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Περίληψη 

 

Η καλλιέργεια πρωτοπλαστών είναι µια εναλλακτική µέθοδος για 

βελτίωση του γενώµατος του βαµβακιού. Σε αυτή την εργασία αξιολογούνται 

οι πρωτοπλάστες προερχόµενων από διαφορετικές ποικιλίες βαµβακιού του 

γένους Gossypium καθώς και συγγενών ειδών που ανήκουν στην οικογένεια 

Μalvaceae (Abelmoschus esculentum, Hibiscus cannabinus) ως προς την 

αποµόνωση και την καλλιέργεια, µε την χρήση τριών των πιο ευρέως 

χρησιµοποιούµενων πρωτοκόλλων σήµερα πάνω στην αποµόνωση 

πρωτοπλαστών στο βαµβάκι. Επίσης για ακαδηµαϊκούς λόγους έγινε και 

σύντηξη πρωτοπλαστών ανάµεσα σε 2 διαφορετικές ποικιλίες βαµβακιού.  

Από τα δεδοµένα του πειράµατος, µεγαλύτερο ρυθµό εδραίωσης του 

κάλλου φαίνεται να είχαν οι ποικιλίες µε την εµπορική επωνυµία Fibermax® 

και να ακολουθούν οι ποικιλίες Deltapine® και Stoneville®. Ενώ παράλληλα 

παρουσιάζεται µια αρνητική συσχέτιση της συγκέντρωσης γκοσσυπόλης στα 

έκφυτα ως προς τον ρυθµό εδραίωσης του κάλλου. Συγκεντρώσεις ορµονών 

στο υπόστρωµα των 1 mg 2.4D και 2 mg ΚΙΝ έδειξαν τον µεγαλύτερο ρυθµό 

αντίδρασης του εκφύτου ως προς το υπόστρωµα. Ενώ αν τα έκφυτα 

παραµείνουν για παρατεταµένο χρονικό διάστηµα στην ιστοκαλλιέργεια 

παρουσιάζονται εκκρίσεις φαινολικών ουσιών από τα έκφυτα στο 

καλλιεργητικό µέσο. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Το βαµβάκι (Gossypium sp.) αποτελεί τη σηµαντικότερη πηγή σε 

υφαντική ίνα παγκοσµίως, αλλά επίσης και µια σηµαντική πηγή λαδιού. Από 

τα τέσσερα εξηµερωµένα είδη δυο από αυτά χρησιµοποιούνται στη 

βαµβακοκαλλιέργεια, το G.hirsutum το οποίο αποτελεί περίπου το 90% της 

παγκόσµιας παραγωγής σε ίνες βαµβακιού και το G. barbadense, που 

αναφέρεται συνήθως ως µακρόινο βαµβάκι, το οποίο παρέχει περίπου το 8% 

της ίνας παγκοσµίως.  

Μια συνεχόµενη έρευνα ήταν απαραίτητη για να βελτιωθεί η ποιότητα 

των ινών του βαµβακιού, για να διατηρηθεί το βαµβάκι σε ανταγωνιστικά 

επίπεδα. Οι εντατικές προσπάθειες της κλασσικής βελτίωσης, είχαν ως 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία υψηλοαποδοτικών και εξαιρετικής ποιότητας 

ποικιλιών βαµβακιού. Παρόλο αυτά, υπάρχει ακόµη ένα τεράστιο γενετικό 

απόθεµα που περιµένει να εκµεταλλευθεί στην φύση, όµως η περεταίρω 

βελτίωση στο βαµβάκι µέσω του υβριδισµού είναι ιδιαίτερα δύσκολη, λόγω της 

ασυµβατότητας µεταξύ των ειδών. 

Εναλλακτικές µέθοδοι για την µεταφορά γονιδίων, όπως το γονιδιακό 

πιστόλι  και η καλλιέργεια πρωτοπλαστών έχουν υψηλές προσδοκίες. Οι 

πρωτοπλάστες θεωρούνται ιδανικό µέσο για την µεταφορά γονιδίων λόγω του 

ότι το κυτταρικό τοίχωµα αφαιρείται, άρα δεν είναι πλέον φυσικός φραγµός, 

έτσι το πλασµαλύµµα είναι πιο επιδεκτικό σε επιδράσεις Από τους 

πρωτοπλάστες  έχουµε την ικανότητα της παραγωγής µη χιµαιρικών φυτών 

από µόνο ένα κύτταρο και στην επιλογή κλώνων µε νέα χαρακτηριστικά µέσω 

της σωµατοκλωνικής παραλλακτικότητας. 
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2.ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 

 

2.1 Ιστορική αναδροµή του βαµβακιού 

 

Υπάρχουν άµεσες και σίγουρες ενδείξεις που φαίνεται ότι το βαµβάκι 

ήταν γνωστό και καλλιεργoύνταν από αρχαιοτάτων χρονών, αλλά ο τόπος 

καταγωγής του παραµένει µέχρι σήµερα άγνωστος. Όµως σχετικές έρευνες 

αποκαλύπτουν, ότι το βαµβάκι πρωτοαναπτύχθηκε σε δυο ανεξάρτητες 

αποµακρυσµένες περιοχές, η µια στο παλαιό κόσµο στην Ινδία και η άλλη στο 

νέο κόσµο στην Αµερική.  

Τα πρώτα στοιχεία ότι ο άνθρωπος καλλιεργούσε βαµβάκι στο παλαιό 

κόσµο, προέρχονται από τα αρχαιολογικά ευρήµατα του Mohenjo-Daro στη 

κοιλάδα του Ινδού ποταµού στο Πακιστάν (από λείψανα υφάσµατος και 

σκοινιών από βαµβάκι), τα οποία χρονολογούνται από το 3000 π.Χ. και 

αναφέρονται στην καλλιέργεια του είδους Gossypium arboreum.  Στο νέο 

κόσµο, το Gossypium hirsutum φαίνεται ότι ήταν ήδη γνωστό από το 3500 

π.Χ. στην κοιλάδα Tehuancan του Μεξικού, ενώ το Gossypium barbadense 

από το 2500 π.Χ. στις ακτογραµµές του Περού. 

Πλείστες γραπτές αναφορές έχουν βρεθεί που αναφέρουν το βαµβάκι. 

Πρώτη αναφορά µεταξύ αυτών, γίνεται στο θρησκευτικό Ινδικό βιβλίο Rig 

Veda που χρονολογείται γύρω στο 1500 π.Χ. όπως και στο ιερό βιβλίο 

«Νόµοι του Manu» που γράφτηκε το 800 π.Χ. όµως αναφορές γίνονται και 

από Έλληνες συγγραφείς µε πρώτο τον Ηρόδοτο και αργότερα τον 

Θεόφραστο, οι οποίοι περιγράφουν το φυτό και την καλλιέργεια του στην 

Ινδία. Ενώ ο Αρριανός (95-180 µ.Χ.) αναφέρει  το εµπόριο βαµβακερών 

υφασµάτων από τους Άραβες στην Ινδία και την Αίγυπτο.  

Στην Ελλάδα, όπως αναφέρεται από τον Παυσανία, το βαµβάκι 

καλλιεργήθηκε για πρώτη φορά τον 2ο µ.Χ. αιώνα στην περιοχή της Ηλείας, το 

οποίο το έφεραν οι στρατιώτες του Μεγάλου Αλεξάνδρου από την Ινδία, αλλά 

γνώρισε µεγάλη ανάπτυξη µετά το 1500 µ.Χ. Το αποτέλεσµα ήταν η ευρέως 

διάδοση του και το 1592, κατά τον Prosper Alpinus, να εξάγεται σε Αίγυπτο 

και Αγγλία. Η ακµή του βαµβακιού ήρθε στην Ελλάδα µε την ανάπτυξη της 
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βαµβακοβιοµηχανίας στη Θεσσαλία το 18ο αιώνα και κυρίως στην περιοχή 

του Τυρνάβου.    

Μετά από απογραφή του 1911, η καλλιεργούµενη έκταση είχε ανέλθει 

στα 90.500 στρέµµατα µε στρεµµατική απόδοση 52 κιλά, ενώ το 1931 

αυξήθηκε στα 201.980 στρέµµατα. Η καλλιεργούµενη έκταση µε βαµβάκι 

ανεβαίνει σταδιακά και φθάνει τα 800.000 στρέµµατα το 1940. Όµως κατά την 

περίοδο του πολέµου και της κατοχής (1940-1950) έχουµε µια δραστική 

µείωση της καλλιέργειας του βαµβακιού λόγω παραγωγής ειδών διατροφής 

του πληθυσµού. Το µεγάλο άλµα στην ανάπτυξη της βαµβακοκαλλιέργειας, 

ήταν η ίδρυση του Οργανισµού και του  Ινστιτούτου Βάµβακος το 1932, µε 

απόφαση Ελευθέριου Βενιζέλου και την καθοδήγηση του καθηγητή Χριστίδη, 

µε αποτέλεσµα την αλµατώδη αύξηση της καλλιεργούµενης έκτασης σε 

2.310.000 στρέµµατα το 1963 και η στρεµµατική απόδοση από 2500 χιλιάδες 

τόνους τετραπλασιάστηκε και πλησίασε τους 100.000 τόνους. Μετά το 1950 η 

αύξηση της παραγωγής είχε σαν αποτέλεσµα την κάλυψη της εγχώριας 

αγοράς αλλά και να δηµιουργηθούν περιθώρια για εξαγωγές.  

Για µια 15ετία (1965-1980) η καλλιεργούµενη έκταση βαµβακιού 

διατηρείται περίπου στα 1.300.000-1.400.000 στρέµµατα µε χαµηλή 

στρεµµατική απόδοση, τα 150-180 κιλά το στρέµµα. Την περίοδο 1981-1985 

η καλλιεργούµενη έκταση πλησιάζει τα 2 εκατοµµύρια στρέµµατα µε ελάχιστη 

αύξηση στην απόδοση. Από το 1986 και µετά η βαµβακοκαλλιέργεια διατηρεί 

σταθερή ανοδική πορεία και το 1999 έφτασε τα 4.300.000 στρέµµατα εκ των 

οποίων το 95% είναι σε αρδευόµενη έκταση, ενώ η παραγωγή φθάνει τα 

101kg το στρέµµα εκκοκκισµένο βαµβάκι. (Κουρέντας, 2005) 

Σήµερα στο βαµβάκι παρατηρείται µια συνεχοµένη µείωση της 

καλλιεργούµενης έκτασης. Καλλιεργούµενο σε µια έκταση που ξεπερνά 3,5 

εκατοµµύρια στρέµµατα και µε µια στρεµµατική απόδοση του 1 εκατοµµυρίων 

τόνων, συνεχίζει να είναι η δυναµικότερη εκτατική καλλιέργεια στην Ελλάδα µε 

τη µεγαλύτερη οικονοµική σηµασία.  
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Εικόνα 1: Χάρτης κλιµάκωσης της καλλιέργειας βαµβακιού 

 

Οικονοµική σηµασία  

Το βαµβάκι (Gossypium sp.) είναι η σηµαντικότερη υφαντική ίνα 

παγκοσµίως. Υπάρχουν τέσσερα εξηµερωµένα είδη βαµβακιού. Το 

G.arboreum  και τo G.herbaceum είναι διπλοειδή (2n=26) βαµβάκια, και 

γνωστά στον παλαιό κόσµο, και καλλιεργούνταν αρχικά στην Ινδία. Το 

G.barbadense και το G.hirsutum είναι βαµβάκια του νέου κόσµου, και είναι 

αλλοτετραπλοειδή (2n = 4x = 52). Το G. barbadense, αναφέρεται συνήθως 

σαν µακρόινο βαµβάκι και παρέχει περίπου το 8% της ίνας παγκοσµίως. Η 

µακριά ίνα του χρησιµοποιείται κυρίως στην παραγωγή νηµάτων που 

χρησιµοποιούνται στο ράψιµο υφασµάτων πολυτέλειας. Το G.hirsutum, 

γνωστό ευρύτατα ως βαµβάκι υψιπέδων (upland), αποτελεί περίπου το 90% 

της παγκόσµιου παραγωγής ινών βαµβακιού. Η ίνα του χρησιµοποιείται 

κυρίως στα κλωστοϋφαντουργικά προϊόντα. Το λάδι που προέρχεται από το 

βαµβακόσπορο χρησιµοποιείται κυρίως για βιοµηχανική χρήση, και η πίτα 
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που προέρχεται µετά την εξαγωγή του λαδιού, χρησιµοποιείται ως λίπασµα 

και ως πηγή λευκώµατος για το ζωικό κεφάλαιο.   

Αν και το βαµβακόφυτο είναι αυτόχθονο φυτό στις τροπικές χώρες, η 

παραγωγή βαµβακιού δεν περιορίζεται µόνο στους τροπικούς κύκλους. Η 

εµφάνιση των νέων ποικιλιών, καθώς επίσης και της προόδου στις τεχνικές 

καλλιέργειας, οδήγησε στην εξάπλωση της καλλιέργειας µέσα σε µια περιοχή 

που φτάνει από περίπου 47 βαθµούς βόρειου γεωγραφικού πλάτους 

(Ουκρανία) έως και 32 βαθµούς νότια (Αυστραλία). Το βαµβάκι είναι από τις 

πιο σηµαντικές καλλιέργειες στις αναπτυσσόµενες χώρες. Από τις 85 

βαµβακοπαραγωγικές χώρες το 2005, οι 80 ήταν αναπτυσσόµενες χώρες, εκ 

των οποίων 28 συντάχθηκαν από τα Ηνωµένα Έθνη µεταξύ των λιγότερων 

αναπτυγµένων χωρών (LDC).  

Το βαµβάκι είναι εξαιρετικά σηµαντικό για τις αναπτυσσόµενες χώρες, 

ιδιαίτερα στην κεντρική και δυτική Αφρική, όπου περίπου 10 εκατοµµύρια 

άνθρωποι εξαρτώνται από τον τοµέα αυτό για τα εισοδήµατά τους. Εκτός από 

την συγκοµιδή των ινών, το βαµβάκι παρέχει επίσης και υποπροϊόντα, το λάδι 

και τον σπόρο. Το λάδι προερχόµενο από το βαµβακόσπορο είναι ένα φυτικό 

έλαιο που ταξινοµείται πέµπτο σε παγκόσµια χρήση µεταξύ των λαδιών 

(υπολογίζεται ότι είναι περίπου το 5% της παγκόσµιας κατανάλωσης φυτικών 

ελαίων). Ο βαµβακόσπορος χρησιµοποιείται συνήθως ως ζωοτροφή στη 

διατροφή των βοοειδών.  

Τα συνηθέστερα καλλιεργούµενα είδη βαµβακιού στον κόσµο 

περιλαµβάνουν τα Gossypium hirsutum  και το Gossypium barbadense. Το 

Gossypium hirsutum  κατάγεται από Μεξικό και είναι το σηµαντικότερο 

γεωργικό βαµβάκι και αποτελεί περισσότερο από 97% της παγκόσµιας 

παραγωγής ινών.  Το Gossypium barbadense, είναι περουβιανής προέλευσης 
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Πίνακας 1: Χώρες που καλλιεργούν βαµβάκι ανά γεωγραφική περιοχή, 2005 

Πηγή: UNCTAD secretariat 

 

 
Αναπτυγµένες 

χώρες 
Αναπυσσόµενες χώρες 

Σύνολο 

  LDCs Άλλες 

Αφρική 1 21 15 37 

Νότιος και κεντρική 

Αµερική 
 2 14 16 

Νότιος Αµερική   7 7 

Ασία 1 5 16 22 

Ευρώπη 2   2 

Ωκεανία 1   1 

Σύνολο 5 28 52 85 

 

 

και αποτελεί περίπου 3% της παγκόσµιας παραγωγής ίνας. Στο δεύτερο 

περιλαµβάνονται οι ίνες βαµβακιού της υψηλότερης ποιότητας, όπως η 

ποικιλία Jumel (από τα Μπαρµπάντος), µεταξύ των καλύτερων ινών 

βαµβακιού από άποψη ποιότητας και µήκους ινών. ∆ύο επιπρόσθετα 

καλλιεργηµένα είδη είναι  το Gossypium arboretum   (που κατάγεται από την 

υπο-ήπειρο του Ινδο-Πακιστάν) και Gossypium  herbaceum (που κατάγεται 

από τη νότια Αφρική. Αυτές οι δύο ποικιλίες του βαµβακιού έχουν κοντή σε 

µήκος ίνα και βασικά δεν έχουν καµία εµπορική αξία. Εντούτοις, διάφορες 

ποικιλίες που παράγονται σε εµπορική κλίµακα είναι προερχόµενες από 

αυτές.   

Σήµερα, το βαµβάκι καλλιεργείται σε µια έκταση πάνω από 

280.000.000 στρέµµατα σε όλο τον κόσµο, ενώ η παραγωγή µε την 

κατανάλωση φθάνει περίπου 15.000-17.000 τόνους. Οι κυριότερες 

βαµβακοπαραγωγικές χώρες είναι: Η.Π.Α, Κίνα, Ινδία, Πακιστάν, που είναι και 

οι πιο σηµαντικές χώρες της κατανάλωσης και παράγουν σήµερα τα 2/3 της 

παγκόσµιας παραγωγής. 
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Πίνακας 2. Στατιστικά στοιχεία των µεγαλύτερων βαµβακοπαραγωγών χωρών 

του κόσµου τα έτη 2004-06. 'Εκταση, (1000 εκτάρια), Παραγωγή 

(1000 bales), Παραγωγή σε ίνα (kg/ha) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Χώρα 2004-05 2005-06 

Έκταση Παραγωγή Παραγ. Σε 

ίνα 

Έκταση Παραγωγή Παραγ. Σε 

ίνα 

Παγκόσµια 35,976 120,232 728 35,194 111,529 690 

Ινδία 9,000 18,900 457 9,125 18,400 439 

Κίνα 5,690 29,000 1,110 5,100 25,500 1,089 

ΗΠΑ 5,284 23,251 958 5,533 22,282 877 

Βραζιλία 5,284 23,251 958 5,533 22,282 877 

Πακιστάν 3,190 11,300 771 3,150 10,000 691 

Ουζµπεκιστάν 1,456 5,200 778 1,450 4,800 721 

Τουρκία 700 4,150 1,291 630 3,700 1,279 

EU 466 2,301 1,075 456 2,201 1,051 

Αυστραλία 314 3,000 2,080 285 2,400 1,833 

Αίγυπτος 307 1,300 922 270 1,150 927 

Συρία 234 1,600 1,489 220 1,375 1,361 

Καµερούν 220 500 495 200 465 506 

Καζακστάν 216 680 685 200 625 680 

Ισραήλ 14 119 1851 10 100 2,177 
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2.2 Ταξινόµηση και καταγωγή του βαµβακιού 

 

Η πρώτη ταξινοµική µελέτη για το βαµβάκι έγινε το µέσο του 18ου 

αιώνα όταν ο Λιναίος περιέγραψε το γένος και οι µελέτες συνεχίστηκαν 

σχετικά εντατικά έως τα µέσα του 19ου αιώνα. Το γένος παλαιότερα είχε 

ταξινοµηθεί και στην οικογένεια Malvaceae ή mallow και στις οικογένειες 

Bombacaceae και στις φυλές Hibisceae και Gossypieae. Σήµερα, το γένος 

φαίνεται σταθερά τοποθετηµένο στη τάξη Malvales, στην οικογένεια 

Malvaceae, και στη φυλή Gossypieae, λόγω της µοναδικότητας των 

λυσιγόνων αδένων που βρίσκονται σε όλα τα είδη µέσα στο γένος. Αυτοί οι 

αδένες περιέχουν διάφορα τερπένια, που αποκαλούνται συλλογικά 

γκοσσυπόλη (gossypol). Μόνο εκείνα τα είδη Gossypium που παράγουν τις 

τρίχες στο σπόρο µπορούν ακριβώς να κληθούν βαµβάκι (Smith, 1995).  

Σήµερα ακόµη ανακαλύπτονται καινούργια είδη αφού ανακαλύπτονται 

αποτελεσµατικότερες τεχνικές που προσφέρουν επιπρόσθετα στοιχεία για την 

αξιολόγηση των µεταξύ τους σχέσεων.  Το γένος Gossypium αποτελείται από 

50 είδη (Fryxell. 1992) περιλαµβάνοντας 4 καλλιεργούµενα είδη από τα οποία, 

δύο διπλοειδή είδη του παλιού κόσµου (2n=26) G.arboreum και G.herbaceum 

και δύο Νέου Κόσµου τετραπλοειδή είδη (2n=52), G hirsutum και G. 

barbadense και είναι συγκεντρωµένα στην Αφρική, κεντρική και νότια Αµερική 

και Αυστραλία (Fryxell. 1980).  

 

2.3 Μορφολογία και ανάπτυξη του βαµβακιού 

 

Το καλλιεργούµενο βαµβάκι είναι φυτό ετήσιο, εκτός σε από ορισµένες 

χώρες στη Νότιο Αµερική όπου το καλλιεργούν σαν πολυετές και το 

διατηρούν έως 7 έτη. Παρουσιάζει µεγάλη πολυµορφία ως προς τη 

µορφολογία του γιατί καλλιεργείται σε πληθώρα περιοχών στο κόσµο µε 

διαφορετικές κλιµατικές συνθήκες. Σοβαρός µορφολογικός διαχωρισµός 

παρατηρείται όχι µόνο µεταξύ των διαφόρων ειδών και των διαφόρων 

ποικιλιών του ιδίου είδους αλλά και µεταξύ φυτών της ιδίας ποικιλίας, λόγω 

των διαφορετικών συνθηκών αναπτύξεως του. 
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2.3.1 Ρίζα 

 

Το ριζικό σύστηµα των καλλιεργούµενων βαµβακιών αποτελείται από 

µια πασσαλώδη ρίζα που µπορεί να φτάσει σε βάθος µέχρι και 2 µέτρα, µε το 

κύριο ριζόστρωµα να βρίσκεται στα 40-60 cm. Οι πλάγιες ρίζες µπορεί να 

φτάσουν έως 120 cm µακριά από την κύρια ρίζα. 

Η κύρια ρίζα του βαµβακόφυτου προχωρεί κατακόρυφα προς τα κάτω 

και για αρκετές ηµέρες δεν σχηµατίζει καµία διακλάδωση. Η ανάπτυξη της 

γίνεται πολύ γρήγορα. Με θερµοκρασία εδάφους στους 18οC µεγαλώνει 

0,9mm την ώρα ενώ στους 22οC µπορεί να αυξηθεί στα 1,25mm 

(Χρηστίδης,1965). Οι δευτερεύουσες ρίζες αρχίζουν συνήθως να 

σχηµατίζονται όταν η κύρια ρίζα αποκτήσει µήκος 12 cm περίπου και αυτό 

συµπίπτει µε την εµφάνιση των κοτυληδόνων στην επιφάνεια του χωραφιού.  

 

2.3.2 Βλαστοί 

 

Όταν τα βαµβάκια αναπτύσσονται στο φυσικό τους τροπικό 

περιβάλλον δύναται µερικά από τα πολυετή βαµβάκια να αποκτήσουν ύψος 

από 4,5 – 6 µέτρα. Όµως τα µονοετή καλλιεργούµενα βαµβάκια σπάνια 

ξεπερνούν τα 2 µέτρα και αποκτούν ύψος που κυµαίνεται από 60 – 180 

εκατοστά εξαρτώµενου πάντα της ποικιλίας και τις συνθήκες περιβάλλοντος. 

Τα φύλλα σχηµατίζονται σε κανονική σπειροειδή διάταξη, κατά µήκος του 

κύριου βλαστού. Στη µασχάλη κάθε φύλλου υπάρχουν οι καταβολές δύο 

οφθαλµών ενός κεντρικού και ενός πλευρικού. Οι κατώτεροι µασχαλιαίοι 

οφθαλµοί δίνουν φυλλοφόρους βλαστούς που ονοµάζονται µονοπόδια και δεν 

κάνουν λουλούδια αν δεν κάνουν νέα διακλάδωση. Μεγαλώνουν σχεδόν 

κατακόρυφα και τα φύλλα έχουν την ίδια διάταξη µε τον κύριο άξονα. Οι 

πλευρικοί οφθαλµοί και οι µασχαλιαίοι που βρίσκονται προς την κορυφή του 

φυτού που ονοµάζονται συµπόδια, παράγουν συνήθως ανθοφόρους 

βλαστούς. Οι ανθοφόροι αυτοί κλάδοι αυξάνονται σχεδόν οριζόντια και στην 

άκρη του κλάδου σχηµατίζεται ανθοφόρος οφθαλµός και κάτω από αυτόν ένα 

φύλλο. Στο τέλος ένα κλαδί µπορεί να έχει από 6 µέχρι 8 λουλούδια ή και 

περισσότερα. 
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2.3.3 Φύλλα 

 

Τα φύλλα ανάλογα µε τα είδη και τις ποικιλίες παρουσιάζουν µεγάλες 

διαφορές ως προς τη µορφολογία (µέγεθος, σχήµα, υφή κλπ). Αποτελούνται 

από το µίσχο, το έλασµα και στο σηµείο που ενώνεται ο µίσχος µε το 

στέλεχος βρίσκονται δύο µικρά παράφυλλα. Το έλασµα, στα αµερικάνικα 

βαµβάκια (G. hirsutum) είναι λεπτό σαν χαρτί, ενώ στα αιγυπτιακά βαµβάκια 

(G. barbadense), είναι παχύ σαν 

περγαµηνή. Το έλασµα 

παρουσιάζει συνήθως πέντε 

λοβούς. Στην άνω επιφάνεια, κατά 

τον Balls, φέρει 44-97 στοµάτια ενώ 

στην κάτω επιφάνεια 116-176 

στοµάτια ανά τετραγωνικό χιλιοστό.  

Στο κάτω µέρος του φύλλου διακρίνονται άφθονες µικρές διακλαδώσεις 

νεύρων που καλύπτουν όλη την επιφάνεια του φύλλου.  

Το έλασµα των φύλλων µπορεί να είναι όπως στο αιγυπτιακό βαµβάκι, 

λείο,  ή τριχωτό όπως είναι στο αµερικάνικο.  

 

2.3.4 Άνθη 

 

Τα άνθη, σχηµατίζονται στους ανθοφόρους κλάδους και στην αρχή 

µοιάζουν µε µικρά πυραµιδοειδή κατασκευάσµατα που περικλείονται από τρία 

χαρακτηριστικά βράκτια φύλλα. Από την ηµέρα που η καταβολή του άνθους 

διακρίνεται πάνω στο φυτό, χρειάζονται 21 περίπου ηµέρες ώσπου ν’ ανοίξει 

το αντίστοιχο άνθος.  

Το άνθος του βαµβακιού αποτελείται από τα παρακάτω µέρη:  

α) Τα βράκτια φύλλα, είναι συνήθως τρία, µεγάλα και καταλήγουν σε 10 

περίπου µυτερά δόντια το καθένα. 

β) Τον κάλυκα, που αποτελείται από πέντε µικρά ακανόνιστα σέπαλα, 

ενωµένα στη βάση του λουλουδιού. Στη βάση του κάλυκα και των βρακτίων 

φύλλων πολλές φορές βρίσκονται και τα νεκτάρια. 

γ) Τη στεφάνη, που αποτελείται από πέντε πέταλα ενωµένα στη βάση 

τους µε το χρώµα της να ποικίλει ανάλογα µε το είδος. Στα αµερικάνικα έχει 
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χρώµα λευκό ή κρεµ ενώ στο αιγυπτιακό είναι χαρακτηριστικό κίτρινο, ενώ σε 

άλλα είδη µπορεί να είναι κόκκινο.  

Το χρώµα αυτό κρατά µόνο την πρώτη ηµέρα µετά το άνοιγµα του 

άνθους και το βράδυ της ίδια ηµέρας µεταχρωµατίζεται σε ροζ, και το άνθος 

κλείνει. Την δεύτερη ηµέρα ακολουθεί η στεφάνη η οποία γίνεται κόκκινη και 

την τρίτη ηµέρα το άνθος µαραίνεται και πέφτει. 

δ) Τους στήµονες, που αριθµούνται σε 90-100 και βρίσκονται σε 10 

κατακόρυφες σειρές. Οι ανθήρες είναι δίχωροι, ανοίγουν κατά µήκος µιας 

γραµµής στο πάνω τους µέρος και ελευθερώνουν µεγάλους γυρεόκοκκους µε 

αγκάθια στην επιφάνεια.  

ε) Τον ύπερο, που αποτελείται από µια µικρή κωνική, πολύχωρη 

ωοθήκη, το στύλο και το στίγµα. Ο ύπερος αποτελείται από τόσα καρπόφυλλα 

όσοι είναι οι χώροι της ωοθήκης. Το G. hirsutum έχει 4-5 καρπόφυλλα ενώ 

του G. barbadense συνήθως τρία.  

 

 

Εικόνα 2 : Μορφολογία του άνθους 

 

2.3.5 Επικονίαση 

 

Η αύξηση του λουλουδιού γίνεται µε ταυτόχρονο σχηµατισµό και 

ωρίµανση των γαµετών. Κάθε ωοθήκη περιέχει γύρω στα 40 ωοκύτταρα σε 

ισάριθµες, εντελώς ανάτροπες, σπερµοβλάστες. Ενώ µπορεί να παραχθούν 
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έως και 10000 γυρεόκοκκοι από ένα λουλούδι. Την ηµέρα που πρόκειται να 

ανοίξει το λουλούδι, µε την ανατολή του ηλίου, και µέχρι τις 9 – 10 το πρωί, τα 

πέταλα έχουν ανοίξει εντελώς και οι ανθήρες έχουν σπάσει µε αποτέλεσµα να 

ξεχυθούν οι γυρεόκοκκοι.  

 

2.3.6 Αυτεπικονίαση ή σταυροεπικονίαση 

 

Το βαµβάκι θεωρείται φυτό αυτόγονιµοποιούµενο, ωστόσο 

παρατηρείται και ένα µικρό ποσοστό σταυροεπικονίασης όπου είναι δυνατό το 

φυτό να γονιµοποιηθεί µε ξένη γύρη. Το ποσοστό αυτό δεν υπερβαίνει το 5-

10% (Webber ;1903) Παρόλο το σχετικά µικρό ποσοστό αυτό δηµιουργεί 

τεράστια προβλήµατα στη διατήρηση της καθαρότητας µιας ποικιλίας. Όταν τα 

βαµβάκια ανήκουν σε οµάδες µε διαφορετικό αριθµό χρωµατοσωµάτων 

µπορεί να παρατηρηθεί ένα µικρό ποσοστό διασταύρωσης όπου όµως αυτό 

δεν υπερβαίνει το 0,003% (Vycotski,1930).  

 

2.3.7 Γονιµοποίηση 

 

Μόλις οι γυρεόκοκκοι βρεθούν πάνω στο στίγµα και µε ευνοϊκές 

συνθήκες θερµοκρασίας και υγρασίας αρχίζουν να βλαστάνουν µε τη µορφή 

σωληνοειδής προβολής. Είναι δυνατό να βλαστήσουν ταυτόχρονα πολλοί 

γυρεόκοκκοι, όπως και ένας να σχηµατίσει πολλές προβολές (Iyengar, 1938).  

Οι ξένοι γυρεόκοκκοι βλαστάνουν και αναπτύσσονται πιο αργά όσο πιο πολύ 

διαφέρουν µεταξύ τους οι δύο γονείς. Οι προβολές προχωρούν στο στύλο και 

φτάνουν στην ωοθήκη, όταν συναντήσουν µια σπερµατική βλάστη, 

προχωρούν προς τη µικροπύλη, αλλά µόνο µια προβολή µπαίνει µέσα για τη 

γονιµοποίηση. Η γονιµοποίηση διαρκεί από 10 ώρες έως και 30 ώρες σε 

Αιγυπτιακά βαµβάκια.  

 

2.3.8 Ανθόρροια και καρπόρροια 

 

Ανθόρροια και καρπόρροια είναι το φαινόµενο κατά το οποίο το 

βαµβάκι παράγει πολύ περισσότερα άνθη και καρύδια από όσα τελικά 

ωριµάζουν, όποτε ένα ποσοστό ανθέων και καρυδιών πέφτει. Το ποσοστό 
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της καρπόδεσης επηρεάζεται από συνθήκες του περιβάλλοντος, όπως η 

υγρασία, η έλλειψη θρεπτικών στοιχείων,  την άνοδο της θερµοκρασίας, τη 

προσβολή από έντοµα και ασθένειες, τους ισχυρούς άνεµους ή από µηχανικό 

τραυµατισµό. Η φωτοπερίοδος φαίνεται επίσης να παίζει σπουδαίο ρόλο. 

Επίσης, επηρεάζεται από τον γενότυπο του φυτού. Καρύδια συνήθως 3-10 

ηµερών είναι αυτά που πέφτουν, ενώ καρύδια µεγαλύτερα από 10 ηµέρες 

σπάνια πέφτουν, εκτός εάν το φυτό υποστεί την επίδραση ισχυρών 

παραγόντων όπως χηµικών ουσιών, παγωνιάς, κλπ.  

 

 

Εικόνα 3: Κοινό φαινόµενο καρπόπτωσης βαµβακιού 

 

2.4 Καλλιεργούµενα είδη βαµβακιού 

1) Gossypium herbaceum 

Το Gossypium herbaceum (Βάµβαξ ο ποώδης) προέρχεται από τις 

Ινδίες και έχει απλοειδή αριθµό χρωµοσωµάτων n=13. Είναι µικρός µονοετής 

θάµνος, µε ύψος 1-1,5 µέτρα. Ο βλαστός είναι ερυθρωπός ή ερυθρόφαιος, τα 

φύλλα είναι µικρά ωοειδή µε τρεις ως πέντε λοβούς. Τα άνθη είναι µικρά και 

έχουν κίτρινο χρώµα ενώ οι κάψες του είναι µικρές, σφαιρικές και οξύληκτες, 

συνήθως τετράχωρες, µε 5 ως 8 µεγάλους σπόρους σε κάθε χώρο. Οι ίνες 

του έχουν χρώµα τεφρόλευκο, µε υφή τραχεία και µήκος µεταξύ 17-28 mm. Το 

είδος αυτό παρουσιάζει µεγάλη ευαισθησία στην αδροµύκωση, είναι όψιµο και 

δίνει µικρή παραγωγή και σήµερα καλλιεργείται κυρίως στις ξηρότερες 

περιοχές της Αφρικής και της Ασίας.  
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2) Gossypium arboreum 

Το Gossypium arboreum (Βάµβαξ ο δενδρώδης) κατάγεται µάλλον από 

την Κεντρική Αφρική, καλλιεργήθηκε όµως σε µεγάλη έκταση και στην Ινδία. 

Έχει απλοειδή αριθµό χρωµοσωµάτων n=13 και περιλαµβάνει µονοετείς και 

πολυετείς τύπους. Τα πολυετή µπορεί να φθάσουν σε ύψος 2 µέτρων ενώ τα 

µονοετή δεν ξεπερνούν το 1,5 µέτρο. Ο βλαστός του είναι ξυλώδης, τα φύλλα 

είναι σχεδόν λεία, µε 5 ως 7 λογχοειδείς λοβούς. Τα άνθη του είναι µικρά 

συνήθως ερυθρού χρώµατος. Οι κάψες είναι συνήθως τρίχωρες µε 6-8 

σπόρους σε κάθε χώρο. Το χρώµα των ινών είναι λευκό ή σε χρώµα σκουριάς 

ενώ το µήκος τους φθάνει τα 25mm. ∆εν παρουσιάζει µεγάλο γεωργικό 

ενδιαφέρον λόγω του µεγάλου ύψους του το οποίο δυσκολεύει τη συγκοµιδή.  

 

3) Gossypium hirsutum 

Το Gossypium hirsutum (Βάµβαξ ο χνοώδης) κατάγεται από την 

Κεντρική Αµερική (Μεξικό) και έχει απλοειδή αριθµό χρωµοσωµάτων n=26. 

Είναι πολύ διαδεδοµένο και καλλιεργείται και στην Ελλάδα. Τα 

καλλιεργούµενα φυτά του είδους αυτού ανήκουν στη βοτανική ποικιλία 

Latifolium. Το G.hirsutum είναι µονοετής θάµνος και τα φύλλα του 

σχηµατίζουν 3 ως 5 λοβούς. Τα άνθη έχουν διάφορα µεγέθη και χρώµα 

συνήθως λευκό αµέσως µετά την έκπτυξη, µετά ρόδινο και τέλος ιώδες. Οι 

κάψες έχουν 3 ως 5 χώρους και σχήµα σφαιρικό ή ωοειδές.  

 

4) Gossypium barbadence 

Το Gossypium barbadense (Βάµβαξ ο 

βαρβαδινός) κατάγεται από τη Νότια Αµερική 

και έχει απλοειδή αριθµό χρωµοσωµάτων 

n=26. Τα Αιγυπτιακά βαµβάκια ανήκουν στο 

G.barbadense, διακρίνονται για το µεγάλο 

µήκος, τη λεπτότητα και τη στιλπνότητα των 

ινών τους και καλλιεργούνται στην Αίγυπτο, 

στο Σουδάν, στις Η.Π.Α. και αλλού, αλλά η 

καλλιέργεια του τείνει να µειωθεί λόγω της 

οψιµότητας του. Περιλαµβάνει µονοετή φυτά 
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αλλά και πολυετής θάµνους που  φθάνουν σε µεγάλο ύψος. Ο βλαστός είναι 

ευθυτενής και λείος και τα φύλλα έχουν 3-5 αιχµηρούς λοβούς. Τα άνθη του 

είναι µεγάλα συνήθως ωχροκίτρινου χρώµατος. Οι κάψες είναι ογκώδεις, 

ωοειδείς µε αιχµηρό άκρο συνήθως τρίχωρες, µε 6-10 σπόρους σε κάθε 

χώρο. Οι ίνες του είναι λευκού χρώµατος, έχουν συνήθως µήκος στα 38mm, 

αλλά µπορούν να φθάσουν και στα 64mm. 

 Σήµερα καλλιεργούνται παγκοσµίως εκατοντάδες διαφορετικές 

ποικιλίες βαµβακιού. Από τα Αµερικάνικα βαµβάκια Upland (Gossypium 

hirsutum) κυρίως είναι διαδεδοµένες οι ποικιλίες Deltapine, Cocer, Acala, 

Stoneville κ.α. Από τα Αιγυπτιακά βαµβάκια οι σπουδαιότερες ποικιλίες είναι η 

Ashmouni, Giza, Menoufi, Karman κ.α. Στην Ελλάδα δηµιουργηθήκαν οι 

εγχώριες ποικιλίες : 4S, Σίνδος 8, Άκαλα Σίνδου, Σάµος και τέλος οι ποικιλίες 

της σειράς Ζέτα. 

 

2.5 Γονιδίωµα Βαµβακιού 

 

Όταν το γένος Gossypium διαφοροποιήθηκε και αποίκισε τις ξηρές και 

ηµιάγονες περιοχές σε όλη την υδρόγειο τότε υποβλήθηκε σε εκτενή 

χρωµοσωµική εξέλιξη. Από τα 50 διαφορετικά είδη του γένους Gossypium 

(Fryxell, 1992) µόνο τα τέσσερα καλλιεργούνται (G. arboreum, G. herbaceum, 

G. hirsutum, G. barbadense) και µε τα υπόλοιπα να είναι άγρια είδη. Το γένος 

Gossypium είναι χωρισµένο σε επτά κυτολογικές γενωτυπικές οµάδες οι 

οποίες είναι διπλοειδής (2n=2χ=26) και συµβολίζονται µε γράµµατα 

A,B,C,D,E,F,G (Endrizzi, 1984) και µια όγδοη οµάδα, η οποία είναι 

τετραπλοειδής (2n=4χ=52) και είναι ο συνδυασµός των δυο γενωµάτων A και 

D και συµβολίζεται µε τα γράµµατα AD. Το γένωµα Α βρίσκεται αποκλειστικά 

στα διπλοειδή στα είδη  G. arboreum και G. herbaceum του Παλαιού Κόσµου 

ενώ το D σε µερικά διπλοειδή είδη του Νέου Κόσµου όπως το G. thurberi.  

Το µέγεθος του γονιδιώµατος του γένους Gossypium κυµαίνεται 

περίπου από 885 Mbp ως 2570Mbp ανά 1C πυρήνα. 
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Σύµφωνα µε τους Stephens (1947) και Katterman και Ergle (1970) η 

σχέση στα µεγέθη ανάµεσα στις γενωτυπικές οµάδες είναι η ακόλουθη: 

α. Το C γένωµα έχει πολύ µεγάλα χρωµοσώµατα 

β. Τα E και F έχει µεγάλα χρωµοσώµατα που είναι ελαφρώς 

µεγαλύτερα από εκείνα του Α και Β 

γ.      Το Β έχει µεγάλα χρωµοσώµατα τα οποία είναι ελαφρώς 

µεγαλύτερα από εκείνα του Α 

δ. Το Α έχει µέτριου µεγέθους χρωµοσώµατα 

ε. Το G γένωµα έχει µετρίου µεγέθους χρωµοσώµατα τα οποία 

είναι µικρότερα από αυτού του Α 

στ. Το D  έχει µικρού µεγέθους χρωµοσώµατα 

Κατά τον Saunders (1961a) το κέντρο καταγωγής του γένους 

Gossypium είναι η κεντρική Αφρική για το λόγω ότι τέσσερα από τα επτά 

διπλοειδή είδη βρίσκονται στην Αφρικανική ήπειρο και υποθέτετε ότι η 

διαφοροποίηση µεταξύ των ειδών έγινε µε τον διαχωρισµό των ηπείρων κατά 

την Κρητιδική (Μεσοζωική) περίοδο.   

 

2.5.1 Εξέλιξη Βαµβακιών του Παλαιού Κόσµου 

  

Το Α-γονιδίωµα  των διπλοειδών βαµβακιών του Παλαιού Κόσµου 

τοποθετείται στους πρώτους αιώνες στη καταγωγή του γένους Gossypium και 

περιλαµβάνει τα είδη 14 Αφρικάνικα και Αραβικά είδη (τα γονιδιώµατα Α, Β, Ε, 

F). Μέσα σ’ αυτό το γκρουπ κάθε ένα από τα γενώµατα αντιπροσωπεύεται 

από µια µονοφυλετική οµάδα ειδών (Wendel and Albert 1992, Seelanan et al 

1997). Επειδή άγριοι πληθυσµοί  του G.arboreum  δεν έχουν προσδιοριστεί 

ποτέ, έχει προταθεί ότι το G.arboreum είναι απλά ένας πρόσφατος 

διαχωρισµός του καλλιεργούµενου G.herbaceum. (Hutchinson et Al 1947 

Hutchinson, 1959). Εντούτοις πιο πρόσφατες, κυτταρογενετικές, γενετικές, 

φυλογενετικές µελέτες, δείχνουν σαφώς δύο είδη α-γονιδιώµατος απόκλισαν 

πριν από τη εξηµέρωση του κάθε είδους (Wendel et al. 1989 Liu et al 2001).  
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2.5.2 Εξέλιξη Βαµβακιών του Νέου Κόσµου 

 

Τα τετραπλοειδή Βαµβάκια του Νέου Κόσµου είναι αλλοτετραπλοειδή 

που συνδυάζoυν ένα γονιδίωµα που αντλείται από ένα πρόγονο του Α-

γενώµατος και ένα δεύτερο γονιδίωµα από έναν πρόγονο του  D-

γονιδιώµατος (Endrizzi et al 1985; Galau και Wilkins 1989; Brubaker et al 

1999; Liu et al 2001; Wendel and Cronn 2003). Και οι δυο καταγωγές 

απέκλισαν περίπου 6,0-7,3 εκατοµµύρια έτη πριν (Senchina et al 2003). 

Παραµένει µυστήριο το πώς αυτό εµφανίστηκε. Όλα τα γνωστά AD 

τετραπλοειδή είδη είναι αυτόχθονα στο νέο κόσµο, αλλά δεν υπάρχει καµία 

ένδειξη ειδών του Α-γονιδιώµατος µέσα στο Νέο Κόσµο και κανένα είδους του 

D-γονιδίωµατος έξω από το Νέο Κόσµο Παρ’ όλα αυτά, 1,3-7  εκατοµµύρια 

έτη πριν ένα φυτό του Α-γονιδιώµατος επικονιάστηκε από ένα φυτό του D-

γονιδιώµατος και τότε παρήχθη ένα AD-διπλοειδές υβρίδιο, το οποίο σε ένα 

πολυπλοειδές γεγονός, δηµιουργήθηκε ένα AD αλλοτετραπλοειδές  µε 

κυτταρόπλασµα του α-γονιδιώµατος (Wendel 1989; Cronn et al. 1996; Small 

et al 1998, Senchina et al 2003; Wendel, Cronn 2003). Μετά από την αρχική 

δηµιουργία του AD τετραπλοειδούς, αυτό, απέκλισε στη συνέχεια σε τρεις 

γενεαλογίες (Seelanan et al 1997; Small et al 2002). Μια αντιπροσωπεύεται 

µε το G. mustelinum, το οποίο βρίσκεται µόνο σε ένα µικρή περιοχή 

Βορειοανατολικά της Βραζιλίας. Οι δύο εναποµείναντες αντιπροσωπεύονται 

από ένα εξηµερωµένο και ένα άγριο ενδηµικό είδος σε ένα νησί το 

G.barbadense/G.darwinii (Νησιά Galapagos) και το 

G.hirsutum/G.tomentosum (Hawaii). 

Από τα υπάρχον Α- και D-γονιδιώµατα, το G.arboreum και το 

G.herbaceum είναι τα καλύτερα διπλοειδές πρότυπα του τετραπλοειδές At 

υπογενώµατος και το G.raimondii του Dt υπογενώµατος (Wendel et al, 2003). 

Η ακαθάριστη δοµική ρύθµιση του γονιδιώµατος του G.arboreum  διαφέρει 

από αυτό του At υπογενώµατος από µόνο δυο translocation, ενώ το 

γονιδίωµα του G. herbaceum διαφέρει σε τρεις (Brown and Menzel 1950; 

Menzel and Brown 1954, Endrizzi et al. 1985; Brubaker et al. 1999), αλλά τα 

φυλογενετικά στοιχεία, εντούτοις, δείχνουν ότι τα δυο είδη διαχωρίστηκαν µετά 

το γεγονός της πολυπλοειδοποιήσης τους και εποµένως και τα δυο 

υπάρχοντα είδη του Α-γονιδιώµατος είναι φυλογενετικά απέχουσα από το At 
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υπογένωµα. Υπήρχε µια υπόθεση κατά τη διάρκεια των ετών για το ποιο από 

τα υπάρχων D-γονιδιώµατα είναι το καλύτερο πρότυπο για το Dt υπογένωµα 

(Endrizzi et al. 1985; Wendel 1989), αλλά τα πιο πρόσφατα και πειστικά 

στοιχεία δείχνουν ότι  το G.raimondii  είναι ο πλησιέστερος συγγενής του 

προγόνου του Dt υπογενώµατος και γι’ αυτό είναι το καλύτερο πρότυπο 

(Wendel & Cronn 2003).  

 

 

 

Εικόνα 4: Προέλευση κυτολογικών οµάδων στο βαµβάκι 

 

2.6 Άλλα µέλη της οικογένειας Malvaceae 

 

2.6.1. Μπάµια (Abelmoschus esculentus) 

 

H µπάµια (Abelmoschus esculentus) ανήκει στην 

ίδια οικογένεια µε το βαµβάκι (Malvaceae) και 

καλλιεργείται σαν ετήσιο φυτό µε ετήσια ανάπτυξη 1m. 

Το γένος  Abelmoschus κατάγεται από την 

Νοτιοανατολική Ασία.  Η µπάµια (Abelmoschus 

esculentus), εντούτοις, είναι αβέβαιης προέλευσης. Είναι 

πιθανόν να διαδόθηκε στη Μεσόγειο και στην Αφρική 

µέσω του Νείλου. 
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Είναι διαδεδοµένο στις τροπικές, υποτροπικές και θερµές 

συγκρατηµένες περιοχές, αλλά είναι ιδιαίτερα δηµοφιλές στη δυτική Αφρική, 

την Ινδία, τις Φιλιππίνες, την Ταϊλάνδη και τη Βραζιλία.  Η µπάµια 

(Abelmoschus esculentus) έχει αναφερθεί σε όλη την τροπική Αφρική, ενώ η 

µπάµια της δυτικής Αφρικής (Abelmoschus caillei (A.Chev.) Stevels) είναι 

περιορισµένη µόνο στα υγρά κλίµατα της Αφρικής.  

Η µπάµια είναι µεταξύ των πιο ανεκτικών φυτών σε θερµότητα και 

ξηρασία. Το φυτό  προτιµά τα µέσα (πηλώδη) και βαριά (αργιλώδη) εδάφη, 

και απαιτεί καλά-αποστραγγισµένα εδάφη. Επίσης προτιµά τα ουδέτερα και 

βασικά (αλκαλικά) εδάφη και µπορεί να αυξηθεί επίσης και στο πολύ αλκαλικό 

έδαφος. Αλλά δεν µπορεί να αυξηθεί στη σκιά. 

Το φυτό έχει λουλούδια από τον Ιούλιο µέχρι τον Σεπτέµβριο. Τα 

λουλούδια του είναι ερµαφρόδιτα (έχει και τα αρσενικά και θηλυκά όργανα) και 

επικονιάζονται από τις µέλισσες.   

Ο σπόρος σπέρνεται πρώιµα την άνοιξη και βλαστάνει σε 27 ηµέρες 

στους 15°C ή σε 6 ηµέρες στους 35°C. Οι περισσότερες ποικιλίες απαιτούν 

περίπου 4 µήνες από τη σπορά προτού να παραχθεί η πρώτη συγκοµιδή, αν 

και µερικές πρώιµες ποικιλίες µπορούν να παράγουν συγκοµιδή σε 50 ηµέρες 

όταν βρίσκονται σε τροπικό κλίµα. 

 

2.6.2 Κενάφ  (Hibiscus cannabinus) 

 

Το κενάφ (Hibiscus cannabinus) ανήκει 

στην οικογένεια Malvaceae. Η καταγωγή του είναι 

από την νότιο Ασία, αλλά η ακριβής τοποθεσία 

είναι άγνωστη.  

Είναι ετήσιο ή διετή φυλλώδες φυτό που 

αυξάνει σε ύψος µέχρι 1,5-3,5 m µε ξυλώδες 

βάση. Οι µίσχοι του αυξάνουν 1-2 cm σε διάµετρο 

και συχνά αλλά όχι πάντα διακλαδίζονται. Τα 

φύλλα του είναι 10-15 cm σε µήκος και ποικίλουν 

σε σχήµα, µε αυτά της βάσης να είναι αρκετά 

λοβοειδή, µε 3-7 λοβούς, ενώ αυτά της κορυφής 
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να είναι λιγότερο λοβωτά έως καθόλου. Τα άνθη του είναι 8-15 cm σε 

διάµετρο, λευκά, κίτρινα ή µωβ. Ο καρπός του είναι περικάρπιο µε 

πολλαπλούς σπόρους διαµέτρου 2 cm.  

Αν και τα φυτά είναι αυτογονιµοποιούµενα και γενικά θεωρητικά  

αυτοεπικονιαζόµενα µπορούν επίσης να σταυρογονιµοποιηθούν. Οι Jones et 

al (1955) ανέφεραν ότι η φύση της  γύρης του κενάφ αποτρέπει τη διασπορά 

της µέσω του αέρα και ότι οποιαδήποτε σταυρογονιµοποιήση είναι µια 

συνέπεια της δραστηριότητας εντόµων. Τα λουλούδια ανοίγουν και κλείνουν 

για µία ηµέρα και είτε σταυροεπικονιάζονται πρώτιστα από τις µέλισσες, 

(Tamargo και Jones 1954), ή αυτεπικονιάζονται από τη µετακίνηση λόγω 

στριψίµατος των πετάλων όταν κλείνει το άνθος. 

Το κενάφ καλλιεργείται κυρίως σήµερα για την ίνα του για παραγωγή 

σχοινιού και χαρτιού. Μελλοντικά όµως, µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν 

οικολογικό φυτό, λόγω της µικρής ποσότητας εισροών που απαιτεί σαν 

καλλιέργεια σε λιπάσµατα, εντοµοκτόνα και νερό συγκρινόµενο µε άλλες 

καλλιέργειες 

 

2.7 Οι αναπαραγωγικοί φραγµοί 

 

Ο υβριδισµός είναι η πιο αποτελεσµατική µέθοδος για την βελτίωση 

φυτών. Μέχρι πρόσφατα για την βελτίωση των φυτών χρησιµοποιούνταν η 

γενετική παραλλακτικότητα µέσα στο ίδιο το είδος, όπου οι αναπαραγωγικοί 

φραγµοί δεν ήταν από τα κύρια προβλήµατα. Παρόλα αυτά η εντατική 

βελτίωση που αποσκοπούσε στην αύξηση της παραγωγής και την 

οµοιοµορφία του είδους οδήγησε στην απώλεια πολλών χρήσιµων γονιδίων 

µέσα στα είδη. Σήµερα η ανάγκη για βελτίωση µας οδήγησε στην αναζήτηση 

γονιδίων από συγγενή ή ακόµα και από άγρια είδη χρησιµοποιώντας όλο και 

πιο πολύ την ενδειδική και διειδική βελτίωση. 

Όµως βασικό εµπόδιο της εκτεταµένης εφαρµογής του υβριδισµού 

µεταξύ των ειδών ή γενών είναι η µικρή πιθανότητα επιτυχίας. Η διεργασία της 

δηµιουργίας νέων ειδών στηρίζεται στην ανάπτυξη εµποδίων που οδηγούν 

στην αναπαραγωγική αποµόνωση ενός πληθυσµού, ο οποίος εξελίσσεται έτσι 

σε νέο είδος. Αν δεν υπήρχαν οι φραγµοί αυτοί τότε τα είδη θα 

συγχωνεύονταν µεταξύ τους και θα είχαν ένα κοινό γενετικό απόθεµα. 
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Λεπτοµερής περιγραφή των διεργασιών εξέλιξης και των φραγµών 

αναπαραγωγής ανάµεσα στα είδη έχει προταθεί από τον Stebbins το 1971. 

Σύµφωνα µε την ταξινόµηση του Stebbins οι φραγµοί αναπαραγωγικής 

αποµόνωσης διακρίνονται σε εξωτερικούς (ή εξωγενής) και σε εσωτερικούς (ή 

ενδογενής). Όµως ο K.R. Shivanna πρότεινε την ταξινόµηση σε 3 κύριες 

κατηγορίες από τις οποίες η πρώτη αφορά φυσικούς ( Ι ) και οι επόµενες δυο 

φυσιολογικούς φραγµούς ( ΙΙ και ΙΙΙ ). 

 

 

Ι. Προσωρινή και µερική αποµόνωση των ειδών 

 

Οι φυσικοί φραγµοί περιλαµβάνουν τη φυσική αποµόνωση δυο 

πληθυσµών γεωγραφικά (σε διαφορετικές περιοχές), χρονικά (διαφορετική 

χρονική στιγµή άνθισης) ή οικολογικά (προσαρµογή σε διαφορετικές 

οικολογικές συνθήκες). 

Οι εξωτερικοί φραγµοί αποµόνωσης ανάµεσα σε πληθυσµούς του ίδιου 

είδους µπορεί να είναι η αιτία για να αρχίσει η εξέλιξη νέων ειδών µε την 

επίδραση της φυσικής επιλογής υπό διαφορετικές συνθήκες περιβάλλοντος. 

Ένας αποµονωµένος πληθυσµός µπορεί να παρουσιάσει γενετικές διαφορές 

από το αρχικό είδος σε τέτοια έκταση ώστε ακόµη όταν έλθει σε επαφή µε το 

αρχικό είδος να έχουν δηµιουργηθεί πια εσωτερικοί φραγµοί αποµόνωσης οι 

οποίοι δεν επιτρέπουν τη διασταύρωση τους.  

 

ΙΙ. Φραγµοί πριν την γονιµοποίηση 

 

Μέχρι το 1960 δεν είχαν γίνει και πολλές κυτολογικές µελέτες που 

αφορούσαν τους αναπαραγωγικούς φραγµούς λόγω της απουσίας 

κατάλληλων τεχνικών για την µελέτη της βλάστησης όπως και της αύξησης 

της γύρης µέσα στο στύλο. Οι Shivanna και Johri, 1985 προσπάθησαν στη 

δηµιουργία µεθόδου καθαρισµού και χρώσης της γύρης η οποία όµως δεν 

ήταν επιτυχής. 

Η πιο αποτελεσµατική τεχνική για την παρακολούθηση της αύξησης 

της γύρης είναι η µέθοδος που αναπτύχθηκε κατά την δεκαετία του 1950, 

όπου η τεχνική χρησιµοποιεί το φθορισµό που προκαλεί το µπλε της ανιλίνης 
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(aniline blue)  (Linskens and Esser 1957; Martin 1959; Shivanna and 

Rangaswamy 1992). Η µέθοδος βασίζεται στην έλξη που προκαλείται στην 

καλλόζη από το Fluorochrome (υδατοδιαλυτή aniline blue). Επειδή οι 

γυρεοσωλήνες αποθέτουν καλλόζη κατά µήκος των τοιχωµάτων του στύλου, 

µπορούν να παρατηρηθούν κάτω από µικροσκόπιο φθορισµού εάν 

ακολουθηθεί η συγκεκριµένη µέθοδος. 

 

α. Μονοµερής ασυµβατότητα (Unilateral Ιncompability) 

 

Αναφέρεται στην ασυµβατότητα που δηµιουργείται σε διειδικές και 

διαγενετικές διασταυρώσεις όπου η ασυµβατότητα λειτουργεί µόνο προς µια 

κατεύθυνση σε αµοιβαίες διασταυρώσεις. Είναι συνηθισµένο φαινόµενο όταν 

οι διασταυρώσεις αφορούν ένα αυτοσυµβιβαστό είδος και ένα 

αυτοασυµβίβαστο είδος. Πρόσφατες µελέτες αναφέρουν ότι παρουσιάζεται και 

σε διασταυρώσεις µεταξύ άγριων και καλλιεργούµενων ειδών.  

∆υο υποθέσεις έχουν ειπωθεί που να εξηγούν την µονοµερής 

ασυµβατότητα. Σύµφωνα µε τους Lewis και Crowe (1958), το αλληλόµορφο 

του αυτοασυµβίβαστου έχει διπλή δράση. Εκτός του ότι αναστέλλει την 

βλάστηση του γυρεοκόκκου που µεταφέρει το ίδιο γονίδιο ασυµβίβαστου, 

αναστέλλει και την βλάστηση γυρεοκόκκων που µεταφέρουν το γονίδιο της 

αυτοασυµβατότητας.  

Σύµφωνα µε την δεύτερη υπόθεση τα γονίδια αυτοασυµβατότητας δεν 

παίζουν κανένα ρόλο (Grum and Aubertin 1966; Abdalla and Hermsen 1972). 

Σύµφωνα µε αυτούς η αναστολή της βλάστησης γυρεοκόκκων που 

µεταφέρουν του γονίδιο της αυτοσυµβατότητας προκαλείται από άλλα ειδικά 

γονίδια δεν ανήκουν στο S-locus. 

 

β. Ενεργή – Παθητική αναστολή (Active versus passive inhibition)  

 

Η αναστολή της αυτοασυµβατότητας είναι το αποτέλεσµα της ενεργούς 

αναγνώρισης του γυρεοκόκκου. Η θετική αναγνώριση των γυρεόκοκκων του 

ιδίου είδους έχει σαν αποτέλεσµα την αλληλεπίδραση των προϊόντων του S 

αλληλοµόρφου στο γυρεόκοκκο και στο στύλο. 
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Πολλοί ερευνητές επέδειξαν ότι ενεργή αναγνώριση επιτυγχάνεται 

διαµέσου του S αλληλοµόρφου στη διειδική ασυµβατότητα. Σύµφωνα µε τον 

Pandley (1968,1969) το γονίδιο S µεταδίδει δυο ειδών ειδικεύσεις (α). την 

πρωτογενή ειδίκευση, η οποία ελέγχει την διειδική ασυµβατότητα και (β). την 

δευτερογενή ειδίκευση, η οποία ελέγχει την αυτόασυµβατότητα. Σύµφωνα µε 

τον Sampson (1962) η αλληλεπίδραση µεταξύ γυρεοκόκκου και στύλου 

εξαρτάται από την συµπληρωµατικότητα των µορίων του γυρεοκόκκου και του 

στίγµατος. 

Οι Shivanna και Johri 1985 απόδειξαν ότι σε διειδικές διασταυρώσεις 

µεταξύ συγγενικών ειδών που περιλάµβαναν ένα ή και δυο 

αυτοασυµβίβαστους γονείς, η αναστολή της βλάστησης του γυρεόκοκκου, 

ήταν το αποτέλεσµα της ενεργούς αναγνώρισης του γυρεόκοκκου διαµέσου 

της δράσης του S γονιδίου. 

Στη πλειονότητα όµως των διειδικών διασταυρώσεων, η αποτροπή της 

γονιµοποίησης οφείλεται κυρίως σε παθητικά γεγονότα και είναι το 

αποτέλεσµα της έλλειψης συµπροσαρµοστικότητας µεταξύ γυρεόκοκκου και 

στύλου. Τέτοιου είδους παθητική αναστολή λόγω της έλλειψης γενετικής 

πληροφορίας από τον ένα γονέα για ένα κατάλληλο χαρακτήρα για τον άλλο 

γονέα αναφέρεται ως ‘ασυµφωνία’(incongruity) (Hogenboom 1973, 1984). 

 

γ. Αναστολή στην επιφάνεια  του στίγµατος 

 

Είναι από τους πιο συχνούς αναπαραγωγικούς φραγµούς σε 

αποµακρυσµένα γενετικά είδη (Robbelen 1960; Martin 1970; Knox et al. 1976; 

Stettler et al. 1990, Barone et al. 1992; Gundimeda et al. 1992).  Η αναστολή 

της βλάστησης του γυρεόκοκκου µπορεί να οφείλεται στην έλλειψη 

αποτελεσµατικής προσκόλλησης του γυρεόκοκκου, στην έλλειψη ενυδάτωσης 

ή στην έλλειψη κατάλληλων παραγόντων βλάστησης του γυρεόκοκκου στο 

στίγµα (Ca. B, κατάλληλο pH).   

 

δ. Αναστολή στο στίγµα και στύλο 

 

Η αναστολή του γυρεοσωλήνα και η αποτροπή του να φτάσει την 

ωοθήκη είναι ο πιο συχνός διειδικός αναπαραγωγικός φραγµός. Αυτό 
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οφείλεται στην αναστολή του γυρεοσωλήνα µέσα στο στίγµα ή λίγο πιο κάτω 

από το στίγµα ή ακόµα και αρκετά κάτω από στο στύλο. Τέτοιοι 

γυρεοσωλήνες συχνά παρουσιάζουν ανωµαλίες µε την µορφή χοντρότερων 

σωλήνων, αυξηµένης απόθεσης καλλόζης, φουσκωµένα άκρα και ανάπτυξη 

διακλαδώσεων. (Lewis and Crowe 1958; Robbelen 1960; Hogenboom 1973; 

De Nettancourt 1977; Purdir and Singh 1985; Fritz and Hanneman 1989; 

Barone et al. 1992; Gundimeda et al. 1992) 

Ο γυρεοσωλήνας κατά την πορεία αύξησης του αξιοποιεί τα θρεπτικά 

στοιχεία του στύλου. Ένας από τους λόγους αναστολής της βλάστησης του 

µπορεί να οφείλεται στην ανικανότητα του να προσλάβει αυτά τα θρεπτικά 

συστατικά ή λόγω έλλειψης τους ή ακόµα και λόγω απουσίας κατάλληλων 

ένζυµων στο γυρεοσωλήνα.  

 

ε. Αναστολή µέσα στην ωοθήκη 

 

Σε αντίθεση µε την αναστολή των γυρεοσωλήνων µέσα στο στύλο, η 

αναστολή τους µέσα στην ωοθήκη δεν έχει µελετηθεί σε µεγάλο βαθµό. 

Επειδή η είσοδος του γυρεοσωλήνα στην ωοθήκη φαίνεται να εξαρτάται από 

την παρουσία χηµειοτροπικής ουσίας στην µικροπύλη, η αποτυχία των 

γυρεοσωλήνων να εισέλθουν την µικροπύλη µπορεί να οφείλεται στην 

απουσία αυτής της ουσίας. Ακόµα και αν οι γυρεοσωλήνες φτάσουν τον 

εµβρυόσακκο µπορεί να υπάρξουν διαταραχές στη διπλή γονιµοποίηση ενώ 

παρατηρείται αύξηση του εµβρύου χωρίς ανάπτυξη του ενδοσπερµίου και πιο 

σπάνια και το αντίθετο. 

Στα φυτά που φέρουν πολύχωρες ωοθήκες, απαιτείται γονιµοποίηση 

ενός ελάχιστου αριθµού ωοθηκών για αρχίσει η ανάπτυξη του καρπού. Σε 

πολλές διειδικές διασταυρώσεις µπορεί αυτό να µην συµβεί, αποτρέποντας 

έτσι την ανάπτυξη του καρπού. 

 

 

ΙΙΙ. Φραγµοί µετά την γονιµοποίηση 

 

Η περίπτωση αυτή οφείλεται κυρίως στην αποτυχία των 

γονιµοποιηµένων ωοθηκών να αναπτυχθούν σε ώριµους σπόρους και σε 
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διειδικές διασταυρώσεις είναι πιο διαδεδοµένοι από τους φραγµούς πριν την 

γονιµοποίηση. Αυτοί οι φραγµοί µπορούν να συµβούν σε οποιοδήποτε στάδιο 

κατά την διάρκεια ανάπτυξης του εµβρύου ή κατά την διάρκεια της βλάστησης 

ή ανάπτυξης του F1 υβριδίου. 

 

2.7.1 Μέτρα για να ξεπεραστούν οι αναπαραγωγικοί φραγµοί 

 

Επειδή το φαινόµενο της ασυµβατότητας στις ενδοειδικές 

διασταυρώσεις λόγω της δράσης του S αλληλοµόρφου και το φαινόµενο της 

ασυµφωνίας στις διειδικές διασταυρώσεις είναι σύνηθες στις διασταυρώσεις 

υβριδισµού µεταξύ των ειδών είναι απαραίτητο να ξεπεραστούν αυτοί οι 

φραγµοί που περιορίζουν την αναπαραγωγή.  

Για αυτό το λόγο δηµιουργήθηκαν διάφορες τεχνικές που καταλύουν 

τους αναπαραγωγικούς φραγµούς 

 

α. Τεχνικές που υπερνικούν τους φραγµούς στο στίγµα και το στύλο 

 

1) γενετική παραλλακτικότητα στην ικανότητα διασταύρωσης 

Η ικανότητα διασταύρωσης σύµφωνα µε Hermsen (1984a) καθορίζεται 

και από γενετικούς όπως και από περιβαλλοντικούς  παράγοντες, και γι αυτό 

είναι απαραίτητο να εξετάσουµε και τους δυο γονείς ως προς την ικανότητα 

διασταύρωσης µεταξύ τους σε ένα εύρος περιβαλλοντικών συνθηκών και σε 

διαφόρους συνδυασµούς. 

 

2) Χρήση µίγµατος γύρης (mentor) 

H χρήση µίγµατος γύρης, δηλαδή ένα µείγµα συµβατής και µη 

συµβατής γύρης (Adiwilaga and Brown 1991) και  γύρης mentor, δηλαδή 

συµβατής γύρης γενετικά όµως ανενεργή µε τη χρήση ακτινοβολίας όµως να 

είναι ακόµα ικανή να βλαστάνει (αναµειγµένη µε µη συµβατή γύρη) είναι ικανό 

για να ξεπεράσει την αναστολή που προκαλείται από το στίγµα και το στύλο. 

 

3) Επηρεασµός από τις περιβαλλοντικές συνθήκες 

 Η επιτυχία της γονιµοποίησης εξαρτάται από το αν η επικονίαση γίνει 

σε επιδεκτικό ή όχι, στίγµα. Η επιδεκτικότητα του στίγµατος µπορεί να ποικίλει 
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από µερικές ώρες έως και εβδοµάδες σε µερικά είδη (Κρίνα). Και αυτό 

καθορίζει την κατάλληλη ώρα επικονίασης. 

Επίσης θετικό αποτέλεσµα µπορεί να έχει στην άρση των 

αναπαραγωγικών φραγµών και η υψηλή θερµοκρασία, ζεσταίνοντας τον 

στύλο ή επικονιάζοντας σε υψηλές θερµοκρασίες σε µερικά είδη. Μπορεί να 

έχει το αντίθετο αποτέλεσµα σε είδη ευαίσθητα στην θερµοκρασία.  

 

4) Χειρισµοί του στύλου και της ωοθήκης 

∆ιάφορες επεµβάσεις στο στύλου και στην ωοθήκης µπορεί να έχει 

θετικά αποτελέσµατα, όπως το κόψιµο και αφαίρεση του στίγµατος µαζί µε 

µέρος ή και ολόκληρου του στύλου και ακολουθούµενη µε επικονίαση από τον 

εναποµείναντα µέρος του στύλου (stump pollination ή cut-style ή  intrastylar ή 

amputated pollination). 

Μια άλλη τεχνική είναι η µεταµόσχευση στύλου (stylar graft) κατά την 

οποία οι γυρεόκοκκοι αφήνονται να βλαστήσουν σε ένα συµβατό στίγµα και 

µετά από µια µέρα ο στύλος κόβεται 1-2 mm πάνω από την ωοθήκη και 

µεταµοσχεύεται στην ωοθήκη άλλου φυτού.  

 

5) Χηµικές µεταχειρίσεις 

 

Η χρησιµοποίηση διαφόρων ρυθµιστών ανάπτυξης όπως αυξίνες, 

κυτοκινήνες και γιββεριλλίνες στο µίσχο του άνθους ή στην ωοθήκη κατά την 

επικονίαση ή και λίγο µετά µπορεί να βελτιώσει την δηµιουργία καρπού ή 

σπόρου κατά τις διειδικές διασταυρώσεις.(Emsweller and Stuart 1948; Dionne 

1958; Al Yasiri and Coyne 1964; Pittarelli and Stavely 1975). 

 H χρήση ανοσοκαταστολέων όπως αµινο-ν-καπροικά οξέα, το 

σαλικυλικό οξύ και η ακριφλαβίνη έχει χρησιµοποιηθεί στα δηµητριακά και στα 

όσπρια για την παραγωγή υβριδίων. Γίνεται µε µεταχείριση του θηλυκού 

γονέα µε αυτά, πριν από την επικονίαση, κατά την διάρκεια ή ακόµα και µετά, 

και το προκύπτον έµβρυο καλλιεργείται σε κατάλληλο µέσο. 
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β. Τεχνικές που υπερνικούν τους φραγµούς µετά την γονιµοποίηση 

 

1) Καλλιέργεια ωοθηκών  

Η καλλιέργεια ωοθηκών έχει εφαρµοστεί σε πολλά είδη. Μπορεί να 

χρησιµοποιηθεί όταν η αποβολή συµβαίνει παρά πολύ νωρίς και ο µητρικός 

ιστός δεν επηρεάζει αρνητικά την ανάπτυξη των σπόρων. Τότε οι νεαροί 

καρποί µπορούν να αναπτυχθούν in vitro µέχρι το στάδιο όπου είναι εφικτή η 

ανατοµία του εµβρύου. 

Σε µερικά είδη που η ωοθήκη είναι αρκετά µεγάλη ,τότε δίνατε να 

τεµαχιστεί σε µικρά κοµµατάκια και να καλλιεργηθεί  in vitro  για την διάσωση 

των εµβρύων. 

 

2) Καλλιέργεια ωαρίων 

Η καλλιέργεια ωαρίων εφαρµόζεται στα φυτά όπου ο καρπός 

αποβάλλεται προτού η καλλιέργεια του εµβρύου να µπορεί να εφαρµοστεί. Οι 

D.N Vlachostergios, A. G. Mavromatis, S.K. Kantarzi και D. G. Roupakias 

αναφέρουν ότι η in vitro  καλλιέργεια ωαρίων, κατά την µελέτη επικονίασης 

γύρης από Abelmoschus esculentus σε άνθη βαµβακιού, µπορεί να οδηγήσει 

σε γόνιµα ανευπλοειδή µερικώς διειδικά φυτά βαµβακιού τα οποία 

συνδυάζουν χαρακτηριστικά και από τα δυο είδη G.hirsutum και 

G.barbadense. Oι A. G. Mavromatis et al , 2005 αναφέρουν ότι η καλλιέργεια 

ωαρίων µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή γενοτυπικά 

ανεξάρτητων µερικών διειδικών σειρών βαµβακιού όταν χρησιµοποιείται σαν 

επικονίασης το Hibiscus cannabinnus.  

 

3) Καλλιέργεια εµβρύων 

   Η καλλιέργεια εµβρύων µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία στις 

διασταυρώσεις κατά τις οποίες τα επικονιαζόµενα άνθη παραµένουν στο φυτό 

για ένα δεδοµένο χρονικό διάστηµα πριν την φυσική τους αποκοπή.  

Η µέθοδος έχει τροποποιηθεί έτσι ώστε να αποφευχθεί το πρόβληµα 

της αποµόνωσης των νεαρών εµβρύων από τις ωοθήκες για την παροχή των 

απαραίτητων συνθηκών για την επιβίωση τους. Αυτό επιτυγχάνεται µε κοπή 

της ωοθήκης σε κοµµάτια και µετά ακολουθεί η καλλιέργεια των κοµµατιών ή 

µόνο των κοµµατιών που περιέχουν το έµβρυο σε κατάλληλο υγρό µέσο. 
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γ. Ολοκληρωµένες τεχνικές για την υπερνίκηση των φραγµών πριν 

όπως και µετά την γονιµοποίηση 

 

Σε πολλές διειδικές και διαγενικές διασταυρώσεις έχουν εφαρµοστεί 

ολοκληρωµένες τεχνικές για την υπερνίκηση των φραγµών που 

παρατηρούνται τόσο πριν όσο και µετά την γονιµοποίηση. Μια τέτοια τεχνική 

είναι η in vitro επικονίαση και γονιµοποίηση. Σε σχέση µε τις άλλες τεχνικές 

που διατηρούνται µόνο στην ζώνη αναστολής βλάστησης και µεταχειρίζονται 

την βλάστηση του γυρεόκοκκου και την ανάπτυξη του γυρεοσωλήνα για την 

υπερνίκηση των αναπαραγωγικών φραγµών, η in vitro επικονίαση φέρνει σε 

άµεση επαφή του γυρεόκοκκους και γι’ αυτό θεωρείται πιο αποτελεσµατική 

(Rangaswamy 1977). 

 

δ. Τεχνικές για την υπερνίκηση της στειρότητας των F1 υβριδίων 

 

Μετά την επιτυχή διάσωση του εµβρύου µπορεί να προκύψουν 

αναπαραγωγικοί φραγµοί όπως η κατάρρευση του υβριδίου και η στειρότητα 

των F1 υβριδίων. Η κατάρρευση του υβριδίου έχει σαν αποτέλεσµα την 

απώλεια του υβριδίου πριν από την άνθηση και είναι το αποτέλεσµα 

ανισσορόπητων νέων γονιδιακών ανασυνδιασµών. Η στειρότητα των F1 

διειδικών υβριδίων είναι σύνηθες φαινόµενο και προέρχεται από το 

αποτέλεσµα της ελλιπούς ζεύξης χρωµοσώµων κατά την διάρκεια της 

µείωσης. 

 

1) ∆ιπλασιασµός των χρωµοσώµων 

Τα διειδικά υβρίδια F1 ίσως παρουσιάσουν στειρότητα λόγω της 

έλλειψης χρωµοσώµων κατά την διάρκεια  της µείωσης, η όποια επηρεάζει 

την περεταίρω βελτίωση. Ο σωµατικός όµως διπλασιασµός των 

χρωµοσώµων, µε την χρήση ουσιών όπως η κολχικίνη και η οριζαλίνη, ίσως 

προκαλέσει την ζεύξη των χρωµοσώµων και να επαναφέρει έτσι την 

γονιµότητα (Hermsen 1984a, b).    
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2) Εφαρµογή 2n γαµετών 

Η χρησιµοποίηση του µειωτικού πολυπλοειδισµού στα διειδικά 

βελτιωτικά προγράµµατα για την introgression χαρακτήρων από διπλοειδή σε 

τετραπλοειδή. Σε πολλά είδη ο πολυπλοειδισµός είναι το επακόλουθο των 

λειτουργικών 2n γαµετών από τον ένα ή και από τους δύο γονείς. Τέτοιοι 

γαµέτες είναι το επακόλουθο µηχανισµών της µειωτικής αποκατάστασης.  

 

 

2.8 Γενετική Βελτίωση στο βαµβάκι 

 

2.8.1 Γενικά 

 

Μια από τις µεγαλύτερες αλλαγές στην ιστορία της παγκόσµιας 

γεωργίας προήλθε µε τη χρήση των υβριδίων και το ξεπέρασµα της χρήσης 

πληθυσµών και καθαρών σειρών. Με τον όρο υβρίδια εννοούµε πληθυσµούς 

που είναι οι πρώτοι απόγονοι διασταυρώσεων γενετικά ανόµοιων γονέων που 

ανήκουν όµως στο ίδιο είδος ή σε συγγενή είδη (Καλτσίκης Π.,1989,σ.219). Η 

χρήση τους οδήγησε σε αύξηση της παραγωγικότητας µε συνήθως όµως 

αυξηµένες απαιτήσεις και σε εισροές. Χαρακτηριστικό τους είναι ότι για να 

παραχθούν οι σπόροι των υβριδίων θέλουν συγκεκριµένες διαδικασίες που 

µόνο εξειδικευµένοι επιστήµονες µπορούν να πραγµατοποιήσουν καθώς και 

ότι αν  οι σπόροι τους χρησιµοποιηθούν για  την αναπαραγωγή 

καλλιεργούµενων φυτών δίνουν συνεχώς µειωµένη παραγωγή. 

 

2.8.2 Μέθοδοι βελτίωσης βαµβακιού 

 

Οι µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για τη βελτίωση του βαµβακιού 

διαφέρουν από µεθόδους που χρησιµοποιούνται σε άλλα 

αυτογονιµοποιούµενα φυτά όπως το σιτάρι ή τη σόγια λόγω της µερικής 

σταυρογονιµοποιήσης και των αποτελεσµάτων που έχει στην ανακατανοµή 

του γενετικού υλικού µέσα στους πληθυσµούς του βαµβακιού. Τα 

καλλιεργούµενα βαµβάκια σπάνια φτάνουν στο σηµείο να είναι καθαρές 

σειρές όπως στα δηµητριακά ή τη σόγια. Μια µετρίου βαθµού ετερογένεια και 

ετεροζυγωτία είναι επιθυµητή στο βαµβάκι έτσι ώστε να εξασφαλίζει µερική 
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ετέρωση ώστε να διατηρηθεί το υψηλό παραγωγικό δυναµικό. Ο στόχος των 

βελτιωτών είναι να ‘καθαρίσουν’ τις σειρές σε τέτοιο βαθµό έτσι ώστε να 

επιτύχουν οµοιοµορφία, αλλά και να διατηρήσουν επαρκή ετεροζυγωτία έτσι 

ώστε οι καλλιέργειες να είναι εύρωστες και παραγωγικές. Αυτό επιτυγχάνεται 

µε την τελική επιλογή των σειρών στις πρώτες γενεές όπου η ετεροζυγωτία 

είναι ακόµα παρούσα, ή αναµειγνύοντας συγγενείς σειρές ή οικογένειες κατά 

την τελική παραγωγή της καλλιέργειας. Τελικά οι σειρές είναι οµοιόµορφες ως 

προς τα µορφολογικά χαρακτηριστικά τους, την ανοχή σε ασθένειες και 

έντοµα, την ποιότητα της ίνας αλλά παράλληλα διατηρούν επαρκή ποσοστό 

ετεροζυγωτίας έτσι ώστε να είναι εύρωστες και να έχουν εύρος οικολογικής 

προσαρµοστικότητας. 

 

Καθορισµός της ποικιλιακής καθαρότητας (Deteriotation in cultivar 

purity) 

 

Η αποµόνωση των γενεών οδηγεί σε απόκλιση του γονιδιώµατος από 

τον αρχικό καλλιεργητικό τύπο και σε καθορισµό της ποικιλιακής 

καθαρότητας, αναγκάζοντας κάθε φορά τους σποροπαραγωγούς να 

παράγουν καινούργιο απόθεµα σε σπόρο προερχόµενο από το σπόρο του 

βελτιωτή. Η στρατηγική των βελτιωτών βαµβακιού είναι η διατήρηση της 

οµοιοµορφίας στα φυτά, η ανοχή σε ασθένειες και σε έντοµα και η διατήρηση 

ή η βελτίωση των επιθυµητών χαρακτηριστικών της ίνας.  

Όπως και στα αυτογονιµοποιούµενα φυτά, ο υβριδισµός 

χρησιµοποιείται για την δηµιουργία νέων γενετικά συνδυασµών και η 

επαναδιασταύρωση αξιοποιείται στο να προσθέσει συγκεκριµένα επιθυµητά 

χαρακτηριστικά σε ήδη υπάρχουσες καλές εµπορικές ποικιλίες. Η 

επαναλαµβανόµενη επιλογή (Recurrent selection) µπορεί να αξιοποιηθεί στο 

να συγκεντρωθούν επιθυµητά γονίδια για συγκεκριµένα κληρονοµήσιµα 

ποσοτικά χαρακτηριστικά σε ένα βελτιούµενο γενετικό υλικό. 
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Εισαγωγή, Εγκλιµατισµός και αξιοποίηση του γενετικού υλικού 

(introduction, acclimatization and germplasm utilization) 

 

Ο εγκλιµατισµός παίζει σοβαρότερο ρόλο στην ανάπτυξη του γενετικού 

υλικού στο βαµβάκι από ότι σε άλλα αυτογονιµοποιούµενα φυτά όπως σιτηρά 

ή σόγια. Τα πρώτα βαµβάκια ήταν κατά ένα µεγάλο βαθµό µεικτοί πληθυσµοί 

µε διάφορα ποσοστά σταυρογονιµοποιήσης και ετεροζυγωτίας τα οποία 

έδιναν πλαστικότητα και δυνατότητα για γενετικές αλλαγές. Ήταν εκ 

καταγωγής τροπικά φυτά, ολοετή, φωτοπεριοδικά ευαίσθητα και δεν άνθιζαν 

σε συνθήκες µακράς ηµέρας. Παρόλα αυτά µε τη χρήση της 

επαναλαµβανόµενης επιλογής οι επόµενες γενεές άνθιζαν πρόωρα και ήταν 

φωτοπεριοδικά ουδέτερες. Η εισαγωγή γενετικού υλικού συνεχίζει να είναι 

πηγή συγκεκριµένων γονιδίων χρήσιµων σε προγράµµατα βελτίωσης. 

 

 

 

Η επιλογή στα βελτιωτικά προγράµµατα στο βαµβάκι 

 

Η επιλογή καθαρής σειράς δεν έχει πρακτική εφαρµογή στο βαµβάκι 

γιατί οδηγεί σε οµοζυγωτία, µειώνοντας την ευρωστία και το παραγωγικό 

δυναµικό. Αντίθετα χρησιµοποιείται µια µορφή γονικής επιλογής έτσι ώστε να 

διατηρηθεί η καθαρότητα της καλλιέργειας ώστε σταδιακά να βελτιωθεί όπως 

και η παραγωγή νέων σειρών σε αποµονωµένους πληθυσµούς όταν 

ακολουθούνται από διασταυρώσεις σε ένα πρόγραµµα διασταυρώσεων. Η 

επαναλαµβανόµενη επιλογή χρησιµοποιείται στο να ‘ενισχύσει’ τα γονίδια για 

ένα ποσοτικά κληρονοµήσιµο χαρακτηριστικό. Η γενετική και η 

κυτοπλασµατική αρρενοστειρότητα χρησιµοποιείται έτσι ώστε να απλοποιηθεί 

η µέθοδος της επαναλαµβανόµενης επιλογής. 

 

 Ο υβριδισµός στα βελτιωτικά προγράµµατα στο βαµβάκι         

 

Ο υβριδισµός είναι η πιο συνηθισµένη µέθοδος βελτίωσης για την 

παραγωγή νέων ποικιλιών βαµβακιού. Ο υβριδισµός αξιοποιείται στο να 

συνδυάσει γονίδια για επιθυµητά χαρακτηριστικά, στο να προσθέσει ένα 
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γονίδιο για ένα επιθυµητό χαρακτηριστικό µέσω της επαναδιασταύρωσης, ή 

στο να ενισχύσει (intensify) γονίδια για ένα ποσοτικό χαρακτηριστικό σε ένα 

πρόγραµµα επαναλαµβανόµενης επιλογής. Κατά τη διάρκεια των 

αποµονωµένων γενεών γενικά ακολουθείται η διαδικασία της γενεαλογικής 

επιλογής. Η επιλογή τερµατίζεται σε πρόωρο στάδιο, έτσι ώστε να παραµένει 

µερικό ποσοστό ετεροζυγωτίας, ενώ σπάνια επιδιώκεται µέχρι να φτάσει σε 

οµοζυγωτία. Οι σειρές διαφέρουν γενετικά αλλά συγχωνεύονται στο να 

δηµιουργήσουν τη νέα ποικιλία. 

 

Υβρίδια βαµβακιού 

 

Το ενδιαφέρον στην αξιοποίηση της υβριδικής ρώµης στο βαµβάκι, 

καλλιεργώντας υβρίδια πρώτης γενεάς, αυξήθηκε ακολουθώντας την 

ανακάλυψη της κυτοπλασµατικής αρρενοστειρότητας η οποία επιτεύχθηκε 

µεταφέροντας τα γονίδια από το G. hirsutum σε κυτόπλασµα του G. harkessii. 

Η επαναφορά της γονιµότητας γίνεται µε τη χρησιµοποίηση του γονιδίου 

επαναφοράς της γονιµότητας (Rf) προερχόµενο από το G. harkessii και ενός 

γονιδίου προερχόµενο από το βαµβάκι Pima το οποίο ενισχύει τη γονιµότητα.  

Στην Ινδία σπόροι υβριδικού βαµβακιού παράγονται εµπορικά µε 

ευνουχισµό και επικονίαση µε το χέρι, ή µε το χέρι επικονίαση γενετικά 

αρρενόστειρου βαµβακιού. Το σύστηµα παραγωγή υβριδικού βαµβακιού είναι 

το ίδιο µε αυτό στο σιτάρι και σόργο, αξιοποιώντας Α-, Β- και R- σειρές.   

 

2.9 Ταξινόµηση των υβριδίων  βαµβακιού 

2.9.1  Γενικά 

 

Στο βαµβάκι, οι διαφορετικοί τύποι υβριδίων που αναπτύσσονται για  

εµπορική καλλιέργεια µπορούν να ταξινοµηθούν σε διάφορες οµάδες βάσει:   

α. Των ειδών που συµµετέχουν στη διασταύρωση   

β. Του επίπεδου πλοειδίας ή του αριθµού των χρωµοσωµάτων των 

µητρικών φυτών, και   

γ. Της µεθόδου παραγωγής του υβριδικού σπόρου.   
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2.9.2 Ταξινόµηση µε βάσει των ειδών που συµµετέχουν στη 

διασταύρωση 

 

Η ταξινόµηση των υβριδίων βαµβακιού βάσει των ειδών που 

συµµετέχουν στη διασταύρωση µπορεί να χωριστεί σε δυο υποκατηγορίες 

στα (ι) τα ενδοειδικά υβρίδια, και (ιι) στα διειδικά υβρίδια.   

 

2.9.2.1 Ενδοειδικά υβρίδια  

 

Ένα υβρίδιο µεταξύ γενετικά διαφορετικών γενοτύπων που ανήκουν 

στο ίδιο είδος αναφέρεται ως ενδοειδικό υβρίδιο. Τα ενδοειδικά υβρίδια είναι 

πάντα γόνιµα. Στο βαµβάκι, τα ενδοειδικά υβρίδια έχουν απελευθερωθεί για 

την εµπορική καλλιέργεια στο G.hirsutum σε τετραπλοειδές επίπεδο και στο 

G.arboreum σε διπλοειδές επίπεδο.  

Τα περισσότερα από τα ενδοειδικά υβρίδια έχουν αναπτυχθεί µε τη 

συµβατική µέθοδο δηλαδή, µε ευνουχισµό και  γονιµοποίηση µε το χέρι ενώ, 

πολύ λίγα έχουν παραχθεί µέσω της χρήσης της αρρενοστειρότητας. Μέχρι 

τώρα στο είδος G.hirsutum, ένα υβρίδιο έχει αναπτυχθεί µέσω χρήσης της 

γενετικής αρρενοστειρότηας (υβρίδιο Suguna) και τρία υβρίδια µέσω της 

χρήσης της κυτταροπλασµατικής γενετικής αρρενοστειρότητας (υβρίδια 

PKVHy 3, PKVHy 4 και MECH 4). 

Τα ενδοειδικά υβρίδια των G.hirsutum και G.arboreum παρουσιάζουν 

ανεκτικότητα σε βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις. Τα ενδοειδικά υβρίδια 

του G.arboreum είναι ιδιαίτερα ανεκτικά στα ζιζάνια όπως και στις συνθήκες 

ξηρασίας. Αλλά η ποιότητα της ίνας και η δυνατότητα παραγωγής των 

ενδοειδικών υβριδίων G.hirsutum είναι καλύτερη από ότι στα υβρίδια του 

G.arboreum. Και τα ενδοειδικά υβρίδια του G.hirsutum και του G.arboreum 

έχουν ευρύτερη προσαρµοστικότητα. 

Έχουν αναπτυχθεί περισσότερα ενδοειδικά υβρίδια σε G.hirsutum σε 

σχέση µε το G.arboreum µε όλα υβρίδια που αναπτύσσονται σε G.hirsutum 

και G.arboreum να είναι απλά διασταυρωµένα υβρίδια.   

Στο G.hirsutum, το πρώτο ενδοειδικό υβρίδιο απελευθερώθηκε το 1970 

µε το κωδικό Η4 από τον κύριο ερευνητικό σταθµό βαµβακιού, Σουράτ του 

γεωργικού πανεπιστηµίου του Gujarat. Το Η4 είναι το πρώτο υβρίδιο 
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βαµβακιού που απελευθερώθηκε για εµπορική καλλιέργεια. Το πρώτο 

ενδοειδικό υβρίδιο G.arboreum απελευθερώθηκε το 1994 µε τον κωδικό LDH 

11 από τον ερευνητικό σταθµό βαµβακιού του γεωργικού πανεπιστηµίου του 

Punjab, Ludhiana.  (www.ikisan.com) 

 

2.9.2.2 ∆ιειδικά υβρίδια  

 

Οι F1 απόγονοι µεταξύ δύο διαφορετικών ειδών του ίδιου γένους 

αναφέρονται ως διειδικά υβρίδια. Η ανάπτυξη των πλήρως γόνιµων διειδικών 

υβριδίων είναι δυνατή µόνο µεταξύ εκείνων των ειδών που έχουν την πλήρη 

χρωµοσωµική οµολογία. Στο βαµβάκι, τα διειδικά υβρίδια είναι πλήρως γόνιµα 

µεταξύ G.hirsutum και G.barbadense και µεταξύ του G.arboreum και 

G.herbaceum.. Τα διειδικά υβρίδια που έχουν απελευθερωθεί µεταξύ 

G.hirsutum και G.barbadense είναι σε τετραπλοειδές επίπεδο και µεταξύ του 

G. arboreum και G.herbaceum. σε διπλοειδές επίπεδο, µε όλα να έχουν 

αναπτυχθεί µε τη συµβατική µέθοδο.  Τα περισσότερα από τα διειδικά υβρίδια 

που έχουν απελευθερωθεί είναι σε τετραπλοειδές επίπεδο και πολύ λίγα είναι 

σε διπλοειδές επίπεδο.   

Τα ενδοειδικά υβρίδια µπορούν να καλλιεργηθούν υπό αρδευόµενες 

συνθήκες αλλά όχι υπό συνθήκες ξηρασίας γιατί ο γονέας G.barbadense σε 

τέτοια υβρίδια είναι ευαίσθητος στη ξηρασία. Εντούτοις, τα διειδικά διπλοειδή 

υβρίδια µπορούν να καλλιεργηθούν και υπό τις δυο συνθήκες άρδευσης και 

µη. 

Τα διειδικά τετραπλοειδή υβρίδια είναι ευαίσθητα στη παρουσία 

παρασίτων, ενώ τα διειδικά διπλοειδή υβρίδια είναι ιδιαίτερα ανεκτικά στα 

παράσιτα. Με τα διειδικά τετραπλοειδή υβρίδια να έχουν την καλύτερη 

ποιότητα ινών και την υψηλότερη παραγωγή σε σχέση µε τα διειδικά 

διπλοειδή υβρίδια. (Clark et al. 1998; Akdemir et al. 2001; Dong et al. 2004) 

Επίσης τα διειδικά υβρίδια παράγουν περισσότερη ποσότητα σπόρου 

και ίνα σε σχέση µε το G. hirsutum, και µε ποιότητα των ινών (µήκος, 

λεπτότητα και αντοχή) ισοδύναµη µε αυτή του G. barbadense (Davis 1978; 

Clark et al. 1998; Akdemir et al. 2001; Venkateswarlu 2001). 

 Όλα τα διειδικά υβρίδια που αναπτύσσονται στο τετραπλοειδές και 

διπλοειδές βαµβάκι είναι µέχρι τώρα απλά διασταυρούµενα υβρίδια.   
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Στο τετραπλοειδές βαµβάκι, το πρώτο διειδικό υβρίδιο αναπτύχθηκε το 

1972 µε το όνοµα Varalaxmi από τον ερευνητικό σταθµό βαµβακιού, 

Dharwad, πανεπιστήµιο των γεωργικών επιστηµών στη Βαγκαλόρη. Στο 

διπλοειδές βαµβάκι, το πρώτο διειδικό υβρίδιο απελευθερώθηκε το 1985 από 

τον κύριο ερευνητικό σταθµό βαµβακιού, Σουράτ του γεωργικού 

πανεπιστηµίου του Gujarat για την καλλιέργεια στο κράτος του Gujarat. 

 

 

2.9.3 Ταξινόµηση µε βάση το επίπεδο πλοειδίας 

 

Με βάση το επίπεδο πλοειδίας τα υβρίδια βαµβακιού µπορούν να 

χωριστούν σε δυο είδη (i) σε τετραπλοειδή υβρίδια, και (ii) σε διπλοειδή 

υβρίδια.   

Εκείνα τα υβρίδια που αναπτύσσονται στα τετραπλοειδή είδη 

αναφέρονται ως τετραπλοειδή υβρίδια και εκείνοι που παράγονται στα 

διπλοειδή είδη αναφέρονται ως διπλοειδή υβρίδια.  

 

2.9.3.1 Τετραπλοειδή υβρίδια  

 

Τα τετραπλοειδή υβρίδια αναπτύσσονται στο G.hirsutum και 

G.barbadense. Τα τετραπλοειδή υβρίδια είναι δύο τύπων, δηλαδή, ενδοειδικά 

και διειδικά. Τα ενδοειδικά υβρίδια έχουν αναπτυχθεί µόνο σε G.hirsutum.   

   

2.9.3.2 ∆ιπλοειδή υβρίδια  

 

Είναι τα διπλοειδή υβρίδια που αναπτύσσονται µεταξύ των ειδών 

G.arboreum και G.herbaceum. Τα διπλοειδή υβρίδια µπορεί να είναι δύο 

τύπων, ενδοειδικά και διειδικά. Τα ενδοειδικά υβρίδια έχουν αναπτυχθεί µόνο 

µεταξύ γενοτύπων του είδους G.arboreum.  

Τα διπλοειδή υβρίδια έχουν υψηλή ανεκτικότητα στα έντοµα, τις 

ασθένειες και τις συνθήκες ξηρασίας. Το κύριο µειονέκτηµα των διπλοειδών 

υβριδίων είναι ότι η µικρή παραγωγικότητα υβριδισµένου σπόρου, λόγω της 

φτωχής παραγωγής σπόρου στα διασταυρωµένα καρύδια.  
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2.9.4 Ταξινόµηση µε βάση τη µέθοδο παραγωγής σπόρου των υβριδίων 

 

Με βάση τη µέθοδο παραγωγής σπόρου των υβριδίων, αυτά διαχωρίζονται 

σε:  

 

2.9.4.1 Συµβατικά υβρίδια  

 

Είναι τα υβρίδια όπου ο ευνουχισµός και η γονιµοποίηση γίνεται µε το 

χέρι. Η πλειοψηφία των υβριδίων βαµβακιού αναπτύσσεται µε τη συµβατική 

µέθοδο. Τα συµβατικά υβρίδια έχουν αναπτυχθεί στα τετραπλοειδή και στα 

διπλοειδή βαµβάκια τόσο σε ενδοειδικό όσο και σε διειδικό επίπεδο.   

Υπάρχουν δύο κύρια µειονεκτήµατα των συµβατικών υβριδίων. Αρχικά, 

ο σπόρος τέτοιων υβριδίων είναι πολύ ακριβός επειδή οι εργάτες είναι 

δεσµευµένοι καθηµερινά για τη διαδικασία ευνουχισµού κατά τη διάρκειας της 

περιόδου των διασταυρώσεων. Αφετέρου, δε ο ευνουχισµός µε το χέρι 

προκαλεί πιθανόν τραυµατισµό στο θηλυκό µέρος, µε συνέπεια τη φτωχή 

υβριδική παραγωγή σπόρου. 

 

2.9.4.2 Αρρενόστειρα υβρίδια  

 

Τέτοια υβρίδια αναπτύσσονται µέσω της χρήσης είτε της γενετικής 

αρρενοστειρότητας είτε της κυτταροπλασµατικής γενετικής 

αρρενοστειρότητας.   

Στο βαµβάκι, πολύ λίγα υβρίδια έχουν αναπτυχθεί µέσω της χρήσης 

της αρρενοστειρότητας. Όλα τα αρρενόστειρα υβρίδια έχουν απελευθερωθεί 

µόνο σε ενδοειδικά υβρίδια G.hirsutum µέχρι τώρα.   

Το πρώτο υβρίδιο αναπτύχθηκε το 1978 µε το όνοµα Suguna µέσω της 

χρήσης της γενετικής αρρενοστειρότητας. Σήµερα υπάρχουν τρία υβρίδια, τα 

PKVHy 3, PKVHy 4 και MECH 4 τα οποία έχουν αναπτυχθεί µέσω της χρήσης 

της κυτταροπλασµατικής γενετικής αρρενοστειρότητας.  

Υπάρχουν δύο κύρια πλεονεκτήµατα αυτών των υβριδίων. Αρχικά, ο 

σπόρος τέτοιων υβριδίων είναι φτηνότερος λόγω της απουσίας της 

διαδικασίας ευνουχισµού. Αφετέρου δε, η παραγωγή σπόρου σε τέτοια 

υβρίδια είναι υψηλότερη επειδή δεν υπάρχει κανένας τραυµατισµός της 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 16:07:35 EEST - 52.207.220.85



  Σελίδα 

44 

 

  

ωοθήκης λόγω της απουσίας της διαδικασίας ευνουχισµού. Εντούτοις, η 

παραγωγή προς το παρόν των απελευθερωµένων αρρενόστειρων υβριδίων 

είναι 10-15% χαµηλότερη από των συµβατικών υβριδίων που περιλαµβάνει 

τους ίδιους γονείς.  

 

2.9.5 Πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα των υβριδίων 

 

Τα κυριότερα πλεονεκτήµατα της χρήσης των υβριδίων βαµβακιού είναι 

η ανώτερη στρεµµατική απόδοση που συνδέεται µε την καλύτερη ποιότητα 

των ινών, ενώ παράλληλα έχουν ευρύτερη προσαρµοστικότητα. 

Από την άλλη πλευρά τα υβρίδια παρουσιάζουν κάποια µειονεκτήµατα 

όπως το υψηλό κόστος παραγωγής του σπόρου. Στο βαµβάκι, ο υβριδικός 

σπόρος παράγεται συνήθως µε ευνουχισµό και γονιµοποίηση µε το χέρι, 

διαδικασία που είναι πολύ δαπανηρή και αυτό το υψηλό κόστος του σπόρου 

δεν µπορεί να προσφερθεί από τους παραγωγούς. Ακόµα και αν 

χρησιµοποιείται η αρρενοστειρότητα, η γονιµοποίηση πρέπει να γίνει µε το 

χέρι γεγονός που ανεβάζει πάλι το κόστος.  

Άλλο µειονέκτηµα είναι το υψηλό κόστος της καλλιέργειας. Η 

καλλιέργεια των υβριδίων είναι εντατική σε εισροές από την άποψη των 

λιπασµάτων και των φυτοφαρµάκων από τις ποικιλίες. Το υψηλό κόστος του 

σπόρου και η περισσότερο απαιτητική καλλιέργεια ενεργούν ως εµπόδια στην 

επέκταση της καλλιεργούµενης περιοχής από το υβριδικό βαµβάκι.  

Υπάρχει δυσκολία στην παραγωγή σπόρου, κυρίως στα διπλοειδή 

υβρίδια. Η παραγωγή σπόρου σε διπλοειδή διασταυρώσεις είναι πολύ χαµηλή 

(περίπου 25%).   

Επίσης το πρόβληµα κόµπων και των άγονων ωαρίων είναι 

µεγαλύτερο στα διειδικά υβρίδια απ' ότι στα ενδοειδικά. Η παρουσία τους έχει 

επιπτώσεις στην ποιότητα των νηµάτων και οδηγεί στην άσχηµη εµφάνιση του 

νήµατος. 
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2.10 In vitro καλλιέργεια 

 

In vitro καλλιέργεια σηµαίνει καλλιέργεια µέσα σε γυαλί και πιο 

συγκεκριµένα είναι η καλλιέργεια κυττάρων, ιστών και οργάνων κάτω από 

ασηπτικές συνθήκες και σε ελεγχόµενα περιβάλλοντα. 

Ιστορικά η πρώτη in vitro καλλιέργεια έγινε το 1902 από τον 

Haberlandt, αλλά η πρώτη εµπορική χρήση της έγινε δεν έγινε µέχρι την 

δεκαετία του 1920 όπου χρησιµοποιήθηκε για την βλάστηση και ανάπτυξη 

φυτών ορχιδέας. ∆εν ήταν όµως µέχρι το 1962 µε την ανακάλυψη του 

θρεπτικού µέσου από τους Murashige and Skoog  όπου µπόρεσε πραγµατικά 

να αξιοποιηθεί εµπορικά. Τις δεκαετίες του 60 και 70 που ακολούθησαν, 

είχαµε την πρώτη κλωνοποίηση φυτών από τον Murashige, ενώ παράλληλα  

είχαµε την πρώτη παραγωγή απλοειδών καθώς καθώς και σύντηξη 

πρωτοπλαστών. 

Τα πλεονεκτήµατα της in vitro καλλιέργειας είναι:  

 

1. Γρήγορη παραγωγή ακριβών αντιγράφων φυτών µε επιθυµητά 

γνωρίσµατα 

2. Ταχύτερη παραγωγή ώριµων φυτών 

3. Παραγωγή φυτών από γενετικά τροποποιηµένα φυτικά κύτταρα 

4. Παραγωγή φυτών ελευθέρων από ασθένειες 

5. Παραγωγή απλοειδών φυτών 

6. Παραγωγή φυτών των οποίων η ανάπτυξη µέσω σπόρου έχει 

χαµηλές πιθανότητες επιτυχίας  

7. Εισαγωγή νέων ποικιλιών και γενοτύπων  

 

2.10.1 Παράγοντες που επηρεάζουν την ιστοκαλλιέργεια 

Κυρίως η ιστοκαλλιέργεια επηρεάζεται από τέσσερις παράγοντες, (i) το 

υπόστρωµα ανάπτυξης, (ii) περιβαλλοντικούς παράγοντες, (iii) πoια είναι η 

πηγή των εκφύτων, καθώς και (iv) γενετικούς παράγοντες. 

  

1. Υπόστρωµα ανάπτυξης  

Είναι απαραίτητη η παρουσία κάποιων θρεπτικών συστατικών µέσα 

στο υπόστρωµα ανάπτυξης, καθώς και µια οργανική πηγή άνθρακα. Ουσίες 
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όπως σάκχαρα (σουκρόζη), βιταµίνες (Β1), συνένζυµα, οργανικά 

συµπληρώµατα, ρυθµιστές ανάπτυξης και άγαρ, είναι απαραίτητα στην in vitro 

καλλιέργεια. 

 

2. Περιβαλλοντικοί παράγοντες 

Μεγάλο ρόλο παίζουν οι συνθήκες του περιβάλλοντος στην in vitro 

καλλιέργεια.  Η ένταση, η διάρκεια του φωτός, η θερµοκρασία, οι παρουσία 

ασηπτικών συνθηκών και το είδος υποστρώµατος, είναι µερικές τις 

παραµέτρους που πρέπει να προσαρµοστούν ανάλογα µε το είδος του φυτού.                                           

 

3. Πηγή των έκφυτων 

Ένας από του παράγοντες που επηρεάζει την in vitro καλλιέργεια είναι 

και η πηγή των εκφύτων, δηλαδή η ηλικία και το είδος του φυτού. ∆ιαφορετικά 

είδη φυτών απαιτούν διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας, καθώς και ιστοί 

µεγάλης ηλικίας απαιτούν διαφορετική µεταχείριση. 

 

4. Γενετικοί παράγοντες  

Οι γενετικοί παράγοντες επηρεάζουν σε αρκετά µεγάλο βαθµό την in 

vitro καλλιέργεια, αφού διαφορές στην ιστοκαλλιέργεια δεν έχουµε µόνο 

ανάµεσα σε διαφορετικά είδη φυτών, αλλά αρκετές φορές µπορεί να 

απαιτούνται και διαφορετικές συνθήκες από φυτό σε φυτό. 

 

2.10.2 Εφαρµογές της in vitro καλλιέργειας 

  

.  Η τεχνολογία της in vitro καλλιέργειας βασίζεται σε µία ποικιλία µεθόδων 

που σχετίζονται µε την χρήση συγκεκριµένου εκφύτου και τον επιδιωκόµενο 

στόχο. Εφαρµογές όπως η κλωνική αναπαραγωγή, η καλλιέργεια 

γαµετοφύτων και η καλλιέργεια πρωτοπλαστών αλλά και άλλες, συνέφεραν 

στην παραγωγή νέων γενοτύπων.  

 

 

Α. Μικροπολλαπλασιασµός 

Η πρώτη εφαρµογή είναι αυτή του µικροπολλαπλασιασµού. Βασική 

αρχή του µικροπολλάπλασιασµου είναι η παραγωγή πανοµοιότυπων 
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αντιγράφων ενός φυτού τα οποία είναι όµοια µε το µητρικό. Σηµαντικό είναι η 

χρησιµοποίηση µεριστωµατικού ιστού σαν έκφυτο, και προσπαθούµε να 

αποφύγουµε το στάδιο του κάλλου. Αποφεύγοντας το στάδιο του κάλλου, 

αποφεύγουµε και τις συνέπειες που συσχετίζονται µε την καλλιέργεια του, 

όπως η σωµατοκλωνική παραλλακτικότητα, και στο τέλος έχουµε την 

παραγωγή πραγµατικών κλώνων. Η ιστοκαλλιέργεια µπορεί να γίνει και µε 

άλλες πηγές εκφύτου ακόµη και κάλλου, αλλά συνήθως µπορεί να 

παρουσιαστούν προβλήµατα.  

Ο µικροπολλαπλασιασµός αποτελείται από 5 στάδια: Το πρώτο 

στάδιο, το Στάδιο 0 όπως αναφέρετε, είναι η επιλογή και η προετοιµασία του 

ιστού για αποστείρωση. Το επόµενο στάδιο είναι η τοποθέτηση του 

αποστειρωµένου ιστού µέσα σε ένα θρεπτικό υπόστρωµα µε µακροστοιχεία 

και µικροστοιχεία. Στο επόµενο στάδιο προσπαθούµε να προκαλέσουµε 

αύξηση βλαστών µε αυξηµένη παρουσία ορµονών και πιο συγκεκριµένα τις 

κυτοκινήνες. Το επόµενο στάδιο είναι να προκαλέσουµε έναρξη της 

ριζοβολίας µε αυξηµένες ποσότητες αυξινών. Αφού έχουν δηµιουργηθεί οι 

βλαστοί και οι ρίζες, το επόµενο στάδιο είναι να µεταφέρουµε τα φυτά στο 

έδαφος για σκληραγώγηση.  

 

Β. ∆ιατήρηση του γενετικού υλικού 

Η επόµενη εφαρµογή είναι η διατήρηση του γενετικού υλικού. Είναι µια 

προέκταση του µικροπολλαπλασιασµού. Χρησιµοποιείται όταν τα φυτά δεν 

µπορούν να παράγουν σπόρους ή αποθηκεύσιµους σπόρους ή όταν πρέπει 

να διατηρηθούν σαν ακριβή κλώνοι για βελτιωτικά ή ερευνητικά προγράµµατα. 

(π.χ. πατάτες)  

Υπάρχουν δυο κύριες µέθοδοι. Η πρώτη αναφέρεται σε µείωση του 

ρυθµού ανάπτυξης του γενετικού υλικού. Για να το επιτύχουµε αυτό 

χρησιµοποιούµε διάφορες τεχνικές όπως η διατήρηση των φυτικών οργάνων 

σε χαµηλές θερµοκρασίες (γύρω στους 4 οC για τα καλλιεργούµενα είδη και 

γύρω στους 10-14 oC για τα τροπικά είδη), µε µείωση του φωτισµού και µε 

αφυδάτωση των ιστών. Με αυτό τον τρόπο οι ιστοί µπορούν να διατηρηθούν 

για χρονικό διάστηµα από 1-4 χρόνια. 
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Εικόνα 5: ∆ιατήρηση γενετικού υλικού κάτω από ειδικές συνθήκες 

θερµοκρασίας και φωτισµού 

 

Γ. Κρυοδιατήρηση 

Η επόµενη µέθοδος είναι η κρυοδιατήρηση. Στην κρυοδιατήρηση 

χρησιµοποιούµε ακόµη πιο χαµηλές θερµοκρασίες µε την χρήση υγρού 

αζώτου. Σε αυτές τις θερµοκρασίες σταµατούν οι κυτταρικές διαιρέσεις και 

όλες οι µεταβολικές διαδικασίες. Υπό αυτές τις συνθήκες ο χρόνος διατήρησης 

είναι θεωρητικά επ' αόριστον.  

 

∆. ∆ηµιουργία σωµατοκλωνικής παραλλακτηκότητας 

Η επόµενη εφαρµογή είναι αυτή της δηµιουργίας σωµατοκλωνικής 

παραλλακτικότητας Η σωµατοκλωνική παραλλακτικότητα είναι ένα γενικό 

φαινόµενο που παρατηρείται σε φυτά προερχόµενα από ιστοκαλλιέργεια που 

περιλαµβάνει το στάδιο του κάλλου. Η σωµατοκλωνική παραλλακτικότητα 

είναι µια χρήσιµη πηγή για την εισαγωγής γενετικής παραλλακτικότητας η 

οποία µπορεί να είναι χρήσιµη στους βελτιωτές. Μπορεί να είναι µια απλή 

γονιδιακή µετάλλαξη στον πυρήνα ή σε άλλα οργανίδια, που όµως να 

αποκαλύψει επιθυµητά χαρακτηριστικά στον γενότυπο, όπως η αντοχή σε 

ασθένειες και ζιζανιοκτόνα.  

Μπορεί να έχει δυο µορφές. Η πρώτη είναι κληρονοµήσιµη στους 

απογόνους και προκαλεί αλλαγές στο DNA. Η άλλη είναι σταθερή µεν, αλλά 

δεν είναι κληρονοµήσιµη, απλώς προκαλεί αλλαγές στην έκφραση του 

γονιδίου (επιγενετικές αλλαγές). 
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Ε. Καλλιέργεια εµβρύων 

Η επόµενη εφαρµογή είναι η καλλιέργεια εµβρύων. Η 

εµβρυοκαλλιέργεια  προήλθε από την ανάγκη για διάσωση των εµβρύων που 

προέρχονται από διασταυρώσεις µακριά συγγενικών ειδών επειδή δεν 

µπορούσε το έµβρυο να  αναπτυχθεί. 

Η καλλιέργεια εµβρύων χρησιµοποιείται κυρίως για την διάσωση F1 

υβριδίων που προέρχονται από διασταυρώσεις µακριά συγγενικών ειδών 

όπως διασταυρώσεις µεταξύ καλλιεργούµενων και άγριων ειδών. Επίσης µε 

την προσθήκη κατάλληλων ορµονών (GA) στο θρεπτικό µέσο µπορούµε να 

ξεπεράσουµε το λήθαργο του σπόρου. Μπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί για 

να ξεπεραστεί η ανωριµότητα των σπόρων και µε αυτό τον τρόπο µπορούµε 

να έχουµε αύξηση των γενεών ανά έτος, το οποίο είναι χρήσιµο στα 

βελτιωτικά προγράµµατα ή µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την διάσωση 

πολύτιµων γενοτύπων.  

 

Εικόνα 6: Καλλιέργεια εµβρύου πατάτας 

 

ΣΤ. Παραγωγή Απλοειδών και διαπλοειδών φυτών 

Η επόµενη εφαρµογή είναι η παραγωγή απλοειδών και διαπλοειδών 

φυτών. Απλοειδή φυτά είναι φυτά ,τα οποία έχουν τον µονό αριθµό 

χρωµοσώµων στα σωµατικά τους κύτταρα και µπορούν να παραχθούν µε 

τρεις τρόπους:  

1. Μέσω της διάσωσης εµβρύων που προέρχονται από διειδικές 

διασταυρώσεις, τα οποία έχουµε την δηµιουργία αλλόπολυπλοειδών όπως το 

triticale.  

2. Από καλλιέργεια ανθήρων ή γύρης, όπως και  
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3. Από καλλιέργεια αγονιµοποίητων ωαρίων.  

Με αυτό των τρόπο έχουµε παραγωγή ώριµού φυτού από ένα µόνο 

µικροσπόριο ή µακροσπόριο. 

Τα απλοειδή  είναι αδύνατα και στείρα φυτά. Για αυτό το λόγο πρέπει 

να κάνουµε διπλασιασµό των χρωµοσώµων για παραγωγή διαπλοειδών 

φυτών, τα οποία έχουν κανονική ανάπτυξη και γονιµότητα.. Αυτό µπορεί να 

επιτευχθεί µε δυο τρόπους : µπορεί να γίνει αυθόρµητα, ένα γεγονός που 

συµβαίνει σε όλα τα απλοειδή ή µε την χρήση κολχικίνης.  

Τα απλοειδή µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την αξιολόγηση των 

απογόνων της F1 γενιάς και πιο συγκεκριµένα για την αξιολόγηση τους για 

υποτελή και ποσοτικά χαρακτηριστικά. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

δηµιουργία F2 οικογενειών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

ανάπτυξη µοριακών δεικτών, ή για την σταθεροποίηση καθαρών σειρών. 

Θεωρητικά µπορούν να χρησιµοποιηθούν και για την µείωση της 

οµοµεικτικής εξασθένησης. Αν κάνουµε έλεγχο για επιβλαβή γονίδια και σε 

µεγάλους πληθυσµούς, θεωρητικά µπορούµε να µειώσουµε ή να 

εξαφανίσουµε την οµοµεικτική εξασθένηση. 

 

Ζ. In vitro υβριδοποίηση 

Η επόµενη εφαρµογή είναι αυτή της in vitro υβριδοποίησης. Οι 

πρωτοπλάστες είναι κύτταρα στα οποία απουσιάζει το κυτταρικό τοίχωµα. 

Μπορούµε να τους αποµονώσουµε από όλα τα µέρη του φυτού φύλλα, άνθη, 

βλαστούς, ρίζες, ανθήρες, στήµονες 

Χρησιµοποιούνται δυο τρόποι για την αποµόνωση τους :  

1. Μηχανικά και  

2. Ενζυµατικά, χρησιµοποιώντας ένα µίγµα από ένζυµα που περιέχουν 

κελουλάσες (Trichoderma reesei), ηµικελουλάσες και πηκτινάσες 

(Macerozyme) . 

Υπάρχουν 3 µέθοδοι για να πετύχουµε την σύντηξη: Η πρώτη είναι µε 

την χρήση ηλεκτρικού πεδίου και γίνεται σε δυο φάσεις. Στην πρώτη φάση 

γίνεται τοποθέτηση των πρωτοπλαστών σε εναλλασσόµενο ηλεκτρικό πεδίο 

υψηλής συχνότητας που οδηγεί στο σχηµατισµό αλυσίδων. Στην επόµενη 

φάση που ακολουθεί µερικά ms αργότερα οι πρωτοπλάστες τοποθετούνται σε 

συνεχές ηλεκτρικό πεδίο το οποίο οδηγεί σε σύντηξη. 
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Εικόνα 7: Η πρώτη φάση (αριστερά) και η δεύτερη φάση (κέντρο και 

δεξιά) της σύντηξης 

 

Η δεύτερη µέθοδος είναι αυτή της πολυαιθυλικής γλυκόλης που 

προκαλεί συγχώνευση πολλών τύπων σωµατιδίων, µεταξύ των οποίων και οι 

πρωτοπλάστες, όταν αυτοί φυγοκεντρίζονται παρουσία της.  

Η τρίτη µέθοδος κάνει χρήση ιόντων ασβεστίου και απαιτεί χρήση 

υψηλού pH.  

Η σύντηξη των πρωτοπλαστών µπορεί να υπάρξει και αυθόρµητα στη 

φύση, όµως αυτό σπάνια συµβαίνει, εξαιτίας αµοιβαίας απώθησης λόγω 

αρνητικά φορτισµένων πλασµατικών µεµβρανών. 

Οι πρωτοπλάστες έχουν αρκετές χρήσεις στην επιστηµονική κοινότητα. 

Μπορούν να χρησιµοποιηθούν για τον συνδυασµό δυο γενωµάτων, έχοντας 

έτσι την δηµιουργία αλλοπολυπλοειδών. Μπορεί να χρησιµοποιηθούν για την 

µερική µεταφορά γενώµατος και την µεταφορά οργανιδίων, όπως 

χλωροπλαστών και µιτοχονδρίων και χρησιµοποίηση ιονίζουσας ακτινοβολίας 

για την καταστροφή του µη επιθυµητού πυρηνικού DNA. Τα τελευταία χρόνια 

βρίσκουν και εφαρµογή στη γενετική µηχανική και χρησιµοποιούνται για την 

εισαγωγή ενός ή περισσοτέρων γονιδίων µέσα σε ένα κύτταρο στόχο. 

 

Η. Παραγωγή δευτερογενών µεταβολιτών 

Η επόµενη εφαρµογή είναι η παραγωγή δευτερογενών µεταβολιτών 

των φυτών όπως αλκαλοειδή, τερπενοειδή, στεροειδή, ανθοκυανίνες, 

Ανθρακουινόνες, Πολυφαινόλες, ουσίες εµπορικά πολύτιµες αλλά και 

πολύπλοκες ενώσεις που δεν µπορούν να παραχθούν στο εργαστήριο. Οι 

ουσίες αυτές συνήθως δεν είναι µέρος του κυρίως µεταβολισµού του φυτού 

και δεν έχουν γνωστή λειτουργιά στο φυτό.  
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Η τεχνική που χρησιµοποιείται για την παραγωγή δευτερογενών 

µεταβολιτών είναι αυτή της καλλιέργειας κυττάρων. Και µπορούµε να το 

επιτύχουµε µε δυο διαφορετικές κατευθύνσεις . Η πρώτη είναι µε γρήγορη 

ανάπτυξη των κυττάρων που οδηγεί σε παραγωγή τους σε µεγάλες 

ποσότητες και η δεύτερη είναι η ανάπτυξη και ακολούθως η σταθεροποίηση 

των κυττάρων για παραγωγή σταθερής ποσότητας ουσιών για παρατεταµένο 

χρονικό διάστηµα 

Συνήθως η ιστοκαλλιέργεια χρησιµοποιείται στην αναγέννηση 

µεταµορφωµένων φυτικών ειδών µετά από εισαγωγή ξένου προς αυτά DNA 

για την δηµιουργία επιθυµητών γενοτύπων όπως φυτά µε ανθεκτικότητα σε 

ζιζανιοκτόνα και έντοµα. Με το ίδιο τρόπο µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί 

για την µελέτη της λειτουργία των γονιδίων που εισάγονται.  

 

2.11 Καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

 

Το πρώτο βήµα στην καλλιέργεια πρωτοπλαστών είναι η ανάπτυξη του 

κυτταρικού τοιχώµατος γύρω από την κυτταρική µεµβράνη των 

πρωτοπλαστών. Αυτό ακολουθείται από την έναρξη της διαίρεσης του 

νεοσυσταθέντος κυττάρου δηµιουργώντας έτσι µικρές οµάδες κυττάρων 

(colonies). Με χειρισµό τόσο των θρεπτικών, όσο των φυσιολογικών 

συνθηκών στο θρεπτικό µέσο, οι µικρές οµάδες µπορεί να αναπτυχθούν σε 

κάλλο ή ακόµη να αναγεννηθούν σε ολόκληρα φυτά. Οι καλλιεργητικές 

µέθοδοι και οι απαιτήσεις των αποµονωµένων πρωτοπλαστών είναι σχεδόν 

πάντα όµοιες µε αυτές των µεµονωµένων κυττάρων.  

Οι αποµονωµένοι πρωτοπλάστες ή τα υβρίδια αυτών καλλιεργούνται 

είτε σε υγρό καλλιεργητικό µέσο  ή σε άγαρ. Μια κοινή χρήση είναι η 

χρησιµοποίηση υγρού υποστρώµατος στο οποίο είναι ενσωµατωµένοι οι 

πρωτοπλάστες ή τα ετεροκάρυα υπό την µορφή λεπτού στρώµατος από 

θρεπτικά συστατικά µέσα σε σφραγισµένους µε parafilm δίσκους petri.  Τότε 

αφήνονται σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού σε θερµοκρασίες 25-28 oC.  
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2.11.1 Θρεπτικοί παράγοντες 

 

Τα καλλιεργητικά µέσα των πρωτοπλαστών συνήθως αποτελούνται µε 

θρεπτικά συστατικά παρόµοια µε αυτά που απαιτούνται για την καλλιέργεια 

του κάλλου και των καλλιεργειών αιωρηµάτων (suspension cultures). Παρόλα 

αυτά, η συγκέντρωση του σιδήρου, του ψευδαργύρου και του αζώτου,  που 

χρησιµοποιείται για στην ιστοκαλλιέργεια µπορεί να είναι  πολύ υψηλή για την 

καλλιέργεια των πρωτοπλαστών. Κυρίως κατάλληλα για την καλλιέργεια 

πρωτοπλαστών θεωρούνται τα άλατα Β5 και το καλλιεργητικό µέσο MS µε 

µερικές όµως µετατροπές. Αυξάνοντας την συγκέντρωση του Ca2+ στο 

καλλιεργητικό µέσο, δυο µε τέσσερις φορές περισσότερο από την κανονική 

συγκέντρωση, µπορεί να έχει ευεργετικό αποτέλεσµα στην διατήρηση της 

ακεραιότητας της κυτταρικής µεµβράνης (Torres 1989). Γενικά όµως, το 

καλλιεργητικό µέσο, πρέπει να περιέχει 3-5% σουκρόζη, όµως σε µερικά φυτά 

όπως ο καπνός απαιτείται µικρότερη συγκέντρωση  σουκρόζης (1,5%). 

Επίσης στο σύστηµα απαιτείται και µια οργανική πηγή αζώτου υπό την µορφή 

CH, ενώ άζωτο µε την µορφή NH4NO3 απαιτείται σαν πηγή ανόργανου 

αζώτου.  

Οι βιταµίνες που χρησιµοποιούνται για την καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

είναι παρόµοιες µε αυτές που χρησιµοποιούνται και στην ιστοκαλλιέργεια. 

Οι αυξίνες και οι κυτοκινήνες χρησιµοποιούνται στην καλλιέργεια 

πρωτοπλαστών σε διαφορετικούς συνδυασµούς έτσι ώστε να προκαλέσουν 

τον σχηµατισµό του κυτταρικού τοιχώµατος αλλά και των κυτταρικών 

διαιρέσεων στους αποµονωµένους πρωτοπλάστες. Οι πρωτοπλάστες των 

δηµητριακών απαιτούν 2,4 D το οποίο από µόνο του µπορεί να είναι επαρκές, 

αλλά θα έχουµε καλύτερα αποτελέσµατα αν συνδυαστεί µε κυτοκινίνη (Vasil 

and Vasil, 1980). Παρόλα αυτά, η χρησιµοποίηση µόνο 2,4 D σαν αυξιτικού 

παράγοντα, προκαλεί την απώλεια µορφογενετικού δυναµικού στους 

νεοδιαιρεµένους κάλλους. Άλλες αυξίνες που µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

είναι το IAA και το NAA. Οι κυριότερες κυτοκινίνες που χρησιµοποιούνται είναι 

το BAP, κινητίνη, 2iP και η ζεατίνη. Παρόλο ο ακριβής συνδυασµός των 

ορµονών που απαιτούνται στο καλλιεργητικό µέσω διαφέρει ανάλογα µε το 

είδος, γενικά έχει παρατηρηθεί ότι οι πρωτοπλάστες που προέρχονται από 

καλλιέργεια µε ζωηρό ρυθµό ανάπτυξης απαιτούν µεγαλύτερο λόγο 
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αυξίνης/κινητίνης για να διαιρεθούν, ενώ αυτοί που προέρχονται από 

διαφοροποιηµένα κύτταρα, όπως κύτταρα φύλλου, απαιτούν υψηλό λόγο 

κινιτίνης/αυξίνης για να αναγεννηθούν. 

 

2.11.2 Ωσµωτικό µέσο (Osmoticum) 

 

Κατά την διάρκεια της αποµόνωσης και της καλλιέργειας των 

πρωτοπλαστών, οι πρωτοπλάστες απαιτούν ωσµωτική προστασία µέχρι 

τουλάχιστον να αναγεννήσουν  το κυτταρικό τους τοίχωµα.  Η προσθήκη ενός 

ωσµωτικού µέσου, τόσο κατά την αποµόνωση, όσο και στην καλλιέργεια 

αποτρέπει την ρήξη των πρωτοπλαστών.  Μια ποικιλία ιοντικών , καθώς και 

µη ιοντικών διαλυτών έχει δοκιµαστεί για την ρύθµιση του ωσµωτικού 

δυναµικού σε διάφορα διαλύµατα που χρησιµοποιούνται στην καλλιέργεια 

πρωτοπλαστών. Το πιο ευρέως χρησιµοποιούµενο ωσµωτικό µέσο στο 

καλλιεργητικό µέσο, όπως και στο ενζυµικό διάλυµα, είναι ένας συνδυασµός 

από σορβιτόλη, µανιτόλη, γλυκόζη ή σουκρόζη. Γενικά όµως, οι 

πρωτοπλάστες είναι πιο σταθεροί στην παρουσία ενός ελαφρώς υποτονικού 

διαλύµατος. Για τους πρωτοπλάστες που προέρχονται από το µεσόφυλλο 

(δηµητριακά και µπιζέλι) απαιτείται σορβιτόλη ή µανιτόλη σαν ωσµωτικός 

σταθεροποιητής, ενώ στις πατάτες, την βρώµη και στην cassava,  

καταλληλότερη θεωρείται η παρουσία σουκρόζης ή µανιτόλης, ενώ για τον 

καπνό η γαλακτόζη και η φρουκτόζη. Η συγκέντρωση του ωσµωτικού µέσου 

µειώνεται σταθερά καθώς οι πρωτοπλάστες αρχίζουν να δηµιουργούν 

κυτταρικό τοίχωµα, προσθέτοντας κάθε φορά και λιγότερη ποσότητα φρέσκου 

ωσµωτικού µέσου στο καλλιεργητικό  υπόστρωµα. 

Η παρουσία ιοντικών ουσιών βελτιώνει την ζωτικότητα των 

πρωτοπλαστών. Συνήθως το ενζυµικό διάλυµα περιέχει ορισµένα άλατα (5-

100 mmolL-1 CaCl2) µαζί µε µη ιοντικούς ωσµωτικούς σταθεροποιητές. Οι 

Cocky και Peberdy (1974) ανάπτυξαν ένα διάλυµα για ¨πλύσιµο¨ των 

πρωτοπλαστών (CPW salts) το οποίο περιείχε άλατα και κατάλληλο 

ωσµωτικό µέσο, το οποίο παρέχει µεγαλύτερη σταθερότητα καθώς και οι 

πρωτοπλάστες ήταν πιο ¨καθαροί¨.  
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2.11.3 Συγκέντρωση πρωτοπλαστών στο καλλιεργητικό µέσο 

 

Καταλληλότερη θεωρείται µια πυκνότητα της τάξης των 1Χ104 έως 

1Χ105 πρωτοπλάστες ανά mL, αφού σε τέτοιες υψηλές συγκεντρώσεις οι 

κυτταρικές οµάδες (colonies) που προέρχονται από µεµονωµένους 

πρωτοπλάστες τείνουν να αυξάνονται σχετικά σε νωρίτερο στάδιο στην 

καλλιέργεια. Πειράµατα όµως πάνω στον σωµατικό υβριδισµό ή στην 

µεταλλαξογένεση  απαιτούν  την κλωνοποίηση µεµονωµένων κυττάρων. Αυτό 

µπορεί να επιτευχθεί µόνο µε χαµηλή πυκνότητα (100-500 πρωτοπλάστες 

ανά mL). Στις χαµηλές αυτές πυκνότητες η διαδικασία της ανάπτυξης των 

µεµονωµένων πρωτοπλαστών µπορεί να παρατηρηθεί πιο εύκολα, και 

ακολούθως να αναγνωριστούν οι υβριδικές αποικίες.  Τα θρεπτικά συστατικά 

που χρησιµοποιούνται συνήθως στα καλλιεργητικά δεν είναι επαρκή για να 

προκαλέσουν διαιρέσεις των πρωτοπλαστών όταν αυτοί βρίσκονται σε έτσι 

χαµηλές συγκεντρώσεις. 

Οι Kao και Michayluk (1975) ανάπτυξαν ένα πολύπλοκο καλλιεργητικό 

µέσο (ΚΜ8p) στο οποίο οι πρωτοπλάστες του Vicia hajastana είναι ικανοί να 

διαιρούνται µέχρι τον σχηµατισµό του κάλλου.  Το ίδιο καλλιεργητικό µέσο 

προκαλεί γρηγορότερες διαιρέσεις σε πρωτοπλάστες που προέρχονται από 

το µεσόφυλλο σε µηδική, µπιζέλι, πατάτα και σε υβριδικούς πρωτοπλάστες 

(τοµάτας)Χ(πατάτας). Το καλλιεργητικό µέσο τοποθετείται στο σκοτάδι, λόγο 

του ότι το καλλιεργητικό µέσο 8p µετατρέπεται σε φυτοτοξικό στην παρουσία 

φωτός υψηλής έντασης. 

 

2.11.4 Αναγέννηση πρωτοπλαστών 

 

α. Σχηµατισµός του κυτταρικού τοιχώµατος 

 

Η διαδικασία του σχηµατισµού του κυτταρικού τοιχώµατος µπορεί να 

ολοκληρωθεί από 2 µέρες µέχρι και αρκετές µέρες, παρόλο που οι 

πρωτοπλάστες ξεκινούν τον σχηµατισµό νέου κυτταρικού τοιχώµατος µέσα σε 

λίγες µόνο ώρες µετά την αποµόνωση.  Οι πρωτοπλάστες χάνουν το 

χαρακτηριστικό σφαιρικό τους σχήµα µόλις ολοκληρωθεί ο σχηµατισµός του 

κυτταρικού τοιχώµατος. Ο σχηµατισµός του κυτταρικού τοιχώµατος µπορεί να 
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καταδειχθεί χρησιµοποιώντας την φθορίζουσα χρωστική Calcafluor White ST 

(American Cyanamide Co, USA). Η παρουσία κυτταρικού τοιχώµατος µπορεί 

να δοκιµαστεί µε το να τοποθετήσουµε τους πρωτοπλάστες σε διάλυµα 

Calcafluor συγκέντρωσης 0,1%  ή 0,01%, σε παρουσία ωσµωτικού 

σταθεροποιητή για 5 λεπτά.  Οι πρωτοπλάστες τότε ξεπλένονται για να 

αφαιρεθεί η περίσσεια χρωστικής και τοποθετούνται σε καλλιεργητικό µέσο µε 

κατάλληλο ωσµωτικό δυναµικό. Το Calcafluor δένεται µε συστατικά του 

κυτταρικού τοιχώµατος και φθορίζει στην παρουσία λάµπας υδραργύρου υπό 

φίλτρων BG12 και Κ510. Μια παρόµοια χρωστική που συµπεριφέρεται µε 

παρόµοιο τρόπο είναι και το διάλυµα Tinapol (Geigy, UK ltd). 

Το νεοσυσταθέν κυτταρικό τοίχωµα αποτελείται από χαλαρά 

διευθετηµένες µικροϊνες και απαιτεί µέσα στο καλλιεργητικό µέσο την 

παρουσία µια εξωγενής πηγής άνθρακα που να µπορεί µεταβολίζεται εύκολα, 

όπως η σουκρόζη.  

Υπάρχει µια γραµµική συσχέτιση ανάµεσα στο σχηµατισµό κυτταρικού 

τοιχώµατος και των κυτταρικών διαιρέσεων. Οι πρωτοπλάστες µε όχι καλά 

αναπτυγµένο κυτταρικό τοίχωµα συχνά έχουν καλύτερη ανάπτυξη από 

αυτούς που δεν ήταν ικανοί να αναπαράγουν κυτταρικό τοίχωµα. Αυτό 

οφείλεται στο λόγο ότι οι δεύτεροι δεν υφίστανται σε µίτωση.   

 

β. Ανάπτυξη του κάλλου / Αναγέννηση ολόκληρων φυτών 

 

Σύντοµα µετά τον σχηµατισµό του κυτταρικού τοιχώµατος γύρω από 

τους πρωτοπλάστες, τα νεοσυσταθέν κύτταρα είναι γενικά µεγαλύτερα σε 

µέγεθος και µέσα στην πρώτη εβδοµάδα αρχίζουν οι πρώτες κυτταρικές 

διαιρέσεις. Οι επακόλουθες διαιρέσεις έχουν σαν αποτέλεσµα τον σχηµατισµό 

µικρών οµάδων κυττάρων (colonies), που αρχίζουν να φαίνονται 

µακροσκοπικά µέσα στις επόµενες 2-3 εβδοµάδες. Σε αυτό το στάδιο, 

µπορούν να µεταφερθούν σε καλλιεργητικό µέσο στο οποίο δεν περιέχεται 

ωσµωτικός σταθεροποιητής, για να αναπτυχθεί τότε ο κάλλος. Ακολούθως ο 

κάλλος µπορεί είτε να διαφοροποιηθεί σε κάποιο όργανο (οργανογένεση) ή να 

αναγεννηθεί σε ολόκληρο φυτό. Η πρώτη αναγέννηση φυτού έχει αναφερθεί 

από τους Takebe et al (1971) και από τότε η λίστα µε τα αναγεννηµένα φυτά 

έχει αυξηθεί δραµατικά.  
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2.12 Η καλλιέργεια πρωτοπλαστών στο βαµβάκι 

 

Από τον 2ο Παγκόσµιο Πόλεµο, η θέση του βαµβακιού σαν 

επικρατούσα ίνα στην κλωστοϋφαντουργία, άρχισε να απειλείται από την 

ανάπτυξη συνθετικών ινών. Για να µείνει το βαµβάκι ανταγωνιστικό, ήταν 

απαραίτητη µια συνεχόµενη έρευνα για να βελτιωθεί η ποιότητα των ινών του 

βαµβακιού, τόσο βασική, όσο και εφαρµοσµένη. 

 Οι εντατικές προσπάθειες της κλασσικής βελτίωσης, είχε σαν 

αποτέλεσµα την δηµιουργία των υψηλοαποδοτικών και εξαιρετικής ποιότητας, 

τετραπλοειδών βαµβακιών. Η αντοχή στην αλατότητα, η αντίσταση τόσο σε 

έντοµα όσο και σε ασθένειες, η δηµιουργία φυτών µε τους προστατευτικούς 

αδένες αλλά απουσία αυτών από τους σπόρους, αλλά και η προσαρµογή του 

σε πληθώρα περιβάλλοντα, ήταν πάντα οι στόχοι σε όλα τα βελτιωτικά 

προγράµµατα. Παρόλο που υπάρχει ακόµη ένα τεράστιο γενετικό απόθεµα 

που περιµένει να εκµεταλλευθεί στην φύση, η περεταίρω βελτίωση στο 

βαµβάκι µέσω της υβριδοποίησης είναι ιδιαίτερα δύσκολη, λόγω της 

ασυµβατότητας µεταξύ τους. 

Αυτοί περιορισµοί είχαν σαν αποτέλεσµα να βρεθούν εναλλακτικοί 

τρόποι βελτίωσης του γενώµατος του βαµβακιού. Αναπτύχθηκαν  

διαφορετικές τεχνικές για να µεταφέρουν νέα γονίδια στα  φυτά και έτσι είχαµε 

την δηµιουργία των πρώτων γενετικά τροποποιηµένων φυτών βαµβακιού. Το 

Agrobacterium tumefaciens είναι ένας τέτοιος φορέας ικανός να µεταφέρει 

γονίδια σε αρκετά είδη φυτών.  Όµως υπόκειται σε περιορισµούς, λόγω του 

µικρού εύρους ξενιστών του βακτηρίου, του µικρού ποσοστού 

αποτελεσµατικότητας στην µεταφορά, προβλήµατα µε την αφαίρεση του 

βακτηρίου µετέπειτα, καθώς και στην διαχείριση του DNA σε µεγάλα 

πλασµίδια. Εναλλακτικές µέθοδοι για την µεταφορά γονιδίων, όπως το 

γονιδιακό πιστόλι  και η καλλιέργεια πρωτοπλαστών έχουν υψηλές 

προσδοκίες. 

  

2.12.1 Στόχοι της καλλιέργειας πρωτοπλαστών 

 

Οι πρωτοπλάστες είναι ένα ακόµη αναγνωρισµένο µέσο, ιδανικό για 

την µεταφορά γονιδίων (Potrykus, 1991) λόγω του ότι το κυτταρικό τοίχωµα 
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αφαιρείται (δεν είναι πλέον φυσικός φραγµός) έτσι το πλασµαλύµµα είναι πιο 

επιδεκτικό σε επιδράσεις. Η συχνότητα κατά την οποία τα γονίδια φτάνουν και 

εισέρχονται στον πρωτοπλάστη αυξάνεται σηµαντικά.  Η εισαγωγή του DNA 

γίνεται πλέον φυσική διεργασία. Και επειδή δεν υπάρχει ανάγκη για κάποιο 

φυσικό φορέα, αυξάνεται το εύρος των ξενιστών.  Η ηλεκτροπόρωση 

(electroporation) και η τεχνική της µικροένεσης (microinjection) είναι τεχνικές 

που χρησιµοποιούνται στους πρωτοπλάστες. 

Η γενετική βελτίωση µπορεί επίσης να επιτευχθεί µέσω της σύντηξης 

πρωτοπλαστών που έχει σαν αποτέλεσµα την δηµιουργία σωµατικών 

υβριδίων. Η χηµική σύντηξη χρησιµοποιώντας polyethylene glycol και η 

ηλεκτοσύντηξη (electrofusion) είναι οι τεχνικές που χρησιµοποιούνται στην 

σύντηξη πρωτοπλαστών. Από τους πρωτοπλάστες  έχουµε την ικανότητα της 

παραγωγής φυτών από µόνο ένα κύτταρο (άρα όχι χίµαιρα) και στην επιλογή 

κλώνων µε νέα χαρακτηριστικά µέσω της σωµατοκλωνικής 

παραλλακτικότητας. Μέχρι σήµερα η αναγέννηση φυτών βαµβακιού από 

πρωτοπλάστες περιορίζεται µόνο στην εφαρµογή τεχνικών  τροποποίησης 

των πρωτοπλαστών. 

 

2.12.2 Πρόσφατα επιτεύγµατα στην καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

βαµβακιού 

 

Για να µπορέσουν να χρησιµοποιηθούν οι πρωτοπλάστες στην 

γενετική βελτίωση, ήταν απαραίτητη η έρευνα για να δηµιουργηθεί η 

κατάλληλη τεχνολογία και γνώση.  Αρχικά οι πρωτοπλάστες αποκοµίζονταν 

µέσω µηχανικής αποµόνωσης, σήµερα όµως οι πρωτοπλάστες 

αποκοµίζονται µέσω ενζυµατικής διάλυσης των κυτταρικών τοιχωµάτων 

χρησιµοποιώντας κυρίως cellulase και pectinase. Η αποµόνωση γίνεται µε 

τέτοιο τρόπο που οι πρωτοπλάστες δεν παθαίνουν ζηµιά και διατηρούν την 

ικανότητα να συνθέσουν νέο κυτταρικό τοίχωµα, όπως και την ικανότητα να 

διαιρεθούν και  να αναγεννηθούν σε ακέραια  φυτά. 

Τα πρώτα πειράµατα µε αποµόνωση και καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

βαµβακιού έγιναν το 1977 από τους Bhojwani et al (Bhojwani et al, 1977). Οι 

πρωτοπλάστες αποµονώθηκαν  από κάλλο προερχόµενο από υποκοτύλες 

G.hirsutum. Ακολούθως οι πρωτοπλάστες καλλιεργήθηκαν σε υγρό 
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καλλιεργητικό µέσο. Οι πρώτες κυτταρικές διαιρέσεις παρατηρήθηκαν µετά 

από 6 µέρες από όπου προέκυψαν οµάδες 25-30 κυττάρων µετά από 5 

εβδοµάδες. 

Οι Finer και Smith (1982) περιγράφουν την καλλιέργεια 

πρωτοπλαστών από εύθραυστους κάλλους που προήλθαν από υποκοτύλες 

του G. Klotzscianum. Αναφέρουν πως η αποτελεσµατικότητα της 

αποµόνωσης επηρεάστηκε από την ηλικία του κάλλου, τον χρόνο επώασης 

στο ενζυµατικό µίγµα, την συγκέντρωση του ωσµωτικού µέσου και την 

ταχύτητα ανατάραξης κατά την διάρκεια της ενζυµατικής χώνεψης. Η πρώτη 

διαίρεση παρατηρήθηκε µετά από 3 µέρες µετά την αποµόνωση και οι 

πολυκυτταρικές αποικίες εµφανίστηκαν µετά από 2 εβδοµάδες.  

Σε πειράµατα των Finoozobady και DeBoer (1986) φαίνεται ότι η 

ικανότητα αναγέννησης των πρωτοπλαστών που αποµονώθηκαν απευθείας 

από ιστούς που προέρχονταν από υποκοτύλες ή από νεαρούς µίσχους, να 

είναι πιο περιορισµένη, σε σχέση µε αυτούς που αποµονώθηκαν από κάλλο,  

αφού όσοι πρωτοπλάστες αποµονώθηκαν απευθείας από κοτυληδόνες 

σχηµάτισαν οµάδες κυττάρων µε µόνο 2-3 κύτταρα στο G. hirsutum και 5-8 

κυττάρων στο G. barbadense. Ο Finoozobady (1986) απόδειξε ότι η ικανότητα 

των πρωτοπλαστών να αναπαράγουν νέο κυτταρικό τοίχωµα και να 

υφίστανται σε διαιρέσεις, εξαρτάται από το στάδιο του κυτταρικού κύκλου κατά 

την διάρκεια της αποµόνωσης, το οποίο ακολούθως εξαρτάται από την ηλικία 

και την ανάπτυξη του δότη ιστού. 

Οι Thomas και Katterman (1984) αποµόνωσαν πρωτοπλάστες που 

προέρχονταν από ανθήρες του G.hirsutum. Παρατήρησαν ότι η απόδοση σε 

ζωντανούς πρωτοπλάστες είναι ιδιαίτερα αυξηµένη όταν προστεθούν 

προστατευτικοί παράγοντες στο ενζυµατικό µίγµα. Το Ca2+, Mg2+ και ορισµένα 

αµινοξέα, εµποδίζουν την αυθόρµητη λύση των πρωτοπλαστών κατά την 

διάρκεια της προετοιµασίας της celulase. Χρησιµοποιώντας αυτούς του 

προστατευτικούς παράγοντες, εµφανίστηκε κάλλος, το µέγεθος του οποίου 

µπορούσε να φανεί µακροσκοπικά µετά από καλλιέργεια 3 εβδοµάδων. 

Οι Saka et al. (1987) αναφέρουν µια µέθοδος για την αποµόνωση και 

καλλιέργεια πρωτοπλαστών προερχόµενοι από κάλλο που προήλθε από 

µίσχο του G. hirsutum, η οποία οδηγεί σε ιστό κάλλου που αναπτύσσετε 

κανονικά.  
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2.13 Αναγέννηση βαµβακιού (Ratna Kumria et al, 2003) 

Η in vitro αναγέννηση του βαµβακιού είναι ένας πάρα πολύ δύσκολος 

στόχος, για το λόγο ότι η φυσιολογική ανταπόκριση είναι γενετικά εξαρτηµένη 

και οι περισσότερες ελίτ ποικιλίες δεν υπόκεινται σε γενετικό χειρισµό (genetic 

manipulation). Η σωµατική υβριδοποίηση είναι η προτιµώµενη µέθοδος έναντι 

τη οργανογένεσης, επειδή τα αναγεννηµένα φυτά προέρχονται από µονό ένα 

κύτταρο και τα σωµατικά έµβρυα δεν έχουν σχέση µε το είδος µητρικού ιστού,  

άρα υπόκεινται πιο εύκολα σε in vitro χειρισµούς (Shoemaker et al. 1986). 

Μια ποικιλία γενοτύπων, όπως και διαφόρων καλλιεργητικών µέσων έχει 

ερευνηθεί από διάφορους ερευνητές για να βρεθεί µια λογική µορφογενετική 

ποικιλία της σειράς Coker, η οποία να προάγεται σε εµβρυικό κάλλο στην 

παρουσία αυξίνης. Υπάρχει αρκετή παραλλακτικότητα µεταξύ ποικιλιών, 

όπως και ανάµεσα στην ποικιλία για το γενετικό δυναµικό που έχει για να 

δώσει  κάλλο, όπως και το γενετικό δυναµικό να πολλαπλασιαστεί και να 

δώσει αναγεννηµένο φυτό.  Παρόλο που οι χειρισµοί του καλλιεργητικού 

µέσου και των ορµονών που χορηγούνται µπορούν να προκαλέσουν 

αναγέννηση στην επιθυµητή ποικιλία, πρέπει να λάβουµε υπόψη και την 

κληρονοµήσιµη παραλλακτικότητα ανάµεσα στους σπόρους. Έχει αναπτυχθεί 

µια καθαρή σειρά της ποικιλίας Coker 310, µε υψηλό δυναµικό αναγέννησης, 

το χαρακτηριστικό της οποίας εισάχθηκε σε F1 υβρίδια άλλων ποικιλιών 

(Kumar et al. 1998). Παροµοίως έχουν αναπτυχθεί σειρές της ελίτ ποικιλίας 

Acala, µε υψηλό δυναµικό αναγέννησης, επιλέγοντας µόνο το δυναµικό 

αναγέννησης (Mishra et al. 2003). 

Εκτός από την επιλογή για ποικιλίες που έχουν την ικανότητα να 

αναγεννιούνται και ακολούθως να γίνεται επιλογή για υψηλό αναγεννητικό 

δυναµικό κατά την διάρκεια της ανάπτυξης µια καθαρής σειράς, έχουν 

δοκιµαστεί και διάφορες παραλλαγές στις καλλιεργητικές τεχνικές για να 

βελτιωθεί η ικανότητα του βαµβακιού να αναγεννιέται.  Η διαχείριση των 

πρωτοπλαστών ήταν µια πιθανή λύση στο πρόβληµα της γενοτυπικής 

εξάρτησης βαµβακιού στην αναγέννηση. Βρέθηκε ότι οι πρωτοπλάστες του 

βαµβακιού δηµιουργούσαν µικρο-κάλλους αλλά δεν παρατηρήθηκε 

αναγέννηση (Bhjowani et al. 1977; Finer and Smith 1982; Firoozabady and 

DeBoer 1986; Saka et al. 1987). Οι Peeters et al. (1994) αναφέρουν για 
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πρώτη φορά την αναγέννηση από πρωτοπλάστες που αποµονώθηκαν από 

υποκοτύλες της ποικιλίας Coker 312. 

Έχει ήδη επιχειρηθεί αναγέννηση φυτών βαµβακιού από ακραία 

µεριστώµατα και εµβρυικούς άξονες (axes), για επιτευχθεί η γενοτυπική 

ανεξαρτησία και να ξεπεραστεί η γενετική ζηµιά που προκαλείτο από τις 

παρατεταµένες καλλιεργητικές περιόδους. Αυτές οι διαδικασίες οδήγησαν στο 

σχηµατισµό πολλαπλών βλαστών από µεταµορφωµένους µεριστωµατικούς 

ιστούς. Η κινιτίνη (Kn), µαζί µε το Naphthalene Acetic Acid (NAA) έχουν 

χρησιµοποιηθεί για να προκαλέσουν την αναγέννηση βλαστών από 

µεριστώµατα και από εµβρυικούς άξονες (Gould et al. 1991; Hemphill et al. 

1998; Zapata et al. 1999; Saeed et al. 1997). Η χρησιµοποίηση υψηλής 

συγκέντρωσης Benzyl Adenine (BA) προκάλεσε τον σχηµατισµό πολλαπλών 

βλαστών προερχόµενους από εµβρυικούς άξονες (Morre et al. 1998). 

Η σωµατική εµβρυογένεση αναφέρθηκε πρώτα στο G.klotzschianum, 

όµως δεν παρήχθησαν ώριµα φυτά (Price and Smith 1979). Ακολούθως οι 

Davidonis και Hamilton (1983) περιέγραψαν την αναγέννηση φυτών µετά από 

αυθόρµητη εµβρυογένεση από διετή καλλιέργεια κάλλου, ο οποίος προήλθε 

από δωδεκαπλοειδής ιστούς κοτυληδόνας του G.hirsutum var. 310 µέσω 

σωµατικής υβριδοποίησης. Οι Ragan (1993) και Mitten (1985), επίσης 

περιέγραψαν σωµατική εµβρυογένεση και αναγέννηση στο βαµβάκι. Η 

διαδικασία όµως περιελάµβανε µια µακροχρόνια καλλιέργεια η οποία ήταν 

δύσκολο να επαναληφθεί. Οι Shoemaker et al. (1986) δοκίµασαν 17 ποικιλίες 

βαµβακιού για το δυναµικό αναγέννησης τους σε τρία διαφορετικά 

καλλιεργητικά µέσα για την δηµιουργία κάλλου, που περιείχαν γλυκόζη. Ο 

ώριµος εµβρυικός κάλλος µεταφέρθηκε ακολούθως στο µέσο που περιείχε 

την σουκρόζη για να προκαλέσει την βλάστηση του εµβρύου σε δυο εµβρυικές 

ποικιλίες, την Coker 210 και την Coker 315. Τα τρία καλλιεργητικά µέσα για 

την δηµιουργία του κάλλου περιείχαν Kn και IAA ή NAA σε αναλογία 1:2 και ο 

κάλλος αφέθηκε να ωριµάσει στην παρουσία N6-isopentenyl-adenine (2iP).  

Οι Trolinder και Goodin (1988a and b) έχουν ερευνήσει εκτεταµένα τις 

ορµονικές απαιτήσεις και το είδος του εκφύτου για µια αποτελεσµατική 

σωµατική εµβρυογένεση και αναγέννηση της ποικιλίας Coker 312.  Στα 

συµπεράσµατα τους συστήνουν την χρήση 2,4 D στην παρουσία Kn για την 

δηµιουργία αλλά και την διατήρηση του εµβρυικού κάλλου. Ένα καλλιεργητικό 
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µέσο υψηλό µε νιτρικά έχει χρησιµοποιηθεί για τον πολλαπλασιασµό και την 

ωρίµανση των εµβρύων.   

Πολλοί ερευνητές έχουν εργαστεί εκτεταµένα στην αναγέννηση φυτών 

βαµβακιού µέσω της εµβρυογένεσης, όχι µόνο στην ποικιλία Coker (Finer 

1988; Firoozabady and DeBoer 1993; Trolinder and Xhixian 1989; Chaudhary 

et al. 2003) αλλά επίσης στις ποικιλίες Sicala, Siokara (Cousins et al. 1991; 

Rangan and Rajasekaran 1993), την κινέζικη ποικιλία Simian-3 (Zhang et al. 

2001) και στην Acala (Rangan and Rajasekaran 1996).  Παρόλο που η 

αποτελεσµατικότητα της αναγέννησης µέσω της εµβρυογένεσης έχει 

βελτιωθεί, υπάρχουν ακόµη µερικά προβλήµατα που σχετίζονται µε την 

αναγέννηση του βαµβακιού. Αυτά είναι η διαφορετική απόκριση ανάλογα µε 

τον γενότυπο,  ο παρατεταµένος χρόνος ιστοκαλλιέργειας, το υψηλό ποσοστό 

ανάπτυξης αφύσικων εµβρύων, ο χαµηλός ρυθµός µετατροπής των 

σωµατικών εµβρύων σε φυτά και απουσία επιµύκηνσης των βλαστών. 

Οι µακροχρόνιες ιστοκαλλιέργειες που οδηγούν στην αναγέννηση 

µορφολογικά αφύσικων εµβρύων και στείρων φυτών µπορούν να 

αποφευχθούν µε την χρησιµοποίηση φρεσκοδηµιουργηµένου κάλλου ή 

κρυοδιατηρηµένου κάλλου για την αναγέννηση (Rajasekaran, 1996). Μια 

εµβρυική σειρά µε υψηλό δυναµικό αναγέννησης µπορεί να κρυοδιατηρηθεί  

και να χρησιµοποιηθεί ανά διαστήµατα για αναγέννηση. Οι Kumria et al. 

(2003) αναφέρουν την υψηλή συχνότητα επιταχυνόµενης παραγωγής και 

ανάπτυξης σωµατικών εµβρύων, τα οποία µεγάλωναν σε κανονικά φυτά  σε 

διάστηµα 5-6 µηνών, µετά την δηµιουργία του κάλλου µέσω της διαχείρισης 

θρεπτικών µέσων και των συνθηκών του µικροπεριβάλλοντος. Ο εµβρυικός 

κάλλος προερχόταν από υποκοτυλιδονικούς ή κοτυλιδονικούς ιστούς που 

τοποθετήθηκαν σε MS θρεπτικά µέσα που περιείχαν 2,4 D, Kn και maltose.  

 

 

2.14 Αποµόνωση, καλλιέργεια και σύντηξη πρωτοπλαστών στο κενάφ 

(Nancy A. Reichert and Donglong Liu, 1996)  

 

Λόγω της περιορισµένης γενετικής παραλλακτικότητας ανάµεσα σε 

σεξουαλικά συµβατούς γενοτύπους του κενάφ, η δηµιουργία σωµατοκλωνικής 
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παραλλακτικότητας και σωµατικών υβριδίων µπορεί να προσφέρει νέα 

χρήσιµα χαρακτηριστικά ή να αλλάξει µερικά από τα ήδη προϋπάρχουσα. 

Μπορεί να επιτραπεί η διασταύρωση ανάµεσα σε συγγενή είδη, όπως το 

Hibiscus sabdariffa L.,  και να συνδυαστούν χαρακτηριστικά όπως η 

πρωιµότητα, η υψηλή ποιότητα ίνας και αντοχή στο νηµατώδη, 

χαρακτηριστικά που απουσιάζουν από τις σηµερινές ποικιλίες.  

Οι καλλιέργεια πρωτοπλαστών έχει χρησιµοποιηθεί για την δηµιουργία 

σωµατοκλωνικής παραλλακτικότητας σε µεγάλους αριθµούς κυττάρων σε 

αρκετά είδη. Στο κενάφ, οι McLean et al. (1992) έχουν προκαλέσει τυχαία 

αναγέννηση µεσογονατίων της ποικιλίας Tainung I σε µια πληθώρα 

καλλιεργητικών µέσων όµως δεν έχουν καµια αναφορά για την αποµόνωση 

και καλλιέργεια πρωτοπλαστών.    

Οι Nancy A. Reichert και Donglong Liu (1996) αναφέρουν την επιτυχή 

αποµόνωση, καλλιέργεια και σύντηξη πρωτοπλαστών στο κενάφ. Οι βέλτιστες 

ποσότητες ενζύµων για την ενζυµατική χώνεψη ήταν ένας συνδυασµός 

cellulysin (1.0%) και macerase (0.5%) από τις οποίες πάρθηκαν 0,9Χ105 έως 

5,8Χ106 πρωτοπλάστες ανά g-1 φρέσκου φυτικού ιστού, ενώ η ζωτικότητα των 

πρωτοπλαστών ήταν ανάµεσα στο 53 – 87%. Στο καλλιεργητικό µέσο 

προστέθηκαν οι ορµόνες 2,4 D και kin σε 1,4 µΜ και 13,8 µΜ αντίστοιχα. Όσο 

αφορά την σύντηξη πρωτοπλαστών, αναφέρουν ότι οι βέλτιστες συνθήκες 

σύντηξης µε το µεγαλύτερο ποσοστό βιωσιµότητας πρωτοπλαστών (46%) 

προέκυψαν σε τάση σύντηξης 2,0 kV cm-1. 

Οι Xiang et al. (2006) αναφέρουν την αποµόνωση πρωτοπλαστών στο 

κενάφ, χρησιµοποιώντας για ενζυµατική χώνεψη των κυτταρικών 

τοιχωµάτων 0.8% cellulase and 0.5% macerase για 16 ώρες σε θερµοκρασία 

25 oC.  Οι µέσες αποδόσεις ήταν 22105 έως 12106 πρωτοπλάστες g-1 

φρέσκου φυτικού ιστού. 

 

2.15 Η δηµιουργία κάλλου και αναγέννηση φυτών στην µπάµια 

Abelmoschus esculentus (L.)  

 

Η µπάµια επηρεάζεται συνήθως από µια πληθώρα ασθενειών, ιώσεων, 

βακτηριδίων, µηκοπλάσµατων και νηµατωδών, όµως η συµβατική γενετική 

βελτίωση της έχει φτάσει στα όρια της. Στην περίπτωση της 
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αυτογονιµοποίησης, υπάρχουν εµπόδια στην διαδικασία βελτίωσης, λόγω της 

απουσίας γενετικής παραλλακτικότητας. Για αυτό ήταν αναγκαία η δηµιουργία 

αποτελεσµατικών τεχνικών που θα χρησιµοποιούνταν είτε στην δηµιουργία 

γενετικής παραλλακτικότητας, είτε στην εισαγωγή της µε την δηµιουργία 

γενετικά µεταµορφωµένων σειρών.  

Πάνω στην ιστοκαλλιέργεια της µπάµια δούλεψαν αρκετοί (Ganesan et 

al., 2007; Haider et al., 1993) αλλά οι Kabir et al. (2008) προσπάθησαν να 

βελτιστοποιήσουν τις συνθήκες καλλιέργειας της µπάµιας. Στην έρευνα τους 

αναφέρουν ότι το βέλτιστο καλλιεργητικό µέσο για την δηµιουργία του κάλλου, 

ήταν το καλλιεργητικό µέσο που προτάθηκε από τους Murashige and Skoog, 

(1962) και περιείχε επιπρόσθετα 0,5 mg/L BAP και 2,0 mg/L IAA  µε την 

χρήση τµηµάτων από υποκοτύλες. Στην ίδια έρευνα απόδειξαν ότι η χρήση 

υποκοτύλων είχε καλύτερα αποτελέσµατα από την χρήση φύλλων σαν δότης 

ιστού στην ιστοκαλλιέργεια.  
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2.16. Σκοπός της Εργασίας 

 

Πρωταρχικός στόχος της εργασίας ήταν η αξιολόγηση ανάµεσα σε τρία 

διαφορετικά πρωτοκόλλα όσο  αφορά την αποτελεσµατικότητα τους στην 

καλλιέργεια των εκφύτων, καθώς και του είδους του εκφύτου (υποκοτύλες, 

κοτυληδόνες), αποµόνωση και καλλιέργεια πρωτοπλαστών. Στόχος της 

εργασίας ήταν και αξιολόγηση ανάµεσα στις 8 διαφορετικές ποικιλίες 

βαµβακιού, 1 ποικιλία κενάφ και 1 ποικιλία µπάµιας ως προς την 

αποτελεσµατικότητα τους στην αποµόνωση και ακολούθως το ποσοστό 

βιωσιµότητας αυτών, κατά την αποµόνωση τόσο σε υπερκείµενο, όσο και στο 

υποκείµενο του διαλύµατος αποµόνωσης καθώς και σύγκριση των ποικιλιών 

ως προς την καλλιέργεια πρωτοπλαστών.  

Επίσης για ακαδηµαϊκούς λόγους έγινε και σύντηξη πρωτοπλαστών 

ανάµεσα σε 2 διαφορετικές ποικιλίες βαµβακιού.  
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3. Υλικά και µέθοδοι 

3.1 Γενετικό Υλικό 

Για το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν 8 ποικιλίες βαµβακιού, 1 ποικιλία 

κενάφ και µία ποικιλία µπάµιας. Οι ποικιλίες βαµβακιού Candia, St474, St463, 

Speed, Celia, DP419, Flora και Αλέξανδρος, η ποικιλία κενάφ Tainnung 2 και 

µια εµπορική ποικιλία µπάµιας κρίθηκαν οι καταλληλότερες ποικιλίες λόγω 

των χαρακτηριστικών τους και το ότι πρόκειται για ευρέως χρησιµοποιούµενες 

εµπορικές ποικιλίες παγκοσµίως.  

Για το πείραµα κρίθηκαν κατάλληλα τρία διαφορετικά πρωτόκολλα µε 

διαφορετικές µεθοδολογίες. Το πρώτο πρωτόκολλο ήταν στο πρωτόκολλο 

υπό αριθµό WO/2001/000785 µε τον τίτλο “Regeneration of cotton plants” και 

εµπεριείχε µεθοδολογίες για αναγέννηση φυτών βαµβακιού από 

µεταµορφωµένους και µη πρωτοπλάστες βαµβακιού. Το δεύτερο πρωτόκολλο 

ήταν αυτό από τους Xi Yang et al. (2007) µε τον τίτλο “Production and 

characterization of asymmetric hybrids between upland cotton Coker 201 

(Gossypium hirsutum) and wild cotton (G. klozschianum Anderss)”. Το 

πρωτόκολλο των Xi Yang et al.  βασίζεται στο πρωτόκολλο που ανάπτυξαν οι 

Sun et al. (2004) και είναι το πρωτόκολλο που χρησιµοποιείται ευρέως στον 

σωµατικό υβριδισµό σήµερα. Το τρίτο πρωτόκολλο προέρχεται από τους 

Kumria et al. (2003) µε τίτλο “High-frequency somatic embryo production and 

maturation into normal plants in cotton (Gossypium hirsutum) through 

metabolic stress” το οποίο ήταν µια εναλλακτική µέθοδος καλλιέργειας του 

κάλλου σε σχέση µε το δεύτερο πρωτόκολλο. 

 

3.2. Πείραµα 1: Πρωτόκολλο WO/2001/000785 

Γενετικό υλικό 

Στο πείραµα για την αποµόνωση και καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

χρησιµοποιήθηκε η ποικιλία βαµβακιού Celia. 

 

1.1 Αποστείρωση του αρχικού υλικού 

Οι σπόροι των εµπορικών ποικιλιών τοποθετήθηκαν σε φιάλη που 

περιείχε νερό βρύσης, για 10 λεπτά  σε αναλογία περίπου 400mL/100 

σπόρους και ανακατεύονταν γρήγορα έτσι ώστε να αφαιρεθεί το εξωτερικό 
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προστατευτικό στρώµα από µυκητοκτόνο. Οι σπόροι µετά µεταφέρθηκαν σε 

ένα σουρωτήρι τσαγιού και από εκεί ακολούθως τοποθετήθηκαν για 60 

δευτερόλεπτα σε 70% αιθανόλη και εφαρµοζόταν συνεχές ανακάτεµα. Από 

εκεί οι σπόροι µεταφέρονται για 25 λεπτά σε διάλυµα υποχλωριώδες νατρίου 

συγκέντρωσης 2ο. Προστέθηκε µια σταγόνα Tween 20 ανά 100 mL έτσι ώστε 

να βελτιωθεί η διαδικασία διαβροχής των σπόρων. Οι σπόροι ανακατεύονταν 

συνεχώς έτσι ώστε να αυξηθεί η επαφή τους µε το αποστειρωτικό µέσο. Μετά 

την αποστείρωση οι σπόροι τοποθετήθηκαν 3 φορές για πλύσιµο σε 400 mL 

αποστειρωµένου αποσταγµένου νερού για 5, 10 και 15 λεπτά. Μετά 

µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένο δίσκο petri για περεταίρω χρήση. 

 

1.2 Βλάστηση των σπόρων 

Για την βλάστηση των σπόρων χρησιµοποιήθηκαν µεγάλες γυάλινες 

φιάλες (συνολικού όγκου 400mL, 9 cm σε ύψος) που περιείχαν 40 mL µέσου 

βλάστησης. Το µέσο βλάστησης αποτελείτο από Stewards medium (Steward 

& Hsu, 1977, Pisnta 137,113-117)  χωρίς όµως την σουκρόζη και 

στερεοποιήθηκε µε 2g/L Phytagel (Sigma, St. Louis, USA). Στην κορυφή του 

καλλιεργητικού µέσου τοποθετήθηκαν 8 σπόροι ανά γυάλινη φιάλη και 

τοποθετήθηκαν στους 25 oC σε φως (2500 lux, Philips TLD 84° fluorescent) 

για 4-5 µέρες. Μετά την 4η µέρα (ή την 5η εξαρτάται από την γενετική 

παραλλακτικότητα και  την ταχύτητα της βλάστησης) οι κοτυληδόνες είχαν 

πλήρως εµφανιστεί αλλά ήταν ακόµη µερικώς διπλωµένες και το χρώµα τους 

δεν ήταν ακόµη σκούρο πράσινο. Σε αυτό το στάδιο οι κοτυληδόνες 

συλλέχθηκαν για την αποµόνωση πρωτοπλαστών. 

 

1.3 Αποµόνωση πρωτοπλαστών 

Όλα τα διαλύµατα για την αποµόνωση, είχαν πρώτα αποστειρωθεί µε 

την βοήθεια φίλτρου πριν από την χρήση. Μόνο κοτυληδόνες από το 

συγκεκριµένο στάδιο ανάπτυξης είχαν επιλεχθεί σαν αρχικό υλικό για την 

αποµόνωση πρωτοπλαστών. Στις συλλεγµένες κοτυληδόνες είχαν αφαιρεθεί 

οι µίσχοι και οι 4-6 κύριες νευρώσεις.  

Ο υπόλοιπος ιστός µεταφέρθηκε σε δίσκο petri 9 cm (Greiner, Tissue 

Culture Quality) που περιείχε 10 mL µέσου επώασης. Περίπου 12 

κοτυληδόνες (6 σπόροι) χρειάστηκαν για να παρθεί το απαιτούµενο 1 g για 
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κάθε αποµόνωση. Το µέσο επώασης αποτελείτο από CPW salts (Frearson 

EM, Power JB & Cocking EC 1973, Dev Biol 33,130-137) µε επιπρόσθετα 9% 

mannitol, 3.8% CaCl22H20 και 0.1 mM n-propyl gallate (nPG),  και το pH 5.8. 

Χρησιµοποιώντας µια καινούργια χειρουργική λεπίδα οι κοτυληδόνες 

τεµαχίστηκαν σε κοµµάτια του 1-2 mm και διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 30-60 λεπτά. Το µέσο επώασης, που τώρα περιείχε θραύσµατα 

κυττάρων αφαιρέθηκε και αντικαταστάθηκε από το διάλυµα µε τα ένζυµα 

χώνεψης. Αυτό αποτελείτο από CPW salts, 9% mannitol, 5mM 2- (N-

morpholino) ethane sulfonic acid (MES), 0.1 mM nPG  και τα ένζυµα διάλυσης 

των κυτταρικών τοιχωµάτων Cellulase R-10 (0.5%, Yakult-Honsha, Tokyo, 

Japan), Macerozyme R-10 (0.1%, Yakult-Honsha, Tokyo, Japan) και 

Driselase (0.2%, Sigma, St. Louis USA). Όλα τα διαλύµατα ρυθµίστηκαν σε 

pH 5.8 και πέρασαν από φίλτρο πριν από την χρήση. Το διάλυµα τότε 

τοποθετήθηκε σε σκοτάδι στους 25 oC  σε περιστροφικό αναδευτήρα (35 rmp 

και πλάτος 1,5 cm) κατά την διάρκεια της νύχτας. Πριν τον καθαρισµό για 

περεταίρω διάλυση του αιωρήµατος, µια πιπέτα χρησιµοποιήθηκε για 

αναρρόφηση και εκρόφηση του αιωρήµατος και ακολούθως το αιώρηµα 

πέρασε από νάιλον φίλτρα 2, 5 και 55 pm. Οι ζωντανοί πρωτοπλάστες 

καθαρίστηκαν πρώτα µε φυγοκέντρηση στα 55 g για 5 λεπτά. Το ίζηµα (pellet) 

τότε αναµείχτηκε ξανά σε 10 mL CPW που περιείχε 4g/L mannitol και 0.1 mM 

nPG και φυγοκεντρήθηκε ξανά. Το δεύτερο ίζηµα ξαναδιαλύθηκε σε CPW που 

περιείχε 15% sucrose και 0.1 mM nPG που στην κορυφή του οποίου 

τοποθετήθηκε προσεκτικά 1 mL aliquot διάλυµα 9% mannitol µαζί µε 1 mM 

CaCl2. Μετά την τρίτη φυγοκέντρηση οι ζωντανοί πρωτοπλάστες µπορούσαν 

να συλλεχθούν στο πάνω µέρος του διαλύµατος. Η συγκέντρωση των 

πρωτοπλαστών µπορούσε να προσδιοριστεί µε αιµατοκυτόµετρο και όπου 

ήταν αναγκαίο η ζωτικότητα προσδιοριστικέ χρησιµοποιώντας χρώση FDA 

test (Widholm JM, Stain Technol. 47,189-194,1972).  

 

1.4 Καλλιέργεια πρωτοπλαστών 

Πριν την καλλιέργεια, οι πρωτοπλάστες εµπεδώθηκαν σε calcium 

alginate. Πρώτα η συγκέντρωση των πρωτοπλαστών ρυθµίστηκε στους 

100,000 πρωτοπλάστες ανά mL διαλύµατος mannitol και τότε πέρασαν 

προσεκτικά µέσα από φίλτρο για αποστείρωση από sodium alginate (Sigma, 
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St. Louis, USA). Οι aliquotes (1 mL) τότε τοποθετήθηκαν σε Ca agar (0.9% 

Daichin agar, 7.25% mannitol και 50 mM CaCl22H2O, 5 mL ανά δίσκο Petri 6 

cm) και αφέθηκε για να στερεοποιηθεί για µια ώρα.  Οι Ca alginate δίσκοι 

(τώρα µε 1% Ca alginate ο καθένας περιείχε 50,000 πρωτοπλάστες) 

αφαιρέθηκαν και µεταφέρθηκαν σε δίσκους petri των 6 cm (Greiner, TC 

quality) που περιείχαν 4 mL καλλιεργητικού µέσου. Οι δίσκοι τότε 

σφραγιστήκαν µε parafilm διπλού στρώµατος και καλλιεργήθηκαν στο σκοτάδι 

στους 32 oC (G. hirsutum) Το καλλιεργητικό µέσο ήταν ένα τροποποιηµένο 

Κ8p καλλιεργητικό µέσο, όπως αυτό περιγράφηκε από τους Kao jazz 

Michayluk [19-5 (Planta 126,105-110)]  αλλά χωρίς την χρησιµοποίηση 

Sequestrene και Casamino acids, αλλά µε επιπρόσθετα 0.1 mM nPG, 37 

mg/L Na2EDTA, 28 mg/L FeSO47H20 και 6.84% glucose, ρυθµισµένα σε pH 

5.8. Οι φυτοορµόνες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν NAA (2 mg/L) και Ζεατίνη 

(0.8mg/L).  

 

Τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου 

1.1 Αποστείρωση του αρχικού υλικού 

 

Οι σπόροι τοποθετήθηκαν αρχικά για 15 λεπτά σε µυκητοκτόνο 

benomyl σε συγκέντρωση περίπου 20 γρ. ανά 250 mL, ακολούθως 

τοποθετήθηκαν για 5 λεπτά σε διάλυµα χλωρίνης 2ο και ακολούθως για 60 

δευτερόλεπτα σε διάλυµα αλκοόλης 70%. Ακολούθησε  ξέπλυµα των σπόρων 

τρεις φορές σε αποσταγµένο αποστειρωµένο νερό για 5, 10 και 15 λεπτά και 

ακολούθως τοποθετούνταν σε αποστειρωµένο διηθητικό χαρτί µέσα σε 

αποστειρωµένο δίσκο petri για να φύγει η περίσσεια νερού πριν 

τοποθετηθούν στο υπόστρωµα. Η αποστείρωση λάµβανε χώρα σε θάλαµο 

νηµατώδους ροής. 

 

1.2 Βλάστηση των σπόρων 

Για την βλάστηση των σπόρων χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι petri (9=cm) 

που περιείχαν περίπου 20-25 mL µέσου βλάστησης. Το µέσο βλάστησης 

αποτελείτο από θρεπτικό µέσο MS (Murashige and Skoog, 1962)  που 

στερεοποιήθηκε µε χρήση agar gel σε συγκέντρωση 6 g/L. Στην κoρυφή του 

καλλιεργητικού µέσου τοποθετήθηκαν 5 περίπου σπόροι ανά τριβείο και 
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τοποθετήθηκαν σε φως σε θερµοκρασία δωµατίου για 4-5 µέρες. Μετά την 4η 

µέρα (ή την 5η εξαρτάται από την γενετική παραλλακτικότητα και  ταχύτητα 

της βλάστησης) οι κοτυληδόνες είχαν πλήρως εµφανιστεί αλλά ήταν ακόµη 

µερικώς διπλωµένες και το χρώµα τους δεν ήταν ακόµη σκούρο πράσινο. Σε 

αυτό το στάδιο οι κοτυληδόνες συλλέχθηκαν για την αποµόνωση 

πρωτοπλαστών. 

 

1.3 Αποµόνωση πρωτοπλαστών 

Μετά την ενζυµατική διάλυση των κυτταρικών τοιχωµάτων το διάλυµα 

µε τα αιωρηµένα κύτταρα πέρασε από ένα µεταλλικό φίλτρο (0,45 µm) Η 

διαδικασία ακολούθως ήταν ακριβώς η ίδια µε το πρωτόκολλο αλλά µε την 

διαφορά η συγκέντρωση των πρωτοπλαστών δεν µπορούσε να 

προσδιοριστεί λόγω της απουσίας αιµατοκυτόµετρου.  

 

 

3.3 Πείραµα 2: Πρωτόκολλο Xi Yang et al. (2007)  

 

Γενικά για το πείραµα 

Σαν γενετικό υλικό για το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν 8 ποικιλίες βαµβακιού, 1 

ποικιλία κενάφ και µία ποικιλία µπάµιας. Οι ποικιλίες βαµβακιού ήταν οι 

Candia, St474, St463, Speed, Celia, DP419, Flora και Αλέξανδρος, η ποικιλία 

κενάφ ήταν η Tainnung 2 και η εµπορική ποικιλία µπάµιας. Το πείραµα έγινε 

σε δυο επαναλήψεις. 

Για την σύντηξη των πρωτοπλαστών, αποµονώθηκαν πρωτοπλάστες από τις 

ποικιλίες Celia και St474, από τις οποίες έγινε σύντηξη µεταξύ τους. Τα 

αποτελέσµατα της σύντηξης παρακολουθήθηκαν σε οπτικό µικροσκόπιο, ενώ 

ο έλεγχος της ζωτικότητας τους έγινε σε µικροσκόπιο φθορισµού µετά την 

προσθήκη φθορίζουσας χρωστικής. 
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∆ιαδικασία Πειράµατος: 

Ο νεοδηµιουργηµένος εµβρυικός κάλλος της Coker 201 παράχθηκε 

σύµφωνα µε τους Wu et al. (2004) και είχε χρώµα ανοιχτού κίτρινου. Η 

εδραίωση της καλλιέργειας εναιώρησης (suspension culture) έγινε σύµφωνα 

µε τους Sun et al. (2004). 

 

Wu et al. (2004) 

Τα έκφυτα προετοιµάστηκαν όπως περιγράφηκε από τους Zhang et al. 

(1991). Οι σπόροι του βαµβακιού αποστειρώθηκαν επιφανειακά 

χρησιµοποιώντας διάλυµα 0.1% (w/v) mercuric chloride (HgCl2) για  7– 8 

λεπτά, ακολουθούµενη από 4 ξεπλύµατα µε αποστειρωµένο νερό. Οι 

αποστειρωµένοι σπόροι τοποθετήθηκαν σε καλλιεργητικό µέσο MS µισής 

δύναµης (Murashige and Skoog, 1962) για βλάστηση. Μετά από 7 µέρες οι 

υποκοτύλες κόπηκαν σε τεµάχια  0.5–1.0 cm σε µήκος. 

 

Sun et al. (2004) 

 

Οι τεµαχισµένες υποκοτύλες  τοποθετήθηκαν σε καλλιεργητικό µέσο µε 

2.5 µM IBA και 0.46 µM ΚΙΝ. Τότε εµβολιάστηκαν σε 40 mL υγρού MSB 

καλλιεργητικού µέσου σε φυάλες Erlenmeyer  των 100 mL που περιείχαν 18.8 

mM KNO3, 13.7 mM glutamine, 7.6 mM asparagine, και 3% (w/v) glucose για 

την δηµιουργία καλλιέργειας εναιώρησης για την αποµόνωση 

πρωτοπλαστών. Το υγρό καλλιεργητικό µέσο αφαιρούταν κάθε 7 µέρες και 

αναπληρωνόταν µε 40 mL φρέσκου υγρού καλλιεργητικού µέσου. Η 

δηµιουργία του κάλλου και η καλλιέργεια πρωτοπλαστών έγινε στους 28 oC 

είτε σε απόλυτο σκοτάδι ή κάτω από συνθήκες φωτισµού σε φωτοπερίοδο 

14/10-h (ηµέρας/νύχτας) µε την ένταση του φωτός στα 33 µmol m−2 s−1. 

 

Γύρω στο 1g φρέσκιας καλλιέργειας εναιώρησης αναµείχθηκε µε 3 mL 

ενζυµικού διαλύµατος που αποστειρώθηκε µε φίλτρο και τοποθετήθηκαν σε 

πλάκα των 60 mm. Το ενζυµικό διάλυµα ήταν 1,5% (m/v) cellulose onozuka 

R-10, 1% (m/v) macerozyme R-10 (yakult) 1.5% (m/v) hemicellulase (sigma) 

και διαλύθηκαν σε διάλυµα CPW9M [CaCl2 . 2H2O 10 mM, KH2PO4 . 0.2 mM, 
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KNO3 1.0 mM, MgSO4 . 7H2O 1.0 mM, CuSO4 . 5H2O 0.1 mM, KI 10 mM, 2, 

(N-morpholino) ethane sulfonic acid (MES) 15.37 mM, 9% (m/v) mannitol, 

ρυθµισµένο σε pH 5.8]. Το διάλυµα αφέθηκε σε αναδευτήρα (40 rpm)  στους 

28-30 oC στο σκοτάδι για περίπου 14-16 ώρες, και τότε το µείγµα 

πρωτοπλάστων-ενζύµων περάστηκε πρώτα από ένα κόσκινο διπλού 

στρώµατος από ανοξείδωτο ατσάλι (100 και 38,5mm) και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση σε CPW9M στα 80 g  για 5 λεπτά. Οι πρωτοπλάστες τότε 

τοποθετήθηκαν σε 1,5 mL CPW9M αφού αφαιρέθηκε το επιφανειακό στρώµα, 

και µετά προστέθηκαν απαλά στην επιφάνεια 3 mL CPW25S (αντικαθιστούµε 

την 9% mannitol µε 25% sucrose στο CPW9M) σε ένα άλλο tube. Οι 

πρωτοπλάστες που επέπλεαν µαζεύτηκαν από το διάλυµα µετά από 

φυγοκέντριση στα 80 g για 7 λεπτά, και τότε επανατοποθετήθηκαν  στο buffer 

σύντηξης [10% (w/v) mannitol, 0.25 mM CaCl2] στα 106 mL-1 για την σύντηξη. 

Ο έλεγχος για την ζωτικότητα τους έγινε µε την χρήση χρωστικής 

fluorescein diacetate (FDA)  κάτω από µικροσκόπιο φθορισµού (Sun et al. 

2004). Η ζωτικότητα υπολογίστηκε σαν το µέσο ποσοστό των φθορίζουσων 

πρωτοπλαστών από το σύνολο των πρωτοπλαστών στο ίδιο οπτικό πεδίο 

του µικροσκοπίου για 10 οπτικά πεδία. Η κυτταρική διαίρεση και η 

αποτελεσµατικότητα του plating υπολογίστηκε µε βάση το ποσοστό των 

πρωτοπλαστών οι οποίοι ξεκίνησαν να διαιρούνται και συνέχισαν να 

σχηµατίσουν κυτταρικές οµάδες και κάλλο. 

 

∆ιαδικασία χρώσης FDA (Sun et al. 2004) 

Για να αναγνωριστεί η ζωτικότητα, οι πρωτοπλάστες βάφτηκαν µε την 

βοήθεια χρωστικής 0.048 µM fluorescein diacetate (FDA) µετά τον καθαρισµό. 

Η ζωτικότητα µετρήθηκε σαν ποσοστό των φθορίζουσων πρωτοπλαστών  σε 

σχέση µε τους συνολικούς πρωτοπλάστες στο ίδιο οπτικό πεδίο του 

µικροσκοπίου (10×, 100–150 πρωτοπλάστες/οπτικό πεδίο, 10 οπτικά 

πεδία/δείγµα). 

 

Για την σύντηξη των πρωτοπλαστών ίσα ποσοστά πρωτοπλαστών του 

δότη και του  δέκτη αναµείχθηκαν  για την σύντηξη σε πυκνότητα 1*106 mL-1. 

Για την σύντηξη χρησιµοποιήθηκε ένας SSH-2 somatic hybridizer (Shimadzu, 

Toyota, Japan). Γύρω στα 1,6 mL των αναµειγµένων πρωτοπλαστών 
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τοποθετήθηκε µε την χρήση πιπέτας σε ένα θάλαµο σύντηξη FTC-4. Η 

διαδικασία της σύντηξη περιγράφηκε από τους Sun et al. (2004) 

 

 

∆ιαδικασία σύντηξης Sun et al. (2004) 

 

Οι πρωτοπλάστες τοποθετήθηκαν στο διάλυµα σύντηξης το οποίο 

περιείχε 0.50 mM mannitol και 0.25 mM CaCl2  σε πυκνότητα 1×106 mL−1.  Οι 

πρωτοπλάστες των δύο διαφορετικών ειδών αναµείχθηκαν σε αναλογία 1:1. 

Οι αναµειγµένοι πρωτοπλάστες ευθυγραµµίστηκαν σε ένα 

εναλλασσόµενο ηλεκτρικό πεδίο (AC) των 100 V/cm  σε µια συχνότητα 1 MHz 

για 60 δευτερόλεπτα, και µετά η διαδικασία της σύντηξη διευκολύνθηκε µε την 

εφαρµογή συνεχούς τάσης (DC) για 5 φορές, σε παύσεις των 0,5 ms, που 

προκαλεί αναστρέψιµες βλάβες στους πρωτοπλάστες, σε ισχύ των 1,250 

V/cm και διάρκεια 10 δευτερολέπτων έτσι ώστε να γίνει η σύντηξη και 

αφέθηκαν οι πρωτοπλάστες σε κατάσταση ηρεµίας για 20 λεπτά, έτσι ώστε τα 

προϊόντα της σύντηξης να αποκτήσουν το κανονικό τους σχήµα. Τα προϊόντα 

τότε φυγοκεντρήθηκαν στα 80 g για 5 λεπτά. 

Οι πρωτοπλάστες resuspended  και καλλιεργήθηκαν σε διπλού 

στρώµατος καλλιέργεια σε KM8p (Kao and Michayluk 1975) καλλιεργητικό 

µέσο σε πυκνότητα 5 x 105 /mL. Γύρω στα 5 mL λιωµένου στερεού MS 

καλλιεργητικού µέσου + βιταµίνες Β5 (MSB) τοποθετήθηκε στο δισκίο. Μετά 

την στερεοποίηση 2 mL πρωτοπλαστών-KM8P µείγµατα σε πυκνότητα 

5.105/mL προστέθηκαν στο δισκίο. 

Όλα τα δισκία έκλεισαν µε parafilm και επωάστηκαν στα σκοτεινά 

στους 28±1 οC . ∆εκαπέντε µέρες αργότερα, 2 mL φρέσκου υγρού 

καλλιεργητικού µέσου µε την µισή συγκέντρωση mannitol προστέθηκε 

σταδιακά στις καλλιέργειες για να επιταχύνει την κυτταρική διαίρεση και τον 

σχηµατισµό µικρο-κάλλου. Όταν σχηµατίστηκε το µικρο-κάλλι (1-5 mm σε 

µέγεθος) όλοι οι µικρο-κάλλοι µεταφέρθηκαν σε στερεό MSB στο οποίο είχε 

προστεθεί 2.460 mM indole-3-butyric acid (IBA), 0.698 mM kinetin, 6.8 mL 

glutamine, 3.8 mM asparagine, 0.25% (w/v) Phytagel, και 3% (w/v) glucose. 

Έγινε υποκαλλιέργεια ανά διαστήµατα των 15 ηµερών για την επαγωγή 

σωµατικού εµβρύου. Τα ζωντανά έµβρυα µεταφέρθηκαν σε MS µισής 
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δύναµης που περιείχε 2% glucose  και στερεοποιήθηκε µε 0,27 % phytagel. 

Τα αναγεννηµένα φυτά µεταφέρθηκαν στο έδαφος όπως περιέγραψαν οι Jin 

et al 2005.   

 

 

Τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου 

 

2.1 Αποστείρωση του αρχικού υλικού 

Οι σπόροι τοποθετήθηκαν αρχικά για 15 λεπτά στο µυκητοκτόνο 

benomyl σε συγκέντρωση περίπου 20g ανά 250 mL, µετά για 5 λεπτά σε 

διάλυµα χλωρίνης 2ο και ακολούθως για 60 δευτερόλεπτα σε διάλυµα 

αλκοόλης 70%. Ακολούθησε ξέπλυµα των σπόρων τρεις φορές σε 

αποσταγµένο αποστειρωµένο νερό για 5, 10 και 15 λεπτά και ακολούθως 

τοποθετούνταν σε αποστειρωµένο διηθητικό χαρτί µέσα σε αποστειρωµένο 

δίσκο petri για να φύγει η περίσσεια νερού πριν τοποθετηθούν στο 

υπόστρωµα. Η αποστείρωση λάµβανε χώρα σε θάλαµο νηµατώδους ροής. 

 

2.2 Βλάστηση των σπόρων 

Για την βλάστηση των σπόρων χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι petri (9=cm) 

που περιείχαν περίπου 20-25 mL µέσου βλάστησης. Το µέσο βλάστησης 

αποτελείτο από θρεπτικό µέσο MS (Murashige and Skoog, 1962)  που 

στερεοποιήθηκε µε χρήση agar gel σε συγκέντρωση 6 g/L. Στην κoρυφή του 

καλλιεργητικού µέσου τοποθετήθηκαν 5 περίπου σπόροι ανά τριβλείο και 

τοποθετήθηκαν σε σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου για 4-5 µέρες. Μετά την 

4η µέρα (ή την 5η εξαρτάται από την γενετική παραλλακτικότητα και  ταχύτητα 

της βλάστησης) οι κοτυληδόνες είχαν πλήρως εµφανιστεί αλλά ήταν ακόµη 

µερικώς διπλωµένες και το χρώµα τους δεν ήταν ακόµη σκούρο πράσινο. Σε 

αυτό το στάδιο οι κοτυληδόνες συλλέχθηκαν για την αποµόνωση 

πρωτοπλαστών. 

 

2.3 ∆ηµιουργία κάλλου 

Για την δηµιουργία του κάλλου, καταλληλότερο θεωρήθηκε το 

πρωτόκολλο σύµφωνα µε τους Kumria et al 2003. Το πρωτόκολλο προτείνει 

τις ορµόνες 2,4D και KIN σε αντίστοιχες συγκέντρωσες 0,1 mg και 0,5 mg. Για 
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να επιτύχουµε γρηγορότερη και εµφανέστερη την εδραίωση του κάλλου 

χρησιµοποιήθηκαν οι ακόλουθες συγκεντρώσεις ορµονών 1 mg 2,4D και 2 mg 

KIN.  

Οι διαδικασίες για την δηµιουργία κάλλου στο κενάφ και όπως και όλες 

οι υπόλοιπες διαδικασίες ήταν οι ίδιες µε αυτές που χρησιµοποιήθηκαν µε το 

πρωτόκολλο για το βαµβάκι.  

 

2.4  Αποµόνωση πρωτοπλαστών 

 

Οι ποσότητες των ενζύµων που χρησιµοποιήθηκαν έγινε σύµφωνα µε 

τις απαιτούµενες ποσότητες στο πρωτόκολλο WO/2001/000785 

 

2.5 Σύντηξη πρωτοπλαστών  

Η σύντηξη πρωτοπλαστών έγινε µε την χρήση electroporator 2510 

(Eppendorf AG, Germany), µε την χρήση συνεχούς ηλεκτρικού παλµού 600 

V/cm µε διάρκεια 60 msec, για δυο συνεχόµενες φορές έτσι ώστε να 

επιτύχουµε την σύντηξη. 

 

 

2.6 Καλλιέργεια πρωτοπλαστών  

Για την καλλιέργεια των πρωτοπλαστών χρησιµοποιήθηκαν δυο 

διαφορετικοί µέθοδοι.  

 

• 2.6.1 

Η πρώτη έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 

• 2.6.2 

Στη δεύτερη χρησιµοποιήθηκε υπόστρωµα δύο στοιβάδων µε την 

πάνω να είναι υπόστρωµα MS και άγαρ 0.7 %  και στην κάτω υπόστρωµα  

KM8P σε άγαρ 1.5%.  
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Παρασκευή υποστρώµατος – Τοποθέτηση πρωτοπλαστών στο 

υπόστρωµα (Εικόνα 8) 

∆ηµιουργήθηκαν δύο ξεχωριστά διαλύµατα όπου η τελική 

συγκέντρωση τους να είναι διπλάσια από το κανονικό. Στο πρώτο 

τοποθετήθηκαν το διάλυµα ΚM8p, σουκρόζη 3%, 50µg kannamycine και 9% 

mannitol και περάστηκαν από συσκευή µε φίλτρο 0,45 µm. Στο δεύτερο 

τοποθετήθηκαν 1,5% άγαρ και νερό και τοποθετήθηκαν σε κλίβανο για 

αποστείρωση στους 121 oC για 30 λεπτά. Ακολούθως αναµείχτηκαν ίσοι όγκοι 

και από τα δυο διαλύµατα και τοποθετήθηκαν µέσα σε δίσκους petri  και 

αφήνονται να στερεοποιηθούν. 

Ακολούθως παρασκευάζουµε ένα τρίτο διάλυµα µε την µισή ποσότητα 

agar (0,7%) και νερό και  το τοποθετούµε σε κλίβανο για αποστείρωση στους 

121oC για 30 λεπτά.  

Όταν φυγοκεντήσουµε τους πρωτοπλάστες σε σουκρόζη, αυτοί 

ανεβαίνουν στην επιφάνεια. Ακολούθως αφαιρούµε το υπερκείµενο και το 

τοποθετούµε σε διάλυµα KM8p το οποίο περιέχει και 9% mannitol.  

Αναµιγνύουµε τότε 3 mL από το τρίτο διάλυµα µαζί µε τους 

πρωτοπλάστες και του τοποθετούµε προσεκτικά πάνω στην επιφάνεια του 

στερεοποιηµένου διαλύµατος στους δίσκους petri.  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 16:07:35 EEST - 52.207.220.85



  Σελίδα 

77 

 

  

Εικόνα 8: ∆ιαδικασία υποστρώµατος του πειράµατος 2 

Kao liquid 

Sucrose+ 50µg 

kannamycine 

9% mannitol 

1.5% Agar 

in water 

2X 2X 

1X 

Equal 

volumes 

0.7% Agar 

+ 9% mannitol 

Άγαρ σε νερό 37 
o
C υδατόλουτρο 

2X 

Kao+ 

9%mannitol 

3 mL protoplast 

1x = 0.3% agar 

protoplast 

Σουκρόζη 

Kao+ 

9%mannitol 

3mL 

Filtering  Autoclave 

Protoplast 
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3.4 Πείραµα 3: Πρωτόκολλο Kumria et al. (2003) 

3.4.1 Γενικά για το πείραµα 

Σαν γενετικό υλικό για το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν 4 ποικιλίες 

βαµβακιού και µία ποικιλία µπάµιας. Οι ποικιλίες βαµβακιού ήταν οι St474, 

St463, Celia, DP419, και Αλέξανδρος και η εµπορική ποικιλία µπάµιας. Το 

πείραµα έγινε σε δυο επαναλήψεις. Στην ∆εύτερη επανάληψη για το πείραµα 

χρησιµοποιήθηκαν µόνο οι ποικιλίες Celia και St463. 

Οι σπόροι αποστειρωθήκαν σε διάλυµα αιθανόλης 70% για ένα λεπτό 

και ακολούθως ξεπλύθηκαν σε αποστειρωµένο νερό πριν τοποθετηθούν σε 

διάλυµα 0.1% HgCl2 για ένα λεπτό. Οι αποστειρωµένοι πλέον σπόροι 

αφέθηκαν σε αποστειρωµένο νερό κατά την διάρκεια της νύχτας για να 

µαλακώσει το περίβληµα τους. Ακολούθως αφέθηκαν να βλαστήσουν σε 

υπόστρωµα MS (Murashige and Skoog 1962), 1/5 της δύναµης του, το οποίο 

περιείχε 1% σουκρόζη. Όλοι οι ρυθµιστές ανάπτυξης τοποθετήθηκαν πριν την 

τοποθέτηση του θρεπτικού µέσου σε κλίβανο για 15 λεπτά σε θερµοκρασία 

121 oC, εκτός του γιββεριλινικού οξέως. Το pH ρυθµίστηκε στο 5,8-6 πριν 

τοποθετηθεί στον κλίβανο. 

Τα έκφυτα πάρθηκαν από 5-7 ηµερών φρέσκα φυτά. Τόσο και οι 

υποκοτύλες (4–6 mm), όσο και οι κοτυληδόνες (15 mm2) τοποθετήθηκαν σε 

υπόστρωµα MS το οποίο περιείχε with 0.1 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/l Kn και 3% 

µαλτόζη για 8 εβδοµάδες. Ακολούθως ο κάλλος από τα έκφυτα καλλιεργήθηκε 

σε θρεπτικό µέσο MS απουσία ορµονών αλλά παρουσίας 3% µαλτόζης για 4 

εβδοµάδες. Ακολούθως, η αναπτυσσόµενη πλέον µάζα του κάλλου 

µεταφέρθηκε σε θρεπτικό µέσο το οποίο περιείχε 3% µαλτόζη και την 

διπλάσια από την κανονική συγκέντρωση KNO3 για την δηµιουργία 

εµβρυογενικού κάλλου (Trolinder and Goodin 1988b). 

Ακολούθως ο παραγόµενος εµβρυικός κάλλος διαχειριζόταν έτσι ώστε 

να βλαστήσει και να ωριµάσει σε θρεπτικό µέσο που περιείχε 1% µαλτόζη σαν 

πηγή άνθρακα.  

Όλες οι καλλιέργειες διατηρούνταν σε θερµοκρασία 28 oC σε 

φωτοπερίοδο 16/8-h (ηµέρα/νύχτα) και σε ένταση φωτισµού 60 E m-2s-1. Τα 

αναγεννηµένα φυτά τοποθετούνταν σε θερµοκήπιο για να σκληραγωγηθούν. 
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Τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου 

 

Αποστείρωση του αρχικού υλικού 

Οι σπόροι τοποθετήθηκαν αρχικά για 15 λεπτά στο µυκητοκτόνο 

benomyl σε συγκέντρωση περίπου 20g ανά 250 mL, µετά για 5 λεπτά σε 

διάλυµα χλωρίνης 2ο και ακολούθως για 60 δευτερόλεπτα σε διάλυµα 

αλκοόλης 70%. Ακολούθησε ξέπλυµα των σπόρων τρεις φορές σε 

αποσταγµένο αποστειρωµένο νερό για 5, 10 και 15 λεπτά και ακολούθως 

τοποθετούνταν σε αποστειρωµένο διηθητικό χαρτί µέσα σε αποστειρωµένο 

δίσκο petri για να φύγει η περίσσεια νερού πριν τοποθετηθούν στο 

υπόστρωµα. Η αποστείρωση λάµβανε χώρα σε θάλαµο νηµατώδους ροής. 

 

Βλάστηση των σπόρων 

Για την βλάστηση των σπόρων χρησιµοποιήθηκαν δίσκοι petri (9=cm) 

που περιείχαν περίπου 20-25 mL µέσου βλάστησης. Το µέσο βλάστησης 

αποτελείτο από θρεπτικό µέσο MS (Murashige and Skoog, 1962)  που 

στερεοποιήθηκε µε χρήση agar gel σε συγκέντρωση 6 g/L. Στην κoρυφή του 

καλλιεργητικού µέσου τοποθετήθηκαν 5 περίπου σπόροι ανά τριβλέιο και 

τοποθετήθηκαν σε σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου για 4-5 µέρες. Μετά την 

4η µέρα (ή την 5η εξαρτάται από την γενετική παραλλακτικότητα και  ταχύτητα 

της βλάστησης) οι κοτυληδόνες είχαν πλήρως εµφανιστεί αλλά ήταν ακόµη 

µερικώς διπλωµένες και το χρώµα τους δεν ήταν ακόµη σκούρο πράσινο. Σε 

αυτό το στάδιο οι κοτυληδόνες συλλέχθηκαν για την αποµόνωση 

πρωτοπλαστών. 

Ανά διάστηµα 15 ηµερών τα έκφυτα τοποθετούνταν σε καινούργια 

υποστρώµατα ενώ τα µολυσµένα έκφυτα αφαιρούνταν και δεν τοποθετούνταν 

στο καινούργιο υπόστρωµα. 
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4. Αποτελέσµατα 
4.1 Ρυθµός αντίδρασης στο υπόστρωµα 
4.1.1 Πείραµα 1  

Από το πείραµα 1 δεν ήταν δυνατό να παρθούν µετρήσεις λόγω της 

αυξηµένης προσβολής βακτηρίων και µυκήτων κατά την διάρκεια της 

ιστοκαλλιέργειας. 

 
4.1.2 Πείραµα 2 

Κατά την διάρκεια του πειράµατος, ανά 20 περίπου µέρες, 

φωτογραφίζονταν τα τριβλία για να παρατηρηθεί η αντίδραση τόσο των 

υποκοτύλων, όσο και των κοτυληδόνων στα διάφορα υποστρώµατα.   

Παρατηρήθηκε η αντίδραση του εκφύτου ως προς το συγκεκριµένο 

υπόστρωµα και κάθε ξεχωριστό έκφυτο δινόταν ένας χαρακτηρισµός. 

Χαρακτηρίζονταν ως Άριστη αντίδραση, Μέτρια αντίδραση και Καθόλου 

αντίδραση (Εικόνα 9), ανάλογα µε τον ρυθµό αντίδρασης τους ως προς το 

υπόστρωµα κατά την συγκεκριµένη ηµεροµηνία. Όσα έκφυτα µολύνονταν δεν 

δινόταν χαρακτηρισµός. Ο χαρακτηρισµός των εκφύτων αφέθηκε στην κρίση 

του παρατηρητή. Από τις παραπάνω παρατηρήσεις πάρθηκαν οι  ακόλουθοι 

πίνακες: 

 

 

 

 

Εικόνα 9: Χαρακτηρισµός εκφύτων ως προς το ρυθµό ανάπτυξης 

(κοτυληδόνες αριστερά, υποκοτύλες δεξιά) 
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Πίνακας 1: Επανάληψη 1 Υποκοτύλες 
 

Είδος εκφύτου υποκοτύλες 

Γενότυπος Αριθµός 

τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την ηµεροµηνία 

   02/10/2009 12/10/2009 21/10/2009 

      Άριστη Μέτρια Καθόλου Άριστη Μέτρια Καθόλου 

CANDIA 10   10 0 0 8 0 0 

ST474 10   5 4 1 9 1 0 

SPEED 10   6 0 4 3 6 1 

CELIA 9   9 0 0 0 0 0 

DP419 10   0 7 3 10 0 0 

FLORA 10   5 3 2 9 0 1 

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 10   3 0 7 9 1 0 

Kenaf (Tainnung 2) 10   0 2 8 2 1 0 

ST463 10   5 0 5 7 1 1 

ΟKRA 10   0 0 10 0 0 0 

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 10   1 0 9 4 6 0 

 
Πίνακας 2: Επανάληψη 1 κοτυληδόνες 

 

Είδος εκφύτου κοτυληδόνες  

Γενότυπος Αριθµός 

Τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την ηµεροµηνία 

  02/10/2009 12/10/2009 21/10/2009 

   Άριστη Μέτρια Καθόλου Άριστη Μέτρια Καθόλου 

CANDIA 10  6 4 0 8 2 0 

ST474 10  6 2 2 2 5 3 

SPEED 10  5 5 0 8 2 0 

CELIA 10  9 1 0 9 1 0 

DP419 10  8 2 0 10 0 0 

FLORA 10  8 1 1 4 0 6 

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 10  10 0 0 10 0 0 

Kenaf 

(Tainnung 2) 

10  5 3 2 0 0 0 

ST463 11  11 0 0 0 0 0 

ΟKRA 9  8 1 0 0 0 10 
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Από τους παραπάνω πίνακες από κάθε έκφυτο που χαρακτηρίστηκε µε 

ρυθµό αντίδρασης ως Άριστη, Μέτρια και Καθόλου αντίδραση δινόταν µια 

βαθµολογία. Ανάλογα µε τον ρυθµό αντίδρασης δινόταν η βαθµολογία 0, 2 και 

3 χαρακτηρίζοντας την αντίδραση ως προς το υπόστρωµα Καθόλου, Μέτρια 

και Άριστη αντίστοιχα. 

Για να ποσοτικοποιηθούν οι παρατηρήσεις και να βρεθεί το επί τοις 

εκατό ποσοστό αντίδρασης, προστίθετο η συνολική βαθµολογία για κάθε 

τριβλίο και διαιρούταν µε την µέγιστη βαθµολογία (αριθµός εκφύτων Χ 3) και 

το αποτέλεσµα πολλαπλασιαζόταν µε το 100. 

Από τις παραπάνω µετρήσεις πάρθηκαν τα ακόλουθοι πίνακες και οι 

αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις: 
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Πίνακας 5: Επανάληψη 1 Υποκοτύλες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την ηµεροµηνία 

 02/10/2009 12/10/2009 21/10/2009 

CANDIA 0 100 80 
ST474 0 76,66 93,33 
SPEED 0 60 70 
CELIA 0 100 0 
DP419 0 46,66 100 
FLORA 0 70 90 
ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 0 30 96,66 
Kenaf (Tainnung 

2) 
0 13,33 26,66 

ST463 0 50 76,66 
ΟKRA 0 0 0 

 
 
 
, 
 

 
 

Γράφηµα 1: Επανάληψη 1 Υποκοτύλες 
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Πίνακας 6: Επανάληψη 1 κοτυληδόνες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την ηµεροµηνία 

 02/10/2009 12/10/2009 21/10/2009 

CANDIA 0 86,66 93,33 
ST474 0 73,33 53,33 
SPEED 0 83,33 93,33 
CELIA 0 96,66 96,66 
DP419 0 93,33 100 
FLORA 0 86,66 40 
ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 0 100 100 
Kenaf (Tainnung 

2) 
0 70 0 

ST463 0 100 0 
ΟKRA 0 76,66 0 

 
 
 
 

 

 
 

Γράφηµα 2: Επανάληψη 1 κοτυληδόνες 
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Πίνακας 7: Επανάληψη 2 Υποκοτύλες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την 
ηµεροµηνία 

 

 10/10/2009 21/10/2009 3/11/2009 30/11/2009 

CANDIA 0 90 100 100 
ST474 0 100 100 100 
SPEED 0 96,66 100 100 
CELIA 0 94,4 100 100 
DP419 0 96,66 96,66 100 
FLORA 0 0 0 0 
ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 0 6,66 80 100 
Kenaf 

(Tainnung 2) 
0 0 0 0 

ST463 0 81,48 85,18 100 
ΟKRA 0 0 0 0 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Γράφηµα 3: Επανάληψη 2 Υποκοτύλες 
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Πίνακας 8: Επανάληψη 2 κοτυληδόνες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την ηµεροµηνία 

 10/10/2009 21/10/2009 3/11/2009 30/11/2009 

CANDIA 0 100 100 100 
ST474 0 100 100 90 
SPEED 0 96,66 70 76,66 
CELIA 0 94,4 76,66 80 
DP419 0 96,66 70 96,66 
FLORA 0 0 0 0 
ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 0 6,66 2 60 
Kenaf 

(Tainnung 2) 
0 0 0 0 

ST463 0 81,48 96,66 100 
ΟKRA 0 0 0 0 

 
 
 
 
 

 
 

Γράφηµα 4: Επανάληψη 2 κοτυληδόνες 
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4.1.3 Πείραµα 3 
 

Κατά την διάρκεια του πειράµατος, ανά 20 περίπου µέρες, 

φωτογραφίζονταν τα τριβλία για να παρατηρηθεί η αντίδραση τόσο των 

υποκοτύλων, όσο και των κοτυληδόνων στα διάφορα υποστρώµατα.   

Παρατηρήθηκε η αντίδραση του εκφύτου ως προς το συγκεκριµένο 

υπόστρωµα και κάθε ξεχωριστό έκφυτο δινόταν ένας χαρακτηρισµός, 

Χαρακτηριζόταν ως Άριστη αντίδραση, Μέτρια αντίδραση και Καθόλου 

αντίδραση (Εικόνα 9), ανάλογα µε τον ρυθµό αντίδρασης τους ως προς το 

υπόστρωµα κατά την συγκεκριµένη ηµεροµηνία. Όσα έκφυτα µολύνονταν δεν 

δινόταν χαρακτηρισµός. Ο χαρακτηρισµός των εκφύτων αφέθηκε στην κρίση 

του παρατηρητή. Από τις παραπάνω παρατηρήσεις πάρθηκαν οι  ακόλουθοι 

πίνακες: 

 

Πίνακας 9: Επανάληψη 3 Υποκοτύλες 
 

Είδος εκφύτου υποκοτύλες 

Γενότυπος Αριθµός 

τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την 

ηµεροµηνία 

   26/6/2009 15/7/2009 

     Άριστη Μέτρια 

  

Καθόλου 

CANDIA           

ST474 10   0 1 0 

SPEED          

CELIA 9   0 0 0 

CELIA  9   0 0 0 

FLORA          

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ          

Kenaf (Tainnung 

2) 

         

ST463 10   0 0 0 

ΟKRA 10   0 0 0 
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Πίνακας 10: Επανάληψη 3 κοτυληδόνες 
 

Είδος εκφύτου κοτυληδόνες 

Γενότυπος Αριθµός 

τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την ηµεροµηνία 

   26/6/2009 15/7/2009 28/9/2009 

     Άριστη Μέτρια 

  

Καθόλου Άριστη Μέτρια Καθόλου 

CANDIA                 

ST474 9   7 1 0 3 από 4 1 0 

SPEED               

CELIA  9   6 2 0      

DP419              

FLORA               

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ               

Kenaf (Tainnung 2)               

ST463 9   0 0 0 4 από 5 1 0 

ΟKRA 8   3 0 0       

 
 

 
Πίνακας 11: Επανάληψη 4 Υποκοτύλες 

 
Είδος εκφύτου υποκοτύλες 

Γενότυπος Αριθµός 

τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Μεταφορά 

σε φρέσκο 

MS 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την 

ηµεροµηνία 

   1/7/2009 14/7/2009 15/7/2009 

Αντίδραση       Άριστη Μέτρια   Καθόλου 

CANDIA             

ST474             

SPEED             

CELIA 10     0 10 0 

DP419             

FLORA             

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ             

Kenaf (Tainnung 2)             

ST463 10     0 0 0 

ΟKRA             

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ               
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Πίνακας 12: Επανάληψη 4 κοτυληδόνες 
 

Είδος εκφύτου κοτυληδόνες 

Γενότυπος Αριθµός 

τοποθετηµένων 

εκφύτων 

Τοποθέτηση 

στο 

υπόστρωµα 

Μεταφορά 

σε φρέσκο 

MS 

Χαρακτηρισµός εκφύτων κατά την 

ηµεροµηνία 

   1/7/2009 14/7/2009 15/7/2009 

Αντίδραση       Άριστη Μέτρια Καθόλου 

CANDIA             

ST474             

SPEED             

CELIA 10     7 2 0 

DP419             

FLORA             

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ             

Kenaf (Tainnung 2)             

ST463 10     7 2 0 

ΟKRA             

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ               

 
 
 
Από τους παραπάνω πίνακες από κάθε έκφυτο που χαρακτηρίστηκε µε 

ρυθµό αντίδρασης ως Άριστη, Μέτρια και Καθόλου αντίδραση δινόταν µια 

βαθµολογία. Ανάλογα µε τον ρυθµό αντίδρασης δινόταν η βαθµολογία 0, 2 και 

3 χαρακτηρίζοντας την αντίδραση ως προς το υπόστρωµα Καθόλου, Μέτρια 

και Άριστη αντίστοιχα. 

Για να ποσοτικοποιηθούν οι παρατηρήσεις και να βρεθεί το επί τοις 

εκατό ποσοστό αντίδρασης, προστίθετο η συνολική βαθµολογία για κάθε 

τριβλίο και διαιρούταν µε την µέγιστη βαθµολογία (αριθµός εκφύτων Χ 3) και 

το αποτέλεσµα πολλαπλασιαζόταν µε το 100. 

Από τις παραπάνω µετρήσεις πάρθηκαν τα ακόλουθοι πίνακες και οι 

αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις: 
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Πίνακας 13: Επανάληψη 3 Υποκοτύλες 
 

Γενότυπος Ποσοστό 
αντίδρασης κατά την 

ηµεροµηνία 

 26/06/2009 15/07/2009 

ST474 0 6,66 
CELIA 0 0 
ST463 0 0 
ΟKRA 0 0 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Γράφηµα 5: Επανάληψη 3 Υποκοτύλες 
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Πίνακας 14: Επανάληψη 3 κοτυληδόνες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την 
ηµεροµηνία 

 26/06/2009 15/07/2009 28/09/2009 

ST474 0 85,18 91,66 
CELIA 0 81,48 0 
ST463 0 0 93,33 
ΟKRA 0 37,5 0 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Γράφηµα 6: Επανάληψη 3 κοτυληδόνες 
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Πίνακας 15: Επανάληψη 4 υποκοτύλες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την ηµεροµηνία 

 01/07/2009 15/07/2009 

Celia 0 66,66 

St463 0 0 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Γράφηµα 7: Επανάληψη 4 υποκοτύλες 
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Πίνακας 16: Επανάληψη 4 κοτυληδόνες 
 

Γενότυπος Ποσοστό αντίδρασης κατά την ηµεροµηνία 

 
01/07/2009 15/07/2009 

Celia 0 0 

St463 83,33 83,33 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Γράφηµα 8: Επανάληψη 4 κοτυληδόνες 
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4.2 Χρώση πρωτοπλαστών 

 

Τόσο οι κοτυληδόνες, όσο και οι υποκοτύλες, από κάθε µια από τις 8 

ποικιλίες βαµβακιού, την 1 ποικιλία κενάφ και 1 ποικιλία µπάµιας, 

φωτογραφήθηκαν µε την χρήση ψηφιακής φωτογραφικής µηχανής, σε 

µικροσκοπίου φθορισµού (Εικόνα 10), αφού πρώτα χρώστικαν οι 

πρωτοπλάστες µε την χρήση χρωστικής fluorescein diacetate (FDA). Σύνολο 

8 περίπου φωτογραφιών πάρθηκαν από κάθε ποικιλία και κάθε φωτογραφία 

αντιπροσώπευε ένα οπτικό πεδίο.  Η ζωτικότητα µετρήθηκε σαν ποσοστό των 

φθορίζουσων πρωτοπλαστών  σε σχέση µε τους συνολικούς πρωτοπλάστες 

στο ίδιο οπτικό πεδίο του µικροσκοπίου.  

 

 

 
Εικόνα 10: Μικροσκόπιο φθορισµού 
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Εικόνα 11:Νεκροί πρωτοπλάστες της ποικιλίας Celia, ∆εν φθορίζουν στο 

µικροσκόπιο φθορισµού αλλά φαίνονται το οπτικό µικροσκόπιο 
 

 
Εικόνα 12: Ζωντανοί φθορίζον πρωτοπλάστες της ποικιλίας St474 
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4.4 Αποµόνωση πρωτοπλαστών 

 

Για συγκριτικούς σκοπούς για το που βρίσκονταν οι περισσότεροι 

πρωτοπλάστες στο διάλυµα αποµόνωσης, µικρή ποσότητα τόσο από το 

υπερκείµενο, όσο και από το υποκείµενο του διαλύµατος αποµόνωσης των 

πρωτοπλαστών, τοποθετήθηκε εντός αντικειµενοφόρου πλάκας για να 

παρατηρηθεί σε οπτικό µικροσκόπιο. 

 

 

4.5 Σύντηξη πρωτοπλαστών 

 

Αµέσως µετά την σύντηξη των πρωτοπλαστών, αφού αφέθηκε το 

διάλυµα σύντηξης να ηρεµήσει, µικρή ποσότητα διαλύµατος τοποθετήθηκε επί 

αντικειµενοφόρου πλάκας και ακολούθως αυτή τοποθετήθηκε σε οπτικό 

µικροσκόπιο, από όπου οι πρωτοπλάστες φωτογραφήθηκαν µε την χρήση 

ψηφιακής φωτογραφικής (Canon PowerShot S80). 

Ακολούθως οι πρωτοπλάστες χρώστηκαν µε την χρήση χρωστικής 

fluorescein diacetate (FDA) για να παρακολουθεί αν οι πρωτοπλάστες 

επιβίωσαν της σύντηξης.  
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5. Συµπεράσµατα - Συζήτηση 

 

5.1 Αποτελεσµατικότητα ως προς τον ρυθµό εδραίωσης του κάλλου 

 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων έδειξαν διαφοροποίηση στην 

αντίδραση των πρωτοπλαστών βαµβακιού τόσο ως προς το 

χρησιµοποιούµενο πρωτόκολλο αποµόνωσης και καλλιέργειας όσο και ως 

προς γενότυπο των αξιολογούµενων ποικιλιών βαµβακιού. 

Η κατά σειρά αντίδραση των ποικιλιών βαµβακιού σε σχέση µε το 

πρωτόκολλο παρουσιάζεται στον Πίνακα 17. Συγκεκριµένα, στο πείραµα 2 

ήταν η ακόλουθη Celia>Candia >St474>DP419>St463, ενώ και στο πείραµα 3 

φαίνεται να υπερτερεί σαφώς η ποικιλία Celia. Στο πείραµα 1 δεν 

παρατηρήθηκε διαφοροποίηση λόγω του αυξηµένου ποσοστού προσβολής 

εξαιτίας φυτοπαθογόνων (βακτηρίων).   

 

Πίνακας 17: Μέσος Όρος ποσοστού αντίδρασης στις 10 ηµέρες µετά 

την πρώτη τοποθέτηση στο υπόστρωµα 

Γενότυπος Μ.ο. Ποσοστού αντίδρασης 10 ηµέρες µετά την 
τοποθέτηση στο υπόστρωµα 

 Υποκοτύλες Κοτυληδόνες 

CANDIA 95 93,33 
ST474 88,33 86,66 

SPEED 78,33 89,99 
CELIA 97,2 95,53 
DP419 71,66 94,99 

FLORA 70 86,66 
ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ 18,33 53,33 

Kenaf (Tainnung 2) 13,33 70 
ST463 67,24 90,74 
ΟKRA - 76,66 

 

Οι περιβαλλοντικές συνθήκες (Θερµοκρασία, Υγρασία) όπου 

τοποθετήθηκαν τα έκφυτα ήταν οι ίδιες σε όλες τις ποικιλίες του πειράµατος. 

Κατά συνέπεια ένας κύριος λόγος διαφοροποίησης ως προς τον ρυθµό 

εδραίωσης του κάλλου µπορεί να οφείλεται στην ίδια την ποικιλία. Ως γνωστό 

η ιστοκαλλιέργεια στο βαµβάκι είναι γενοτυπικά εξαρτηµένη, µια πιθανή 

εξήγηση που µπορεί να δοθεί ότι κάποιος δευτερογενής µεταβολίτης  
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παραγόµενος από τα έκφυτα (πιθανόν οι φαινόλες ή οι ρυθµιστές ανάπτυξης) 

ίσως επηρεάζουν τον ρυθµό εδραίωσης του κάλλου.   

Οι ποικιλίες Celia και Candia προέρχονται από στενή γενετική βάση 

κάτω από την εµπορική επωνυµία του οίκου Fibermax® (Bayer®), ενώ κάτι 

αντίστοιχο συµβαίνει και µε τις ποικιλίες St474 και St463 που κυκλοφορούν 

κάτω από την εµπορική επωνυµία του οίκου Stoneville® (Pioneer®). Η ποικιλία 

DP419 ανήκει στην Monsanto® κάτω από την εµπορική επωνυµία του οίκου 

Deltapine®. Από τα αποτελέσµατα του πειράµατος, βρέθηκε να υπερτερούν οι 

ποικιλίες κάτω την εµπορική επωνυµία Fibermax® και να ακολουθούν οι 

ποικιλίες Deltapine® και Stoneville®.   

Πιθανή σύνδεση µπορεί να υπάρχει µε την έρευνα του Millard C. 

Calhoun από το Πανεπιστήµιο του Τέξας (2004), ο οποίος διεξήγαγε 

πειράµατα πάνω στη διατροφική αξία και την ποσότητα γκοσσυπόλης εντός 

των σπόρων σε 24 ποικιλίες βαµβακιού. Από τα αποτελέσµατα του 

πειράµατος ως προς την συγκέντρωση γκοσσυπόλης, οι ποικιλίες Fibermax® 

φαίνεται να έχουν την µικρότερη συγκέντρωση ολικής γκοσσυπόλης, µε µέσο  

όρο 1,10% ανά µονάδα ξηράς ουσίας, ενώ ακολουθούν οι ποικιλίες 

Deltapine® µε µέσο όρο 1,31% ανά µονάδα ξηράς ουσίας και οι ποικιλίες 

Εικόνα 13: Εύθραυστος κάλλος προερχόµενος από κοτυληδόνες της 

ποικιλίας Candia 
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Stoneville® µε το µεγαλύτερο ποσοστό γκοσσυπόλης 1,74% ανά µονάδα 

ξηράς ουσίας. Η ποικιλία St474 είχε το µικρότερο ποσοστό γοσσυπόλης σε 

σχέση µε τις υπόλοιπες ποικιλίες Stoneville® που εξετάστηκαν µε µέσο όρο 

1,55% ανά µονάδα ξηράς ουσίας και µε ένα εύρος τιµών από 1,30-1,88% 

ξηράς ουσίας. Η ταξινόµηση που παρατηρήθηκε από τα δεδοµένα του 

πειράµατος, έρχεται να συµφωνήσει µε τα αποτελέσµατα του Calhoun, και 

δικαιολογείται ακόµη το γεγονός ότι η ποικιλία St474 είχε καλύτερη αντίδραση 

στο υπόστρωµα σε σχέση µε την ποικιλία DP419 (Deltapine®).   

Συγκρίνοντας τα δεδοµένα και των δυο πειραµάτων (Calhoun και το 

παρόν πείραµα), µπορούµε να καταλήξουµε στο συµπέρασµα πως υπάρχει 

µια αρνητική συσχέτιση της συγκέντρωσης γοσσυπόλης στα έκφυτα ως προς 

τον ρυθµό εδραίωσης του κάλλου. Αυτό έρχεται να συµφωνήσει µε τα 

αποτελέσµατα των ZHU Shuijin και JI Daofan (2001) όπου φτάνουν σε 

ανάλογο συµπέρασµα, µε την επιπρόσθετη παρατήρηση ότι µια συγκέντρωση 

της τάξεως των 0,1mg/L γκοσσυπόλης, δρα θετικά στη σταθερότητα της 

ανάπτυξης του κάλλου.  

Με βάση τα δεδοµένα, αν γίνει σύγκριση ως προς την πηγή του 

εκφύτου σε σχέση µε τον ρυθµό αντίδρασης προς το υπόστρωµα, φαίνεται 

καθαρά ότι η ταχύτερη αντίδραση παρατηρείται όταν χρησιµοποιείται ως πηγή 

εκφύτου, οι υποκοτύλες σε σχέση µε τη χρησιµοποίηση των κοτυληδόνων.  

Όπως φαίνεται και από τις εικόνες 14, η χρησιµοποίηση υποκοτύλων είχε 

ταχύτερη αντίδραση και περισσότερο εµφανή αποτελέσµατα. Οι 

παρατηρήσεις στα αποτελέσµατα βρίσκουν σύµφωνους αρκετούς συγγραφείς 

που αναφέρουν την καταλληλότητα της χρησιµοποίησης υποκοτύλων έναντι 

κοτυληδόνων για την δηµιουργία κάλλου (Peeters and Swennen, 1993; Zhang 

et al., 2001; Zouzou Michel et al., 2008). 

Τα πρωτόκολλα που χρησιµοποιήθηκαν δεν ήταν κατάλληλα για να 

προκαλέσουν ικανοποιητική αντίδραση τόσο σε κενάφ, όσο και στην µπάµια. 

Η µπάµια έδειξε µερική αντίδραση στο υπόστρωµα του 2ου πρωτοκόλλου, 

αλλά τα αποτελέσµατα δεν ήταν ικανοποιητικά. Πιθανός λόγος για τον οποίο η 

µπάµια και το κενάφ δεν είχαν ικανοποιητική αντίδραση στο υπόστρωµα, 

οφείλεται ίσως στο γεγονός ότι τα πρωτόκολλα δεν ήταν προσαρµοσµένα για 

τα δυο αυτά είδη. 
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Εικόνα 14: Σύγκριση µεταξύ υποκοτύλων και κοτυληδόνων που 

καλλιεργήθηκαν στο ίδιο υπόστρωµα, την ίδια χρονική περίοδο 

 

Η παρουσίαση µειωµένης ανάπτυξης στα γραφήµατα σε σχέση µε τον 

προηγούµενο ρυθµό ανάπτυξης, οφείλεται κατά ένα µεγάλο ποσοστό στο 

γεγονός ότι αρκετά από τα έκφυτα µολύνονταν και αυτό είχε επιπτώσεις στην 

συνολική βαθµολογία. 

Από την αποµόνωση πρωτοπλαστών και ακολούθως την 

παρακολούθηση τους σε οπτικό µικροσκόπιο,  τόσο πρωτοπλαστών που 

προέρχονταν από το υπερκείµενο, όσο και πρωτοπλαστών που προέρχονταν 

από το υποκείµενο του διαλύµατος αποµόνωσης, παρατηρήθηκε ότι οι 

περισσότεροι πρωτοπλάστες βρίσκονταν εντός του υποκειµένου του 

διαλύµατος αποµόνωσης. Η παρατήρηση συµφωνεί µε τη διαδικασία 

αποµόνωσης και των τριών πρωτοκόλλων που χρησιµοποιήθηκαν (Kumria et 

al., 2003; Πρωτόκολλο WO/2001/000785; Xi-yan Yang et al, 2007)  

Μετά από χρώση των πρωτοπλαστών δεν παρατηρήθηκαν ζωντανοί 

πρωτοπλάστες στις περισσότερες ποικιλίες βαµβακιού, του κενάφ και της 

µπάµιας. Αυτό υποδεικνύει ότι οι  πρωτοπλάστες δεν επιβίωσαν της 

διαδικασίας αποµόνωσης τους, είτε λόγω ανθρώπινου σφάλµατος κατά την 

διαδικασία αποµόνωσης, είτε κάποιου σφάλµατος στην εφαρµογή του 

πρωτοκόλλου αποµόνωσης. 

Η παρουσία διαφορετικών ποσότητων αυξητικών ορµονών στο 

υπόστρωµα φαίνεται να παίζει κάποιο ρόλο ως προς το ρυθµό αντίδρασης 

του εκφύτου. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε ότι η συγκέντρωση του 1 mg 2.4D 

και των 2 mg ΚΙΝ του πρωτοκόλλου του πειράµατος 1, έχουν αυξηµένο ρυθµό 

αντίδρασης σε σχέση µε την συγκέντρωση των 0,1 mg 2.4D και 0.5 mg KIN 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/04/2024 16:07:35 EEST - 52.207.220.85



  Σελίδα 

103 

 

  

του πρωτοκόλλου των Kumria et al (2003). Πολλές αναφορές έχουν γίνει 

σχετικά µε την αναγκαιότητα της αυξητικής ορµόνης 2.4D για την έναρξη της 

καλλογένεσης (Davidonis and Hamilton, 1983; Zhang, 2000; Lee et al, 2004 ; 

Wang et al., 2004 ; Sun et al., 2006;  Burbulis et al., 2007), η οποία από το 

πείραµα φαίνεται να παίζει ρόλο στο ρυθµό ανάπτυξης του κάλλου. Τα 

αποτελέσµατα του πειράµατος έρχονται σε αντιπαράθεση µε τα 

αποτελέσµατα των Zouzou Michel et al. (2008) όπου αναφέρουν ότι οι 

βέλτιστες συγκεντρώσεις αυξητικών ορµονών για το βαµβάκι ήταν οι 0,1 mg 

2.4D και 0.5 mg KIN. 

 

 

 

Εικόνα 15: Σύγκριση µεταξύ πειράµατος 1 και πειράµατος 2 µετά από 1 µήνα 

ιστοκαλλιέργειας 

 

Μετά από παρατεταµένο χρόνο καλλιέργειας, τα έκφυτα παρουσίαζαν 

ένα καφετί χρωµατισµό, ενώ µερικά παρουσίαζαν εκκρίσεις φαινολικών 

ουσιών στο καλλιεργητικό µέσο. Έρευνες σχετικά µε την ιστοκαλλιέργεια 

δείχνουν ότι οι φαινολικές ουσίες και συγκεκριµένα η γκοσσυπόλη, έχουν 

υποστεί κάποιο βαθµό οξείδωσης, µε συνέπεια να έχουν αρνητική επίδραση 

στην in vitro καλλιέργεια (Arnaldos et al., 2001).  Το καφέ χρώµα των εκφύτων 

οφείλεται στην αναστολή της ενζυµικής λειτουργίας που προκαλείται από 

οξειδωµένες φαινολικές ουσίες (Laukkanen et al., 1999; Compton et al., 

1986). Η προσθήκη αντιοξειδωτικών όπως το κιτρικό οξύ, το ασκορβικό οξύ, 

το PVP (polyvinyl pyrolidone) και ο ενεργός άνθρακας στο θρεπτικό µέσο 

µπορεί να µειώσουν το βαθµό οξείδωσης των φαινολικών (Toth et al., 1994). 

Οι συγκεντρώσεις φαινολικών αυξάνονται και µειώνονται ανάλογα µε το 
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στάδιο βλάστησης των φυτών (Thomas and Ravindra, 1999). Οι Ibrahim Ilker 

Ozyigit et al (2007) προτείνουν την καλλιέργεια των εκφύτων πριν τις 7 ηµέρες 

ή µετά την 28η ηµέρα από την βλάστηση των σπόρων, στο στάδιο δηλαδή 

όπου τα φαινολικά έχουν την µικρότερη συγκέντρωση. Επίσης προτείνεται η 

συχνή επανακαλλιέργεια των εκφύτων σε ανανεωµένα θρεπτικά 

υποστρώµατα. 

 

 

Εικόνα 16: Έκκριση φαινολών σε κάλλο δύο µηνών της ποικιλίας Candia 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Έκκριση φαινολών σε δίµηνο κάλλο προερχόµενο από 

κοτυληδόνες της ποικιλίας Candia 
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Από την σύντηξη πρωτοπλαστών φαίνεται καθαρά στο µικροσκόπιο, ο 

σχηµατισµός αλυσίδων ανάµεσα στους πρωτοπλάστες. Ο σχηµατισµός 

αλυσίδων υποδεικνύει ότι µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τη σύντηξη ήταν 

επιτυχής, όµως είναι αδύνατο σε αυτό το στάδιο να καταλάβουµε αν οι 

πρωτοπλάστες ανήκουν στο ίδιο είδος ή σε διαφορετικό.  

 

 

 

Εικόνα 18: Σχηµατισµός αλυσίδων µετά από σύντηξη των ποικιλιών Celia και 

St474 

Μετά την χρώση των προϊόντων της σύντηξης µε την χρωστική FDA 

παρατηρήθηκαν ζωντανοί πρωτοπλάστες, γεγονός που αποδεικνύει ότι η 

διαδικασία και οι συνθήκες κατά την διάρκεια της σύντηξης ήταν επιτυχής. 

   

 

Εικόνα 19: Ζωντανοί πρωτοπλάστες µετά από σύντηξη των ποικιλιών 

Celia x St474 
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Από τα αποτελέσµατα των πειραµάτων φαίνεται ότι η ποικιλία Celia να 

υπερτερεί έναντι των υπολοίπων ποικιλιών. Αυτό οφείλεται, κατά τον 

συγγραφέα, στην χαµηλή συγκέντρωση γκοσσυπόλης που χαρακτηρίζει την 

συγκεκριµένη ποικιλία (Millard C. Calhoun, 2004). Λόγω του παραπάνω, οι 

ποικιλίες µε την εµπορική επωνυµία Fibermax® βρέθηκαν καταλληλότερες για 

την χρησιµοποίηση τους στην ιστοκαλλιέργεια σε σχέση µε τις Deltapine® και 

Stoneville® αλλά χρειάζεται όµως περαιτέρω έρευνα. Παρόλα αυτά ο 

συγγραφέας προτείνει τον έλεγχο κάθε ποικιλίας για την συγκέντρωση 

γκοσσυπόλης και χρησιµοποίηση αυτών µε την µικρότερη συγκέντρωση, που 

όµως να µην είναι µικρότερη από τα 0,1mg/L γκοσσυπόλης. Οι επιλεγµένες 

ποικιλίες τότε θα αφεθούν να βλαστήσουν και η προετοιµασία των εκφύτων 

για την τοποθέτηση στο υπόστρωµα πρέπει να γίνει το αργότερο µέχρι την 

έβδοµη µέρα όπου τα επίπεδα φαινολικών είναι στην µικρότερη 

συγκέντρωση. Τα έκφυτα τότε πρέπει να τοποθετηθούν σε MS θρεπτικό µέσο 

παρουσία ορµονών 1 mg 2.4D και 2 mg ΚΙΝ, ενώ συνιστάται η συχνή 

επανακαλλιέργεια σε ανανεωµένα θρεπτικά υποστρώµατα.  

Παρόλο που έχουν αναφερθεί τεχνικές που είναι γενοτυπικά 

ανεξάρτητες (Katageri  et al., 2007; Gould and Maria Magallenes-Cedeno 

1998; Zapata et al., 1999; Chinchane et al., 2004), η ικανότητα καλλιέργειας 

του βαµβακιού σε in vitro καλλιέργεια δεν παύει να είναι γενοτυπικά 

εξαρτηµένη. Μέχρι τώρα υποσχόµενα αποτελέσµατα υπάρχουν µόνο στην 

ποικιλία Coker 312, που όµως δεν έχει µεγάλη οικονοµική σηµασία από 

εµπορική άποψη. Η κατεύθυνση προς µια γενοτυπικά ανεξάρτητη in vitro 

καλλιέργεια θα ανοίξει νέους ορίζοντες στην γενετική βελτίωση του βαµβακιού 

η οποία και δεν θα περιορίζεται πλέον µόνο στις συµβατικές µεθόδους 

βελτίωσης, αλλά θα συνεισφέρει επικουρικά στην αποτελεσµατικότητα τους.   
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