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			ΠΡΟΛΟΓΟΣ

			Μιλώντας για τη Γεωπονική Βιοτεχνολογία δύο έννοιες έρχονται αμέσως στο μυαλό μας: τα γενετικά τροποποιημένα (ή, αλλιώς, «μεταλλαγμένα») φυτά και ο μικροπολλαπλασιασμός. Και ενώ για την πρώτη περίπτωση υπάρχουν πολλά επιχειρήματα τόσο υπέρ όσο και κατά της υιοθέτησης της συγκεκριμένης τεχνολογίας από την ελληνική, αλλά και την ευρύτερη ευρωπαϊκή γεωργία, η εφαρμογή του μικροπολλαπλασιασμού έχει γράψει μια λαμπρή ιστορία και έχει συνεισφέρει τα μέγιστα στην παραγωγή πολλαπλασιαστικού υλικού υψηλής ποιότητας με τρόπο μαζικό και οικονομικό. Χωρίς υπερβολή, η ιστοκαλλιέργεια των φυτών, πεδίο της οποίας αποτελεί ο μικροπολλαπλασιασμός, έχει πλέον καθιερωθεί ως η κατεξοχήν μέθοδος αγενούς αναπαραγωγής των φυτών, ιδιαίτερα των δενδρωδών και ανθοκομικών ειδών. Θα μπορούσαμε μάλιστα να ισχυριστούμε ότι, από ιστορική άποψη, ο μικροπολλαπλασιασμός είναι ευρωπαϊκή υπόθεση, καθώς η ήπειρός μας εμφανίζει και τον μεγαλύτερο αριθμό εμπορικών μονάδων μικροπολλαπλασιασμού, συμπεριλαμβανόμενων και ελληνικών επιχειρήσεων. Βέβαια, όπως και στους υπόλοιπους τομείς της οικονομίας, εταιρείες μικροπολλαπλασιασμού με εξαιρετικά μεγάλη δυναμικότητα παραγωγής απαντώνται πλέον μόνο σε ασιατικές χώρες, εκμεταλλευόμενες το χαμηλό κόστος εξειδικευμένης εργασίας. Ωστόσο, η Ευρώπη εξακολουθεί να κρατά τα σκήπτρα στην έρευνα και την εξέλιξη της επιστήμης της ιστοκαλλιέργειας.

			Το παρόν βιβλίο έχει ως βασικό στόχο την παροχή όλων των απαιτούμενων πληροφοριών έτσι ώστε ο αναγνώστης να αποκτήσει σε βάθος γνώση και κατανόηση των επιμέρους θεμάτων και τεχνικών γύρω από τον μικροπολλαπλασιασμό των φυτών. Η δομή του βιβλίου έχει σχεδιαστεί με βάση τις παραδόσεις, για περισσότερα από είκοσι έτη, του μαθήματος «Κυτταρο-Ιστοκαλλιέργεια Φυτών» στους φοιτητές του Τμήματος Βιοτεχνολογίας της Σχολής Τροφίμων Βιοτεχνολογίας και Ανάπτυξης του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. Αποτυπώνει, επομένως, συσσωρευμένη μια μακρόχρονη διδακτική εμπειρία και αντικατοπτρίζει το τελικό αποτέλεσμα μιας συνεχούς διαδικασίας βελτίωσης του εκπαιδευτικού υλικού. Για τον λόγο αυτόν, καταβλήθηκε κάθε δυνατή προσπάθεια δημιουργίας ενός «ζωντανού» κειμένου πέρα από τα συνηθισμένα, γεμάτου από έγχρωμα σχέδια, εικόνες και διαδραστικά στοιχεία, έτσι ώστε να αποτελεί έναν οδικό χάρτη στον μικροπολλαπλασιασμό. 

			Στα εννέα Κεφάλαια του βιβλίου ο αναγνώστης θα περιηγηθεί στον ενδιαφέροντα κόσμο των in vitro καλλιεργειών: αρχικά θα έρθει σε επαφή με την ιστορική εξέλιξη του επιστημονικού αυτού πεδίου και θα γνωρίσει τους φυσιολογικούς μηχανισμούς πίσω από την τεχνολογία της ιστοκαλλιέργειας (Κεφάλαιο ١). Στη συνέχεια θα κατανοήσει τους παράγοντες που επηρεάζουν τον μικροπολλαπλασιασμό (Κεφάλαιο ٢) και ιδιαίτερα το θρεπτικό υπόστρωμα και τους ρυθμιστές αύξησης, που εξετάζονται μαζί σε ξεχωριστό κεφάλαιο (Κεφάλαιο ٣). Θα μάθει επίσης πώς να δημιουργήσει μια μονάδα μικροπολλαπλασιασμού (Κεφάλαιο ٤) αλλά και πώς να εκτελέσει τις απαιτούμενες εργασίες για την παραγωγή φυτών με μικροπολλαπλασιασμό (Κεφάλαιο ٥). Όπως κάθε άλλο τεχνολογικό πεδίο, έτσι και ο μικροπολλαπλασιασμός μπορεί να εμφανίσει διάφορα προβλήματα στην εφαρμογή του: ο αναγνώστης θα ενημερωθεί σε βάθος για τα κυριότερα από αυτά και θα καθοδηγηθεί διεξοδικά στους τρόπους αντιμετώπισής τους (Κεφάλαιο ٦). Θα γνωρίσει επίσης τις διαφορετικές κατηγορίες μικροπολλαπλασιασμού και τις περιοχές εφαρμογής τους (Κεφάλαιο ٧), ενώ μια κατηγορία, αυτή της σωματικής εμβρυογένεσης, θα εξεταστεί μόνη της (Κεφάλαιο ٨) λόγω της ιδιαίτερης σημασίας της. Το τελευταίο κεφάλαιο του βιβλίου (Κεφάλαιο ٩) είναι αφιερωμένο στην τεχνολογία των βιοαντιδραστήρων, η οποία αντιπροσωπεύει τη σύγκλιση της ιστοκαλλιέργειας με την τεχνολογία του αυτοματισμού, οδηγώντας τον μικροπολλαπλασιασμό στην καρδιά του ٢١ου αιώνα. Τέλος, στα δύο Παραρτήματα του βιβλίου ο αναγνώστης θα έχει τη δυνατότητα της ανασκόπησης των κυριότερων όρων και εννοιών του μικροπολλαπλασιασμού και της αντίστοιχης ορολογίας στα αγγλικά, ενώ θα βρει ακόμα περισσότερες πληροφορίες πρακτικού τύπου για τη σύσταση των πλέον συνηθισμένων θρεπτικών υποστρωμάτων. 

			Καταλήγοντας, θέλω να ευχαριστήσω τους συνεργάτες μου, προπτυχιακούς και μεταπτυχιακούς φοιτητές, οι οποίοι συνέβαλαν σημαντικά με τις παρατηρήσεις τους και τη συμμετοχή τους στην ερευνητική προσπάθεια, στην απόκτηση της πολύτιμης προσωπικής εμπειρίας που προσπάθησα να μεταφέρω στο βιβλίο αυτό. Ιδιαίτερα, τέλος, θέλω να ευχαριστήσω τον εκλεκτό και αγαπητό συνάδελφο Καθηγητή Αθανάσιο Οικονόμου (Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης) για την κριτική ανάγνωση του βιβλίου και τις εποικοδομητικές παρατηρήσεις και συμβουλές του. 

			Αθήνα, Φεβρουάριος 2015
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			ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			ΤΙ ΕΙΝΑΙ Ο ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ;

			1.1. ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ

			Η κυτταροκαλλιέργεια (cell culture) και η ιστοκαλλιέργεια (tissue culture) είναι γενικότερα γνωστότερες με τους όρους «καλλιέργεια in vitro» ή «τεχνικές in vitro». Ο λατινικός όρος in vitro σημαίνει κυριολεκτικά «στο γυαλί» και προέρχεται από την εποχή που οι κυτταροκαλλιέργειες πραγματοποιούνταν μέσα σε γυάλινους σωλήνες (αυτοί χρησιμοποιούνται ακόμα σε αρκετές εφαρμογές). Στη συνέχεια θα χρησιμοποιήσουμε εναλλάξ τους όρους αυτούς εννοώντας βασικά το ίδιο πράγμα.

			Με τα σημερινά δεδομένα, ως τεχνική in vitro θα χαρακτηρίσουμε οποιαδήποτε μέθοδο ή διαδικασία αναφέρεται στην απομάκρυνση κυττάρων από έναν οργανισμό και, στη συνέχεια, τη διατήρησή του σε ένα τεχνητό περιβάλλον καλλιέργειας, όπου προσπαθούμε να ελέγξουμε τη φυσιολογική λειτουργία των κυττάρων αυτών. Ο έλεγχος επιτυγχάνεται με εφαρμογή διαφόρων φυσικών μεθόδων (π.χ. τροποποίηση θερμοκρασίας, φωτισμού, σύστασης ατμόσφαιρας) και/ή με προσθήκη χημικών ουσιών (π.χ. θρεπτικών μέσων, ρυθμιστών αύξησης κ.λπ.).

			Ο μικροπολλαπλασιασμός των φυτών αποτελεί την κυριότερη πρακτική και εμπορική εφαρμογή της ιστοκαλλιέργειας φυτών. Όπου μπορεί να εφαρμοστεί, ο μικροπολλαπλασιασμός υπερέχει στην απόδοση έως και χιλιάδες φορές σε σχέση με τις συμβατικές μεθόδους.

			Αν και θεωρείται εξαιρετικά προηγμένος, ο επιστημονικός κλάδος της ιστοκαλλιέργειας έχει ήδη προϊστορία περίπου δύο αιώνων. Αυτό αφορά ιδιαίτερα την καλλιέργεια των ζωικών κυττάρων, με σημαντικότερο ορόσημο τα επιτυχημένα πειράματα των Harrison, Burrows και Carrel κατά το διάστημα 1907-1909, τα οποία εστιάζονταν στην in vitro διατήρηση εμβρύων. Αντίθετα, ο κλάδος της ιστοκαλλιέργειας των φυτικών κυττάρων δεν αναπτύχθηκε ιδιαίτερα έως τα μέσα περίπου του 20ού αιώνα. Κατά τρόπο ειρωνικό, όμως, η ιστοκαλλιέργεια των φυτών αναπτύχθηκε σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα και τελειοποιήθηκε σε μεγάλο βαθμό, ενσωματώνοντας τεχνολογίες και γνώσεις από πολλούς διαφορετικούς επιστημονικούς κλάδους και ξεπερνώντας κατά πολύ τις δυνατότητες και το εύρος των εφαρμογών της καλλιέργειας των ζωικών κυττάρων. 

			Τα επιστημονικά και τεχνικά πεδία που απαρτίζουν τον κλάδο της ιστοκαλλιέργειας των φυτών, μπορούν να ταξινομηθούν σε έξι γενικές κατηγορίες, οι οποίες παρουσιάζονται συνοπτικά στο Σχήμα 1.1. Ο διαφορετικός χρωματισμός των κατηγοριών αντιστοιχεί στον διαφορετικό βαθμό τεχνικών απαιτήσεων κάθε κατηγορίας ή στην πληρότητα των επιστημονικών γνώσεων σχετικά με αυτήν. Αναλυτικότερα:

			Η βιοχημική και μοριακή εικόνα της λειτουργίας ενός φυτικού κυττάρου in vitro απέχει ακόμα πολύ από το να είναι πλήρης. Ένα κύτταρο στον «σωλήνα» διαφέρει σημαντικά από ένα αντίστοιχο που βρίσκεται μέσα στο φυσικό του περιβάλλον (δηλαδή στο φυτό). Μόλις τα τελευταία 10-15 χρόνια έγιναν κατανοητές βασικές διεργασίες όπως αυτές της δράσης ορισμένων ρυθμιστών αύξησης και της ενεργοποίησης της σωματικής εμβρυογένεσης. Οι πληροφορίες αυτές παρουσιάζονται στη συνέχεια αυτού του κεφαλαίου.

			[image: ]

			Σχήμα 1.1. Επιστημονικά και τεχνικά πεδία της καλλιέργειας φυτών in vitro.

			Η ιστοκαλλιέργεια είναι συνυφασμένη με μια σειρά από βασικές τεχνικές (όπως παρασκευή υποστρώματος, αποστείρωση και απολύμανση), οι οποίες απαιτούν ένα επαρκές επίπεδο εκπαίδευσης και εργαστηριακής υποδομής. Αν και για τις πλέον συνηθισμένες εργασίες οι απαιτήσεις δεν είναι ιδιαίτερα υψηλές, μπορούν να αυξηθούν στην περίπτωση ειδικών εφαρμογών. 

			Ο μικροπολλαπλασιασμός των φυτών αποτελεί την κυριότερη πρακτική και εμπορική εφαρμογή της ιστοκαλλιέργειας φυτών. Όπου μπορεί να εφαρμοστεί (τυπικό παράδειγμα είναι τα ανθοκομικά φυτά), ο μικροπολλαπλασιασμός υπερέχει στην απόδοση έως και χιλιάδες φορές σε σχέση με τις συμβατικές μεθόδους. Σε μικρή κλίμακα παραγωγής και εφόσον υπάρχουν διαθέσιμα τα κατάλληλα πρωτόκολλα, χαρακτηρίζεται από μέτριο επίπεδο δυσκολίας. Αυτή αυξάνεται προκειμένου για είδη με χαμηλή απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια και όταν επιθυμούμε παραγωγή σε μεγάλη κλίμακα (εκατοντάδες χιλιάδες ή και εκατομμύρια φυτά κάθε χρόνο). 

			Η ιστοκαλλιέργεια είναι ο κατεξοχήν κλάδος της βιοτεχνολογίας ο οποίος σχετίζεται με την βελτίωση των φυτών, δηλαδή την παραγωγή νέων ποικιλιών και υβριδίων. Οι σχετικές τεχνικές είναι πολλές και διαφορετικές: για παράδειγμα, με την απομόνωση και συγχώνευση πρωτοπλαστών μπορούμε να μεταφέρουμε στα φυτά μεμονωμένα γονίδια ή ακόμα και ολόκληρες ομάδες γόνων από εντελώς διαφορετικά είδη (όχι μόνο φυτικά αλλά και μικροβιακά ή ζωικά – ακόμα και ανθρώπινα). Με την καλλιέργεια ανθήρων μπορούμε να επιτύχουμε την παραγωγή διαπλοειδών φυτών τα οποία έχουν απόλυτα ίδιους αλληλόμορφους και επομένως ένα απόλυτα συμμετρικό γονίωμα. Επίσης με την ιστοκαλλιέργεια μπορούμε να αντικαταστήσουμε με επιτυχία συμβατικές τεχνικές πολλαπλασιασμού των φυτών, οι οποίες για διαφόρους λόγους είναι δύσκολες, ακριβές ή χρονοβόρες. Παραδειγματικά αναφέρονται ο εμβολιασμός, η πρόκληση ανθοφορίας και η αποθήκευση του πολλαπλασιαστικού υλικού. Συνήθως οι εφαρμογές της ιστοκαλλιέργειας που σχετίζονται με τη βελτίωση των φυτών απαιτούν ένα υψηλό επίπεδο τεχνικής και επιστημονικής κατάρτισης και εργαστηριακής υποδομής.

			Η παραγωγή φαρμακευτικών και άλλων ουσιών (π.χ. εντομοκτόνων) μέσα από την ιστοκαλλιέργεια αποτελεί έναν ιδιαίτερα ενδιαφέροντα επιστημονικό κλάδο με γοργή εξέλιξη κατά το διάστημα των τελευταίων ετών. Η κατάστρωση και βελτιστοποίηση κάθε πρωτοκόλλου παραγωγής απαιτεί ιδιαίτερη επένδυση σε βασική εργαστηριακή έρευνα, ωστόσο η παραγωγική διαδικασία καθεαυτή δεν διαφέρει πολύ από μια τυπική ιστοκαλλιέργεια. 

			Μια από τις σύγχρονες εξελίξεις στην ιστοκαλλιέργεια είναι η ενσωμάτωση αυτοματισμών σε κάθε στάδιο της παραγωγικής διαδικασίας. Ιδιαίτερα σημαντική θέση έχουν οι βιοαντιδραστήρες, δηλαδή συστήματα ιστοκαλλιέργειας στα οποία μειώνεται σε μεγάλο βαθμό η ανθρώπινη παρέμβαση και επιτυγχάνεται μεγιστοποίηση της παραγωγής σε μεγάλη κλίμακα. Οι τεχνικές των αυτοματισμών απαιτούν σημαντικές επενδύσεις σε έρευνα και εκπαίδευση, αν και όχι πάντα. Έχουν άμεση σχέση με τον εμπορικό μικροπολλαπλασιασμό, οι απαιτήσεις του οποίου διαφέρουν σημαντικά από τον μικροπολλαπλασιασμό σε εργαστηριακή κλίμακα, καθώς στον πρώτο υπεισέρχονται και παράμετροι οικονομικού σχεδιασμού.

			1.2. ΔΥΝΑΤΟΤΗΤΕΣ ΚΑΙ ΟΡΙΑ ΤΗΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ

			Την εποχή της πρώτης εφαρμογής της ιστοκαλλιέργειας σε πρακτικό επίπεδο (δηλαδή για τον πολλαπλασιασμό κάποιου φυτικού είδους), δημιουργήθηκε η εντύπωση πως με τον μικροπολλαπλασιασμό θα δινόταν σύντομα η δυνατότητα παραγωγής εκατομμυρίων κλώνων από ένα πολύ μικρό τμήμα ενός ιστού, όπως το φύλλο ενός φυτού, και μάλιστα σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα και με ελάχιστο κόστος. Από τότε έχουν περάσει περισσότερες από τρεις δεκαετίες. Ωστόσο εξακολουθεί να κυριαρχεί μια ασαφής αντίληψη όσον αφορά τις πραγματικές δυνατότητες και τα όρια της ιστοκαλλιέργειας, κυρίως ανάμεσα σε όσους έχουν επιφανειακή μόνο γνώση του κλάδου. Με τον τρόπο αυτόν πολλές φορές οι δυνατότητες της ιστοκαλλιέργειας υπερεκτιμώνται, με αποτέλεσμα να πιστεύει κανείς ότι είναι δυνατόν «να παραχθεί οτιδήποτε από οτιδήποτε». Από την άλλη, οι «πολέμιοι» της ιστοκαλλιέργειας θεωρούν ότι ο κλάδος αυτός δεν έχει να προσφέρει τίποτα το καινούργιο, καθώς οι βασικές τεχνικές αναπτύχθηκαν ήδη εδώ και μισό, σχεδόν, αιώνα. Στον Πίνακα 1.1 παρουσιάζονται συνοπτικά ορισμένες από τις αντιλήψεις σχετικά με την ιστοκαλλιέργεια και η πραγματική εκδοχή τους. 

			Καταρχήν πρέπει να έχουμε υπόψη μας ότι η ιστοκαλλιέργεια δεν αποτελεί έναν ενιαίο, ομοιογενή κλάδο της επιστήμης. Ως γνήσιο κομμάτι της βιοτεχνολογίας συνδυάζει πολλούς επιμέρους τομείς βασικής και εφαρμοσμένης επιστήμης, όπως είναι η κυτταρική βιολογία, η φυσιολογία, η βιοχημεία, η μοριακή βιολογία, η γενετική, η μικροβιολογία, η φυσική (ιδιαίτερα η μηχανική ρευστών), η χημεία, η φαρμακολογία, η γεωπονία και η βοτανική, η μηχανολογία, η επιστήμη αυτοματισμών κ.λπ. Έτσι, η εξέλιξη της ιστοκαλλιέργειας εξαρτάται άμεσα από τις εξελίξεις των επιμέρους επιστημών, δηλαδή είναι μια συνεχής και αδιάλειπτη διαδικασία.
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							Με τον μικροπολλαπλασιασμό μπορούν να αναπαραχθούν όλα τα φυτικά είδη σε ουσιαστικά απεριόριστο αριθμό κλώνων.

						
							
							Ο μικροπολλαπλασιασμός είναι μια εξελιγμένη μέθοδος αγενούς πολλαπλασιασμού. Η αποτελεσματικότητά της εξαρτάται σημαντικά από τον γονότυπο.

						
					

					
							
							Ο μικροπολλαπλασιασμός είναι μια μέθοδος κλωνοποίησης.

						
							
							Υπό ορισμένες συνθήκες, τα φυτά που παράγονται με μικροπολλαπλασιασμό μπορεί να διαφέρουν πολύ, τόσο μεταξύ τους όσο και από το αρχικό μητρικό φυτό.

						
					

					
							
							Η ιστοκαλλιέργεια είναι μια ακριβή διαδικασία.

						
							
							Το κόστος της ιστοκαλλιέργειας κυμαίνεται από φθηνές έως εξαιρετικά δαπανηρές εφαρμογές.

						
					

					
							
							Απόλυτα ελεγχόμενες περιβαλλοντικές συνθήκες

						
							
							Δεν είναι πάντα δυνατόν να ελεγχθεί απόλυτα το μικροπεριβάλλον καλλιέργειας των κυττάρων.

						
					

					
							
							Απόλυτα αποστειρωμένες συνθήκες

						
							
							Κατά το δυνατόν ικανοποιητική απομάκρυνση μικροοργανισμών από την καλλιέργεια, στον βαθμό που δεν θα απειλούν τα καλλιεργούμενα κύτταρα

						
					

					
							
							Διακοπή της φυσιολογικής ανάπτυξης και δυνατότητα απόλυτου ελέγχου της διαφοροποίησης των φυτικών κυττάρων

						
							
							Σε πολλές περιπτώσεις είναι πολύ δύσκολη ή ακόμα και αδύνατη η αλλαγή του μονοπατιού διαφοροποίησης των φυτικών κυττάρων.

						
					

					
							
							Η επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας εξαρτάται από το «χέρι» του ιστοκαλλιεργητή, δηλαδή την προσωπική του ικανότητα χειρισμού των επιμέρους διαδικασιών.

						
							
							Η επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας εξασφαλίζεται από την ορθή τήρηση των πρωτοκόλλων που έχουν καθοριστεί για κάθε γονότυπο και εφαρμογή, ανεξάρτητα με το ποιος εφαρμόζει το πρωτόκολλο αυτό.

						
					

				
			

			 Πίνακας 1.1. Γεγονότα και μύθοι σχετικά με την καλλιέργεια in vitro και τον μικροπολλαπλασιασμό.

			Όσον αφορά τον μικροπολλαπλασιασμό, η βασική αρχή είναι ότι η ιστοκαλλιέργεια παραμένει μια εξελιγμένη μέθοδος αγενούς πολλαπλασιασμού. Αυτό σημαίνει ότι είδη τα οποία πολλαπλασιάζονται εύκολα αγενώς (δηλαδή με μοσχεύματα, καταβολάδες κ.λ.π.) ανταποκρίνονται καλά και στον μικροπολλαπλασιασμό. Τυπικά παραδείγματα είναι η γαρδένια, η φράουλα, το σπαθίφυλλο και ο βασιλικός. Αντίθετα όσα είδη δεν πολλαπλασιάζονται αγενώς (δηλαδή πολλαπλασιάζονται μόνο με σπόρο) ανταποκρίνονται με κάποια δυσκολία. Τέτοια φυτικά είδη είναι τα περισσότερα σιτηρά, πολλά δασικά φυτά και διάφορα αρωματικά φυτά.

			Επίσης ο μικροπολλαπλασιασμός δεν είναι ακριβώς μια μέθοδος κλωνοποίησης, δηλαδή δεν εξασφαλίζει απόλυτα ότι τα παραγόμενα φυτά θα είναι πιστά αντίγραφα του μητρικού φυτού. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί μόνο με ορισμένα είδη ιστοκαλλιέργειας (καλλιέργεια μεριστωμάτων, σωματική εμβρυογένεση) και υπό ορισμένες αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες. Αντίθετα, η διαδικασία της ιστοκαλλιέργειας μπορεί να προκαλέσει την εμφάνιση μεταλλάξεων και νέων φαινοτύπων. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται σωμακλωνική παραλλακτικότητα. 

			Παρότι επιθυμητός, ο απόλυτος έλεγχος των συνθηκών σε μια κυτταροκαλλιέργεια δεν είναι εφικτός, για μια σειρά από τεχνικούς και φυσικούς λόγους. Ωστόσο ο βαθμός του ελέγχου αυξάνεται με τη χρήση προηγμένου εξοπλισμού, γεγονός που ασφαλώς αυξάνει και το κόστος της ιστοκαλλιέργειας.

			Κάθε διαδικασία κυτταροκαλλιέργειας είναι συνώνυμη με τη χρήση ασηπτικών τεχνικών (aseptic techniques), δηλαδή την αποστείρωση και απολύμανση του χώρου εργασίας, των χρησιμοποιούμενων σκευών και αναλώσιμων αλλά και του ίδιου του φυτικού υλικού. Αυτό γίνεται για να εμποδιστεί η ανάπτυξη των μικροοργανισμών, οι οποίοι βρίσκονται παντού, σε βάρος των καλλιεργούμενων κυττάρων. Απόλυτη αποστείρωση δεν είναι δυνατόν να επιτευχθεί, αρκεί όμως τα μικρόβια να διατηρηθούν σε πληθυσμούς τόσο αραιούς ώστε να μην μπορούν να εξαπλωθούν κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας.

			Η «φιλοσοφία» της ιστοκαλλιέργειας βασίζεται στη δυνατότητα ελέγχου της μορφογένεσης ενός φυτικού κυττάρου ή ιστού με τεχνητά μέσα. Πρόκειται για την περίφημη αρχή της ολοδυναμίας (totipotency) των φυτικών κυττάρων, ιδιότητα η οποία απουσιάζει από τα περισσότερα ζωικά είδη. Για παράδειγμα, είναι δυνατόν να παράγουμε ολόκληρα έμβρυα από έναν σωματικό ιστό, όπως ένα φύλλο, χωρίς να υπάρχει προηγούμενα γονιμοποίηση. Είναι επίσης δυνατόν να μετατρέψουμε ένα είδος ιστού σε κάποιο άλλο, π.χ. έναν ανθοφόρο οφθαλμό σε φυλλοφόρο. Όμως, η ευέλικτη αυτή συμπεριφορά των φυτικών κυττάρων έχει κάποια όρια: έτσι, ενώ είναι δυνατόν να προκαλέσουμε την έκπτυξη ριζών από ιστούς βλαστού, είναι πολύ δύσκολο να συμβεί το αντίστροφο. 

			Τέλος, πολλές φορές έχει αναφερθεί ότι η επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας εξαρτάται από την ικανότητα του προσώπου που ασχολείται με αυτήν (όπως συχνά λέγεται, από το εάν έχει ή όχι «χέρι» για την ιστοκαλλιέργεια). Η πεποίθηση αυτή είναι μάλλον λανθασμένη, καθώς η απαιτούμενη ικανότητα κάθε «ιστοκαλλιεργητή» είναι αντίστοιχη με αυτήν ενός χειρουργού: πρέπει να δουλεύει με μικρούς έως μικροσκοπικούς ιστούς (συχνά κάτω από το στερεοσκόπιο ή το μικροσκόπιο), να προσέχει να μην τους τραυματίζει υπερβολικά και να τηρεί σχολαστικά τη διαδικασία απολύμανσης. Εάν όλα αυτά γίνουν σωστά, η ιστοκαλλιέργεια θα πετύχει.

			1.3. Η ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΟΛΟΔΥΝΑΜΙΑΣ ΚΑΙ Ο ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΣ – ΓΙΑΤΙ ΕΙΝΑΙ ΤΟΣΟ ΣΗΜΑΝΤΙΚΟΣ;

			Όπως αναφέρθηκε στην προηγούμενη ενότητα, θεωρητικά ένα φυτικό κύτταρο πολλαπλασιαζόμενο μπορεί να δώσει ένα ολόκληρο φυτό ανεξάρτητα αν το κύτταρο αυτό έχει προέλθει από το φύλλο, τον βλαστό, τη ρίζα, τον οφθαλμό, κ.λπ. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται ολοδυναμία (totipotency) και διατυπώθηκε για πρώτη φορά από τους Schwann και Schleiden το 1838. Ο μικροπολλαπλασιασμός (micropropagation) αποτελεί τη σπουδαιότερη εφαρμογή της ολοδυναμίας στη γεωπονική πράξη, καθώς επιτρέπει την αναπαραγωγή ενός ολόκληρου φυτού από δυνητικά κάθε κύτταρο κάθε φυτικού τμήματος, όσο μικρό και αν είναι αυτό. Θεωρητικά, λοιπόν, θα μπορούσαμε να παραλάβουμε δισεκατομμύρια φυτά με την ιστοκαλλιέργεια ενός και μόνο φυτού! Βέβαια, στην πράξη αυτό δεν είναι ακριβώς εφικτό: συνήθως ολόκληρα φυτά αναγεννώνται από ομάδες μερικών χιλιάδων κυττάρων που όμως έχουν συνολικά πολύ μικρή επιφάνεια, όχι μεγαλύτερη από μερικά τετραγωνικά χιλιοστά έως εκατοστά. Η επιφάνεια αυτή είναι ένας ιστός, δηλαδή μια ομάδα κυττάρων με εξειδικευμένη λειτουργία, όπως φύλλο, ρίζα κ.λπ. Όταν εισάγεται στην ιστοκαλλιέργεια, ο ιστός αυτός ονομάζεται έκφυτο (explant). Ένα φυτό μπορεί να μας δώσει πολύ μεγάλο αριθμό εκφύτων. Για παράδειγμα, ένα φύλλο μεσαίων διαστάσεων μπορεί να δώσει περίπου δέκα φυλλικά έκφυτα διαστάσεων 0,5 x 0,5 cm2.

			Αυτό που έχει ιδιαίτερη σημασία είναι ο συντελεστής πολλαπλασιασμού (proliferation rate), δηλαδή το πόσα φυτά μπορούμε να αναγεννήσουμε από ένα και μόνο έκφυτο. Συνήθως ο λόγος αυτός κυμαίνεται από 5-10, ωστόσο μπορεί να είναι και χαμηλότερος (π.χ. περίπου 3 στην ελιά) ή και πολύ υψηλότερος (π.χ. 100 στον βασιλικό και στη μέντα έως και 10.000 στο σέλινο, μέσω σωματικής εμβρυογένεσης). Επομένως ακόμα και με έναν σχετικά χαμηλό συντελεστή, γύρω στο πέντε, μπορούμε να αναγεννήσουμε 50 φυτά από ένα και μόνο φύλλο, δηλαδή τρεις με τέσσερις φορές περισσότερα φυτά από όσα θα παίρναμε από ολόκληρο το μητρικό φυτό με τον κλασικό αγενή πολλαπλασιασμό. Η αξία του μικροπολλαπλασιασμού γίνεται ακόμα πιο κατανοητή όταν σκεφτούμε ότι ένα φυτό μπορεί να έχει δεκάδες, εκατοντάδες ή (στην περίπτωση των δένδρων) χιλιάδες φύλλα... Ακόμη σπουδαιότερα, κάθε ιστός που αναγεννιέται μέσα στο δοχείο καλλιέργειας μπορεί να χρησιμοποιηθεί με τη σειρά του ως έκφυτο. Με τον τρόπο αυτόν, ξεκινώντας αρχικά με μικρό αριθμό εκφύτων και πολλαπλασιάζοντας συνέχεια τους αναγεννημένους βλαστούς, μπορούμε να πετύχουμε την παραγωγή χιλιάδων φυτών σε σχετικά μικρό χρονικό διάστημα (Khayat 2012). 

			Δεν είναι επομένως τυχαίο που σε εμπορικό επίπεδο παράγονται ετησίως περίπου ένα δισεκατομμύριο φυτά με μικροπολλαπλασιασμό μέσα από τη διεθνή δραστηριότητα περισσότερων των 600 εταιριών ιστοκαλλιέργειας. Για ορισμένα είδη, μάλιστα, όπως είναι τα περισσότερα γλαστρικά ανθοκομικά, ο μικροπολλαπλασιασμός αποτελεί την κυριότερη, αν όχι αποκλειστική, μέθοδο αναπαραγωγής (Κίντζιος 1994).

			1.4. Η ΔΙΑΦΟΡΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΦΥΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ IN VITRO 

			Όταν ένα έκφυτο τοποθετηθεί σε περιβάλλον καλλιέργειας, τα κύτταρα από τα οποία αποτελείται υπόκεινται σε μια σειρά από βιοχημικές και μορφολογικές αλλαγές. Για να κατανοήσουμε καλύτερα αυτές τις αλλαγές, ας δούμε πρώτα τη γενική εικόνα ενός φυτικού κυττάρου, έτσι όπως παρουσιάζεται στο Σχήμα 1.2..

			[image: ]

			Σχήμα 1.2. Γενική εικόνα ενός φυτικού κυττάρου. Σημειώνονται μόνο τα σπουδαιότερα τμήματα και οργανίδια, τα οποία δεν αναπαρίστανται στην κανονική τους κλίμακα.

			Τα φυτικά κύτταρα διαφέρουν σημαντικά από τα ζωικά και βακτηριακά κύτταρα. Σε μορφολογικό επίπεδο διακρίνουμε την ύπαρξη των εξής τριών μορφολογικών στοιχείων τα οποία απαντώνται μόνο στα φυτικά κύτταρα:

			
					Το κυτταρικό τοίχωμα το οποίο προστατεύει τα κύτταρα από καταπονήσεις και τους δίνει σχήμα. 

					Τους χλωροπλάστες οι οποίοι μπορούν να αφομοιώσουν CO2 μέσω της φωτοσύνθεσης (δηλαδή να το μετατρέψουν σε σάκχαρα). Οι χλωροπλάστες μπορούν να μετασχηματιστούν σε άλλα πλαστίδια που χρησιμεύουν για την αποθήκευση χρωστικών (χρωμοπλάστες), πρωτεϊνών (λευκοπλάστες) και αμύλου (αμυλοπλάστες).

					Ένα ή περισσότερα χυμοτόπια τα οποία καταλαμβάνουν έως και 95% του εσωτερικού του κυττάρου και αποτελούν αποθήκες νερού, τοξινών και ρυθμιστές του pH της λιπόφιλης περιοχής του κυττάρου, δηλαδή του κυτταροπλάσματος.

			

			Όταν το φυτικό κύτταρο αποκοπεί από το φυσικό του περιβάλλον (δηλαδή αυτό του μητρικού φυτού) και τοποθετηθεί σε ένα τεχνητό θρεπτικό υπόστρωμα, υπόκειται σε μια σειρά από μεταβολές, όπως:

			
					Το πάχος του κυτταρικού τοιχώματος μεταβάλλεται ανάλογα με τη φάση της κυτταρικής αύξησης. 

					Η διαπερατότητα του κυτταρικού τοιχώματος γενικά αυξάνει.

					Τα χυμοτόπια ενώνονται μεταξύ τους.

					Οι χλωροπλάστες εξαφανίζονται ή καθίστανται μη λειτουργικοί ανάλογα με το επίπεδο του CO2, την ένταση του φωτισμού και τη δράση των ρυθμιστών αύξησης.

					Η κυτταρική μεμβράνη παρουσιάζει αυξημένους ρυθμούς δυναμικής ανακύκλωσης.

					Εξαφανίζονται οι πλασμοδεσμοί (δηλαδή συνδετικές «γέφυρες» κυτταροπλάσματος μεταξύ των κυττάρων)

			

			Η σπουδαιότερη όμως μεταβολή αφορά τη λειτουργία του γονιώματος του κυττάρου, δηλαδή του συνόλου των γονιδίων του. Συνήθως σε κάθε κύτταρο ενός οργανισμού (ζωικό, φυτικό ή βακτηριακό) εκφράζονται ταυτόχρονα μερικά μόνο από τα χιλιάδες διαφορετικά γονίδια τα οποία υπάρχουν σε όλα τα κύτταρα του ίδιου οργανισμού. Με τον τρόπο αυτόν κάθε είδος κυττάρου είναι σχεδιασμένο για μια εξειδικευμένη λειτουργία, όπως για παράδειγμα το μυϊκό, το νευρικό, το φυλλικό ή το ριζικό κύτταρο. Σε μεγάλη αντίθεση με τα ζωικά κύτταρα, όμως, ο αριθμός των γονιδίων του φυτικού κυττάρου που μπορούν να ενεργοποιηθούν έτσι ώστε να εκφράζονται ταυτόχρονα μπορεί να αυξηθεί δραστικά σε in vitro συνθήκες. Ο μηχανισμός με τον οποίο συμβαίνει αυτό δεν έχει απόλυτα διευκρινιστεί, ωστόσο φαίνεται να έχει κάποια σχέση με τον βαθμό μεθυλίωσης του DNA.

			Όταν λοιπόν ενεργοποιηθούν πολλά γονίδια μέσα στο ίδιο φυτικό κύτταρο, αυτό εισέρχεται σε φάση αποδιαφοροποίησης (dedifferentiation), δηλαδή χάνει τον εξειδικευμένο χαρακτήρα του και μετατρέπεται σε ένα κύτταρο χωρίς συγκεκριμένη λειτουργία. Στους ζωικούς οργανισμούς η αντίστοιχη διαδικασία οδηγεί συνήθως στη μετατροπή ενός φυσιολογικού κυττάρου σε καρκινικό.

			Το σύνολο των φυτικών κυττάρων τα οποία έχουν αποδιαφοροποιηθεί σχηματίζουν μια μορφολογικά διακριτή μάζα, η οποία είναι γνωστή με το όνομα κάλος (callus). Ο κάλος σχηματίζεται πάντα πάνω σε στερεό υπόστρωμα καλλιέργειας, δηλαδή ένα θρεπτικό μέσο το οποίο έχει στερεοποιηθεί με τη βοήθεια ενός πηκτικού παράγοντα (σαν ένα ζελέ). Συνήθως ο κάλος εμφανίζεται αρχικά στις άκρες των εκφύτων, δηλαδή στα σημεία εκείνα από όπου έχουν αποκοπεί από το μητρικό φυτό ή γενικότερα σε σημεία τομής τους (π.χ. όταν κόβουμε ένα έκφυτο σε μικρότερα τμήματα). Φαίνεται λοιπόν ότι η δημιουργία του κάλου σχετίζεται με τη διευκόλυνση της εισόδου θρεπτικών στοιχείων και παραγόντων αύξησης από το θρεπτικό υπόστρωμα προς το εσωτερικό του εκφύτου. Ωστόσο, είναι δυνατόν η δημιουργία «πληγών» στο έκφυτο να αποτελεί ένα ακόμα έναυσμα για την αποδιαφοροποίηση των κυττάρων, για άγνωστους μέχρι στιγμής λόγους.

			Σε κάθε περίπτωση, τα κύτταρα του κάλου γενικά χαρακτηρίζονται από έντονη διαίρεση και από το μεγάλο μέγεθος των χυμοτοπίων τους. Με τον τρόπο αυτόν ο κάλος αυξάνεται πολύ γρήγορα (τόσο από άποψη αριθμού κυττάρων όσο και από άποψη νωπού βάρους), έτσι ώστε να μπορούμε να παραλάβουμε μια σημαντική βιομάζα από έκφυτο ελάχιστου αρχικού μεγέθους. Όταν λοιπόν επιθυμούμε τον πολλαπλασιασμό ενός φυτού από το οποίο διαθέτουμε ελάχιστα έκφυτα (π.χ. ένα μικρό, σπάνιο φαρμακευτικό φυτό), σε πρώτη φάση προσπαθούμε να αποκτήσουμε όσο το δυνατόν περισσότερη κυτταρική μάζα μέσα από τη διαδικασία της επαγωγής κάλου ή καλογένεσης (callus induction). Όταν η διαδικασία της αποδιαφοροποίησης λάβει χώρα μέσα σε ένα υγρό θρεπτικό υπόστρωμα, το σύνολο των κυττάρων που θα προκύψουν ονομάζεται κυτταρικό εναιώρημα (cell suspension). Το κυτταρικό εναιώρημα είναι συσσωμάτωμα 5-1.000 κυττάρων και θεωρείται πρακτικά το αντίστοιχο του κάλου στη στερεή καλλιέργεια, αλλά παρουσιάζει και κάποιες διαφορές από αυτόν, οι οποίες θα αναλυθούν σε επόμενο κεφάλαιο.

			Κάτω από την επίδραση συγκεκριμένων ερεθισμάτων, όπως για παράδειγμα την προσθήκη χημικών ουσιών, τα κύτταρα που καλλιεργούνται in vitro μπορούν να αποκτήσουν μια συγκεκριμένη δομή και λειτουργία η οποία μπορεί να διαφέρει εντελώς από την αρχική τους δομή. Για παράδειγμα, κύτταρα μεσόφυλλου μπορούν να μετεξελιχθούν σε κύτταρα ριζικών καταβολών. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται γενικά διαφοροποίηση (differentiation) in vitro. Στην περίπτωση κατά την οποία αποδιαφοροποιημένα κύτταρα (σε μορφή κάλου ή κυτταρικού αιωρήματος) αρχίσουν να διαφοροποιούνται ξανά, η διαδικασία ονομάζεται επαναδιαφοροποίηση (redifferentiation). Η διαφοροποίηση μπορεί να εκφραστεί σε επίπεδο γενετικό, βιοχημικό και/ή μορφολογικό. Προς το παρόν θα εξετάσουμε μόνο τη διαφοροποίηση σε μορφολογικό επίπεδο.

			Η διαφοροποίηση in vitro μπορεί να ακολουθήσει δύο διακριτά μορφολογικά μονοπάτια, της οργανογένεσης ή της σωματικής εμβρυογένεσης. Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 1.3, κάθε μια από τις διαδικασίες αυτές μπορεί να συμβεί άμεσα, δηλαδή πάνω στα καλλιεργούμενα έκφυτα ή έμμεσα, αφού δηλαδή προηγηθεί η αποδιαφοροποίηση και ο σχηματισμός κάλου.

			Η σωματική εμβρυογένεση (somatic embryogenesis) είναι η διαδικασία εκείνη με την οποία σχηματίζονται εμβρυακές δομές πάνω στα καλλιεργούμενα έκφυτα χωρίς να έχει προηγηθεί καμια φάση γονιμοποίησης. Τα έμβρυα τα οποία δημιουργούνται ονομάζονται σωματικά ακριβώς επειδή προέρχονται από σωματικά κύτταρα (όπως π.χ. τα κύτταρα του φύλλου, του βλαστού ή της ρίζας) τα οποία δεν μπορούν να γονιμοποιηθούν. Το έργο αυτό διεκπεραιώνουν αποκλειστικά τα γαμετικά κύτταρα, δηλαδή τα μικροσπόρια των κόκκων της γύρης (αρσενικά) και τα ωάρια (θηλυκά). Επίσης τα σωματικά έμβρυα θεωρούνται διπολικές μορφολογικές δομές επειδή μπορούν να παράγουν τόσο βλαστούς όσο και ρίζες έτσι ώστε τελικά να εξελιχθούν σε ολόκληρα φυτά.

			Η οργανογένεση (organogenesis) είναι η διαδικασία η οποία τελικά οδηγεί στο σχηματισμό καταβολών οργάνων πάνω στα καλλιεργούμενα έκφυτα. Τα όργανα αυτά μπορούν να ανήκουν σε διαφορετικές κατηγορίες οπότε και η οργανογένεση προσδιορίζεται ανάλογα με τον τύπο του παραγόμενου οργάνου. Έτσι διακρίνεται σε βλαστογένεση, ριζογένεση, οφθαλμογένεση, κ.λπ. Η οργανογένεση επίσης συχνά αναφέρεται και ως τυχαία οργανογένεση (adventitious organogenesis) επειδή μπορούν να σχηματιστούν καταβολές οργάνων σε άσχετα από αυτές έκφυτα, π.χ. ριζικές καταβολές σε φύλλα. Σε αντίθεση με τα σωματικά έμβρυα, τα σχηματιζόμενα όργανα θεωρούνται μονοπολικές μορφολογικές δομές επειδή δεν μπορούν εξελιχθούν άμεσα σε ολόκληρα φυτά. Για παράδειγμα, παραγόμενοι in vitro βλαστοί πρέπει να καλλιεργηθούν ξανά έτσι ώστε να σχηματίσουν και ρίζες.
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			Σχήμα 1.3. Οδοί διαφοροποίησης στους φυτικούς ιστούς καλλιεργούμενους in vitro. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα παρουσιάζεται η αναγέννηση φυτών καφέ (Coffea arabica) από αρχικό φυλλικό έκφυτο μέσω σωματικής εμβρυογένεσης ή οργανογένεσης (πρώτα βλαστογένεσης και μετά ριζογένεσης), είτε κατευθείαν από το έκφυτο (άμεσα) είτε αφού πρώτα το έκφυτο αποδιαφοροποιηθεί και σχηματίσει κάλο (έμμεσα).

			Τέλος, τα φυτά τα οποία αναγεννώνται μέσα από τη διαδικασία της ιστοκαλλιέργειας έχουν τη δυνατότητα να εξελιχθούν σε απόλυτα φυσιολογικά φυτά. Πολλές φορές όμως είναι απαραίτητο τα φυτά αυτά να εγκλιματιστούν (περισσότερα για τον εγκλιματισμό στο Κεφάλαιο 6) έτσι ώστε να μπορέσουν να προσαρμοστούν επιτυχώς και να επιβιώσουν εκτός του περιβάλλοντος της ιστοκαλλιέργειας, δηλαδή ex vitro.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

			ΠΑΡΑΓΟΝΤΕΣ ΕΠΙΤΥΧΙΑΣ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ 

			2.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Στο παρόν κεφάλαιο εξετάζονται οι τρεις κύριες κατηγορίες παραγόντων που μπορούν να επηρεάσουν την έκβαση κάθε πρωτοκόλλου μικροπολλαπλασιασμού, δηλαδή οι παράγοντες που σχετίζονται με το μητρικό φυτό, το έκφυτο και τις συνθήκες του μικροπολλαπλασιασμού.

			Η ιστοκαλλιέργεια των φυτών, όπως και οποιαδήποτε άλλη βιοτεχνολογική διαδικασία, εξαρτάται από πληθώρα παραγόντων οι οποίοι σχετίζονται τόσο με το βιολογικό υλικό το οποίο πρόκειται να ιστοκαλλιεργηθεί όσο και με το περιβάλλον της καλλιέργειας. Ανεξάρτητα όμως από τον πραγματικά πολύ μεγάλο αριθμό τους, μπορούμε να ταξινομήσουμε αυτούς τους παράγοντες σε τρεις βασικές κατηγορίες:

			
					Στους παράγοντες που σχετίζονται με το μητρικό φυτό, όπως για παράδειγμα ο γονότυπος, το είδος, η οικογένεια και η ποικιλία.

					Στους παράγοντες που σχετίζονται με το έκφυτο, όπως για παράδειγμα το είδος του εκφύτου, η θέση του πάνω στο μητρικό φυτό και η ηλικία του. 

					Στους παράγοντες που σχετίζονται με τις συνθήκες της ιστοκαλλιέργειας, όπως για παράδειγμα το είδος του θρεπτικού υποστρώματος, οι ρυθμιστές αύξησης, το δοχείο καλλιέργειας και περιβαλλοντικές παράμετροι όπως το φως και η θερμοκρασία επώασης της καλλιέργειας.

			

			Στη συνέχεια κάθε κατηγορία παραγόντων θα αναλυθεί ξεχωριστά σε ιδιαίτερο Υποκεφάλαιο.

			2.2. ΤΟ ΜΗΤΡΙΚΟ ΦΥΤΟ

			Το μητρικό φυτό (φυτό δότης, donor plant) αποτελεί την πηγή των εκφύτων τα οποία θα χρησιμοποιηθούν στην ιστοκαλλιέργεια και έτσι οι ιδιότητές του, μεταφερόμενες στα έκφυτα, επηρεάζουν πολύ σημαντικά την απόκριση αυτών στους διάφορους χειρισμούς μας. 

			Ο γονότυπος είναι ο καθοριστικότερος παράγοντας για την επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας.

			Η σπουδαιότερη επίδραση του μητρικού φυτού προέρχεται από τον γονότυπο αυτού, δηλαδή το φυτικό είδος ή ακόμα και την ποικιλία (Kintzios et al. 1996a). Σε γενικές γραμμές μπορούμε να πούμε ότι υπάρχουν οικογένειες φυτών οι οποίες αντιδρούν πολύ καλύτερα στην ιστοκαλλιέργεια από άλλες. Σε ορισμένες περιπτώσεις η απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια είναι τόσο άμεση, που δεν χρειάζεται παρά η τοποθέτηση ενός εκφύτου (π.χ. ενός τμήματος φύλλου) πάνω σε ένα απλό θρεπτικό υπόστρωμα ή ακόμα και νερό για να ξεκινήσει αμέσως η αναγέννηση φυτών από το έκφυτο. Παράδειγμα τέτοιου φυτού είναι η γαρδένια. Από την άλλη πλευρά υπάρχουν φυτικά είδη τα οποία αποκρίνονται ελάχιστα στην ιστοκαλλιέργεια, με αποτέλεσμα, όταν προσπαθούμε να καλλιεργήσουμε έκφυτα προερχόμενα από διαφόρους ιστούς αυτών των φυτών, συχνά να παρατηρούμε εκτεταμένη νέκρωση των εκφύτων χωρίς καμία απόκριση (π.χ. δημιουργία κάλου). Τα φυτικά αυτά είδη ονομάζονται δύστροπα (recalcitrant). Στον Πίνακα 2.1. παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές οικογένειες φυτικών ειδών με μεγαλύτερη ή λιγότερη απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια. Τα στοιχεία του πίνακα είναι απλώς ενδεικτικά, καθώς μέσα στην ίδια οικογένεια μπορούν να υπάρχουν είδη με σημαντικά διαφορετικό βαθμό απόκρισης στην ιστοκαλλιέργεια. Για παράδειγμα, η οικογένεια Solanaceae περιέχει πολλά είδη με εξαιρετικά καλή απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια, όπως τον καπνό (Nicotiana tabacum) (που χρησιμοποιείται και ως φυτό-μοντέλο στα ιστοκαλλιεργητικά πειράματα), την πατάτα (Solanum tuberosum) και την τομάτα (Lycopersicon esculentum). Περιέχει όμως και την πιπεριά (Capsicum annuum) για την οποία ακόμα δεν έχει βρεθεί απόλυτα ικανοποιητικό πρωτόκολλο αναγέννησης in vitro, παρά το γεγονός ότι διεξάγεται έρευνα στο σχετικό πεδίο εδώ και πολλά χρόνια. Από την άλλη πλευρά, τα δενδροκομικά είδη θεωρούνται εξαιρετικά δύστροπα, ωστόσο τα περισσότερα εσπεριδοειδή μικροπολλαπλασιάζονται εύκολα. Τέλος, τα περισσότερα άγρια, φαρμακευτικά και/ή αρωματικά φυτά θεωρούνται «δύσκολα», ωστόσο φυτά όπως ο βασιλικός (Ocimum basilicum) και η μέντα (Mentha x piperita) είναι κυριολεκτικά πρωταθλητές στην ευκολία μικροπολλαπλασιασμού, με δυνατότητα παραγωγής εκατοντάδων φυτών από ένα και μόνο έκφυτο (Zhang et al. 2008, Iliev et al. 2010).
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			Πίνακας 2.1. Παραδείγματα οικογενειών φυτών με υψηλή ή χαμηλή απόκριση (σε γενικές γραμμές) σε ιστοκαλλιεργητικούς χειρισμούς.

			Οι συνθήκες ανάπτυξης του μητρικού φυτού μπορούν να επηρεάσουν άμεσα ή έμμεσα την επιτυχία της ιστοκαλλιέργειας. Σε ορισμένες περιπτώσεις, είναι απαραίτητο να έχουμε καλλιεργήσει τα φυτά κάτω από πολύ συγκεκριμένες συνθήκες φωτισμού (έντασης φωτισμού και/ή φωτοπεριόδου) και θερμοκρασίας προκειμένου να πετύχουμε τα επιθυμητά αποτελέσματα. Μία τέτοια περίπτωση είναι η καλλιέργεια φυτών προκειμένου να χρησιμοποιηθούν για παραλαβή πρωτοπλαστών. Επίσης η εποχή του χρόνου επηρεάζει σημαντικά το μικροβιακό φορτίο των φυτών, το οποίο είναι αυξημένο το καλοκαίρι (λόγω υψηλών θερμοκρασιών), με αποτέλεσμα να πρέπει να γίνεται ισχυρότερη επιφανειακή απολύμανση των εκφύτων πριν καλλιεργηθούν in vitro. 

			Εξαιρετικά σημαντική είναι επίσης η φυσιολογική κατάσταση και υγεία του μητρικού φυτού. Φυτά τα οποία είναι ηλικιωμένα ή προσβεβλημένα από διάφορα φυτοπαθογόνα θα δώσουν έκφυτα με σημαντικά χαμηλότερη απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια από ό,τι νέα και υγιή φυτά. Ο κανόνας αυτός ισχύει και για έκφυτα που λαμβάνονται από το ίδιο φυτό. Έτσι, τα παλαιότερα φύλλα (ειδικά αν έχουν αρχίσει να κιτρινίζουν ή να συστρέφονται) θα αντιδράσουν πολύ λιγότερο στην ιστοκαλλιέργεια από ό,τι τα νεαρά φύλλα που μόλις έχουν αρχίσει και εκπτύσσονται. 

			2.3.ΤΟ ΕΚΦΥΤΟ

			Το έκφυτο επηρεάζει με τη σειρά του την επιτυχία ενός ιστοκαλλιεργητικού πειράματος για μια σειρά από λόγους, με κυριότερο το είδος του ιστού από τον οποίο προέρχεται το έκφυτο.

			Διαφορετικοί φυτικοί ιστοί περιέχουν διάφορα είδη κυττάρων σε διαφορετική αναλογία.

			Για να γίνει περισσότερο κατανοητό αυτό πρέπει πρώτα να αναφερθούμε στα διαφορετικά είδη κυττάρων που μπορούμε να συναντήσουμε μέσα σε ένα έκφυτο:

			Τα μεριστωματικά κύτταρα είναι μικρά (με διάμετρο περίπου 20 μm), ισοδιαμετρικά κύτταρα με πυκνό κυτταρόπλασμα. Έχουν την ικανότητα να διαιρούνται ταχύτατα χωρίς να μεταβάλλουν το εξελικτικό τους μονοπάτι, για αυτό και αντιδρούν πολύ καλά στην ιστοκαλλιέργεια. Τα κύτταρα αυτά τα συναντούμε στις κορυφές των βλαστών και στα ακρορρίζια, καθώς και μέσα στους οφθαλμούς, για αυτό και ο αριθμός τους σε ένα φυτό είναι σχετικά περιορισμένος.

			Τα μεσοφυλλικά κύτταρα είναι συνήθως στρογγυλά ή τετράγωνα (με διάμετρο περίπου 50 μm), πλούσια σε χλωροφύλλη. Αντιδρούν αρκετά καλά στην ιστοκαλλιέργεια αλλά μπορούν να αποδιαφοροποιηθούν αλλάζοντας το εξελικτικό τους μονοπάτι. Το βασικό τους πλεονέκτημα είναι ότι βρίσκονται σε αφθονία. Βρίσκονται στα φύλλα (έλασμα) και στους βλαστούς (αφομοιωτικό παρέγχυμα).

			Άλλα κύτταρα, όπως τα κύτταρα του ηθμώδους ή του ξυλώδους παρεγχύματος και τα κύτταρα της επιδερμίδας, αντιδρούν ελάχιστα ή καθόλου στην ιστοκαλλιέργεια και για αυτό δεν θα ασχοληθούμε καθόλου με αυτά. Ωστόσο η συμμετοχή τους στην αναλογία κυττάρων ενός εκφύτου μπορεί να είναι σημαντική. 

			Κατά βάση η δυνατότητα απόκρισης ενός εκφύτου στην ιστοκαλλιέργεια, εκτός από γενετικούς παράγοντες, καθορίζεται από τη σχετική αναλογία μεριστωματικών και μεσοφυλλικών κυττάρων (Mezghani et al. 2007). Όσο περισσότερα είναι τα μεριστωματικά κύτταρα τόσο μεγαλύτερη είναι και η πιθανότητα να αντιδράσει το έκφυτο στους χειρισμούς. Επομένως, ιστοί με μεγαλύτερη συγκέντρωση μεριστωματικών κυττάρων, όπως τα κορυφαία μεριστώματα και οι οφθαλμοί, είναι δεκτικότεροι στην ιστοκαλλιέργεια από τα φύλλα και τους βλαστούς, που περιέχουν κυρίως μεσοφυλλικά κύτταρα. Τη μικρότερη απόκριση συνήθως δείχνουν ιστοί με μικρή περιεκτικότητα τόσο σε μεριστωματικά όσο και σε μεσοφυλλικά κύτταρα, όπως οι ρίζες. Ενδιαφέρουσα περίπτωση αποτελούν οι σπόροι: αν και περιέχουν το έμβρυο (έναν καθαρά μεριστωματικό ιστό), πολλές φορές δεν μπορούν να αντιδράσουν στην ιστοκαλλιέργεια λόγω του φαινομένου του λήθαργου (περισσότερα για αυτό αναλύονται στην ενότητα της καλλιέργειας εμβρύων, Κεφάλαιο 7).

			Όπως επίσης έχει ήδη αναφερθεί, τα νεαρότερα έκφυτα αντιδρούν καλύτερα στην ιστοκαλλιέργεια από ό,τι τα γηραιότερα. Η σχετική επίδραση του είδους του εκφύτου (ακριβέστερα: του ιστού από τον οποίο προήλθε το έκφυτο καθώς και της ηλικίας αυτού) αποτυπώνεται σχηματικά στο ακόλουθο Σχήμα 2.1.
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			Σχήμα 2.1. Συγκριτική απόκριση διαφόρων ιστών και οργάνων στην ιστοκαλλιέργεια.

			Τέλος, σημαντική επίδραση στην απόκριση του εκφύτου στην ιστοκαλλιέργεια ασκεί η σχετική θέση αυτού πάνω στο μητρικό φυτό. Αυτό εξηγείται κυρίως από το γεγονός ότι υφίσταται διαβάθμιση της συγκέντρωσης ορμονικών και θρεπτικών παραγόντων κατά μήκος του άξονα τροφοδοσίας των φυτών με νερό και θρεπτικά στοιχεία. Για παράδειγμα, οι αυξίνες συντίθενται κυρίως στην κορυφή κάθε βλαστού και η συγκέντρωσή τους ελαττώνεται όσο προχωρούμε προς τα κάτω, ενώ το αντίθετο ακριβώς συμβαίνει με τις κυτοκινίνες (οι οποίες συντίθενται βασικά στις ρίζες).. Επομένως κάθε ιστός σε διαφορετικά σημείο του μητρικού φυτού περιέχει διαφορετικές συγκεντρώσεις αυτών των ορμονών με αποτέλεσμα να έχει και διαφορετική προδιάθεση στην ιστοκαλλιέργεια. Στο επόμενο σχήμα (Σχήμα 2.2.) παρουσιάζεται, ως παράδειγμα, η απόκριση εκφύτων πιπεριάς σε χειρισμό πρόκλησης σωματικής εμβρυογένεσης σε συνάρτηση της διαφορετικής θέσης των φύλλων (από τα οποία προήλθαν τα έκφυτα) πάνω στο μητρικό φυτό. Όπως φαίνεται και στο σχήμα, τα έκφυτα που προήλθαν από φύλλα σε ψηλότερη θέση στο μητρικό φυτό παρήγαγαν λιγότερα σωματικά έμβρυα σε σχέση με έκφυτα που προήλθαν από φύλλα σε χαμηλότερες θέσεις. Αυτό αποδίδεται στη χαμηλότερη περιεκτικότητα των ανώτερων φύλλων σε κυτοκινίνες (οι οποίες συντίθενται στις ρίζες των φυτών). 
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			Σχήμα 2.2. Συγκριτική απόκριση φυλλικών εκφύτων πιπεριάς στην πρόκληση σωματικής εμβρυογένεσης σε σχέση με την αρχική θέση των φύλλων στο μητρικό φυτό. 

			2.4. ΟΙ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			Εκτός από την πολύ σημαντική επίδραση του γονότυπου στην επιτυχία ή την αποτυχία ενός ιστοκαλλιεργητικού πειράματος, πολύ μεγάλη σημασία έχουν και μια σειρά από εξωγενείς παράγοντες. Η γνώση της δράσης των παραγόντων αυτών, τους οποίους μπορούμε να αποκαλέσουμε συλλογικά «περιβάλλον μικροπολλαπλασιασμού» ή «συνθήκες μικροπολλαπλασιασμού», μας επιτρέπει να επηρεάσουμε την πορεία της ιστοκαλλιέργειας ακόμα και όταν ο γονότυπος του φυτού δεν ανταποκρίνεται ικανοποιητικά.

			Είναι πολύ δύσκολο να αλλάξουμε τον γονότυπο ενός φυτού ώστε να αποκρίνεται καλύτερα στην ιστοκαλλιέργεια. Μπορούμε όμως να αλλάξουμε τις ίδιες τις συνθήκες της καλλιέργειας.

			Τα συστατικά του περιβάλλοντος της ιστοκαλλιέργειας μπορούν να ταξινομηθούν σε διάφορες κατηγορίες, σημαντικότερες από τις οποίες είναι οι εξής:

			
					Το θρεπτικό υπόστρωμα.

					Ο φωτισμός. 

					Η θερμοκρασία.

					Το ατμοσφαιρικό περιβάλλον.

					Τα επιμέρους αυτά συστατικά αναλύονται στα επόμενα Κεφάλαια.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3

			ΤΟ ΘΡΕΠΤΙΚΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

			3.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Το θρεπτικό υπόστρωμα αποτελεί το μέσο πάνω ή μέσα στο οποίο πραγματοποιείται η καλλιέργεια και η περαιτέρω ανάπτυξη ή διαφοροποίηση των εκφύτων (ιστών ή κυττάρων).

			Η σύσταση του θρεπτικού υποστρώματος πρέπει να είναι τέτοια ώστε:

			(α) να επιτρέπει την τροφοδοσία των εκφύτων με απαραίτητους για την επιβίωσή τους χημικούς παράγοντες μετά τη διακοπή της παροχής αυτών από το μητρικό φυτό.

			(β) να κατευθύνει την κυτταρική διαφοροποίηση ανάλογα με τον επιδιωκόμενο σκοπό του εκάστοτε πειράματος.

			Το θρεπτικό μέσο μιας καλλιέργειας αποτελείται κυρίως από: 

			
					ανόργανα άλατα, δηλαδή μακροστοιχεία και μικροστοιχεία ή ιχνοστοιχεία

					σύνθετα οργανικά συστατικά, κυρίως βιταμίνες

					ρυθμιστικές ουσίες ανάπτυξης, όπως οι φυτοορμόνες

					πηγές άνθρακα και ενέργειας, συνήθως υδατάνθρακες

					στερεοποιητικό παράγοντα, όπως το άγαρ, σε περίπτωση καλλιέργειας σε στερεό υπόστρωμα

					διάφορες πρόσθετες ουσίες γνωστής ή μη καθορισμένης σύστασης, όπως γάλα καρύδας (ως ρυθμιστή ανάπτυξης), ενεργό άνθρακα (για απομάκρυνση τοξικών μεταβολιτών) κ.λπ.

					νερό

			

			Τέλος, η οξύτητα του μέσου ρυθμίζεται σε μια ορισμένη τιμή. Για συνήθεις εφαρμογές το pH του υποστρώματος πρέπει να είναι 5,6-5,8.

			3.2. ΤΑ ΕΠΙΜΕΡΟΥΣ ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ ΤΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ

			3.2.1. Ανόργανα άλατα (mineral elements)

			Οι καλλιεργούμενοι ιστοί έχουν ανάγκη από συνεχή εφοδιασμό με ορισμένα ανόργανα συστατικά. Μερικά από αυτά απαιτούνται σε μεγάλες ποσότητες, όπως ο άνθρακας, το υδρογόνο, το οξυγόνο, το άζωτο, ο φώσφορος το κάλιο, το ασβέστιο, το μαγνήσιο και το θείο. Τα στοιχεία αυτά ονομάζοντα μακροστοιχεία (macronutrient elements).

			Το άζωτο είναι το βασικό συστατικό όλων των θεμελιωδών συστατικών του πρωτοπλάσματος, των πρωτεϊνών, των νουκλεοξέων, των φωσφορολιπιδίων και άλλων. Επίσης είναι το συστατικό που προστίθεται στη μεγαλύτερη ποσότητα. Προστίθεται υπό τη μορφή νιτρικού ή αμμωνιακού αζώτου ή και ως συνδυασμός και των δύο μορφών.

			Το κάλιο απαιτείται για την κυτταρική αύξηση των περισσότερων κυτταρικών ιστών. Επιδρά ως παράγοντας της ειδικής δομής του πρωτοπλάστη και των οργανιδίων του, του χυμοτοπίου και των κυτταρικών τοιχωμάτων, όπως επίσης και ως καταλυτικός παράγοντας απαραίτητος για τη δραστηριότητα ενζύμων και οργανιδίων (μιτοχονδρίων, χλωροπλαστών, ριβοσωμάτων) στις ειδικές φυσικοχημικές διεργασίες. Παρόμοια επίδραση στις ίδιες λειτουργίες ασκούν και το μαγνήσιο και το ασβέστιο.

			Το κάλιο προστίθεται υπό τη μορφή νιτρικού καλίου ή χλωριούχου νατρίου, όπως επίσης και υπό τη μορφή ΚΗ2ΡΟ4 που καλύπτει τις ανάγκες και σε φώσφορο. Ο φώσφορος μπορεί να προστίθεται και με τη μορφή ΝaΗΡΟ4Η2Ο. 

			Το ασβέστιο προστίθεται υπό τη μορφή CαCl2.2H2O, Ca(NO3)2.4H2O ή ως άλατα άνυδρης μορφής, ενώ το μαγνήσιο ως ένυδρο θειϊκό μαγνήσιο (MgSO4.7H2O).

			Υπό τη μορφή του ένυδρου θειικού μαγνησίου καλύπτονται και οι ανάγκες σε θείο. Το θείο ως συστατικό των ζωντανών οργανισμών απαντάται στις πρωτείνες και τα συνένζυμα υπό τη μορφή ανηγμένου θείου, σουλφιδρυλικών ομάδων(SH-) ή των δισουλφιδικών αυτών(-S:S-).

			Ο φώσφορος περιέχεται σε θεμελιώδη συστατικά της ζωντανής ύλης, όπως τα νουκλεοξέα και τα φωσφορολιπίδια, που είναι φωσφορούχες ενώσεις. Επίσης ο μεταβολισμός των κυττάρων, η βιοσύνθεση και η αποδόμηση των περισσοτέρων συστατικών και δομικών υλικών της ζωντανής ύλης, καθώς και ο μεταβολισμός της ενέργειας συντελείται μέσω φωσφορυλιωμένων παραγώγων.

			Ο φώσφορος προστίθεται με τη μορφή του ΚΗ2ΡΟ4 ή του ΝaΗΡΟ4.Η2Ο.

			Οι συγκεντρώσεις που προστίθενται είναι ανάλογες με τις ανάγκες κάθε φορά. Σε περίπτωση που παρουσιάζεται έλλειψη σε κάποιο στοιχείο, τότε αυτό προστίθεται σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις.

			Εκτός από τα μακροστοιχεία υπάρχουν και τα θρεπτικά στοιχεία τα οποία είναι απαραίτητα σε μικρές έως πολύ μικρές, σχετικά με τα μακροστοιχεία, ποσότητες. Αυτά ονομάζονται αντίστοιχα μικροστοιχεία ή ιχνοστοιχεία (micronutrient elements, trace elements) και είναι ο σίδηρος, το μαγγάνιο, ο ψευδάργυρος, το βόριο, ο χαλκός, το μολυβδένιο, το κοβάλτιο και το χλώριο.

			Το σημαντικότερο από τα ιχνοστοιχεία είναι ο σίδηρος, ο οποίος προστίθεται σε χηλική μορφή στο μέσο καλλιέργειας, όπως επίσης και ο ψευδάργυρος. Επειδή οι χηλικές μορφές του τύπου EDTA (αίθυλοδιαμινοτετραοξικό οξύ), δεν είναι σταθερές, παρατηρείται το φαινόμενο της κατακρήμνισης των δύο παραπάνω στοιχείων στα υγρά υποστρώματα.

			Το νάτριο δεν απαιτείται από τα ανώτερα φυτά για την καλλιέργεια σε τεχνητά υποστρώματα, είναι όμως χρήσιμο για την καλλιέργεια ιστών αλλοφύτων (φυτών που διαθέτουν C4 φωτοσυνθετικό μηχανισμό), όπως και φυτών που μεταβολίζουν το πυροσταφυλικό οξύ. 

			Ορισμένα ιχνοστοιχεία, όπως ο χαλκός και το κοβάλτιο, φαίνεται πως έχουν καθοριστικό ρόλο στην επαγωγή οδών διαφοροποίησης in vitro, όπως η σωματική εμβρυογένεση, Ειδικότερα η προσθήκη αλάτων κοβαλτίου στο θρεπτικό υπόστρωμα έχει συνδεθεί με τη μείωση της παραγωγής αιθυλενίου, μιας αέριας ορμόνης με αρνητικές επιδράσεις στις κυτταροκαλλιέργειες (γήρανση ιστών). Ανάλογο αποτέλεσμα έχει και η προσθήκη αλάτων αργύρου (συνήθως υπό μορφή νιτρικού αργύρου).

			Ο ρόλος άλλων στοιχείων όπως είναι το νικέλιο, το τιτάνιο, το βηρίλιο και το αλουμίνιο δεν έχει ακόμη ερευνηθεί πλήρως και για αυτό χρησιμοποιούνται μόνο σε λίγα μέσα καλλιέργειας.

			Τα ιχνοστοιχεία δρουν ως απαραίτητοι καταλύτες για την ενεργοποίηση ενζύμων ή ως συστατικά συνενζύμων και προσθετικών ομάδων. Η παρουσία τους στο θρεπτικό διάλυμα είναι απαραίτητη για την ομαλή ανάπτυξη των εκφύτων. Έχει παρατηρηθεί ότι έλλειψή τους οδηγεί σε αναστολή της ανάπτυξης των εκφύτων ή δεν επιτρέπει την ολοκλήρωση της καλλιέργειας λόγω προώρου θανάτου των εκφύτων.

			Η έλλειψη των απαραίτητων μακροστοιχείων και ιχνοστοιχείων στο θρεπτικό υπόστρωμα προκαλεί φυσιολογικές ασθένειες που είναι γνωστές ως τροφοπενίες.

			Κατά τη θρέψη των φυτικών ιστών in vitro δημιουργούνται διάφορα προβλήματα που κυρίως οφείλονται στη χαμηλή συσσώρευση χλωροφύλλης και στην έλλειψη ρυθμιστικών μηχανισμών τους οποίους διαθέτει το πλήρες φυτό.

			3.2.1.1. Τύποι θρεπτικών υποστρωμάτων

			Οι απαιτήσεις σε θρεπτικά συστατικά μεταβάλλονται ανάλογα με το είδος, την προέλευση του ιστού, τις διαστάσεις του έκφυτου, τη μεταβολική δραστηριότητά του, καθώς επίσης και με τον τρόπο καλλιέργειας, τον τύπο οργανογένεσης που επιδιώκουμε και τη συχνότητα των μεταφυτεύσεων. Οι περισσότεροι φυτικοί ιστοί αναπτύσσονται καλύτερα σε πλούσια θρεπτικά διαλύματα όπως είναι αυτό των Murashige και Skoog (MS) (βλ. Παράρτημα ΙΙ). Έχει διαπιστωθεί ότι τα πλούσια υποστρώματα σε ανόργανα στοιχεία ευνοούν την οργανογένεση, και μόνο σε μερικές περιπτώσεις, σε τέτοια διαλύματα, παρουσιάστηκε νέκρωση των ιστών κατά τη διάρκεια των μεταφυτεύσεων. Ωστόσο, υπάρχουν φυτικά είδη με κύτταρα ευαίσθητα στην παρουσία αλάτων σε υψηλές συγκεντρώσεις. Στις περιπτώσεις αυτές προτείνεται η χρήση υποστρωμάτων πολύ χαμηλής συγκέντρωσης σε ανόργανα θρεπτικά στοιχεία, όπως αυτά του Heller ή του Knop. Μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί το κλασικό, πλούσιο υπόστρωμα MS με τη συγκέντρωση των ανόργανων στοιχείων μειωμένη στο 50% (1/2 ΜS) ή στο 25% (1/4 MS). Επίσης έχουν αναπτυχθεί θρεπτικά μέσα κατάλληλα για την ιστοκαλλιέργεια ειδικών κατηγοριών φυτών, όπως ορισμένων δασικών ειδών με ευαισθησία στα άλατα (Υπόστρωμα Ξυλωδών Φυτών – Woody Plant Medium/WPM) ή για ειδικές κατηγορίες ιστοκαλλιέργειας, όπως η καλλιέργεια πρωτοπλαστών (Υπόστρωμα του Gambrog – B5) ή ριζών (Υπόστρωμα του White).

			Η σύσταση αντιπροσωπευτικών θρεπτικών υποστρωμάτων παρουσιάζεται στο Παράρτημα ΙΙ του βιβλίου. Από τον πίνακα που παρατίθεται σε αυτό μπορεί κανείς εύκολα να συμπεράνει ότι τα διαφορετικά υποστρώματα έχουν αρκετά κοινά σημεία μεταξύ τους (με άλλα λόγια, οι δημιουργοί τους αντέγραψαν ο ένας τον άλλον σε μεγάλο βαθμό!) και ότι έχουν συνταχθεί πάνω σε μια μάλλον εμπειρική αρχή. Για παράδειγμα, το υπόστρωμα ΜS περιέχει άλατα Cu και Co στην ίδια συγκέντρωση (0.025 mg/ml), ενώ οι βιολογικές επιδράσεις των δύο ιχνοστοιχείων είναι εντελώς διαφορετικές.

			Όλοι οι παραπάνω παράγοντες πρέπει να λαμβάνονται σοβαρά υπόψη για την επιλογή του κατάλληλου ανόργανου διαλύματος. Η σημαντικότερη δυσκολία προκύπτει από το γεγονός ότι τα στοιχεία σχηματίζουν σύμπλοκα και δεν μπορούν να εξεταστούν ξεχωριστά. Για τον ακριβή προσδιορισμό της συγκέντρωσης κάθε στοιχείου θα πρέπει να γίνονται αλλεπάλληλα πειράματα στη μελέτη ενός φυτικού υλικού ή ενός προβλήματος οργανογένεσης. Επειδή είναι δύσκολο να ακολουθήσουμε τέτοια διαδικασία, ακολουθούμε συνήθως ένα από τα κλασικά θρεπτικά υποστρώματα, όπως των MS (Murasige & Skoog), των SH (Schenk & Hilderbandt), ή του Gamborg (B5) και κάνουμε τις κατάλληλες αλλαγές στη συγκέντρωση των στοιχείων, όπου αυτές είναι απαραίτητες.

			3.2.1.2. Τα ανόργανα στοιχεία μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την πορεία της ιστοκαλλιέργειας

			Αν και οι γνώσεις στον τομέα αυτόν είναι ακόμα περιορισμένες, τα τελευταία χρόνια έχουν δημοσιευτεί αρκετές μελέτες σχετικές με την επίδραση επιλεγμένων μακρο-, μικρο- και ιχνοστοιχείων στην πορεία αποδιαφοροποίησης και επαναδιαφοροποίησης ιστών που καλλιεργούνται in vitro (Barberaki and Kintzios 2002, Kintzios et al. 2003, Ramage and Williams 2003, Kintzios et al. 2004, Fadel et al. 2010). Για παράδειγμα, έχει αποδειχθεί ότι η σχετική αναλογία ιόντων ΝΗ4+ : ΝΟ3- είναι καθοριστική για την πρόκληση οργανογένεσης ή σωματικής εμβρυογένεσης στα είδη Picea sitchensis και Chlorophytum borivilianum, αντίστοιχα. Η ειδική επίδραση κάθε ανόργανου στοιχείου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον γονότυπο. Χρησιμοποιώντας ξανά το παράδειγμα των ενώσεων αζώτου, έχει παρατηρηθεί ότι εμβρυογενείς καλλιέργειες προερχόμενες από διαφορετικές ποικιλίες πεπονιού περιέχουν διαφορετικά επίπεδα ιόντων ΝΟ3- (Σχήμα 3.1.) (Kintzios et al. 2004). Οι διαφορές αυτές φαίνονται να ενισχύονται από την ιστοκαλλιεργητική διαδικασία, καθώς η μια από τις δύο ποικιλίες που αναφέρθηκαν στο συγκεκριμμένο παράδειγμα (η ποικιλία «Bolero») συσσώρευσε ιόντα ΝΟ3- σε συγκέντρωση 21.000 φορές μεγαλύτερη από ό,τι το μητρικό φυτό!

			Ανάλογα παραδείγματα μπορούν να βρεθούν και για τα μικρο- και ιχνοστοιχεία, π.χ. η σωματική εμβρυογένεση στην πιπεριά αυξάνεται σημαντικά με την αύξηση της συγκέντρωσης ιόντων χαλκού στο θρεπτικό υπόστρωμα.

			[image: ]

			Σχήμα 3.1. Συσσώρευση ιόντων ΝΟ3- σε εμβρυογενείς καλλιέργειες δύο ποικιλιών πεπονιού («Bolero» και Daniel).

			3.2.2. Ρυθμιστές αύξησης 

			Οι διεργασίες της ανάπτυξης και της αύξησης των φυτών εξαρτώνται από ειδικούς χημικούς παράγοντες αύξησης που παράγονται σε ειδικά κέντρα στο φυτό και ελέγχουν διάφορες φυσιολογικές λειτουργίες των φυτών. Οι παράγοντες αυτοί είναι γνωστοί ως φυτοορμόνες ή φυτικοί ρυθμιστές αύξησης (plant growth regulators – PGRs).

			Οι φυτοορμόνες είναι η σημαντικότερη κατηγορία ενώσεων που προστίθεται στο θρεπτικό διάλυμα και είναι αυτές που καθορίζουν την κατεύθυνση της καλλιέργειας, αφού διεγείρουν κάποιες λειτουργίες του φυτικού κυττάρου και αναστέλλουν άλλες.

			Είναι σύνθετες οργανικές ενώσεις και περιλαμβάνουν τους φυσικούς ρυθμιστές αύξησης που συναντώνται στους φυτικούς ιστούς (φυσικές ορμόνες) και τους τεχνητούς που παρασκευάζονται εργαστηριακά (τεχνητές ορμόνες ή ρυθμιστές αύξησης).

			Κοινό χαρακτηριστικό όλων των ρυθμιστών αύξησης είναι ότι δρουν σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις, ενώ σε υψηλές είναι τοξικοί και χρησιμοποιούνται ορισμένοι και ως ζιζανιοκτόνα (π.χ. 2,4-D).

			Οι φυσικοί ρυθμιστές αύξησης, δηλαδή αυτοί που παράγονται ενδογενώς από τα ίδια τα φυτά, χαρακτηρίζονται ως ορμόνες. Αντίθετα, με τον όρο «ρυθμιστές αύξησης» χαρακτηρίζουμε γενικά όλους τους ρυθμιστές, φυσικούς και συνθετικούς.

			Σύμφωνα με έναν ακριβέστερο προσδιορισμό (Davies 2013), ένας ρυθμιστής αύξησης είναι: 

			«Μια οργανική ουσία η οποία δεν είναι θρεπτική (δηλ δεν περιέχει άνθρακα, ενέργεια ή απαραίτητα ανόργανα στοιχεία), είναι ενεργή σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις (π.χ. <1μΜ), η οποία συντίθεται σε κάποιο μέρος του φυτού και συνήθως μεταφέρεται σε άλλο σημείο όπου διεγείρει κάποια ειδική βιοχημική, φυσιολογική και/ή μορφολογική αντίδραση.»

			3.2.2.1. Κατηγορίες ρυθμιστών αύξησης

			Οι ρυθμιστές αύξησης διακρίνονται σε πέντε μεγάλες ομάδες:

			
					Αυξίνες (auxins)

					Κυτοκινίνες (cytokinins)

					Γιββερελλίνες (gibberellins)

					Αμπσισικό οξύ (absisic acid)

					Ουσίες (εκχυλίσματα) απροσδιόριστης σύστασης

			

			Ένας ξεχωριστός ρυθμιστής αύξησης είναι το αιθυλένιο (ethylene), το οποίο όπως προαναφέρθηκε θεωρείται καταστροφικός παράγοντας στην ιστοκαλλιέργεια και για αυτό δεν προστίθεται ποτέ εξωγενώς. Αντίθετα, όπως θα δούμε και στη συνέχεια, υπάρχουν τρόποι για την απομάκρυνσή του από τις καλλιέργειες in vitro (Konstas and Kintzios 2003).

			Ένας φυτικός ρυθμιστής αύξησης χαρακτηρίζεται από τη δράση του, όχι τη χημική δομή του. 

			Έτσι, ως αυξίνες χαρακτηρίζονται ουσίες με τελείως διαφορετική δομή μεταξύ τους αλλά με παρόμοια επίδραση στις ιστοκαλλιέργειες, π.χ. τόσο το ινδολυλοοξεικό οξύ όσο και το αδενοσίνο-τριφωσφορικό οξύ (το γνωστό ΑΤΡ) προωθούν την καλογένεση και την επιμήκυνση της ρίζας στο είδος Arabidopsis thaliana, οπότε μπορούν να χαρακτηριστούν αυξίνες χωρίς καμία απολύτως ομοιότητα στη χημική τους δομή (Matakiadis and Kintzios 2005).

			Οι αυξίνες και οι κυτοκινίνες επιδρούν στην κυτταρική διαίρεση. 

			οποίο πολλαπλασιάζονται τα κύτταρα, γνωστό και ως μίτωση. Πώς επιτυγχάνεται η επίδραση αυτή; Και οι δύο τύποι ορμονών τροποποιούν, μέσω φωσφορυλίωσης, την ενεργότητα των κυκλινών Α και Β, δηλαδή ενζύμων που επιδρούν στις διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου, κυρίως τις φάσεις G1 και G2 (Σχήμα 3.2.). Στις φάσεις αυτές καθορίζεται το εάν το κύτταρο θα προχωρήσει στη μίτωση (οπότε και θα πολλαπλασιαστεί) ή όχι. Όπως φαίνεται και στο Σχήμα 3.2., οι αυξίνες επιδρούν σε όλο τον κυτταρικό κύκλο ενώ οι κυτοκινίνες επηρεάζουν κυρίως στη φάση G1. Ανάλογη δράση έχει και η α-φυτοθειοκίνη (α-phytosulfokine), μια ουσία η οποία έχει ανακαλυφθεί πρόσφατα και δεν έχει ακόμα ταξινομηθεί ως αυξίνη η κυτοκινίνη. Μάλιστα, ορισμένοι ερευνητές υποστηρίζουν ότι τα φυτικά κύτταρα δεν μπορούν να διαιρεθούν αν η συγκέντρωση της α-φυτοθειοκίνης δεν είναι μεγαλύτερη από μια ορισμένη τιμή. Επειδή τα φυτικά κύτταρα εκκρίνουν στο περιβάλλον της καλλιέργειας μέρος της α-φυτοθειοκίνης την οποία συνθέτουν, απαιτείται σημαντικός αριθμός κυττάρων έτσι ώστε να επιτευχθεί η απαιτούμενη συγκέντρωση της ορμόνης για να ξεκινήσει η κυτταροδιαίρεση. Για αυτόν τον λόγο απαιτείται υψηλή συγκέντρωση κυττάρων (συνήθως 104 κύτταρα/ml) ώστε να αρχίσουν να πολλαπλασιάζονται in vitro. 
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			Σχήμα 3.2. Τρόπος δράσης αυξινών και κυτοκινινών στην κυτταρική διαίρεση.

			Η συγκέντρωση των ορμονών καθορίζει τη μορφογενετική τους επίδραση.

			Η δράση των αυξινών και των κυτοκινινών δεν περιορίζεται στην πρόκληση διεργασιών σε απλό κυτταρικό επίπεδο, αλλά αφορά γενικά την εξέλιξη της οντογένεσης των καλλιεργούμενων ιστών in vitro. Η δράση αυτή είναι ξεχωριστή για κάθε ένα από τους δύο τύπους ορμονών, αλλά εξαρτάται σε πολύ μεγάλο βαθμό από τη συγκέντρωση αυτών. Στο σημείο αυτό πρέπει να διευκρινίσουμε ότι μικρή θεωρείται γενικά κάθε συγκέντρωση φυτορρυθμιστικής ουσίας μικρότερη από 10 μΜ. 

			Οι αυξίνες:

			
					σε μικρή συγκέντρωση προωθούν τη διαφοροποίηση των ιστών προς τον σχηματισμό ριζών και/ή σωματικών εμβρύων, σπανιότερα όμως βλαστογένεσης (σε συνδυασμό με κυτοκινίνες).

					σε μεγάλη συγκέντρωση προωθούν την αποδιαφοροποίηση των ιστών προς τον σχηματισμό κάλου.

			

			Οι κυτοκινίνες, αντίθετα:

			
					σε μικρή συγκέντρωση προωθούν τόσο την αποδιαφοροποίηση των ιστών προς τον σχηματισμό κάλου όσο και τη διαφοροποίηση των ιστών προς τον σχηματισμό βλαστών και/ή σωματικών εμβρύων, σπανιότερα όμως ριζογένεσης και αυτό σε πολύ μικρή συγκέντρωση (σε συνδυασμό με αυξίνες).

					σε μεγάλη συγκέντρωση προωθούν μόνο τη διαφοροποίηση των ιστών προς τον σχηματισμό βλαστών και/ή σωματικών εμβρύων.

			

			Οι γενικότερες αυτές αρχές αποτυπώνονται συνοπτικά στον Πίνακα 3.1.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ

						
							
							ΑΥΞΙΝΕΣ

						
							
							ΚΥΤΟΚΙΝΙΝΕΣ

						
					

					
							
							ΜΙΚΡΗ

							(<10 μM)

						
							
							Ριζογένεση

							Σωματική εμβρυογένεση

							(Βλαστογένεση)

						
							
							Καλογένεση

							Σωματική εμβρυογένεση

							Βλαστογένεση

						
					

					
							
							ΜΕΓΑΛΗ

							(>10 μM)

						
							
							Καλογένεση

						
							
							Σωματική εμβρυογένεση

							Βλαστογένεση

						
					

				
			

			Πίνακας 3.1. Μορφογενετικές επιδράσεις αυξινών και κυτοκινινών. Σε παρένθεση αναφέρεται η δευτερεύουσα δράση των αυξινών σε συγκεντρώσεις μικρότερες των 10 μΜ.

			Σημαντικό ρόλο για την κατεύθυνση της μορφογένεσης παίζει όχι μόνο η συγκέντρωση αλλά και η αναλογία μεταξύ αυξίνης και κυτοκινίνης. Επαγωγή κάλλου, ρίζας και εμβρυογένεσης συμβαίνει όταν η αναλογία αυξίνης προς κυτοκινίνη είναι υψηλή, ενώ η παραγωγή πλευρικών βλαστών συμβαίνει όταν η αναλογία είναι μικρή. Γενικότερα, όταν ο λόγος αυξίνης προς κυτοκινίνη είναι μεγαλύτερος της μονάδας ευνοείται η ριζογένεση, όταν είναι μικρότερος ευνοείται η βλαστογένεση, ενώ όταν είναι περίπου ίσος με την μονάδα ευνοείται η καλογένεση.

			Η συγκέντρωση αυξινών και κυτοκινινών, καθώς και η αναλογία τους διαφέρει ανάμεσα στα γένη, στα είδη και ίσως και ανάμεσα στις ποικιλίες.

			Στο Σχήμα 3.3. παρουσιάζεται η διαφορετική επίδραση που έχουν σε in vitro καλλιέργειες συγκεντρώσεις αυξινών και κυτοκινινών είτε μεμονωμένα είτε σε συνδυασμό. Σε καλλιέργειες με χαμηλές συγκεντρώσεις η αυξίνη προάγει τη ριζοβολία, ενώ αντίθετα σε υψηλές συγκεντρώσεις κυτοκινίνης παράγονται βλαστοί.
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			Σχήμα 3.3. Σύνοψη των διαφορετικών επιδράσεων των αυξινών και των κυτοκινινών στις in vitro καλλιέργειες.

			Εκτός από το είδος των μορφογενετικών τους επιδράσεων, οι βασικές κατηγορίες ρυθμιστών αύξησης επηρεάζουν την ανάπτυξη των κυτταροκαλλιεργειών μέσω και άλλων μηχανισμών, οι κυριότεροι από τους οποίους παρουσιάζονται παρακάτω.

			Ορισμένοι ρυθμιστές, κυρίως αυξίνες, προσκολλώνται στα κυτταρικά τοιχώματα με αποτέλεσμα να επιδρούν πάνω στα κύτταρα ακόμα και όταν αυτά έχουν μεταφερθεί σε νέο υπόστρωμα καλλιέργειας. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται επίδραση εκ μεταφοράς (carry-over effect).

			Η βιοσύνθεση των διαφορετικών ρυθμιστών είναι άμεσα αλληλοεξαρτημένη, καθώς οι κυτοκινίνες προωθούν τη βιοσύνθεση των αυξινών αλλά οι παραγόμενες αυξίνες παρεμποδίζουν τη βιοσύνθεση των κυτοκινινών (μειώνοντας έτσι τελικά και τη δική τους βιοσύνθεση). Με τον ίδιο ακριβώς τρόπο οι αυξίνες προωθούν τη βιοσύνθεση του αιθυλενίου το οποίο στη συνέχεια παρεμποδίζει τη δική τους. Τέλος, οι αυξίνες μπορούν να προωθήσουν τη βιοσύνθεση του γιββερελλικού οξέος.

			Η δράση των ρυθμιστών αύξησης βασίζεται σε ειδικούς υποδοχείς.

			Τα τελευταία χρόνια έχουν ανακαλυφθεί υποδοχείς της δράσης ορμονών σε διάφορους φυτικούς οργανισμούς. Πρέπει να σημειωθεί ότι η έρευνα πάνω στην ύπαρξη των σχετικών υποδοχέων υπολείπεται της ανακάλυψης υποδοχέων ορμονών στα ζωικά κύτταρα, ωστόσο η πρόσφατη πρόοδος είναι σημαντική. Πάντως, δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί αν οι υποδοχείς που έχουν εντοπιστεί σε ορισμένα φυτικά είδη έχουν πραγματικά καθολική διάδοση στο φυτικό βασίλειο ή όχι.

			Έχουν εντοπιστεί περισσότεροι υποδοχείς αυξινών από ότι για άλλες ορμόνες. Για παράδειγμα, η πρωτεΐνη σύζευξης αυξίνης 1 (auxin binding protein 1 – ABP1) του καλαμποκιού εδρεύει στο ενδοπλασματικό δίκτυο και έχει βρεθεί επίσης στον καπνό και άλλα φυτά. Φαίνεται πως η σύνδεση αυξίνης με την ΑΒΡ1 προκαλεί υπερπόλωση της κυτταρικής μεμβράνης και ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης Α, με αποτέλεσμα την οξίνιση του κυτταρικού τοιχώματος, διαδικασία απαραίτητη για την επιμήκυνση του κυττάρου κατά την ανάπτυξη αυτού. Επίσης έχουν βρεθεί γονίδια απόκρισης στην παρουσία αυξίνης, όπως αυτοί της οικογένειας Aux/IAA στο φασόλι και το Arabidopsis thaliana. Οι πρωτεΐνες οι οποίες βιοσυντίθενται από τα γονίδια αυτά αποτελούν αδρανή μονομερή τα οποία ενώνονται σε ενεργά βραχύβια διμερή.

			Έχουν επίσης εντοπιστεί γονίδια αποκρινόμενα στις κυτοκινίνες, καθώς και σχετικοί υποδοχείς. Για παράδειγμα, στο A. thaliana έχει αναφερθεί η ύπαρξη γόνων βιοσύνθεσης της ισοπεντενυλτρανσφεράσης (ΙΡΤ), ενός κεντρικού ενζύμου στη βιοσύνθεση των κυτοκινινών. Στο ίδιο φυτικό είδος έχουν εντοπιστεί αρκετά γονίδια βιοσύνθεσης μεμβρανικών υποδοχέων κυτοκινινών, όπως τα CRE1, AHK2, AHK3 και ΑΗΚ4. Πιθανολογείται ότι η δράση αυτών των υποδοχέων εκφράζεται μέσω της ενεργοποίησης της κινάσης της ιστιδίνης. Έχει επίσης αναφερθεί η ύπαρξη ενδοκυτταρικών υποδοχέων κυτοκινίνης, όπως στον πυρήνα και τους χλωροπλάστες, ενώ σε όλες αυτές τις διαδικασίες εμπλέκονται πρωτεΐνες σύζευξης κυτοκινίνης (cytokinin binding proteins – CBPs) οι οποίες έχουν ευρύτατη διάδοση στο φυτικό βασίλειο. Φαίνεται, μάλιστα, πως οι κυτοκινίνες εμπλέκονται άμεσα στη διαδικασία βιογένεσης των χλωροπλαστών, τόσο σε επίπεδο αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων όσο και σε επίπεδο χλωροπλαστικών χρωστικών.

			Υποδοχείς και αντίστοιχα γονίδια έχουν ανιχνευθεί και για τη δράση του γιββερελλικού οξεος (RHt) ή την παρεμπόδιση αυτής (GAI, RGA), καθώς και για τη δράση του αψισικού οξέος (ΑΒΙ) και του αιθυλενίου (ETR1, ERS1, ETR2, ERS2, EIN4). Το τελευταίο φαίνεται πως δρα μέσω της παρεμπόδισης της κινάσης της ιστιδίνης. 

			Υποδοχείς έχουν επίσης εντοπιστεί και για την περίπτωση ουσιών με μερική ορμονική δράση, όπως για παράδειγμα οι πουρινεργικοί υποδοχείς για αδενυλιωμένα παράγωγα (π.χ. ΑΤΡ, ADP, cAMP).

			Πρέπει ωστόσο να τονιστεί ότι οι ορμόνες έχουν πλειοτροπική επίδραση στα φυτικά κύτταρα, δηλαδή ενεργούν με πολύ περισσότερους από έναν μηχανισμούς, έτσι ώστε το πρότυπο βιοδραστικότητάς τους να είναι πολύπλοκο.

			Οι ορμόνες δρουν συνεργιστικά με το φως. 

			Τα φυτικά κύτταρα διαθέτουν τουλάχιστον τρία διαφορετικά συστήματα φωτοϋποδοχέων τα οποία εμπλέκονται στη ρύθμιση της αύξησης και της ανάπτυξης και το καθένα από τα οποία είναι περισσότερο ευαίσθητο σε διαφορετικό μήκος κύματος: τα φυτοχρώματα, τους υποδοχείς μπλε φωτός/UV-A και τους υποδοχείς UV-Β. Έχει αποδειχθεί ότι το φως μπορεί να προκαλέσει μορφογενετικές και βιοχημικές αντιδράσεις παρόμοιες με αυτές των κυτοκινινών σε μεγάλο αριθμό διαφορετικών φυτικών ειδών. Επιπρόσθετα, οι κυτοκινίνες προωθούν τη σύνθεση χρωστικών όπως οι μπετακυανίνες και οι ανθοκυανίνες, συνήθως συνεργικά με το φως (Ainaa et al. 2015). Αντίθετα το αμπσισικό οξύ δρα αντίθετα προς τις φυσιολογικές επιδράσεις του φωτός, τουλάχιστον στην περίπτωση των ειδών Arabidopsis και Lemna gibba (Spirodella polyrrhiza). Οι μορφογενετικές επιδράσεις του φωτός παρουσιάζονται ξανά διεξοδικά στο κεφάλαιο για τη σωματική εμβρυογένεση. 

			Στη συνέχεια η κάθε κατηγορία ρυθμιστών αύξησης αναλύεται διεξοδικότερα.

			α. Αυξίνες

			Η δράση των αυξινών στις φυσιολογικές λειτουργίες του φυτού είναι πολύπλευρη και αυτό δυσκολεύει τη βιοχημική μελέτη του τρόπου δράσης τους. Οι αυξίνες συμβάλλουν στον γενικότερο μεταβολισμό των κυττάρων. Κύρια δραστηριότητά τους είναι η επιμήκυνση των κυττάρων στους βλαστούς και στις ρίζες, που είναι αποτέλεσμα της ικανότητας των ορμονών για σύνθεση πρωτεϊνών και RNA. Επίσης, προωθούν την αύξηση του όγκου των κυττάρων, διεγείρουν τη δραστηριότητα του καμβίου, αποτελούν παράγοντες νεανικότητας των φυτών και είναι θεμελιώδεις παράγοντες της διατήρησης της ενεργητικότητας των οργάνων του φυτού.

			Γενικά, θεωρείται ότι έχουν παρόμοιες δραστηριότητες με τον φυσικό ρυθμιστή ανάπτυξης 3-ινδολυλοξικό οξύ (3-indoleacetic acid) (ΙΑΑ), η δράση του οποίου περιλαμβάνει τις εξής επιπλέον δραστηριότητες (πέραν των ήδη αναφερθέντων): αποτελεί έναν από τους κύριους παράγοντες της κυριαρχίας του κορυφαίου οφθαλμού· είναι θεμελιώδης παράγοντας, όταν συνδυαστεί με κυτοκινίνες, της διαφοροποίησης των διαιρούμενων και αδιαφοροποίητων κυττάρων σε ιστοκαλλιέργειες. Ακόμη είναι βασικός παράγοντας στις διεργασίες της διαφοροποίησης των στοιχείων μεταφοράς ηθμού και ξύλου σε συνδυασμό με τις κατάλληλες συγκεντρώσεις σακχαρόζης, διεγείρει τον σχηματισμό ριζικών καταβολών και την περαιτέρω ανάπτυξη ριζών στα μοσχεύματα.

			Το ΙΑΑ είναι η ιδανική αυξίνη για χρήση στις ιστοκαλλιέργειες, λόγω του ευρέως φάσματος δράσης που παρουσιάζει, όμως μειονεκτεί γιατί με την επίδραση του φωτός υποβιβάζεται η δραστηριότητά του, υφίσταται ενζυμική οξείδωση και καταστρέφεται. Η συγκέντρωση που προστίθεται συνήθως στο διάλυμα είναι 1-30 mg/l.

			Άλλες αυξίνες που συνήθως χρησιμοποιούνται στην ιστοκαλλιέργεια είναι το ινδολυλοβουτυρικό οξύ (ΙΒΑ) που είναι συνθετική αυξίνη και διεγείρει ιδιαίτερα τη ριζογένεση, το α-ναφθαλινοξεικό οξύ (ΝΑΑ), επίσης συνθετική αυξίνη, που χρησιμοποιείται για την επαγωγή και την ανάπτυξη κάλου, όπως επίσης και το 2,4-διχλωροφαινοξικό οξύ (2,4-D).Το ΙΒΑ προστίθεται σε ποσότητες 1-10 mg/l, ενώ το ΝΑΑ και το 2,4-D σε μικρές ποσότητες 0,01-1 mg/l. Στα σιτηρά το 2,4-D περιέχεται σε μεγαλύτερη ποσότητα 1-5 mg/l. Για την καλύτερη επαγωγή κάλου χρησιμοποιείται το 2,4 σε συνδυασμό με κάποια εξωγενή κυτοκινίνη. Άλλες αυξίνες που χρησιμοποιούνται αλλά σε πολύ μικρές ποσότητες είναι το 4-χλωροφαινοξικό οξύ (4-CPA,PCPA), το 2,4,5-τριχλωροφαινοξικό οξύ (2,4,5-Τ), το δίχλωρο-2μεθοξυβενζοϊκό οξύ (dicampa) και το 4-αμινο-3,5,6τριχλωρο-πικολινικό οξύ (picloram). Το 2,4,5-Τ έχει δώσει επαρκή ανάπτυξη κάλου. Από πειράματα που έγιναν σε φυτά σιταριού, προέκυψε ότι το 2,5-D είναι 8 έως 10 φορές πιο δραστικό από το ΙΑΑ, το 2,4,5-Τ τέσσερις φορές, το ΡCΡΑ 2 έως 4 φορές, ενώ το ΝΑΑ δύο φορές πιο δραστικό από το ΙΑΑ. Tα 2,4-D, 2,4,5-T, 4CPA και Picloram χρησιμοποιούνται συχνά για τον ταχύτατο πολλαπλασιασμό των κυττάρων σε υψηλά επίπεδα συγκέντρωσης ή παρατείνοντας την έκθεση των ιστών σε αυτές, αν και μπορούν να οδηγήσουν τη μορφογενετική ικανότητα σε παύση. Στο Σχήμα 3.4. συνοψίζονται τα κυριότερα είδη αυξινών.
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			Σχήμα 3.4. Σημαντικότερες κατηγορίες αυξινών.

			β. Κυτοκινίνες 

			Οι κυτοκινίνες είναι μια ομάδα ρυθμιστών ανάπτυξης καθολικής διάδοσης στα φυτά. Συντίθεται στις ρίζες και στα έμβρυα και συνδέονται με σάκχαρα. Ενισχύουν τις κυτταροδιαιρέσεις και τη βλαστογένεση, ενώ ανταγωνίζονται τη ριζογένεση. Σε συνδυασμό με το ΙΑΑ αποτελούν θεμελιώδεις παράγοντες της οργανογένεσης σε καλλιέργειες φυτικών ιστών και επηρεάζουν τις διεργασίες της διαφοροποίησης οργάνων και ιστών. Ακόμη, αποτελούν παράγοντες διαφοροποίησης πρωτογενών και δευτερογενών αγγειωδών ιστών (ενεργοποίηση καμβίου) και οντογένεσης, διατήρησης της νεανικότητας ή παρεμπόδισης του γήρατος όταν βρίσκονται σε συνδυασμό με άλλους ρυθμιστές ανάπτυξης. Βοηθούν επίσης στην άρση του λήθαργου των οφθαλμών και στη βλάστηση των σπερμάτων, διεγείρουν το άνοιγμα των στοματίων και κατά συνέπεια τη διαπνοή των φυτών (Cheng et al. 2013).

			Στα σιτηρά διαπιστώθηκε ότι ενισχύουν την κυτταροδιαίρεση, ειδικά μετά την επαγωγή της καλογένεσης από αυξίνη. Γενικά η επίδραση των κυτοκινινών στις κυτταροκαλλιέργειες σιτηρών είναι αμφιλεγόμενη και θεωρείται ευνοϊκή μόνο σε χαμηλές συγκεντρώσεις.

			Οι κυτοκινίνες που χρησιμοποιούνται συνήθως είναι η 6-φουρφουρυλάμινο πουρίνη ή κινετίνη (ΑΡ ή ΚΙΝ),η 6-βενζυλαμινοπουρίνη ή βενζυλαδενίνη (ΒΑΡ ή ΒΑ), η 2-ισοπεντενυλαδενίνη (2iΡ) και η ζεατίνη(ΖEA). Η ζεατίνη και η 2iΡ είναι φυσικές κυτοκινίνες, ενώ η ΒΑΡ και η ΚΙΝ είναι συνθετικές. Στο Σχήμα 3.5. συνοψίζονται τα κυριότερα είδη κυτοκινινών.

			Για την επαγωγή κάλου συνήθως χρησιμοποιείται κινετίνη σε συγκέντρωση 0,1 mg/l, ενώ γενικά οι συγκεντρώσεις των κυτοκινινών στα διαλύματα κυμαίνονται από 0,02 εώς 5mg/l.
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			Σχήμα 3.5. Σημαντικότερες κατηγορίες κυτοκινινών.

			γ. Γιββερελλίνες

			Οι γιββερελλίνες είναι ρυθμιστές ανάπτυξης καθολικής διάδοσης, οι οποίες όμως χρησιμοποιούνται λιγότερο συχνά από τις άλλες, διότι παρεμποδίζουν την οργανογένεση και ιδώς τη ριζογένεση. Η δράση τους δεν είναι καθορισμένη και μεταβάλlεται ανάλογα με τη συγκέντρωσή τους και το έκφυτο.

			Έχει διαπιστωθεί ότι οι γιββερεlλίνες προκαλούν αύξηση των μεσογονατίων, συμβάλλουν στην άρση του λήθαργου των οφθαλμών και των σπόρων, διεγείρουν τις κυτταροδιαιρέσεις στις περιοχές των κορυφαίων μεριστωμάτων και στο κάμβιο, συμβάλλουν στον σχηματισμό ανθικών καταβολών σε πολλά φυτά, αν και σε μερικά έχει διαπιστωθεί παρεμποδιστική δράση, συμβάλλουν στον καθορισμό του γένους στα δίοικα και μόνοικα φυτά και επηρεάζουν το δέσιμο, την ανάπτυξη και την ωρίμανση πολλών καρπών.

			Ακόμη, επιταχύνουν τη βλάστηση των σπερμάτων (στα σπέρματα των δημητριακών διεγείρουν τη σύνθεση του ενζύμου α-αμυλάση), προκαλούν αύξηση του μεγέθους των καρπών, υπεισέρχονται στην κυριαρχία του κορυφαίου οφθαλμού (θετικά ή αρνητικά) και επιβραδύνουν τις διεργασίες του γήρατος στα φύλλα ορισμένων φυτών.

			Συνήθως, οι γιββερελλίνες προστίθενται στο μέσο καλλιέργειας για να αυξήσουν την πυκνότητα των κυτταροκαλλιεργειών και να επιμηκύνουν καχεκτικά φυτάρια.

			Οι ποσότητες στις οποίες χρησιμοποιούνται είναι από 0,05 έως 2 mg/l. 

			H συχνότερα χρησιμοποιούμενη γιββερελλίνη είναι το γιββεριλλικό οξύ ή GA3 (φυσική), το οποίο έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε καλλιέργειες κορυφαίων μεριστωμάτων. Επίσης χρησιμοποιείται και το μείγμα των GA3 και GA7.

			Η σύνθεση των φυσικών γιββερελινών γίνεται στα νεαρά φύλλα και στα ακρορίζια.

			δ. Αιθυλένιο

			Το αιθυλένιο είναι ένας απλός υδρογονάνθρακας (CΗ≡CH) σε αέρια μορφή, με φυτορρυθμιστικές ιδιότητες. Παράγεται σε όλα τα μέρη του φυτού και προκαλεί την έναρξη της ωρίμανσης των καρπών.

			Θεωρείται ο υποκινητής της αποκόλλησης των φύλλων από τους βλαστούς και του σχηματισμού τυχαίων ριζών. Επιδρά στην πολική μετακίνηση των αυξινών στα φυτά και στο φαινόμενο του γεωτροπισμού των φυτών, βοηθά στην αύξηση της περατότητας των μεμβρανών, ενώ παρεμποδίζει την αύξηση των ριζών και την έκπτυξη των φύλλων και του επάκριου οφθαλμού σε φυτάρια μεγαλωμένα στο σκοτάδι.

			Ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται στις συγκεντρώσεις στις οποίες χρησιμοποιείται το αιθυλένιο, διότι έχει παρατηρηθεί ότι ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις δρα ανασταλτικά στην ανάπτυξη των κυτταροκαλλιεργειών, σε χαμηλές δρα ευνοϊκά στην επαγωγή εμβρυογένεσης, στην αναγέννηση φυτών από καλλιέργεια κυττάρων σιτηρών, στον σχηματισμό τυχαίων οφθαλμών και στη διαφοροποίηση στοιχείων ηθμού και ξύλου.

			Εξωγενής προσθήκη αιθυλενίου γίνεται μέσω της προσθήκης στο διάλυμα L-μεθειονίνης, η οποία είναι φυσικός πρόδρομος βιοσύνθεσης του αιθυλενίου.

			ε. Αμπσισικό οξύ

			To αμπσισικό οξύ (ΑΒΑ) προστίθεται για να παρεμποδίσει ή να διεγείρει την αύξηση του κάλου, για να επαυξήσει την παραγωγή βλαστών και οφθαλμών και να προωθήσει την ωρίμανση των σωματικών εμβρύων.

			Δεν χρησιμοποιείται ιδιαίτερα συχνά, παρά μόνο σε λίγες περιπτώσεις, όπως προαναφέρθηκαν. 

			3.2.3. Οργανικά συστατικά (Organic substances)

			Περιλαμβάνει ομάδες οργανικών ουσιών όπως τα σάκχαρα, οι βιταμίνες, τα αμινοξέα και τα αμίδια.

			α. Σάκχαρα

			Τα καλλιεργούμενα κύτταρα, τουλάχιστον στην αρχική φάση της ιστοκαλλιέργειας, δεν έχουν την ικανότητα να φωτοσυνθέτουν (είναι δηλαδή ετερότροφα), κατά συνέπεια δεν μπορούν να αφομοιώσουν το διοξείδιο του άνθρακα και να παράγουν υδατάνθρακες τους οποίους χρησιμοποιούν ως πηγή ενέργειας και άνθρακα. Επομένως η προσθήκη υδατανθράκων κρίνεται απαραίτητη.

			Ως κύρια πηγή υδατανθράκων χρησιμοποιείται η σακχαρόζη και/ή η D-γλυκόζη σε συγκεντρώσεις 20-30 gr/lt. Σε ορισμένες καλλιέργειες μεγαλύτερες ποσότητες έχουν θεαματικότερα αποτελέσματα.

			Η δράση της σακχαρόζης στο διάλυμα εξαρτάται και από τον τρόπο με τον οποίο αποστειρώνεται το διάλυμα. Όταν η αποστείρωση γίνει σε αυτόκαυστο (autoclave) (βλ. Κεφάλαιο 4) η σακχαρόζη υδρολύεται σε μείγμα D-γλυκόζης, D-φρουκτόζης και D-σακχαρόζης. Χρησιμοποίηση του ίδιου διαλύματος που αποστειρώθηκε με μικροβιολογικό φίλτρο, χωρίς θέρμανση, έχει διαφορετική επίδραση στα καλλιεργούμενα κύτταρα και ιστούς.

			Η μυο-ινοσιτόλη (myo-inositol) διεγείρει την ανάπτυξη των κυττάρων σε αρκετές καλλιέργειες, αλλά δεν θεωρείται ιδιαίτερα σημαντική. Χρησιμοποιείται συνήθως στη συγκέντρωση των 100 mg/l.

			Η εκλογή του κατάλληλου σακχάρου, όπως και η κατάλληλη συγκέντρωσή του στο διάλυμα εξαρτώνται από τον φυτικό ιστό που καλλιεργείται και από τον σκοπό του πειράματος.

			Γενικά, τα σάκχαρα θεωρείται ότι επιδρούν στον μεταβολισμό (πηγές ενέργειας), στην ανάπτυξη των οργανικών ουσιών (πηγές άνθρακα) και την αύξηση της οσμωτικής πίεσης του διαλύματος.

			β. Βιταμίνες

			Οι ιστοί και τα φυτικά κύτταρα που καλλιεργούνται in vitro στερούνται της ικανότητας σύνθεσης βιταμινών, οπότε η προσθήκη αυτών στο μέσο καλλιέργειας κρίνεται απαραίτητη. Οι βιταμίνες δρουν ως βιοκαταλύτες σε πολλές και διαφορετικές μεταβολικές διεργασίες. Η έλλειψή τους θεωρείται περιοριστικός παράγοντας για την οργανογένεση και οι συγκεντρώσεις στις οποίες χρειάζονται είναι ελάχιστες.

			Οι συχνότερα χρησιμοποιούμενες βιταμίνες είναι η θειαμίνη (βιταμίνη Β1 ή thiamine-HCl), το νικοτινικό οξύ (nicotinic acid), και η πυριδοξίνη (pyridoxine-HCl ή βιταμίνη Β6).

			Μερικοί ερευνητές υποστηρίζουν ότι η θειαμίνη είναι ίσως η μόνη βιταμίνη που χρειάζεται για την καλλιέργεια όλων σχεδόν των έκφυτων. Η ανάγκη θειαμίνης είναι μεγαλύτερη σε χαμηλά επίπεδα κυτοκινινών στο διάλυμα. Σε καλλιέργεια κυττάρων καπνού παρουσία υψηλής συγκέντρωσης κυτοκινίνης, η ανάπτυξη των κυττάρων έγινε χωρίς την προσθήκη εξωγενούς θειαμίνης.

			Η θειαμίνη προστίθεται σε ποσότητες 0,1 έως 10 mg/l. To νικοτινικό οξύ και η πυριδοξίνη για μερικά φυτά δεν είναι απαραίτητες, ενώ για άλλα είναι. Θεωρείται ότι διεγείρουν την ανάπτυξη. Το νικοτινικό οξύ προστίθεται σε ποσότητες 0,1 έως 5 mg/l, ενώ η πυριδοξίνη σε ποσότητες 0,1 έως 10 mg/l.

			Σε μερικά διαλύματα χρησιμοποιούνται κι άλλες βιταμίνες όπως το π-αμινοβενζοϊκό οξύ (ΡΑΒΑ), το ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C), η βιοτίνη (βιταμίνη Η), η χλωρική χολίνη, το φολικό οξύ, η κυανοκοβαλαμίνη (βιταμίνη Β12), το παντοθενικό ασβέστιο και η ριβοφλαβίνη.

			To ασκορβικό οξύ (βιταμίνη C) χρησιμοποιείται ως αντιοξειδωτικό για την αποφυγή του μεταχρωματισμού των ιστών ορισμένων ειδών που καλλιεργούνται. Τέτοιες ουσίες είναι οι ταννίνες που χημικώς είναι φαινολικά παράγωγα. Γι’ αυτόν τον σκοπό μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ο ενεργός άνθρακας.

			γ. Αμινοξέα και αμίδια 

			Οι καλλιεργούμενοι ιστοί και τα κύτταρα έχουν τη δυνατότητα να συνθέτουν τα απαραίτητα αμινοξέα. Έχει διαπιστωθεί όμως ότι η προσθήκη τους εξωγενώς στο διάλυμα υποκινεί την ανάπτυξη και την επιμήκυνση των κυττάρων. Στην καλλιέργεια πρωτοπλαστών η παρουσία τους στο διάλυμα θεωρείται ιδιαίτερης σημασίας. Τα αμινοξέα λειτουργούν ως αποθήκη οργανικού αζώτου το οποίο είναι άμεσα διαθέσιμο και μπορεί να αποβληθεί από το κύτταρο πιο εύκολα απ’ ό,τι το ανόργανο άζωτο.

			Αμινοξέα τα οποία χρησιμοποιούνται στα διαλύματα της ιστοκαλλιέργειας είναι η γλυκίνη, η L-γλουταμίνη, η L-ασπαραγίνη, η αδενίνη, το L-ασπαρτικό οξύ, το L-γλουταμινικό οξύ, η L-αργινίνη, καθώς και μείγματα αμινοξέων, όπως υδρολυόμενη καζεϊνη. 

			Αμινοξέα τα οποία χρησιμοποιούνται στα διαλύματα της ιστοκαλλιέργειας είναι η γλυκίνη, η L-γλουταμίνη, η L-ασπαραγίνη, η αδενίνη, το L-ασπαρτικό οξύ, το L-γλουταμινικό οξύ, η L-αργινίνη, καθώς και μείγματα αμινοξέων, όπως υδρολυόμενη καζεΐνη. 

			Η καζεΐνη (πρωτεΐνη του γάλακτος) υδρολυόμενη δίνει μίγμα τουλάχιστον 18 διαφορετικών αμινοξέων. Προστίθεται σε ποσότητες 0,05 έως 0,1% (β/ο). Προσθήκη καζεΐνης σε συγκέντρωση 200 mg/l προήγαγε σημαντικά τη σωματική εμβρυογένεση στη μολόχα (Malva silvestris). Η γλυκίνη χρησιμοποιείται για την ενίσχυση της κυτταρικής αύξησης και σε επίπεδο 2 mg/l. H γλουταμίνη προστίθεται σε συγκέντρωση μεγαλύτερη από 8 mΜ. Η L-μεθειονίνη λαμβάνει μέρος στον κύκλο βιοσύνθεσης του αιθυλενίου το οποίο διεγείρει τη ξυλογένεση, ενώ η L-τυροσίνη έχει χρησιμοποιηθεί σε ποσότητα 100 mg/l για να υποκινήσει τη μορφογένεση των κυττάρων της καλλιέργειας (Kintzios et al. 2002). 

			Έχει επισημανθεί ότι μόνο η μορφή του L-ισομερούς μπορεί να χρησιμοποιηθεί, γιατί η D-μορφή είτε είναι αδρανής ή αναιρεί την L-μορφή όταν χορηγείται ρακεμικό μίγμα.

			Επίσης υπάρχει ανταγωνισμός μεταξύ διαφορετικών αμινοξέων λόγω της ανταγωνιστικής τους φύσης που οδηγεί σε παρεμπόδιση της κυτταρικής αύξησης. Για το λόγο αυτό τα αμινοξέα είναι καλύτερα να κατατάσσονται σε ομάδες έτσι ώστε να μην υπάρχουν επιβλαβή αποτελέσματα.

			δ. Σύνθετα οργανικά συμπληρώματα απροσδιόριστης σύνθεσης

			Στην ιστοκαλλιέργεια επιδιώκεται η χρησιμοποίηση ουσιών προσδιορισμένης σύστασης. Επειδή όμως η κατά καιρούς χρησιμοποίηση τέτοιων ουσιών σε καλλιέργειες έχει σημειώσει αξιοσημείωτα αποτελέσματα, δεν μπορούν να παραληφθούν.

			Ουσίες αυτού του είδους που έχουν χρησιμοποιηθεί είναι η πεπτόνη, το γάλα καρύδας (coconut milk), το εκχύλισμα βύνης, το εκχύλισμα ζύμης, χυμός μπανάνας, πορτοκαλιού, τομάτας κ.λπ.

			Η μη γνωστή σύνθεσή τους δημιουργεί προβλήματα τόσο στη σωστή συγκέντρωση στην οποία θα χρησιμοποιηθούν όσο και στον τρόπο δράσης τους. 

			ε. Οργανικός (ενεργός) άνθρακας

			Η χρήση του ενεργού άνθρακα στο θρεπτικό υπόστρωμα δεν δίνει πάντα θετικά αποτελέσματα. Η θετική επίδρασή του σε ορισμένες καλλιέργειες οφείλεται σε διάφορες ιδιότητες που έχει, όπως στη δυνατότητά του να απορροφά από το υπόστρωμα καλλιέργειας κατιονικές παρεμποδιστικές ενώσεις ή μολύσματα. Επίσης δεσμεύει τα δευτερεύοντα προϊόντα που εκρίνονται από τους φυτικούς ιστούς, όπως είναι τα τοξικά φαινολικά παράγωγα με την απομάκρυνση των οποίων διεγείρεται η αύξηση των κυττάρων.

			Ο ενεργός άνθρακας παρουσιάζει και την ιδιότητα να ρυθμίζει τον έλεγχο μερικών ενδογενών ρυθμιστών ανάπτυξης και να διεγείρει την εμβρυογένεση σε ορισμένα είδη. Αύξηση και διαφοροποίηση έχει παρατηρηθεί σε ορχιδέες, κρεμμύδια, καρότα και κισσό. Σε άλλα φυτά, όπως στον καπνό, στη σόγια και στην καμέλια έχει παρατηρηθεί παρεμπόδιση της αύξησης και της μορφογένεσης. Κύρια αιτία για το φαινόμενο αυτό φαίνεται να είναι η ιδιότητα του ενεργού άνθρακα να απορροφά τις εξωγενώς προστιθέμενες φυτοορμόνες ΝΑΑ, ΚΙΝ, ΒΑΡ, ΙΑΑ και 2iΡ.

			Όταν χρησιμοποιείται, προστίθεται σε συγκέντρωση 0,5 έως 3%. Σημασία έχει όμως και ο τύπος του ενεργού άνθρακα, του οποίου τα χαρακτηριστικά απορροφητικότητας εξαρτώνται από τη διαδικασία παρασκευής του. Έχει βρεθεί ότι ο ξυλάνθρακας είναι υψηλότερης περιεκτικότητας σε άνθρακα από τον αντίστοιχο που παράγεται από οστά, ο οποίος δρα αρνητικά στους καλλιεργούμενους ιστούς.

			3.2.4. Νερό

			Το νερό αποτελεί συστατικό όλων των θρεπτικών διαλυμάτων. Χρησιμοποιείται, όμως, και για άλλες εργασίες που είναι απαραίτητες για την ιστοκαλλιέργεια. 

			Όταν χρησιμοποιείται για την παρασκευή μέσου καλλιέργειας πρέπει να είναι διπλά απεσταγμένο ή απιονισμένο και απεσταγμένο. 

			Ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται στην περίπτωση της παρατεταμένης αποθήκευσης απεσταγμένου νερού σε δοχεία πολυαιθυλενίου, διότι τα δοχεία αυτά ελευθερώνουν ουσίες επιβλαβείς για τις καλλιέργειες. Ακόμη αποφεύγεται η αποθήκευση νερού σε φιάλες pyrex για μεγάλη περίοδο, επειδή μπορούν να αναπτυχθούν βακτήρια.

			3.2.5. Στερεοποιητικοί παράγοντες και συστήματα στήριξης

			Η ανάπτυξη των ιστών που καλλιεργούνται μπορεί να πραγματοποιηθεί σε υγρό υπόστρωμα ή σε στερεό υπόστρωμα.

			Το υγρό υπόστρωμα (liquid culture medium) χρησιμοποιείται κυρίως για την ελεγχόμενη καλλιέργεια φυτικών ιστών σε βιοαντιδραστήρες (βλ. Κεφάλαιο 9) και την in vitro παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών. Απαραίτητη προϋπόθεση στην περίπτωση αυτή είναι η κυκλική ή η παράλληλη κίνηση του υποστρώματος, ώστε να εξασφαλιστεί ο καλύτερος αερισμός του. Πολλές φορές τοποθετείται μια «χάρτινη γέφυρα» τύπου Heller (Heller support), ενός είδους στηρίγματος που επιτρέπει τη στήριξη του έκφυτου και τον καλό αερισμό του. Ως συστήματα στήριξης των ιστών σε υγρές καλλιέργειες έχουν ακόμα χρησιμοποιηθεί διάφορα υλικά, όπως διάτρητη σελλοφάνη, γέφυρες ή πλατφόρμες από διηθητικό χαρτί, δίσκοι χαρτιού, αφρός πολυουρεθάνης και φίλτρα από ίνες γυαλιού. Ωστόσο ο βέλτιστος αερισμός της καλλιέργειας επιτυγχάνεται με δυναμική παροχή αέρα, όπως στους βιοαντιδραστήρες.

			Για να στερεοποιήσουμε το μέσο καλλιέργειας χρησιμοποιούμε διάφορες ουσίες φυσικής ή τεχνητής προέλευσης, τους στερεοποιητές. 

			Κύριος στερεοποιητής, φυσικής προέλευσης είναι το άγαρ-άγαρ (agar), η χρήση του οποίου προτιμάται έναντι των άλλων λόγω των πλεονεκτημάτων που παρουσιάζει.

			Δεν αντιδρά με τα συστατικά του μέσου καλλιέργειας, δεν προσβάλλεται από τα ένζυμα που εκκρίνουν τα φυτά και όταν αναμιχθεί με το νερό σχηματίζει κολλοειδές που τήκεται στους 100ºC και στερεοποιείται στους 45ºC. Στις συνήθεις θερμοκρασίες επώασης ιστοκαλλιεργειών το άγαρ είναι στερεοποιημένο.

			Η σταθερότητά του εξαρτάται από τη συγκέντρωσή του στο μέσο καλλιέργειας, από τον τύπο του και από το pΗ του υποστρώματος. Εάν το υπόστρωμα περιέχει ενεργό άνθρακα σε ποσοστό 0,8-1% τότε η συγκέντρωση του προστιθέμενου άγαρ πρέπει να αυξηθεί, γιατί η παρουσία του σε τέτοιες συγκεντρώσεις μειώνει τη στερεότητα του πήγματος.

			Προβλήματα που παρουσιάζονται με το άγαρ οφείλονται στην καθαρότητά του. Έχει αποδειχτεί ότι οι ποσότητες που περιέχει σε ασβέστιο, μαγνήσιο, κάλιο και νάτριο επιδρούν και αλλοιώνουν τις πραγματικές ποσότητες των στοιχείων αυτών στο θρεπτικό μέσο. Από άλλους ερευνητές αναφέρεται ότι περιέχει επίσης υδατάνθρακες, ίχνη βιταμινών και αμινοξέων. Για τους λόγους αυτούς θα πρέπει να χρησιμοποιείται άγαρ πιστοποιημένης ποιότητας.

			Προβλήματα παρουσιάζονται ακόμη και λόγω κακού αερισμού των φυτικών ιστών, όπως και λόγω της μικρής δυνατότητας που έχει να συγκρατεί τα ανόργανα άλατα.

			Η ποσότητα στην οποία χρησιμοποιείται το άγαρ είναι 5-10 g/l. Ως υποκατάστατα του άγαρ έχουν χρησιμοποιηθεί πολυμερές άμυλο και πολυμερής σακχαρόζη.

			Άλλος στερεοποιητικός παράγοντας που έχει χρησιμοποιηθεί είναι η ζελατίνη, η οποία δεν είναι ιδιαίτερα εύχρηστη γιατί τήκεται στους 25ºC. Όταν χρησιμοποιηθεί προστίθεται σε συγκέντρωση 10%.

			Τελευταία έχει παρουσιαστεί ένα είδος αγαρόζης το Sea plaque το οποίο παρουσιάζει πολύ καλά αποτελέσματα σε συστήματα καλλιέργειας πρωτοπλαστών. Συνήθως προστίθεται σε συγκεντρώσεις 0,35-0,7%. 

			Εμπορικά σκευάσματα που υπάρχουν είναι χημικής προέλευσης (συνθετικά) και προστίθενται σε ποσότητες των 1,25-2,5 g/l. Πληροφοριακά αναφέρονται τα Phytagel και Gerlite. Η χρήση αυτών των υποστρωμάτων αρκετές φορές πλεονεκτεί του άγαρ, όπως π.χ. στον μικροπολλαπλασιασμό της πικροδάφνης. 

			3.2.6. Επιλογή του κατάλληλου μέσου καλλιέργειας

			Σημαντικό ρόλο, όπως προαναφέρθηκε, παίζει η επιλογή του κατάλληλου μέσου καλλιέργειας για την επιτυχή έκβαση της καλλιέργειας.

			Όπως είναι φυσικό, δεν εφαρμόζεται σε όλες τις καλλιέργειες το ίδιο θρεπτικό μέσο. Η επιλογή του γίνεται με βάση τις ανάγκες του φυτού και εξαρτάται από το είδος του φυτού, τον ιστό ή το όργανο που καλλιεργείται, καθώς και την κατεύθυνση της καλλιέργειας.

			Η μελέτη πολλών ερευνητών οδήγησε στη διαμόρφωση ορισμένων διαλυμάτων που έγιναν ευρύτερα γνωστά και επώνυμα: το θρεπτικό διάλυμα των Murashige και Skoog (ΜS) χρησιμοποιείται ιδιαίτερα για την επαγωγή κάλου και έχει καλύτερα αποτελέσματα στα δικότυλα φυτά. Παρουσιάζει σχετικώς υψηλή συγκέντρωση σε νιτρικά, αμμωνιακά και ιόντα καλίου. Οι Gamborg, Miller και Ojima διαμόρφωσαν το θρεπτικό διάλυμα Β5, το οποίο χρησιμοποιείται επίσης για την επαγωγή κάλου. Η σύστασή του σε βιταμίνες είναι όμοια με εκείνη του διαλύματος ΜS και περιέχει επίσης ινοσιτόλη ( 100mg/l ) και σακχαρόζη 2-3%, ενώ είναι πλούσιο σε θειαμίνη (10mg/l ) απ’ ό,τι το MS (0,1mg/l ) (βλ. συγκριτικά δεδομένα στο Παράρτημα ΙΙ του βιβλίου). 

			3.3. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ

			Στην παρασκευή του διαλύματος ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται να δοθεί στην καθαριότητα των σκευών που χρησιμοποιούνται, στην ποιότητα του νερού, στην καθαρότητα των χημικών ουσιών και στη ζύγιση των συστατικών.

			Το νερό που χρησιμοποιείται για το διάλυμα θα πρέπει να είναι δισαπεσταγμένο ή τουλάχιστον απιονισμένο. Σε καμία περίπτωση και για καμία εργασία δεν θα πρέπει να χρησιμοποιηθεί το νερό της βρύσης.

			Οι χημικές ουσίες οι οποίες χρησιμοποιούνται θα πρέπει να είναι υψηλής καθαρότητας, εκτός από τη σακχαρόζη, η οποία μπορεί να χρησιμοποιηθεί με τη μορφή ραφιναρισμένης ζάχαρης του εμπορίου, που θεωρείται επαρκώς καθαρή πηγή σακχαρόζης.

			Στο πλαίσιο της καθημερινής λειτουργίας ενός εργαστηρίου ιστοκαλλιέργειας, τα θρεπτικά διαλύματα δεν παρασκευάζονται με εξαρχής ζύγιση των απαραίτητων συστατικών και διάλυσή τους, στις τελικές συγκεντρώσεις, στον επιθυμητό όγκο του υποστρώματος το οποίο πρέπει να παρασκευαστεί επιτόπου. Αντίθετα, τα συστατικά του υποστρώματος αποτελούνται από επιμέρους υπέρπυκνα βασικά διαλύματα, τα οποία ονομάζονται μητρικά διαλύματα και διακρίνονται στα μητρικά διαλύματα μακροστοιχείων, ιχνοστοιχείων, βιταμινών και ρυθμιστών αυξίνης (ορμονών). Τα διαλύματα αυτά μπορούν να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα (1-2 μήνες σε ψύξη ή αρκετούς μήνες σε κατάψυξη, υπό ορισμένες συνθήκες). Το τελικό υπόστρωμα, αυτό που θα χρησιμοποιηθεί για την ιστοκαλλιέργεια, παρασκευάζεται με την παραλαβή ορισμένου όγκου από κάθε μητρικό διάλυμα και την προσθήκη αυτού στο τελικό διάλυμα υποστρώματος. 

			3.3.1. Μητρικά διαλύματα μακροστοιχείων 

			Τα διαλύματα αυτά περιέχουν όλα τα απαραίτητα για την καλλιέργεια του εκφύτου μακροστοιχεία σε συγκεντρώσεις πενταπλάσιες από αυτές του τελικού διαλύματος.

			Η διάλυση μερικών ενώσεων, όπως αυτών των αλάτων ασβεστίου, συνίσταται να γίνεται ξεχωριστά και μετά να προστίθεται στο μητρικό διάλυμα, προς αποφυγή κατακρημνίσεων λόγω σχηματισμού συμπλόκων με άλλες ενώσεις ή λόγω δυσδιαλυτότητας. Τα διαλύματα μπορούν να αποθηκευτούν για μερικές εβδομάδες (όχι πάνω από 6-8) στο ψυγείο στους 2-4°C.

			3.3.2. Μητρικά διαλύματα ιχνοστοιχείων

			Τα διαλύματα αυτά περιέχουν τα ιχνοστοιχεία σε συγκεντρώσεις εκατονταπλάσιες από αυτές που θα χρησιμοποιηθούν. Στην περίπτωση αποθήκευσης στην κατάψυξη (-20°C) παρατηρήθηκε ότι μπορεί να διατηρηθούν έως και έναν χρόνο.

			3.3.3. Μητρικά διαλύματα βιταμινών

			Τα διαλύματααυτά περιέχουν τις βιταμίνες σε συγκέντρωση εκατονταπλάσια από αυτήν του τελικού διαλύματος και αποθηκεύονται στην κατάψυξη (-20°C) για μερικές εβδομάδες. Όταν δεν εξασφαλίζονται οι συνθήκες αποθήκευσης, συνιστάται η παρασκευή των διαλυμάτων τη στιγμή χρησιμοποίησής τους.

			3.3.4. Μητρικά διαλύματα ρυθμιστών αύξησης

			Περιλαμβάνουν τα διαλύματα αυξινών, κυτοκινινών και άλλων ορμονών που χρησιμοποιούνται. Παρασκευάζονται σε συγκεντρώσεις εκατονταπλάσιες ή χιλιαπλάσιες από αυτές του τελικού διαλύματος.

			Όσοι ρυθμιστές αύξησης είναι σταθεροί (ΝΑΑ, 2,4-D, κυτοκινίνες) αποθηκεύονται στους -20°C για μεγάλο χρονικό διάστημα (για αρκετούς μήνες), ενώ όσοι παρουσιάζουν διάφορα προβλήματα αντιμετωπίζονται ανάλογα. Έτσι, το ΙΑΑ που παρουσιάζει προβλήματα οξείδωσης κατά την αποθήκευση αποθηκεύεται στους 4°C μόνο για μια εβδομάδα και μέσα σε σκουρόχρωμη φιάλη. Οι περισσότερες αυξίνες διαλύονται σε 95% αλκοόλη και 5% νερό, ενώ οι υπόλοιπες διαλύονται σε 10% NaOH ή HCl συγκέντρωσης 1Ν ( π.χ. NAA, 2iP κ.α.) όπως και όλες οι κυτοκινίνες.

			Οι κυτοκινίνες μπορούν επίσης να διαλυθούν σε μικρή ποσότητα διμεθυλοσουλφοξίδιου (DMSO), χωρίς πρόκληση βλάβης στους φυτικούς ιστούς.

			3.3.5. Συμπληρωματικές παράμετροι

			Κατά την παρασκευή του θρεπτικού υποστρώματος πρέπει να λαμβάνονται υπόψη και τα εξής συμπληρωματικά στοιχεία:

			
					Διαφορετικά υποστρώματα έχουν διαφορετική ρυθμιστική ικανότητα.

					Η τιμή του pH αυξάνει μετά την προσθήκη του στερεοποιητικού παράγοντα, επομένως η ρύθμιση του pH θα πρέπει να γίνεται μετά την προσθήκη του άγαρ (ή άλλου στερεοποιητικού παράγοντα).

					Η τιμή του pH αυξάνει με την πρόοδο της καλλιέργειας, με την άνοδο της θερμοκρασίας και ανάλογα με τον τύπο της πηγής άνθρακα και ενέργειας καθώς και εάν προστεθεί ενεργός άνθρακας.

					Η τιμή του pH μειώνεται με την πτώση της θερμοκρασίας και στο σκοτάδι.

			

			3.4. ΤΟ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ ΤΩΝ MURASHIGE & SKOOG (MS)

			Όπως προαναφέρθηκε, αν και μπορεί να ειπωθεί ότι υπάρχει ένας διαφορετικός τύπος υποστρώματος για κάθε είδος ιστοκαλλιέργειας, έκφυτου ή φυτικού είδους, ο πλέον καθιερωμένος τύπος υποστρώματος όσον αφορά τη σύσταση των ανοργάνων στοιχείων (και δευτερευόντως των βιταμινών) είναι αυτός των Murashige & Skoog (MS). Ο τύπος αυτός υποστρώματος χρησιμοποιείται στη συντριπτική πλειονότητα των πειραμάτων και εφαρμογών. 

			Η σύσταση του υποστρώματος αυτού αναφέρεται στον Πίνακα 3.2. Συγκεκριμένα αναφέρεται η σύσταση των μητρικών διαλυμάτων και οι ποσότητες (σε ml) που πρέπει να ληφθούν από αυτά για να παρασκευαστεί όγκος ενός λίτρου τελικού υποστρώματος. Η σύσταση του υποστρώματος MS παρατίθεται συγκριτικά με άλλους τύπους και στο Παράρτημα ΙΙ του βιβλίου.

			
				
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							ΔΙΑΛΥΜΑ

						
							
							ΣΥΣΤΑΣΗ

						
							
							ΠΟΣΟΤΗΤΑ (g)

						
							
							ΔΙΑΛΥΣΗ ΣΕ ΟΓΚΟ ΝΕΡΟΥ 

							(ml)

						
							
							ΠΑΡΑΛΑΒΗ ΟΓΚΟΥ ΓΙΑ ΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ 1 LT ΤΕΛΙΚΟΥ 

							ΔΙΑΛΥΜΑΤΟΣ

							(ml)

						
					

					
							
							Α

							Μακρο-στοιχεία

						
							
							KNO3

							NH4NO3

							CaCl2.2H2O

							MgSO4.7H2O

							KH2PO4

						
							
							9,5

							8,25

							2,2

							1,85

							0,85

						
							
							1000

						
							
							200

						
					

					
							
							Β

							Μικρο-στοιχεία

						
							
							H3BO3

							MnSO4.H2O

							ZnSO4.7H2O

							FeSO4.7H2O

							Na2EDTA

						
							
							0,062

							0,156

							0,086

							0,278

							0,373

						
							
							10

						
							
							1

						
					

					
							
							Γ

							Ιχνοστοιχεία

						
							
							KJ

							Na2MoO4.2H2O

							CuSO4.5H2O

							CoCl2.6H2O

						
							
							0,083

							0,025

							0,0025

							0,0025

						
							
							100

						
							
							1

						
					

					
							
							Δ

							Βιταμίνες

						
							
							Thiamine-HCl

							Pyridoxine-HCl

							Nicotinic acid

						
							
							0,050

							0,050

							0,005

						
							
							100

						
							
							1

						
					

				
			

			Πίνακας 3.2. Σύσταση μητρικού και τελικού θρεπτικού διαλύματος Murashige & Skoog (MS) επιμερισμένου στις διαφορετικές ομάδες συστατικών.

			Στο τελικό διάλυμα (1 L) προστίθενται 797 ml νερού και:

			
					10 ml διαλύματος ορμονών (ορισμένη ποσότητα ορμονών σε 20% υδατικό διάλυμα αλκοόλης ή αλκάλεως)

					100 mg μυο-ινοσιτόλης (επιπρόσθετη βιταμίνη)

					10 g άγαρ (στερεοποιητικός παράγοντας)

					30 g σακχαρόζης (πηγή άνθρακα και ενέργειας)

			

			Το pH του υποστρώματος ρυθμίζεται στο 5,6-5,8, μετά την προσθήκη όλων των άλλων συστατικών.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4

			 ΣΤΗΝΟΝΤΑΣ ΜΙΑ ΜΟΝΑΔΑ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Η διεξαγωγή οποιουδήποτε ιστοκαλλιεργητικού πειράματος προϋποθέτει την ύπαρξη βασικού εργαστηριακού εξοπλισμού, ενώ σε αρκετές περιπτώσεις απαιτείται η χρήση εξειδικευμένων οργάνων και εργαλείων. Σε γενικές γραμμές μπορούμε να εγκαταστήσουμε μια απλή ιστοκαλλιέργεια χρησιμοποιώντας ορισμένα στοιχειώδη εξαρτήματα, μερικά από τα οποία μπορούν να βρεθούν και σε μια συνηθισμένη κουζίνα (στην πραγματικότητα αυτό έχει βοηθήσει σημαντικά στην εμφάνιση πάρα πολλών ερασιτεχνών ιστοκαλλιεργητών σε διάφορες χώρες, κυρίως όμως στις ΗΠΑ). Σε κάθε περίπτωση, η διαθέσιμη υποδομή για ένα ιστοκαλλιεργητικό πείραμα πρέπει να είναι τέτοια ώστε να εξασφαλίζει ασηπτικές συνθήκες, δηλαδή την απομάκρυνση των μικροβίων από το περιβάλλον της καλλιέργειας.

			4.2. ΤΥΠΙΚΗ ΔΙΑΡΘΩΣΗ ΜΙΑΣ ΜΟΝΑΔΑΣ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			Μια μονάδα μικροπολλαπλασιασμού αποτελείται από επιμέρους, ανεξάρτητους χώρους

			Για την κατασκευή μιας μονάδας μικροπολλαπλασιασμού πρέπει καταρχάς να υπάρξει πρόβλεψη ορισμένων χώρων απαραίτητων για τη διεξαγωγή των εργασιών σε αυτό. Οι χώροι αυτοί, οι οποίοι πρέπει να είναι κατά το δυνατόν διαχωρισμένοι και απομονωμένοι, είναι οι εξής:

			1.Γενικός χώρος καθαρισμού/έκπλυσης σκευών: είναι ο χώρος στον οποίο γίνεται ο καθαρισμός των διαφόρων εργαλείων και σκευών που χρησιμοποιούνται στην ιστοκαλλιέργεια. Πρέπει να είναι κατά το δυνατόν απομονωμένος από τους υπόλοιπους χώρους και απαραίτητα εντελώς απομονωμένος από τον χώρο ασηπτικής μεταφοράς και τον χώρο ανάπτυξης καλλιεργειών. Περιλαμβάνει λεκάνες και νεροχύτες καθαρισμού, παροχές νερού (βρύσης, απιονισμένου και/ή απεσταγμένου), χώρους στεγνώματος των σκευών, χώρους απόρριψης και αποκομιδής απορριμμάτων και πρέπει να διαθέτει διάταξη απορροής υγρών λυμάτων.

			2.Χώρος παρασκευής, αποστείρωσης και αποθήκευσης υποστρωμάτων: είναι ο χώρος στον οποίο γίνεται η παρασκευή του θρεπτικού υποστρώματος, πάνω ή μέσα στο οποίο θα καλλιεργηθούν τα έκφυτα. Περιλαμβάνει προθήκη με χημικές ουσίες και διαλύματα, προθήκη με σκεύη καλλιέργειας (σωλήνες, τρυβλία) και άλλα σκεύη και εργαλεία, αναλυτικό ζυγό, πεχάμετρο, μαγνητικό αναδευτήρα, αυτόκαυστο, ψυγείο-καταψύκτη και χώρο αποθήκευσης έτοιμου υποστρώματος (κατασκευασμένο έτσι ώστε να προφυλάσσει το υπόστρωμα από τη σκόνη και το φως).

			3.Χώρος ασηπτικής μεταφοράς (εμφυτεύσεων/μεταφυτεύσεων): Είναι ο χώρος στον οποίο πραγματοποιείται η εμφύτευση των εκφύτων στο υπόστρωμα καθώς και η μεταφύτευση καλλιεργούμενων κυττάρων και ιστών από ένα υπόστρωμα σε άλλο. Πρέπει να είναι ο καλύτερα απομονωμένος. Μολύνσεις των ιστών ή/και του υποστρώματος κατά την εκτέλεση των εργασιών στον χώρο αυτό μπορούν να επιφέρουν συνολική μόλυνση των καλλιεργειών και καταστροφή του πειράματος. Περιλαμβάνει θάλαμο νηματικής ροής αέρα και πρέπει να διαθέτει σύστημα ανακύκλωσης/καθαρισμού του αέρα (εάν είναι δυνατόν με παροχή αέρα υπό θετική πίεση).

			4.Χώρος ανάπτυξης καλλιεργειών με ελεγχόμενες συνθήκες περιβάλλοντος: Είναι ο χώρος στον οποίο αναπτύσσονται οι καλλιέργειες. Ο χώρος αυτός πρέπει να είναι κατά το δυνατόν απομονωμένος και να περιέχει διατάξεις για τον έλεγχο των εσωτερικών περιβαλλοντικών συνθηκών. Ο θάλαμος ανάπτυξης των καλλιεργειών είναι ο τελικός χώρος μέσα στον οποίο αναπτύσσονται οι κυτταρικές καλλιέργειες κάτω από συνθήκες ελεγχόμενης θερμοκρασίας και σχετικής υγρασίας. Επίσης στον θάλαμο ανάπτυξης υπάρχει παροχή φωτισμού κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, δηλαδή ένταση φωτός και μήκος κύματος με τη βοήθεια κατάλληλων λαμπτήρων (Εικόνα 4.1). Στο θάλαμο ανάπτυξης τοποθετούνται και επωάζονται όλα τα είδη ιστο-και κυτταροκαλλιεργειών σε στερεή καλλιέργεια, όπως κάλοι, μικροπολλαπλασιασμένα φυτά αλλά και υγρές καλλιέργειες πάνω σε τροχιακούς αναδευτήρες.

			Στον θάλαμο ανάπτυξης πρέπει να έχει προβλεφθεί η χρονική ρύθμιση του φωτός μέσα από σύστημα κατάλληλων χρονοδιακοπτών, έτσι ώστε να καθορίζεται η φωτοπερίοδος στην οποία θα εκτίθενται τα φυτικά κύτταρα.

			Η ρύθμιση της θερμοκρασίας και της σχετικής υγρασίας γίνεται με κατάλληλο σύστημα κλιματισμού, ενώ τα τοιχώματα του θαλάμου πρέπει να είναι από κατάλληλο μονωτικό υλικό για να μην επηρεάζεται από τις θερμοκρασιακές διακυμάνσεις του περιβάλλοντος χώρου, κυρίως κατά τις εποχές ακραίων καιρικών φαινομένων, όπως είναι το καλοκαίρι ή ο χειμώνας.
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			Εικόνα 4.1. (Α) Βασική διάταξη θαλάμου ανάπτυξης ιστοκαλλιεργειών (Β) Λεπτομέρεια ραφιού με λαμπτήρες φθορισμού και σύστημα χρονοδιακοπτών.

			5.Χώρος έρευνας και ανάπτυξης τεχνικών (προαιρετικός): Μπορεί να είναι διακριτός χώρος ή να είναι ενταγμένος στη συνολική διάταξη του εργαστηρίου.

			6.Φυτοπαθολογικό εργαστήριο: Χώρος στον οποίο γίνονται αναλύσεις των καλλιεργούμενων ιστών και των παραγόμενων φυτών ως προς την ύπαρξη διαφόρων παθογόνων. Πρέπει να είναι εντελώς απομονωμένος από το υπόλοιπο εργαστήριο.

			7.Χώρος εγκλιματισμού/σκληραγώγησης: Στον χώρο αυτό πραγματοποιείται η σκληραγώγηση των φυτών εκτός συνθηκών ιστοκαλλιέργειας (ex vitro). Μπορεί να είναι ένα ειδικό θερμοκήπιο ή ένας κλειστός θάλαμος. Πρέπει να είναι εξοπλισμένος με διατάξεις ελεγχόμενου φωτισμού, θερμοκρασίας, σχετικής υγρασίας και παροχής CO2.

			8.Θερμοκήπιο: για την τελική ανάπτυξη των φυτών.

			Στο Σχήμα 4.1. απεικονίζεται η τυπική διάταξη ενός εργαστηρίου ιστοκαλλιέργειας.
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			Σχήμα 4.1. Κάτοψη ενός τυπικού εργαστηρίου ιστοκαλλιέργειας φυτών. Παρατηρήστε την τοποθέτηση λαμπτήρων υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) στις εισόδους κάθε χώρου προς αποστείρωση τυχόν μικροβίων.

			4.3. ΣΤΑΔΙΑ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			Η διαδικασία του μικροπολλαπλασιασμού περιλαμβάνει μια σειρά από πέντε διακριτά στάδια τα οποία συνοψίζονται στη συνέχεια:

			
					Προετοιμασία φυτικού υλικούΕπιλογή του μητρικού φυτικού υλικού που θα χρησιμοποιηθεί για πολλαπλασιασμό. Τα μητρικά φυτά πρέπει να είναι υγιή, εύρωστα και σε νεαρή ηλικία. Έτσι αυξάνονται οι πιθανότητες θετικής απόκρισης και περιορίζεται σε κάποιο βαθμό η ενδεχόμενη διάδοση παθογόνων. 
Ως επί το πλείστον η καλλιέργεια του φυτικού υλικού γίνεται σε θερμοκήπια κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες. Με τη μέθοδο αυτή γίνεται εφικτός ο διαρκής και άμεσος έλεγχος της υγιεινής και φαινοτυπικής κατάστασης των φυτών.


					Εγκατάσταση κυτταρο-/ιστοκαλλιέργειαςΣτο στάδιο αυτό γίνεται η επιλογή, η παραλαβή και η απολύμανση των εκφύτων. Έπειτα πραγματοποιείται η εγκατάσταση της ιστοκαλλιέργειας με εμφύτευση του φυτικού υλικού σε κατάλληλα δοχεία και τοποθέτησή τους στον θάλαμο καλλιέργειας.


					ΠολλαπλασιασμόςΣτόχος του σταδίου αυτού είναι ο πολλαπλασιασμός του αρχικού φυτικού υλικού έτσι ώστε να αποκτηθεί ικανός αριθμός φυτών. Το στάδιο αυτό περιλαμβάνει αρκετές ανακαλλιέργειες για ανανέωση των θρεπτικών πόρων, καθώς τα θρεπτικά στοιχεία του υποστρώματος καταναλώνονται. Συνήθως ο πολλαπλασιασμός αφορά μόνο τους αναγεννημένους τυχαίους βλαστούς χωρίς επαγωγή ριζογένεσης. 


					Αναγέννηση φυτούΑφού έχει αποκτηθεί ικανή ποσότητα φυτικού υλικού ακολουθεί η επιμήκυνση και παραγωγή ρίζας στα φυτά. Έτσι, τα φυτά που κρίνονται κατάλληλα μεταφυτεύονται στο υπόστρωμα ριζοβολίας. Η ορθή αναγέννηση του φυτού διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στον μετέπειτα επιτυχή εγκλιματισμό του.


					Εγκλιματισμός φυτού

			

			Συνήθως πραγματοποιείται σε συνθήκες θερμοκηπίου ή σε ειδικούς θαλάμους εγκλιματισμού (βλ. επίσης Κεφάλαιο 6). Τα φυτά, ανάλογα με τη φυσιολογική τους κατάσταση απαιτούν λιγότερο ή περισσότερο χρόνο για να αποκτήσουν τις φυσιολογικές τους λειτουργίες και την ικανότητα της φωτοσύνθεσης. Η χρήση θαλάμων εγκλιματισμού με αυστηρά καθορισμένες συνθήκες επιβάλλεται ώστε να έχουμε ομοιόμορφο εγκλιματισμό και ανάπτυξη των φυτών. 

			Τα φυτά που παράγονται είναι πλήρως αναγεννημένα και, με κατάλληλους χειρισμούς, η επιτυχία μπορεί να φτάσει το 100%.

			4.4. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΜΟΝΑΔΩΝ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ 

			Ανάλογα με το εάν περιλαμβάνουν όλα ή κάποια από τα επιμέρους τμήματα που αναφέρθηκαν στην ενότητα 4.1., οι μονάδες μικροπολλαπλασιασμού ταξινομούνται σε πέντε βασικές κατηγορίες. Ακριβέστερα, η ταξινόμηση αυτή δεν σχετίζεται τόσο με την υποδομή κάθε μονάδας αλλά με το στάδιο στο οποίο βρίσκονται τα φυτά όταν εξέρχονται από τη συγκεκριμένη μονάδα. Ωστόσο, το στάδιο ανάπτυξης των φυτών έχει άμεση σχέση με την υποδομή, όπως παρουσιάζεται στον επόμενο Πίνακα 4.1.
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			Πίνακας 4.1. Ταξινόμηση μονάδων μικροπολλαπλασιασμού ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης του φυτικού υλικού και τη διαθέσιμη υποδομή.

			4.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ΒΑΣΙΚΟΥ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΥ

			4.5.1. Οι ελάχιστες απαιτήσεις

			Ο βασικός εξοπλισμός ενός εργαστηρίου ιστοκαλλιέργειας πρέπει να περιέχει τα εξής αντικείμενα:

			
					Έναν ή περισσότερους θαλάμους νηματικής ροής αέρα 

					Aυτόκαστο

					Aναλυτικό ζυγό (συνήθως με δυνατότητα ζύγισης 0,0001 - 100 g)

					Μαγνητικό αναδευτήρα/θερμαντήρα

					pH-μετρο

					Φωτιζόμενο στερεομικροσκόπιο

					Διάφορα σκεύη, γυάλινα ή πλαστικά

					Στήλη απιονισμού νερού

					Μικρά εργαλεία (λαβίδες, νυστέρια, σπάτουλες, κ.λπ.)

					Ψυγειοκαταψύκτη (με ικανότητα ψύξης/κατάψυξης στους 5,0 και -20°C)

			

			4.5.2. Περιγραφή των επιμέρους στοιχείων του εξοπλισμού

			Ο θάλαμος νηματικής ροής αέρα (laminar air flow cabinet): Πρόκειται για το βασικότερο ίσως τμήμα εξοπλισμού ενός εργαστηρίου ιστοκαλλιέργειας. Αποτελείται από έναν πάγκο εργασίας, ο οποίος περιβάλλεται από ένα πλαίσιο ανοικτό μόνο προς την πλευρά του χρήστη. Με τη βοήθεια μιας αντλίας διοχετεύεται αέρας μέσα στον θάλαμο αφού πρώτα περάσει από δύο συστοιχίες φίλτρων. Η πρώτη συστοιχία (προ-φίλτρο) αφαιρεί τα μεγάλα σωματίδια (ρύπους) του αέρα, ενώ η δεύτερη συγκρατεί εξαιρετικά μικρά σωματίδια, διαμέτρου έως και 10 μικρών (μm). Για τον λόγο αυτόν τα φίλτρα αυτά ονομάζονται φίλτρα Υψηλής Απόδοσης Συσσωματωμάτων Αέρα (High Efficiency Particulate Air ή HEPA). Με τον τρόπο αυτόν ο αέρας ο οποίος εισέρχεται στον θάλαμο είναι απαλλαγμένος από τους μικροοργανισμούς που βρίσκονται υπό κανονικές συνθήκες σε αυτόν. Επιπλέον, η ροή του αέρα μέσα στον θάλαμο γίνεται κατά παράλληλες στρώσεις (νηματική), με αποτέλεσμα να αποφεύγεται η ανάδευση διαφορετικών επιπέδων κυκλοφορίας του αέρα και η πιθανή μεταφορά μικροβίων από το ένα στρώμα στο άλλο. Η αρχή λειτουργίας του θαλάμου νηματικής ροής απεικονίζεται στο Σχήμα 4.2. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4.2, ο θάλαμος είναι εξοπλισμένος με λαμπτήρα υπεριώδους φωτός (UV) για την επιπρόσθετη αποστείρωση της επιφάνειας εργασίας, καθώς και έναν κοινό λαμπτήρα ορατού φωτός. 
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			Σχήμα 4.2. Λειτουργία θαλάμου νηματικής ροής αέρα.
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			Εικόνα 4.2. Διαφορετικές πηγές ακτινοβολίας στον θάλαμο νηματικής ροής.

			Οι θάλαμοι νηματικής ροής κατασκευάζονται σε διαφορετικά μεγέθη, συνήθως προσαρμοσμένα στη χρήση από έναν ή δύο εργαζόμενους. Υπό κανονικές συνθήκες, σε έναν θάλαμο νηματικής ροής μπορούν να παραχθούν 100-200 χιλιάδες φυτά ετησίως από την εργασία ενός και μόνο έμπειρου ιστοκαλλιεργητή. Επομένως, αν είναι επιθυμητός ο μικροπολλαπλασιασμός μεγαλύτερου αριθμού φυτών θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν περισσότεροι θάλαμοι (και εργαζόμενοι!). Σε μεγάλες παραγωγικές μονάδες (υπάρχουν μόνο στο εξωτερικό) αντί για πολλούς θαλάμους νηματικής ροής χρησιμοποιούνται ειδικά διαμορφωμένοι χώροι εμφύτευσης στους οποίους διοχετεύεται αέρας μέσα από ένα κεντρικό φίλτρο ΗΕΡΑ (δηλαδή ολόκληρος ο χώρος έχει μετατραπεί σε έναν γιγάντιο θάλαμο νηματικής ροής). Με παρόμοιο τρόπο κατασκευάζονται τα χειρουργεία στα σύγχρονα νοσοκομεία. 

			Το αυτόκαυστο (autoclave): Είναι ένας κλίβανος κατασκευασμένος έτσι ώστε να αναπτύσσει στο εσωτερικό του υψηλές θερμοκρασίες (121-135ºC) και πιέσεις αέρα (συνήθως 1,2 Atm). Με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται σε εξαιρετικά μεγάλο βαθμό η θανάτωση των περισσότερων ειδών μικροοργανισμών και επομένως η αποστείρωση σκευών, διαλυμάτων και άλλων υλικών. Ωστόσο πρέπει να σημειωθεί ότι η αποστείρωση δεν είναι ποτέ απόλυτη, δηλαδή ο αριθμός των μικροοργανισμών μειώνεται τόσο ώστε να μην αποτελεί κίνδυνο για τις καλλιέργειές μας, αλλά δεν εξαλείφεται ποτέ ολοκληρωτικά. Στην Εικόνα 4.3 απεικονίζεται η διάταξη ενός τυπικού αυτόκαυστου χωρητικότητας 75 λίτρων. Ωστόσο υπάρχουν αυτόκαυστα με πολύ μικρότερη (0.5 l) ή πολύ μεγαλύτερη (1000 l) χωρητικότητα, ανάλογα με τις ανάγκες της κάθε παραγωγικής μονάδας. Σε πολύ βασικό επίπεδο, τον ρόλο του αυτόκαυστου μπορεί να υποκαταστήσει μια απλή χύτρα ταχύτητας.
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			Εικόνα 4.3. Βασική διάταξη αυτόκαυστου.

			O αναλυτικός ζυγός (analytical balance) χρησιμοποιείται για τη ζύγιση μικρών έως πολύ μικρών ποσοτήτων διαφόρων χημικών ουσιών, κυρίως των συστατικών του θρεπτικού υποστρώματος (Εικόνα 4.4). Συνήθως χρησιμοποιούνται ζυγοί τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων, δηλαδή με ικανότητα ζύγισης 0,1 mg (=0,0001 g). Ωστόσο η αξιοπιστία της ζύγισης είναι πάντα σχετική (δεν θεωρούμε ποτέ σωστή την ένδειξη στο τελευταίο δεκαδικό ψηφίο).
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			Εικόνα 4.4. Αναλυτικός ζυγός.

			Ο μαγνητικός αναδευτήρας/θερμαντήρας χρησιμοποιείται για τη μηχανική ανάδευση και θέρμανση των διαφόρων χημικών διαλυμάτων (Εικόνα 4.5). Αυτό επιτυγχάνεται με την περιστροφή, μέσω μαγνητικής επαγωγής, μιας μεταλλικής ράβδου η οποία τοποθετείται μέσα στο υπό ανάδευση διάλυμα. 
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			Εικόνα 4.5. Μαγνητικός αναδευτήρας.

			 Το pH-μετρο χρησιμοποιείται για τη μέτρηση και ρύθμιση του pH σε διάφορα χημικά διαλύματα.

			Η στήλη απιονισμού νερού χρησιμοποιείται για την απομάκρυνση ιόντων από το νερό. Αυτό επιτυγχάνεται με τη διέλευση του νερού από την παροχή (π.χ. βρύση) μέσα από μια στήλη από ιοντοανταλλακτική ρητίνη. Αυτή η μέθοδος είναι εξαιρετικά αποδοτική και οικονομική, ωστόσο η στήλη απιονισμού δεν απομακρύνει όλα τα ξένα συστατικά του νερού (π.χ. οργανικούς διαλύτες). Καθαρότερο νερό μπορεί να παραχθεί με απόσταξη, η οποία όμως είναι πολύ πιο αργή και δαπανηρή (από άποψη απώλειας νερού) διαδικασία (Εικόνα 4.6). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι τον μέγιστο βαθμό καθαρότητας του νερού μπορούμε να τον επιτύχουμε μόνο με συστήματα αντίστροφης ώσμωσης, τα οποία όμως είναι εξαιρετικά δαπανηρά και έχουν χαμηλή απόδοση.
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			Εικόνα 4.6. Στήλη απιονισμού και αποστακτήρας νερού.

			4.5.3. Σκεύη και εργαλεία

			Όσον αφορά τα σκεύη και εργαλεία τα οποία χρησιμοποιούνται στην ιστοκαλλιέργεια, αυτά διακρίνονται σε δύο βασικές κατηγορίες:

			
					Σκεύη και εργαλεία που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή θρεπτικών υποστρωμάτων.

					Σκεύη και εργαλεία που χρησιμοποιούνται κατά τη διαδικασία της ιστοκαλλιέργειας (ένα αντιπροσωπευτικό παράδειγμα αυτών παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.7).
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			Εικόνα 4.7. Αντιπροσωπευτικά σκεύη και εργαλεία χρησιμοποιούμενα κατά τη διεξαγωγή εργασιών μικροπολλαπλασιασμού.

			Οι βασικές ιστοκαλλιεργητικές εργασίες περιγράφονται στο επόμενο Κεφάλαιο.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5

			Η ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΠΡΑΚΤΙΚΗ

			5.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Στο κεφάλαιο αυτό αναλύονται βήμα προς βήμα οι βασικές εργασίες οι οποίες απαιτούνται για την εκτέλεση ενός κύκλου μικροπολλαπλασιασμού. Δίνεται έμφαση στην πρακτική περιγραφή των επιμέρους σταδίων και στον αντίστοιχο χειρισμό του εξοπλισμού. Επίσης παρέχονται αναλυτικές συμβουλές για την επίλυση προβλημάτων που μπορεί να προκύψουν κατά την εκτέλεση των εργασιών.

			5.2. ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΘΡΕΠΤΙΚΟΥ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ

			Οι βασικές πληροφορίες για την παρασκευή του θρεπτικού υποστρώματος έχουν ήδη παρασχεθεί στο Κεφάλαιο 3 (Ενότητα 3.3.). Στο παρόν Κεφάλαιο θα επισημανθεί ξανά μόνο η πτυχή της χρήσης μητρικών διαλυμάτων και τα πλεονεκτήματα αυτής.

			Όπως αναφέρθηκε και στο Κεφάλαιο 3, η εργαστηριακή πρακτική του μικροπολλαπλασιασμού περιλαμβάνει τη χρήση πυκνών μητρικών διαλυμάτων μακροστοιχείων, ιχνοστοιχείων, βιταμινών και ρυθμιστών αύξησης (ορμονών). Τα διαλύματα αυτά μπορούν να διατηρηθούν για μεγάλο χρονικό διάστημα (1-2 μήνες σε ψύξη ή αρκετούς μήνες σε κατάψυξη υπό ορισμένες συνθήκες). Το τελικό υπόστρωμα, αυτό που θα χρησιμοποιηθεί για την ιστοκαλλιέργεια, παρασκευάζεται με την παραλαβή ορισμένου όγκου από κάθε μητρικό διάλυμα και την προσθήκη αυτού στο τελικό διάλυμα υποστρώματος. Η χρήση των μητρικών διαλυμάτων πλεονεκτεί για τους εξής δύο βασικούς λόγους:

			
					Δεν χρειάζεται να ζυγίζεται κάθε συστατικό στην τελική του συγκέντρωση κάθε φορά που πρέπει να παρασκευαστεί ένα θρεπτικό υπόστρωμα, επομένως επιτυγχάνεται οικονομία χρόνου και εργασίας.

					Η ζύγιση πολύ μικρών ποσοτήτων (της τάξης των 0,1-1 mg) συχνά καταλήγει σε λάθη. Το ζύγισμα μικρών ποσοτήτων με εργαστηριακό ζυγό προκαλεί πολλές φορές σφάλματα λόγω των μικρών μεγεθών. Αντίθετα, η διάλυση μεγαλύτερης (πολλαπλάσιας) ποσότητας και η παραλαβή της τελικής επιθυμητής συγκέντρωσης σε υποπολλαπλάσιο όγκο είναι μια πολύ ακριβέστερη προσέγγιση (Εικόνα 5.1).
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			Εικόνα 5.1. Δικαιολόγηση της χρήσης μητρικών διαλυμάτων σε σχέση με την απευθείας ζύγιση ουσιών στην τελική επιθυμητή συγκέντρωση.

			5.3. ΑΠΟΣΤΕΙΡΩΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΟΥ ΔΙΑΛΥΜΑΤΟΣ, ΣΚΕΥΩΝ ΚΑΙ ΕΡΓΑΛΕΙΩΝ 

			5.3.1. Δημιουργία ασηπτικού περιβάλλοντος (αποστείρωση υλικών)

			Πάνω στο υπόστρωμα στο οποίο θα πραγματοποιηθεί η ιστοκαλλιέργεια μπορούν να αναπτυχθούν, εκτός από τους επιθυμητούς ιστούς ή κύτταρα, διάφοροι ανεπιθύμητοι μικροοργανισμοί. Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορεί να βρίσκονται πάνω στην επιφάνεια των εκφύτων ή μέσα σε αυτά (διασυστηματικά), να αιωρούνται στην ατμόσφαιρα του χώρου εργασίας ή να μεταφέρονται σε αυτόν με διάφορα σκεύη, ρούχα ή την αναπνοή των εργαζομένων. Ακόμα μπορούν να περιέχονται σε διάφορα υλικά ή στο νερό.

			Για τους λόγους αυτούς είναι απαραίτητη η αποστείρωση των χρησιμοποιούμενων υποστρωμάτων, υλικών και σκευών, καθώς και η επιφανειακή απολύμανση των εκφύτων πριν αυτά εμφυτευτούν.

			α. Αποστείρωση θρεπτικού υλικού

			Η αποστείρωση του θρεπτικού υποστρώματος γίνεται συνήθως με τη συνδυασμένη εφαρμογή υψηλής θερμοκρασίας και πίεσης, συνήθως 121°C και 1,2-1,5 Atm. Οι συνθήκες αυτές αναπαράγονται μέσα στο αυτόκαυστο. Όπως ήδη αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 4, το αυτόκαυστο δεν είναι τίποτα περισσότερο από έναν κύλινδρο από ανοξείδωτο χάλυβα ο οποίος πληρούται στη βάση του με νερό. Όταν κλειστεί ερμητικά και αναπτυχθεί στο εσωτερικό του θερμοκρασία ανώτερη των 100°C (με τη βοήθεια μιας αντίστασης), το νερό βράζει και ο παραγόμενος ατμός συμπιέζεται στον ερμητικά κλεισμένο κλίβανο μέχρις ότου επιτευχθεί η κατάλληλη πίεση. Ο χρόνος αποστείρωσης εξαρτάται από τον όγκο του θρεπτι-κού υλικού στο δοχείο, αλλά συνήθως η αποστείρωση δεν ξεπερνά τα 20 με 30 λεπτά της ώρας (min). Θρεπτικά διαλύματα που εκτέθηκαν σε ακραίες θερμοκρασίες άνω των 121°C παρουσιάζουν προβλήματα στην πήξη καθώς και μειωμένη ανάπτυξη των καλλιεργούμενων κυττάρων. Τα θρεπτικά υλικά μπορούν να αποστειρωθούν και σε φούρνο μικροκυμάτων για 2 έως 4 λεπτά.

			Ενώσεις οι οποίες είναι θερμοευαίσθητες δεν πρέπει να αποστειρώνονται με θέρμανση αλλά με ειδικά μικροβιακά φίλτρα διαμέτρου πόρων 0,22-0,45μm (για τη μορφή των μικροβιακών φίλτρων, βλ. Κεφάλαιο 9, Εικόνα 9.2.). Τέτοιες ενώσεις είναι η θειαμίνη, η φρουκτόζη, η βιταμίνη Β12, το ΙΑΑ, η GΑ3, η ριβοφλαβίνη, το νικοτινικό οξύ κ.ά.

			Ανάλογα με τη σύστασή του το παρασκευασθέν υπόστρωμα μπορεί να φυλάσσεται μέσα στα δοχεία καλλιέργειας για μερικές μέρες (υγρό υπόστρωμα) ή εβδομάδες (στερεό υπόστρωμα) πριν χρησιμοποιηθεί.

			Πρέπει να σημειωθεί ότι η αποστείρωση επηρεάζει τις ιδιότητες του θρεπτικού υποστρώματος, αν και σε οριακό βαθμό.

			β. Αποστείρωση σκευών καλλιέργειας

			Για την πραγματοποίηση των καλλιεργειών χρησιμοποιούνται διάφορα σκεύη, όπως δοκιμαστικοί σωλήνες (test tubes), κυλινδρικές φιάλες (συνήθως όγκου 50, 100 ή 250ml), τρυ¬βλία Petri, δοχεία Magenta® κ.λπ.

			Οι διαστάσεις των σωλήνων και φιαλών εξαρτώνται από το είδος του εκφύτου και τη φάση καλλιέργειάς του. Μάλιστα, ανάλογα με το επιδιωκόμενο τελικό αποτέλεσμα επιλέγουμε και το αντίστοιχο δοχείο καλλιέργειας. Για παράδειγμα, τα τρυβλία χρησιμοποιούνται κυρίως για την επαγωγή και ανάπτυξη των κάλων, καθώς αυτοί εμφανίζουν χαμηλότερες απαιτήσεις σε αερισμό. Αντίθετα, η ορθή ανάπτυξη των αναγεννημένων φυτών με σκοπό τον μετέπειτα εγκλιματισμό τους (βλ. επίσης Κεφάλαιο 5) προϋποθέτει τη βέλτιστη διαχείριση της ανταλλαγής αερίων, η οποία μπορεί να εξασφαλιστεί μόνο σε μεγαλύτερα δοχεία, όπως βάζα και δοχεία Magenta®. Στην Εικόνα 5.2. παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικοί τύποι δοχείων καλλιέργειας για διαφορετικούς επιμέρους σκοπούς.
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			Εικόνα 5.2. Αντιπροσωπευτικοί τύποι δοχείων ιστοκαλλιέργειας/μικροπολλαπλασιασμού.

			Στην περίπτωση που η καλλιέργεια γίνεται σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα χρησιμοποιούνται και ειδικού τύπου σκεύη, όπως τροχιακοί αναδευτήρες, για τη διακίνηση της συνεχούς ελλειπτικής κίνησης στην οποία υποβάλλεται (Εικόνα 5.3). Η υγρή καλλιέργεια πραγματοποιείται σε κωνικές φιάλες (προκειμένου για μικρούς όγκους) ή σε βιοαντιδραστήρες (για μεγαλύτερους όγκους, βλ. επίσης Κεφάλαιο 9). Εναλλακτικά μπορούν να χρησιμοποιηθούν δοχεία τύπου Magenta® στη βάση των οποίων φέρεται πλαστική βάση στήριξης των αναγεννώμενων φυτών, τύπου σχεδίας (raft), η οποία βυθίζεται μέσα στο υγρό θρεπτικό υπόστρωμα (Εικόνα 5.4).
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			Εικόνα 5.3. Τροχιακός αναδευτήρας για ανακίνηση φιαλών με υγρές ιστοκαλλιέργειες.
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			Εικόνα 5.4. Ειδική βάση στήριξης («σχεδία») αναγεννώμενων φυτών σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα (Osmotek).

			Για τη διατήρηση του ασηπτικού περιβάλλοντος κλείνουμε με πώμα το άνοιγμα των σωλήνων. Με τον τρόπο αυτό, πετυχαίνουμε ταυτόχρονα ισορροπία στο υγρομετρικό περιβάλλον του σωλήνα και στις ανταλλαγές αερίων (O2, CΟ2, αιθυλένιο, κ.ά.). Παραδοσιακά ο πωματισμός επιτυγχάνεται με τη χρήση πλαστικού ή μεταλλικού πώματος ή με ένα κομμάτι βαμβάκι το οποίο καλύπτεται με φύλλο πολυαιθυλενίου ή αλουμινίου. Το βαμβάκι συνήθως απολυμαίνεται στη φλόγα καμινέτου για καταστροφή των τυχόν μικροβίων που βρίσκονται στην πάνω επιφάνεια του βαμβακιού. Ωστόσο, εδώ και πολλές δεκαετίες η τεχνική αυτή έχει αντικατασταθεί από τη χρήση ειδικών μεμβρανών, περατών στα αέρια, όχι όμως και στους μικροοργανισμούς. Αντιπροσωπευτική μεμβράνη αυτής της κατηγορίας αποτελεί το Parafilm™. Επιπλέον, τα σύγχρονα δοχεία ιστοκαλλιέργειας είτε είναι εφοδιασμένα με ημιπερατό φίλτρο στο καπάκι σφράγισής τους είτε το ίδιο το καπάκι αποτελείται από πλαστικό ημιπερατό στα σχετικά αέρια (Εικόνα 5.5).
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			Εικόνα 5.5. Σύγχρονα δοχεία ιστοκαλλιέργειας με καπάκια από ημιπερατό στα αέρια πλαστικό.

			Η αποστείρωση όλων των γυάλινων και μεταλλικών σκευών γίνεται στο αυτόκαυστο σε θερμοκρασία 121°C και πίεση 1,2Atm για 20 λεπτά (υγρή αποστείρωση). Μπορεί επίσης να γίνει αποστείρωσή τους σε θερμαντικό κλίβανο (200°C, ξηρή αποστείρωση), δεν συνιστάται όμως για τα μεταλλικά εργαλεία, λόγω απώλειας της αιχμηρότητάς τους. Σε κάθε περίπτωση, η ξηρή αποστείρωση είναι υποδεέστερη της υγρής. 

			Τα γυάλινα και μεταλλικά σκεύη τυλίγονται πρώτα σε αλουμινόχαρτο και μετά αποστειρώνονται (Εικόνα 5.6). Για τα γυάλινα σκεύη προτείνεται, πριν την αποστείρωση, να έχει προηγηθεί καθαρισμός τους σε διάλυμα πυροφωσφορικού νατρίου ή χρωμοθειικού οξέος. Εναλλακτικά μπορεί να εφαρμοστεί βρασμός σε σαπωνούχο, αλκοολικό ή όξινο διάλυμα νερού ή ακόμα και καθαρισμός σε λουτρό υπερήχων.
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			Εικόνα 5.6. Περιτύλιξη γυάλινων και μεταλλικών σκευών πριν την αποστείρωσή τους. Από αριστερά προς τα δεξιά: γυάλινο τρυβλίο, λαβίδα, νυστέρι, ποτήρι ζέσης με νερό, ποτήρι ζέσης κενό. 

			 Όσον αφορά τα πλαστικά τρυβλία, αυτά συνήθως είναι θερμοευαίσθητα και επομένως δεν είναι αποστειρώσιμα στο αυτόκαυστο. Εξαίρεση αποτελούν όσα είναι κατασκευασμένα από θερμοάντοχο υλικό, όπως πολυανθρακικά και πολυθειικά πλαστικά. Ωστόσο τα τελευταία δεν χρησιμοποιούνται μαζικά λόγω του υψηλού κόστους αγοράς τους. Συνήθως βρίσκουν εφαρμογή στην κατασκευή επαναχρησιμοποιήσιμων δοχείων βιοαντιδραστήρων (βλ. σχετικά Κεφάλαιο 9). Συνήθως χρησιμοποιούνται τρυβλία τα οποία έχουν αποστειρωθεί με ακτίνες γ πριν την παραλαβή τους. Ακόμα μπορούν να αποστειρωθούν ήδη χρησιμοποιημένα τρυβλία με έκθεσή τους σε υπεριώδη ακτινοβολία Β επί 3,5-4 ώρες, αν και η αποτελεσματικότητα της συγκεκριμένης προσέγγισης αποστείρωσης είναι σχετική. Η εργασία αυτή πραγματοποιείται στον θάλαμο νηματικής ροής αέρα με συνεχή ροή αποστειρωμένου αέρα. Και στις δύο περιπτώσεις, τα τρυβλία πληρούνται με αποστειρωμένο (στο αυτόκαυστο) υπόστρωμα μέσα στον θάλαμο νηματικής ροής αέρα. Μετά την έγχυση του υποστρώματος, τα τρυβλία σφραγίζονται με ειδική ημιπερατή μεμβράνη (τύπου Parafilm™) η οποία επιτρέπει μόνο την ανταλλαγή αερίων, όχι όμως και μικροοργανισμών. 

			5.4. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΕΚΦΥΤΟΥ ΚΑΙ ΕΜΦΥΤΕΥΣΗ ΥΠΟ ΑΣΗΠΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ

			α. Απολύμανση του φυτικού υλικού (disinfection)

			Η δυσκολία της απολύμανσης του φυτικού υλικού οφείλεται κυρίως στην καταστροφή ιστών του και έχει σχέση με το είδος και την προέλευσή του. Προβλήματα παρουσιάζονται στην περίπτωση χρήσης ακατάλληλου απολυμαντικού ή ακατάλληλης ποσότητας αυτού ή λανθασμένου χρόνου απολύμανσής του (Κίντζιος 1994, Trigiano and Gray 1999, Reinert et al. 2012, Smith 2013).

			Περισσότερη δυσκολία στην απολύμανση παρουσιάζουν μέρη του φυτού τα οποία βρίσκονται στο έδαφος όπου οι παθογόνοι μικροοργανισμοί είναι άφθονοι (ρίζες, ριζώματα, βολβοί, κόνδυλοι, υπόγειοι βλαστοί). Μέρη τα οποία είναι λιγότερο ευάλωτα σε μικροβιακές προσβολές, όπως τα υπέργεια μεριστώματα και οι βλαστικές κορυφές, δεν παρουσιάζουν ιδιαίτερα προβλήματα στην απολύμανσή τους.

			Ο συνήθης τρόπος απολύμανσης είναι η εμβάπτιση των εκφύτων σε αλκοόλη (αιθανόλη 95% ο/ο) για μερικά δευτερόλεπτα και έπειτα σε διάλυμα υποχλωριώδους ασβεστίου ή νατρίου, συνήθως σε συγκέντρωση 1-2% (β/ο) για μερικά λεπτά (10 έως 20). Στη συνέχεια ξεπλένονται με αποστειρωμένο νερό (τουλάχιστον 3-4 φορές) και εμφυτεύονται (βλ. παρακάτω). Υπάρχουν περιπτώσεις όπου χρησιμοποιείται και αραιό διάλυμα χλωριούχου υδραργύρου (HgCl2) 0,25% β/ο για 6 λεπτά ή 0,5% β/ο για 1 έως 2 λεπτά. Διαβρεκτικά (απορρυπαντικά) μέσα όπως τα Tween 20, Tween 80, Teepol ή Mannoxol, χρησιμοποιούνται στο απολυμαντικό διάλυμα, σε συγκέντρωση 0,01-0,1%, για την αύξηση της διαβρεκτικότητας, μέσω της μείωσης της επιφανειακής τάσης του απολυμαντικού διαλύματος. Με τον τρόπο αυτό, το διάλυμα μπορεί να απλωθεί ευκολότερα σε υδρόφοβες περιοχές της φυτικής επιφάνειας, όπως είναι οι αδενώδεις τρίχες των βλαστών και των φύλλων.

			Πρέπει να σημειωθεί ότι το πρωτόκολλο απολύμανσης εξειδικεύεται για κάθε περίπτωση (είδος εκφύτου, φυτικό είδος, κ.λπ.). Αυτό είναι εφικτό μόνο μετά από σχετικό πειραματισμό. Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δίνεται όχι μόνο στην εφαρμογή της απολύμανσης για την επιφανειακή απομάκρυνση των μικροοργανισμών, αλλά και στην αποφυγή τοξικότητας λόγω απολύμανσης, τόσο με χρήση του κατάλληλου χρόνου επίδρασης του απολυμαντικού (ο οποίος δεν θα πρέπει να υπερβαίνει τα μέγιστα επιτρεπτά όρια) όσο και με την απομάκρυνση του απολυμαντικού διαλύματος μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας απολύμανσης με επαναλαμβανόμενο ξέπλυμα του εκφύτου σε αποστειρωμένο νερό.

			β. Αποστείρωση χώρων εμφύτευσης

			Για την εμφύτευση των ιστών χρειάζεται όσο το δυνατόν περισσότερο ασηπτικό περιβάλλον, για αυτόν τον λόγο οι εμφυτεύσεις γίνονται σε ειδικό θάλαμο, στον θάλαμο νηματικής ροής αέρα (laminar air flow cabinet). Όπως αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 4, ο θάλαμος αυτός αποτελείται από συστοιχία δύο φίλτρων, ενός προφίλτρου και ενός φίλτρου υπέρλεπτης διατομής (HEPA filters high efficiency particulate air filters), μέσα από τα οποία εισάγεται υπό πίεση ο αέρας του περιβάλλοντος χώρου. Λόγω της μικρής διατομής των φίλτρων και της νηματικής ροής που επιτυγχάνεται (χάρη στην οποία αποφεύγονται οι στροβιλισμοί και η ανάδευση των στρωμάτων του αέρα), η ατμόσφαιρα του θαλάμου παραμένει καθαρή από σωματίδια και μικροοργανισμούς σε ποσοστό 99,9999% (Κίντζιος 1994, Smith 2013).

			Πριν από οποιαδήποτε εργασία, γίνεται απολύμανση του γύρω από τον θάλαμο χώρου με υποχλωριώδες ασβέστιο (χλωρίνη) και στη συνέχεια απολύμανση όλων των επιφανειών του θαλάμου, εξωτερικών και εσωτερικών με αλκοόλη 95% (ο/ο). Στην συνέχεια, τοποθετούνται μέσα στον θάλαμο όλα τα απαραίτητα υλικά και σκεύη (εκτός από τα έκφυτα), όπως οι λαβίδες, τα νυστέρια, ένα ποτήρι με αλκοόλη για την απολύμανση των εργαλείων κατά τη διάρκεια της εμφύτευσης, ποτήρια ζέσης με απεσταγμένο νερό που έχει αποστειρωθεί, τρυβλία αποστειρωμένα, τρυβλία ή δοχεία καλλιέργειας με το θρεπτικό υπόστρωμα αποστειρωμένο και μια πηγή φλόγας (καμινέτο) ή συσκευή υψηλής θερμότητας για αποστείρωση των εργαλείων κατά τη διάρκεια της εμφύτευσης (Εικόνα 5.7).

			Στη συνέχεια γίνεται αποστείρωση του θαλάμου και των σκευών και υλικών με υπεριώδη ακτινοβολία (UV light) για 30 λεπτά. Η εργασία στον θάλαμο αρχίζει εφόσον περάσουν άλλα 30 λεπτά από τη στιγμή που θα σταματήσει η υπεριώδης ακτινοβολία. Αυτό συμβαίνει επειδή η υπεριώδης ακτινοβολία αντιδρά με το ατμοσφαιρικό οξυγόνο παράγοντας όζον, το οποίο, αν και απολύτως αναγκαίο στα ανώτερα επίπεδα της ατμόσφαιρας, είναι τοξικό όταν το αναπνεύσουμε (δρα ως ελεύθερο ριζικό). 
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			Εικόνα 5.7. Διάταξη σκευών και εργαλείων στο θάλαμο νηματικής ροής.

			Η πηγή φλόγας (καμινέτο) ή η συσκευή υψηλής θερμότητας διατηρείται ανοικτή καθ’ όλη τη διάρκεια της διαδικασίας εμφύτευσης, όπως επίσης και ο αερισμός του θαλάμου. Ιδιαίτερη προσοχή χρειάζεται στην απόσταση πηγής φλόγας και διαλύματος αλκοόλης ώστε να μην υπάρχει αύξηση της θερμοκρασίας της αλκοόλης, με δυσάρεστα αποτελέ­σματα.

			γ. Αποστείρωση κατά τη διάρκεια της έγχυσης υποστρώματος και της εμφύτευσης

			Κατά τη διάρκεια της έγχυσης θρεπτικού υποστρώματος σε τρυβλία τα στόμια των γυάλινων φιαλών αποστειρώνονται τακτικά στη φλόγα του λύχνου. Τα μεταλλικά εργαλεία (λαβίδες, νυστέρια) αποστειρώνονται με τον ίδιο τρόπο αφού πρώτα εμβαπτιστούν σε διάλυμα αλκοόλης (Εικόνα 5.8). Οι χώροι μέσα στο θάλαμο νηματικής ροής πρέπει να καθαρίζονται τακτικά με διάλυμα αλκοόλης. Τέλος τα χέρια των εργαζόμενων πρέπει να απολυμαίνονται τακτικά με επάλειψη με αλκοόλη ή άλλο κατάλληλο απολυμαντικό διάλυμα. Δεν συνιστάται η χρήση γαντιών μιας χρήσης, καθώς σε περίπτωση φωτιάς (από την πηγή φλόγας) υπάρχει ο κίνδυνος να λιώσει το υλικό κατασκευής τους πάνω στο δέρμα, προκαλώντας σοβαρό έγκαυμα. 
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			Εικόνα 5.8. (Α) Εμβάπτιση λαβίδας σε οινόπνευμα. (Β-Ε): Χρήση φλόγας για αποστείρωση: (Β) λαβίδας (Γ) νυστεριού (Δ) καλύμματος φιάλης (Ε) στομίου φιάλης.

			δ. Διαδικασία εμφύτευσης

			Κατά την εμφύτευση τα έκφυτα τα οποία έχουν ήδη απολυμανθεί και μεταφερθεί ασηπτικά στον θάλαμο νηματικής ροής τεμαχίζονται (με τη βοήθεια ενός νυστεριού) σε μικρότερα τμήματα και τοποθετούνται πάνω ή μέσα στο υπόστρωμα καλλιέργειας (Εικόνα 5.9). Το έκφυτο πρέπει να στερεωθεί μεν στο υπόστρωμα, ωστόσο να μη «βυθιστεί» μέσα σε αυτό σε βαθμό που να μην μπορεί να αναπνεύσει. Οι διαστάσεις των εκφύτων ποικίλλουν ανάλογα με το είδος αυτών και τον σκοπό του πειράματος. Συνήθως λαμβάνονται τμήματα μήκους 0,5-1 εκ. Ο τεμαχισμός των εκφύτων πραγματοποιείται πάνω σε γυάλινη ή κεραμική επιφάνεια, η οποία πρέπει να απολυμαίνεται πριν χρησιμοποιηθεί. Έκφυτα όπως έμβρυα, οφθαλμοί ή ανθήρες τοποθετούνται ακέραια μέσα στο υπόστρωμα. Για την παραλαβή ορισμένων εκφύτων απαιτούνται ειδικές τεχνικές και εξοπλισμός, π.χ. στερεοσκόπιο για την παραλαβή μεριστωμάτων (Reinert et al. 2012, Smith 2013). 

			Πριν την εμφύτευση αφαιρούνται με το νυστέρι τμήματα μήκους 1-2 χιλιοστών από τις άκρες ή την περιφέρεια του εκφύτου, καθώς αυτά έχουν συνήθως νεκρωθεί από την απολύμανση και δεν θα αντιδράσουν στην ιστοκαλλιέργεια (Εικόνα 5.9). 

			Σε γενικές γραμμές ο τεμαχισμός των εκφύτων αποσκοπεί στη δημιουργία τομών στο φυτικό ιστό μέσα από τις οποίες θα εισέλθει το θρεπτικό υπόστρωμα. Ωστόσο οι τομές αυτές δεν πρέπει να είναι τόσο πολλές ώστε να προκαλέσουν καταπόνηση στον φυτικό ιστό (βλ. επίσης Κεφάλαιο 6, Ενότητα 6.2). Το ίδιο ισχύει και για το μέγεθος των εκφύτων: πολύ μικρά έκφυτα θα καταπονηθούν υπερβολικά από τη μεταχείρισή τους κατά την εμφύτευση ενώ ο συγκριτικά μικρότερος αριθμός κυττάρων που περιέχονται (κυρίως μεριστωματικών), δεν θα επιτρέψει την ικανοποιητική απόκριση στην ιστοκαλλιέργεια. Από την άλλη πλευρά, η χρήση εκφύτων υπερβολικά μεγάλου μεγέθους δεν συνιστάται λόγω της αδυναμίας απορρόφησης του θρεπτικού υποστρώματος από όλο το σώμα του εκφύτου και ιδιαίτερα την κεντρική περιοχή αυτού.

			Κατά την εμφύτευση αποσφραγίζονται τα δοχεία καλλιέργειας, τοποθετούνται τα έκφυτα στο υπόστρωμα (με τη βοήθεια λαβίδας) και τα δοχεία καλλιέργειας (τρυβλία, δοχεία) σφραγίζονται ξανά (με Parafilm™ ή πώμα, αντίστοιχα) (Εικόνα 5.9.). 

			Τέλος, τα εμφυτευμένα δοχεία καλλιέργειας μεταφέρονται στον θάλαμο ανάπτυξης για την περαιτέρω επώαση των καλλιεργειών κάτω από προκαθορισμένες συνθήκες φωτισμού και θερμοκρασίας.

			ε. Διαδικασία μεταφύτευσης

			Κατά τη μεταφύτευση ιστών από ένα υπόστρωμα σε κάποιο άλλο (με σκοπό, για παράδειγμα, τον πολλαπλασιασμό ή την επαγωγή ριζογένεσης) ακολουθείται η ίδια ακριβώς διαδικασία, χωρίς όμως να απαιτείται η απολύμανση των καλλιεργούμενων ιστών (η οποία θα τους κατέστρεφε!!!).
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			Εικόνα 5.9. Στάδια εμφύτευσης: (Α) Τεμαχισμός ιστού. (Β) Εμφύτευση εκφύτου στο υπόστρωμα. (Γ-Δ) Σφράγιση τρυβλίου με Parafilm™.

			5.5. ΜΕΤΡΑ ΑΣΦΑΛΕΙΑΣ ΚΑΙ ΑΠΟΛΕΣΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑΣ

			Κατά τη διαδικασία της προετοιμασίας για την εμφύτευση, όσο και κατά τη διάρκεια της ίδιας της διαδικασίας της εμφύτευσης, πρέπει να δίνει ιδιαίτερη προσοχή στα εξής σημεία:

			
					Να μην εκτίθενται σε υπεριώδη ακτινοβολία οργανικές ουσίες (υποστρώματα), χλωρίνη (δημιουργεί τοξικά παράγωγα με το όζον του χώρου) και (το σπουδαιότερο) το δέρμα και τα μάτια.

					Να μην έρχονται σε επαφή θερμά αντικείμενα με οινόπνευμα.

					Να μην υπάρχουν πιθανές πηγές μόλυνσης (π.χ. τρόφιμα, σκουπίδια, παρατεταμένη συνομιλία, συνωστισμός) στον χώρο εμφύτευσης.

					Να υπολογίζεται ο κατάλληλος τρόπος και χρόνος απολύμανσης για κάθε είδος εκφύτου.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6

			ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΖΟΝΤΑΣ ΔΙΑΦΟΡΑ ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ

			6.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Κατά την εκτέλεση των εργασιών των διαφόρων σταδίων του μικροπολλαπλασιασμού υπάρχει το ενδεχόμενο να σημειωθούν είτε απώλειες της παραγωγής είτε μείωση της ποιότητας των παραγόμενων φυτών, από διάφορες αιτίες τις οποίες θα αναλύσουμε στη συνέχεια. Πρέπει να σημειωθεί ότι στις αιτίες αυτές δεν συμπεριλαμβάνεται η πιθανή αδυναμία του φυτικού μας υλικού να αποκριθεί στο πρωτόκολλο μικροπολλαπλασιασμού το οποίο εφαρμόζουμε. Με άλλα λόγια, θα αναλύσουμε τις αιτίες που μας προκαλούν προβλήματα λόγω λανθασμένης εφαρμογής των τεχνικών και όχι λανθασμένου ή ανεπαρκούς σχεδιασμού του πρωτοκόλλου (για παράδειγμα, λανθασμένη επιλογή ρυθμιστών αύξησης, τύπου εκφύτων, ποικιλίας φυτού κ.λπ).

			6.2. ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΠΡΩΤΟ: ΜΟΛΥΝΣΕΙΣ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ

			Η μόλυνση των καλλιεργειών από μικροοργανισμούς αποτελεί το σημαντικότερο πρόβλημα κάθε ιστοκαλλιεργητικής διαδικασίας και μπορεί να οδηγήσει ακόμα και σε ολοκληρωτική απώλεια της παραγωγής (Cassells 1997). Αν και υπάρχουν πάρα πολλά είδη μικροοργανισμών που μπορούν να επιμολύνουν φυτικές in vitro καλλιέργειες, οι κυριότερες κατηγορίες αφορούν βακτήρια και μύκητες. Ένα επιπρόσθετο, δυσεπίλυτο πρόβλημα αποτελούν οι μολύνσεις που οφείλονται σε ενδοφυτικούς μικροοργανισμούς.

			6.2.1. Το υπόστρωμα μικροπολλαπλασιασμού αποτελεί «μαγνήτη» για πάρα πολλά είδη μικροοργανισμών

			Επειδή το (συνήθως στερεοποιημένο) θρεπτικό υπόστρωμα περιέχει οργανικά και ανόργανα στοιχεία σε υψηλή συγκέντρωση, προσφέρει ένα πρώτης τάξης πεδίο για την ανάπτυξη διαφόρων μικροοργανισμών, οι οποίοι μάλιστα αναπτύσσονται πολύ ταχύτερα από ό,τι τα φυτικά κύτταρα, ανταγωνιζόμενα τα τελευταία με σαφή επιτυχία ως προς την απορρόφηση των θρεπτικών συστατικών. Πολυάριθμες μελέτες έχουν δείξει ότι τα υποστρώματα μπορούν να μολυνθούν από ποικιλία μικροοργανισμών, τα κυριότερα είδη των οποίων συνοψίζονται στον επόμενο πίνακα: 

			
				
					
					
				
				
					
							
							ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΥ

						
							
							ΓΕΝΟΣ

						
					

					
							
							Μύκητες

						
							
							Botrytis, Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora, Fusarium, Penicillium, Torulopsis (ζύμη)

						
					

					
							
							Βακτήρια

						
							
							Enterobacter, Micrococcus, Escherichia, Erwinia, Clavibacter, Pseudomonas, Actinobacillus, Xanthomonas, Corynεeacterium, Staphylococcus, Cutrobacterium, Micrococcus, Bacillus

						
					

					
							
							Ιοί

						
							
							Διάφορα είδη

						
					

					
							
							Αρθρόποδα (κυρίως ακάρεα)*

						
							
							Varroa, Sitopteres

						
					

				
			

			*Συνήθως συνυπάρχουν με βακτηριακές μολύνσεις

			Πίνακας 6.1. Συνοπτική παρουσίαση των κυριότερων μικροοργανισμών που αποτελούν πηγές μόλυνσης για τις φυτικές καλλιέργειες in vitro. 

			Όπως έχει ήδη αναφερθεί στο προηγούμενο κεφάλαιο, οι μικροοργανισμοί ικανοί να προκαλέσουν μολύνσεις στις ιστοκαλλιέργειες ελλοχεύουν παντού, στα έκφυτα, τα σκεύη, τις επιφάνειες της μονάδας μικροπολλαπλασιασμού καθώς και στην επιδερμίδα μας.

			6.2.2. Πως αναγνωρίζουμε τις μολύνσεις;

			Στο αρχικό στάδιο μιας μόλυνσης, όταν ο πληθυσμός των μικροοργανισμών βρίσκεται σε χαμηλή πυκνότητα (επαρκή ωστόσο για να εξασφαλιστεί ο περαιτέρω πολλαπλασιασμός του), η οπτική διάγνωση της μόλυνσης είναι πολύ δύσκολη και μπορεί να επιτευχθεί μόνο μέσα από τη χρήση εξαιρετικά εξειδικευμένων και δαπανηρών μοριακών μεθόδων ανάλυσης (π.χ. βασισμένων στη αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης – polymerase chain reaction [PCR] ή σε ανοσολογικές μεθόδους). Ξεχωριστή θέση έχει η μικροσκοπία φθορισμού για την ανίχνευση βακτηριακών μολύνσεων. Έχουν ακόμα αναπτυχθεί χρωματογραφικές τεχνικές για την ανάλυση μεμβρανικών λιπαρών συστατικών των βακτηρίων, οι οποίες ωστόσο, εκτός από πολύπλοκες και ακριβές, είναι και χρονοβόρες. 

			Εξεζητημένες είναι και οι τεχνικές οι οποίες χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση των ιικών μολύνσεων, όπως ο έλεγχος με φυτά-δείκτες (που μερικές φορές εφαρμόζεται και για την ανίχνευση βακτηρίων), η ηλεκτρονική μικροσκοπία καθώς και οι μοριακές και ανοσολογικές τεχνικές που αναφέρθηκαν παραπάνω

			Ο απλούστερος αλλά και φθηνότερος τρόπος διάγνωσης της μόλυνσης των καλλιεργειών in vitro, πριν ακόμα αυτές εμφανιστούν μακροσκοπικά, είναι με τη χρήση ενός από τα διαθέσιμα φυτοπαθολογικά υποστρώματα (plant pathological media). Τα θρεπτικά αυτά υποστρώματα προάγουν εκλεκτικά τον πολλαπλασιασμό συγκεκριμένων κατηγοριών μικροοργανισμών. Επομένως, επωάζοντας ένα δείγμα καλλιέργειας (το καλλιεργούμενο έκφυτο μετά την απολύμανσή του ή/και το υπόστρωμα μετά την αποστείρωσή του) σε κατάλληλο φυτοπαθολογικό υπόστρωμα, δίνουμε τη δυνατότητα στους μικροβιακούς πληθυσμούς που έχουν επιβιώσει των χειρισμών απολύμανσης και/ή αποστείρωσης να πολλαπλασιαστούν σε σύντομο χρονικό διάστημα, εφόσον βέβαια έχουν ένα ελάχιστο μέγεθος που να εξασφαλίζει την επιβίωσή τους. Με τον τρόπο αυτόν μπορούμε να διαγνώσουμε την ύπαρξη αυτών των μικροβίων μέσα σε λίγες μέρες και να αντικαταστήσουμε άμεσα τη μολυσμένη παρτίδα ιστοκαλλιέργειας (αναπόφευκτα ξεκινώντας νέα διαδικασία μικροπολλαπλασιασμού). Η ίδια προσέγγιση χρησιμοποιείται και για την αξιολόγηση διαφορετικών πρωτοκόλλων απολύμανσης εκφύτων μέσα σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα, δηλαδή χωρίς να χρειαστεί να περιμένουμε πολλές ημέρες μέχρι να εμφανιστούν οι μολύνσεις, εφόσον βέβαια υπάρχουν.

			Ένα από τα πλέον διαδεδομένα φυτοπαθολογικά υποστρώματα είναι αυτό των Leifert & Waites (LW Sterility Test Medium), η σύσταση του οποίου φαίνεται στον επόμενο πίνακα:

			
				
					
					
				
				
					
							
							Συστατικό

						
							
							Συγκέντρωση στο λίτρο (g)

						
					

					
							
							Σκόνη ζωμού κρέατος Lab Lemco

						
							
							7,0

						
					

					
							
							Γλυκόζη

						
							
							5,0

						
					

					
							
							Υπόστρωμα MS μισής δύναμης

						
							
							2,2

						
					

					
							
							Πεπτόνη

						
							
							4,0

						
					

					
							
							Χλωριούχο Νάτριο

						
							
							2,0

						
					

					
							
							Σακχαρόζη

						
							
							15,0

						
					

					
							
							Εκχύλισμα ζύμης

						
							
							10,0

						
					

				
			

			Πίνακας 6.2. Σύσταση φυτοπαθολογικού υποστρώματος Leifert & Waites.

			Η καλλιέργεια σε εκλεκτικά υποστρώματα παραμένει η μέθοδος επιλογής για την ταξινόμηση των μικροοργανισμών και μετά την εμφανή παρουσία της μόλυνσης, με τη συνδρομή, ανάλογα με την περίπτωση, κατάλληλων βιοχημικών και ιστοχημικών δοκιμών, η ανάλυση των οποίων είναι πέρα από τον σκοπό του παρόντος βιβλίου. 

			Ο χρόνος κατά τον οποίο η μόλυνση μιας ιστοκαλλιέργειας θα γίνει εμφανής με γυμνό μάτι εξαρτάται βασικά από τους εξής τρεις παράγοντες:

			
					Το μέγεθος του αρχικού πληθυσμού των μικροοργανισμών, ο οποίος εξαρτάται άμεσα από τον βαθμό αποτελεσματικότητας της απολύμανσης και της αποστείρωσης.

					Το είδος των μικροοργανισμών: για παράδειγμα, οι μύκητες πολλαπλασιάζονται συχνά ταχύτερα από ό,τι τα βακτήρια.

					Οι περιβαλλοντικές συνθήκες, με κυριότερη τη θερμοκρασία: γενικά, η άνοδος της θερμοκρασίας πάνω από ορισμένα όρια θα οδηγήσει στην αύξηση του ποσοστού των μολυσμένων ιστοκαλλιεργειών. 

			

			Σε γενικές γραμμές είναι απλή και εύκολη η βασική διάγνωση και διάκριση μιας μόλυνσης από μύκητες σε σχέση με τη μόλυνση από βακτήρια. Στην πρώτη περίπτωση, η μόλυνση χαρακτηρίζεται από την εξάπλωση των μυκητιακών υφών μέσα στο δοχείο της ιστοκαλλιέργειας, σε βαθμό που μπορεί και να το καλύψει εντελώς (Εικόνα 6.1). Αντίθετα, οι βακτηριακές μολύνσεις είναι περισσότερο εντοπισμένες σε διακριτά σημεία στο υπόστρωμα και γύρω από τα έκφυτα, έχοντας χαρακτηριστική «γλοιώδη» υφή (βακτηριακή άλως ή βακτηριακό στεφάνι) (Εικόνες 6.2 α, β). Λόγω της σχετικά βραδύτερης εξάπλωσης των βακτηριακών μολύνσεων σχετικά με τους μύκητες, μερικές φορές υπάρχει η δυνατότητα απομάκρυνσης του προσβεβλημένου από βακτήρια τμήματος του δοχείου καλλιέργειας χωρίς να επηρεαστεί η πορεία της υπόλοιπης καλλιέργειας. Αυτό είναι πρακτικά αδύνατο στην περίπτωση των μολύνσεων από μύκητες. 
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			Εικόνα 6.1. Παράδειγμα μόλυνσης ιστοκαλλιέργειας από μύκητες.
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			Εικόνα 6.2. Παράδειγμα μόλυνσης ιστοκαλλιέργειας από βακτήρια (Α) Μόλυνση σε υπόστρωμα που προκλήθηκε κατά την έγχυση (διακρίνεται η βακτηριακή άλως γύρω από κάθε έκφυτο) (Β) Μόλυνση με πηγή το έκφυτο που προκλήθηκε κατά την εμφύτευση.

			6.2.3. Ενδοφυτικά παράσιτα: μια ιδιαίτερη πηγή μόλυνσης

			Σε ορισμένες περιπτώσεις μπορούν να εμφανιστούν μολύνσεις σε καλλιέργειες in vitro ακόμα και αν έχουν εφαρμοστεί με απόλυτη συνέπεια τα κατάλληλα πρωτόκολλα απολύμανσης. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι, καθώς οι χειρισμοί απολύμανσης είναι αναγκαστικά επιφανειακοί (για να μην κάψουν τα έκφυτα), δεν έρχονται σε επαφή με μικροοργανισμούς οι οποίοι βρίσκονται μέσα στους καλλιεργούμενους φυτικούς ιστούς, είτε στον αποπλασμικό χώρο είτε στους αγωγούς ιστούς. Χαρακτηριστικοί εκπρόσωποι αυτών των μικροοργανισμών είναι τα Gram (+) είδη μυκοπλασμάτων (Mollicutes) Spiroplasma citri και Mesoplasma florum, καθώς και τα Gram (-) είδη πρωτοβακτηρίων Liberobacter asiaticum και Phlomobacter fragariae. Ωστόσο συχνά απαντώνται σε αυτή την κατηγορία και «συμβατικά» είδη βακτηρίων, όπως Erwinia carotovora var. atroseptica και διάφορα είδη Pseudomonas. 

			Αυτού του είδους τα ενδοφυτικά παράσιτα δεν αποτελούν συνήθως πρόβλημα κατά την καλλιέργεια των φυτών στον αγρό ή στο θερμοκήπιο (δηλαδή in vivo), καθώς οι συνθήκες δεν ευνοούν τον υπέρμετρο πολλαπλασιασμό τους και τη δημιουργία ανταγωνισμού με τον ξενιστή τους. Στο περιβάλλον του μικροπολλαπλασιασμού, όμως, τα πράγματα αλλάζουν: το πλούσιο θρεπτικό υπόστρωμα και η σταθερή θερμοκρασία περιβάλλοντος αποτελούν ιδανικές συνθήκες για την ανάπτυξη αυτών των μικροοργανισμών, σε τέτοιο βαθμό ώστε αποστερούν τα έκφυτα από τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία μέχρι την οριστική τους νέκρωση. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτυχίας του μικροπολλαπλασιασμού λόγω μόλυνσης από ενδοφυτικούς μικροοργανισμούς συναντούμε στο καρπούζι, στην κερασιά, στο φουντούκι και στην ερυθρελάτη (Kintzios et al. 1997, Thomas 2004).

			Γίνεται εύκολα αντιληπτό ότι τα ενδοφυτικά παράσιτα δεν μπορούν να εξαλειφθούν με την κλασική μέθοδο της απολύμανσης, η οποία δεν παρέχει πρόσβαση στο εσωτερικό των εκφύτων. Η μοναδική εφικτή αντιμετώπιση είναι η χρήση αντιβιοτικών με ενσωμάτωσή τους στο θρεπτικό υπόστρωμα. Η προσέγγιση αυτή έχει ορισμένα μειονεκτήματα (βλ. παρακάτω), ωστόσο αποτελεί πρακτικά τη μοναδική επιλογή. 

			6.2.4. Η αντιμετώπιση των μολύνσεων των καλλιεργειών in vitro

			Υπάρχουν πολύ συγκεκριμένες λύσεις στην αντιμετώπιση του προβλήματος των μολύνσεων των ιστοκαλλιεργειών, οι οποίες αναφέρονται στη συνέχεια. Οι λύσεις αυτές μπορούν να εφαρμοστούν ανεξάρτητα ή σε συνδυασμό.

			Η πρώτη και σημαντικότερη όλων είναι η ευλαβική τήρηση των πρωτοκόλλων απολύμανσης, αποστείρωσης και χειρισμών κάτω από αποστειρωμένες συνθήκες, όπως έχουν ήδη αναλυθεί στο Κεφάλαιο 5. Πρέπει ωστόσο να επισημανθεί ότι αρκετές φορές είναι πολύ δύσκολο να «ξεριζωθεί» η συστημική μόλυνση (κυρίως από σποριογόνους μύκητες) μιας μονάδας ιστοκαλλιέργειας, καθώς μολυσματικοί πληθυσμοί μικροοργανισμών και αναπαραγωγικά μέρη αυτών μπορούν να παραμένουν αδρανείς για μεγάλο χρονικό διάστημα σε οποιαδήποτε επιφάνεια της μονάδας (τοίχους, έπιπλα, κ.λπ.).

			Η χρήση αντιβιοτικών, αν και αναπόφευκτη στην περίπτωση των ενδοφυτικών παρασίτων, εμπεριέχει πάντα τον κίνδυνο τοξικότητας στα μικροπολλαπλασιαζόμενα φυτά. Επομένως είναι σημαντικός ο προσδιορισμός της βέλτιστης δόσης αντιβιοτικού για κάθε περίπτωση. Παραδείγματα αντιβιοτικών ουσιών κατάλληλων για φυτικές ιστοκαλλιέργειες είναι τα penicillin, streptomycin, amphotericin B, rifampicin, cefotaxime, gentamicin και carbenicillin. Όπως και στην Ιατρική, η ανεξέλεγκτη χρήση αντιβιοτικών μπορεί να προκαλέσει την εμφάνιση παθογόνων στελεχών με αυξημένη ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά. Γενικότερα λοιπόν η χρήση των αντιβιοτικών δεν συνιστάται ως μέθοδος ρουτίνας. Απαραίτητη μάλιστα προϋπόθεση για την εφαρμογή των αντιβιοτικών είναι η επακριβής γνώση του είδους των μικροοργανισμών που θέλουμε να αντιμετωπίσουμε. Θα πρέπει επίσης να λάβουμε σοβαρά το ενδεχόμενο χρήσης και άλλων τύπων βιοκτόνων (όπως διαφόρων φυτοφαρμάκων, χλωριωμένων παραγόντων κ.λπ.) πέραν των αντιβιοτικών. 

			Μια πιο απλή λύση αποτελεί η χρήση θρεπτικών υποστρωμάτων με μειωμένη περιεκτικότητα σε ανόργανα άλατα και κυρίως σακχαρόζη. Με τον τρόπο αυτό μειώνεται η καταλληλότητα των συνθηκών για τον πολλαπλασιασμό των μικροοργανισμών. Αν και συνήθως η χρήση «φτωχών» θρεπτικών υποστρωμάτων δεν είναι εφικτή στα αρχικά στάδια του μικροπολλαπλασιασμού (όταν επιθυμούμε τη μέγιστη ανάπτυξη των καλλιεργειών), μπορεί να εφαρμοστεί στα στάδια της ριζοβολίας και του εγκλιματισμού (βλ. στη συνέχεια στην Ενότητα 6.4).

			Τέλος, μια «προχωρημένη» μέθοδο αντιμετώπισης των μολύνσεων αποτελεί η εσκεμμένη προληπτική μόλυνση από εμάς των ιστοκαλλιεργειών, με μικροοργανισμούς βραδείας ανάπτυξης, τόσο ώστε να μην επηρεάζουν σοβαρά την πορεία του μικροπολλαπλασιασμού. Η προσέγγιση αυτή βασίζεται στη θεωρία ότι ο πρώτος εγκατεστημένος μικροοργανισμός στην ιστοκαλλιέργεια θα δράσει ανταγωνιστικά και παρεμποδιστικά στην εγκατάσταση κάθε άλλου μικροοργανισμού. Η μέθοδος αυτή, αν και ενδιαφέρουσα από επιστημονική άποψη, δεν έχει τύχει ευρείας αποδοχής. Παραδείγματα εφαρμογής έχουν αναφερθεί για την καστανιά, με χρήση του Bacillus subtilis ενάντια στη μόλυνση από τον παρασιτικό μύκητα Cryphonectria parasitica, καθώς και για την πατάτα, με χρήση του στελέχους PsJN του Pseudomonas sp. ενάντια σε μολύνσεις από τους μύκητες Veriticillium albo-atrum και Rhizoctonia solani.

			6.3. ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΔΕΥΤΕΡΟ: ΟΞΕΙΔΩΣΗ ΦΑΙΝΟΛΙΚΩΝ ΚΑΙ ΚΑΣΤΑΝΩΣΗ ΙΣΤΩΝ

			Η διαδικασία της ιστοκαλλιέργειας προκαλεί σημαντική καταπόνηση στους καλλιεργούμενους in vitro φυτικούς ιστούς. Ανάλογα με το μέγεθος της καταπόνησης και ως ένα είδος αντίδρασης σε αυτήν οι φυτικοί ιστοί συσσωρεύουν οξειδωμένα συστατικά, κυρίως πολυφαινολικής προέλευσης, τα οποία σε υψηλή συγκέντρωση μπορούν να έχουν τοξική επίδραση στα φυτικά κύτταρα. Παράλληλα, μπορούν να δώσουν ένα σκούρο («καστανό») χρώμα τόσο στις κυτταρικές καλλιέργειες όσο και το θρεπτικό υπόστρωμα, χωρίς αυτό να συνδέεται απαραίτητα με τοξικές επιπτώσεις.

			6.3.1. Η παραγωγή οξειδωμένων συστατικών εξαρτάται από τους ιστοκαλλιεργητικούς χειρισμούς

			Ως γνωστόν, οι φυτικοί ιστοί είναι ιδιαίτερα πλούσιοι σε φαινολικές ουσίες, καθώς και σε προϊόντα πολυμερισμού και συμπύκνωσης αυτών – χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η λιγνίνη των κυτταρικών τοιχωμάτων. Οι ουσίες αυτές μπορούν να οξειδωθούν με έκθεση στο ατμοσφαιρικό οξυγόνο και τη διαμεσολάβηση ειδικών ενζύμων (φαινολικών οξειδασών). Ο πιο απλός τρόπος για να προκληθεί αυτή η διαδικασία είναι ο τεμαχισμός του φυτικού ιστού (όπως παρατηρούμε, π.χ., κατά την κοπή ενός μήλου το οποίο θα αφεθεί για κάποιο χρονικό διάστημα χωρίς να το καταναλώσουμε). Επομένως, η ίδια η διαδικασία παραλαβής εκφύτων (όπου τεμαχίζουμε έναν ιστό σε μικρότερα τμήματα) δημιουργεί προϋποθέσεις συσσώρευσης οξειδωμένων φαινολικών, ιδιαίτερα αν προκληθούν εκτεταμένες πληγές στο φυτικό σώμα. Επίσης η ίδια η διαδικασία της εμφύτευσης προκαλεί καταπόνηση στα φυτικά κύτταρα, καθώς απομακρύνονται από το φυσικό τους περιβάλλον (μητρικό φυτό) και τοποθετούνται στο τεχνητό θρεπτικό υπόστρωμα. Με άλλα λόγια, τα φυτικά κύτταρα κατά τη διαδικασία της ιστοκαλλιέργειας βιώνουν κατάσταση «επίθεσης» ανάλογη με την προσβολή από βιοτικούς ή/και αβιοτικούς παράγοντες. 

			6.3.2. Η παραγωγή οξειδωμένων συστατικών εξαρτάται από το φυτικό είδος

			Υπάρχει πραγματικά μεγάλη διαφοροποίηση ως προς την περιεκτικότητα των διαφόρων φυτικών ειδών σε φαινολικές ουσίες, καθώς και την τάση αυτών να οξειδώνονται. Για παράδειγμα, είδη της οικογένειας των Χειλανθών (Lamiaceae) είναι κατεξοχήν πλούσια σε φαινολικές ενώσεις και για αυτόν τον λόγο πολύ συχνά εμφανίζουν οξειδωτικά φαινόμενα κατά την ιστοκαλλιέργειά τους (Εικόνα 8.3) (Kintzios et al. 1998). Αντίθετα, φυτικά είδη πλούσια σε αντιοξειδωτικές ουσίες όπως το ασκορβικό οξύ (για παράδειγμα, εσπεριδοειδή) αντιμετωπίζουν καλύτερα το πρόβλημα της οξείδωσης, χωρίς αυτό να σημαίνει ότι το αποφεύγουν εντελώς.

			[image: ]

			Εικόνα 6.3. Οξειδωμένοι (καστανωμένοι) κάλοι βασιλικού.

			6.3.3. Η αντιμετώπιση της παραγωγής οξειδωμένων φαινολικών in vitro

			Θα πρέπει καταρχήν να τονιστεί ότι η εμφάνιση φαινομένων καστάνωσης σε μια in vitro καλλιέργεια δεν σημαίνει απαραίτητα την καταστροφή της. Αντίθετα, οι περισσότεροι φυτικοί ιστοί αντιμετωπίζουν με επιτυχία ένα μικρό έως μέτριο βαθμό συσσώρευσης οξειδωμένων ουσιών χωρίς να χρειαστεί η δική μας παρέμβαση. Το πρόβλημα απαιτεί την προσοχή μας μόνο εφόσον η καστάνωση εξαπλωθεί στο μεγαλύτερο μέρος του κάλου ή του διαφοροποιούμενου εκφύτου. Οι συνηθέστεροι τρόποι αντιμετώπισης αυτού του προβλήματος είναι οι εξής:

			
					Αποφυγή πρόκλησης εκτεταμένων πληγών κατά την παραλαβή των εκφύτων: με άλλα λόγια, η χρήση του νυστεριού πρέπει να γίνεται με ιδιαίτερη προσοχή και φειδώ. Περιμετρικές τομές στο κάθε έκφυτο, τέτοιες ώστε να επιτρέψουν την είσοδο του θρεπτικού υποστρώματος, είναι αρκετές. Οι τομές στο εσωτερικό του εκφύτου πρέπει να αποφεύγονται. Επίσης, όσο μικρότερο είναι ένα έκφυτο τόσο λιγότερες πρέπει να είναι οι τομές. 

					Προσθήκη αντιοξειδωτικών στο θρεπτικό υπόστρωμα: συνήθως χρησιμοποιείται ένα οργανικό οξύ, όπως το ασκορβικό ή το κιτρικό, σε συγκεντρώσεις 0,1 mM ή παραπλήσιες. Μπορούν επίσης να χρησιμοποιηθούν και αντιοξειδωτικές ουσίες με γενικότερη εφαρμογή στη βιοχημεία, όπως η διθειοθρειτόλη (DDT). Η συγκέντρωση του αντιοξειδωτικού πρέπει να εξειδικευτεί για κάθε περίπτωση, μετά από σχετικό πειραματισμό, καθώς πολύ υψηλά επίπεδα αυτού μπορούν να μειώσουν το pH του υποστρώματος με αρνητικές συνέπειες στην πορεία της ιστοκαλλιέργειας. Έχει επίσης αποδειχθεί ότι η συσσώρευση οξειδωμένων ουσιών καθώς και ελευθέρων ριζών σε μικρές συγκεντρώσεις έχει ευεργετικά αποτελέσματα στην επαγωγή της κυτταρικής διαίρεσης και διαφοροποίησης. Είναι επομένως επιθυμητή η διατήρηση οξειδωτικών φαινομένων σε μικρό, ελεγχόμενο βαθμό.

					Το πρόβλημα της συσσώρευσης οξειδωμένων ουσιών είναι πολύ μικρότερο όταν ο μικροπολλαπλασιασμός πραγματοποιείται σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα, καθώς τα προϊόντα της οξείδωσης διαχέονται γρήγορα μέσα στο υπόστρωμα, απομακρυνόμενα από τους φυτικούς ιστούς. Στην περίπτωση της καλλιέργειας σε στερεά υποστρώματα μια λύση είναι η προσθήκη μιας λεπτής στοιβάδας νερού πάνω στην επιφάνεια του υποστρώματος, έτσι ώστε να διευκολυνθεί η απομάκρυνση των οξειδωμένων ουσιών.

					Μια άλλη λύση είναι η προσθήκη, στο υπόστρωμα, απορροφητικών ουσιών, όπως του ενεργού άνθρακα. Η προσέγγιση αυτή χρησιμοποιείται και για την αντιμετώπιση άλλων προβλημάτων, όπως της συσσώρευσης αιθυλενίου (βλ. παρακάτω, Ενότητα 6.3). Ωστόσο η χρήση απορροφητικών ουσιών εμπεριέχει το σοβαρό πρόβλημα της απορρόφησης και χρήσιμων συστατικών του θρεπτικού υποστρώματος, επομένως η εφαρμογή της πρέπει να γίνεται πάντα μετά από σχετικό πειραματισμό.

					Τέλος, η παραγωγή οξειδωμένων φαινολικών μπορεί να μειωθεί με την προσθήκη ουσιών που παρεμποδίζουν τα ένζυμα που προκαλούν την οξείδωση. Τέτοιες ουσίες είναι ο νιτρικός άργυρος (AgNO3) και τα άλατα κοβαλτίου. Δυστυχώς, όπως και στην περίπτωση των απορροφητικών ουσιών, η δράση τους είναι γενικότερη και όχι εκλεκτική, επομένως και η χρήση τους πρέπει να γίνεται με ιδιαίτερη προσοχή.

			

			6.4. ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΤΡΙΤΟ: ΥΑΛΟΠΟΙΗΣΗ

			Η υαλοποίηση (vitrification) είναι ένα φαινόμενο κατά το οποίο τα αναγεννημένα in vitro φυτά εμφανίζουν ελλιπή διαμόρφωση της δομής τους, ιδιαίτερα όσον αφορά το κυτταρικό τοίχωμα και τα πλαστίδια. Σε ακραίο βαθμό η υαλοποίηση μπορεί να δώσει στους φυτικούς ιστούς σχεδόν διάφανη εμφάνιση (σαν να είναι από γυαλί, εξ ου και η ονομασία του φαινομένου). Η υαλοποίηση σχετίζεται άμεσα με προβλήματα στον εγκλιματισμό των φυτών, τα οποία θα εξεταστούν στην επόμενη ενότητα.

			6.4.1. Ένα υαλοποιημένο φυτό σπάνια είναι βιώσιμο

			Όπως φαίνεται χαρακτηριστικά στην Εικόνα 6.4, οι υαλοποιημένοι ιστοί δεν θυμίζουν σε τίποτα τους κανονικούς. Για παράδειγμα, η μειωμένη έως ανύπαρκτη ύπαρξη πλαστιδίων, κυρίως χλωροπλαστών, καθιστά αδύνατη τη φωτοσυνθετική δραστηριότητα, επομένως και την επιβίωση των αναγεννημένων φυτών εκτός των in vitro συνθηκών. Αντίστοιχα, το πολύ λεπτό κυτταρικό τοίχωμα (με σημαντικά μικρή συσσώρευση λιγνίνης και κυτταρίνης) και τα ανεπαρκώς διαμορφωμένα στομάτια των φύλλων δεν εξασφαλίζουν επαρκή ρύθμιση της υδατικής περιεκτικότητας των φυτικών ιστών. Για τον λόγο αυτόν, τα υαλοποιημένα φυτά έχουν περισσότερο «υδαρή» εμφάνιση λόγω της αυξημένης περιεκτικότητά τους σε νερό στις in vitro συνθήκες (Ainaa et al. 2015). Σε ανατομικό επίπεδο τα υαλοποιημένα φυτά εμφανίζουν ανώμαλη διαμόρφωση των ηθμαγγειωδών στοιχείων τους, η οποία δυσχεραίνει την πρόσληψη και εσωτερική διακίνηση νερού και θρεπτικών στοιχείων. Tα υαλοποιημένα φυτά εμφανίζουν σημαντικά μειωμένη συγκέντρωση πρωτεϊνών σε σχέση με τα κανονικά. Τέλος, οι υαλοποιημένοι βλαστοί δεν ριζοβολούν, ενώ έχει παρατηρηθεί και παλίνδρομη αποδιαφοροποίησή τους σε κάλους.
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			Εικόνα 6.4. Τμήμα (Α) Φυσιολογικού (Β) Υαλοποιημένου φύλλου.

			6.4.2. Η υαλοποίηση δεν αφορά όλα τα φυτά

			Δεν εμφανίζουν όλα τα φυτά υαλοποίηση, τουλάχιστον όχι στον ίδιο βαθμό. Η εκδήλωση του φαινομένου εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον γονότυπο, ενώ διαφοροποιήσεις παρατηρούνται ακόμα και ανάμεσα σε διαφορετικές ποικιλίες ή/και κλώνους του ίδιου είδους. Για παράδειγμα, η υαλοποίηση είναι αρκετά συχνή (κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες) στον μικροπολλαπλασιασμό της αγγουριάς, της γαριφαλιάς, της διεφενμπάχιας και αρκετών οπωροφόρων (π.χ. μηλιά) και δασικών ειδών, ωστόσο πολύ πιο σπάνια σε άλλα είδη, όπως τη φράουλα και τη βατομουριά.

			6.4.3. Η υαλοποίηση εξαρτάται από τα συστατικά του θρεπτικού υποστρώματος

			Οι αιτίες του φαινομένου της υαλοποίησης είναι πολλές και διαφορετικές. Για τα αναγεννημένα φυτά, η υαλοποίηση συνήθως οφείλεται στον ατελή εγκλιματισμό (όπως θα αναλυθεί διεξοδικά στην αμέσως επόμενη ενότητα). Γενικότερα όμως, και ιδιαίτερα για την έκφραση της υαλοποίησης σε αρχικά στάδια της ιστοκαλλιέργειας, σημαντικό ρόλο φαίνεται να έχουν ορισμένα συστατικά του θρεπτικού υποστρώματος. Τη σημαντικότερη επίδραση έχει η ύπαρξη ή όχι στερεοποιητή (κυρίως άγαρ), καθώς η υαλοποίηση είναι στενά συνδεδεμένη με την υγρή καλλιέργεια σε αντιδιαστολή με τη στερεή (αποτελεί, μάλιστα, πρόβλημα στον μαζικό μικροπολλαπλασιασμό φυτών σε βιοαντιδραστήρες, όπως θα αναφερθεί και στο Κεφάλαιο 9). Η περίσσεια ορισμένων θρεπτικών στοιχείων, όπως αμμωνιακών, χλωριούχων και καλιούχων αλάτων, και η έλλειψη άλλων, όπως αλάτων ασβεστίου ή/και κοβαλτίου έχει συνδεθεί με την εκδήλωση φαινομένων υαλοποίησης σε διάφορα φυτικά είδη. Σημαντική επίδραση φαίνεται να έχουν και οι κυτοκινίνες, η αυξημένη συγκέντρωση των οποίων φαίνεται να μειώνει το ποσοστό των υαλοποιημένων φυτών. Μάλιστα, ορισμένοι ερευνητές θεωρούν ότι η ευεργετική επίδραση του στερεού υποστρώματος σχετίζεται με την αυξημένη διαθεσιμότητα των κυτοκινινών προς τα καλλιεργούμενα έκφυτα.

			6.4.4. Η υαλοποίηση δεν έχει πάντα αρνητικά αποτελέσματα

			Και αυτό επειδή έχει παρατηρηθεί ότι σε ορισμένα κωνοφόρα είδη (όπως το Picea abies) οι υαλοποιημένοι βλαστοί in vitro μπορούν να πολλαπλασιαστούν με δεκαπλάσια ένταση από ό,τι οι κανονικοί ιστοί.

			6.4.5. Προσοχή στην «άλλη» υαλοποίηση

			Προς αποφυγή παρεξηγήσεων, πρέπει να αναφερθεί ότι ο όρος «υαλοποίηση» χρησιμοποιείται και για να περιγράψει μια τεχνική προετοιμασίας in vitro φυτικών καλλιεργειών προκειμένου να συντηρηθούν σε κατάψυξη. Η διαδικασία αυτή συνίσταται στον χειρισμό με ειδικές ουσίες (αντιπηκτικές και άλλες) και δεν έχει καμία σχέση με το φαινόμενο που περιγράφεται εδώ.

			6.4.6. Η αντιμετώπιση της υαλοποίησης

			Καθώς η υαλοποίηση των αναγεννημένων φυτών είναι άμεσα συνδεδεμένη με τη διαδικασία του εγκλιματισμού, ο κυριότερος τρόπος αντιμετώπισής της είναι η τήρηση ορθών πρακτικών εγκλιματισμού των φυτών οι οποίες αφορούν κυρίως τις φυσικές παραμέτρους (θερμοκρασία, φως, φωτοπερίοδος, αερισμός) και οι οποίες θα αναλυθούν διεξοδικά στην αμέσως επόμενη ενότητα. Ωστόσο, καθώς η υαλοποίηση εμφανίζεται και στα πρώτα στάδια της ιστοκαλλιεργητικής διαδικασίας, με βάση όσα έχουν ήδη αναφερθεί, η συχνότητά της μπορεί να μειωθεί και με τους ακόλουθους τρόπους:

			
					Επιλογή φυτικών ειδών ή, εφόσον αυτό δεν είναι εφικτό, επιλογή ποικιλιών/κλώνων με μικρότερη τάση προς υαλοποίηση.

					Χρήση στερεών θρεπτικών υποστρωμάτων αντί υγρών.

					Εφαρμογή κυτοκινινών σε σε αυξημένη συγκέντρωση, πάντα στο πλαίσιο του επιλεγμένου πρωτοκόλλου ιστοκαλλιέργειας. Προσοχή όμως: όπως έχει ήδη αναφερθεί στο Κεφάλαιο 3, αυξημένες συγκεντρώσεις κυτοκινινών μπορεί να επιφέρουν τοξικές επιδράσεις στα καλλιεργούμενα κύτταρα, ενώ παράλληλα μπορεί να προάγουν την αυξημένη παραγωγή αυξίνης (ινδολοοξεικού οξέος) με ανεπιθύμητα επίσης αποτελέσματα. Γενικά πρέπει να διατηρείται χαμηλός ο λόγος αυξινών/κυτοκινινών. 

					Χρήση ουσιών που περιορίζουν την πολύ απότομη αύξηση των καλλιεργειών in vitro, ιδιαίτερα αν πρόκειται για υγρές καλλιέργειες. Οι ανασταλτικοί αυτοί ρυθμιστές της αύξησης, όπως flurpirimidol, paclobutrazol και ancymidol, χρησιμοποιούνται ιδιαίτερα στον μικροπολλαπλασιασμό με χρήση βιοαντιδραστήρων, όπως θα αναφερθεί και στο σχετικό Κεφάλαιο 9.

			

			6.5. ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΤΕΤΑΡΤΟ: ΑΤΕΛΗΣ ΕΓΚΛΙΜΑΤΙΣΜΟΣ

			Ο εγκλιματισμός (acclimatization) ή σκληραγώγηση (weaning) αποτελεί το τελικό στάδιο πριν την οριστική έξοδο ενός αναγεννημένου φυτού από τη διαδικασία του μικροπολλαπλασιασμού. Με τον τρόπο αυτό τα φυτάρια μπορούν να προσαρμοστούν επιτυχώς στις συνθήκες του περιβάλλοντος έξω από το προστατευτικό πλαίσιο της ιστοκαλλιέργειας (Kozai et al. 2005). Ωστόσο, αν δεν έχουν εγκλιματιστεί επαρκώς, θα υποστούν σημαντικές καταπονήσεις που θα οδηγήσουν σε μείωση της ποιότητάς τους, ακόμα και τον θάνατό τους. 

			6.5.1. Οι συνθήκες της ιστοκαλλιέργειας (in vitro) διαφέρουν σημαντικά από τις κανονικές (ex vitro/in vivo)

			Ένα φυτό που αναγεννάται μέσα στο δοχείο της ιστοκαλλιέργειας (στον «σωλήνα») θυμίζει λίγο ένα βρέφος σε θερμοκοιτίδα: και τα δύο αναπτύσσονται σε προστατευμένο περιβάλλον. Ας δούμε αναλυτικότερα σε τι διαφέρουν οι συνθήκες in vitro συνθήκες από εκείνες του εξωτερικού περιβάλλοντος:

			
					Ο φωτισμός, που εξασφαλίζεται κυρίες από λαμπτήρες φθορισμού, έχει πολύ μικρότερη ένταση από την ηλιφωτισμός, που εξασφαλίζεται κυρίες από λαμπτήρες φθορισμού, έχει πολύ μικρότερη ένταση από την ηλιακή ακτινοβολία. Η ένταση αυτή μπορεί να εκφραστεί με διαφόρους τρόπους, συχνότερα πλέον με την πυκνότητα ροής φωτοσυνθετικών φωτονίων (photosynthetic photon flux density – PPFD) με μονάδες μέτρησης micromoles (μmol ή μE, δηλαδή micro-Einstein) ανά μονάδα επιφάνεια και χρόνου (μmol m-2 s-1). Τα περισσότερα φυτά εσωτερικού χώρου αρκούνται σε τιμές PPFD από 30 έως 200, τα πλατύφυλλα καλλιεργούμενα σε 200-600, ενώ τα περισσότερα οπωροκηπευτικά απαιτούν τιμές PPDF 400-1.000. Και ενώ το ηλιακό φως καλύπτει άνετα αυτές τις ανάγκες (με τιμές PPDF 1.200-2.000, ανάλογα με την εποχή), οι λαμπτήρες φθορισμού σπάνια ξεπερνούν τιμές PPDF της τάξης των 250 μmol m-2 s-1. Το ζήτημα δεν είναι καθαρά τεχνικό, όσον αφορά τις δυνατότητες των λαμπτήρων: θεωρητικά θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν λάμπες υψηλής έντασης (π.χ. νατρίου υπό υψηλή πίεση), όπως γίνεται ήδη στα θερμοκήπια. Το πρόβλημα είναι πως, λόγω της μικρής απόστασης των δοχείων μικροπολλαπλασιασμού από τους λαμπτήρες (10-20 εκατοστά) και τον περιορισμένο χώρο των ραφιών στους θαλάμους ανάπτυξης, η ενδεχόμενη αύξηση της έντασης του φωτισμού πάνω από το επίπεδο των 200-300 μmol m-2 s-1 θα προκαλούσε καταστρεπτική για τα φυτά αύξηση της τοπικής θερμοκρασίας, πρόβλημα το οποίο δεν παρουσιάζεται στις ευρύχωρες θέσεις ανάπτυξης των θερμοκηπίων. Επίσης οι λαμπτήρες φθορισμού δεν καλύπτουν όλο το φάσμα της ηλιακής ακτινοβολίας. Επομένως, τα φυτά που αναπτύσσονται in vitro πρέπει να αξιοποιήσουν φωτεινή ακτινοβολία με μειωμένα ποσοτικά και ποιοτικά χαρακτηριστικά σε σχέση με την ηλιακή.

					Πάλι σε σχέση με τον τεχνητό φωτισμό, πρέπει να αναφερθεί ότι το φως προσπίπτει κατά βάση ομοιόμορφα σε όλη την επιφάνεια των δοχείων καλλιέργειας. Θα δούμε στη συνέχεια γιατί αυτό αποτελεί πρόβλημα. 

					Ο αερισμός των καλλιεργειών in vitro είναι εξαιρετικά περιορισμένος αφού τα φυτά αναπτύσσονται σε κλειστά δοχεία όπου η ανταλλαγή αερίων πραγματοποιείται με βραδείς ρυθμούς μέσα από την ημιπερατή μεμβράνη σφράγισης (τύπου Parafilm™), το ημιπερατό τοίχωμα των δοχείων Magenta™ ή το ειδικό φίλτρο στο καπάκι ορισμένων τύπων δοχείων καλλιέργειας. Η βραδεία ανταλλαγή αερίων συντελεί στον υπερκορεσμό του εσωτερικού του δοχείου καλλιέργειας με υδρατμούς με αποτέλεσμα η σχετική υγρασία να υπερβαίνει το 95%, ενώ μειώνεται και η συγκέντρωση του CO2 στο δοχείο. 

					Η θερμοκρασία επώασης των in vitro καλλιεργειών διατηρείται σε σταθερά επίπεδα καθ’ όλη τη διάρκεια του εικοσιτετραώρου, δηλαδή δεν παρατηρείται η φυσική εναλλαγή ημερήσιας και νυκτερινής θερμοκρασίας. Αυτό έχει ιδιαίτερες συνέπειες στην προώθηση της ριζοβολίας και την ανάπτυξη σωστά διαμορφωμένου ριζικού συστήματος. 

					Το θρεπτικό υπόστρωμα ανάπτυξης των in vitro καλλιεργειών είναι πλούσιο σε πηγές ενέργεια και άνθρακα, όπως είναι η σακχαρόζη. Αντίθετα στη φύση τα φυτά φωτοσυνθέτοντας κατασκευάζουν τις δικές τους πηγές. Επίσης το θρεπτικό υπόστρωμα μπορεί να περιέχει ρυθμιστές αύξησης, κυρίως συνθετικές αυξίνες (όπως 2,4-D και NAA) οι οποίοι να καταστέλλουν τη φωτοσυνθετική λειτουργία μέσω της παρεμπόδισης της βιογένεσης των πλαστιδίων.

			

			6.5.2. Οι συνθήκες της ιστοκαλλιέργειας μπορούν να επηρεάσουν δυσμενώς την ικανότητα εγκλιματισμού των φυτών

			Οι ειδικές συνθήκες που ισχύουν κατά την in vitro καλλιέργεια των φυτών, όπως αναλύθηκαν παραπάνω, δημιουργούν προϋποθέσεις αδυναμίας των αναγεννημένων φυτών να αντεπεξέλθουν στις απαιτήσεις του εγκλιματισμού. Ας αναλύσουμε τις επιδράσεις κάθε ενός παράγοντα ξεχωριστά: 

			
					Ο μειωμένος ποιοτικά και ποσοτικά φωτισμός δεν επιτρέπει τη σωστή φωτοσυνθετική δραστηριότητα και μάλιστα σε βαθμό που να εξασφαλίζει την ομαλή μετάβαση των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών από το στάδιο του ετεροτροφισμού (εξωγενής παροχή πηγών ενέργειας και άνθρακα) σε αυτό του αυτοτροφισμού (ενδογενής, αυτοδύναμη σύνθεση των πηγών) (με ενδιάμεσο στάδιο αυτό του μιξοτροφισμού). Ακόμα χειρότερα, τόσο ο μειωμένος φωτισμός όσο και η προσθήκη αυξινικών ρυθμιστών αύξησης και πηγών ενέργειας και άνθρακα στο υπόστρωμα σχετίζεται με μειωμένη βιογένεση χλωροπλαστών (εφόσον τα φυτικά κύτταρα αντιλαμβάνονται ότι δεν πρόκειται να τους χρειαστούν!).

					Η ομοιόμορφη έκθεση των δοχείων ιστοκαλλιέργειας τόσο στο τεχνητό φως όσο και στη θερμοκρασία (η οποία μάλιστα δεν παρουσιάζει ημερήσιες διακυμάνσεις όπως στη φύση) επιδρά δυσμενώς στη ριζογένεση in vitro: κάτω από φυσικές συνθήκες, στο έδαφος (όπου ασφαλώς λαμβάνει χώρα η ριζοβολία in vivo) επικρατεί σκοτάδι. Ταυτόχρονα, κατά τη διάρκεια της ημέρας το έδαφος διατηρεί χαμηλότερη θερμοκρασία από τον αέρα, ενώ το αντίστροφο συμβαίνει το βράδυ.

					Ο ανεπαρκής αερισμός των καλλιεργειών και η υπερβολική σχετική υγρασία μέσα στα δοχεία καλλιέργειας οδηγεί στην ανάπτυξη υδαρών ιστών (όπως παρουσιάστηκαν στην προηγούμενη ενότητα περί υαλοποίησης). Τα φύλλα χαρακτηρίζονται από ατελώς διαμορφωμένα στομάτια (εφόσον δεν διατηρούνται επαρκώς υψηλές τιμές του εσωτερικού δυναμικού νερού στην κορεσμένη από υδρατμούς ατμόσφαιρα του δοχείου), ενώ η μειωμένη φωτοσυνθετική δραστηριότητα πολλές φορές συνδέεται με ελαττωμένη εναπόθεση κυτταρίνης και λιγνίνης στα κυτταρικά τοιχώματα (καθώς τα βιοσυνθετικά μονοπάτια των σακχάρων και των φαινολικών διασταυρώνονται) με άλλα λόγια τα κυτταρικά τοιχώματα είναι πιο λεπτά και λιγότερο ανθεκτικά..

			

			Θα πρέπει πάντως να σημειωθεί ότι και σε αυτή την περίπτωση τον σημαντικότερο ρόλο φαίνεται να έχει ο γονότυπος, καθώς η ανάγκη για εγκλιματισμό διαφέρει σημαντικά ανάμεσα στα διαφορά φυτικά είδη και ποικιλίες. Για παράδειγμα, η μηλιά, η αγγουριά, ο φίκος και το σπαθίφυλλο είναι είδη απαιτητικά ως προς τον βαθμιαίο εγκλιματισμό, σε αντίθεση με το αμπέλι, το βατόμουρο, το μύρτιλο, την πατάτα, τη μέντα, τη φράουλα, τον ανανά, το πεπόνι, τη γαρδένια και το γαρίφαλο. 
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			Σχήμα 6.1. Σύνοψη των επιδράσεων των in vitro συνθηκών στην ποιότητα των μικροπολλαπλασιαζόμενων φυτών.

			6.5.3. Η αντιμετώπιση των προβλημάτων εγκλιματισμού των μικροπολλαπλασιαζόμενων φυτών

			Ο σωστός εγκλιματισμός μπορεί να διασφαλιστεί με εφαρμογή ορισμένων μέτρων που στοχεύουν στη μείωση των προβλημάτων που προκαλούν οι in vitro συνθήκες σε σχέση με τις κανονικές. Θα πρέπει επομένως να εξετάσουμε τις δυνατές επεμβάσεις σε κάθε μια παράμετρο της in vitro καλλιέργειας, με τη σειρά που παρουσιάστηκαν προηγουμένως:

			
					Η φωτοσυνθετική λειτουργία μπορεί να αυξηθεί μόνο μέχρις ενός σημείου με την αύξηση της έντασης του φωτισμού. Όπως ήδη προαναφέρθηκε, λόγω των περιορισμένων διαστάσεων διαθέσιμων ανά δοχείο καλλιέργειας στον θάλαμο ανάπτυξης η πιθανή αύξηση της ένταση του φωτισμού θα προκαλούσε υπέρμετρη αύξηση της θερμοκρασίας σε ζημιογόνα επίπεδα. Έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνολογίες που παρακάμπτουν εν μέρει το συγκεκριμένο πρόβλημα, όπως ο φωτισμός μέσω οπτικών ινών («ψυχρό φως») που ξεκινούν από μια ισχυρή φωτεινή πηγή έξω από τον θάλαμο ανάπτυξης. Η τεχνολογία αυτή (ιαπωνικής έμπνευσης και σχεδιασμού) έχει το βασικό μειονέκτημα του εξαιρετικά υψηλού κόστους, καθώς πρέπει να υπάρξει ειδική διάταξη φωτισμού για κάθε δοχείο καλλιέργειας ξεχωριστά. Μια άλλη, πολύ φθηνότερη προσέγγιση (αυστριακής προέλευσης, με εφαρμογή στον μικροπολλαπλασιασμό της μπανάνας) βασίζεται στη χρήση του ηλιακού φωτός ενσωματώνοντας τον θάλαμο ανάπτυξης μέσα σε γυάλινο θερμοκήπιο (Kodym and Zapata-Arias 2001). Η λύση αυτή μειονεκτεί ως προς το ότι απεμπολεί καθολικά τη δυνατότητα ελέγχου της έντασης του φωτισμού και της φωτοπεριόδου (άλλωστε, δεν απαιτούν όλα τα φυτικά είδη υψηλές εντάσεις φωτισμού, μερικά μάλιστα αναπτύσσονται καλύτερα in vitro όταν επωαστούν αρχικά για λίγες εβδομάδες στο σκοτάδι).

					Μια άλλη προσέγγιση στην προώθηση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών βασίζεται στη λεγόμενη αερολίπανση, δηλαδή τον εμπλουτισμό της ατμόσφαιρας του θαλάμου ανάπτυξης με CO2 σε συγκεντρώσεις σημαντικά υψηλότερες του φυσιολογικού (1000 ppm ή και περισσότερο). Είναι μια τεχνολογία πολύ διαδεδομένη στις θερμοκηπιακές καλλιέργειες, ωστόσο δεν έχει τύχει ευρύτερης αποδοχής στον μικροπολλαπλασιασμό, τόσο λόγω κόστους όσο και λόγω των οριακά βελτιωμένων αποτελεσμάτων που έχουν παρατηρηθεί σε πειραματικό επίπεδο.

					Αντίθετα, πολύ καλύτερα αποτελέσματα στην προώθηση της αυτοτροφικής ανάπτυξης των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών έχει δώσει η απλή τεχνική της σταδιακής μείωσης των σακχάρων στο θρεπτικό υπόστρωμα καλλιέργειας. Η μείωση αυτή αποσκοπεί στη βαθμιαία απεξάρτηση των φυτών από τις ετεροτροφικές συνθήκες, ενώ παράλληλα μειώνει και το ποσοστό μολύνσεων. Το μοναδικό της μειονέκτημα είναι η ανάγκη συχνών, σχετικά, μεταφυτεύσεων, σε βαθμιαία πτωχότερα θρεπτικά υποστρώματα και το κόστος εργασίας που συνδέεται με αυτήν.

					Στο ίδιο σκεπτικό βασίζεται και η τεχνική σταδιακής μείωσης της σχετικής υγρασίας του εσωτερικού των δοχείων καλλιέργειας είτε χειρωνακτικά, ανοίγοντας κατά διαστήματα τα καπάκια των δοχείων (σε αποστειρωμένες, εννοείται, συνθήκες, όπως στον θάλαμο νηματικής ροής), είτε μηχανικά, με τη βοήθεια ειδικών αισθητήρων υγρασίας σε κάθε δοχείο καλλιέργειας οι οποίοι ενεργοποιούν ένα αυτόματο μηχανισμό ανοίγματος/κλεισίματος του κάθε δοχείου. Προφανώς η δεύτερη λύση (επίσης ιαπωνικής έμπνευσης), αν και επιστημονικά ακριβέστερη, χαρακτηρίζεται από μάλλον απαγορευτικό κόστος για συνηθισμένους όγκους παραγωγής.

					Το ποσοστό, τέλος, της ριζοβολίας in vitro μπορεί να αυξηθεί με διάφορους τρόπους, όπως τη δημιουργία σκοτεινών συνθηκών γύρω από την περιοχή της ριζογένεσης, δηλαδή την περιοχή του δοχείου καλλιέργειας που καλύπτεται από το υπόστρωμα. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι το ίδιο το στερεό υπόστρωμα προσφέρει ένα φίλτρο στο προσπίπτον φως, ωστόσο πολλές φορές αυτό δεν είναι αρκετό. Για τον λόγο αυτόν έχουν αναπτυχθεί διάφορες τεχνικές, όπως η κάλυψη της περιοχής ριζοβολίας με μονωτική ταινία ή η προσθήκη στο υπόστρωμα σκούρας χρωστικής. Η τελευταία μέθοδος έχει εφαρμοστεί με ιδιαίτερη επιτυχία στην ιστοκαλλιέργεια της ελιάς, που είναι ένα φυτικό είδος με πολύ χαμηλό ποσοστό ριζογένεσης in vitro. Μια άλλη τεχνική αποσκοπεί στην προσομοίωση των θερμοκρασιακών συνθηκών του εδάφους με θέρμανση της βάσης των δοχείων καλλιέργειας με ειδική θερμαντική πλάκα, λύση που μειονεκτεί κάπως ως προς το κόστος εφαρμογής. Αξίζει, τέλος, να αναφερθεί ότι σε πολλές περιπτώσεις έχει πλέον καθιερωθεί η πραγματοποίηση της ριζοβολίας των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών ex vitro, δηλαδή εκτός συνθηκών ιστοκαλλιέργειας, σε απλά εδαφικά υποστρώματα (π.χ. άμμο, τύρφη) με ή χωρίς τη χρήση ρυθμιστών αύξησης. Προφανώς η λύση αυτή δεν είναι ακόμα εφαρμόσιμη σε όλα τα φυτικά είδη, όπου όμως εφαρμόζεται (σε αρκετά ανθοκομικά είδη, όπως η τριανταφυλλιά, αλλά και σε κηπευτικά, όπως η πατάτα) προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα χαμηλού κόστους και ευκολίας εφαρμογής. Θα λέγαμε ότι αυτή η προσέγγιση βρίσκεται στα όρια μεταξύ μικροπολλαπλασιασμού και συμβατικών μεθόδων πολλαπλασιασμού των .

			

			Οι διαφορετικές προσεγγίσεις στην αντιμετώπιση των προβλημάτων εγκλιματισμού των επιδράσεις των μικροπολλαπλασιαζόμενων φυτών, όπως αναλύθηκαν παραπάνω, συνοψίζονται στο επόμενο Σχήμα 6.2.
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			Σχήμα 6.2. Σύνοψη των κυριότερων προσεγγίσεων στην αντιμετώπιση των προβλημάτων εγκλιματισμού των μικροπολλαπλασιαζόμενων φυτών.

			6.6. ΠΡΟΒΛΗΜΑ ΠΕΜΠΤΟ: ΣΩΜΑΚΛΩΝΙΚΗ ΠΑΡΑΛΛΑΚΤΙΚΟΤΗΤΑ

			Η σωμακλωνική παραλλακτικότητα (somaclonal variation) είναι μια ενδογενής διαδικασία της in vitro καλλιέργειας φυτών, η οποία προκαλεί προσωρινές (transient) ή μόνιμες μεταβολές στο γονιδίωμα των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών και μάλιστα με συχνότητα πολύ υψηλότερη από αυτήν της τυχαίας μετάλλαξης. Η σωμακλωνική παραλλακτικότητα αποτελεί πρόβλημα από την άποψη ότι μειώνει τον βαθμό ομοιομορφίας των αναγεννημένων φυτών καθώς και την πιστή αναπαραγωγή (true-to-type) του μητρικού φυτού. Ωστόσο μπορεί να αποτελέσει ένα χρήσιμο εργαλείο στη βελτίωση των φυτών για τη δημιουργία νέων γονοτύπων σε πολύ σύντομο χρονικό διάστημα.

			6.6.1. Η σωμακλωνική παραλλακτικότητα βασίζεται σε πολλούς μηχανισμούς 

			Ουσιαστικά, η σωμακλωνική παραλλακτικότητα αποτελεί άλλη μια μορφή προσαρμογής των φυτικών κυττάρων στις συνθήκες της in vitro καλλιέργειας. Η εκδήλωση της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας μπορεί να προέλθει μέσα από μεταβολές του γενετικού υλικού σε διάφορα επίπεδα, από απλές σημειακές μεταλλάξεις (δηλαδή αντικατάσταση μιας νουκλεοτιδικής βάσης από μια άλλη), μέτριες αλλαγές όπως ενισχύσεις γονιδίων (αύξηση του αριθμού των αντιγράφων ενός γονιδίου) μέχρι ευρείας κλίμακας αναδιατάξεις του γονιδιώματος οι οποίες μπορεί να συμπεριλαμβάνουν ανταλλαγές τμημάτων των χρωματοσωμάτων και δράση μεταθετών στοιχείων. H σημαντικότερη μεταβολή, η οποία μπορεί να πυροδοτήσει και όλες τις υπόλοιπες, είναι η αλλαγή στο επίπεδο μεθυλίωσης του DNA, με συχνότερο στόχο την 5-μεθυλοκυτοσίνη. Μια ειδική μορφή σωμακλωνικής παραλλακτικότητας αποτελεί η γαμετοκλωνική παραλλακτικότητα, η οποία αφορά φυτά τα οποία αναγεννώνται in vitro από γαμετικά κύτταρα όπως τους ανθήρες. Σε κανονικές συνθήκες, όταν δηλαδή ένα φυτό αναγεννάται in vitro από σωματικά κύτταρα και υπόκειται στη δράση της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, ένας κυρίαρχος αλληλόμορφος (Α) μπορεί να παραλλαχθεί σε υπολειπόμενο (α), οπότε το αναγεννημένο π.χ. διπλοειδές φυτό αντί να είναι ομοζυγωτό για τους κυριάρχους αλληλόμορφους (ΑΑ) θα είναι ετεροζυγωτό (Αα), καθώς θα περιλαμβάνει και τον παραλλαγμένο υπολειπόμενο (δηλαδή μη λειτουργικό) αλληλόμορφο. Σε φαινοτυπικό επίπεδο αυτό δεν αλλάζει πολλά πράγματα, ιδιαίτερα αν ισχύουν σχέσεις πλήρους κυριαρχίας (δηλαδή δεν υπάρχει φαινοτυπική διαφορά μεταξύ των γονότυπων ΑΑ και Αα). Στην περίπτωση όμως που το φυτό αναγεννάται από γαμετικά κύτταρα, ο παραλλαγμένος υπολειπόμενος αλληλόμορφος θα διπλασιαστεί και θα παραχθούν φυτά με γονότυπο ομοζυγωτό για τον αλληλόμορφο αυτό (αα), δηλαδή φυτά στα οποία το συγκεκριμένο γονίδιο δεν θα είναι ενεργό. Με άλλα λόγια, η γαμετοκλωνική παραλλακτικότητα οδηγεί σε ακόμα περισσότερους, διαφοροποιημένους από το κανονικό, γονότυπους αναγεννημένων φυτών. 

			Οι πιθανοί μηχανισμοί που οδηγούν σε σωμακλωνικά παραλλαγμένους γονότυπους συνοψίζονται στον παρακάτω πίνακα:

			
				
					
				
				
					
							
							Σωμακλωνική παραλλακτικότητα

						
					

					
							
							Μεθυλίωση/απομεθυλίωση DNA

							Σημειακές μεταλλαγές

							Υπερ/υπο-ακετυλίωση ιστονών

							Αλλαγές σε:

							* αριθμό των χρωματοσωμάτων

							* δομή των χρωματοσωμάτων

							* συχνότητα διασκελισμού (crossing-over)

							Δράση μεταθετών στοιχείων

							Μιτωτικός διασκελισμός 

							Ενίσχυση γόνων 

						
					

					
							
							Γαμετοκλωνική παραλλακτικότητα

						
					

					
							
							όπως παραπάνω και ακόμα:

							Έκφραση υπολειπόμενων μεταλλαγών

						
					

				
			

			Πίνακας 6.3. Σύνοψη μηχανισμών in vitro παραλλακτικότητας.

			Αξίζει μια σύντομη αναφορά σε έναν από τους μηχανισμούς της in vitro παραλλακτικότητας, αυτόν του μιτωτικού διασκελισμού. Όπως είναι γνωστό, ο διασκελισμός είναι ένα φαινόμενο που παρατηρείται σχεδόν αποκλειστικά στη μείωση κατά τη δημιουργία των γαμετικών κυττάρων και αφορά την ανταλλαγή τμημάτων μεταξύ διαφορετικών χρωματοσωμάτων. Ωστόσο, κατά τη διαδικασία της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας μπορεί να παρατηρηθεί διασκελισμός κατά τη μίτωση, ο οποίος θα αφορά σωματικά κύτταρα και, το κυριότερο, θα περιλαμβάνει ανταλλαγή τμημάτων ομόλογων χρωματοσωμάτων ή ακόμα και ασύμμετρη ανταλλαγή τμημάτων αδελφικών χρωματίδων, με αποτέλεσμα μεγάλης κλίμακας γενετικές αλλαγές. Για παράδειγμα, όπως απεικονίζεται και στο επόμενο Σχήμα 6.3, ο μιτωτικός διασκελισμός μπορεί να οδηγήσει στον διπλασιασμό ενός γονιδίου (κόκκινη περιοχή) σε ένα χρωματόσωμα και στην πλήρη εξάλειψή του από ένα άλλο. 
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			Σχήμα 6.3. Σύγκριση μειωτικού-μιτωτικού γενετικού διασκελισμού. Στην πρώτη περίπτωση (αριστερά) ο διασκελισμός συμβαίνει ανάμεσα σε μη ομόλογα χρωματοσώματα, ενώ στη δεύτερη (δεξιά) ανάμεσα σε αδελφές χρωματίδες (δηλαδή του ίδιου χρωματοσώματος).

			Πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι η σωμακλωνική παραλαλκτικότητα μπορεί να εμφανιστεί και στο γονιδίωμα των οργανιδίων (μιτοχονδρίων, χλωροπλαστών), με ενδιαφέρουσες εφαρμογές στη βελτίωση των φυτών (π.χ. αρρενοστειρότητα, ανθεκτικότητα σε ζιζανιοκτόνα).

			Η σωμακλωνική παραλλακτικότητα είναι εξαιρετικά συνηθισμένη: συμβαίνει με συχνότητα 2-30%, πολύ υψηλότερη της αυθόρμητης μετάλλαξης (10-4 - 10-6). 

			6.6.2. Η συχνότητα της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας εξαρτάται από τις συνθήκες του μικροπολλαπλασιασμού 

			Σε γενικές γραμμές, η εμφάνιση παραλλακτικότητας είναι συνυφασμένη με την in vitro καλλιέργεια φυτικών κυττάρων. Ωστόσο η συχνότητά της δεν είναι απαραίτητα υψηλή, μπορεί όμως να αυξηθεί σημαντικά αν συντρέχουν οι ακόλουθες προϋποθέσεις (Yu et al. 2011, Neelakandan and Wang 2012):

			Αναγέννηση φυτών από αποδιαφοροποιημένους ιστούς (κάλους): πρόκειται για τον κλασσικό μηχανισμό έμμεσης διαφοροποίησης των φυτικών ιστών in vitro, αφού πρώτα περάσουν μέσα από ένα στάδιο αποδιαφοροποίησης, στο οποίο είναι δυνατός ο γρήγορος πολλαπλασιασμός των κάλων που έχουν δημιουργηθεί. Κατά βάση η αποδιαφοροποίηση αποτελεί το σημαντικότερο μηχανισμό επαγωγής σωμακλωνικής παραλλακτικότητας. Αυτό συμβαίνει επειδή κατά την αυξημένη κυτταρική διαίρεση, η οποία χαρακτηρίζει τους αποδιαφοροποιημένους ιστούς, παρατηρείται εξαιρετικά αυξημένη απομεθυλίωση του DNA.

			Επώαση των in vitro καλλιεργειών στο ίδιο υπόστρωμα για μεγάλο χρονικό διάστημα: έχει διαπιστωθεί πειραματικά ότι η επώαση των φυτικών ιστών στο ίδιο θρεπτικό υπόστρωμα για διάστημα μεγαλύτερο των τριών-τεσσάρων μηνών συχνά συνδέεται με αύξηση του ποσοστού των σωμακλωνικά παραλλαγμένων φυτών, πιθανόν λόγω της καταπόνησης των καλλιεργειών από τη βαθμιαία μείωση των διαθέσιμων θρεπτικών συστατικών.

			Χρήση ώριμων εκφύτων: έκφυτα τα οποία έχουν ολοκληρώσει το στάδιο ανάπτυξης τους στο μητρικό φυτό (π.χ. πλήρως ανεπτυγμένα φύλλα, σε αντίθεση με νεαρά φύλλα) είναι πιο επιρρεπή στην εμφάνιση σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, καθώς το γονιδίωμά τους έχει ήδη υποστεί κάποιες μεταβολές ενώ παράλληλα έχουν αδρανοποιηθεί εν μέρει οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης αυτών των μεταβολών.

			Μικροπολλαπλασιασμός πολυπλοειδών φυτών: όσο αυξάνεται η πολυπλοειδία τόσο αυξάνεται η συχνότητα της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, καθώς υπάρχει απλώς περισσότερο διαθέσιμο γενετικό υλικό-στόχος.

			Επίδραση φυσικών και/ή χημικών μεταλλαξιογόνων παραγόντων: αφορά την περίπτωση κατά την οποία η in vitro παραλλακτικότητα είναι επιθυμητή (για βελτιωτικούς σκοπούς, βλ. παρακάτω 6.6.4) οπότε μπορεί να αυξηθεί με φυσικούς (π.χ. εφαρμογή ιονίζουσας ακτινοβολίας) ή χημικούς τρόπους (π.χ. προσθήκη αζιδίου του νατρίου [NaN3] στο θρεπτικό υπόστρωμα). Θετική επίδραση στην in vitro παραλλακτικότητα έχει κατά καιρούς αποδοθεί στη συνθετική αυξίνη 2,4-D. Αξίζει να αναφερθεί ότι ακόμα και τα συνήθη αντιβιοτικά που χρησιμοποιούνται για την αντιμετώπιση των μολύνσεων στην ιστοκαλλιέργεια (βλ. Ενότητα 6.1) μπορούν να επάγουν την in vitro παραλλακτικότητα μέσα από εκτεταμένη απομεθυλίωση του DNA. 

			6.6.3. Η αντιμετώπιση της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας 

			Η συχνότητα της εμφάνισης της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας μπορεί να μειωθεί αντιστρέφοντας την επίδραση των τριών πρώτων παραγόντων αύξησης αυτής που αναφέρθηκαν προηγουμένως:

			
					Αναγέννηση φυτών μέσω άμεσης διαφοροποίησης με ελαχιστοποίηση της δημιουργίας κάλου: η πλέον χαρακτηριστική περίπτωση είναι η καλλιέργεια μεριστωμάτων (βλ. επίσης Κεφάλαιο 7). Στο είδος αυτό μικροπολλαπλασιασμού τα έκφυτα μεταβαίνουν από μια μορφή διαφοροποίησης (μερίστωμα) στην αμέσως επόμενη (φυτό) επιτυγχάνοντας την απόλυτη γενετική πιστότητα των αναπαραγώμενων φυτών. Ωστόσο δεν είναι πάντα εφικτή η αποφυγή δημιουργίας κάλου, ιδιαίτερα όταν το αρχικό φυτικό υλικό είναι περιορισμένο και απαιτείται ο γρήγορος πολλαπλασιασμός του. Πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι η σωματική εμβρυογένεση, αν και αποτελεί διαδικασία διαφοροποίησης, είναι συνδεδεμένη με υψηλή συχνότητα σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, ιδιαίτερα αν επάγεται σε κάλο, ενώ και η καθαυτή επαγωγή των σωματικών εμβρύων συνοδεύεται από φαινόμενα μαζικής απομεθυλίωσης του DNA.

					Συχνή ανανέωση του θρεπτικού υποστρώματος: κατά προτίμηση κάθε 2-4 εβδομάδες, οπότε προάγεται και η ταχύτερη ανάπτυξη των καλλιεργειών. Σε κάθε περίπτωση δεν συνιστάται η χρήση του ίδιου υποστρώματος για διάστημα μεγαλύτερο των δύο μηνών.

					Χρήση νεαρών εκφύτων, όπως άρτι εκπτυχθέντων φύλλων και βλαστών και γενικότερα ιστών με σημαντική περιεκτικότητα σε μεριστωματικά κύτταρα.

					Αποφυγή προσπάθειας αναγέννησης υπερβολικά μεγάλου αριθμού φυτών από ένα και μόνο έκφυτο: ακόμα και αν εφαρμόζεται ένα πρωτόκολλο μικροπολλαπλασιασμού με άμεση διαφοροποίηση, θα πρέπει να τηρείται ένα όριο στον αριθμό των φυτών που μπορούν να αναπαραχθούν με συνεχείς ανακαλλιέργειες των φυτών που προήλθαν από ένα αρχικό έκφυτο. Πειραματικά δεδομένα διαθέσιμα από τον μικροπολλαπλασιασμό ορισμένων φυτικών ειδών (π.χ. μπανάνας) τοποθετούν αυτό το όριο περίπου στα χίλια φυτά.

			

			Όσον αφορά την επίδραση της πολυπλοειδίας στη συχνότητα της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, προφανώς δεν είναι εφικτή η απαγόρευση της ιστοκαλλιέργειας πολυπλοειδών φυτών και για αυτό δεν εξετάζεται καν ως πιθανή λύση.

			6.6.4. Η χρήσιμη πλευρά της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας 

			Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η σωμακλωνική παραλλακτικότητα μπορεί να αποτελέσει σημαντικό εργαλείο στη βελτίωση των φυτών, καθώς επιτρέπει την πολύ γρήγορη δημιουργία παραλλαγμένων γονότυπων ενός φυτικού είδους, κλώνου ή ποικιλίας. Θα πρέπει ωστόσο να επισημανθούν δύο προβλήματα που αφορούν την εφαρμογή της in vitro παραλλακτικότητας ως μέθοδο ρουτίνας στο πλαίσιο ενός βελτιωτικού προγράμματος:

			
					Η δημιουργία παραλλαγμένων γονότυπων ακολουθεί τυχαίο στοχαστικό πρότυπο, δηλαδή δεν μπορούμε να επιλέξουμε εκ των προτέρων το είδος των αλλαγών που θα προκύψουν. Σε αντίθεση με την κλασική βελτίωση φυτών ή τη γενετική τροποποίηση με ανασυνδυασμένο γενετικό υλικό, η συντριπτική πλειοψηφία των σωμακλωνικά παραλλαγμένων φυτών θα φέρει άχρηστα ή/και επιζήμια νέα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά. Επομένως απαιτείται η παραγωγή μεγάλου αριθμού διαφορετικών σωμακλώνων για να απομονωθεί μια χρήσιμη παραλλαγή.

					Οι γενετικές μεταβολές που προέρχονται από σωμακλωνική παραλλακτικότητα συνήθως είναι προσωρινές (επιγενετικές) και δεν διατηρούνται στις επόμενες γενεές, προφανώς λόγω της επίδρασης επιδιορθωτικών μηχανισμών. Ωστόσο υπάρχουν και μόνιμες, κληρονομούμενες μεταβολές. Επιγενετικές είναι κυρίως οι μεταβολές που οφείλονται σε μεθυλίωση του DNA, ενίσχυση γόνων και/ή δράση μεταθετών στοιχείων.

			

			Παρά τα προβλήματα αυτά, η σωμακλωνική παραλλακτικότητα έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία στη δημιουργία νέων γονότυπων με ανώτερα χαρακτηριστικά, όπως αυξημένη αντοχή σε βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες καταπόνησης σε σειρά φυτικών ειδών, όπως κριθάρι, χρυσάνθεμο, αχλάδι, κερασιά, φοινικόδεντρο, ρύζι και τσάι. Επίσης έχει εφαρμοστεί με μεγάλη επιτυχία στην απομόνωση κάλων με ικανότητα παραγωγής νέων ουσιών με φαρμακευτική αξία (π.χ. αντικαρκινικές πρωτεΐνες από ιστοκαλλιέργειες του ιξού, αντικαταθλιπτικές ανθρακινόνες από το βαλσαμόχορτο και αντιψυχωτικά αλκαλοειδή από το Rauwolfia seperntina). Σχετικά αντιπροσωπευτικά παραδείγματα αναφέρονται στον Πίνακα 6.4.

			
				
					
					
				
				
					
							
							Φυτικά είδη όπου έχει εφαρμοστεί η σωμακλωνική παραλλακτικότητα για βελτιωτικούς σκοπούς

						
							
							Καπνός, αραβόσιτος, ντομάτα, στάρι, ρύζι, Brassica sp., σακχαροκάλαμο, πατάτα, μπανάνα, σόργο, φράουλα, Citrus sp., Primula sp., Zinnia sp., κερασιά, τσάι, λαθούρι, φοινικόδενδρο, Atropa bellandona, Viscum album, Cartamus tinctorius, Hypericum perforatum, Rauwolfia serpentine

						
					

					
							
							Βελτιωμένα χαρακτηριστικά

						
							
							Αντοχή σε μολύνσεις από μύκητες (Fusarium oxysporum, Phytophthora, Alternaria, Helminthosporium maydis)

							Αντοχή σε μολύνσεις από βακτήρια (Pseudomonas syringae, Xanthomonas oryzae)

							Αντοχή σε μολύνσεις από ιούς (μωσαϊκό του καπνού)

							Αντοχή σε βαρέα μέταλλα (Al) και αλατότητα εδάφους

							Αντοχή σε ζιζανιοκτόνα

							Αντοχή στον παγετό

							Μειωμένη περιεκτικότητα σε βλαβερά συστατικά (π.χ. νευροτοξίνες λαθουριού)

							Αρρενοστειρότητα (χρήσιμη στα βελτιωτικά πειράματα)

						
					

				
			

			Πίνακας 6.4. Αντιπροσωπευτικά παραδείγματα εφαρμογών της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας στη βελτίωση φυτών.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7

			ΚΑΤΗΓΟΡΙΕΣ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			7.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Όπως έχει ήδη αναφερθεί στο εισαγωγικό κεφάλαιο, η ιστοκαλλιέργεια των φυτών έχει πάρα πολλές εφαρμογές. Ανάμεσα σε αυτές ξεχωρίζουν εκείνες που αφορούν την αναπαραγωγή των φυτών είτε στην αυτούσια μορφή τους είτε σε συνδυασμό με προγράμματα γενετικής βελτίωσης.

			Μπορούμε να ταξινομήσουμε σε τρεις κατηγορίες τις εφαρμογές της ιστοκαλλιέργειας στον μικροπολλαπλασιασμό των φυτών. Οι δύο πρώτες κατηγορίες αφορούν την αναπαραγωγή των φυτών (δηλαδή τον μικροπολλαπλασιασμό) και διακρίνονται μεταξύ τους από το εάν τα έκφυτα σχηματίζουν κάλο (δηλαδή αποδιαφοροποιούνται) πριν διαφοροποιηθούν σε όργανα (βλαστό, ρίζα, φύλλο) ή σε σωματικά έμβρυα. Επομένως οι δύο πρώτες κατηγορίες διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το εάν αφορούν άμεση ή έμμεση οργανογένεση/σωματική εμβρυογένεση. Η τρίτη κατηγορία περιλαμβάνει ειδικές εφαρμογές της ιστοκαλλιέργειας στη γενετική βελτίωση των φυτών.

			Οι διαφορετικές εφαρμογές της ιστοκαλλιέργειας με σκοπό τον μικροπολλαπλασιασμό, ταξινομημένες σύμφωνα με όσα προαναφέρθηκαν, παρουσιάζονται συνοπτικά στον Πίνακα 7.1. 
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							Δημιουργία κάλου

							Χειρισμός διαφοροποίησης

							Υψηλή παραγωγικότητα

							Δημιουργία νέων γονότυπων μέσω σωμακλωνικής παραλλακτικότητας

							Παραγωγή βιοδραστικών ουσιών

						
							
							Γενετική αστάθεια

						
					

				
			

			Πίνακας 7.1. Οι διαφορετικές εφαρμογές της ιστοκαλλιέργειας φυτών. (1) εφαρμογές μικροπολλαπλασιασμού με λίγη ή καθόλου παρεμβολή κάλου (2) εφαρμογές μικροπολλαπλασιασμού με ουσιαστική παρεμβολή κάλου.

			7.2. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΜΕΡΙΣΤΩΜΑΤΩΝ

			Η απομόνωση και ανάπτυξη του βλαστικού μεριστώματος είναι σημαντική για την ανάκτηση φυτών απαλλαγμένων από παθογόνα. Όταν τα βλαστικώς πολλαπλασιασμένα φυτά μολυνθούν, το παθογόνο περνά από τη μια βλαστική γενεά στην επόμενη. Ολόκληρος ο πληθυσμός μιας ορισμένης κλωνοποιημένης ποικιλίας μπορεί να μολυνθεί από το ίδιο παθογόνο. 

			 Στα πρώτα πειράματα πολλαπλασιασμού φυτών ντομάτας in vitro βρέθηκε ότι οι ιώσεις δεν διατηρούνταν πάντοτε όταν υποκαλλιεργούνταν το ακρορρίζιο από μια προσβεβλημένη ρίζα. Αυτή ήταν και η πρώτη έρευνα που θεμελίωσε τη θεωρία της χρήσης καλλιέργειας μεριστωμάτων για την εξάλειψη παθογόνων ιών.

			Η καλλιέργεια μεριστωμάτων χρησιμοποιείται ακόμα για την παραγωγή φυτών κλωνικά πιστών προς το αρχικό φυτό-δότη, δηλαδή χωρίς παραλλαγές.

			Μετά από σχετικές μελέτες η μεριστωματική καλλιέργεια έχει χρησιμοποιηθεί εκτενώς για πλήθος φυτών και αποτελεί τη βάση της βιομηχανίας μικροπολλαπλασιασμού των κηπευτικών.

			7.2.1. Δομή του κορυφαίου μεριστώματος 

			Η καλλιέργεια βλαστικών μεριστωμάτων είναι μια τεχνική κατά την οποία ένα κομμάτι σε σχήμα «θόλου» από τη μεριστωματική ζώνη της κορυφής του στελέχους εξαιρείται και εμβολιάζεται σε θρεπτικό υπόστρωμα που ενισχύει την ανάπτυξη των φυτών. Στην κλασική ανατομία φυτών το κορυφαίο μερίστωμα διαιρείται σε δυο ζώνες: (α) το «προμερίστωμα» (που περιέχει τα κορυφαία κύτταρα) (β) το «περιφερειακό μερίστωμα» (που περιέχει το πρωτόδερμα και το προκάμβιο) (Σχήμα 7.1). 

			 Ο κορυφαίος θόλος δεν έχει σύνδεση μέσω του αγγειακού συστήματος με το ανώριμο προκάμβιο, το νεαρό αρχέτυπο φύλλο και τους νεαρούς μασχαλιαίους οφθαλμούς. Η έλλειψη αγγειακής σύνδεσης παρέχει τη βάση για τη χρησιμοποίηση της τεχνικής μεριστωματικής καλλιέργειας για την εξάλειψη των παθογόνων.

			 Τα κύτταρα που αποτελούν το επάκριο μερίστωμα τείνουν να είναι γενετικά σταθερά. Σε ένα σύστημα μικροπολλαπλασιασμού αυτά τα κύτταρα έχουν τη μεγαλύτερη ικανότητα να παράγουν φυτά που έχουν την ίδια γονοτυπική και φαινοτυπική σύσταση με την πηγή του εκφύτου. Ωστόσο ένα από τα μειονεκτήματα της μεθόδου είναι ο σχετικά μικρός αριθμός διαθέσιμων μεριστωμάτων σε κάθε φυτό.

			[image: ]

			 Σχήμα 7.1. Εντοπισμός κορυφαίου μεριστώματος.

			7.2.2. Η διαδικασία απομόνωσης του κορυφαίου μεριστώματος και της καλλιέργειάς του κάτω από ασηπτικές συνθήκες

			Η απομόνωση και η καλλιέργεια μεριστωμάτων είναι αρκετά απαιτητική διαδικασία που μπορεί να εκτελεστεί μόνο από έμπειρο τεχνικό προσωπικό, είναι δε και σχετικά χρονοβόρα (απαιτούνται περίπου 10 λεπτά για την απομόνωση και εμβολιασμό ενός και μόνου μεριστώματος). Για τον λόγο αυτόν η μέθοδος δεν θεωρείται ιδιαίτερα παραγωγική και χρησιμοποιείται μόνο για την εγκατάσταση ενός αρχικού πληθυσμού φυτών in vitro τα οποία είναι απαλλαγμένα ιώσεων και κλωνικά όμοια με το μητρικό φυτό. 

			Για τη μεριστωματική καλλιέργεια χρησιμοποιούνται έντονα αναπτυσσόμενες κορυφές βλαστών. Όταν οι βλαστοί βρίσκονται στη φάση έντονης ανάπτυξης η συγκέντρωση του παθογόνου τείνει να μειωθεί και η ικανότητα ανάπτυξης μετά την εκτομή είναι μεγαλύτερη. Ενεργά αναπτυσσόμενοι βλαστοί μπορούν να αποκτηθούν πολλαπλασιάζοντας αποστειρωμένα τμήματα στελεχών, βολβούς, γογγυλόριζες ή κονδύλους σε αποστειρωμένο συνθετικό εδαφικό μίγμα.

			Τα βλαστικά μεριστώματα επιδέχονται επιφανειακή απολύμανση πριν την εκτομή του μεριστώματος. Για παράδειγμα, οφθαλμοί με έντονα καλυπτόμενα φύλλα εμβαπτίζονται γρήγορα σε διάλυμα αιθανόλης 75% (ο/ο), ενώ οφθαλμοί με χαλαρά καλυπτόμενα φύλλα εμβαπτίζονται σε διάλυμα χλωρίνης 2% (β/ο). Το διάλυμα αφαιρείται με 3 ξεπλύματα σε απιονισμένο νερό. 

			Η εκτομή του μεριστώματος γίνεται υπό ασηπτικές συνθήκες χρησιμοποιώντας τη συνήθη ασηπτική τεχνική. Για την αφαίρεση μεριστωμάτων απαιτείται στερεοσκόπιο. Για την εκτομή μεριστώματος, το άκρο του βλαστού τοποθετείται στο μικροσκόπιο με λαβίδες. Χρησιμοποιούνται κοντές υποδερμικές βελόνες (2 cm) για την αφαίρεση των φύλλων και του αρχέτυπου φύλλου. Όσο η διαδικασία εκτομής προχωρά προς την κορυφή, θα πρέπει να χρησιμοποιείται διαφορετική αποστειρωμένη βελόνα για κάθε αρχέτυπο. Αυτή η τεχνική είναι μια πρόληψη για την αποφυγή μεταφοράς μικροοργανισμών στην αποστειρωμένη κορυφή. Μακρύτερες βελόνες (3 cm) χρησιμοποιούνται για την εκτομή του μεριστώματος, έτσι ώστε να εξασφαλιστεί ένα λείο κόψιμο σε σχήμα V κάτω απ’ τον κορυφαίο θόλο. Το έκφυτο μεταφέρεται στη συνέχεια στην επιφάνεια του υποστρώματος καλλιέργειας. Είναι επίσης σημαντικό κατά την εμφύτευση να παρέχεται στα μεριστώματα επαρκές οξυγόνο και να απομακρύνονται πιθανοί ενδογενείς παρεμποδιστές με την προσθήκη λεπτής στοιβάδας νερού πάνω στο στερεό υπόστρωμα καλλιέργειας και γύρω από το εμφυτευμένο μερίστωμα. 

			Δεν υπάρχει κανένα διαθέσιμο υπόστρωμα γενικής χρήσης για τις καλλιέργειες μεριστωμάτων. Τα περισσότερα υποστρώματα που χρησιμοποιούνται συνήθως αναπτύχθηκαν αρχικά για καλλιέργεια ριζών (υπόστρωμα White) ή άλλες χρήσεις. Οι άριστες συγκεντρώσεις των συστατικών, και κυρίως των ιχνοστοιχείων, δεν έχουν εκτιμηθεί πλήρως για την καλλιέργεια μεριστωμάτων. Από τα χρησιμοποιούμενα υποστρώματα αυτό των Murashige και Skoog ή το υπόστρωμα White, με κάποιες τροποποιήσεις, είναι τα πιο συχνά και επιτυχημένα. Οι απαιτήσεις του υποστρώματος σε πρόσθετα ανάπτυξης και συγκέντρωση αλάτων ποικίλουν ανάλογα με το είδος και ιδιαίτερα ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης της καλλιέργειας. Τα πιο συνηθισμένα πρόσθετα είναι οι ρυθμιστές αύξησης. Υπάρχουν όμως και είδη που καλλιεργούνται χωρίς ρυθμιστές αύξησης στα υποστρώματα. Η πλειονότητα των υποστρωμάτων εφοδιάζεται με κυτοκινίνη για να ενισχύσει τη βλαστική ανάπτυξη. Τρεις κυτοκινίνες χρησιμοποιούνται συχνά για εφοδιασμό υποστρωμάτων, με την ακόλουθη σειρά προτίμησης: ΒΑ> Kin > 2-iP. Επίσης απαιτείται αυξίνη για την ανάπτυξη των εκβλαστήσεων, πάλι με την ακόλουθη σειρά προτίμησης: ΝΑΑ > ΙΒΑ >> 2,4-D. Συνήθως, ωστόσο, αποφεύγεται εντελώς η εφαρμογή αυξίνης, τουλάχιστον σε αρχικό στάδιο. Σε ορισμένες μόνο περιπτώσεις χρησιμοποιείται και το γιββερελλικό οξύ σε χαμηλές συγκεντρώσεις (0,1 mg l-1), επειδή σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις είναι πιθανή η παρεμπόδιση της ριζοβολίας.

			Γενικά, οι καλλιέργειες βλαστικού μεριστώματος επωάζονται σε συνθήκες φωτός, του οποίου η ένταση πρέπει να αυξάνεται όσο αυξάνεται το μήκος των αναγεννώμενων μικροβλαστών. Ωστόσο η αρχική επαγωγή της έκπτυξης των μεριστωμάτων πρέπει να πραγματοποιείται κάτω από χαμηλή ένταση φωτισμού (150-1000 Lux ή 2-14 μmol m-2 s-1). Επίσης, όταν αρχίζει ο σχηματισμός των, υψηλής συγκέντρωσης σε πολυφαινόλη, εκφύτων είναι σκόπιμο να μειωθεί η ένταση του φωτός, ενώ η μεγιστοποίηση της ανάπτυξης in vitro επιταχύνεται σε μεγάλες φωτοπεριόδους (τουλάχιστον 16 ώρες φωτός την ημέρα), έτσι ώστε να αποφεύγονται φαινόμενα επαγωγής λήθαργου.

			7.2.3. Πώς επιτυγχάνεται η εξάλειψη των παθογόνων; 

			Η αξία της καλλιέργειας μεριστωμάτων για την παραγωγή φυτών απαλλαγμένα από ιούς είναι εμφανής στην περίπτωση των καλλιεργούμενων φυτών. Έχει αποδειχθεί ότι μη ιωμένες βλαστικές κορυφές θα μπορούσαν να αποκτηθούν από προσβεβλημένα φυτά μέσω της καλλιέργειας μεριστωμάτων. Επιπρόσθετα, η καλλιέργεια μεριστωμάτων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να παραχθούν φυτά απαλλαγμένα από ιούς, που μολύνθηκαν συστηματικά από παθογόνα όπως το μυκόπλασμα, τους μύκητες και τα βακτήρια. Αυτό έχει ανυπολόγιστη αξία για τη βιομηχανία κηπευτικών.

			Η απουσία (ή η παρουσία σε πολύ μικρή συγκέντρωση) ιών στα μεριστώματα ιωμένων φυτών έχει αποδοθεί σε διάφορες αιτίες, κυριότερες από τις οποίες είναι οι εξής:

			
					Δεν υφίσταται αγγειακή σύνδεση μεριστώματος – φυτού (δεν μεταφέρονται ιοί στο μερίστωμα).

					Η κυτταροδιαίρεση του μεριστώματος είναι ταχύτερη από τη διάδοση των ιών από κύτταρο σε κύτταρο.

					Το μερίστωμα περιέχει αντιικές ουσίες. 

			

			Η επιτυχία της καλλιέργειας μεριστωμάτων επηρεάζεται από τις συνθήκες ανάπτυξης του στελέχους και την εποχή κατά τη διάρκεια της οποίας εξασφαλίζεται το έκφυτο. Πάντως τα καλύτερα αποτελέσματα λαμβάνονται όταν τα μεριστώματα έχουν συλλεχθεί στο τέλος του κύκλου τους, όταν έχει λήξει ο λήθαργος των οφθαλμών και έχει αρχίσει η βλάστηση. Προτιμάται επίσης η παραλαβή των κορυφαίων παρά των πλευρικών μεριστωμάτων.

			Γενικά, όσο μεγαλύτερο είναι το έκφυτο τόσο το καλύτερο για την επιβίωσή του. Δηλαδή μεγάλου μεγέθους έκφυτα δίνουν ολοκληρωμένα φυτά, ενώ πολύ μικρού μεγέθους έκφυτα μπορεί να δώσουν κάλους ή ρίζες. Παράλληλα, όμως, το μικρό μέγεθος επιτρέπει την ανομοιόμορφη και ατελή κατανομή των μικροβίων στον φυτικό οργανισμό. Επομένως, σαν συμβιβασμό, προσδιορίζονται τα όρια μεγέθους του εκφύτου (0,2-0,5mm) για να έχουμε τα καλύτερα δυνατά αποτελέσματα.

			Επίσης η παρουσία αρχέτυπου φύλλου μπορεί να καθορίσει την ικανότητα ανάπτυξης του εκφύτου μεριστώματος. Για να εξαλειφθεί η μόλυνση από παθογόνα, καλλιεργούνται μεριστώματα με ένα μόνο ζεύγος αρχέτυπων φύλλων.

			Έχει παρατηρηθεί ότι η επαφή ενός μολυσμένου φύλλου με το μέσο της καλλιέργειας έχει ως αποτέλεσμα την προσωρινή εξάλειψη των ιών. Επομένως με την προσθήκη στο μέσο της καλλιέργειας κάποιων αντιβιοτικών ουσιών (π.χ. virazole, vidarabine, πράσινο του μαλαχίτου, θειοουρακίλη) πετυχαίνουμε πληρέστερη εξόντωση των ιών. Επιπρόσθετα η θερμοκρασία αδρανοποιεί κάποιους ιούς και έτσι συμβάλλει με τους χημικούς ρυθμιστές στην καταπολέμησή τους. Η τελευταία μέθοδος ονομάζεται θερμοθεραπεία και συνίσταται στην καλλιέργεια των αναπτυσσόμενων μεριστωμάτων σε θερμοκρασία 35-38°C για διάστημα 2-10 εβδομάδων. Σε κάθε, πάντως, περίπτωση πρέπει να διενεργείται έλεγχος της καθαρότητας των αναγεννηθέντων φυτών από ιούς και άλλα παθογόνα. 

			Συνήθως η αναγέννηση βλαστών από τα καλλιεργούμενα μεριστώματα συνοδεύεται από ελάχιστο ή και καθόλου κάλο, γεγονός που εξασφαλίζει τη γενετική πιστότητα των αναγεννώμενων φυτών. 

			7.3. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΟΦΘΑΛΜΩΝ

			Οι οφθαλμοί περιέχουν μεριστωματικά κύτταρα και για αυτό ιστοκαλλιεργούνται για τον ίδιο πρακτικά σκοπό όπως και τα κορυφαία μεριστώματα. Η μέθοδος χρησιμοποιείται για τον μικροπολλαπλασιασμό φυτικών ειδών όπως κουνουπίδι, ζέρμπερα, ροδόδενδρο, ευκάλυπτο και διοσκορέα. Ωστόσο η χρήση των οφθαλμών απαιτεί αυξημένη προσοχή καθώς:

			
					Τα λέπια των οφθαλμών αποτελούν σημαντικές εστίες μικροοργανισμών (κυρίως βακτηρίων) που μπορούν να μολύνουν την ιστοκαλλιέργεια. Για αυτό το λόγο πρέπει να εφαρμοστούν τα κατάλληλα πρωτόκολλα απολύμανσης. 

					Οι πλευρικοί οφθαλμοί (δηλαδή αυτοί που εκφύονται στα πλάγια ενός βλαστού) συνήθως δεν αντιδρούν στην ιστοκαλλιέργεια. Αυτό συμβαίνει λόγω του φαινομένου της κυριαρχίας του κορυφαίου οφθαλμού, δηλαδή αυτού που βρίσκεται στην άκρη του βλαστού. Ο τελευταίος παρεμποδίζει τη βλάστηση των πλάγιων οφθαλμών μέσω της παραγωγής αυξίνης και άλλων παρεμποδιστών. Για να καταστεί δυνατή η χρησιμοποίηση των πλάγιων οφθαλμών στην ιστοκαλλιέργεια, πρέπει πρώτα να κοπεί ο κορυφαίος οφθαλμός από τον βλαστό στο μητρικό φυτό και μετά από μερικές ημέρες, αφού θα έχει εξουδετερωθεί η δράση της αυξίνης, να παραληφθούν οι πλάγιοι οφθαλμοί για ιστοκαλλιέργεια.

					Η θέση του οφθαλμού στο μητρικό φυτό είναι καθοριστική για το είδος της οντογενετικής του εξέλιξης in vitro. Έχει παρατηρηθεί ανάπτυξη των εκφύτων σε μεγαλύτερο ποσοστό όταν προέρχονται από ακραία μπουμπούκια από ότι όταν προέρχονται από πλαϊνά. Σε ορισμένα φυτά ο ακραίος οφθαλμός διαφοροποιείται σε άνθος ενώ ο προσκείμενος μασχαλιαίος σε βλαστικό τμήμα. Η έκφραση ενός οφθαλμού ως «ανθοφόρου» ή «φυλλοφόρου» εξαρτάται σημαντικά και από περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως τη θερμοκρασία και τη φωτοπερίοδο. Για τον μικροπολλαπλασιασμό χρησιμοποιούνται αποκλειστικά βλαστοφόροι οφθαλμοί. 

			

			7.4. ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΕΜΒΡΥΩΝ

			Η in vitro καλλιέργεια ζυγωτών εμβρύων (δηλαδή εμβρύων τα οποία προέρχονται από κανονική γονιμοποίηση) αποσκοπεί στη διευκόλυνση της βλάστησης του εμβρύου όταν αυτή δεν είναι εφικτή. Αυτό μπορεί να συμβεί σε ορισμένες περιπτώσεις, όπως:

			
					Ο σπόρος δεν έχει εκτεθεί για αρκετό χρονικό διάστημα σε χαμηλές θερμοκρασίες, δηλαδή δεν έχει ολοκληρωθεί η διαδικασία της εαρινοποίησης (vernalization). Η απαιτούμενη διάρκεια εαρινοποίησης διαφέρει ανάλογα με το φυτικό είδος και μερικές φορές με την ποικιλία, π.χ. για το κριθάρι απαιτείται γενικά αποθήκευση των σπόρων για δύο μήνες σε θερμοκρασία 4-8°C. Η ωρίμανση του σπόρου μπορεί να καθυστερεί και για άλλους φυσιολογικούς λόγους, με αποτέλεσμα να απαιτούνται έως και δεκαετίες για τη βλάστησή του (π.χ. σε πολλά κωνοφόρα). Το χαρακτηριστικό παράδειγμα της εφαρμογής της καλλιέργειας εμβρύων για την επιτάχυνση της βλάστησης είναι η δραστική συντόμευση (από έτη σε μήνες) του αναπαραγωγικού κύκλου του γένους Iris καθώς και διαφόρων ποικιλιών μηλιάς.

					Για διαφόρους λόγους, το ενδοσπέρμιο περιέχει παρεμποδιστικούς παράγοντες για τη βλάστηση του εμβρύου. Ένας από αυτούς είναι και η διαφορετική ταξινομική προέλευση του εμβρύου από το μητρικό φυτό (από το οποίο προέρχεται το ενδοσπέρμιο). Στις περιπτώσεις αυτές λέμε ότι το έμβρυο προήλθε από μια απαγορευμένη διασταύρωση (illegal crossing). Για παράδειγμα, τα έμβρυα τα οποία προέρχονται από τη διασταύρωση Triticum aestivum και Aegilops spp. πεθαίνουν κατά την ανάπτυξή τους λόγω της ανάπτυξης απορριπτικών παραγόντων από το μητρικό ενδοσπέρμιο. Στο σημείο αυτό μπορούμε να επέμβουμε καλλιεργώντας τα υβριδικά έμβρυα σε τεχνητό υπόστρωμα το οποίο θα αναπληρώνει τις απαραίτητες θρεπτικές και ορμονικές ουσίες του ενδοσπερμίου, χωρίς να περιέχει τοξικούς παράγοντες. Με τον τρόπο αυτόν είναι δυνατή η αναγέννηση φυτών που θα φέρουν υβριδικά χαρακτηριστικά και των δύο διαφορετικών φυτικών ειδών. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται διάσωση εμβρύου (embryo rescue) και συνοψίζεται στο Σχήμα 7.2. Άλλα ενδεικτικά παραδείγματα διαειδικών υβριδισμών που έγιναν εφικτοί με τη μέθοδο αυτή παρουσιάζονται στον Πίνακα 7.2. Δεν σημαίνει βέβαια ότι η διαδικασία της διάσωσης του εμβρύου μπορεί να εφαρμοστεί σε κάθε πιθανό συνδυασμό διασταύρωσης, καθώς τις περισσότερες φορές οι απαγορευμένες διασταυρώσεις μεταξύ πολύ απομακρυσμένων ειδών (από ταξινομική άποψη) αποτυγχάνουν στα πολύ αρχικά στάδια σχηματισμού εμβρύου. Πολλές φορές τα υδριδικά έμβρυα είναι στείρα ή υπογόνιμα. 
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			Σχήμα 7.2. Η διαδικασία της διάσωσης εμβρύου.

			
				
					
				
				
					
							
							Brassica campestris X B.oleracea

							Cucurbita pepo X C. moschata

							Gossypium arboreum X G. herbaceum

							Gossypium hirsutum X G. barbadense

							Hordeum vulgare X H. bulbosum

							Lycopersicon esculentum X L. peruvianum

							Melilotus officinalis X M. alba

							Oryza sativa X O. officinalis

							Phaseolus vulgaris X P. lunatus

							Triticum aestivum X Aegilops spp.

						
					

				
			

			Πίνακας 7.2. Ενδεικτικά παραδείγματα διαειδικών διασταυρώσεων στις οποίες εφαρμόστηκε καλλιέργεια εμβρύων.

			Τα καλλιεργούμενα έμβρυα μπορούν να χρησιμοποιηθούν και ως πηγή για την επαγωγή, δευτερογενώς, σωματικών εμβρύων, δηλαδή τα σωματικά έμβρυα να προέλθουν από ζυγωτά. Αυτό συνήθως επιτυγχάνεται με την εφαρμογή αυξίνης. Παραδείγματα τέτοιων εφαρμογών συναντώνται στα σιτηρά και τα κωνοφόρα. 

			Μια ειδική ερευνητική εφαρμογή αποτελεί η παραγωγή ινών από σπόρους βαμβακιού in vitro, έτσι ώστε να μελετηθεί η ινοποιητική ικανότητα διαφορετικών ποικιλιών σε πολύ πρώιμο στάδιο. 

			Άλλες εφαρμογές περιλαμβάνουν τη βασική έρευνα σχετικά με την ανάπτυξη και τη φυσιολογία του εμβρύου, τη δοκιμή ζωτικότητας του σπόρου κ.ά.

			Από τεχνική άποψη, η καλλιέργεια των εμβρύων παρουσιάζει ορισμένες ιδιομορφίες, οι οποίες αναφέρονται περιληπτικά στη συνέχεια:

			
					Πολλές φορές απαιτείται η κατεργασία του περιβλήματος του σπόρου (ιδιαίτερα αν αυτό είναι σκληρό) πριν απομονωθεί το έμβρυο.

					Η απολύμανση γίνεται κυρίως σε επίπεδο σπόρου και όχι εμβρύου.

					Για την καλλιέργεια του εμβρύου αρχικά απαιτούνται υψηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης (8-12% β/ο), μέτριες συγκεντρώσεις αυξίνης και χαμηλές συγκεντρώσεις κυτοκινίνης. Μετά την ανάπτυξή του για χρονικό διάστημα 1-2 εβδομάδων, το καλλιεργούμενο έμβρυο πρέπει να μεταφερθεί σε άλλο υπόστρωμα το οποίο θα περιέχει σακχαρόζη σε φυσιολογική συγκέντρωση (2-3%), μειωμένη συγκέντρωση αυξίνης και μέτρια έως αυξημένη συγκέντρωση κυτοκινίνης. Ωστόσο οι συνθήκες αυτές μπορούν να διαφέρουν ανάλογα με την περίπτωση.

					Συνιστάται η καλλιέργεια εμβρύων ανεπτυγμένων έως την αυτοτροφική φάση, δηλαδή εμβρύων που έχουν ήδη αρχίσει να παίρνουν το σχήμα τορπίλης (για περισσότερη επεξήγηση των σταδίων εξέλιξης ενός εμβρύου βλ. Κεφάλαιο 8: Σωματική Εμβρυογένεση), καθώς και η διατήρηση του ιμάντα που συνδέει το έμβρυο με το ενδοσπέρμιο.

					Τέλος, έχει βρει σημαντική εφαρμογή η χρήση του τροφικού ενδοσπερμίου (nurse endosperm), η οποία συνιστάται στην τοποθέτηση του εμβρύου σε ένα φυσιολογικό, υγιές ενδοσπέρμιο και την από κοινού καλλιέργειά τους in vitro. Πλεονέκτημα αυτής της τεχνικής είναι η καλύτερη ανάπτυξη και γρηγορότερη διαφοροποίηση του εμβρύου χάρη στην απελευθέρωση διαφόρων συστατικών από το τροφικό ενδοσπέρμιο. 

			

			7.5. Η ΤΥΧΑΙΑ ΟΡΓΑΝΟΓΕΝΕΣΗ

			 τυχαία ή επίκτητη οργανογένεση (adventitious organogenesis) χαρακτηρίζουμε τη διαδικασία εκείνη με την οποία σχηματίζονται βλαστοί, ρίζες ή άλλα είδη οργάνων πάνω σε ένα καλλιεργούμενο έκφυτο. Η οργανογένεση διακρίνεται σε άμεση ή έμμεση, ανάλογα με το εάν λαμβάνει χώρα σε διαφοροποιημένο ή αποδιαφοροποιημένο ιστό (κάλο) (Εικόνα 7.1). Κατά την άμεση οργανογένεση ο σχηματισμός του νέου οργάνου αρχίζει από επιδερμικά ή υποδερμικά παρεγχυματικά κύτταρα από τα οποία προκύπτει το μεριστωματοειδές, δηλαδή μια ομάδα ταχέως διαιρούμενων κυττάρων που μοιάζουν με μεριστωματικά. Επίσης τα φυτά που αναγεννώνται μέσω οργανογένεσης αποτελούν μονοπολικές δομές, δηλαδή σχηματίζονται πρώτα οι βλαστοί και μετά οι ρίζες. Με τον τρόπο αυτό η τυχαία οργανογένεση διακρίνεται σαφώς από τη σωματική εμβρυογένεση, όπου η βλάστηση των εμβρύων δίνει ολοκληρωμένα φυτά διπολικής δομής με τον ταυτόχρονο σχηματισμό βλαστών και ριζών. 
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			Εικόνα 7.1. Αναγέννηση φυτού από κάλο (Α) μέσω τυχαίας οργανογένεσης (βλαστογένεσης και ριζογένεσης) (Β).

			Σε γενικές γραμμές, η οργανογένεση βρίσκεται κάτω από τον άμεσο έλεγχο των φυτικών ρυθμιστών αύξησης, σύμφωνα με όσα αναλύθηκαν στο Κεφάλαιο 3. Από πρακτική άποψη, θα πρέπει να τονιστούν ορισμένα βασικά σημεία:

			
					Η ριζογένεση ακολουθεί πάντα τη βλαστογένεση. Είναι πολύ δύσκολο να σχηματιστούν βλαστοί πάνω σε αναγεννημένες ρίζες. Ωστόσο αυτό δεν σημαίνει ότι η ριζογένεση είναι απλή διαδικασία. Αντίθετα, αποτελεί το δυσκολότερο τμήμα της αναγέννησης φυτών μέσω τυχαίας οργανογένεσης και συχνά τον περιοριστικό παράγοντα αυτής.

					Η τυχαία οργανογένεση ονομάζεται έτσι επειδή μπορεί να προκληθεί (κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες, εννοείται) σε κάθε είδος φυτικού κυττάρου. Αντίθετα, η αναγέννηση οργάνων από ορισμένα έκφυτα μόνο τυχαία δεν είναι και για αυτό πολλές φορές δεν απαιτεί την υποκίνησή της με εφαρμογή ορμονών. Ένα τέτοιο παράδειγμα είναι η βλαστογένεση από τα κορυφαία μεριστώματα.

					Εκτός από τους ρυθμιστές αύξησης, καθοριστικό ρόλο στην οργανογένεση έχει και η ποιότητα/ποσότητα του φωτισμού και η σύσταση του θρεπτικού υποστρώματος, όπως έχει ήδη αναφερθεί στα Κεφάλαια 2 και 3. 

			

			Λόγω της εξαιρετικά μεγάλης σημασίας (από άποψη δυσκολίας!) που έχει η τυχαία ριζογένεση, η διαδικασία αυτή θα αναλυθεί λίγο περισσότερο. Σε πρώτη φάση, οι ξεχωριστές φάσεις που οδηγούν τελικά στον σχηματισμό μιας ρίζας πάνω σε ένα έκφυτο περιγράφονται συνοπτικά στον επόμενο Πίνακα (7.3). Από την περιγραφή γίνεται φανερό ότι ο σχηματισμός μιας ρίζας συνοδεύεται από έντονες βιοχημικές διεργασίες, με κύριο γνώρισμα την οξείδωση φαινολικών ουσιών και τη σύνθεση αυξίνης και αιθυλενίου μέσα στον ριζικό ιστό (Saiman et al. 2012, de la Cruz et al. 2015). Με βάση αυτά τα δεδομένα, ιδανικός ιστός προς επαγωγή ριζογένεσης θεωρείται αυτός που βρίσκεται στα στάδια 2-3, δηλαδή παρουσιάζει ήδη περικλινή διαίρεση του καμβίου. Θεωρητικά, ο ιστός αυτός μπορεί να μετασχηματιστεί για να δώσει ριζικές καταβολές εφόσον επωαστεί στο σκοτάδι, σε σχετικά υψηλή θερμοκρασία και εκτεθεί σε χαμηλές συγκεντρώσεις αυξίνης. 

			Από πρακτική άποψη, η επαγωγή της ριζογένεσης στα καλλιεργούμενα έκφυτα μπορεί να διευκολυνθεί με τους εξής τρόπους:

			
					Με τη χρήση νεανικών ιστών.

					Με τη χρήση υποστρωμάτων πλούσιας θρεπτικής σύστασης, ιδιαίτερα σε άλατα νιτρικών και αμμωνιακών ιόντων, καθώς και άλατα ιωδίου και καλίου. Ωστόσο σε πολλές περιπτώσεις η ριζογένεση ευνοείται από πτωχότερα διαλύματα.

					Με τη χρήση υποστρωμάτων με λόγο άνθρακα/αζώτου (C/N) 10-30.

					Με την αποφυγή προσθήκης βιταμινών σε υψηλές συγκεντρώσεις.

					Με την επώαση της περιοχής ριζοβολίας (δηλαδή της βάσης του δοχείου καλλιέργειας) σε υψηλή θερμοκρασία και σε συνθήκες σκότους για χρονικό διάστημα 3-10 ημερών.

					Με την έκθεση σε ερυθρό φως.	Φάση 
τυχαίας 
ριζογένεσης
	Μορφολογικά συμπτώματα
	Συγκέντρωση ινδολυλοξεικού 
οξέος (ΙΑΑ)
	Συγκέντρωση αιθυλενίου
	Συγκέντρωση φαινολών
	Συγκέντρωση 
ο-διϋδροξυφαινολών
	Ενεργότητα υπεροξειδασών

	1
	-
	Αυξάνει
	Αυξάνει
	Αυξάνει
		Μειώνεται

	2*
	Διόγκωση πυρήνα ριζογενών κυττάρων
				Μειώνεται
	Μειώνεται

	3*
	Περικλινής διαίρεση καμβίου
				Μειώνεται
	Μειώνεται

	4
	Εμφάνιση μορφογενετικών περιοχών ρίζας
					
	5
	Εμφάνιση ριζικών
καταβολών
					
	6
	Εμφάνιση – έκπτυξη ρίζας
	Αυξάνει
	Αυξάνει
	Αυξάνει
		Αυξάνει




			

			* Οι φάσεις αυτές χαρακτηρίζουν ιστό εκφύτου κατάλληλο να διεγερθεί έτσι ώστε να δώσει ριζικές καταβολές.

			Πίνακας 7.3. Μορφολογικές και βιοχημικές μεταβολές που χαρακτηρίζουν τις διακριτές φάσεις της τυχαίας ριζογένεσης.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8

			ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ

			8.1. ΤΙ ΕΙΝΑΙ Η ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ;

			
					Είναι η διαδικασία σχηματισμού εμβρύων από σωματικά κύτταρα, δηλαδή χωρίς γονιμοποίηση θηλυκών γαμετών (ωαρίων) από αρσενικούς (μικροσπόρια γύρης).

					Τα σωματικά έμβρυα δεν διαφέρουν μορφολογικά από τα κανονικά ζυγωτικά έμβρυα (που προέρχονται από γονιμοποίηση).

					Όμως τα σωματικά έμβρυα είναι κλωνικά αντίγραφα του μητρικού φυτού, δηλαδή είναι όμοια με αυτό.

					Όταν βλαστήσει, ένα σωματικό έμβρυο δίνει ένα ολόκληρο φυτό (με βλαστό και ρίζα).

					Από το 1958, χρονολογία κατά την οποία ανακαλύφθηκε η σωματική εμβρυογένεση (στο καρότο), υπάρχουν σήμερα πάνω από 300 είδη φυτών στα οποία παρατηρείται το φαινόμενο.

					Τα σωματικά έμβρυα είναι διπολικά, σε αντίθεση με τα μονοπολικά, ξεχωριστά αναγεννώμενα ριζίδια και βλαστίδια (κατά την οργανογένεση).

					Η προέλευση των σωματικών εμβρύων μπορεί να είναι τόσο μονοκύτταρη όσο και πολυκύτταρη.

					Οι πολυαμίνες παίζουν σημαντικό ρόλο στην κυτταροδιαιρεση και την επαγωγή της σωματικής εμβρυογένεσης.

					Πολλές από τις μοριακές διαδικασίες της εμβρυογένεσης αρχίζουν στο στάδιο του προεμβρύου παρουσία αυξίνης.

					Έχουν απομονωθεί γονίδια για τα πρώτα στάδια της εμβρυογένεσης, ενώ φαίνεται ότι μόνο ολιγάριθμα νέα γονίδια εκφράζονται σε ανιχνεύσιμα επίπεδα κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του σωματικού εμβρύου.

					Η παραγωγή σωματικών εμβρύων σε μεγάλη κλίμακα έχει καταστήσει ικανό έναν en masse μικροπολλαπλασιασμό για ορισμένα είδη δέντρων.

					Τα σωματικά έμβρυα/συνθετικοί σπόροι με περίβλημα έχουν τη δική τους ιδιαίτερη σημασία σε σοδειές όπου δεν παράγονται σπόροι και ο πολλαπλασιασμός λαχανικών είναι επίπονος. 

					Η κρυοδιατήρηση σωματικών εμβρύων/συνθετικών σπόρων είναι μια βιώσιμη και αξιόπιστη πρόταση για τη μακροχρόνια συντήρηση και ανταλλαγή γενετικού υλικού

			

			8.2. ΓΕΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ

			Μια από τις πιο θεαματικές επιτυχίες στην ιστοκαλλιέργεια ήταν η ανακάλυψη της επαγωγής σωματικής εμβρυογένεσης, γεγονός που αποδείκνυε την αρχή της ολοδυναμίας στα κύτταρα των ανωτέρων φυτών. Αν και τα σωματικά έμβρυα είναι κλώνοι του μητρικού φυτού (δηλαδή δεν προέρχονται από γονιμοποίηση), είναι διπολικές δομές. Ταυτόχρονα, πολλά στάδια ανάπτυξης των σωματικών εμβρύων όπως το σφαιρικό στάδιο, το στάδιο της καρδιάς, της τορπίλης και των κοτυλών ομοιάζουν χαρακτηριστικά με αυτά τα οποία προκύπτουν κατά τη γονιμοποίηση του ωαρίου και την εξέλιξη του ζυγωτού κυττάρου. 

			To κρίσιμο χαρακτηριστικό για να κατηγοριοποιηθεί ένας φυτικός ιστός ως έμβρυο, εκτός άλλων μορφολογικών χαρακτηριστικών, είναι η διπολικότητα της δομής και το γεγονός ότι στα πρώιμα στάδια ανάπτυξης έχει σε αντίθετα άκρα το ριζίδιο και το βλαστίδιο. Επιπλέον το σύστημα αυτό δεν συνδέεται αγγειακά με το μητρικό φυτό ή με το έκφυτο κατά τη διάρκεια της έναρξης και της διαδικασίας της ανάπτυξης. Αντίθετα, μονοπολικές δομές όπως ρίζες και οφθαλμοί εμφανίζουν αγγειακή σύνδεση με το μητρικό φυτό ή τον κάλο.

			Στο Σχήμα 8.1 αναπαρίστανται σχηματικά τα στάδια σωματικής εμβρυογένεσης από κύτταρα αιωρήματος, ενώ στο Σχήμα 8.2 παρουσιάζονται οι αυθεντικές μορφές ενός εξελισσόμενου σωματικού εμβρύου (Namasivayam 2007). Τα σωματικά και τα ζυγωτικά έμβρυα μοιράζονται παρόμοιες οντογενέσεις περνώντας και τα δύο είδη εμβρύων από τα εξής στάδια για τα δικοτυλήδονα και τα κωνοφόρα: σφαιρικό, καρδιόσχημο ή ασπίδιου, στάδιο τορπίλης και το στάδιο των κοτυληδόνων· ενώ για τα μονοκότυλα διακρίνονται τα εξής στάδια: σφαιρικό, καρδιόσχημο ή ασπίδιο, και το στάδιο της κοτυληδόνας. Για να βλαστήσει ωστόσο ένα ολοκληρωμένο σωματικό έμβρυο (δηλ. ευρισκόμενο στο στάδιο της κοτυληδόνας) πρέπει να περάσει και από μια ακόμα φάση, αυτήν της ωρίμανσης. Αξίζει επίσης να αναφερθεί ότι η βλάστηση (germination) των σωματικών εμβρύων συχνά ονομάζεται και μετατροπή (conversion). Κανένα πρωτόκολλο σωματικής εμβρυογένεσης δεν θεωρείται επιτυχημένο εάν δεν μπορεί να καταλήξει στη δημιουργία ολοκληρωμένων εμβρύων στο στάδιο της κοτυληδόνας και ικανών να βλαστήσουν μετά από κατάλληλη ωρίμανση. Δυστυχώς η βιβλιογραφία βρίθει από αναφορές σε «πετυχημένα» πειράματα επαγωγής σωματικών εμβρύων, δηλαδή της δημιουργίας προεμβρύων ή σφαιρικών εμβρύων τα οποία δεν πρόκειται να εξελιχθούν περαιτέρω. 

			Το φαινόμενο της σωματικής εμβρυογένεσης έχει αναφερθεί σε περισσότερα από 300 είδη σε ευρεία κλίμακα φυτών, π.χ. δέντρα, δημητριακά, κηπευτικά, φρούτα, ελαιούχα σπέρματα, καλλωπιστικά, φαρμακευτικά φυτά κ.ά. (Kintzios et al. 1998a, Kintzios and Michailakis 1999). Ωστόσο παρουσιάζονται σημαντικές διαφορές οι οποίες συνήθως περιορίζουν τη χρήση σωματικών εμβρύων για αναπαραγωγή. Μονοεμβρυονικά είδη τα οποία παράγουν ζυγωτικά έμβρυα με έναν τριχοειδή αναρτήρα (ιμάντα) συχνά παράγουν συμπλέγματα σωματικών εμβρύων τα οποία δημιουργούνται από μια μάζα εμβρυϊκού ιστού η οποία χαρακτηρίζεται ως κυτταρικό προ-εμβρυϊκό σύμπλεγμα. Αυτή η ουσιώδης αλλαγή στο μοντέλο της ανάπτυξης οφείλεται πιθανότατα σε διαφορές που υπάρχουν μεταξύ των in vivo (στον σπόρο) και in vitro συνθηκών, καθώς τα ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα αφαιρέθηκαν από τους σπόρους και όταν καλλιεργήθηκαν αναπτύχθηκαν συχνά ανώμαλα. Τα σωματικά έμβρυα, τα οποία αναπτύσσονται από προ-εμβρυϊκά συμπλέγματα, έχουν την τάση να μη μεγαλώνουν συγχρονισμένα, με αποτέλεσμα πολλά στάδια να είναι παρόντα σε μια κυτταροκαλλιέργεια την ίδια χρονική στιγμή. Τέτοια σωματικά έμβρυα, που “ξεκίνησαν” σε διαφορετικές χρονικές στιγμές, βιώνουν διαφορετικά την παροχή θρεπτικών συστατικών από το μέσο καλλιέργειας, το οποίο γίνεται περισσότερο ελλιπές σε θρεπτικά στοιχεία (παρά ολοκληρωμένο) μεταξύ και κατά τη διάρκεια των δευτερευουσών καλλιεργειών. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση μεγάλων διαφορών στην ανάπτυξη ακόμα και μεταξύ εμβρύων από μια και μόνο καλλιέργεια. Με αυτές τις μεταβλητές και τις ακανόνιστες περιβαλλοντολογικές συνθήκες τα σωματικά έμβρυα συχνά παρακάμπτουν την ωρίμανσή τους εντελώς, αποδιοργανώνονται και δημιουργούν νέα εμβρυογενετικά κύτταρα, τα οποία συμβάλλουν στον αποσυγχρονισμό. Μεταξύ των εμβρύων τα οποία αναπτύσσονται σε ένα σχετικά ώριμο στάδιο, τα εμβρυονικά όργανα μπορεί να αναπτυχθούν με διαφορετικό ρυθμό. Αυτό οδηγεί σε πρόωρη βλάστηση, στην οποία μόνο μια ρίζα ή ένας βλαστός σχηματίζεται, όμως δεν λαμβάνουν χώρα η γρήγορη βλάστηση και ανάπτυξη του φυτού. Τα σωματικά έμβρυα συχνά παρουσιάζουν δομικές ανωμαλίες, όπως ύπαρξη επιπλέον κοτυληδόνων και φτωχά αναπτυσσόμενα κορυφαία μεριστώματα. Αυτά τα προβλήματα εμφανίζονται εξαιτίας των συνθηκών καλλιέργειας και όχι εξαιτίας ενδογενών παραγόντων των σωματικών εμβρύων, καθώς τα ανώριμα ζυγωτικά έμβρυα παρουσιάζουν παρόμοιες ανωμαλίες όταν αφαιρούνται από τον σπόρο και αναπτύσσονται in vitro. Έτσι, η έλλειψη καλλιεργειών οι οποίες παράγουν ομοιόμορφα ώριμα σωματικά έμβρυα αποτελεί σοβαρό εμπόδιο για την αναπαραγωγή τους και την αξιοποίησή τους στο μικροπολλαπλασιασμό. Παρ’ όλα αυτά γίνονται προσπάθειες για την εύρεση μεθόδων για την εξάλειψη μερικών από αυτά τα προβλήματα, μέσω ελέγχου της εμβρυακής ανάπτυξης. 
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			Σχήμα 8.1. Σχηματική αναπαράσταση σταδίων εξέλιξης σωματικής εμβρυογένεσης.
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			Σχήμα 8.2. Στάδια εξέλιξης σωματικού εμβρύου του είδους Coffea arabica (καφέ).

			Η παραγωγή σωματικών εμβρύων από καλλιέργειες κυττάρων, ιστών και οργάνων φυτών μπορεί να γίνει άμεσα ή έμμεσα. Η άμεση μέθοδος της σωματικής εμβρυογένεσης περιλαμβάνει τη διαμόρφωση και διάπλαση ενός αγενούς εμβρύου από ένα κύτταρο ή ομάδα κυττάρων σε ένα μέρος του ιστού του εκφύτου χωρίς να παρεμβάλλεται το μεταβατικό στάδιο του κάλου (Namasivayam 2007). Τέτοια φαινόμενα είναι ιδιαίτερα χαρακτηριστικά στα εσπεριδοειδή, όπου προϋπάρχοντα νουκελλικά κύτταρα του ιστού δίνουν ανάπτυξη σε νουκελλικά έμβρυα (σε καλλιέργειες in vivo και in vitro) το γνωστό φαινόμενο της πολυεμβρυονίας. Παρεμφερή φαινόμενα συναντάμε σε πολλά άλλα είδη, όπως στο αμπέλι, το μάνγκο, σε διάφορα κωνοφόρα και στο κακάο. Ακόμη, έχουν αναφερθεί περιπτώσεις όπως στο είδος Ranunculus sceleratus, όπου το επιδερμικό στέλεχος δίνει ανάπτυξη σε καινούργια έμβρυα. Η άμεση εμβρυογένεση έχει αναφερθεί σε καλλιέργειες ανθήρα και πρωτοπλάστη. Παρ’ όλα αυτά, οι περιπτώσεις αυτές είναι σπάνιες σε σύγκριση με αυτές που αφορούν την έμμεση εμβρυογένεση. Τέλος, κυκλική (ή δευτερογενής ή επαναληπτική) σωματική εμβρυογένεση ονομάζεται η διαδικασία επαγωγής σωματικών εμβρύων από ήδη υφιστάμενα σωματικά έμβρυα, συνήθως σφαιρικά έμβρυα τα οποία δεν έχουν εξελιχθεί περισσότερο. Η κυκλική σωματική εμβρυογένεση ευνοείται από την παρουσία αυξίνης στο θρεπτικό μέσο καλλιέργειας, χρησιμοποιείται δε μερικές φορές για την αύξηση της παραγωγής σφαιρικών εμβρύων σε μια και μόνο φάση επαγωγής.

			Η έμμεση σωματική εμβρυογένεση αποτελείται από την τοποθέτηση ενός εκφύτου στην καλλιέργεια, την ακόλουθη ανάπτυξη του κάλου και τη δημιουργία προεμβρύου/-ων. Στη συνέχεια έχουμε τη μεταφορά του κάλου σε θρεπτικό υπόστρωμα χωρίς ρυθμιστές αύξησης, έτσι ώστε να ευνοηθεί ο σχηματισμός διπολικού εμβρύου από τα αρχικά προέμβρυα. Όταν οι συνθήκες είναι οι κατάλληλες, τα έμβρυα αυτά βλαστάνουν για να παράγουν φυτάρια. Γενικά θα λέγαμε πως μόνο ένα μικρό ποσοστό των κυττάρων του εκφύτου συνεισφέρουν στον σχηματισμό του κάλου. Τα κύτταρα αυτά συνήθως βρίσκονται στην επιφανειακή στοιβάδα ή είναι σε φυσική επαφή με το μέσο όπου βρίσκεται η θρεπτική ουσία. Ο κάλος είναι ετερογενής, ανομοιόμορφος στη σύστασή του και μπορεί να αποτελείται από πολυάριθμους τύπους κυττάρων, συμπεριλαμβανομένων και των αρχικών προεμβρύων. Τα αρχικά προέμβρυα μπορεί να είναι μεμονομένα κύτταρα ή πολυκυτταρικές ομάδες. Όταν ο κάλος μεταφέρεται σε φορέα με χαμηλά επίπεδα αυξινών, συμβαίνει περαιτέρω εμβρυογένεση προκειμένου να δώσει ανάπτυξη σε περισσότερα προέμβρυα, ενώ τα προσχηματισμένα αρχικά προέμβρυα αναπτύσσονται σε διπολικά έμβρυα κατά μη συγχρονισμένο τρόπο. 

			8.3. Η ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ

			Εάν υπάρχει ένα επιτυχημένο πρωτόκολλο, η σωματική εμβρυογένεση είναι η απόλυτη μέθοδος μικροπολλαπλασιασμού των φυτών.

			Γιατί είναι τόσο σημαντική η σωματική εμβρυογένεση; Από τη στιγμή κατά την οποία διαθέτουμε ένα αποτελεσματικό πρωτόκολλο παραγωγής ώριμων σωματικών εμβρύων από ένα φυτικό είδος, είμαστε σε θέση να χρησιμοποιήσουμε τη μέθοδο αυτή για να πετύχουμε μια σειρά από στόχους, όπως οι εξής (Kintzios and Konstas 2004, Dey et al. 2015):

			
					Εξαιρετική παραγωγικότητα: έως ένα εκατομμύριο φυτά από ένα έκφυτο επιφάνειας μόλις ενός cm2.

					Παραγωγή ολόκληρων φυτών (ταυτόχρονη βλαστογένεση και ριζογένεση) σε μια φάση. 

					Κλωνική πιστότητα λόγω της μειωμένης σωμακλωνικής παραλλακτικότητας, κάτω όμως από ορισμένες προϋποθέσεις (βλ. σχετικά Κεφάλαιο 6).

					Μη μετάδοση ιώσεων και άλλων παθογόνων από το μητρικό φυτό.

					Δυνατότητα δημιουργίας συνθετικών σπόρων (βλ. Ενότητα 8.5.1).

			

			8.4. ΜΟΡΙΑΚΗ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΒΑΣΗ ΤΗΣ ΣΩΜΑΤΙΚΗΣ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗΣ

			 8.4.1. Οι αυξίνες προωθούν τα αρχικά στάδια της σωματικής εμβρυογένεσης, παρεμποδίζουν όμως την περαιτέρω εξέλιξη των σωματικών εμβρύων

			Οι βασικές γνώσεις μας σχετικά με τον μηχανισμό επαγωγής της σωματικής εμβρυογένεσης προέρχονται από κυτταροκαλλιέργειες καρότου, οι οποίες αποτελούν ένα ελκυστικό μοντέλο για τη μελέτη των μοριακών μηχανισμών που διέπουν τις στοιχειώδεις διαδικασίες αυτού του φαινομένου. Τα κύτταρα καρότου πολλαπλασιάζονται σε ένα συνθετικό μέσο που περιέχει 2,4-D και με την απομάκρυνσή τους από το μέσο αυτό δημιουργείται το έμβρυο. Με άλλα λόγια, η αρχική προσθήκη και η ακόλουθη αφαίρεση των αυξινών υποκινεί τη σωματική εμβρυογένεση (Kintzios et al. 2002, Liao et al. 2008, Ramakrishna et al. 2012). Συνηθέστεροι (όχι όμως αποκλειστικοί) τύποι αυξινών για την εφαρμογή αυτή είναι το 2,4-D και το ΝΑΑ. Πολλές φορές μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε συνδυασμό με τις αυξίνες και κυτοκινίνες (κυρίως σε γυμνόσπερμα είδη) (Papanastasiou et al. 2008). Αντίθετα, ανασταλτική δράση φαίνεται πως έχουν οι γιββερελλίνες και το αιθυλένιο. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η επίδραση του αμπσισικού οξέος (ΑΒΑ) στη σωματική εμβρυογένεση (Rai et al. 2011): η συγκεκριμένη ορμόνη επιδρά θετικά όχι τόσο στην επαγωγή και ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων, όσο στην τελική φάση ωρίμανσης αυτών, η οποία συνδέεται με την εκτεταμένη αφυδάτωσή τους (βλ. παρακάτω). Ωστόσο, η απόκριση των εμβρυϊκών κυττάρων στο ΑΒΑ μειώνεται με την πάροδο της καλλιέργειας, φαινόμενο το οποίο πιθανόν σχετίζεται με την ποσοτική έκφραση ενδοκυτταρικών υποδοχέων της ορμόνης. Έχει επίσης διαπιστωθεί ότι μόνο η (+) μορφή του ΑΒΑ έχει θετική επίδραση στη σωματική εμβρυογένεση, ενώ η απαιτούμενη συγκέντρωση της ορμόνης για την πρόκληση σωματικής εμβρυογένεσης είναι αντιστρόφως ανάλογη του λόγου της συγκέντρωσης των αυξινών προς τις κυτοκινίνες. 

			Επίσης φαίνεται ότι σε ορισμένα είδη η σωματική εμβρυογένεση ευνοείται από συγκεκριμένα συστατικά του θρεπτικού υποστρώματος, όπως ιόντα αμμωνίου (ΝΗ4+), χαλκού και κοβαλτίου, καθώς και από σχετικά χαμηλές τιμές pH (γύρω στο 4) (Kintzios et al. 2001, Kintzios et al. 2004).

			Η ευκολία με την οποία μετατρέπονται τα περισσότερα από τα κύτταρα των σωματικών εμβρύων επιτρέπει τη διάκριση μεταξύ ανοργάνωτων κυττάρων και ανεπτυγμένων εμβρύων σε σχέση με την αναγνώριση γονιδίων τα οποία εμπλέκονται σε αυτόν τον εμβρυογονικό οργανισμό. Η ταυτόχρονη εμβρυογένεση πυροδοτείται συχνά από τον εμπλουτισμό της αποικίας των κυττάρων του καρότου με μια ομάδα μικρών και πυκνών κυτοπλασματικά κυττάρων, τα οποία μπορούν να διαφοροποιηθούν σε έμβρυα υπό την προϋπόθεση ότι αυτά τα κύτταρα καλλιεργούνται κάτω από χαμηλά επίπεδα αυξίνης. Σε μελέτες οι οποίες πραγματοποιήθηκαν σε κυτταροκαλλιέργειες καρότου το 99% των πολυπεπτιδίων που παράχθηκαν παρουσίασαν ομοιότητες μεταξύ εμβρυονικών και μη εμβρυονικών καλλιεργειών. Ανιχνεύτηκαν τέσσερα διαφορετικά μεταφραστικά mRNAs τα οποία κωδικοποιούν πολυπεπτίδια, εκ των οποίων τα δυο εμφανίζονται στην εμβρυονική και τα άλλα δυο στη μη εμβρυονική καλλιέργεια. Αυτό δείχνει ότι μόνο μερικές πρωτεΐνες παίζουν σημαντικό ρόλο στη σωματική εμβρυογένεση.

			Η ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων κατά τη σωματική εμβρυογένεση θεωρείται ως μια εναλλακτική μέθοδος ερεύνησης του γενετικού ελέγχου της ανάπτυξης του ζυγωτού εμβρύου. Η πιο ελκυστική προσέγγιση για να διαλευκάνουμε τον μηχανισμό της εμβρυογένεσης είναι να απομονώσουμε γονίδια τα οποία εκφράζονται ιδιαίτερα κατά τη διάρκειά της (Leljak-Levanic et al. 2004). Ωστόσο, ενώ ο κατάλογος των γονιδίων που επηρεάζουν την εμβρυογένεση συνεχίζει να μεγαλώνει, η γνώση της βιοχημικής τους λειτουργίας καθυστερεί. Μελέτες στην έκφραση γονιδίων στα σωματικά έμβρυα καρότου αποκάλυψαν ένα γονίδιο, το Dc3, το οποίο εξυπηρετεί τον ρόλο ενός αξιόπιστου δείκτη ο οποίος αυξάνει την εμβρυονική δυνητικότητα. Άλλα γονίδια τα οποία εμπλέκονται στη διαδικασία της σωματικής εμβρυογένεσης μπορεί να έχουν κυρίαρχη (π.χ. μηδική, ορχιδέα, αγγούρι, τριφύλλι), υπολειπόμενη (τριφύλλι), ημικυρίαρχη (τριφύλλι) ή προσθετική δράση (σιτηρά) (Shimada et al. 2005, de Oliveira Santos et al. 2005, de Silva et al. 2008). 

			Η αναστολή των mRNA και πρωτεϊνών που εκφράζονται από τα γονίδια στα σωματικά έμβρυα δεν είναι κάτι το ασυνήθιστο. Ένα παράδειγμα είναι μια επιφανειακή αραβινογαλακτική πρωτεΐνη (επίτοπος J4e) εκφραζόμενη κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης τόσο των προεμβρύων όσο και των σωματικών εμβρύων. Μέσα σε διάστημα 24 ωρών από τη μεταφορά των προεμβρύων σε θρεπτικό υπόστρωμα χωρίς αυξίνη ανιχνεύθηκε αύξηση του επιπέδου του επιτόπου. Ο J4e τοποθετήθηκε στο εξωτερικό στρώμα των κύτταρων κατά το σφαιρικό στάδιο εμβρύου και η έκφρασή του διαδοχικά μειωνόταν κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης. Στο στάδιο τορπίλης ο J4e εκφράζεται διαμορφώνοντας δυο περιοχές του μελλοντικού κεντρικού άξονα και από κύτταρα που σχετίζονται με τον ιστό προαγγειακής κοτυληδόνας.

			Τέλος , η ανάλυση των πληθυσμών των πρωτεϊνών έδειξε ότι υπάρχουν λίγες διαφορές στη γονιδιακή έκφραση μεταξύ καλλιεργειών καρότου που μεγαλώνουν κάτω από συνθήκες επιτρεπτές (-2,4D) ή κατασταλτικές (+2,4D) για την ανάπτυξη του εμβρύου. Έχει λεχθεί ότι υπάρχει μόνο ένας μικρός αριθμός νέων γονιδίων που εκφράζονται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των σωματικών εμβρύων σε ανιχνεύσιμα επίπεδα. Η μελέτη της ρύθμισης των γονιδίων που εκφράζονται κανονικά σε διαφοροποιημένα έμβρυα (π.χ. γονίδια lea) κατά τη διάρκεια του εμβρυονικού καθορισμού μπορεί να παρέχει μια μέθοδο ανάλυσης του γενετικού μηχανισμού που ελέγχει τη σωματική εμβρυογένεση.

			8.4.2. Οι πολυαμίνες προάγουν τη σωματική εμβρυογένεση

			Οι πολυαμίνες εμπλέκονται στην κυτταροδιαίρεση, στην ανάπτυξη και στη μορφογένεση στα ζώα και στα φυτά. Oι πιο διαδεδομένες πολυαμίνες είναι η πουτρεσκίνη, η σπερμιδίνη και η σπερμίνη. Η βιοσύνθεσή τους μελετήθηκε σε πλήθος οργανισμών, ενώ επίσης έχουν διεξαχθεί αρκετές μελέτες για την εμπλοκή τους στη σωματική εμβρυογένεση όπως π.χ. στο καρότο. Στα κύτταρα του καρότου η πουτρεσκίνη και/ή η σπερμιδίνη είναι κυρίαρχες πολυαμίνες, ενώ η σπερμίνη βρίσκεται σε μικρότερες ποσότητες. Επιπλέον έχει αναφερθεί ότι τα επίπεδα της πουτρεσκίνης αυξάνονται κατακόρυφα όταν μεταφέρονται σε καινούργιο θρεπτικό υπόστρωμα, ανεξάρτητα της παρουσίας ή απουσίας 2,4-D. Η σημασία της βιοσύνθεσης πολυαμίνης κατά τη διαφοροποίηση του σωματικού εμβρύου στο καρότο φαίνεται από το γεγονός ότι όταν τόσο οι εμβρυονικές αποικίες όσο και οι μη εμβρυονικές μεγαλώνουν παρουσία 2,4-D, εμφανίζουν παρόμοιες μεταβολές σε σχέση με την πουτρεσκίνη, τη σπερμιδίνη και τη σπερμίνη.

			 Κατά τις προσπάθειες να αυξηθεί η αποτελεσματικότητα της εμβρυογένεσης στο σέλινο και στο σταφύλι παρατηρήθηκε ότι δεν είναι σημαντική η παρουσία υψηλής ποσότητας πολυαμίνης αλλά η επαρκής ποσότητα πολυαμίνης και μια σωστή αναλογία πουτρεσκίνης:σπερμιδίνης.

			 Επιπρόσθετα έχει βρεθεί ότι οι παρεμποδιστές της βιοσύνθεσης αιθυλενίου έχουν ισχυρή διεγερτική επίδραση στην εμβρυογένεση του καρότου: η εξωγενής παροχή αιθυλενίου προκαλεί μείωση των σωματικών εμβρύων, γεγονός που επιβεβαιώνεται και από την παρατήρηση ότι σημαντικά αυξημένες ποσότητες αιθυλενίου παράγονται από κύτταρα καρότου καλλιεργούμενα απουσία 2,4-D. Ακόμα, η μειωμένη βιοσύνθεση πολυαμίνης προκαλούμενη από το αιθυλένιο μπορεί να παρεμποδίσει τη σωματική εμβρυογένεση στο καρότο.

			8.4.3. Η σωματική εμβρυογένεση ελέγχεται από πολλούς περιβαλλοντικούς παράγοντες

			Εκτός από τους ρυθμιστές αύξησης, καθοριστικό ρόλο στην οργανογένεση έχει και η ποιότητα/ποσότητα του φωτισμού και η σύσταση του θρεπτικού υποστρώματος, πάντα σε συνδυασμό με τον γονότυπο, όπως έχει ήδη αναφερθεί στο Κεφάλαιο 3. 

			Για παράδειγμα, η ανάπτυξη του κάλου και η σωματική εμβρυογένεση διαφορετικών ποικιλιών πεπονιού (Cucumis melo L.) ευνοούνται σημαντικά σε συνθήκες υψηλού φωτισμού, όχι όμως και η αναγέννηση φυτών από αυτές. Επίσης, σε μελέτες σχετικές με την επίδραση του φωτός στην επαγωγή, ανάπτυξη και ωρίμανση σωματικών εμβρύων από κυτταροκαλλιέργειες ειδών όπως πιπεριάς (Capsicum annum L.), κολοκυθιού (Cucurbita pepo L.) γαρδένιας (Gardenia jasminoides L.) και τριανταφυλλιάς (Rosa hybrida L.) βρέθηκε ότι τόσο η ένταση όσο και η σχετική διάρκεια του φωτισμού επηρέασαν την επαγωγή και ανάπτυξη των σωματικών εμβρύων. Σημαντικά περισσότερα έμβρυα παρήχθησαν όταν οι καλλιέργειες επωάστηκαν αρχικά στο σκοτάδι ή σε χαμηλή ένταση φωτισμού. Η βέλτιστη διάρκεια επώασης στο σκοτάδι διέφερε για κάθε είδος. Η περαιτέρω εξέλιξη των εμβρύων στο στάδιο της τορπίλης και η ωρίμανση αυτών επηρεάστηκαν σημαντικά από την έκθεση των καλλιεργειών στο φώς κατά τη φάση επαγωγής (Kintzios et al. 1998b, Kintzios et al. 2002).

			8.4.4. Η αναγέννηση φυτών από σωματικά έμβρυα είναι δύσκολη υπόθεση

			Όπως προαναφέρθηκε, για να βλαστήσει ένα ολοκληρωμένο σωματικό έμβρυο (δηλαδή στο στάδιο της κοτυληδόνας) πρέπει να περάσει μέσα από μια φάση βιοχημικής ωρίμανσης. Η φάση αυτή κατά βάση απαιτεί μια διαδικασία αφυδάτωσης.

			Η αφυδάτωση των σωματικών εμβρύων έχει μελετηθεί με σκοπό την παροχή ικανότητας αποθήκευσης και δυνατότητα φύτευσης των σπόρων εκείνων οι οποίοι είναι άνυδροι, ως φυσιολογικών. Με τη διαδικασία της αφυδάτωσης (μείωση της υδατοπεριεκτικότητας από 75-98% σε 7-19%), τα σωματικά έμβρυα εισέρχονται σε λήθαργο. Το αναπτυξιακό στάδιο πριν την αποξήρανση είναι καθοριστικό για τον πολλαπλασιασμό των εμβρύων και την ανάπτυξη των φυτών. Μόνο τα έμβρυα τα οποία έχουν καλά διαφοροποιημένες περιοχές κοτυληδόνων και κολεόπτιλου πριν από την αποξήρανση είναι ικανά να βλαστήσουν και /ή να δημιουργήσουν φυτά μετά την επαναπρόσληψη νερού.

			Υπάρχουν δύο τρόποι για να αφυδατώσουμε σωματικά έμβρυα:

			
					Με την έκθεσή τους σε ρεύμα θερμού αέρα (συνήθως στους 40°C): η μέθοδος αυτή είναι εξαιρετικά απλή, αν και εμπεριέχει τον κίνδυνο σοβαρής καταπόνησης των εμβρυϊκών κυττάρων.

					Με την τοποθέτησή τους σε διάλυμα μεγαλύτερης ωσμωτικής πίεσης (υπέρτονο) από το κυτταρικό περιεχόμενο (ωσμωτική αφυδάτωση): με τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνουμε τη σταδιακή αφαίρεση νερού από το εσωτερικό των εμβρυακών κυττάρων χωρίς να καταπονούμε ιδιαίτερα τα κύτταρα. Τα υπερτονικά διαλύματα μέσα στα οποία τοποθετούμε τα έμβρυα περιέχουν ουσίες οι οποίες είτε είναι αρκετά μικρές ώστε να μπορούν να περάσουν μέσα στα κύτταρα (π.χ. σακχαρόζη) ή είναι τόσο μεγάλες ώστε η είσοδός τους μέσα στα κύτταρα να μην είναι εφικτή (π.χ. πολυαιθυλενογλυκόλη). Στην πρώτη περίπτωση, η συγκέντρωση της ουσίας (π.χ. σακχαρόζης) μέσα και έξω από το κύτταρο βαθμιαία θα εξισορροπηθεί, οπότε και θα σταματήσει η αφυδάτωση των εμβρυακών κυττάρων. Αντίθετα, στη δεύτερη περίπτωση η αφυδάτωση των σωματικών εμβρύων θα είναι διαρκής, καθώς δεν θα υπάρξει ποτέ περίπτωση εξισσορόπησης των συγκεντρώσεων της μεγαλομοριακής ουσίας (αφού θα βρίσκεται μόνιμα στο εξωκυτταρικό, υπερτονικό διάλυμα). 

			

			 8.5. ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΤΩΝ ΣΩΜΑΤΙΚΩΝ ΕΜΒΡΥΩΝ ΣΤΟΝ ΑΓΡΟ

			Τα σωματικά έμβρυα, εφόσον βλαστήσουν, μετατρέπονται σε φυτά τα οποία μπορούν να μεταφυτευτούν στον αγρό. Για τη διαδικασία αυτή απαιτείται συχνά η σκληραγώγηση (εγκλιματισμός) των φυτών, όπως δηλαδή και για κάθε άλλο φυτό το οποίο προέρχεται από ιστοκαλλιέργεια. Έχουν προταθεί, ωστόσο, πολλές μέθοδοι παραγωγής για τη μεταφορά σωματικών εμβρύων απευθείας από τις in vitro συνθήκες στον αγρό ή στο θερμοκήπιο. Αυτές περιλαμβάνουν:

			
					Αφυδάτωση, ως μέρος της φάσης ωρίμανσης και στη συνέχεια εμφύτευση των άνυδρων σωματικών εμβρύων με τη βοήθεια ενός συμβατικού σπορέα.

					Εγκλωβισμός των μεμονωμένων σωματικών εμβρύων σε μια κάψουλα από ειδικό πήγμα και στη συνέχεια φύτευση της κάψουλας χρησιμοποιώντας πάλι έναν συμβατικό σπορέα (βλ. παρακάτω 8.5.1. Συνθετικοί σπόροι) και

					Σπορά πήγματος σωματικών εμβρύων με εξοπλισμό υγρής διάτρησης (βλ. παρακάτω 8.5.2).

			

			8.5.1. Συνθετικοί σπόροι

			Μια από τις πιο σημαντικές εφαρμογές των σωματικών εμβρύων είναι η χρησιμοποίησή τους για τη δημιουργία συνθετικών σπόρων (artificial seeds). Ορίζουμε ως συνθετικό σπόρο ένα σωματικό έμβρυο εγκλωβισμένο μέσα σε ένα τεχνητό θρεπτικό πήγμα (gel), το οποίο υποκαθιστά το ενδοσπέρμιο ενός κανονικού σπόρου (Σχήμα 8.3). 

			[image: ]

			Σχήμα 8.3. Δημιουργία συνθετικών σπόρων με εγκλωβισμό σωματικών εμβρύων σε πήγμα αλγινικού ασβεστίου: (Α) τα σωματικά έμβρυα αιωρούνται σε διάλυμα αλγινικού νατρίου από το οποίο πέφτουν σταγονηδόν (ένα έμβρυο/σταγόνα) σε δοχείο που περιέχει χλωριούχο ασβέστιο. (Β) μετά την πτώση του σταγονιδίου στο δοχείο, το ασβέστιο αντικαθιστά το νάτριο, δημιουργώντας συνεκτικό πήγμα αλγινικού ασβεστίου γύρω από το έμβρυο. Το διάλυμα χλωριούχου ασβεστίου μπορεί να είναι εμπλουτισμένο με διάφορα θρεπτικά συστατικά, υποκαθιστώντας έτσι σε κάποιο βαθμό το ενδοσπέρμιο.

			Η παραγωγή συνθετικών σπόρων είναι μείζονος σημασίας: (1) σε είδη που δεν παράγουν σπόρους και επομένως ο εμπορικός πολλαπλασιασμός τους είναι επίπονος, (2) όπου οι σπόροι παράγονται σε μικρές ποσότητες και (3) σε είδη όπου το ζυγωτικό έμβρυο είναι βραχύβιο και επομένως είναι δυσχερής η αποθήκευση και διατήρηση φυτικού πολλαπλασιαστικού υλικού. 

			Η τεχνολογία των συνθετικών σπόρων μπορεί να αλλάξει ριζικά την εμπορική χρήση των F1 υβριδίων σε καλλιέργειες υψηλής απόδοσης. Οι σπόροι των υβριδίων αυτών προέρχονται από τη διασταύρωση κατάλληλα επιλεγμένων γονέων (καθαρών σειρών) οι οποίοι διαθέτουν ορισμένα επιλεγμένα γονίδια σε ομοζυγωτή μορφή. Τα γονίδια αυτά, όταν συναντηθούν, μετά από διασταύρωση, στα υβρίδια της F1 γενιάς αλληλεπιδρούν (φαινόμενο επίστασης) και προσδίδουν στα φυτά υπέρτερα χαρακτηριστικά ανάπτυξης και απόδοσης σε καρπό. Τα χαρακτηριστικά αυτά δεν είναι δυνατόν να μεταφερθούν στην F2 γενιά, λόγω της διάσχισης των γόνων. Επομένως οι αγρότες είναι υποχρεωμένοι να αγοράζουν κάθε καλλιεργητική περίοδο νέους σπόρους F1 υβριδίων. Οι σπόροι αυτοί είναι ιδιαίτερα ακριβοί, καθώς η διατήρηση των γονικών καθαρών σειρών είναι επίπονη διαδικασία: τα γονικά φυτά πρέπει να προστατεύονται από ανεπιθύμητες διασταυρώσεις (π.χ. με τον άνεμο ή τα έντομα) και να καλλιεργούνται διαρκώς σε διαφορετικά ημισφαίρια του πλανήτη, έτσι ώστε να είναι δυνατή η διασταύρωσή τους πολλές φορές μέσα στον ίδιο χρόνο (ανάλογα με τις απαιτούμενες κλιματικές συνθήκες). Επίσης τα γονικά φυτά πρέπει να συγκαλλιεργούνται συγχρονισμένα έτσι ώστε η εποχή άνθησης τους να συμπίπτει. Τέλος, η διαδικασία της διαστάυρωσης είναι ιδιαίτερα δύσκολη, καθώς πρέπει πρώτα να ευνουχιστούν τα «θηλυκά» φυτά από τους ανθήρες τους (στην περίπτωση των ερμαφρόδιτων φυτών) ή τα αρσενικά τους άνθη (στην περίπτωση των δίκλινων φυτών) και μετά να επικονιαστούν με τη γύρη των «αρσενικών» φυτών. Η εργασία αυτή πραγματοποιείται μόνο από εξειδικευμένο προσωπικό. 

			Από την άλλη πλευρά, είναι θεωρητικά δυνατή η παραγωγή εκατοντάδων χιλιάδων ή ακόμα και εκατομμυρίων σωματικών εμβρύων από ένα μόνο φυτό-υβρίδιο της F1 γενιάς και η δημιουργία αντίστοιχου αριθμού συνθετικών σπόρων με εγκλωβισμό αυτών των εμβρύων, τα οποία είναι κλωνικά αντίγραφα του μητρικού φυτού και όμοια μεταξύ τους. Με τον τρόπο αυτόν είναι θεωρητικά δυνατή η κάλυψη των παγκόσμιων αναγκών σε σπόρους F1 υβριδίων μιας ποικιλίας από μόλις μερικά φυτά F1 γενιάς! Ειδικές μελέτες στο αγγούρι έχουν αποδείξει ότι με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται η μείωση της τιμής του σπόρου περίπου 10.000 φορές.

			Ο συνθετικός σπόρος μπορεί να αποτελείται είτε από ληθαργικά ή από μη ληθαργικά σωματικά έμβρυα, με ή χωρίς προστατευτικό περίβλημα. Τα γυμνά μη ληθαργικά σωματικά έμβρυα καλλιεργούμενα σε έδαφος είναι κατάλληλα για τον πολλαπλασιασμό καλλωπιστικών φυτών, ενώ τα αφυδατωμένα ληθαργικά σωματικά έμβρυα χωρίς περίβλημα είναι χρήσιμα για την αποθήκευση και διατήρηση πολλαπλασιαστικού υλικού. Ας σημειωθεί ότι το περίβλημα μπορεί να παρέχει φυσική προστασία στο σωματικό έμβρυο καθώς και θρεπτικά στοιχεία, αντιβιοτικά και ρυθμιστές αύξησης.

			Αξιοσημείωτες προσπάθειες έχουν γίνει για την αυτοματοποίηση τοποθέτησης περιβλήματος και της παραγωγής συνθετικού σπόρου (Prasad et al. 2014). Έτσι έχουν κατασκευαστεί συστήματα τα οποία επιτρέπουν την παραγωγή και σπορά 70.000 συνθετικών σπόρων την ημέρα.

			8.5.2. Υγρή διάτρηση (fluid drilling)

			Η υγρή διάτρηση είναι μια τεχνική καλλιέργειας που περιλαμβάνει (1) σπόρο από γονιμοποίηση ή συνθετικό σπόρο (2) τοποθέτηση του σπόρου σε ρευστό πήγμα και (3) φύτευση του μίγματος πήγματος-σπόρου στο δισκίο σπόρου. Η υγρή διάτρηση μπορεί να δώσει: (α) πρώιμη και μεγαλύτερη φυτρωτική ικανότητα, (β) πρώιμες και μεγαλύτερες αποδόσεις και (γ) σε μερικές σοδειές, περισσότερη ομοιομορφία ωρίμανσης από τις συμβατικές μεθόδους βλάστησης ξηρών σπορών. Αυτή η τεχνική έχει τη δυνατότητα διαχείρισης ενός μεγάλου μέρους των φυταρίων χωρίς την ανάγκη ξεχωριστής περιποίησης για το καθένα. Επιπρόσθετα, το προστατευτικό πήγμα περιέχει ουσίες όπως άλατα, εντομοκτόνα και ρυθμιστές αύξησης.

			Πολλές ουσίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή του πήγματος ακινητοποίησης των σωματικών εμβρύων, αλλά το αλγινικό ασβέστιο είναι το υλικό επιλογής λόγω της χαμηλής τοξικότητάς του για το έμβρυο και της ευκολίας δημιουργίας μιας εύπλαστης, ζελατινώδους κάψουλας («συνθετικού ενδοσπερμίου») γύρω από αυτό. Οι ζελατινώδεις κάψουλες μπορούν να συμπληρωθούν με θρεπτικά στοιχεία, ρυθμιστές αύξησης και υδατάνθρακες, έτσι ώστε να διευκολύνουν και να προάγουν τη γρήγορη ανάπτυξη αλλά και την επιβίωση των εμβρύων. Αυτό δεν σημαίνει ότι η συγκεκριμένη διαδικασία είναι χωρίς προβλήματα: έχει βρεθεί ότι υδατοδιαλυτά θρεπτικά στοιχεία εκπλένονται εύκολα και γρήγορα έξω από την κάψουλα. Έχει επίσης βρεθεί ότι η κυτταρική αναπνοή μειώνεται σε σπόρους με περίβλημα, λόγω της φτωχής ανταλλαγής αερίων. Η εμφάνιση ρίζας και βλαστού αναχαιτίζεται εξίσου. Παράλληλα, η αποθήκευση μπορεί να αποτελέσει πρόβλημα, καθώς η βιωσιμότητα των εμβρύων ενδέχεται να ελαττωθεί με το πέρασμα του χρόνου εξαιτίας της παρεμπόδισης της αναπνοής του εμβρύου μέσα στην κάψουλα. Η ζωτικότητα του σπόρου εξαρτάται από τη διάχυση του Ο2 μέσα στο πήγμα. Η κίνηση του Ο2 εξαρτάται από τον τύπο του πήγματος και τη θερμοκρασία. Η κίνηση του Ο2 στο πήγμα είναι πιο αργή με την ελάττωση της θερμοκρασίας. Η πιο αργή κίνηση του Ο2 στο πήγμα μπορεί να είναι κρίσιμη εφόσον οι χαμηλές θερμοκρασίες κατά το φύτεμα μπορούν να περιορίσουν τον μεταβολισμό του προβλαστικού σπόρου. 

			Άλλες μορφές πηγμάτων τα οποία έχουν χρησιμοποιηθεί στη δημιουργία συνθετικών σπόρων είναι διάφορα μίγματα ουσιών, όπως τα Laponite (μαγνήσιο, πυριτικό άλας, άργιλος), Liqua-gel (κάλιο, άμυλο, ακρυλαμίδη), Planta-gel (συμπολυμερές από ακρυλικό κάλιο και ακρυλαμίδη), άμυλο, ακρυλικό κάλιο και πολλά υλικά βασισμένα στην κυτταρίνη.

			Οι περισσότερες έρευνες πάνω στη δημιουργία περιβλήματος έχουν ασχοληθεί με σωματικά έμβρυα μηδικής, τα οποία εμφανίζουν περίπου 60% ποσοστό επιτυχούς ανάπτυξης σε φυτά. Άλλα παραδείγματα φυτών στα οποία σωματικά έμβρυα με συνθετικό περίβλημα βλαστάνουν επιτυχώς βρίσκουμε σε είδη του γένους Brassica, στο καρότο, στο βαμβάκι, στο μαρούλι και στα σιτηρά. 

			Τέλος, έχει βρεθεί ότι η βλάστηση των συνθετικών σπόρων επιτυγχάνεται με τη χρησιμοποίηση κατάλληλων θρεπτικών διαλυμάτων κατά το «πότισμα» των σπόρων, όπως είναι το θρεπτικό μέσο SH (Schenk & Hilderbandt) ή διαλύματα φωσφορικών αλάτων.
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			ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9

			ΒΙΟΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΕΣ

			9.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

			Στο κεφάλαιο αυτό θα γνωρίσουμε τους βιοαντιδραστήρες, μια τεχνολογία η οποία επιτρέπει τη μαζική παραγωγή φυτών με μικροπολλαπλασιασμό. Βασιζόμενοι στην καλλιέργεια φυτικών κυττάρων σε μεγάλο όγκο επιτυγχάνουν τη μείωση του κόστους ανά παραγόμενο φυτό. Επιπλέον, λόγω της καλύτερης παροχής θρεπτικών υλικών και οξυγόνου στο υγρό σύστημα καλλιέργειας, οι βιοαντιδραστήρες αποτελούν την προσέγγιση επιλογής σε διάφορες εφαρμογές του μικροπολλαπλασιασμού, όπως για παράδειγμα την ανάπτυξη μικροκονδύλων.

			Οι βιοαντιδραστήρες αποτελούν συστήματα μαζικού μικροπολλαπλασιασμού. Στο παρόν κεφάλαιο παρουσιάζονται οι αρχές λειτουργίας και σχεδιασμού των βιοαντιδραστήρων (με τις ιδιαίτερες απαιτήσεις των φυτικών κυττάρων), διαφορετικοί τύποι βιοαντιδραστήρων, παραδείγματα εφαρμογής και οικονομοτεχνικά στοιχεία. 

			9.2. ΑΡΧΕΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑΣ ΚΑΙ ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΥ ΤΩΝ ΒΙΟΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΩΝ

			Οι βασικοί λόγοι ύπαρξης των βιοαντιδραστήρων είναι οι εξής δύο (Kintzios 2010):

			
					Η ανάγκη για μείωση του εργατικού κόστους εμφύτευσης και μεταφοράς/μεταφύτευσης εκφύτων και in vitro καλλιεργειών μέσα από το μαζικό χειρισμό μεγάλης ποσότητας φυτικού υλικού σε ένα μόνο δοχείο καλλιέργειας αντί του επιμερισμού του σε πολλά, ξεχωριστά δοχεία.

					Η ανάγκη καλύτερης προσομοίωσης in vitro των συνθηκών που επικρατούν in vivo, δηλαδή μέσα στο μητρικό φυτό. Ειδικότερα, με τους βιοαντιδραστήρες προσπαθούμε να παρέχουμε στα καλλιεργούμενα κύτταρα τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία με τρόπο κατά το δυνατόν ομοιόμορφο και ελεγχόμενο. 

			

			Όπως θα δούμε στη συνέχεια, η καλλιέργεια φυτικών κυττάρων σε βιοαντιδραστήρα παρουσιάζει ιδιαίτερες απαιτήσεις και αντίστοιχες προκλήσεις σε επίπεδο σχεδιασμού.

			9.2.1. Οι βιοαντιδραστήρες αποτελούν συστήματα υγρής κυτταροκαλλιέργειας

			Από μια άποψη, ένας βιοαντιδραστήρας (bioreactor) είναι ένα υπερμέγεθες δοχείο υγρής καλλιέργειας, δηλαδή καλλιέργειας ιστών και κυττάρων σε υγρό υπόστρωμα. Σε ελάχιστες εξαιρέσεις (που θα εξετάσουμε αργότερα) μπορεί ένας βιοαντιδραστήρας να συνδυαστεί με ιστοκαλλιέργεια σε στερεό υπόστρωμα. Οι σύγχρονοι βιοαντιδραστήρες απαντώνται σε απίστευτη ποικιλία διαστάσεων: μπορεί να είναι πολύ μικροί, με λειτουργικό όγκο μικρότερο των 100 ml (οι περίφημοι μίνι-αντιδραστήρες) και να προορίζονται καθαρά για εργαστηριακή χρήση. Μπορεί να φτάσουν όμως και τους 20 τόνους, οπότε στεγάζονται σε κτίρια ειδικά κατασκευασμένα για το σκοπό αυτό. Τέτοιου τύπου «γιγάντιοι» βιοαντιδραστήρες χρησιμοποιούνται συνήθως για την παραγωγή φαρμακευτικών και άλλων ουσιών φυτικής προέλευσης και λειτουργούν αποκλειστικά σε ασιατικές χώρες. 

			Σε αντίθεση πάντως με μια απλή γυάλινη φιάλη, ένας βιοαντιδραστήρας χαρακτηρίζεται συνήθως από πολυπλοκότερη δομή, η ιδανική μορφή της οποίας απεικονίζεται στο Σχήμα 9.1. Ας δούμε ποια είναι αυτή:

			Καταρχήν το κεντρικό μέρος του βιοαντιδραστήρα είναι το δοχείο καλλιέργειας, το οποίο πρέπει να είναι εύκολα αποστειρώσιμο εσωτερικά. Όπως και κάθε άλλο σκεύος ιστοκαλλιέργειας φυτών, το δοχείο είναι κατασκευασμένο από διαφανές υλικό έτσι ώστε τα καλλιεργούμενα φυτικά κύτταρα να μπορούν να εκτεθούν σε ρυθμιζόμενες συνθήκες φωτισμού. Το υλικό αυτό μπορεί να είναι πλαστικό ή γυαλί, με το δεύτερο να αποτελεί καλύτερη, αν και ακριβότερη λύση. Γενικότερα η χρήση πλαστικού για την κατασκευή του δοχείου καλλιέργειας δεν συνιστάται για αντιδραστήρες όγκου μεγαλύτερου από 10 λίτρα. Επίσης το πλαστικό δεν μπορεί να αποστειρωθεί πολλές φορές, επομένως χαρακτηρίζεται από μικρότερη διάρκεια ζωής. Από την άλλη πλευρά, ακόμα και το γυαλί είναι ακατάλληλο για αντιδραστήρες πολύ μεγάλου όγκου (> 500 λίτρα), οπότε αντικαθίσταται υποχρεωτικά από μέταλλο.
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			Σχήμα 9.1. Σχηματική δομή ιδανικού βιοαντιδραστήρα.

			Το δεύτερο βασικό στοιχείο ενός βιοαντιδραστήρα είναι ο μηχανισμός ανάδευσης του θρεπτικού υποστρώματος και των καλλιεργειών. Με τη σωστή ανάδευση εξασφαλίζεται τόσο η ομοιόμορφη, στο μέτρο του δυνατού, κατανομή των θρεπτικών και άλλων συστατικών του υποστρώματος στα καλλιεργούμενα κύτταρα καθώς και ο επαρκής αερισμός. Οι δύο αυτές διαδικασίες είναι γνωστές ως μεταφορά μάζας και μεταφορά οξυγόνου, αντίστοιχα, και αποτελούν σημαντικές παραμέτρους στο σχεδιασμό των βιοαντιδραστήρων (Panda 2011). Όπως θα δούμε στη συνέχεια, οι διαφορετικοί τύποι βιοαντιδραστήρων ουσιαστικά διαφοροποιούνται μόνο ως προς τον μηχανισμό ανάδευσης. 

			Ένα επιθυμητό χαρακτηριστικό ενός βιοαντιδραστήρα είναι η δυνατότητα σταδιακής τροφοδοσίας των καλλιεργειών με θρεπτικό υπόστρωμα. Αυτό δεν είναι εφικτό με τα συμβατικά δοχεία ιστοκαλλιέργειας, όπου το θρεπτικό υπόστρωμα παρέχεται εφάπαξ στα κύτταρα, τα οποία στη συνέχεια πρέπει να απορροφήσουν σταδιακά τα συστατικά του υποστρώματος (ανάλογα με τις ανάγκες τους). Ωστόσο η παραμονή των καλλιεργειών σε ένα θρεπτικό περιβάλλον με υψηλή συγκέντρωση μπορεί να προκαλέσει πολλά προβλήματα, όπως τοξικότητα προερχόμενη από διάφορα άλατα νατρίου ή/και ρυθμιστές αύξησης. Είναι επίσης πιθανό η υπερβολικά υψηλή συγκέντρωση ενός συστατικού να προκαλέσει την –αντίθετη από το αναμενόμενο μείωση της απορρόφησης του συγκεκριμένου συστατικού από τα καλλιεργούμενα κύτταρα. Η κατάσταση είναι χειρότερη στην περίπτωση των καλλιεργειών σε στερεά υποστρώματα, καθώς στην περίπτωση αυτή μόνο μια πλευρά των εκφύτων (η κάτω) έρχεται σε επαφή με το υπόστρωμα, επομένως υπάρχει εξαιρετικά ανομοιογενής έκθεση των κυττάρων του ίδιου ιστού στα συστατικά του υποστρώματος. Αντίθετα, με τη σταδιακή τροφοδοσία του υποστρώματος (εφικτή μόνο με υγρά μέσα) μπορούμε να προσομοιώσουμε in vitro τη θρεπτική λειτουργία του μητρικού φυτού, όπου κάθε κύτταρο τροφοδοτείται αργά, συμπλασμικά από τα γειτονικά του. Θα μπορούσαμε να παρομοιάσουμε τη σταδιακή τροφοδοσία υποστρώματος με τη στάγδην άρδευση ενός χωραφιού, σε αντιδιαστολή με το πότισμα με καταιονισμό. Όπως και στην περίπτωση αυτή, επιτυγχάνουμε τόσο οικονομία μέσων όσο και βέλτιστες συνθήκες απορρόφησης των συστατικών του υποστρώματος. Η σταδιακή τροφοδοσία του υποστρώματος μπορεί να επιτευχθεί με χρήση ειδικών περισταλτικών αντλιών, με ικανότητα παροχής μερικών ml υποστρώματος ανά ώρα, δηλαδή μιας πολύ χαμηλής παροχής. Δυστυχώς στην πράξη η σταδιακή παροχή δεν εφαρμόζεται παρά μόνο σε βιοαντιδραστήρες μεγάλου όγκου λόγω του σχετικά μεγάλου κόστους των περισταλτικών αντλιών.

			Για την οξυγόνωση των καλλιεργειών είναι απαραίτητη η ύπαρξη ενός συστήματος αερισμού του βιοαντιδραστήρα. Στην πιο απλή μορφή του αυτό αποτελείται από κατάλληλα διαμορφωμένο στόμιο. Συνήθως, ωστόσο, ο αερισμός επιτυγχάνεται με τη βοήθεια αντλίας αέρα, η οποία συχνά εξασφαλίζει και την ανάδευση της καλλιέργειας (βλ. παρακάτω, Βιοαντιδραστήρες πνευματικής ανάδευσης).

			Σε αρκετές περιπτώσεις είναι επιθυμητή η δυνατότητα απομάκρυνσης μέρους του χρησιμοποιημένου υποστρώματος μέσα από κατάλληλα διαμορφωμένα ανοίγματα στο δοχείο καλλιέργειας. Η απομάκρυνση του χρησιμοποιημένου υποστρώματος μπορεί να γίνεται είτε για να απομακρυνθούν τοξικά μεταβολικά κατάλοιπα ή για να παραληφθούν αξιοποιήσιμες χημικές ουσίες που εκκρίνονται από τα καλλιεργούμενα κύτταρα.

			Τέλος, μπορούμε να εξοπλίσουμε έναν βιοαντιδραστήρα με διάφορους αισθητήρες οι οποίοι θα μας δίνουν πληροφορίες για την πορεία της καλλιέργειας μέσω της μέτρησης διαφόρων φυσικοχημικών παραμέτρων, όπως του pH, της αγωγιμότητας, της θερμοκρασίας κ.λπ. Τα συστήματα αυτά είναι γενικά ακριβά, όχι τόσο αυτά καθαυτά, όσο η διαδικασία ενσωμάτωσής τους στο δοχείο καλλιέργειας και η επικοινωνία με έναν εξωτερικό σταθμό ελέγχου χωρίς να καταστρέφεται η συνθήκη αποστείρωσης της καλλιέργειας. Προορίζονται επομένως για βιοαντιδραστήρες μεγάλου όγκου και δυναμικότητας. Σε αυτές τις περιπτώσεις οι διάφοροι αισθητήρες μπορεί να αποτελέσουν τμήμα ενός μεγαλύτερου συστήματος αυτοματισμού, όπου κάθε παρέκκλιση της κυτταροκαλλιέργειας από το επιθυμητό θα μπορεί να διορθώνεται αυτόματα: για παράδειγμα, το pH του υποστρώματος θα μπορεί να διατηρείται σταθερό μέσα από την ελεγχόμενη παροχή μικροποσοτήτων οξέος ή βάσης. Τέτοιου τύπου εξελιγμένα, ολοκληρωμένα συστήματα αποτελούν τους λεγόμενους πλήρως αυτοματοποιημένους βιοαντιδραστήρες, με μοναδικό μειονέκτημα το υψηλό κόστος κατασκευής και λειτουργίας.

			Πρέπει να σημειωθεί ότι, για να εξασφαλιστεί η συνθήκη αποστείρωσης του εσωτερικού του δοχείου καλλιέργειας, κάθε περιφερειακό τμήμα του βιοαντιδραστήρα (παροχή υποστρώματος, παροχή αέρα, κ.λπ.) συνδέεται με το δοχείο καλλιέργειας μέσω μικροβιακών φίλτρων, δηλαδή φίλτρων κατασκευασμένων από πλαστική μεμβράνη με διάμετρο πόρων μικρότερη των 0.2 μΜ, έτσι ώστε να αποκλείουν την είσοδο μικροοργανισμών στο δοχείο της καλλιέργειας. Τα φίλτρα αυτά διατίθενται σε διάφορους εμπορικούς τύπους ανάλογα με την προβλεπόμενη απόδοσή τους, δηλαδή τον όγκο υποστρώματος ή αέρα που πρέπει να διέρχεται από αυτά στη μονάδα του χρόνου.
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			Εικόνα 9.1. Μικροβιακά φίλτρα διαφόρων μεγεθών.

			9.2.2. Η καταπόνηση λόγω της ενέργειας διάτμησης καθορίζει τον σχεδιασμό του βιοαντιδραστήρα

			Όπως ήδη προαναφέρθηκε, ο σχεδιασμός των βιοαντιδραστήρων στοχεύει στην επίτευξη υψηλών τιμών μεταφοράς μάζας και μεταφοράς οξυγόνου, δηλαδή, αντίστοιχα, ομοιόμορφης παροχής συστατικών του υποστρώματος και οξυγόνου στα καλλιεργούμενα κύτταρα. Ωστόσο υπάρχει και μια τρίτη, πολύ σημαντική παράμετρος η οποία πρέπει να λαμβάνεται σοβαρά υπόψη ειδικά για την in vitro καλλιέργεια φυτικών κυττάρων. Η παράμετρος αυτή είναι η καταπόνηση λόγω της ενέργειας διάτμησης (shear stress), φαινόμενο το οποίο προκαλείται από τον επιμερισμό, κατά την ανάδευση του υποστρώματος, του περιεχόμενου αέρα σε μικρότερες φυσαλίδες. Το μέγεθος αυτών των φυσαλίδων είναι αντίστροφο της ταχύτητας ανάδευσης: όσο γρηγορότερα αναδεύεται το υπόστρωμα, τόσο μικρότερες οι φυσαλίδες που παράγονται.

			Εδώ ακριβώς έγκειται το πρόβλημα για τα καλλιεργούμενα κύτταρα: ενώ η υψηλότερη ταχύτητα ανάδευσης συνεπάγεται καλύτερη ανάμειξη των συστατικών του υποστρώματος και του οξυγόνου, οι προκαλούμενες φυσαλίδες μικρού μεγέθους μπορούν να προκαλέσουν σοβαρές ζημιές μέσω της πρόσκρουσής τους στα κύτταρα. Όσο μικρότερη η διάμετρος της φυσαλίδας, τόσο χειρότερα. Αντίθετα, μια ευμεγέθης φυσαλίδα (που έχει παραχθεί από ήπια, χαμηλής ταχύτητας ανάδευση) θα έχει διάμετρο πολλαπλάσια αυτής των κυττάρων και ουσιαστικά θα προσκρούσει πάνω τους όπως ένας αερόσακος, χωρίς ιδιαίτερες επιπτώσεις. 

			Το πρόβλημα της διάτμησης αφορά κυρίως τα φυτικά κύτταρα, τα οποία λόγω της κατάληψης του εσωτερικού τους όγκου από το χυμοτόπιο (το οποίο λειτουργεί ως αδρανής μάζα) είναι ιδιαίτερα ευάλωτα στις μηχανικές καταπονήσεις. Αντίθετα, τα ζωικά και ιδιαίτερα τα βακτηριακά κύτταρα είναι ιδιαίτερα ανθεκτικά σε αυτές. 

			Βλέπουμε λοιπόν πως ο επίδοξος σχεδιαστής βιοαντιδραστήρων βρίσκεται μπροστά σε ένα δίλημμα: από τη μια πλευρά θέλει να επιτύχει καλή ανάδευση και αερισμό της καλλιέργειας αλλά, ταυτόχρονα, από την άλλη, να διατηρήσει την καταπόνηση λόγω ενέργειας διάτμησης όσο μικρότερη γίνεται. Θα πρέπει λοιπόν να επιλέξει τέτοιον τρόπο ανάδευσης ο οποίος και να εξασφαλίζει την καλή κατανομή των συστατικών και να διατηρεί τις φυσαλίδες του αέρα σε αποδεκτά μεγάλο μέγεθος. Στη συνέχεια θα δούμε πώς επιτυγχάνεται αυτό

			. 

			9.2.3. Οι δύο βασικοί σχεδιασμοί βιοαντιδραστήρων: Μηχανική και πνευματική ανάδευση 

			Στη συντριπτική τους πλειοψηφία (κυριολεκτικά, περισσότερο από το 90% των περιπτώσεων), οι βιοαντιδραστήρες που θα συναντήσουμε θα ανήκουν είτε στον τύπο μηχανικής ανάδευσης είτε στον τύπο πνευματικής ανάδευσης (που πλέον είναι και ο συνηθέστερος) (Antolli and Liu 2012). Ας τους εξετάσουμε προσεκτικότερα:

			Οι βιοαντιδραστήρες μηχανικής ανάδευσης (mechanical agitation) βασίζονται στη χρήση μηχανικής ενέργειας με τη βοήθεια μιας ηλεκτροκίνητης προπέλας (Σχήματα 9.1 και 9.2) για την επίτευξη επαρκούς ανάδευσης. Ο σχεδιασμός αυτός έχει προέλθει κατευθείαν από την τεχνολογία καλλιέργειας μικροβιακών κυττάρων, όπου ο συγκεκριμένος τύπος εξακολουθεί να είναι ο σχεδόν αποκλειστικά χρησιμοποιούμενος. 

			Στα πλεονεκτήματα των βιοαντιδραστήρων μηχανικής ανάδευσης συμπεριλαμβάνεται η εύκολη ρύθμιση της ταχύτητας ανάδευσης μέσω ελέγχου της ταχύτητας περιστροφής της προπέλας, καθώς και ο πολύ υψηλός συντελεστής μεταφοράς μάζας και οξυγόνου (με άλλα λόγια, η πολύ καλή ανάδευση, καλύτερη από κάθε άλλο τύπο). Με τον ίδιο τρόπο μπορεί να ελεγχθεί αποτελεσματικά το pH και η θερμοκρασία της καλλιέργειας. Ωστόσο παρουσιάζει το σοβαρό πρόβλημα της εγγενούς δημιουργίας πολύ μικρών φυσαλίδων, επομένως και υψηλής καταπόνησης λόγω ενέργειας διάτμησης. Το πρόβλημα αυτό αντιμετωπίζεται εν μέρει με ειδικό σχεδιασμό του δοχείου καλλιέργειας, έτσι ώστε να επιβραδύνεται η δημιουργία των φυσαλίδων και να αυξάνεται το μέγεθός τους. 
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			Σχήμα 9.2. Βασικοί σχεδιασμοί βιοαντιδραστήρα καλλιέργειας φυτικών κυττάρων.

			Αντίθετα, στους βιοαντιδραστήρες πνευματικής ανάδευσης (airlift) η ανάδευση και ταυτόχρονα ο αερισμός των καλλιεργειών επιτυγχάνεται με την απευθείας παροχή αέρα με πίεση μέσα στο δοχείο καλλιέργειας (με τρόπο που θυμίζει τον αερισμό των ενυδρείων) (Σχήμα 9.2 και Εικόνα 9.2) (Konstas and Kintzios 2003, Kintzios et al. 2004a, Katapodis et al. 2004, Grozeva et al. 2010). Οι αντιδραστήρες αυτού του τύπου πλεονεκτούν ως προς αυτούς της μηχανικής ανάδευσης ως προς ορισμένα χαρακτηριστικά:

			
					Παρουσιάζουν χαμηλότερες ταχύτητες ανάδευσης και επομένως μικρότερες καταπονήσεις λόγω ενέργειας διάτμησης (κατά τρόπο ειρωνικό όμως, παρά την άμεση παροχή αέρα, οξυγονώνουν λιγότερο ικανοποιητικά την καλλιέργεια σε σχέση με το σύστημα μηχανικής ανάδευσης). 

					Δεν έχουν κινητά μέρη και επομένως είναι ευκολότεροι στη συντήρηση και την αποστείρωση.

					Είναι συνήθως λεπτότεροι και υψηλότεροι ενώ μπορούν να κατασκευαστούν και να λειτουργήσουν σε πολύ μεγάλους όγκους. Δεν είναι λοιπόν παράξενο που αποτελούν τον τύπο επιλογής για τις περιπτώσεις καλλιέργειας φυτικών κυττάρων σε βιομηχανική κλίμακα.

			

			Εκτός, βέβαια, από πλεονεκτήματα, οι βιοαντιδραστήρες πνευματικής ανάδευσης παρουσιάζουν και μερικά μειονεκτήματα, τουλάχιστον σε σχέση με αυτούς με μηχανική ανάδευση:

			
					Όπως ήδη αναφέρθηκε, επιτυγχάνουν λιγότερο ικανοποιητική μεταφορά μάζας και οξυγόνου, που αρκετές φορές οδηγεί στον σχηματισμό αφρού ή/και κρούστας (από εκκρίματα των κυττάρων) που μπορεί να αποτελέσει εστία μόλυνσης ή να φράξει τις εισόδους του δοχείου καλλιέργειας.

					Λόγω της απαιτούμενης παροχής αέρα υπό πίεση, το κόστος λειτουργίας των συγκεκριμένων βιοαντιδραστήρων είναι υψηλότερο. 

			

			Μια παραλλαγή του κλασικού βιοαντιδραστήρα πνευματικής ανάδευσης είναι ο βιοαντιδραστήρας με στήλη φυσαλίδων (bubble column) (Σχήμα 9.2) όπου ο παρεχόμενος αέρας διοχετεύεται μέσα από ένα ειδικό στέλεχος με πολλές εξόδους/ακροφύσια κατά μήκος του. Ο τύπος αυτός θεωρείται ότι συνδυάζει επαρκή αερισμό των καλλιεργειών με χαμηλή ενέργεια διάτμησης, αν και μόνο όταν η πυκνότητα του αρχικού εμβολίου (εμφυτευμένα έκφυτα) είναι μικρή.
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			Εικόνα 9.2. Εμπορικός βιοαντιδραστήρας LifeReactor® (Osmotek) 5 λίτρων.

			Μια ακόμα παραλλαγή αποτελεί ο βιοαντιδραστήρας προσωρινής εμβάπτισης (temporary immersion bioreactor) (Kintzios et al. 2004b, Heringer et al. 2014, Welander et al. 2014). Στον τύπο αυτόν οι καλλιεργούμενοι φυτικοί ιστοί τοποθετούνται στην επιφάνεια μιας υπερυψωμένης πορώδους βάσης στήριξης στο μέσο του ύψους του δοχείου καλλιέργειας, ενώ το κατώτερο τμήμα του δοχείου πληρούται με θρεπτικό υπόστρωμα. Με τη βοήθεια μιας χρονορυθμιζόμενης αντλίας διοχετεύεται τακτικά αέρας επί ορισμένο χρονικό διάστημα (π.χ. επί 50 λεπτά κάθε ώρα). Ο αέρας που εισέρχεται στο κατώτερο μέρος του δοχείου καλλιέργειας ωθεί το υγρό υπόστρωμα προς τα πάνω μέσα από την πορώδη βάση στήριξης, έτσι ώστε οι φυτικοί ιστοί να εμβαπτιστούν σε αυτό. Όταν σταματήσει η παροχή του αέρα (π.χ. επί 10 λεπτά κάθε ώρα) το υγρό υπόστρωμα αποσύρεται ξανά στη βάση του δοχείου καλλιέργειας. Με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται η περιοδική, σύντομη αποστράγγιση των καλλιεργούμενων φυτικών ιστών (Βίντεο 9.1). Η συχνή αυτή διαδικασία προκαλεί ιδιόμορφη καταπόνηση στους ιστούς, οι οποίοι τροποποιούν τη φυσιολογία διαφοροποίησής τους με ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Ένα από αυτά είναι η επιτάχυνση της δημιουργίας μικροκονδύλων in vitro σε χρονικό διάστημα πολύ μικρότερο από ό,τι με τη συμβατική καλλιέργεια. Η τεχνολογία αυτή έχει βρει σημαντικότατες εφαρμογές στην παραγωγή πολλαπλασιαστικού υλικού πατάτας, νάρκισσου και άλλων βολβωδών ή κονδυλοφόρων φυτών. 
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			Βίντεο 9.1. Βιοαντιδραστήρας περιοδικής εμβάπτισης τύπου RITA (Vitropic) σε λειτουργία (το εν λόγω βίντεο είναι διαθέσιμο από τον Ελληνικό Συσσωρευτή Ακαδημαϊκών Ηλεκτρονικών Βιβλίων).

			9.2.4. Άλλοι τύποι βιοαντιδραστήρων

			Εκτός από τους δύο προαναφερθέντες βασικούς τύπους βιοαντιδραστήρων, στους οποίους ανήκει η πλειονότητα των συστημάτων σε λειτουργία, υπάρχουν και αρκετοί σχεδιασμοί για ειδικές χρήσεις. Μερικοί από αυτούς θα αναφερθούν εν συντομία στη συνέχεια:

			
					Βιοαντιδραστήρες ανάδευσης με δόνηση (vibratory): οι βιοαντιδραστήρες αυτού του τύπου μοιάζουν με εκείνους της κατηγορίας πνευματικής ανάδευσης, με τη διαφορά ότι το ακροφύσιο παροχής αέρα δονείται με ειδικό μηχανισμό. Χρησιμοποιούνται για μείωση του σχηματισμού αφρού και διάλυση πιθανών κυτταρικών συσσωματωμάτων. 

					Βιοαντιδραστήρες περιστρεφόμενου φίλτρου (spin filter): στον τύπο αυτόν, ο οποίος για μερικά χρόνια ήταν ιδιαίτερα δημοφιλής σε εφαρμογές μικροπολλαπλασιασμού μέσω σωματικής εμβρυογένεσης καθώς και παραγωγής δευτερογενών μεταβολιτών, υπάρχει ένα περιστρεφόμενο φίλτρο που αφαιρεί το χρησιμοποιημένο υπόστρωμα, αλλά δεν είναι περατό στα κύτταρα, τα οποία παραμένουν μέσα στο δοχείο καλλιέργειας. Το πρόβλημα είναι ότι έτσι τα κύτταρα συχνά συσσωρεύονται πάνω στο φίλτρο, με αποτέλεσμα τη συμφόρησή του.

					Βιοαντιδραστήρες περιστρεφόμενου τυμπάνου (rotating drum): στον ιδιόμορφο αυτό τύπο, ο οποίος χρησιμοποιείται κυρίως στην καλλιέργεια ζωικών κυττάρων αλλά βρίσκει και εκτεταμένη εφαρμογή στην παραγωγή βιοδραστικών ουσιών από καλλιέργεια φυτικών κυττάρων, η ανάδευση επιτυγχάνεται με περιστροφή ολόκληρου του δοχείου καλλιέργειας (το οποίο βρίσκεται σε οριζόντια θέση) (Διαδραστική Διαφάνεια 9.1). Με τον τρόπο αυτόν επιτυγχάνεται σημαντική αύξηση της παραγωγής βιομάζας και μεταβολιτών.

					Βιοαντιδραστήρες αέριας φάσης (gaseous phase) (Σχήμα 9.3): στην περίπτωση αυτή οι φυτικοί ιστοί καλλιεργούνται πάνω σε πλαστικό φίλτρο, ενώ το θρεπτικό υπόστρωμα ψεκάζεται πάνω σε αυτούς. Εννοείται ότι στον συγκεκριμένο τύπο δεν υφίσταται καν η έννοια της καταπόνησης λόγω ενέργειας διάτμησης, ενώ ο αερισμός των καλλιεργειών είναι μέγιστος. Ωστόσο δεν έχει αξιοποιηθεί εκτενώς. Ο τύπος αυτός βιοαντιδραστήρα είναι ένας από τους λίγους που δεν βασίζονται σε σύστημα υγρής καλλιέργειας (όπως και ο μίνι-βιοαντιδραστήρας στερεής φάσης που θα εξετάσουμε στη συνέχεια).

					Μίνι-βιοαντιδραστήρες (mini-bioreactors): όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, πρόκειται για απλούς τύπους αντιδραστήρων με όγκο μικρότερο των 100 ml, συνήθως μάλιστα αρκετά μικρότερο (2-25 ml) (Kumar et al. 2004, Moschopoulou and Kintzios 2010). Καθώς βασίζονται σε τροποποιημένους δοκιμαστικούς σωλήνες, έχουν το πλεονέκτημα του πολύ χαμηλού κόστους κατασκευής αν και υστερούν ως προς την ικανότητα μεταφοράς οξυγόνου. Αξίζει να αναφερθεί ότι έχει αναπτυχθεί μίνι-βιοαντιδραστήρας στερεάς φάσης με σκοπό την καλλιέργεια ακινητοποιημένων κυττάρων όπου ολόκληρος ο εσωτερικός όγκος του δοχείου καλλιέργειας καταλαμβάνεται από το πήγμα ακινητοποίησης και τα περιεχόμενα κύτταρα (Εικόνα 9.3).

			

			[image: ]

			Διαδραστική Διαφάνεια 9.1. Αρχή λειτουργίας βιοαντιδραστήρα περιστρεφόμενου τυμπάνου (η εν λόγω διαφάνεια είναι διαθέσιμη από τον Ελληνικό Συσσωρευτή Ακαδημαϊκών Ηλεκτρονικών Βιβλίων).
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			Σχήμα 9.3. Αρχή λειτουργίας βιοαντιδραστήρα αέριας φάσης.
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			Εικόνα 9.3. Μίνι-βιοαντιδραστήρας στερεάς φάσης.

			9.3. ΣΥΧΝΑ ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΚΑΤΑ ΤΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΑ ΤΩΝ ΒΙΟΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΩΝ

			Καθώς οι βιοαντιδραστήρες επιτρέπουν τη μαζική ιστοκαλλιέργεια φυτών σε μεγάλους όγκους, προσφέρουν το σημαντικό πλεονέκτημα της μείωσης των απαιτούμενων εργασιών εμφύτευσης και μεταφύτευσης σε λίγα μεγάλα δοχεία καλλιέργειας αντί σε πολλά μικρά (π.χ. δοχεία Magenta®, τρυβλία, κωνικές φιάλες). Ωστόσο η χρήση τους δεν είναι απαλλαγμένη από προβλήματα, τα σημαντικότερα των οποίων είναι τα εξής:

			
					Μολύνσεις: το βασικό αυτό πρόβλημα της ιστοκαλλιέργειας, που αναπτύχθηκε αναλυτικότερα στο Κεφάλαιο 6, καταλαμβάνει δεσπόζουσα θέση στην περίπτωση της καλλιέργειας σε βιοαντιδραστήρα. Όπως γίνεται εύκολα αντιληπτό, οποιαδήποτε μόλυνση της καλλιέργειας θα οδηγήσει σε καταστροφή του συνόλου του περιεχομένου ενός βιοαντιδραστήρα, το οποίο μπορεί να ισοδυναμεί με πολλές (από δέκα μέχρι πολλές χιλιάδες) καλλιέργειες σε μικρότερα, συμβατικά δοχεία ιστοκαλλιέργειας. Για τον λόγο αυτόν, απαιτείται ακόμα πιστότερη εφαρμογή των αρχών αποστείρωσης και απολύμανσης των υλικών και του περιβάλλοντος εργασίας. Ιδιαίτερη μέριμνα πρέπει να δίνεται στην επιμελή σφράγιση των εισόδων (αέρα, υποστρώματος, κ.λπ.) του βιοαντιδραστήρα με Parafilm™ και μικροβιακά φίλτρα.

					Υαλοποίηση: και αυτό το πρόβλημα (που επίσης αναλύθηκε στο Κεφάλαιο 6) καθίσταται σημαντικότερο στην καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρα, καθώς η αναγέννηση φυτών σε υγρό υπόστρωμα συνοδεύεται συχνά από αύξηση της συχνότητας παραγωγής υαλοποιημένων φυτών (σε αντίθεση με την αναγέννηση σε στερεό υπόστρωμα). Το πρόβλημα αυτό μπορεί να αντιμετωπιστεί σε αρκετά ικανοποιητικό βαθμό με τη χρήση ανασταλτικών ρυθμιστών της αύξησης (π.χ. flurpirimidol, paclobutrazol, ancymidol).

					Συσσωμάτωση κυττάρων: με την πάροδο του χρόνου τα καλλιεργούμενα κύτταρα μπορεί να σχηματίσουν μεγάλα συσσωματώματα και να φράξουν τα κινητά μέρη του δοχείου καλλιέργειας (π.χ. μηχανισμός ανάδευσης), καθώς και τις εισόδους του αέρα και του υποστρώματος. Στην ίδια κατηγορία προβλημάτων ανήκει και ο σχηματισμός αφρού ή κρούστας από πολυσακχαρικά εκκρίματα των κυττάρων, που μπορεί να αποτελέσει εστία μόλυνσης. Με τον ίδιο τρόπο μπορεί να αλλάξει το ιξώδες του θρεπτικού υποστρώματος.

					Σωμακλωνική παραλλακτικότητα: Αρκετοί ερευνητές θεωρούν ότι η αναγέννηση φυτών σε βιοαντιδραστήρα μέσω σωματικής εμβρυογένεσης (προσέγγισης που θεωρείται ιδανική για αυτή την εφαρμογή – βλ. παρακάτω), μπορεί να οδηγήσει σε αύξηση των σωμακλωνικά παραλλαγμένων φυτών (το φαινόμενο της σωμακλωνικής παραλλακτικότητας αναλύθηκε στο Κεφάλαιο 6). Για τον λόγο αυτό συνιστούν την αναγέννηση φυτών μέσω άμεσης οργανογένεσης.

			

			9.4. Η ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΗ ΔΙΑΣΤΑΣΗ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ ΣΕ ΒΙΟΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΕΣ

			9.4.1. Γενικά στοιχεία

			Όπως αναφέρθηκε ήδη στην Εισαγωγή του παρόντος Κεφαλαίου, ένας από τους κύριους λόγους της εφαρμογής των βιοαντιδραστήρων στον μικροπολλαπλασιασμό των φυτών είναι η σημαντική μείωση του κόστους η οποία επιτυγχάνεται. Η μείωση αυτή αφορά πρωτίστως το κόστος εργασίας και δευτερευόντως το κόστος των υλικών, καθώς με τον βιοαντιδραστήρα απαλείφεται η ανάγκη της επανάληψης των προβλεπόμενων χειρισμών εμφύτευσης/μεταφύτευσης σε πολλά μικρά δοχεία καλλιέργειας. Επιπρόσθετα, έχει βρεθεί ότι σε αρκετά είδη η ιστοκαλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρα μπορεί να αυξήσει τον λόγο πολλαπλασιασμού (αναγεννημένα φυτά / έκφυτο) τουλάχιστον κατά 400% σε σχέση με τον συμβατικό μικροπολλαπλασιασμό (Chin et al. 2014). Μάλιστα, ορισμένοι ερευνητές προτείνουν να μην εξετάζεται καν η επιλογή της καλλιέργειας σε βιοαντιδραστήρα, αν δεν έχει πρώτα τεκμηριωθεί η δυνατότητα αύξησης του λόγου πολλαπλασιασμού στα προαναφερθέντα επίπεδα. 

			Σήμερα οι βιοαντιδραστήρες καλλιέργειας φυτικών κυττάρων γνωρίζουν ευρύτατη εφαρμογή, λόγω και της μείωσης του κόστους απόκτησής τους. Στο σημείο αυτό πρέπει να διευκρινιστούν ορισμένες πτυχές της εμπορικής εφαρμογής των βιοαντιδραστήρων:

			Οι περισσότεροι εμπορικοί τύποι βιοαντιδραστήρων χρησιμοποιούνται για την παραγωγή βιοδραστικών προϊόντων από φυτικά κύτταρα (τα λεγόμενα «κυτταρικά εργοστάσια»), και απαντώνται σε μεγάλες διαστάσεις (συνήθως από 100 μέχρι 1000 lt). Αντίθετα, η εφαρμογή των βιοαντιδραστήρων στον μικροπολλαπλασιασμό είναι σχετικά λιγότερο διαδεδομένη και θα τη συναντήσουμε κυρίως στην παραγωγή πολλαπλασιαστικού υλικού για βελτιωτικούς και άλλους σκοπούς. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η σχετικά μικρότερη διάδοση των βιοαντιδραστήρων σε εφαρμογές μικροπολλαπλασιασμού δεν συνδέεται με το κόστος τους, το οποίο μπορεί να είναι εξαιρετικά ανταγωνιστικό. Για παράδειγμα, ένας βιοαντιδραστήρας με αναλώσιμο δοχείο καλλιέργειας (από πλαστικό αποστειρώσιμο για δέκα φορές) μαζί με όλα τα περιφερειακά του συστήματα έχει κόστος το οποίο σπάνια ξεπερνά τα 200-300 ευρώ. Η απροθυμία πολλών επιχειρήσεων μικροπολλαπλασιασμού να υιοθετήσουν τη χρήση βιοαντιδραστήρων συνδέεται περισσότερο με την έλλειψη αρκετών κατασκευαστών ανάλογων συστημάτων και επομένως και του σχετικού συστήματος εκπαίδευσης χρηστών-πελατών. Κυριολεκτικά, οι εταιρείες κατασκευής βιοαντιδραστήρων για μικροπολλαπλασιασμό δεν ξεπερνούν τις δέκα σε παγκόσμιο επίπεδο. 

			Σε αντίθεση με τους βιοαντιδραστήρες κυτταρικών εργοστασίων, οι βιοαντιδραστήρες μικροπολλαπλασιασμού χαρακτηρίζονται από μικρό όγκο (1-5 lt), ενώ η λειτουργία τους είναι ημιαυτοματοποιημένη. Με τον τελευταίο όρο εννοούμε ότι η μόνη διαδικασία που πραγματοποιείται αυτόματα είναι η ανανέωση του αέρα στο δοχείο καλλιέργειας. Υπάρχουν μερικοί εξελιγμένοι τύποι βιοαντιδραστήρα στους οποίους είναι εφικτή η αυτόματη παροχή θρεπτικού υποστρώματος με περισταλτική αντλία, με μειονέκτημα όμως την αύξηση του κόστους (τουλάχιστον κατά 300-500 ευρώ). Τέλος, υπάρχουν μερικά πειραματικά συστήματα αυτόματης εμφύτευσης / μεταφύτευσης ιστών με χρήση ρομποτικών συστημάτων και τεχνητής νοημοσύνης. Τα συστήματα αυτά είναι εξαιρετικά ακριβά (της τάξης πολλών εκατομμυρίων ευρώ) και η ανάλυσή τους ξεφεύγει του σκοπού του παρόντος βιβλίου. 

			Ωστόσο, η απόδοση ακόμα και των «απλών», ημιαυτόματων συστημάτων βιοαντιδραστήρων υπερέχει συντριπτικά της «συμβατικής» ιστοκαλλιέργειας, καθώς έχει υπολογιστεί ότι ενώ με την κλασική διαδικασία (σε μικρά δοχεία, συνήθως με στερεό υπόστρωμα) μπορούν να εμφυτευτούν μέχρι 250 έκφυτα/ώρα, με τη χρήση βιοαντιδραστήρων ο αριθμός αυτός εκτινάσσεται στα 3000 έκφυτα/ώρα και μπορεί να αυξηθεί έως και 50% περισσότερο με την εφαρμογή περισσότερης αυτοματοποίησης. 

			 Παρά τα προαναφερθέντα προβλήματα, πάρα πολλά φυτικά είδη πολλαπλασιάζονται in vitro σε τακτική βάση με τη χρήση βιοαντιδραστήρων. Στον επόμενο πίνακα παρουσιάζεται ένας επιλεγμένος κατάλογος αυτών:

			
				
					
					
				
				
					
							
							Αγγούρι

							Μπανάνα

							Πατάτα

							Καφές

							Νάρκισσος

							Φτέρη

							Καρότο

							Thalictrum rugosum 

							Apathiphyllum

							Swgoniuni

							Diffenbachia

							African violets

							Alstronieria

							Cyclamen

						
							
							Γλαδίολος

							Lilium

							Brodiaea 

							Eschscholtzia 

							Nerine 

							Begonia 

							Catharanthus roseus

							Syngonium

							Καρπούζι

							Ανθούριο

							Cucumis metuliferus

							Spathiphyllum

							Aconitum napellus

							Δασικά είδη

						
					

				
			

			Πίνακας 9.1. Παραδείγματα φυτικών ειδών που μικροπολλαπλασιάζονται σε βιοαντιδραστήρα.

			9.4.2.Οι βιοαντιδραστήρες είναι μια πολύ αποδοτική τεχνολογική προσέγγιση

			Αξίζει, τέλος, να αναφερθούν κάποια ποσοτικά στοιχεία που αποδεικνύουν την οικονομική αξία της χρήσης βιοαντιδραστήρων για τον μικροπολλαπλασιασμό των φυτών. Για παράδειγμα, σε μελέτη κατά την οποία έγινε σύγκριση του σχετικού κόστους πολλαπλασιασμού υβριδίων αγγουριάς είτε με σπορόφυτα είτε με συμβατική ιστοκαλλιέργεια (σε στερεό υπόστρωμα, σε δοχεία Magenta®) ή με χρήση βιοαντιδραστήρων πνευματικής ανάδευσης αποδείχθηκε ότι ενώ ο συμβατικός μικροπολλαπλασιασμός μειώνει το κόστος παραγωγής φυτών κατά 24% σε σχέση με την παραγωγή από σπόρο, η εφαρμογή βιοαντιδραστήρων οδηγεί σε ακόμα μεγαλύτερη μείωση του κόστους (της τάξης του 60%) (Πίνακας 9.2) (Kintzios and Konstas 2004). Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι στη μεν περίπτωση της απλής ιστοκαλλιέργειας η μείωση του κόστους σε σχέση με τα σπορόφυτα οφείλεται στην εξάλειψη του κόστους του σπόρου (καθώς από ένα φυτό μπορούν να προέλθουν πολλά φυτά αναγεννημένα in vitro), στη δε περίπτωση των βιοαντιδραστήρων, εκτός από το κόστος των σπόρων, έχει μειωθεί σημαντικά και το κόστος δοχείων, αναλώσιμων και, το κυριότερο, εργατικών.

			
				
					
					
					
					
				
				
					
							
							
							Παραγωγή από σπόρο

						
							
							Παραγωγή με συμβατικό μικροπολλαπλασιασμό

						
							
							Παραγωγή σε 

							βιοαντιδραστήρα

						
					

					
							
							Σπόρος

						
							
							47

						
							
							-

						
							
							-

						
					

					
							
							Εργασία

						
							
							10,5

						
							
							22,8

						
							
							8

						
					

					
							
							Αναλώσιμα

						
							
							29

						
							
							14

						
							
							8

						
					

					
							
							Εξοπλισμός

						
							
							13,5

						
							
							39,2

						
							
							24

						
					

					
							
							Ολικά

						
							
							100

						
							
							76

						
							
							40

						
					

				
			

			Πίνακας 9.2. Συγκριτική ανάλυση κόστους παραγωγής φυτών υβριδίου αγγουριάς με σπορόφυτα, με συμβατική ιστοκαλλιέργεια ή με χρήση βιοαντιδραστήρων. Στην πρώτη στήλη αναφέρονται οι επιμέρους συντελεστές του κόστους παραγωγής των φυτών. Το κόστος αναφοράς (100) προκύπτει από την άθροιση του κόστους των επιμέρους συντελεστών παραγωγής των σπορόφυτων (δεύτερη στήλη), ενώ το κόστος παραγωγής είτε με συμβατική ιστοκαλλιέργεια (τρίτη στήλη) ή με χρήση βιοαντιδραστήρων (τέταρτη στήλη) εκφράζεται ως ποσοστό του κόστους αναφοράς. 
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			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: 

			ΛΕΞΙΚΟ ΟΡΩΝ ΜΙΚΡΟΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟΥ

			Αποδιαφοροποίηση (dedifferentiation): η διαδικασία κατά την οποία ένα φυτικό κύτταρο «χάνει» σε μικρό ή μεγάλο βαθμό την τυπική ανατομική ή/και λειτουργική του δομή, αποκτώντας παράλληλα μια ευέλικτη οντογενετική κατάσταση.

			Απολύμανση (disinfection): η επιφανειακή μεταχείριση βιολογικών δειγμάτων (π.χ. εκφύτων) με απολυμαντικές ουσίες με σκοπό τη θανάτωση μικροοργανισμών.

			Αποστείρωση (ξηρή) (dry sterilization): η διαδικασία θανάτωσης των μικροοργανισμών σε σκεύη και εργαλεία με εφαρμογή υψηλής θερμοκρασίας (200ºC). 

			Αποστείρωση (υγρή) (wet sterilization, steam sterilization, autoclaving): η διαδικασία θανάτωσης των μικροοργανισμών σε σκεύη, εργαλεία και διαλύματα με συνδυασμό υψηλής θερμοκρασίας (121°C) και πίεσης (1,2Atm).

			Ασηπτικές τεχνικές (aseptic conditions): η αποστείρωση και απολύμανση του χώρου εργασίας, των χρησιμοποιούμενων σκευών και αναλώσιμων αλλά και του ίδιου του φυτικού υλικού

			Αυξίνες (auxins): φυτικοί ρυθμιστές αύξησης με κατεξοχήν δράση στην αύξηση των κυττάρων και τη ριζογένεση in vitro.

			Αυτόκαυστο (autoclave): κλίβανος αποστείρωσης υλικών με συνδυασμό υψηλών θερμοκρασιών και ατμοσφαιρικής πίεσης.

			Βιοαντιδραστήρας (bioreactor): σύστημα μαζικού μικροπολλαπλασιασμού, συνήθως σε υγρό υπόστρωμα, με αυτοματοποιημένες διαδικασίες σε διάφορους βαθμούς.

			Βιοαντιδραστήρες μηχανικής ανάδευσης (mechanical agitation bioreactors): βιοαντιδραστήρες στους οποίους η ανάδευση και ο αερισμός της καλλιέργειας επιτυγχάνεται με μηχανικά μέσα.

			Βιοαντιδραστήρες πνευματικής ανάδευσης (airlift bioreactors): βιοαντιδραστήρες στους οποίους η ανάδευση και ο αερισμός της καλλιέργειας επιτυγχάνεται με παροχή αέρα.

			Διάσωση εμβρύου (embryo rescue): η ιστοκαλλιέργεια ζυγωτού εμβρύου με διαφορετική ταξινομική προέλευση από το μητρικό φυτό, έτσι ώστε να υπερκεραστεί η απόρριψη του εμβρύου από το μητρικής προέλευσης ενδοσπέρμιο.

			Διαφοροποίηση (differentiation) in vitro: η οντογένεση εξειδικευμένων ανατομικών και/ή λειτουργικών φυτικών δομών σε περιβάλλον κυτταρο-/ιστοκαλλιέργειας.

			Εγκλιματισμός (acclimatization) ή σκληραγώγηση (weaning, hardening): το σύνολο των διαδικασιών που εξασφαλίζουν τη σωστή μετάβαση ενός μικροπολλαπλασιασμένου φυτού από τo περιβάλλον in vitro σε αυτό in vivo. 

			Έκφυτο (explant): οποιοσδήποτε τύπος φυτικού κυττάρου, ιστού ή οργάνου που καλλιεργείται in vitro.

			Εμφύτευση (inoculation): η διαδικασία εγκατάστασης μιας ιστοκαλλιέργειας μέσω του εμβολιασμού (εμφύτευσης) του εκφύτου στο θρεπτικό υπόστρωμα.

			Επαναδιαφοροποίηση (redifferentiation) in vitro: η αναγέννηση εξειδικευμένων ανατομικών και/ή λειτουργικών φυτικών δομών από αποδιαφοροποιημένους ιστούς, όπως ο κάλος. 

			Επίδραση εκ μεταφοράς (carry-over effect): το φαινόμενο κατά το οποίο ορισμένοι φυτικοί ρυθμιστές αύξησης, κυρίως αυξίνες, προσκολλώνται στα κυτταρικά τοιχώματα με αποτέλεσμα να επιδρούν πάνω στα κύτταρα ακόμα και όταν αυτά έχουν μεταφερθεί σε νέο υπόστρωμα καλλιέργειας. 

			Θάλαμος νηματικής ροής αέρα (laminar air flow cabinet): πάγκος ιστοκαλλιεργητικών εργασιών υπό καθαρές συνθήκες αέρα λόγω της διέλευσής του μέσω ειδικού φίλτρου HEPA.

			Ιχνοστοιχεία (trace elements): ανόργανα θρεπτικά στοιχεία τα οποία απαιτούνται σε πολύ μικρές ποσότητες από τα φυτά σε μικροπολλαπλασιασμό.

			Ιστοκαλλιέργεια (tissue culture): η καλλιέργεια φυτικών ιστών in vitro.

			Καλλιέργεια εμβρύων (embryo culture): η in vitro καλλιέργεια ζυγωτών εμβρύων προς διευκόλυνση της βλάστησης του εμβρύου.

			Καλογένεση (callus induction): η διαδικασία επαγωγής κάλου από ένα έκφυτο.

			Κάλος (callus): μάζα από αποδιαφοροποιημένα φυτικά κύτταρα καλλιεργούμενα σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα.

			Καστάνωση ή οξείδωση (browning, oxidation): το φαινόμενο κατά το οποίο οι ιστοκαλλιέργειες αποκτούν σκούρο χρώμα λόγω οξείδωσης πολυφαινολικών ουσιών.

			Κυκλική (ή δευτερογενής ή επαναληπτική) σωματική εμβρυογένεση (secondary somatic embryogenesis): η διαδικασία επαγωγής σωματικών εμβρύων από ήδη υφιστάμενα σωματικά έμβρυα, συνήθως σφαιρικά έμβρυα.

			Κυτταρικό εναιώρημα (cell suspension): μάζα από αποδιαφοροποιημένα φυτικά κύτταρα, χαλαρά συνδεδεμένα μεταξύ τους, καλλιεργούμενα σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα.

			Κυτταροκαλλιέργεια (cell culture): η καλλιέργεια φυτικών κυττάρων, μεμονωμένων ή σε ομάδες, σε τεχνητές συνθήκες εκτός του μητρικού οργανισμού (in vitro).

			Κυτοκινίνες (cytokinines): φυτικοί ρυθμιστές αύξησης με κατεξοχήν δράση στην προώθηση της κυτταροδιαίρεσης και της επαγωγής βλαστογένεσης in vitro.

			Μακροστοιχεία (macronutrient elements): ανόργανα θρεπτικά στοιχεία τα οποία απαιτούνται σε μεγάλες σχετικά ποσότητες από τα φυτά σε μικροπολλαπλασιασμό.

			Μεριστωματική καλλιέργεια (meristem culture): η ιστοκαλλιέργεια κορυφαίων μεριστωμάτων με σκοπό το μικροπολλαπλασιασμό φυτών με γενετική πιστότητα και απαλλαγμένων παθογόνων.

			Μετατροπή (conversion): η διαδικασία βλάστησης των σωματικών εμβρύων.

			Μεταφύτευση (transfer) ή υποκαλλιέργεια (subculture): η διαδικασία μεταφοράς ιστοκαλλιεργειών από ένα υπόστρωμα σε άλλο, ίδιας ή διαφορετικής σύστασης.

			Μητρικό φυτό (donor plant): το φυτό από το οποίο παραλαμβάνονται τα έκφυτα.

			Μικροπολλαπλασιασμός (micropropagation): μέθοδος αγενούς πολλαπλασιασμού των φυτών με ιστοκαλλιέργεια, εκμεταλλευόμενη τη δυνατότητα πολλαπλών κύκλων αναγέννησης φυτών σε σύντομο χρονικό διάστημα.

			Μικροστοιχεία (micronutrient elements): ανόργανα θρεπτικά στοιχεία τα οποία απαιτούνται σε μικρές σχετικά ποσότητες από τα φυτά σε μικροπολλαπλασιασμό.

			Ολοδυναμία ή παντοδυναμία (totipotency): η ικανότητα αναγέννησης ολόκληρων φυτών από δυνητικά κάθε τύπο φυτικού κυττάρου.

			Οργανογένεση (organogenesis): η διαδικασία η οποία τελικά οδηγεί στον σχηματισμό καταβολών οργάνων πάνω στα καλλιεργούμενα έκφυτα. Περιλαμβάνει ως υποκατηγορία την τυχαία οργανογένεση (adventitious organogenesis) κατά την οποία σχηματίζονται καταβολές οργάνων σε άσχετα από αυτές έκφυτα, π.χ. ριζικές καταβολές σε φύλλα.

			Ρυθμιστικοί παράγοντες αύξησης (plant growth regulators – PGRs): ουσίες που μπορούν να καθορίσουν τις οντογενετικές διαδικασίες της in vitro καλλιέργειας, μέσω διέγερσης ή αναστολής φυσιολογικών λειτουργιών.

			Συνθετικός σπόρος (artificial seed): σωματικό έμβρυο εγκλωβισμένο μέσα σε ένα τεχνητό θρεπτικό πήγμα (gel), το οποίο υποκαθιστά το ενδοσπέρμιο ενός κανονικού σπόρου.

			Συντελεστής πολλαπλασιασμού (proliferation rate): ποσοτικός δείκτης του αριθμού των τελικά αναπαραγόμενων φυτών (κυρίως μέσω τυχαίας οργανογένεσης) από ένα αρχικό έκφυτο.

			Σωμακλωνική παραλλακτικότητα (somaclonal variation): φαινόμενο της in vitro καλλιέργειας φυτών κατά το οποίο προκαλούνται προσωρινές (transient) ή μόνιμες μεταβολές στο γονιδίωμα των μικροπολλαπλασιασμένων φυτών.

			Σωματική εμβρυογένεση (somatic embryogenesis): η διαδικασία εκείνη με την οποία σχηματίζονται εμβρυακές δομές πάνω στα in vitro καλλιεργούμενα έκφυτα, χωρίς να έχει προηγηθεί καμία φάση γονιμοποίησης.

			Υαλοποίηση (vitrification): το φαινόμενο κατά το οποίο τα αναγεννημένα in vitro φυτά εμφανίζουν ελλιπή διαμόρφωση της δομής τους, με αποτέλεσμα συχνά να εμφανίζουν διαφανείς ιστούς (σαν από γυαλί).

			Ωρίμανση (maturation): το σύνολο των φυσιολογικών διεργασιών που καθιστούν ένα σωματικό έμβρυο ικανό προς βλάστηση. 

		

	
		
			ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ:

			ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΩΝ

			Στο Παράρτημα αυτό παρουσιάζονται ενδεικτικά και για λόγους σύγκρισης μερικά από τα σημαντικότερα υποστρώματα που χρησιμοποιούνται σήμερα στον μικροπολλαπλασιασμό των φυτών. Υπάρχει πραγματικά πολύ μεγάλη ποικιλία θρεπτικών υποστρωμάτων, η σύσταση των οποίων διαφοροποιείται ανάλογα με το φυτικό είδος το οποίο θέλουμε να μικροπολλαπλασιάσουμε. Τα περισσότερα υποστρώματα έχουν συσταθεί πριν από πολλές δεκαετίες (τα κυριότερα κατά τη διάρκεια της δεκαετίας 1960-1970, οπότε παρατηρήθηκε και «οργασμός» δραστηριοτήτων στην ιστοκαλλιέργεια), ενώ τα περισσότερα από τα νεότερα υποστρώματα έχουν βασιστεί σε μικρές, πλην όμως σημαντικές, διαφοροποιήσεις της σύστασης των προηγουμένων. 

			Υπάρχουν περισσότερα από 30 ευρέως χρησιμοποιούμενα υποστρώματα, ωστόσο η συντριπτική πλειοψηφία των πρωτοκόλλων μικροπολλαπλασιασμού εξακολουθεί να βασίζεται στα γνωστά υποστρώματα των Murashige & Skoog και του Gamborg. Εκτός από τη διαφοροποίηση της ποιοτικής σύστασης των υποστρωμάτων σημασία έχει συχνά και η ποσοτική, που εκφράζεται μέσα από τη δύναμη του υποστρώματος, δηλαδή τη συγκέντρωση των ανόργανων αλάτων σε συγκέντρωση ίση με 100%, 50% (1/2) ή 25% (1/4) της κανονικής. Για παράδειγμα, το υπόστρωμα MS χρησιμοποιείται συχνά σε δυνάμεις ½ ή ¼ για την προώθηση της ριζοβολίας ή την επαγωγή της συσσώρευσης δευτερογενών μεταβολιτών (Fadel et al. 2010). 

			Στον Πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζεται συγκριτικά η σύσταση έξι από τα διασημότερα υποστρώματα μικροπολλαπλασιασμού. Τα συστατικά έχουν ταξινομηθεί με τη γνωστή μέθοδο διάκρισης σε μακρο-, μικρο-, ιχνοστοιχεία και βιταμίνες. 

			
				
					
					
					
					
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							ΔΙΑΛΥΜΑ

						
							
							ΣΥΣΤΑΤΙΚΟ

						
							
							MS1

						
							
							B52

						
							
							LS3

						
							
							WPM4

						
							
							White5

						
							
							ROM6

						
							
							Μονάδα 

							συγκέντρωσης

						
					

					
							
							A

							Μακροστοιχεία

						
							
							KNO3

						
							
							18,79

						
							
							24,73 

						
							
							18,79

						
							
							-

						
							
							0,79

						
							
							10,88

						
							
							mM

						
					

					
							
							NH4NO3

						
							
							20,61

						
							
							-

						
							
							20,61

						
							
							5

						
							
							-

						
							
							5,15

						
							
							mM

						
					

					
							
							CaCl2.2H2O

						
							
							2,99

						
							
							1,02

						
							
							2,99

						
							
							0,65

						
							
							-

						
							
							2,99

						
							
							mM

						
					

					
							
							Ca(NO3)2

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							2,35

						
							
							1,27

						
							
							2,54

						
							
							mM

						
					

					
							
							MgSO4.7H2O

						
							
							1,50

						
							
							1,01

						
							
							1,5

						
							
							1,5

						
							
							2,92

						
							
							6,09

						
							
							mM

						
					

					
							
							KH2PO4

						
							
							1,25

						
							
							-

						
							
							1,25

						
							
							1,25

						
							
							-

						
							
							2,5

						
							
							mM

						
					

					
							
							K2SO4

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							5,68

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							mM

						
					

					
							
							KCl

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							0,87

						
							
							6,71

						
							
							mM

						
					

					
							
							NaH2PO4

						
							
							-

						
							
							1,09

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							0,12

						
							
							-

						
							
							mM

						
					

					
							
							(NH4)2SO4

						
							
							-

						
							
							1,01

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							mM

						
					

					
							
							Β

							Μικροστοιχεία

						
							
							H3BO3

						
							
							100

						
							
							48,52

						
							
							100

						
							
							100

						
							
							24,26

						
							
							200

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							MnSO4.H2O

						
							
							100

						
							
							59,16

						
							
							100

						
							
							130

						
							
							31,42

						
							
							100

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							ZnSO4.7H2O

						
							
							29,91

						
							
							6,96

						
							
							29,91

						
							
							29,91

						
							
							9,29

						
							
							49,75

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							FeNaEDTA

						
							
							0,10

						
							
							0,10

						
							
							0,10

						
							
							0,10

						
							
							12,48x10-3

						
							
							0,1

						
							
							mM

						
					

					
							
							Γ

							Ιχνοστοιχεία

						
							
							KJ

						
							
							5

						
							
							4,52

						
							
							5

						
							
							-

						
							
							4,52

						
							
							5

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Na2MoO4.2H2O

						
							
							1,03

						
							
							1,03

						
							
							1,03

						
							
							1,03

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							MoO3

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							0,69

						
							
							-

						
							
							pM

						
					

					
							
							Na2SO4

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							1,41

						
							
							-

						
							
							mM

						
					

					
							
							CuSO4.5H2O

						
							
							0,10

						
							
							0,10

						
							
							0,10

						
							
							1

						
							
							4x10-6

						
							
							1

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							CoCl2.6H2O

						
							
							0,11

						
							
							0,11

						
							
							0,11

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							0,11

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Δ

							Βιταμίνες

						
							
							Γλυκίνη

						
							
							26,64

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							26,64

						
							
							-

						
							
							26,64

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Μυο-ινοσιτόλη

						
							
							0,56

						
							
							0,56

						
							
							0,56

						
							
							0,56

						
							
							-

						
							
							0,55

						
							
							mM

						
					

					
							
							Θειαμίνη HCl

						
							
							0,30

						
							
							29,65

						
							
							1,19

						
							
							2,96

						
							
							-

						
							
							1,48

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Πυριδοξίνη HCl

						
							
							2,43

						
							
							4,86

						
							
							-

						
							
							2,43

						
							
							-

						
							
							2,43

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Νικοτινικό οξύ

						
							
							0,56

						
							
							8,12

						
							
							-

						
							
							4,06

						
							
							-

						
							
							40,62

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Βιοτίνη

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							0,2

						
							
							μΜ

						
					

					
							
							Φολικό οξύ

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							-

						
							
							1,13

						
							
							μΜ

						
					

				
			

			1 Murashige & Skoog 1962: Το πλέον διαδεδομένο (και ένα από τα πυκνότερα σε σύσταση) θρεπτικό υπόστρωμα ιστοκαλλιέργειας φυτών. Υπάρχουν πολλές παραλλαγές του.

			2 Gamborg et al. 1968: Εφαρμόστηκε για πρώτη φορά για την καλλιέργεια κυτταρικών αιωρημάτων σόγιας. Έχει ιδιαίτερη εφαρμογή στην ιστοκαλλιέργεια Arabidopsis.

			3 Linsmaier & Skoog 1965: Παραλλαγή του MS με εφαρμογή στην ιστοκαλλιέργεια καπνού

			4 McCown Woody Plant Medium (Loyd & McCown 1980): Υπόστρωμα ειδικά σχεδιασμένο για το μικροπολλαπλασιασμό δασικών ειδών

			5 White 1963: «Φτωχό» υπόστρωμα ιδιαίτερα κατάλληλο για καλλιέργεια ριζών 

			6 Rugini Olive Medium (Rugini 1984): Ιδιαίτερα πυκνό υπόστρωμα (πυκνότερο από το MS) ειδικά σχεδιασμένο για τον μικροπολλαπλασιασμό της ελιάς

			Πίνακας Παραρτήματος ΙΙ: Συγκριτική σύσταση διαφορετικών θρεπτικών υποστρωμάτων.
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