρο των βλαστών. Παράλληλα διαπίστωσαν ότι η διατήρηση της καλλογένεσης, για πολλές συνε-

χόμενες ανακαλλιέργειες, απαιτούσε θρεπτικό υπόστρωμα που περιείχε συνδυασμό αυξίνης και 

κυτοκινίνης. 
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Ο Lavee (1977) ανακοίνωσε ότι σε ιστοκαλλιέργειες μεσοκαρπίων ελιάς, η κινετίνη και η 

ζεατίνη ήταν οι πιο αποτελεσματικές κυτοκινίνες για την επαγωγή κάλλου.  

Οι Wang et al. (1979a) πρότειναν ότι η ανάπτυξη του κάλλου στην ελιά υπόκεινται σε τρία, 

διακριτά, αναπτυξιακά στάδια : 

1. Ενεργοποίηση κυττάρων. 

2. Κυτταρική διαίρεση. 

3. Εμφάνιση και ανάπτυξη κάλλου.  

Το κάθε στάδιο χαρακτηρίζεται από αλλαγές της κυτταρικής μορφολογίας, της κυτταρικής 

διαίρεσης και αύξησης, καθώς και της ενεργοποίησης σχετικών μεταγραφημάτων (mRNA).  

Σε μετέπειτα δημοσιεύσεις τους (1979b) ανέφεραν διαμόρφωση και διαφοροποίηση δύο 

τύπων μεριστωματικών κυττάρων, σε τυχαίες θέσεις, ανάμεσα σε παρεγχυματικά κύτταρα: 

1. Μεριστωματικών κυτταρικών μαζών από τις οποίες διαφοροποιούνται ρίζες. 

2.  Μεριστωματικών όγκων από τους οποίους προκύπτουν οφθαλμοί σε τυχαίες θέσεις. 

Οι Lavee et al. (1982) κατέγραψαν ότι για την επαγωγή κάλλου από τμήματα βλαστών α-

παιτείται αυξίνη (1,0 mg/L ΙΑΑ), κυτοκινίνη (1,0 mg/L 2iP) και χλωρογενικό οξύ (10-3 M) ή κινναμι-

κό οξύ (10-4 Μ) τα οποία αντικατέστησαν επιτυχώς το ΙΑΑ, χωρίς να επηρεάσουν την κυτταρική 

αύξηση. 

Ο Rugini σε αδημοσίευτα δεδομένα αναφέρει την επαγωγή εύθραυστων κάλλων, τόσο από 

εμβρυϊκό όσο και από ώριμο υλικό, σε ΒΝ θρεπτικό μέσο παρουσία 2,4-D (0,1-5,0 mg/L) και ζεα-

τίνης (0,1 mg/L) στο σκοτάδι. Η προσθήκη ΝΑΑ (1,0-5,0 mg/L) κατέληγε στη δημιουργία μικρότε-

ρων κυττάρων που νεκρώνονταν πιο γρήγορα. Η προσθήκη GSH προστάτευε τους κάλλους από 

την οξείδωση και δεν επηρέαζε την κυτταρική αύξηση. Αντίθετα σε ΜS με υψηλότερες συγκε-

ντρώσεις Ca2+, Mg2+ και μειωμένη συγκέντρωση ΝΗ4
+ προέκυπταν πιο ανθεκτικά κύτταρα.  

Έκτοτε αναρίθμητοι συνδυασμοί θρεπτικών υποστρωμάτων και φυτοαυξητικών παραγό-

ντων χρησιμοποιήθηκαν για την επαγωγή καλλογένεσης. Η επιλογή του θρεπτικού μέσου βρί-

σκεται σε άμεση συνάρτηση με το είδος του φυτικού είδους και του εκφύτου και τους πειραμα-

τικούς στόχους της κάθε ερευνητικής ομάδας. 

 

 

Α.4.5. ΕΠΑΓΩΓΗ ΡΙΖΩΝ 

 

Αρκετές ερευνητικές προσπάθειες έχουν ανακοινωθεί που στοχεύουν στη μελέτη της δια-

φοροποίησης ριζών από διαφορετικά έκφυτα ελιάς: 
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➢ Οι Avidan et al. (1978) διαπίστωσαν ότι οι καλλιεργούμενες ποικιλίες της ελιάς εμ-

φανίζουν μεγάλες διαφορές ως προς το ριζογενετικό τους δυναμικό, in vitro, το ο-

ποίο καθορίζεται από: 

 Το ενδογενές επίπεδο των ριζογενετικών παραγόντων οι οποίοι συντίθενται 

στα φύλλα και στους οφθαλμούς και μεταφέρονται στη βάση του εκφύτου. 

 Τα ανατομικά χαρακτηριστικά της ελιάς, όπως η πυκνότητα και η συνέχεια του 

σκληρεγχύματος των φύλλων. 

 Την αναπτυξιακή κατάσταση του μητρικού φυτού, καθώς μικρότερα ποσοστά 

ριζογένεσης καταγράφονται όσο αυξάνεται η ηλικία του εκφύτου. 

 Τη θέση του εκφύτου επάνω στο μητρικό φυτό, καθώς υψηλότερη ριζογένεση 

παρατηρείται στην ακραία περιοχή του εκφύτου, ενώ μικρότερη προς τη βάση 

του μητρικού βλαστού. Μια πιθανή ερμηνεία είναι ότι η ακραία περιοχή δεν 

περιέχει το ακραίο μερίστωμα το οποίο αναστέλλει τη ριζογένεση, ενώ παράλ-

ληλα διαθέτει χαμηλό επίπεδο αυξητικών αναστολέων. 

 Τον αριθμό των φύλλων ανά έκφυτο, αφού είναι γνωστό ότι τα ριζογενετικά 

ρυθμιστικά συστατικά παράγονται από αυτά. 

 Τους φυτοαυξητικούς παράγοντες του θρεπτικού υποστρώματος. 

➢ Ο Rugini (1981) ανακοίνωσε ότι το ΝΑΑ και το ΙΒΑ είναι οι πιο προωθητικές αυξίνες 

για την επαγωγή ριζογένεσης, in vitro, τόσο σε ξυλώδη όσο και σε εμβρυϊκά έκφυτα 

και ώριμους βλαστούς ελιάς. Αντίθετα το ΙΑΑ είναι ικανό να επάγει ικανοποιητικά 

ποσοστά ριζών σε εμβρυϊκά έκφυτα, αλλά όχι σε ώριμα.  

 Σε μετέπειτα μελέτη του (1984) χρησιμοποίησε έκφυτα από μασχαλιαίους οφθαλ-

μούς. Η ριζοβολία των βλαστών πραγματοποιήθηκε σε ΟΜr με 1,0 mg/L ΙΒΑ ή ΝΑΑ 

και η επιμήκυνση των ριζών σε ΟΜe, όπου αντί για αυξίνη προστέθηκε ζεατίνη ή 2iP. 

Όταν ο φυτοαυξητικός παράγοντας παρεχόταν στη βάση των εκφύτων και η καλλιέρ-

γεια παρέμενε στο σκοτάδι, οι πιο αποτελεσματικές αυξίνες ήταν το ΙΒΑ (90,0%), το 

ΝΑΑ (70,0%), και το ΙΑΑ (20,0%) στις ισπανικές και γαλλικές ποικιλίες, ενώ στις ιταλι-

κές το ΝΑΑ (80,0%), το ΙΒΑ (50,0%) και το ΙΑΑ (20,0%). Οι βιταμίνες δεν ήταν απαραί-

τητες και πιθανώς ανέστελλαν τη ριζογένεση. 

➢ Οι Orinos et al. (1991) εμβολίαζαν ριζίδια και κοτυληδόνες ώριμων ζυγωτικών εμ-

βρύων άγριας ελιάς σε θρεπτικό μέσο ΟΜc με 2,5 μΜ 2iP και 25,0 μΜ ΙΒΑ για 21 η-

μέρες και τα ανακαλλιεργούσαν σε ΟΜc και διάφορες συγκεντρώσεις 2iP και ΙΒΑ. 

Την 3η εβδομάδα της καλλιέργειας εμφανίζονταν οι πρώτες ρίζες στους κάλλους από 
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κοτυληδόνες (5,0-6,0%). Η ριζογενετική αντίδραση ήταν μεγάλη σε χαμηλές συγκε-

ντρώσεις ΙΒΑ (0,5-2,5 μΜ), περιορισμένη σε υψηλότερες (5,0 / 10,0 ή 25,0 μΜ), ενώ 

αναστελλόταν από το 2iP σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 20,0 μΜ.  

➢ Oι Mitrakos et al. (1992) καλλιέργησαν, in vitro, έκφυτα ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

ποικιλίας Κορωνέικης σε θρεπτικό μέσο ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 

2iP. Οι πρώτες ρίζες εμφανίζονταν την 2η εβδομάδα και τα υψηλότερα ποσοστά κα-

ταγράφονταν στα έκφυτα ριζιδίων και ακολουθούσαν τα έκφυτα των βάσεων και των 

κορυφών. Η παραπάνω ριζογενετική διαβάθμιση των κάλλων που είχαν διαφορετική 

ηλικία (0, 7, 14 και 21 ημερών) ήταν έντονη, όταν η ανακαλλιέργεια γινόταν σε ΟΜc 

χωρίς ορμόνες, ενώ ήταν λιγότερο ξεκάθαρη, όταν οι κάλλοι ανακαλλιεργούνταν σε 

ΟΜc και 2,5 μΜ ΙΒΑ. Ανάλογη διαβάθμιση του ριζογενετικού δυναμικού έχει κατα-

γραφεί και ερμηνευτεί από τους Cañas et al. (1988) και Orinos et al. (1991). 

➢ Η μελέτη της επαγωγής ριζών, in vitro, σε τμήματα βλαστών ελιάς κατέδειξε ότι ο με-

ταβολισμός των φαινολών, των φλαβονοειδών και της λιγνίνης συνδέεται άμεσα με 

το υπό μελέτη φαινόμενο (Santos Macedo et al. 2012). Ταυτόχρονα απομονώθηκαν 

δύο γονίδια που σχετίζονται με τη ριζογένεση. 

 

 

Α.4.6. AΝΑΓΕΝΝΗΣΗ ΒΛΑΣΤΩΝ ΙN VITRO 

 

Η διαφοροποίηση βλαστών από κύτταρα ελιάς, in vitro, έχει ανακοινωθεί από πολλούς ε-

ρευνητές, οι οποίοι χρησιμοποίησαν διάφορα είδη εκφύτων. Ενδεικτικά αναφέρονται: 

• Οι Bao et al. (1980) εμβολίασαν υποκοτύλια σε τροποποιημένο White’s θρεπτικό υ-

πόστρωμα. Ο συνδυασμός ΝΑΑ (0,01 mg/L) και BAP (0,5 mg/L) ήταν ο πιο αποτελε-

σματικός για την επαγωγή βλαστών. Η προσθήκη χαμηλής συγκέντρωσης 2,4-D (0,1 

mg/L) και ζεατίνης (0,1 mg/L) προωθούσε τη διαφοροποίηση βλαστών, περιστασιακά 

μόνο, όταν η καλλιέργεια γινόταν στο σκοτάδι. 

• Ο Rugini (1986) εμβολίασε βλαστητικά μεριστώματα, που προέρχονταν από βλα-

στούς αναγεννημένους in vitro, προκειμένου να αποφευχθεί η γρήγορη οξείδωση 

των ιστών και να αποκτήσει φυτά απαλλαγμένα από ασθένειες. 

 Σε προγενέστερη μελέτη του (1981) είχε ανακοινώσει ότι η καταλληλότερη κυτοκινί-

νη για την αύξηση μασχαλιαίων οφθαλμών ήταν η ζεατίνη και σε μικρότερο βαθμό 

το 2iP. Αντίθετα το BAP προκαλούσε την ανάπτυξη λεπτών βλαστών, περιορισμένη 
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αύξηση και μεγάλο κάλλο στη βάση των εκφύτων. 

• Ο Cañas (1988) δημοσίευσε τη διαφοροποίηση βλαστών, in vitro, από τμήματα κοτυ-

ληδόνων που αναπτύσσονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc με 5,0 mg/ml IBA, 0,2-

0,5 mg/ml 2iP και ανακαλλιεργούνταν κάθε τρεις εβδομάδες σε ΟΜc με 1,0-2,0 mg/L 

IBA και ίδια συγκέντρωση 2iP ή ζεατίνης στο φως. Οι κάλλοι μεταφέρονταν σε OMc 

που περιείχε διάφορες συγκεντρώσεις ΙΒΑ ή συνδυασμούς ΙΒΑ και 2iP, οπότε και 

διαμορφώνονταν βλαστοί. Το υψηλότερο ποσοστό βλαστών καταγραφόταν σε 4,0 

mg/ml 2iP, ενώ σε χαμηλές συγκεντρώσεις 2,4-D (0,1 mg/ml) και ζεατίνης (0,1 

mg/ml) παρατηρήθηκε περιστασιακή επαγωγή βλαστών στο σκοτάδι. Το υψηλότερο 

ποσοστό βλαστών καταγράφηκε στους κάλλους που προέρχονταν από τμήματα κο-

τυληδόνων και γειτνίαζαν με τον εμβρυϊκό άξονα, σε αντίθεση με τα πιο απομακρυ-

σμένα, γεγονός που υποδεικνύει την ύπαρξη διαβάθμισης της αναγεννητικής ικανό-

τητας των εκφύτων κατά μήκος των κοτυληδόνων. 

• Oι Mencuccini et al. (1993) μελέτησαν την επαγωγή βλαστών, in vitro, σε έκφυτα μί-

σχων που απομονώνονταν από φυτά του αγρού ή του θερμοκηπίου και καλλιεργού-

νταν σε θρεπτικό μέσο ΟΜ με κυτοκινίνη και αυξίνη. Τα έκφυτα, στο σκοτάδι, δια-

μόρφωναν λευκή διόγκωση σε αντιδιαμετρικά άκρα, έντονη καλλογένεση και 2,0-

5,0% επαγωγή βλαστών σε συγκέντρωση αυξίνης μεγαλύτερη από 2,5 μΜ. Αντίθετα, 

όταν το βασικό θρεπτικό μέσο περιείχε μόνο κυτοκινίνη, καταγραφόταν χαμηλό πο-

σοστό επιβίωσης των εκφύτων (30,0-40,0%) ,στο όμορο άκρο σχηματισμοί μη συγκε-

κριμένης μορφολογίας και ένας μόνο βλαστός, ανά έκφυτο, παρουσία ή απουσία 

κάλλου. Η φυτική αναγέννηση λάμβανε χώρα τόσο σε θρεπτικό μέσο ΜS όσο και σε 

κατάλληλα τροποποιημένο θρεπτικό μέσο ΟΜ, ενώ το ½ ΜS δεν ήταν εξίσου προω-

θητικό.  

• Σε ανάλογα πειραματικά αποτελέσματα κατέληξαν και οι Cozza et al. (1997). Η έρευ-

νά τους κατέδειξε ότι, τόσο τα διαφορετικά θρεπτικά υποστρώματα όσο και το είδος 

της ποικιλίας, επηρεάζουν δραστικά τη βιοσύνθεση μεταλλικών στοιχείων στους ε-

παγόμενους βλαστούς, το ποσοστό διαφοροποίησης, αλλά και τη βιωσιμότητάς τους 

στη φάση εγκλιματισμού στο πλαίσιο του μικροπολλαπλασιασμού. 

• Η in vitro καλλιέργεια βλαστών εφαρμόστηκε στην τοπική ιταλική ποικιλία Nebbian 

με απώτερο στόχο τη διατήρηση του απειλούμενου γονιδιώματός της (Zacchini et al. 

2004). Η πιο ικανοποιητική επαγωγή βλαστών επιτεύχθηκε σε έκφυτα δέντρων του 

αγρού, ηλικίας 50 ετών, σε θρεπτικό μέσο MS παρουσία 36,0 g/L μαννιτόλης και 4,56 
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μΜ ζεατίνης. Η περαιτέρω επαγωγή ριζών έγινε σε θρεπτικό μέσο ΟΜ που περιείχε 

μισή ποσότητα μακροστοιχείων, 20,0 g/L σακχαρόζη και 3,22 μΜ ΝΑΑ. 

 

 

Α.4.7. ΕΠΑΓΩΓΗ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ 

 

Ακολουθεί σύντομη καταγραφή των σημαντικότερων δημοσιεύσεων που αφορούν τις ε-

ρευνητικές προσπάθειες για επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης στην ελιά: 

➢ Η πρώτη αναφορά έγινε από τον Rugini (1988) από ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα, κατα-

δεικνύοντας το καθοριστικό ρόλο της ηλικίας του εκφύτου, του σκοταδιού και του 

είδους της αυξίνης. 

 Ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα (50, 90 και 105 ημέρες μετά την πλήρη άνθιση των μητρι-

κών φυτών) καλλιεργήθηκαν in vitro και ανέπτυξαν κάλλους στους οποίους διαμορ-

φώθηκαν σφαιρικές μάζες κάλλου και εμβρυοειδείς δομές. 

 Αντίθετα τα ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα που συλλέχθηκαν 75 μέρες μετά την πλήρη 

άνθιση και διατηρήθηκαν στο σκοτάδι έδωσαν σωματικά έμβρυα από τα οποία δια-

φοροποιήθηκαν και δευτερογενή έμβρυα. 

Τα σωματικά έμβρυα προέκυπταν από όλα τα μέρη των ζυγωτικών εμβρύων σε συ-

νολικό ποσοστό 70,0% (20,0% με την παρεμβολή κάλλου και 50,0% άγνωστης προέ-

λευσης), 6 εβδομάδες μετά την έναρξη του πειράματος. Από κάθε ζυγωτικό έμβρυο 

προέκυπταν 2-15 σωματικά έμβρυα τοποθετημένα, συνήθως, σε μορφή ροζέτας, που 

απομονώνονταν δύσκολα το ένα από το άλλο. Σε MS η σωματική εμβρυογένεση ήταν 

70,0% υψηλότερη από ότι στο ΟΜ, πιθανώς εξαιτίας της χαμηλότερης συγκέντρωσης 

ανοιγμένου αζώτου και τα σωματικά έμβρυα εξελίσσονταν σε φυτάρια γρηγορότερα. 

Το ΝΑΑ προωθούσε, ακόμα και σε μεγάλες συγκεντρώσεις, τη σωματική εμβρυογέ-

νεση, ενώ αντίθετα τόσο το 2,4-D, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, όσο και ο συνδυα-

σμός 12,5 μΜ ΝΑΑ και ΒΑP τη μείωναν δραστικά. 

Η παροχή σορβιτόλης δεν προκαλούσε αύξηση του αριθμού των σωματικών εμβρύ-

ων, αλλά αντίθετα ανέστελλε την επιμήκυνση των βλαστών και των ριζών. 

➢ Οι Orinos et al. (1991) ανακοίνωσαν την επαγωγή, in vitro, σωματικών εμβρύων από 

ριζίδια και κοτυληδόνες ώριμων ζυγωτικών εμβρύων άγριας ελιάς. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc με 2,5 μΜ 2iP και 25,0 μΜ 

ΙΒΑ για 21 ημέρες και ανακαλλιεργούνταν σε ΟΜc με διάφορες συγκεντρώσεις 2iP 
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και ΙΒΑ. Τα πρώτα σωματικά έμβρυα εμφανίζονταν τις πρώτες ημέρες της ανακαλ-

λιέργειας και τα υψηλότερα ποσοστά σωματικών εμβρύων προέκυπταν από έκφυτα 

ριζιδίων. 

Η μείωση των αλάτων και η παραμονή των κάλλων για 21 ημέρες στο σκοτάδι, στα 

αρχικά στάδια της ανακαλλιέργειας, κατέληγαν σε αύξηση του ποσοστού της σωμα-

τικής εμβρυογένεσης. Ανακαλλιέργεια σε ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες ή 

σε ΟΜc και ΙΒΑ (0,5 / 2,5 ή 5,0 μΜ), ανεξαρτήτως φωτεινών συνθηκών, τις πρώτες 21 

ημέρες κατέληγε σε ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης 7,0%, ενώ μειωνόταν αι-

σθητά στα 10,0 μΜ ή 25,0 μΜ ΙΒΑ και 5,0-40,0 μΜ 2iP. 

Η μεγάλη διαφορά στο ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων των δύο παραπάνω 

εργασιών οφείλεται, πιθανώς, στο γεγονός ότι τα σωματικά έμβρυα για τον Rugini 

προέρχονταν άμεσα από κάλλο μόνο σε ποσοστό 20,0%, ενώ στην εργασία των Ori-

nos et al. όλα προέρχονταν από κάλλο. 

➢ Οι Mitrakos et al. (1992) μελέτησαν την εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από 

την ηλικία και το είδος του εκφύτου. 

Εμβολίασαν έκφυτα ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ποικιλίας Κορωνέικης σε θρεπτικό 

μέσο ΟΜc με 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα πρώτα σωματικά έμβρυα εμφανίζονταν 

30-35 ημέρες μετά τον εμβολιασμό και το μέγιστο ποσοστό καταγραφόταν 75 ημέρες 

αργότερα. 

Τα έκφυτα που εμβολιάζονταν απευθείας σε θρεπτικό μέσο ΟΜc χωρίς φυτοαυξητι-

κούς παράγοντες ή ΟΜc με 2,5 μΜ ΙΒΑ, χωρίς να μεσολαβήσει καλλογένεση, δεν έδι-

ναν σωματικά έμβρυα. Οι κάλλοι 7 ημερών εκδήλωναν χαμηλό ποσοστό σωματικής 

εμβρυογένεσης σε σύγκριση με κάλλους ηλικίας 14 ή 21 ημερών. Η προσθήκη στο 

θρεπτικό μέσο 2,5 μΜ ΙΒΑ μείωνε ελαφρώς την σωματική εμβρυογένεση σε κάλλους 

κοτυληδόνων 14 και 21 ημερών, αλλά δεν την επηρέαζε σημαντικά σε κάλλους κοτυ-

ληδόνων ηλικίας 7, 14 και 21 ημερών. Υψηλά ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης 

καταγράφηκαν σε κάλλους από ριζίδια (40,0%) και πολύ χαμηλότερα σε κάλλους κο-

τυληδόνων. 

➢ O Rugini (1995) δημοσίευσε για πρώτη φορά επαγωγή σωματικών εμβρύων, in vitro, 

από ώριμους ιστούς, δηλαδή μίσχους των ποικιλιών Canino και Morailo που εμβο-

λιάζονταν σε δύο θρεπτικά μέσα: 

1. ½ ΜS που περιείχε 30,0 μΜ TDZ,  0,54 μΜ ΝΑΑ και 4,0% σακχαρόζη. 

2. ΟΜs που περιείχε 1 g/L υδρολυμένη καζεΐνη, 3,0% σακχαρόζη, 10,0 μΜ 2iP και 
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2,2 μΜ BAP. 

Στους καλλιεργηθέντες μίσχους διαφοροποιήθηκαν βλαστοί που διατηρήθηκαν για 

3-5 χρόνια in vitro, με συνεχείς ανακαλλιέργειες ανά 40 ημέρες σε ΟΜ. Από τους 

βλαστούς απομονώνονταν έκφυτα τα οποία εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

ΟΜc με 2iP και ΒΑP, οπότε προέκυπταν μικροί και συμπαγείς κάλλοι (65,0%) και 

σπάνια βλαστοί που νεκρώνονταν σύντομα. 

Αντίθετα, σε θρεπτικό υπόστρωμα ΜS με TDZ όλοι οι μίσχοι παρήγαγαν πλούσιο 

κάλλο και 2-3 βλαστούς μετά από τρεις εβδομάδες. Όταν τα έκφυτα μεταφέρονταν 

σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜe με 1,0 g/L υδρολυμένη καζεΐνη, 3,0% σακχαρόζη, 0,5 

μΜ 2iP, 0,44 μΜ ΒΑP, 0,25 μM IBA, και 0,42 mM σεφοταξίμη προέκυπταν μαλακές, 

προεμβρυϊκές μάζες (10,0%) από τα κατώτερα άκρα των μίσχων σε διάστημα 20-30 

ημερών. Οι προεμβρυϊκές μάζες διαφοροποιούνταν σε φυσιολογικά και μη σωματικά 

έμβρυα μετά την τοποθέτησή τους σε διηθητικό χαρτί διαβρεγμένο με υγρό θρεπτικό 

μέσο ΟΜe και σεφοταξίμη. 

Τα νεοσχηματισθέντα σωματικά έμβρυα μεταφέρονταν σε άγαρ και εκδήλωναν γρή-

γορους αυξητικούς ρυθμούς, ενώ αντίθετα, όταν μεταφέρονταν σε υγρό θρεπτικό 

μέσο έδιναν εύθρυπτο, μη μορφογενετικό κάλλο και λίγα φυσιολογικά σωματικά έμ-

βρυα. 

Τα σωματικά έμβρυα προέρχονταν από τα επιδερμικά κύτταρα των υποκοτυλίων και 

των ριζικών ζωνών, αλλά ποτέ από τις κοτυληδόνες. 

Η παραγωγή συνεχιζόταν για δύο χρόνια, χωρίς απώλεια του εμβρυογενετικού δυ-

ναμικού των κάλλων. 

➢ Οι Leva et al. (1995) απομόνωσαν κοτυληδόνες από σπέρματα 30, 60, 90 και 140 η-

μέρες μετά την άνθιση, από δέντρα του αγρού ηλικίας 10 χρόνων και τις καλλιέργη-

σαν σε SH θρεπτικό μέσο με 0,1 Μ σακχαρόζη. Στο 1ο στάδιο της ιστοκαλλιέργειας τα 

σπέρματα παρέμεναν στο σκοτάδι με 1,25 μΜ ΝΑΑ και 2,5 μΜ 2iP μέχρι να διογκω-

θούν. Στο 2ο στάδιο μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο που δεν περιείχε φυτοαυξητι-

κούς παράγοντες και παρέμεναν στο φως, οπότε προέκυπτε κάλλος μόνο από τα έκ-

φυτα ηλικίας 60 και 90 ημερών.  

Οι ποικιλίες Picholine και Frangivento εκδήλωναν εμβρυογενετική διαφοροποίηση 

μόνο στα έκφυτα των 60 και 90 ημερών, ενώ η ποικιλία Frantoio μόνο στα έκφυτα 

ηλικίας 90 ημερών. Στην ποικιλία Picholine καταγράφηκε σωματική εμβρυογένεση 

παρουσία υψηλής συγκέντρωσης ΝΑΑ, ενώ στην ποικιλία Frantoio παρουσία 2iP. 
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➢        Οι Shibli et al. (2001) καλλιέργησαν, in vitro, τομές φύλλων, μίσχους φύλλων, υ-

ποκοτύλια και ρίζες φυτρωμένων σπερμάτων ελιάς. 

 Τα έκφυτα από ρίζες έδιναν την υψηλότερη καλλογένεση (46,0%) και μεταφέρονταν 

σε θρεπτικό υπόστρωμα επαγωγής σωματικών εμβρύων (5,0 mM 2,4-D - 0,5 mM κι-

νετίνη και 5,0 mM ΝΑΑ), παρέμεναν στο σκοτάδι και στη συνέχεια μεταφέρονταν στο 

θρεπτικό μέσο έκφρασης που περιείχε διάφορες συγκεντρώσεις 2iP, BA, TDZ, ζεατί-

νης ή κινετίνης. Υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης καταγράφονταν σε 

10,0 mM 2iP και 5,0 mM 2,4-D. Τα 0,2 Μ σακχαρόζης είχαν την πιο διεγερτική δράση, 

έναντι της φρουκτόζης και της γλυκόζης, ενώ τόσο η σορβιτόλη όσο και η μανιτόλλη 

(0,1- 0,2 ή 0,3 Μ) μείωναν σημαντικά τη σωματική εμβρυογένεση μέχρι την πλήρη 

αναστολή της στα 0,4 Μ. 

Η περαιτέρω ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων λάμβανε χώρα σε θρεπτικό μέσο, 

χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 85,0% των σωματικών εμβρύων ανέπτυσσαν τις 

ρίζες τους και μετατρέπονταν σε φυτάρια, 5,0% έδιναν δευτερογενή έμβρυα και 

10,0% νεκρώνονταν. 95,0% των φυτρωμένων σωματικών εμβρύων επιβίωναν με ex 

novo εγκλιματισμό και μετατρέπονταν σε πλήρη φυτά στο θερμοκήπιο, χωρίς εμφα-

νείς φαινοτυπικές διαφορές από το μητρικό φυτό. 

➢ Οι Trabelsi et al. (2003) ανακοίνωσαν την επαγωγή σωματικών εμβρύων, in vitro, από 

τμήματα κοτυληδόνων τριών ποικιλιών ελιάς. Τη μεγαλύτερη εμβρυογενετική αντί-

δραση κατέγραψαν σε θρεπτικό μέσο ΟΜc με μηδενική ή χαμηλή συγκέντρωση φυ-

τοαυξητικών παραγόντων, καθώς υψηλά επίπεδα (>0,5 mg/L IBA και 2iP) ανέστελλαν 

τη σωματική εμβρυογένεση. Η ιδανική επωαστική περίοδος για επαγωγή σωματικών 

εμβρύων στο θρεπτικό μέσο με αυξίνη ήταν 4 εβδομάδες. 

 Προσθήκη 30,0-40,0 g/L σακχαρόζης είχαν πιο προωθητική δράση στην επαγωγή, 

αύξηση και ωρίμανση των σωματικών εμβρύων συγκριτικά με τη γλυκόζη. 

 Τα επαχθέντα φυτάρια από σωματικά έμβρυα ήταν ίδιας μορφολογίας με εκείνα που 

προέκυπταν από μασχαλιαίους οφθαλμούς. 

➢        Για πρώτη φορά οι Capelo et al. (2010) ανακοίνωσαν την επίτευξη ενός δύσκολου 

στόχου: την επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης από ώριμους ιστούς αγριελιάς 

(φύλλα και μίσχους). 

 Τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε ΜS ή ΟΜ μέσο και ποικίλους συνδυασμούς ορμονών 

(ΝΑΑ, ζεατίνη, ΙΒΑ, 2iP, TDZ και ΒΑΡ). Η διαφοροποίηση λάμβανε χώρα τρεις μήνες 

μετά τη μεταφορά των κάλλων σε θρεπτικό μέσο χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες. 
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 Η υψηλότερη επαγωγή κάλλου παρατηρήθηκε σε έκφυτα από μίσχους και η μέγιστη 

επαγωγή σωματικών εμβρύων από έκφυτα μίσχων και ακραίων τομών φύλλων σε 

MS με 12,25 μΜ ΙΒΑ και 4,56 μΜ ζεατίνη. 

➢ Οι Cerezo et al. (2011) ανακοίνωσαν 25,0% επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης σε 

ιστοκαλλιέργειες απομονωμένων ριζιδίων από ώριμα σπέρματα της ισπανικής ποικι-

λίας Picual. 

 Τα έκφυτα εμβολιάστηκαν σε ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP για τρεις 

εβδομάδες και μεταφέρθηκαν στο ίδιο θρεπτικό μέσο χωρίς 2iP και χαμηλότερες συ-

γκεντρώσεις ΙΒΑ. 

➢ Μια σημαντική και καθοριστική για το μέλλον των ιστοκαλλιεργειών της ελιάς δημο-

σίευση έκαναν οι Trabelsi et al. (2011). Ανακοίνωσαν την επαγωγή σωματικών εμ-

βρύων σε υγρές καλλιέργειες από ώριμους κάλλους φύλλων. 

 Οι κάλλοι προέρχονταν από MS με 10,0 μΜ ΝΑΑ και 2,25 μΜ 2iP στο σκοτάδι. Οι εμ-

βρυογενετικές υγρές καλλιέργειες επιτεύχθηκαν σε ΟΜe με 2,5 μΜ 2,4-D και 2,5 μΜ 

ζεατίνη. 

 

 

Α.5. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Α.5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η εμβρυογένεση είναι το αποτέλεσμα μιας μακροχρόνιας εξελικτικής διαδικασίας in vivo 

των ανώτερων φυτών. Πρώτος ο γερμανός βοτανολόγος Haberlandt διατύπωσε τις προβλέψεις 

του για τη φυτική κυτταρική ολοδυναμία στις αρχές της δεκαετίας του 1900. 

Η πρώτη καταγραφή σωματικής εμβρυογένεσης δημοσιεύτηκε το 1958 από τους Steward 

et al. σε υγρές καλλιέργειες καρότου (Daucus carota) και το 1959 σε καλλιέργειες κάλλων καρό-

του σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα από τους Reinert et al. Τα φυτάρια αναγεννώνται άμεσα από 

σωματικά κύτταρα των εκφύτων που συμπεριφέρονται σαν ζυγωτά, όταν καλλιεργηθούν σε κα-

τάλληλο θρεπτικό υπόστρωμα το οποίο επάγει τη δημιουργία ανεξάρτητων διπολικών δομών 

που δεν συνδέονται μηχανικά με το μητρικό ιστό.  

Οι προκύπτοντες διπολικοί σχηματισμοί έχουν όλα τα δομικά και λειτουργικά μέρη ενός 

ζυγωτικού εμβρύου και ονομάζονται σωματικά έμβρυα. Όταν οι καλλιεργητικές συνθήκες το ε-

πιτρέπουν, τα σωματικά έμβρυα εξελίσσονται σε ολοκληρωμένα νεαρά φυτάρια, μέσω μορφο-



Εισαγωγή 

 - 18 - 

λογικών και λειτουργικών σταδίων αντίστοιχων της ζυγωτικής εμβρυογένεσης, γι’ αυτό και ο συ-

γκεκριμένος τρόπος πολλαπλασιασμού χαρακτηρίστηκε σωματική εμβρυογένεση. 

Πολλές επιτυχείς μελέτες ακολούθησαν που έδιναν έμφαση στην κληρονομική ολοδυναμία 

των φυτικών κυττάρων και την ικανότητά τους να παράγουν μορφολογικά και λειτουργικά φυ-

σιολογικά έμβρυα και κατ΄ επέκταση ολόκληρα φυτά. 

Η διαφοροποίηση σωματικών κυττάρων σε έμβρυα απαντά αποκλειστικά στο φυτικό βασί-

λειο τόσο στα Αγγειόσπερμα όσο και στα Γυμνόσπερμα. Η βιβλιογραφική έκρηξη των τελευταίων 

χρόνων με εργασίες που αναφέρονται στην επαγωγή σωματικών εμβρύων σε περισσότερες από 

30 οικογένειες ανώτερων φυτών και εκατοντάδες φυτικά είδη, ερμηνεύεται με τη δυνατότητα 

παραγωγής εκατοντάδων εμβρύων από λίγα μόλις γραμμάρια φυτικού ιστού. Πιο διεξοδικά με-

λετημένη είναι η επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης in vitro, ενώ ελάχιστα είναι γνωστά για την 

in vivo σωματική εμβρυογένεση. 

 

 

Α.5.2. ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ 

 

Τα μέχρι σήμερα διαθέσιμα πειραματικά δεδομένα είναι ανεπαρκή και μερικές φορές α-

ντικρουόμενα, προκειμένου να διασαφηνίσουν πλήρως την μονοκυτταρική ή πολυκυτταρική 

προέλευση των σωματικών εμβρύων. 

Ακολουθεί μια σύντομη αναφορά των κυριότερων ερευνητικών προσπαθειών που υπο-

στηρίζουν τις δύο παραπάνω απόψεις. 

 

 

Α.5.2.1. Μονοκυτταρική προέλευση σωματικών εμβρύων 

 

Οι αρχικές και παρωχημένες, πλέον, ερευνητικές προσπάθειες υποδεικνύουν την μονοκυτ-

ταρική προέλευση των σωματικών εμβρύων. Η συγκεκριμένη παραδοχή στηρίχτηκε στην αντιμε-

τώπιση του γονιμοποιημένου ωαρίου στην ωοθήκη του υπέρου, ως ελεύθερου κυττάρου (Stew-

ard et al. 1970). Περιορισμένα είναι τα πειραματικά δεδομένα από μελέτες εμβρυοειδών που 

ξεκινούν από ελεύθερα-επιπλέοντα μεμονωμένα κύτταρα και υποστηρίζουν αυτήν την άποψη: 

1. Οι Steward et al. (1967) κατέγραψαν την ύπαρξη ελεύθερων τόσο σφαιρικών και πιο 

εξελιγμένων μορφογενετικά σωματικών εμβρύων όσο και διπλών κυττάρων ή συσ-

σωματωμάτων λίγων κυττάρων, που πιθανώς ήταν πρόδρομα των σφαιρικών εμ-
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βρύων σε ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota). 

 Τα πολύ νεαρά ζυγωτικά έμβρυα του καρότου αποτελούνται από μικρά κύτταρα, με 

πυκνό κυτταρόπλασμα και πλούσια αποθέματα αμύλου, ενώ αντίθετα τα κύτταρα 

των συσσωματωμάτων ήταν ώριμα και έντονα χυμοτοπιασμένα. 

2. Οι Bãcks-Hüsemann et al. (1970) ανακοίνωσαν τη δημιουργία σωματικών εμβρύων 

από μεμονωμένα κύτταρα καρότου μέσα σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα τα οποία δεν 

διαφοροποιούνταν άμεσα σε σωματικά έμβρυα, αλλά πρώτα διαιρούνταν για να δη-

μιουργήσουν συσσωμάτωμα κυττάρων. Από αυτό το μητρικό συσσωμάτωμα δια-

μορφώνονταν ένα ή περισσότερα εμβρυοειδή. Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης στο 

εμβρυογενετικό συσσωμάτωμα, τα κύτταρα συρρικνώνονταν και αποκτούσαν πλού-

σιο κυτταρόπλασμα.  

 

 

Α.5.2.2. Πολυκυτταρική προέλευση σωματικών εμβρύων 

 

Η πλειοψηφία των δημοσιεύσεων, παλαιότερων και νεότερων, συγκλίνουν στην άποψη ότι 

τα εμβρυοειδή των υγρών ιστοκαλλιεργειών προέρχονται από χαρακτηριστικά κυτταρικά συσ-

σωματώματα (εμβρυογενετικά συσσωματώματα) και όχι άμεσα από ελεύθερα μεμονωμένα ε-

πιπλέοντα κύτταρα. 

Τα εμβρυοειδή προέρχονται από μεμονωμένα κύτταρα, που βρίσκονται μέσα στο συσσω-

μάτωμα, ακολουθώντας μια διαδικασία ανάλογη της ζυγωτικής εμβρυογένεσης. Η εμφάνιση 

σωματικών εμβρύων με μια ή περισσότερες κοτυληδόνες ή άλλες δυσμορφίες δεν επηρεάζει την 

άποψη της πολυκυτταρικής προέλευσης των σωματικών εμβρύων. 

Οι σημαντικότερες εργασίες που υποστηρίζουν την παραπάνω άποψη είναι: 

1. Ο Halperin (1966 και 1967) πρότεινε ότι τα εμβρυοειδή προέρχονται από: 

α)    Επιφανειακά κύτταρα κυτταρικών συσσωματωμάτων τα οποία τα χαρακτήρισαν 

«προεμβρυογενετικές μάζες» ή «εμβρυϊκά συσσωματώματα». 

β)  Κύτταρα βυθισμένα μέσα στους ιστούς. Είναι κύτταρα μικρά, πλούσια σε κυτ-

ταρόπλασμα, με έντονο κυτταρικό πολλαπλασιασμό και κατάτμηση λόγω της 

αύξησης του κυτταρικού μεγέθους και της απομόνωσής τους στο εσωτερικό 

των συσσωματωμάτων. 

Τα σωματικά κύτταρα που τελικά θα αποτελέσουν τα μητρικά των νέων φυτών, παί-

ζουν το ρόλο ενός “αφυλετικού σποριόφυτου” ή των κονιδίων των μυκήτων ή των 



Εισαγωγή 

 - 20 - 

απλανοσπορίων των φυκών. Η πιο πρόσφατη υπόθεση υποστηρίζει ότι ισχύει κάτι 

ανάλογο με τη διαδικασία απόκτησης ολοδυναμίας in vivo, η οποία συνδέεται με τη 

μειωτική διαίρεση, καθώς ένα είδος ψευδομείωσης έχει καταγραφεί και in vitro. 

Αρχικά τα μητρικά κύτταρα των προεμβρυοειδών διαιρούνται εγκάρσια, ακολουθεί 

κάθετη διαίρεση του ακραίου κυττάρου ή και εγκάρσια διαίρεση του κυττάρου της 

βάσης, οπότε προκύπτει ένα άθροισμα τριών κυττάρων. Τα θυγατρικά κύτταρα του 

ακραίου κυττάρου δημιουργούν το πρώιμο σφαιρικό εμβρυοειδές, ενώ από το κύτ-

ταρο της βάσης προκύπτει ο αναρτήρας που αποτελείται από οκτώ περίπου κύτταρα. 

Τα προκύπτοντα εμβρυοειδή απελευθερώνονται και ανεξαρτητοποιούνται, όχι πριν 

το σφαιρικό στάδιο, αλλά συνήθως στο καρδιόσχημο ή στο στάδιο της τορπίλης. 

Το παραπάνω μοντέλο σωματικής εμβρυογένεσης έχει διαφορές από τη ζυγωτική 

εμβρυογένεση του καρότου (Daucus carota), καθώς τα δύο αρχικά κύτταρα (ακραίο 

και βασικό) υφίστανται εγκάρσιες διαιρέσεις, προκύπτουν τέσσερα κύτταρα και αυ-

τά στη συνέχεια μετασχηματίζονται σε οκτώ κύτταρα. 

2. Σε ανάλογα αποτελέσματα κατέληξαν και οι Smith et al. (1974) σε υγρές καλλιέργειες 

καρότου (Daucus carota) τόσο σε θρεπτικό μέσο με 2,4-D όσο και χωρίς 2,4-D: 

Α)  Στο θρεπτικό μέσο με 2,4-D πραγματοποίησαν χρώση και τομές στα εμβρυογε-

νετικά συσσωματώματα και διαπίστωσαν ότι συνίστανται από τέσσερις κυττα-

ρικούς τύπους: 

 Μεγάλα κύτταρα χωρίς αμυλοκόκκους και μη ξεκάθαρης προέλευσης τα 

οποία, πιθανώς, εμπλέκονται στη διαμερισματοποίηση. 

 Κεντρικά κύτταρα ενδιάμεσου μεγέθους με μικρούς αμυλόκοκκους, με-

γάλο κεντρικό χυμοτόπιο, μικρό και συμπαγή πυρήνα, αχνό πυρηνίσκο 

και ένα σχετικά παχύ κυτταρικό τοίχωμα. 

 Επιφανειακή κυτταρική στρώση 3-6 σειρών. Τα κύτταρα διαθέτουν πυ-

κνό κυτταρόπλασμα, κεντρικό μεγάλο και αχνό πυρήνα, με έναν έντονα 

χρωματισμένο πυρηνίσκο που περιβάλλεται από ένα συσσωμάτωμα μι-

κρών χυμοτοπίων. Περιέχουν περισσότερο RNA από τα υπόλοιπα κύττα-

ρα και εκδηλώνουν υψηλή αφυδρογονωτική δράση. 

 Μικρότερα κύτταρα με μεγάλους αμυλόκοκκους. 

Β)  Στο θρεπτικό υπόστρωμα που δεν περιέχει 2,4-D, η σωματική εμβρυογένεση 

εκδηλώνεται στα επιφανειακά κύτταρα. Με την εμφάνιση των πρώτων εμ-

βρυοειδών αυξάνονται τα μεγάλα χυμοτοπιασμένα κύτταρα των εξωτερικών 
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στρώσεων τα οποία, πιθανώς, όταν σπάζουν προκαλούν την απελευθέρωση 

των εμβρυοειδών, αν και τα εμβρυοειδή είναι δυνατό να παραμείνουν πάνω 

στο συσσωμάτωμα. Η τύχη των κεντρικών κυττάρων στο μέσο χωρίς αυξίνη ή-

ταν ασαφής, αλλά πιθανολογείται ότι μεγεθύνονται και απελευθερώνονται στο 

θρεπτικό υπόστρωμα. 

 Οι παραπάνω μελέτες επιβεβαίωσαν από ποιες κυτταρικές στρώσεις, αλλά όχι 

από ποια συγκεκριμένα μεμονωμένα κύτταρα ξεκινάει η διαφοροποίηση σω-

ματικών εμβρύων, ενδεχομένως, λόγω αδυναμίας των χρησιμοποιηθέντων τε-

χνικών χρώσεων. Αν και όλα τα επιφανειακά κύτταρα είναι ισοδύναμα, όταν 

είναι μεμονωμένα μετασχηματίζονται σε σωματικά έμβρυα και αναστέλλουν 

τη σωματική εμβρυογένεση στα όμορα κύτταρά τους (π.χ. λόγω απώλειας α-

μύλου, απορρόφησης νερού, κυτταρικής επέκτασης κ.ά.), με αποτέλεσμα να 

προκύπτουν τα άδεια χυμοτοπιασμένα κύτταρα που παρατηρούνται ανάμεσα 

στα αναπτυσσόμενα εμβρυοειδή. 

3. Οι Nomura et al. (1985a) από υγρές ιστοκαλλιέργειες υποκοτυλίων καρότου (Daucus 

carota), τα οποία προέρχονταν από φυτάρια, απομόνωσαν τρεις διακριτούς κυτταρι-

κούς τύπους: 

➢ Σφαιρικά κύτταρα διαμέτρου 12 μm που διαφοροποιούνται σε σωματικά έμ-

βρυα σε ποσοστό 90,0%. 

➢ Οβάλ κύτταρα που μετασχηματίζονται σε σωματικά έμβρυα σε ποσοστό 10,0%. 

➢ Επιμηκυσμένα κύτταρα που δεν διαφοροποιούνται σε σωματικά έμβρυα σε 

καμία καλλιεργητική συνθήκη. 

Στη συγκεκριμένη μελέτη η διαφοροποίηση των σωματικών εμβρύων από μεμονω-

μένα κύτταρα πραγματοποιείται σε δύο φάσεις: 

α.  Στην πρώτη φάση μεμονωμένα κύτταρα εξελίσσονται σε εμβρυογενετικά κυτ-

ταρικά συσσωματώματα που αποτελούνται από μικρά, συμπαγή, ευδιάκριτα 

και εύκολα αποσπώμενα κύτταρα από τους γειτονικούς τους ιστούς, μετά από 

παροχή αυξίνης. Τα μητρικά κύτταρα των σωματικών εμβρύων αναγνωρίζονται 

εύκολα, καθώς χαρακτηρίζονται από πυκνό κυτταρόπλασμα, φτωχή χυμοτοπί-

αση και είναι ισοδύναμα με τον νεαρό ζυγώτη. 

β.     Στη δεύτερη φάση τα εμβρυογενετικά κυτταρικά συσσωματώματα μετατρέπο-

νται σε σωματικά έμβρυα σε θρεπτικό υπόστρωμα που δεν περιέχει φυτοαυ-

ξητικούς παράγοντες. 
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4. Η προέλευση των σωματικών κυττάρων μελετήθηκε και από τους Michaux-Ferrière 

et al. (1992) σε λεπτές τομές ανώριμων σπερμάτων από ιστοκαλλιέργειες καουτσου-

κόδεντρου (Hevea brasiliensis). Τα κύτταρα του κάλλου που προέκυπτε ήταν παρεγ-

χυματικά, πλούσια σε πολυφαινόλες και διακρίνονταν σε δύο τύπους με υψηλό εμ-

βρυογενετικό δυναμικό: 

➢ Κύτταρα υψηλής πυρηνοπλασματικής αναλογίας και με έντονα τα χαρακτηρι-

στικά εμβρυογενετικών κυττάρων (μεμονωμένα, έντονα βασεόφιλο πυρηνίσκο 

και πλούσια αποθέματα αμύλου). 

 Συνήθως εντοπίζονταν στην επιφάνεια του κάλλου, απομονώνονταν σταδιακά 

το ένα από το άλλο και προσέδιδαν, τελικά, στον κάλλο χαλαρή εμφάνιση. Με-

ρικά διαιρούνταν και διαφοροποιούνταν σε μικρά εκφυλισμένα προέμβρυα, 

είτε λόγω πρώιμης διαφοροποίησης, είτε λόγω ενεργοποίησης φαινολικών συ-

στατικών. Στους κάλλους μεγάλης ηλικίας τα προέμβρυα πολυκυτταρικής προ-

έλευσης δεν ήταν ορατά πλέον. 

➢ Κύτταρα υψηλής μεριστωματικότητας στην περιφέρεια του κάλλου που διαι-

ρούνταν έντονα και διέθεταν κυτταρόπλασμα με πλούσιο, πρωτεϊνικό περιε-

χόμενο. Από τα συγκεκριμένα κύτταρα προέκυπταν συμπαγείς μάζες από δύο 

ή τρεις σειρές διαφοροποιημένων κυττάρων και πλούσιων σε άμυλο και στη 

συνέχεια, στους λοβούς των κάλλων, περιφερειακές κυτταρικές στρώσεις με 

παρεγχυματική δομή. Εξαιτίας της διαφοροποίησης των περιφερειακών στρώ-

σεων οι συμπαγείς δομές εμφανίζονταν απομονωμένες. 

Με τη δεύτερη ανακαλλιέργεια η έντονη μεταβολική και μιτωτική δραστηριό-

τητα των συμπαγών μεριστωματικών λοβών κατέληγε στη διόγκωση και στο 

διαχωρισμό των κυττάρων στο εσωτερικό του κάλλου. Τα επιδερμικά κυτταρι-

κά στρώματα αποκόπτονταν και οι μεριστωματικοί λοβοί δημιουργούσαν μια 

επιδερμίδα που ήταν το πρώτο σημάδι διαφοροποίησης προεμβρύων, οπότε 

και εμφανίζονταν προαγγειώδεις δεσμίδες και κοτυληδόνες, δηλαδή σφαιρικά 

προέμβρυα πολυκυτταρικής προέλευσης, χωρίς αποθέματα αμύλου ή πρωτεϊ-

νών.  

Μετά την τρίτη ανακαλλιέργεια εμφανίζονταν καλά επιδερμοποιημένες εμ-

βρυογενετικές μάζες που περιείχαν προκαμβιακές δεσμίδες και αποθέματα 

αμύλου και ξεκινούσε η διαμόρφωση των κοτυληδόνων. Στο τέλος της τρίτης 

ανακαλλιέργειας διαμορφωνόταν το μερίστωμα της ρίζας, αλλά έλειπε το α-
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κραίο βλαστητικό μερίστωμα, γι’ αυτό και οι μονοπολικές δομές δε βλάσται-

ναν, αλλά μετατρέπονταν σε ανώριμα έμβρυα. 

Οι ανακαλλιέργειες πραγματοποιούνταν κάθε 25 μέρες σε θρεπτικά μέσα που 

διέφεραν στη συγκέντρωση AgNO3, σακχαρόζης και φυτοαυξητικών ουσιών. 

Είναι πιθανό οι συγκεκριμένες συνθήκες καλλιέργειας να ευνοούσαν την πολυ-

κυτταρική προέλευση των σωματικών εμβρύων. Ανάλογα ήταν τα πειραματικά 

αποτελέσματα σε κάλλους από φοίνικα (Phoenix dactylifera) και στις πρώτες 

εργασίες με καρότο (Daucus carota) (Bãcks-Hüsemann et al. 1970). 

 

 

Α.6. ΣΤΑΔΙΑ ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ ΚΑΡΟΤΟΥ (Daucus carota) 

 

Αν και έχουν δημοσιευτεί πληθώρα εργασιών που αναφέρονται σε εμβρυογενετκές καλ-

λιέργειες διαφόρων φυτικών ειδών, οι αρχικές περιγραφές της σωματικής εμβρυογένεσης σε 

στερεές και υγρές ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota), εξακολουθούν να παραμένουν μέ-

χρι σήμερα το καλύτερο πειραματικό σύστημα για τη μελέτη και περιγραφή της σωματικής εμ-

βρυογένεσης.  

Τα κυριότερα στάδια εκδήλωσης του εμβρυογενετικού φυτικού προγράμματος είναι τα 

ακόλουθα: 

• Επαγωγή και επιλογή εμβρυογενετικών κυττάρων. 

• Μετατροπή των επιλεγμένων κυττάρων σε προεμβρυϊκές μάζες. 

• Διπολική διαφοροποίηση, δηλαδή παραγωγή κοτυληδόνων και μεριστωμάτων βλα-

στού και ρίζας. 

• Ωρίμανση σωματικών εμβρύων. 

• Φύτρωση σωματικών εμβρύων. 

• Μετατροπή σωματικών εμβρύων σε φυτάρια. 

• Μεταφορά των φυταρίων στο χώμα. 

Σε κάθε μορφογενετικό στάδιο υπάρχουν περιορισμοί και απώλειες που μειώνουν το δυ-

νητικό τελικό αριθμό των in vitro αναγεννώμενων φυτών.  

Η διαδικασία της σωματικής εμβρυογένεσης αποτελείται από δύο διαδοχικές φάσεις: 

i) Την επαγωγική φάση. 

ii) Την αναπτυξιακή φάση ή φάση έκφρασης του εμβρυογενετικού δυναμικού. 

Η επαγωγική φάση απαιτεί αυξίνη και στη διάρκειά της τα κύτταρα αποδιαφοροποιούνται, 
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πολλαπλασιάζονται σαν ανοργάνωτα συσσωματώματα και εγκαθίσταται η εμβρυογενετική τους 

μοίρα. 

Το πρώτο αναγνωρίσιμο μορφογενετικό βήμα είναι το σφαιρικό στάδιο. Το στάδιο αυτό 

αντανακλά μια ισοδιαμετρική αύξηση μέσω μη προσανατολισμένων διαιρέσεων. Τα σφαιρικά 

έμβρυα προκύπτουν από τα μικρά κυτταρικά συσσωματώματα που επιλέγονται με διήθηση της 

υγρής καλλιέργειας στο τέλος της 1ης εβδομάδας της καλλιέργειας και μεταφέρονται σε θρεπτικό 

μέσο χωρίς αυξίνη. Τα σφαιρικά έμβρυα των υγρών καλλιεργειών είναι αντίστοιχα με τα σφαιρι-

κά προέμβρυα που προέρχονται από κάλλους, αλλά το πρωτόδερμά τους δεν είναι τόσο διακρι-

τό, αφού στις υγρές ιστοκαλλιέργειες υπάρχει τάση απόρριψης της εξωτερικής στρώσης και τα 

κύτταρα στην εξωτερική περιοχή εμφανίζουν πρώιμη χυμοτοπίαση (ενδείξεις πρώιμης φύτρωσης 

του σπέρματος). Η δημιουργία προεμβρύου επηρεάζεται ελάχιστα από το φως, το σκοτάδι ή το 

ωσμωτικό δυναμικό του θρεπτικού υποστρώματος. Σε μερικές περιπτώσεις μια διαφοροποίηση 

που μοιάζει με αναρτήρα εμφανίζεται, αν και είναι πιο συχνή σε στερεό θρεπτικό μέσο, καθώς 

σε υγρό αναστέλλεται από την έντονη ανακίνηση.  

Μετά από 2 ή 3 ημέρες πραγματοποιείται ισοδιαμετρική αύξηση και το σφαιρικό στάδιο 

μεταπίπτει στο επίμηκες στάδιο το οποίο σηματοδοτεί τη μετάβαση από την ισοδιαμετρική στη 

δίπολη συμμετρία και τη διαφοροποίηση των καρδιόσχημων εμβρύων. Πιθανώς η συγκεκριμένη 

μετάβαση οφείλεται στην παρουσία δίπλευρης διαβάθμισης στον εμβρυϊκό σάκο που μπορεί να 

είναι συνέπεια της δράσης ενδογενών παραγόντων. Η δημιουργία καρδιόσχημων εμβρύων χα-

ρακτηρίζεται από τη δημιουργία των δύο κοτυληδόνων (η δημιουργία τους προκαλεί την αλλαγή 

στη συμμετρία από ακτινωτή σε δίπλευρη), την επιμήκυνση του υποκοτυλίου και την επαγωγή 

του ριζικού πόλου.  

Στο τελικό εμβρυϊκό στάδιο, δηλαδή της τορπίλης, το έμβρυο διαθέτει κυλινδρικό σχήμα 

σαν αποτέλεσμα της πλευρικής επέκτασης και της επιμήκυνσης των κοτυληδόνων. Αν και η ανά-

πτυξη των κοτυληδόνων είναι αργή, οι δυσμορφίες των σωματικών εμβρύων είναι συχνές, καθώς 

η συμμετρία μεταπίπτει από ακτινωτή σε δίπλευρη.  

Η ολοκλήρωση του μορφογενετικού μηχανισμού περιλαμβάνει την εξέλιξη της τορπίλης 

(σε συνθήκες έντονου φωτισμού και χαμηλού ωσμωτικού δυναμικού) σε ώριμο φυτάριο, πλού-

σιο σε αποταμιευτικά υλικά, 2,5-3 εβδομάδες μετά την αρχική επαγωγή. Στο στάδιο αυτό δεν 

απαιτείται η εξωγενής παροχή φυτοαυξητικών παραγόντων. Τα φυτάρια συνίστανται από πράσι-

νες κοτυληδόνες, επιμηκυμένα υποκοτύλια και αναπτυγμένα ριζίδια που φέρουν καθαρά διαφο-

ροποιημένα ριζικά τριχίδια. Τα φυτάρια έχουν τη δυνατότητα να συνεχίσουν να αυξάνονται στο 

υγρό μέσο ή μπορούν να μεταφυτευτούν σε στερεό μέσο με τελικό αποτέλεσμα την αναγέννηση 
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νέων φυτών.   

 

 

Α.7. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ  

 

Όταν ξεπεραστούν τα προβλήματα της επαγωγής σωματικών εμβρύων, in vitro, το δεύτερο 

και καθοριστικό βήμα είναι η μετατροπή των διαφοροποιημένων πλέον σωματικών εμβρύων σε 

ώριμα φυτάρια, η επιτυχής εγκατάστασή τους στο θερμοκήπιο και η περαιτέρω καλλιέργεια και 

ανάπτυξή τους στον αγρό. Οι δυσκολίες εφαρμογής του δεύτερου αυτού βήματος το καθιστούν 

έναν περιοριστικό παράγοντα για την εφαρμογή της σωματικής εμβρυογένεσης, ως γενικευμένης 

μεθόδου φυτικής αναγέννησης in vitro. 

Η κύρια και πρωταρχική προϋπόθεση για να φυτρώσουν τα σωματικά έμβρυα είναι να έ-

χουν λειτουργικά μεριστώματα βλαστού και ρίζας. Τόσο σε ζυγωτικά όσο και σε σωματικά έμ-

βρυα έχει καταγραφεί περιορισμένη μεριστωματική ενεργότητα στο ακραίο μερίστωμα του βλα-

στού, με αποτέλεσμα να παραμένει ληθαργικό. 

Ποικίλοι πειραματικοί χειρισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί για την προώθηση της φύτρωσης 

και της φυσιολογικής εξέλιξης των σωματικών εμβρύων σε πλήρη φυτά. Οι κυριότεροι είναι οι 

ακόλουθοι: 

1. Η συνδυασμένη εφαρμογή ΒΑ και ψύχους συνεισφέρει στην εν μέρει υπερπήδηση 

του μεριστωματικού λήθαργου και προωθεί την αύξηση του βλαστού, χωρίς να επη-

ρεάζει τη διαφοροποίηση των ριζών. Ειδικότερα το ΒΑ είναι γνωστό ότι αυξάνει την 

ενεργότητα των φωτοσυνθετικών ενζύμων και ενεργοποιεί τη χλωροφυλλική σύνθε-

ση, με άμεσο αποτέλεσμα την αύξηση της φυλλικής επιφάνειας του φυτού και έμμε-

σο την προώθηση της φύτρωσης των σωματικών εμβρύων. 

2.  Η επαγωγή σωματικών εμβρύων από σωματικά κύτταρα απαιτεί στα αρχικά στάδια 

της ιστοκαλλιέργειας υψηλή συγκέντρωση αυξίνης. Όταν τα σωματικά έμβρυα μετα-

φέρονται στο θρεπτικό μέσο που δεν περιέχει αυξίνη, πιθανώς απελευθερώνουν την 

αυξίνη που απορρόφησαν και αποθήκευσαν στα κύτταρά τους κατά την παραμονή 

τους στο αρχικό θρεπτικό μέσο και η οποία αποτελεί ανασταλτικό παράγοντα για την 

περαιτέρω ωρίμανση και φύτρωσή τους. Ο ενεργός άνθρακας έχει χρησιμοποιηθεί 

για τον περιορισμό της ανασταλτικής δράσης της εκλυόμενης αυξίνης, δεδομένου ότι 

απορροφά αρωματικά συστατικά που αποβάλλονται στο καλλιεργητικό μέσο και 

δρουν σαν αναστολείς της ανάπτυξης. 
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3.  Ο έλεγχος της αφυδάτωσης των ανώριμων σωματικών εμβρύων συνιστά καθοριστική 

προϋπόθεση για τη βελτίωση της φυτρωτικότητας και της μετατροπής τους σε νεαρά 

φυτάρια σε ιστοκαλλιέργειες σόγιας (Glycine max) (Buchheim et al. 1989). Έχει προ-

ταθεί ότι μεταξύ πρώιμης και ώριμης εμβρυϊκής περιόδου είναι απαραίτητη η πα-

ρεμβολή μιας φάσης αφυδάτωσης, είτε σταδιακής είτε γρήγορης, αν και η πρώτη εί-

ναι πιο αποτελεσματική για την ανάπτυξη ώριμων φυτών. Η σταδιακή αφυδάτωση, 

σε αντίθεση με τη γρήγορη ή και την πλήρη απουσία αφυδάτωσης, πιθανώς, επιτρέ-

πει την ενεργοποίηση αμύλου και πρωτεϊνικών αποταμιευτικών υλικών που απαι-

τούνται για την ωρίμανση και εξέλιξη των ανώριμων σωματικών εμβρύων. 

Η μεταφορά των νεαρών φυταρίων στο χώμα γίνεται συνήθως σε μίγμα βερμικουλίτη-

περλίτη, όπου παραμένουν καλυμμένα με μεμβράνη πολυαιθυλενίου, προκειμένου: 

α. Να μην παρεμποδίζεται η ελεύθερη ανταλλαγή των αερίων.  

β.  Να επικρατούν συνθήκες υψηλής υγρασίας. Είναι γνωστό ότι τα φυτάρια, που μεγα-

λώνουν in vitro (100,0% υγρασία), δείχνουν μειωμένη ανάπτυξη κυτταρικών τοιχω-

μάτων και μη φυσιολογική στοματική λειτουργία, με αποτέλεσμα, όταν μεταφέρο-

νται στο χώμα να έχουν μεγάλες υδατικές απώλειες. Αν στο στάδιο αυτό δεν προστα-

τευτούν από τις απώλειες του διαπνεόμενου νερού, καθώς οι ρίζες και τα φύλλα α-

ναπτύσσονται με έντονους αυξητικούς ρυθμούς, τα φυτάρια νεκρώνονται. 

γ.  Να δέχονται την απαραίτητη ένταση φωτεινής ενέργειας. Η παροχή της φωτεινής ε-

νέργειας γίνεται σταδιακά (ξεκινά από 20,0% και καταλήγει στον πλήρη φωτισμό), 

ώστε τα φυτά να γίνουν σκληρότερα και με έντονο πράσινο χρώμα. 

 

 

Α.8. ΕΙΔΗ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Η σωματική εμβρυογένεση διακρίνεται σε άμεση και έμμεση. Οι έννοιες άμεση και έμμεση 

σωματική εμβρυογένεση αφορούν την επιγενετική κατάσταση και τη φυσιολογία των κυττάρων 

των εκφύτων τα οποία θα διαφοροποιηθούν σε σωματικά έμβρυα τη στιγμή του εμβολιασμού. 

Η “αμεσότητα” ή μη της σωματικής εμβρυογένεσης προσδιορίζεται από τη φυσιολογική ή / 

και τη γονιδιακή «απόσταση» των κυττάρων των εκφύτων από την εμβρυϊκή κατάσταση. Είναι 

γενικά αποδεκτό ότι από την στιγμή που επάγεται η σωματική εμβρυογένεση, δεν υπάρχουν ου-

σιαστικές διαφορές μεταξύ άμεσης και έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης. 

Οι Sharp et al. (1980) και Evans et al. (1981) μελέτησαν το μηχανισμό, αλλά και τα κύτταρα 
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που μπορούν να εκδηλώσουν το φαινόμενο της σωματικής εμβρυογένεσης και τα ταξινόμησαν 

σε δύο κατηγορίες: 

1. Τα προεμβρυϊκά προκαθορισμένα κύτταρα (‘pre-embryogenic’ determined cells). 

 Τα κύτταρα αυτά είναι επιγενετικά εμβρυϊκά (π.χ. κύτταρα ζυγωτικού εμβρύου), δη-

λαδή ήδη τη στιγμή της απομόνωσής τους από το μητρικό ιστό και του εμβολιασμού 

τους, στο κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωμα, περιέχουν το μήνυμα για την εκδήλωση 

των μορφογενετικών σταδίων της εμβρυογένεσης. Το μήνυμα αυτό το διατηρούν σε 

όλη τη διάρκεια της ιστοκαλλιέργειας και δημιουργούν καλλιέργειες που περιέχουν 

σφαιρικά προέμβρυα ή προεμβρυϊκές μάζες. 

 Τα κύτταρα της συγκεκριμένης κατηγορίας είναι προγραμματισμένα για εμβρυϊκή 

διαφοροποίηση, χωρίς την παρεμβολή καλλογένεσης και γι΄ αυτό το φαινόμενο χα-

ρακτηρίζεται άμεση σωματική εμβρυογένεση. Η άμεση σωματική εμβρυογένεση εί-

ναι σπάνιο φαινόμενο και έχει περιγραφεί σε λίγα φυτικά είδη, όπως στο σέλινο 

(Ranunculus sceleratus), στο καρότο (Daucus carota) κ.ά.. 

Οι Maheswaran et al. (1985 & 1987) πρότειναν ότι το πρώτο σήμα για την επαγωγή 

άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης είναι η μετάβαση από την κανονική αντικλινή 

διαίρεση στην ακανόνιστη περικλινή και πλάγια διαίρεση των επιδερμικών κυττά-

ρων, αν και ανάλογες διαιρέσεις έχουν καταγραφεί και κατά την έμμεση. Οι καλλιερ-

γητικές και φυσιολογικές συνθήκες που απαιτούνται για την εκδήλωση του συγκε-

κριμένου φαινομένου είναι: 

i) Ειδικά προκαθορισμένη εμβρυϊκή γενετική κατάσταση των κυττάρων την οποία 

ήδη διαθέτουν, ενώ βρίσκονται μέσα στα όρια του μητρικού ιστού. 

ii) Απώλεια ελέγχου της φυσιολογικής διακυτταρικής επικοινωνίας των ιστών και 

εμφάνιση πολικότητας για τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

iii) Κατάλληλα θρεπτικά συστατικά του τεχνητού υποστρώματος (π.χ. σακχαρόζη, 

φυτοαυξητικές ουσίες κ.λ.π.) τα οποία εξασκούν κυρίως μια ποσοτική, μη απο-

τρεπτική επίδραση, παρά ένα εναρκτήριο μήνυμα διαφοροποίησης. 

Οι παραπάνω παράγοντες είναι πιθανό να μεσολαβούν στη φυσιολογική διακυτταρι-

κή επικοινωνία των ιστών και / ή να συμμετέχουν στην επαγωγή της μιτωτικής δρα-

στηριότητας στις περιπτώσεις που η προηγούμενη επικοινωνία έχει εξασθενήσει. Η 

παρουσία ενός συνεχούς ερεθίσματος για μιτωτική διαίρεση σε κύτταρα που είναι 

σχετικά αποδιαφοροποιημένα και προκαθορισμένα για εμβρυογένεση, μπορεί να τα 

αποδεσμεύει από το μορφογενετικό έλεγχο των παρακείμενων κυττάρων και ειδικό-
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τερα του μητρικού ζυγωτικού εμβρυϊκού άξονα. Η απεμπλοκή των κυττάρων από τη 

μητρική μορφογενετική εξάρτηση είναι απαραίτητη προϋπόθεση για την επακόλου-

θη κυτταροδιαίρεση, την αποφυγή παραγωγής ανοργάνωτου κάλλου, την έναρξη ε-

νός ανεξάρτητου εμβρυογενετικού μονοπατιού και την τελική παραγωγή αυτοτελών 

σωματικών εμβρυοειδών. 

Η άμεση σωματική εμβρυογένεση, όταν εκδηλώνεται απουσία εξωγενούς αυξίνης, 

χαρακτηρίζεται από μια μικρής διάρκειας αναπτυξιακή περίοδο, από τη στιγμή της 

επαγωγής των κοτυληδόνων και μέχρι την έναρξη της ωρίμανσης του σπέρματος. 

Αποτελεί, δυνητικά, ένα μέσο μαζικής παραγωγής φυταρίων, χωρίς να προαπαιτείται 

εκτεταμένη κυτταρική αποδιαφοροποίηση, ακόμα και μετά από μακροχρόνια παρα-

μονή και διαδοχικές ανακαλλιέργειες των φυτικών ιστών in vitro. 

2.        Τα επαχθέντα εμβρυογενετικά προκαθορισμένα κύτταρα (induced embryogenic de-

termined cells). Τα συγκεκριμένα κύτταρα είναι “εν δυνάμει” εμβρυϊκά, δηλαδή α-

παιτείται μια ριζική επιγενετική ενεργοποίηση (epigenetic switch), κυρίως σε γονι-

διακό επίπεδο, της δυνατότητάς τους να εκδηλώσουν το φαινόμενο της σωματικής 

εμβρυογένεσης. 

 Αρχικά επάγεται η δημιουργία κάλλου και στη συνέχεια μερικά κύτταρά του λαμβά-

νουν το μήνυμα για διαφοροποίηση σε σωματικά έμβρυα, οπότε γίνονται λειτουργι-

κά ισοδύναμα με τα κύτταρα της πρώτης κατηγορίας. Πραγματοποιούν αναπτυξιακά 

στάδια, ανάλογα των προεμβρυϊκών προκαθορισμένων κυττάρων, καθώς απαιτείται 

η παρεμβολή καλλογένεσης, προκειμένου να ενεργοποιηθεί το εμβρυϊκό δυναμικό 

τους. Το φαινόμενο αυτό χαρακτηρίζεται έμμεση σωματική εμβρυογένεση. 

Τμήματα ώριμων φυτών ή ζυγωτικών εμβρύων χρησιμοποιούνται σαν έκφυτα για 

την επαγωγή έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης, όταν είναι επιθυμητή η σωμακλω-

νική παραλλακτικότητα. Τα επιλεχθέντα έκφυτα εμβολιάζονται σε κατάλληλο θρε-

πτικό υπόστρωμα (συνήθως με υψηλή συγκέντρωση αυξίνης) και τα σωματικά τους 

κύτταρα πραγματοποιούν ανοργάνωτους, ασύγχρονους και μη εμβρυϊκούς μιτωτι-

κούς κύκλους οι οποίοι καταλήγουν στη δημιουργία κάλλου. Αρκετοί ερευνητές υπο-

στηρίζουν ότι ένα μικρό μόνο ποσοστό των κυττάρων του εκφύτου, είτε των επιφα-

νειακών στρωμάτων είτε αυτών που βρίσκονται σε φυσική επαφή με το θρεπτικό 

υπόστρωμα, συνεισφέρουν στη δημιουργία του κάλλου. Ο κάλλος είναι ετερογενής 

και αποτελείται από ποικίλους κυτταρικούς τύπους, μεταξύ των οποίων και τα κύτ-

ταρα που θα εξελιχθούν σε εμβρυϊκά και τα οποία μπορεί να είναι μεμονωμένα ή να 
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αποτελούν πολυκυτταρικές ομάδες. Ο μη εμβρυογενετικός κάλλος (χαλαρός, εύθρυ-

πτος με συσσωματώματα μικρών και πλούσιων σε κυτταρόπλασμα κυττάρων) πα-

ρεμβάλλεται μεταξύ του εμβρυογενετικού συμπαγούς ιστού των εκφύτων μέχρι την 

εμφάνιση των πρώτων αναγνωρίσιμων εμβρυϊκών δομών (Roberts 1991). 

Όταν ο κάλλος μεταφερθεί σε θρεπτικό μέσο που περιέχει χαμηλή συγκέντρωση ή 

και καθόλου αυξίνη, τα επαχθέντα προέμβρυα εξελίσσονται σε δίπολα έμβρυα μέσω 

μιας μη συγχρονισμένης πορείας και αν οι καλλιεργητικές συνθήκες το επιτρέπουν 

φυτρώνουν και εξελίσσονται σε πλήρη νέα φυτάρια. 

Τόσο η άμεση όσο και η έμμεση σωματική εμβρυογένεση έχουν πλεονεκτήματα, αλ-

λά και περιορισμούς ανάλογα με τις εκάστοτε εφαρμογές τους. Είναι γνωστό ότι η 

φυτική αναγέννηση μέσω καλλογένεσης, όπως συμβαίνει στην έμμεση σωματική εμ-

βρυογένεση, συνδέεται συχνά με γενετικές και κυτταροπλασματικές παραλλαγές οι 

οποίες δεν είναι πάντα επιθυμητές γι’ αυτό και η άμεση σωματική εμβρυογένεση 

βρίσκει καλύτερες εφαρμογές στη βελτίωση των φυτικών ειδών (π.χ. δημητριακών). 

 

 

Α.9. ΔΕΥΤΕΡΟΓΕΝΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Έχουν καταγραφεί περιπτώσεις σωματικών εμβρύων που προέρχονται είτε από άμεση είτε 

από έμμεση σωματική εμβρυογένεση, τα οποία αντί να ωριμάσουν φυσιολογικά και να εξελι-

χθούν σε ολοκληρωμένα φυτάρια, δίνουν διαδοχικούς κύκλους νέων σωματικών εμβρύων. Τα 

νέα σωματικά έμβρυα προέρχονται, συνήθως, από διαφοροποίηση επιδερμικών κυττάρων κοτυ-

ληδόνων ή υποκοτυλίων ονομάζονται δευτερογενή έμβρυα και το φαινόμενο χαρακτηρίζεται 

δευτερογενής σωματική εμβρυογένεση. 

Για τη διαφοροποίηση δευτερογενών σωματικών εμβρύων τα έκφυτα εμβολιάζονται σε 

θρεπτικό μέσο με υψηλή συγκέντρωση αυξίνης και ανακαλλιεργούνται σε θρεπτικό μέσο που 

περιέχει την ίδια ή χαμηλότερη συγκέντρωση αυξίνης. 

Για την προέλευση των δευτερογενών σωματικών εμβρύων έχουν διατυπωθεί διάφορες 

απόψεις. Οι διαδοχικοί κύκλοι παραγωγής σωματικών εμβρύων είναι πιθανό, να εκδηλώνονται 

αυθόρμητα και να διατηρούνται λόγω της παρεμπόδισης της ολοκλήρωσης του αναπτυξιακού 

σταδίου της πρωτογενούς σωματικής εμβρυογένεσης, με αποτέλεσμα να μην μπορούν να εξελι-

χθούν σε φυτάρια και να επαναλαμβάνουν τον αέναο κύκλο παραγωγής νέων σωματικών εμ-

βρύων. 
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Η ελεγχόμενη επαγωγή και αναστολή των διαδοχικών κύκλων της δευτερογενούς σωματι-

κής εμβρυογένεσης προσφέρουν τη μοναδική δυνατότητα μαζικής παραγωγής σωματικών εμ-

βρύων και τελικά ώριμων φυταρίων για μεγάλο χρονικό διάστημα. Η αξία και οι πρακτικές ε-

φαρμογές της ελεγχόμενης, δευτερογενούς σωματικής εμβρυογένεσης μπορούν να συνοψιστούν 

στα παρακάτω: 

1.  Τα δευτερογενή σωματικά έμβρυα απομονώνονται εύκολα, χωρίς να καταστρέφεται 

ο μητρικός ιστός και αναπτύσσονται ραγδαία σε φυσιολογικά φυτάρια, όταν μετα-

φέρονται σε θρεπτικό μέσο που δεν περιέχει φυτοαυξητικές ουσίες. 

2.  Προσφέρει τη δυνατότητα γρήγορης φυτικής αναγέννησης από τις προεμβρυϊκές μά-

ζες με παρεμβολή ελάχιστης κυτταρικής αποσταθεροποίησης και αποδιαφοροποίη-

σης, αφού η πολυκυτταρική προέλευση των σωματικών εμβρύων εξασφαλίζει τη 

σωμακλωνική σταθερότητα. 

3.  Αποτελεί πρόσφορο γενετικό εργαλείο, βραχυπρόθεσμα για την παραγωγή τροπο-

ποιημένων γενετικά κυττάρων και μακροπρόθεσμα για την παραγωγή διαγονιδιακών 

φυτών. 

4.  Τέλος, προσφέρει τη δυνατότητα για παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών (in vitro) 

που απαντούν σε εμβρυϊκούς ιστούς, όπως λιπίδια και αποταμιευτικές πρωτεΐνες 

σπερμάτων. Η συγκεκριμένη εφαρμογή, όμως, δεν ενδείκνυται για εμπορική χρήση, 

δεδομένου ότι αποτελεί μια ιδιαίτερα δαπανηρή διαδικασία και εμπορικά μη βιώσι-

μη. 

 

 

Α.10. ΔΥΣΜΟΡΦΙΕΣ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ 

 

Σε αρκετές ιστοκαλλιέργειες αναπτύσσονται πληθυσμοί σωματικών εμβρύων που ωριμά-

ζουν ασύγχρονα, με αποτέλεσμα όλα τα μορφογενετικά στάδια να είναι ταυτόχρονα παρόντα σε 

όλη τη διάρκεια της ιστοκαλλιέργειας. Η μη συγχρονισμένη εμφάνιση των μορφογενετικών στα-

δίων της εμβρυογένεσης οδηγεί, εκτός των άλλων και στην εμφάνιση ανώμαλων σωματικών εμ-

βρύων με έντονες μορφολογικές δυσμορφίες. Τα δύσμορφα σωματικά έμβρυα που προκύπτουν 

ονομάζονται “neomorphs” ή “embryonic budding” και εμφανίζονται συνήθως σε θρεπτικό μέσο 

με υψηλές συγκεντρώσεις αυξίνης. 

Ο όρος “neomorphs” προτάθηκε για πρώτη φορά από τον Waris (1959 και 1962) για την 

περιγραφή ειδικών τύπων αυτοαναπαραγώμενων φυτών σε καλλιέργειες μάραθου (Oenanthe 
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aquatica) και μαϊντανού (Oenanthe lachenalii) που περιείχαν περίσσεια γλυκίνης και τα οποία 

συνέχιζαν να αναπαράγονται και όταν απομακρυνόταν το συγκεκριμένο αμινοξύ. 

Τα “neomorphs” παρομοιάζουν με φυτάρια, ανάλογα των καρδιόσχημων φυταρίων έχουν 

θαλλοειδή μορφή και διαθέτουν έναν νέο τύπο φύλλων ανάλογο, αλλά όχι ταυτόσημο, με των 

κοτυληδόνων. Οι κοτυληδόνες των “neomorphs” διαφέρουν από τις φυσιολογικές, καθώς η ικα-

νότητά τους για επιμήκυνση είναι μεγαλύτερη με αποτέλεσμα να αποκτούν ταινιοειδή μορφή.  

Η δυσλειτουργία των ανώμαλων σωματικών εμβρύων δεν επηρεάζει μόνο την φυσιολογική 

τους ωρίμανση και την ελλιπή ομοιομορφία των παραγόμενων κλώνων, αλλά ευθύνεται και για 

το μικρό ποσοστό φύτρωσής τους που αποτελεί καθοριστική προϋπόθεση για την επιτυχή φυτι-

κή αναγέννηση. 

Στα “neomorphs” καταγράφηκε αυξημένος αριθμός χρωμοσωμάτων, αν και είναι δύσκολο 

να διερευνηθεί, αν πρόκειται για πολυπλοειδία ή πολυσωμία. Η αστάθεια της ιστοκαλλιέργειας 

μπορεί να συνδέεται με τη μεταβλητότητα του χρωμοσωμικού αριθμού (Reinert et al. 1977). Η 

αυξημένη παρουσία χρωμοσωμάτων καταδεικνύει ότι ο πυρήνας άμεσα ή έμμεσα επηρεάζεται 

από την προσθήκη των αμινοξέων. 

Είναι πιθανό, οι δυσμορφίες των σωματικών εμβρύων να οφείλονται σε πυρηνικούς παρά-

γοντες, καθώς τα αμινοξέα και άλλοι παράγοντες του θρεπτικού μέσου (φως, θερμοκρασία, pH 

κ.ά.) έχουν μορφογενετικά αποτελέσματα σε διάφορα κυτταρικά οργανίδια. Η μορφογενετική 

τους δράση σχετίζεται, κυρίως με την επίδρασή τους στη σύνθεση ενζύμων μη φυσιολογικής σύ-

στασης και πρωτεϊνών. Ενδεικτικά αναφέρουμε ότι η σύνθεση χλωροφύλλης μειώνεται ή ανα-

στέλλεται πλήρως, ανάλογα με τη συγκέντρωση των αμινοξέων, του pH κ.ά. 

Τέλος, σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων από καουτσουκόδεντρο (Hevea brasiliensis) (Michaux–

Ferriere et al. 1992) καταγράφηκε η εμφάνιση μίας ή τριών, ασύντακτων ή ενωμένων και ασύγ-

χρονα αναπτυσσόμενων κοτυληδόνων.  

Οι παραπάνω δυσμορφίες, πιθανώς να σχετίζονται με την εμφάνιση προκαμβιακών δεσμί-

δων κάθετα στον επιμήκη άξονα του εκφύτου και ασύμμετρα κατανεμημένων μέσα στους ιστούς 

στα πολύ αρχικά αναπτυξιακά στάδια. Η πρώιμη ανάπτυξη προκαμβιακών δεσμίδων, ο προσα-

νατολισμός των δομών πολυκυτταρικής προέλευσης και η έλλειψη πολικότητας περιορίζουν την 

ομοιόμορφη διανομή των θρεπτικών συστατικών στα κύτταρα του εκφύτου. Η εμφάνιση του 

προαγγειώδους συστήματος στα σωματικά έμβρυα πολύ γρηγορότερα απ΄ ότι στα ζυγωτικά έμ-

βρυα, πιθανώς είναι μια προσπάθεια υποκατάστασης του ενδοσπερμίου το οποίο είναι επιφορ-

τισμένο με τη θρεπτική υποστήριξη του ζυγωτικού εμβρύου μέσα στο σπέρμα, αλλά δεν υπάρχει 

στα σωματικά έμβρυα. 
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Η ασύγχρονη ανάπτυξη των κοτυληδόνων κάνει πιο σπάνια την εμφάνιση καρδιόσχημων 

εμβρύων. Αντίθετα η ανάπτυξη του προαγγειώδους συστήματος σε μετέπειτα αναπτυξιακά στά-

δια προωθεί την πιο ομοιόμορφη κατανομή των αυξητικών παραγόντων και επιτρέπει την ανά-

πτυξη και της δεύτερης κοτυληδόνας. 

 

 

Α.11. ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Α.11.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΦΥΤΙΚΗ ΟΝΤΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Η αρχική περιγραφή της σωματικής εμβρυογένεσης σε κύτταρα καρότου (Daucus carota), 

50 περίπου χρόνια πριν, ήταν μόνο η αρχή της αναγνώρισής της σαν ένα σημαντικό μονοπάτι για 

φυτική αναπαραγωγή, αλλά και σαν ένα δυναμικό μοντέλο για τη βασική έρευνα και μελέτη της 

φυτικής εμβρυογένεσης.  

Αποτελεί ένα πολλά υποσχόμενο πειραματικό σύστημα-εργαλείο για τη μελέτη της κυττα-

ρικής διαφοροποίησης και ανάπτυξης, του γονιδιακού μετασχηματισμού φυτικών ειδών, της 

κλωνοποίησης γονιδίων, της έκφρασης και της πρόκλησης καταπόνησης και της μελέτης της φυ-

σιολογίας φυταρίων. Τυπικές γενετικές προσεγγίσεις που περιλαμβάνουν μεταλλαξιογένεση, 

χαρακτηρισμό των μεταλλάξεων και ταυτοποίηση των ελαττωματικών φαινοτύπων σε σωματικά 

έμβρυα, ανοίγουν νέες προοπτικές στη μελέτη της εμβρυογένεσης των φυτικών ευκαρυωτικών 

οργανισμών. 

Τα ζυγωτικά φυτικά έμβρυα, τοποθετημένα μέσα σε αλλεπάλληλες στρώσεις προστατευτι-

κών σπερματικών περιβλημάτων, δεν είναι προσιτά για μικροχειρουργικές επεμβάσεις, αντίθετα 

με τα σωματικά φυτικά έμβρυα που είναι δεκτικά σε τέτοιου είδους πειραματικούς χειρισμούς. 

Τα σωματικά έμβρυα συνιστούν ένα ιδιαίτερα εύχρηστο υλικό για την πρόκληση μεταλλαξιογέ-

νεσης, καθώς παρέχουν τη δυνατότητα παραγωγής μεγάλων ποσοτήτων μεταγραφημάτων που 

αποτελούν απαραίτητη προϋπόθεση για τη μελέτη της μεταγραφικής και της μετα-μεταγραφικής 

ρύθμισης. 

Πολλές βασικές αρχές της κυτταρικής διαφοροποίησης, οντογένεσης και ανάπτυξης των 

φυτών αποκαλύπτονται από την πρόκληση και τη μελέτη μεμονωμένων γονιδιακών μεταλλάξεων 

που παρεμποδίζουν την έκφραση ρυθμιστικών γονιδίων, τα προϊόντα των οποίων αποτελούν 

απαραίτητη προϋπόθεση για την εκδήλωση και ολοκλήρωση του εμβρυογενετικού προγράμμα-

τος. Οι παραπάνω γονιδιακές μεταλλάξεις οδηγούν στη δημιουργία μεταλλαγμένων κυτταρικών 
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σειρών που έχουν τη δυνατότητα να εκδηλώσουν το φαινόμενο της σωματικής εμβρυογένεσης 

παρουσία κάποιου προωθητικού παράγοντα, ενώ παρεμποδίζονται, όταν προστίθεται κάποιος 

ανασταλτικός παράγοντας (συνήθως αύξηση της θερμοκρασίας). 

Η βιοχημική και μοριακή προσέγγιση της σωματικής εμβρυογένεσης, η κατανόηση και δια-

λεύκανση των αναπτυξιακών επιπτώσεων κάθε μετάλλαξης στην εμβρυογένεση (π.χ. αναστολή 

επιδερμικής ανάπτυξης, ελαττωματική τοποθέτηση ή πρώιμη προαγγειώδη διαφοροποίηση, α-

πουσία ακραίων μεριστωμάτων κ.ά.) μπορούν να διευκολυνθούν από τη διαθεσιμότητα ειδικών 

μοριακών δεικτών για τα συγκεκριμένα αναπτυξιακά γεγονότα. Το σωματικό εμβρυϊκό σύστημα 

έχει μόλις ξεκινήσει να αποκαλύπτει τη δυναμική του παρέμβαση και στην αναγνώριση τέτοιων 

δεικτών.  

Η διεξοδική μελέτη της σωματικής εμβρυογένεσης σε καμία περίπτωση δεν πρέπει να οδη-

γήσει σε περιθωριοποίηση τη μελέτη για την κατανόηση της ζυγωτικής εμβρυογένεσης (Etienne 

et al. 1993). Οι παραπάνω πειραματικοί χειρισμοί είναι δυνατό να πραγματοποιηθούν και σε ζυ-

γωτικά έμβρυα [π.χ. μέσω της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) κ.ά.] και τα αποτελέ-

σματά τους να χρησιμοποιηθούν για επιβεβαίωση και διασταύρωση των δεδομένων που προκύ-

πτουν από ανάλογες μελέτες σε σωματικά έμβρυα. Ίσως το κλειδί για την πληρέστερη κατανόηση 

της φυτικής εμβρυογένεσης να βρίσκεται κάπου στο συγκερασμό της μελέτης της ζυγωτικής και 

της σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

 

A.11.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΦΥΤΙΚΗ ΑΝΑΓΕΝΝΗΣΗ 

 

Η δυνατότητα επαγωγής και απόλυτου ελέγχου της φυτικής αναγέννησης μέσω της σωμα-

τικής εμβρυογένεσης αποτελεί ένα ισχυρό βιοτεχνολογικό εργαλείο, δεδομένου ότι συγκεντρώ-

νει πολλά πλεονεκτήματα έναντι των παραδοσιακών μεθόδων: 

1. Τα αναγεννηθέντα φυτά, έχοντας αναπτυχθεί σε ασηπτικές συνθήκες, είναι απο-

στειρωμένα και απολύτως υγιή. 

2. Τα φυτά που προκύπτουν από διαφοροποίηση σωματικών κυττάρων είναι πιο αν-

θεκτικά σε τοξίνες, άλατα, μεταλλαξιογόνους παράγοντες, ασθένειες (μυκητιάσεις, 

ιώσεις κ. ά.) και δεν προσβάλλονται εύκολα από έντομα ή άλλα παράσιτα, με απο-

τέλεσμα να μην απαιτούνται εκτεταμένοι ψεκασμοί με εντομοκτόνα και ζιζανιο-

κτόνα. 

3. Η παραγωγή φυτών δεν εξαρτάται από την εποχή ή τις περιβαλλοντικές συνθήκες 
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(θερμοκρασία, υγρασία, φωτοπερίοδο κ. ά.), γεγονός που επιτρέπει την αδιάκοπη 

φυτική παραγωγή. 

4. Υπάρχει δυνατότητα απόκτησης ομοιογενών φυτών ανθεκτικών σε συνθήκες κα-

ταπόνησης (ξηρασία, υψηλή αλατότητα κ.ά.) και με ικανοποιητική χρωμοσωμική 

σταθερότητα. Τα φυτά που προέρχονται από διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων 

εμφανίζουν συνήθως μικρή σωμακλωνική παραλλακτικότητα, σε αντίθεση με τα 

φυτά που προέρχονται από οργανογένεση. 

5. Η μορφολογική και λειτουργική αυτάρκεια των σωματικών εμβρύων σε συνδυα-

σμό με την εύκολη απομόνωσή τους από τους μητρικούς ιστούς των εκφύτων προ-

σφέρει τη δυνατότητα για άμεση παραλαβή των σωματικών εμβρύων και μεταφο-

ρά τους στο θερμοκήπιο ή στον αγρό, ελαχιστοποιώντας ή εξαλείφοντας την ανά-

γκη διαδοχικών μεταφυτεύσεων και μειώνοντας παράλληλα το κόστος παραγωγής 

ανά φυτάριο. 

6. Πολλά δασικά είδη απαιτούν μέχρι και 50 χρόνια για να αναπαραχθούν. Η χρονο-

βόρα αναγέννηση μπορεί εύκολα να ξεπεραστεί με την επαγωγή σωματικών εμ-

βρύων. Η προσφορά της σωματικής εμβρυογένεσης είναι ιδιαίτερα σημαντική στον 

μαζικό πολλαπλασιασμό επιθυμητών γονότυπων, στην αναδάσωση και στην μα-

κροπρόθεσμη αύξηση της δασικής παραγωγικότητας (ξύλου κ.ά.), υπερπηδώντας 

πολλά προβλήματα που συνδέονται με την ωρίμανση και τη φυτρωτική συμπερι-

φορά των φυταρίων στον αγρό. 

7. Η δημιουργία γενετικά τροποποιημένων φυτικών ποικιλιών, η κλωνοποίηση και η 

κρυοσυντήρηση επιλεγμένων φυτικών ειδών με υψηλούς φωτοσυνθετικούς ρυθ-

μούς, για γρήγορο και μαζικό πολλαπλασιασμό επιθυμητών ή δύσκολα πολλαπλα-

σιαζόμενων φυτικών ποικιλιών με απώτερο στόχο την εμπορική τους εκμετάλλευ-

ση είναι επίσης εφικτά (Torreblanca et al. 2010). 

8. Μεγάλος αριθμός φυταρίων μπορεί να διατηρηθεί in vitro σε μικρό χώρο (π.χ. σε 

θάλαμο ιστοκαλλιεργειών με θερμοκρασία που κυμαίνεται από 15-30 C ή σε ψυ-

χρό θάλαμο 0-5 C) μέσω διαδοχικών ανακαλλιεργειών, προκειμένου να αποφεύ-

γεται ο γηρασμός και ο σταδιακός τους εκφυλισμός. 

9. Οι εμβρυογενετικοί κάλλοι, οι υγρές εμβρυϊκές καλλιέργειες, καθώς και τα σωμα-

τικά έμβρυα προσφέρουν τη δυνατότητα δημιουργίας πρωτοπλαστών από τους 

οποίους αναγεννούνται ολόκληρα φυτά. 

10. Οι καλλιέργειες ανθήρων και μικροσπόρων μπορούν να διαφοροποιηθούν σε απλο-
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ειδή σωματικά έμβρυα. 

11. Η δημιουργία τράπεζας γονιδιώματος και τεχνητών σπερμάτων τα οποία εγκλείονται 

σε προστατευτικά περιβλήματα (εγκλεισμός σε κάψουλες και αποξήρανση) αποτελεί 

μια ακόμα σημαντική εφαρμογή της σωματικής εμβρυογένεσης (Fujii et al. 1987). Τα 

τεχνητά σπέρματα μπορούν, όπως ακριβώς τα φυσικά, να αποθηκευτούν, να μετα-

φερθούν και να εγκατασταθούν στο θερμοκήπιο ή στον αγρό. Η διαδικασία παραγω-

γής τεχνητών σπερμάτων συναγωνίζεται τη διαδικασία παραγωγής βελτιωμένων 

σπερμάτων και είναι πιο εύχρηστο σύστημα από τον μικροπολλαπλασιασμό. 

12. Τέλος, είναι δυνατή η μελέτη του φυτικού αναπτυξιακού προγράμματος, καθώς η 

μηχανοποίηση και αυτοματοποίηση των καλλιεργητικών εμβρυϊκών συστημάτων 

(π.χ. εφαρμογή βιοαντιδραστήρων) μπορούν να αποδώσουν έναν τεράστιο αριθμό 

φυτών και παράλληλα να μειώσουν, δραστικά, χρονοβόρους και επίπονους χειρι-

σμούς (Maheswaran et al. 1985). 

 

 

Α.12. ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Μερικοί από τους κυριότερους περιορισμούς της εφαρμογής της σωματικής εμβρυογένε-

σης ως γενικευμένου συστήματος διερεύνησης των φυτικών αναπτυξιακών σταδίων και της φυ-

τικής αναγέννησης είναι οι εξής: 

1.  Μερικά από τα πλέον σημαντικά από οικονομικής άποψης καλλιεργούμενα είδη (π.χ. 

δημητριακά) αναγεννούνται με μεγάλη δυσκολία μέσω σωματικής εμβρυογένεσης. 

Τα συγκεκριμένα είδη έχουν τη δυνατότητα να δώσουν σωματικά έμβρυα μόνο, όταν 

καλλιεργούνται σε τροποποιημένο θρεπτικό μέσο στο οποίο έχουν προστεθεί κατάλ-

ληλοι προωθητικοί παράγοντες (π.χ. γλυκοπρωτεΐνες κ.ά.) οι οποίοι εκκρίνονται και 

απομονώνονται από εμβρυϊκές καλλιέργειες. 

2.  Η επιμήκυνση του χρόνου παραμονής των εκφύτων in vitro συσσωρεύει μεταλλάξεις 

και σωμακλωνική παραλλακτικότητα που παρακωλύουν την ανάλυση των εμβρυϊκών 

μεταλλάξεων και κάθε άλλο γενετικό χειρισμό. 

Η αναγέννηση φυταρίων μέσω κάλλου δε θεωρείται αξιόπιστη μέθοδος φυτικής α-

ναγέννησης, αφού η γενετική σταθερότητα των νέων φυταρίων είναι αμφισβητήσιμη 

και η παραλλακτικότητα τους δε βρίσκεται πολλές φορές μέσα στα γενικώς αποδε-

κτά όρια. Η καλλογένεση συνοδεύεται από αυξημένη ανευπλοειδία και σταδιακό γη-
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ρασμό των κυττάρων, φαινόμενα τα οποία οδηγούν στην απώλεια της μορφογενετι-

κής ικανότητας των καλλιεργούμενων κάλλων. 

3.  Το εμβρυογενετικό δυναμικό των περισσότερων κυτταρικών σειρών έχει περιορισμέ-

νο χρόνο ζωής (1-2 χρόνια). Πιθανές αιτίες μείωσης του εμβρυογενετικού δυναμικού 

μιας κυτταρικής καλλιέργειας είναι: 

α.  Η αρχική επιλογή και ο εμβολιασμός μη εμβρυογενετικών κυττάρων ή κυττά-

ρων με χαμηλή εμβρυογενετική αντίδραση. 

β.  Η υψηλή κυτταρική πυκνότητα της καλλιέργειας η οποία ευνοεί την αύξηση 

των μη εμβρυογενετικών κυττάρων, σε αντίθεση με τη χαμηλή κυτταρική πυ-

κνότητα η οποία ευνοεί την αύξηση και διαφοροποίηση των εμβρυϊκών κυττά-

ρων. 

γ.  Οι μεταλλάξεις και οι ρυθμιστικές-επιγενετικές τροποποιήσεις που υφίστανται 

τα εμβρυϊκά κύτταρα, με αποτέλεσμα να χάνουν σταδιακά την αναγεννητική 

τους ικανότητα. 

Αν και η παραγωγή και η διατήρηση κυτταρικών σειρών με υψηλό εμβρυογενετικό 

δυναμικό δεν αποτελούν ένα ανυπέρβλητο εμπόδιο για την αναγέννηση φυτών in 

vitro, απαιτούν επιδέξιους, επίπονους και χρονοβόρους χειρισμούς. 

4.       Εμφάνιση ασυνήθιστων και ανώμαλων φαινοτύπων στις ιστοκαλλιέργειες (π.χ. πολ-

λαπλές κοτυληδόνες κ.ά.).  

5. Τέλος, τα νεαρά φυτάρια που προκύπτουν από σωματικά έμβρυα ή από υγρές εμ-

βρυϊκές κυτταρικές σειρές εμφανίζουν, συχνά, μειωμένη γονιμότητα ή είναι εντελώς 

στείρα. 

 

 

Α.13. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗ ΣΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ  

 

Τα φυτικά κύτταρα, προκειμένου να διαφοροποιηθούν σε σωματικά έμβρυα in vitro, είναι 

απαραίτητη η αλληλεπίδρασή τους με πληθώρα εξωγενών μορφογενετικών ερεθισμάτων του 

τεχνητού θρεπτικού υποστρώματος. Η βιολογική ενεργότητα των παραγόντων που χρησιμοποι-

ούνται στην in vitro ιστοκαλλιέργεια, εξαρτάται τόσο από τη συγκέντρωσή τους όσο και από το 

ακριβές αναπτυξιακό στάδιο κατά το οποίο παρέχονται στο θρεπτικό υπόστρωμα. 

Ακολουθεί μια σύντομη καταγραφή των παραγόντων που καθορίζουν την επαγωγή και την 

ολοκλήρωση του φυτικού, σωματικού εμβρυογενετικού μηχανισμού. 
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Α.13.1 ΕΙΔΟΣ ΕΚΦΥΤΟΥ 

 

Ο όρος έκφυτο αναφέρεται σε κάθε αρχικό αποστειρωμένο τμήμα, που αποκόπτεται από 

το μητρικό φυτό και καλλιεργείται in vitro, με σκοπό τον φυτικό πολλαπλασιασμό, την κυτταρική 

διαφοροποίηση και τελικά τη φυτική αναγέννηση. Η επιλογή του εκφύτου παίζει καθοριστικό 

ρόλο τόσο για την επιτυχή δημιουργία της ιστοκαλλιέργειας όσο και για την επακόλουθη φυτική 

αναγέννηση. 

Ο Kohlenbach et al. (1975) αναφέρει ότι τρεις είναι οι κύριες πηγές διπλοειδών κυττάρων 

που έχουν τη δυνατότητα να διαφοροποιηθούν σε σωματικά έμβρυα: 

i) Βλαστητικά κύτταρα ώριμων φυτών. 

ii) Κύτταρα αναπαραγωγικών ιστών εκτός του ζυγωτού. 

iii) Κύτταρα υποκοτυλίων, κοτυληδόνων και νεαρών φυταρίων. 

Η αδυναμία κάποιων κυττάρων να διαφοροποιηθούν σε σωματικά έμβρυα in vitro μπορεί 

να είναι αποτέλεσμα μετάλλαξης ή της εξοικείωσης τους (habituation) με τις in vitro συνθήκες. 

Τα κυριότερα κριτήρια επιλογής των εκφύτων είναι: 

1. Το αναπτυξιακό τους στάδιο. Ακόμα και κύτταρα φυτικών ειδών που αναγεννούνται 

δύσκολα in vitro, διαφοροποιούνται εύκολα, αρκεί τα έκφυτα να προέρχονται από 

ιστούς συγκεκριμένων αναπτυξιακών σταδίων (Maheswaran et al. 1986a & b). Η φυ-

σιολογία των κυττάρων του εκφύτου πριν τον εμβολιασμό τους (ποσότητα και είδος 

χημικών λιπασμάτων που χρησιμοποιούνται στην καλλιέργεια των μητρικών φυτών, 

οι καλλιεργητικές συνθήκες κ.ά.) και οι μεταβολές του ορμονικού τους ισοζυγίου, πι-

θανώς να διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στην επαγωγή κυττάρων, ικανών για in 

vitro διαφοροποίηση. 

2. Η ηλικία του εκφύτου. Έκφυτα κοτυληδόνων ήλιου (Helianthus annuus), από ώριμα 

φυτάρια, παρήγαγαν στατιστικά το μικρότερο ποσοστό κάλλου, ενώ η μορφογενετι-

κή ικανότητα εκφύτων από νεαρότερα φυτάρια (4 ημερών) ήταν πολύ υψηλότερη 

(Dagustu 2002). 

 Σε φυτάρια καρότου (Daucus carota), οι Nishiwaki et al. (2002) κατέγραψαν ότι η ηλι-

κία του εκφύτου ήταν καθοριστική για την αντίδραση των εκφύτων έναντι του εξω-

γενώς παρεχόμενου ΑΒΑ. Φυτάρια με υποκοτύλια μεγαλύτερα από 3,0 εκ. δεν ήταν 

ικανά να διαφοροποιηθούν σε σωματικά έμβρυα. Σε καλλιέργειες ανώριμων εμβρύ-

ων, ανθήρων, στημόνων και τμημάτων φύλλων από φυτάρια σίκαλης  (Secale 

cereale) περισσότεροι εμβρυογενετικοί κάλλοι δημιουργούνταν από τα ανώριμα έμ-
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βρυα συγκριτικά με όλα τα υπόλοιπα έκφυτα (Ma et al. 2004). Παράλληλα το ανα-

πτυξιακό στάδιο του εμβρύου έπαιζε καθοριστικό ρόλο στην επιτυχή επαγωγή δια-

φοροποίησης. Το στάδιο του ώριμου σφαιρικού κολεόπτιλου (μήκος εμβρύου 0,5-1,0 

mm) ήταν το ιδανικότερο. 

Οι Martin et al. (2005), σε καλλιέργειες κυττάρων μεσόφυλλου γαλατσίδας (Euphor-

bia nivulia) σε ΜΡ και ΒΑ, απέδειξαν ότι τα έκφυτα που συλλέγονταν Μάρτιο-Απρίλιο 

αποτελούσαν το καταλληλότερο φυτικό υλικό, για τη διαφοροποίηση σωματικών 

εμβρύων, συγκριτικά με εκείνα που συλλέγονταν Ιούλιο-Αύγουστο. 

Όλα τα πειραματικά δεδομένα υποδεικνύουν ότι οι ανώριμοι ιστοί και τα ανώριμα 

όργανα χαρακτηρίζονται από μορφογενετική πλαστικότητα in vitro, σε αντίθεση με 

τα αντίστοιχα ώριμα έκφυτα. Οι ανώριμοι φυτικοί ιστοί διακρίνονται από υψηλό πο-

σοστό επιβίωσης, γρήγορους αυξητικούς ρυθμούς και in vitro ολοδυναμία. Οι καταλ-

ληλότεροι ανώριμοι φυτικοί ιστοί για την επαγωγή σωματικών εμβρύων είναι τα 

βλαστητικά μεριστώματα, οι μασχαλιαίοι οφθαλμοί, τα γεννητικά κύτταρα και τα ζυ-

γωτικά έμβρυα. 

Παράλληλα τα έκφυτα από ανώριμους ιστούς, αν και διακρίνονται από υψηλό εμ-

βρυογενετικό δυναμικό, διαθέτουν και κάποια μειονεκτήματα πρακτικής φύσης: 

α.  Απαιτείται διατήρηση και συνεχή φροντίδα στον αγρό ή στο θερμοκήπιο των 

μητρικών φυτών. 

β.  Δεν είναι διαθέσιμα σε όλη τη διάρκεια του χρόνου. 

γ.  Απαιτούν χρονοβόρες και επίπονες διαδικασίες απομόνωσης και ιστοκαλλιέρ-

γειας. 

3. Η δομική ακεραιότητα των φυταρίων. Ενδεικτικά αναφέρουμε ότι σε καλλιέργειες 

γαιοκαρύου (Arachis hypogaea) η απομάκρυνση των κοτυληδόνων από τα φυτάρια 

μείωνε αισθητά τα ποσοστά της σωματικής εμβρυογένεσης, ενώ η παρουσία και της 

μιας μόνο κοτυληδόνας προωθούσε την επαγωγή σωματικών εμβρύων σε υψηλή 

συχνότητα (Murthy et al. 1995). 

 Μια πιθανή ερμηνεία αποτελεί η εμπλοκή των κοτυληδόνων στη θρεπτική υποστήρι-

ξη των φυταρίων και ο ρυθμιστικός ρόλος που εξασκούν στην ανάπτυξη των παρα-

κείμενων περιοχών με υψηλό αναγεννητικό δυναμικό. 
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Α.13.2. ΦΥΤΟΑΥΞΗΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ & ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Α.13.2.1. Εισαγωγή 

 

Πρώτος o γερμανός Julius von Sachs (1832-1897) πρότεινε την ύπαρξη χημικών αγγελιοφό-

ρων, στα ανώτερα φυτά, που είναι υπεύθυνοι για τη ρύθμιση και το συντονισμό του μεταβολι-

σμού, της αύξησης και της μορφογένεσης μετά από την αλληλεπίδρασή τους και με εξωτερικούς 

παράγοντες (π.χ. βαρύτητα κ.ά.). 

Διεξοδικές και μακροχρόνιες ερευνητικές προσπάθειες απέδειξαν την ύπαρξη των χημικών 

αυτών σημάτων, που ονομάστηκαν φυτικές ορμόνες ή φυτοαυξητικοί ρυθμιστές ή φυτοαυξητι-

κοί παράγοντες. Έξι είναι οι κύριες κατηγορίες των φυτοαυξητικών παραγόντων:  

➢ Οι αυξίνες. 

➢ Οι κυτοκινίνες. 

➢ Οι γιββερελλίνες. 

➢ Το αιθυλένιο. 

➢ Το αποκοπτικό οξύ. 

➢ Τα βρασσινοστεροειδή. 

 Οι φυτοαυξητικοί παράγοντες συντίθενται σε συγκεκριμένα φυτικά κύτταρα και δρουν σε 

θέσεις-στόχους, που είναι όμορες των θέσεων παραγωγής ή πολύ απομακρυσμένες από αυτές. Η 

δράση τους γίνεται μέσω κατάλληλων βιοχημικών μονοπατιών και τη μεσολάβηση ειδικών πρω-

τεϊνών-υποδοχέων. 

Μια φυτική ορμόνη δεν είναι, σύμφωνα με την κλασική άποψη που ισχύει στα ζώα, μια 

χημική ουσία που παράγεται σε ένα όργανο και μεταφέρεται σε ένα άλλο, προκειμένου να διεκ-

περαιώσει μια χημική αντίδραση ή να ελέγξει μια φυσιολογική διαδικασία. Κάθε φυτοαυξητικός 

παράγοντας μπορεί να συντεθεί οπουδήποτε και να επηρεάσει ποικίλες αυξητικές και αναπτυ-

ξιακές διαδικασίες σε διαφορετικά φυτικά μέρη. 

Όλες οι φυτικές αναπτυξιακές διαδικασίες, από τη φύτρωση μέχρι τη νέκρωση, υπόκεινται 

σε ορμονικό έλεγχο. Η φυτική φυσιολογία σχετίζεται με μεταβολές των συγκεντρώσεων των φυ-

τοαυξητικών ρυθμιστών στο σημείο δράσης τους, με περιοδικές διαφορές και αλλαγές της ευαι-

σθησίας των ιστών έναντι αυτών, με τη μεταφορά τους, και τον μεταβολισμό τους, με ισορροπίες 

και αλληλεπιδράσεις με άλλες φυτοαυξητικούς ρυθμιστές ή της μεταβολική τους σχέση, ενώ ε-

μπλέκονται και δευτερογενείς αγγελιοφόροι. 

Αναπτυξιακά φαινόμενα, όπως ο σχηματισμός ριζών, βλαστών και ανθέων είναι αποτέλε-
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σμα αλυσιδωτών, εξειδικευμένων γεγονότων σε συγκεκριμένα φυτικά τμήματα, μέσω ενός ε-

ναρμονισμένου ελέγχου από ηλεκτρικά σήματα, από τους φυτοαυξητικούς ρυθμιστές, από μη 

εξειδικευμένα μόρια του πρωτογενούς και του δευτερογενούς μεταβολισμού και κάποια κυτο-

πλασμικά και αποπλαστικά συστατικά (Gaspar et al. 2003). 

 

 

Α.13.2.2. Φυτοαυξητικοί παράγοντες & in vitro ιστοκαλλιέργεια 

 

Καθοριστικός είναι ο ρόλος των φυτοαυξητικών παραγόντων και στις in vitro ιστοκαλλιέρ-

γειες. Η επαγωγή της φυτικής αύξησης, αλλά και η διαφοροποίηση των φυτικών ιστών in vitro, 

απαιτεί την παροχή των κατάλληλων φυτοαυξητικών παραγόντων (αυξινών, κυτοκινινών κ.ά.). Oι 

φυτικοί φυτοαυξητικοί παράγοντες (υψηλές συγκεντρώσεις 2,4-D, ΑΒΑ και αιθυλενίου) είναι 

γνωστά συστατικά καταπόνησης που επάγουν την απόκτηση της ολοδυναμίας από τα φυτικά 

κύτταρα (Karami et al. 2010). 

Οι παράγοντες που καθορίζουν το είδος και το βαθμό εξάρτησης της ιστοκαλλιέργειας από 

τις φυτοαυξητικές ουσίες είναι κυρίως: 

1. Ο γονότυπος, το είδος και το αναπτυξιακό στάδιο των ιστών του εκφύτου. 

2. Το ενδογενές επίπεδο των δραστικών φυτοαυξητικών παραγόντων. 

3. Το είδος και η συγκέντρωση της παρεχόμενης αυξίνης ή /και κυτοκινίνης. 

4. Ο ρυθμός απορρόφησης των φυτοαυξητικών παραγόντων από το θρεπτικό μέσο. 

5. Ο τρόπος δράσης τους. 

6. O βαθμός γλυκοζυλίωσης και υδρόλυσης των φυτοαυξητικών ουσιών μέσα στα κύτ-

ταρα. 

7. Η ενζυμική δραστικότητα των οξειδασών των αυξινών ή /και των κυτοκινινών. 

Η αρχική και κλασική, πλέον, υπόθεση των Skoog et al. (1957) για την εξάρτηση της μορ-

φογένεσης από την αναλογία των συγκεντρώσεων αυξίνης προς κυτοκινίνης έχει επιβεβαιωθεί 

σε ένα μεγάλο αριθμό φυτικών ειδών που “αναγεννούνται εύκολα” in vitro. Συνοπτικά πρότειναν 

ότι: 

α.  Όταν η συγκέντρωση της αυξίνης είναι μεγαλύτερη από τη συγκέντρωση της κυτοκι-

νίνης επάγεται η δημιουργία ριζών. 

β.  Όταν η συγκέντρωση της κυτοκινίνης είναι μεγαλύτερη από τη συγκέντρωση της αυ-

ξίνης επάγεται η δημιουργία βλαστών. 

γ.  Όταν η αυξίνη και η κυτοκινίνη παρέχονται στις ίδιες αναλογίες επάγεται μόνο καλ-
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λογένεση. 

 

1.1. Αυξίνες 

 

Α. Γενικά στοιχεία 

 

Στα τέλη του 19ου αιώνα ο Κάρολος Δαρβίνος ενώ μελετούσε το φαινόμενο του φωτοτρο-

πισμού, σε κολεόπτιλα και νεαρά αρτίβλαστα, πρότεινε ότι στην κορυφή τους παράγεται κάποιο 

σήμα που μεταφέρεται στη ζώνη επιμήκυνσης και προκαλεί τη διαφορική αύξηση της σκιασμέ-

νης πλευράς έναντι της φωτιζόμενης. 

Μετά από πληθώρα ερευνητικών προσπαθειών, το 1926, ο Frits Went κατόρθωσε να απο-

μονώσει τη χημική ουσία που προκαλεί τη διαφορική αύξηση στην κορυφή των κολεοπτίλων. Η 

νέα χημική ουσία ονομάστηκε αυξίνη από το ελληνικό ρήμα αυξείν (αυξάνω) και αποτελεί την 

πρώτη φυτική ορμόνη η οποία μελετήθηκε και απομονώθηκε από τους φυτικούς ιστούς. Έτσι, 

ταυτοποιήθηκε το ΙΑΑ (ινδολο-3-οξικό οξύ ή 3-ινδολυλοξικό οξύ), που είναι η κύρια φυσική αυξί-

νη και ακολούθησαν οι υπόλοιπες αυξίνες.  

Αυξίνες ορίζονται οι χημικές ενώσεις που η βιολογική τους δράση είναι ανάλογη της δρά-

σης του ΙΑΑ, όπως είναι η προώθηση της κυτταρικής επιμήκυνσης σε κολεόπτιλα και σε τμήματα 

στελεχών, της κυτταρικής διαίρεσης σε ιστοκαλλιέργειες κάλλων σε συνδυασμό με κυτοκινίνες 

κ.ά. 

Η βιοσύνθεση του ΙΑΑ εντοπίζεται, κυρίως, στις μεριστωματικές περιοχές (βλαστών και ρι-

ζών) και στους ταχέως διαιρούμενους ιστούς. Παράλληλα, είναι η μοναδική φυτοορμόνη που 

έχει ξεκάθαρη πολική μεταφορά, από την κορυφή προς τη βάση, η οποία διατηρείται σε όλη τη 

διάρκεια της αναπτυξιακής διαδικασίας. 

Έχει αποδειχθεί ότι οι αυξίνες εμπλέκονται σε όλες, σχεδόν, τις μορφογενετικές διαδικασί-

ες της φυτικής αύξησης και ανάπτυξης, ενώ αντίθετα οι υπόλοιπες φυτικές ορμόνες διαδραματί-

ζουν ρυθμιστικό ρόλο σε διακριτές αναπτυξιακές διαδικασίες. Οι αυξίνες, αλλά και οι κυτοκινί-

νες, αποτελούν απαραίτητα χημικά συστατικά για την επιτυχή διεκπεραίωση από τη φύτρωση 

μέχρι το γηρασμό σε συνεργασία με άλλες ορμόνες, Ca2+ και δραστικές μορφές οξυγόνου. 

Πιο συγκεκριμένα, οι αυξίνες εμπλέκονται στην ανάπτυξη των πλευρικών οφθαλμών και 

των πλάγιων κλάδων, στη διατήρηση της επάκριας κυριαρχίας, στη φυσιολογική ανάπτυξη του 

ανθικού μεριστώματος και των καταβολών των φύλλων, στη διαφοροποίηση και αναγέννηση του 

αγωγού ιστού, στη φυλλοταξία και στην ανάπτυξη των καρπών. 
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Παράλληλα, εκτεταμένη είναι η χρήση των αυξινών και στη γεωργία και στη φυτοκομία. 

Μερικές εμπορικές εφαρμογές τους είναι οι εξής: 

• Η καθυστέρηση της αποκοπής καρπών και φύλλων. 

• Η προώθηση της ανθοφορίας. 

• Η επαγωγή της παρθενοκαρπίας. 

• Η ριζοβολία μοσχευμάτων. 

• Ο πολλαπλασιασμός φυτών. 

• Χρησιμοποιούνται σαν ζιζανιοκτόνα, όπως το 2,4-D και το dicamba. 

 

Β. Αυξίνες & σωματική εμβρυογένεση 

 

Τόσο οι φυσικά απαντώμενες (π.χ. ΙΑΑ, ΙΒΑ κ.ά.) όσο και οι συνθετικές αυξίνες (π.χ. 2,4-D, 

dicamba κ.ά.) έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως για την επαγωγή σωματικών εμβρύων σε μεγάλο 

αριθμό φυτικών ειδών, σε ποικίλες συγκεντρώσεις και πειραματικές προσεγγίσεις. 

Πιο ευρεία είναι η χρήση των αυξινών 2,4-D, ΝΑΑ και ΙΒΑ, καθώς εμφανίζουν μεγαλύτερη 

σταθερότητα συγκριτικά με το ΙΑΑ. Στα φυτικά είδη που αντιστέκονται στην in vitro αναγέννηση, 

είναι απαραίτητη η προσθήκη δύο αυξινών ταυτόχρονα στο θρεπτικό μέσο. Σε αυτή την περί-

πτωση είναι πιθανό να υπάρχουν διαφορετικές θέσεις δράσης ή διαφορετικά μόρια-στόχοι των 

αυξινών. 

Στη συνέχεια αναφέρονται ενδεικτικά πειραματικά αποτελέσματα που αφορούν τον συ-

σχετισμό αυξινών και σωματικής εμβρυογένεσης: 

❖ Ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα, Commipbora wightii, ενός ξυλώδους φαρμακευτικού φυ-

τού, καλλιεργήθηκαν σε Β5 μέσο και χαμηλή συγκέντρωση (<2,5 mM 2,4-D, IBA, IAA 

ή ΝΑΑ) (Singh et al. 1997). Καταλληλότερες αυξίνες ήταν το ΙΒΑ και το 2,4-D. Παρου-

σία 2,4-D διαμορφώνονταν άσπρα σωματικά έμβρυα ποικίλων σχημάτων, ενώ πα-

ρουσία ΙΒΑ πράσινα και καλά διαμορφωμένα σωματικά έμβρυα. 

❖ Οι Mary et al. (1997), σε κάλλους από υποκοτύλια σουσαμιού (Sesamum indicum), 

μελέτησαν την επίδραση τεσσάρων αυξινών (ΝΑΑ, ΙΑΑ, ΙΒΑ και 2,4-D). Το 2,4-D προ-

καλούσε την υψηλότερη εμβρυογενετική συχνότητα και τον υψηλότερο αριθμό σω-

ματικών εμβρύων ανά κάλλο. Το ΝΑΑ ήταν επίσης αποτελεσματικό στην επαγωγή 

σωματικών εμβρύων, αλλά δεν έφτανε τα επίπεδα επαγωγής του 2,4-D. 

❖ Πλήρη αναγέννηση φυτών, μέσω σωματικών εμβρύων, κατέγραψαν οι Jayanthi et al. 

(2001) σε ιστοκαλλιέργειες κάλλων από φύλλα Tylophora indica. Τα έκφυτα καλλιερ-
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γούνταν σε MS και διάφορες συγκεντρώσεις 2,4-D. Η καλύτερη εμβρυογενετική α-

ντίδραση καταγράφηκε σε 2,0 mg/L 2,4-D και 0,01 mg/L κινετίνης. Ακολουθούσαν 

δύο ανακαλλιέργειες στο αρχικό θρεπτικό υπόστρωμα και μεταφορά των κάλλων σε 

διάφορες συγκεντρώσεις ΒΑ, 2iP και ΙΒΑ, προκειμένου τα σωματικά έμβρυα να ανα-

πτυχθούν και να ωριμάσουν. Επιτυχέστερη ωρίμανση σε πλήρη φυτάρια καταγρά-

φηκε σε 2,0 mg/L 2iP. 

❖ Οι Hernandez et al. (2003) σε φύλλα βελανιδιάς (Quercus suber) κατέδειξαν ότι ο 

συνδυασμός ΝΑΑ και ΒΑΡ ήταν αναγκαίος για την επαγωγή σωματικών εμβρύων. Αν 

και η επίδρασή τους ήταν καθοριστική στη φάση επαγωγής, τα πειραματικά αποτε-

λέσματα δεν υπέδειξαν αλληλεπίδραση των δύο φυτοαυξητικών παραγόντων, υπο-

δεικνύοντας ότι διαδραματίζουν ανεξάρτητους ρόλους. 

❖ To ΤDZ, με ιδανικότερη συγκέντρωση τα 13,62 mM, προώθησε την άμεση σωματική 

εμβρυογένεση σε καλλιέργειες μιας ποικιλίας ορχιδέας (Phalaenopsis amabilis), ενώ 

το ΝΑΑ την ανέστειλε (Chen et al. 2004). 

❖ Οι Urbanek et al. (2004) ανακοίνωσαν την επαγωγή σωματικών εμβρύων σε έκφυτα 

κοτυληδόνων μιας ποικιλίας κολοκυθιάς (Cucurbita pepo) σε MS με χαμηλή συγκέ-

ντρωση ΝΑΑ (16,11 mM) και ΒΑ (4,44 mM). Η φύτρωση ήταν επιτυχής σε 11,42 mM 

ΙΑΑ. 

❖ Σε καλλιέργειες με ανώριμες κοτυληδόνες σόγιας (Glycine max) χρησιμοποιήθηκαν 

τόσο ΝΑΑ όσο και 2,4-D. Καλύτερη επαγωγή σωματικών εμβρύων (97,1%) καταγρά-

φηκε σε 135,7 mM 2,4-D (Hofmann et al. 2004). 

❖ Σωματική εμβρυογένεση από ζυγωτικά έμβρυα σχιζάνδρας (Schisandra chinensis) 

πραγματοποιήθηκε, όταν το θρεπτικό μέσο επαγωγής περιείχε 2,4-D (9,04 mM) και 

ζεατίνη (0,09 mM) και το θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης δεν περιείχε φυτοαυξητι-

κούς παράγοντες. Η ωρίμανση και η φύτρωση των σωματικών εμβρύων μέχρι το 

στάδιο της κοτυληδόνας πραγματοποιήθηκε σε MS με 0,45 mM 2,4-D και 1,11 mM 

ΒΑ (Kim et al. 2005). 

❖ Ο προσανατολισμός της διαφοροποίησης των κυττάρων μεσοφύλλου γαλατσίδας 

(Euphorbia nivulia) προς βλαστογένεση ή προς σωματική εμβρυογένεση ήταν άμεσα 

συνδεδεμένη με τον τύπο της αυξίνης. ΝΑΑ ή ΙΑΑ σε συνδυασμό με ΒΑ προωθούσαν 

τη διαφοροποίηση βλαστών, ενώ 2,4-D σε συνδυασμό με ΒΑ τη σωματική εμβρυογέ-

νεση (Martin et al. 2005). 

❖ Ο συνδυασμός 18,1 μΜ 2,4-D με 4,5 μΜ ΒΑ, σε in vitro καλλιέργεια ζυγωτικών εμ-
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βρύων φρούτου του πάθους (Passiflora cincinnata), προωθούσε τη σωματική εμβρυ-

ογένεση. Οι εμβρυογενετικοί κάλλοι ήταν κιτρινωποί, εύθρυπτοι και έφεραν λευκές 

προεμβρυϊκές μάζες στην επιφάνειά τους (Da Silva et al. 2009). Τα εμβρυογενετικά 

κύτταρα ήταν μικρά, με μεγάλο πυρηνίσκο και πυκνό κυτταρόπλασμα, σε αντίθεση 

με τα μη εμβρυογενετικά τα οποία ήταν επιμήκη, με μικρό πυρηνίσκο και λιγότερο 

πυκνό κυτταρόπλασμα. 

Δεν λείπουν όμως και τα βιβλιογραφικά δεδομένα που αναφέρουν αναστολή της διαφο-

ροποίησης σωματικών εμβρύων, λόγω της προσθήκης αυξινών στο θρεπτικό μέσο ιστοκαλλιέρ-

γειας. Ενδεικτικά αναφέρουμε: 

❖ H προσθήκη ΝΑΑ και 2,4-D σε έκφυτα φύλλων από διάφορες ποικιλίες γαρύφαλλου 

(Dianthus) κατέληξε σε πλήρη αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης (Nakano et 

al. 1993). 

❖ Οι Chen et al. (2001) ανακοίνωσαν ότι και οι τέσσερις αυξίνες που χρησιμοποιήθηκαν 

(ΙΑΑ, ΙΒΑ, ΝΑΑ και 2,4-D) σε έκφυτα φύλλων Oncidium είχαν ανασταλτική δράση στην 

επαγωγή άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

 

1.2. Κυτοκινίνες 

 

Α. Γενικά στοιχεία 

 

Οι κυτοκινίνες οφείλουν το όνομά τους στην έννοια της κυτοκίνησης, δηλαδή της κυτταρι-

κής διαίρεσης. Ανακαλύφθηκαν στο πλαίσιο της μελέτης των παραγόντων που συμμετέχουν στη 

διαδικασία της διαίρεσης των φυτικών κυττάρων.  

Ο αυστριακός φυτοφυσιολόγος Haberlandt, το 1913, πρότεινε την ύπαρξη ενός ή περισσό-

τερων υδατοδιαλυτών παραγόντων που επάγουν την κυτταρική διαίρεση, στον αγωγό ιστό 

τραυματισμένου ιστού κονδύλου πατάτας. Οι πειραματικές προσπάθειες προσδιορισμού και 

απομόνωσης των παραπάνω παραγόντων κατέληξε στην ανακάλυψη των κυτοκινινών τη δεκαε-

τία του 1950. 

Τη δεκαετία του 1930 ο White πέτυχε να καλλιεργήσει, in vitro, ρίζες τομάτας σε θρεπτικό 

υπόστρωμα που περιείχε μόνο σακχαρόζη, ανόργανα άλατα και βιταμίνες, χωρίς προσθήκη φυ-

τοαυξητικών παραγόντων. Αντίθετα η in vitro ανάπτυξη απομονωμένων βλαστών ήταν περιορι-

σμένη, ακόμη και μετά από παροχή αυξίνης, η οποία οφειλόταν, όμως, κυρίως στην κυτταρική 
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διόγκωση και όχι στην κυτταρική διαίρεση.  

Προκειμένου να διεγερθεί και να διατηρηθεί η in vitro ανάπτυξη φυτικών ιστών δοκιμά-

στηκαν πολλές διαφορετικές ουσίες. Τα εντυπωσιακότερα αποτελέσματα προέκυψαν, όταν προ-

στέθηκε στο θρεπτικό υπόστρωμα της ιστοκαλλιέργειας γάλα καρύδας, δηλαδή υγρό ενδοσπέρ-

μιο καρύδας. Ο συνδυασμός αυξίνης και 10-20% γάλακτος καρύδας μπορούσε να επάγει και να 

διατηρήσει, στις in vitro συνθήκες, την κυτταρική διαίρεση ώριμων και διαφοροποιημένων φυτι-

κών ιστών και οργάνων διαφόρων φυτικών ειδών, μέσω της δημιουργίας κάλλου.  

Ο διεγερτικός παράγοντας της κυτταρικής διαίρεσης εντοπίστηκε και ταυτοποιήθηκε το 

1973, πολλά χρόνια μετά την ανακάλυψη των κυτοκινών. Η προωθητική ουσία της κυτταροδιαί-

ρεσης ήταν η ζεατίνη, που έχει παρόμοια μοριακή δομή με την κινητίνη. 

Οι κυτοκινίνες διακρίνονται σε φυσικές και συνθετικές. Οι φυσικές είναι: 

α)  Η κινετίνη η οποία αποτελεί το πρωτότυπο μόριο για τη δημιουργία των συνθετικών 

αδενυλικών-κυτοκινινών. 

β)  Η ζεατίνη η οποία είναι δέκα φορές ισχυρότερη μορφογενετικά από την κινετίνη και 

θεωρείται, επίσης πρωτότυπο μόριο για τις φυσικές κυτοκινίνες. Κυριότερες περιο-

χές βιοσύνθεσής της είναι οι ρίζες και ειδικότερα η κορυφή της ρίζας. 

Οι πιο συχνά χρησιμοποιούμενες συνθετικές κυτοκινίνες οι οποίες αποτελούν και δραστικά 

συστατικά απαραίτητα για την επαγωγή της κυτταρικής διαίρεσης είναι: 

α)  ΒΑ(6-Βενζυλαδενίνη) η οποία είναι η πιο ευρέως  χρησιμοποιούμενη συνθετική κυ-

τοκινίνη. 

β)  2iP [Ν6 (Δ2-ισοπεντενυλοφωσφορική) αδενοσίνη]. 

γ) TDZ[Φαίνυλο-Ν-(1,2,3-θειοδιαζ-5-υλ)-ουρία] η οποία είναι μια ετεροκυκλική συνθε-

τική ουρία παρόμοιας δράσης με τις πουρινικές κυτοκινίνες. 

Εκτός του διεγερτικού ρόλου των κυτοκινινών στην κυτταρική διαίρεση, πολλαπλές ερευ-

νητικές μελέτες κατέδειξαν την καθοριστική τους συμμετοχή και σε πολλές, ακόμα, φυτικές φυ-

σιολογικές και αναπτυξιακές διαδικασίες. Ενδεικτικά αναφέρονται οι εξής: 

➢ Διατήρηση της επάκριας κυριαρχίας. 

➢ Διαφοροποίηση των ακραίων μεριστωμάτων. 

➢ Διαφοροποίηση και ανάπτυξη του αγωγού ιστού. 

➢ Διαφοροποίηση των χλωροπλαστών. 

➢ Άρση λήθαργου των οφθαλμών. 

Η μορφογενετική επίδραση των κυτοκινινών (συνθετικών και μη) εξαρτάται από: 

• Τη φύση της κυτοκινίνης. 
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• Το βαθμό πρόσληψής της από το θρεπτικό μέσο. 

• Την ταχύτητα και την αποτελεσματική διανομή της στους ιστούς. 

• Το ρυθμό καταβολισμού της. 

• Την ικανότητα του εκάστοτε εκφύτου να μεταβολίσει την παρεχόμενη κυτοκινίνη. 

 

 

Β. Κυτοκινίνες & σωματική εμβρυογένεση 

 

Ακολουθεί σύντομη καταγραφή μερικών χαρακτηριστικών εργασιών που διερευνούν τη 

σχέση κυτοκινινών και σωματικής εμβρυογένεσης: 

❖ Η προσθήκη TDZ (0,5-10,0 μΜ) σε ολόκληρα φυτάρια γαιοκάρυου (Arachis 

hypogaea) έδωσε ποσοστά εμβρυογένεσης 85,0-100,0% (Murthy et al. 1995). Αυξη-

μένη συχνότητα σωματικής εμβρυογένεσης επιτεύχθηκε με την αύξηση της παραμο-

νής των εκφύτων στο θρεπτικό μέσο επαγωγής ή της συγκέντρωσης TDZ. 

❖ Οι Beruto et al. (1996), κατά τη διάρκεια τριών ανακαλλιεργειών κάλλων νεραγκού-

λας (Ranunculus asiaticus), κατέδειξαν ότι οι κυτοκινίνες δεν ήταν απαραίτητες για 

την έναρξη της καλλογένεσης, αλλά ήταν για την αύξηση των επαχθέντων κάλλων και 

τη φυτική αναγέννηση. Σωματική εμβρυογένεση δεν παρατηρήθηκε σε κάλλους που 

καλλιεργούνταν σε θρεπτικό μέσο χωρίς κυτοκινίνες ή που περιείχε μόνο κινετίνη. Οι 

κάλλοι που εμφάνιζαν σωματικά έμβρυα είχαν αναπτυχθεί σε υπόστρωμα που πε-

ριείχε ΒΑ και κινετίνη ή μόνο ΒΑ. Οι μη διαφοροποιημένοι κάλλοι σε αντίθεση με 

τους διαφοροποιημένους κάλλους χαρακτηρίζονταν από υψηλό περιεχόμενο φαινο-

λικών πολυμερών, ενεργότητα υπεροξειδάσης και πολυφαινολικής οξειδάσης. 

❖ Οι Hutchinson et al. (1996) σε καλλιέργειες υποκοτυλίων γερανιού (Pelargonium hor-

torum), ανέφεραν την επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης παρουσία TDZ (10,00 

mM/L ή 20,0 mM/L ) κατά τη διάρκεια της επαγωγικής φάσης. Τόσο η επαγωγή όσο 

και η ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων βρίσκονταν σε άμεση εξάρτηση με τα επί-

πεδα εξωγενών και ενδογενών αυξινών. Προσθήκη PCIB (αναστολέας της δράσης και 

της μεταφοράς αυξινών) σε θρεπτικό μέσο με TDZ μείωνε την εμβρυογενετική αντί-

δραση και τα ενδογενή επίπεδα αυξίνης, κυτοκινίνης και ΑΒΑ. Υψηλά επίπεδα εξω-

γενούς ΙΑΑ κατέστειλαν την ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. Τα παραπάνω υπο-

δεικνύουν ότι το TDZ ενεργοποιεί τον ενδογενή μεταβολισμό αυξίνης κατά τη διάρ-

κεια της ανάπτυξης των σωματικών εμβρύων. 
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❖ Oι Mary et al. (1997) κατέγραψαν μικρή αύξηση στην επαγωγή σωματικών εμβρύων 

μόνο σε θρεπτικό μέσο με 2,2 mM ΒΑ και 13,6 mM 2,4-D σε ιστοκαλλιέργειες σου-

σαμιού. Αντίθετα, η κινετίνη και η ζεατίνη ανέστελλαν τόσο το ποσοστό της διαφο-

ροποίησης των σωματικών εμβρύων όσο και τον αριθμό των εμβρύων ανά καλλιέρ-

γεια. 

❖ Η επώαση σπόρων γαιοκάρυου (Arachis hypogaea) με TDZ ή BAP κατέληξε σε επα-

γωγή σωματικών εμβρύων και βλαστών αντίστοιχα. Τα δεδομένα αυτά υποδεικνύ-

ουν ότι αν και το TDZ συγκαταλέγεται στις συνθετικές κυτοκινίνες προκαλεί μια δια-

φορετική μορφογενετική πορεία ανάπτυξης από αυτή που επάγουν οι κυτοκινίνες 

πουρίνης (Victor et al. 1999). 

❖ Η προσθήκη ΒΑ σε ιστοκαλλιέργειες έλατου (Abies alba) προώθησε τη σωματική εμ-

βρυογένεση και την ωρίμανση των σωματικών εμβρύων. Η δημιουργία σωματικών 

εμβρύων πρώιμου σταδίου και προχωρημένου σταδίου με κοτυληδόνες αυξήθηκε 

σημαντικά από την επιπλέον προσθήκη ΒΑ στο μέσο ωρίμανσης. Αντίθετα ούτε το 

2iP ούτε η ζεατίνη προώθησαν την ωρίμανση των σωματικών εμβρύων (Schuller et al. 

2000). 

❖ Οι Hutchinson et al. (2000) ανέφεραν ότι η αλληλεπίδραση TDZ και ποικίλων συνθη-

κών φωτισμού ενεργοποιεί τα ενδογενή φυτικά αυξητικά συστατικά τα οποία επη-

ρεάζουν άμεσα την εμβρυογενετική διαδικασία σε έκφυτα υποκοτυλίων γερανιού 

(Pelargonium hortorum). 

❖ Σε φυτάρια μελιτζάνας (Solanum melongena) η επαγωγή σωματικών εμβρύων απαι-

τούσε χαμηλή συγκέντρωση BAP, ενώ σε φυτάρια ντομάτας (Solanum lycopersicum) 

υψηλά επίπεδα BAP και σε πιπεριάς (Capsicum annuum) ακόμα υψηλότερα. Η προ-

σθήκη TDZ στις ιστοκαλλιέργειες ντομάτας και μελιτζάνας ελάττωσε τη σωματική εμ-

βρυογένεση και στις ιστοκαλλιέργειες πιπεριάς την ανέστειλε πλήρως (Kaparakis et 

al. 2002). Καλλιέργεια σπόρων και των τριών φυτών με ΒΑP (0,0-20,0 mg/L) ανέστει-

λε τη σωματική εμβρυογένεση στη ντομάτα και στη μελιτζάνα, αλλά την προώθησε 

στην πιπεριά. 

❖ Πλήρη αναγέννηση δύο ποικιλιών σιταριού (Triticum aestivum) μέσω σωματικής εμ-

βρυογένεσης ανακοινώθηκε από τους Malik et al. (2004) σε θρεπτικό υπόστρωμα 

MS. Η μεγαλύτερη συχνότητα φυτικής αναγέννησης καταγράφηκε σε 0,5 mg/L ΒΑΡ 

και 0,1 mg/L IAA. Υψηλότερη συγκέντρωση ΒΑΡ αποδείχθηκε τοξική και τελικά θνη-

σιγόνος για τους κάλλους σε μερικές περιπτώσεις. 
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❖ Σε έκφυτα ριζών κερασιάς (Prunus insica) οι Cheong et al. (2004) κατέγραψαν ανα-

στολή της σωματικής εμβρυογένεσης από την προσθήκη ΒΑ, TDZ και GA3. 

❖ Οι Gutierrez et al. (2004) ανακοίνωσαν το υψηλότερο ποσοστό δευτερογενούς εμ-

βρυογένεσης από εμβρυογενετικές μάζες κερασιάς (Prunus avium x P. 

pseudocerasus), σε θρεπτικό υπόστρωμα με 1,0 mg/L ΒΑ και 0,1 mg/L TDZ. Περαιτέ-

ρω εφαρμογή 1,0 mg/L TDZ μετέτρεπε τους εμβρυογενετικούς κάλλους σε μη εμ-

βρυογενετικούς, όταν το θρεπτικό υπόστρωμα περιείχε 2,0% σακχαρόζη. 

❖ Tέλος, σε ιστοκαλλιέργειες πιπεριάς (Capsicum annuum), άμεση σωματική εμβρυο-

γένεση προκλήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωμα MS με TDZ. Το υψηλότερο ποσοστό κα-

ταγράφηκε σε συγκέντρωση 0,5 μΜ TDZ (Khan et al. 2006). 

 

 

1.3. ΑΒΑ 

 

Η αναπτυξιακή επίδραση του ΑΒΑ επηρεάζεται από ποικίλους παράγοντες, όπως την αρχι-

κή επεξεργασία των φυτών, το είδος του θρεπτικού μέσου, τη θερμοκρασία κατά την έναρξη της 

ιστοκαλλιέργειας, την ανακίνηση του υποστρώματος, τον αριθμό των κυττάρων, το ωσμωτικό 

δυναμικό κ.ά.  

Στα αρχικά μορφογενετικά στάδια της ζυγωτικής εμβρυογένεσης και μέχρι το στάδιο των 

κοτυληδόνων, τα επίπεδα του ΑΒΑ παραμένουν πολύ χαμηλά. Αντίθετα αξιοσημείωτη αύξηση 

των επιπέδων του καταγράφεται κατά το στάδιο ωρίμανσης των ζυγωτικών εμβρύων και αισθη-

τή μείωσή του με την έναρξη του σπερματικού λήθαργου τόσο στα μονοκοτυλήδονα όσο και στα 

δικοτυλήδονα φυτά. Από την πλειοψηφία των πειραματικών δεδομένων διαφαίνεται ότι το ΑΒΑ 

διαδραματίζει ρυθμιστικό ρόλο στη φυσιολογική ανάπτυξη τόσο των ζυγωτικών όσο και των σω-

ματικών εμβρύων in vitro μέσω δύο κυρίως μορφογενετικών προσεγγίσεων: 

1. Αναστολή της πρόωρης φύτρωσής τους. 

2. Ενεργοποίηση της ωρίμανσής τους. 

Έχει προταθεί ότι πιθανώς το ΑΒΑ: 

i) Μιμείται τις συνθήκες υψηλού ωσμωτικού δυναμικού που προωθούν τη σω-

ματική εμβρυογένεση (Brown et al. 1989). 

ii) Ενεργεί σαν ρυθμιστής σε μεταφραστικό επίπεδο, επηρεάζοντας τη διαθεσιμό-

τητα του αδρού ΕΝΠΔ που απαιτείται για τη μετάφραση των μεταγραφημάτων 

υδρόφιλων πρωτεϊνών που ενεργούν σαν προστατευτικά συστατικά έναντι της 
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ξήρανσης.  

iii) Σχετίζεται άμεσα με τα επίπεδα των λιπαρών οξέων (ποιοτικά και ποσοτικά) 

και συνεισφέρει στην καταστολή της ανάπτυξης των προγλυοξυοσωμάτων 

(proglyoxysomes). Η υψηλή συγκέντρωση ΑΒΑ σε ώριμα έμβρυα, πιθανώς, 

διατηρεί την ενεργοποίηση αποταμιευτικών λιπιδίων μέσω της αναστολής της 

σύνθεσης της λιπάσης και της παρεμπόδισης της μετατροπής των προγλυοξυ-

οσωμάτων σε ώριμα γλυοξυoσώματα.  

Πολυάριθμες βιοχημικές και φυσιολογικές μελέτες πιστοποιούν τον πρωταγωνιστικό ρόλο 

του ΑΒΑ στην προώθηση της παραγωγής σωματικών εμβρύων φυσιολογικής μορφολογίας: 

❖ Σε υγρές καλλιέργειες αγριοκύμινου (Carum carvi) η προσθήκη 1,0-0,1 μΜ ΑΒΑ προ-

ώθησε επιλεκτικά την ωρίμανση μόνο των φυσιολογικών σωματικών εμβρύων, ανα-

στέλλοντας την ανάπτυξη δύσμορφων σωματικών εμβρύων και την πρώιμη ανάπτυ-

ξη των φυταρίων (Ammirato 1983). 

❖  Ανάλογες παρατηρήσεις έγιναν και σε εμβρυογενετικούς κάλλους από ανώριμα και 

ώριμα ζυγωτικά έμβρυα ερυθρελάτης (Picea abies) (von Arnold et al. 1988). Ανάλογη 

εμφάνιση και παρόμοιες καλλιεργητικές απαιτήσεις in vitro είχαν τα σωματικά και τα 

ζυγωτικά έμβρυα, αν και τα σωματικά εμφάνιζαν πιο συμπαγή, λεία και ομοιόμορφη 

επιφάνεια. Παράλληλα καταγράφηκε καταστολή της πρόωρης φύτρωσης, πολλαπλή 

δημιουργία σωματικών εμβρύων κατά μήκος του εμβρυογενετικού άξονα, αύξηση 

της συχνότητας σωματικών εμβρύων με φυσιολογικές κοτυληδόνες και ενεργοποίη-

ση λιπιδίων, όπως και στα ώριμα σωματικά έμβρυα. 

❖  Ο Thomas (1999) προσθέτοντας 1,0 mg/L ABA σε καλλιέργειες μάνγκο (Mangifera in-

dica) πέτυχε την φυσιολογική ωρίμανση και φύτρωση των σωματικών εμβρύων. 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες κωνοφόρων το ΑΒΑ ανέστειλε την πολυσχιδή σωματική εμβρυο-

γένεση (cleavage polyembryony), προώθησε την επαγωγή μεμονωμένων εμβρύων 

στην επιφάνεια των εκφύτων, καθώς και την περαιτέρω ανάπτυξη και ωρίμανσή 

τους. Σε καλλιέργειες έλατου (Abies alba) η υψηλή συγκέντρωση ΑΒΑ (20,0-40,0 mM) 

προώθησε τη σωματική εμβρυογένεση μόνο μέχρι το στάδιο της ανώριμης τορπίλης 

(Schuller et al. 2000). Αντίθετα η χαμηλή συγκέντρωση ΑΒΑ (0,0-5,0 mM) αύξησε ση-

μαντικά τον αριθμό των επαχθέντων ώριμων σωματικών εμβρύων σταδίου τορπίλης. 

❖ Οι Nakagawa et al. (2001) σε καλλιέργειες κοτυληδόνων πεπονιού (Cucumis melo) 

παρουσία 200,0 mM σακχαρόζης διαπίστωσαν ότι τα ενδογενή επίπεδα ΑΒΑ των 

κάλλων αυξάνονταν μετά από δύο εβδομάδες καλλιέργειας. Το περιεχόμενο των εμ-
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βρυογενετικών κάλλων σε ΑΒΑ ήταν εντυπωσιακά υψηλότερο από εκείνο των μη εμ-

βρυογενετικών. Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι η σύνθεση του ΑΒΑ ελέγχεται από 

το ωσμωτικό δυναμικό του θρεπτικού μέσου το οποίο ρυθμίζεται από τη συγκέ-

ντρωση των σακχάρων και πιθανώς σχετίζεται με την επαγωγή της σωματικής εμ-

βρυογένεσης. 

❖ Η προσθήκη ΑΒΑ σε υγρές καλλιέργειες καρότου (Daucus carota): 

1. Ανέστειλε την αύξηση των σωματικών εμβρύων όσο αυξανόταν η συγκέντρωση 

του. 

2. Μείωσε την ταχύτητα επαγωγής σωματικών εμβρύων σφαιρικού σταδίου, ενώ 

αντίθετα διέγειρε την επαγωγή καρδιόσχημων εμβρύων και σταδίου τορπίλης. 

3. Μπλόκαρε τη σωματική εμβρυογένεση στο στάδιο της τορπίλης και ανέστειλε 

την εξέλιξη των σωματικών εμβρύων σε φυτά. Τα μπλοκαρισμένα έμβρυα στα-

δίου τορπίλης συνέχιζαν να αναγεννούν νέα σωματικά έμβρυα, οπότε και κα-

ταγράφηκε αύξηση του νωπού βάρους. 

4. Απέτρεψε πολλές μορφολογικές δυσμορφίες, όπως πολλαπλές ή / και εύθρυ-

πτες κοτυληδόνες, πολλαπλά ή δακτυλιοειδή σωματικά έμβρυα, καθώς και 

σωματικά έμβρυα με επιπρόσθετες δομές. 

5. Ανέστειλε το λιπιδικό καταβολισμό και διέγειρε τη σύνθεση αποταμιευτικών 

πρωτεϊνών, όταν αυτές συσσωρεύονταν στις κοτυληδόνες. Δεν έχει ξεκαθαρι-

στεί αν το ίδιο ισχύει σε φυτά, στα οποία οι αποταμιευτικές πρωτεΐνες συσσω-

ρεύονται στο ενδοσπέρμιο και όχι στο έμβρυο. 

❖ Η δράση του ΑΒΑ σε στερεές καλλιέργειες καρότου κατέληξε συνοπτικά στα εξής: 

1.  Διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων από φυτάρια καρότου (Daucus carota) 

σε θρεπτικό μέσο με ΑΒΑ, γεγονός που υποδεικνύει ότι η δράση του απαιτεί 

συστατικό/ά που μεταφέρονται από τα βλαστητικά μεριστώματα διαμέσου 

των υποκοτυλίων (Nishiwaki et al. 2002). 

2.  Σε καλλιέργειες περικαρπίου καρότου (Daucus carota), από φυτάρια 14 ημε-

ρών, το ΑΒΑ ήταν ένας καθοριστικός ενδογενής παράγοντας για την επαγωγή 

δευτερογενούς εμβρυογένεσης. Η απαίτηση υψηλών επιπέδων ΙΑΑ από τα 

πρωτογενή σωματικά έμβρυα υποδηλώνει την αλληλεπίδραση ΑΒΑ και ΙΑΑ 

στην επαγωγή της δευτερογενούς σωματικής εμβρυογένεσης από τα πρωτογε-

νή έμβρυα (Ogata et al. 2005). 
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Α.13.3 ΠΟΛΥΣΑΚΧΑΡΙΤΕΣ 

 

Οι in vitro καλλιέργειες φυτικών κυττάρων, ιστών και οργάνων δεν είναι πλήρως αυτότρο-

φες, γι΄ αυτό απαιτούν την παροχή υδατανθράκων τόσο για τη διατήρηση του ωσμωτικού δυνα-

μικού όσο και για την προσφορά ενέργειας και πηγής άνθρακα για την ολοκλήρωση των φυτικών 

αναπτυξιακών διαδικασιών (διαφοροποίηση βλαστών, ριζογένεση, οργανογένεση και εμβρυογέ-

νεση), καθώς αποτελούν άκρως ενεργοβόρες διαδικασίες της φυτικής φυσιολογίας (Yaseen et al. 

2012). 

Κάθε φυτικό έκφυτο δε μπορεί να μεταβολίσει όλα τα είδη των πηγών άνθρακα το ίδιο 

αποτελεσματικά. Το είδος του άνθρακα που απαιτείται εξαρτάται από το φυτό και το είδος του 

εκφύτου και επιδρά καθοριστικά στην in vitro αύξηση των φυτικών εκφύτων. 

Πολλαπλές είναι οι εργασίες που αποδεικνύουν τον άμεσο συσχετισμό υδατανθράκων και 

σωματικής εμβρυογένεσης, καθώς έχει προταθεί ότι εμπλέκονται άμεσα στη διαφοροποίηση των 

σωματικών εμβρύων μέσω της ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης (Yaseen et al. 2012). Αποτε-

λούν βιολογικά δραστικά συστατικά του κυτταρικού τοιχώματος και εμπλέκονται στους αμυντι-

κούς φυτικούς μηχανισμούς έναντι των παθογόνων μικροοργανισμών.  

Η μορφογενετική τους αποτελεσματικότητα, πιθανώς, σχετίζεται με το στάδιο της ιστοκαλ-

λιέργειας εκφύτων ελιάς, καθώς και με την αλληλεπίδρασή τους με τις αυξίνες στα αρχικά στά-

διά της (Leva et al. 2013). Ενδεχομένως μοιράζονται κοινό υποδοχέα με την αυξίνη και συμμετέ-

χουν στην ενεργοποίηση ενζύμων του κυτταρικού τοιχώματος.  

Οι Garcia et al. (2002) ανακοίνωσαν ότι η φύτρωση ζυγωτικών εμβρύων ελιάς (Olea euro-

paea) in vitro ήταν το ίδιο επιτυχής παρουσία σακχαρόζης και μαννιτόλης. Αντίθετα τα έκφυτα 

που προέκυπταν από τα ζυγωτικά έμβρυα, είχαν καλύτερη ανάπτυξη (αυξημένη επιμήκυνση 

βλαστού, δημιουργία ζευγών φύλλων και σπάσιμο της ακραίας κυριαρχίας) παρουσία μαννιτό-

λης αντί σακχαρόζης.  

Οι μηχανισμοί δράσης των ολιγοσακχαριτών στην φυτική αύξηση και ανάπτυξη δεν είναι 

ακόμα πλήρως γνωστοί, καθώς τα πειραματικά αποτελέσματα είναι πολλές φορές αντικρουόμε-

να. 

Ειδικότερα η σακχαρόζη διαδραματίζει διττό ρόλο: 

• Αποτελεί πηγή άνθρακα και είναι απαραίτητη σε συγκεντρώσεις κάτω από ένα κρί-

σιμο επίπεδο το οποίο επιτρέπει την αναγέννηση. 

• Συνιστά ωσμωτικό δραστικό συστατικό που μπορεί να υποκατασταθεί από άλλον 

υδατάνθρακα ή sugar alcohol που προωθούν επίσης την αναγέννηση. 
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Αντικρουόμενες είναι οι ερευνητικές προσπάθειες που αναφέρονται στη δράση της σακ-

χαρόζης στα πλαίσια της έκφρασης του φυτικού εμβρυογενετικού δυναμικού. Μια ομάδα ερευ-

νητών υποστηρίζει ότι οι χαμηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης είναι αναγκαίες για την επαγωγή 

της σωματικής εμβρυογενετικής διαδικασίας: 

❖ Οι Smith et al. (1988) καλλιέργησαν ζυγωτικά έμβρυα καρότου (Daucus carota) σε 

θρεπτικό μέσο BM και ανακοίνωσαν ότι το επίπεδο επαγωγής προεμβρύων ήταν 

54,0% σε 1,0% σακχαρόζη, 42,0% σε 2,0% σακχαρόζη, 54,0% σε 3,0% σακχαρόζη, 

37,0% σε 5,0% σακχαρόζη και 36,0% σε 10,0% σακχαρόζη. Η παραμονή των εκφύτων 

στο παραπάνω θρεπτικό μέσο για μεγάλο χρονικό διάστημα κατέληγε στην εμφάνιση 

ιστών με μικρότερη ανάπτυξη και στην προαγωγή της φυσιολογικής σωματικής εμ-

βρυογένεσης. Τα παραπάνω, πιθανώς, οφείλονται στην επίδραση του ωσμωτικού 

δυναμικού, αφού είναι γνωστό ότι το υψηλό ωσμωτικό δυναμικό τείνει να ευνοεί το 

ξεκίνημα των σωματικών εμβρύων και το χαμηλό ωσμωτικό δυναμικό ευνοεί την πιο 

φυσιολογική εξέλιξη των σωματικών εμβρύων σε φυτάρια. Ίσως οι συγκεκριμένες 

αλλαγές να αποτελούν και την αιτία της ανάσχεσης της δευτερογενούς σωματικής 

εμβρυογένεσης. 

❖ Οι Hofmann et al. (2004), σε καλλιέργειες σόγιας (Glycine max), δοκίμασαν 1,0%, 

2,0%, 3,0%, 4,0%, 5,0% και 6,0% σακχαρόζη. Η μεγαλύτερη προώθηση της σωματικής 

εμβρυογένεσης διαπιστώθηκε σε 2,0% σακχαρόζη. 

 Περισσότερες είναι οι ερευνητικές δημοσιεύσεις που υποστηρίζουν ότι η υψηλή συ-

γκέντρωση σακχαρόζης ενδυναμώνει τη σωματική εμβρυογένεση: 

❖ Οι Brown et al. (1989), σε καλλιέργεια ανώριμων εμβρύων σιταριού (Triticum aes-

tivum), υπέδειξαν ότι η προσθήκη σακχαρόζης σε χαμηλή συγκέντρωση (20,0 g/L) ε-

νεργοποιούσε τη βλαστογένεση, ενώ η αυξημένη παροχή σακχαρόζης προωθούσε τη 

σωματική εμβρυογένεση, αυξάνοντας τόσο τον αριθμό των εμβρυογενετικών κάλλων 

όσο και το μέγεθος των εμβρυογενετικών περιοχών. Πιθανώς οι διαφορετικές μορ-

φογενετικές αντιδράσεις να οφείλονται στην μεταβολή του εσωτερικού ορμονικού 

ισοζυγίου, εξαιτίας της διαφορετικής σύστασης του θρεπτικού υποστρώματος. 

❖ Ο Liu (1993), σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων εκφύτων ζαχαροκάλαμου (Saccharum 

officinarum), που εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο MSC12, υπέδειξε ότι η υψηλή συ-

γκέντρωση σακχαρόζης (60,0 g/L) προωθούσε υψηλό ποσοστό καλλογένεσης και 

σωματικής εμβρυογένεσης. Ανάλογα αποτελέσματα στην επαγωγή των σωματικών 

εμβρύων είχε και η προσθήκη μαννιτόλης σε ιστοκαλλιέργειες ζυγωτικών εμβρύων, 
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τμημάτων βλαστών και πρωτοπλαστών. 

❖ Οι Charriere et al. (1998), σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ηλίαν-

θου (Helianthus annuus), κατέγραψαν επαγωγή βλαστών σε μέσο με 3,0% σακχαρόζη 

και διαμόρφωση σωματικών εμβρύων σε θρεπτικό μέσο με 12,0% σακχαρόζη. 

❖ Οι Nakagawa et al. (2001), σε ιστοκαλλιέργειες κοτυληδόνων πεπονιού (Cucumis me-

lo), παρατήρησαν ότι η σακχαρόζη (ιδανική συγκέντρωση τα 200,0 mM) αύξανε τη 

διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, όχι όμως και η μαννιτόλη. Υψηλότερες ή χα-

μηλότερες συγκεντρώσεις σακχαρόζης δεν προωθούσαν τη σωματική εμβρυογένεση. 

Αντίθετα η μαννιτόλη αν και δεν αύξανε τη σωματική εμβρυογένεση μπορούσε να 

αυξήσει το ποσοστό επαγωγής, όταν συνδυαζόταν με χαμηλή συγκέντρωση σακχα-

ρόζης. Αξιοσημείωτο είναι ότι στα 200,0 mM σακχαρόζης τα ενδογενή επίπεδα ΑΒΑ 

αυξανόταν σημαντικά μετά από δύο εβδομάδες καλλιέργειας. Το περιεχόμενο των 

εμβρυογενετικών κάλλων σε ΑΒΑ ήταν εντυπωσιακά υψηλότερο από των μη εμβρυ-

ογενετικών κάλλων, γεγονός που υποδεικνύει ότι η σύνθεση ΑΒΑ επηρεάζει την επα-

γωγή σωματικών εμβρύων και ελέγχεται από τις ωσμωτικές συνθήκες, όπως προα-

ναφέρθηκε. 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες γλαδιόλας (Gladiolus italicus) η υψηλή συγκέντρωση σακχαρόζης 

προωθούσε τη σωματική εμβρυογένεση, αλλά περαιτέρω αύξησή της δεν κατέληγε 

σε ανάλογη αύξηση της διαφοροποίησης (Kumar et al. 2002). Όταν η σακχαρόζη α-

ντικαταστάθηκε από μαννιτόλη, παρατηρήθηκε μόνο βλαστητική διαφοροποίηση. Η 

αλληλεπίδραση πουτρεσκίνης και υψηλής συγκέντρωσης σακχαρόζης προωθούσε τη 

σωματική εμβρυογένεση και ανέστελλε τη βλαστητική διαφοροποίηση. Ο συνδυα-

σμός πουτρεσκίνης και χαμηλής συγκέντρωσης σακχαρόζης προωθούσε μόνο τη 

διαφοροποίηση βλαστών. Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι η σακχαρόζη δε διαδρα-

ματίζει μόνο το ρόλο ωσμωτικά δραστικού συστατικού, αλλά εμπλέκεται και σε άλ-

λους φυτικούς μηχανισμούς. 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες χρυσάνθεμου (Chrysanthemum indicum) παρατηρήθηκε επαγω-

γή σωματικών εμβρύων (4,0%), παρουσία γλυκόζης, φρουκτόζης ή σακχαρόζης 60,0 

g/L (Silva 2004). 

 Αξιομνημόνευτο είναι και το συμπέρασμα αρκετών εργασιών οι οποίες υποδηλώ-

νουν ότι η επαγωγή της σωματικής εμβρυογένεσης, η τελική ωρίμανση και φύτρωση 

των σωματικών εμβρύων απαιτούν διαφορετικές συγκεντρώσεις σακχάρου ανάλογα 

με το φυτικό είδος: 



Εισαγωγή 

 - 54 - 

❖ Ο Thomas (1999) ανακοίνωσε ότι σε ιστοκαλλιέργειες μάνγκο (Mangifera indica) η 

επαγωγή σωματικών εμβρύων και η προώθησή τους μέχρι το σφαιρικό στάδιο του 

προεμβρύου απαιτούσε μεγάλη συγκέντρωση σακχαρόζης (6,0%), ενώ η περαιτέρω 

εξέλιξη στο καρδιόσχημο στάδιο και στης κοτυληδόνας μικρότερη (4,0% σακχαρόζη). 

❖ Αντίθετα οι Mandal et al. (2001) κατέδειξαν σαν ιδανικότερη πηγή άνθρακα τα 87,6 

mM σακχαρόζης, τόσο για την επαγωγή όσο και για την ωρίμανση και φύτρωση των 

σωματικών εμβρύων από έκφυτα κνίκου (Carthamus tinctorius). 

Εκτός από τη μεμονωμένη παροχή σακχάρων ή σακχαρόζης και η συνδυασμένη παροχή 

τους με σακχαρόζη επάγει δραστικά τη σωματική εμβρυογένεση. Οι Hisajima et al. (1985) ανα-

κοίνωσαν ότι η γλυκόζη, η φρουκτόζη και η γαλακτόζη είναι μονοσακχαρίτες και μπορούν να α-

ποδομηθούν πιο εύκολα από τη σακχαρόζη (δισακχαρίτης αποτελούμενος από γλυκόζη και 

φρουκτόζη). Η γλυκόζη που παράγεται από την υδρόλυση της σακχαρόζης, απορροφάται περισ-

σότερο από τα κύτταρα συγκριτικά με τη φρουκτόζη. Ενδεικτικά αναφέρονται μερικές ερευνητι-

κές εργασίες που υποδεικνύουν την καταλληλότητα και άλλων υδατανθράκων:  

❖ Οι Loiseau et al. (1995), σε ιστοκαλλιέργειες μίσχων μπιζελιού (Pisum sativum), κατέ-

γραψαν μέγιστη εμβρυογενετική δυναμικότητα σε υψηλή συγκέντρωση υδατανθρά-

κων με ιδανική τη φρουκτόζη (252,0-504,0 mM) συγκριτικά με το πείραμα μάρτυρα 

(84,0 mM σακχαρόζη). 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες υποκοτυλίων λιναριού (Linum usitatissimum), σε MS, οι μονο-

σακχαρίτες γλυκόζη και φρουκτόζη σε υψηλές συγκεντρώσεις (4,0%) ήταν καταλλη-

λότεροι για την επαγωγή σωματικών εμβρύων συγκριτικά με θρεπτικό μέσο που πε-

ριείχε σακχαρόζη και μαλτόζη. Αντίθετα θρεπτικό μέσο με μαλτόζη (1,0-4,0%) προω-

θούσε την περαιτέρω ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. Η προσθήκη σακχαρόζης 

(4,0%) ανέστελλε την ωρίμανση των σωματικών εμβρύων (Cunha 1999). 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες καουτσουκόδεντρου (Hevea brasiliensis) η σακχαρόζη αντικατα-

στάθηκε από μαλτόζη, φρουκτόζη ή γλυκόζη και το υψηλότερο ποσοστό σωματικής 

εμβρυογένεσης παρατηρήθηκε παρουσία μαλτόζης (Blanc et al. 1999). Η χρήση μαλ-

τόζης μετέτρεπε τους κίτρινους κάλλους σε πορτοκαλί και μείωνε κατά το ήμισυ την 

παραγωγή ξηρού βάρους σε αντίθεση με τη σακχαρόζη. Παράλληλα η μαλτόζη μείω-

νε την ποσότητα διαλυμένου σακχάρου, ενώ η παρουσία σακχαρόζης την αύξανε. H 

αργή υδρόλυση της μαλτόζης ήταν το βιοχημικό σήμα για την επαγωγή σωματικών 

εμβρύων. Αντίθετα η γρήγορη υδρόλυση της σακχαρόζης πιθανώς αύξανε τα επίπε-

δα των εξοζών και των αποταμιευτικών συστατικών, γεγονός, που οδηγούσε τα κύτ-
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ταρα σε γρήγορους αναπτυξιακούς ρυθμούς (Blanc et al. 2002). 

❖ Η συνδυασμένη προσθήκη λακτόζης, ΒΑ, γλουταμίνης και υδρολυμένης καζεΐνης σε 

ιστοκαλλιέργειες έλατου (Abies alba) ενδυνάμωνε το ποσοστό των επαχθέντων σω-

ματικών εμβρύων και προωθούσε την πλήρη διαφοροποίησή τους (Schuller et al. 

2000). Το υψηλότερο ποσοστό σωματικών εμβρύων σταδίου τορπίλης καταγραφό-

ταν στα 200,0 mM λακτόζης και 29,0 mM σακχαρόζης. Ο συνδυασμός λακτόζης και 

σορβιτόλης προωθούσε την ωρίμανση των σωματικών εμβρύων μέχρι το στάδιο της 

κοτυληδόνας. 

❖ Οι Mendoza et al. (2002) ανακοίνωσαν την εξάρτηση της επίδρασης του σακχάρου 

από το είδος της αυξίνης. Η αντικατάσταση της σακχαρόζης από μαλτόζη ενδυνάμω-

νε την αναγεννητική ικανότητα των κάλλων, από ανώριμα έμβρυα σιταριού (Triticum 

aestivum), παρουσία 2,4-D και picloram, αλλά προκαλούσε τα αντίθετα αποτελέσμα-

τα, όταν συνδυαζόταν με dicamba. 

❖ H προσθήκη 10,0% σακχαρόζης ήταν απαραίτητη για την επαγωγή σωματικής εμ-

βρυογένεσης σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εκφύτων πιπεριάς (Capsicum 

annuum) (Bodhipadma et al. 2002). Αντίθετα η προσθήκη 10,0% γλυκόζης ή φρου-

κτόζης στο θρεπτικό μέσο επαγωγής είχε ανασταλτικό αποτέλεσμα. Μόνο η μαλτόζη 

μπορούσε να αντικαταστήσει επαρκώς τη σακχαρόζη, τόσο στην επαγωγή όσο και 

στη μετατροπή των σωματικών εκφύτων σε φυτάρια.  

 

 

Α.13.4. ΑΖΩΤΟ 

 

Πολλαπλές είναι οι ερευνητικές ανακοινώσεις που καταδεικνύουν ότι η αναλογία NO3
-

:NH4
+, αλλά και η προσθήκη οργανικού αζώτου στο υπόστρωμα (κυρίως με την μορφή αμινοξέ-

ων) επιδρούν τόσο στη φυτική αναγέννηση όσο και στη σωματική εμβρυογένεση (Abu-Qaoud et 

al. 1991). Μετά τις πρώτες περιγραφές του φαινομένου της σωματικής εμβρυογένεσης ακολού-

θησαν ποικίλες μελέτες σε υγρές και στερεές ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota) με σκο-

πό τη μελέτη της επίδρασης του αζώτου στη σωματική εμβρυογένεση με αντικρουόμενα, μερικές 

φορές, αποτελέσματα: 

1) Σε στερεές ιστοκαλλιέργειες καμβίου καρότου ο συνδυασμός ΚNO3 και Ca(NO3 )2 δεν 

ήταν επαρκής, αλλά ήταν απαραίτητη η προσθήκη ΚNO3 (13,8-20,6 ή 41,2 mM/L ) ή 

NH4NO3 (20,6 mM), δηλαδή συγκέντρωση συνολικού αζώτου 44,4 mΜ για την κατα-
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γραφή 50,0% σωματικής εμβρυογένεσης (Reinert et al. 1967). Αντίθετα παρατηρήθη-

κε μόνο 10,0% σωματική εμβρυογένεση, όταν το θρεπτικό μέσο περιείχε συνολικό 

άζωτο 17,0 mM ή 23,8 mΜ. Η μείωση της συγκέντρωσης του αζώτου από 60,0 mΜ/L 

σε 1,5 mM/L οδήγησε σε απώλεια της εμβρυογενετικής ικανότητας η οποία επανα-

κτήθηκε μόνο με παροχή γλουταμινικού οξέος ή μίγματος αμινοξέων (συγκέντρωση 

συνολικού αζώτου 60,0 mM) αντί για ΚNO3 ή NH4NO3. Η χαμηλή συγκέντρωση αζώ-

του (6,0 mM) και Κ+ (3,1 mM) δεν επέτρεπε τη διαμόρφωση σωματικών εμβρύων. 

 Αντίθετα, όταν η συγκέντρωση του αζώτου ήταν η ίδια (6,0 mM) και η συγκέντρωση 

του Κ+ 20,0 mM, καταγράφηκε 50,0% σωματική εμβρυογένεση.  

 Η ιδανική συγκέντρωση αζώτου ήταν τα 60,0 mM και του Κ+ 20,0 mM. Απουσία 

NH4NO3 αναπτύσσονταν λίγα ή καθόλου σωματικά έμβρυα, ενώ η μικρή προσθήκη 

NH4CI (2,1 mM) προωθούσε αισθητά τη σωματική εμβρυογένεση. 

2) Σε καλλιέργειες ριζών καρότου καταγράφηκε θετική επίδραση των ιόντων Κ+ και NH4
+ 

στην επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης (Tazawa et al. 1969). 

Σημαντική ανάσχεση υπήρχε, όταν απομακρυνόταν το ΚNO3 και παρεχόταν μέτρια 

συγκέντρωση NH4NO3. Η παροχή NH4NO3 μείωνε το ενδοκυτταρικό επίπεδο Κ+, κα-

θώς αναστελλόταν ισχυρά η πρόσληψη του [με τη μορφή ΚΗ2PO4 (1,25 mM K+)]. Η 

προσθήκη ΚΗ2PO4 σε συγκέντρωση αντίστοιχη του ΚNO3 (18,8 mM) επανέφερε το εν-

δοκυτταρικό επίπεδο Κ+ στην αρχική του συγκέντρωση και επέτρεπε τη διαφοροποί-

ηση μικρών ποσοστών σωματικής εμβρυογένεσης, καθώς τα ιόντα PO4
-3 την ανέ-

στελλαν. Το Na+ μόνο του δεν ανέστελλε την εμβρυογένεση, όπως αποδεικνύεται 

από την παρόμοια δραστικότητα του ΝαΝΟ3 και του ΚNO3. Η προσθήκη 41,2 mM 

NaCl προκαλούσε μικρή αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης. 

3) Σε υγρές καλλιέργειες μίσχων άγριου στελέχους καρότου παρουσία 5,0-95,0 mM 

ΚNO3 καταγραφόταν μικρή αύξηση της σωματικής εμβρυογένεσης. Η παροχή 0,1 mM 

NH4CI την προωθούσε, ενώ η παροχή 10,0 mM NH4CI ήταν κατάλληλη μόνο, όταν η 

συγκέντρωση του KNO3 κυμαινόταν από 12,0-40,0 mM. Η μεμονωμένη προσθήκη 

στο τεχνητό υπόστρωμα γλουταμίνης, γλουταμινικού οξέος, ουρίας ή αλανίνης μπο-

ρούσε να υποκαταστήσει το NH4CI παρουσία KNO3 (Wetherell et al. 1976). 

4) Η παροχή υψηλής συγκέντρωσης ΚNO3 σε υποκοτύλια καρότου ενεργοποιούσε ελά-

χιστα τη σωματική εμβρυογένεση, ενώ η συνδυασμένη παροχή ΚNO3 και NH4NO3 την 

προωθούσε σημαντικά (Kamada et al. 1979b). Η σωματική εμβρυογένεση αυξανόταν, 

όταν το θρεπτικό μέσο περιείχε αποκλειστικά NH4NO3. Ο συνδυασμός (NH4 )2SO4 και 
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ΚNO3 ανέστειλε τόσο τη ριζογένεση όσο και τη σωματική εμβρυογένεση. Αν και η με-

μονωμένη παρουσία NH4CI δεν ήταν αποτελεσματική για την επαγωγή σωματικής 

εμβρυογένεσης, ο συνδυασμός του με ΚNO3 ήταν πολύ προωθητικός. Η πλήρης απο-

μάκρυνση των αζωτούχων συστατικών ανέστειλε τη σωματική εμβρυογένεση. 

Έκτοτε ακολούθησε πλήθος εργασιών με στόχο τη διαλεύκανση της εξάρτησης της σωματι-

κής εμβρυογένεσης από το είδος και τη συγκέντρωση του παρεχόμενου αζώτου. Ενδεικτικά ανα-

φέρονται οι παρακάτω: 

❖ Σε κάλλους από σημύδα  (Betula pendula, Roth.) καταγράφηκε μέγιστη σωματική εμ-

βρυογένεση σε συνολικό ανόργανο άζωτο 35,0 mM και συγκέντρωση σακχαρόζης 

20,8 g/L (Nuutila et al. 1991). Το ανοιγμένο άζωτο με την μορφή NO3
- ήταν πολύ απο-

τελεσματικό, αλλά όχι και το (NH4)2SO4. Υψηλή συγκέντρωση ΚNO3 στο θρεπτικό μέ-

σο απουσία  NH4NO3 ή NH4CΙ προώθησε ελάχιστα την επαγωγή σωματικών εμβρύων. 

Αντίθετα η παροχή ΚNO3 (20,0 mM) και α-αλανίνης (5,0-10,0 mM) την προωθούσε 

σημαντικά. 

 Τα αμινοξέα γλουταμίνη, ασπαραγίνη, ασπαρτικό οξύ, γλουταμινικό οξύ, αργινίνη 

και προλίνη προωθούσαν τη σωματική εμβρυογένεση σε αντίθεση με τα αμινοξέα 

λυσίνη, βαλίνη, ιστιδίνη, λευκίνη, β-αλανίνη και μεθειονίνη. Το πουριβικό οξύ παρε-

μπόδιζε την προωθητική επίδραση του γλουταμινικού οξέος. Από τα αμινοξέα που 

προστέθηκαν μεμονωμένα, χωρίς ταυτόχρονη προσθήκη άλλων αζωτούχων συστατι-

κών, η γλουταμίνη ήταν το καταλληλότερο.  

❖ Οι Mordhorst et al. (1993) ανακοίνωσαν ότι σε ιστοκαλλιέργειες μικροσπόρων κρι-

θαριού (Hordeum vulgare) τα κυτταρικά συσσωματώματα παρουσία 20,0 mM αζώ-

του αναπτύσσονταν πολύ αργά, εξελίσσονταν σπάνια σε ολοκληρωμένα σωματικά 

έμβρυα και τελικά σε πλήρη φυτά. Όταν η συγκέντρωση του εξωγενώς παρεχόμενου 

αζώτου ήταν μεγαλύτερη από 35,0 mΜ, τα κυτταρικά συσσωματώματα εμφάνιζαν 

ακανόνιστο σχήμα και δημιουργία κάλλου. Τα υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμ-

βρυογένεσης καταγραφόταν σε αναλογία NO3
- : NH4

+ 90:10 και 70:30. Όταν η αναλο-

γία ήταν 50:50 η φυτική αύξηση ήταν ίδια με την αύξηση του πειράματος-μάρτυρα, 

τα κυτταρικά συσσωματώματα εμφάνιζαν μικρή αναγεννητική ικανότητα και σε διά-

στημα 6-8 εβδομάδων γίνονταν καφέ και τελικά νεκρώνονταν. 

 Σε υψηλή αναλογία ανόργανου-οργανικού άνθρακα και ταυτόχρονη προσθήκη γλου-

ταμίνης παρατηρήθηκε ανάσχεση της φυτικής αναγέννησης, ενώ η ανάπτυξη ήταν 

συγκρίσιμη με του πειράματος-μάρτυρα. Η μεμονωμένη παροχή NO3
- ή NH4

+ οδη-
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γούσε σε μικρή φυτική αναγέννηση. Η περιορισμένη ανάπτυξη των μικροσπόρων σε 

θρεπτικό μέσο που περιείχε μόνο NH4
+ ή αναλογία NO3

- : NH4
+  30:70 οφειλόταν στην 

τοξικότητα του NH4
+. 

❖ Σε ιστοκαλλιέργειες υποκοτυλίων λιναριού (Linum usitatissimum) βρέθηκε ότι το 

NO3
- διαδραμάτιζε καθοριστικό ρόλο στην επαγωγή, διαφοροποίηση και αύξηση του 

κάλλου, ενώ η μεγάλη συγκέντρωση NH4
+ αύξανε δραστικά τη συχνότητα της σωμα-

τικής εμβρυογένεσης (Cunha et al. 1999). 

❖ Οι Leljak-Levanik et al. (2004) καλλιέργησαν ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα κολοκυθιού 

(Cucurbita pepo) σε MS με μοναδική πηγή αζώτου το NH4Cl και δημιούργησαν τρεις 

ομοιόμορφες εμβρυογενετικές σειρές. Οι ιστοκαλλιέργειες περιείχαν προεμβρυικά 

συσσωματώματα ή σωματικά έμβρυα σφαιρικού σχήματος, τα οποία δεν εξελίσσο-

νταν σε πλήρη φυτάρια. Τα σφαιρικά έμβρυα ωρίμαζαν, όταν μεταφέρονταν σε θρε-

πτικό υπόστρωμα που περιείχε συνδυασμό NH4
+ και NΟ3

-. Οι διαφορετικές πηγές 

αζώτου προκαλούσαν αλλαγές στο pH του θρεπτικού μέσου από 4,0-6,5,  γι΄ αυτό 

και ήταν απαραίτητη η σταθεροποίηση του pH σε τιμές 4,0 ή 3,2. 

❖ Οι Trabelsi et al. (2011) ανακοίνωσαν για πρώτη φορά την επαγωγή σωματικής εμ-

βρυογένεσης από έκφυτα ώριμων ιστών της ποικιλίας “Chetoui” ελιάς (Olea euro-

paea) σε υγρές καλλιέργειες. Τμήματα ώριμων φύλλων που προέρχονταν από in vitro 

επαχθέντες βλαστούς (ηλικίας τεσσάρων εβδομάδων), εμβολιάστηκαν σε MS με 10,0 

μΜ ΝΑΑ και 2,25 μΜ 2iP στο σκοτάδι. Οι πιο εύθρυπτοι και υγιείς κάλλοι μεταφέρο-

νταν σε υγρό θρεπτικό μέσο ΟΜe με 2,25 μΜ ζεατίνη αποκλειστικά ή συνδυασμένη 

με 2,5 μΜ 2,4-D ή 2,5 μΜ ΝΑΑ ή αποκλειστικά 2,5 μΜ 2,4-D. Το υγρό θρεπτικό υπό-

στρωμα επαγωγής περιείχε 700,0 mg/L (NH4)2SO4 ή 950,0 mg/L ΚΝO3 ή οργανική 

μορφή αζώτου (500,0 mg/L υδρολυμένης καζεΐνης) ή συνδυασμό και των τριών πη-

γών αζώτου. Ο πιο αποδοτικός ρυθμός επαγωγής σωματικών εμβρύων καταγράφηκε 

στο θρεπτικό μέσο με το συνδυασμό των πηγών αζώτου. 
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A.13.5. ΠΟΛΥΑΜΙΝΕΣ 

 

Α.13.5.1. Γενικά 

 

Οι πολυαμίνες πουτρεσκίνη, σπερμιδίνη και σπερμίνη αποτελούν τμήμα του συνολικού 

μεταβολισμού των αζωτούχων κυτταρικών συστατικών. Πρόκειται για αλειφατικές αμίνες μικρού 

μοριακού βάρους, πολυκαντιοντικής φύσης και απαντούν σε όλους τους ζωντανούς οργανι-

σμούς. 

Εξαιτίας των πολυκαντιοτικών τους ιδιοτήτων σχετίζονται με πλήθος μεταβολικών και α-

ναπτυξιακών διαδικασιών στα φυτά. Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι οι πολυαμίνες δεν συμπερι-

φέρονται σαν ορμόνες, καθώς υπάρχουν αρκετές ενδείξεις ότι ενεργούν σαν δευτερογενείς αγ-

γελιοφόροι των ορμονών. 

Οι κυριότερες κυτταρικές λειτουργίες στις οποίες εμπλέκονται οι πολυαμίνες είναι: 

1. Συνεισφέρουν στην κυτταρική ομοιόσταση, ενεργώντας σαν ένα μεταβολικό ρυθμι-

στικό διάλυμα της διατήρησης του κυτταρικού pH, όταν η ενεργοποίηση ιόντων NH4
+ 

παρέχει περίσσεια πρωτονίων. 

2. Συμμετέχουν στην αντιμετώπιση καταστάσεων περιβαλλοντικής καταπόνησης (αφυ-

δάτωση, οσμωτική καταπόνηση κ.ά.), πιθανώς μέσω της σύνδεσής τους με αρνητικά 

φορτισμένα μακρομόρια. 

3. Εμπλέκονται στον in vitro tuberization. 

4. Διαδραματίζουν μορφογενετικό ρόλο. Σε κύτταρο/ιστοκαλλιέργειες φυτικών εκφύ-

των έχουν καταγραφεί υψηλές συγκεντρώσεις πολυαμινών σε ιστούς με ενεργό με-

ταβολισμό, έντονους αυξητικούς ρυθμούς, αύξηση ακραίων βλαστητικών μεριστω-

μάτων, ανάπτυξη ριζών και σωματικών εμβρύων. Έχει προταθεί ότι ο μορφογενετι-

κός ρόλος των πολυαμινών οφείλεται στο ηλεκτροστατικό τους δέσιμο με αρνητικά 

φορτισμένα συστατικά, όπως νουκλεϊκά οξέα και φωσφολιπίδια της κυτταρικής μεμ-

βράνης. Οι πολυαμίνες δρουν σαν αντιξηραντικά συστατικά, λόγω της άμεσης σύν-

δεσής τους με την κυτταρική μεμβράνη. Η εμπλοκή των πολυαμινών με τη βιοσύνθε-

ση του αιθυλενίου σε μεμβρανικό επίπεδο υποδηλώνει τη συνδρομή τους στη στα-

θεροποίηση, τόσο της δομής και της λειτουργίας των νουκλεϊκών οξέων και των μεμ-

βρανών όσο και της επιβράδυνσης του γηρασμού. 

Συνοπτικά μια ενδιαφέρουσα και ελκυστική, ταυτόχρονα, πρόταση για το ρόλο τους κατά 

τη φυτική διαφοροποίηση είναι ότι οι πολυκατιοντικές πολυαμίνες ρυθμίζουν άμεσα το κυτταρι-
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κό pH κι έτσι έμμεσα συνεισφέρουν: 

• Στη δημιουργία πολικότητας στο κύτταρο, αφού η άνιση κατανομή προκαλεί την ανι-

σοκατανομή και άλλων αρνητικά φορτισμένων μακρομορίων. 

• Στη διατήρηση της ασύμμετρης κατανομής ενός αρνητικά φορτισμένου μακρομορίου 

εξουδετερώνοντας το φορτίο του. 

Και στις δύο περιπτώσεις απαραίτητη προϋπόθεση είναι η ασύμμετρη κατανομή των ενδο-

κυτταρικών πολυαμινών. 

 

 

Α.13.5.2. Σωματική εμβρυογένεση & ενδογενή επίπεδα πολυαμινών 

 

Λεπτομερείς μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί με στόχο τη διασαφήνιση του συσχετισμού 

ενδογενών πολυαμινών και σωματικής εμβρυογένεσης. Οι περισσότερες βιβλιογραφικές αναφο-

ρές δεν υποδεικνύουν έναν κοινό τρόπο δράσης σε όλα τα φυτικά είδη, αλλά φανερώνουν ότι ο 

μεταβολισμός τους αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για τη διαφοροποίηση σωματικών εμ-

βρύων. 

Είναι γνωστό ότι τα φυτικά κύτταρα συνθέτουν πουτρεσκίνη μέσω δύο παράλληλων μετα-

βολικών μονοπατιών (Mader 1995): 

• Του ενζύμου 3-truncated mouse ornithine decarboxylase (ODC). 

• Του ενζύμου Arginine decarboxylase (ADC). 

Αντίθετα τα ζωικά κύτταρα διαθέτουν μόνο το ODC μονοπάτι. 

Η πρώτη αναφορά για τον καθοριστικό ρόλο των ενδογενών πολυαμινών στη διαφοροποί-

ηση σωματικών εμβρύων έγινε από τους Montague et al. (1978). Οι Montague et al. κατέγραψαν 

αυξημένα ενδογενή επίπεδα πουτρεσκίνης σε κυτταρικές καλλιέργειες ανεξάρτητα από την πα-

ροχή ή μη 2,4-D στο τεχνητό θρεπτικό υπόστρωμα. Υψηλότερα επίπεδα πουτρεσκίνης διατηρού-

σαν οι εμβρυϊκοί κάλλοι συγκριτικά με τους μη εμβρυϊκούς κάλλους, ενώ τα επίπεδα της σπερμί-

νης ήταν χαμηλά στους εμβρυϊκούς κάλλους. Η αλληλεπίδραση σπερμιδίνης και αυξίνης δεν ή-

ταν ιδιαίτερα καθοριστική για το τελικό ποσοστό της σωματικής εμβρυογένεσης. 

Οι Fienberg et al. (1984) επιβεβαίωσαν τον καθοριστικό ρόλο της βιοσύνθεσης των πολυα-

μινών κατά τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus 

carota). Όταν εμβρυϊκοί κάλλοι καρότου κατεργάστηκαν με ειδικό αναστολέα της βιοσύνθεσης 

πολυαμινών, καταγράφηκε δραματική μείωση της σωματικής εμβρυογένεσης (50,0%), σε αντί-

θεση με καλλιέργειες μη κατεργασμένων κάλλων. Η αναστολή ήταν αναστρέψιμη, καθώς η εξω-
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γενής παροχή πουτρεσκίνης, σπερμιδίνης ή σπερμίνης αποκαθιστούσε το αρχικό ποσοστό σωμα-

τικής εμβρυογένεσης. 

Οι Huang et al. (2001), σε καλλιέργειες τριφυλλιού (Medicago sativa), ανακοίνωσαν ότι οι 

εμβρυογενετικοί κάλλοι στο στάδιο της επαγωγής περιείχαν πουτρεσκίνη, σπερμιδίνη και σπερ-

μίνη σε πολύ μικρή συγκέντρωση, ιδιαίτερα αναλογίες πουτρεσκίνης/σπερμιδίνης. Η εμφάνιση 

των σωματικών εμβρύων αύξανε τα επίπεδα πολυαμινών στο μέγιστο επίπεδο τα οποία στη συ-

νέχεια μειωνόντουσαν όσο η εμβρυογενετική διαδικασία εξελισσόταν. 

Σε μια προσπάθεια διασαφήνισης του αυξητικού ρόλου των πολυαμινών και του επαγωγι-

κού τους ρόλου στη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων χρησιμοποιήθηκε μια μεταλλαγμένη 

κυτταρική σειρά καρότου που είχε χάσει την εμβρυογενετική ικανότητα, αλλά διατηρούσε τη 

δυνατότητα αύξησης και πολλαπλασιασμού σε θρεπτικό μέσο κατάλληλο για επαγωγή σωματι-

κών εμβρύων. Στη μεταλλαγμένη κυτταρική σειρά δεν καταγράφηκε σημαντική αύξηση της συ-

γκέντρωσης σπερμιδίνης και σπερμίνης, ενώ η εξωγενής παροχή τους προωθούσε, μερικές φο-

ρές, τα ποσοστά της σωματικής εμβρυογένεσης. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα ενισχύουν την άποψη ότι οι πολυαμίνες και ειδικότερα η 

σπερμιδίνη και η σπερμίνη αποτελούν απαραίτητη προϋπόθεση για την εκδήλωση σωματικής 

εμβρυογένεσης, αλλά και δευτερογενούς σωματικής εμβρυογένεσης (Rajesh et al. 2003). 

 

 

Α.13.5.3. Σωματική εμβρυογένεση & εξωγενώς παρεχόμενες πολυαμίνες 

 

Οι πολυαμίνες, όπως η πουτρεσκίνη, η σπερμιδίνη και η σπερμίνη, εμπλέκονται σε πολυά-

ριθμες διαδικασίες που σχετίζονται με τη φυτική αύξηση, επιδρώντας στην κυτταρική διαίρεση 

(Rugini et al. 1997). 

Σε πειράματα που χρησιμοποιήθηκαν τόσο κάλλοι καλαμποκιού (Zea mays) (Koch et al. 

1996) όσο και κάλλοι από τομές ριζών Panax ginseng (Kevers et al. 2000) η παρουσία εξωγενούς 

αυξίνης, πολυαμινών ή πρόδρομων συστατικών της σύνθεσής τους (ιδιαίτερα αργινίνης και ορ-

νιθίνης) κατέληγε, ακόμα και στον τετραπλασιασμό του ρυθμού παραγωγής σωματικών εμβρύ-

ων. Παράλληλα η χρήση αναστολέων τόσο της βιοσύνθεσης όσο και της βιοδιάσπασης των πο-

λυαμινών μείωνε τον αριθμό των επαγόμενων εμβρύων. 

Οι παραπάνω αναφορές υποδεικνύουν την εμπλοκή τόσο του μεταβολικού μονοπατιού 

ODC όσο και του ADC στο μηχανισμό της σωματικής εμβρυογένεσης. Σε υγρές καλλιέργειες εμ-

βρυογενετικών κάλλων Panax ginseng η προσθήκη στο αρχικό θρεπτικό μέσο σπερμιδίνης αύξα-
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νε τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων (Monteiro et al. 2002). Διαπιστώθηκε ότι η παρεχό-

μενη σπερμιδίνη οξειδωνόταν από οξειδάσες των πολυαμινών και εν μέρει μεταβολιζόταν σε 

πουτρεσκίνη. 

Ο συνδυασμός πουτρεσκίνης, θερμοκρασιακής καταπόνησης (50 ºC για μία ώρα) και υψη-

λής συγκέντρωσης σακχαρόζης, σε ιστοκαλλιέργειες γλαδιόλας (Gladiolus italicus), προωθούσε 

τη σωματική εμβρυογένεση και παρεμπόδιζε τη βλαστητική διαφοροποίηση (Kumar et al. 2002). 

Η προσθήκη πουτρεσκίνης και χαμηλής συγκέντρωσης σακχαρόζης προωθούσε τη διαφοροποίη-

ση βλαστών. 

Οι Sakhanokho et al. (2005) αύξησαν 2-8 φορές την παραγωγή σωματικών εμβρύων σε 

διάφορες σειρές βαμβακιού (Gossypium hirsutum) με την προσθήκη 0,5 mg/L πουτρεσκίνης. 

Σε αντίθετα αποτελέσματα κατέληξαν οι Bonneau et al. (1995). Σε ιστοκαλλιέργειες κοτυ-

ληδόνων ευωνύμου (Euonymus europaea) η προσθήκη DFMO (ειδικός μη αντιστρεπτός αναστο-

λέας της ODC) σε μη εμβρυογενετικούς κάλλους παρεμπόδιζε την καλλογένεση και τη βιοσύνθε-

ση της πουτρεσκίνης, αλλά προωθούσε σημαντικά την επαγωγή ριζών. Αντίθετα σε εμβρυογενε-

τικούς κάλλους ανέστελλε μερικώς τη βιοσύνθεση πουτρεσκίνης, αλλά καταγράφονταν υψηλή 

συχνότητα σωματικών εμβρύων. 

Οι Μauri et al. (2011) μελέτησαν το συνολικό ενδογενές περιεχόμενο πολυαμινών, σε ιστο-

καλλιέργειες βελανιδιάς (Quercus ilex). Οι εμβρυογενετικοί κάλλοι ανώριμων ζυγωτικών και σω-

ματικών εμβρύων βελανιδιάς περιείχαν υψηλό ποσοστό πολυαμινών το οποίο μειωνόταν στις 

φάσεις ωρίμανσης και φύτρωσής τους. Πιο συγκεκριμένα περιείχαν υψηλά επίπεδα σπερμιδίνης 

που μειωνόταν στη φάση ωρίμανσης και φύτρωσης. Τα επίπεδα σπερμίνης ήταν μικρότερα από 

της σπερμιδίνης. Τα μεγαλύτερα ποσοστά σπερμίνης καταγράφονταν στους εμβρυογενετικούς 

κάλλους και στα ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα συγκριτικά με τα ώριμα. 

 

 

Α.13.6. ΕΝΕΡΓΟΣ ΑΝΘΡΑΚΑΣ 

 

Η προσθήκη ενεργού άνθρακα στο τεχνητό υπόστρωμα επάγει θετικά τη σωματική εμβρυ-

ογένεση, καθώς αρκετά πειραματικά αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι έχει τη δυνατότητα να 

απορροφά ανασταλτικά συστατικά και αυξητικούς παράγοντες που επιβραδύνουν ή αναστέλ-

λουν τη σωματική εμβρυογένεση (Ammirato 1983). 

Οι Pullman et al. (2005) ανακοίνωσαν ότι ο συνδυασμός ΑΒΑ και ενεργού άνθρακα αύξανε 

την παραγωγή σωματικών εμβρύων σε καλλιέργειες ερυθρελάτης (Picea abies). Τα σωματικά 
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έμβρυα διέθεταν αυξημένο μέγεθος, μεγαλύτερα ακραία μεριστώματα και έμοιαζαν περισσότε-

ρο με ζυγωτικά έμβρυα, καθώς είχαν μεγαλύτερο ποσοστό ανάπτυξης επικοτυλίου κατά τη φύ-

τρωση. Παράλληλα κατέγραψαν ταχύτατη μείωση του ελεύθερου ΑΒΑ, μέσα σε λίγες ώρες, στα-

διακή πτώση τις επόμενες ημέρες και μικρή αλλαγή τις 2-6 επόμενες εβδομάδες. 

Oι Lopez-Perez et al. (2005) σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ανθήρων και ωοθηκών αμπε-

λιού (Vitis vinifera) και οι Loganathan et al. (2010) σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων εμβρυϊκών με-

ριστωμάτων βλαστού σόγιας (Glycine max) έδειξαν ότι ο ενεργός άνθρακας ήταν απαραίτητος 

για την απόκτηση σωματικών εμβρύων σε κάποιες ποικιλίες και για την αύξηση του ποσοστού 

επαγωγής σωματικών εμβρύων σε κάποιες άλλες. 

H προσθήκη 1,0 g/L ενεργού άνθρακα προώθησε τη φύτρωση δευτερογενών σωματικών 

εμβρύων σε in vitro ιστοκαλλιέργεια σούρβου (Sorbus pobuasbanensis) (Yang et al. 2012). Η φύ-

τρωση των εμβρύων έγινε στο φως και σε MS που περιείχε, εκτός του ενεργού άνθρακα, 0,06 μΜ 

ΝΑΑ ή 0,15 μΜ ΙΒΑ. Το ποσοστό φύτρωσης ξεπέρασε το 60,0% (πείραμα-μάρτυρας 50,0%) πα-

ρουσία ενεργού άνθρακα.   

 

 

Α.13.7. AΓΑΡ 

 

Το άγαρ είναι, σε γενικές γραμμές, ένας ανενεργός μεταβολικά πολυσακχαρίτης. Σχετικές 

μελέτες, όμως, υποδεικνύουν ότι το είδος του στερεωτικού μέσου των θρεπτικών υποστρωμά-

των επηρεάζει τη διαθεσιμότητα νερού και αλάτων στους φυτικούς ιστούς και κατ’ επέκταση την 

παραγωγή ξηρού και νωπού βάρους (Beruto et al. 1999). 

Οι Ponsamuel et al. (1996) σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων κοτυληδόνων καλλιεργήσιμου 

τσαγιού (Camellia sinensis) χρησιμοποίησαν υποστρώματα με 0,8% και 1,5% άγαρ, προκειμένου 

να παράγουν μη εμβρυογενετικούς κάλλους και υποστρώματα με 3,0% και 6,0% άγαρ για την 

επαγωγή σωματικών εμβρύων. Οι υψηλές συγκεντρώσεις (3,0% και 6,0% άγαρ) μείωναν τη συ-

χνότητα μετατροπής των σωματικών εμβρύων σε πλήρη φυτάρια και προωθούσαν τη δημιουρ-

γία ανώμαλων φυταρίων. Η συγκέντρωση 0,8% άγαρ προωθούσε, κατά 50,0%, την ωρίμανση των 

σωματικών εμβρύων σε πλήρη φυτάρια. 

Σε καλλιέργειες ερυθρελάτης (Picea abies) τα διαφορετικά στερεωτικά μέσα (phytagel κ.ά.) 

επιδρούσαν αισθητά στην απορρόφηση του ΑΒΑ. Το άγαρ τη μείωνε αισθητά, συγκριτικά με τα 

υπόλοιπα, προκαλώντας έτσι στην περαιτέρω μείωση της σωματικής εμβρυογένεσης (Pullman et 

al. 2005). Αντίθετα οι Kumar et al. (2002) σε καλλιέργεια γλαδιόλας (Gladiolus italicus) είχαν ανα-
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κοινώσει την υπεροχή του άγαρ έναντι του phytagel στη δημιουργία σωματικών εμβρύων. 

Ο Gaj (2002) σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων (Arabidopsis thaliana) 

διαπίστωσε ότι η φάση του θρεπτικού μέσου (στερεή ή υγρή) δεν επηρέαζε την εμβρυογενετική 

ικανότητα των καλλιεργούμενων εκφύτων. 

Αντίθετα οι Beena et al. (2003) κατέγραψαν την υπεροχή του υγρού θρεπτικού υποστρώ-

ματος έναντι του στερεού σε ιστοκαλλιέργειες κηροπηγής (Ceropegia candelabrum). Το ποσοστό 

των σωματικών εμβρύων ήταν υψηλότερο, όταν οι εύθρυπτοι κάλλοι από στερεό θρεπτικό μέσο 

MS που περιείχε 4,52 μΜ 2,4-D, μεταφέρονταν σε υγρό θρεπτικό μέσο ½ ή ¼ MS με χαμηλότερες 

συγκεντρώσεις 2,4-D. 

Aνάλογα ήταν και τα πειραματικά αποτελέσματα των Mauri et al. (2003) που κατέδειξαν 

την υπεροχή του υγρού έναντι του στερεού θρεπτικού μέσου στην επαγωγή σωματικών εμβρύων 

και δευτερογενούς εμβρυογένεσης, καθώς το τελευταίο ήταν καταλληλότερο για την ωρίμανση 

των σωματικών εμβρύων. 

Η αναγκαιότητα της παρουσίας άγαρ για την επιτυχή ωρίμανση των σωματικών εμβρύων 

υποδεικνύεται και από τις δημοσιεύσεις των Sauer et al. (2005) σε ιστοκαλλιέργειες ωοθηκών 

και ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων καστανιάς (Castanea sativa), των Duoue et al. (2006) σε καλ-

λιέργειες Medicago truncatula και των Màrquez-Martín et al. (2012) σε ιστοκαλλιέργειες αβοκά-

ντο (Persea americana). 

 

 

Α.13.8. PH 

 

Το αρχικό pH του τεχνητού μέσου και οι μεταβολές του κατά τη διάρκεια της ιστοκαλλιέρ-

γειας επιδρούν στην εκδήλωση του φυτικού οργανογενετικού προγράμματος in vitro (Cousson et 

al. 1989). 

Σε κυτταροκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota), σε βιοαντιδραστήρα, η παραγωγή σω-

ματικών εμβρύων ήταν υψηλότερη σε μέσο χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες και pH 4,3, αλλά 

δεν ευνοούσε τα περισσότερα επαχθέντα έμβρυα αδυνατούσαν να εξελιχτούν στο στάδιο της 

τορπίλης και του φυταρίου. Αντίθετα, αν και το pH 5,8 μείωνε κατά τρεις φορές την παραγωγή 

σωματικών εμβρύων, τα επαχθέντα σωματικά έμβρυα διαφοροποιούνταν σε πλήρη φυτάρια. Οι 

διαφορές στην εμβρυϊκή ανάπτυξη πρέπει να σχετίζονται με τις αλλαγές στην απώλεια ΝΗ4
+ από 

το θρεπτικό μέσο και το διαφορετικό ρυθμό απορρόφησης σακχαρόζης (Jay et al. 1994). 

Σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων κοτυληδόνων σόγιας (Glycine max) με pH 5,7 ή 7,0 υψηλό-
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τερη εμβρυογενετική αντίδραση καταγράφεται στο τελευταίο (Santnarem et al.1997 και Bonacin 

et al. 2000), αν και οι Hofmann et al. (2004) δεν διαπίστωσαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των 

ίδιων τιμών pH σε αντίστοιχες καλλιέργειες. 

Σε καλλιέργειες εκφύτων από φύλλα Ostericum koreanum (Cho et al. 2003) η παραγωγή 

και αναγέννηση σωματικών εμβρύων ενδυναμωνόταν από την προσωρινή έκθεση των εκφύτων 

σε υπόστρωμα με χαμηλό pH, αν και η σωματική εμβρυογένεση ουσιαστικά λάμβανε χώρα σε 

υπόστρωμα με συνήθη τιμή pH. 

 

 

Α.13.9. ΦΩΤΟΠΕΡΙΟΔΟΣ 

 

Ποικίλα, αλλά αντικρουόμενα είναι τα πειραματικά δεδομένα που αναφέρονται στην ανα-

γκαιότητα ή μη του φωτός για την επαγωγή σωματικών εμβρύων. Υπάρχουν ερευνητικές παρα-

τηρήσεις που υποδεικνύουν ότι η σωματική εμβρυογένεση είναι ανεξάρτητη από τη φωτοπερίο-

δο (Sujatha et al. 2001), αλλά πολλαπλές είναι και οι βιβλιογραφικές αναφορές που αναδεικνύ-

ουν την επαγωγική της δύναμη. 

Έχει ανακοινωθεί ότι το φως επιδρά άμεσα στην αναλογία αυξίνης:κυτοκινίνης εξαιτίας της 

αποσταθεροποίησης της αυξίνης και σε συνδυασμό με το pH επιδρά στην απορρόφηση σακχα-

ρόζης και αμινοξέων από το θρεπτικό υπόστρωμα (Reinhold et al. 1984). 

Οι Pelkonen et al. (1999) υποστήριξαν ότι η καλλογένεση λαμβάνει χώρα επιτυχώς στο 

σκοτάδι, ενώ το φως τείνει να προωθεί το πρασίνισμα του κάλλου, τη σωματική εμβρυογένεση 

και τη βλαστογένεση. Τα έκφυτα αναπτύσσονταν συνήθως σε συχνότητα φωτισμού 500-1.000 

lux και 16 ώρες φωτοπερίοδο. Οι υψηλότερες συχνότητες (5.000-10.000 lux) προωθούσαν την 

αύξηση των φωτοσυνθετικών ιστών και των φυταρίων, καθώς και τον επιτυχή εγκλιματισμό τους 

στο χώμα. 

Ο Ammirato (1983), σε καλλιέργειες αγριοκύμινου (Carum carvi), κατέγραψε την επαγωγή 

απλών σωματικών εμβρύων και ανώμαλων δομών οι οποίες εξελίσσονταν σε μακριές φυλλοει-

δείς κοτυληδόνες. Όταν η αύξηση των σωματικών εμβρύων γινόταν στο φως καταγραφόταν δια-

φοροποίηση των ώριμων φύλλων και τόσο οι κοτυληδόνες όσο και τα φύλλα πρασίνιζαν. Ο α-

ριθμός των σωματικών εμβρύων στο φως ήταν διπλάσιος και το νωπό τους βάρος τριπλάσιο συ-

γκριτικά με τα έμβρυα που αναπτύσσονταν στο σκοτάδι. Η πλειοψηφία των εμβρυϊκών πληθυ-

σμών ήταν πολλαπλές δομές και μόνο 35,0% των σωματικών εμβρύων που αναπτύσσονταν στο 

φως και 24,0% των σωματικών εμβρύων που αναπτύσσονταν στο σκοτάδι είχαν το φυσιολογικό 
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αριθμό κοτυληδόνων. Στην επιφάνεια όλων σχεδόν των σωματικών εμβρύων, που αναπτύσσο-

νταν είτε στο φως είτε στο σκοτάδι, διαφοροποιούνταν μάζες πολλαπλών εμβρύων και εμβρύων 

με κάλλο. Συμπερασματικά το φως δεν επηρέαζε τόσο τα ποσοστά επαγωγής σωματικής εμβρυ-

ογένεσης όσο αύξανε δραστικά τη φύτρωση των εμβρυοειδών. 

Πολλαπλές είναι και οι ερευνητικές προσπάθειες που υποδεικνύουν το συσχετισμό της 

φωτοπεριόδου, της ποιότητας του φωτός, της φωτομετατροπής του φυτοχρώματος και των πο-

λυαμινών με τη σωματική εμβρυογένεση (Torne et al. 2001). 

Σε ιστοκαλλιέργειες φύλλων κυδωνιάς (Cydonia oblonga), η υψηλότερη εμβρυογενετική 

αντίδραση καταγραφόταν στο κόκκινο φως και μειωνόταν σταδιακά με τη μετάβαση των εκφύ-

των σε κόκκινο/μπλε και τελικά σε λευκό φως (D’onofrio et al. 1998). Η εμβρυογενετική ικανότη-

τα φάνηκε να σχετίζεται με το φωτοϊσοζύγιο, καθώς το φυτόχρωμα είχε επαγωγική δράση, αν 

και επηρεαζόταν αρνητικά από τον φωτοϋποδοχέα απορρόφησης του μπλε ειδικά σε χαμηλό 

φωτοϊσοζύγιο. 

Οι Latkowska et al. (2000) ανέφεραν ότι η επίδραση της ποιότητας του φωτός στην ανά-

πτυξη εμβρυϊκών ιστών, σχετιζόταν άμεσα με το γονότυπο του εκφύτου σε ιστοκαλλιέργειες ε-

ρυθρελάτης (Picea abies). 

Δεν λείπουν, όμως και οι βιβλιογραφικές αναφορές που καταδεικνύουν την επαγωγική 

δράση του σκοταδιού στην εμβρυογενετική διαδικασία. 

Οι Hutchinson et al. (2000) κατέγραψαν την αλληλεπίδραση TDZ και φωτός η οποία επηρέ-

αζε τα ενδογενή φυτικά αναπτυξιακά συστατικά που καθόριζαν την εμβρυογενετική διαφορο-

ποίηση σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων από υποκοτύλια γερανιού (Pelargonium grandiflorum). Τα 

συγκεκριμένα έκφυτα σε θρεπτικό μέσο με TDZ ανέπτυσσαν πλήρως διαμορφωμένα σωματικά 

έμβρυα σε συνεχές φως, πλήρες σκοτάδι ή 16 ώρες φωτοπερίοδο. 

O Gaj (2002) ανακοίνωσε την αναγκαιότητα του σκοταδιού στη διάρκεια των πρώιμων α-

ναπτυξιακών σταδίων της σωματικής εμβρυογένεσης σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων (Arabidopsis thaliana). Το ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων στο σκοτάδι έφτανε 

το 69,8%, ενώ το αντίστοιχο του πειράματος-μάρτυρα στο φως ήταν 25,8-37,3%. 

Η αλληλεπίδραση φωτός και αυξινών κατά τη διάρκεια της επαγωγικής φάσης υποδεικνύε-

ται και από τη δημοσίευση των Suliman Elmeer et al. (2008) που αναφέρεται σε καλλιέργειες αγ-

γουριού (Cucumis sativus). Ο συνδυασμός 2,4-D και φωτός είχε μικρή επαγωγική δύναμη, ενώ ο 

συνδυασμός του φωτός και ΝΑΑ κατέληγε σε επαγωγή 1,25 σωματικών εμβρύων ανά κάλλο. Η 

παροχή 2,4-D και η παραμονή των εκφύτων στο σκοτάδι προκαλούσε πενταπλάσια επαγωγή 

σωματικών εμβρύων ανά κάλλο. 
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H επίδραση της ποιότητας του φωτός, τόσο κατά τη διάρκεια της επαγωγής όσο και της 

διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων, μελετήθηκε σε ιστοκαλλιέργειες ενός είδους αγαύης 

(Agave tequilana) (Rodríguez-Sahagún et al. 2011). Η έκθεση εμβρυογενετικών κάλλων σε λευκό 

ή κόκκινο φως κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, έδινε κατά μέσο όρο 2 σωματικά έμβρυα 

ανά έκφυτο, ανεξαρτήτως των συνθηκών φωτισμού που επικρατούσαν κατά τη διάρκεια της 

καλλογένεσης. Μεγαλύτερος αριθμός σωματικών εμβρύων (κατά μέσο όρο 18 ανά έκφυτο) προ-

έκυπτε, όταν εφαρμοζόταν λευκό ή κόκκινο φως στη διάρκεια της καλλογένεσης και ευρύ φάσμα 

συνθηκών φωτισμού στη διάρκεια της διαφοροποίησης. 

 

 

Α.13.10. ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ 

 

Η συνηθέστερη θερμοκρασία πραγματοποίησης των ιστοκαλλιεργειών είναι οι 25 ºC. Εξαί-

ρεση αποτελούν ορισμένα φυτικά είδη που απαιτούν ιδιαίτερους θερμοκρασιακούς χειρισμούς, 

προκειμένου να εκδηλώσουν τη μέγιστη κυτταρική αύξηση. Ενδεικτικά αναφέρουμε τα υποτρο-

πικά φυτά (π.χ. φοίνικες) που αναπτύσσονται καλύτερα σε θερμοκρασία 29 ºC.  

Η εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από τους θερμοκρασιακούς χειρισμούς έχει με-

λετηθεί σε πολλά φυτικά είδη. 

Για παράδειγμα η επαγωγή σωματικών εμβρύων από μικροσπόρους απαιτεί ειδικούς χει-

ρισμούς θερμοκρασιακής καταπόνησης, καθώς οι μικροσπόροι αναγεννούν σωματικά έμβρυα 

στους 32 ºC, αλλά όχι στους 25 ºC. 

Σημαντική εξάρτηση της άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης από τη θερμοκρασία κατα-

γράφηκε και σε καλλιέργειες τομών φύλλων ραδικιού (Cichorium intybus) (Decout et al. 1994). Η 

ανάπτυξη κάλλων και βλαστών καταγραφόταν στους 20 ºC και 25 ºC, η άμεση σωματική εμβρυο-

γένεση στους 35 ºC και όλοι οι τύποι μορφογένεσης στους 30 ºC. Στους 25 ºC η διαμόρφωση 

κάλλου περιοριζόταν στα τραυματισμένα κύτταρα, ενώ στους 35 ºC εμφάνιζαν μεγαλύτερη ανά-

πτυξη κάλλου τα κύτταρα του μεσόφυλλου που γειτνίαζαν με τα τραυματισμένα. Την 7η ημέρα 

επαγωγής σωματικών εμβρύων στους 35 ºC, τα προέμβρυα εμφάνιζαν έναν επιφανειακό κυττα-

ρικό ιστό που απουσίαζε στους 25 ºC, καθώς τα βλαστητικά μεριστώματα καλύπτονταν από ένα 

λείο πρωτόδερμα. 

Σε ιστοκαλλιέργειες σπαραγγιού (Asparagus officinalis) δοκιμάστηκαν τρεις θερμοκρασίες 

(24 ºC, 27 ºC και 30 ºC) και η υψηλότερη παραγωγή κάλλου και διπολικών σφαιρικών εμβρύων 

καταγράφηκε στους 27 ºC (Li et al. 1996). Η μετατροπή των σωματικών εμβρύων σε φυτάρια ή-
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ταν, επίσης, σε άμεση εξάρτηση με τη θερμοκρασία. Τα σωματικά έμβρυα που προέρχονταν από 

27 ºC και μεταφέρονταν στους 27 ºC μετατρέπονταν σε φυτάρια σε ποσοστό 42,0-63,0%. Αντίθε-

τα τα έμβρυα που προκύπταν και μεταφέρονταν για περαιτέρω ανάπτυξη στους 24 ºC είχαν πολύ 

μικρότερα ποσοστά επιβίωσης.  

Σε υψηλά θερμοκρασιακά επίπεδα (28-32ºC) καταγράφηκε η μεγαλύτερη συχνότητα σω-

ματικών εμβρύων και σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ηλίανθου (Helianthus 

annuus) (Sujatha et al. 2001). 

Υπάρχει, όμως, και βιβλιογραφικά δεδομένα που υποδεικνύουν την αναγκαιότητα χαμη-

λών θερμοκρασιών σε μερικά φυτικά είδη, προκειμένου να διαφοροποιηθούν σωματικά έμβρυα. 

Ενδεικτικά αναφέρουμε τη διέγερση σωματικών εμβρύων από χαμηλές θερμοκρασίες σε 

ιστοκαλλιέργειες φύλλων χλόης κήπου (Dactylis glomerata) (Tomaszewski et al.1994). Τα έκφυτα 

παρέμεναν για 1-7 ημέρες στους 4 ºC, πριν μεταφερθούν στους 21 ºC. Η εμβρυογενετική αντί-

δραση ήταν ισοδύναμη ή υψηλότερη με του πειράματος-μάρτυρα. Παράλληλα πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν, έδειξαν ότι η διέγερση στη χαμηλή θερμοκρασία της σωματικής εμβρυογέ-

νεσης δε σχετιζόταν με την καταστολή της βιοσύνθεσης του αιθυλενίου. 

Η εφαρμογή χαμηλής θερμοκρασίας, σε καλλιέργειες βλαστητικών μεριστωμάτων από εμ-

βρυϊκές μάζες διαγονιδιακής κερασιάς (Prunus avium x P. pseudocerasus), διέγειρε τη δευτερο-

γενή σωματική εμβρυογένεση. Τα δευτερογενή έμβρυα αναπτύσσονταν μέχρι το στάδιο της κο-

τυληδόνας, αλλά αναστελλόταν η φύτρωσή τους (Gutierrez et al. 2004). 

 

 

Α.13.11. ΚΥΤΤΑΡΙΚH ΠΥΚΝOΤΗΤΑ 

 

Η εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από την κυτταρική πυκνότητα είναι ιδιαίτερα 

καθοριστική στις υγρές καλλιέργειες και στις καλλιέργειες πρωτοπλαστών (Kao et al. 1975). Πρό-

σφατες έρευνες έδειξαν ότι τόσο τα κυτταρικά συσσωματώματα όσο και τα μεμονωμένα κύττα-

ρα έχουν τις ίδιες μεταβολικές δραστηριότητες, αλλά τα μεμονωμένα κύτταρα απαιτούν υψηλό-

τερη κυτταρική πυκνότητα, προκειμένου να εκδηλώσουν το εμβρυογενετικό τους πρόγραμμα. 

Η ανικανότητα των κυττάρων ή των πρωτοπλαστών να μεγαλώσουν σε χαμηλή πληθυ-

σμιακή πυκνότητα, πιθανώς, να οφείλεται: 

1. Στη διάχυση απαραίτητων μεταβολιτών από τα κύτταρα στο θρεπτικό μέσο της ιστοκαλ-

λιέργειας σε τέτοιο βαθμό που να είναι αδύνατη η επιβίωση και η διαίρεσή τους.  

2. Στην υπερβολική συσσώρευση τοξικών συστατικών στο θρεπτικό υπόστρωμα. 
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Η παρουσία ποικίλων κυτταρικών τύπων των φυτικών υγρών ιστοκαλλιεργειών, οι οποίοι 

βρίσκονται σε διαφορετικές μεταβολικές καταστάσεις, δυσχεραίνει και περιπλέκει τη διαλεύ-

κανση των αλληλεπιδράσεων συστατικών του θρεπτικού υποστρώματος και των κυττάρων των 

εκφύτων.  

Η πιο πιθανή ερμηνεία είναι η πρώτη, καθώς σε υψηλές κυτταρικές πυκνότητες επέρχεται 

γρήγορη εξισορρόπηση των συγκεντρώσεων των συστατικών των κυττάρων και του θρεπτικού 

μέσου. Τα περισσότερα μεμονωμένα κύτταρα νεκρώνονται και απελευθερώνουν τα συστατικά 

τους στο τεχνητό θρεπτικό μέσο τα οποία, πιθανώς, προσλαμβάνονται από τα κυτταρικά συσσω-

ματώματα, προκειμένου να μετασχηματιστούν σε σωματικά έμβρυα. Σε μερικές περιπτώσεις τα 

κυτταρικά συσσωματώματα μετατρέπονται σε σωματικά έμβρυα, ακόμα και απουσία μεμονω-

μένων κυττάρων. 

 

 

Α.13.12. ΩΣΜΩΤΙΚΟ ΔΥΝΑΜΙΚΟ 

 

Οι Brown et al. (1989), σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων εμβρύων σιταριού (Triticum aes-

tivum), ανακοίνωσαν ότι η παροχή 3,0% μαννιτόλης προκαλούσε αργή φυτική ανάπτυξη, αλλά 

ενεργοποιούσε το εμβρυογενετικό δυναμικό των κυττάρων το οποίο διατηρούσαν για μεγάλο 

χρονικό διάστημα. Η προσθήκη PEG 55 ανέστελλε τη βλαστογένεση, αλλά ενεργοποιούσε τη σω-

ματική εμβρυογένεση. Πιθανώς η ωσμωτική καταπόνηση τροποποιούσε την ενδογενή συγκέ-

ντρωση του ΑΒΑ η οποία επάγει αλλαγές στο ποσοστό διαφοροποίησης εμβρυογενετικών κάλ-

λων. 

Ο Roberts (1991), σε εμβρυογενετικές ιστοκαλλιέργειες είδους έλατου (γένος Picea), ανα-

κοίνωσε ότι η παροχή  2,0-6,0% μαννιτόλης προωθούσε τη δημιουργία σφαιρικών σωματικών 

εμβρύων, αλλά ανέστελλε τα τελευταία στάδια ωρίμανσής τους. Η παραμονή των εκφύτων για 

μια εβδομάδα σε θρεπτικό υπόστρωμα με μαννιτόλη και ΑΒΑ διπλασίαζε την παραγωγή σωματι-

κών εμβρύων (σταδίου κοτυληδόνας), ενώ σε υψηλότερα επίπεδα μαννιτόλης (13,0% και 20,0%) 

καταγραφόταν αναστολή της πρόωρης φύτρωσης. Οι τελευταίες συγκεντρώσεις μαννιτόλης 

προωθούσαν την ενεργοποίηση αποταμιευτικών πρωτεϊνών και την ωρίμανση των κοτυληδόνων, 

αλλά δεν προωθούσαν τη διαμόρφωση σωματικών εμβρύων, τουλάχιστον, μέχρι το στάδιο των 

κοτυληδόνων. 

Oι Klimaszewska et al. (1992), σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων λάρικα 

(Larix eurolepis), ανέφεραν ότι η διέγερση της ωρίμανσης, αλλά και της συχνότητας φύτρωσης 
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των σωματικών εμβρύων προωθούνταν σημαντικά τόσο από τη σακχαρόζη (0,4 Μ) όσο και από 

το ΑΒΑ (40,0 mM). 

Οι Lou et al. (1995) πρότειναν ότι η γλυκόζη, πιθανώς, διαδραματίζει έναν διττό ρόλο στην 

επαγωγή σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες κοτυληδόνων αγγουριού (Cucumis sativus). 

Υπέδειξαν ότι η γλυκόζη αποτελεί μια ιδιαίτερα ξεχωριστή πηγή άνθρακα για τα φυτικά κύτταρα, 

αλλά ταυτόχρονα διαδραματίζει και έναν ξεχωριστό ωσμωτικό ρόλο. Η προσθήκη σακχαρόζης 

(0,25 ή 0,50 Μ) και γλυκόζης (0,50 Μ) κατέληγε σε υψηλά ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης. 

Αντίθετα το ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων μηδενιζόταν, όταν η μοναδική πηγή άνθρα-

κα ήταν η μαννιτόλη. Η αύξηση του ωσμωτικού δυναμικού με προσθήκη μαννιτόλης ή γλυκόζης 

(0,15 Μ) προωθούσε την άμεση διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, όταν το αρχικό θρεπτικό 

μέσο περιείχε 0,25 Μ σακχαρόζη.  

Σε ανάλογα αποτελέσματα κατέληξε και ο Sujatha (2001), σε ιστοκαλλιέργειες ζυγωτικών 

εμβρύων ηλίανθου (Helianthus annuus), με 120,0–210,0 g/L σακχαρόζη και οι Hofmann et al. 

(2004) σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων κοτυληδόνων σόγιας (Glycine max) με 2,0% σακχαρόζη. 

 Τέλος, καθοριστική κρίνεται η χρήση των πολυσακχαριτών, λόγω της ωσμωτικής τους 

δράσης και στο πλαίσιο της κρυοσυντήρησης φυτικών ιστών. Η ικανότητα επανάκτησης της αύ-

ξησης και της περαιτέρω ωρίμανσης, μετά από κρυοσυντήρηση, μελετήθηκε σε σωματικά έμ-

βρυα ελιάς (Olea europaea). Τα σωματικά έμβρυα παρέμειναν σε θρεπτικό υπόστρωμα με 0,25 

Μ ή 0,5 Μ ή 0,75 Μ σακχαρόζης σε συνθήκες κρυοπροστασίας και ελεγχόμενου ρυθμού ψύξης. 

Η υψηλότερη επανάκτηση της φυτικής αύξησης και της εμβρυϊκής ανάπτυξης, μετά την κρυοσυ-

ντήρηση, καταγραφόταν σε 0,75 Μ σακχαρόζης. Η αντικατάσταση της σακχαρόζης με μαννιτόλη 

ή σορβιτόλη δεν είχε ανάλογα μορφογενετικά αποτελέσματα (Lynch et al. 2011). 

 

 

Α.13.13. ΗΛΕΚΤΡΙΚO ΡΕYΜΑ 

 

Η εξωγενής επιβολή πολικότητας μπορεί να ενεργήσει σαν επαγωγικός παράγοντας και στη 

διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων σε μη διαφοροποιημένες κυτταρικές καλλιέργειες. Αρκετές 

ερευνητικές προσπάθειες καταλήγουν ότι η παροχή εξωγενών ρυθμιστικών παραγόντων που 

ενδυναμώνουν την πολικότητα, βρέθηκε ότι προωθούν τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

Σε υγρές ιστοκαλλιέργειες, στο σκοτάδι, τα κυτταρικά συσσωματώματα, εξαιρουμένων των με-

μονωμένων κυττάρων, έχουν μια έμφυτη-ενδογενή πολικότητα, εξαιτίας της γειτνίασής τους με 

άλλα κύτταρα, τον προσανατολισμό τους στο ημίρρευστο μέσο και πιθανώς της κατεύθυνσης 
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του φωτισμού. 

Η εφαρμογή ηλεκτρικής πολικότητας σε ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota) συνο-

δεύονταν από ασυμμετρία στην κατανομή της ενεργοποιημένης καλμοδουλίνης η οποία ήταν 

παρούσα στις σφαιρικές προεμβρυϊκές μάζες, πριν ακόμα οποιαδήποτε ορατή μορφολογική πο-

λικότητα. Η συγκέντρωση της ενεργοποιημένης καλμοδουλίνης ήταν υψηλότερη στην περιοχή 

του ριζικού πόλου, ενώ στα τελικά στάδια της δίπολης ανάπτυξης ήταν ισχυρή στην περιοχή του 

βλαστητικού μεριστώματος. Πολικότητα ανιχνεύτηκε και στην ασύμμετρη σύνθεση DNA από 

τους Nomura et al. (1985a & b). Η καταστολή της φυσιολογικής ενδογενούς πολικότητας σε ανώ-

ριμα ζυγωτικά έμβρυα επηρέαζε την επαγωγή άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης. 

Από ζυγωτικά έμβρυα, στα οποία η αύξηση του κύριου εμβρυϊκού άξονα ήταν περιορισμέ-

νη ή βρισκόταν υπό καταστολή, ήταν πιο πιθανό να προκύψουν σωματικά έμβρυα από τα επι-

φανειακά τους κύτταρα. Η αναστολή των παραγόντων που συντηρούσαν την πολικότητα (ανάλο-

γα με τον προσανατολισμό τους επάνω στο θρεπτικό μέσο) παρεμπόδιζε την αύξηση του κύριου 

άξονα με αποτέλεσμα τα μεμονωμένα επιφανειακά κύτταρα να ξεφεύγουν από τον ενδογενή 

έλεγχο και να μετασχηματίζονται, μερικές φορές, σε εμβρυϊκά. Η πλήρης αναστολή του μορφο-

γενετικού ενδογενούς ελέγχου του εμβρυϊκού άξονα οδηγούσε στη διάλυση και στον μαρασμό 

του ζυγωτικού εμβρυϊκού ιστού (Smith et al. 1989). 

 

 

Α.13.14. ΒΑΡΕΑ ΜETΑΛΛΑ 

 

Οι Murashige et al. (1962) μελέτησαν τα αποτελέσματα της εξάλειψης του κοβαλτίου από 

το τεχνητό υπόστρωμα σε ιστοκαλλιέργειες ποικίλων φυτών. Σε ιστοκαλλιέργειες άγριας βιολέ-

τας (Viola) καταγράφηκε αυξημένος ρυθμός αναγέννησης φυταρίων. Αντίθετα σε ιστοκαλλιέρ-

γειες λάχανου (Brassica oleracea) και φρούτου του πάθους (Passiflora edulis) παρήχθησαν λιγό-

τερα φυτάρια με μειωμένη βιωσιμότητα και με αυξημένες μορφολογικές δυσμορφίες, πιθανώς 

εξαιτίας της εμπλοκής του κοβαλτίου στον μεταβολισμό του αιθυλενίου. 

Σε καλλιέργειες τμημάτων ακραίων μεριστωμάτων καρότου (Daucus carota) σε θρεπτικό 

μέσο MS για 1-3 εβδομάδες, η επίδραση CoCl2, NiCl2, CuCl2, CdCl2 ή ZnCl2 προωθούσε τη δη-

μιουργία φύλλων και / ή σωματικών εμβρύων, μερικά από τα οποία νεκρώνονταν, λόγω της α-

πώλειας χλωροφύλλης (Kiyosue et al. 1990). Τα σωματικά έμβρυα ήταν ταυτόσημα με εκείνα που 

επάγονταν παρουσία 2,4-D και εξελίσσονταν σε νεαρά φυτάρια. Τα ποσοστά επαγωγής των σω-

ματικών εμβρύων ήταν σε άμεση εξάρτηση με  το είδος, τη συγκέντρωση και τη διάρκεια του 
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χειρισμού των εκφύτων με τα ιόντα των βαρέων μετάλλων. Η υψηλότερη επαγωγή σωματικών 

εμβρύων (38,0%) καταγραφόταν σε  0,50 mM CdCl2, όταν παρεχόταν για 2 εβδομάδες και η επι-

βίωση των φυταρίων ανερχόταν στο 62,0%. Η παροχή NiCl2 ή CuCl2 ή ZnCl2 έδινε μικρότερα πο-

σοστά επαγωγής σωματικών εμβρύων 10,0%, 14,0% και 7,5% αντίστοιχα. Ειδικότερα το ZnCl2 ε-

πέτρεπε μεγάλο ποσοστό επιβίωσης, αλλά περιορισμένη επαγωγή σωματικών εμβρύων. 

Στο πλαίσιο της επαγωγής σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες Γκότζι Μπέρι (Lycium 

barbarum) μελετήθηκε η απορρόφηση βαρέων μετάλλων. Aν και ο βαθμός απορρόφησης διέφε-

ρε ανάλογα με το είδος του μετάλλου, για όλα τα βαρέα μέταλλα καταγράφηκε επιλεκτική α-

πορρόφηση από τα εμβρυϊκά κύτταρα στα στάδια της διαφοροποίησης και της κυτταρικής διαί-

ρεσης (Shah et al. 2001). 

 

 

Α.13.15. ΚΟΛΧΙΚΙΝΗ 

 

Η κολχικίνη χρησιμοποιήθηκε για την επαγωγή υψηλού ρυθμού φυτικής αναγέννησης. Η 

προσθήκη 25,0 mg/L κολχικίνης σε γυρεοκόκκους, για 12-14 ώρες, κατέληγε σε τριπλάσια - τε-

τραπλάσια αύξηση της σωματικής εμβρυογενετικής αντίδρασης συγκριτικά με το πείραμα-

μάρτυρα, πιθανώς εξαιτίας της διαμεσολάβησής της στη μείωση του πολυμερισμού των μικρο-

σωληνίσκων που συμμετέχουν στην ασύμμετρη τοποθέτηση του πυρήνα μέσα στον μικροσπόρο. 

Έτσι ο πυρήνας διατηρεί μια κεντρική θέση στο κύτταρο, προκαλώντας συμμετρική διαίρεση η 

οποία είναι απαραίτητη πριν την έναρξη της διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων. Συμπερα-

σματικά, η κολχικίνη προωθεί τη σωματική εμβρυογένεση, πιθανώς, λόγω της αποδιοργάνωσης 

των κυτταροπλασματικών συστατικών, πριν ή κατά τη διάρκεια της πρώτης κυτταροδιαίρεσης 

του γυρεόκοκκου. 

Παράλληλα η κολχικίνη χρησιμοποιείται για τη δημιουργία πολυπλοειδικών φυτών από 

σωματικά έμβρυα πολλών φυτικών ειδών, όπως σε ιστοκαλλιέργειες λεμονιάς (Citrus limon) (Wu 

et al. 2002) και σε ιστοκαλλιέργειες σπαθίφυλλου (Spathiphyllum wallissi) (Eeckhaut et al. 2004). 

Οι Rey et al. (2002) εμβολίαζαν καρδιόσχημα ανώριμα σωματικά έμβρυα πρίνου (Quercus 

coccifera) σε ¼ MS με 3,0% σακχαρόζη, 0,46 mM ζεατίνη και κολχικίνη σε διάφορες συγκεντρώ-

σεις. Οι καλλιέργειες παρέμεναν στο σκοτάδι, αλλά ο αριθμός των επαχθέντων σωματικών εμ-

βρύων ήταν περιορισμένος. Μόνο 2 από τα 152 φυτά που προέκυψαν από την ωρίμανση των 

σωματικών εμβρύων και την μετατροπή τους σε ολόκληρα φυτά στο θερμοκήπιο, περιείχαν τε-

τραπλοειδικό αριθμό χρωμοσωμάτων (2n = 4x = 80). Τα υπόλοιπα φυτάρια είχαν τον φυσιολογι-
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κό διπλοειδή αριθμό χρωμοσωμάτων. 

Ανάλογα αποτελέσματα ανακοινώθηκαν και σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων αμπελιού (Vitis 

vinifera) (Yang et al. 2006). Τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο ΝΝ (Nitsch & Nitsch) με 

1,0 mg/L 2,4-D και οι επαχθέντες κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο ΝΝ με 1,0 mg/L NAA 

και 0,5 mg/L BA, όπου και προέκυπταν σφαιρικά σωματικά έμβρυα. Τα πιο εύρωστα σωματικά 

έμβρυα μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο ΝΝ με 0,03 mg/L ΝΑΑ και 0,5 mg/L ΒΑ που περιείχε 

10,0 ή 20,0 mg/L ή καθόλου κολχικίνη για 1, 2, ή 3 ημέρες. Ο αριθμός των σωματικών εμβρύων 

που επιβίωναν και των φυταρίων που προκύπταν, μειωνόταν με την αύξηση της συγκέντρωσης 

και του χρόνου δράσης της κολχικίνης. Μεταξύ των 29 τυχαία επιλεχθέντων φυταρίων μόνο τα 5 

ήταν τετραπλοειδή και όλα τα υπόλοιπα διπλοειδή.  

 

 

Α.13.16. ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

 

Αν και ο μορφογενετικός μηχανισμός των αντιβιοτικών δεν έχει διαπιστωθεί, πλήρως, δύο 

είναι οι πιο πιθανές ερμηνείες: 

i) Δρουν σαν παράγοντες καταπόνησης. 

ii) Μιμούνται την επίδραση των φυτοαυξητικών παραγόντων, καθώς επάγουν τη φυτι-

κή αύξηση και την ανάπτυξη in vitro. 

Αν και τα περισσότερα αντιβιοτικά είναι συνήθως αβλαβή για τα φυτικά κύτταρα, η τοξικό-

τητα μερικών έχει εξεταστεί σε ορισμένες φυτικές ιστοκαλλιέργειες. H χλωραμφενικόλη και τα 

αμινογλυκοσιδικά ανάλογα είναι τοξικά για τα φυτικά κύτταρα και δεν επάγουν τη σωματική εμ-

βρυογένεση, σε αντίθεση με τη στρεπτομυκίνη που σε χαμηλή συγκέντρωση την προωθεί. 

Σε έκφυτα από φύλλα ποικιλιών γαρύφαλλου (Dianthus) η σεφοταξίμη ενεργοποιούσε τη 

σωματική εμβρυογένεση, απουσία φυτοαυξητικών ουσιών, ενώ η πενικιλίνη και η καρμπενικιλί-

νη μείωνε τη συχνότητα επαγωγής σωματικών εμβρύων (Nakano et al. 1993). Στις ποικιλίες Eolo 

και Telstar scarlet μικρό ποσοστό σωματικών εμβρύων καταγραφόταν απουσία τόσο φυτοαυξη-

τικών παραγόντων όσο και αντιβιοτικών. 

Η σεφοταξίμη προωθούσε την ανάπτυξη κάλλου και τη σωματική εμβρυογένεση στο σιτάρι 

(Triticum aestivum). 

Σε καλλιέργειες φύλλων καπνού (Nicotiana tabacum) η καναμυκίνη και η στρεπτομυκίνη 

δεν ήταν αποτελεσματικές στη διέγερση σωματικών εμβρύων, αλλά προωθούσαν τη βλαστογέ-

νεση. 
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Οι Zhang et al. (2001) κατέδειξαν ότι οι εμβρυογενετικοί κάλλοι βαμβακιού (Gossypium hir-

sutum) εμφάνιζαν διαφορετική ευαισθησία έναντι της καναμυκίνης, ανάλογα με το αναπτυξιακό 

τους στάδιο. Η καναμυκίνη αναχαίτιζε τόσο την ανάπτυξη εμβρυογενετικών κάλλων όσο και την 

επαγωγή και την ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. 

Η προσθήκη καρμπενικιλίνης (500,0 mg/L)  σε ιστοκαλλιέργειες σέρβικου έλατου (Picea 

omorika) μείωνε την ανάπτυξη των εμβρυογενετικών ιστών σε ποσοστό 50,0% (Mihaljevic et al. 

2001), ενώ η σεφοταξίμη ήταν λιγότερο τοξική (93,0%). Η καναμυκίνη (10,0 mg/L) και η hygromy-

cin (2,0 mg/L) ανέστελλαν πλήρως τη δευτερογενή εμβρυογένεση. Οι εμβρυογενετικοί ιστοί εκ-

δήλωναν υψηλότερη ανθεκτικότητα στη νεομυκίνη και τα αμινογλυκοσιδικά ανάλογα της κανα-

μυκίνης. 

 

 

Α.13.17. ΑΙΘΥΛΕΝΙΟ-ΑΕΡΙΑ 

 

Α.13.17.1. Αιθυλένιο 

 

Το αιθυλένιο εμπλέκεται στην αύξηση και στη διαφοροποίηση εκφύτων σε ιστοκαλλιέρ-

γειες in vitro, αν και δεν είναι ξεκάθαρος ο μορφογενετικός του ρόλος σε σχέση με τη σωματική 

εμβρυογένεση. 

Πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν ότι το αιθυλένιο σχετίζεται με το μεταβολισμό των 

πολυαμινών, η αυξημένη σύνθεση των οποίων είναι απαραίτητη για την επαγωγή σωματικών 

εμβρύων στο καρότο (Daucus carota) (Roustan et al. 1994). Έχει προταθεί ότι το αιθυλένιο ανα-

στέλλει τη σωματική εμβρυογένεση, μπλοκάροντας τη σύνθεση των πολυαμινών, καθώς εξωγε-

νής προσθήκη σπερμιδίνης (σε κύτταρα που έχει προστεθεί αρχικά αιθυλένιο) επαναφέρει την 

εμβρυογενετική τους ικανότητα. Αντίθετα το ethaphan το οποίο απελευθερώνει αιθυλένιο, προ-

άγει τη σωματική εμβρυογένεση σε ιστοκαλλιέργειες λεμονιάς (Citrus limon) και σε άλλες πειρα-

ματικές προσπάθειες. 

Σε in vitro ιστοκαλλιέργειες καφέ (Coffea canephora) δοκιμάστηκαν τρεις διαφορετικοί α-

ναστολείς του αιθυλενίου (CoCl2 , σαλικυλικό οξύ και ΑgNO3). Τα πειραματικά αποτελέσματα, 

ξεκάθαρα, κατέδειξαν την επαγωγική υπεροχή του ΑgNO3 στον επαναπρογραμματισμό της κυτ-

ταρικής μηχανής προς τη σωματική εμβρυογένεση (Κumar et al. 2007). 

Υπάρχουν όμως και πειραματικές διατάξεις που υποδεικνύουν έναν θετικό συσχετισμό αι-

θυλενίου και σωματικής εμβρυογένεσης.  
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Οι Hatanaka et al. (1995) σε ιστοκαλλιέργειες δίσκων φύλλων καφέ (Coffea canephora) α-

νέφεραν ότι τα έκφυτα παρήγαγαν πάντα ένα μικρό ποσό αιθυλενίου, η απομάκρυνση του οποί-

ου μείωνε τον αριθμό των σωματικών εμβρύων. Η εφαρμογή αναστολέων του αιθυλενίου ανέ-

στελλε δραστικά τη σωματική εμβρυογένεση και η προσθήκη εξωγενούς αιθυλενίου αποκαθι-

στούσε τα υψηλά επίπεδα επαγωγής σωματικών εμβρύων. 

Τα αντικρουόμενα αποτελέσματα πιθανώς να οφείλονται στη διαφορετική ποικιλία, στο 

διαφορετικό έκφυτο ή / και στις διαφορετικές καλλιεργητικές συνθήκες. 

Σε καλλιέργειες ριζών καρότου (Daucus carota), οι Ishizaki et al. (2000) κατέγραψαν ότι η 

προσθήκη αιθυλενίου διπλασίαζε τη συχνότητα δημιουργίας εμβρυογενετικών κάλλων, αλλά η 

προσθήκη αιθυλενίου κατά τη διάρκεια της σωματικής εμβρυογένεσης ανέστελλε πλήρως την 

ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. Οι συγκεκριμένοι μελετητές πρότειναν ότι πιθανώς το αιθυ-

λένιο παίζει το ρόλο φυτοαυξητικής ουσίας για τη δημιουργία εμβρυογενετικών κάλλων, αλλά 

ανέστελλε τη σωματική εμβρυογένεση μόλις αυτή επαγόταν. 

Ανάλογες ήταν και οι παρατηρήσεις των Mandal et al. (2001) σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων 

από κοτυληδόνες κενταύριου (Carthamus tinctorius), ενώ οι Saly et al. (2002) σε ιστοκαλλιέρ-

γειες λάρικα (Larix x leptoeuropaea) παρατήρησαν ότι ενώ το αιθυλένιο προήγαγε τη δημιουργία 

εμβρυογενετικών μαζών μείωνε αισθητά τη δευτερογενή εμβρυογένεση.  

Στο πλαίσιο της μελέτης της σωματικής εμβρυογένεσης σε ιστοκαλλιέργειες τριφυλλιού 

(Medicago sativa) μελετήθηκε η παραγωγή αιθυλενίου από τους φυτικούς ιστούς (Kępczyńska et 

al. 2009 & 2011). Σημαντική επαγωγή αιθυλενίου ανιχνεύτηκε κατά την καλλογένεση και πολύ 

μικρότερη κατά τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. Τα ανώριμα σωματικά έμβρυα παρή-

γαγαν περισσότερο αιθυλένιο συγκριτικά με τα ώριμα. Η απομάκρυνση του αιθυλενίου από την 

ατμόσφαιρα της ιστοκαλλιέργειας δεν επηρέαζε αισθητά την καλλογένεση, την επαγωγή και την 

ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. Η μείωση της βιοσύνθεσης του αιθυλενίου μείωνε δραστικά 

την παραγωγή σωματικών εμβρύων, υποδεικνύοντας την απαίτηση αιθυλενίου στη φάση δια-

φοροποίησης και ανάπτυξης, αλλά όχι και στη φάση επαγωγής. 

Υψηλή παραγωγή αιθυλενίου ανιχνεύθηκε σε εμβρυογενετικούς κάλλους, ανώριμα σωμα-

τικά έμβρυα και έκφυτα βελανιδιάς (Quercus ilex) που εκδήλωναν δευτερογενή εμβρυογένεση 

(Μauri et al. 2011). Χαμηλότερα ποσοστά διαπιστώθηκαν σε ώριμα και φυτρωμένα σωματικά 

έμβρυα. 
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Α.13.17.2. Αέρια 

 

Η επίδραση των διαφορετικών βαθμών αερισμού αναφέρεται ότι ασκούν καθοριστική επί-

δραση στη μορφογένεση in vitro (Ammirato 1983). Ελάχιστες, όμως, έρευνες έχουν πραγματο-

ποιηθεί για την επίδραση των αερίων που παρέχονται στο δοχείο ιστοκαλλιέργειας ή βρίσκονται 

διαλελυμένα στο θρεπτικό μέσο. 

Γενικά είναι αποδεκτό ότι όταν τα επίπεδα του οξυγόνου ξεπεράσουν ένα κρίσιμο σημείο 

προωθείται ο ανοργάνωτος πολλαπλασιασμός και επάγεται η δημιουργία ριζών κατά την εμβρυ-

ϊκή ανάπτυξη. Ανάλογη επίδραση παρατηρείται και παρουσία μειωμένων επιπέδων υψηλών συ-

γκεντρώσεων οξυγόνου. 

 

 

Α.13.18. ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

 

Η μορφογενετική επίδραση της ηλικίας του κάλλου στη σωματική εμβρυογένεση καταγρά-

φηκε για πρώτη φορά από τους Kochba et al. (1974). Η πλειοψηφία των επιστημονικών μελετών 

καταδεικνύει ότι η σωματική εμβρυογένεση λαμβάνει χώρα, κυρίως, σε μικρής ηλικίας ιστοκαλ-

λιέργειες και ότι η εμβρυογενετική ικανότητα μειώνεται με την πάροδο του χρόνου. Σε ελάχιστες 

περιπτώσεις το εμβρυογενετικό δυναμικό διατηρείται για αρκετά χρόνια. 

Πιθανοί παράγοντες που οδηγούν στην απώλεια της εμβρυογενετικής δυναμικότητας εί-

ναι: 

1. Οι αλλαγές της ενζυμικής ενεργότητας και των ισοενζυμικών προτύπων. 

2. Τα επίπεδα των ενδογενών φυτοαυξητικών ουσιών. 

3. Οι καλλιεργητικές συνθήκες που συνδέονται με τον γηρασμό των ιστών. 

4. Η μείωση των υδρογοναναθρακικών αποθεμάτων (Kochba et al. 1974). 

5. Οι μεταβολές της πλοειδίας των καλλιεργούμενων κυττάρων (Smith et al. 1974). 

Οι Reinert et al. (1977) ανακοίνωσαν ότι η εμφάνιση σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέρ-

γειες καρότου (Daucus carota) ξεκινά 4-6 εβδομάδες μετά την απομόνωση και τον εμβολιασμό 

των ιστών στο τεχνητό θρεπτικό υπόστρωμα και το μέγιστο εμβρυογενετικό δυναμικό καταγρά-

φεται περίπου 15 εβδομάδες αργότερα. Η απώλεια της εμβρυογενετικής δυναμικότητας in vitro 

παρατηρείται 36 εβδομάδες μετά τον εμβολιασμό. Οι ιστοκαλλιέργειες καρότου μπορούν να ε-

πανακάμψουν και να ξεκινήσει πάλι η παραγωγή εμβρυοειδών, αν ανακαλλιεργηθούν σε κατάλ-

ληλο θρεπτικό υπόστρωμα. H προσωρινή απώλεια της εμβρυογενετικής δυνατότητας, πιθανώς 
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να οφείλεται στη μη βιοσύνθεση συγκεκριμένων “εμβρυογενετικών συστατικών” από τα καλ-

λιεργούμενα κύτταρα. 

Οι Beruto et al. (1996) ανακοίνωσαν το μηδενισμό της επαγωγής σωματικών εμβρύων μετά 

την τρίτη ανακαλλιέργεια κάλλων από έκφυτα νεραγκούλας (Ranunculus asiaticus). Το θρεπτικό 

υπόστρωμα που χρησιμοποιήθηκε στις συγκεκριμένες ανακαλλιέργειες περιείχε ΒΑ, κινετίνη και 

2,4-D σε διάφορες συγκεντρώσεις. 

Οι Lambe et al. (1998) κατέδειξαν τη σημασία της προσθήκης ενεργού άνθρακα και GA3 στο 

θρεπτικό μέσο για τη διατήρηση της εμβρυογενετικής ικανότητας σε μεγάλης διάρκειας ιστοκαλ-

λιέργειες κέχρου (Pennisetum glaucum). Όταν η ωρίμανση των εμβρυογενετικών κάλλων γινόταν 

σε θρεπτικό μέσο με ενεργό άνθρακα και η φύτρωση των σωματικών εμβρύων σε θρεπτικό μέσο 

με GA3 καταγραφόταν αποκατάσταση της αναγέννησης για μεγάλο χρονικό διάστημα. Όταν οι 

εμβρυογενετικοί κάλλοι μεταφέρονταν για περαιτέρω ανάπτυξη και ωρίμανση των σωματικών 

εμβρύων σε θρεπτικό μέσο χωρίς αυξίνη διατηρούσαν την εμβρυογενετική τους πλαστικότητα 

για τρεις μήνες. Η αναγεννητική δυνατότητα χανόταν σταδιακά όσο αυξανόταν η διάρκεια των 

ανακαλλιεργειών. 

Οι Μa et al. (2004) ανέφεραν τη μείωση και τον τελικό μηδενισμό της μορφογενετικής δυ-

νατότητας των εμβρυογενετικών κάλλων σε ιστοκαλλιέργειες σίκαλης (Secale cereale), λόγω των 

συνεχών ανακαλλιεργειών. Η εμβρυογενετική αναγέννηση των κάλλων από ανώριμα έμβρυα, 

τμήματα φύλλων φυταρίων και ανθήρων μπορούσε να διατηρηθεί in vitro, μέσω συνεχών ανα-

καλλιεργειών για οκτώ μήνες το μέγιστο. 

Αντίθετα, διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, από ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα μαονιού 

(Cedrela fissilis), έγινε εφικτή μετά από μια καλλιεργητική περίοδο 12 μηνών και περιοδικές ανα-

καλλιέργειες κάθε 6-8 εβδομάδες (Vila et al. 2009). Η καλλογένεση ξεκινούσε σε θρεπτικό μέσο 

ΜS με 2,4-D ή PIC (picloram) και οι κάλλοι μεταφέρονταν στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, 

όπου και εμφάνιζαν σωματικά έμβρυα μετά από 6 μήνες. Η ανακαλλιέργεια των εμβρυογενετι-

κών ιστών σε MS με 4,5 μΜ 2,4-D κατέληγε σε διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων μετά από 4 

μήνες. Επαναλαμβανόμενη δευτερογενής εμβρυογένεση καταγραφόταν μετά από περιοδικές 

ανακαλλιέργειες στο ίδιο θρεπτικό μέσο. Ιστολογικές παρατηρήσεις έδειξαν ότι τα σωματικά έμ-

βρυα δεν είχαν σύνδεση με το μητρικό έκφυτο, ήταν διπολικά (με μερίστωμα βλαστού και ρίζας), 

διέθεταν αγγειώδες σύστημα και τυπικά χαρακτηριστικά σωματικού, δικοτυλήδονου εμβρύου. 
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Α.14. ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΖΥΓΩΤΙΚΗΣ & ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Α.14.1. ΟΜΟΙΟΤΗΤΕΣ  ΖΥΓΩΤΙΚΗΣ & ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η δυνατότητα αναγέννησης ώριμων φυτών in vitro από σωματι-

κά κύτταρα που εξελίσσονται σε διπολικές εμβρυϊκές δομές υποδηλώνει τη διαφοροποίησή τους 

μέσω ενός μορφογενετικού μονοπατιού ανάλογου της διαφοροποίησης του φυτικού ζυγωτού in 

vivo (Steward et al. 1958 και Reinert 1959). 

Τα κυριότερα κοινά σημεία των δύο αναγεννητικών προσεγγίσεων είναι: 

α.  Tα αντίστοιχα αναπτυξιακά στάδια των σωματικών και των ζυγωτικών εμβρύων 

(σφαιρικό, καρδιόσχημο, τορπίλης). 

 Η ταυτόσημη εμβρυϊκή οντογένεση είναι ακόμα εντονότερη, αν συγκριθεί η φυτική 

αναγέννηση in vitro από απομονωμένα εμβρυϊκά κύτταρα και η φυτική αναγέννηση 

in vivo από γονιμοποιημένα ωάρια (Nomura et al. 1985). Αντίθετα ο παραλληλισμός 

των οντογενετικών σταδίων δεν είναι απόλυτα ταυτόσημος, όταν συγκρίνουμε την 

αναγέννηση μέσω σωματικών εμβρύων πολυκυτταρικής προέλευσης και μέσω γονι-

μοποιημένου ωαρίου. 

β.  Τα σωματικά έμβρυα, όπως και τα ζυγωτικά αποτελούν διπολικές δομές, δηλαδή 

διαθέτουν βλαστητικό και ριζικό μερίστωμα και κοτυληδόνες. 

γ. Τα σωματικά κύτταρα αναπτύσσουν πλήρως τις φυτικές αναγεννητικές διαδικασίες, ενώ 

είναι απομονωμένα από το γενετικό έλεγχο των μητρικών ιστών. 

δ.  Η δυνατότητα ανάπτυξης ολοκληρωμένων δομικά και λειτουργικά φυσιολογικών 

σωματικών εμβρύων από σωματικά κύτταρα υποδεικνύει ότι το γενετικό πρόγραμμα 

και η επεξεργασία της εμβρυογενετικής διαδικασίας περιλαμβάνεται μέσα σε κάθε 

κύτταρο και μπορεί να εκφραστεί απουσία γονιδιακών προϊόντων του μητρικού πε-

ριβάλλοντος, περιβαλλοντικών πληροφοριών ή χωροταξικών περιορισμών. 

ε.  Η ενεργοποίηση αποταμιευτικών θρεπτικών συστατικών (π.χ. λιποπρωτεΐνες) τόσο 

στα αναπτυσσόμενα ζυγωτικά όσο και στα σωματικά έμβρυα υπογραμμίζει την πα-

ράλληλη εξέλιξή τους. 

στ.  Τέλος, τα μοριακά γεγονότα που υπαγορεύουν τη διαφοροποίηση και τον πολλα-

πλασιασμό όλων των κύριων φυτικών ιστών και συστημάτων και στα δύο είδη εμ-

βρύων είναι σε μεγάλο βαθμό συγκρίσιμα αν όχι ισοδύναμα. 
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Α.14.2. ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΖΥΓΩΤΙΚΗΣ & ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Τα σωματικά έμβρυα, εκτός από τα πολλά κοινά χαρακτηριστικά που έχουν με τα ζυγωτικά 

έμβρυα εμφανίζουν και μερικές διαφορές: 

1. Στα αρχικά στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης, ο αναρτήρας εμφανίζει περιορι-

σμένη ανάπτυξη, πιθανώς, λόγω της μη αναγκαιότητάς του στις in vitro συνθήκες. 

2. Από πολλές ερευνητικές μελέτες γίνεται φανερό ότι, ενώ η in vivo εμβρυϊκή ανάπτυ-

ξη είναι ανάλογη της σωματικής εμβρυογένεσης μέχρι το στάδιο της τορπίλης, πέρα 

από το στάδιο αυτό η διαδικασία της ζυγωτικής και της σωματικής εμβρυογένεσης 

διίσταται. 

 Στο πλαίσιο της ζυγωτικής εμβρυογένεσης το στάδιο της τορπίλης ακολουθείται από 

το στάδιο των κοτυληδόνων. Οι κοτυληδόνες διαθέτουν έντονη πρωτεϊνοσυνθετική 

δραστηριότητα και αποταμίευση θρεπτικών συστατικών, προκειμένου να ξεκινήσει 

το τελικό εμβρυϊκό στάδιο, δηλαδή της αποξήρανσης και του επακόλουθου λήθαρ-

γου, στο οποίο ρυθμιστικό ρόλο διαδραματίζει η φυτοαυξητική ουσία ΑΒΑ. Τα ώρι-

μα αποξηραμένα ζυγωτικά έμβρυα μετά από μια παρατεταμένη ή μη χρονική περίο-

δο ηρεμίας η οποία εξαρτάται από περιβαλλοντικούς και άλλους παράγοντες, ξεκι-

νούν ένα ολοκληρωτικά καινούργιο πρόγραμμα φύτρωσης και ανάπτυξης νέων φυ-

ταρίων. 

 Αντίθετα τα σωματικά έμβρυα αναπτύσσονται και διαφοροποιούνται διαδοχικά, ε-

νεργοποιώντας απευθείας τα βλαστητικά τους μεριστώματα, χωρίς να μεσολαβεί 

φάση ξήρανσης και λήθαργου. Αν και τα σωματικά έμβρυα δεν αποξηραίνονται και 

δε γίνονται ληθαργικά καταγράφεται σύνθεση και ενεργοποίηση ΑΒΑ, καθώς και με-

τάφραση μιας ομάδας γονιδίων που πιθανώς επάγονται από το ΑΒΑ και σχετίζονταν 

με την αντοχή στη ξήρανση. Το πρόγραμμα του εμβρυϊκού λήθαργου δεν ενεργο-

ποιείται άμεσα στα σωματικά έμβρυα, αλλά πιθανώς να ενεργοποιείται έμμεσα από 

κάποιο μήνυμα, όπως είναι η υψηλότερη συγκέντρωση ΑΒΑ. 

 Οι ουσιαστικές διαφοροποιήσεις των τελευταίων σταδίων της σωματικής και της ζυ-

γωτικής εμβρυογένεσης επιβάλλουν σαν πιο κατάλληλο και δόκιμο τον όρο “φυτά-

ριο-έμβρυο” για την πιο ακριβή περιγραφή του πλήρως διαφοροποιημένου σωματι-

κού εμβρύου και του όρου “κοτυληδόνες εμβρύου” για την περιγραφή του τελευ-

ταίου σταδίου των ζυγωτικών εμβρύων. 

3. Αξιόλογα είναι και τα συμπεράσματα που προκύπτουν από τη μελέτη των σωματι-
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κών εμβρύων καουτσουκόδεντρου (Hevea brasiliensis) που είναι μπλοκαρισμένα στο 

τελευταίο μορφογενετικό στάδιο και εμφανίζουν σημαντικές διαφορές από τα αντί-

στοιχα ζυγωτικά έμβρυα (Etienne et al. 1993): 

α. Αν και το υδατικό περιεχόμενο των ανώριμων σωματικών εμβρύων είναι πολύ 

μικρότερο από εκείνο των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων, τα πρώτα είναι πιο 

διογκωμένα. Το υδατικό περιεχόμενο και τα ιστολογικά χαρακτηριστικά των 

σωματικών εμβρύων είναι ταυτόσημα με εκείνα των ζυγωτικών εμβρύων 14 

εβδομάδες μετά την άνθιση. 

β. Τα σωματικά έμβρυα είναι 60 φορές μικρότερα από τα αντίστοιχα ζυγωτικά 

έμβρυα, λόγω των ατροφικών κοτυληδόνων. 

γ. Τα ριζικά και βλαστητικά μεριστώματα των σωματικών εμβρύων δεν είναι δια-

φοροποιημένα. 

δ. Τα σωματικά έμβρυα δεν περιέχουν αποταμιευτικά υλικά και αποτελούνται, 

κυρίως από πλήρως διαφοροποιημένα και χυμοτοπιασμένα κύτταρα. 

ε. Τα σωματικά έμβρυα είναι πολύ ανώριμα και γι’ αυτό δεν έχουν τη δυνατότη-

τα άμεσης φύτρωσης. 

Ποια είναι η βάση, όμως, των διαφορών της σωματικής και της ζυγωτικής εμβρυογένεσης; 

Εικάζεται ότι η φυτική μορφογενετική διαδικασία που επάγει την ανάπτυξη εμβρύων ρυθμίζεται 

από δύο αλληλεπικαλυπτόμενους μηχανισμούς: 

❖ Ο πρώτος ξεκινά είτε σαν μια επίδραση των μητρικών ιστών στο αναπτυσσόμενο έμ-

βρυο είτε σαν συνέπεια της πολωμένης θέσης του εμβρύου μέσα στον εμβρυϊκό ά-

ξονα. Είναι πιθανό να δρα στα ζυγωτικά έμβρυα και να προωθεί μερικά μορφογενε-

τικά τους στάδια, ακόμα και απουσία της πολικής μεταφοράς αυξίνης. 

❖ Ο δεύτερος βρίσκεται ουσιαστικά μέσα στο ίδιο το έμβρυο. Είναι πιθανό να εξαρτά-

ται από την πολική μεταφορά αυξίνης και να αποτελεί τον μοναδικό ενεργό μηχανι-

σμό στα σωματικά έμβρυα. 
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Α΄. ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΤΗΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

 

Α΄.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Α΄.1.1. ΜΟΡΙΑΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ & ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Η σωματική εμβρυογένεση αποτελεί ένα πολύ ελκυστικό σύστημα για τη μελέτη των βασι-

κών αρχών της φυτικής ανάπτυξης, καθώς πρόκειται για μια πολύπλοκη μορφογενετική διαδικα-

σία που απαιτεί φυσιολογικές, βιοχημικές και μοριακές αλλαγές στα συστατικά των φυτικών ι-

στών και κυττάρων (Pedroso et al. 1995). Σήμερα είναι πλέον αποδεκτό ότι όλα τα φυτικά είδη 

που αναπαράγονται με σπέρματα, διαθέτουν μικρό αριθμό γονιδίων συντηρημένων δια μέσου 

της φυσικής επιλογής τα οποία, όταν ενεργοποιηθούν την κατάλληλη στιγμή και με την κατάλλη-

λη αλληλουχία, επάγουν τη δημιουργία σωματικών εμβρύων. 

Αν και πολλές εργασίες έχουν δημοσιευτεί που καταγράφουν μορφολογικά και κυτταρικά 

κριτήρια που χαρακτηρίζουν την απόκτηση της ολοδυναμίας και της εμβρυογενετικής ικανότητας 

σε αρκετά φυτά, δεν υπάρχει ένας ή περισσότεροι γενικευμένοι φυσιολογικοί, δομικοί ή / και 

μοριακοί δείκτες που να υποδεικνύουν ξεκάθαρα το κύτταρο ή τα κύτταρα που αργότερα θα ε-

ξελιχθούν σε σωματικό έμβρυο (Namasivayam 2007). 

Οι φυτικοί, φυτοαυξητικοί παράγοντες (υψηλές συγκεντρώσεις 2,4-D, ΑΒΑ, αιθυλένιο κ.ά.) 

θεωρούνται συστατικά καταπόνησης και επάγουν την απόκτηση ολοδυναμίας από τα φυτικά 

κύτταρα. Οι Karami et al. (2010) και οι Lu et al. (2011) ταυτοποίησαν και χαρακτήρισαν μερικά 

γονίδια και πρωτεΐνες που επάγονται σε συνθήκες καταπόνησης σε εμβρυογενετικές καλλιέρ-

γειες. 

Η σωματική εμβρυογένεση, απαιτώντας τη μετάβαση από ανοργάνωτες κυτταρικές μάζες 

σε σωματικά έμβρυα, σηματοδοτείται από μια ριζική αναδιοργάνωση του κυτταρικού μεταβολι-

σμού και της RNA σύνθεσης, γεγονός που υποδεικνύει ότι ο ουσιαστικός επαναπρογραμματι-

σμός της γονιδιακής έκφρασης, πιθανώς, συμβαίνει σε μεταγραφικό επίπεδο. 

Δύο είναι τα επικρατέστερα μοντέλα γενετικού ελέγχου της σωματικής εμβρυογένεσης, 

καθώς οι πρώτες βιοχημικές αλλαγές καταγράφονται στα πρώιμα στάδια της εμβρυογένεσης και 

οι υπόλοιπες, όταν τα κύτταρα μεταφέρονται στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης και ανάπτυξης 

των σωματικών εμβρύων: 

➢ Α Μοντέλο: Λόγω της πιστής και σταθερής επαναληψιμότητας της φυτικής μορφο-

γενετικής αλληλουχίας, προτάθηκε η ύπαρξη ενός βιοχημικού, αναπτυξιακού μονο-
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πατιού κατά το οποίο τα προϊόντα της κάθε αντίδρασης είναι υπεύθυνα (σαν αντι-

δρώντα) για την έναρξη της επόμενης αντίδρασης. 

➢ Β Μοντέλο: Η δεύτερη εκδοχή που είναι και η πιθανότερη, υποστηρίζει ότι υφίστα-

ται “μία έκρηξη γονιδιακής έκφρασης” με το ξεκίνημα της εμβρυογένεσης η οποία 

ακολουθείται από σταδιακή αύξηση των συγκεντρώσεων των κατάλληλων γονιδια-

κών προϊόντων. Όταν η συγκέντρωση των συγκεκριμένων γονιδιακών προϊόντων 

φτάσει σε μια κρίσιμη τιμή, η διακυτταρική επικοινωνία, μέσα στον ιστό, αποκαθί-

σταται και η περαιτέρω διαφοροποίηση, ίσως να περιλαμβάνει ή και να μην περι-

λαμβάνει έκφραση νέων γονιδίων. 

Το καρότο (Daucus carota), η σόγια (Glycine max)και το έλατο (Abies alba) είναι τα πιο συ-

χνά χρησιμοποιούμενα, φυτικά πρότυπα μοντέλα-συστήματα για τη μελέτη της σωματικής εμ-

βρυογένεσης σε ιστολογικό, υποκυτταρικό, φυσιολογικό, βιοχημικό και μοριακό επίπεδο. 

Οι αλλαγές της γονιδιακής έκφρασης στα πλαίσια της έκφρασης της σωματικής εμβρυογέ-

νεσης, σε υγρές καλλιέργειες καρότου, μελετώνται συνήθως μέσω των εξής προσεγγίσεων : 

α)  Σύγκριση γονιδίων και πρωτεϊνών που εκφράζονται στα σωματικά έμβρυα, αλλά όχι 

στα κύτταρα κάλλων.  

β)  Ταυτοποίηση κλώνων που επάγονται σε σφαιρικά έμβρυα και η σύγκρισή τους με 

κλώνους φυταρίων ηλικίας 7 ημερών. 

Στη συνέχεια θα γίνει μια σύντομη παρουσίαση των κυριότερων αλλαγών σε υποκυτταρικό 

επίπεδο, καθώς και των σημαντικότερων δομικών και λειτουργικών γονιδίων που σχετίζονται με 

τη σωματική εμβρυογένεση. 

 

 

Α΄.1.2. ΜΟΡΙΑΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ & ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΤΗΝ ΕΛΙΑ 

 

Η επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης σε ιστοκαλλιέργειες ελιάς (έχει κάνει εφικτή την 

ανάπτυξη βιοχημικών και μοριακών δεικτών, οι οποίοι εφαρμόζονται σε μελέτες γενετικής ποικι-

λότητας και διάκρισης των διαφορετικών καλλιεργούμενων ποικιλιών και / ή των άγριων τύπων 

(Bracci et al. 2011 και Leva et al. 2012). Πολλαπλές είναι και οι πειραματικές προσπάθειες που 

αποσκοπούν στον υπολογισμό του μεγέθους του γονιδιώματος τόσο της αγριελιάς όσο και των 

καλλιεργούμενων ποικιλιών (Loureiro et al. 2007). Έχει προταθεί ότι τόσο η αμφιγονική όσο και η 

μονογονική αναπαραγωγή έχουν παίξει καθοριστικό ρόλο στην εξέλιξη των ποικιλιών της ελιάς 

(Albertini et al. 2011). 
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Τα παραπάνω πειραματικά δεδομένα είναι πολύτιμα, καθώς η γρήγορη και σαφής ταυτο-

ποίηση των ποικιλιών αποτελεί βασική προϋπόθεση για την επίτευξη μιας ικανής και αποτελε-

σματικής εκμετάλλευσης των γενετικών της αποθεμάτων. 

Παράλληλα η εφαρμογή της σωματικής εμβρυογένεσης έχει βοηθήσει στη γενετική τροπο-

ποίηση της ελιάς (Pérez-Barranco et al. 2009 και Torreblanca et al. 2010) και στον εντοπισμό γο-

νιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση και στην τροποποίηση των 

λιπαρών οξέων. 

 

 

Α΄.2. ΜΕΘΥΛΙΩΣΗ DNA 

 

Ανάλογα με το αναπτυξιακό στάδιο των κάλλων έχουν καταγραφεί αλλαγές στο ποσοστό 

της μεθυλιωμένης κυτοσίνης του DNA. Οι LoSchiavo et al. (1989) κατέγραψαν μεταβολή στη με-

θυλίωση του DNA εμβρυϊκών κυττάρων καρότου, όταν παρείχαν αυξίνη. Οι ιστοκαλλιέργειες α-

παιτούσαν ένα ιδανικό επίπεδο μεθυλίωσης για τη φυσιολογική ανάπτυξη των σωματικών εμ-

βρύων, καθώς τόσο η υπερμεθυλίωση όσο και η υπομεθυλίωση προκαλούσαν άμεση και μη α-

ναστρέψιμη αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης. Η υψηλή συγκέντρωση αυξίνης οδηγούσε 

σε αύξηση της μεθυλιωμένης κυτοσίνης, ενώ η απομάκρυνση των φυτοαυξητικών παραγόντων 

σε απότομη απομεθυλίωση του DNA (περίπου 30,0%). Υπάρχουν ενδείξεις ότι η μεθυλίωση είναι 

εν μέρει τουλάχιστον site – specific και είναι πολύ πιθανό να σχετίζεται με τη μεταγραφή του 

DNA. 

Οι Hao et al. (2002), σε καλλιέργειες κάλλων 15 γονότυπων πορτοκαλιού, κατέγραψαν τη 

θετική επίδραση διαφόρων ειδών καταπονήσεων στην επαγωγή της σωματικής εμβρυογένεσης 

και πιο συγκεκριμένα στην ενδυνάμωση της ανάκτησης της εμβρυϊκής δυναμικότητας από μερι-

κούς γονότυπους. Παράλληλα διαπίστωσαν ότι το επίπεδο DNA μεθυλίωσης στους εμβρυογενε-

τικούς κάλλους ήταν χαμηλότερο συγκριτικά με των μη εμβρυογενετικών κάλλων του ίδιου γονό-

τυπου. 
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Α΄.3. ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑ & ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

 

Πειραματικά αποτελέσματα που προέκυψαν από ιστοκαλλιέργειες καλαμποκιού (Zea 

mays), ρυζιού (Oryza sativa) και σιταριού (Triticum aestivum)) υποδεικνύουν ότι το κυτταρόπλα-

σμα συνεισφέρει σημαντικά στη γονιδιακή έκφραση και στη φυτική αναγεννητική διαδικασία. 

Οι μη εμβρυογενετικοί κάλλοι διαχωρίζονται εύκολα από τους εμβρυογενετικούς κάλλους 

ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων βάσει κυτταροπλασματικών παρατηρήσεων. Συγκεκριμένα το 

μιτοχονδριακό DNΑ των μη εμβρυογενετικών κάλλων υφίσταται επαναπρογραμματισμό, καθώς 

συγκεκριμένοι μιτοχονδριακοί γονότυποι απαιτούνται για την ολοκλήρωση της φυτικής αναγέν-

νησης (Tyagi et al. 2003). 

 

 

Α΄.4. CEM ΓΟΝΙΔΙΑ 

 

Πολυάριθμα γονίδια που εμπλέκονται στην κυτταρική διαίρεση και στη δημιουργία κυττα-

ρικού τοιχώματος στο πλαίσιο της εμβρυϊκής διαφοροποίησης έχουν ταυτοποιηθεί (Aleith et al. 

1990). Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από αυτά τα γονίδια (CEM γονίδια) χαρακτηρίζονται, 

συνήθως, από επαναλαμβανόμενα μοτίβα προλίνης, είναι πλούσιες σε γλυκίνη και μοιάζουν είτε 

με τις πρωτεΐνες του κυτταρικού τοιχώματος είτε με εκείνες που εμπλέκονται στις αναπτυξιακές 

διαδικασίες που ρυθμίζονται από τις αυξίνες. 

Ένα cDNA έμβρυο-ειδικό του σφαιρικού σταδίου το οποίο κωδικοποιεί τον παράγοντα επι-

μήκυνσης 1α CEM1 εντοπίστηκε σε διαιρούμενα κύτταρα. 

Ένα άλλο γονίδιο το CEM6 εκφράζεται στο προσφαιρικό και σφαιρικό στάδιο σωματικών 

εμβρύων καρότου. Η πολυπεπτιδική αλυσίδα που κωδικοποιείται από το CEM6 είναι πλούσια σε 

γλυκίνη και συνεισφέρει στη βιογένεση του κυτταρικού τοιχώματος κατά τη σωματική εμβρυο-

γένεση (Sato et al. 1995). 

Αν και τα γονίδια που κωδικοποιούν την ακτίνη και την τουμπουλίνη εκφράζονται σε μη 

εμβρυογενετικά κύτταρα, η αυξημένη σύνθεση κυτταρικού τοιχώματος και πλασματικής μεμ-

βράνης κατά τη σωματική εμβρυογένεση, οδηγεί σε αύξηση της έκφρασης των συγκεκριμένων 

γονιδίων και στη διάρκεια της συγκεκριμένης μορφογενετικής αντίδρασης (Raghavan 1997). 
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Α΄.5. ΟΡΜΟΝΟ - ΕΠΑΓΟΜΕΝΑ ΓΟΝΙΔΙΑ 

 

Α΄.5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Οι αυξίνες έχουν αναδειχθεί σε ισχυρούς επαγωγικούς παράγοντες της σωματικής εμβρυ-

ογένεσης. Σε μοριακό επίπεδο η παροχή αυξίνης σε απομονωμένα όργανα, κυτταρικές καλλιέρ-

γειες και ολόκληρα φυτά μπορεί να οδηγήσει σε ραγδαία συσσώρευση μεταγραφημάτων (Li et 

al. 1994 και Khurana et al. 2007). 

Οι Sung et al. (1983) ανακοίνωσαν ότι υπήρχαν πολλές βιοχημικές διαφορές ανάμεσα 

στους κάλλους και στα σωματικά έμβρυα τα οποία απομόνωσαν από ιστοκαλλιέργειες καρότου. 

Οι μορφολογικές αλλαγές υποδηλώνουν μεταβολές των βιοχημικών δραστηριοτήτων των κυττά-

ρων που ρυθμίζονται από ομάδα γονιδίων τα οποία ανάλογα με την κατεύθυνση της μορφογέ-

νεσης ενεργοποιούνται ή απενεργοποιούνται. Ο/οι μηχανισμός/οί που κατευθύνουν τα κύτταρα 

του καρότου είτε προς την ανοργάνωτη ανάπτυξη κάλλου είτε προς την οργανωμένη ανάπτυξη 

και διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, έχει προταθεί ότι περιλαμβάνει/ουν την επαγωγή μιας 

ομάδας λειτουργιών και ταυτόχρονα την αναστολή μιας άλλης. 

Πιο συγκεκριμένα ανακοίνωσαν ότι η μορφογενετική μοίρα των σωματικών κυττάρων του 

καρότου ελέγχεται από τη συγκέντρωση του 2,4-D. Ο συνδυασμός υψηλής συγκέντρωσης 2,4-D 

και υψηλής κυτταρικής πυκνότητας καταστέλλει την ανάπτυξη σωματικών εμβρύων και προωθεί 

την ανάπτυξη κάλλων, αν και η κυτταρική πυκνότητα φαίνεται να παίζει έναν πιο άμεσο ρόλο 

στην καταστολή. Αντίθετα η χαμηλή κυτταρική πυκνότητα, παρουσία 2,4-D, οδηγεί στην εμφάνι-

ση τόσο των ειδικών εμβρυϊκών πρωτεϊνών όσο και των πρώτων σωματικών εμβρύων, έξι ημέρες 

μετά τον εμβολιασμό.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση ότι οι ειδικές πρωτεΐνες κάλλου συντίθενται και σε 

χαμηλή πυκνότητα κυττάρων, όταν τα κύτταρα επωάζονται, για 12 ημέρες, σε θρεπτικό μέσο που 

αποτελείται από 40,0% φρέσκο και 60,0% παλιό θρεπτικό μέσο, που προέρχεται από ιστοκαλ-

λιέργεια υψηλής κυτταρικής πυκνότητας. Προφανώς το παλαιό θρεπτικό υπόστρωμα τροποποιεί 

το φρέσκο θρεπτικό μέσο και το καθιστά κατάλληλο για επαγωγή ειδικών πρωτεϊνών κάλλου. Τα 

μέχρι τώρα δεδομένα υποδεικνύουν ότι ο παράγοντας που προωθεί την καλλογένεση πρέπει να 

είναι διαφορετικός από αυτόν που επάγει την πρωτεϊνοσύνθεση. 

H απομόνωση δύο αυξινο-επαγόμενων γονιδίων από σωματικά έμβρυα καρότου υπέδειξε 

ότι οι υψηλές συγκεντρώσεις ορμονών, πιθανώς να δρουν σαν παράγοντες καταπόνησης. Οι 

Dudits et al. (1991) ανακοίνωσαν ότι η έκθεση εμβρυϊκών σειρών τριφυλλιού (Trifolium repens) 
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στην καταπόνηση με αυξίνη, πυροδότησε την επαγωγή της κυτταρικής διαίρεσης σε επιδερμικά 

κύτταρα και προώθησε την περαιτέρω διαφοροποίηση των σωματικών εμβρύων. 

 

 

Α΄.5.2. SAUR ΓΟΝΙΔΙΑ 

 

Μια κατηγορία γονιδίων που επάγονται από την παρουσία αυξίνης ονομάζονται SAUR 

(Small Auxin Up-Regulated).  

Τα πρώτα SAUR γονίδια που απομονώθηκαν από τη σόγια (Glycine max) ονομάστηκαν 

pJCW1 και pJCW2 (Walker et al, 1982). H εξωγενής αυξίνη επάγει αύξηση των επιπέδων των 

SAUR, κυρίως στα κύτταρα της επιδερμίδας, του φλοιού και στις ζώνες επιμήκυνσης των υποκο-

τυλίων σόγιας και διαγονιδιακών φυταρίων καπνού (Nicotiana tabacum).  

Μέχρι σήμερα έχουν ανιχνευθεί πέντε SAUR γονίδια (7Kb περίπου το καθένα) στο γονι-

διωματικό DNA της σόγιας (Li et al, 1994). Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των πέντε γονιδίων και 

τα πολυπεπτίδια που προκύπτουν από αυτά είναι παρόμοια. 

Τα συγκεκριμένα γονίδια μπορούν να χρησιμοποιηθούν για το διαχωρισμό εμβρυογενετι-

κών και μη εμβρυογενετικών σειρών. Τα επίπεδα μεταγραφής τους μειώνονται, όταν χρησιμο-

ποιούνται σαν ραδιενεργοί ανιχνευτές σε εμβρυογενετικές ιστοκαλλιέργειες τριφυλλιού (Trifoli-

um repens) μεγάλης ηλικίας, υποδεικνύοντας την αλλαγή του εμβρυογενετικού δυναμικού σε 

συνάρτηση με την ηλικία. 

 

 

Α΄.6. ΚΙΝΑΣΕΣ 

 

Ο καθοριστικός ρόλος των κινασών στην μετάδοση μηνυμάτων από την κυτταρική μεμβρά-

νη στη θέση δράσης και του ασβεστίου σαν δευτερογενή αγγελιοφόρου σε πολλές ορμονορυθμι-

ζόμενες διαδικασίες έχει ταυτοποιηθεί σε ποικίλες κυτταρικές και φυσιολογικές διαδικασίες των 

ανώτερων φυτών (Harper 2001). Η ανάλυση ενός ορμονικού ερεθίσματος και / ή των δευτερογε-

νών αγγελιοφόρων, όπως του ασβεστίου, πιθανώς να πυροδοτεί ποικίλα μορφογενετικά μονο-

πάτια και στα σωματικά έμβρυα. 

Σε ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota) το ασβέστιο (στη κρίσιμη συγκέντρωση 200,0 

μΜ) ήταν αναγκαίο για τη μετατροπή μη διαφοροποιημένων κυττάρων σε σωματικά έμβρυα 

(Overvoorde et al. 1994). Σε υψηλότερη συγκέντρωση δεν επηρέαζε ούτε τη βιωσιμότητα ούτε το 
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εμβρυογενετικό δυναμικό της ιστοκαλλιέργειας, ενώ σε χαμηλότερη ανέστελλε τη σωματική εμ-

βρυογένεση. 

Όταν το ασβέστιο αποτελεί δευτερογενή αγγελιοφόρο καταγράφονται δομικές αλλαγές 

στις πρωτεΐνες που συνδέονται με αυτό [π.χ. καλμοδουλίνη (CaM)], προκειμένου να αποκτήσουν 

τη λειτουργική τους μορφή και να αλληλοεπιδράσουν με άλλες ρυθμιστικές πρωτεΐνες (Perera et 

al. 1992). Κατά τη διάρκεια της σωματικής εμβρυογένεσης παρατηρήθηκαν αλλαγές στη διανομή 

του ασβεστίου, όχι όμως και στη συγκέντρωση του ασβεστίου που σχετίζεται με την πλασματική 

μεμβράνη. Δραστικά συμπλέγματα ασβεστίου/καλμοδουλίνης ανιχνεύτηκαν σε μεριστώματα 

καρδιόσχημων και σχήματος τορπίλης σωματικών εμβρύων. Η έκφραση του μεταγραφήματος 

της καλμοδουλίνης αυξανόταν με την επαγωγή των σωματικών εμβρύων και στη συνέχεια παρέ-

μενε σταθερή. 

Γονίδια που κωδικοποιούν την ασβεστοδεσμευόμενη πρωτεΐνη MsCa1, επίσης είχαν αυξη-

μένα μεταγραφικά επίπεδα μετά από επίδραση 2,4-D και συσσωρεύονταν επιλεκτικά σε πρώιμα 

σφαιρικά στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης (Dudits et al. 1991). 

Μια οικογένεια ασβεστοεξαρτόμενων, αλλά ανεξάρτητων από την καλμοδουλίνη πρωτεϊ-

νικών κινασών οι CDPKs ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά στη σόγια (Glycine max). Αντίθετα με 

την ασβεστοεξαρτώμενη και από την καλμοδουλίνη εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση, οι CDPKs 

ενεργοποιούνται μετά από άμεσο δέσιμο με το ασβέστιο (Harper et al. 1991).  

Ένα cDNA που κωδικοποιεί μια τυπική πρωτεϊνική κινάση την CRK (ομόλογη με κινάσες άλ-

λων φυτών) έχει απομονωθεί από cDNA βιβλιοθήκη σωματικών εμβρύων καρότου (Daucus caro-

ta) (Lindzen et al. 1995). Το CRK μεταγράφημα και η αντίστοιχη πρωτεΐνη εκφραζόταν στα σωμα-

τικά έμβρυα καρότου σε πολύ υψηλότερα επίπεδα από ότι στους ώριμους φυτικούς ιστούς. Η 

CRK γονιδιακή αλληλουχία έχει συντηρηθεί μεταξύ των αγγειοσπέρμων, υποδηλώνοντας με την 

παρουσία της τόσο σε μονοκοτυλήδονα όσο και σε δικοτυλήδονα είδη, το καθοριστικό ρόλο που 

παίζει στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου. 

Δύο CDPKs (55KDa και 60KDa) ταυτοποιήθηκαν από εμβρυογενετικές καλλιέργειες σανδό-

ξυλου. Οι δύο κινάσες είχαν προσωρινή έκφραση στο σφαιρικό σωματικό και ζυγωτικό έμβρυο 

κατά την ωρίμανση του σπέρματος (ανάπτυξη ενδοσπερμίου) και κατά τη φύτρωση. Τα επίπεδα 

ασβεστίου τετραπλασιάζονταν κατά τη σωματική εμβρυογένεση, όταν οι προεμβρυϊκές μάζες 

διαφοροποιούνταν σε σωματικά έμβρυα (Anil et al. 2000). 

Η MsCPK3 μια άλλη πρωτεϊνική κινάση, απομονώθηκε από καλλιέργεια τριφυλλιού (Trifoli-

um repens) και η γονιδιακή της έκφραση αυξανόταν κατά τη σωματική εμβρυογένεση (Davletova 

et al. 2001). 
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Μεταξύ των cDNA κλώνων που απομονώθηκαν από υγρές καλλιέργειες καρότου (Daucus 

carota) (2 μηνών-4 χρόνων) σε διάφορες φάσεις ανάπτυξης ένας μόνο είχε ομολογία με ζωικό 

και φυτικό υποδοχέα πρωτεϊνικής κινάσης. Ο κλώνος εκφραζόταν σε ιστοκαλλιέργειες σωματι-

κών εμβρύων και ονομάστηκε SERK γονίδιο (Somatic Embryogenesis Receptor kinase). Πειραμα-

τικά δεδομένα υποδηλώνουν ότι αποτελεί πιθανό μοριακό δείκτη για το διαχωρισμό εμβρυογε-

νετικών και μη εμβρυογενετικών κυττάρων. Η έκφρασή του ξεκινούσε σε εμβρυογενετικά κύττα-

ρα και καταγραφόταν μέχρι το σφαιρικό στάδιο των σωματικών εμβρύων, αλλά δεν ανιχνευόταν 

σε μη εμβρυογενετικά στάδια εμβρυογενετικών καλλιεργειών. Σε άλλα φυτά το SERK ανιχνευό-

ταν σε ζυγωτικά έμβρυα σφαιρικού σταδίου, αλλά έλειπε από μη επικονιασμένα λουλούδια ή 

άλλους φυτικούς ιστούς (Schmidt et al. 1997). 

Τα εμβρυογενετικά κύτταρα της Dactylis glomerata εκφράζουν ένα SERK γονίδιο μέχρι το 

σφαιρικό στάδιο, ενώ τα κύτταρα καρότου στα ακραία μεριστώματa, στο πρωτόδερμα και στο 

κολεόπτιλο (Somleva et al. 2000). 

Στo κάρδαμο (Arabidopsis thaliana )έχουν ταυτοποιηθεί πέντε μέλη της SERK οικογένειας 

(AtSERK1, AtSERK2, AtSERK3, AtSERK4 και AtSERK5). Το AtSERK1 εκφραζόταν σε σωματικά έμ-

βρυα και μεσολαβούσε στην απόκτηση εμβρυϊκής ικανότητας από το ωάριο κατά τη ζυγωτική 

εμβρυογένεση (Shah et al. 2001). 

Δύο γονίδια το ZmSERK1 και το ZmSERK2 απομονώθηκαν από το καλαμπόκι (Zea mays) και 

έχουν όλα τα χαρακτηριστικά της SERK οικογένειας. Το ZmSERK1 είχε επιλεκτική έκφραση σε θη-

λυκούς και αρσενικούς αναπαραγωγικούς ιστούς με μεγαλύτερη έκφραση στους μικροσπόρους, 

ενώ το ZmSERK2 σε όλους τους ιστούς. Και τα δύο γονίδια εκφράζονταν τόσο σε εμβρυϊκά όσο 

και σε μη εμβρυϊκά κύτταρα (Baudino et al. 2001). 

 

 

Α΄.7. HOMEOBOX ΓΟΝΙΔΙΑ 

 

Τα homeobox γονίδια ταυτοποιήθηκαν για πρώτη φορά στη δροσόφιλα  (Drosophila mela-

nogaster) και είναι γονίδια κλειδιά για τη ρύθμιση της διαφοροποίησης σε πολυκύτταρους οργα-

νισμούς. Περιέχουν μια χαρακτηριστική συντηρημένη νουκλεοτιδική αλληλουχία που λέγεται 

homeobox.  

Το homeobox γονίδιο Sbh1 ταυτοποιήθηκε και χαρακτηρίστηκε από cDNA βιβλιοθήκη σω-

ματικών εμβρύων σόγιας (Glycine max). Καταγράφηκε αύξηση των μεταγραφικών του επιπέδων 

κατά τη μετάβαση από το καρδιόσχημα στάδιο στο στάδιο της τορπίλης, όταν διαφοροποιούνταν 
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οι κοτυληδόνες και ο προαγγειώδης ιστός. Το μεταγράφημά του δεν ανιχνεύτηκε σε μη εμβρυϊ-

κούς ή άλλους ιστούς, αν και ο βλαστός και το υποκοτύλιο εκδήλωναν περιορισμένη έκφρασή 

του. Το γονιδιακό πρότυπο της έκφρασής του υποδηλώνει το ρυθμιστικό του ρόλο στη βιογένεση 

αγγείων και στη δημιουργία σωματικών εμβρύων (Lindzen et al. 1995). 

Έξι homeobox γονίδια (GHB1-CHB6) ταυτοποιήθηκαν από cDNA βιβλιοθήκη σωματικών 

εμβρύων και υποκοτυλίων καρότου(Daucus carota) (Meijer et al. 1997).  Το CHB1 εκφραζόταν 

συνεχώς σε μη διαφοροποιημένα κυτταρικά συσσωματώματα και το CHB2 μετά το σφαιρικό 

στάδιο με μέγιστη έκφραση κατά το καρδιόσχημο στάδιο και το στάδιο τορπίλης, ενώ μειωνόταν 

δραστικά σε μη διαφοροποιημένες καλλιέργειες. Τα CHB3, CHB4 και CHB5 εμφάνιζαν εξειδικευ-

μένη συσσώρευση στα κύτταρα του φλοιού του εμβρυϊκού άξονα σε έμβρυα τορπίλης. Το CHB6 

περιοριζόταν σε προκαμβιακά κύτταρα, καρδιόσχημα και σχήματος τορπίλης σωματικά έμβρυα. 

Στις εμβρυϊκές κοτυληδόνες και στα υποκοτύλια φυταρίων τα μεταγραφήματα των τεσσάρων 

τελευταίων γονιδίων σχετίζονταν με αγγειώδεις ιστούς. 

Ανάλογα homeobox γονίδια στην (Arabidopsis thaliana)  (Athb-8) και στη ντομάτα (Sola-

num lycopersicum) (VAHOX1) εκφράζονταν, επίσης, κατά την αγγειώδη διαφοροποίηση (Tornero 

et al. 1996). 

 

 

Α΄.8. ΕΚΚΡΙΝΟΜΕΝΕΣ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΠΟΥ ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΣΩΜΑΤΙΚΑ ΕΜΒΡΥΑ 

 

Πολλά χρόνια πριν, είχε διαπιστωθεί η τροποποίηση του θρεπτικού υποστρώματος που 

προερχόταν από καλλιέργειες σωματικών εμβρύων, λόγω των ουσιών, κυρίως πρωτεϊνών, που 

εκκρίνονταν από τα καλλιεργούμενα, in vitro, φυτικά κύτταρα. Το τροποποιημένο θρεπτικό υπό-

στρωμα ήταν κατάλληλο για την προώθηση της σωματικής εμβρυογένεσης. 

Πιο συγκεκριμένα αποδείχτηκε ότι εκκρίνονταν ΕΡs (Εxtracellular Ρroteins) οι οποίες σχετί-

ζονταν με την επαγωγή και την έναρξη της σωματικής εμβρυογένεσης. Οι πρωτεΐνες αυτές εκκρί-

νονταν τόσο από εμβρυογενετικά όσο και από μη εμβρυογενετικά κύτταρα και απομονώθηκαν 

κλώνοι που κωδικοποιούσαν μερικές από αυτές. 

Ένας από αυτούς τους κλώνους, ο ΕΡ2, ταυτοποιήθηκε και βρέθηκε ότι κωδικοποιούσε μια 

εξωκυτταρική λιπιδική μεταφορική πρωτεΐνη  η οποία, πιθανώς, συμμετείχε στη μεταφορά λιπι-

δίων ή άλλων μη πολικών μορίων έξω από το κύτταρο. Η έκφραση του ΕΡ2 στο καρότο ήταν πε-

ριοδικά ρυθμιζόμενη και περιοριζόταν σε εμβρυογενετικές κυτταρoκαλλιέργειες, σε κύτταρα 

πρωτοδέρματος ζυγωτικών και σωματικών εμβρύων, επιδερμικά κύτταρα βλαστητικού μεριστώ-
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ματος, σε αναπτυσσόμενα άνθη και σε ωριμάζοντα σπέρματα. Αν και η έκφρασή του δεν ήταν 

ειδική σε σωματικά έμβρυα αποτελεί χρήσιμο δείκτη για τη δημιουργία επιδερμικών κυτταρικών 

σειρών, καθώς ενισχύεται η έκφρασή του στο πλαίσιο της σωματικής εμβρυογένεσης (Sterk et al. 

1991). 

Οι κλώνοι EP1 και ΕΡ3 απομονώθηκαν από θρεπτικό υπόστρωμα εμβρυογενετικών καλ-

λιεργειών (van Engelen et al. 1991). Η ΕΡ3 πρωτεΐνη λειτουργικά είναι μια χιτινάση και δεν εκκρι-

νόταν ούτε από σωματικά ούτε από ζυγωτικά έμβρυα, αλλά εκφραζόταν σε επιδερμικά κύτταρα 

φρούτων και ενδοσπερμίων. Πιθανώς διαδραματίζει διατροφικό ρόλο κατά τη διάρκεια της ζυ-

γωτικής εμβρυογένεσης (van Hengel et al. 1998). Έχει προταθεί ότι οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες 

συμμετέχουν στη ρύθμιση της κυτταρικής επέκτασης, στη διατήρηση της ακεραιότητας της επι-

δερμικής κυτταρικής σειράς σε εμβρυϊκούς και μη ιστούς και στην εγκαθίδρυση φυσιολογικού 

σχήματος και μορφής. 

Παράλληλα μια 38 KDa εξωκυτταρικά εκκρινόμενη πρωτεΐνη έχει ταυτοποιηθεί και χαρα-

κτηριστεί στα πλαίσια της σωματικής εμβρυογένεσης στο ραδίκι (Taraxacum officinale) και το 

πολυπεπτίδιο της β1,3-glucanase εκκρίνεται σε υψηλότερα επίπεδα στο θρεπτικό μέσο εμβρυϊ-

κών σειρών συγκριτικά με το θρεπτικό μέσο μη εμβρυϊκών σειρών.  

Τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι οι περισσότερες εξωκυτταρικά εκκρινόμενες πρωτεΐνες 

που μελετήθηκαν κατά τη διάρκεια της σωματικής εμβρυογένεσης, αφορούν μια ομάδα χιτινα-

σών και glucanases οι οποίες δε σχετίζονται μόνο με τα πρώιμα στάδια της σωματικής εμβρυογε-

νετικής ανάπτυξης, αλλά πιθανώς αποτελούν απαραίτητα θρεπτικά συστατικά για την επαγωγή 

σωματικών εμβρύων και την αποικοδόμηση του κυτταρικού τοιχώματος. 

 

 

Α΄.9. ΠΡΩΤΕΙΝΟΣΥΝΘΕΣΗ ΣΤΗ ΔΙΑΡΚΕΙΑ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Α΄.9.1. ΠΟΙΟΤΙΚΕΣ & ΠΟΣΟΤΙΚΕΣ ΑΛΛΑΓΕΣ ΤΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΟΣΥΝΘΕΣΗΣ  

 

Πλούσια είναι η βιβλιογραφία από εργασίες που αναφέρονται στις μεταβολές της πρωτεϊ-

νοσύνθεσης κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων σε διάφορα φυτικά εί-

δη: 

➢ Σε σωματικά έμβρυα σόγιας (Glycine max) ανιχνεύτηκαν μερικές ειδικές αποταμιευ-

τικές πρωτεΐνες σπερμάτων (Muhitch et al. 1994). Λεπτομερής μελέτη της παραγω-

γής τους έδειξε: 
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1. Υψηλή σχετικά συσσώρευσή τους σε σωματικά έμβρυα που αναπτύσσονταν 

σε θρεπτικό μέσο που περιείχε ΝΑΑ. Τα επίπεδά τους ήταν ίδια σε όλα τα 

μορφογενετικά στάδια των σωματικών εμβρύων. 

2. Δεν καταγράφηκαν σημαντικές διαφορές στα επίπεδά τους σε σωματικά έμ-

βρυα που αναπτύσσονταν παρουσία 2,4-D. Ανιχνεύτηκαν, μόνο, μερικές 

σπερματικές αποταμιευτικές πρωτεΐνες στα σωματικά έμβρυα που επάγονταν 

από 10,0 μΜ 2,4-D, κυρίως στα αρχικά στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης. 

Ανάλογα ποσοστά δεν καταγράφηκαν σε σωματικά έμβρυα από καλλιέργειες 

μεγάλης ηλικίας. 

➢ Σε υγρές καλλιέργειες έλατου (Abies alba) καταγράφηκε θετικός συσχετισμός μεταξύ 

αριθμού σωματικών εμβρύων και ενδοκυτταρικής συσσώρευσης πρωτεϊνών (Dong et 

al. 1994). Έντονη μεταγραφική δραστηριότητα καταγράφηκε πριν την αύξηση του α-

ριθμού των κυττάρων και της αύξησης του νωπού βάρους. Η αντιγραφή του DNA και 

η κυτταρική διαίρεση παρατηρήθηκαν μετά την ανακαλλιέργεια και κατέληγε στην 

κυτταρική επέκταση (διόγκωση) και στην αύξηση της βιομάζας. 

Ο θετικός συσχετισμός μεταγραφής και αριθμού σωματικών εμβρύων, ίσως οφείλε-

ται στη φύση των ανώριμων σωματικών εμβρύων και στον τρόπο πολλαπλασιασμού 

τους. Εξάλλου η ενδοκυτταρική συσσώρευση πρωτεϊνών αντανακλά τα φυσιολογικά 

και βιοχημικά χαρακτηριστικά πολλαπλασιασμού των σωματικών εμβρύων σε υγρές 

καλλιέργειες. 

➢ Η εφαρμογή δισδιάστατης ανάλυσης, σε ιστοκαλλιέργεια φύλλων καμέλιας (Camellia 

japonica) και ελεγχόμενης επαγωγής άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης, έδειξε ση-

μαντικές διαφορές στις πρωτεΐνες των εμβρυϊκών και των μη εμβρυϊκών ιστοκαλ-

λιεργειών (Pedroso et al. 1995). 9,0% των νέων πρωτεϊνών κατανέμονταν σε όλα τα 

μοριακά βάρη και τα ισοηλεκτρικά σημεία. Η πλειοψηφία τους ήταν χαμηλού μορια-

κού βάρους και σχετίζονταν με την επαγωγή προεμβρύων και την εξέλιξή τους σε 

σφαιρικά έμβρυα. Ειδικότερα δύο πολυπεπτίδια, τα Ε1 και Ε2, ανιχνεύονταν σε δείγ-

ματα πρώιμων σωματικών εμβρύων σφαιρικού σταδίου. 

➢ Ανάλυση της in vivo πρωτεϊνοσύνθεσης κατά τη σωματική εμβρυογένεση και τη φυ-

τική ανάπτυξη σε ιστοκαλλιέργειες έλατου (Abies alba) έδειξε μεγαλύτερη ποικιλία 

στη σύνθεση πρωτεϊνών συγκριτικά με την in vitro μετάφραση και την πρωτεϊνική 

συσσώρευση (Dong et al. 1997). Οι μεταβολές στη γονιδιακή έκφραση και πρωτεϊνο-
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σύνθεση κατά τη διάρκεια της συγκεκριμένης αναπτυξιακής διαδικασίας μπορούν να 

ταξινομηθούν σε 5 μεγάλες ομάδες: 

Ομάδα 1: Έκφραση πολυπεπτιδίων που δεν επηρεάζονταν αισθητά από την έκθεση 

των σωματικών εμβρύων σε θρεπτικό μέσο ωρίμανσης που περιείχε ΑΒΑ. Η 

σύνθεση και η συσσώρευσή τους παρέμενε σταθερή σε όλα τα αναπτυξιακά 

στάδια. 

Ομάδα 2: Πολυπεπτίδια των οποίων η συγκέντρωση μεταβαλλόταν (αύξηση, μείω-

ση, ή παροδική εξαφάνιση) κατά τη διάρκεια της επαγωγής σωματικών εμ-

βρύων. 

Ομάδα 3: Πολυπεπτίδια που ήταν παρόντα σε ανώριμα σωματικά έμβρυα και σε 

ώριμα έμβρυα, αλλά εξαφανίζονταν μετά τη φύτρωση. 

Ομάδα 4: Πολυπεπτίδια που ανιχνεύονταν σε σωματικά έμβρυα μετά την έκθεσή 

τους σε θρεπτικό μέσο ωρίμανσης που περιείχε ΑΒΑ, σπάνια σε φυτάρια, αλ-

λά δεν ανιχνεύονταν σε ανώριμα σωματικά έμβρυα. 

Ομάδα 5: Πολυπεπτίδια που σχετίζονταν με συγκεκριμένα και διακριτά στάδια α-

νάπτυξης των σωματικών εμβρύων και μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν ερ-

γαλεία διαχωρισμού γονοτύπων που δεν μπορούν να πραγματοποιήσουν ή να 

ολοκληρώσουν την ωρίμανση. 

➢ Οι Sung et al. (1983), σε καλλιέργειες άγριου καρότου (Daucus carota) WOO1C, ανί-

χνευσαν δύο πρωτεΐνες. Οι συγκεκριμένες  πρωτεΐνες, δεν παραγόντουσαν στο πλαί-

σιο της καλλογένεσης, αλλά στα αρχικά στάδια της ζυγωτικής και σωματικής εμβρυ-

ογένεσης, γι’ αυτό και ονομάστηκαν εμβρυϊκές πρωτεΐνες (Sung 1984). Μια μετάλλα-

ξη που δεν επιτρέπει την εκδήλωση της σωματικής εμβρυογένεσης ανέστελλε τη 

σύνθεση των εν λόγω πρωτεϊνών, ακόμα και σε εμβρυογενετικό θρεπτικό μέσο, αν 

και ήταν πιθανό να ανιχνεύονταν σε κάλλο. 

 Η έκφραση των παραπάνω εμβρυογενετικών πρωτεϊνών μελετήθηκε και σε άλλες 

ποικιλίες καρότου (π.χ. 11Α, WCH105). Η έκφρασή τους διαπιστώθηκε σε κάλλους, 

σωματικά έμβρυα, αλλά όχι σε βλαστούς και ρίζες. Το ότι εκφράζονταν και σε άλλους 

ιστούς, πλην των εμβρυϊκών, δεν αποκλείει την πιθανότητα να κατέχουν σημαντικό 

ρόλο και στην εκδήλωση της σωματικής εμβρυογένεσης. Η αναπτυξιακή τους εξειδί-

κευση μπορεί να καθορίζεται μέσω της κατανομής τους σε έναν συγκεκριμένο ιστό ή 

της αλληλεπίδρασής τους με άλλες πρωτεΐνες του ιστού.  
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Α΄.9.2. AGP  

 

Οι AGPs (Arabinogalactans Proteins) είναι πρωτεογλυκάνες (10,0% πρωτεΐνη και περισσό-

τερο από 90,0% υδρογονάνθρακας) των ανώτερων φυτών. Εντοπίζονται στην κυτταρική μεμβρά-

νη και είναι πλούσιες σε αλανίνη, γλυκίνη και σερίνη. 

Το Pc1 είναι το πρώτο cDNA AGP που απομονώθηκε από υγρές καλλιέργειες αχλαδιού. 

(Pyrus). Έξι επιπλέον AGPs ταυτοποιήθηκαν και χαρακτηρίστηκαν σε διάφορα φυτικά συστήματα 

(π.χ. καπνού κ.ά.) και η παρουσία τους, πιθανώς, σχετίζεται με την μορφολογία των σωματικών 

εμβρύων (Egertsdotter et al. 1993). 

Σε ιστοκαλλιέργειες ριζών καρότου (Daucus carota) εντοπίστηκαν AGPs στο πρωτόδερμα, 

σε πρώιμα στάδια σωματικών εμβρύων και στον προαγγειώδη ιστό του ακραίου μεριστώματος 

της ρίζας και των κοτυληδόνων (Stacey et al. 1990). Η εμβρυογενετική ικανότητα γερασμένων 

καλλιεργειών καρότου μπορούσε να αποκατασταθεί με προσθήκη εκχυλίσματος από σπέρματα 

καρότου που περιείχε AGPs. Είναι πιθανό ότι οι AGPs εμπλέκονται στη διακυτταρική επικοινωνί-

α, εξαιτίας των δομικών και φυσικών τους ιδιοτήτων. 

Σε εμβρυογενετικές καλλιέργειες ραδικιού (Taraxacum officinale) οι AGPs εντοπίζονται στα 

εξωτερικά κυτταρικά τοιχώματα των περιφερειακών κυττάρων των σφαιρικών εμβρύων. Αυτές 

και άλλες παρόμοιες καταγραφές υποστηρίζουν τον προτεινόμενο ρόλο των AGPs στην κυτταρι-

κή αύξηση και διαίρεση, καθώς μπορούν να επανακινήσουν την κυτταρική διαίρεση σε μη διαι-

ρούμενους υποπληθυσμούς πρωτοπλαστών (van Hengel et al. 2001).  

 

 

Α΄.9.3. HPRGPS 

 

Μια σημαντική κατηγορία πρωτεϊνών οι οποίες μπορούν να επάγονται κατά τη σωματική 

εμβρυογένεση είναι οι HPRGPs (Cell wall hydroxyproline-rich glycoproteins). Οι HPRGPs είναι συ-

στατικά των φυτικών κυτταρικών τοιχωμάτων.  

Οι αρχικές μελέτες έδειξαν ότι μια πρώτη λειτουργία τους είναι να διατηρούν τη δομή και 

τη μορφή των φυτικών κυττάρων. Πρόσφατες μελέτες υποδηλώνουν ένα δεύτερο σημαντικό ρό-

λο, καθώς φαίνεται ότι αποτελούν ασπίδα έναντι παθογόνων μικροοργανισμών και άλλων κατα-

πονήσεων. 

Οι HPRGPs πρωτεΐνες επάγονται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης από διάφορα ερεθίσματα 

και πιθανώς ρυθμίζονται από περισσότερες από μια ανεξάρτητες DNA αλληλουχίες, γεγονός που 
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τις καθιστά άκρως σημαντικές από πλευράς γονιδιακής ρύθμισης. 

Σε φρεσκοκομμένους δίσκους από ρίζες καρότου (Daucus carota) παρατηρήθηκε αύξηση 

των μεταγραφημάτων των HPRGPs (5,0-10,0% των συνολικών μεταγραφημάτων) υποδηλώνο-

ντας την εμπλοκή τους στην επαναδημιουργία του κυτταρικού τοιχώματος. Ενδιαφέρουσα είναι 

και η παρατήρηση ότι τα φυτάρια που κανονικά ήταν ευάλωτα στο μύκητα C. cucumerinum, όταν 

εκτέθηκαν σε μια πολύ σύντομη θερμική καταπόνηση (για 40΄΄ στους 50 ˚C) εκδήλωσαν διπλα-

σιασμό της συγκέντρωσης του αιθυλενίου και 100% αύξηση των HPRGPs στα κυτταρικά τους τοι-

χώματα. Αποτέλεσμα των παραπάνω ήταν η δραστική αύξηση της αντίστασή τους στη μόλυνση 

από τον παθογόνο μικροοργανισμό (Wilde et al. 1995). 

 

 

Α΄.9.4. LTPS  

 

Οι LTPs (Lipid transfer proteins) εκκρίνονται εξωκυτταρικά και πιθανώς σχετίζονται με τη 

μεταφορά φωσφολιπιδίων από τις θέσεις σύνθεσής τους σε άλλες κυτταρικές θέσεις. 

Σε καλλιέργειες φύλλων καμέλιας (Camellia japonica) τα LTP γονίδια εμπλέκονται στην ε-

παγωγή άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης (Pedroso et al. 1995). 

Η έκφραση των LTP γονιδίων είναι στενά συνδεδεμένη με τον πρώτο ιστό που διαφορο-

ποιείται στα σωματικά έμβρυα (π.χ. το πρωτόδερμα), ασκώντας ρυθμιστικό ρόλο στον έλεγχο της 

κυτταρικής επέκτασης κατά το εμβρυϊκό αναπτυξιακό πρόγραμμα (Dodeman et al. 1997). Η έκ-

φραση των LTP γονιδιακών προϊόντων περιορίζεται στις περιφερειακές κυτταρικές σειρές νεα-

ρών ιστών και αναπτυσσόμενων σωματικών εμβρύων. 

 

 

Α΄.9.5. ΛΕΚΤΙΝΕΣ 

 

Οι λεκτίνες είναι γλυκοπρωτεΐνες φυτικών και ζωικών κυττάρων. Οι λειτουργίες των φυτι-

κών λεκτινών παραμένουν αδιευκρίνιστες, αν και τους έχουν αποδοθεί ρόλοι που σχετίζονται με 

την αποθήκευση των σπερμάτων, την άμυνα έναντι παθογόνων παραγόντων, τη ρύθμιση της 

αύξησης και την αναγνώριση γύρης και ύπερου. 

Σε σπέρματα κίτρου (Citrus medica) η λεκτίνη εκφράζεται στα πρώιμα σφαιρικά στάδια του 

ζυγωτικού εμβρύου, ενώ στα σωματικά έμβρυα σε μεταγενέστερα στάδια. 

Διαφοροποιημένη έκφραση λεκτινών έχει καταγραφεί σε διάφορα στάδια της σωματικής 
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και ζυγωτικής εμβρυϊκής ανάπτυξης στο τριφύλλι. (Trifolium repens). Στα τελικά στάδια της δια-

φοροποίησης των εμβρύων συσσωρεύονταν τα MsLEC1 και MsLEC2 μεταγραφήματα. Είναι πολύ 

πιθανό να είναι καθοριστικά για την εμβρυϊκή ανάπτυξη στο τριφύλλι και η λειτουργία τους να 

περιλαμβάνει τη ρύθμιση της αύξησης στη διάρκεια της εμβρυϊκής διαμόρφωσης (Brill et al. 

2001). 

 

 

Α΄.9.6. GERMINS & GLPS  

 

Οι germins είναι ρυθμιστικές πρωτεΐνες της ανάπτυξης και ανακαλύφθηκαν για πρώτη φο-

ρά κατά τη φύτρωση σιταριού (Triticum aestivum). Οι germins και οι GLPs (Germins like proteins) 

έχει προταθεί ότι παίζουν καθοριστικό ρόλο κατά τη ζυγωτική και σωματική εμβρυογένεση. Το 

επίπεδο των γονιδίων που τις κωδικοποιούν ενδυναμώνεται με την εφαρμογή αυξίνης (π.χ. 2,4-

D). Γονίδια που κωδικοποιούν germins και GLPs έχουν απομονωθεί από διάφορα γυμνόσπερμα, 

μονοκότυλα και δικότυλα.  

Το γονίδιο PcGER1 εκφράζεται σε ενεργά και μη ζυγωτικά έμβρυα πεύκου (Pinus caribaea) 

και απουσιάζει σε όλες τις μη εμβρυογενετικές σειρές, όπως και στο θηλυκό γαμετόφυτο. Οι 

GLPs ανιχνεύονται σε προσφαιρικά σωματικά έμβρυα και όχι σε μη εμβρυογενετικούς κάλλους. 

Οι GLPs μπορεί να εμπλέκονται στην έναρξη και τον τερματισμό της επέκτασης του κυτταρικού 

τοιχώματος στη διάρκεια της σωματικής εμβρυογένεσης και μπορούν να χρησιμοποιηθούν σαν 

μοριακοί δείκτες της σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

 

Α΄.10. LEA ΓΟΝΙΔΙΑ  

 

Τόσο στη διάρκεια των τελευταίων σταδίων της ζυγωτικής εμβρυογένεσης όσο και στη 

διάρκεια της ωρίμανσης των σωματικών εμβρύων λαμβάνει χώρα μια δραματική αφυδάτωση 

του εμβρύου και του σπέρματος η οποία χαρακτηρίζεται από αυξημένη συσσώρευση ΑΒΑ. 

Στο πλαίσιο της ωρίμανσης των διαφοροποιημένων σωματικών εμβρύων παρατηρείται μια 

ραγδαία μεταβολή στη γονιδιακή έκφραση. Τα γονίδια που εκφράζονται σε αυτή την περίοδο 

είναι ειδικά γονίδια ωρίμανσης και μοιάζουν με τα γονίδια ωρίμανσης των ζυγωτικών εμβρύων. 

Mερικά από αυτά είναι αποταμιευτικά, ενώ άλλα εμπλέκονται στη σύνθεση και συσσώρευση 

λιπιδίων και υδρογονανθράκων (Goupil et al. 1992). Τα υπόλοιπα γονιδιακά προϊόντα πιστεύεται 
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ότι παίζουν ρόλο στην προστασία του εμβρύου κατά την αποξήρανση των σπερμάτων και συχνά 

αναφέρονται σαν LEA (Late embryogenesis aboudant) γονίδια ή πρωτεΐνες, καθώς εκφράζονται 

στα τελευταία στάδια της εμβρυϊκής ωρίμανσης.  

Η πρώτη LEA πρωτεΐνη που ταυτοποιήθηκε ήταν Εm πρωτεΐνη. Πρόκειται για μια cytosolic 

πρωτεΐνη που παράγεται σε μεγάλες ποσότητες στα τελευταία στάδια ωρίμανσης του ζυγωτικού 

εμβρύου σιταριού. Αργότερα το Em γονίδιο κλωνοποιήθηκε και τα ομόλογά του ταυτοποιήθηκαν 

και σε άλλα φυτά (καρότο κ.ά.). 

Ποικίλα πειράματα υποδεικνύουν ότι τα Εm γονίδια είναι δείκτες για τη διάκριση άμεσης 

και έμμεσης εμβρυογένεσης στα αρχικά στάδια της καλλιέργειας (Corre et al. 1996). 

Τα LEA γονίδια διαθέτουν κοινές αλληλουχίες στις δομικές και ρυθμιστικές τους περιοχές, 

ρυθμίζονται από το ΑΒΑ και διαδραματίζουν έναν παρόμοιο ρόλο-κλειδί στην ανοχή έναντι της 

αφυδάτωσης. Καθώς τα LEA γονίδια επάγονται και εκφράζονται μετά από προσθήκη εξωγενούς 

ΑΒΑ η ανάλυσή τους κατευθύνεται στην κατανόηση του μοριακού μηχανισμού της ορμονικής 

ρύθμισης.  

Παράλληλα οι LEA πρωτεΐνες εκφράζονται επιλεκτικά σε σωματικά έμβρυα, είναι πολύ υ-

δρόφιλες και παράγονται σε μεγάλα ποσά και στα τελευταία στάδια της ζυγωτικής εμβρυογένε-

σης σε αρκετά φυτικά είδη (π.χ. βαμβάκι, βρώμη, ρύζι, σιτάρι κ.ά.). 

Ειδικότερα τα LEA γονίδια που απομονώθηκαν από σωματικά έμβρυα καρότου (Daucus 

carota) περιλαμβάνουν αντιπροσώπους και των τεσσάρων ομάδων LEA πρωτεϊνών οι οποίες χα-

ρακτηρίζονται από σημαντική αναλογία τόσο στην αμινοξική σύνθεση όσο και στη γενική πρωτε-

ϊνική τους δομή (DC3, DC8, DCECP31, DCECP40 και DCEMB1) (Zimmerman, 1993). Τα γονίδια του 

καρότου προσδιορίστηκαν είτε σαν πρώιμοι είτε σαν όψιμοι μοριακοί δείκτες της σωματικής εμ-

βρυογένεσης ανάλογα με το χρόνο έκφρασής τους στα διαφορετικά στάδια της φυτικής εμβρυϊ-

κής διαφοροποίησης. 

Όλα τα LEA γονίδια καρότου που έχουν αναλυθεί, μέχρι σήμερα, δείχνουν ανιχνεύσιμη έκ-

φραση σε κύτταρα κάλλου και τα περισσότερα από τα μεταγραφήματά τους αυξάνονται σημα-

ντικά σε σωματικά έμβρυα καρδιόσχημου σταδίου. Αποτελούν τα πολυπληθέστερα εκλεκτικά 

εκφραζόμενα μεταγραφήματα των σωματικών εμβρύων, όχι όμως και των κυττάρων κάλλων, 

γεγονός που ερμηνεύει, γιατί τόσα πολλά LEA γονίδια έχουν απομονωθεί από σωματικά έμβρυα 

καρότου. 

Παράλληλα τα LEA γονίδια του καρότου επάγονται από το ΑΒΑ τόσο σε κύτταρα κάλλων 

όσο και σωματικών εμβρύων. Ενδεικτικά αναφέρουμε ότι το DC3 μπορεί να επαχθεί και σε μη 

εμβρυϊκούς ιστούς είτε με προσθήκη ΑΒΑ είτε με καταπόνηση αποξήρανσης, ενώ τα άλλα LEA 
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γονίδια (DC8, DC59, ECP31 και ECP40) δεν επάγονται σε μη εμβρυϊκά κύτταρα. 

Οι Puupponen-Pimiä et al (1993) απομόνωσαν από το γονιδίωμα της σημύδας (Betula pen-

dula Roth ) το γονίδιο BP8. Το ΒΡ8 γονίδιο είναι ομόλογο με το DC8 γονίδιο του καρότου και κω-

δικοποιεί μια πρωτεΐνη 53KDa. Η πρωτεΐνη εμφανίζει 52,0% ομοιότητα στην αλληλουχία της με 

το DC8 γονίδιο σε αμινοξικό επίπεδο και περιέχει 20 επαναλήψεις των 11 αμινοξέων, γεγονός 

που την κατατάσσει στην ομάδα των LEA πρωτεϊνών. Ο Νorthern υβριδισμός των mRNA που α-

πομονώθηκαν από κύτταρα που αντιπροσώπευαν διαφορετικά στάδια σωματικής εμβρυογένε-

σης και μη εμβρυογενετικού υλικού με έναν ΒΡ8 ανιχνευτή, έδειξε χαμηλά επίπεδα έκφρασης 

του γονιδίου. 

 

 

Α΄.10.1. DC8 & DC59 ΓΟΝΙΔΙΑ 

 

Α΄.10.1.1. Εισαγωγή 

 

Το DC8 και το DC59 εκφράζονται κατά την εμβρυϊκή ανάπτυξη. Αν και το μοτίβο έκφρασης 

των δύο γονιδίων είναι παρόμοιο, τα δύο γονίδια είναι εντελώς διαφορετικά, καθώς τα μετα-

γραφήματά τους δεν εμφανίζουν υβριδοποίηση μεταξύ τους και οι πρωτεΐνες τους έχουν διαφο-

ρετικά μεγέθη. Το DC59 κωδικοποιεί μια μεμβρανική ελικοειδή πρωτεΐνη, ενώ το DC8 μια πολύ 

υδρόφιλη πρωτεΐνη και ανήκει στην κατηγορία των LEA γονιδίων. 

Τα γονίδια DC8 και DC59 δεν εκφράζονται σε ώριμους ιστούς, φύλλα, μίσχους, ρίζες, νεαρά 

φυτάρια ή φυτικούς ιστούς που αποκτώνται από ώριμα σπέρματα καρότου, όπως διαπιστώθηκε 

σε πρωτεϊνικό επίπεδο. Αντίθετα σε σωματικά έμβρυα καρότου καταγράφηκαν υψηλά επίπεδα 

των μεταγραφημάτων τους και εκλεκτική έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών τους, ενώ δεν 

ανιχνεύτηκαν σε ανοργάνωτα κυτταρικά συσσωματώματα. 

Παράλληλα εκφράζονται σε φυτάρια που προκύπτουν από σωματικά έμβρυα τα οποία φυ-

τρώνουν άμεσα, χωρίς να μεσολαβήσει λήθαργος, καθώς η έκφρασή τους καταστέλλεται από το 

λήθαργο, αλλά επανέρχεται μετά την υπερπήδηση του λήθαργου. 

Τέλος, εκφράζονται έντονα σε ζυγωτικά έμβρυα και λιγότερο σε ενδοσπέρμια. Η έκφρασή 

τους σχετίζεται με το καρδιόσχημο στάδιο των ζυγωτικών εμβρύων, ελέγχεται από το αναπτυξια-

κό πρόγραμμα της σωματικής εμβρυογένεσης και δε ρυθμίζεται άμεσα από το 2,4-D. 
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Α΄.10.1.2. Γενικά χαρακτηριστικά DC8 γονιδίου 

 

Οι Young et al. (1983) κατασκεύασαν μια cDNA βιβλιοθήκη από poly(A)+ RNA σωματικών 

εμβρύων χρησιμοποιώντας εμβρυϊκά αντισώματα. Έτσι δημιουργήθηκε μια ομάδα cDNA κλώνων 

που είναι ομόλογη με τα μεταγραφήματα που εκφράζονται εκλεκτικά σε σωματικά έμβρυα κα-

ρότου (Daucus carota) (Choi et al. 1987). Ένας από αυτούς τους κλώνους, ο cDNA 8 (DC8), μελε-

τήθηκε περαιτέρω, επειδή το μεταγράφημά του εκφραζόταν μόνο σε εμβρυϊκούς ιστούς τόσο 

σωματικούς όσο και ζυγωτικούς και όχι σε φύλλα , βλαστούς, άνθη ή ρίζες ώριμων φυτών. 

Το DC8 γονίδιο αποτελεί ένα μοναδικό αντίγραφο γονιδίου με όλα τα χαρακτηριστικά μιας 

ευκαρυωτικής μεταγραφικής μονάδας, δηλαδή περιέχει ΤΑΤΑ, CAP, poly(A) αλληλουχίες και τα 

δύο εσώνια τα οποία ακολουθούν τον GTAG κανόνα. Τα δεδομένα από τον προσδιορισμό της 

αλληλουχίας των βάσεων του γονιδίου συμφωνούν με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από 

άλλες μεθόδους και αναφέρονται στα ΜΒ του μεταγραφήματος, της πρωτεΐνης, καθώς και του 

ισοηλεκτρικού της σημείου. Το μέγεθος του mRNA του κλώνου cDNA 8 είναι 1,9Kb και αντιστοι-

χεί σε μια 66KDa πρωτεΐνη. Όπως και σε άλλα γονίδια, έτσι και στο DC8 οι όμορες περιοχές είναι 

πολυμορφικές. Δύο από αυτούς τους αλληλομόρφους τύπους έχουν αναλυθεί σε επίπεδο αλλη-

λουχίας. 

Ο μοριακός μηχανισμός της έκφρασης του DC8 γονιδίου μελετήθηκε σε σωματικά έμβρυα 

καρότου. Η εκλεκτική έκφρασή του σε σωματικά έμβρυα και σε σπέρματα εξαρτάται από την 

παρουσία ΑΒΑ. Η ανάλυση υπέδειξε δύο περιοχές στις DC8 upstream αλληλουχίες που απαιτού-

νται ταυτόχρονα για υψηλά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης για επαγωγή της γονιδιακής έκφρα-

σης από το ΑΒΑ. Μια από αυτές βρίσκεται μεταξύ των θέσεων -170 και -51 και περιέχει τρία α-

ντίγραφα ενός ACGTG μοτίβου. Μια άλλη περιοχή του υποκινητή απαραίτητη για υψηλά επίπε-

δα έκφρασης βρίσκεται μεταξύ των θέσεων -505 και -170. Η λειτουργία αυτής της περιοχής 

μπορεί να υποκατασταθεί από αλληλουχίες upstream της θέσης -505.  

Στο DC59 υπάρχουν δύο πυρηνικοί παράγοντες, ο C3 και ο C4, οι οποίοι συνδέονται στον 

υποκινητή. Η σύνδεσή τους μπορεί να εμποδιστεί με την προσθήκη της DC8 upstream αλληλου-

χίας που δρα σαν συναγωνιστής. Οι C3 και C4 παράγοντες παράγονται και τα συμπλέγματα που 

δημιουργούν με το ισοδύναμο τμήμα του DC8, καταγράφονται μόνο σε πυρηνικά εκχυλίσματα 

που απομονώνονται από σωματικά έμβρυα. Ένα σύνολο τεσσάρων συμπλεγμάτων DNA-

πρωτεϊνών ανιχνεύτηκαν upstream του -505. Τα συγκεκριμένα πειραματικά δεδομένα υποδει-

κνύουν το ρυθμιστικό τους ρόλο στη γονιδιακή έκφραση κατά τη σωματική εμβρυογένεση. 

Περαιτέρω ανάλυση απαιτείται για να αποδειχθεί αν αυτά τα συμπλέγματα είναι υπεύθυ-
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να για τον παρατηρούμενο λειτουργικό πλεονασμό. Δεν μπορεί να ανιχνευθεί δέσιμο πυρηνι-

κών παραγόντων, όταν χρησιμοποιούνται τα τμήματα που επάγονται από το ΑΒΑ. 

Άλλα δεδομένα έδειξαν ότι αυτή η περιοχή είναι απαραίτητη για την ενεργότητα του DC8 

υποκινητή. Έτσι πιστεύεται ότι το δέσιμο των παραγόντων στις -505 και -301 είναι το πρωταρχι-

κό γεγονός και ότι αυτό το δέσιμο είναι ένα προαπαιτούμενο για την αλληλεπίδραση των πρω-

τεϊνών με τα ACGTG μοτίβα. Μια εναλλακτική ερμηνεία μπορεί να είναι ότι τα πυρηνικά εκχυλί-

σματα δεν περιέχουν ή περιέχουν ανεπαρκή ποσά των αντίστοιχων πρωτεϊνών που συνδέονται 

με το μοτίβο έκφρασης από το ΑΒΑ, αλλά αυτό φαίνεται απίθανο, αφού τα εκχυλίσματα προέρ-

χονται από έμβρυα ηλικίας 10-15 ημερών τα οποία είναι γνωστό ότι δείχνουν υψηλή έκφραση 

του DC8. 

Παρόμοια αποτελέσματα έχουν προκύψει και για το Em γονίδιο του σιταριού και έχει 

προταθεί ότι αυτή η αλληλεπίδραση DNA και πρωτεΐνης σχετίζεται με μετα-μεταφραστική ωρί-

μανση. Η γονιδιακή ρύθμιση των εμβρυϊκών γονιδίων είναι υψηλά συντηρημένη. 

Το DC8 εκφράζεται στο έμβρυο και στο ενδοσπέρμιο ζυγωτικών εμβρύων. Το μοτίβο έκ-

φρασης του μεταγραφήματός του είναι παρόμοιο στα ζυγωτικά και στα σωματικά έμβρυα 

(Franz et al. 1989). 

Η λειτουργία της DC8 πρωτεΐνης ήταν αρχικά άγνωστη (Hatzopoulos et al. 1990), αλλά αρ-

γότερα διαπιστώθηκε ότι σχετίζεται μεν, αλλά δεν εξαρτάται από τη σωματική εμβρυογένεση 

(Cheng et al. 1996). 

Το DC8 μεταγράφημα και η αντίστοιχη πρωτεΐνη του ενεργοποιούνται στα αρχικά στάδια 

της σωματικής εμβρυογένεσης. Η παραγωγή τους αρχίζει να αυξάνεται 5 ημέρες μετά την απο-

μάκρυνση της αυξίνης και μεγιστοποιείται την 15η μέρα (τελευταία μέρα συλλογής δειγμάτων). 

Αυτά τα δεδομένα αποδεικνύουν ότι το γονίδιο επάγεται στην πρώιμη εμβρυογένεση, κα-

θώς η διαμόρφωση του σφαιρικού σταδίου απαιτεί 7 ημέρες περίπου και την 15η μέρα το 

77,0%, το 20,0% και το 3,0% των σωματικών εμβρύων βρίσκονται στο σφαιρικό, στο καρδιόσχη-

μο και στο στάδιο τορπίλης αντίστοιχα. 

Η έκφραση του γονιδίου DC8 μελετήθηκε και σε δύο εμβρυογενετικές κυτταρικές σειρές 

καρότου, οι οποίες ήταν θερμικά καταπονημένες. Και στις δύο κυτταρικές σειρές καταγράφηκε 

μείωση της γονιδιακής έκφρασης (Milioni et al. 2001). 

Ο κυτταρικός εντοπισμός έδειξε ότι το DC8 κωδικοποιεί μια εμβρυϊκή, υδρόφιλη πρωτεΐνη 

καρότου που εκφράζεται σε σωματικά και ζυγωτικά έμβρυα, αλλά όχι σε ώριμα όργανα. Εκφρά-

ζεται σε σφαιρικά (σε χαμηλά επίπεδα), καρδιόσχημα και έμβρυα τορπίλης, καθώς και στο εν-

δοσπέρμιο ώριμων σπερμάτων, παρά το γεγονός ότι τα επίπεδα του μεταγραφήματος του DC8 
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στο ενδοσπέρμιο είναι περίπου 2 φορές χαμηλότερο από ότι στα ζυγωτικά έμβρυα. Σε νεαρούς 

αναπτυσσόμενους ιστούς καρότου το μεταγράφημα του DC8 ανιχνεύεται κυρίως στα χυμοτό-

πια, σε κυστίδια και συστατικά του ενδομεμβρανικού συστήματος. Σε ώριμους ιστούς ανιχνεύε-

ται στα πρωτεϊνοσώματα και στο κυτταρικό τοίχωμα, αλλά δεν ανιχνεύεται στον πυρήνα, στα 

λιποσώματα, στα πλαστίδια και στα μιτοχόνδρια.  

Ο υποκυτταρικός εντοπισμός υποδεικνύει ότι το DC8 μετακινείται μέσω του μεταφορικού 

μονοπατιού ενδοπλασματικό δίκτυο-σύστημα Golgi και στη συνέχεια εναποτίθεται στο χυμοτό-

πιο ή στο κυτταρικό τοίχωμα. Τα συγκεκριμένα δεδομένα έρχονται σε σύγκρουση με την αμινο-

ξική του αλληλουχία, καθώς δε διαθέτει μια διακριτή υδρόφοβη περιοχή στο αμινικό άκρο η 

οποία θα μπορούσε να παίζει το ρόλο εναρκτήριας αλληλουχίας για το συγκεκριμένο μεταφορι-

κό μονοπάτι. 

 

 

Α΄.10.1.3. DC8 γονίδιο και LEA γονίδια 

 

Η ποσότητα της DC8 πρωτεΐνης είναι πολύ χαμηλότερη από εκείνη των αποταμιευτικών 

πρωτεϊνών των σπερμάτων. Δε θεωρείται πιθανό να αποτελεί αποταμιευτική πρωτεΐνη των 

σπερμάτων και επομένως θρεπτικό συστατικό κατά τη φύτρωση. Αντίθετα εμφανίζει μια συγκε-

κριμένη ομοιότητα με την ομάδα των LEA γονιδίων που πιστεύεται ότι παίζουν ρόλο στην εμβρυ-

ϊκή αποξήρανση.  

Το DC8 (το οποίο περιέχει μια αλληλουχία 11 αμινοξέων που επαναλαμβάνεται πολλές 

φορές) είναι ένα LEA γονίδιο των δικοτυλήδονων φυτών το οποίο πρωταρχικά εκφράζεται εκλε-

κτικά στα σπέρματα και ειδικότερα στα κύτταρα του ενδοσπερμίου, του αναπτυσσόμενου εμ-

βρύου και του εμβρύου που βλαστάνει. Αντίθετα δεν εκφράζεται στα κύτταρα των μεριστωμά-

των των φυταρίων και των ώριμων φυτών ακόμα και παρουσία ΑΒΑ. 

Τα LEA γονίδια των μονοκοτυλήδονων φυτών επάγονται από το ΑΒΑ τόσο σε έμβρυα όσο 

και σε νέα φυτά. Μερικά LEA γονίδια των μονοκοτυλήδονων φυτών είναι: 

i. Το Rab γονίδιο του ρυζιού (Oryza sativa). 

ii. Το Εm γονίδιο του σιταριού. (Triticum aestivum). 

iii. Ένα LEA γονίδιο του καλαμποκιού (Zea mays) το οποίο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη 

πλούσια σε γλυκίνη. 

Τα DC8, Εm και Rab γονίδια περιέχουν παρόμοιες ρυθμιστικές αλληλουχίες, αλλά δεν είναι 

γνωστό αν ρυθμίζονται με τον ίδιο τρόπο. Τα γονίδια Rab, Εm και LEA των μονοκοτυλήδονων φυ-
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τών εντοπίζονται σε νεαρά φύλλα, γι΄ αυτό και δεν θεωρούνται έμβρυο-ειδικά. Αντίθετα το DC8 

γονίδιο εντοπίζεται σε φύλλα καρότου (Daucus carota). 

Αυτή η διαφορά στη γονιδιακή έκφραση μπορεί να αντικατοπτρίζει τις διαφορές της ανα-

πτυξιακής διαδικασίας μεταξύ μονοκοτυλήδονων και δικοτυλήδονων φυτών. Είναι γνωστό ότι τα 

πρώτα πέντε ή έξι φύλλα των μονοκοτυλήδονων δημιουργούνται στο σπέρμα πριν τη φύτρωση, 

ενώ τα πρώτα φύλλα των δικοτυλήδονων δημιουργούνται μόνο μετά τη φύτρωση. Η εξειδίκευση 

στα σπέρματα μπορεί να εκφράζεται με την παρουσία μεταγραφικών παραγόντων σε όλους τους 

ιστούς και τα κύτταρα που δημιουργούνται στο σπέρμα, οι οποίοι πιθανώς παραμένουν στα κύτ-

ταρα για αρκετό χρόνο και μετά τη φύτρωση. Αυτό μπορεί να ερμηνεύσει γιατί οι κοτυληδόνες 

των δικότυλων και τα νέα φύλλα των μονοκότυλων είναι ικανά να ανταποκριθούν στο εξωγενές 

ΑΒΑ μετά τη φύτρωση μέσω ενεργοποίησης υποκινητών μερικών LEA γονιδίων. 

 

 

Α΄.10.1.4. DC8 γονίδιο και ΑΒΑ 

 

Το DC8 ανήκει σε μια ομάδα γονιδίων που ρυθμίζονται από το ΑΒΑ, όπως και τα πρωτεϊνι-

κά τους προϊόντα και πιθανώς να παίζουν ρόλο στη φάση της αποξήρανσης και ωρίμανσης των 

εμβρύων. 

Σε έρευνες με στόχο τη μελέτη της ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης του DC8 από το 

ΑΒΑ, προστέθηκε εξωγενές ΑΒΑ στο θρεπτικό μέσο, χωρίς να ελέγχονται τα ενδογενή επίπεδα 

(Hatzopoulos et al. 1990). Παράλληλα χρησιμοποιήθηκε φλουριδόνη που μειώνει δραματικά τη 

συσσώρευση ΑΒΑ, χωρίς να επηρεάζει την κυτταρική ζωτικότητα και γι΄ αυτό είναι χρήσιμη για 

το χειρισμό των επιπέδων ΑΒΑ στην καλλιέργεια του καρότου. 

Όταν το ΑΒΑ παρεχόταν στο θρεπτικό υπόστρωμα στην έναρξη της εμβρυϊκής ανάπτυξης 

παρατηρήθηκε αύξηση της συσσώρευσης της DC8 πρωτεΐνης συγκριτικά με τα σωματικά έμ-

βρυα καρότου που καλλιεργούνταν απουσία ΑΒΑ. Η προσθήκη φλουριδόνης στο θρεπτικό μέσο 

με σκοπό την αναστολή της παραγωγής και της συσσώρευσης του ενδογενούς ΑΒΑ, μείωνε τα 

επίπεδα της DC8 πρωτεΐνης σε επίπεδα χαμηλότερα της ευαισθησίας της Western μεθόδου. Η 

προσθήκη 10-6 Μ ΑΒΑ σε κύτταρα που είχαν κατεργασθεί με φλουριδόνη αποκαθιστούσε τη 

συσσώρευση της DC8 πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριμένα η προσθήκη ΑΒΑ σε καλλιέργειες σωματι-

κών εμβρύων αυξανόταν το επίπεδο του μεταγραφήματος του DC8 τουλάχιστον 50 φορές μέσα 

σε 15 λεπτά. Η προσθήκη φλουριδόνης κατέληγε στη δραματική μείωση του μεταγραφήματος 

του DC8. Αντίθετα ούτε το εξωγενώς παρεχόμενο ΑΒΑ, ούτε και η ενδοκυτταρική αύξηση ΑΒΑ 
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μπορούσε να ρυθμίσει την έκφραση του DC8 γονιδίου σε ώριμους ιστούς σε επίπεδα ισοδύναμα 

με εκείνα που καταγράφονταν σε σωματικά έμβρυα κατεργασμένα με ΑΒΑ. 

Προκειμένου να προσδιοριστεί η ιδανική συγκέντρωση ΑΒΑ που απαιτείται για τη συσσώ-

ρευση της DC8 πρωτεΐνης, τα σωματικά έμβρυα καλλιεργούνταν σε όλο και πιο αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις ΑΒΑ. Παράλληλα η προσθήκη φλουριδόνης ήταν χρήσιμη για τη μείωση των εν-

δογενών επιπέδων ΑΒΑ στις καλλιέργειες καρότου για να είναι δυνατός ο προσδιορισμός των 

ιδανικών συγκεντρώσεων εξωγενούς ΑΒΑ που απαιτούνται, καθώς και του χρονοδιαγράμματος 

της κυτταρικής αντίδρασης σε συνάρτηση με το ΑΒΑ. 

Πρωτεϊνικά εκχυλίσματα από κύτταρα που καλλιεργούνταν με φλουριδόνη έδειξαν την 

απουσία ανιχνεύσιμων επιπέδων DC8 πρωτεΐνης τα οποία μπορούσαν να αποκατασταθούν (στα 

φυσιολογικά και πάνω από τα φυσιολογικά επίπεδα) μόνο μετά την προσθήκη ΑΒΑ. Το κατώφλι 

του επιπέδου 10-7 Μ ΑΒΑ ήταν απαραίτητο για την αποκατάσταση των ανιχνεύσιμων επιπέδων 

του DC8 σε καλλιέργειες που αναπτύσσονταν παρουσία φλουριδόνης και 10-8 Μ ΑΒΑ για την 

αποκατάσταση των τυπικών επιπέδων της DC8 πρωτεΐνης. Η φυσιολογική δραστική κλίμακα κυ-

μαινόταν από 10-7 Μ μέχρι 10-5 Μ ΑΒΑ. Αντίθετα με ότι παρατηρήθηκε στα έμβρυα ούτε η επώ-

αση με ΑΒΑ για 24 ώρες ούτε η αποξήρανση οδηγούσαν στη συσσώρευση DC8 πρωτεΐνης ή του 

μεταγραφήματός της σε ρίζες ή φύλλα. 

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η γονιδιακή έκφραση του DC8 σχετίζεται με τη σωματική 

εμβρυογένεση, καθώς και με cis- και trans ενεργούς παράγοντες που πιθανώς εμπλέκονται με 

την κατάλληλη περιοδική και προσωρινή επαγωγή του από το ΑΒΑ. Η επίδραση ΑΒΑ στη συσ-

σώρευση του μεταγραφήματος του DC8 υποδηλώνει μεταγραφική ρύθμιση. Μια άλλη πιθανή 

ερμηνεία είναι ότι το ΑΒΑ (που αποτελεί ειδικό trans ενεργό παράγοντα) είναι απών σε ώριμους 

ιστούς ή ότι το γονίδιο καταστέλλεται σε μη εμβρυϊκούς ιστούς.  
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Α΄.10.2. DC59 ΓΟΝΙΔΙΟ 

 

Α΄.10.2.1. Δομικά χαρακτηριστικά DC59 γονιδίου 

 

Ο κλώνος cDNA 59 αρχικά περιεγράφηκε από τους Choi et al. (1987) οι οποίοι υποστήριξαν 

ότι κωδικοποιεί μια μεμβρανική πρωτεΐνη (λέγεται και oleosin) η οποία αν και διακριτή από τις 

LEA πρωτεΐνες, επίσης επάγεται από το ΑΒΑ. 

Η ανάλυση της αλληλουχίας έδειξε ότι το γονίδιο έχει τα χαρακτηριστικά της φυτικής μετα-

γραφικής μονάδας με ΤΑΤΑ box  που ακολουθείται μετά από 24bp από μια αλληλουχία που δεί-

χνει ομοιότητες στη μεταγραφική εναρκτήρια περιοχή και περιέχει δύο πολυαδενυλικές αλλη-

λουχίες downstream του κωδικονίου. Το DC59 αποτελείται από ένα μοναδικό εξώνιο και δη-

μιουργεί ένα μεταγράφημα 0,84Κb. 

Το μεταφραστικό προϊόν του DC59 είναι ένα βασικό πολυπεπτίδιο μεγέθους 20KDa και η 

ανάλυση της hydropathicity δείχνει ότι η πρωτεΐνη μπορεί να διαιρεθεί σε τρεις διακριτές περιο-

χές. Η μεταγραφή του DC59 βρίσκεται υπό αυστηρό αναπτυξιακό έλεγχο και τόσο το μεταγρά-

φημα όσο και η πρωτεΐνη που προκύπτουν ανιχνεύονται μόνο σε εμβρυϊκούς ιστούς (Hatzopou-

los et al. 1990).  

Η μοριακή ανάλυση αυτού του γονιδίου έχει ταυτοποιήσει περιοχές μέσα στο 5΄ άκρο που 

αλληλοεπιδρούν με πυρηνικούς παράγοντες παρόντες μόνο σε εμβρυϊκά εκχυλίσματα. Αυτές οι 

περιοχές δείχνουν ομοιότητες στην αλληλουχία με τις 5΄ περιοχές  του DC8 γονιδίου και, πιθα-

νώς, να συνιστούν τις θέσεις που ρυθμίζονται από το ΑΒΑ. Υπάρχουν δεδομένα που δείχνουν ότι 

πρέπει να υπάρχουν τουλάχιστον τρεις διαφορετικοί παράγοντες σε πυρηνικά εκχυλίσματα εμ-

βρύων οι οποίοι αλληλοεπιδρούν με τη DC59 upstream αλληλουχία. Είναι άγνωστο αν και οι 

τρεις παράγοντες ρυθμίζουν την έκφραση του DC59 γονιδίου με ένα πολυπλοκότερο τρόπο.  

 

 

Α΄.10.2.2. Λειτουργικός ρόλος DC59 γονιδίου 

 

Σε καλλιέργεια χαμηλής πυκνότητας κυττάρων που περιέχει 2,4-D η έκφραση του mRNA 

και της πρωτεΐνης του κλώνου cDNΑ 59 είναι σχεδόν μη ανιχνεύσιμες σε όλη τη διάρκεια των 15 

ημερών της καλλιεργητικής περιόδου. Αυτή η παρατήρηση υποδεικνύει ότι η έκφρασή του δεν 

απαιτείται για τη δημιουργία του σφαιρικού εμβρύου η οποία πιθανώς καταστέλλεται από το 

2,4-D ή σχετίζεται και με τη δημιουργία του καρδιόσχημου εμβρύου.  
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Η έκφραση του γονιδίου DC59 μελετήθηκε και σε δύο εμβρυογενετικές, θερμικά καταπο-

νημένες, κυτταρικές σειρές καρότου. Η έκφραση του γονιδίου μειώθηκε και στις δύο κυτταρικές 

σειρές. Επιπλέον, καταγράφηκε μια προοδευτική μείωση των συσσωρευμένων μηνυμάτων με το 

πέρασμα του χρόνου (Milioni et al. 2001). 

Το DC59 είναι σε μεγάλο βαθμό ομόλογο με την L3 πρωτεΐνη της μεμβράνης των λιποσω-

μάτων του καλαμποκιού. Αυτή η ομολογία περιορίζεται στις υδρόφοβες περιοχές που βρίσκο-

νται και στις δύο πρωτεΐνες. Η αμινοξική αλληλουχία των L3 και  DC59 πολυπεπτιδίων έδειξε ότι 

το 49% των αμινοξέων σε αυτή την περιοχή είναι ταυτόσημη κι ένα πρόσθετο 46% σχετίζεται μέ-

σω της εξέλιξης. Και τα δύο πολυπεπτίδια έχουν τα ακόλουθα κοινά χαρακτηριστικά: 

1. Είναι μικρά περίπου 19KD με ένα πολύ παρόμοιο hydropathicity profile. 

2. Αποτελούνται από 2 υδρόφιλες περιοχές (-ΝΗ2 και -COOH ) και μια κεντρική υδρό-

φοβη. 

3. Η υδρόφοβη περιοχή έχει σχεδόν το ίδιο μήκος, 76 αμινοξέα στο DC59 και 72 αμινο-

ξέα στο L3. Οι άλλες δύο περιοχές, -ΝΗ2 και -COOH, είναι επίσης παρόμοιου μεγέ-

θους. 

4. Οι -ΝΗ2 και -COOH περιοχές του DC59 και της L3 πρωτεΐνης έχουν ισοηλεκτρικά ση-

μεία περίπου 10,5. 

5. Το -COOH άκρο του DC59 έχει δύο δυνητικά ελικοειδείς περιοχές, μια 18 και μια 10 

αμινοξέων. Οι δύο έλικες έχουν αμφολυτικές ιδιότητες και μπορούν εν μέρει να βυ-

θιστούν στο φωσφολιπιδικό στρώμα. Στην L3 πρωτεΐνη το -COOH άκρο περιέχει επί-

σης μια δυνητικά αμφολυτική ελικοειδή περιοχή 18 αμινοξέων.  

Όλες αυτές οι κοινές ιδιότητες σε συνδυασμό με το γεγονός ότι και τα δύο γονίδια δεί-

χνουν την ίδια προσωρινή και περιοδική έκφραση οδήγησε στο συμπέρασμα ότι το πολυπεπτί-

διο που κωδικοποιείται από το DC59 είναι μια από τις μεμβρανικές πρωτεΐνες των λιποσωμά-

των.  

Είναι γνωστό από το καλαμπόκι  (Zea mays) ότι η μεμβράνη των λιποσωμάτων περιέχει 

τέσσερα κύρια πολυπεπτίδια: ένα μεγέθους 45 KD που ονομάζεται Η και τα L1, L2 και L3  που 

έχουν μεγέθη μέχρι 20 KD. Η ακριβής λειτουργία της πρωτεΐνης είναι άγνωστη, αλλά πιθανώς να 

συμβάλλει στην σταθεροποίηση της δομής του λιποσώματος. 

Υπάρχουν αλληλουχίες στην κωδική περιοχή που σχετίζονται με άλλα γονιδιωματικά τμή-

ματα. Το τμήμα του DC59 που κωδικοποιεί το υδρόφοβο τμήμα (δηλαδή το 5΄ τμήμα της μετα-

γραφικής περιοχής) υβριδίζει με δύο πρόσθετα  mRNAs παρόντα μόνο σε εμβρυϊκούς ιστούς. Τα 

μεγέθη τους είναι 880 και 1300 νουκλεοτίδια αντίστοιχα και τα προκύπτοντα πολυπεπτίδια είναι 
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περίπου 20 KD και 40 KD αντίστοιχα. Μια πιθανή ερμηνεία είναι ότι αυτή η περιοχή μοιράζεται 

ομολογίες με άλλες μεμβρανικές πρωτεΐνες των λιποσωμάτων δικαιολογώντας τον παρατηρού-

μενο υβριδισμό. 

 

 

Α΄.10.2.3. DC59 γονίδιο & ΑΒΑ 

 

Η φυτική ορμόνη ΑΒΑ παίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης του 

DC59. Όταν παρέχεται εξωγενές ΑΒΑ το επίπεδο του μεταγραφήματος του DC59 μειώνεται. Αυτό 

είναι ιδιαίτερα αισθητό, όταν χρησιμοποιούνται νεαρά έμβρυα. Είναι πιθανό το ΑΒΑ να ελέγχει 

τουλάχιστον εν μέρει τη σταθερότητα του μεταγραφήματος του DC59. Όμως το γεγονός ότι η 

επίδραση του ΑΒΑ είναι πιο δραστική και πιο γρήγορη (περίπου 15 λεπτά σε νεαρά έμβρυα) δεί-

χνει ότι το ABA ρυθμίζει και τη γονιδιακή έκφραση του DC59. 

 

 

Α΄.10.3. EMB-1 ΓΟΝΙΔΙΟ 

 

Ένα άλλο γονίδιο το οποίο εκφράζεται νωρίς κατά τη σωματική εμβρυογένεση του καρό-

του (Daucus carota) είναι το EMB-1, απομονώθηκε από αναπτυσσόμενα σωματικά έμβρυα κα-

ρότου και δείχνει ισχυρή ομολογία με τα Εm γονίδια που απομονώνονται από τα έμβρυα σιτα-

ριού (Triticum aestivum) (Wurtele et al. 1993). Η εντατική μελέτη της ενεργοποίησης του γονιδί-

ου επιβεβαίωσε ότι ανιχνεύεται μόνο σε εμβρυϊκούς ιστούς κατά την μετάβασή τους από το 

σφαιρικό στάδιο, στο στάδιο της τορπίλης και συσσωρεύεται εξειδικευμένα στις μεριστωματικές 

του περιοχές. 

Ο in situ υβριδισμός έδειξε ότι τα μεταγραφήματα του ΕΜΒ-1 αρχίζουν να συσσωρεύο-

νταν ομοιόμορφα τόσο σε σωματικά έμβρυα όσο και σε ζυγωτικά σφαιρικά έμβρυα. Καθώς η 

ανάπτυξη προχωρά στο καρδιόσχημο στάδιο συσσωρεύονταν σε υψηλότερες συγκεντρώσεις και 

δείχνουν μια πολικότητα στην κατανομή τους με υβριδισμό κυρίως στην περιφερειακή περιοχή 

τόσο των ζυγωτικών όσο και των σωματικών εμβρύων. Στα ώριμα ζυγωτικά έμβρυα πολύ υψηλά 

επίπεδα ανιχνεύονταν στο προκάμβιο και στα μεριστώματα βλαστού και ρίζας. Στο στάδιο του 

φυταρίου των σωματικών εμβρύων συσσωρεύονταν κυρίως σε μεριστωματικά κύτταρα, αλλά σε 

μικρότερες συγκεντρώσεις. Δεν ανιχνεύονταν στο ενδοσπέρμιο, στα αναπτυσσόμενα σπερματι-

κά περιβλήματα, στα αναπτυσσόμενα καρπόφυλλα, καθώς και σε κανένα κυτταρικό τύπο νεα-
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ρών φυτών. Συσσωρεύονταν σε υψηλότερα επίπεδα στα ζυγωτικά έμβρυα από ότι στα σωματι-

κά έμβρυα και περισσότερο στις κοτυληδόνες. 

Η προφανής διαφορά στα επίπεδα συσσώρευσης του συγκεκριμένου μεταγραφήματος σε 

σωματικά και ζυγωτικά έμβρυα μπορεί να ερμηνευτεί με την υπόθεση ότι στη ζυγωτική εμβρυο-

γένεση υπάρχει ένα δευτερογενές μήνυμα (πιθανώς το ΑΒΑ) του μητρικού περιβάλλοντος το ο-

ποίο μπορεί όχι μόνο να ενδυναμώνει την έκφραση των LEA γονιδίων, αλλά μπορεί επίσης να 

αποτελεί μήνυμα για την έναρξη του προγράμματος του λήθαργου. 

Προς το παρών η λειτουργία του ΕΜΒ-1 γονιδίου και της πρωτεΐνης του είναι άγνωστη. Το 

πρωτεϊνικό προϊόν του ΕΜΒ-1 γονίδιου ανήκει στην ομάδα των LEA πρωτεϊνών και μοιράζεται 

υψηλή ομοιότητα στην αμινοξική της αλληλουχία με αυτές. Ο υψηλός βαθμός συντήρησης κατά 

την εξέλιξη έχει σκοπό τη διατήρηση τη δευτεροταγούς, τριτοταγούς και τεταρτοταγούς τους 

δομής οι οποίες απαιτούνται για την επιτυχή διεκπεραίωση του ρόλου του. 

Έχει προταθεί ότι η ΕΜΒ-1 πρωτεΐνη ενεργεί σαν παράγοντας αφυδάτωσης και προστασί-

ας των κυτταρικών συστατικών του εμβρύου κατά την αποξήρανση, όταν τα σπέρματα γίνονται 

ληθαργικά. Η αργή της συσσώρευση κατά την ανάπτυξη του σπέρματος και ο υγροσκοπικός της 

χαρακτήρας συμβάλλουν σε αυτήν την υπόθεση. Είναι δύσκολο, όμως, να συμβιβαστούν με το 

γενικευμένο μοτίβο έκφρασης του ΕΜΒ-1 γονιδίου στα έμβρυα καρότου και την υψηλή συντή-

ρηση της αμινοξικής αλληλουχίας στα αγγειόσπερμα. Αν πράγματι το ΕΜΒ-1 λειτουργεί σαν 

προστατευτικό συστατικό έναντι της αποξήρανσης, ίσως να απαιτείται και η πιο εξειδικευμένη 

αλληλεπίδρασή του με κάποιο άλλο μόριο για την επίτευξη αυτού του στόχου. 

 

 

Α΄.11. HSPS 

 

Η heat shock αντίδραση είναι ένας γενικός μηχανισμός αντίδρασης-προσαρμογής σε συ-

γκεκριμένες περιβαλλοντικές καταπονήσεις (π.χ. ζέστης, ανοξίας κ.ά.). 

Τα heat shock γονίδια είναι μια μικρή ομάδα γονιδίων που ρυθμίζονται ταυτόχρονα, είναι 

εξελικτικά συντηρημένα και αντιδρούν σε θερμοκρασιακά και άλλα περιβαλλοντικά είδη κατα-

πόνησης με άμεσο και χαρακτηριστικό τρόπο. Έχουν απομονωθεί από πλήθος οργανισμών, από 

τα βακτήρια μέχρι και τον άνθρωπο (Zimmerman et al. 1993). 

Στη δροσόφιλα (μύγα των φρούτων) (Drosophila melanogaster), το πιο εντατικά μελετημέ-

νο heat shock σύστημα, έχουν καταγραφεί οι πρωτεΐνες hsp 83, 70, 68, 28, 26, 23 και 22. Πειρα-

ματικά αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι συγκεκριμένα μέλη της οικογένειας των heat shock γο-
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νιδίων διαθέτουν πολλαπλές ρυθμιστικές αλληλουχίες μια από τις οποίες (συνηθισμένη σε όλα 

τα heat shock γονίδια) ανταποκρίνεται σε γενικά είδη καταπόνησης (ζέστη, ανοξία κ.ά.) και του-

λάχιστον άλλη μια σε κάποιο αναπτυξιακό μήνυμα, πιθανώς ορμονικό. 

Μια πλειάδα hsps (heat shock proteins) έχουν απομονωθεί και έχει μελετηθεί το μοτίβο 

έκφρασής τους στο πλαίσιο της ζυγωτικής εμβρυογένεσης. 

Στη σόγια (Glycine max) έχει καταγραφεί μια ομάδα περίπου 15 πολυπεπτιδίων με ΜΒ 15-

18 KD. Αρκετά από αυτά τα γονίδια, ιδίως αυτά με τα μικρότερα μοριακά βάρη, έχουν κλωνοποι-

ηθεί και έχει προσδιοριστεί η νουκλεοτιδική τους αλληλουχία. 

Στο καρότο οι σημαντικότερες heat shock πρωτεΐνες είναι 95, 88, 74, 23, 21, 20 και 18 KD 

πρωτεϊνών και παρατηρούνται σε διαφορετικά στάδια σωματικών εμβρύων. Η μελέτη σε δισδιά-

στατο πήκτωμα πολυακρυλαμίδης υποδηλώνει ότι οι ζώνες των μικρών ΜΒ περιέχουν πολυπε-

πτίδια με διαφορετικά ισοηλεκτρικά σημεία, όπως και στη σόγια. Η πολυπληθέστερη πρωτεΐνη 

είναι η hsp 74 για την οποία δεν είναι τίποτα γνωστό σε μοριακό επίπεδο.  

Σε σωματικά έμβρυα καρότου πολλά από τα γονίδια που κωδικοποιούν hsps πρωτεΐνες 

εκφράζονται επιλεκτικά (Milioni et al. 2001). Έχει παρατηρηθεί ότι η θερμική καταπόνηση μετα-

χείριση (heat shock) αναστέλλει την αύξηση των σφαιρικών εμβρύων, ενώ τα υπόλοιπα αναπτυ-

ξιακά στάδια των σωματικών εμβρύων δεν επηρεάζονται και τα έμβρυα συνεχίζουν να αναπτύσ-

σονται κανονικά.  

Τα σφαιρικά έμβρυα εμφανίζουν μικρότερη σύνθεση και συσσώρευση μικρού μοριακού 

βάρους μεταγραφήματος hsps πρωτεϊνών συγκριτικά με τα υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια των 

σωματικών εμβρύων και των αδιαφοροποίητων κυττάρων των κάλλων. Τα συγκεκριμένα πειρα-

ματικά δεδομένα μπορεί να αποδοθούν στην αποτυχία επαγωγής της μεταγραφής των hsps γο-

νιδίων, αλλά τη διατήρηση της ικανότητας ρύθμισης της απομάκρυνσης του μεταγραφήματος. 

Από υγρές καλλιέργειες τριφυλλιού (Trifolium repens) απομονώθηκαν δύο cDNAs το 

Mshsp18-1 και το Mshsp18-2 που κωδικοποιούν μικρές hsps της hsps17 οικογένειας. Τα δύο 

cDNAs είναι 92,0% ταυτόσημα σε πρωτεϊνικό επίπεδο και μοιράζονται μια ομόλογη περιοχή αμι-

νοξέων στην C-ακραία περιοχή με τις hsps22, hsps23 και hsps26 της Drosophila. Τα μεταγραφή-

ματα των Mshps18 δεν ανιχνεύονταν σε ρίζες και ιστούς φύλλων, αντίθετα καταγράφονταν χα-

μηλά επίπεδα σε καλλιέργειες μικροκάλλων και υψηλά επίπεδα σε σωματικά έμβρυα από καλ-

λιέργειες μικροκάλλων. Το μεταγραφικό επίπεδο του Mshps18 ενδυναμώνεται με την αύξηση 

της θερμοκρασίας, την προσθήκη CdCl2 και την ωσμωτική καταπόνηση των καλλιεργούμενων 

κυττάρων. Τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι οι hsps πρωτεΐνες έχουν έναν εξειδικευμένο ρόλο 

κατά τη διάρκεια των αναπτυξιακών μεταβολών στα φυτικά κύτταρα (Györgyey et al.1991). 
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Είναι γνωστό εξάλλου ότι οι heat shock proteins (hsps) εκφράζονται στα πλαίσια της σω-

ματικής εμβρυογένεσης σαν αντίδραση των σωματικών κυττάρων σε ορμόνες (π.χ. 2,4-D) σε 

καλλιέργειες υποκοτυλίων καρότου (Daucus carota) (Kitamiya et al. 2000). Το Dchsp-1 αποτελεί 

ένα από τα αυξινο-επαγόμενα γονίδια που είναι ομόλογο με hsps χαμηλού μοριακού βάρους και 

καταγράφεται συνεχής έκφρασής του σε όλη τη διάρκεια της σωματικής ανάπτυξης. Παράλληλα 

επάγεται από ορμόνες και από συνθήκες καταπόνησης που επάγουν τη σωματική εμβρυογένε-

ση. 

Ένα άλλο γονίδιο το Dcarg-1 (ομόλογο αυξινο-επαγόμενων γονιδίων) και το μεταγράφημά 

του ανιχνεύονται στα πρώιμα στάδια της εμβρυϊκής διαφοροποίησης και όχι κατά τη διάρκεια 

των τελευταίων σταδίων της. 

Έχει αποδειχθεί ότι η μετάβαση από το σφαιρικό εμβρυϊκό στάδιο στο καρδιόσχημο και η 

περαιτέρω εμβρυϊκή ανάπτυξη απαιτούν είτε μικρή συγκέντρωση αυξίνης ή την απουσία της. 

Τρεις cDNA κλώνοι οι Νοs43, Νο87, και Νο93 έχουν απομονωθεί από κυτταρικά συσσωματώμα-

τα καρότου που βρίσκονται στα πρώιμα στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης. Τα συγκεκριμένα 

μεταγραφήματα συσσωρεύονται επιλεκτικά σε εμβρυϊκά κυτταρικά συσσωματώματα που δια-

μορφώνονται μετά την παροχή 2,4-D στο θρεπτικό μέσο (Yasuda et al. 2001). 



Υλικά & Μέθοδοι 
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B. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ ΤΗΣ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

 

B.1. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 

 

B.1.1. ΕΠΙΛΟΓΗ ΦΥΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 

 

Στις ιστοκαλλιέργειες, που πραγματοποιήθηκαν στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής, χρη-

σιμοποιήθηκαν έκφυτα από ζυγωτικά έμβρυα, που απομονώνονταν από καρπούς ελιάς της καλ-

λιεργούμενης ελληνικής ποικιλίας Κορωνέικη (Olea europaea L. ssp. europaea var. microcarpa 

alba ή κατ’ άλλους var. mastoides). 

Η επιλογή της συγκεκριμένης ποικιλίας έγινε σύμφωνα με τα αποτελέσματα: 

1. Της διδακτορικής διατριβής του Θεόδωρου - Δημητρίου Χ. Ορεινού (1992). 

2. Προκαταρκτικών πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν με έκφυτα από ζυγωτικά έμβρυα 

τεσσάρων ελληνικών καλλιεργούμενων ποικιλιών: 

•  Αγγουρομάνα. 

•  Άμφισσα. 

•  Καλαμάτα. 

•  Κορωνέικη (Mitrakos et al. 1992). 

Όλες οι προηγούμενες ερευνητικές μελέτες υπέδειξαν ότι τα έκφυτα της ποικιλίας Κορωνέ-

ικη εμφανίζουν το υψηλότερο εμβρυογενετικό δυναμικό σε in vitro συνθήκες. Έτσι, η συγκεκρι-

μένη ποικιλία επιλέχτηκε, σαν το καταλληλότερο φυτικό υλικό, για τη διεκπεραίωση των στόχων 

της διατριβής, δηλαδή τη φυσιολογική και μοριακή διερεύνηση της σωματικής εμβρυογένεσης 

στην ελιά. 

 

 

B.1.2. ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΚΑ & ΚΑΛΛΙΕΡΓΗΤΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ ΚΟΡΩΝΕΙΚΗΣ 

 

Η Κορωνέικη που λέγεται και Βάτσικα ή Κρητικιά ή Κορωνιά ή Κορώνι ή Λαδολιά ή Λιανολιά 

ή Ψιλολιά, ανήκει στις μικρόκαρπες ποικιλίες και καλλιεργείται στη Μεσσηνία, στην Αχαΐα, στη 

Λακωνία, στην Αιτωλοακαρνανία, στην Κρήτη, στην Κεφαλονιά, στη Ζάκυνθο, στη Σάμο και στις 

Κυκλάδες. 

Το ύψος του δέντρου φτάνει τα 5-7 μέτρα. Τα φύλλα του είναι βαθυπράσινα με μήκος 

5,47±0,25 εκατοστά και πλάτος 1,03±0,12 εκατοστά. 
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Η άνθιση συντελείται από τέλη Απριλίου μέχρι τέλη Μαΐου, με εξαίρεση τη Λιανολιά Κέρ-

κυρας, η οποία χαρακτηρίζεται από όψιμη άνθιση. 

Ο καρπός της είναι πολύ μικρή, σφαιρική ή ελλειψοειδής δρύπη που σχηματίζεται, όπως σε 

όλα τα πυρηνόκαρπα, από ιστούς των καρπόφυλλων και η οποία χαρακτηρίζεται από μικρή ανα-

λογία σάρκας/πυρήνα (5:1) και μεγάλη ελαιοπεριεκτικότητα (15,0-27,0%).  Η δρύπη αποτελείται 

από εξωκάρπιο (φλοιός αποτελούμενος από εφυμενίδα με επιδερμίδα), σαρκώδες μεσοκάρπιο 

(όπου γίνεται η ελαιοποίηση) και σκληρό αποξυλωμένο ενδοκάρπιο (πυρήνας) στο οποίο περιέ-

χεται το σπέρμα (Ποντίκης 2000). Το σπέρμα αποτελείται από επιδερμίδα, ενδοσπέρμιο, δύο κο-

τυληδόνες και το ζυγωτικό έμβρυο. Οι δρύπες χρησιμοποιούνται, αποκλειστικά, για παραγωγή 

λαδιού εκλεκτής ποιότητας, με εξαιρετικό άρωμα καρπού και ευχάριστη φρουτώδη γεύση. Η πο-

ρεία ελαιογένεσης είναι, πιθανώς, ενζυμικής φύσης. 

Η Κορωνέικη θεωρείται πολύ παραγωγική ποικιλία, ανθεκτική στην ξηρασία και στους ι-

σχυρούς ανέμους, με υψηλή και σταθερή καρποφορία (30-150 κιλά καρπού ανά δέντρο), αλλά 

ευαίσθητη στη φυματίωση, στον δάκο και στον ρυγχίτη. 

 

 

B.1. 3. ΠΡΟΕΛΕΥΣΗ ΦΥΤΙΚΟΥ ΥΛΙΚΟΥ 

 

Για την πραγματοποίηση των in vitro καλλιεργειών, των οποίων τα έκφυτα προέρχονταν 

από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα, χρησιμοποιήθηκαν δρύπες Κορωνέικης, που ήταν ευγενική προ-

σφορά του Ινστιτούτου Ελαίας Κέρκυρας του ΕΛΓΟ “ΔΗΜΗΤΡΑ” (ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.). Οι δρύπες προέρχο-

νταν από δέντρα του Ινστιτούτου. Η συλλογή τους ξεκινούσε αρχές Ιανουαρίου και ολοκληρωνό-

ταν τέλος Φεβρουαρίου (1991-1996). Οι δρύπες, αμέσως μετά την παραλαβή τους, αποθηκεύο-

νταν, προκειμένου να αποξηρανθούν, στο χώρο του εργαστηρίου μας σε θερμοκρασία δωματίου, 

για 2-3 μήνες. 

Για τη διεξαγωγή των ιστοκαλλιεργειών, των οποίων τα έκφυτα προέρχονταν από ανώριμα 

ζυγωτικά έμβρυα, χρησιμοποιήθηκαν δρύπες Κορωνέικης που συλλέγονταν, σε εβδομαδιαία βά-

ση, από συγκεκριμένο δέντρο του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών, από τα μέσα Ιουλίου μέ-

χρι τα μέσα Σεπτεμβρίου του 1994. Οι ανώριμες δρύπες δεν αποξηραίνονταν, αλλά γινόταν άμε-

ση εξαγωγή των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων και εμβολιασμός των εκφύτων. 
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Β.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΕΚΦΥΤΩΝ 
 

Β.2.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΕΚΦΥΤΩΝ ΑΠΟ ΩΡΙΜΑ ΣΠΕΡΜΑΤΑ 

 

Β.2.1.1. Απολύμανση & διάβρεξη ώριμων σπερμάτων 

 
Οι αποξηραμένες δρύπες θραύονταν μηχανικά, με τη χρήση μέγγενης, απομακρύνονταν το 

εξωκάρπιο, το μεσοκάρπιο, το ξυλώδες ενδοκάρπιο και εξάγονταν τα ώριμα σπέρματα. 

Τα λευκά και ακέραια σπέρματα απολυμαίνονταν μέσω των εξής βημάτων: 

1. Τα σπέρματα εμβαπτίζονταν και παρέμεναν σε διάλυμα αιθανόλης (80,0%) για ένα λε-

πτό. 

2. Τα σπέρματα εμβαπτίζονταν και παρέμεναν σε διάλυμα χλωρίνης εμπορίου (5,25%  

NaOCI), στο οποίο είχαν προστεθεί 50 σταγόνες/L διαβρεκτικού παράγοντα TWEEN 

20 της εταιρείας SERVA, για μια ώρα υπό συνεχή ανάδευση. 

Σε ειδικό θάλαμο, συνεχούς παροχής αποστειρωμένου αέρα (Laminar Flow Hood, Galaire), 

τα απολυμαθέντα σπέρματα ξεπλένονταν τρεις φορές, με διαδοχικές εμβαπτίσεις τους σε ποτή-

ρια ζέσης, που περιείχαν αποσταγμένο και αποστειρωμένο νερό. 

Στη συνέχεια τα σπέρματα τοποθετούνταν σε αποστειρωμένα τρυβλία Petri διαμέτρου 10 

εκατοστών που περιείχαν δύο δίσκους αποστειρωμένο διηθητικό χαρτί και 5,0 ml αποσταγμένο 

και αποστειρωμένο νερό. Τα τρυβλία Petri τυλίγονταν με διαφανή μεμβράνη, αλουμινόχαρτο και 

παρέμεναν 24 ώρες σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας 251 C, προκειμένου τα σπέρματα να 

διαβρεχτούν. 

 

 

Β.2.1.2. Απομόνωση εκφύτων από ώριμα σπέρματα 

 

Μετά την ολοκλήρωση της διάβρεξης, τα διογκωμένα σπέρματα μεταφέρονταν στο θάλαμο 

ασηπτικών συνθηκών, όπου χαράζονταν στο πλάι, με τη χρήση αποστειρωμένης λαβίδας και νυ-

στεριού και διαχωρίζονταν, με άσκηση ελαφριάς πλευρικής πίεσης, τα ζυγωτικά έμβρυα από τα 

ενδοσπέρμια. 

Τα έγχρωμα (κίτρινα, υποκίτρινα, καφέ κ.ά.) και τα μη φυσιολογικής διαμόρφωσης ζυγωτι-

κά έμβρυα απορρίπτονταν και δεν εμβολιάζονταν. 

 

Τα λευκά και ακέραια ζυγωτικά έμβρυα τεμαχίζονταν σε τρία τμήματα και έτσι προέκυπταν 

τα εξής έκφυτα: 
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1. Ριζίδια. 

 Τα ριζίδια εμβολιάζονταν ολόκληρα (Εικόνα 1) ή αφού τεμαχίζονταν σε δύο τμήματα: 

➢  Στο ακραίο ριζίδιο, δηλαδή το τμήμα του ριζιδίου προς το ριζικό άκρο του ζυ-

γωτικού εμβρύου. 

➢  Στο υποακραίο ριζίδιο, δηλαδή το τμήμα του ριζιδίου που γειτνιάζει με τις κο-

τυληδόνες του ζυγωτικού εμβρύου (Εικόνα 2). 

2. Τμήματα κοτυληδόνων. 

 Οι δύο κοτυληδόνες τεμαχίζονταν, εγκάρσια, οπότε προέκυπταν δύο επιπλέον είδη 

εκφύτων: 

➢ Οι βάσεις των κοτυληδόνων, δηλαδή το τμήμα τους που είναι όμορο με το ρι-

ζίδιο. 

➢ Οι κορυφές των κοτυληδόνων, δηλαδή το τμήμα τους που βρίσκεται στο αντι-

διαμετρικό άκρο του ριζιδίου (Εικόνα 1). 

Το τμήμα του ζυγωτικού εμβρύου, μεταξύ ριζιδίου και κοτυληδόνων που έφερε το βλα-

στητικό μερίστωμα, δεν εμβολιαζόταν.  

 

Εικόνα  1: Έκφυτα ζυγωτικoύ εμβρύου ελιάς. 

Τεμαχισμός ζυγωτικoύ εμβρύου ελιάς και δημιουργία τριών ειδών εκφύτων: 

ριζίδιο, βάση κοτυληδόνας και κορυφή κοτυληδόνας. 

 

Εικόνα  2: Έκφυτα ριζιδίου ζυγωτικού εμβρύου ελιάς. 

Τεμαχισμός ριζιδίου ζυγωτικού εμβρύου ελιάς και δημιουργία δύο ειδών 

εκφύτων: ακραίο και υποακραίο τμήμα ριζιδίου. 
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Β.2.2. ΑΠΟΛΥΜΑΝΣΗ ΔΙΑΒΡΕΞΗ & ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΕΚΦΥΤΩΝ ΑΠΟ ΑΝΩΡΙΜΑ ΣΠΕΡΜΑΤΑ 

 

Καθώς το ενδοκάρπιο των ανώριμων δρυπών δεν είχε σκληρυνθεί αρκετά, κάθε προσπά-

θεια μηχανικής εξαγωγής, με τη βοήθεια της μέγγενης, και επιφανειακής απολύμανσης των ανώ-

ριμων σπερμάτων κατέληγε στη νέκρωση και στην πλήρη καταστροφή των ανώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων, που περιείχαν. 

Προκειμένου να ξεπεραστεί η παραπάνω δυσκολία, εφαρμόστηκε επιφανειακή απολύμαν-

ση σε ολόκληρες τις δρύπες με εμβαπτισμό τους σε διάλυμα (30,0%) χλωρίνης εμπορίου (5,25% 

NaOCI), στο οποίο είχαν προστεθεί 50 σταγόνες/L διαβρεκτικού παράγοντα TWEEN 20 της εται-

ρείας SERVA. Η απολύμανση των δρυπών διαρκούσε δύο ώρες και πραγματοποιείτο υπό συνεχή 

ανάδευση. 

Στο θάλαμο ασηπτικών συνθηκών, οι δρύπες ξεπλένονταν τρεις φορές, με διαδοχικές εμ-

βαπτίσεις σε ποτήρια ζέσης που περιείχαν αποσταγμένο και αποστειρωμένο νερό. Οι απολυμα-

σμένες δρύπες θραύονταν μηχανικά και απομονώνονταν τα ανώριμα σπέρματα, όπως ακριβώς 

και τα ώριμα. 

Τα απομονωθέντα ανώριμα σπέρματα δε διαβρέχονταν, αλλά χαράζονταν και εξάγονταν 

άμεσα τα ανώριμα ζυγωτικά τους έμβρυα τα οποία τεμαχίζονταν, όπως έχει ήδη περιγραφεί στην 

προηγούμενη ενότητα. 
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Β.3. ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ IN VITRO ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ 

 
Β.3.1. ΧΗΜΙΚΗ ΣΥΣΤΑΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ 

 

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων, της παρούσας διατριβής, χρησιμοποιήθηκαν δύο βασι-

κά, τεχνητά, θρεπτικά υποστρώματα: 

1. Το MS. 

 Το ΜS παρασκευάστηκε και προτάθηκε από τους Murashige and Skoog (1962) και, 

έκτοτε, χρησιμοποιείται ευρέως στις ιστοκαλλιέργειες εκφύτων, ποικίλων φυτικών 

ειδών, με μεγάλη επιτυχία. 

2. Το OMc. 

 Το OMc παρασκευάστηκε και προτάθηκε από τους Cañas and Benbadis (1988) και 

αποτελεί τροποποίηση του θρεπτικού μέσου ΟΜ (Olive Medium) (Rugini 1984). Το 

θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc έχει την ίδια βασική χημική σύσταση με το ΟΜ, αλλά με 

τις παρακάτω τροποποιήσεις: 

✓  Τα μακροστοιχεία του ΟΜ έχουν αντικατασταθεί από τα μακροστοιχεία του 

θρεπτικού μέσου ΒΝ (Bourgin and Nitsch 1967). 

✓  Η γλουταμίνη (2,194 g/L) έχει αντικατασταθεί από υδρολυμένη καζεΐνη (1,0 

g/L). 

✓  Η συγκέντρωση της σακχαρόζης ελαττώθηκε από 30,0 g/L σε 20,0 g/L. 

Τα μακροστοιχεία, τα μικροστοιχεία και οι οργανικές ενώσεις, που χρησιμοποιήθηκαν για 

την παρασκευή του MS και του OMc, καταγράφονται, αναλυτικά, στους πίνακες 2, 3 και 4 αντί-

στοιχα, που ακολουθούν. 

Σκόπιμο είναι να διευκρινιστεί ότι, εκτός του ΚΝΟ3 και του ΝΗ4ΝΟ3, που περιέχονται τόσο 

στο θρεπτικό υπόστρωμα MS όσο και στο OMc σαν πηγές ανόργανου αζώτου, σε μια σειρά πει-

ραμάτων χρησιμοποιήθηκε και το NH4CI σε συγκεντρώσεις που αναφέρονται στη συνέχεια.  

Τα χημικά αντιδραστήρια (ανόργανα άλατα και οργανικές ενώσεις), που χρησιμοποιήθηκαν 

για την παρασκευή όλων των θρεπτικών υποστρωμάτων, ήταν υψηλού βαθμού καθαρότητας της 

εταιρείας Merck. 

Οι φυτοαυξητικοί παράγοντες, που προστέθηκαν στα θρεπτικά υποστρώματα, σε ποικίλες 

συγκεντρώσεις ανάλογα με τις ανάγκες του εκάστοτε πειράματος, ήταν: 

1.  Οι αυξίνες: 

• IBA (Ινδολο-3-βουτυρικό οξύ). 

• NAA (Ναφθυλοξικό οξύ). 
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• 2,4-D (2,4-Διχλωροφαινο-οξυοξικό οξύ). 

2.  Οι κυτοκινίνες: 

• 2iP (Ν6-Δ2-Ισοπεντενυλο-αδενοσίνη). 

• BA (6-Βενζυλαδενίνη). 

• TDZ (Φαίνυλο-Ν-(1,2,3-θειοδιαζ-5-υλ)-ουρία). 

 Τα διαλύματα των φυτοαυξητικών παραγόντων παρασκευάζονταν με διάλυση των μεν 

αυξινών σε 1,0 Ν ΝαΟΗ των δε κυτοκινινών σε 1,0 Ν ΗCI. Οι φυτοαυξητικοί παράγοντες ήταν χη-

μικά αντιδραστήρια υψηλού βαθμού καθαρότητας της εταιρείας Sigma. 

Για τις ζυγίσεις και την παρασκευή όλων των χημικών αντιδραστηρίων χρησιμοποιήθηκε 

αναλυτικός ζυγός Mettler H80 ευαισθησίας d=0,1 mg. Όλα τα διαλύματα, μετά την παρασκευή 

τους, αποθηκεύονταν σε θερμοκρασία 5,0 C. 

Το pH των θρεπτικών μέσων κυμαινόταν από 5,6 έως 5,8. Το pH ρυθμιζόταν με προσθήκη 

διαλύματος 0,1 Ν ΝαΟΗ και τη χρήση pH-μέτρου Hanna, HI 8014. 

Τα θρεπτικά υποστρώματα, μετά την παρασκευή τους, αποστειρώνονταν σε αυτόκαυστο 

(Αφοι Ανδριανόπουλοι) σε θερμοκρασία 121,0 C και πίεση 1,0 Kp/cm2 για χρονικό διάστημα 20 

λεπτών. Τα αποστειρωμένα θρεπτικά μέσα διαμοιράζονταν ανά 20,0 ml σε αποστειρωμένα τρυ-

βλία Petri των 9 εκατοστών και ανά 50,0 ml σε αποστειρωμένα τρυβλία Petri των 15 εκατοστών 

στο θάλαμο ασηπτικών συνθηκών. Τα τρυβλία Petri τυλίγονταν με διαφανή μεμβράνη, αλουμινό-

χαρτο και αποθηκεύονταν στους 5,0 C. 

Πίνακας 2: Συγκέντρωση μακροστοιχείων MS και ΟΜc. 

 
ΜΑΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

ΜS 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

OMC 

KNO3 18,97 mM 9,34 mM  

NH4NO3 20,61 mM  8,99 mM  

CaCl2. 2H2O 2,99 mM 1,13 mM 

MgSO4. 7H2O 1,50 mM  0,75 mM 

KH2PO4 1,25 mM 0,50 mM 

FeSO4.7H2O 0,10 mM 0,10 mM 

Na2EDTA 0,10 mM 0,10 mM 

FeNaEDTA 0,10 mM 0,10 mM 
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Πίνακας 3: Συγκέντρωση μικροστοιχείων MS και ΟΜc. 

 

 

Πίνακας 4: Συγκέντρωση οργανικών ενώσεων MS και ΟΜc. 

 
ΟΡΓΑΝΙΚΕΣ  

ΕΝΩΣΕΙΣ 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

ΜS 
 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ 

OMC 

Μυο-ινοσιτόλη 0,56 mM 0,56 mM 

Γλυκίνη 26,64 μΜ 26,64 μΜ 

Θειαμίνη-HCI 0,30 μΜ 1,50 μΜ 

Πυριδοξίνη-HCI 2,43 μΜ 2,43 μΜ 

Νικοτινικό οξύ 4,06 μΜ 40,60 μΜ 

Βιοτίνη - 0,20 μM 

Φολικό οξύ - 1,10 μΜ 

Καζεΐνη - 1,00 g/l 

Σακχαρόζη 87,64 mM 58,43 mM 

Άγαρ 8,00 g/L 6,00 g/L 

 
 

ΜΙΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ   

ΜS 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

 OMC 

Na2MoO4.2H2O 1,03 mM 1,03 mM 

CuSO4.5H2O 0,10 μΜ 1,00 μΜ 

CoCl2.6H2O 0,11 μΜ 0,11 μΜ 

MnSO4.4H2O 0,10 mM 0,10 mM 

H3BO3 0,10 mM 0,20 mM 

ZnSO4. 7H20 29,91 mΜ 49,7 μΜ 

KJ 5,00 μΜ 5,00 μΜ 
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Β.3.2. ΕΜΒΟΛΙΑΣΜΟΣ ΕΚΦΥΤΩΝ & IN VITRO ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΛΛΩΝ  

 

Τα έκφυτα, που προέκυπταν από τον τεμαχισμό των ζυγωτικών εμβρύων, εμβολιάζονταν 

ανά 30-40 σε τρυβλία Petri των 9 εκατοστών, που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

ή οργανοκαλλιέργειας. Το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ή οργανοκαλλιέργειας ήταν OMc 

ή MS και περιείχε κατάλληλο συνδυασμό φυτοαυξητικών παραγόντων, ανάλογα με τις πειραμα-

τικές απαιτήσεις του εκάστοτε ερευνητικού στόχου. Τα έκφυτα παρέμεναν στο συγκεκριμένο 

θρεπτικό υπόστρωμα για 7, 14 ή 21 ημέρες και έτσι προέκυπταν κάλλοι 7, 14 ή 21 ημερών αντί-

στοιχα. 

Μερικοί πειραματικοί χειρισμοί, λόγω των ιδιαίτερων in vitro καλλιεργητικών συνθηκών 

που εφαρμόστηκαν, δεν επέτρεπαν την καλλογένεση αλλά, αντίθετα, την οργανοκαλλιέργεια, 

δηλαδή τα έκφυτα διογκώνονταν και επιμηκύνονταν, χωρίς να διαμορφώνουν κάλλο. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, ή της οργανοκαλλιέργειας, τα έκφυτα-κάλλοι με-

ταφέρονταν ανά 25 σε τρυβλία Petri των 9 εκατοστών, που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωμα δια-

φοροποίησης. Το θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης ήταν ίδιο με το θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης ή οργανοκαλλιέργειας, αλλά δεν περιείχε φυτοαυξητικούς παράγοντες και προω-

θούσε τη διαφοροποίηση ριζών, βλαστών ή / και σωματικών εμβρύων. Οι κάλλοι παρέμεναν στο 

συγκεκριμένο θρεπτικό υπόστρωμα, τουλάχιστον, για 60 ημέρες. Η παρακολούθηση των πειρα-

μάτων και η καταγραφή των αποτελεσμάτων γινόταν σε εβδομαδιαία βάση. 

Τα σωματικά έμβρυα, μετά την παρέλευση των 60 ημερών, απομακρύνονταν από τους 

κάλλους ή παρέμεναν επάνω σε αυτούς, όταν δεν ήταν δυνατός ο διαχωρισμός τους και μεταφέ-

ρονταν σε τρυβλία Petri των 15 εκατοστών που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωμα ανάπτυξης σω-

ματικών εμβρύων. Το συγκεκριμένο θρεπτικό υπόστρωμα ήταν ½MS, που δεν περιείχε φυτοαυ-

ξητικές ουσίες, και επέτρεπε την περαιτέρω ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων, πριν την τελική 

τους μεταφορά στο χώμα. 

Τα τρυβλία Petri, όλων των πειραματικών χειρισμών, τοποθετούνταν σε θάλαμο θερμο-

κρασίας 25±1 C και φωτοπεριόδου 16:8, που ήταν εφικτή μέσω της χρήσης λαμπτήρων φθορι-

σμού Philips TLM 40W 33RS συνολικής φωτεινής έντασης 1.500-1.800 Lux, ή 4,1-4,3 W/m2 (z =6,3-

6,7). 

Ακολουθεί περιγραφή των επιμέρους πειραμάτων που διεξήχθησαν, καθώς και των τροπο-

ποιήσεων των βασικών θρεπτικών υποστρωμάτων καλλογένεσης, οργανοκαλλιέργειας και δια-

φοροποίησης, ΟΜc και MS, που παρασκευάστηκαν και χρησιμοποιήθηκαν, ανάλογα με τις απαι-

τήσεις της εκάστοτε πειραματικής διερεύνησης. 
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Β.4. ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΕΠΑΓΩΓΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ 

 

Β.4.1. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ ΟΜC ΚΑΙ ΜS  

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε τέσσερα διαφορετικά 

θρεπτικά υποστρώματα, προκειμένου να επιλεγεί το καταλληλότερο για την πραγματοποίηση 

των υπόλοιπων πειραμάτων της παρούσας διδακτορικής εργασίας. Τα θρεπτικά υποστρώματα 

καλλογένεσης, που δοκιμάστηκαν, ήταν τα ακόλουθα: 

1. MS, το οποίο αποτελεί το πιο ευρέως χρησιμοποιούμενο θρεπτικό υπόστρωμα ιστο-

καλλιεργειών. 

2. MS, που περιείχε 1,0 g/L υδρολυμένη καζεΐνη. 

3. ΟΜc, όπως προτάθηκε από τους Cañas et al. (1988) ειδικά για τις ιστοκαλλιέργειες 

εκφύτων ελιάς. 

4. ΟΜc, από το οποίο είχε αφαιρεθεί η υδρολυμένη καζεΐνη. 

Οι φυτοαυξητικοί παράγοντες που προστέθηκαν, σε όλα τα παραπάνω θρεπτικά υποστρώ-

ματα καλλογένεσης, ήταν 25,0 μΜ ΙΒΑ  και 2,5 μΜ 2iP. Στα τεχνητά θρεπτικά υποστρώματα καλ-

λογένεσης τα έκφυτα παρέμεναν 21 ημέρες.  

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και να καταγραφεί το ποσοστό επαγωγής 

σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

 

Β.4.2. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΕΚΦΥΤΟΥ 

 

Β.4.2.1. Μελέτη της επίδρασης της ηλικίας του εκφύτου 

 

Για τη μελέτη της εξάρτησης της σωματικής εμβρυογένεσης από την ηλικία του εκφύτου, 

συλλέχθηκαν ανώριμες δρύπες από τον Ιούλιο μέχρι τον Αύγουστο (1994) και πιο συγκεκριμένα 

τις παρακάτω ημερομηνίες: 

• 13/7/1994. 

• 15/7/1994. 

• 22/7/1994. 

• 7/8/1994. 

• 18/7/1994. 
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Τα ριζίδια, οι βάσεις και οι κορυφές των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων, που απομονώθη-

καν από τις ανώριμες δρύπες, καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP για 21 ημέρες. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και να καταγραφεί το ποσοστό επαγωγής 

σωματικών εμβρύων. 

 

 

Β.4.2.2. Μελέτη της επίδρασης του είδους του εκφύτου 

 

Από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα απομονώθηκαν και χρησιμοποιήθηκαν σαν έκφυτα αποκλει-

στικά τα ριζίδιά τους. Τα ριζίδια, πριν την τοποθέτησή τους στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, 

τεμαχίζονταν στη μέση, οπότε προέκυπταν δύο είδη εκφύτων: 

• Ακραίο τμήμα ριζιδίου. 

• Υποακραίο τμήμα ριζιδίου (Εικόνα 2). 

Τα τμήματα των ριζιδίων καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

ΟΜc, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, για 21 ημέρες.  

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και να καταγραφεί το ποσοστό επαγωγής 

σωματικών εμβρύων. 

 

 

Β.4.3.  ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΦΥΤΟΑΥΞΗΤΙΚΩΝ ΠΑΡΑΓΟΝΤΩΝ 

 

Β.4.3.1. Μελέτη της επίδρασης αυξινών 

 

1.1. Παροχή ενός είδους αυξίνης 

 

Ριζίδια, βάσεις και κορυφές ώριμων ζυγωτικών εμβρύων καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε θρε-

πτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε σταθερή συγκέντρωση και είδος κυτοκινίνης 

(2,5 μΜ 2iP) και μια συνθετική αυξίνη (IBA, NAA ή 2,4-D) στις συγκεντρώσεις που αναγράφονται 

στον πίνακα 5. Η καλλογένεση διαρκούσε 21 ημέρες. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και να καταγραφεί το ποσοστό επαγωγής 

σωματικών εμβρύων. 
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Πίνακας 5: Συγκεντρώσεις αυξινών θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης ΟΜc. 

ΕΙΔΟΣ ΑΥΞΙΝΗΣ ΙΒΑ ΝΑΑ 2,4-D 

 
 

 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

(μΜ) 
 

• 0,39 

• 1,56 

• 6,25 

• 12,5 

• 25,0 

• 50,0 

• 100,0 

• 200,0 

• 0,1 

• 0,39 

• 1,56 

• 6,25 

• 12,5 

• 25,0 

• 50,0 

• 0,01 

• 0,05 

• 0,10 

• 0,39 

• 1,56 

 

 

1.2. Παροχή συνδυασμού αυξινών 

 

Παράλληλα με τη μελέτη της επίδρασης της παροχής μιας αυξίνης, αποκλειστικά, στην ε-

παγωγή σωματικών εμβρύων, κρίθηκε σκόπιμη και η μελέτη της επίδρασης της παροχής δύο 

διαφορετικών, ταυτόχρονα, συνθετικών αυξινών. 

Οι συνδυασμοί αυξινών, που χρησιμοποιήθηκαν, επιλέχτηκαν μετά από τη μελέτη και την 

ανάλυση της επίδρασης της μεμονωμένης παροχής ΙΒΑ και ΝΑΑ. Δεν εφαρμόστηκαν συνδυασμοί 

με τον φυτοαυξητικό παράγοντα 2,4-D, καθώς η μεμονωμένη προσθήκη του στο θρεπτικό μέσο 

της ιστοκαλλιέργειας ανέστελλε τόσο την καλλογένεση όσο και τη σωματική εμβρυογένεση 

(15,0%). 

Αναλυτικότερα, ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπόστρω-

μα καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε σταθερή συγκέντρωση και είδος κυτοκινίνης (2,5 μΜ 2iP) 

και έναν από τους συνδυασμούς συνθετικών αυξινών, που αναγράφονται στον πίνακα 6. Τα έκ-

φυτα παρέμεναν, στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, για 21 ημέρες.  

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και να καταγραφεί το ποσοστό επαγωγής 

σωματικών εμβρύων, σε εβδομαδιαία βάση. 
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Πίνακας 6: Συγκεντρώσεις συνδυασμού αυξινών του θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης. 

ΦΥΤΟΑΥΞΗΤΙΚΟΣ  

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ 

1ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

2ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

3ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

4ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

 
ΙΒΑ 

 
0,78 μΜ 

 
1,56 μΜ 

 
12,5 μΜ 

 
25,0 μΜ 

 
ΝΑΑ 

 
0,195 μΜ 

 
0,39 μΜ 

 
6,25 μΜ 

 
12,5 μΜ 

 

 

 

Β.4.3.2. Μελέτη της επίδρασης κυτοκινινών 

 

2.1. Παροχή ενός είδους κυτοκινίνης 

 

2.1.A. Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

ΟΜc, που περιείχε σταθερή συγκέντρωση και είδος αυξίνης (25,0 μΜ ΙΒΑ) και μία συνθετική κυ-

τοκινίνη (2iP, BA ή TDZ) στις συγκεντρώσεις που αναγράφονται στον πίνακα 7. Τα έκφυτα παρέ-

μεναν, στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης,  για 21 ημέρες.  

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν, οπότε και το ποσοστό επαγωγής σωματι-

κών εμβρύων καταγραφόταν σε εβδομαδιαία βάση. 

 

Πίνακας 7: Συγκεντρώσεις κυτοκινινών θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης.  

ΕΙΔΟΣ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 2iP BA TDZ 

 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

(μΜ) 

• 0,625 

• 5,0 

• 10,0 

• 40,0 

• 0,625 

• 5,0 

• 10,0 

• 40,0 

• 0,625 

• 5,0 

• 10,0 

• 40,0 
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2.1.Β. Βάσεις & κορυφές ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Βάσεις και κορυφές ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε 100,0 μΜ ΙΒΑ, καθώς η υψηλή συγκέντρωση αυξίνης ήταν απα-

ραίτητη για την επιτυχή καλλογένεση στα συγκεκριμένα έκφυτα, και μια από τις πιο κάτω συγκε-

ντρώσεις 2iP: 

• 2,5 μM. 

• 10,0 μM. 

• 20,0 μM. 

• 40,0 μM. 

Η καλλογένεση διαρκούσε 21 ημέρες. Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι 

μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν, 

οπότε και καταγραφόταν, εβδομαδιαίως, το ποσοστό επαγωγής σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

 

2.2. Παροχή συνδυασμού κυτοκινινών 

 

Παράλληλα με τη μελέτη της επίδρασης της παροχής ενός είδους, κάθε φορά, κυτοκινίνης, 

στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, κρίθηκε σκόπιμη και η μελέτη της επίδρασης της προ-

σθήκης δύο διαφορετικών, ταυτόχρονα, συνθετικών κυτοκινινών. Οι συνδυασμοί, που χρησιμο-

ποιήθηκαν, επιλέχτηκαν μετά από τη μελέτη και την ανάλυση της επίδρασης της παροχής 2iP, ΒΑ 

ή TDZ στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης. 

Πιο συγκεκριμένα, ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπό-

στρωμα καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε σταθερή συγκέντρωση και είδος αυξίνης (25,0 μΜ ΙΒΑ) 

και έναν από τους συνδυασμούς συνθετικών κυτοκινινών στις συγκεντρώσεις που αναγράφονται 

στον πίνακα 8. Τα έκφυτα παρέμεναν, στο  θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, 21 ημέρες. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν. Το ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύ-

ων καταγραφόταν σε εβδομαδιαία βάση. 
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Πίνακας 8: Συγκεντρώσεις συνδυασμού κυτοκινινών θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης.  

ΦΥΤΟΑΥΞΗΤΙΚΟΣ 

ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ 

1ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

2ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

3ΟΣ 

 ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

4ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

2iP 2,5 μM 1,25 μM 2,5 μM 1,25 μM 

ΒΑ 10,0 μΜ 5,0 μΜ - - 

TDΖ - - 10,0 μΜ 5,0 μΜ 

 

 

 

Β.4.4. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ EΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ ΑΖΩΤΟΥ 

 

Πληθώρα βιβλιογραφικών δεδομένων καταδεικνύουν την άμεση εξάρτηση της σωματικής 

εμβρυογένεσης από την πηγή ανόργανου αζώτου του θρεπτικού υποστρώματος της ιστοκαλλιέρ-

γειας. 

Για τη διερεύνηση της παραπάνω άποψης, ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων καλλιεργή-

θηκαν, in vitro, σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε τροποποιημένα μα-

κροστοιχεία ως προς την πηγή του ανόργανου αζώτου, δηλαδή δεν προστέθηκε ΚΝΟ3 και ΝΗ4ΝΟ3 

στις συγκεντρώσεις που αναφέρονται στον πίνακα 2, αλλά στις συγκεντρώσεις που αναγράφο-

νται στους πίνακες 9(Α) και 9(Β). Στα θρεπτικά υποστρώματα, που δεν περιείχαν KNO3, γινόταν 

προσθήκη κατάλληλης ποσότητας KCl, προκειμένου να παραμένει σταθερή η συγκέντρωσή του 

Κ+, δηλαδή ίδια με του βασικού θρεπτικού μέσου καλλογένεσης OMc (35,0 mM). Οι φυτοαυξητι-

κές ουσίες του θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης ήταν 25,0 μΜ ΙΒΑ και  2,5 μΜ 2iP.  

Η καλλογένεση διαρκούσε 21 ημέρες και, στη συνέχεια, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτι-

κό υπόστρωμα διαφοροποίησης, προκειμένου να διαφοροποιηθούν και το ποσοστό επαγωγής 

σωματικών εμβρύων, καταγραφόταν εβδομαδιαίως. 

Παράλληλα, πραγματοποιήθηκε και ένα πείραμα–μάρτυρας, στο πλαίσιο του οποίου τα 

έκφυτα εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ΟΜc, του οποίου τα μακροστοι-

χεία δεν περιείχαν καμία πηγή ανόργανου αζώτου. 
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Πίνακας 9(Α): Συγκεντρώσεις διαφορετικών πηγών ανόργανου αζώτου θρεπτικού υπο-

στρώματος καλλογένεσης. 

 
ΠΗΓΗ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ  

ΑΖΩΤΟΥ 
 

 
ΝΗ4ΝΟ3 

 
ΚΝΟ3 

 

 
ΝΗ4Cl 

 

 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  

ΣΕ mM 

 

▪ 5,0 

▪ 20,0 

▪ 80,0 

▪ 160,0 

▪ 5,0 

▪ 20,0 

▪ 80,0 

▪ 160,0 

▪ 5,0 

▪ 20,0 

▪ 80,0 

▪ 160,0 

 
 
 

     Πίνακας 9(Β): Συγκεντρώσεις συνδυασμών πηγών ανόργανου αζώτου 

                             θρεπτικού υποστρώματος.  

 
ΠΗΓΗ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ  

ΑΖΩΤΟΥ 
 

 
ΚΝΟ3 : ΝΗ4ΝΟ3 

 
ΚΝΟ3  : ΝΗ4Cl  

 

 

ΑΝΑΛΟΓΙΑ 

10 : 90 

30 : 70 

50 : 50 

70 : 30 

90 : 10 

10 : 90 

30 : 70 

50 : 50 

70 : 30 

90 : 10 

 

 

Β.4.5. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΤΗΣ ΣΑΚΧΑΡΟΖΗΣ 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε θρεπτικό υπόστρωμα καλ-

λογένεσης ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iP και μια από τις ακόλουθες συγκεντρώσεις 

σακχαρόζης, προκειμένου να ελεγχθεί η επίδρασή τους στην επαγωγή σωματικών εμβρύων: 

• 5,0 g/L σακχαρόζης. 

• 20,0 g/L σακχαρόζης (πείραμα – μάρτυρας). 

• 40,0 g/L σακχαρόζης. 

• 80,0 g/L σακχαρόζης. 

• 160,0 g/L σακχαρόζης. 

Στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, τα έκφυτα παρέμεναν για 21 ημέρες. 
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Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, οπότε και γινόταν εβδομαδιαία καταγραφή του ποσοστού επαγωγής σωματι-

κών εμβρύων. 

 

 

Β.4.6. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ ΜΑΝΝΙΤΟΛΗΣ 

 

Στα πλαίσια της προσπάθειας διερεύνησης της εμπλοκής του ωσμωτικού δυναμικού στην 

επαγωγή και εκδήλωση της σωματικής εμβρυογένεσης προστέθηκε μαννιτόλη, στο θρεπτικό υ-

πόστρωμα καλλογένεσης και διαφοροποίησης OMc, αντί σακχαρόζης. 

Για τον σκοπό αυτό ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων καλλιεργήθηκαν, in vitro, σε θρε-

πτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ΟΜc, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP, 25,0 μΜ ΙΒΑ και αντί σακχαρόζης, 

μαννιτόλη σε μια από τις παρακάτω συγκεντρώσεις: 

• 0,05 Μ μαννιτόλη (20,0 g/L). 

• 0,23 Μ μαννιτόλη (80,0 g/L). 

• 0,46 Μ μαννιτόλη (160,0 g/L). 

Στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης τα έκφυτα παρέμεναν για 21 ημέρες. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, οπότε και γινόταν εβδομαδιαία καταγραφή του ποσοστού επαγωγής σωματι-

κών εμβρύων. 

 

 

Β.4.7. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ  

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

ΟΜc, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, όπου και παρέμεναν για 21 ημέρες. 

Στη συνέχεια οι μισοί κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, 

προκειμένου να διαφοροποιηθούν. Οι υπόλοιποι κάλλοι τεμαχίζονταν σε δύο ή περισσότερα 

κομμάτια, ανάλογα με το μέγεθός τους και εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, προ-

κειμένου να συνεχιστεί η καλλογένεση για 21, ακόμα, ημέρες. 

Η παραπάνω διαδικασία επαναλαμβανόταν, με απώτερο στόχο τη μελέτη του εμβρυογενε-

τικού δυναμικού τεσσάρων γενιών ανακαλλιεργηθέντων κάλλων. 

 

 

 



Υλικά & Μέθοδοι 
 

 - 126 -  

Β.4.8. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΘΡΕΠΤΙΚΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ “KM”  

 

Παρασκευάστηκε και χρησιμοποιήθηκε ένα “ιδανικό” θρεπτικό μέσο το οποίο ονομάστηκε 

“KM” προς τιμήν του εκλιπόντα καθηγητή Κωνσταντίνου Μητράκου. Το “KM” θρεπτικό υπό-

στρωμα περιείχε τη βασική σύσταση του θρεπτικού μέσου ΟΜc, τους φυτοαυξητικούς παράγο-

ντες 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP και τις εξής τροποποιήσεις: 

α)  Μοναδική πηγή ανόργανου αζώτου 20,0 mM ΝΗ4Cl. 

 Η συγκεκριμένη συγκέντρωση ΝΗ4Cl προτιμήθηκε από τις υψηλότερες, αν και είχε μι-

κρότερη επαγωγική δράση, καθώς οι υψηλότερες συγκεντρώσεις είχαν έντονα ανα-

σταλτικά αποτελέσματα στην επαγωγή κάλλων. 

β)  160,0 g/L σακχαρόζη.  

Πιο συγκεκριμένα, ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, in vitro, στο “KM” 

θρεπτικό υπόστρωμα και παρέμεναν για 21 ημέρες. 

Μετά την ολοκλήρωση της καλλογένεσης, οι κάλλοι μεταφέρονταν για δύο μήνες στο θρε-

πτικό μέσο διαφοροποίησης που είχε την ίδια σύσταση με το αρχικό χωρίς φυτοαυξητικούς πα-

ράγοντες. Η διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων καταγραφόταν σε εβδομαδιαία βάση.  

 

 

Β.5. ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ ΣΤΟ ΧΩΜΑ 

 

Σωματικά έμβρυα που διαφοροποιήθηκαν σε “KM” θρεπτικό υπόστρωμα, απομακρύνο-

νταν σε ασηπτικές συνθήκες από τους κάλλους τους και μεταφέρονταν σε τρυβλία Petri, διαμέ-

τρου 15 εκατοστών, που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωμα ½MS χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες. Στο 

συγκεκριμένο θρεπτικό υπόστρωμα παρέμεναν για χρονικό διάστημα 20-30 ημερών στο θάλαμο 

ελεγχόμενων συνθηκών. 

Στη συνέχεια, τα νεαρά φυτάρια μεταφέρονταν σε μικρά γλαστράκια τα οποία περιείχαν 

αποστειρωμένο μίγμα περλίτη-χώματος σε αναλογία 1:2. Τα γλαστράκια καλύπτονταν με διαφα-

νή μεμβράνη, προκειμένου να προστατευτούν από την αφυδάτωση και να επιτευχθεί σταδιακή 

σκλήρυνση και εγκλιματισμός των νεαρών φυταρίων. Τα νεαρά φυτάρια μεταφέρονταν εκτός του 

θαλάμου ελεγχόμενων συνθηκών και παρέμεναν σε φυσικές συνθήκες θερμοκρασίας και φωτι-

σμού. 

Ακολουθούσαν σταδιακές μεταφυτεύσεις, ανά 21 ημέρες, χωρίς τη χρήση διαφανούς μεμ-

βράνης. Ο αριθμός των διαδοχικών μεταφυτεύσεων ήταν ανάλογος της ανάπτυξης του κάθε φυ-

ταρίου. 
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Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ ΤΗΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

 

Γ.1. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ 

 

Για την υλοποίηση των πειραμάτων της μοριακής ανάλυσης, χρησιμοποιήθηκαν κάλλοι από 

ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς ποικιλίας Κορωνέι-

κης. 

Αρχικά εξάγονταν μηχανικά τα σπέρματα από τις ώριμες δρύπες. Τα σπέρματα απολυμαί-

νονταν, διαβρέχονταν και απομονώνονταν τα ζυγωτικά τους έμβρυα. Τα ζυγωτικά έμβρυα εμβο-

λιάζονταν σε ΟΜc  που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Όλες οι παραπάνω διαδικασίες περι-

γράφονται αναλυτικά στο προηγούμενο κεφάλαιο. 

Στο πλαίσιο των πειραμάτων απομόνωσης γονιδιωματικού DNA ομογενοποιήθηκαν κάλλοι 

από ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. Οι κάλλοι ήταν ηλι-

κίας 21 ημερών, δηλαδή οι κάλλοι παρέμεναν τρεις εβδομάδες στο αρχικό θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης (ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP). 

Στο πλαίσιο των πειραμάτων μελέτης της έκφρασης του γονιδίου Dc8 ομογενοποιήθηκαν 

κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, οκτώ διαφορετικών ηλικιών, προκειμένου να μελε-

τηθεί η έκφρασή του κατά τη διάρκεια εκδήλωσης του εμβρυογενετικού δυναμικού των συγκε-

κριμένων κάλλων. 

Πιο συγκεκριμένα απομονώθηκε ολικό RNA: 

1. Από τρία είδη κάλλων οι οποίοι είχαν παραμείνει σε θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, 

δηλαδή σε ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, για 7, 14 και 21 ημέρες α-

ντίστοιχα. 

2. Από πέντε είδη κάλλων οι οποίοι παρέμεναν στο αρχικό θρεπτικό μέσο καλλογένεσης 

21 ημέρες και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο επαγωγής σωματικών 

εμβρύων, δηλαδή σε ΟMc που δεν περιείχε παράγοντες αύξησης, για 3, 6, 10, 15 και 

21 ημέρες αντίστοιχα. 
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Γ.2. ΥΛΙΚΑ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

Γ.2.1. ΧΗΜΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ 

• Φαινόλη pH 7,0 (κορεσμένη με Τ.Ε.). 

• 3,0 M CH3COONa pH 4,8. 

• 0,5 M EDTA (Αιθυλοδιαμινοτετραοξικό οξύ) pH 8,0. 

• 1,0 N HCI. 

• 1,0 M  MgCI2. 

• 5,0 M NaCI. 

• 10,0 N NaOH. 

• 20,0% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). 

• 2,0 M σπερμιδίνη. 

• 1,0 M Tris-HCI pH 7,4 

• 1,0 M Tris-HCI pH 8,0. 

 

Γ.2.2. .ΕΝΖΥΜΑ & ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΕΝΖΥΜΩΝ ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΥ 

 

• 10x ΕcoRI  (1,0 ml): 

➢ 100,0 mM NaCI. 

➢ /100,0 mM Tris-HCI pH 7,5. 

➢ 10,0 mM MgCl2. 

➢ 5,0 mM β-μερκαπτοαιθανόλη. 

• 10x HindIII  (1,0 ml): 

➢ 50,0 mM NaCI. 

➢ 10,0 mM Tris-HCI pH 7,5. 

➢ 10,0 mM MgCl2. 

➢ 5,0 mM β-μερκαπτοαιθανόλη. 

• 10x SaI I  (1,0 ml): 

➢ 150,0 mM NaCI.  

➢ 10,0 mM Tris-HCI pH 7,9. 

➢ 10,0 mM MgCl2. 

➢ 5,0 mM β-μερκαπτοαιθανόλη. 

• RNάση I: 

➢ 1,0 mg/ml σε: 10,0 mM Tris-HCI pH 7,5 και 15,0 mM NaCl. 
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Γ.2.3. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ & ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA & RNA 

 

• 2x CTAB: 

➢ 2,0% (w/v) CTAB. 

➢ 100,0 mM Tris pH 8,5. 

➢ 20,0 mM EDTA pH 8,0. 

➢ 1,4  M NaCl. 

➢ 1,0%(w/v) DTT. 

➢ 1%(w/v) PVP (πολυβινυλ-πυρρολιδόνη) Μ.Β. 40.000. 

• 5,0% (w/v) CTAB /  0,35 Μ ΝαCl. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα επαναδιάλυσης DNA: 

➢ 10,0 mM Τris-Cl pH 7,5. 

➢ 1,0 mM EDTA pH 8,0. 

➢ 1,0 M NaCl. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα κατακρήμνισης DNA 

➢ 1,0% (w/v) CTAB (Cetyl-trimethyl/-ammonium bromide). 

➢ 50,0 mM Tris-Cl  pH 8,0. 

➢ 10,0 mM EDTA pH 8,0. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης RNA: 

➢ 100,0 mM Tris-HCI pH 9,0. 

➢ 0,5% (w/v) SDS 

• T.E.  ρυθμιστικό διάλυμα pH 7,5: 

➢ 10,0 mM Tris-HCI pH 7,4. 

➢ 1,0 mM EDTA pH 8,0. 

• SEVAG: 

➢ 24,0 ml χλωροφόρμιο. 

➢ 1,0 ml ισοαμυλική αλκοόλη. 

 

 

Γ.2.4. ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ & ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ DNA & RNA ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗΣ 

 

• 5,0 mg/ml EtBr (βρωμιούχο αιθίδιο) σε απιονισμένο νερό. Αποθηκευόταν σε σκοτεινή 

φιάλη. 

• 10 x ρυθμιστικό διάλυμα RNA ηλεκτροφόρησης (αποστειρωμένο): 

➢ 0,2 M MOPS pH 7,0. 
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➢ 50,0 mM CH3COONa. 

➢ 1,0 mM EDTA pH 8,0.  

Στην ηλεκτροφόρηση του RNA χρησιμοποιήθηκε 1x ρυθμιστικό διάλυμα RNA ηλεκτροφό-

ρησης στο οποίο είχαν προστεθεί 1,2 Μ φορμαλδεΰδης. 

• 10x  RΝΑ-φορμαλδεΰδης loading buffer: 

➢ 50,0% γλυκερόλη. 

➢ 1,0 mM EDTA pH 8,0. 

➢ 0,4% BPBxC.  

• 50x TAE ρυθμιστικό διάλυμα: 

➢ 0,05 M EDTA pH 8,0 (100,0 ml / l0,5 M ΕDΤΑ pH 8,0). 

➢ 1,0 M οξικό οξύ (57,1 ml/L CH3COOH). 

➢ 2,0 M Trizma base [24,2 γραμμάρια (w/v) Tris-base]. 

• X-GAL: 

➢ 20,0 mg/ml 1ml DMFO (διμέθυλο-φορμαμίδη). Αποθηκευόταν σε 

σκοτεινό φιαλίδιο στους -20,0C. 

• 10x χρωστική για DNA πήκτωμα αγαρόζης: 

➢ 2,5% μπλε της βρωμοφαινόλης. 

➢ 2,5%  κυανό του ξυλένιου. 

➢ 40,0% σακχαρόζη. 

• RNA χρωστική: 

➢ 50,0% γλυκερόλη. 

➢ 1,0 mM EDTA pH 8,0. 

➢ 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης. 

➢ 0,25% κυανό του ξυλένιου. 

 
 
 
 
 

Γ.2.5. ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΥ 

 

• 10,0% BSA. 

• Ξέπλυμα I: 

➢ 5,0% SDS. 

➢ 40,0 mM Na[P].  

➢ 1,0 mM EDTA. 
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• Ξέπλυμα II: 

➢ 2,0% SDS. 

➢ 40,0 mM Na[P]. 

➢ 1,0 mM EDTA. 

• 10x  Nick translation (1,0 ml) ρυθμιστικό διάλυμα: 

➢ 500,0 mM Tris-CI pH 7,5. 

➢ 50,0 mM MgCl2. 

• dNTP’s για nick translation: 

➢ 2,5 mΜ dATP. 

➢ 2,5 mM dGTP. 

➢ 2,5 mM TTP 

Διαλύονταν σε 10,0-100,0 mM μη τιτλοδοτημένου διαλύματος Tris και φυλάσσονταν στους 

-20,0 C. 

• 20x SSC διάλυμα: 

➢ 0,3 Μ  κιτρικό νάτριο pH 7,0. 

➢ 3,0 M NaCI. 

• 1,0 M NaP:  

➢ 0,5 M Na2HPO4. 

➢ 50,0 mM H3PO4. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξης: 

➢ 0,5 Μ ΝαΟΗ. 

➢ 1,5 Μ ΝαCI. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα ουδετεροποίησης: 

➢ 1,0 Μ Tris-HCI. 

➢ 1,5 M NaCl pH 7,5. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα υβριδισμού: 

➢ 7,0% SDS. 

➢ 0,5 M Na[P]. 

➢ 1,0 mM  EDTA. 

➢ 1% w/v BSA. 

• G 50  σε T.E.  pH 7,4. 
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Γ.2.6.  ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 

 

• SM: 

➢ 100,0 mM NaCI. 

➢ 10,0 mM MgSO4. 

➢ 50,0 mM Tris-HCI pH 7,5. 

• LB: 

➢ 1,0% Bacto-tryptone. 

➢ 0,5% Yeast extracts. 

➢ 1,0% NaCI. 

• LMP: 

➢ 1,0% χαμηλού σημείου τήξης αγαρόζη. 

➢ 2x TAE. 

➢ 0,25 μg/ml EtBr. 

• Αμπικιλίνη: 

➢ 100,0 mg/ml νερού. Αποθηκευόταν στους -20C. 

 

Όλα τα παραπάνω αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση των 

πειραμάτων μοριακής ανάλυσης ήταν των εταιρειών MERCK και SERVA. 
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Γ.3. ΜΕΘΟΔΟΙ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ 

 

Γ.3.1. ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΔΕΣΟΞΥΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΪΚΟΥ ΟΞΕΟΣ (DNA) 

 

Γ.3.1.1. Απομόνωση γονιδιωματικού DNA (Mέθοδος CTAB) 

 

1. Αρχικά ομογενοποιούσαμε 1,0 γραμμάριο φυτικού υλικού, με υγρό άζωτο, σε γουδί λειο-

τρίβησης. Προκειμένου να αποφευχθεί το “στέγνωμα” του ιστού, η προσθήκη υγρού αζώ-

του ήταν συνεχής, μέχρι την πλήρη ομογενοποίηση του δείγματος. 

2. Ο ομογενοποιημένος ιστός διαμοιραζόταν σε τέσσερα φιαλίδια eppendorf, που περιείχαν 

500,0 μl διαλύματος 2x CTAB  προθερμασμένα στους 60,0 C. 

3. Τα φιαλίδια eppendorf επωάζονταν στους 60,0 C για 15 λεπτά. Κατά τη διάρκεια της επώ-

ασης τα δείγματα υπόκειντο σε δυνατή ανάμειξη, ανά τακτά χρονικά διαστήματα, οπότε το 

εκχύλισμα μετατρεπόταν σε μια παχύρρευστη μάζα, εξαιτίας της λύσης των κυττάρων και 

της απελευθέρωσης των ενδοκυτταρικών συστατικών. Ο συγκεκριμένος χειρισμός αποσκο-

πούσε στη δημιουργία συμπλόκων CTAB-νουκλεϊκών οξέων. 

4. Τα φιαλίδια eppendorf παρέμεναν σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά, προκειμένου να 

ψυχθούν. Στη συνέχεια σε κάθε φιαλίδιο eppendorf προσθέταμε ίσο όγκο SEVAG, αναμει-

γνύαμε πολύ δυνατά και φυγοκεντρούσαμε στις 3.000 στροφές για 10 λεπτά, οπότε και κα-

θίζαναν τα κυτταρικά υπολείμματα. 

5. Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο φιαλίδιο eppendorf  και αναμειγνυόταν με 1/5 

του όγκου του με διάλυμα CTAB 5,0% προθερμασμένο στους 60,0 C και 1,2 του όγκου του 

SEVAG. To δείγμα αναδευόταν δυνατά και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 3.000 στροφές 

για 10 λεπτά. 

6. Ογκομετρούσαμε την υδάτινη φάση (υπερκείμενο) και τη μεταφέραμε σε νέο φιαλίδιο ep-

pendorf στο οποίο προσθέταμε 1,3 του όγκου του ρυθμιστικό διάλυμα κατακρήμνισης 

(CTAB 1,0% w/v) και ανακινούσαμε πολύ δυνατά. Τα δείγματα επωάζονταν σε θερμοκρα-

σία δωματίου για 20 λεπτά, οπότε και κατακρημνίζονταν τα νουκλεϊκά οξέα. 

7. Φυγοκεντρούσαμε τα δείγματα στις 6.000 στροφές για 5 λεπτά. 

8. Η υγρή φάση απορριπτόταν, ακολουθούσε δεύτερη φυγοκέντρηση στις 14.000 στροφές για 

1 λεπτό και απομακρύνονταν, προσεκτικά, τα υπολείμματα της υγρής φάσης. 

9. Το ίζημα διαλυόταν σε ρυθμιστικό διάλυμα επαναδιάλυσης (0,5 mg ανά γραμμάριο φυτι-

κού ιστού) το οποίο είχε προθερμανθεί στους 60,0 C. 

10. Τα νουκλεϊκά οξέα κατακρημνίζονταν με την προσθήκη δύο όγκων παγωμένης αιθανόλης, 

αναμειγνύονταν πολύ δυνατά και παρέμεναν σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. 
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11. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000 στροφές για 5 λεπτά. 

12. Απομακρύναμε την υγρή φάση, ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000 στροφές για 1 

λεπτό, προσεκτική απομάκρυνση της υπόλοιπης αιθανόλης και παραμονή του ιζήματος σε 

θερμοκρασία δωματίου, μέχρι την πλήρη εξάτμιση των υπολειμμάτων αιθανόλης. 

13. Το ίζημα επαναδιαλυόταν σε Τ.Ε. (200,0 μl/2,0 γραμμάρια ιστού) και ακολουθούσε, όπως 

περιγράφουμε παρακάτω, ο καθαρισμός των νουκλεϊκών οξέων. 

14. Το επαναδιαλυμένο ίζημα διαμοιραζόταν σε eppendorf, οπότε το καθένα περιείχε 500,0 μl. 

Σε κάθε eppendorf προσθέταμε ίσο όγκο φαινόλη, αναμειγνύαμε δυνατά, προκειμένου να 

αναμειχθούν πλήρως οι δύο φάσεις και φυγοκεντρούσαμε στις 11.000 στροφές για 5 λε-

πτά. 

15. Τα υπερκείμενα μεταφέρονταν σε νέα eppendorf και προσθέταμε μισό όγκο φαινόλης και 

μισό όγκο χλωροφορμίου. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές για 4 λεπτά. 

16. Τα υπερκείμενα μεταφέρονταν σε νέα eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο χλωροφορμίου, 

αναμειγνύαμε δυνατά και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 14.000 στροφές για 3 λεπτά. 

17. Τα υπερκείμενα μεταφέρονταν σε νέα eppendorf και προσθέταμε 1/10 του όγκου 3,0 Μ 

CH3COONa pH 4,8 και δύο όγκους παγωμένης αιθανόλης. 

18. Τα νουκλεϊκά οξέα κατακρημνίζονταν και γίνονταν ορατά με τη μορφή αρχικά φυσαλίδων 

και μετά από δυνατή και συνεχή ανάμειξη με τη μορφή λεπτών νηματίων μέσα στο διάλυ-

μα της παγωμένης αιθανόλης. 

19. Τα νουκλεϊκά οξέα συλλέγονταν και επαναδιαλύονταν σε 200,0 μl Τ.Ε. και 1,0 μl RΝάση, 

προκειμένου να καταστραφεί το RNA των δειγμάτων. 

20. Τα δείγματα φυλάσσονταν στους 4,0 C. 

 

 

Γ.3.1.2. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA 

 

2.1. Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων E. coli με πλασμιδιακό DNA 

 

1. Σε φιαλίδια eppendorf, που ήταν τοποθετημένα στον πάγο, προσθέταμε 100,0 λ δεκτικών 

κυττάρων και 50,0 ng πλασμιδιακού DNA. 

2. Τα φιαλίδια eppendorf αναμειγνύονταν και παρέμεναν στον πάγο για 30 λεπτά. 

3. Ακολουθούσε θερμική καταπόνηση των δειγμάτων στους 42 C για 2-3 λεπτά. 

4. Σε κάθε φιαλίδιο eppendorf προσθέταμε 1,0 ml LB και όλα μεταφέρονταν άμεσα στους 

37,0 C για 1 ώρα, προκειμένου να ξαναδημιουργηθούν τα κυτταρικά τοιχώματα που είχαν 

καταστραφεί με την επώαση των δειγμάτων στους 42,0 C. 
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5. Τα κύτταρα συμπυκνώνονταν με φυγοκέντρηση των φιαλιδίων eppendorf στις 11.000 

στροφές για 2 λεπτά. 

6. 20,0 μl συμπυκνωμένων κυττάρων στρώνονταν σε πλαστικά τρυβλία Petri που περιείχαν 

θρεπτικό μέσο LB και αμπικιλίνη. Η αμπικιλίνη είναι κατάλληλο αντιβιοτικό για την επιλογή 

των μετασχηματισμένων δεκτικών κυττάρων, δεδομένου ότι το πλασμίδιο που μεταφερό-

ταν έφερε γονίδιο που  προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη, οπότε αναπτύσσονταν 

μόνο τα βακτήρια που ενσωμάτωναν το πλασμίδιο, ενώ τα υπόλοιπα νεκρώνονταν από το 

αντιβιοτικό. 

7. Τα τρυβλία Petri επωάζονταν στους 37,0 C για 12 ώρες. 

 
 

 
2.2. Προετοιμασία βακτηρίων  
 

1.  Κωνικές φιάλες με 10,0 ml LB και 10,0 λ αμπικιλλίνης μολύνονταν με μια μονή και διακριτή 

βακτηριακή αποικία που έφερε ανασυνδυασμένα πλασμίδια και είχε απομονωθεί από τα 

τρυβλία Petri του προηγούμενου πειραματικού χειρισμού. 

2.  Οι κωνικές φιάλες επωάζονταν στους 37,0 C σε περιστρεφόμενο θάλαμο επώασης για 12 

ώρες. 

 

 

2.3. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με αλκαλική λύση 

 

1. 1,5 ml κυττάρων από τις παραπάνω καλλιέργειες τοποθετούνταν σε φιαλίδιο eppendorf  το 

οποίο και φυγοκεντρούσαμε στις 11.000 στροφές για 30 δευτερόλεπτα. 

2. Το υπερκείμενο απορριπτόταν και τα συμπυκνωμένα κύτταρα επαναδιαλύονταν με την 

προσθήκη των τριών ακόλουθων διαλυμάτων: 

• 100,0 μl διαλύματος Α (περιείχε ωσμωρυθμιστικές ουσίες και EDTA το οποίο δεσμεύ-

ει το Mg2+ που ενεργοποιεί τις DΝάσες) : 

Διάλυμα Α: 

➢ 50,0 mΜ γλυκόζη. 

➢ 10,0 mΜ EDTA pH 8,0. 

➢ 25,0 mM Tris-HCI. 

➢ 4,0 mg/ml λυσοζύμη την οποία προσθέταμε λίγο πριν 

         αναμειχθεί το διάλυμα Α με τα συμπυκνωμένα κύτταρα. 

• 200,0 μl ευδιάλυτου διαλύματος λύσης (αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες): 

Διάλυμα λύσης: 
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➢ 0,2 Ν ΝαΟΗ. 

➢ 1,0% SDS. 

• 150,0 μl δυσδιάλυτου διαλύματος 3,0 Μ CH3COOH και 5,0 Μ CH3COOK για την κατα-

κρήμνιση των αποδιαταγμένων πρωτεϊνών. 

3. Το δείγμα επωαζόταν στον πάγο για 15 λεπτά. 

4. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές στους 4,0 C για 15 λεπτά. 

5. Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο φαινόλης, 

αναμειγνύαμε δυνατά και φυγοκεντρούσαμε στις 11.000 στροφές για 5 λεπτά. 

6. Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε νέο eppendorf, προσθέταμε μισό όγκο φαινόλης, μισό 

όγκο χλωροφορμίου και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές για 4 λεπτά 

7. Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε νέο eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο χλωροφορμίου, α-

ναμειγνύαμε δυνατά και φυγοκεντρούσαμε στις 14.000 στροφές για 3 λεπτά. 

8. Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε νέο eppendorf  και τα νουκλεϊκά οξέα κατακρημνίζονταν 

με διπλάσιο όγκο παγωμένης αιθανόλης. 

9. Το δείγμα ανακινείτο και επωαζόταν σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά. 

10. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση του δείγματος στις 11.000 στροφές για 5 λεπτά. Η αιθανόλη 

απομακρυνόταν προσεκτικά και το ίζημα παρέμενε σε θερμοκρασία δωματίου, προκειμέ-

νου να εξατμιστούν τα υπολείμματα αιθανόλης. 

11. Το ίζημα διαλυόταν σε 50,0 μl Τ.Ε. και 1,0 λ RNάσης. 

12. Το απομονωμένο πλασμιδιακό DNA φυλασσόταν στους 4,0 C. 

 

 

Γ.3.1.3. Πέψεις DNA με ενδονουκλεάσες περιορισμού 

 
Σε φιαλίδιο eppendorf, που βρισκόταν συνέχεια στον πάγο, προσθέταμε τα ακόλουθα α-

ντιδραστήρια: 

i)  Ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης, ιοντικής ισχύος και pH ανάλογα με την περιοριστική 

ενδονουκλεάση που χρησιμοποιούσαμε στην κάθε αντίδραση. 

ii)  3,0-4,0 μg γονιδιωματικού ή πλασμιδιακού DNA. 

iii)  1-4 μονάδες περιοριστικής ενδονουκλεάσης (ο τελικός όγκος περιείχε 40 μονάδες). 

Απεσταγμένο νερό μέχρι τελικού όγκου 50,0 μl. 

Τα φιαλίδια eppendorf επωάζονταν στους 37,0 C για 6 ώρες και τα δείγματα αναλύονταν 

σε πήκτωμα αγαρόζης 0,8%. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν καταγρά-

φονται στον πίνακα 10. 
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Πίνακας 10:  Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες, που χρησιμοποιήθηκαν και οι αλληλουχίες 

που αναγνωρίζουν. Με τον αστερίσκο(*) υποδεικνύονται τα σημεία τομής.     

 

ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ  

ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ 
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ ΠΟΥ ΑΝΑΓΝΩΡΙΖΕΤΑΙ ΑΠΟ 

ΤΗΝ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΗ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΗ 

BamHI 5΄…G*GATCC…3΄ 

3΄…CCTAG*G…5΄ 

EcoRI 5΄…G*AATTC…3΄ 

3΄…CΤTAΑ*G…5΄ 

HindIII 5΄…A*AGCTT…3΄ 

3΄…TTCGA*A…5΄ 

PstI 5΄…CTGCA*G…3΄ 

3΄…G*ACGTC…5΄ 

Sau3AI 5΄…*GATC…3΄ 

                     3΄…  CTAG*…5΄ 

XhoI 5΄…C*TCGAG…3΄ 

3΄…GAGCT*C…5΄ 

 

 

 

Γ.3.1.4 Ανάλυση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης 

 

Η ανάλυση κλασμάτων DΝΑ πραγματοποιήθηκε με την ηλεκτροφόρησή τους σε πήκτωμα 

αγαρόζης. Ο διαχωρισμός γραμμικών μορίων DNA ήταν ανάλογος του μεγέθους τους και γίνο-

νταν ορατά με τη βοήθεια της χρωστικής βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr) η οποία παρεμβάλλεται μετα-

ξύ των αζωτούχων βάσεων του DNA και φθορίζει κάτω από υπεριώδες φως. Τα βήματα που ακο-

λουθήσαμε είναι τα εξής: 

1. 0,7-0,8% σκόνης αγαρόζης τοποθετούνταν σε κωνική φιάλη που περιείχε 1/10 του 

τελικού όγκου ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ και αναμειγνύονταν, πλήρως, σε φούρνο μι-

κροκυμάτων. 

2. Προσθέταμε 0,5 μg/ml EtBr. 

3. Τo διάλυμα αγαρόζης τοποθείτο σε κατάλληλο υποδοχέα πηκτώματος αγαρόζης που 

έφερε ειδική κτένα για τη δημιουργία οπών. 
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4. Μετά τη στερεοποίηση της αγαρόζης η κτένα απομακρυνόταν και τοποθετούσαμε 

τον υποδοχέα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. Η συσκευή ηλεκτροφόρησης περιείχε 

ρυθμιστικό διάλυμα 1x TAE και  0,5 μg/ml EtBr το οποίο κάλυπτε, πλήρως, το πήκτω-

μα αγαρόζης. 

5. Τα δείγματα, που επρόκειτο να αναλυθούν στο πήκτωμα αγαρόζης, διαλύονταν σε 

χρωστική φόρτωσης DNA τοποθετούνταν στις οπές του πηκτώματος και ηλεκτροφού-

νταν υπό σταθερή τάση. Παράλληλα σε μια οπή της πηκτής τοποθετούσαμε 1,0 λ 

διαλύματος που περιείχε μοριακά βάρη γνωστής συγκέντρωσης, προκειμένου να 

προσδιοριστεί το μέγεθος των άγνωστων δειγμάτων που ηλεκτροφορούσαμε. 

6. Τόσο κατά τη διάρκεια όσο και μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης για την παρακο-

λούθηση της ανάλυσης των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε λάμπα υπεριώδους φωτι-

σμού και για τη φωτογράφησή τους Mitsubishi Video Copy Processor P68B. 

 

 

Γ.3.1.5. Απομόνωση & καθαρισμός κλασμάτων DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

  

5.1. Απομόνωση ζωνών DNA από πήκτωμα αγαρόζης 

 

1. Κατάλληλη ποσότητα DNA, που περιείχε τα κλάσματα που θέλαμε να απομονώσουμε, ανα-

λυόταν ηλεκτροφορητικά σε πήκτωμα αγαρόζης με χαμηλή τάση, μέχρι που οι ζώνες του 

χρωμοσωμικού και του πλασμιδιακού DNA διαχωρίζονταν με ευκρίνεια. Στη συνέχεια χα-

ράζαμε μπροστά από τις ζώνες που θέλαμε να απομονώσουμε οπές με τη βοήθεια κοπι-

διού. 

2. Οι χαραγμένες περιοχές του πηκτώματος αγαρόζης, στα όρια των προς απομόνωση ζωνών, 

απομακρύνονταν και τα κενά που προέκυπταν συμπληρώνονταν με διάλυμα LMP αγαρό-

ζης, δηλαδή αγαρόζης χαμηλού σημείου πήξης. 

3. Μετά τη στερεοποίηση της αγαρόζης η ηλεκτροφόρηση εξακολουθούσε, αλλά σε ηλεκτρικό 

πεδίο μεγαλύτερης ισχύος με στόχο την είσοδο των επιθυμητών ζωνών στην LMP αγαρόζη. 

Οι ζώνες αφαιρούνταν με τη βοήθεια κοπιδιού, τοποθετούνταν σε φιαλίδια eppendorf  και 

φυλάσσονταν στους -20,0 C, καθώς η χαμηλή θερμοκρασία βοηθά την αποδιάταξη της 

αγαρόζης και την απελευθέρωση των παγιδευμένων ζωνών του πλασμιδιακού DNA. 
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5.2. Μέθοδος Freeze squeeze 

 

1. Τοποθετούσαμε το απομονωμένο κομμάτι της πηκτής αγαρόζης σε φιαλίδιο eppendorf χω-

ρητικότητας 0,5 ml, που έφερε άνοιγμα στον πυθμένα του καλυμμένο με υαλοβάμβακα. 

2. Το φιαλίδιο eppendorf παρέμενε σε υγρό άζωτο για 20 δευτερόλεπτα. 

3. Τοποθετούσαμε το μικρό φιαλίδιο eppendorf μέσα σε μεγαλύτερο φιαλίδιο eppendorf  

χωρητικότητας 1,5 ml και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές για 5 λεπτά. 

4. Το διήθημα, που συλλεγόταν στο μεγάλο φιαλίδιο eppendorf, μεταφερόταν σε καινούργιο 

eppendorf. 

5. Στο μικρό φιαλίδιο eppendorf  προσθέταμε 100,0 μl Τ.Ε. και επαναλαμβάναμε τα βήματα 3-

4 φροντίζοντας ο τελικός όγκος του συλλεγόμενου υγρού να μην ξεπερνάει τα 500,0 μl. 

6. Το υγρό, που συλλεγόταν, καθαριζόταν διαδοχικά με: 

α.   Φαινόλη. 

β.   Φαινόλη-χλωροφόρμιο. 

γ.   Χλωροφόρμιο. 

7. Το DNA κατακρημνιζόταν με προσθήκη δύο όγκων παγωμένης αιθανόλης και 1/10 του ό-

γκου 3,0 Μ CH3COONa. 

8. Το δείγμα παρέμενε στους -20,0 C για 12 ώρες. 

9. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές στους 4,0 C για 20 λεπτά. 

10. Μετά την πλήρη εξάτμιση της αιθανόλης το ίζημα επαναδιαλυόταν σε 20,0 λ Τ.Ε. και η συ-

γκέντρωσή του προσδιοριζόταν με ανάλυση σε πήκτωμα αγαρόζης. 

 

 

5.3. Μέθοδος φαινόλης 

 

1.  Τοποθετούσαμε το απομονωμένο κομμάτι του πηκτώματος αγαρόζης σε φιαλίδιο eppen-

dorf και το επωάζαμε στους 64,0 C για 30 λεπτά. 

2.  Προσθέταμε ίσο όγκο φαινόλης, μέχρι την πλήρη ανάμειξη των δύο φάσεων και το δείγμα 

επωαζόταν για 30 λεπτά στον πάγο. 

3.  Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές στους 4,0 C για 30 λεπτά. 

4.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf με ίσο όγκο φαινόλης και επωαζό-

ταν για 30 λεπτά στον πάγο. 

5.  Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές στους 4,0 C για 30 λεπτά. 

6.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf και απομακρύνονταν τα υπολείμ-

ματα της LMP αγαρόζης με ίσο όγκο: 
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α.  Φαινόλη-χλωροφόρμιο. 

β.  Χλωροφόρμιο. 

7.  Το DNA της ζώνης κατακρημνίζονταν με δύο όγκους παγωμένης αιθανόλης και 1/10 του 

όγκου CH3COONa. 

8.  Το δείγμα επωαζόταν για 12 ώρες στους -20 C. 

9.  Το DNA συλλεγόταν με φυγοκέντρηση στις 14.000 στροφές για 30 λεπτά και μετά την πλή-

ρη εξάτμιση της αιθανόλης επαναδιαλυόταν σε 20,0 λ Τ.Ε. 

 

 

Γ.3.1.6. Μεταφορά DNA από πήκτωμα αγαρόζης σε πλαστική μεμβράνη (Μέθοδος Southern) 

 

1. Το πήκτωμα αγαρόζης το οποίο έφερε τα κλάσματα DNA φωτογραφιζόταν κάτω από λάμπα 

υπεριώδους φωτός. Στη συνέχεια εμβαπτιζόταν σε γυάλινο δοχείο που περιείχε διάλυμα 

0,25 Μ HCI και παρέμενε υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 12 λεπτά. 

Το διάλυμα HCI απομακρυνόταν, το πήκτωμα αγαρόζης ξεπλενόταν με απιονισμένο νερό 

και επαναλαμβανόταν η ίδια διαδικασία αποπουρινοποίησης. 

2. Το πήκτωμα αγαρόζης ξεπλενόταν με απιονισμένο νερό και παρέμενε σε ρυθμιστικό διά-

λυμα αποδιάταξης νουκλεϊκών οξέων υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 

30 λεπτά. Το διάλυμα αποδιάταξης απομακρυνόταν, το πήκτωμα αγαρόζης ξεπλενόταν με 

απιονισμένο νερό και επαναλαμβανόταν η ίδια διαδικασία. 

3. Το πήκτωμα αγαρόζης ξεπλενόταν με απιονισμένο νερό και στη συνέχεια προσθέταμε ρυθ-

μιστικό διάλυμα ουδετεροποίησης υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου για 30 

λεπτά. 

4. Σε γυάλινο δοχείο που περιείχε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς 20xSSC, κατασκευάζαμε 

γέφυρα με δύο λωρίδες διηθητικού χαρτιού Whatmann 3 ΜΜ ίδιου πλάτους με το πλάτος 

του πηκτώματος αγαρόζης, διαβρεγμένες με ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς και των ο-

ποίων οι άκρες βρίσκονταν βυθισμένες στο ρυθμιστικό διάλυμα του γυάλινου δοχείου. 

5. Τοποθετούσαμε το πήκτωμα αγαρόζης πάνω στη γέφυρα και το καλύπταμε με φύλλο μεμ-

βράνης νιτροκυτταρίνης ίδιων διαστάσεων και διαβρεγμένη με ρυθμιστικό διάλυμα μετα-

φοράς 2x SSC. Ο εγκλωβισμένος αέρας τόσο στην κάτω επιφάνεια του πηκτώματος αγαρό-

ζης όσο και ανάμεσα σε αυτό και στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης απομακρυνόταν επιστα-

μένως. Οι ακάλυπτες επιφάνειες του πηκτώματος αγαρόζης και του γυάλινου δοχείου τυλί-

γονταν με διαφανή μεμβράνη, προκειμένου να αποφευχθεί η απορρόφηση ρυθμιστικού 

διαλύματος μεταφοράς από τα απορροφητικά χαρτιά που τοποθετούνταν στη συνέχεια 

πάνω στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. 
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6. Καλύπταμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με τρία διηθητικά χαρτιά Whatmann 3 ΜΜ ίδιων 

διαστάσεων και διαβρεγμένα σε απιονισμένο νερό. 

7. Πάνω από τα διηθητικά χαρτιά Whatmann 3 ΜΜ τοποθετούσαμε απορροφητικά χαρτιά 

ύψους περίπου 5 εκατοστών και ένα βάρος, περίπου, ενός κιλού. 

8. Η παραπάνω διάταξη μεταφοράς DNA κατά SOUTHERN παρέμενε σε θερμοκρασία δωματί-

ου για 12-16 ώρες. 

9. Μετά την ολοκλήρωση της μεταφοράς του DNA, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης απομακρυνό-

ταν και σημαδευόταν, ώστε να είναι δυνατός ο προσδιορισμός των θέσεων των επιμέρους 

δειγμάτων στην επιφάνειά της. 

10. Τυλίγαμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με διαφανή μεμβράνη, την ακτινοβολούσαμε με 

UV για 20 δευτερόλεπτα και την τοποθετούσαμε στους 80,0 C για 2 ώρες, προκειμένου τα 

νουκλεϊκά οξέα να ακινητοποιηθούν πάνω της. 

11. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης φυλασσόταν στους 4,0 C. 

 

 

Γ.3.2. ΧΕΙΡΙΣΜΟΣ ΡΙΒΟΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ (RNA) 

 

Γ.3.2.1. Απομόνωση ολικού RNA 

 

Το RNA είναι πολύ ευάλωτο στις ριβονουκλεάσες οι οποίες βρίσκονται σχεδόν παντού. 

Προκειμένου να αποφευχθεί η καταστροφή του RNA από τις ριβονουκλεάσες τόσο τα διαλύματα 

όσο και τα εργαστηριακά σκεύη που χρησιμοποιούσαμε κατά την απομόνωσή του φροντίζαμε να 

έχουν πρόσφατα παρασκευαστεί και επιμελώς αποστειρωθεί. Η διαδικασία απομόνωσης που 

ακολουθήσαμε ήταν η εξής: 

1.  Αρχικά τοποθετούσαμε 0,5 γραμμάρια φυτικού ιστού σε φιαλίδιο eppendorf με 250,0 

μl ρυθμιστικού διαλύματος εκχύλισης RNA και τα ομογενοποιούσαμε με έμβολο και 

πολύ γρήγορες κινήσεις για 1 λεπτό. 

2.  Στη συνέχεια προσθέταμε 250,0 μl φαινόλης για να ολοκληρώσουμε την ομογενο-

ποίηση του ιστού. 

3.  Το εκχύλισμα αναδευόταν έντονα και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13.000 στρο-

φές για 5 λεπτά. 

4.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο φαινό-

λης και το φυγοκεντρούσαμε, όπως πριν. 

5.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο φαινό-

λης-χλωροφορμίου και φυγοκεντρούσαμε, όπως πριν. 
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6.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf, προσθέταμε ίσο όγκο χλω-

ροφορμίου και φυγοκεντρούσαμε, όπως πριν. 

7.  Το υπερκείμενο μεταφερόταν σε καινούργιο eppendorf και ακολουθούσε κατακρή-

μνιση των νουκλεϊκών οξέων με προσθήκη 2,5 όγκων παγωμένης αιθανόλης και 1/10 

του όγκου 3,0 Μ CH3COONa. 

8.  Το δείγμα παρέμενε για 12 ώρες στους -20,0 C και ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 

13.000 στροφές στους 4,0 C για 30 λεπτά. 

9.  Μετά την πλήρη εξάτμιση της αιθανόλης το ίζημα επαναδιαλυόταν σε 20,0 μl απε-

σταγμένο νερό. 

10.  Το απομονωμένο RNA φυλασσόταν στους -80,0 C. 

 

 

Γ.3.2.2. Προσδιορισμός της ποσότητας του RNA  

 

Ο προσδιορισμός της ποσότητας του απομονωθέντος RNA γινόταν με την μέτρηση της ο-

πτικής πυκνότητας των εκάστοτε δειγμάτων. Τα βήματα φωτομέτρησης των δειγμάτων RNA ήταν 

τα εξής: 

α)  Τα δείγματα RNA αραιώνονταν (1:10) με απεσταγμένο νερό και επωάζονταν στους 

65,0 C για 2 λεπτά. 

β)  Τα δείγματα αραιώνονταν περαιτέρω (1:200) με απεσταγμένο νερό και τα φωτομε-

τρούσαμε στα 260 nm (όπου απορροφά το RNA) και 280 nm (όπου απορροφούν οι 

πρωτεΐνες) με U -1100 φασματοφωτόμετρο της  Hitachi. Ο υπολογισμός των συγκε-

ντρώσεων των δειγμάτων γινόταν με τη χρήση του τύπου:  

1,0 O.D.260 =40,0 μg/ml 

γ)  Με βάση τις παραπάνω μετρήσεις υπολογιζόταν: 

i. Ο λόγος της απορρόφησης στα 260 nm και της απορρόφησης στα 280 nm, προ-

κειμένου να προσδιοριστεί η περιεκτικότητα των δειγμάτων σε πρωτεΐνες. Σε 

καθαρά δείγματα νουκλεϊκών οξέων, δηλαδή δείγματα απαλλαγμένα από πο-

λυσακχαρίτες, πρωτεΐνες και πολυφαινολικά παράγωγα ισχύουν οι τύποι: 

a. O.D.260/ O.D. 280 =2 

b. O.D.240/ O.D. 260 ~ 0,5 

 Οι λόγοι των δειγμάτων της παρούσας εργασίας κυμαίνονταν μεταξύ 1,7 και 

2,1. Οι συγκεκριμένες τιμές θεωρούνται αρκετά ικανοποιητικές και επομένως η 

καθαρότητα των δειγμάτων αποδεκτή. 
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ii. Η συγκέντρωση του RNA σε mg/ml υπολογίστηκε από τον τύπο των Beer-

Lambert:  

2 x (O.D.260 x d.f. x 40) 

O.D. 260: οπτική απορρόφηση στα 260nm 

d.f.: παράγοντας αραίωσης 

 Οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων της παρούσης εργασίας μεταξύ 8,0-11,0 

μg/ml. 

δ)  1,0 λ, 2,0 λ και 4,0 λ από τις τελικές αραιώσεις των δειγμάτων αναλύονταν σε πήκτω-

μα αγαρόζης με χρώση EtBr, προκειμένου να προσδιοριστεί και ηλεκτροφορητικά η 

ποσότητα και η ποιότητα του RNA. Οι αραιώσεις φυλάσσονταν στους -80,0 C. 

 

 

Γ.3.2.3. Ανάλυση RNA σε πήκτωμα αγαρόζης αποδιάταξης 

 

Η ηλεκτροφόρηση του RNA γινόταν σε σύστημα αποδιάταξης φορμαλδεΰδης-αγαρόζης: 

1. Αρχικά προετοιμάζαμε 100,0 ml διαλύματος πηκτώματος αγαρόζης: 

i)  Σε κωνική φιάλη αναμειγνύονταν: 

• 1,4 gr αγαρόζης.  

• 10,0 ml 10x ρυθμιστικού διαλύματος RNA ηλεκτροφόρη-

σης. 

• 75,0 ml απεσταγμένου νερού. 

ii) To διάλυμα αγαρόζης διαλυόταν, επιμελώς, σε φούρνο μικροκυμάτων και παρέμε-

νε σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι η θερμοκρασία του να φτάσει περίπου 

τους 50,0 C. 

iii)  Στο διάλυμα αγαρόζης προσθέταμε 18,0 ml φορμαλδεΰδης (37,0%) αναμιγνύ-

αμε δυνατά και το τοποθετούσαμε σε συσκευή ηλεκτροφόρησης η οποία πε-

ριείχε 1x ρυθμιστικό διάλυμα RNA ηλεκτροφόρησης. 

2.  Τα δείγματα, πριν τοποθετηθούν στο πήκτωμα αγαρόζης, προετοιμάζονταν ως εξής: 

• 5,0 λ RNA. 

• 2,0 λ 10x ρυθμιστικού διαλύματος RNA ηλεκτροφόρησης. 

• 3,5 λ φορμαλδεΰδης (37,0%). 

• 10,0 λ φορμαμιδίου. 

• 2,0 λ διαλύματος χρωστικής για RNA. 

3.  Ακολουθούσε ανάμειξη και επώαση των δειγμάτων στους 65,0 C για 15 λεπτά. 
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4.  Ηλεκτροφορούσαμε τα δείγματα στα 130 V, ενώ κάθε 30 λεπτά το ρυθμιστικό διάλυ-

μα RNA ηλεκτροφόρησης της συσκευής αναδευόταν. 

 

 

Γ.3.2.4. Μεταφορά RNA από πήκτωμα αγαρόζης σε πλαστική μεμβράνη  

  ( Μέθοδος Northern) 

 

Η μεταφορά RNA από το πήκτωμα αγαρόζης στο φίλτρο πλαστικής μεμβράνης περιελάμ-

βανε τα ίδια στάδια με εκείνα της μεταφοράς DNA. Η μόνη εξαίρεση είναι ότι τα στάδια της απο-

πουρινοποίησης, της αποδιάταξης και της ουδετεροποίησης δεν ελάμβαναν χώρα, καθώς το RNA 

ήταν ήδη αποδιαταγμένο στο πήκτωμα αγαρόζης-αποδιάταξης. 

 

 

Γ.3.3. ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΣ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ (DΝΑ & RΝΑ) 

 

Γ.3.3.1. Σήμανση DNA με [α- 32P]-dCTP 

 

1.1. Mέθοδος Nick Translation 

 

1. Παρασκευαζόταν διάλυμα αραιωμένης DNάσης I η οποία είναι ένα ένζυμο που προκαλεί 

τομές σε δίκλωνο μόριο DNA. Η προετοιμασία της περιελάμβανε τα εξής στάδια: 

α. 1,0 mg/ml DΝάσης I αραιωνόταν 1: 5000 με διάλυμα SM. 

β.  Δυνατή ανακίνηση. 

γ.  Τοποθέτηση του δείγματος στον  πάγο.  

2. Σε φιαλίδιο eppendorf προσθέταμε τα ακόλουθα αντιδραστήρια με τη σειρά που καταγρά-

φονται, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 20,0 λ: 

• 7,0 μl απεσταγμένου νερού. 

• 2,0 μl 10x ρυθμιστικού διαλύματος για nick translation. 

• 4,0 μl DNA ανιχνευτή (Dc8) με μέγιστη συγκέντρωση 100,0 ng. 

• 1,0 μl dNTP’s για nick translation (διάλυμα νουκλεοτιδίων dATP, dTTP, dGTP). 

• 1,0 μl DNA πολυμεράσης Ι (5 μονάδες ανά μl). 

• 1,0 μl αραιωμένης DNάσης I. 

• 4,0 μl [α - 32P] – dCTP (ειδικής δραστικότητας 3.200 Ci/mmol). 

3.  Το φιαλίδιο αναδευόταν και επωαζόταν για 1 ώρα στους 15,0 C. 
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4.  Η αντίδραση τερματιζόταν με προσθήκη 5,0 μl 0,5 Μ EDTA pH 8,0 και παραμονή του δείγ-

ματος στον πάγο. 

 

 

1.2. Καθαρισμός του προϊόντος αντίδρασης με τη μέθοδο της στήλης 

 

1. Προετοιμασία στήλης Sephadex G-50 (Pharmacia): 

α)  Σε φιαλίδιο eppendorf χωρητικότητας 0,5 ml, που έφερε άνοιγμα στον πυθμένα καλυμ-

μένο με υαλοβάμβακα, προσθέταμε 500,0 μl αιωρήματος Sephadex G-50 με πιπέτα 

Pasteur και συνεχείς κυκλικές κινήσεις. 

β)  Τοποθετούσαμε το παραπάνω φιαλίδιο eppendorf μέσα σε φιαλίδιο eppendorf χω-

ρητικότητας 1,5ml, το φυγοκεντρούσαμε διαδοχικά δύο φορές, στις 6.000 στροφές 

για 1 λεπτό και απορρίπταμε το υγρό που συγκεντρωνόταν στο μεγαλύτερο φιαλίδιο. 

2.  Τοποθετούσαμε τη στήλη σε καινούργιο φιαλίδιο eppendorf χωρητικότητας 1,5 ml και 

προσθέταμε στη στήλη το διάλυμα ραδιενεργά σημασμένου ανιχνευτή, το οποίο είχε πα-

ρασκευαστεί, όπως έχει ήδη περιγραφεί. 

3.  Προκειμένου να απομακρυνθούν τα [α - 32P]-dCTP τα οποία δεν είχαν ενσωματωθεί στο 

DNA ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 6.000 στροφές για 3 λεπτά. 

4.  Το ραδιενεργά σημασμένο DNA που διαπερνούσε τη στήλη συγκεντρωνόταν στο μεγάλο 

eppendorf  και φυλασσόταν στους -20,0 C. 

 

 

Γ.3.3.2. Υβριδισμός με ανιχνευτή σημασμένο ετερόλογο DNA 

 

2.1. Προϋβριδισμός 

 

Ο προϋβριδισμός είναι μια διαδικασία που αποσκοπεί στην κάλυψη των ελεύθερων θέσε-

ων στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, προκειμένου να αποφευχθεί η μη ειδική δέσμευση του ανι-

χνευτή: 

1.  Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης που είχε προετοιμαστεί με τη μέθοδο Southern ή 

Northern και έφερε ακινητοποιημένα δείγματα DNA ή RΝΑ αντίστοιχα, διαβρεχόταν 

με διάλυμα 2x SSC. 

2.  Στη συνέχεια τοποθετούσαμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης σε σωλήνα υβριδισμού 

με την πλευρά που έφερε τα νουκλεϊκά οξέα προς το εσωτερικό του. 
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3.  Ακολουθούσε ετερόλογος προϋβριδισμός με προσθήκη 20,0 ml διαλύματος προϋ-

βριδισμού. 

4.  Ο σωλήνας επωαζόταν σε φούρνο υβριδισμού υπό συνεχή περιστροφή στους 60,0 C 

για 1 ώρα. 

 

 

2.2. Υβριδισμός 

 

1.  Σε 50,0 ml ραδιενεργά σημασμένου DNA ανιχνευτή προσθέταμε 500,0 λ T.E. και ακολου-

θούσε η αποδιάταξή του με βρασμό για 10 λεπτά. Η αποδιάταξη τερματιζόταν με παραμο-

νή του δείγματος στον πάγο. 

2.  Από το σωλήνα υβριδισμού απορριπτόταν το διάλυμα προϋβριδισμού και προσθέταμε: 

• 10,0 ml διαλύματος υβριδισμού προθερμασμένο στους 60,0 C και ίδιας σύστασης με 

του διαλύματος προϋβριδισμού. 

• Το αποδιαταγμένο DNA σημασμένου ανιχνευτή. 

3.  Τοποθετούσαμε το σωλήνα υβριδισμού στο φούρνο υβριδισμού υπό συνεχή περιστροφή για 

16 ώρες στους 60,0 C. 

 

 

2.3. Ξεπλύματα 

 

1. Το διάλυμα υβριδισμού απορριπτόταν και προσθέταμε 50,0 ml διάλυμα ξεπλύματος I προ-

θερμασμένο στους 55,0 C. Ανακινούσαμε το σωλήνα υβριδισμού και απορρίπταμε το διά-

λυμα. 

2. Η μεμβράνη απομακρυνόταν από το σωλήνα υβριδισμού και την τοποθετούσαμε σε γυάλι-

νο δοχείο που περιείχε διάλυμα ξεπλύματος I προθερμασμένο στους 50,0 C το οποίο κά-

λυπτε πλήρως τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. 

3. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης παρέμενε υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου 

για 15 λεπτά. Το διάλυμα απορριπτόταν και επαναλαμβάναμε τη διαδικασία με διάλυμα 

ξεπλύματος I προθερμασμένο στους 45,0 C. 

4. Το διάλυμα απορριπτόταν και ακολουθούσε τρίτο ξέπλυμα με διάλυμα ξεπλύματος II προ-

θερμασμένο στους 40,0 C. 

5. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης παρέμενε υπό συνεχή ανάδευση σε θερμοκρασία δωματίου 

για 15 λεπτά. Απομακρύναμε το διάλυμα και επαναλαμβάναμε τη διαδικασία με διάλυμα 

ξεπλύματος II προθερμασμένο στους 35,0 C. 
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6. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης τυλιγόταν σε διαφανή μεμβράνη. 

 

 

Γ.3.3.3 Αυτοραδιογραφία -Ανίχνευση σήματος 

 

Το ραδιενεργό ισότοπο 32P που χρησιμοποιήθηκε για τη σήμανση εκπέμπει β-σωματίδια 

υψηλής ενέργειας (1,71 MeV). Η εκπεμπόμενη β-ακτινοβολία μετατρέπεται σε φωτεινή ενέργεια, 

όταν παρεμβάλλονται παραπετάσματα μεγιστοποίησης, οπότε οι περιοχές της μεμβράνης νιτρο-

κυτταρίνης που εκπέμπουν ακτινοβολία μπορούν να αποτυπωθούν πάνω σε φιλμ. Με βάση αυτά 

τα δεδομένα η ανίχνευση του σήματος έγινε ως εξής: 

1. Τοποθετούσαμε τη μεμβράνη σε ειδική μεταλλική κασέτα έκθεσης, προκειμένου να 

γίνουν ορατά τα δείγματα DNA ή RNA που είχαν ακινητοποιηθεί σε αυτή με τη μέθο-

δο Southern ή Northern αντίστοιχα. 

2. Σε σκοτεινό θάλαμο τοποθετούσαμε πάνω από τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης φωτο-

γραφικό φιλμ Kodak X-OMAT- AR Pont Crenex Lightening Plus πίσω από τα παραπε-

τάσματα μεγιστοποίησης, με σκοπό να ενισχυθεί το σήμα. 

3. Η έκθεση της μεμβράνης νιτροκυτταρίνης διαρκούσε τουλάχιστον 24 ώρες. 

4. Η εμφάνιση του φιλμ γινόταν μέσω διαδοχικών εμβαπτίσεών του σε: 

• Διάλυμα εμφάνισης D-19 της Kodak. 

• Μονιμοποιητικό υγρό Fix-100. 
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Δ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

  

Δ.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΕ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΕΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Με απώτερο στόχο τον εντοπισμό μιας ποικιλίας με ισχυρή μορφογενετική αντίδραση 

πραγματοποιήθηκαν προκαταρκτικά πειράματα στα οποία χρησιμοποιήθηκαν έκφυτα από 

πέντε ελληνικές καλλιεργούμενες ποικιλίες ελιάς: 

• Κορωνέικη. 

• Άμφισσα. 

• Τζονάτη. 

• Αγγουρομάνα. 

• Καλαμάτα. 

Διερευνήθηκε η επαγωγή σωματικών εμβρύων σε ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυλη-

δόνων που προέρχονταν από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα της εκάστοτε ποικιλίας.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν για 21 ημέρες σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc με 25,0 μΜ ΙΒΑ 

και 2,5 μΜ 2iP. Οι κάλλοι που προκύπταν μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc χωρίς 

φυτοαυξητικές ουσίες για δύο μήνες (Φωτογραφίες 1,2 και 3). 

Στον πίνακα 11 καταγράφονται τα τελικά ποσοστά επαγωγής σωματικών εμβρύων που 

παρατηρήθηκαν. 

Από τη μελέτη του συγκριτικού πίνακα 11 γίνεται φανερή η περιορισμένη αναγεννητι-

κή ικανότητα των ποικιλιών Τζονάτη, Καλαμάτα και Αγγουρομάνα. Αντίθετα οι ποικιλίες Κο-

ρωνέικη και Άμφισσα εκδήλωναν αξιοσημείωτη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

Στα έκφυτα ριζιδίων μικρή υπεροχή εμφάνιζε η ποικιλία Άμφισσα, έναντι της Κορωνέι-

κης, ενώ στα έκφυτα βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων υψηλότερη διαφοροποίηση σωμα-

τικών εμβρύων παρατηρήθηκε στην ποικιλία Κορωνέικη. 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα και με το δεδομένο ότι και τα τρία είδη εκφύ-

των θα αποτελούσαν αντικείμενα μελέτης, η Κορωνέικη επιλέχτηκε σαν καταλληλότερη ποι-

κιλία ως φυτικό υλικό των πειραμάτων της υπόλοιπης ερευνητικής μας προσπάθειας. 
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Φωτογραφία 1: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων Κορωνέικης.  

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν σε OMc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 25,0 

μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν, μετά από 21 ημέρες, σε OMc διαφοροποίησης, όπου πα-

ρέμειναν για 50 ημέρες. Διακρίνεται:  1) Η έναρξη διαφοροποίησης σωματικών εμ-

βρύων.  2) Νέκρωση κάλλου. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία 2: Κάλλοι βάσεων κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων Κο-

ρωνέικης.  

Οι βάσεις εμβολιάζονταν σε OMc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 

25,0 μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν, μετά από πάροδο 21 ημερών, σε OMc διαφορο-

ποίησης, όπου παρέμειναν για 50 ημέρες. Με το βέλος υποδεικνύεται διαφορο-

ποίηση ριζών. 
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Φωτογραφία 3: Κάλλοι κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων Κο-

ρωνέικης. 

Οι κορυφές εμβολιάζονταν σε OMc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 

25,0 μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν, μετά από πάροδο 21 ημερών, σε OMc διαφορο-

ποίησης, όπου παρέμειναν για 50 ημέρες. Με το βέλος υποδεικνύεται διαφορο-

ποίηση ριζών. 

 

 

Πίνακας 11:Σωματική εμβρυογένεση (%) σε πέντε ελληνικές καλλιεργούμενες ποικιλίες ελιάς: 

Κορωνέικη, Άμφισσα, Τζονάτη, Αγγουρομάνα και Καλαμάτα.  

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τριών πειραμάτων. 

 

ΠΟΙΚΙΛΙΑ 

EΛΙΑΣ 

ΣΩΜΑΤΙΚΗ EΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ( % ) 

ΡΙΖΙΔΙΑ ΒΑΣΕΙΣ 

 KΟΤΥΛΗΔΟΝΩΝ 

ΚΟΡΥΦΕΣ  

KΟΤΥΛΗΔΟΝΩΝ 

ΚΟΡΩΝΕΙΚΗ 23,8 ± 4,3 23,3 ± 3,3 24,7 ± 3,1 

ΑΜΦΙΣΣΑ 29,1 ± 3,3 5,5 ± 2,5 4,2 ± 2,1 

ΤΖΟΝΑΤΗ 16,6 ± 4,2 0,0 0,0 

ΑΓΓΟΥΡΟΜΑΝΑ 5,5 ± 2,7 0,0 0,0 

ΚΑΛΑΜΑΤΑ 0,0 0,0 0,0 
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Δ.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΕ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΑ ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 

 

Ποικίλα είναι τα τεχνητά θρεπτικά υποστρώματα που έχουν προταθεί και χρησιμοποι-

ηθεί στις in vitro ιστοκαλλιέργειες. Ειδικότερα για την πραγματοποίηση ιστοκαλλιεργειών 

στην ελιά καθοριστική ήταν η δημιουργία του εξειδικευμένου θρεπτικού υποστρώματος ΟΜ 

(Olive medium) από τον Rugini (1984). Το OM δημιουργήθηκε από την ανάλυση και τον συν-

δυασμό των συστατικών: 

1.       Των ακραίων μεριστωμάτων της ελιάς  

2.       Των ζυγωτικών εμβρύων της ελιάς 

3.       Του κλασικού θρεπτικού υποστρώματος MS (Murashige & Skoog 1962) για in vitro 

ιστοκαλλιέργειες. 

Στην παρούσα ερευνητική προσπάθεια συγκρίναμε τη μορφογενετική ικανότητα τεσ-

σάρων διακριτών θρεπτικών υποστρωμάτων. Πιο συγκεκριμένα ριζίδια ώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης: 

α)  ΟΜc το οποίο αποτελεί τροποποίηση του θρεπτικού υποστρώματος ΟΜ και προ-

τάθηκε από τους Cañas & Benbadis (1988). Η κύρια διαφορά του ΟΜc από το MS 

έγκειται στη συγκέντρωση ανόργανου και οργανικού αζώτου, όπως έχει ήδη α-

ναλυθεί. 

β)  ΟΜc,  χωρίς υδρολυμένη καζεΐνη. 

γ)  MS, χωρίς υδρολυμένη καζεΐνη. 

δ)  MS, που περιείχε 1,0 g/L υδρολυμένη καζεΐνη (13,1% άζωτο). 

Σε όλα τα παραπάνω θρεπτικά μέσα οι φυτοαυξητικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα έκφυτα παρέμεναν για 21 ημέρες στο εκάστοτε θρεπτι-

κό υπόστρωμα καλλογένεσης, όπου μετατρέπονταν σε κάλλους. Oι κάλλοι μεταφέρονταν 

στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, δηλαδή σε θρεπτικό υπόστρωμα ίδιο με το θρεπτικό 

υπόστρωμα καλλογένεσης, αλλά χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες και παρέμεναν σε αυτό για 

δύο μήνες. 

Στα γραφήματα της εικόνας 3 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά επαγωγής σωματικών 

εμβρύων που καταμετρήθηκαν στα τέσσερα διακριτά θρεπτικά υποστρώματα. Από τη μελέ-

τη των γραφημάτων είναι φανερή η υπεροχή της μορφογενετικής δυναμικότητας του ΟΜc 

συγκριτικά με το MS. 

Η αφαίρεση της υδρολυμένης καζεΐνης από το ΟΜc μείωνε δραστικά το ποσοστό δια-

φοροποίησης σωματικών εμβρύων. Η αναγκαιότητα της παροχής υδρολυμένης καζεΐνης για 

την επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης διαφαίνεται και από τη χρήση του MS. Στο MS το 
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οποίο δεν περιείχε υδρολυμένη καζεΐνη, δεν παρατηρήθηκε υψηλή εμβρυογενετική διαφο-

ροποίηση. Αντίθετα όταν προστέθηκε 1,0 g/L υδρολυμένη καζεΐνη το ποσοστό αυξήθηκε, 

αλλά και πάλι δεν έφτασε το ποσοστό που καταγράφηκε στο ΟΜc. 

 

 

Εικόνα 3: Σωματική εμβρυογένεση (%) σε τέσσερα διακριτά θρεπτικά υποστρώματα.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc (ΟΜc+), ΟΜc 

χωρίς υδρολυμένη καζεΐνη (ΟΜc-), MS με 1,0 g/L υδρολυμένης καζεΐνης (ΜS+) και MS 

χωρίς υδρολυμένη καζεΐνη (ΜS-). Τα θρεπτικά υποστρώματα καλλογένεσης περιείχαν 

25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από 

μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. 

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 

 

 

Συμπερασματικά το καταλληλότερο θρεπτικό υπόστρωμα για την επαγωγή σωματικών 

εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες ελιάς είναι το ΟΜc συγκριτικά με το MS. Από το πειραματικό 

αυτό αποτέλεσμα διαφαίνεται ότι ο συνδυασμός μακροστοιχείων, κυρίως των πηγών ανόρ-

γανου αζώτου, οργανικών ενώσεων και υδρολυμένης καζεΐνης του ΟΜc είναι καθοριστικός 

για την επαγωγή και την έκφραση της εμβρυογενετικής δυναμικότητας των συγκεκριμένων 

εκφύτων (Φωτογραφία 4). 
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Φωτογραφία 4: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων.  

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν σε OMc καλλογένεσης (OMc+), που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 

25,0 μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν, μετά από πάροδο 21 ημερών, σε OMc (OMc+) διαφο-

ροποίησης, όπου παρέμειναν για 50 ημέρες. Διακρίνεται η διαφοροποίηση: 

    a) Μεμονωμένου και ανεπτυγμένου σωματικού εμβρύου. 

b) Απαρχές πολλαπλών σωματικών εμβρύων με μορφή «μπουκέτου». 

 

 

 

Δ.3. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΙ ΗΛΙΚΙΑ ΕΚΦΥΤΟΥ 

 

Ένας από τους καθοριστικότερους παράγοντες για την επαγωγή σωματικών εμβρύων, 

όπως υποδεικνύεται από πλήθος ερευνητικών προσπαθειών, είναι η ηλικία του εκφύτου.  

Είναι γενική η διαπίστωση ότι το φυτικό τμήμα που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί για 

in vitro ιστοκαλλιέργεια, πρέπει να αποκοπεί από το μητρικό φυτό το κατάλληλο αναπτυξια-

κό στάδιο. Οι ανώριμοι φυτικοί ιστοί, συγκρινόμενοι με τους ώριμους, χαρακτηρίζονται από 

μεγαλύτερη μορφογενετική πλαστικότητα in vitro, αλλά ταυτόχρονα και από πολλά μειονε-



Αποτελέσματα 

 
 

- 154 - 

κτήματα πρακτικής φύσης (χρονοβόρες και επίπονες διαδικασίες απομόνωσης, είναι διαθέ-

σιμοι μόνο συγκεκριμένες περιόδους του έτους κ.ά.). 

Για τη μελέτη της εξάρτησης της εμβρυογενετικής αναγεννητικής ικανότητας από την 

ηλικία των ζυγωτικών εμβρύων χρησιμοποιήθηκαν ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα ελιάς που 

συλλέγονταν από τις αρχές Ιουλίου μέχρι τα μέσα Αυγούστου. Τα ριζίδια, οι βάσεις και οι 

κορυφές των κοτυληδόνων των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν για 21 ημέρες 

σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Οι κάλλοι, που προ-

κύπταν, μεταφέρονταν για περαιτέρω διαφοροποίηση σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc χωρίς 

φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

Στις γραφικές παραστάσεις των εικόνων 4(Α), 4(Β) και 4(Γ) απεικονίζονται τα τελικά 

ποσοστά της σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφηκαν στις παραπάνω ιστοκαλλιεργη-

τικές συνθήκες. 

Από τη γραφική παράσταση της εικόνας 4(Α) γίνεται φανερό ότι τα ποσοστά επαγωγής 

σωματικών εμβρύων αυξάνονταν ανάλογα με την αύξηση της ηλικίας των εκφύτων-ριζιδίων 

και μεγιστοποιούνταν στα έκφυτα που είχαν συλλεχθεί τις πρώτες ημέρες του Αυγούστου (2-

2,5 μήνες μετά την άνθιση). Στη συνέχεια καταγράφονταν μικρές πτωτικές τάσεις και τελικά 

σταθεροποίηση των ποσοστών σε τιμές ανάλογες των εκφύτων-ριζιδίων από ώριμα ζυγωτικά 

έμβρυα (πείραμα-μάρτυρας). 

Τα τελικά ποσοστά σωματικών εμβρύων από έκφυτα βάσεων και κορυφών κοτυληδό-

νων, όπως διαγράφονται στις γραφικές παραστάσεις των εικόνων 4(Β) και 4(Γ), αναδεικνύ-

ουν την πολύ μικρή εμβρυογενετική δυναμικότητά τους, ακόμα και αν τα έκφυτα είναι ανώ-

ριμα. Οι βάσεις εκδήλωναν μια περιορισμένη αυξητική τάση διαφοροποίησης σωματικών 

εμβρύων μέχρι τα τέλη Ιουλίου, αλλά στη συνέχεια η διαφοροποίηση περιοριζόταν σε πολύ 

χαμηλά επίπεδα. Οι κορυφές εμφάνιζαν πολύ χαμηλά ποσοστά επαγωγής σωματικών εμ-

βρύων και μια μικρή, αλλά μη αξιοσημείωτη αύξηση στα μέσα Αυγούστου. 

Συμπερασματικά τα ποσοστά διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων από έκφυτα βά-

σεων και κορυφών κοτυληδόνων ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ήταν πολύ χαμηλότερα από 

εκείνα που καταγράψαμε στις ιστοκαλλιέργειες των αντίστοιχων εκφύτων από ώριμα ζυγω-

τικά έμβρυα (πείραμα-μάρτυρας). Παράλληλα τα υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογέ-

νεσης που καταμετρήθηκαν στα έκφυτα ριζιδίων ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων δεν ξεπέρα-

σαν σημαντικά τα ποσοστά που καταγράφονταν σε ιστοκαλλιέργειες ριζιδίων ώριμων ζυγω-

τικών εμβρύων (πείραμα-μάρτυρας). 
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Εικόνα 4(Α): Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων(ΑI.) και ανώριμων ζυγωτικών εμβρύ-

ων(ΑII.).  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης,  που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 

2,5 μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από μεταφορά και παραμονή 

των κάλλων σε θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέ-

σο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 

 

 

 

Εικόνα 4(Β): Σωματική εμβρυογένεση (%) βάσεων ώριμων(BI.) και ανώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων (BII.).  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ 

ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από μεταφορά 

και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές 

αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 
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Εικόνα 4(Γ): Σωματική εμβρυογένεση (%) κορυφών ώριμων(ΓI.) και ανώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων(ΓII.).  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ 

ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από μεταφορά 

και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές 

αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 

 

 

 

Δ.4.ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΕ ΕΚΦΥΤΑ ΩΡΙΜΩΝ ΖΥΓΩΤΙΚΩΝ  ΕΜΒΡΥΩΝ 

 

Δ.4.1 ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΟ ΕΙΔΟΣ & ΤΗΝ ΗΛΙΚΙΑ ΤΟΥ ΚΑΛΛΟΥ 

 

Τα αποτελέσματα της προηγούμενης πειραματικής ενότητας  υποδεικνύουν το εφά-

μιλλο (για τα ριζίδια) ή το μικρότερο (για τις βάσεις και τις κορυφές) εμβρυογενετικό δυνα-

μικό των ώριμων έναντι των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων. Αυτό το δεδομένο σε συνδυα-

σμό με τις εγγενείς δυσκολίες των πειραματικών χειρισμών που απαιτούν οι ανώριμοι ιστοί, 

μας οδήγησαν να επικεντρώσουμε την έρευνά μας στη μελέτη της σωματικής εμβρυογένε-

σης χρησιμοποιώντας έκφυτα μόνο από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα. 

Ο επόμενος πειραματικός μας στόχος ήταν να μελετήσουμε την εξάρτηση της σωματι-

κής εμβρυογένεσης από: 

α.  Το είδος του εκφύτου.  

 Χρησιμοποιήθηκαν ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων. 

β.  Την ηλικία του κάλλου. 
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 Χρησιμοποιήθηκαν κάλλοι ηλικίας 0, 7, 14 και 21 ημερών. 

Όλα τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP για 7, 

14 ή 21 ημέρες, προκειμένου να προκύψουν κάλλοι διαφορετικής ηλικίας. Ως “κάλλοι” 0 η-

μερών χαρακτηρίζονται τα έκφυτα που εμβολιάζονταν απευθείας στο θρεπτικό υπόστρωμα 

διαφοροποίησης, χωρίς να μεσολαβήσει στάδιο καλλογένεσης. Η συγκεκριμένη πειραματική 

διάταξη αποτελούσε το πείραμα-μάρτυρα.  

Οι κάλλοι ριζιδίων, βάσεων και κορυφών διαφορετικής ηλικίας που προκύπταν, μετα-

φέρονταν για επαγωγή μορφογένεσης σε δύο διαφορετικά θρεπτικά υποστρώματα στα ο-

ποία παρέμεναν για χρονικό διάστημα δύο μηνών. Τα θρεπτικά υποστρώματα μορφογένε-

σης ήταν: 

1. ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες. 

2. ΟΜc που περιείχε 2,5 μΜ ΙΒΑ. 

Από τη μελέτη των επιμέρους γραφημάτων της εικόνας 5 γίνεται φανερή η εμβρυογε-

νετική ανωτερότητα των ριζιδίων [Εικόνες 5(Α & Β)], έναντι των βάσεων [Εικόνες 5(Γ & Δ)] και 

των κορυφών [Εικόνες 5(Ε & ΣΤ)] των κοτυληδόνων. Παράλληλα είναι σαφές το εμβρυογενε-

τικό προβάδισμα των κάλλων 14 και 21 ημερών, έναντι των κάλλων 0 και 7 ημερών ανεξαρ-

τήτως του θρεπτικού υποστρώματος διαφοροποίησης.  

Ειδικότερα στους κάλλους ριζιδίων, 14 και 21 ημερών, αξιοσημείωτη είναι η μείωση 

του ποσοστού επαγωγής σωματικών εμβρύων μετά την προσθήκη 2,5 μΜ ΙΒΑ στο θρεπτικό 

υπόστρωμα διαφοροποίησης (Εικόνα 5Β), έναντι των αντίστοιχων ποσοστών που καταμε-

τρήθηκαν στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης που δεν περιείχε φυτοαυξητικούς πα-

ράγοντες (Εικόνα 5Α). 

Αντίθετα η προσθήκη 2,5 μΜ ΙΒΑ στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης δεν επη-

ρέαζε ή προωθούσε ελαφρώς τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων σε κάλλους βάσεων 

και κορυφών κοτυληδόνων 7, 14 και 21 ημερών [Εικόνες 5(Δ & ΣΤ)], έναντι των αντίστοιχων 

ποσοστών που καταμετρήθηκαν στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης που δεν περιείχε 

φυτοαυξητικούς παράγοντες [Εικόνες 5(Γ & Ε)]. 

Τέλος, η διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων στους “κάλλους” 0 ημερών (πείραμα-

μάρτυρας) ήταν μηδενική, ανεξαρτήτως είδος εκφύτου και ιστοκαλλιεργητικών συνθηκών, 

γεγονός που υποδεικνύει ότι η καλλογένεση αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση, προκειμέ-

νου να επαχθεί η μορφογένεση στα συγκεκριμένα έκφυτα. 
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Δ.4.2. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΟ ΤΜΗΜΑ ΤΟΥ ΡΙΖΙΔΙΟΥ-ΕΚΦΥΤΟΥ 

 

Από όλα τα προηγούμενα πειραματικά αποτελέσματα ήταν σαφές ότι το έκφυτο με το 

υψηλότερο εμβρυογενετικό δυναμικό ήταν το ριζίδιο συγκριτικά με τις βάσεις και τις κορυ-

φές των κοτυληδόνων των ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. Έχοντας σαν δεδομένο αυτή την πα-

ρατήρηση διερευνήθηκε η πιθανή μεταβολή της εμβρυογενετικής δυναμικότητας κατά μή-

κος του ριζιδίου. 

Για την επίτευξη του συγκεκριμένου στόχου τα ριζίδια, μετά την απομόνωσή τους από 

τα ώριμα ζυγωτικά έμβρυα, τεμαχίζονταν σε δύο τμήματα: 
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α)  Στο ακραίο τμήμα του ριζιδίου, δηλαδή στο τμήμα του ριζιδίου προς το ριζικό 

άκρο του ζυγωτικού εμβρύου.  

β)  Στο υποακραίο τμήμα του ριζιδίου, δηλαδή στο τμήμα του ριζιδίου προς τις κο-

τυληδόνες το οποίο γειτνιάζει με το μερίστωμα του βλαστού και το οποίο δεν 

εμβολιαζόταν. 

Τα δύο είδη εκφύτων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο ΟΜc, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ 

και 2,5 μΜ 2iP, για 21 ημέρες. Στην εικόνα 6 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης (ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες) για δύο μή-

νες. 

 

 

Εικόνα 6: Σωματική εμβρυογένεση (%) σε έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων.  

Τα ακέραια ή τεμαχισμένα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, 

που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφη-

καν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης 

για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τριών πειραμάτων. 

 

Η εμβρυογενετική δυναμικότητα του υποακραίου τμήματος του ριζιδίου υπερείχε ένα-

ντι της εμβρυογενετικής ικανότητας του ολόκληρου ριζιδίου (πείραμα – μάρτυρας).  

Αντίθετα, στις ιστοκαλλιέργειες του ακραίου τμήματος ριζιδίου παρατηρήθηκε μερική 

αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης συγκριτικά με το πείραμα-μάρτυρα. 

Τα αποτελέσματα υποδηλώνουν μια διαβάθμιση της εμβρυογενετικής δυναμικότητας 

κατά μήκος του ριζιδίου, καθώς το εμβρυογενετικό δυναμικό αυξάνεται όσο η απόσταση του 

εκφύτου αυξάνεται από την καλύπτρα και μειώνεται από το μερίστωμα του βλαστού. 
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Δ. 5. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΕ ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΟΥΜΕΝΟΥΣ ΚΑΛΛΟΥΣ 

 

Η πλειοψηφία των επιστημονικών μελετών καταδεικνύει ότι υψηλότερα ποσοστά σω-

ματικής εμβρυογένεσης καταγράφονται σε ιστοκαλλιέργειες μικρής ηλικίας, καθώς η εμβρυ-

ογενετική ικανότητα μειώνεται με τις συνεχείς ανακαλλιέργειες. 

Με στόχο τη διερεύνηση της ισχύος των παραπάνω και στις ιστοκαλλιέργειες της ε-

λιάς, καλλιεργήθηκαν ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

σε θρεπτικό μέσο ΟΜc με 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Οι επαχθέντες κάλλοι, μετά από την 

παρέλευση 21 ημερών, χωρίζονταν σε δύο πληθυσμούς: 

1.        Οι μισοί κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc χωρίς φυτοαυξητι-

κούς παράγοντες, προκειμένου να ελεγχθεί το εμβρυογενετικό τους δυναμικό.  

2.        Οι υπόλοιποι κάλλοι τεμαχίζονταν και ανακαλλιεργούνταν σε φρέσκο θρεπτικό 

μέσο καλλογένεσης.  

Η παραπάνω διαδικασία επαναλήφθηκε  για τέσσερις γενιές. 

Στον πίνακα 12 αναγράφονται τα ποσοστά της διαφοροποίησης των σωματικών εμ-

βρύων και των τεσσάρων γενιών ανακαλλιεργούμενων κάλλων.  

 

Πίνακας 12: Σωματική εμβρυογένεση (%) ανακαλλιεργούμενων κάλλων εκφύτων ώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 

μΜ 2iP. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από μεταφορά και παραμονή των 

κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο 

πειραμάτων. 

 

ΓΕΝΙΑ  

ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΟΥΜΕΝΩΝ  

ΚΑΛΛΩΝ 

ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ  (%) 

ΡΙΖΙΔΙΑ ΒΑΣΕΙΣ  

ΚΟΤΥΛΗΔΟΝΩΝ 

ΚΟΡΥΦΕΣ 

 ΚΟΤΥΛΗΔΟΝΩΝ 

1η 28,2 ± 2,1 7,1 ± 3,1 7,7 ± 2,5 

2η 22,1 ± 3,5 0,0 0,0 

3η 5,2 ± 2,6 0,0 0,0 

4 η 0,0 0,0 0,0 

 



Αποτελέσματα 

 
 

- 163 - 

Η μελέτη των πειραματικών αποτελεσμάτων του πίνακα 12 καταδεικνύει σαφώς ότι: 

α)  Τα ριζίδια υπερείχαν εμβρυογενετικά έναντι των βάσεων και των κορυφών των 

κοτυληδόνων. 

β)  Η εμβρυογενετική δυναμικότητα των ριζιδίων μειωνόταν σταδιακά από γενιά σε 

γενιά, κυρίως από την 3η γενιά και τελικά μηδενιζόταν την 4η γενιά.  

γ)  Η εμβρυογενετική διαφοροποίηση τόσο των βάσεων όσο και των κορυφών των 

κοτυληδόνων μηδενιζόταν από τη 2η γενιά. 

 

 

Δ. 6. ΣΩΜΑΤΙΚΗ  ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΣΑΚΧΑΡΟΖΗΣ 

 

Πολλαπλές είναι οι βιβλιογραφικές αναφορές οι οποίες αφορούν τη μορφογενετική 

επίδραση των υδατανθράκων και ειδικότερα της σακχαρόζης στις ιστοκαλλιέργειες. Δεν έχει 

αποσαφηνιστεί, όμως, το είδος της εξάρτησης της αναγεννητικής δυναμικότητας των φυτι-

κών εκφύτων από την παροχή διαφορετικών συγκεντρώσεων σακχαρόζης στο θρεπτικό υπό-

στρωμα. 

Στην παρούσα έρευνα μελετήθηκε η εξάρτηση της επαγωγής σωματικών εμβρύων, σε 

έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, από πέντε συγκεντρώσεις σακχαρόζης: 

α)  5,0 g/L σακχαρόζης (0,015 Μ). 

β)  20,0 g/L σακχαρόζης [0,058 Μ (πείραμα-μάρτυρας)]. 

γ)  40,0 g/L σακχαρόζης (0,12 Μ). 

δ)  80,0 g/L σακχαρόζης (0,23 Μ). 

ε)  160,0 g/L σακχαρόζης (0,45 Μ). 

Το βασικό θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης ήταν το ΟΜc με 25,0 μΜ IBA, 2,5 μΜ 

2iP και την εκάστοτε συγκέντρωση σακχαρόζης. Το θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης 

ήταν το ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες και την ίδια συγκέντρωση σακχαρόζης με το θρε-

πτικό υπόστρωμα καλλογένεσης.  

Στα γραφήματα της εικόνας 7(Α) απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής εμβρυ-

ογένεσης που προέκυψαν στις πέντε διαφορετικές συγκεντρώσεις σακχαρόζης. Στα γραφή-

ματα της εικόνας 7(Β) παρουσιάζεται το χρονοδιάγραμμα της εμφάνισης των σωματικών εμ-

βρύων στα 40,0 g/L και στα 160,0 g/L σακχαρόζης, από την ημέρα του εμβολιασμού μέχρι και 

40 ημέρες μετά τη μεταφορά των κάλλων στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης. 

Από τα γραφήματα της εικόνας 7(Α) γίνεται σαφές ότι η σωματική εμβρυογένεση ανα-

στελλόταν δραστικά στα 5,0 g/L σακχαρόζης, παρέμενε σε επίπεδα ανάλογα με του πειράμα-
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τος-μάρτυρα στα 40,0 g/L και 80,0 g/L σακχαρόζης, ενώ στα 160,0 g/L σακχαρόζης καταγρα-

φόταν μια εντυπωσιακή εκτόξευση του ποσοστού της. 

 

 

            Εικόνα 7(Α): Σωματική εμβρυογένεση (%) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις σακχαρόζης.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που πε-

ριείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iP και 0,01 / 0,06 / 0,12  / 0,23 ή 0,45 Μ σακχαρόζη. Οι κάλλοι μεταφέρο-

νταν σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης και με συγκέντρωση σακχαρόζης ίδια με του θρεπτικού μέ-

σου καλλογένεσης. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από παραμονή των κάλ-

λων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές, που προέκυψαν σε όλες τις συγκε-

ντρώσεις αποτελούν το μέσο όρο τριών πειραμάτων, ενώ για τη συγκέντρωση 0,45 Μ σακχαρόζη έξι 

πειραμάτων. 

 

Από τα γραφήματα της εικόνας 7(Β) γίνεται φανερό ότι στο θρεπτικό υπόστρωμα με 

160,0 g/L σακχαρόζης τα πρώτα σωματικά έμβρυα εμφανίζονταν, ενώ οι κάλλοι βρίσκονταν 

ακόμα στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης (14 μόλις ημέρες μετά τον εμβολιασμό) κάτι 

που δεν έχει καταγραφεί σε κανέναν άλλο πειραματικό χειρισμό. Πιο συγκεκριμένα την ημέ-

ρα μεταφοράς των κάλλων από το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης στο θρεπτικό υπό-

στρωμα διαφοροποίησης καταγράφαμε ήδη ένα υψηλό ποσοστό (20,0%) σωματικών εμ-

βρύων. 

Αντίθετα στα 40,0 g/L σακχαρόζης τα πρώτα σωματικά έμβρυα εμφανίζονταν στο θρε-

πτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης και το τελικό ποσοστό ήταν χαμηλότερο συγκριτικά με το 

πείραμα των 160,0 g/L σακχαρόζης [Εικόνα 7(Α)]. 
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Αξιομνημόνευτη είναι η μορφολογία τόσο των κάλλων όσο και των σωματικών εμ-

βρύων που προκύπταν στα παραπάνω θρεπτικά υποστρώματα. 

Οι κάλλοι που επάγονταν σε 5,0 g/L σακχαρόζης ήταν πολύ μικροί και στρογγυλοί. Οι 

περισσότεροι νεκρώνονταν, ενώ βρίσκονταν ακόμα στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης 

και οι υπόλοιποι μετά από παραμονή τριών εβδομάδων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφορο-

ποίησης.  

Οι κάλλοι του πειράματος-μάρτυρα (20,0 g/L σακχαρόζης), ήταν ευμεγέθεις, συμπα-

γείς και έντονα πράσινοι. Οι κάλλοι που επάγονταν σε 40,0 g/L και 80,0 g/L σακχαρόζης είχαν 

ανάλογη εμφάνιση και ανάλογα ποσοστά επαγωγής ριζών με τους κάλλους-μάρτυρες αν και 

η επιμήκυνση των επαγόμενων ριζών ήταν πολύ μεγαλύτερη. 

Οι κάλλοι που επάγονταν σε 160,0 g/L σακχαρόζης είχαν το μικρότερο μέγεθος από 

όλους τους υπόλοιπους. 

 

Εικόνα 7(Β): Σωματική εμβρυογένεση (%) σε 0,12 Μ και 0,45 Μ σακχαρόζη.  

 Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, 

που περιείχε 0,12 Μ ή 0,45 Μ σακχαρόζη. Οι φυτοαυξητικοί παράγοντες και των δύο θρεπτι-

κών υποστρωμάτων καλλογένεσης ήταν 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Οι κάλλοι μεταφέρο-

νταν σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες 

και με συγκέντρωση σακχαρόζης ίδια με του θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. Τα ποσοστά, 

που αναγράφονται, καταγράφηκαν 40 ημέρες μετά τη μεταφορά των κάλλων στο θρεπτικό 

μέσο διαφοροποίησης. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τριών πειραμάτων για τα 0,12 Μ 

σακχαρόζη και έξι  πειραμάτων για τα 0,45 Μ σακχαρόζη. 
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Τα σωματικά έμβρυα, που διαφοροποιούνταν από όλα τα είδη κάλλων, ήταν υπόλευ-

κα και εμφανίζονταν σε ομάδες («μπουκέτα») στην επιφάνεια των κάλλων. Εξαίρεση αποτε-

λούσαν τα σωματικά έμβρυα που διαμορφώνονταν στην επιφάνεια των κάλλων του πειρά-

ματος-μάρτυρα, τα οποία ήταν πράσινα και μεμονωμένα. Σποραδικά και σε πολύ μικρά πο-

σοστά καταγράφηκε και η ανάπτυξη δευτερογενών σωματικών εμβρύων (Φωτογραφία 5).  

Ανακεφαλαιώνοντας ήταν ξεκάθαρη η επαγωγική μορφογενετική δράση των 160,0 g/L 

σακχαρόζης, καθώς σε αυτή τη συγκέντρωση προέκυψαν τα υψηλότερα ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης και πολύ γρηγορότερα συγκριτικά με τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις σακχαρό-

ζης. 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία 5: Επαγωγή δευτερογενών σωματικών εμβρύων. 

Στη βάση του πρωτογενούς σωματικού εμβρύου διακρίνεται ο νεκρός, πλέον, κάλλος από 

τον οποίο προήλθε, καθώς και απαρχή δευτερογενούς  σωματικού εμβρύου (κάτω βέλος). 

Διακρίνεται απαρχή δευτερογενούς  σωματικού εμβρύου  και από την κοτυληδόνα-φύλλο 

του πρωτογενούς σωματικού εμβρύου (πάνω βέλος).  
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Δ. 7. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΜΑΝΝΙΤΟΛΗΣ 

 

Μια πιθανή ερμηνεία της έντονης επαγωγικής δράσης της υψηλής συγκέντρωσης 

σακχαρόζης θα ήταν το υψηλό ωσμωτικό δυναμικό του θρεπτικού μέσου της 

ιστοκαλλιέργειας. Με σκοπό να εξακριβώσουμε την ισχύ αυτής της υπόθεσης, 

πραγματοποιήσαμε μια σειρά πειραμάτων, όπου ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

εμβολιάζονταν και παρέμεναν για 21 ημέρες σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, δηλαδή 

ΟΜc με φυτοαυξητικές ουσίες 25,0 μΜ IBA και 2,5 μΜ 2iP, το οποίο δεν περιείχε σακχαρόζη 

αλλά μαννιτόλη στις εξής συγκεντρώσεις: 

α)  10,0 g/L μαννιτόλη (0,05 Μ). 

β)  42,0 g/L μαννιτόλη (0,23 Μ). 

γ)  85,0 g/L μαννιτόλη (0,46 Μ. 

Οι κάλλοι που προκύπταν, μεταφέρονταν και παρέμεναν για δύο μήνες σε θρεπτικό 

υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε συγκέντρωση μαννιτόλης ίση με 

του θρεπτικού μέσου καλλογένεσης, αλλά χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

 

Εικόνα 8: Σωματική εμβρυογένεση (%) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις μαννιτόλης. 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iP και 0,05 Μ / 0,23 Μ  ή 0,46 Μ μαννιτόλη αντί σακχαρόζης. Τα 

ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων 

πειραμάτων. 
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Από τις γραφικές παραστάσεις της εικόνας 8 διαπιστώνουμε ότι τα ποσοστά επαγωγής 

σωματικών εμβρύων ήταν ανάλογα με εκείνα που καταγράφονταν στο πείραμα-μάρτυρα. Τα 

παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η επαγωγή υψηλού ποσοστού σωματικής 

εμβρυογένεσης σε θρεπτικό υπόστρωμα με υψηλή συγκέντρωση σακχαρόζης δεν πρέπει να 

σχετίζεται με το αυξημένο ωσμωτικό δυναμικό του θρεπτικού υποστρώματος. 

 

 

Δ.8. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΦΥΤΟΑΥΞΗΤΙΚΟΙ ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ 

 

Δ.8.1. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΥΞΙΝΗ 

 

Οι αυξίνες είναι φυτοαυξητικοί παράγοντες που προωθούν την κυτταρική διαίρεση, τη 

μεγέθυνση και την επιμήκυνση των φυτικών ιστών. Η μορφογενετική δράση των αυξινών 

καθιστά αναγκαία την προσθήκη τους στο αρχικό θρεπτικό υπόστρωμα των 

ιστοκαλλιεργειών, προκειμένου να επαχθεί και να προωθηθεί επιτυχώς η καλλογένεση in 

vitro. H προσθήκη υψηλών συγκεντρώσεων αυξίνης στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης είναι 

απαραίτητη για την πρόκληση της αποδιαφοροποίησης και την απόκτηση της ολοδυναμίας 

από τους φυτικούς ιστούς της ιστοκαλλιέργειας. H απομάκρυνση των αυξινών από το 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, όπως εφαρμόστηκε στην παρούσα διδακτορική εργασία, ή 

η προσθήκη μειωμένης συγκέντρωσης αυξίνης είναι απαραίτητη για την επαγωγή 

σωματικών εμβρύων. 

Στο πλαίσιο της διερεύνησης της επίδρασης των αυξινών στις ιστοκαλλιέργειες 

εκφύτων, από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα ελιάς, χρησιμοποιήθηκαν τρία είδη αυξινών σε 

διάφορες συγκεντρώσεις. Συγκεκριμένα ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν 

σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc με σταθερή συγκέντρωση κυτοκινίνης 

2,5 μΜ 2iP. Tα είδη των αυξινών και οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν, με βάση 

βιβλιογραφικά δεδομένα για τη μορφογενετική επίδραση της κάθε αυξίνης, αναφέρονται 

στον πίνακα 5 του κεφαλαίου “Υλικά & Μέθοδοι”. 

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε ένα πείραμα-μάρτυρας στο οποίο τα ριζίδια 

εμβολιάζονταν σε ΟΜc που περιείχε μόνο κυτοκινίνη (2,5 μΜ 2iP) και καθόλου αυξίνη. Για 

τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων οι κάλλοι, όλων των πειραματικών χειρισμών, 

μεταφέρονταν και παρέμεναν για δύο μήνες στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, δηλαδή 

ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 
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Δ.8.1.1. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΙΒΑ 

  

1.1. Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc 

καλλογένεσης που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και μια από τις συγκεντρώσεις ΙΒΑ, που αναγράφονται 

στον πίνακα 13. 

 

Πίνακας 13: Συγκεντρώσεις ΙΒΑ (μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση ΙΒΑ (μΜ) 

0,39 1,56 6,25 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0 

 

        Στις γραφικές παραστάσεις της εικόνας 9 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης, που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες, για 

δύο μήνες. 

 

 

Εικόνα 9: Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΙΒΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες,  σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,39 / 

1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 ή 200,0 μΜ ΙΒΑ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο τεσσάρων-πέντε  πειραμάτων. 

Στις συγκεντρώσεις 0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΙΒΑ τα έκφυτα ριζιδίων επιμηκύνονταν και 

διογκώνονταν, δηλαδή παρατηρήθηκε οργανοκαλλιέργεια (Φωτογραφία 6). Ως εκ τούτου η 
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σωματική εμβρυογένεση που καταγράφηκε ήταν άμεση και το υψηλότερο ποσοστό (23,0%) 

καταγράφηκε στη συγκέντρωση 1,56 μΜ ΙΒΑ. 

Στις συγκεντρώσεις 12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 και 200,0 μΜ ΙΒΑ τα έκφυτα ριζιδίων 

μετατρέπονταν σε συμπαγείς κάλλους των οποίων το χρώμα ήταν βαθύ πράσινο, αλλά 

γινόταν όλο και πιο ανοιχτό πράσινο όσο αυξανόταν η συγκέντρωση του ΙΒΑ (Φωτογραφία 

6). Τα ποσοστά καλλογένεσης μέχρι και τα 100,0 μΜ ΙΒΑ κυμαίνονταν σε υψηλά επίπεδα 

(90,0% - 95,0%), ενώ στα 200,0 μΜ ΙΒΑ η καλλογένεση περιοριζόταν αισθητά (55,0%) και τα 

σημεία νέκρωσης στην επιφάνεια των κάλλων ήταν πολύ εμφανή.  

 

 

Φωτογραφία 6:  Κάλλοι, 21 ημερών, ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ  2iP και ΙΒΑ στις 

εξής συγκεντρώσεις: 

1. 0,39 μΜ (1η σειρά από πάνω). 
2. 1,56 μΜ (2η σειρά από πάνω). 
3. 6,25 μΜ (3η σειρά από πάνω). 
4. 25,0  μΜ (4η σειρά από πάνω). 
5. 50,0 μΜ (5η σειρά από πάνω). 
Διακρίνεται οργανοκαλλιέργεια και έντονη ριζογένεση (1-3) και καλλογένεση (4-5). 
 

Τα σωματικά έμβρυα στις συγκεντρώσεις 12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 και 200,0 μΜ ΙΒΑ 

προκύπταν από διαφοροποίηση κυττάρων των κάλλων, δηλαδή επρόκειτο για έμμεση 

σωματική εμβρυογένεση. Το υψηλότερο ποσοστό καταγράφηκε στη συγκέντρωση 25,0 μΜ 

ΙΒΑ (31,0%), χωρίς στατιστικά σημαντική διαφορά από τα ποσοστά των συγκεντρώσεων 12,5 
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μΜ και 50,0 μΜ ΙΒΑ. Στα 100,0 μΜ ΙΒΑ τα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης μειώνονταν 

σημαντικά, ενώ στα 200,0 μΜ ΙΒΑ σχεδόν μηδενίζονταν (2,5%). 

 

 

1.2. Έκφυτα βάσεων & κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

  

Βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε 

θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc καλλογένεσης που περιείχε σταθερή συγκέντρωση κυτοκινίνης 

(2,5 μΜ 2iP) και μια από τις συγκεντρώσεις ΙΒΑ, που αναγράφονται στον πίνακα 13. 

Στις γραφικές παραστάσεις των εικόνων 10 και 11 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 

των κάλλων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc 

χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες, για δύο μήνες. 

 

Εικόνα 10: Σωματική εμβρυογένεση (%) βάσεων κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ΙΒΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,39 / 

1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 ή 200,0 μΜ ΙΒΑ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφηκαν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Τα 

ποσοστά αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 
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Εικόνα 11: Σωματική εμβρυογένεση (%) κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ΙΒΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,39 / 

1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 / 50,0  / 100,0 ή 200,0  μΜ ΙΒΑ.  Τα ποσοστά, που αναγράφονται, 

καταγράφηκαν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο 

διαφοροποίησης για δύο μήνες. Τα ποσοστά αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 

 

Στα έκφυτα βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων και στις 

συγκεντρώσεις 0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΙΒΑ καταγράφηκε οργανοκαλλιέργεια, όπως και στα 

ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. Αντίθετα στις συγκεντρώσεις 12,5 / 25,0 / 50,0 και 100,0 

μΜ ΙΒΑ πραγματοποιήθηκε καλλογένεση σε υψηλό ποσοστό (95,0%), ενώ στα 200,0 μΜ ΙΒΑ 

περιορίστηκε αισθητά (λιγότερο από 50,0%) (Φωτογραφίες 7 & 8). 

Στα έκφυτα βάσεων κοτυληδόνων παρατηρήθηκε μια αυξητική τάση διαφοροποίησης 

σωματικών εμβρύων από τα 12,5 μΜ (5,0%) μέχρι τα 200,0 μΜ ΙΒΑ (15,0%) που ήταν και η 

δραστικότερη συγκέντρωση. Στα έκφυτα κορυφών κοτυληδόνων καταγράφηκε αυξητική 

τάση διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων από τα 12,5 μΜ ΙΒΑ (2,0%) μέχρι τα 100,0 μΜ 

ΙΒΑ (17,0%) και πτώση στα 200,0 μΜ ΙΒΑ (11,0%). Τα συγκεντρωτικά συμπεράσματα από τα 

παραπάνω πειραματικά αποτελέσματα είναι: 

1. Η άμεση σωματική εμβρυογένεση από έκφυτα κοτυληδόνων δεν ήταν εφικτή. Η 

εμβρυογενετική αντίδραση στις χαμηλές συγκεντρώσεις (0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΙΒΑ), 

στις οποίες δεν διαμορφώνονταν κάλλοι, δεν ξεπερνούσε τα 2,5% και αυτό στην 

υψηλότερη συγκέντρωση (6,25 μΜ ΙΒΑ). 
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2. Η έμμεση σωματική εμβρυογένεση από έκφυτα κοτυληδόνων ήταν δυνατή σε 

υψηλότερα ποσοστά συγκρινόμενα με τα ποσοστά της άμεσης σωματικής 

εμβρυογένεσης. Η εμβρυογενετική αντίδραση στις υψηλές συγκεντρώσεις (12,5 / 25,0 

/ 50,0 / 100,0 και 200,0 μΜ ΙΒΑ), στις οποίες διαμορφώνονταν κάλλοι, έφτανε το 17,0% 

στη συγκέντρωση 100,0 μΜ ΙΒΑ. 

 

 

 

Φωτογραφία 7:  Κάλλοι βάσεων κοτυληδόνων  ώριμων ζυγωτικών εμβρύων.  

Οι βάσεις εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ  2iP και 100,0 

μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν σε ΟΜc διαφοροποίησης. Στην εικόνα είναι εμφανής η νέκρωση των 

κάλλων και η επαγωγή τόσο μεμονωμένων σωματικών εμβρύων (πάνω βέλος), όσο και πολλαπλών 

σωματικών εμβρύων με μορφή «μπουκέτων» (κάτω βέλος). 
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Φωτογραφία 8:  Κάλλοι κορυφών ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Οι κορυφές εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ  2iP και 100,0 

μΜ ΙΒΑ και μεταφέρονταν σε ΟΜc διαφοροποίησης. Διακρίνεται η επαγωγή πολλαπλών σωματικών 

εμβρύων με μορφή «μπουκέτων». 

 
 

 

Δ.8.1.2. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΝΑΑ 

2.1. Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

 Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και μια από τις συγκεντρώσεις ΝΑΑ, 

που αναγράφονται στον πίνακα 14. 

Πίνακας 14: Συγκεντρώσεις ΝΑΑ θρεπτικού μέσου καλλογένεσης (μΜ). 

Συγκέντρωση ΝΑΑ (μΜ) 

0,10 0,39 1,56 6,25 12,5 25,0 50,0 

 

 Στο γράφημα της εικόνας 12 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες, για 

δύο μήνες. 
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 Στις συγκεντρώσεις 0,1 / 0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΝΑΑ δεν καταγράφηκε δημιουργία 

κάλλου, καθώς τα ριζίδια διογκώνονταν και επιμηκυνόταν. Από το ακραίο τους τμήμα, το 

όμορο με το ριζικό μερίστωμα, διαμορφώνονταν ρίζες και από το υποακραίο τους τμήμα, 

που γειτνίαζε με τις κοτυληδόνες, διαμορφώνονταν βλαστοί. 

Τα ποσοστά επαγωγής άμεσης, λόγω μη επαγωγής κάλλου, σωματικής 

εμβρυογένεσης στις συγκεντρώσεις (0,1 / 0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΝΑΑ) ήταν χαμηλότερα 

(7,0% - 12,0%) συγκριτικά με εκείνα των αντίστοιχων συγκεντρώσεων ΙΒΑ. 

 Στις συγκεντρώσεις 12,5 / 25,0 και 50,0 μΜ ΝΑΑ καταγράφηκε δημιουργία κάλλου. 

Οι κάλλοι που διαμορφώνονταν παρουσία ΝΑΑ ήταν λιγότερο πράσινοι από τους κάλλους 

που διαμορφώνονταν παρουσία ΙΒΑ και περισσότερο πράσινοι από τους κάλλους που 

διαμορφώνονταν παρουσία 2,4-D. 

Τα ποσοστά έμμεσης, λόγω επαγωγής κάλλου, σωματικής εμβρυογένεσης στις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις (12,5 / 25,0 και 50,0 μΜ ΝΑΑ) διατηρήθηκαν στα ίδια επίπεδα 

με εκείνα των μικρότερων συγκεντρώσεων ΝΑΑ (13,0%) μόνο στα 12,5 μΜ ΝΑΑ, ενώ στα 25,0 

μΜ και 50,0 μΜ ΝΑΑ μειώθηκαν δραστικά (4,0%). 

 

 

Εικόνα 12:  Σωματική εμβρυογένεση (%) σε ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΝΑΑ. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,1 / 

0,39 / 1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 ή 50,0 μΜ ΝΑΑ. Tα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης καταγράφηκαν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες.  

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τεσσάρων-πέντε πειραμάτων. 
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2.2. Έκφυτα βάσεων & κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

 Βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε 

θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και μια από τις 

συγκεντρώσεις ΝΑΑ, που αναγράφονται στον πίνακα 14. 

 Στις γραφικές παραστάσεις των εικόνων 13 και 14 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 

των κάλλων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές 

ουσίες, για δύο μήνες. 

 Στα έκφυτα βάσεων και κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων στις 

συγκεντρώσεις 0,1 και 0,39 μΜ ΝΑΑ δε διαφοροποιήθηκαν σωματικά έμβρυα, ενώ στις 

συγκεντρώσεις 1,56 και 6,25 μΜ ΝΑΑ καταγράφηκε περιορισμένη επαγωγή (2,5% - 5,0%) 

άμεσης, λόγω μη επαγωγής κάλλου, σωματικής εμβρυογένεσης. 

 Στις συγκεντρώσεις 12,5 / 25,0 και 50,0 μΜ ΝΑΑ καταγράφηκε δημιουργία κάλλου, 

αλλά η επαγωγή σωματικών εμβρύων ήταν πολύ περιορισμένη. Το υψηλότερο ποσοστό 

έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης προέκυψε στα 25,0 μΜ ΝΑΑ (8,5%), ενώ στα 50,0 μΜ 

ΝΑΑ ανεστάλη δραστικά (2,5%). 

 

 

Εικόνα 13:  Σωματική εμβρυογένεση (%) βάσεων κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ΝΑΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP  και 0,1 / 

0,39 / 1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 ή 50,0 μΜ ΝΑΑ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά 

από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές 

αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 
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Εικόνα 14: Σωματική εμβρυογένεση (%) κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις ΝΑΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP  και 0,1 / 

0,39 / 1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 ή 50,0 μΜ ΝΑΑ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά 

από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες.  Οι τιμές 

αποτελούν το μέσο όρο τριών-τεσσάρων πειραμάτων. 

 

 

 Δ.8.1.3. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το 2,4-D 

 

3.1. Έκφυτα ριζιδίων, βάσεων & κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

 Ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε 2,5 μΜ 2iP 

και μια από τις συγκεντρώσεις 2,4-D, που αναγράφονται στον πίνακα 15. 

Πίνακας 15: Συγκεντρώσεις 2,4-D (μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση 2,4-D (μΜ) 

0,01 0,05 0,10 0,39 1,56 

 

 Στα γραφήματα των εικόνων 15, 16 και 17 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 
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των κάλλων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές 

ουσίες, για δύο μήνες. 

 Στις συγκεντρώσεις 0,01 / 0,05 και 0,10 μΜ 2,4-D, ανεξαρτήτως εκφύτου, δεν 

παρατηρήθηκε καλλογένεση, αλλά οργανοκαλλιέργεια. Αντίθετα στις συγκεντρώσεις 0,39 

και 1,56 μΜ 2,4-D από τα έκφυτα ριζιδίων αναπτύσσονταν κιτρινόχρωμοι και πολύ 

ανεπτυγμένοι κάλλοι και από τα έκφυτα βάσεων και κορυφών πράσινοι και ανοιχτοπράσινοι 

κάλλοι (Φωτογραφία 9) . 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Φωτογραφία 9:   Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 
Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc που περιείχε 2,5 μΜ  2iP και 2,4-D στις εξής 

συγκεντρώσεις: 

1. 0,01 μΜ (1η σειρά από πάνω). 
2. 0,05 μΜ (2η σειρά από πάνω). 
3. 0,10 μΜ (3η σειρά από πάνω). 
4. 0,39 μΜ (4η σειρά από πάνω). 
5. 1,56 μΜ (5η σειρά από πάνω). 
Διακρίνεται οργανοκαλλιέργεια και ριζογένεση (1-3) και καλλογένεση (4-5). 

 

Στα έκφυτα ριζιδίων (Εικόνα 15) τα ποσοστά επαγωγής σωματικής εμβρυογένεσης 

ανεξαρτήτως συγκέντρωσης κυμαίνονταν σε χαμηλά επίπεδα (12,5% - 15,0%), ενώ ανεστάλη 

δραστικά στα 1,56 μΜ 2,4-D (4,0%). 

 Στα έκφυτα βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων (Εικόνα 16 και 17) η σωματική 

εμβρυογένεση ανεστάλη πλήρως. Ελάχιστη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων 

καταγράφηκε στα έκφυτα βάσεων στα 0,39 μΜ 2,4-D (2,0%). 
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 Είναι σκόπιμο στο σημείο αυτό να αναφερθεί ότι δοκιμάστηκε και η συγκέντρωση 

6,25 μΜ 2,4-D η οποία δεν παρουσιάζεται στα γραφήματα των εικόνων 15 - 17. Στις 

συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες προκύπταν κάλλοι χρώματος ανοιχτού πράσινου έως 

ανοιχτού κίτρινου οι οποίοι νεκρώνονταν, πολύ γρήγορα, σε ποσοστό μέχρι και 85,0%. Η 

νέκρωση των περισσότερων κάλλων, ήδη στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης και των 

υπόλοιπων στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, δεν επέτρεπε την περαιτέρω 

διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

 

 

 

Εικόνα 15:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ρζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 2,4-D. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε  2,5 μΜ 2iP και 0,01 / 

0,05 / 0,1 / 0,39 ή 1,56 μΜ 2,4-D. 

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τεσσάρων 

πειραμάτων. 
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Εικόνα 16: Σωματική εμβρυογένση (%) βάσεων κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 2,4-D. Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, 

που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,01 / 0,05 / 0,1 / 0,39 ή 1,5 6μΜ 2,4-D. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, 

καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης 

για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τεσσάρων πειραμάτων. 

 

 

Εικόνα 17: Σωματική εμβρυογένεση (%) κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις  2,4-D. Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, 

που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και 0,01 / 0,05 / 0,1 / 0,39 ή 1,56 μΜ 2,4-D. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, 

καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης 

για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο τεσσάρων πειραμάτων. 
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Δ.8.1.4. Συγκριτικά αποτελέσματα μεταξύ των τριών αυξινών 

 

 Η πλειοψηφία των βιβλιογραφικών αναφορών καταδεικνύουν το 2,4-D σαν την 

αυξίνη με την πιο έντονη μορφογενετική δράση in vitro. Το 2,4-D χρησιμοποιείται σε 

χαμηλότερες συγκεντρώσεις από τις υπόλοιπες αυξίνες, καθώς οι υψηλές του συγκεντρώσεις 

προκαλούν νέκρωση των εκφύτων, γεγονός που πιστοποιήθηκε και από την πειραματική 

διάταξη που περιγράφεται σε προηγούμενη ενότητα. 

Παράλληλα τo NAA συνιστά, μετά το 2,4-D, την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη 

συνθετική αυξίνη με έντονη μορφογενετική δράση στις ιστοκαλλιέργειες. 

Αντίθετα η χρήση του ΙΒΑ δεν είναι γενικευμένη, καθώς δε θεωρείται αυξίνη με 

ισχυρή μορφογενετική δράση. 

 Τα αποτελέσματα της παρούσας πειραματικής ενότητας, όμως, έρχονται σε 

αντιδιαστολή με τις παραπάνω βιβλιογραφικές αναφορές. 

Στο πείραμα-μάρτυρα, όπου τα θρεπτικά υποστρώματα δεν περιείχαν αυξίνη, το 

ποσοστό διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (14,0%) που καταγράψαμε στα έκφυτα 

ριζιδίων ήταν εντυπωσιακό και μη αναμενόμενο. Αντίθετα, στα έκφυτα βάσεων και κορυφών 

κοτυληδόνων η εμβρυογενετική αντίδραση ήταν μηδενική. 

 Οι αυξίνες 2,4-D και ΝΑΑ, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, είχαν ανάλογη 

μορφογενετική δράση σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων ριζιδίων. Το ποσοστό διαφοροποίησης 

σωματικών εμβρύων δεν ξεπερνούσε το 15,0% (ποσοστό ανάλογο με το πείραμα-μάρτυρα) 

και μηδενιζόταν στις υψηλότερες συγκεντρώσεις. Στα έκφυτα βάσεων και κορυφών 

κοτυληδόνων μόνο μετά από παροχή ΝΑΑ παρατηρήθηκε περιορισμένη επαγωγή σωματικών 

εμβρύων, ενώ παρουσία 2,4-D ανεστάλη, πλήρως, όπως και στο πείραμα-μάρτυρα.  

Αντίθετα το ΙΒΑ προωθούσε τη σωματική εμβρυογένεση σε υψηλότερα ποσοστά 

συγκριτικά με το ΝΑΑ, το 2,4-D, αλλά και το πείραμα-μάρτυρα, σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων 

ριζιδίων. Η συγκέντρωση του ΙΒΑ, εξάλλου, διαδραμάτιζε καθοριστικό ρόλο. Στις χαμηλές 

συγκεντρώσεις (0,39 / 1,56 και 6,25 μΜ ΙΒΑ) η υψηλότερη επαγωγή σωματικών εμβρύων σε 

έκφυτα ριζιδίων διαμορφώθηκε στα 1,56 μΜ ΙΒΑ (23,0% άμεση σωματική εμβρυογένεση), 

ενώ στις υψηλές συγκεντρώσεις (12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 και 200,0 μΜ ΙΒΑ) η μεγαλύτερη 

επαγωγή σωματικών εμβρύων διαμορφώθηκε στα 25,0 μΜ ΙΒΑ (31,0% έμμεση σωματική 

εμβρυογένεση). 

Αντίθετα τα ποσοστά σωματικών εμβρύων που καταγράφηκαν στα έκφυτα βάσεων 

και κορυφών κοτυληδόνων ήταν πολύ χαμηλά. Η μόνη αξιοσημείωτη επαγωγική δράση 

(15,0% έμμεση σωματική εμβρυογένεση) έλαβε χώρα στις υψηλές συγκεντρώσεις 50,0-100,0 
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και 200,0 μΜ ΙΒΑ. Το ποσοστό αυτό είναι σημαντικό αν συγκριθεί με το μηδενικό ποσοστό 

του πειράματος-μάρτυρα. 

 Συμπερασματικά τόσο το ΝΑΑ όσο και το 2,4-D, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης και 

είδους εκφύτου, δεν επάγουν υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης από εκείνα 

του πειράματος-μάρτυρα. Αντίθετα παρουσία ΙΒΑ καταγράφηκαν πολύ υψηλότερα ποσοστά 

διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων, σε όλα τα είδη των εκφύτων, ιδιαίτερα στις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις. 

 

 

Δ.8.2. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΑΡΟΧΗ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΥ ΑΥΞΙΝΩΝ 

 

 Πολλαπλές είναι οι βιβλιογραφικές καταγραφές που αφορούν την αναγκαιότητα 

προσθήκης δύο αυξινών, ταυτόχρονα, στο θρεπτικό μέσο ιστοκαλλιέργειας, προκειμένου να 

επαχθεί η in vitro αναγέννηση, ιδιαίτερα των φυτικών ειδών που αντιστέκονται σε αυτή. Έχει 

προταθεί ότι η συγκεκριμένη αναγκαιότητα υποδεικνύει την ύπαρξη διαφορετικών θέσεων-

στόχων των αυξινών. 

 Στην προσπάθειά μας για περαιτέρω αύξηση της εμβρυογενετικής αναγέννησης στην 

ελιά διερευνήθηκε και η εξάρτησή της από τη συνδυασμένη παροχή ΙΒΑ και ΝΑΑ στο 

θρεπτικό μέσο καλλογένεσης.  

Επιλέχθηκε η φυτοαυξητική ουσία ΙΒΑ, καθώς τα αποτελέσματα των προηγούμενων 

πειραματικών χειρισμών, κατέδειξαν ότι αποτελεί τη δραστικότερη αυξίνη για in vitro 

μορφογένεση της ελιάς. Το ΝΑΑ προτιμήθηκε έναντι του 2,4-D, καθώς το ΝΑΑ και το 2,4-D 

είχαν ανάλογη μορφογενετική δράση, αλλά το δεύτερο προκαλούσε νέκρωση των εκφύτων 

σε υψηλά ποσοστά. 

Οι συνδυασμοί αυξινών που χρησιμοποιήθηκαν αναγράφονται στον πίνακα 16. 

Τα κριτήρια επιλογής των συγκεκριμένων συγκεντρώσεων των δύο αυξινών ήταν τα εξής: 

➢ Η αναγκαιότητα χρήσης χαμηλών συγκεντρώσεων ΙΒΑ (0,78 μΜ και 1,56 μΜ ΙΒΑ) και ΝΑΑ 

(0,195 μΜ και 6,25 μΜ ΝΑΑ), προκειμένου να προκληθεί οργανοκαλλιέργεια και όχι 

καλλογένεση και τελικά να επαχθεί άμεση σωματική εμβρυογένεση. 

➢ Η αναγκαιότητα δοκιμής υψηλών συγκεντρώσεων ΙΒΑ (12,5 μΜ και 25,0 μΜ ΙΒΑ) και ΝΑΑ 

(12,5 μΜ ΝΑΑ), προκειμένου να επαχθεί καλλογένεση και στη συνέχεια έμμεση σωματική 

εμβρυογένεση. 

➢ Ο πειραματισμός με υψηλότερες συγκεντρώσεις ΙΒΑ και ΝΑΑ δεν κρίθηκε σκόπιμο, καθώς η 

μεμονωμένη παροχή τους ανέστελλε δραστικά τη σωματική εμβρυογένεση. 
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Στις γραφικές παραστάσεις της εικόνας 18 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφηκαν, μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 

των κάλλων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές 

ουσίες, για δύο μήνες. 

    Ο 1ος και ο 2ος  συνδυασμός αυξινών προωθούσαν την οργανοκαλλιέργεια, καθώς τα 

ριζίδια επιμηκύνονταν και διογκώνονταν αισθητά. Στις συγκεκριμένες καλλιεργητικές 

συνθήκες τα ριζίδια, προς την πλευρά που γειτνίαζαν με τις κοτυληδόνες, διαμόρφωναν 

βλαστούς και χαμηλά ποσοστά άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης (10,0% - 15,0%), δηλαδή 

ανάλογα του πειράματος-μάρτυρα. 

 

Πίνακας 16:  Συγκεντρώσεις συνδυασμών αυξινών (ΝΑΑ και ΙΒΑ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

 
 

Όπως έχει περιγραφεί, στις ενότητες Δ.8.1.1. και Δ.8.1.2., η αποκλειστική παροχή ΙΒΑ 

και ΝΑΑ, σε συγκεντρώσεις ανάλογες του 1ου και 2ου συνδυασμού αυξινών, είχε σαν 

αποτέλεσμα μέγιστο ποσοστό επαγωγής άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης 23,0% και 12,0% 

αντίστοιχα. Γίνεται φανερό ότι η συνδυασμένη παροχή των δύο αυξινών, στις συγκεκριμένες 

συγκεντρώσεις, δεν κατέληξε σε αύξηση του ποσοστού άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης  

Ο 3ος και ο 4ος συνδυασμός αυξινών προωθούσαν τη δημιουργία κάλλου. Στον 3ο 

συνδυασμό οι κάλλοι που προκύπταν ήταν συμπαγής και με έντονο πράσινο χρώμα, ενώ 

στον 4ο συνδυασμό ήταν χαλαροί και υποκίτρινοι. Τα ποσοστά επαγωγής έμμεσης σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφηκαν, στους συγκεκριμένους συνδυασμούς, ήταν χαμηλά 

(10,0% - 15,0%) και ανάλογα του πειράματος-μάρτυρα.  

Τα πειραματικά αποτελέσματα των προηγούμενων ενοτήτων, Δ.8.1.1. και Δ.8.1.2., 

κατέδειξαν ότι η αποκλειστική παροχή ΙΒΑ ή ΝΑΑ, σε συγκεντρώσεις αντίστοιχες του 3ου και 

4ου συνδυασμού αυξινών, είχε σαν αποτέλεσμα μέγιστο ποσοστό έμμεσης σωματικής 

 
ΕΙΔΟΣ 

ΑΥΞΙΝΗΣ 

 
1ΟΣ 

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

 
2ΟΣ 

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

 
3ΟΣ 

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

 
4ΟΣ  

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

ΝΑΑ 
(μΜ) 

 

 
0,195 

 
0,39 

 
6,25 

 
12,5 

ΙΒΑ 
(μΜ) 

 
0,78 

 
1,56 

 
12,5 
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εμβρυογένεσης 31,0% και 13,0% αντίστοιχα. Γίνεται φανερό ότι ούτε αυτοί οι συνδυασμοί 

των δύο αυξινών δεν κατέληξε σε αύξηση του ποσοστού έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης. 

 

Εικόνα 18:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικούς 

συνδυασμούς αυξινών.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 2,5 μΜ 2iP και έναν 

από τους παρακάτω συνδυασμούς ΝΑΑ (μΜ)  / ΙΒΑ (μΜ): 

▪ 0,195 / 0,78 
▪ 0,39 / 1,56 
▪ 6,25 / 12,5 
▪ 12,5 / 25,0 
Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων 

(σύνολο 200 κάλλων). 

 

Συμπερασματικά η ταυτόχρονη προσθήκη ΙΒΑ και ΝΑΑ στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης 

καθηλώνει την επαγωγή, τόσο της άμεσης όσο και της έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης, 

σε χαμηλά επίπεδα, ανάλογα της αποκλειστικής προσθήκης ΝΑΑ και του πειράματος-

μάρτυρα. Αξιοσημείωτο είναι ότι ο συνδυασμός ΙΒΑ και ΝΑΑ ανέστελλε τη δράση της 

μεμονωμένης παροχής ΙΒΑ, καθώς τα μέγιστα ποσοστά που προκύπταν στον συνδυασμό των 

αυξινών ήταν 15,0% (άμεση και έμμεση σωματική εμβρυογένεση), ενώ μετά από την 

μεμονωμένη παροχή ΙΒΑ 23,0% (άμεση σωματική εμβρυογένεση) και 31,0% (έμμεση 

σωματική εμβρυογένεση). 

Από όλα τα παραπάνω δε διαφαίνεται αθροιστική δράση των δύο αυξινών. Αντίθετα 

αναδεικνύεται η ανασταλτική δράση του ΝΑΑ στην επαγωγική δυναμική του ΙΒΑ, 
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υποδηλώνοντας, πιθανώς, τη μη ύπαρξη διαφορετικών θέσεων-στόχων των δύο αυξινών στα 

κύτταρα της ελιάς. 

 

 

Δ.8.3. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗ 

 

Τα βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με τα μορφογενετικά αποτελέσματα των 

κυτοκινινών είναι πολλές φορές αντικρουόμενα. Είναι γενικά αποδεκτό ότι η προσθήκη των 

κυτοκινινών είναι διεγερτική για τη δημιουργία κάλλου, καθώς επάγουν την κυτταρική 

διαίρεση, αλλά και για τη διαφοροποίηση βλαστών και μασχαλιαίων οφθαλμών. Αντίθετα η 

επίδρασή τους στην επαγωγή σωματικών εμβρύων είναι ακόμα ασαφής. Η συνεκτίμηση της 

πλειοψηφίας των πειραματικών δεδομένων οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι κυτοκινίνες είναι 

απαραίτητες στο θρεπτικό μέσο επαγωγής κάλλου, ενώ στο μέσο διαφοροποίησης, το 

πιθανότερο είναι, ότι παρεμποδίζουν τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

Ως εκ τούτου στην παρούσα πειραματική διερεύνηση δοκιμάστηκαν τρεις 

διαφορετικές συνθετικές κυτοκινίνες (ΤDZ, 2iP και BA) σε ποικίλες συγκεντρώσεις (0,625 / 2,5 

/ 10,0 και 40,0 μΜ). 

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε ένα πείραμα-μάρτυρας, στο πλαίσιο του οποίου 

ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc που 

περιείχε μόνο αυξίνη (25,0 μΜ ΙΒΑ) και καθόλου κυτοκινίνη. Για τη διαφοροποίηση 

σωματικών εμβρύων οι κάλλοι μεταφέρονταν, μετά από χρονικό διάστημα 21 ημερών, σε 

θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες, στο οποίο παρέμεναν για δύο 

μήνες. 

 

Δ.8.3.1. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το 2iP 

  

1.1. Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε ΟΜc καλλογένεσης που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και τις συγκεντρώσεις 2iP,  που αναγράφονται στον πίνακα 17. 

 

 

Πίνακας 17: Συγκεντρώσεις 2iP (μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση 2iP (μΜ) 

0,625 2,5 10,0 40,0 
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Στα γραφήματα της εικόνας 19 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης (ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες) για δύο 

μήνες. 

 

 

Εικόνα 19:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις 2iP.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2iP στις 

εξής συγκεντρώσεις: 0,625 / 2,5 / 10,0 ή 40,0  μΜ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 κάλλων). 

 

Στη χαμηλότερη συγκέντρωση 2iP (0,625 μΜ 2iP) δεν παρατηρήθηκε καλλογένεση, 

αλλά οργανοκαλλιέργεια και καταγράφηκε η χαμηλότερη εμβρυογενετική αντίδραση 

(περίπου 9,0% άμεση σωματική εμβρυογένεση) συγκριτικά με τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις 

(Φωτογραφίες 10 & 11).  

Αντίθετα παρουσία 2,5 / 10,0 και 40,0 μΜ 2iP αναπτύχθηκαν πράσινοι και χαλαροί 

στην υφή κάλλοι και διαμορφώθηκαν σωματικά έμβρυα μέσω έμμεσης σωματικής 

εμβρυογένεσης (Φωτογραφία 10). Όπως φαίνεται καθαρά από την εικόνα 19, μικρή υπεροχή 

στην προώθηση της διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων είχε η συγκέντρωση 2,5 μΜ 2iP 

(15,0%) η οποία αποτελεί και την προτεινόμενη συγκέντρωση από τους Cañas et al. (1988).  
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Φωτογραφία 10:   Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 
Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc που περιείχε  25,0 μΜ IBA και 2iP στις εξής 

συγκεντρώσεις: 

1. 2,5 μΜ 2iP. 
2. 0,625 μΜ 2iP. 
3. 0,625 μΜ 2iP. 
4. 40,0 μΜ 2iP. 

Διακρίνεται οργανοκαλλιέργεια και ριζογένεση (2 & 3) και καλλογένεση (1 & 4). 
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Φωτογραφία 11:  Οργανοκαλλιέργεια ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 0,625 

μΜ 2iP και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε ΟΜc διαφοροποίησης. Διακρίνεται η διαφοροποίηση: 

a. απαρχών σωματικών εμβρύων και 

b. βλαστού στο άκρο του ριζιδίου που γειτνίαζε με τις κοτυληδόνες και ρίζας με πλάγιες ρίζες 

στο άλλο άκρο του.  

 

 

1.2. Έκφυτα κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε 

θρεπτικό μέσο ΟΜc καλλογένεσης που περιείχε 100,0 μΜ ΙΒΑ και μια από τις συγκεντρώσεις 

2iP, που αναγράφονται στον πίνακα 18. 

 

Πίνακας 18: Συγκεντρώσεις 2iP (μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

 

Συγκέντρωση 2iP (μΜ) 

2,5 10,0 20,0 40,0 

 

Τα 100,0 μΜ ΙΒΑ επιλέχθηκαν, καθώς, όπως αποδείχθηκε από την προηγούμενη 

πειραματική ενότητα, αποτελεί την καταλληλότερη συγκέντρωση αυξίνης για την επαγωγή 

σωματικών εμβρύων στα συγκεκριμένα έκφυτα.   
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Παράλληλα, επιλέχθηκε το 2iP στα συγκεκριμένα έκφυτα, καθώς τα αποτελέσματα των 

προηγούμενων πειραματικών χειρισμών υπέδειξαν ότι η συγκεκριμένη κυτοκινίνη 

προωθούσε τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, ενώ το ΒΑ τη μείωνε αισθητά και το 

TDZ την ανέστελλε πλήρως. 

Στις γραφικές παραστάσεις των εικόνων 20 και 21 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 

των κάλλων στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές 

ουσίες, για δύο μήνες. 

Τα ποσοστά κυμαίνονταν από 0,0% - 5,0%. Μικρό προβάδισμα καταγράψαμε στη 

συγκέντρωση 20,0 μΜ 2iP (10,0%). Αξίζει να σημειωθεί ότι στην υψηλή συγκέντρωση (40,0 

μΜ 2iP) η σωματική εμβρυογένεση ανεστάλη πλήρως στα έκφυτα κορυφών, ενώ στα έκφυτα 

των βάσεων διατηρήθηκε στο 5,0%. 

 

 

 

Εικόνα 20: Σωματική εμβρυογένεση (%) βάσεων κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 2iP. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 100,0 μΜ ΙΒΑ και 2iP 

στις εξής συγκεντρώσεις: 2,5 / 10,0 / 20,0 ή 40,0 μΜ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 κάλλων). 
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Εικόνα 21: Σωματική εμβρυογένεση (%) κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις 2iP. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 100,0 μΜ ΙΒΑ και 2iP 

στις εξής συγκεντρώσεις: 2,5 / 10,0 / 20,0 ή 40,0 μΜ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 κάλλων). 

       

 

Δ.8.3.2. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΒΑ 

2.1. Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε ΟΜc καλλογένεσης που 

περιείχε 25,0 μΜ IBA και μια από τις συγκεντρώσεις ΒΑ,  που αναγράφονται στον πίνακα 19. 

 

Πίνακας 19: Συγκεντρώσεις ΒΑ (μΜ)  θρεπτικού υποστρώματος καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση ΒΑ (μΜ) 

0,625 2,5 10,0 40,0 

 

Στα γραφήματα της εικόνας 22 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες, για 

δύο μήνες. 

Η παροχή ΒΑ, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, οδήγησε 

στη δημιουργία πράσινων κάλλων. 
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Η διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων δεν προωθήθηκε σημαντικά (2,0% - 5,0%). Τα 

σωματικά έμβρυα ήταν πράσινα, καλά ανεπτυγμένα, ευδιάκριτα και μεμονωμένα. 

 

 

Εικόνα 22:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΒΑ.  

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και ΒΑ στις 

εξής συγκεντρώσεις: 0,625 / 2,5 / 10,0 ή 40,0 μΜ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 κάλλων). 

 

 

Δ.8.3.3. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το TDZ 

  

3.1. Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc 

καλλογένεσης που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και μια από τις συγκεντρώσεις TDZ, που 

αναγράφονται στον πίνακα 20.  

Στα γραφήματα της εικόνας 23 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες, για 

δύο μήνες.  
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Το TDZ προωθούσε τη δημιουργία συμπαγών κάλλων και ανέστελλε σχεδόν πλήρως τη 

σωματική εμβρυογένεση (Φωτογραφία 12). 

 

Πίνακας 20: Συγκεντρώσεις TDZ (μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση TDZ (μΜ) 

0,63 2,5 10,0 40,0 

 

 

 

 

 

Εικόνα 23:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις TDZ. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και TDZ 

στις εξής συγκεντρώσεις: 0,63 / 2,5 / 10,0 ή 40,0 μΜ. Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν 

μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι 

τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 κάλλων). 
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Φωτογραφία 12: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων.  

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 0,63 

μΜ TDZ και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε ΟΜc διαφοροποίησης. Διακρίνεται η διαφοροποίηση 

βλαστών στο άκρο του ριζιδίου που γειτνίαζε με τις κοτυληδόνες (δεξί βέλος) και σωματικών εμβρύων 

στο αντίθετο άκρο του (αριστερό βέλος). 

  

 

      

Δ.8.4. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΑΡΟΧΗ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΥ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΩΝ 

 

Κρίθηκε σκόπιμη η διερεύνηση της εξάρτησης της επαγωγής σωματικών εμβρύων από 

την συνδυασμένη παροχή δύο διαφορετικών κυτοκινινών. 

Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες κυτοκινίνες σε in vitro μελέτες είναι η κινετίνη και 

η ζεατίνη. Αντίθετα οι πειραματικές δοκιμασίες της παρούσας ερευνητικής προσπάθειας 

κατέδειξαν ότι τα εντονότερα μορφογενετικά αποτελέσματα στην in vitro διαφοροποίησης 

της ελιάς είχε το 2iP ανεξαρτήτως συγκέντρωσης. 

Για το λόγο αυτό επιλέχθηκε το 2iP, να αποτελεί τη μια κυτοκινίνη του θρεπτικού 

υποστρώματος, σε συγκεντρώσεις 1,25 μΜ και 2,50 μΜ. Το 2iP συνδυάστηκε με το ΒΑ και το 

TDZ σε δύο συγκεντρώσεις (5,00 μΜ και 10,00 μΜ) (Πίνακας 21). 
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Πίνακας 21: Συνδυασμοί 2iP και ΒΑ ( μΜ) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης.  

  

ΕΙΔΟΣ  ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 1ΟΣ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 2ΟΣ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 3ΟΣ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 4ΟΣ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ 

2iP 
(μΜ) 

2,50  1,25  2,50  1,25  

BA 
(μΜ) 

10,00  5,00  - - 

TDZ 
(μΜ) 

- - 10,00  5,00  

 

 

Πιο συγκεκριμένα ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό 

υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε σταθερά 25,0 μΜ ΙΒΑ και έναν από τους συνδυασμούς 

κυτοκινινών που αναγράφονται στον πίνακα 21. Μετά από παρέλευση 21 ημερών οι κάλλοι 

μεταφέρονταν και παρέμεναν σε θρεπτικό θρεπτικό ΟΜc, χωρίς φυτοαυξητικούς 

παράγοντες, για δύο μήνες. 

Τα γραφήματα της εικόνας 24 απεικονίζουν τα τελικά ποσοστά διαφοροποίησης 

σωματικών εμβρύων που καταγράφηκαν στις παραπάνω ιστοκαλλιεργητικές συνθήκες. Σε 

όλες τις πειραματικές δοκιμασίες η σωματική εμβρυογένεση ήταν έμμεση, καθώς σε όλους 

τους συνδυασμούς παρατηρήθηκε επαγωγή κάλλου. 

Προκειμένου να γίνει ευκολότερος ο σχολιασμός των πειραματικών αποτελεσμάτων, 

στους πίνακες 22(Α) και 22(Β) αναγράφονται τα τελικά ποσοστά διαφοροποίησης σωματικών 

εμβρύων που προέκυψαν σε όλους τους συνδυασμούς των κυτοκινινών, ταυτόχρονα με τα 

τελικά ποσοστά που προέκυψαν, όταν το 2iP, το ΒΑ και το TDZ παρέχονταν μεμονωμένα σε 

αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

Από τη σύγκριση των ποσοστών του πίνακα 22(Α) γίνεται φανερό ότι η συνδυασμένη 

παροχή 2iΡ και ΒΑ υστερούσε σε εμβρυογενετική επαγωγική δράση έναντι της μεμονωμένης 

παροχής του 2iΡ, ενώ κυμαινόταν σε αντίστοιχα επίπεδα με εκείνα της μεμονωμένης 

παροχής του ΒΑ. Ο πίνακας 22(Β) καταδεικνύει ότι και η συνδυασμένη παροχή 2iΡ και TDZ 

μείωνε την επαγωγική δράση της μεμονωμένης παροχής του 2iP. Αξίζει να αναφερθεί η 

υψηλή βλαστητική διαφοροποίηση των πειραματικών διατάξεων συνδυασμένης παροχής 

TDZ με ΒΑ και TDZ με 2iP. 
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Πίνακας 22(Α): Σωματική εμβρυογένεση (%) σε διαφορετικές  συγκεντρώσεις 2iP,  ΒΑ και συνδυασμών 

2iP/ΒΑ θρεπτικού μέσου καλλογένεσης.  

 

ΕΙΔΟΣ  

ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

2IP 
(μΜ) 

 

 

2,5  

 

1,25  

 

2,5  

 

1,25  

 

- 

 

- 

BA 
(μΜ) 

 

 

10,0  

 

5,0  

 

- 

 

- 

 

10,0  

 

5,0  

ΣΩΜΑΤΙΚΗ 

 ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ  

(%) 

 

9,0 ± 4,0 

 

12,0 ± 5,4  

 

15,0 ± 3,5 

 

8,0 ± 15,0  

 

8,0 ± 4,5  

 

8,0 ± 4,5    

                

 

 

 

Πίνακας 22(Β): Σωματική εμβρυογένεση (%) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 2iP,  ΤDZ και 

συνδυασμών 2iP/TDZ θρεπτικού μέσου καλλογένεσης.  

 

ΕΙΔΟΣ  
ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

2iP 
(μΜ) 

 

2,5 

 

1,25 

 

2,5 

 

1,25 

 

- 

 

- 

TDZ 
(μΜ) 

 

10,0 

 

5,0 

 

- 

 

- 

 

10,0 

 

5,0 

ΣΩΜΑΤΙΚΗ 
 ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ 

(%) 

 

2,0 ± 

1,55 

 

4,0 ± 4,93 

 

15,0 ± 3,5 

 

8,0 ±-15,0 

 

0,9 ± 0,0 

 

2,5 ± 0,0 
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Εικόνα 24(Α & Β):  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε συνδυασμούς 

κυτοκινινών.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και έναν από τους παρακάτω  συνδυασμούς 2iP/TDZ (24Α) και  2iP/BA (24Β) 

(μΜ): 

• 2,5 / 10,0 

• 1,25 / 5,0  

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν  μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων 

(σύνολο 200 κάλλων). 
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Δ.9. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΑΝΟΡΓΑΝΟ ΑΖΩΤΟ 

 

Δ.9.1. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ  ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΗΓΗ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ ΑΖΩΤΟΥ 

          

Ο καθοριστικός ρόλος της συγκέντρωσης, αλλά και της πηγής αζώτου (ανόργανου ή 

οργανικού) στην in vitro φυτική αναγέννηση και ειδικότερα στην επαγωγή σωματικών 

εμβρύων, έχει αποδειχθεί μέσω πολλών δημοσιεύσεων. 

Το βασικό θρεπτικό υπόστρωμα που χρησιμοποιήσαμε στην παρούσα διατριβή ήταν 

το ΟΜc το οποίο περιείχε σαν πηγές ανόργανου αζώτου 9,34 mM ΚΝΟ3 και 8,99 mM ΝΗ4ΝΟ3. 

Προσπαθώντας να διασαφηνίσουμε τη συσχέτιση ανόργανου αζώτου και σωματικής 

εμβρυογένεσης στις ιστοκαλλιέργειες της ελιάς, αντί των παραπάνω πηγών ανόργανου 

αζώτου δοκιμάσαμε τρεις διαφορετικές πηγές ανόργανου αζώτου: ΚΝΟ3, ΝΗ4ΝΟ3 και ΝΗ4Cl. 

Οι τρεις πηγές αζώτου προστίθονταν ξεχωριστά κάθε φορά στο θρεπτικό μέσο και σε 

τέσσερις διαφορετικές συγκεντρώσεις, οι οποίες αναγράφονται στον πίνακα 23. 

 

Πίνακας 23: Συγκεντρώσεις ΚΝΟ3 ή ΝΗ4ΝΟ3 ή ΝΗ4Cl (mM) θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. 

Συγκέντρωση ΚΝΟ3 ή ΝΗ4ΝΟ3 ή ΝΗ4Cl (mM) 

5,0 20,0 80,0 160,0 

 

Τα υπόλοιπα συστατικά του θρεπτικού μέσου καλλογένεσης παρέμεναν σταθερά και 

οι φυτοαυξητικές ουσίες ήταν 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iΡ. Τα έκφυτα παρέμεναν στο 

θρεπτικό μέσο καλλογένεσης για 21 ημέρες και μεταφέρονταν στο θρεπτικό μέσο 

διαφοροποίησης. Το θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης περιείχε τις τροποποιημένες πηγές 

ανόργανου αζώτου, δηλαδή ίδιες με εκείνες του θρεπτικού μέσου καλλογένεσης και δεν 

περιείχε φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

Παράλληλα πραγματοποιήθηκε και ένα πείραμα-μάρτυρας. Ριζίδια ώριμων 

ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, 

δηλαδή ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iΡ, αλλά από το οποίο είχαν αφαιρεθεί 

οι πηγές ανόργανου αζώτου. Οι κάλλοι μεταφέρονταν σε θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, 

δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες και πηγές ανόργανου αζώτου, όπου 

παρέμεναν για δύο μήνες.  
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Δ.9.1.1. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΝΗ4ΝΟ3 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, 

δηλαδή ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΝΗ4ΝΟ3 στις συγκεντρώσεις, που 

αναγράφονται στον πίνακα 23.  

Στα γραφήματα της εικόνας 25 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες και 

ίδιας περιεκτικότητας σε ΝΗ4ΝΟ3 με το θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, για δύο μήνες. 

     

 

 

Εικόνα 25: Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΝΗ4ΝΟ3.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ,  2,5 μΜ 2iΡ και ΝΗ4ΝΟ3 στις εξής συγκεντρώσεις: 5,0 /  20,0 /  80,0  ή 160,0 mM. 

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο  δύο πειραμάτων 

(σύνολο 300 κάλλων). 

 

Μελετώντας την εικόνα 25 αξιοσημείωτο είναι το τελικό ποσοστό (37,0%) 

διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων του πειράματος-μάρτυρα, που δεν περιείχε καμία 
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πηγή αζώτου. Το συγκεκριμένο ποσοστό ήταν κατά πολύ υψηλότερο, ακόμα και από το 

ποσοστό (περίπου 24,0%) που προέκυπτε σε ΟΜc με την κανονική συγκέντρωση και πηγή 

ανόργανου αζώτου, όπως προτάθηκαν από τους Cañas et al. (1988). 

H προσθήκη ΝΗ4ΝΟ3, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, δεν επηρέαζε το ποσοστό 

διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (32,0% - 36,0%) συγκρινόμενη με το πείραμα-

μάρτυρα. Μοναδική εξαίρεση αποτελούσε η υψηλότερη συγκέντρωση (160,0 mM ΝΗ4ΝΟ3), 

όπου αναστελλόταν σημαντικά η σωματική εμβρυογένεση (21,0%). Σκόπιμο είναι να 

αναφερθεί ότι στη συγκεκριμένη συγκέντρωση ΝΗ4ΝΟ3 μειωνόταν δραστικά και η 

καλλογένεση (19,0%), δεδομένο που αν είχε συνυπολογιστεί, το ποσοστό των επαχθέντων 

σωματικών εμβρύων θα ήταν πολύ χαμηλότερο από 21,0% (Φωτογραφία 13). 

 

 

Φωτογραφία 13: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iP 

και 160,0 mM ΝΗ4ΝΟ3 και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε ΟΜc διαφοροποίησης.  

Με το βέλος υποδεικνύεται σωματικό έμβρυο που έχει αποσπαστεί από τον κάλλο από τον οποίο 

προήλθε. Παράλληλα είναι εμφανής η νέκρωση των κάλλων. 

 

 

Δ.9.1.2. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΚΝΟ3 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΚΝΟ3 στις 

συγκεντρώσεις, που αναγράφονται στον πίνακα 23.  
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Στα γραφήματα της εικόνας 26 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες και 

ίδιας περιεκτικότητας σε ΚΝΟ3 με το θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, για δύο μήνες. 

Η παροχή ΚΝΟ3, σαν αποκλειστική πηγή ανόργανου αζώτου, μείωνε την παραγωγή 

σωματικών εμβρύων δραστικά τόσο στις χαμηλές συγκεντρώσεις (18,0%),  αλλά ακόμα 

εντονότερα στις υψηλές συγκεντρώσεις (4,0%), ενώ δεν παρατηρήθηκε ταυτόχρονη 

αναστολή της καλλογένεσης. 

 

 

 

Εικόνα 26: Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΚΝΟ3.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΚΝΟ3 στις εξής συγκεντρώσεις: 5,0 / 20,0 / 80,0 ή 160,0 mM. Τα 

ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες.  Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων 

(σύνολο 300 κάλλων). 
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Δ.9.1.3. Εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ΝΗ4Cl 

 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης, δηλαδή ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΝΗ4Cl στις 

συγκεντρώσεις, που αναγράφονται στον πίνακα 23.  

Στα γραφήματα της εικόνας 27 απεικονίζονται τα τελικά ποσοστά σωματικής 

εμβρυογένεσης που καταγράφονταν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή των κάλλων 

στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης, δηλαδή ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές ουσίες και 

ίδιας περιεκτικότητας σε ΝΗ4Cl με το θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, για δύο μήνες. 

Όπως γίνεται φανερό από τη μελέτη του γραφήματος το ΝΗ4Cl προωθούσε σημαντικά 

τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. Πιο συγκεκριμένα στις συγκεντρώσεις 5,0 mM και 

80,0 mM τα ποσοστά κυμαίνονταν από 52,0% - 58,0%, δηλαδή πολύ υψηλότερα από το 

πείραμα-μάρτυρα (37,0%). Εντυπωσιακότερο ήταν το ποσοστό (62,0%) που προέκυπτε στην 

συγκέντρωση 160,0 mM ΝΗ4Cl. Παράλληλα, πρέπει να σημειωθεί η περιορισμένη 

καλλογένεση (60,0%) στα 80,0 mM ΝΗ4Cl (Φωτογραφία 14) και η ακόμα μικρότερη (40,0%) 

στα 160,0 mM ΝΗ4Cl. 

 

Εικόνα 27:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ΝΗ4Cl. 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΝΗ4Cl στις εξής συγκεντρώσεις: 5,0 / 20,0 / 80,0 ή 160,0 mM. Τα 

ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. 

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 300 κάλλων). 
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Ανακεφαλαιώνοντας, η παροχή ΚΝΟ3 σαν μοναδική πηγή ανόργανου αζώτου 

ανέστελλε δραστικά την επαγωγή σωματικών εμβρύων, η παροχή ΝΗ4ΝΟ3 διατηρούσε τα 

ποσοστά στα επίπεδα του πειράματος-μάρτυρα, ενώ η παροχή ΝΗ4Cl είχε ιδιαιτέρως 

επαγωγική δράση στη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, αλλά ταυτόχρονα ανασταλτική 

στην καλλογένεση σε υψηλές συγκεντρώσεις. 

Στο σημείο αυτό πρέπει να τονίσουμε ότι τα ποσοστά επαγωγής σωματικών εμβρύων 

τόσο μετά από προσθήκη ΝΗ4ΝΟ3  (με εξαίρεση τα 160,0 mΜ) όσο και ΝΗ4Cl, ήταν 

υψηλότερα από το ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης (24,0%) που πρόκυπτε, όταν το ΟΜc 

περιείχε τις πηγές ανόργανου αζώτου που προτάθηκαν από τους Cañas et al. (1988). Αντίθετα 

το ΚΝΟ3 δεν προωθούσε τη σωματική εμβρυογένεση συγκρινόμενο με τα ποσοστά του 

πειράματος των Cañas et al. (1988). 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία 14: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc καλλογένεσης, που περιείχε 

25,0 μΜ ΙΒΑ / 2,5 μΜ 2Ip / 80,0 mM ΝΗ4Cl και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε  ΟΜc διαφοροποίησης. 

Με το βέλος υποδεικνύεται η διαφοροποίηση πολλαπλών σωματικών εμβρύων σε μορφή 

«μπουκέτων».  
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Δ.9.2. ΕΞΑΡΤΗΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΑΡΟΧΗ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΥ ΠΗΓΩΝ    ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ 

ΑΖΩΤΟΥ 

 

Τα αποτελέσματα της προηγούμενης πειραματικής ενότητας ανέδειξαν την ανάγκη για 

τη μελέτη της εξάρτησης της διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων από την παροχή 

συνδυασμού δύο διακριτών πηγών ανόργανου αζώτου που αποτελεί και την πιο 

συνηθισμένη τακτική προετοιμασίας θρεπτικού υποστρώματος για ιστοκαλλιέργειες. 

Οι συνδυασμοί πηγών ανόργανου αζώτου που χρησιμοποιήθηκαν ήταν ΚΝΟ3 : ΝΗ4ΝΟ3 

και ΚΝΟ3 : ΝΗ4Cl στις εξής αναλογίες: 1:9, 3:7, 5:5, 7:3 και 9:1. Το θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης ήταν το ΟΜc με τον εκάστοτε συνδυασμό πηγών ανόργανου αζώτου, 25,0 μΜ 

ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Το θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης ήταν το ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικές 

ουσίες και τις ίδιες πηγές ανόργανου αζώτου με του θρεπτικού μέσου καλλογένεσης. Τα 

ποσοστά σωματικών εμβρύων που προκύπταν απεικονίζονται στα γραφήματα των εικόνων 

28 και 29. 

Όπως προαναφέρθηκε στο πείραμα-μάρτυρα το ποσοστό επαγωγής σωματικών 

εμβρύων ήταν 37,0%. Αντίθετα στους συνδυασμούς ΚΝΟ3 : ΝΗ4ΝΟ3  (Εικόνα 28) 

καταγράφονταν ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης που κυμαίνονταν από 16,0% - 3,0%. 

Είναι προφανές ότι η αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης γινόταν τόσο πιο έντονη όσο 

αυξανόταν η συγκέντρωση του ΚΝΟ3 και μειωνόταν η συγκέντρωση του ΝΗ4ΝΟ3. 

Ανάλογα αποτελέσματα προκύπταν και στις αναλογίες ΚΝΟ3 : ΝΗ4Cl (Εικόνα 29). Πιο 

συγκεκριμένα στην αναλογία 1:9, όπου η συγκέντρωση του ΚΝΟ3  ήταν χαμηλή και του ΝΗ4Cl 

υψηλή, καταγραφόταν υψηλό ποσοστό (38,0%), δηλαδή ανάλογο με εκείνο του πειράματος-

μάρτυρα. Στις υπόλοιπες αναλογίες, όπου η περιεκτικότητα του υποστρώματος σε ΚΝΟ3 

αυξανόταν και σε ΝΗ4Cl μειωνόταν, τα ποσοστά έβαιναν μειούμενα μέχρι που σχεδόν 

μηδενίζονταν (27,0% - 1,0%). 

Αξιομνημόνευτη είναι η επίδραση των συγκεκριμένων αναλογιών και στην επαγωγή 

κάλλου. Στην αναλογία 1:9 ΚΝΟ3:ΝΗ4Cl καταγραφόταν χαμηλό ποσοστό καλλογένεσης 

(58,0%) το οποίο βαθμιαία αυξανόταν για να φτάσει στα συνήθη ποσοστά (94,0%) στην 

αναλογία 9:1. 

Τα παραπάνω πειραματικά αποτελέσματα καταδεικνύουν την ανασταλτική δράση 

στην επαγωγή σωματικών εμβρύων του ΚΝΟ3 και τη διεγερτική του ΝΗ4ΝΟ3 και του ΝΗ4Cl. 

Παράλληλα επαληθεύουν την ανασταλτική δράση στην επαγωγή κάλλου του ΝΗ4Cl σε 

υψηλές συγκεντρώσεις. 
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Οι προηγούμενες παρατηρήσεις βρίσκονται σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα 

της προηγούμενης πειραματικής ενότητας, δηλαδή την παροχή μεμονωμένων πηγών 

ανόργανου αζώτου. 

 

 

 

Εικόνα 28: Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων σε συνδυασμούς ΚΝΟ3 : ΝΗ4ΝΟ3.  

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΚΝΟ3 : ΝΗ4ΝΟ3  στις εξής αναλογίες: 1:9, 3:7, 5:5, 7:3 και 9:1. 

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. 

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 300 κάλλων). 
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Εικόνα 29:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων σε συνδυασμούς ΚΝΟ3 : ΝΗ4Cl. 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε ΟΜc καλλογένεσης, που 

περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και ΚΝΟ3 : ΝΗ4Cl  στις αναλογίες: : 1:9, 3:7, 5:5, 7:3 και 9:1. 

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων σε 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. 

Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 300 κάλλων). 

 

 

Δ. 10. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΤΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ “KM”  

 

Σαν επιστέγασμα, αλλά και επαλήθευση όλων των προηγούμενων πειραματικών 

δοκιμασιών, θεωρήθηκε σκόπιμη η δημιουργία ενός “ιδανικού” θρεπτικού υποστρώματος 

το οποίο ονομάστηκε “KM”. Το “KM” θρεπτικό υπόστρωμα συνδύαζε τα θρεπτικά στοιχεία 

και τους φυτοαυξητικούς παράγοντες που από τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής 

αποδείχτηκαν σαν καταλληλότερα για την επαγωγή υψηλών ποσοστών σωματικής 

εμβρυογένεσης, in vitro, από έκφυτα ελιάς. 

Το θρεπτικό υπόστρωμα “KM” περιείχε τη βασική σύσταση του θρεπτικού μέσου ΟΜc 

και τις εξής τροποποιήσεις: 

α)  Μοναδική πηγή ανόργανου αζώτου 20,0 mM ΝΗ4Cl. 

 Η συγκεκριμένη συγκέντρωση ΝΗ4Cl προτιμήθηκε από τις υψηλότερες αν και είχε 

μικρότερη επαγωγική δράση, καθώς οι υψηλότερες συγκεντρώσεις είχαν έντονη 

ανασταλτική δράση στην επαγωγή κάλλων. 
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β) Σακχαρόζη 160,0 g/L. 

γ)  Φυτοαυξητικούς παράγοντες: 

i. 25,0 μΜ ΙΒΑ. 

ii. 2,5 μΜ 2iΡ. 

Αναλυτικότερα ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων παρέμεναν για 21 ημέρες στο 

παραπάνω θρεπτικό μέσο καλλογένεσης και στη συνέχεια μεταφέρονταν και παρέμεναν για 

δύο μήνες στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, που είχε την ίδια σύσταση με το αρχικό, 

χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

Στη γραφική παράσταση της εικόνας 30 απεικονίζεται το χρονοδιάγραμμα της 

εμφάνισης των σωματικών εμβρύων σε όλη τη διάρκεια του πειράματος, δηλαδή από την 7η 

ημέρα εμβολιασμού μέχρι και 40 ημέρες μετά τη μεταφορά των κάλλων στο θρεπτικό μέσο 

διαφοροποίησης. 

Όπως ήταν αναμενόμενο το “KM” θρεπτικό μέσο έδωσε εντυπωσιακά ποσοστά 

σωματικής εμβρυογένεσης (62,0%) συγκριτικά με το OMc (24,0%) που προτάθηκε από τους 

Cañas et al. (1988) σαν καταλληλότερο θρεπτικό μέσο για τις ιστοκαλλιέργειες στην ελιά. 

Χαρακτηριστικό της έντονης επαγωγικής δράσης του “KM” θρεπτικού μέσου αποτελεί 

η διαφοροποίηση των πρώτων σωματικών εμβρύων στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, 

δηλαδή πριν τη μεταφορά των κάλλων στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης (Φωτογραφία 

15). 

Αξιοσημείωτο είναι ότι το ποσοστό διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων στο “KM” 

θρεπτικό μέσο (62,0%) ξεπερνούσε τόσο το ποσοστό 55,0%, που καταγραφόταν σε θρεπτικό 

μέσο που περιείχε  μόνο τροποποιημένη συγκέντρωση σακχαρόζης (160,0 g/L), όσο και το 

ποσοστό 52,0% που καταγραφόταν σε θρεπτικό μέσο που περιείχε μόνο τροποποιημένη 

συγκέντρωση ανόργανου αζώτου (20,0 mM ΝΗ4Cl). 

Όλα τα παραπάνω καταδεικνύουν μια αθροιστική δράση των επιμέρους θρεπτικών 

συστατικών, δηλαδή του ΝΗ4Cl και της σακχαρόζης, όταν παρέχονταν ταυτόχρονα στο 

θρεπτικό μέσο καλλογένεσης. 

Τέλος, μερικά από τα σωματικά έμβρυα που διαφοροποιήθηκαν στις παραπάνω 

πειραματικές συνθήκες, εγκλιματίζονταν σταδιακά σε μη ασηπτικές συνθήκες, όπως έχει 

περιγραφεί αναλυτικά σε προηγούμενο κεφάλαιο και μεταφέρονταν στο χώμα (Φωτογραφία 

16).  
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Εικόνα 30:  Σωματική εμβρυογένεση (%) ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων σε “KM” και ΟΜc 

θρεπτικά υποστρώματα. 

Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε θρεπτικό υπόστρωμα 

καλλογένεσης: 

1. ΟΜc όπως προτάθηκε από τους Cañas et al. (1988) 

2. “KM”. 

Τα ποσοστά, που αναγράφονται, καταγράφονταν μετά από μεταφορά και παραμονή των κάλλων στο 

θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, που ήταν ίδιο με το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης χωρίς 

φυτοαυξητικές ουσίες, για δύο μήνες.  Οι τιμές αποτελούν το μέσο όρο δύο πειραμάτων (σύνολο 200 

κάλλων). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία 15: Κάλλοι ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Τα ριζίδια εμβολιάζονταν, για 21 ημέρες, σε “KM” θρεπτικό μέσo καλλογένεσης και στη συνέχεια 

μεταφέρονταν σε “KM” θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης. Με το βέλος υποδεικνύονται απαρχές 

σωματικών εμβρύων με μορφή «μπουκέτων» . 
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Φωτογραφία 16: Φυτάρια ελιάς, που προήλθαν από σωματικά έμβρυα και σταδιακά μεταφέρθηκαν 

σε μη ασηπτικές συνθήκες στο χώμα.  

Η επαγωγή των σωματικών εμβρύων έγινε σε “KM” θρεπτικό μέσο καλλογένεσης και “KM” θρεπτικό 

μέσο διαφοροποίησης και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε ½MS για 21 ημέρες. Τα νεαρά φυτάρια 

μεταφυτεύονταν στο χώμα. 

 

 

E. ΜΟΡΙΑΚΗ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗ 

 

E.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Όπως έχει αναλυθεί διεξοδικά σε προηγούμενο κεφάλαιο, η έκφραση των γονιδίων 

Dc8 και Dc59 σχετίζεται άμεσα με το φαινόμενο της σωματικής εμβρυογένεσης στα φυτά. 

Συγκεκριμένα τo Dc8 (LEA γονίδιο) εκφράζεται μόνο σε σωματικούς και ζυγωτικούς 

εμβρυϊκούς ιστούς και όχι σε φύλλα, βλαστούς, άνθη ή ρίζες ώριμων φυτών. Αντίθετα το 

Dc59 γονίδιο δεν ανήκει στα LEA γονίδια αν και επάγεται από το ΑΒΑ και κωδικοποιεί μια 

μεμβρανική πρωτεΐνη, πιθανώς των λιποσωμάτων, η οποία, επίσης, ανιχνεύεται μόνο σε 

εμβρυϊκούς ιστούς. 

Έχοντας σαν δεδομένα τα παραπάνω, θέσαμε δύο στόχους: 
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❖ Τη διαπίστωση της ύπαρξης ή μη αντιγράφων των συγκεκριμένων γονιδίων στο γονιδίωμα 

της ελιάς.  

❖ Τη διερεύνηση του προτύπου έκφρασης ενός εκ των δύο γονιδίων μετά τον εντοπισμό του 

στο γονιδίωμα της ελιάς. 

 

 

E.2. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ DC8 & DC59 ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

E. 2.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ & ΠΕΨΗ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA ΕΛΙΑΣ & ΚΑΡΟΤΟΥ 

E.2.1.1 Δοκιμαστικές πέψεις γονιδιωματικού DNA ελιάς  
 
Για τον εντοπισμό των γονιδίων Dc8 και Dc59 ήταν απαραίτητος ο υβριδισμός 

γονιδιωματικού DNA ελιάς με ραδιενεργά σημασμένους ανιχνευτές των δύο γονιδίων. 

Το γονιδιωματικό DNA, που απομονώθηκε, προερχόταν από κάλλους ριζιδίων, βάσεων 

και κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων Κορωνέικης. Οι κάλλοι προκύπταν 

από εμβολιασμό των εκφύτων σε θρεπτικό μέσο ΟΜc, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 

2iP στο οποίο παρέμεναν για χρονικό διάστημα 21 ημερών. 

Ακολουθούσε ομογενοποίηση των κάλλων και απομόνωση γονιδιωματικού DNA 

(συγκέντρωσης 50,0 ng/λ) με τη μέθοδο CTAB, όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο Υλικά και 

Μέθοδοι. Το γονιδιωματικό μεγαλομοριακό DNA, που συλλεγόταν, υπόκειντο σε 

προκαταρκτικές πέψεις (2,0-3,0 μg DNA ανά πέψη) στους 37°C για έξι ώρες. Οι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι εξής: ΕcoRI, ΒαmΗΙ,XhoI, PstI, Sau3AI και 

HindIII. 

Οι πέψεις αναλύονταν σε πήκτωμα αγαρόζης 0,8% και τα αποτελέσματα 

απεικονίζονται στην εικόνα 31. Με βάση τα αποτελέσματα των δοκιμαστικών πέψεων 

επιλέχθηκαν σαν καταλληλότερες περιοριστικές ενδονουκλεάσες, για τους υπόλοιπους 

πειραματικούς χειρισμούς, η ΕcoRI και η Hind III. 
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Εικόνα 31: Πέψεις, με έξι περιοριστικές ενδονουκλεάσες, γονιδιωματικού DNA κάλλων ριζιδίων, 

βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς.  

 Οι στήλες αντιστοιχούν σε:  

▪ 1η:  2λ Μ.Β. 

▪ 2η: 5λ Μ.Β. 

▪ 3η: DNA με ΕcoRI χωρίς επώαση 

▪ 4η: DNA χωρίς ένζυμο μετά από επώαση 

▪ 5η:  πέψη DNA με Βαm ΗΙ 

▪ 6η: πέψη DNA με Xho I 

▪ 7η: πέψη DNA με ΕcoRI 

▪ 8η:πέψη DNA με Pst I 

▪ 9η: πέψη DNA με Sau 3AI 

▪ 10η: πέψη DNA με Hind III. 

Οι αριθμοί αριστερά  αντιπροσωπεύουν τα σχετικά μοριακά βάρη των αντίστοιχων ζωνών σε Κb. 
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E.2.2. MΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ ΦΙΛΤΡΟ ΝΙΤΡΟΚΥΤΤΑΡΙΝΗΣ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA ΕΛΙΑΣ & KAROTOY 

 

Γονιδιωματικό DNA απομονωνόταν με τη μέθοδο CTAB από: 

i. Κάλλους ριζιδίων, βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

Κορωνέικης.  

 Οι κάλλοι προκύπταν από εμβολιασμό των εκφύτων σε θρεπτικό μέσο ΟΜc, που περιείχε 

25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP στο οποίο παρέμεναν για χρονικό διάστημα 21 ημερών. 

ii. Ζυγωτικά έμβρυα καρότου. 

Τα παραπάνω δείγματα DNA υπόκειντο σε πέψεις (2,0-3,0 μg ανά πέψη) με Hind III και 

ΕcoRI. Οι πέψεις επαναλήφθηκαν δύο φορές και αναλύθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 0,8%. 

Τα αποτελέσματα της ανάλυσης των πέψεων απεικονίζονται στις εικόνες 32 (Α) και 33 

(Α). 

 

 

E.2.3 ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΣ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA ΕΛΙΑΣ ΜΕ ΤΑ ΓΟΝΙΔΙΑ DC8 & DC59 

 

Δεκτικά κύτταρα του βακτηριακού στελέχους Escherichia coli μετασχηματίζονταν, ώστε 

τα πλασμίδιά τους να φέρουν κλωνοποιημένα cDNA των γονιδίων Dc8 και Dc59. Από τις 

μετασχηματισμένες καλλιέργειες των βακτηρίων Escherichia coli απομονώνονταν τα 

ανασυνδυασμένα πλασμιδιακά DNA με τη μέθοδο της αλκαλικής λύσης.  

Τα κλωνοποιημένα γονίδια DC8 και DC59 απομονώνονταν από τα πλασμίδια μετά από 

πέψη με την περιοριστική ενδονουκλεάση ΕcoRI. Τα δείγματα DNA ηλεκτροφορούνταν σε 

πήκτωμα αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξης και απομονώνονταν οι ζώνες που έφεραν τα 

επιθυμητά κομμάτια DNA. Οι ζώνες καθαρίζονταν αρχικά με τη μέθοδο Freeze squeeze και 

περαιτέρω με τη μέθοδο της φαινόλης. Η συγκέντρωση των απομονωθέντων DNA ήταν 

περίπου 20,0 ng/λ. 

Η σήμανση των γονιδίων-ανιχνευτών Dc8 και Dc59 γινόταν με τη μέθοδο Nick 

translation με [α-P32]dCTP. Ο προϋβριδισμός και ο υβριδισμός των φίλτρων νιτροκυτταρίνης, 

που προέκυψαν από τους χειρισμούς της προηγούμενης ενότητας, ήταν ετερόλογοι και 

χρησιμοποιήθηκαν 0,5M Na[P], 7% SDS, 1,0 mM EDTA και 1,0% BSA στους 60˚C για 16 ώρες. 

Τα φίλτρα ξεπλένονταν τρεις φορές σε ήπιες συνθήκες, με 40,0 mM Na[P], 5,0% SDS 

και 1,0 mM EDTA στους 60˚C, 55˚C και 50˚C διαδοχικά ανά 15 λεπτά. Ακολουθούσαν άλλα 

δύο ξεπλύματα με 40,0 mM Na[P], 2,0% SDS και 1,0 mM EDTA στους 45˚C και 37˚C ανά 15 

λεπτά. 
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Μετά την ολοκλήρωση των ξεπλυμάτων τα φίλτρα νιτροκυτταρίνης τοποθετούνταν σε 

θήκη έκθεσης, κάτω από φιλμ αυτοραδιογραφίας, για 24 ώρες τουλάχιστον. Τα 

αποτελέσματα της εμφάνισης των φιλμ αυτοραδιογραφίας απεικονίζονται στις εικόνες 32 

(Β)  και 33 (Β). 

Από τη μελέτη του φιλμ αυτοραδιογραφίας γίνεται φανερό ότι το γονίδιο Dc8 υβριδίζει 

σε: 

i. Mια πολύ καθαρή ζώνη περίπου στις 3 Κb με το γονιδιωματικό DNA της ελιάς, που είχε κοπεί 

με ΕcoRΙ. 

ii. Mερικές πιο αχνές ζώνες με το γονιδιωματικό DNA της ελιάς, που είχε κοπεί με Hind III. 

iii. Το γονίδιο Dc59 υβριδίζει σε πλήθος ζωνών, τόσο με το γονιδιωματικό DNA της ελιάς που 

είχε κοπεί με ΕcoRΙ όσο και με το γονιδιωματικό DNA της ελιάς που είχε κοπεί με Hind III. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι αν και οι συνθήκες υβριδισμού που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 

χαμηλές, στα μοριακά βάρη τα οποία αποτελούν το πείραμα-μάρτυρα δεν προέκυψε 

υβριδισμός.  

Παράλληλα, πρέπει να αναφερθεί ότι προέκυψαν τα ίδια αποτελέσματα και από τις 

δύο διαφορετικές απομονώσεις και πέψεις. 
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Εικόνα 32(A): Πέψεις, με την περιοριστική ενδονουκλεάση ΕcoRI, γενωματικού DNA ελιάς 

και καρότου. Οι στήλες αντιστοιχούν σε:  

▪ 1:  Πέψη γενωματικού DNA κάλλων εκφύτων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς. 
▪ 2:  Πέψη γενωματικού DNA ζυγωτικών εμβρύων καρότου.  
▪ 3:  Μ.Β. 
 
 

Εικόνα 32(B): Φιλμ αυτοραδιογραφίας από την έκθεση του φίλτρου νιτροκυτταρίνης που 

προέκυψε από την μεταφορά της πηκτής αγαρόζης της εικόνας 32(A) με τη μέθοδο Southern 

και ο υβριδισμός των ζωνών με το ραδιενεργά σημασμένο - ανιχνευτή Dc8.  

 Οι στήλες αντιστοιχούν σε:  

▪ 1:  Πέψη γενωματικού DNA κάλλων εκφύτων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς. 
▪ 2:  Πέψη γενωματικού DNA ζυγωτικών εμβρύων καρότου.  
▪ 3:  Μ.Β. 
Οι αριθμοί αριστερά  αντιπροσωπεύουν τα σχετικά μοριακά βάρη των αντίστοιχων ζωνών 

σε Κb. 

 

         

 



Αποτελέσματα 

 

-214- 
 

 

Εικόνα 33(Α): Πέψεις, με την περιοριστική ενδονουκλεάση ΕcoRI, γενωματικού DNA ελιάς 

και καρότου. Οι στήλες αντιστοιχούν σε:  

▪ 1:  Πέψη γενωματικού DNA κάλλων εκφύτων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς. 
▪ 2:  Πέψη γενωματικού DNA ζυγωτικών εμβρύων καρότου.  
▪ 3:  Μ.Β. 
 

 

Εικόνα 33(Β): Φιλμ αυτοραδιογραφίας από την έκθεση του φίλτρου νιτροκυτταρίνης που 

προέκυψε από την μεταφορά της πηκτής αγαρόζης της εικόνας 33(A) με τη μέθοδο Southern 

και ο υβριδισμός των ζωνών με το ραδιενεργά σημασμένο- ανιχνευτή Dc59.  

 Οι στήλες αντιστοιχούν σε:  

▪ 1:  Πέψη γενωματικού DNA κάλλων εκφύτων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς. 
▪ 2:  Πέψη γενωματικού DNA ζυγωτικών εμβρύων καρότου.  
▪ 3:  Μ.Β. 
Οι αριθμοί αριστερά  αντιπροσωπεύουν τα σχετικά μοριακά βάρη των αντίστοιχων ζωνών 

σε Κb. 
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E.3.  ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ DC8 ΣΕ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΕΛΙΑΣ 

   

E.3.1. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ OΛΙΚΟΥ RNA ΑΠΟ EΜΒΡΥΟΓΕΝΕΤΙΚΕΣ KΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ EΛΙΑΣ 

         

Μετά την ανίχνευση των γονιδίων Dc8 και Dc59 στο γονιδίωμα της ελιάς, διερευνήθηκε 

το πρότυπο έκφρασης του Dc8. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, το Dc8 ανιχνεύεται στα τελευταία 

στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης (LEA γονίδιο), επάγεται από το ΑΒΑ και 

πιθανολογείται ότι προστατεύει το έμβρυο κατά την αφυδάτωση του σπέρματος. Το Dc8 

γονίδιο κωδικοποιεί μια υδρόφιλη πρωτεΐνη με διαμόρφωση α-έλικας και μεγέθους 60,2 KD. 

Στην παρούσα πειραματική προσπάθεια η έκφραση του γονιδίου Dc8 μελετήθηκε κατά 

τη διάρκεια των δύο διακριτών φάσεων της ιστοκαλλιέργειας: 

➢ Στην 1η φάση ή φάση επαγωγής της σωματικής εμβρυογένεσης, δηλαδή τον εμβολιασμό και 

την καλλιέργεια των εκφύτων στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης για 7, 14 και 21 ημέρες. 

➢ Στη 2η φάση ή φάση έκφρασης της σωματικής εμβρυογένεσης, δηλαδή τη μεταφορά και 

καλλιέργεια των κάλλων στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων. 

Για το σκοπό αυτό, ριζίδια από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα ελιάς εμβολιάζονταν σε 

θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης που περιείχε: 

➢ Τη χημική σύσταση του θρεπτικού μέσου ΟΜc. 

➢ Τροποποιημένη συγκέντρωση ανόργανου αζώτου 20,0 μΜ ΝΗ4Cl. 

➢ 160,0 g/L σακχαρόζης. 

➢ Φυτοαυξητικούς παράγοντες: 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. 

Επιλέχθηκε το συγκεκριμένο θρεπτικό υπόστρωμα και τα συγκεκριμένα έκφυτα, καθώς 

από προηγούμενα πειραματικά αποτελέσματα διαφάνηκε ότι αποτελούσαν το 

καταλληλότερο θρεπτικό υπόστρωμα και το ιδανικότερο φυτικό υλικό, αντίστοιχα, για την 

επαγωγή σωματικών εμβρύων σε υψηλό ποσοστό. 

Από το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης απομακρύνονταν και καταψύχονταν 

κάλλοι ηλικίας 7, 14 και 21 ημερών. 

Οι υπόλοιποι κάλλοι, 21 ημερών, μεταφέρονταν στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης 

το οποίο ήταν ίδιο με το αρχικό, αλλά χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. Από το θρεπτικό 

μέσο διαφοροποίησης απομακρύνονταν και καταψύχονταν κάλλοι μετά από παραμονή τους 

σε αυτό για 3, 6, 10, 15 και 21 ημέρες. 

Από τα οκτώ είδη κάλλων διαφορετικής ηλικίας που καταψύχονταν, απομονωνόταν 

ολικό RNA. Τα δείγματα RNA φωτομετρούνταν στα 260nm και 280nm και από την αναλογία 
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των δύο μετρήσεων υπολογίστηκε ότι η καθαρότητά τους κυμαινόταν από 1,7-2,1 και η 

συγκέντρωσή τους από 8.000-14.000 μg/ml. 

Στη συνέχεια τα δείγματα αραιώνονταν 1:10 και ηλεκτροφορούνταν (20,0 μg από κάθε 

δείγμα) σε πήκτωμα αγαρόζης αποδιάταξης 1,1% [Εικόνα 34(Α)]. Όλα τα δείγματα RNA 

μεταφέρονταν από το πήκτωμα αγαρόζης σε φίλτρο πλαστικής μεμβράνης (μέθοδος 

Northern). 

Παράλληλα, απομονωνόταν ολικό RNA από: 

 20 ακέραια και ώριμα ζυγωτικά έμβρυα ελιάς. 

 20 ενδοσπέρμια ελιάς. 

 200 ζυγωτικά έμβρυα καρότου. 

 200 ενδοσπέρμια καρότου. 

Τα απομονωθέντα RNA από τους παραπάνω ιστούς φωτομετρούνταν στα 260nm και 

280nm και από την αναλογία των δύο μετρήσεων υπολογίστηκε ότι η καθαρότητά τους 

κυμαινόταν από 1,4-1,8 και η συγκέντρωσή τους από 3.000-9.000 μg/ml. 

Από κάθε δείγμα αναλύονταν 2,0 λ σε πήκτωμα αγαρόζης αποδιάταξης 1,1% [Εικόνα 

35(Α)]. Όλα τα παραπάνω δείγματα RNA μεταφέρθηκαν από το πήκτωμα αγαρόζης σε φίλτρο 

πλαστικής μεμβράνης (μέθοδος Northern). 

 

 

E.3.2. ΥΒΡΙΔΙΣΜΟΣ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΤΙΚΩΝ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ ΕΛΙΑΣ ΜΕ ΤΟ DC8 ΓONIΔΙΟ  

 

Δεκτικά κύτταρα του βακτηριακού στελέχους Escherichia coli μετασχηματίζονταν, ώστε 

τα πλασμίδιά τους να φέρουν κλωνοποιημένα cDNA του γονιδίου Dc8. Από τις 

μετασχηματισμένες καλλιέργειες των βακτηρίων Escherichia coli απομονώνονταν τα 

ανασυνδυασμένα πλασμιδιακά DNA με τη μέθοδο της αλκαλικής λύσης.  

Το κλωνοποιημένο γονίδιο DC8 απομονωνόταν από τα πλασμίδια μετά από πέψη με 

την περιοριστική ενδονουκλεάση ΕcoRI. Τα δείγματα DNA ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωμα 

αγαρόζης χαμηλού σημείου τήξης και απομονώνονταν οι ζώνες που έφεραν τα επιθυμητά 

κομμάτια DNA. Οι ζώνες καθαρίζονταν αρχικά με τη μέθοδο Freeze squeeze και περαιτέρω 

με τη μέθοδο της φαινόλης. Η συγκέντρωση των απομονωθέντων DNA ήταν περίπου 20,0 

ng/λ. 

Η σήμανση του γονιδίου-ανιχνευτή Dc8 γινόταν με τη μέθοδο Nick translation με [α-

P32]dCTP. Ο προϋβριδισμός και ο υβριδισμός των φίλτρων νιτροκυτταρίνης, που προέκυψαν 



Αποτελέσματα 

 

-217- 
 

από τους χειρισμούς της προηγούμενης ενότητας, ήταν ετερόλογοι και χρησιμοποιήθηκαν 

0,5M Na[P], 7% SDS, 1,0 mM EDTA και 1,0% BSA στους 60˚C για 16 ώρες.  

Τα φίλτρα ξεπλένονταν τρεις φορές σε ήπιες συνθήκες, με 40,0 mM Na[P], 5,0% SDS 

και 1,0 mM EDTA στους 60˚C, 55˚C και 50˚C διαδοχικά ανά 15 λεπτά. Ακολουθούσαν άλλα 

δύο ξεπλύματα με 40,0 mM Na[P], 2,0% SDS και 1,0 mM EDTA στους 45˚C και 37˚C ανά 15 

λεπτά. 

Μετά την ολοκλήρωση των ξεπλυμάτων τα φίλτρα νιτροκυτταρίνης τοποθετούνταν σε 

θήκη έκθεσης, κάτω από φιλμ αυτοραδιογραφίας, για 24 ώρες τουλάχιστον. Τα 

αποτελέσματα της εμφάνισης των φιλμ αυτοραδιογραφίας απεικονίζονται στις εικόνες 34(Β) 

και 35(Β). 

Από τη μελέτη των αυτοραδιογραφημάτων διαπιστώνεται ότι η έκφραση του γονιδίου 

Dc8 καταγράφεται σε όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας των ριζιδίων ζυγωτικών εμβρύων 

ελιάς Κορωνέικης. Το φιλμ αυτοραδιογραφίας υποδεικνύει ότι η ποσότητα των 

μεταγραφημάτων παραμένει σχετικά σταθερή στους κάλλους ηλικίας 7-31 ημερών. Η 

αύξηση της ποσότητας τους μεταγραφήματος του γονιδίου Dc8 γίνεται εμφανής στα δύο 

τελευταία δείγματα (στήλες 7 και 8) που αντιστοιχούν σε κάλλους ηλικίας 36 και 42 ημερών 

αντίστοιχα.  

Τέλος, από τα αποτελέσματα που απεικονίζονται στην εικόνα 35(Β) διαπιστώνεται ότι 

η έκφραση του γονιδίου Dc8 εντοπίζεται: 

➢ Στα ακέραια ζυγωτικά έμβρυα. 

➢ Στα ενδοσπέρμια της ελιάς. 

➢ Στα ακέραια ζυγωτικά έμβρυα του καρότου. 

Αντίθετα, δεν διαπιστώθηκε η έκφραση του γονιδίου Dc8 στα ενδοσπέρμια του 

καρότου.  
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Εικόνα 34(Α):   Ολικό RNA από κάλλους, ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, 
εμβρυογενετικών καλλιεργειών. 
Οι κάλλοι παρέμεναν στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης για χρονικό διάστημα: 

• 7 ημερών (στήλη 1). 

• 14 ημερών (στήλη 2). 

• 21 ημερών (στήλη 3).  
Οι κάλλοι 21 ημερών μεταφέρονταν στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, όπου και 
παρέμεναν για χρονικό διάστημα: 

• 3 ημερών (στήλη 4). 

• 6 ημερών (στήλη 5). 

• 10 ημερών (στήλη 6). 

• 15 ημερών (στήλη 7). 

• 21 ημερών (στήλη 8). 
Τα δείγματα αναλύθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης αποδιάταξης 1,1%.  

 

Εικόνα 34(Β):  Έκφραση του γονιδίου Dc8 σε κάλλους, ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, 

εμβρυογενετικών καλλιεργειών, διαφορετικής ηλικίας. 

Ο υβριδισμός έγινε  με ραδιενεργά σημασμένο-ανιχνευτή Dc8. 
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Εικόνα 35(Α): Ολικό RNA από ζυγωτικά έμβρυα και ενδοσπέρμια καρότου και ελιάς. 

 Στήλη 1: ζυγωτικά έμβρυα καρότου. 

 Στήλη 2: ενδοσπέρμια καρότου. 

 Στήλη 3: ζυγωτικά έμβρυα ελιάς. 

 Στήλη 4: ενδοσπέρμια ελιάς. 

Τα δείγματα αναλύθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης αποδιάταξης 1,1%.  

   

Εικόνα 35(Β):  Έκφραση του γονιδίου Dc8 σε ζυγωτικά έμβρυα και ενδοσπέρμια καρότου και 

ελιάς (ανάλυση αποτυπώματος κατά Northern). 

Ο υβριδισμός έγινε  με ραδιενεργά σημασμένο- ανιχνευτή Dc8. 



Συζήτηση 

 - 220 - 

 

ΣΤ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΤΗΣ ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

 

ΣΤ.1. EΚΦΥΤΟ 

 

Η προέλευση και το είδος του εκφύτου αποτελούν δύο από τις καθοριστικότερες επιλογές 

που πρέπει να γίνουν στην έναρξη κάθε ιστοκαλλιεργητικής, πειραματικής διαδικασίας. Το τμή-

μα του μητρικού ιστού που θα χρησιμοποιηθεί, η χρονική στιγμή που θα αποκοπεί από το μητρι-

κό-φυτικό οργανισμό και ο γονότυπός του συνιστούν μερικούς από τους πρωταρχικούς παράγο-

ντες που θα καθορίσουν την περαιτέρω πορεία της αναγεννητικής μεθόδου in vitro. 

Οι παράγοντες που εξετάστηκαν στο πλαίσιο της παρούσας διδακτορικής διατριβής και 

σχετίζονται με το έκφυτο είναι: 

1. Ποικιλία ελιάς. 

2. Ηλικία εκφύτου. 

3. Τύπος εκφύτου. 

 

 

ΣΤ.1.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΠΟΙΚΙΛΙΑ ΕΛΙΑΣ 

 

Μελετήθηκε το εμβρυογενετικό δυναμικό πέντε ποικιλιών ελιάς οι οποίες καλλιεργούνται 

ευρύτατα στην ελληνική ύπαιθρο. Οι διαφορές της αναγεννητικής τους ικανότητας και στα τρία 

είδη εκφύτων που χρησιμοποιήθηκαν (ριζίδια, βάσεις και κορυφές κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτι-

κών εμβρύων) ήταν σαφείς. 

Η ποικιλία Καλαμάτα, υπό τις συγκεκριμένες καλλιεργητικές συνθήκες, αποδείχθηκε ανί-

κανη για διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. Οι ποικιλίες Τζονάτη και Αγγουρομάνα διαμόρ-

φωναν περιορισμένο ποσοστό σωματικών εμβρύων από κάλλους ριζιδίων (17,0% και 6,0% αντί-

στοιχα), ενώ η μορφογενετική αντίδραση των άλλων δύο εκφύτων ήταν μηδενική. Αντίθετα σε 

κάλλους ριζιδίων των ποικιλιών Κορωνέικη και Άμφισσα καταγράφηκε επαγωγή σωματικών εμ-

βρύων σε ποσοστό 24,0% και 29,0% αντίστοιχα. Ικανοποιητική ήταν η μορφογενετική αντίδραση 

των κάλλων από έκφυτα κοτυληδόνων Κορωνέικης (24,0%), ενώ αντίθετα στα έκφυτα κοτυληδό-

νων Άμφισσας περιορίστηκε στο 4,0%. Από την παραπάνω πειραματική προσέγγιση διαφαίνεται 

μια κλιμάκωση της εμβρυογενετικής ικανότητας στην ελιά κατά μήκος του ζυγωτικού εμβρυϊκού 

άξονα. 
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Πολλές είναι οι ερευνητικές ανακοινώσεις που έχουν καταγράψει μια θετική διαβάθμιση 

της αναγεννητικής ικανότητας από τις κορυφές και τις βάσεις των κοτυληδόνων προς το ριζίδιο 

των ζυγωτικών εμβρύων. 

Η ύπαρξη “διαβάθμισης του εμβρυογενετικού δυναμικού” από τη βασική προς την ακραία 

περιοχή των κοτυληδόνων ελιάς προτάθηκε, για πρώτη φορά, από τους Cañas et al. (1988). 

Ο Rugini (1988) αναφέρει ότι δεν κατέγραψε διαφορές στην εμβρυογενετική ικανότητα 

των ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων των τεσσάρων ποικιλιών ελιάς που μελέτησε (Dolce Agogia, 

Leccino, Frantoio και Moraiolo). Η εμβρυογενετική αναγέννηση έδειχνε εξάρτηση μόνο από τη 

σύσταση του θρεπτικού μέσου ανακαλλιέργειας και κυμαινόταν μεταξύ 10,0% και 40,0%. Η ο-

μοιόμορφη εμβρυογενετική αντίδραση των τεσσάρων ποικιλιών, πιθανώς έγκειται στο γεγονός 

ότι χρησιμοποιήθηκαν ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα. Είναι γνωστό ότι οι ανώριμοι ιστοί εκδηλώ-

νουν υψηλότερη μορφογενετική πλαστικότητα συγκριτικά με τους ώριμους. 

Σε κάλλους ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων αγριελιάς καταγράφηκε εμβρυογενετική 

αντίδραση 7,0% και σε κάλλους κοτυληδόνων 4,0% (Orinos et al. 1991).  

Σε κάλλους ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, των καλλιεργούμενων ποικιλιών ελιάς 

Μεγαρείτικης και Λιανολιάς Κέρκυρας, παρατηρήθηκε 10,0% και 17,0% σωματική εμβρυογένεση 

αντίστοιχα, ενώ στους κάλλους κοτυληδόνων ήταν μηδενική (Ορεινός, 1992). Σκόπιμο είναι να 

διευκρινιστεί ότι η Λιανολιά Κέρκυρας που χρησιμοποιήθηκε αποτελεί τοπωνύμιο της Κορωνέι-

κης που φύεται στην Κέρκυρα και χαρακτηρίζεται από όψιμη άνθιση. 

Οι Mitrakos et al. (1992) σε κάλλους ριζιδίων, ηλικίας 0-21 ημερών, ώριμων ζυγωτικών εμ-

βρύων Κορωνέικης κατέγραψαν 40,0% εμβρυογενετική αντίδραση και σε κάλλους κοτυληδόνων 

0,0%-10,0%. 

Από τις προηγούμενες ανακοινώσεις αναδεικνύεται ξεκάθαρα η εμβρυογενετική υπεροχή 

των ριζιδίων έναντι των υπόλοιπων εκφύτων που προέρχονται από ώριμα ζυγωτικά έμβρυα. Οι 

διαφορές που παρατηρούνται στα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης που καταγράφηκαν από 

τις παραπάνω ερευνητικές ομάδες και την ερευνητική διαδικασία, της παρούσας διατριβής, πι-

θανώς οφείλονται: 

i. Στo διαφορετικό θρεπτικό υπόστρωμα ανακαλλιέργειας που χρησιμοποιήθηκε από 

τον Ορεινό (1992) και στην παρούσα διδακτορική προσπάθεια. 

ii. Ο διαφορετικός τόπος συγκομιδής της Κορωνέικης που χρησιμοποιήθηκε από τους 

Mitrakos et al. (1992). Οι δρύπες προέρχονταν από ελαιώνες της Καλαμάτας, ενώ οι 

δρύπες που χρησιμοποιήθηκαν σαν πειραματικό υλικό της παρούσας διατριβής, 

προέρχονταν από ελαιώνες της Κέρκυρας. 
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Η εμβρυογενετική αντίδραση τριών διαφορετικών ποικιλιών ελιάς μελετήθηκε και από 

τους Leva et al. (1995). Οι ποικιλίες Picholine και Frangivento έδιναν σωματικά έμβρυα μόνο από 

έκφυτα κοτυληδόνων ηλικίας 60 και 90 ημερών, ενώ η ποικιλία Frantoio μόνο από κοτυληδόνες 

ηλικίας 90 ημερών. Παράλληλα η επαγωγή σωματικών εμβρύων από την ποικιλία Picholine απαι-

τούσε την προσθήκη μεγάλης συγκέντρωσης ΝΑΑ και από την ποικιλία Frantoio 2iP. 

Οι Mazri et al. (2010) κατέδειξαν την άμεση εξάρτηση της εμβρυογενετικής ικανότητας από 

το γονότυπο και το είδος του εκφύτου. Χρησιμοποίησαν τέσσερις διαφορετικές ποικιλίες ελιάς 

(ισπανικές και μαροκινές), οπότε και καταγράφηκαν διαφορετικά ποσοστά σωματικής εμβρυο-

γένεσης. Η ποικιλία Arbequina έδωσε τα υψηλότερα ποσοστά, τόσο από ριζίδια (13,0%) όσο και 

από κοτυληδόνες (17,0%), ακολουθούμενη από την Dahbia (ριζίδια 9,0% και κοτυληδόνες 7,0%) 

και την Picual (μόνο από ριζίδια 7,0%). Αντίθετα δεν καταγράφηκε καμία εμβρυογενετική αντί-

δραση από την ποικιλία Moroccan Picholine. 

Οι Mazri et al. (2011) μελέτησαν την εμβρυογενετική ικανότητα διαφορετικών εκφύτων 

από την ίδια μαροκινή ποικιλία ελιάς (Dahbia). Συγκεκριμένα χρησιμοποίησαν σαν έκφυτα: 

➢ Ωοθήκες και ανθήρες μη επικονιασμένων ανθέων. 

➢ Ριζίδια και κοτυληδόνες ζυγωτικών εμβρύων. 

➢ Φύλλα και μίσχους φυταρίων ηλικίας 4 ετών, που προέρχονταν από μικροπολλα-

πλασιασμό. 

Αν και όλοι οι κάλλοι ήταν μορφολογικά όμοιοι και η ιστολογική ανάλυση έδειξε την ύπαρ-

ξη κυττάρων με εμβρυογενετικά χαρακτηριστικά σε όλους τους κάλλους, η μετατροπή των εμ-

βρυογενετικών κυττάρων σε σωματικά έμβρυα παρατηρήθηκε μόνο στα ριζίδια και στις κοτυλη-

δόνες των ζυγωτικών εμβρύων. Η συγκεκριμένη πειραματική καταγραφή καταδεικνύει την κατα-

λυτική σημασία του είδους του εκφύτου, ακόμα και όταν χρησιμοποιείται η ίδια ποικιλία και οι 

ίδιες καλλιεργητικές συνθήκες. 

Συνοψίζοντας τα πειραματικά αποτελέσματα, όλων των παραπάνω ερευνητικών προσεγ-

γίσεων, γίνεται φανερό ότι συγκλίνουν στα εξής συμπεράσματα: 

➢ Η κάθε ποικιλία ελιάς χαρακτηρίζεται από τη δικής της μορφογενετική δυναμική. 

 Τα διαφορετικά ενδογενή επίπεδα φυτοαυξητικών παραγόντων, οι διαφορετικοί γο-

νότυποι και οι διαφορετικές θρεπτικές απαιτήσεις αποτελούν μερικούς μόνο από 

τους λόγους που θα μπορούσαν να ερμηνεύσουν τις ξεχωριστές αναγεννητικές ικα-

νότητες των καλλιεργούμενων ποικιλιών ελιάς in vitro. 
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➢ Η ποικιλία Κορωνέικη, έναντι των υπόλοιπων ελληνικών καλλιεργούμενων ποικιλιών 

που μελετήθηκαν από τις εκάστοτε ερευνητικές ομάδες, αναδεικνύεται καταλληλότε-

ρη και πιο δεκτική σε in vitro πειραματικούς χειρισμούς. 

 Η υψηλή εμβρυογενετική δυναμικότητα της Κορωνέικης έχει και σημαντική πρακτική 

σημασία, καθώς αποτελεί μια ελληνική ποικιλία μεγάλης οικονομικής αξίας. Τα ελαι-

όδεντρα της ποικιλίας Κορωνέικη καλύπτουν ένα σημαντικό τμήμα των ελληνικών ε-

λαιώνων, καθώς θεωρείται ανθεκτική και πολύ παραγωγική και προσφέρει λάδι εξαι-

ρετικής ποιότητας. 

➢ Τέλος, το ριζίδιο σαν έκφυτο συγκριτικά με τα έκφυτα από βάσεις και κορυφές κοτυ-

ληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, ανεξαρτήτου ποικιλίας, χαρακτηρίζεται από 

αναγεννητική εμβρυογενετική ανωτερότητα in vitro. 

 

 
 

 
ΣΤ.1.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΗΛΙΚΙΑ ΕΚΦΥΤΟΥ 

 

Η πλειοψηφία των βιβλιογραφικών αναφορών υποστηρίζει την υπεροχή των ανώριμων 

έναντι των ώριμων εκφύτων ελιάς, αλλά και των  άλλων φυτικών ειδών (Ma et al. 2004, Martin et 

al. 2005, Trabelsi et al. 2003 & 2011). Οι νεαροί ιστοί και όργανα είναι πιο δεκτικά στη διαφορο-

ποίηση in vitro, καθώς διακρίνονται από υψηλούς αυξητικούς ρυθμούς και in vitro ολοδυναμία, 

ενδεχομένως, λόγω της νεανικότητάς τους και των ενδογενών ποσοστών ορμονών που διαθέ-

τουν. 

Αντίθετα, οι ώριμοι ιστοί βρίσκονται σε ένα μεταβατικό μορφογενετικό στάδιο και απαι-

τείται ένα εξωτερικό ερέθισμα, προκειμένου να επανακτήσουν την ολοδυναμία τους και να εκ-

δηλώσουν το εμβρυογενετικό τους δυναμικό (Namasivayam 2007). Μόνο οι Capelo et al. (2010) 

έχουν δημοσιεύσει την επαγωγή σωματικών εμβρύων από ώριμους ιστούς ελιάς (φύλλα και μί-

σχους), καθώς και οι Benelli et al. (2001) οι οποίοι πραγματοποίησαν ιστολογικές μελέτες σε σω-

ματικά έμβρυα από ώριμους ιστούς. 

Στο πλαίσιο της παρούσας ερευνητικής προσπάθειας μελετήθηκε η εμβρυογενετική δυνα-

μικότητα ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων διαφορετικής ηλικίας. Τα ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα 

προέρχονταν από καρπούς που συλλέγονταν από τα μέσα Ιουλίου μέχρι τα μέσα Αυγούστου. 

Τα δείγματα των δύο πρώτων εβδομάδων συλλογής εκδήλωναν χαμηλή εμβρυογενετική 

δυναμικότητα, ενώ τα έκφυτα των δύο τελευταίων εβδομάδων μεγαλύτερη και ανάλογη των ώ-
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ριμων ζυγωτικών εμβρύων. Παράλληλα η σωματική εμβρυογενετική διαφοροποίηση εμφάνιζε 

φθίνουσα κλιμάκωση στα τρία είδη εκφύτων, δηλαδή στα ριζίδια, στις βάσεις και στις κορυφές 

κοτυληδόνων, ανεξαρτήτως της ηλικίας τους. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι τα έκφυτα του Ιουλίου (ιδιαίτερα της πρώτης εβδομάδας συλλο-

γής) είχαν πολύ μικρό μέγεθος συγκριτικά με τα αντίστοιχα ώριμα. Το μέγεθος των ζυγωτικών 

εμβρύων αυξάνονταν σταδιακά και στα μέσα Αυγούστου γίνονταν ισοδύναμο με των ώριμων. Η 

ελλιπής διαμόρφωση των εκφύτων Ιουλίου και η πληρέστερη των εκφύτων Αυγούστου, πιθανώς 

να αποτελεί μια ερμηνεία της περιορισμένης μορφογενετικής αντίδρασης των πρώτων και της 

πιο ικανοποιητικής των δεύτερων. 

Την εμβρυογενετική αντίδραση ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς διαφορετικής ηλικίας 

μελέτησε και ο Rugini (1988). Μελετώντας ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς 

50, 75, 90 και 105 ημερών μετά την πλήρη άνθιση ανακοίνωσε ότι μόνο τα ζυγωτικά έμβρυα 75 

ημερών έδωσαν σωματικά έμβρυα σε ποσοστό 70,0% (20,0% με παρεμβολή κάλλου και 50,0% 

άγνωστης προέλευσης). 

Η αλληλεξάρτηση ηλικίας εκφύτου και αναγεννητικής ικανότητας καταγράφηκε και από 

τους Leva et al. (1995). Σωματικά έμβρυα διαμορφώνονταν μόνο από έκφυτα κοτυληδόνων ηλι-

κίας 60 και 90 ημερών στις ποικιλίες Picholine και Frangivento, ενώ αντίθετα στην ποικιλία Fran-

toio μόνο από κοτυληδόνες ηλικίας 90 ημερών. 

Τα πειραματικά αποτελέσματα, της παρούσας διατριβής, αναδεικνύουν την ανάλογη εμ-

βρυογενετική ικανότητα των ανώριμων και των ώριμων εκφύτων. Δύο ερμηνείες της ανάλογης 

εμβρυογενετικής αντίδρασης των δύο εκφύτων διαφορετικής ηλικίας αποτελούν: 

1. Η γονοτυπική ιδιαιτερότητα της Κορωνέικης. 

2. Η υπερπήδηση του εμβρυϊκού λήθαργου που υφίσταται στα σπέρματα των δρυπών 

 κατά τη διάρκεια της αποθήκευσής τους. 

Οι Istanbouli et al. (1977) διαπίστωσαν ότι ο εμβρυϊκός λήθαργος που υφίσταται στα 

σπέρματα της ελιάς, λόγω αναστολέων και παρεμποδίζει τη φύτρωση (Diamantoglou et al. 1979), 

μπορεί να υπερπηδηθεί, σταδιακά, με την αποθήκευσή τους σε ξηρό μέρος, χαμηλή θερμοκρα-

σία και φως. 

Παράλληλα οι Cãnas et al. (1987) ανακοίνωσαν, ότι ενώ τα ολόκληρα σπέρματα δεν φυ-

τρώνουν, λόγω της ύπαρξης των προαναφερθέντων αναστολέων, τα απομονωμένα έμβρυα φυ-

τρώνουν 100,0%. 

Όπως έχει περιγραφεί, τα σπέρματα που χρησιμοποιήθηκαν στην έρευνά μας, προέρχο-

νταν από δρύπες που είχαν  αποθηκευτεί και αποξηρανθεί για 2-3 μήνες σε θερμοκρασία δωμα-
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τίου και φυσικό φωτισμό. Είναι λοιπόν πιθανό οι παραπάνω αποθηκευτικές και αποξηραντικές 

συνθήκες να βοήθησαν στην αναστολή του εμβρυϊκού λήθαργου. Η υπερπήδηση του εμβρυϊκού 

λήθαργου σε συνδυασμό με την απομόνωση από τις δρύπες και τον εμβολιασμό των εκφύτων 

των ώριμων ζυγωτικών εμβρύων, πιθανώς να προσδίδουν στα τελευταία ανάλογη μορφογενετι-

κή συμπεριφορά με τα αντίστοιχα ανώριμα. 

Παρά τη διαπίστωση ότι τα ανώριμα έκφυτα έχουν ανάλογη εμβρυογενετική αντίδραση με 

τα αντίστοιχα ώριμα έκφυτα, τα τελευταία προτιμούνται για τη διεξαγωγή των ιστοκαλλιεργητι-

κών διαδικασιών. Τα ώριμα έκφυτα αναδεικνύονται καταλληλότερα για τις in vitro ιστοκαλλιέρ-

γειες  της ελιάς για τους εξής λόγους: 

i. Έχουν ανάλογη ή και καλύτερη σε μερικές περιπτώσεις, in vitro συμπεριφορά και 

μορφογενετική αντίδραση. 

ii. Είναι διαθέσιμα σε όλη τη διάρκεια του χρόνου. 

iii. Ο εμβολιασμός τους δεν απαιτεί τους χρονοβόρους και επίπονους χειρισμούς που 

απαιτούν τα ανώριμα έκφυτα. 

 

 

ΣΤ.1.3. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΤΑ ΜΗΚΟΣ ΤΟΥ ΡΙΖΙΔΙΟΥ 

 

Η διαβάθμιση της εμβρυογενετικής δυναμικότητας κατά μήκος του ώριμου ζυγωτικού εμ-

βρύου έγινε ξεκάθαρη, από τα συμπεράσματα των προηγούμενων ενοτήτων, καθώς τα ποσοστά 

επαγωγής σωματικών εμβρύων έβαιναν μειούμενα από τα ριζίδια προς τις κοτυληδόνες. Θέλο-

ντας να διαπιστώσουμε την ύπαρξη ή όχι κάποιας ανάλογης κλιμάκωσης του ποσοστού σωματι-

κής εμβρυογένεσης κατά μήκος του ριζιδίου το συγκεκριμένο έκφυτο τεμαχίστηκε σε δύο μέρη: 

➢ Στο ακραίο τμήμα του ριζιδίου, προς την καλύπτρα. 

➢ Στο υποακραίο τμήμα του ριζιδίου, προς τις κοτυληδόνες. 

Τα πειραματικά αποτελέσματα κατέδειξαν ότι το υψηλότερο εμβρυογενετικό δυναμικό 

διαμορφωνόταν από το υποακραίο τμήμα του ριζιδίου, συγκρινόμενο ακόμα και με το ακέραιο 

ριζίδιο (πείραμα-μάρτυρας). Αντίθετα, όταν το έκφυτο ήταν το ακραίο τμήμα του ριζιδίου η σω-

ματική εμβρυογένεση αναστελλόταν σημαντικά.  

Η υψηλότερη μορφογενετική ικανότητα των βασικών έναντι των μεσαίων και των ακραίων 

τμημάτων έχει διαπιστωθεί και σε άλλες, in vitro, έρευνες (Martin et al. 2005). Πιθανές ερμηνείες 

για την αυξημένη εμβρυογενετική ικανότητα του υποακραίου τμήματος του ριζιδίου αποτελούν: 

α)  Το ενδογενές ισοζύγιο φυτοαυξητικών ουσιών. 
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 Η επιτυχής έκβαση του μορφογενετικού μονοπατιού της σωματικής εμβρυογένεσης 

εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την ενδογενή διαβάθμιση των φυτοαυξητικών πα-

ραγόντων. Είναι πλέον αποδεκτό ότι η έναρξη, αλλά και η ολοκλήρωση της μορφο-

γένεση των εκφύτων μιας ιστοκαλλιέργειας, απαιτούν την παροχή εξωγενούς αυξί-

νης. Ιδιαίτερα η διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων απαιτεί, αρχικά, υψηλή συ-

γκέντρωση αυξίνης και σε δεύτερη φάση μειωμένη ή και μηδενική. Είναι πιθανό, η 

ενδογενής παραγωγή και μεταφορά των φυτοαυξητικών παραγόντων από τις μερι-

στωματικές περιοχές ή και άλλα τμήματα του φυτικού εμβρύου να δημιουργεί μια 

συγκεκριμένη ορμονική διαβάθμιση. 

 Η κλιμάκωση της εμβρυογενετικής διαφοροποίησης τόσο κατά μήκος του ριζιδίου, 

αλλά και ολόκληρου του ζυγωτικού φυτικού εμβρύου αποτελεί αποτέλεσμα του συ-

γκερασμού και της αλληλεπίδρασης του ενδογενούς ορμονικού ισοζυγίου και των 

εξωγενώς παρεχόμενων φυτοαυξητικών ουσιών. 

 Η γειτνίαση του υποακραίου τμήματος του ριζιδίου με το ακραίο βλαστητικό μερί-

στωμα, πιθανά να επιδρά καθοριστικά στο ενδογενές ορμονικό του ισοζύγιο. Η ΙΑΑ, 

η κύρια μορφή ενδογενούς αυξίνης των ανώτερων φυτών, συντίθεται σε νεαρούς 

ακραίους ιστούς και στη συνέχεια μεταφέρεται στο βασικό ιστό-στόχο. Έχει υποστη-

ριχθεί η ύπαρξη ενός εξειδικευμένου συστήματος πολικής μεταφοράς αυξίνης που 

περιλαμβάνει ένα στάδιο εισροής και ένα στάδιο εκροής αυξίνης. 

 Παράλληλα το μερίστωμα του ριζικού άκρου του ζυγωτικού εμβρύου που εμπεριέ-

χεται στο ακραίο τμήμα του ριζιδίου είναι μια πιθανή περιοχή παραγωγής ή / και 

δράσης της ΙΑΑ.  

β)  Ο πιο εκτεταμένος τραυματισμός του συγκεκριμένου εκφύτου, καθώς φέρει τραυ-

ματικές επιφάνειες και από τις δύο πλευρές του. 

 Ο τραυματισμός των εκφύτων επάγει την κυτταρική διαίρεση και όταν οι καλλιεργη-

τικές συνθήκες το επιτρέπουν, την προσανατολίζουν προς την αυξημένη επαγωγή 

σωματικών εμβρύων (Santarem et al. 1997). 

 Έχει αναφερθεί ότι ο τραυματισμός των ζυγωτικών εμβρύων, πριν τον εμβολιασμό 

τους, καταλήγει στην επαγωγή εμβρυογενετικών κάλλων και στη διαμόρφωση σω-

ματικών εμβρύων, γεγονός που δεν παρατηρείται, όταν εμβολιάζονται ανέπαφα έμ-

βρυα ή αρτίβλαστα (Smith et al. 1989 & Merkle et al.1990). 

 

 



Συζήτηση 

 - 227 - 

 

ΣΤ.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

 

Η εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης μελετήθηκε σε τέσσερα διαφορετικά θρεπτικά 

υποστρώματα: 

i. ΟΜc, που περιείχε 1 g/L υδρολυμένη καζεΐνη. 

ii. ΟΜc, που δεν περιείχε υδρολυμένη καζεΐνη. 

iii. MS, που δεν περιείχε υδρολυμένη καζεΐνη. 

iv. MS, που περιείχε 1 g/L υδρολυμένη καζεΐνη. 

Το MS με καζεΐνη προωθούσε μερικώς υψηλότερα ποσοστά σωματικών εμβρύων (17,0%) 

από το MS χωρίς καζεΐνη (12,0%). Αντίθετα η απομάκρυνση της καζεΐνης από το ΟΜc ήταν πιο 

καθοριστική, καθώς μείωνε τη σωματική εμβρυογένεση από 24,0% σε 7,0%. Εξάλλου και οι δύο 

παραλλαγές του MS ήταν υποδεέστερες του ΟΜc με καζεΐνη, αλλά καταλληλότερες του OMc χω-

ρίς καζεΐνη. Τα πειραματικά αποτελέσματα καταδεικνύουν τόσο την ανωτερότητα του OMc όσο 

και την αναγκαιότητα παροχής υδρολυμένης καζεΐνης για την επαγωγή σωματικών εμβρύων. 

Οι κυριότερες διαφορές των δύο θρεπτικών μέσων έγκεινται στις συγκεντρώσεις των μα-

κροστοιχείων και των οργανικών ενώσεων που περιέχουν. 

Τα μακροστοιχεία του MS έχουν μεγαλύτερη περιεκτικότητα θρεπτικών συστατικών, ιδιαι-

τέρως σε ανηγμένο άζωτο με τη μορφή ΚNO3 και NH4NO3. Σε αυτή τη διαφορά οφείλεται πιθα-

νώς και η ανωτερότητα του MS έναντι του OMc χωρίς καζεΐνη. Ο Rugini (1988) σε ανώριμα ζυγω-

τικά έμβρυα διαφόρων ποικιλιών ελιάς κατέγραψε μικρότερη επαγωγή σωματικών εμβρύων σε 

τροποποιημένο ΟΜ, εξαιτίας της μικρότερης συγκέντρωσης του σε ανηγμένο άζωτο (Sharp et al. 

1980). 

Αντίθετα το ΟΜc είναι πλουσιότερο σε οργανικές ενώσεις, περιέχει υδρολυμένη καζεΐνη 

(αποτελείται από 13,1% άζωτο), αλλά υστερεί σε ανηγμένο άζωτο. Καθώς οι οργανικές ενώσεις 

δε διαφαίνεται να διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην επαγωγή σωματικών εμβρύων (Rugini 

1988), η εμβρυογενετική υπεροχή του OMc έναντι του MS, οφείλεται στην παρουσία της υδρο-

λυμένης καζεΐνης η οποία ισοσταθμίζει και τη μειωμένη περιεκτικότητά του σε ανηγμένο άζωτο.  

Ο Ορεινός (1992) αναφέρει ότι η διαφορετική σύσταση του θρεπτικού υποστρώματος της 

ιστοκαλλιέργειας σε ανόργανα άλατα δεν επηρέαζαν σημαντικά την επαγωγή σωματικών εμ-

βρύων σε δύο ποικιλίες ελιάς που μελέτησε. Ταυτόχρονα σημειώνει ότι το ΟΜc προωθούσε πε-

ρισσότερο τη σωματική εμβρυογένεση συγκριτικά με το MS, ενώ σε ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα 

το MS ήταν καταλληλότερο από το OΜc (Rugini 1988). 
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Εξάλλου και ο Thomas (1999) ανακοίνωσε την υπεροχή του θρεπτικού υποστρώματος OM 

έναντι των θρεπτικών υποστρωμάτων B5 και MS τόσο για την έναρξη της ιστοκαλλιέργειας όσο 

και για την επαγωγή σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες ωοθηκών μάνγκο (Mangifera indi-

ca). 

 

 

ΣΤ.3. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΑΝΑΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ 

 

Η ανακαλλιέργεια κάλλων ριζιδίων Κορωνέικης για τέσσερις γενιές προκαλούσε σταδιακή 

μείωση και τελικά τον πλήρη μηδενισμό της σωματικής εμβρυογένεσης. Στους κάλλους κοτυλη-

δόνων η σωματική εμβρυογένεση μηδενιζόταν από τη δεύτερη ανακαλλιέργεια. 

Η αδυναμία διατήρησης της εμβρυογενετικής διαφοροποίησης μπορεί να ερμηνευτεί, λό-

γω της αποκλειστικής χρήσης του θρεπτικού υποστρώματος OΜc και του συγκεκριμένου συν-

δυασμού φυτοαυξητικών παραγόντων, δηλαδή 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Ο Oρεινός (1992) 

αναφέρει ότι, όταν η ανακαλλιέργεια εμβρυογεντικών κάλλων πραγματοποιείται σε OΜr θρεπτι-

κό υπόστρωμα και 5,0 μΜ ΙΒΑ, προκύπτουν διαδοχικοί κύκλοι δευτερογενούς σωματικής εμβρυ-

ογένεσης, αν και το ΟΜr είναι φτωχότερο σε θρεπτικά συστατικά έναντι του ΟΜc. 

Ο τεμαχισμός των εμβρυογενετικών κάλλων ελιάς, ποικιλίας Nabali, σε 2-3 κομμάτια και η 

ανακαλλιέργειά τους σε MS χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες, ενεργοποιούσε την επαγωγή 

ριζών και τη φύτρωση των σωματικών εμβρύων (Shilbi et al. 2001). 85,0% των σωματικών εμ-

βρύων μετατρέπονταν σε φυτάρια, 5,0% έδιναν δευτερογενή σωματική εμβρυογένεση και 10,0% 

είτε νεκρώνονταν είτε δεν αναπτύσσονταν. Η παραμονή των κάλλων για 4-5 εβδομάδες σε MS 

που περιείχε 5,0 μΜ 2,4-D, 0,5 μΜ κινετίνη και 5,0 μΜ ΝΑΑ ήταν απαραίτητη για την επαγωγή 

σωματικών εμβρύων. Η καλλιέργεια κάλλων για 1-2 εβδομάδες σε MS που περιείχε 5,0 μΜ 2iP, 

0,5 μΜ 2,4-D και 0,5 μΜ ΙΒΑ δεν κατέληγε σε επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης. Η παράταση 

της καλλιεργητικής περιόδου για περισσότερο από 5 εβδομάδες είχε αρνητικό αντίκτυπο στην 

επαγωγή σωματικών εμβρύων. Οι κάλλοι διατηρούσαν το εμβρυογενετικό τους δυναμικό για ένα 

χρόνο τουλάχιστον. 

Η εμβρυογενετική δυναμικότητα των ιστοκαλλιεργειών συνήθως μειώνεται, όταν υφίστα-

νται ανακαλλιέργειες και η ηλικία των κάλλων αυξάνεται (Beruto et al. 1996 & Ma et al. 2004). 

Από τη βιβλιογραφική διερεύνηση γίνεται φανερή η αναγκαιότητα ειδικών καλλιεργητικών συν-

θηκών, προκειμένου να διατηρηθεί η εμβρυογενετική διαφοροποίηση (Lambe et al. 1998), κα-

θώς με την πάροδο του χρόνου μεταβάλλονται δραστικά τα ενδογενή επίπεδα ορμονών και η 



Συζήτηση 

 - 229 - 

 

πλοειδία των κυττάρων, οι ιστοί γηράσκουν, τα θρεπτικά αποθέματα μειώνονται (π.χ. οι υδρογο-

νάνθρακες) κ.ά. 

Κάλλοι που διατηρούνται για πολλές ανακαλλιέργειες σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα, που 

περιέχει 2,4-D, υφίσταται καίριες μεταβολές, όπως αύξηση μεγέθους, απώλεια χλωροφύλλης και 

ανικανότητα διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων. Οι ιστολογικές παρατηρήσεις δείχνουν ότι 

αποτελούνται αποκλειστικά από ανευπλοειδικά κύτταρα. Η αστάθεια του χρωμοσωμικού αριθ-

μού μπορεί εν μέρει να οφείλεται στο γεγονός ότι τα μεμονωμένα κύτταρα, ανεξάρτητα από τον 

αριθμό χρωμοσωμάτων, μπορούν να επιβιώνουν και να διαιρούνται ταυτόχρονα με όλη τη μάζα 

των κυττάρων.  

Παράλληλα προκύπτει και ένα πρακτικής φύσης πρόβλημα, σχετικό με το μέγεθος του φυ-

τικού ιστού που ανακαλλιεργείται. Οι ανακαλλιεργούμενοι κάλλοι δεν αποκτούν πάντα ικανο-

ποιητικό μέγεθος, όπως και στην παρούσα πειραματική μελέτη, με αποτέλεσμα σε κάθε ανακαλ-

λιέργεια να μειώνεται το μέγεθος του ανακαλλιεργούμενου ιστού και στο τέλος το φυτικό υλικό 

να μην επαρκεί για την έναρξη νέας καλλογένεσης και διαφοροποίησης. 

 

 

ΣΤ.4. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΣΑΚΧΑΡΟΖΗΣ 

 

Η σακχαρόζη αποτελεί την κυριότερη και συνηθέστερη πηγή ανηγμένου άνθρακα που 

χρησιμοποιείται για την επαγωγή σωματικών εμβρύων in vitro. Μπορεί, όμως, να προκαλέσει 

ανοξία και συσσώρευση αιθανόλης, εξαιτίας του γρήγορου μεταβολισμού της. Η λακτόζη, η γα-

λακτόζη, η φρουκτόζη και η μαλτόζη χρησιμοποιούνται σε λιγότερα ερευνητικά συστήματα ως 

πηγές άνθρακα (Neto et al. 2003). 

Το ΟΜc θρεπτικό υπόστρωμα, το οποίο αποτελούσε το βασικό μας καλλιεργητικό υπό-

στρωμα, περιείχε 20,0 g/L (0,058 Μ) σακχαρόζη. Η συγκέντρωση του σακχάρου τροποποιήθηκε 

με προσθήκη χαμηλότερης συγκέντρωσης σακχαρόζης (5,0 g/L ή 0,015 Μ) και τριών μεγαλύτε-

ρων συγκεντρώσεων σακχαρόζης (40,0 g/L ή 0,12 M / 80,0 g/L ή 0,23 M και 160,0 g/L ή 0,46 Μ). 

Η μορφογενετική υπεροχή των 160,0 g/L σακχαρόζης ήταν ξεκάθαρη. Στις συγκεντρώσεις 

5,0 g/L ή 20,0 g/L ή 40,0 g/L ή 80,0 g/L σακχαρόζης τα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης κυ-

μαίνονταν από 3,0-30,0% και κάθε κάλλος έφερε μέχρι πέντε σωματικά έμβρυα. Στα 160,0 g/L 

σακχαρόζης το ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης ανερχόταν στο 55,0% και τα σωματικά έμ-

βρυα αναπτύσσονταν κατά ομάδες, των είκοσι τουλάχιστον, σχηματίζοντας “μπουκέτα” πάνω 

στους κάλλους. 
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Εντυπωσιακή και μη αναμενόμενη παρατήρηση ήταν η εμφάνιση των πρώτων σωματικών 

εμβρύων, στο θρεπτικό υπόστρωμα με 160,0 g/L σακχαρόζη, 14 ημέρες μετά τον εμβολιασμό, 

δηλαδή πριν ακόμα μεταφερθούν οι κάλλοι στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης σωματικών εμ-

βρύων. Σε όλες τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις ήταν απαραίτητη η μεταφορά των κάλλων από το 

θρεπτικό μέσο καλλογένεσης στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης και η παραμονή τους σε αυτό 

τουλάχιστον 1-2 εβδομάδες, προκειμένου να εμφανιστούν τα πρώτα σωματικά έμβρυα. 

Έχει προταθεί ότι η σακχαρόζη δεν αποτελεί μόνο πηγή άνθρακα, αλλά αυξάνει και το ω-

σμωτικό δυναμικό του θρεπτικού μέσου. Το ωσμωτικό δυναμικό ευνοεί την επαγωγή των σωμα-

τικών εμβρύων, ενώ η χαμηλή προωθεί τη φυσιολογική εξέλιξη των σωματικών εμβρύων σε νεα-

ρά φυτάρια (Smith et al. 1988).  

H μαννιτόλη και η σορβιτόλη αποτελούν τους πιο συχνούς αντικαταστάτες της πηγής άν-

θρακα στις ιστοκαλλιέργειες, σε πειράματα προσδιορισμού του ρόλου των υδατανθράκων ως 

ωσμωτικών ρυθμιστών. Αποτελούν ευδιάλυτες ενώσεις και συνήθως δε μεταβολίζονται από τα 

φυτικά κύτταρα. 

Προκειμένου να διερευνήσουμε την εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από το ω-

σμωτικό δυναμικό του θρεπτικού μέσου αντικαταστήσαμε τη σακχαρόζη από μαννιτόλη. Η αντι-

κατάσταση της σακχαρόζης από μαννιτόλη (σε συγκεντρώσεις 0,05 Μ ή 0,23 Μ ή 0,46 Μ) διατη-

ρούσε τα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης στα επίπεδα του πειράματος-μάρτυρα, υποδει-

κνύοντας ότι η αύξηση της επαγωγής σωματικών εμβρύων, στα 160,0 g/L σακχαρόζης, δε σχετι-

ζόταν με την αύξηση του ωσμωτικού δυναμικού του θρεπτικού υποστρώματος. 

Στο σημείο αυτό σκόπιμο είναι να αναφερθούν τα πειραματικά αποτελέσματα των Maalej 

et al. (2006). Η πειραματική τους αναζήτηση αποσκοπούσε στον προσδιορισμό των ενδογενών 

συγκεντρώσεων των μακροστοιχείων, μικροστοιχείων και μερικών οργανικών συστατικών (σακ-

χαρόζης και πρωτεϊνών) σε σπέρματα ελιάς κατά τη διάρκεια των τριών σταδίων της ανάπτυξής 

τους. Αναφορικά με το περιεχόμενο σε σακχαρόζη, οι μετρήσεις έδωσαν τις μέγιστες τιμές κατά 

τη έναρξη της ανάπτυξης των ζυγωτικών εμβρύων (Απρίλιος) και τις χαμηλότερες στη φάση ωρί-

μανσής τους (Οκτώβριος) και στις δύο ποικιλίες ελιάς που χρησιμοποιήθηκαν. 

Οι Istanbouli et al. (1977) κατέγραψαν την ανασταλτική δράση των εξοζών (γλυκόζης, γα-

λακτόζης κ.ά.) και της μανιτόλλης σε συγκέντρωση 2,0-5,0% στη φύτρωση ζυγωτικών εμβρύων 

ελιάς. Αντίθετα η χρήση δισακχαριτών (σακχαρόζης και λακτόζης), στην ίδια συγκέντρωση με τις 

εξόζες, δεν είχε ανάλογο αποτέλεσμα, ενώ η παροχή υψηλότερης συγκέντρωσης κατέληγε σε 

περιορισμένη αναστολή της φύτρωσής τους. Σύμφωνα με τους συγγραφείς η ανασταλτική δράση 

της γλυκόζης οφειλόταν στην αναστολή της σύνθεσης χλωροφύλλης στο φως, πιθανώς, γιατί η 
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γλυκόζη δεν αποτελεί ένα από τα φυσικά αποταμιευτικά υλικά των σπερμάτων (π.χ. λίπη μεγά-

λου μοριακού βάρους). 

Ο Rugini (1988) παρατήρησε ότι η προσθήκη σορβιτόλης σε ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα ε-

λιάς δεν προωθούσε τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

Ο Ορεινός (1992) διαπίστωσε ότι η πραγματοποίηση διαδοχικών κύκλων δευτερογενούς 

σωματικής εμβρυογένεσης σε ανακαλλιεργούμενους, εμβρυογενετικούς κάλλους ελιάς δεν επη-

ρεαζόταν από την αύξηση της συγκέντρωσης καλαμοσάκχαρου ή την προσθήκη μαννιτόλης. 

Σε ιστοκαλλιέργειες καουτσουκόδεντρου (Ηevea brasiliensis) η σακχαρόζη αντικαταστάθη-

κε από μαλτόζη, φρουκτόζη και γλυκόζη (Blanc et al. 1999). H επαγωγή σωματικών εμβρύων ήταν 

σημαντικά μεγαλύτερη παρουσία μαλτόζης. Παρουσία μαλτόζης, οι αρχικά κίτρινοι κάλλοι απο-

κτούσαν πορτοκαλί χρώμα, υποδιπλασιαζόταν η παραγωγή ξηρού βάρους και μειωνόταν η συ-

γκέντρωση διαλυμένου σακχάρου (60,0%). Η συνήθης ενδογενής συγκέντρωση μαλτόζης ήταν 

μικρότερη από της σακχαρόζης. Μια απότομη αύξηση της συγκέντρωσης της μαλτόζης ενδεχομέ-

νως να επιδρά στην κυτταρική φυσιολογία και τα αναπτυξιακά μορφογενετικά προγράμματα των 

φυτικών κυττάρων. 

Οι Shilbi et al. (2001) σε ιστοκαλλιέργειες ελιάς, ποικιλία Nabali, ανακοίνωσαν την επαγω-

γική υπεροχή της σακχαρόζης έναντι της φρουκτόζης και της γλυκόζης. H αύξηση της συγκέντρω-

σης της σακχαρόζης από 0,1 Μ σε 0,2 Μ αύξανε τη σωματική εμβρυογένεση, ενώ η περαιτέρω 

αύξησή της την μείωνε. Παράλληλα υπέδειξαν ότι τόσο η σορβιτόλη όσο και η μαννιτόλη (σε συ-

γκεντρώσεις 0,1 Μ ή 0,2 Μ ή 0,3 Μ) μείωναν σημαντικά τη σωματική εμβρυογένεση μέχρι την 

πλήρη αναστολή της στα 0,4 Μ. 

Οι Trabelsi et al. (2003) σε καλλιέργειες τμημάτων κοτυληδόνων ελιάς υπέδειξαν ότι η 

σακχαρόζη (30,0 ή 40,0 g/L) είχε μεγαλύτερη προωθητική δράση τόσο στην επαγωγή όσο και 

στην τελική ωρίμανση των σωματικών εμβρύων συγκριτικά με τη γλυκόζη. 

Η απαίτηση υψηλής συγκέντρωσης σακχαρόζης με στόχο την επίτευξη υψηλού ποσοστού 

σωματικών εμβρύων έχει αναφερθεί και σε άλλα φυτικά είδη εκτός της ελιάς. 

Οι Smith et al. (1989) διαπίστωσαν μείωση της δευτερογενούς σωματικής εμβρυογένεσης 

στο καρότο (Daucus carota) με την μείωση της περιεκτικότητας του θρεπτικού μέσου σε καλαμο-

σάκχαρο. 

Σε καλλιέργειες ακραίων μεριστωμάτων μπιζελιού (Pisum sativum), η προσθήκη υψηλών 

συγκεντρώσεων υδρογονανθράκων βελτίωνε σημαντικά τα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης, 

ενώ μείωνε το υδατικό περιεχόμενο των κάλλων και των σωματικών εμβρύων (Loiseau et al. 

1995). Η μαλτόζη (168,0 mM) και η γλυκόζη (168,0 ή 252,0 mM) έδιναν ανάλογα αποτελέσματα 
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με το πείραμα-μάρτυρα (84,0 mM σακχαρόζη). Η σωματική εμβρυογένεση αυξανόταν μετά από 

παροχή 168,0 mM σακχαρόζης ή φρουκτόζης, 252,0 mM μαλτόζης ή 336,0 mM γλυκόζης. Η υψη-

λότερη επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης, 3-4 φορές μεγαλύτερη από το πείραμα-μάρτυρα, 

παρατηρήθηκε στα 252,0 mM και 504,0 mM φρουκτόζης, πιθανώς λόγω του αυξημένου ωσμωτι-

κού δυναμικού του θρεπτικού μέσου. Η υψηλή συγκέντρωση δεν προώθησε μόνο τη σωματική 

εμβρυογένεση, αλλά και την περαιτέρω ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. 

Σε ιστοκαλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εκφύτων πιπεριάς (Capsicum annuum) ήταν α-

ναγκαία η προσθήκη 10,0% σακχαρόζης για την επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης (Bodhipad-

ma et al. 2002). Η προσθήκη 10,0% γλυκόζης ή φρουκτόζης στο θρεπτικό μέσο επαγωγής είχε 

ανασταλτικό αποτέλεσμα, ενώ η μαλτόζη είχε ανάλογη επαγωγική δράση με τη σακχαρόζη. 

Η εμβρυογενετική αντίδραση ήταν αντιστρόφως ανάλογη της συγκέντρωσης της γλυκόζης 

σε καλλιέργειες spindle tree (Neto et al. 2003). Αντίθετα η σωματική εμβρυογένεση αυξανόταν 

σημαντικά με την αύξηση της συγκέντρωσης της σακχαρόζης, η οποία είχε μέγιστη απόδοση στα 

350,0 mM. Ο συνδυασμός μαννιτόλης και γλυκόζης ή μαννιτόλης και σακχαρόζης σε διαφορετι-

κές συγκεντρώσεις προωθούσε τη σωματική εμβρυογενετική αντίδραση. Τα παραπάνω υποδει-

κνύουν ότι η σακχαρόζη δεν αποτελεί μόνο υδατανθρακική πηγή, αλλά διαδραματίζει και ωσμω-

τικό ρόλο, ενεργοποιώντας τη σωματική εμβρυογένεση. Η ανασταλτική δράση της γλυκόζης, πι-

θανώς να οφείλεται στην τοξικότητα της συγκεκριμένης πηγής άνθρακα και όχι στη μεταβολή 

του ωσμωτικού δυναμικού. 

Σε κοτυληδόνες πεπονιού (Cucumis melo) η αντικατάσταση της σακχαρόζης από μαννιτόλη 

αύξανε τα ενδογενή επίπεδα ΑΒΑ χωρίς ταυτόχρονη επαγωγή σωματικών εμβρύων (Nakagawa et 

al. 2001). 

Αρκετές ερευνητικές ομάδες συγκλίνουν στην άποψη ότι ενώ η υψηλή συγκέντρωση σακ-

χαρόζης επάγει τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων, η χαμηλή απαιτείται είτε για την επιτυ-

χή ωρίμανση των σωματικών εμβρύων (Thomas et al.1999 & Mandal et al. 2001) είτε για την 

προώθηση της βλαστογένεσης (Brown et al. 1989 & Charriere et al. 1998). 

Σε καλλιέργειες γλαδιόλας (Gladiolus italicus) η αύξηση της συγκέντρωσης της σακχαρόζης 

ενίσχυε τη σωματική εμβρυογένεση, ενώ η αντικατάστασή της από μαννιτόλη προωθούσε τη 

διαφοροποίηση βλαστών (Kumar et al. 2002). 

Όλα τα παραπάνω, όπως και τα αποτελέσματα της παρούσας ερευνητικής προσπάθειας 

συνηγορούν στην άποψη ότι η σακχαρόζη δε διαδραματίζει μόνο το ρόλο ενός παράγοντα που 

επιδρά στο ωσμωτικό δυναμικό του καλλιεργητικού μέσου, αλλά εμπλέκεται και σε άλλες φυτι-

κές διαδικασίες. 
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Έχει υπολογιστεί ότι τα θρεπτικά υποστρώματα που περιέχουν σακχαρόζη, σαν αποκλει-

στική πηγή άνθρακα, υφίστανται 10,0-15,0% υδρογονανθρακική υδρόλυση, κατά την αποστεί-

ρωση, ανάλογα με το pH του θρεπτικού υποστρώματος (Neto et al. 2003). Στη διάρκεια της απο-

στείρωσης τα σάκχαρα, συχνά, οδηγούνται στην καραμελοποίηση ή και στην παραγωγή σακχα-

ρούχων οξέων και μονοσακχαριτών. Οι συγκεκριμένες μετατροπές επιταχύνονται, όταν τα σάκ-

χαρα αποστειρώνονται μαζί με άλλα θρεπτικά συστατικά (άλατα, βιταμίνες κ.ά.). Πολλά φυτικά 

είδη αναπτύσσονται καλύτερα σε θρεπτικά μέσα που αποστειρώνονται, καθώς επωφελούνται 

από την διαθεσιμότητα γλυκόζης και φρουκτόζης που προκύπτουν, λόγω της αποστείρωσης. 

Όταν η σακχαρόζη αποτελεί την αποκλειστική πηγή άνθρακα, πρέπει να λαμβάνεται υπό-

ψη η διάσπασή της, επειδή προκαλεί μείωση και του ωσμωτικού δυναμικού και καταγράφεται, 

συνήθως, μικρή πτώση του pH. Μελέτες έχουν δείξει ότι στην πραγματικότητα η υδρόλυση της 

σακχαρόζης οφείλεται στη μείωση του pH του θρεπτικού μέσου το οποίο προκαλείται κυρίως 

από τον ιονισμό των αλάτων. Μεγαλύτερη πτώση pH παρατηρείται σε μέσα με μαλτόζη, γλυκόζη 

ή φρουκτόζη. 

Μια διαφορετική ερμηνεία του μορφογενετικού ρόλου των σακχάρων δόθηκε από τους 

Koch et al. (1996). Στη συγκεκριμένη δημοσίευση διατυπώθηκε η άποψη ότι τα σάκχαρα παρέ-

χουν ένα από τα πιο πρωταρχικά και στοιχειώδη μηνύματα για τη μεταγραφική ρύθμιση εξειδι-

κευμένων γονιδίων. Προκαρυωτικοί και πολυκύτταροι ευκαρυωτικοί οργανισμοί χρησιμοποιούν 

αυτά τα μηνύματα για την πιο επιτυχή προσαρμογή τους στα διαθέσιμα θρεπτικά μέσα. Παράλ-

ληλες έρευνες υποδεικνύουν ότι η μορφογενετική αντίδραση, λόγω της ενεργοποίησης ρυθμι-

στικών γονιδίων από τα σάκχαρα, μπορεί δυνητικά να επηρεάζει τη διανομή των θρεπτικών συ-

στατικών μεταξύ φυτικών ιστών και οργάνων. 

Ο συσχετισμός υδρογονανθράκων και γονιδιακής έκφρασης άλλοτε είναι θετικός και άλλο-

τε αρνητικός. Πιο συγκεκριμένα τα φωτοσυνθετικά γονίδια καταστέλλονται, όπως και εκείνα που 

είναι υπεύθυνα για την επανακινητοποίηση των αποταμιευτικών ουσιών. Αντίθετα τα γονίδια 

που επηρεάζονται θετικά από την παροχή σακχαρόζης στα φυτά, σχετίζονται με την ενεργοποίη-

ση σακχαρόζης μέσω των αποταμιευτικών ουσιών, την κυτταρική αναπνοή ή τη διέγερση κατάλ-

ληλων βιοσυνθετικών μονοπατιών. Έτσι η υπόθεση ότι οι υδρογονάνθρακες ελέγχουν τα γονίδια 

του μεταβολισμού της σακχαρόζης, μπορεί να προσφέρει ένα μηχανισμό, όχι μόνο για τη μετα-

γραφική ρύθμιση του πρώτου βήματος κατά τη χρήση του εξωγενώς παρεχόμενου άνθρακα, αλ-

λά επίσης και για τη μεταβολή μηνυμάτων στο φυτικό σύστημα. 

Η μορφολογία των επαγόμενων κάλλων και των σωματικών εμβρύων της παρούσας δια-

τριβής ενισχύουν την παραπάνω άποψη, που αναφέρεται σε καταστολή φωτοσυνθετικών γονι-
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δίων. Οι κάλλοι που επάγονταν παρουσία 5,0 g/L σακχαρόζης ήταν μικρού μεγέθους, στρογγυλοί 

και με πολύ μικρή διάρκεια ζωής, ενώ όταν παρέχονταν 20,0 g/L ή 40,0 g/L ή 80,0 g/L σακχαρόζης 

ήταν ευμεγέθεις, συμπαγείς και με μεγάλη διάρκεια ζωής. Τέλος, τα 160,0 g/L σακχαρόζης προ-

ωθούσαν τη δημιουργία κάλλων που είχαν μικρότερο μέγεθος, από όλες τις άλλες συγκεντρώ-

σεις, ήταν συμπαγείς και με μεγάλη διάρκεια ζωής. Παράλληλα, τα σωματικά έμβρυα που δια-

μορφώνονταν παρουσία 5,0 g/L ή 20,0 g/L ή 40,0 g/L ή 80,0 g/L σακχαρόζης είχαν έντονο πράσι-

νο χρώμα, ενώ στα 160,0 g/L ήταν υπόλευκα, λόγω σύνθεσης ή μη σύνθεσης χλωροφύλλης αντί-

στοιχα.  

 

 

ΣΤ.5. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΑΥΞΙΝΕΣ 

 

ΣΤ.5.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΠΑΡΟΧΗ ΑΥΞΙΝΗΣ 

 

Έχει γίνει γενικά αποδεκτό ότι οι εξωγενώς παρεχόμενοι φυτοαυξητικοί παράγοντες (αυξί-

νες και κυτοκινίνες) αλληλεπιδρούν με τους αντίστοιχους ενδογενείς παράγοντες, αλλάζοντας ή / 

και κατευθύνοντας τη φυτική ανάπτυξη και διαφοροποίηση των φυτικών ιστών (Gaspar et al. 

1996 & 2003). 

Αυτό αποδεικνύεται και από την καθοριστική σημασία της παροχής φυτοαυξητικών παρα-

γόντων στα θρεπτικά υποστρώματα επαγωγής και διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (Leva et 

al. 1995 & Orinos et al. 1991). Η μορφογενετική αντίδραση των τριών συνθετικών αυξινών, που 

χρησιμοποιήθηκαν στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής, διέφερε σημαντικά. Η συγκέντρωση και 

το είδος της αυξίνης επιδρούσαν καθοριστικά τόσο στο είδος της σωματικής εμβρυογένεσης (ά-

μεση ή έμμεση) όσο και στο ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων. 

 

 

ΣΤ.5.1.1.  Έκφυτα ριζιδίων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Όπως έχει ήδη περιγραφεί χρησιμοποιήθηκαν τρία είδη αυξινών (ΙΒΑ, ΝΑΑ και 2,4-D) σε 

ποικίλες συγκεντρώσεις. 

Στις μικρές συγκεντρώσεις (0,01-6,25 μΜ), ανεξαρτήτως είδους αυξίνης, καταγράφηκε ορ-

γανοκαλλιέργεια, καθώς τα έκφυτα ριζιδίων επιμηκύνονταν, διογκώνονταν και δεν αναπτύσσο-

νταν κάλλοι. Λόγω της απουσίας κάλλου η εμβρυογενετική αντίδραση που καταγράφηκε ήταν 
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άμεση. Το υψηλότερο ποσοστό παρατηρήθηκε στα 1,56 μΜ ΙΒΑ (23,0%), ενώ παρουσία 2,4-D και 

ΝΑΑ τα ποσοστά ήταν μικρότερα (7,0-15,0%), χωρίς σημαντικές διαφορές μεταξύ των διαφορετι-

κών συγκεντρώσεων. 

Στις υψηλότερες συγκεντρώσεις αυξινών (12,5-200,0 μΜ) διαμορφώνονταν κάλλοι των 

οποίων, τόσο ο χρωματισμός όσο και το ποσοστό επαγωγής τους, επηρεαζόταν καθοριστικά από 

το είδος και τη συγκέντρωση της αυξίνης. Λόγω της ανάπτυξης κάλλου καταγράφηκε έμμεση εμ-

βρυογενετική αντίδραση. Η υψηλότερη μορφογενετική αντίδραση (31,0%) διαμορφώθηκε στα 

25,0 μΜ ΙΒΑ, ενώ παρουσία 2,4-D ή ΝΑΑ κυμαινόταν από 4,0-15,0%. 

Το ποσοστό διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (14,0%) του πειράματος-μάρτυρας (του 

οποίου τόσο το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης όσο και το θρεπτικό υπόστρωμα διαφορο-

ποίησης δεν περιείχαν αυξίνη) ήταν εντυπωσιακό και μη αναμενόμενο. 

Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα των παραπάνω πειραματικών χειρισμών καταλήγουμε στα 

εξής: 

➢ Τα αποτελέσματα του πειράματος-μάρτυρα υποδεικνύουν την ύπαρξη μιας ενδογε-

νούς μορφογενετικής δυναμικής των κυττάρων της ελιάς για εμβρυογενετική διαφο-

ροποίηση (μέχρι ενός ποσοστού), χωρίς να απαιτείται η προσθήκη εξωγενούς αυξίνης. 

Σε αυτό συνηγορεί και η θετική ανταπόκριση των ιστοκαλλιεργειών της ελιάς σε μη 

ισχυρούς μορφογενετικούς παράγοντες, όπως το ΙΒΑ και η ανασταλτική δράση του 

ΝΑΑ και του 2,4-D, όπως αναφέρουμε στη συνέχεια. 

 Στις ιστοκαλλιέργειες ριζιδίων τόσο το ΝΑΑ όσο και το 2,4-D, ανεξαρτήτως συγκέ-

ντρωσης, δεν επάγουν υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης από εκείνα 

του πειράματος-μάρτυρα, σε αντίθεση με την πλειοψηφία των βιβλιογραφικών ανα-

φορών. 

 Σαν πιο δραστική αυξίνη θεωρείται το 2,4-D και γι΄ αυτό χρησιμοποιείται σε χαμηλό-

τερες συγκεντρώσεις από τις υπόλοιπες αυξίνες, καθώς οι υψηλές του συγκεντρώσεις 

προκαλούν νέκρωση των εκφύτων, όπως σε καλλιέργειες υποκοτυλίων σουσαμιού 

(Sesamum indicum) (Mary et al. 1997), φύλλων Tylophora indica (Jayanthi et al. 2001), 

ανώριμων κοτυληδόνων σόγιας (Glycine max) (Hofmann et al. 2004) και ζυγωτικών 

εμβρύων σχιζάνδρας (Schisandra chinensis) (Kim et al. 2005). Ανάλογα ποσοστά νέ-

κρωσης καταγράψαμε και στις ιστοκαλλιέργειες των ριζιδίων ζυγωτικών εμβρύων ε-

λιάς στη συγκέντρωση 6,25 μΜ 2,4-D. 

 Παροχή 5,0 και 10,0 μΜ 2,4-D, σε κάλλους ελιάς ποικιλίας Nabali, προκαλούσε αυξη-

μένα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης, ενώ συγκεντρώσεις πάνω από 10,0 μΜ κα-
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τέληγαν στην επαγωγή σκληρών, καφέ και καταπονημένων κάλλων και χαμηλά ποσο-

στά σωματικών εμβρύων (Shilbi et al. 2001). 

 Τo NAA συνιστά, μετά το 2,4-D, την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη συνθετική αυξίνη 

με έντονη μορφογενετική δράση στις ιστοκαλλιέργειες. 

 Οι Wu et al. (2004) σε κάλλους από ρίζες Οncidium κατέγραψαν την υψηλότερη εμ-

βρυογενετική επαγωγή σε χαμηλές συγκεντρώσεις (2,5 / 2,0 και 0,5 mg/L) ΙΑΑ, ΙΒΑ, 

ΝΑΑ και picloram, καθώς οι μεγαλύτερες συγκεντρώσεις προκαλούσαν μορφογενετι-

κή ανάσχεση. Η πιο δραστική ήταν η συγκέντρωση 2,0 mg/L ΙΑΑ. 

 Δε λείπουν, όμως και οι δημοσιεύσεις που αναφέρουν πλήρη ανάσχεση της σωματι-

κής εμβρυογένεσης από το 2,4-D και το ΝΑΑ. Σε καλλιέργειες ζυγωτικών εμβρύων ε-

λιάς (Rugini 1988), εκφύτων φύλλων διαφόρων ποικιλιών  γαρύφαλλου (Dianthus) 

(Nakano et al. 1993), βλαστητικών μεριστωμάτων μπιζελιού (Pisum sativum) (Loiseau 

et al. 1995) και εκφύτων φύλλων Oncidium (Chen et al. 2001), όλες οι χρησιμοποιη-

θείσες αυξίνες (ΝΑΑ, ΙΑΑ, ΙΒΑ και 2,4-D) είχαν ανασταλτική δράση. 

➢  Η μορφογενετική ανωτερότητα του ΙΒΑ, όταν παρέχεται σαν μεμονωμένη πηγή αυ-

ξίνης σε συνδυασμό με 2,5 μΜ 2iP, είναι φανερή τόσο στην επαγωγή άμεσης όσο 

και έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης στους πειραματικούς χειρισμούς της πα-

ρούσας εργασίας. 

 Αν και το ΙΒΑ δεν συγκαταλέγεται στις αυξίνες με έντονη μορφογενετική δράση πα-

ρατηρούμε ότι στις ιστοκαλλιέργειες της ελιάς αναστέλλει τόσο την καλλογένεση (σε 

υψηλή συγκέντρωση), αλλά και η συγκέντρωσή του επηρεάζει καθοριστικά την επα-

γωγή σωματικών εμβρύων. 

 Αρκετές είναι οι ερευνητικές ανακοινώσεις που υποστηρίζουν ότι οι ιστοκαλλιέρ-

γειες στην ελιά, όπως και άλλα φυτικά είδη δεν απαιτούν αυξίνες με έντονη μορφο-

γενετική δράση, προκειμένου να διαφοροποιηθούν τα έκφυτα in vitro. 

 Οι Halperin et al. (1966) και Nomura et al. (1985a) σε υγρές καλλιέργειες καρότου 

(Daucus carota) ανακοίνωσαν ότι η συνεχής παρουσία 2,4-D εμπόδιζε την εξέλιξη 

των σωματικών εμβρύων και οδηγούσε σε ανοργάνωτη αύξηση, ενώ η απομάκρυν-

σή του επέτρεπε την εκδήλωση της σωματικής εμβρυογένεσης. Τα παραπάνω υπο-

δεικνύουν την ύπαρξη μιας φυσικής ενδογενούς τάσης διαφοροποίησης σωματικών 

εμβρύων, με άμεση συνέπεια η συνεχής παρουσία 2,4-D να δρα σαν αναστολέας και 

κυρίως της μετάβασης από το σφαιρικό στο καρδιόσχημο στάδιο. 
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 Σε καλλιέργειες ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων Commiphora wightii το ΙΒΑ αναδεί-

χθηκε εφάφιλλο του 2,4-D. Το 2,4-D προωθούσε τη δημιουργία άσπρων και ποικι-

λόμορφων σωματικών εμβρύων, ενώ το ΙΒΑ πράσινων και καλά διαμορφωμένων 

εμβρύων (Singh et al. 1997). 

 Στην πρώτη αναφορά επαγωγής σωματικών εμβρύων στην ελιά (Rugini 1988) διαπι-

στώθηκε η υπεροχή του ΝΑΑ έναντι του 2,4-D το οποίο ανέστελλε τη σωματική εμ-

βρυογένεση ανεξαρτήτως συγκέντρωσης. Αντίθετα το ΝΑΑ, ακόμα και σε μεγάλες 

συγκεντρώσεις, προωθούσε τη σωματική εμβρυογένεση. Η σωματική εμβρυογένεση 

ήταν κυρίως άμεση (10,0%) σε ΜS με μισή συγκέντρωση αλάτων και σε συνδυα-

σμούς ΝΑΑ και ΒΑ. Στη συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία δε χρησιμοποιήθηκε 

ΙΒΑ και τα έκφυτα προέρχονταν από ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα. 

 Οι Orinos et al. (1991) σε ιστοκαλλιέργειες αγριελιάς και οι Mitrakos et al. (1992) σε 

ανακαλλιέργειες κάλλων ποικιλιών ελιάς κατέγραψαν ότι συγκεντρώσεις ΙΒΑ μεγα-

λύτερες από 5,0 μΜ και οποιαδήποτε συγκέντρωση 2iP ανέστελλαν τη σωματική 

εμβρυογένεση. Μεγαλύτερη επαγωγή καταγραφόταν, όταν η ανακαλλιέργεια γινό-

ταν σε ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες ή σε συγκέντρωση ΙΒΑ μικρότερη 

από 5,0 μΜ, καθώς η εμβρυογενετική υπεροχή του ΙΒΑ έναντι του ΝΑΑ ήταν ξεκά-

θαρη. Παράλληλα βασική προϋπόθεση αποτελούσε η παροχή σχετικά υψηλής συ-

γκέντρωσης αυξίνης (25,0 μΜ) στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης και παροχή 

μειωμένης αυξίνης ή απομάκρυνσής της στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης. 

 Οι Cerezo et al. (2011), ακολουθώντας τη μεθοδολογία των προηγούμενων δημοσι-

εύσεων, πέτυχαν ανάλογα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης σε καλλιέργειες α-

πομονωμένων ριζιδίων από ώριμα σπέρματα της ισπανικής ποικιλίας Picual. Τα έκ-

φυτα εμβολιάζονταν σε ΟΜc, που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, για τρεις ε-

βδομάδες και μεταφέρθηκαν στο ίδιο θρεπτικό μέσο χωρίς 2iP και χαμηλότερες συ-

γκεντρώσεις ΙΒΑ. 

 Έχει εξακριβωθεί ότι η συνθετική αυξίνη ΙΒΑ μετατρέπεται στη φυσικά απαντώμενη 

ΙΑΑ η οποία οξειδώνεται πολύ γρήγορα από τις υπεροξειδάσες των φυτών. Αντίθετα 

το ΙΒΑ δεν οξειδώνεται, αλλά παραμένει στη βάση του εκφύτου, όπου και μετατρέ-

πεται σε ΙΑΑ η οποία είναι απαραίτητη για τη διαφοροποίηση ριζών. 

 Οι Epstein et al. (1975) πρότειναν ότι η σταθερότητα της συνθετικής αυξίνης ΙΒΑ, η 

αργή μεταφορά της από τη θέση εφαρμογής της και η μετατροπή της σε ΙΑΑ στα έκ-
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φυτα είναι οι πιο πιθανοί παράγοντες που κάνουν αυτό το συστατικό έναν πολύ κα-

λό επαγωγέα ριζών. 

 Πιθανώς αυτές οι μετατροπές-ιδιότητες της ΙΒΑ να διαδραματίζουν έναν ξεχωριστό 

ρόλο και στη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων και να ερμηνεύουν τον προωθη-

τικό της ρόλο. 

 

 

ΣΤ.5.1.2.  Έκφυτα κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων 

 

Ανάλογα με τα αποτελέσματα της προηγούμενης ενότητας ήταν και αυτά που προέκυψαν 

από τις ιστοκαλλιέργειες εκφύτων κοτυληδόνων, δηλαδή βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων 

ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Σε θρεπτικό μέσο με χαμηλές συγκεντρώσεις ΝΑΑ και 2,4-D (0,01 μΜ - 6,25 μΜ) καταγρά-

φηκε οργανοκαλλιέργεια. Αντίθετα σε θρεπτικό υπόστρωμα με μεγαλύτερες συγκεντρώσεις ΝΑΑ 

και 2,4-D (0,39 μΜ - 50,0 μΜ) καταγράφηκε καλλογένεση. Η σωματική εμβρυογένεση (άμεση και 

έμμεση) αναστελλόταν δραστικά από το ΝΑΑ (0,0-8,5%) και πλήρως από το 2,4-D. 

Το ΙΒΑ σε μεγάλες συγκεντρώσεις, όπως και στα έκφυτα ριζιδίων, προωθούσε σε ικανο-

ποιητικό ποσοστό τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. Συγκεκριμένα το ΙΒΑ σε χαμηλές συ-

γκεντρώσεις (0,39 μΜ - 6,25 μΜ) προωθούσε την οργανοκαλλιέργεια και ανέστελλε της σωματι-

κή εμβρυογένεση (2,5%). Αντίθετα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις (12,5 μΜ - 100,0 μΜ) η ανά-

πτυξη των κάλλων (95%) ήταν ικανοποιητική και μόνο στα 200,0 μΜ ΙΒΑ περιοριζόταν δραστικά 

(λιγότερο από 50,0%). Η επαγωγή σωματικών εμβρύων είχε αυξητική τάση και μέγιστο ποσοστό 

στα 100,0 μΜ (17,0%) και 200,0 μΜ (15,0%) από κορυφές και βάσεις κοτυληδόνων αντίστοιχα. 

Τα παραπάνω πειραματικά αποτελέσματα υποδηλώνουν την απαίτηση παροχής υψηλότερης 

συγκέντρωσης ΙΒΑ σε έκφυτα κοτυληδόνων συγκριτικά με των ριζιδίων, προκειμένου να επιτευ-

χθεί η επαγωγή σωματικών εμβρύων. 

Στο πείραμα-μάρτυρα, όπου τα θρεπτικά υποστρώματα δεν περιείχαν αυξίνη, η εμβρυογε-

νετική αντίδραση των εκφύτων από κοτυληδόνες ήταν μηδενική. Η συγκεκριμένη πειραματική 

διαπίστωση υποδεικνύει ότι τα έκφυτα κοτυληδόνων σε αντίθεση με τα έκφυτα ριζιδίων δε χα-

ρακτηρίζονται από ενδογενή δυνατότητα διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων. Αυτός μπορεί 

να είναι και ένας λόγος της απαίτησης για παροχή υψηλής συγκέντρωσης αυξίνης που εμφάνιζαν 

τα συγκεκριμένα έκφυτα, προκειμένου να διαφοροποιηθούν. 
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Τα ποσοστά επαγωγής σωματικών εμβρύων από έκφυτα κοτυληδόνων ελιάς που έχουν 

αναφερθεί στην πλειοψηφία των σχετικών δημοσιεύσεων, μέχρι τώρα, κυμαίνονταν πάντα σε 

χαμηλά ποσοστά. 

Οι Orinos et al. (1991) κατέγραψαν χαμηλά επίπεδα επαγωγής έμμεσης σωματικής εμβρυ-

ογένεσης (7,0%) σε κοτυληδόνες ζυγωτικών εμβρύων αγριελιάς, Η καλλογένεση λάμβανε χώρα 

σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc με 2,5 μΜ ΙΒΑ ή θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς 

παράγοντες και η σωματική εμβρυογένεση καταγραφόταν 125-150 ημέρες μετά τον εμβολιασμό. 

Οι Μitrakos et al. (1992) κατέγραψαν έμμεση σωματική εμβρυογένεση (5,0-10,0%) σε κο-

τυληδόνες ζυγωτικών εμβρύων Κορωνέικης 60 ημέρες μετά την μεταφορά των κάλλων στο θρε-

πτικό μέσο διαφοροποίησης. Οι κάλλοι ήταν ηλικίας 21 και 14 ημερών και το θρεπτικό υπό-

στρωμα διαφοροποίησης ήταν ΟΜc χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

Ο Ορεινός (1992) διαπίστωσε ότι το ΙΒΑ είναι λίγο δραστικότερο του ΝΑΑ στην επαγωγή 

σωματικών εμβρύων σε κάλλους κοτυληδόνων. 

Οι Trabelsi et al. (2003) ανακοίνωσαν επαγωγή σωματικών εμβρύων από έκφυτα κοτυλη-

δόνων ελιάς σε χαμηλή ή μηδενική συγκέντρωση φυτοαυξητικών ουσιών και θρεπτικό υπόστρω-

μα OMc. Συγκεντρώσεις μεγαλύτερες από 0,5 mg/L ΙΒΑ και 2iP είχαν ανασταλτικά αποτελέσματα. 

Οι Capelo et al. (2010) διαπίστωσαν την υπεροχή του ΙΒΑ έναντι των άλλων αυξινών σε 

καλλιέργειες εκφύτων αγριελιάς. Τα υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης καταγρά-

φηκαν σε MS με 12,25 μΜ ΙΒΑ και 4,56 μΜ Zea. 

Μια πιθανή ερμηνεία των χαμηλών ποσοστών διαμόρφωσης σωματικών εμβρύων, από τα 

συγκεκριμένα είδη εκφύτων, αποτελεί η χαμηλή συγκέντρωση της αυξίνης του θρεπτικού υπο-

στρώματος καλλογένεσης που αποδείχθηκε ακατάλληλη για επαγωγή περαιτέρω μορφογένεσης. 

Πιθανολογούμε ότι το ενδογενές επίπεδο ορμονών, όπως διαφαίνεται κι από το πείραμα-

μάρτυρα, είναι τέτοιο που δεν επιτρέπει την επαγωγή σωματικών εμβρύων, καθώς οι κοτυληδό-

νες και ιδιαίτερα οι κορυφές έναντι των βάσεων, απέχουν περισσότερο από τις μεριστωματικές 

περιοχές που αποτελούν τους συνήθεις χώρους σύνθεσης των φυτοαυξητικών παραγόντων. 

Κατ΄επέκταση η εξωγενής παροχή υψηλής συγκέντρωσης αυξίνης είναι αναγκαία προϋπόθεση 

για την αποκατάσταση ενός ορμονικού ισοζυγίου κατάλληλου για την επαγωγή σωματικής εμ-

βρυογένεσης. 
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ΣΤ.5.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ ΣΕ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟ ΑΥΞΙΝΩΝ 

 

Εκτός από την μεμονωμένη παροχή αυξινών μελετήθηκε και η επίδραση της συνδυασμέ-

νης παροχής ΙΒΑ και ΝΑΑ στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης. 

Ο συνδυασμός μικρών συγκεντρώσεων των δύο αυξινών οδηγούσε σε άμεση σωματική 

εμβρυογένεση (10,0%). Τα ποσοστά αυτά είναι ανάλογα του πειράματος-μάρτυρα (ΟΜc χωρίς 

αυξίνη), αλλά και της μεμονωμένης παροχής ΝΑΑ και ΙΒΑ. 

Ο συνδυασμός υψηλότερων  συγκεντρώσεων των δύο αυξινών κατέληγε σε έμμεση σωμα-

τική εμβρυογένεση (10,0-12,0%), δηλαδή ποσοστά ανάλογα του πειράματος-μάρτυρα, αλλά χα-

μηλότερα της μεμονωμένης παροχής ΙΒΑ και ΝΑΑ στις ανάλογες συγκεντρώσεις. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα δεν υποδεικνύουν αθροιστική δράση του ΙΒΑ και του ΝΑΑ. 

Αντίθετα το ΝΑΑ δρα ανασταλτικά και μπλοκάρει την επαγωγική δυναμική του ΙΒΑ, πιθανώς υ-

ποδηλώνοντας τη μη ύπαρξη διαφορετικών θέσεων-στόχων των δύο αυξινών στα κύτταρα της 

ελιάς. 

 

 

ΣΤ.6. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΕΣ 

 
ΣΤ.6.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΠΑΡΟΧΗ ΕΝOΣ ΕΙΔΟΥΣ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

 

Για τη διερεύνηση της επίδρασης των κυτοκινινών στην επαγωγή σωματικής εμβρυογένε-

σης, in vitro, από έκφυτα ριζιδίων και κοτυληδόνων ελιάς, χρησιμοποιήθηκαν τρεις κυτοκινίνες 

(TDZ, 2iP και BA) σε τέσσερις συγκεντρώσεις (0,625 / 2,5 / 10,0 ή 40,0μΜ): 

➢ 2iP 

 Σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων ριζιδίων, σε θρεπτικό υπόστρωμα OMc που περιείχε 

0,625 μΜ 2iP, καταγράφηκε οργανοκαλλιέργεια και επαγωγή άμεσης σωματικής εμ-

βρυογένεσης σε χαμηλό ποσοστό (9,0%). Αντίθετα σε όλες τις υπόλοιπες συγκε-

ντρώσεις 2iP διαμορφώθηκαν πράσινοι και χαλαροί στην υφή κάλλοι και μέγιστη 

επαγωγή έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης (15,0%) στα 2,5 μΜ 2iP. 

 Σε ιστοκαλλιέργειες εκφύτων κοτυληδόνων, που εμβολιάστηκαν σε θρεπτικό υπό-

στρωμα OMc που περιείχε 2iP, η σωματική εμβρυογένεση κυμαινόταν σε πολύ χα-

μηλά επίπεδα (0,0-5,0%) ανεξαρτήτως της συγκέντρωσης του παρεχόμενου 2iP. 
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➢ BA 

 Η παροχή ΒΑ, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, προωθούσε τη διαμόρφωση πράσινων 

κάλλων και καλά διαμορφωμένων σωματικών εμβρύων από την αρχή της διαφορο-

ποίησής τους, αλλά ανέστελλε σημαντικά το ποσοστό επαγωγής τους (2,0-5,0%). 

➢ TDZ 

 H προσθήκη TDZ, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, προωθούσε τη διαμόρφωση συμπα-

γών κάλλων, αλλά ανέστελλε πλήρως τη σωματική εμβρυογένεση. 

Προκειμένου να είναι εφικτή η σύγκριση της εμβρυογενετικής δυναμικότητας των τριών 

κυτοκινινών είναι απαραίτητο να υπενθυμίσουμε ότι στο πείραμα-μάρτυρα (ΟΜc χωρίς κυτοκι-

νίνη), το ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων ήταν μηδενικό και στα τρία είδη εκφύτων. Το 

συγκεκριμένο δεδομένο σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μεμονωμέ-

νη παροχή των τριών κυτοκινινών υποδεικνύουν τη σημαντική επαγωγική δράση του 2iP, την πιο 

περιορισμένη του ΒΑ και την ανασταλτική του TDZ στη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων. 

Παράλληλα με την καταγραφή της διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων γινόταν και κα-

ταγραφή της διαφοροποίησης ριζών και βλαστών. Αν και η αναφορά των δύο τελευταίων μορ-

φογενετικών αντιδράσεων ξεφεύγει από το πλαίσιο μελέτης της παρούσας εργασίας, παραθέ-

τουμε τις παρατηρήσεις που έγιναν, προκειμένου να γίνει σαφέστερη η μορφογενετική δράση 

των τριών κυτοκινινών στις ιστοκαλλιέργειες της ελιάς. 

Το 2iP και το ΒΑ ανέστελλαν την επαγωγή βλαστών, ενώ την προωθούσε σημαντικά το TDZ 

(15,0-20,0%), ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, με εξαίρεση την υψηλότερη συγκέντρωσή του (40,0 

μΜ) στην οποία μειωνόταν αισθητά (10,0%). 

Παράλληλα το 2iP και το ΒΑ προωθούσαν τη δημιουργία ριζών (55,0-60,0%) στη χαμηλή 

συγκέντρωσή τους (0,625μΜ) και την ανέστελλαν όσο αυξανόταν η συγκέντρωσή τους. Αντίθετα 

το TDZ ανέστελλε δραστικά την επαγωγή ριζών σε όλες τις συγκεντρώσεις. 

Ανακεφαλαιώνοντας οι κυτοκινίνες 2iP και ΒΑ αποτελούσαν κατάλληλους προωθητικούς 

παράγοντες για τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων και ριζών (σε μικρές τουλάχιστον συγκε-

ντρώσεις) και το TDZ για τη διαφοροποίηση βλαστών. 

Τo γεγονός ότι το 2iP υποδεικνύεται σαν καταλληλότερη κυτοκινίνη, ακόμα και από το ΒΑ, 

για την επαγωγή σωματικών εμβρύων, έρχεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της προηγού-

μενης πειραματικής ενότητας, όπου το ΙΒΑ (αυξίνη χωρίς έντονη μορφογενετική δράση και όχι 

συχνά χρησιμοποιούμενη) αποτελεί την καταλληλότερη αυξίνη για την in vitro επαγωγή σωματι-

κών εμβρύων στην ελιά. Γίνεται φανερό ότι η επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης ελιάς in vitro 

δεν απαιτεί πολύ δραστικά εξωγενώς παρεχόμενα μορφογενετικά ερεθίσματα. 
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Η βιβλιογραφική αναζήτηση με στόχο τη διερεύνηση του ρόλου των κυτοκινινών στην ε-

παγωγή της σωματικής εμβρυογένεσης αποδεικνύεται ασαφής, καθώς τα πειραματικά αποτελέ-

σματα είναι, συχνά, αντικρουόμενα. Η πλειοψηφία των ερευνητικών ομάδων χρησιμοποιούν τη 

ζεατίνη ή / και το ΒΑ και σπανιότερα το 2iP. 

Έχει ανακοινωθεί ότι η ζεατίνη προωθούσε τη σωματική εμβρυογένεση, ενώ τόσο η μεμο-

νωμένη παροχή κινετίνης ή BAP όσο και ο συνδυασμός τους οδηγούσε σε αναστολή της, πιθανώς 

γιατί η ζεατίνη είναι φυσική κυτοκινίνη, ενώ οι άλλες δύο συνθετικές ((Fujimura et al. 1975). Η 

επαγωγή σωματικών εμβρύων από τη ζεατίνη υποδηλώνει την ανάγκη παρουσίας κατάλληλης 

συγκέντρωσης ενδογενούς αυξίνης. Η ανασταλτική επίδραση της εξωγενώς παρεχόμενης κυτοκι-

νίνης, ενδεχομένως, να είναι αποτέλεσμα της αύξησης των επιπέδων της ενδογενούς κυτοκινίνης 

στα αναπτυσσόμενα εμβρυοειδή. 

Οι Epstein et al. (1975) ανακοίνωσαν ότι η ταυτόχρονη παροχή αυξίνης και κυτοκινίνης α-

νέστελλε την προωθητική δράση των αυξινών στην επαγωγή της ριζογένεσης και της σωματικής 

εμβρυογένεσης, ενώ διέγειρε τη δημιουργία μαλακού και εύθρυπτου κάλλου (όπως καταγρά-

ψαμε και εμείς σε θρεπτικό υπόστρωμα με 2iP). Όταν παρεχόταν συνδυασμός κυτοκινίνης και 

αυξίνης στο θρεπτικό μέσο ο ρόλος της κυτοκινίνης παρέμενε ασαφής και αδιευκρίνιστος, αν και 

είναι πολύ πιθανό να μην αποτελούσε καθοριστικό παράγοντα στην επαγωγή της σωματικής εμ-

βρυογένεσης. 

Ο Rugini (1988) κατέγραψε 30,0-40,0% επαγωγή σωματικών εμβρύων, από ανώριμα ζυγω-

τικά έμβρυα τεσσάρων καλλιεργούμενων ποικιλιών ελιάς, σε θρεπτικό υπόστρωμα που περιείχε 

μόνο ΒΑ (0,5μΜ ή 2,5μΜ) και 10,0% σε συνδυασμούς ΝΑΑ και ΒΑ. Η χρήση ανώριμων ιστών, πι-

θανώς ερμηνεύει το υψηλό ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης. 

Oι Orinos et al. (1991) ανακοίνωσαν την αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης από την 

παροχή 2iP στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης, αντιθέτως ήταν 

απαραίτητο στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης. Τα έκφυτα προέρχονταν από ώριμα ζυγωτικά έμ-

βρυα αγριελιάς και δύο καλλιεργούμενων ποικιλιών ελιάς. 

Οι Loiseau et al. (1995) σε καλλιέργειες ακραίων μεριστωμάτων μπιζελιού (Pisum sativum), 

ανακοίνωσαν ότι με την αύξηση της συγκέντρωσης (0,05-2,27μΜ) των κυτοκινινών ΒΑ, ζεατίνης ή 

κινετίνης, οι κάλλοι γινόντουσαν πιο πράσινοι και συμπαγείς. Όλες οι κυτοκινίνες, σε χαμηλές 

συγκεντρώσεις, με εξαίρεση  την κινετίνη, ανέστελλαν δραστικά τη σωματική εμβρυογένεση. 

Παράλληλα, η παροχή κυτοκινίνης, στο θρεπτικό μέσο ανάπτυξης, προωθούσε την ποιότητα των 

σωματικών εμβρύων. 
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Οι Beruto et al. (1996) σε κάλλους νεραγκούλας (Ranunculus asiaticus) δεν κατέγραψαν 

σωματική εμβρυογένεση σε θρεπτικό υπόστρωμα χωρίς κυτοκινίνες ή που περιείχε μόνο μια κυ-

τοκινίνη. 

Σε δύο ποικιλίες σιταριού (Triticum aestivum) καταγράφηκε σωματική εμβρυογένεση σε 

MS με 0,5 mg/L BAP και 0,1 mg/L IAA. Η μεγαλύτερη συγκέντρωση ΒΑP ήταν τοξική και κατέληγε 

μερικές φορές σε νέκρωση των κάλλων (Malik et al. 2004). 

Αντιθέτως το TDZ έχει χρησιμοποιηθεί, κυρίως, για την αναγέννηση βλαστών σε φυτά που 

αντιστέκονται στην in vitro αναγέννηση. Μια σειρά δημοσιεύσεων σε διαφορετικά φυτικά είδη, 

αποτελούν σαφείς ενδείξεις για την ενεργητική ανάμειξη του TDZ στην επαγωγή μεταβολικών 

αλλαγών. 

Πιο συγκεκριμένα σε κοτυληδόνες καρπουζιού (Citrullus lanatus) το TDZ μιμείται την επί-

δραση των κυτοκινινών στην οργανογένεση και στις αλλαγές των επιπέδων των πολυπεπτιδίων 

P20-25 profiles (Leshem et al. 1994). Το TDZ διέγειρε τη βλαστητική αναγέννηση και ανέστελλε τη 

ριζογένεση, αλλά σε υψηλή συγκέντρωση (2x10-5 Μ) ανέστελλε πλήρως την οργανογένεση και 

μόνο η παροχή ΙΑΑ την αποκαθιστούσε στα αρχικά της ποσοστά. 

Οι Gill et al. (1994) πρότειναν ότι το TDZ  επιδρά με τον παραπάνω τρόπο, γιατί περιλαμ-

βάνει την dulation των ενδογενών κυτοκινινών και της αυξίνης, χωρίς όμως να δίνεται κάποια 

απόδειξη άμεσης δράσης της κυτοκινίνης στην επαγωγή βλαστών. Οι Wang et al. (1981, 1979a & 

1979b) ανέφεραν αλλαγές στα λιπίδια της πλασματικής μεμβράνης και σε κάποια ένζυμα κλειδιά 

μετά την προσθήκη ΤDΖ στο θρεπτικό μέσο. 

Η χρήση TDZ για την επαγωγή σωματικών εμβρύων είχε πολλαπλά αποτελέσματα. 

Παρουσία TDZ διαμορφώνονταν σωματικά έμβρυα σε ιστοκαλλιέργειες γαιοκάρυου (Ara-

chis hypogaea) (Murthy et al. 1995), υποκοτυλίων γερανιού (Pelargonium hortorum) (Hutchinson 

et al. 1996 & 2000) και διαγονιδιακής κερασιάς (Prunus insica x P. pseudocerasus) (Gutierrez et al. 

2004) κ.ά. 

Το TDZ συνιστά πολύ δραστικό, φυτοαυξητικό, ρυθμιστικό παράγοντα για την επαγωγή της 

σωματικής εμβρυογένεσης στο γαιοκάρυο, καθώς καταγραφόταν αύξηση της ενεργότητας των 

ενδογενών επιπέδων των αυξινών και των κυτοκινινών. Τα ενδογενή επίπεδα των παραγόντων 

της αύξησης δείχνουν ότι υπάρχει διαφορά στην ευαισθησία των ιστών έναντι του TDZ. Οι περιο-

χές συσσώρευσης των παραγόντων της αύξησης στα υποκοτύλια τα οποία αποτελούν και τις πε-

ριοχές δημιουργίας των σωματικών εμβρύων, επηρεάζονταν λιγότερο από το TDZ σε αντίθεση με 

τις κοτυληδόνες. Η συγκεκριμένη διαπίστωση, πιθανώς, υποδεικνύει ότι η πρωταρχική θέση 

δράσης του TDZ είναι οι κοτυληδόνες και ότι τα ρυθμιστικά συστατικά της αύξησης, ενώ παρά-
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γονται από αυτές μεταφέρονται σε άλλους ιστούς. Ίσως, λοιπόν, στις κοτυληδόνες να δημιουρ-

γείται ένα επαγωγικό μήνυμα ή μια σειρά μηνυμάτων για την επαγωγή της σωματικής εμβρυο-

γένεσης, αλλά η φυτική διαφοροποίηση να πραγματοποιείται σε μια απομακρυσμένη θέση, όταν 

πρόκειται για ακέραιο φυτάριο.  

Σε καλλιέργειες κάλλων από ρίζες Oncidium οι δραστικές κυτοκινίνες, όπως το TDZ, σε συ-

γκεντρώσεις που κυμαίνονταν από 0,3-5,0 mg/L, αναδεικνύονταν ανεπαρκείς για την επαγωγή 

σωματικών εμβρύων. Αντίθετα άλλες κυτοκινίνες, όπως η κινετίνη και ιδιαίτερα η ζεατίνη σε χα-

μηλές συγκεντρώσεις (0,5 mg/L), έδιναν υψηλά ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης. 

Η επαγωγή άμεσης σωματικής εμβρυογένεσης, σε ιστοκαλλιέργειες  πιπεριάς (Capsicum 

annuum), καταγράφηκε σε θρεπτικό υπόστρωμα MS με TDZ. Η πιο αποδοτική συγκέντρωση TDZ 

ήταν τα 0,5 μΜ (Khan et al. 2006). 

Σε φυτάρια μελιτζάνας (Solanum melongena) η επαγωγή σωματικών εμβρύων απαιτούσε 

χαμηλές συγκεντρώσεις ΒΑP. Η προσθήκη TDZ, στην in vitro ιστοκαλλιέργεια ντομάτας (Solanum 

lycopersicum) και μελιτζάνας ελάττωνε τη σωματική εμβρυογένεση και σε ιστοκαλλιέργειες πι-

περιάς (Capsicum annuum) την ανέστελλε πλήρως (Kaparakis et al. 2002). 

Έχει προταθεί ότι οι εξωγενώς παρεχόμενες κυτοκινίνες, ενδεχομένως, αλληλεπιδρούν με 

τις ενδογενείς φυτοαυξητικές ουσίες (π.χ. ΙΑΑ, ΑΒΑ κ.ά.) κατά τη διάρκεια των διαφορετικών φυ-

σιολογικών φυτικών διαδικασιών (έλεγχος της στοματικής λειτουργίας, μεταφορά σακχαρόζης, 

σύνθεση χλωροφύλλης κ.ά.) με τελικό αποτέλεσμα τον προσανατολισμό της in vitro διαφορο-

ποίησης. Υπάρχουν αρκετές ενδείξεις για την εμπλοκή των κυτοκινινών, καθώς και των υπόλοι-

πων φυτοαυξητικών ουσιών, στον μεταβολισμό της ενδογενώς φυσικά απαντώμενης αυξίνης 

ΙΑΑ. Παράλληλα έχει αποδειχθεί ότι το ΑΒΑ μπορεί να τροποποιεί το μεταβολισμό των κυτοκινι-

νών και αντίστροφα. 

Τέλος, η διαφορά στη μορφογενετική διαφοροποίηση που προκαλείται από το ΒΑ και το 

2iP είναι πιθανό να οφείλεται στο διαφορετικό ρυθμό καταβολισμού τους. Ο ρυθμός απορρόφη-

σης από το θρεπτικό μέσο είναι ίδιος και για τις δύο φυτοαυξητικές ουσίες, αλλά το 2iP είναι πιο 

ευάλωτο στην οξειδάση της κυτοκινίνης εμφανίζοντας μεγαλύτερο βαθμό καταβολισμού συγκρι-

τικά με το ΒΑ.  
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ΣΤ.6.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΩΝ 

 

Εκτός από τη μεμονωμένη παροχή κυτοκινινών μελετήθηκε και η εξάρτηση της σωματικής 

εμβρυογένεσης από την ταυτόχρονη παροχή δύο κυτοκινινών στο θρεπτικό υπόστρωμα της ι-

στοκαλλιέργειας. 

Προκειμένου να γίνει ευκολότερος ο σχολιασμός των αποτελεσμάτων μας, στους πίνακες 

24(Α) και 24(Β) φαίνονται τόσο τα τελικά ποσοστά διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων που 

καταγράφηκαν, όταν παρεχόταν συνδυασμός κυτοκινινών (2iP/ΒΑ και 2iP/TDZ) όσο και τα τελικά 

ποσοστά διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων που προέκυψαν, όταν το 2iP, το ΒΑ και το TDZ 

παρέχονταν μεμονωμένα σε αντίστοιχες συγκεντρώσεις. 

 

Πίνακας 24(Α): Σωματική εμβρυογένεση (%) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 2iP, ΒΑ και 

συνδυασμούς 2iP και ΒΑ.  
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Πίνακας 24(Β): Σωματική εμβρυογένεσης (%) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 2iP, ΤDZ και 

συνδυασμούς 2iP και TDZ.  

 
ΕΙΔΟΣ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΗΣ 

 
2IP 

(μΜ) 
 

 
 
- 

 
 

2,5 

 
 

1,25 

 
 

2,5 

 
 

1,25 

 
 
- 

 
 
- 

 
TDZ 

(μΜ) 
 

 
 
- 

 
 

10,0 

 
 

5,0 

 
 
- 

 
 
- 

 
 

10,0 

 
 

5,0 

 
ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟ-

ΓΕΝΕΣΗ 
(%) 

 

 
 

0,0 

 
 

2,0 

 
 

4,0 

 
 

15,0 

 
 

  8,0-
15,0 

 
 

0,0 

 
 

2,5 

 

 

Από τη σύγκριση των ποσοστών του πίνακα 14(Α) γίνεται φανερό ότι η συνδυασμένη πα-

ροχή 2iΡ και ΒΑ υστερεί σε εμβρυογενετική επαγωγική δράση, έναντι της μεμονωμένης παροχής 

του 2iΡ, κυμαίνεται σε αντίστοιχα επίπεδα με εκείνα της μεμονωμένης παροχής του ΒΑ, αλλά 

σαφώς υπερτερεί του πειράματος-μάρτυρα (απουσία κυτοκινίνης). 

Ο πίνακας 14(Β) καταδεικνύει ότι η συνδυασμένη παροχή 2iΡ και TDZ μειώνει την επαγω-

γική δράση της μεμονωμένης παροχής του 2iP, λόγω της ανασταλτικής δράσης του TDZ. Aξίζει να 

σημειωθεί ότι η βλαστητική διαφοροποίηση στον συγκεκριμένο συνδυασμό κυτοκινινών ήταν 

έντονη, λόγω του TDZ. 

Η σωματική εμβρυογένεση ήταν έμμεση σε όλες τις πειραματικές δοκιμασίες, καθώς σε 

όλες τις συγκεντρώσεις διαμορφώνονταν πλήρεις και πλούσιοι κάλλοι. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα έρχονται να επαληθεύσουν και να επιβεβαιώσουν τα αποτε-

λέσματα της προηγούμενης πειραματικής ενότητας, όπου μελετήθηκε η εξάρτηση της σωματικής 

εμβρυογένεσης από την παροχή μιας μόνο κυτοκινίνης κάθε φορά. Παράλληλα δεν υποδηλώ-

νουν αθροιστική-συνεργατική δράση των κυτοκινινών στην επαγωγή και στη διαφοροποίηση 

σωματικών εμβρύων. Αντίθετα τόσο το ΒΑ όσο και το TDZ παρεμποδίζουν τη διεγερτική δράση 

του 2iP. Πιθανολογούμε, όπως και για τις αυξίνες τη μη ύπαρξη διαφορετικών θέσεων-στόχων 

των τριών κυτοκινινών στα κύτταρα της ελιάς. 
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ΣΤ.7. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΑΝΟΡΓΑΝΟ ΑΖΩΤΟ 

 

ΣΤ.7.1. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΜΙΑ ΠΗΓΗ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ ΑΖΩΤΟΥ 

 

Η πλειοψηφία των βιβλιογραφικών αναφορών συγκλίνουν στην άποψη ότι η παρουσία 

ανηγμένου αζώτου είναι απαραίτητη για την επαγωγή σωματικών εμβρύων, καθώς οι αζωτούχες 

ενώσεις εμπλέκονται στις διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα στην ανάπτυξη και ωρίμανση των 

σωματικών εμβρύων, δηλαδή μετά την επαγωγή της σωματικής εμβρυογένεσης (Kamada et al. 

1979a & 1979b). 

Ο Rugini (1988) σε ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα, διαφόρων ποικιλιών ελιάς, κατέγραψε μι-

κρό ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης σε τροποποιημένο θρεπτικό μέσο ΟΜ, εξαιτίας της μι-

κρότερης περιεκτικότητάς του σε ανηγμένο άζωτο (Sharp et al. 1980). 

Το θρεπτικό μέσο ΟΜc, που αποτελούσε το βασικό καλλιεργητικό μέσο της παρούσας ε-

ρευνητικής προσπάθειας, αποτελεί ένα υπόστρωμα φτωχό σε ανηγμένο άζωτο. Γι΄ αυτό κρίθηκε 

σκόπιμη η μελέτη της εξάρτησης της σωματικής εμβρυογένεσης από τρεις πηγές ανηγμένου αζώ-

του (ΚΝΟ3, NH4ΝΟ3 και NH4Cl) σε τέσσερις συγκεντρώσεις (5,0 / 20,0 / 80,0 ή 160,0 mM). 

Παράλληλα υλοποιήθηκε ένα πείραμα-μάρτυρας, στο πλαίσιο του οποίου τα έκφυτα εμ-

βολιάζονταν σε ΟΜc χωρίς πηγές αζώτου, οπότε και στο θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης 

καταγράφηκε το εντυπωσιακό και μη αναμενόμενο ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων 

37,0%, ενώ το αντίστοιχο ποσοστό στο πλήρες ΟΜc ήταν 24,0%. Το υψηλό ποσοστό, πιθανώς, να 

οφείλεται είτε σε κάποιο κατάλληλο ενδογενές ισοζύγιο αζώτου είτε αποτελεί αντίδραση του 

φυτικού ιστού στην καταπόνηση που υφίσταται, λόγω της έλλειψης αζώτου. Οι Tazawa et al. 

(1969) ανακοίνωσαν ότι το αμμωνιακό ιόν μπορεί να αντικατασταθεί από το νιτρικό. Διαπίστω-

σαν την ύπαρξη κάποιας ενδογενούς συγκέντρωσης αμμωνιακού ιόντος απαραίτητης για την 

διεκπεραίωση της εμβρυογενετικής διαδικασίας στις ιστοκαλλιέργειές τους. 

Το NH4ΝΟ3, σε όλες τις συγκεντρώσεις, διατηρούσε τη σωματική εμβρυογένεση στα επίπε-

δα του πειράματος-μάρτυρα, εκτός από τα 160,0 mM που τη μείωναν δραστικά, όπως και την 

καλλογένεση (19,0%). 

Το ΚΝΟ3 ανέστελλε τη διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων στις μικρές συγκεντρώσεις 

(18,0%), αλλά ακόμα δραστικότερα στις μεγαλύτερες (4,0%) χωρίς να επηρεάζει την καλλογένε-

ση. 

Το NH4Cl προωθούσε το εμβρυογενετικό δυναμικό των ιστοκαλλιεργειών. Στις συγκεντρώ-

σεις 5,0-80,0 mM τα ποσοστά κυμαίνονταν από 52,0-58,0%, ενώ στα 160,0 mM το ποσοστό έ-
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φτανε το 62,0%. Σκόπιμο είναι να σημειωθεί ότι η αναστολή της καλλογένεσης στα 80,0 mΜ 

(60,0%) και στα 160,0 mM (40,0%). 

Ενώ λοιπόν, το NΟ3
-, με τη μορφή ΚNΟ3, ανέστελλε την επαγωγή σωματικών εμβρύων, η 

προσθήκη NH4
+, με τη μορφή NH4Cl, διπλασίαζε το ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης. Η προ-

σθήκη ΝΗ4ΝΟ3, ανεξαρτήτως συγκέντρωσης και το οποίο συνδυάζει το NH4
+ με το NΟ3

-, διατη-

ρούσε την επαγωγή σωματικής εμβρυογένεσης στα επίπεδα του πειράματος-μάρτυρα τα οποία 

ταυτόχρονα αποτελούσαν και το μέσο όρο των ποσοστών που επιτυγχάνονταν με την μεμονωμέ-

νη παροχή NH4
+ και NΟ3

- υποδηλώνοντας την αντικρουόμενη μορφογενετική επίδραση των δύο 

ιόντων. 

Συμπερασματικά το ΝΟ3
- δεν είναι μορφογενετικά δραστικό, σε αντίθεση με το NH4

+ (κυρί-

ως με τη μορφή NH4Cl) τo οποίο επάγει πολύ υψηλά ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης χωρίς 

στατιστικά σημαντική εξάρτηση από τη συγκέντρωσή του. 

Η σημαντική αναστολή της καλλογένεσης στα 160,0 mM NH4ΝΟ3 (19,0%), στα 80,0 mM 

(60,0%) και στα 160,0 mM NH4Cl (40,0%) υποδεικνύουν μια τοξικότητα των υψηλών συγκεντρώ-

σεων του NH4
+. Η τοξικότητα του NH4

+ έχει ανακοινωθεί και από τους Mordhorst et al. (1993) σε 

καλλιέργειες μικροσπόρων κριθαριού (Hordeum vulgare), όπου ήταν υπεύθυνη για την περιορι-

σμένη ανάπτυξη των μικροσπόρων, σε θρεπτικό μέσο που περιείχε μόνο NH4
+, ή αναλογία NO3

-: 

NH4
+ 30:70. 

Από πολύ παλιές ερευνητικές δημοσιεύσεις είχε διαπιστωθεί ότι τα αμμωνιακά άλατα (π.χ. 

NH4Cl) διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στην προώθηση της σωματικής εμβρυογένεσης 

(Halperin et al. 1966, Wetherell et al. 1976 & Ammirato et al. 1977). 

Σε στερεές ιστοκαλλιέργειες καμβίου καρότου (Daucus carota) (Reinert et al. 1967) ο συν-

δυασμός ΚNO3 και Ca(NO3)2 δεν ήταν τόσο προωθητικός όσο η υψηλότερη συγκέντρωση NH4NO3 

(συνολικό άζωτο 44,4 mΜ) για την καταγραφή 50,0% σωματικής εμβρυογένεσης. Η μείωση της 

συγκέντρωσης του αζώτου από 60,0 mΜ σε 1,5 mM οδηγούσε σε απώλεια της εμβρυογενετικής 

ικανότητας η οποία μπορούσε να επανακτηθεί μόνο με παροχή γλουταμινικού οξέος ή μίγμα 

αμινοξέων (συγκέντρωση  συνολικού αζώτου 60,0 mM) αντί για ΚNO3 ή NH4NO3. 

Ο Reinert et al. (1967) παρατήρησε ότι η χαμηλή συγκέντρωση αζώτου (6,0 mM) και Κ+ (3,1 

mM) δεν επάγουν σωματικά έμβρυα. Η ιδανική συγκέντρωση αζώτου ήταν τα 60,0 mM και του 

Κ+ 20,0 mM. Απουσία NH4NO3 αναπτύσσονταν λίγα ή καθόλου σωματικά έμβρυα, ενώ η προσθή-

κη 2,1 mM NH4CI προωθούσε αισθητά τη σωματική εμβρυογένεση. 

Σε καλλιέργειες ριζών καρότου (Daucus carota) καταγράφηκε θετική επίδραση των ιόντων 

Κ+ και NH4
+ στη σωματική εμβρυογένεση (Tazawa et al. 1969). Σημαντική ανάσχεση παρατηρήθη-
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κε, όταν απομακρύνθηκε το ΚNO3 και προστέθηκε μέτρια συγκέντρωση NH4NO3. Επίσης κατα-

γράφηκε αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης από τα ιόντα PO4
-3. Το Na+ δεν ανέστελλε τη 

σωματική εμβρυογένεση, όπως αποδεικνύεται από την παρόμοια δραστικότητα του ΝαΝΟ3 και 

του ΚNO3. Η προσθήκη 41,2 mM NaCl προκαλούσε μικρή αναστολή της σωματικής εμβρυογένε-

σης. 

Έχει προταθεί ότι το NH4
+

 προσλαμβάνεται πολύ γρήγορα από το θρεπτικό υπόστρωμα 

(Schmidt et al. 1997) και αποτελεί απαραίτητο συστατικό για τη σύνθεση αμινοξέων από τους 

φυτικούς ιστούς. 

Το NH4
+ (1,0-5,0mM) χρησιμοποιήθηκε σαν αποκλειστική πηγή αζώτου από τους Smith et 

al. (1989, 1990a & 1990b) και βοήθησε στη διατήρηση ιστοκαλλιεργειών προεμβρύων καρότου 

μέσω διαδοχικών ανακαλλιεργειών για τουλάχιστον 10 μήνες. 

Σε καλλιέργειες με έκφυτα υποκοτυλίων λιναριού (Linum usitatissimum) βρέθηκε ότι το 

NO3
- διαδραμάτιζε καθοριστικό ρόλο στην επαγωγή, διαφοροποίηση και αύξηση του κάλλου, 

ενώ η μεγάλη συγκέντρωση NH4
+ προωθούσε σημαντικά τη σωματική εμβρυογένεση (Cunha et 

al. 1999). 

Οι Leljak et al. (2004) σε εμβρυογενετικές καλλιέργειες κολοκυθιάς (Cucurbita pepo) ανα-

κοίνωσαν ότι όταν τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε MS και NH4Cl, προέκυπταν σωματικά έμβρυα 

που δεν εξελίσσονταν σε πλήρη φυτάρια. Τα σφαιρικά έμβρυα ωρίμαζαν, όταν μεταφέρονταν σε 

συνδυασμό NH4
+ και NΟ3

-. Οι διαφορετικές πηγές αζώτου προκαλούσαν αλλαγές στο pH του 

θρεπτικού μέσου από 4,0-6,5 γι΄ αυτό και ήταν απαραίτητη η σταθεροποίηση του pH σε τιμές 4,0 

ή 3,2. 

Τέλος, σε υγρές καλλιέργειες κάλλων που προέρχονταν από τμήματα ώριμων φύλλων ε-

λιάς ποικιλίας Chetoui, τα υψηλότερα ποσοστά επαγωγής καταγράφηκαν, όταν το υγρό θρεπτικό 

υπόστρωμα περιείχε συνδυασμό οργανικού και ανόργανου αζώτου [700,0 mg/L (NH4)2SO4, 950,0 

mg/L ΚΝO3  και 500,0 mg/L υδρολυμένη καζεΐνη] (Trabelsi et al. 2011). 

 

 

ΣΤ.7.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ & ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΙ ΠΗΓΩΝ ΑΝΟΡΓΑΝΟΥ ΑΖΩΤΟΥ 

 

Παράλληλα με τη μεμονωμένη παροχή μιας πηγής ανηγμένου αζώτου μελετήθηκε και η 

εξάρτηση της σωματικής εμβρυογένεσης από την παροχή συνδυασμού δύο πηγών ανόργανου 

αζώτου ταυτόχρονα. Χρησιμοποιήθηκαν οι συνδυασμοί ΚNO3:NH4NO3 και ΚNO3:NH4Cl σε αναλο-

γίες 1:9 / 3:7 / 5:5 / 7:3 ή 9:1. 
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Στους συνδυασμούς ΚNO3:NH4NO3 η σωματική εμβρυογένεση κυμαινόταν από 16,0-3,0%. 

Τα ποσοστά ήταν ανάλογα των ποσοστών που καταγράφονταν, όταν παρεχόταν αποκλειστικά 

ΚNO3, αλλά πολύ μικρότερα από εκείνα που καταγράφονταν, όταν η πηγή αζώτου ήταν το 

NH4NO3 ή το NH4Cl, καθώς και από το πείραμα-μάρτυρα. Η αναστολή οφείλεται στην σταδιακή 

μείωση της ποσότητας του NH4
+ και την σταδιακή αύξηση της συγκέντρωσης του NΟ3

-. 

Στους συνδυασμούς ΚNO3:NH4Cl το ποσοστό διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων είχε 

φθίνουσα τάση (38,0-1,0%). Το ποσοστό 38,0% στην αναλογία 1:9 ήταν ανάλογο του πειράματος-

μάρτυρα, λόγω της μικρής συγκέντρωσης του ΚNO3 και της μεγάλης του NH4Cl. Η αύξηση της συ-

γκέντρωσης του ΚNO3 και η παράλληλη μείωση του NH4Cl κατέληγε σε δραστική αναστολή της 

σωματικής εμβρυογένεσης, όπως και στους άλλους συνδυασμούς. 

Παράλληλα καταγραφόταν νέκρωση των κάλλων σε όλες τις αναλογίες που αντιστοιχού-

σαν σε υψηλές συγκεντρώσεις NH4
+. 

Η συγκεκριμένη πειραματική ενότητα υποδεικνύει την: 

1.  Επαγωγική ανωτερότητα των ιόντων NH4
+ και την ανασταλτική των ιόντων NΟ3

-. 

2.  Ανασταλτική δράση της προσθήκης συνδυασμού πηγών ανηγμένου αζώτου έναντι 

της μεμονωμένης παροχής NH4
+ στη διαμόρφωση σωματικών εμβρύων. 

Η επαγωγική ανωτερότητα του NH4CI και του NH4NO3 έναντι του ΚNO3 αναδεικνύεται ήδη 

από αρκετές δημοσιεύσεις σε ιστοκαλλιέργειες καρότου (Daucus carota). Σε υγρές καλλιέργειες 

εκφύτων από μίσχους άγριου στελέχους καρότου παρουσία ΚNO3 (5,0-95,0 mM) δεν αυξήθηκε η 

σωματική εμβρυογένεση, αντίθετα η παροχή 0,1 mM NH4CI και 10,0 mM NH4CI σε συνδυασμό με 

12,0-40,0 mM KNO3 την προώθησαν (Wetherell et al. 1976). 

Η παροχή υψηλής συγκέντρωσης ΚNO3 σε υποκοτύλια καρότου ενεργοποιούσε ελάχιστα 

τη σωματική εμβρυογένεση, ενώ η συνδυασμένη παροχή ΚNO3 και NH4NO3 την προωθούσε ση-

μαντικά (Kamada et al. 1979b). Η σωματική εμβρυογένεση αυξανόταν, όταν το θρεπτικό μέσο 

περιείχε αποκλειστικά NH4NO3, αντί (NH4)2SO4. Αν και η μεμονωμένη παρουσία NH4CI δεν ήταν 

αποτελεσματική για τη σωματική εμβρυογένεση, ο συνδυασμός του με ΚNO3 ήταν πολύ προω-

θητικός. Η πλήρης απομάκρυνση των αζωτούχων συστατικών ανέστελλε τη σωματική εμβρυογέ-

νεση. 

Σε ανάλογα συμπεράσματα κατέληξαν και οι Nuutila et al. (1991) σε κάλλους από σημύδα 

(Betula pendula). Διαπίστωσαν ότι το NO3
- ήταν πιο αποτελεσματικό συγκριτικά με το (NH4)2SO4. 

Παράλληλα κατέγραψαν την επαγωγική ανωτερότητα στη δημιουργία σωματικών εμβρύων του 

συνδυασμού NH4NO3 με ΚNO3 ή του NH4CΙ με ΚNO3 έναντι της μεμονωμένης παροχής σε υψηλή 

συγκέντρωση ΚNO3. 
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Αντίθετα οι Mordhorst et al. (1993)  ανακοίνωσαν ότι σε καλλιέργειες μικροσπόρων κριθα-

ριού (Hordeum vulgare) τα υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης καταγράφονταν σε 

αναλογία NO3
-:NH4

+ (90:10 και 70:30). Όταν η αναλογία ήταν 50:50 η φυτική αύξηση παρέμενε 

στα επίπεδα του πειράματος-μάρτυρα, τα συσσωματώματα εμφάνιζαν μικρή αναγεννητική ικα-

νότητα και σε διάστημα 6-8 εβδομάδων γίνονταν καφέ και τελικά νεκρώνονταν. Η περιορισμένη 

ανάπτυξη των μικροσπόρων, όταν το θρεπτικό μέσο περιέχει αναλογία NO3
- : NH4

+ (30:70), απο-

δόθηκε στην τοξικότητα του NH4
+. 

 

 

ΣΤ.8. ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ“ΚΜ” 

 

Σαν κατακλείδα της παρούσας ερευνητικής προσπάθειας προτείνουμε το “ΚΜ” θρεπτικό 

υπόστρωμα για επαγωγή σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέργειες ελιάς. Το “ΚΜ” αποτελεί μια 

τροποποίηση του θρεπτικού υποστρώματος OMc, καθώς συνδυάζει τη βασική σύσταση του OMc 

με εκείνους τους θρεπτικούς και φυτοαυξητικούς παράγοντες που αναδείχθηκαν από τις προη-

γούμενες πειραματικές ενότητες καταλληλότεροι για την επαγωγή και τη διαφοροποίηση σωμα-

τικών εμβρύων από ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς. 

Το προτεινόμενο θρεπτικό υπόστρωμα περιείχε: 

i. Σαν πηγή αζώτου 20,0 mM NH4Cl (αντί 9,34 mM KNO3 και 8,99 mM NH4NO3). 

ii. Σακχαρόζη 160,0 g/L (αντί 20,0 g/L).  

iii. Φυτοαυξητικούς παράγοντες 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP.  

Στον πίνακα 15 απεικονίζονται τα ποσοστά σωματικών εμβρύων που προέκυψαν, όταν ο 

εμβολιασμός των εκφύτων γινόταν σε “ΚΜ” και στο μη τροποποιημένο ΟΜc (Cañas et al. 1988), 

προκειμένου να γίνουν πιο απτές οι μορφογενετικές τους διαφορές. 

Από τη μελέτη του πίνακα 25 γίνεται φανερή η αθροιστική δράση των επιμέρους συστατι-

κών, όταν παρέχονταν ταυτόχρονα στο “ΚΜ” θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης και στο “ΚΜ” 

θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (ίδιο με το “ΚΜ” καλλογένεσης χω-

ρίς, όμως, φυτοαυξητικούς παράγοντες). 

Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι η σακχαρόζη και το ανηγμένο άζωτο συνεισφέρουν καθο-

ριστικά στη μορφογενετική διαδικασία της σωματικής εμβρυογένεσης, αλλά το πιο πιθανό μέσω 

διαφορετικών μονοπατιών. 
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Πίνακας 25: Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζονταν σε τέσσερα τροποποιημένα 

ΟΜc, 25,0μΜ ΙΒΑ και 2,5μΜ 2iP για 21 ημέρες. Τα ποσοστά % σωματικής εμβρυογένεσης, 

που αναγράφονται στον πίνακα, καταγράφηκαν μετά από τη μεταφορά και την παραμονή 

των κάλλων στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης για δύο μήνες. Οι τιμές αποτελούν το μέσο 

όρο τριών πειραμάτων. 

 

 

 
ΕΙΔΟΣ  

ΘΡΕΠΤΙΚΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ 
 

 
ΣΩΜΑΤΙΚΗ  

ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ (%) 

 
OMc 

 μη τροποποιημένο 
 

 
 

24,0 

 
OMc 

 με 160,0 g/L σακχαρόζη 
 

 
 

55,0 

 
OMc  

με 20,0 mM NH4Cl 
 

 
 

52,0 

 
OMc  

με 160,0 g/L σακχαρόζη και   20,0 
mM NH4Cl 

(“ΚΜ” θρεπτικό μέσο) 
 

 
 

62,0 
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Ζ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΤΗΣ ΜΟΡΙΑΚΗΣ ΔΙΕΡΕΥΝΗΣΗΣ 

 

Ζ.1. ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ DC8 & DC59 ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Η πέψη του γονιδιωματικού DNA της ελιάς με ΕcoRΙ και ο υβριδισμός του με ετερόλογο α-

νιχνευτή για το γονίδιο Dc8 κατέδειξε ότι το γονίδιο Dc8 υβρίδιζε σε μια πολύ καθαρή ζώνη γύρω 

στις 3 Κb. Η εμφάνιση μιας και μόνο ζώνης υποδηλώνει ότι πιθανώς δεν υφίσταται πολυμορφι-

σμός για το συγκεκριμένο γονίδιο στο γονιδίωμα της ελιάς, όπως έχει βρεθεί και στο καρότο.  

Η πέψη του γονιδιωματικού DNA της ελιάς με Hind III και  υβριδισμό με ετερόλογο ανι-

χνευτή για το γονίδιο Dc8 κατέληξε στην εμφάνιση μερικών ζωνών που υβρίδιζαν με μικρότερη 

ένταση. Τα μοριακά βάρη αυτών των ζωνών κυμαίνονταν από 2,5 μέχρι 3,3Kb. Οι ζώνες αυτές 

είναι πιθανό να αντιπροσωπεύουν γονίδια που παρουσιάζουν κάποιο βαθμό ομολογίας με το 

Dc8. 

Όσο αφορά το γονίδιο Dc59, μετά από πέψη του γονιδιωματικού DNA της ελιάς με ΕcoRΙ 

και υβριδισμό με ετερόλογο ανιχνευτή για το γονίδιο Dc59 εντοπίστηκε πλήθος ζωνών που υβρί-

διζαν. Τα μοριακά βάρη αυτών των ζωνών κυμαίνονταν από 4,4 μέχρι 6,6Kb. Η ποικιλία ζωνών 

υποδηλώνει την ύπαρξη πολυμορφισμού για το συγκεκριμένο γονίδιο και στην ελιά, όπως ισχύει 

στο καρότο αλλά και σε πολλά άλλα φυτικά είδη. 

 

 

Ζ.2. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ DC8  

 

Ζ.2.1. ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ DC8 ΣΕ ΕΜΒΡΥΑ & ΕΝΔΟΣΠΕΡΜΙΑ ΕΛΙΑΣ & ΚΑΡΟΤΟΥ 

 

Η ανίχνευση της έκφρασης του γονιδίου Dc8 πραγματοποιήθηκε σε ακέραια ώριμα, ζυγω-

τικά έμβρυα και ενδοσπέρμια ελιάς και καρότου. 

Από τους συγκεκριμένους φυτικούς ιστούς απομονώθηκε ολικό RNA και ακολούθησε υ-

βριδισμός του με κατάλληλο ετερόλογο ανιχνευτή για το γονίδιο Dc8. Από τη μελέτη της παρα-

πάνω ανάλυσης γίνεται φανερό ότι η έκφραση του Dc8 ήταν αισθητή στο ακέραιο ζυγωτικό έμ-

βρυο και στο ενδοσπέρμιο της ελιάς, στο ακέραιο ζυγωτικό έμβρυο του καρότου, όχι όμως, και 

στο ενδοσπέρμιό του. 

Είναι γνωστό ότι το μεταγράφημα του Dc8 ανιχνεύεται μόνο σε εμβρυϊκούς ιστούς τόσο 

σωματικούς όσο και ζυγωτικούς και όχι σε φύλλα, βλαστούς, άνθη ή ρίζες ώριμων φυτών (Franz 
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et al. 1989). Εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα σε σωματικά έμβρυα και σε φυτάρια που προκύ-

πτουν από αυτά, σε ζυγωτικά έμβρυα, αλλά λιγότερο σε ενδοσπέρμια. Η έκφρασή του είναι πιο 

περιορισμένη στα σφαιρικά και περισσότερο στα καρδιόσχημα και στα έμβρυα τορπίλης, καθώς 

και στο ενδοσπέρμιο ώριμων σπερμάτων. Στα ενδοσπέρμια των ώριμων σπερμάτων τα επίπεδα 

του μεταγραφήματος του Dc8 είναι περίπου 2 φορές χαμηλότερο από ότι στα ζυγωτικά έμβρυα. 

Πιθανώς αυτό σε συνδυασμό με τη χαμηλή συγκέντρωση (8-10 μg/L) του απομονωθέντος 

ολικού RNA που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του μεταγραφήματος του Dc8, στην πα-

ρούσα διατριβή, να εξηγούν και τη μη ανίχνευση του συγκεκριμένου μεταγραφήματος στο ενδο-

σπέρμιο του καρότου, γεγονός που δεν συμφωνεί με τα παραπάνω βιβλιογραφικά δεδομένα. 

 

 

Ζ.2.2. ΕΚΦΡΑΣΗ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ DC8 ΣΕ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΤΙΚΟΥΣ ΚΑΛΛΟΥΣ ΕΛΙΑΣ 

 

Για τη μελέτη του χρονοδιαγράμματος της έκφρασης του γονιδίου Dc8 απομονώθηκε ολι-

κό RNA από οκτώ είδη κάλλων, ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς, διαφορετικής ηλικίας οι οποί-

οι βρίσκονταν σε διαφορετικά μορφογενετικά-εμβρυογενετικά στάδια. Ακολούθησε υβριδισμός 

του RΝΑ με κατάλληλο ετερόλογο ανιχνευτή για το γονίδιο Dc8.  

Τα αποτελέσματα αυτής της ανάλυσης κατέδειξαν ότι η έκφραση του Dc8 ήταν αισθητή 

από τις πρώτες ημέρες του εμβολιασμού και σε όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας των ριζιδίων 

στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης που διαρκούσε 21 ημέρες. Ο υβριδισμός με τον ετερόλογο ανι-

χνευτή του Dc8 καταγραφόταν και μετά την μεταφορά των κάλλων (ηλικίας 21 ημερών) στο θρε-

πτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων στο οποίο παρέμεναν για 60 ημέρες 

τουλάχιστον. 

Από την μελέτη του φιλμ αυτοραδιογραφίας γίνεται επίσης φανερό ότι η ποσότητα των 

μεταγραφημάτων παρέμενε σχετικά σταθερή στους κάλλους ηλικίας 7-31 ημερών. Η αύξηση της 

ποσότητάς τους γινόταν εμφανής στα δύο τελευταία δείγματα RNA που αντιστοιχούσαν σε κάλ-

λους ηλικίας 36 και 42 ημερών αντίστοιχα. 

Στο σημείο αυτό είναι σκόπιμο να αναφερθεί ότι στις συγκεκριμένες συνθήκες ιστοκαλ-

λιέργειας διαφοροποίηση σωματικών εμβρύων καταγραφόταν ήδη σε κάλλους ηλικίας 14 ημε-

ρών. Το υψηλότερο ποσοστό σωματικής εμβρυογένεσης παρατηρήθηκε σε κάλλους ηλικίας 42-

49 ημερών (Εικόνα 30). 

Τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι η αύξηση στη συσσώρευση των μεταγραφημάτων του 

Dc8 συμπίπτει με το χρονικό διάστημα κατά το οποίο το ποσοστό επαγωγής σωματικών εμβρύων 
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στην ιστοκαλλιέργεια είχε πλέον σταθεροποιηθεί στο μέγιστο επίπεδο και τα περισσότερα σω-

ματικά έμβρυα βρίσκονταν είτε στο καρδιόσχημο και στο στάδιο της τορπίλης είτε άρχιζε η ωρί-

μανσή τους και η περαιτέρω εξέλιξή τους σε φυτάρια. 

Ανάλογα είναι και τα αποτελέσματα, τηρουμένων των αναλογιών, που καταγράφηκαν σε 

αντίστοιχες μελέτες σε καλλιέργειες καρότου, όπου διαπιστώθηκε η αύξηση των επιπέδων των 

μεταγραφημάτων του Dc8 από την 5η ημέρα μετά την απομάκρυνση της αυξίνης από το θρεπτικό 

υπόστρωμα. Η μέγιστη συγκέντρωση καταγράφηκε την 15η ημέρα που ήταν και το τελευταίο 

δείγμα που συλλέχθηκε. 

Τα παραπάνω υποδεικνύουν ότι το γονίδιο Dc8 επάγεται στην πρώιμη εμβρυογένεση, κα-

θώς το σφαιρικό στάδιο ολοκληρώνεται την 7η ημέρα, περίπου, της ιστοκαλλιέργειας και την 15η 

ημέρα το 77,0%, το 20,0% και το 3,0% των σωματικών εμβρύων είναι σφαιρικά, καρδιόσχημα και 

τορπίλης αντίστοιχα. 
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Θ. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η ελιά αποτελεί ένα φυτικό είδος μεγάλου οικονομικού ενδιαφέροντος για την οι-

κονομία πολλών χωρών, οι οποίες στην πλειοψηφία τους, εξαπλώνονται γύρω από την 

λεκάνη της Μεσογείου. Πρόκειται για ένα μακρόβιο, αειθαλές φυτό το οποίο προσαρμό-

ζεται και καρποφορεί σε αντίξοες συνθήκες, ακόμα και με ελλιπή καλλιεργητική φροντί-

δα. Οι καλλιέργειές της αξιοποιούν ακατάλληλες για άλλες καλλιέργειες εκτάσεις, συμ-

βάλλουν καθοριστικά στην αποφυγή της διάβρωσης του εδάφους και προσφέρουν επο-

χική εργασία και ικανοποιητικό εισόδημα σε χιλιάδες μικροκαλλιεργητές. Παράλληλα 

είναι δυνατή η εκμετάλλευση, εκτός των κύριων προϊόντων της (ελαιόλαδο και βρώσιμες 

ελιές) και των υποπροϊόντων της (φύλλα, ξύλο, πυρήνας, πυρηνέλαιο κ.ά.) για φαρμα-

κευτικούς και άλλους σκοπούς.  

Αντίθετα με την πλειοψηφία των καρποφόρων φυτών και την τεράστια οικονομική 

και θρεπτική της αξία, η καλλιέργεια της ελιάς εξακολουθεί να απαιτεί επίπονες και όχι 

πάντα αποδοτικές διαδικασίες. Η μη ανταγωνιστικότητα των προϊόντων της οφείλεται, 

κυρίως, στην μικρή παραγωγικότητα, στην περιορισμένη φωτοσυνθετική ικανότητα των 

καλλιεργούμενων ποικιλιών και στις παραδοσιακές μεθόδους καλλιέργειας. Αδήριτη εί-

ναι λοιπόν η ανάγκη για εφαρμογή εναλλακτικών αναγεννητικών προσεγγίσεων.  

Η σωματική εμβρυογένεση αποτελεί μια πολλά υποσχόμενη in vitro αναγεννητική 

μέθοδο φυτικών ειδών. Η επαγωγή και η επίτευξη υψηλών ποσοστών σωματικής εμβρυ-

ογένεσης σε έκφυτα ελιάς θα ήταν καθοριστική για την εφαρμογή γρήγορων, εύκολων 

και αποδοτικών μεθόδων πολλαπλασιασμού της ελιάς με μειωμένο κόστος παραγωγής. 

Καθώς οι ερευνητικές προσπάθειες για την επαγωγή σωματικών εμβρύων στην ε-

λιά ήταν περιορισμένες και τα ποσοστά επαγωγής χαμηλά, θεωρήσαμε καθοριστικής 

σημασίας τη διεξαγωγή έρευνας με δύο βασικούς στόχους: 

1. Τον προσδιορισμό των παραγόντων (θρεπτικών συστατικών και φυτοαυξητι-

κών παραγόντων) που απαιτούνται για την επαγωγή, ανάπτυξη και επιβίωση 

των σωματικών εμβρύων σε υψηλά ποσοστά. 
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2. Τον εντοπισμό, μέσω μοριακής ανάλυσης, δύο γονιδίων του Dc8 και του Dc59 

και το πρότυπο έκφρασή τους κατά τη διάρκεια της σωματικής εμβρυογένε-

σης. 

Στο πλαίσιο της πραγμάτωσης των παραπάνω στόχων χρησιμοποιήθηκαν σαν έκ-

φυτα ριζίδια, βάσεις και κορυφές ώριμων ζυγωτικών εμβρύων ποικιλίας Κορωνέικης. Η 

Κορωνέικη επιλέχτηκε σαν το καταλληλότερο πειραματικό υλικό, καθώς προκαταρκτικά 

πειράματα με άλλες ελληνικές ποικιλίες (Τζονάτη, Καλαμάτα, Αγγουρομάνα και Άμφισ-

σα) έδειξαν ότι εμφανίζει το υψηλότερο εμβρυογενετικό δυναμικό. 

Δοκιμάστηκε η μορφογενετική ικανότητα τεσσάρων διαφορετικών θρεπτικών υπο-

στρωμάτων καλλογένεσης, που περιείχαν σαν φυτοαυξητικούς ρυθμιστές 25,0 μΜ ΙΒΑ 

και 2,5 μΜ 2iP:  

➢ ΟΜc (Cañas et al. 1988). 

➢ ΟΜc χωρίς υδρολυμένη καζεΐνη. 

➢ MS (Murashige et al. 1962). 

➢ MS με 1,0 g/L υδρολυμένη καζεΐνη.  

Τα έκφυτα, μετά από παραμονή 21 ημερών στα παραπάνω θρεπτικά υποστρώμα-

τα, μεταφέρονταν σε ίδιο θρεπτικό υπόστρωμα από το οποίο απουσίαζαν οι φυτοαυξη-

τικοί παράγοντες (θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης). Το θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc 

αποδείχτηκε το καταλληλότερο για την επαγωγή σωματικών εμβρύων σε ιστοκαλλιέρ-

γειες ελιάς. Παράλληλα η παρουσία υδρολυμένης καζεΐνης ήταν καθοριστική για την ε-

παγωγή και την έκφραση της εμβρυογενετικής δυναμικότητας των εκφύτων. 

Σε όλα τα πειράματα που ακολουθούν το θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης 

ήταν το ίδιο με το αρχικό χωρίς φυτοαυξητικούς παράγοντες. 

Η εξάρτηση της εμβρυογένεσης από την ηλικία του εκφύτου, μελετήθηκε με τον 

εμβολιασμό ανώριμων ζυγωτικών εμβρύων ελιάς τα οποία συλλέγονταν από Ιούλιο μέ-

χρι Αύγουστο, σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, 

για 21 ημέρες και μεταφορά τους σε θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης. Μεγαλύτε-

ρη μορφογενετική δυναμικότητα εμφάνιζαν τα ριζίδια η οποία αυξανόταν αναλογικά με 

την ηλικία τους. Η εμβρυογενετική ικανότητα των βάσεων και των κορυφών των ανώρι-

μων ζυγωτικών εμβρύων ήταν κατά πολύ μικρότερη από εκείνη των βάσεων και των κο-
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ρυφών των ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. Σε καμία περίπτωση δεν καταγράφηκαν υψη-

λότερα ποσοστά σωματικής εμβρυογένεσης από τα ποσοστά που καταγράφονταν σε ι-

στοκαλλιέργειες εκφύτων ώριμων ζυγωτικών εμβρύων. 

Διερευνήθηκε η μεταβολή της εμβρυογενετικής δυναμικότητας κατά μήκος του ρι-

ζιδίου το οποίο και τεμαχίστηκε σε δύο μέρη: 

α)  Στο ακραίο τμήμα του ριζιδίου, δηλαδή στο τμήμα του ριζιδίου προς το άκρο 

του ζυγωτικού εμβρύου.  

β)  Στο υποακραίο τμήμα του ριζιδίου, δηλαδή στο τμήμα του ριζιδίου προς τις 

κοτυληδόνες, το οποίο γειτνίαζε και με το μερίστωμα του βλαστού. 

Τα έκφυτα εμβολιάζονταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ 

και 2,5 μΜ 2iP. Το υποακραίο τμήμα του ριζιδίου υπερείχε εμβρυογενετικά έναντι του 

ακέραιου ριζιδίου (πείραμα-μάρτυρας), ενώ στο ακραίο τμήμα του ριζιδίου παρατηρή-

θηκε μερική αναστολή της σωματικής εμβρυογένεσης, υποδηλώνοντας την ύπαρξη δια-

βάθμισης της εμβρυογενετικής δυναμικότητας κατά μήκος του ριζιδίου. 

Η ανακαλλιέργεια ριζιδίων, βάσεων και κορυφών κοτυληδόνων ώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP, κάθε 

21 ημέρες, κατέληγε σε σταδιακή μείωση και τελικά μηδενισμό της εμβρυογενετικής δυ-

ναμικότητας των μεν ριζιδίων στην 4η ανακαλλιέργεια, των δε βάσεων και κορυφών από 

τη 2η ανακαλλιέργεια. 

Σε επόμενη πειραματική δοκιμασία χρησιμοποιήθηκε θρεπτικό μέσο ΟΜc που πε-

ριείχε φυτοαυξητικούς παράγοντες 25,0 μΜ IBA και 2,5 μΜ 2iP και μία από τις εξής συ-

γκεντρώσεις σακχαρόζης:  

• 5,0 g/L σακχαρόζης (0,015 Μ). 

• 20,0 g/L σακχαρόζης [0,058 Μ (πείραμα-μάρτυρας)]. 

• 40,0 g/L σακχαρόζης (0,12 Μ). 

• 80,0 g/L σακχαρόζης (0,23 Μ). 

• 160,0 g/L σακχαρόζης (0,46 Μ).  

Η μορφογενετική υπεροχή (55,0% επαγωγή σωματικών εμβρύων) των 160,0 g/L 

σακχαρόζης καταγράφηκε από το θρεπτικό υπόστρωμα καλλογένεσης (14 μόλις ημέρες 
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μετά τον εμβολιασμό). Η σακχαρόζη αντικαταστάθηκε από μαννιτόλη σε τρεις συγκε-

ντρώσεις: 

• 10,0 g/L μαννιτόλης (0,05 Μ). 

• 42,0 g/L μαννιτόλης (0,23Μ). 

• 85,0 g/L μαννιτόλης (0,46Μ).  

Η παραπάνω αντικατάσταση δεν υπέδειξε συσχέτιση του υψηλού ποσοστού σω-

ματικής εμβρυογένεσης στο θρεπτικό υπόστρωμα με υψηλή συγκέντρωση σακχαρόζης, 

με το αυξημένο ωσμωτικό δυναμικό του θρεπτικού υποστρώματος. 

Στο πλαίσιο της διερεύνησης της επίδρασης των αυξινών συνδυάστηκε σταθερή 

συγκέντρωση κυτοκινίνης (2,5 μΜ 2iP) με μια από τις εξής αυξίνες σε θρεπτικό μέσο 

ΟΜc : 

i)  ΙΒΑ: 0,39 / 1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 / 50,0 / 100,0 ή 200,0 μΜ. 

ii)  ΝΑΑ: 0,1 / 0,39 / 1,56 / 6,25 / 12,5 / 25,0 ή 50,0 μΜ. 

iii)  2,4-D: 0,01 / 0,05 / 0,1 / 0,39 ή 1,56 μΜ. 

Τα αποτελέσματα κατέδειξαν ότι τόσο το ΝΑΑ όσο και το 2,4-D, ανεξαρτήτως συ-

γκέντρωσης και είδους εκφύτου, δεν προκαλούσαν υψηλότερα ποσοστά σωματικής εμ-

βρυογένεσης από εκείνα του πειράματος-μάρτυρα (4,0-15,0%). Αντίθετα στο ΙΒΑ κατα-

γράφηκαν πολύ υψηλότερα ποσοστά διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων από όλα τα 

υπόλοιπα πειράματα τόσο στα έκφυτα ριζιδίων (23,0-31,0%) όσο και κοτυληδόνων ιδιαί-

τερα στις υψηλότερες συγκεντρώσεις (17,0%). 

Παράλληλα μελετήθηκε η επίδραση του θρεπτικού υποστρώματος ΟΜc που πε-

ριείχε 2,5 μΜ 2iP και έναν από τους εξής τέσσερις συνδυασμούς αυξινών: 

➢ 0,195 μΜ ΝΑΑ / 0,78 μΜ ΙΒΑ. 

➢ 0,39 μΜ ΝΑΑ / 1,56 μΜ ΙΒΑ. 

➢ 6,25 μΜ ΝΑΑ / 12,5 μΜ ΙΒΑ. 

➢ 12,5 μΜ ΝΑΑ / 25,0 μΜ ΙΒΑ. 

Η συνδυασμένη παροχή αυξινών μείωνε την επαγωγική δράση της μεμονωμένης 

παροχής του ΙΒΑ, πιθανώς εξαιτίας της ανασταλτικής δράσης του ΝΑΑ, καθηλώνοντας 

την επαγωγή τόσο της άμεσης όσο και της έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης (15,0%) 

έναντι της μεμονωμένης παροχής ΙΒΑ (23,0% άμεση σωματική εμβρυογένεση και 31,0% 
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έμμεση σωματική εμβρυογένεση). Τα παραπάνω δεδομένα δεν υποδηλώνουν αθροιστι-

κή δράση των δύο αυξινών, αλλά ούτε ύπαρξη διαφορετικών θέσεων-στόχων των αυξι-

νών στα κύτταρα της ελιάς. 

Δοκιμάστηκε η μορφογενετική δράση τριών συνθετικών κυτοκινινών (ΤDZ, 2iP και 

BA) σε διάφορες συγκεντρώσεις (0,625 / 2,5 / 10,0 ή 40,0 μΜ), όταν παρέχονταν σε θρε-

πτικό υπόστρωμα ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ. Σε έκφυτα ριζιδίων τα 0,625 μΜ 2iP 

κατέληγαν σε 9,0% άμεση σωματική εμβρυογένεση, ενώ οι υπόλοιπες συγκεντρώσεις σε 

υψηλότερα ποσοστά έμμεσης σωματικής εμβρυογένεσης, με μικρή υπεροχή των 2,5 μΜ 

2iP (15,0%). Σε έκφυτα κοτυληδόνων τα ποσοστά επαγωγής σωματικών εμβρύων κυμαί-

νονταν από 0,0-10,0% (20,0 μΜ 2iP). Η παροχή ΒΑ σε έκφυτα ριζιδίων ανέστελλε μερικώς 

τη σωματική εμβρυογένεση (2,0-5,0%) και του TDZ πλήρως. 

Η χρήση τεσσάρων συνδυασμών κυτοκινινών σε θρεπτικό μέσο ΟΜc που περιείχε 

25,0 μΜ ΙΒΑ δεν προωθούσε την έμμεση σωματική εμβρυογένεση. Η συνδυασμένη πα-

ροχή 2iΡ και ΒΑ (2,5 μΜ / 10,0 μΜ και 1,25 μΜ / 5,0 μΜ) υστερούσε σε εμβρυογενετική 

επαγωγική δράση έναντι της μεμονωμένης παροχής του 2iΡ, ενώ κυμαινόταν σε αντί-

στοιχα επίπεδα με εκείνα της μεμονωμένης παροχής του ΒΑ. Η συνδυασμένη παροχή 2iΡ 

και TDZ (2,5 μΜ / 10,0 μΜ και 1,25 μΜ / 5,0 μΜ) μείωνε την επαγωγική δράση της μεμο-

νωμένης παροχής του 2iP.  

Η επίδραση της πηγής ανόργανου αζώτου στην επαγωγή σωματικών εμβρύων ήταν 

μια ακόμα παράμετρος που μελετήθηκε. Ριζίδια ώριμων ζυγωτικών εμβρύων εμβολιάζο-

νταν σε θρεπτικό μέσο ΟΜc που περιείχε 25,0 μΜ ΙΒΑ, 2,5 μΜ 2iΡ και σαν πηγή αζώτου 

ΝΗ4ΝΟ3 ή ΚΝΟ3 ή ΝΗ4Cl στις εξής συγκεντρώσεις: 5,0 / 20,0 / 80,0 ή 160,0 mM.  

H προσθήκη ΝΗ4ΝΟ3, σαν αποκλειστική πηγή ανόργανου αζώτου ανεξαρτήτως συ-

γκέντρωσης, δεν επηρέαζε το ποσοστό διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων (32,0-

36,0%) συγκριτικά με το πείραμα-μάρτυρα, εκτός από τα 160,0 mM που την ανέστελλαν 

σημαντικά, όπως και την καλλογένεση (19,0%). Η παροχή ΚΝΟ3 μείωνε την παραγωγή 

σωματικών εμβρύων δραστικά (18,0%) σε μικρές συγκεντρώσεις και ακόμα εντονότερα 

στις υψηλότερες συγκεντρώσεις (4,0%), ενώ δεν παρατηρήθηκε ταυτόχρονη μείωση της 

καλλογένεσης. Η παροχή ΝΗ4Cl σε συγκεντρώσεις 5,0 / 20,0 ή 80,0 mM έδωσε υψηλά 

ποσοστά (52,0-58,0%) και πολύ υψηλότερο (62,0%) στα 160,0 mM. Η καλλογένεση πα-
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ρουσίαζε μείωση στη συγκέντρωση 80,0 mM (60%)  και στη συγκέντρωση 160,0 mM 

(40,0%). 

Μελετήθηκε και η δράση δύο συνδυασμών πηγών ανόργανου αζώτου 

ΚΝΟ3:ΝΗ4ΝΟ3 και ΚΝΟ3:ΝΗ4Cl στις εξής αναλογίες: 1:9, 3:7, 5:5, 7:3 και 9:1. Ο εμβολια-

σμός γινόταν σε θρεπτικό υπόστρωμα ΟΜc με τον εκάστοτε συνδυασμό πηγών ανόργα-

νου αζώτου και φυτοαυξητικούς παράγοντες 25,0 μΜ ΙΒΑ και 2,5 μΜ 2iP. Τα αποτελέ-

σματα από όλους τους συνδυασμούς υποδείκνυαν την ανασταλτική δράση στην επαγω-

γή σωματικών εμβρύων του ΚΝΟ3 και τη διεγερτική του ΝΗ4ΝΟ3 και του ΝΗ4Cl. Παράλλη-

λα, επαλήθευαν την ανασταλτική δράση στην επαγωγή κάλλου του ΝΗ4Cl στις υψηλές 

συγκεντρώσεις. Στους συνδυασμούς ΚΝΟ3:ΝΗ4ΝΟ3 καταγράφονταν ποσοστά που κυμαί-

νονταν από 3,0-16,0%. Ανάλογα αποτελέσματα προέκυπταν και στις αναλογίες 

ΚΝΟ3:ΝΗ4Cl. Στην αναλογία 1:9 καταγραφόταν υψηλό ποσοστό σωματικής εμβρυογένε-

σης (38,0%) και στις υπόλοιπες αναλογίες τα ποσοστά έβαιναν μειούμενα μέχρι που 

σχεδόν μηδενίζονταν (27,0-1,0%). 

Σαν κατακλείδα όλων των πειραματικών μας δοκιμασιών παρασκευάστηκε το θρε-

πτικό υπόστρωμα “KM” το οποίο συνδύαζε όλα εκείνα τα θρεπτικά στοιχεία και τους φυ-

τοαυξητικούς παράγοντες που η παρούσα εργασία κατέδειξε σαν καταλληλότερα για την 

επαγωγή σωματικών εμβρύων στην ελιά in vitro. Πιο συγκεκριμένα συνίστατο από τη 

βασική χημική σύσταση του θρεπτικού υποστρώματος ΟΜc και τις εξής τροποποιήσεις: 

➢ 25,0 μΜ ΙΒΑ. 

➢ 2,5 μΜ 2iP. 

➢ 20,0 mM ΝΗ4Cl. 

➢  160,0 g/L σακχαρόζης. 

Στο “KM” θρεπτικό μέσο προέκυψαν εντυπωσιακά ποσοστά σωματικής εμβρυογέ-

νεσης (62,0%) συγκριτικά με το OMc (24,0%) που προτάθηκε από τους Cañas et al. (1988) 

σαν καταλληλότερο θρεπτικό μέσο για ιστοκαλλιέργειες στην ελιά. Αξιομνημόνευτη είναι 

η εμφάνιση των πρώτων σωματικών εμβρύων στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης, πριν 

ακόμα μεταφερθούν οι κάλλοι στο θρεπτικό μέσο διαφοροποίησης. 
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Στο πλαίσιο της μοριακής προσέγγισης της σωματικής εμβρυογένεσης στην ελιά 

χρησιμοποιήθηκαν κάλλοι από ριζίδια ζυγωτικών εμβρύων ποικιλίας Κορωνέικης και έγι-

νε προσπάθεια εντοπισμού στο γονιδίωμα της ελιάς των γονιδίων Dc8 και Dc59.  

Από τη μελέτη των φιλμ των αυτοραδιογραφημάτων έγινε φανερή η ύπαρξη και 

των δύο γονιδίων. Ειδικότερα για το Dc8 δεν προέκυψε πολυμορφισμός στο γονιδίωμα 

της ελιάς, όπως έχει βρεθεί και στο καρότο, γεγονός που υποδεικνύεται από την εμφάνι-

ση μιας μόνο ζώνης (περίπου 3 Κb). Όσο αφορά το γονίδιο Dc59, εντοπίστηκε πλήθος 

ζωνών (4,4-6,6 Kb) που υβρίδιζαν, υποδηλώνοντας την ύπαρξη πολυμορφισμού για το 

συγκεκριμένο γονίδιο και στην ελιά, όπως ισχύει στο καρότο, αλλά και σε πολλά άλλα 

φυτικά είδη. 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η έκφραση του Dc8 σε διαφορετικούς ιστούς. Τα αποτε-

λέσματα κατέδειξαν έκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου στο ακέραιο ζυγωτικό έμβρυο 

και στο ενδοσπέρμιο της ελιάς, στο ακέραιο ζυγωτικό έμβρυο του καρότου, όχι όμως και 

στο ενδοσπέρμιό του, γεγονός που δεν συνάδει με τα υπάρχοντα βιβλιογραφικά δεδο-

μένα. Πιθανώς αυτό οφείλεται στη χαμηλότερη έκφρασή του στα ενδοσπέρμια.(περίπου 

2 φορές χαμηλότερο από ότι στα ζυγωτικά έμβρυα) και στη χαμηλή συγκέντρωση (8,0-

10,0 μg/L) του απομονωθέντος ολικού RNA που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του 

μεταγραφήματος του Dc8. 

Τέλος, διερευνήθηκε η έκφραση του Dc8 σε οκτώ είδη κάλλων ώριμων ζυγωτικών 

εμβρύων ελιάς, οι οποίοι βρίσκονταν σε διαφορετικά μορφογενετικά-εμβρυογενετικά 

στάδια, λόγω της διαφορετικής τους ηλικίας. Η έκφραση του Dc8 ήταν αισθητή από τις 

πρώτες ημέρες του εμβολιασμού και σε όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας των ριζιδίων 

στο θρεπτικό μέσο καλλογένεσης (21 ημέρες), αλλά και μετά την μεταφορά τους στο 

θρεπτικό υπόστρωμα διαφοροποίησης σωματικών εμβρύων στο οποίο παρέμεναν για 60 

ημέρες τουλάχιστον. Η ποσότητα των μεταγραφημάτων ήταν σχετικά σταθερή στους 

κάλλους ηλικίας 7-31 ημερών και αυξανόταν στα δύο τελευταία δείγματα RNA που αντι-

στοιχούσαν σε κάλλους ηλικίας 36 και 42 ημερών. Η αύξηση της συσσώρευσης των με-

ταγραφημάτων του Dc8 συμπίπτει με το χρονικό διάστημα κατά το οποίο το ποσοστό 

επαγωγής σωματικών εμβρύων στην ιστοκαλλιέργεια είχε πλέον σταθεροποιηθεί στο 

μέγιστο επίπεδο και τα περισσότερα σωματικά έμβρυα βρίσκονταν είτε στο καρδιόσχη-
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μο και στο στάδιο της τορπίλης είτε άρχιζαν να ωριμάζουν και να εξελίσσονται περαιτέ-

ρω σε φυτάρια. 
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Ι. SUMMARY 

  
The olive tree is a plant species of great economic importance for the economy of 

many countries that the majority of which spread around the Mediterranean basin. It is a 

long-lived, evergreen plant which bears fruit and adapted to adverse conditions, even and 

poor crop care. The olive tree is cultivated in unsuitable soils for other plants, prevents 

soil erosion, and contributes to the income of thousands of farmers. At the same time  

olive tree varieties can be exploited, not only for their main products (olive oil and olives) 

but also for their by-products (leaves, wood, etc.) for pharmaceutical and other purposes. 

Unlike the majority of fruiting plants with huge economic and nutritional value, 

cultivation of olive tree still requires laborious and not always efficient processes. The 

non-competitiveness of the cultivation of olive tree is mainly due to low productivity,  

limited photosynthetic ability of crop varieties, and traditional farming methods.  

Therefore alternative regenerative approaches (i.e. in vitro regeneration) are required. 

Somatic embryogenesis is a promising in vitro regenerative process of plant tissues 

in aseptic conditions. The induction of high levels of somatic embryogenesis from  

immature and mature tissues of olive tree is crucial for the implementation of fast, easy, 

and efficient propagation methods of olive tree with reduced production costs. 

As research efforts to induce somatic embryos in olive tree explants were limited 

and the rates of induction were low too, we considered essential to conduct research to 

identify the factors required for the induction of high levels of somatic embryogenesis,  

development, and survival of somatic embryos. 

During our initial experimental approach, different explants (radicles and  

cotyledonary segments) of mature zygotic embryos of Koroneïki olive tree were tested. 

Koroneiki olive tree was chosen as the most suitable experimental material, as  

preliminary experiments with other Greek varieties (Tzonati, Kalamata, Amfissa and  

Angouromana) showed that displays the highest embryogenic potential. 
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The morphogenic capacity of four different culture media supplemented with 25.0 

μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 2iP were tested;  

• OMc (Cañas et al. 1988). 

• ΟΜc without hydrolyzed casein. 

• MS (Murashige et al. 1962). 

• MS with 1.0 g/L hydrolyzed casein.  

The results proved that ΟΜc is the most suitable nutrient medium to induce  

somatic embryos in olive tree tissue cultures. Similarly, the presence of hydrolyzed casein 

is crucial for the induction and expression of embryogenic capacity of the explants. 

The dependence of somatic embryogenesis on the age of explant, was studied by 

inoculating immature olive zygotic embryos, collected from July to August, in OMc  

supplemented with 25.0 μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 2iP. Calli from radicles exhibited a greater 

morphogenetic capacity which increased proportionally with age. The embryogenic  

capacity of calli from proximal and distal segments of immature zygotic cotyledons was 

much lower than that of calli from proximal and distal segments of mature zygotic  

cotyledons. In any case however, higher rates of somatic embryogenesis were recorded in 

tissue explants of mature zygotic embryos than those in tissue explants of immature  

zygotic embryos. 

We investigated the change of the embryogenic capacity of radicles which were cut 

into two halves;  

• The upper half radicle (towards the cap).  

• The bottom half radicle (towards the cotyledons).  

Explants were inoculated in ΟΜc supplemented with 25.0 μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 

2iP. The lower half of the radicle gave higher somatic embryogenesis than the intact  

radicle, while the upper half radicle inhibited somatic embryogenesis, suggesting that 

there is “a gradient of embryogenic potential” from the proximal to the distal region of 

the radicle. 
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Subcultures of radicles, proximal and distal cotyledonary segments of mature  

zygotic embryos in OMc supplemented with 25.0 μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 2iP, every 21 days, 

resulted in a gradual decrease and finally zeroing of the embryogenic capacity of radicles 

during 4th subculture and of proximal and distal cotyledonary segments during 2nd 

subculture.  

In another experimental test five concentrations of sucrose were used;  

• 5.0 g/L sucrose (0.015 M) 

• 20.0 g/L sucrose [0.058 M (control experiment)] 

• 40.0 g/L sucrose (0.12 M) 

• 80.0 g/L sucrose (0.23 M) and 

• 160.0 g/L sucrose (0.46 M). 

 All explants were inoculated in ΟMc supplemented with 25.0 μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 

2iP. Morphogenetic primacy (55.0% induction of somatic embryos) of the medium  

containing 160.0 g/L sucrose was recorded only 14 days after inoculation although the 

explants were still in the “callogenesis” medium. The replacement of sucrose by three 

concentrations of mannitol [10.0 g/L (0.05 M), 42.0 g/L (0.23 M) and 85.0 g/L (0.46 M)] 

indicated no correlation of high percentage of somatic embryogenesis (in the medium 

supplemented with a high concentration of sucrose) with an increased osmotic pressure 

of the medium. 
For the investigation of the dependence of somatic embryogenesis on auxins, OMc 

supplemented with 2.5 μΜ 2iP and one of the following auxins was tested: 

i) ΙΒΑ: 0.39 / 1.56 / 6.25 / 12.5 / 25.0 / 50.0 / 100.0 and 200.0 μΜ. 

ii) ΝΑΑ: 0.1 / 0.39 / 1.56 / 6.25 / 12.5 / 25.0 and 50.0 μΜ. 

iii) 2,4-D: 0.01 / 0.05 / 0.1 / 0.39 and 1.56 μΜ. 

The results indicated that both NAA and 2,4-D, in all concentrations and the types of 

explant, induce lower somatic embryogenesis than those of the control experiment (4.0-

15.0%). IBA induced much higher somatic embryogenesis than all other experiments in 
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radicles (23.0-31.0%) and in proximal and distal cotyledonary segments especially at the 

highest concentrations (17.0%). 

In parallel we studied the effect of four combinations of auxins on somatic  

embryogenesis supplemented with 2.5 μΜ 2iP in OMc medium: 
➢ 0.195 μΜ ΝΑΑ / 0.78 μΜ ΙΒΑ 

➢ 0.39 μΜ ΝΑΑ / 1.56 μΜ ΙΒΑ 

➢ 6.25 μΜ ΝΑΑ / 12.5 μΜ ΙΒΑ 

➢ 12.5 μΜ ΝΑΑ / 25.0 μΜ ΙΒΑ 

The combined supply of auxins reduced both direct and indirect somatic  

embryogenesis (15.0%), probably due to the inhibitory effect of NAA, compared to IBA 

(23,0% direct somatic embryogenesis and 31.0% indirect somatic embryogenesis). These 

data suggest neither “an additive” effect of the two auxins nor the existence of different 

target sites of auxin in the cells of olive tree. 

The morphogenetic effect of three different synthetic cytokinins (TDZ, 2iP and BA) 

at various concentrations (0.625 / 2.5 / 10.0 or 40.0 μΜ), when were supplied to OMc 

medium containing 25.0 μΜ IBA, was tested. In radicle calli 0.625 μΜ 2iP induced about 

9.0% direct somatic embryogenesis, while the other concentrations induced higher rates 

of indirect somatic embryogenesis, and 2.5 μΜ 2iP the highest (15.0% somatic  

embryogenesis). In proximal and distal cotyledonary segments the induction of somatic 

embryos ranged from 0.0-10.0% in medium supplemented with 20.0 μM 2iP. Supply of BA 

in radicles partially inhibited the somatic embryogenesis (2.0-5.0%) and TDZ fully. 

The use of four combinations of cytokinins in medium OMc containing 25.0 μM IBA 

did not advance rates of indirect somatic embryogenesis. The combined supply of 2iP and 

BA (2.5 μM / 10,0 μM and 1.25 μM / 5.0 μM) inhibited the embryogenic induction against 

individual supply of 2iP and ranged in corresponding levels as individual supply of ΒΑ. The 

combined supply of 2iP and TDZ (2.5 μM / 10,0 μM and 1.25 μM / 5.0 μM) reduced the 

proliferative effects of individual supply of 2iP. 
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The effect of the source of inorganic nitrogen in the induction of somatic embryos 

was another parameter studied. Radicles of mature zygotic embryos were inoculated into 

OMc containing 25.0 μM IBA, 2.5 μM 2iP and NH4NO3 or KNO3, or NH4Cl at the following 

concentrations; 5.0 / 20.0 / 80.0 or 160.0 mM. The addition of NH4NO3 as the only source 

of inorganic nitrogen in any concentration, did not affect the rate of differentiation of 

somatic embryos (32.0-36.0%) compared with the control experiment, except 160.0 

mM that significantly inhibited both somatic embryogenesis and callogenesis (19.0%).  

The supply of low concentrations of KNO3 reduced drastically the production of somatic 

embryos (18.0%) and yet more strongly the higher concentrations (4.0%), while no  

reduction of callogenesis was observed. The supply of NH4Cl (5.0 / 20.0 or 80.0mM)  

increased somatic embryogenesis (52.0-58.0%) and much higher (62.0%) the  

concentration of 160.0 mM. Callogenesis was decreased by the concentration of 80.0 

mM (60.0%) and the concentration of 160.0 mM (40.0%). 

The effects of two combinations of inorganic nitrogen sources KNO3:NH4NO3 and 

KNO3:NH4Cl in different ratios (1:9, 3:7, 5:5, 7:3 and 9:1) on somatic embryogenesis were 

tested too. Radicles of mature zygotic embryos were inoculated in OMc supplemented 

with 25.0 μΜ ΙΒΑ and 2.5 μΜ 2iP and combinations of inorganic nitrogen sources. The 

results of all the combinations demonstrated the inhibitory effect in the induction of  

somatic embryos of KNO3 and the stimulating effect of NH4NO3 and NH4Cl. Furthermore, 

they verified the inhibitory effect on callus induction of NH4Cl at high concentrations. For 

combinations of KNO3 and NH4NO3 induction of somatic embryogenesis was recorded 

ranging from 16.0-3.0%. Similar results have been observed in ratios KNO3:NH4Cl. In 1:9 

ratios a high percentage of somatic embryogenesis (38.0%) was recorded while the rest of 

the ratios reduced it drastically (27.0-1.0%). 

As a conclusion of all experimental tests we prepared a medium that combined all 

those compounds and growth regulators which were proved to be more appropriate for 

inducing somatic embryos from olive explants in vitro. Radicles of mature zygotic embryos 
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were inoculated in OMc supplemented with 25.0 μΜ ΙΒΑ, 2.5 μΜ 2iP, 20.0 mM NH4Cl 

and 160.0 g/L sucrose. The induction of somatic embryogenesis in this "ideal" medium 

was impressive (62.0%) compared to OMc (24.0%) which was proposed by Cañas et al. 

(1988) as the most appropriate medium for tissue cultures in olive tree. Noteworthy is 

the appearance of the first somatic embryos in callogenesis medium even before calli 

were transferred to differentiation medium. 

During the molecular approach of somatic embryogenesis in olive tissue cultures, 

calli from radicles of zygotic embryos of Koroneiki olive tree were used in an attempt to 

identify in the genome of olive tree the genes Dc8 and Dc59. The study of  

autoradiographs made evident the existence of both genes. Specifically, for Dc8 no  

polymorphism in the genome of olive tree was observed, as has been found in carrot, 

which is indicated by the appearance of a single band (approximately 3 Kb). Regarding the 

gene Dc59, were identified numerous hybridized zones (4.4-6.6 Kb), suggesting the  

existence of polymorphism in this gene in the olive tree genome like in carrot and many 

other plant species. 

We studied the expression of Dc8 in different tissues too. The results showed  

expression of this gene in intact zygotic embryo and endosperm of olives, in full zygotic 

embryos of carrot, but not in the endosperm, which is inconsistent with the existing  

literature data. Probably this is due to lower expression in the endosperm (about 2 times 

lower than in zygotic embryos), in combination with the low concentration of total RNA 

(8.0-10.0 mg/l) that was isolated and used to detect the transcript of Dc8. 

Finally, we investigated the expression of Dc8 in eight different types and ages of 

calli of mature zygotic embryos of olive tree, which were in different morphogenetic - 

embryogenic stages. The Dc8 expression was significantly during the early days of 

inoculation, throughout the culture of radicles in callogenesis medium (21-day-old calli) 

and when were transferred to the differentiation medium in which were inoculated for at 

least 60 days. The amount of transcripts was relatively stable in 7- day-old calli and 31-
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day-old calli and increased in the last two RNA samples from 36 day-old calli and 42 day-

old calli. Increased accumulation of Dc8’s transcripts coincides with the period during 

which the rate of induction of somatic embryos in tissue culture is stabilized at the  

maximum level and the majority of the somatic embryos are either in the heart-shaped 

and the torpedo stage either start to mature and evolve further into plantlets. 

  


