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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στη διατριβή αυτή παρουσιάζεται µια πειραµατική διαδικασία που χρησιµοποιεί τα 

επιδεκτικά-γενετικού µετασχηµατισµού µεριστωµατικά κύτταρα του κορυφαίου 

µεριστώµατος in vitro νεαρών φυτών και των εµβρυακών αξόνων ώριµων σπερµάτων 

βαµβακιού µε σκοπό την αναγέννηση φυτών Ελληνικών ποικιλιών χωρίς την 

µεσολάβηση φάσης κάλλου. Επαγωγή βλαστογένεσης επιτεύχθηκε σε MS-θρεπτικό 

υπόστρωµα µε 0,1 mg/l Kινετίνη (Kin) για τα κορυφαία µεριστώµατα και µε 3 mg/l BAP 

για τους εµβρυακούς άξονες.  

Για την «φυσιολογική» (χωρίς παραµορφώσεις ή ανωµαλίες) επιµήκυνση των 

εκπτυσσόµενων βλαστών σε τελικό µέγεθος 5-10 cm προτείνεται η χρήση µέσου ίδιας 

σύστασης (MS) µε χαµηλότερη συγκέντρωση Kin (0,01 mg/l). Η ριζογένεση των νέων 

βλαστών επιτεύχθηκε µε καλλιέργειά τους σε 0,5 MS µε 0.3 % Ενεργοποιηµένο 

Ανθρακα (AC) για τα κορυφαία µεριστώµατα και σε Mc.Stewart and Hsu θρεπτικό µε 

0,01 mg/l NAA για τους εµβρυακούς άξονες. Αναγεννηµένα φυτά βαµβακιού 

προκύπτουν εντός 6-10 εβδοµάδων απο την αποµόνωση των εκφύτων και την έναρξη της 

καλλιέργειας, ανάλογα µε την ποικιλία.  

Η περιγραφόµενη πειραµατική διαδικασία εφαρµόστηκε µε επιτυχία σε τέσσερις 

διαφορετικές Ελληνικές ποικιλίες βαµβακιού (M1, M2, M3, ΦΩΤΕΙΝΗ) µε ποσοστό 

αναγέννησης ολόκληρων φυτών 5-10 %. 

Για την πολλαπλή βλαστογένεση (στόχοι για γενετικό µετασχηµατισµό) σε 

προγράµµατα µικροπολλαπλασιασµού για το βαµβάκι, προτείνεται η αποκλειστική 

χρησιµοποίηση της κυτοκινίνης TDZ σε συγκεντρώσεις 0,022-2,2 mg/l. Σε 

προκαταρκτικά πειράµατα µε τις τέσσερις ποικιλίες βαµβακιού δεν παρατηρήθηκαν 

πολλαπλοί βλαστοί ανά έκφυτο µετά απο 2 εβδοµάδες καλλιέργειας. Επίσης 

παρουσιάζονται προκαταρκτικά πειράµατα για την ευαισθησία σε διάφορες 

συγκεντρώσεις καναµυκίνης που επιδεικνύουν οι τύποι ιστών (κορυφαία µεριστώµατα, 

εµβρυακοί άξονες) που θα χρησιµοποιηθούν ως έκφυτα για τον γενετικό 

µετασχηµατισµό ώστε να καθοριστεί η χαµηλότερη συγκέντρωσή της για την επιλογή 

µετασχηµατιµένων φυτών. 

Ακόµα παρουσιάζονται µέθοδοι µοριακής ανάλυσης (αποµόνωση γενωµικού DNA, 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης για την ταυτοποίηση γονιδίων, ιστοχηµικός 
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εντοπισµός της β-γλυκουρονιδάσης ) όπως βελτιστοποιήθηκαν για ιστούς βαµβακιού µε 

σκοπό να χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση και τον εντοπισµό πιθανών 

µετασχηµατισµένων φυτών βαµβακιού. Τέλος, εξετάστηκε η δυνατότητα ανάπτυξης 

συστήµατος παροδικής έκφρασης µε τη µέθοδο της «αγροέγχυσης». Χρησιµοποιήθηκαν 

γονιδιακές κασσέτες επαγόµενης και συστατικής έκφρασης γονίδιων αµολυσµατικότητας 

(avr γονιδίων) του φυτοπαθογόνου Pseudomonas syringae pv. phaseolicola σε ποικιλίες 

βαµβακιού (φυτά µη-ξενιστές). Σκοπός των πειραµάτων αυτών ήταν µεταξύ άλλων και ο 

προσδιορισµός ανθεκτικών φυτών που θα έφεραν γονίδια ανθεκτικότητας (r γονίδια) 

λειτουργικά αντίστοιχα µε το γονίδιο αµολυσµατικότητας του φυτοπαθογόνου µε το 

οποίο γινόταν η δοκιµή (‘gene-for-gene’ hypothesis). 
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ABSTRACT 
 

In the core of this Master dissertation is the description of a procedure for Greek 

cotton cultivars, that uses transformation-competent, pre-existing meristematic cells from 

the isolated shoot apex of aseptically germinating seedlings and from the excised 

embryonic axes of mature seeds. This clonal propagation system allows regeneration of 

cotton to be plant-driven and therefore, genotype independent. 

Induction of shoot development was achieved on a simple MS-basal Medium 

supplemented with 0,1 mg/l Kin in the case of shoot apices and with 3 mg/l BAP in the 

case of embryo axes. Elongation of shoots was obtained on agar-solidified, MS-basal 

Medium supplemented with 0,01 mg/l Kin. In vitro shoots were rooted on half-strength 

MS-basal Medium with 0,3 % AC for shoot apices and on Mc.Stewart and Hsu Medium 

with 0,01 mg/l NAA for embryo axes, within 6-10 weeks from isolation, depending on 

the cotton cultivar.  

All shoots regenerated directly without a callus phase. 

The procedure was found to be applicable to four different Greek cotton varieties 

(M1, M2, M3, ΦΩΤΕΙΝΗ), giving an average of 5-10  % regeneration efficiency. 

If shoot multiplication is desired the use of TDZ is proposed at the concentrations 

of 0,022-2,2 mg/l, though in so far experiments of ours multiple shoot production was not 

observed after 2 weeks in culture for the four cultivars. 

Also presented here are, preliminary tests to determine the optimum kanamycin 

concentrations for selection of transformed meristematic tissues as well as molecular 

analysis methods such as DNA extraction, genomic template PCR and GUS-assaying 

methods optimized for cotton tissues in order to be used for the future detection of cotton 

transformants. 

Finally, some preliminary results are presented on the development of the 

Agrobacterium-based transient expression assays based on the use of avirulence (avr) 

genes from Pseudomonas syringae pv. phaseolicola as facile indicators of Hypersensitive 

Reaction and non-host resistance of Greek cotton cultivars.  
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

Σκοπός αυτής της διατριβής είναι η εξερεύνηση της δυνατότητας χρησιµοποίησης 

των µεριστωµατικών κυττάρων του κορυφαίου µεριστώµατος in vitro νεαρών φυτών 

βαµβακιού µε στόχο την αναγέννηση ολόκληρων φυτών Ελληνικών ποικιλιών χωρίς την 

µεσολάβηση φάσης κάλλου. 

Προσπαθήσαµε να αναπτύξουµε ένα πρόγραµµα µικροπολλαπλασιασµού, ενός 

«αυθεντικού-στον-τύπο» (true-to-type), δηλαδή τρόπου πολλαπλασιασµού επιλεγµένων 

γονοτύπων βαµβακιού, µε σκοπό να χρησιµοποιηθεί για την αναγέννηση (σε πρώτη 

φάση) και τον πολλαπλασιασµό (σε δεύτερη φάση) γενετικά τροποποιηµένων φυτών 

βαµβακιού. 

Το σύστηµα µικροπολλαπλασιασµού που σχεδιάστηκε περιλαµβάνει:  

Έναρξη κύκλου µε αποµόνωση και καλλιέργεια (σε υψηλά επίπεδα κυτοκινίνης, 

Kin 0,1 mg/l για απλή βλαστογένεση ή TDZ 0,022-2,2 mg/l για πολλαπλή 

βλαστογένεση) φυλλοφόρων οφθαλµών (κορυφαίου και µασχαλιαίων) απο µεγαλωµένα 

in vitro φυτά βαµβακιού. 

Συνέχεια κύκλου µε παραγωγή βλαστών (επιµήκυνση σε χαµηλά επίπεδα 

κυτοκινίνης Kin 0,01 mg/l) και διαχωρισµό τους για ριζοβόληση (καθόλου κυτοκινίνη).  

Λήξη κύκλου µε αναγεννηµένα φυτά βαµβακιού απο οφθαλµούς (που θα φέρουν 

φυλλοφόρους οφθαλµούς, δηλ. νέο υλικό προς αποµόνωση και καλλιέργεια). 

Ο κύκλος πολλαπλασιασµού βλαστών (φυτών) µε φυλλοφόρους οφθαλµούς µπορεί 

να επαναληφθεί µε τους νέους οφθαλµούς. 

Το ενδιαφέρον µας για το γενετικό µετασχηµατισµό ποικιλιών βαµβακιού 

Ελληνικού ενδιαφέροντος, εστιάστηκε στην δυνατότητα χρήσης «ετερόλογων» γονιδίων 

που κωδικοποιούν για καταλυτικά ένζυµα βιοχηµικών αντιδράσεων του βιοσυνθετικού 

µονοπατιού των φλαβονοειδών (ανθοκυανινών), µε σκοπό την τροποποίηση του 

αντίστοιχου κεντρικού ενδογενούς µονοπατιού που είναι λειτουργικό στο βαµβάκι για 

την επίτευξη φυσικού χρώµατος στην ίνα. Παράλληλα διερευνήθηκε η δυνατότητα 

ανάπτυξης µεθόδου παροδικής έκφρασης γονιδίων σε φυτά βαµβακιού µε τη µέθοδο της 

«αγροέγχυσης». 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1. Το βαµβάκι στην Ελλάδα, στο σύγχρονο οικονοµικό περιβάλλον – 

Οικονοµικά στοιχεία – ∆ηµογραφικό ενδιαφέρον 
 

[τα στοιχεία που παρουσιάζονται στο κείµενο προέρχονται απο τη Στατιστική 

Υπηρεσία Ελλάδος και τον Οργανισµό Βάµβακος και αφορούν µια περίοδο 5-7 

τελευταίων χρόνων] 

 

Για να καταδειχθεί η σπουδαιότητα της βαµβακοκαλλιέργειας [κορυφαία 

παγκοσµίως για την παραγωγή φυσικής ίνας και δεύτερη παγκοσµίως σε µέγεθος 

καλλιέργεια για την παραγωγή βιοµηχανικών ελαίων-σπορελαίων (oilseed)] για τη χώρα 

µας θα πρέπει να σηµειωθεί ότι απο τα 12 εκατ. στρ. της Ελληνικής Γεωργικής γης που 

αρδεύονται (µόνο το 5% του βαµβακιού που καλλιεργείται στη χώρα µας είναι ξηρικό), 

τα 8 εκατ. στρ. καταλαµβάνονται απο φυτά µεγάλης καλλιέργειας, 3.5 εκατ. στρ. (2001) 

εξ’αυτών καλλιεργούνται µε βαµβάκι (12 – 16 εκατ. εκτάρια στις Η.Π.Α.). 

Οι µέσες στρεµµατικές αποδόσεις σε σύσπορο βαµβάκι [σύσπορο βαµβάκι = % 

ινών (εκκοκισµένο βαµβάκι) + % σπόρου + % υγρασίας σπόρου και ξένων υλών] 

εκτοξεύτηκαν τα τελευταία 50 – 70 χρόνια , χάρη κυρίως στη συµβολή του Ινστιτούτου 

και του Οργανισµού Βάµβακος, στα 260 – 280 Kg (275 Kg/στρµ το όριο ασφαλείας για 

τη στρεµµατική απόδοση πέρυσι), γεγονός που κατατάσσει την Ελλάδα πέµπτη απο 

πλευράς αποδόσεων σε παγκόσµια κλίµακα (91). 

Ετησίως στη χώρα µας παράγονται 1 εκατ. ton σύσπορου βαµβακιού, που 

αποδίδουν ένα συνολικό γεωργικό εισόδηµα ύψους 260 δισ.δρχ. (~760 εκατ. ευρώ, 38 

δισ. $ το αντίστοιχο νούµερο για τις Η.Π.Α. και επιπλέον 120 δισ.$ εισόδηµα απο 

βιοµηχανίες που χρησιµοποιούν το βαµβάκι ως πρώτη ύλη). Απο αυτό, παράγονται 

περίπου 300.000 ton των ινών αξίας 90 δισ.δρχ. (~260 εκατ. ευρώ) απο τους οποίους το 

50 % εξάγεται και το άλλο 50 % καλύπτει την εγχώρια αγορά και 530.000 ton του 
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βαµβακόσπορου αξίας 12.5 δισ.δρχ. (~360 εκατ. ευρώ) που οδηγούνται απευθείας, στην 

εγχώρια βιοµηχανική παραγωγή ελαίων και ζωοτροφών. 

Η ποιότητα των παραγoµένων ινών είναι εξαιρετικό [ 95 % των δεµάτων του 

εκκοκισµένου βαµβακιού έχει µήκος ίνας 28 – 29 mm, το 80 % είναι «κυτίου» ή «τύπου» 

3 ½  - 5 ½ ( βαθµός «κυτίου» = χρωµατισµός & καθαρότητα (ξένες ύλες), βαθµοί 

«κυτίου» 1 – 4 αποτελούν τις ανώτερες κλάσεις). 

Με την καλλιέργεια του βαµβακιού στη χώρα µας ασχολούνται 87.500 (2002) 

γεωργικές εκµεταλλεύσεις και πάνω απο 150.000 υπάλληλοι και εργάτες στους τοµείς 

της µεταποίησης και διακίνησης των προϊόντων του βαµβακιού. 

Η κατά κεφαλή κατανάλωση εκκοκισµένου βαµβακιού ετησίως αποτελεί κριτήριο 

ανάπτυξης (~11.1 Kg για τον µέσο Αµερικανό, ~ 4.0 Kg για τον µέσο Έλληνα) (91). 

Ως πρώτη ύλη, το βαµβάκι τροφοδοτεί σειρά µεταποιητικών βιοµηχανιών και 

βιοτεχνιών όπως εκκοκιστήρια, κλωστήρια, υφαντήρια, πλεκτήρια, βαφεία, εργοστάσια 

κατασκευής ενδυµάτων και έτοιµων βαµβακερών ειδών, σποροελαιουργεία (το 

σπορέλαιο βαµβακόσπορου ανήκει στις ανανεώσιµες πηγές ενέργειας) εργοστάσια 

ζωοτροφών (σπόρος ή περιβλήµατά του στις «βαµβακόπιτες» – seed meal, πλούσιες σε 

απαραίτητα αµινοξέα και ως «στρωµνή») που πολλαπλασιάζουν αρκετές φορές την 

αρχική αξία του προϊόντος (96). 

Όσον αφορά τις ποικιλίες βαµβακιού που καλλιεργούνται στη χώρα µας, γενικά 

θεωρείται ότι υπάρχει ποικιλιακή πολυσπερµία, µε αρκετές ελληνικές ποικιλίες να έχουν 

µεν περάσει εδώ και καιρό στην καλλιεργητική πρακτική (Ζετα 2, Ζετα 5, ΕΥΑ, 

ΚΟΡΙΝΑ, ΟΥΡΑΝΙΑ, ΦΩΤΕΙΝΗ, κ.α.), µε προβλήµατα όµως στην σποροπαραγωγή 

εξαιτίας της έλλειψης ενιαίου εθνικού φορέα σποροπαραγωγής (τον ρόλο αυτό παίζουν 

οι ιδιωτικές εταιρείες), αλλά µε τον αριθµό των ξένων ποικιλιών εισαγωγής (κοινοτικός 

κατάλογος απο το 1990) να αυξάνει δραστικά χρόνο µε χρόνο, κυρίως απο τη 

δραστηριότητα των πολυεθνικών εταιρειών. 

Σήµερα οι ειδικοί θεωρούν ότι οι παράγοντες που αποτελούν απειλή για την 

βιωσιµότητα και το µέλλον της παραγωγής και βιοµηχανίας βαµβακιού στη χώρα µας 

είναι: α) το συνεχώς αυξανόµενο κόστος της παραγωγής, β) οι στρεµµατικές αποδόσεις 

υπο το πρίσµα των απαιτήσεων της καλλιέργειας σε νερό  και της αναγκαίας διαχείρισης 

υδατικών πόρων, γ) οι στάσιµες τα τελευταία χρόνια τιµολογήσεις του προϊόντος και δ) 
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τα προβλήµατα στις ενισχύσεις (προκαταβολές επιδοτήσεων και επιστροφή 

συνυπευθυνότητας) των παραγωγών απο την Ευρωπαϊκή Ένωση (δυσµενείς ρυθµίσεις 

που ψηφίστηκαν τον Μάϊο του 2001 του εφαρµοζόµενου κοινοτικού κανονισµού 

1051/2000) και το Ελληνικό κράτος (78). 

Απο άλλη σκοπιά το βαµβάκι σήµερα, κυρίως λόγω των δυνατοτήτων της 

γεωργικής παραγωγής (χαµηλό κόστος πρωτογενούς παραγωγής, παραγωγή σε τεράστιες 

ποσότητες, διάθεση προϊόντος σε χαµηλές τιµές, χαµηλότερο σχετικά κόστος της 

διαδικασίας δευτερογενούς παραγωγής κ.α.)  και της ποιότητας της ίνας του 

(τεχνολογικά χαρακτηριστικά) φαίνεται να αντιµετωπίζει το συναγωνισµό στις διεθνείς 

αγορές µε επιτυχία απο τις άλλες φυσικές ίνες (µαλλί, λινάρι, µετάξι) και τις συνθετικές 

ίνες [ραιγιόν απο κυτταρίνη, οργανικά συνθετικά πολυµερή πολυεστέρων (Terylene, 

Dacron), πολυαµιδίων (Nylon, Perlon), βινυλικά παράγωγα (Saran, Velon, Isoryl, Orlon, 

Vinylon)] για την κατασκευή υφασµάτων και ενδυµάτων πολυτελείας και καθηµερινής 

χρήσης (86). Σύµφωνα, µε οικονοµικούς αναλυτές αγορών, φαίνεται ότι οι τεχνητές και 

οι άλλες φυσικές ίνες µάλλον χρησιµεύουν για να συµπληρώνουν το έλλειµα της αγοράς 

σε βαµβάκι και να εµποδίζουν την υπερβολική αύξηση των τιµών παρά για να το 

υποκαταστήσουν ολότελα (η χρήση τους σε προσµίξεις βαµβακιού περιορίζει τη ζήτηση 

του τελευταίου). Φαίνεται όµως να χάνει αγορές, που σχετίζονται µε τα λινά που 

χρησιµοποιούνται στα ελαστικά των αυτοκινήτων, ενώ υπάρχουν µερίδια σε αγορές για 

τα παραπροϊόντα επεξεργασίας του βαµβακιού (27). 

 

1.2. Ταξινόµηση των ειδών βαµβακιού. 
 

Το βαµβάκι κατατάσσεται στην οικογένεια Malvaceae και το γένος Gossypium. 

Στο γένος Gossypium, κατόπιν κυτταρογενετικών µελετών (χρωµατοσωµικά 

ζευγαρώµατα) και βάση ιστορικών στοιχείων και οικολογικών ερευνών (πιθανοί 

πρόγονοι, τόποι καταγωγής, µέσα διάδοσης καλλιεργειών), έχουν περιγραφεί 50 

διαφορετικά είδη, απο τα οποία 4 είναι τα «κοινά καλλιεργούµενα» (domesticated 

species, θεωρία ‘εξέλιξης κάτω απο συνθήκες πολλαπλής, παράλληλης εξηµέρωσης 

φυτών’) (78):  
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α) Gossypium herbaceum L. (ποώδες ή Κινέζικο), που καλλιεργείται στις 

ξηρότερες περιοχές της Ασίας και της Αφρικής (διπλοειδές, n = x = 13). 

β) Gossypium arboreum L. (δενδρώδες ή Ινδικό), που δεν παρουσιάζει σήµερα 

γεωργικό ενδιαφέρον (διπλοειδές, n = x = 13). 

γ) Gossypium hirsutum L. (χνουδωτό ή Αµερικάνικο ή upland), είναι ένα C3 φυτό 

µε υψηλό ρυθµό φωτοαναπνοής που διακρίνεται για την προσαρµοστικότητά του στις 

υποτροπικές περιοχές (τετραπλοειδές, n = 2 x = 26).  

Τα φυτά του είδους είναι µικροί, ετήσιοι θάµνοι µε ύψος 1 έως 1 ½ µέτρο και µε 

λίγους (ή κανένα) οφθαλµούς που θα παράγουν αποκλειστικά φυλλοφόρους βλαστούς 

(παρουσιάζουν ανάπτυξη συνήθως συµποδιακή). Τα φύλλα µε 3 – 5 αβαθείς λοβούς (που 

καταλήγουν σε µύτη) µπορεί να ποικίλουν απο εντελώς λεία έως πολύ χνουδωτά. Τα 

άνθη (κυπελοειδής κάλυκας, τα νήµατα στηµόνων στη βάση ενώνονται σε σωλήνα γύρω 

απο το στύλο ενώ στην κορυφή είναι ελεύθερα φέροντας τους ανθήρες) διακρίνονται για 

το µέγεθός τους, ανοίγουν δε εντελώς. Τα φυτά του είδους (διασταυρώσεις και µε άτοµα 

µε συµβατούς τύπους γονιδιωµάτων) πολλαπλασιάζονται εγγενώς. Η γονιµοποίηση 

µπορεί να γίνει είτε µε αυτεπικονίαση (self-pollination) είτε µε ετεροεπικονίαση (cross-

pollination). Επικονιαστές είναι συνήθως τα έντοµα Apis mellifera (µέλισσα) και του 

γένους Bombus spp. Η τοποθεσία, η εποχή, η απόσταση µεταφοράς και ο κρίσιµος 

πληθυσµός επικονιαστών παίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία διασποράς της γύρης. 

Οι κάψες (καρύδια) είναι µεγάλες σφαιροειδείς ή επιµήκεις µε 3 έως 5 χώρους και 5 έως 

11 σπόρους στον κάθε χώρο, µε την ωρίµανση σχίζονται στις ραφές των καρποφύλλων. 

Οι σπόροι περιβάλλονται απο παχύ στρώµα ινών µήκους 23 – 32 mm. Επίσης, µαύροι 

ελαιοφόροι αδένες είναι διάσπαρτοι ακανόνιστα πάνω σε όλους τους ιστούς του φυτού. 

Στο συγκεκριµένο είδος ανήκει το 90 % των ποικιλιών βαµβακιού που καλλιεργούνται 

παγκόσµια. Στην  χώρα µας, το εν λόγω είδος καλλιεργείται αποκλειστικά. 

δ) Gossypium barbadense L. (βαρβαδινό ή Αιγυπτιακό), µε χαρακτηριστικά 

µεγάλο µήκος ίνας (extra long staple), ιδιαίτερης λεπτότητας και στιλπνότητας. ∆ίνει το 

υπόλοιπο 10 % της παγκόσµιας παραγωγής (τετραπλοειδές, n = 2 x = 26). 

Τα δύο πρώτα είναι τα λεγόµενα είδη βαµβακιού του «Παλαιού Κόσµου» (‘Old 

World’), είναι διπλοειδή [για τα διπλοειδή βαµβάκια έχουν καθοριστεί 7 διαφορετικοί 

τύποι γονιδιώµατος (A-G και K) µε βάση χρωµοσωµικά ζευγαρώµατα µε ξεχωριστές 
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οµαδοποιήσεις γονιδίων], µε γονιδίωµα Α και 26 χρωµατοσώµατα. Η καταγωγή τους 

είναι απο τον Ινδό ποταµό, όπου θεωρούνται ενδηµικά είδη. 

Τα δύο επόµενα είναι τα λεγόµενα είδη βαµβακιού του «Νέου Κόσµου» (‘New 

World’), είναι αλλοτετραπλοειδή µε 52 χρωµατοσώµατα [2 διαφορετικά σετ 

χρωµατοσωµάτων στον ίδιο πυρήνα (disomic chromosome pairing), προερχόµενα απο 

διασταύρωση πριν την εξηµέρωση µεταξύ Α γονιδιώµατος «Παλαιού Κόσµου» (G. 

herbaceum L.) και D γονιδιώµατος «Νέου Κόσµου» (G. raimondii Ulbrich)] και µε 

γονιδίωµα AADD. Η καταγωγή τους (indigenous species) είναι απο την Κεντρική 

Αµερική για το G. hirsutum L. και απο την Νότια Αµερική για το G. barbadense L.  

Το τετραπλοειδές γονιδίωµα του βαµβακιού έχει συνολικό µέγεθος (total 

recombinational length, η εκτίµηση των γενετικών αποστάσεων γίνεται µε βάση την 

πιθανότητα πραγµατοποίησης γεγονότος γενετικού ανασυνδυασµού) 5200 cM (2119 cM 

είναι το Α γονιδίωµα και 2140 cM είναι το D), κατανέµεται στα 26 χρωµοσώµατα, 

παρουσιάζοντας  µέσο περιεχόµενο σε DNA (average DNA content) της τάξης των 

400,000 νουκλεοτιδίων (400 Kb) ανά µονάδα γενετικής απόστασης (cM: centi-Morgan). 

Η εκτίµηση µε βάση σύγχρονα δεδοµένα για το «φυσικό» µέγεθος του 

τετραπλοειδούς γονιδιώµατος του βαµβακιού είναι στα 2200 έως 3000 Mb DNA. 

Υπολογίζεται ότι θα χρειαστεί να κατασκευαστούν περίπου 60.000 – 80.000 

κλώνοι YAC (Yeast Artificial Chromosomes) ή BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) 

µε µέσο µέγεθος ενθέµατος 150 Kb (large-insert DNA library) για µια αρκετά ρεαλιστική 

(5Χ) κάλυψη του γονιδιώµατος σε γενωµική βιβλιοθήκη (78, 86, 12).   

 

1.3. Οι τρέχουσες εξελίξεις στον τοµέα της βιοτεχνολογίας του 

βαµβακιού 
 

1.3.1. Γενωµική ανάλυση και γενετική βελτίωση βαµβακιού 
 

Όλοι οι χάρτες, που υπάρχουν σήµερα για το γονιδίωµα του βαµβακιού (G. 

hirsutum L.) έχουν καθόλου ή πολύ λίγη χρησιµότητα στη γενετική βελτίωσή του, λόγω 
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κυρίως των χαµηλών επιπέδων πολυµορφισµού που απαντάται µεταξύ των διαφόρων 

δεξαµενών γενετικού υλικού (gene pools). 

Ο πιο αναλυτικός χάρτης που υπάρχει σήµερα για το βαµβάκι, κατασκευάστηκε το 

1994 και περιλαµβάνει 705 χαρτογραφηµένους γενετικούς τόπους (loci, σχετίζονται µε 

φαινοτυπικές µεταλλάξεις) και 41 «οµάδες σύνδεσης» (linkage groups), παρέχοντας µια 

µέση απόσταση µεταξύ των γενετικών δεικτών (genetic markers) της τάξης των 3 cM. 

Αυτός ο γενετικός χάρτης χαρακτηρίζεται ως χαµηλής πυκνότητας (72). 

Το µέγεθος όµως και η πολυπλοκότητα του γονιδιώµατος του βαµβακιού έχει 

προάγει σε άµεση ανάγκη την κατασκευή ενός µοριακού χάρτη (σύντοµα αναµένεται η 

έκδοσή του απο ερευνητική οµάδα στο πανεπιστήµιο Texas A&M των Η.Π.Α.), που θα 

προσεγγίζει τις 3.000 χαρτογραφηµένες γενετικές θέσεις και θέσεις µοριακών δεικτών. 

Πρόκειται για µια διαδικασία εµπλουτισµού του ήδη υπάρχοντος γενετικού χάρτη µε 

µοριακούς δείκτες (“portable” PCR-based molecular markers, RAPDs, AFLPs, και SSRs 

κυρίως) µέσω της σήµανσης της δεξαµενής του DNA (γονιδίωµα) µε την χρήση τεχνικών 

PCR και αυθαίρετα εκλεγµένους εκκινητές (arbitrary primers). Με αυτόν τον τρόπο θα 

δηµιουργηθεί ένας κορεσµένος γενετικός – µοριακός (µεικτός) χάρτης υψηλής 

πυκνότητας (saturated high-density map), µε απόσταση µεταξύ δεικτών περίπου 1 cM  (~ 

400 Kb), που θα χρησιµοποιηθεί στην προσπάθεια για τον καθορισµό ολόκληρης της 

αλληλουχίας ολόκληρου του γονιδιώµατος του βαµβακιού (genome sequencing). Θα 

αποτελέσει έτσι την βάση για τον πρώτο «φυσικό» χάρτη µε έτοιµες αλληλουχίες, ο 

οποίος θα χρησιµοποιηθεί για την αποµόνωση γονιδίων (positional ή map-based cloning 

through chromosome walking) (86). 

Παράλληλα το CGC (NSF- χρηµατοδοτούµενο, Cotton Genome Center στο 

Παν/µιο Καλιφόρνιας, στο Davis των Η.Π.Α., http://cottongenomecenter.ucdavis.edu) 

έχει κατασκευάσει µια BAC βιβλιοθήκη κλώνων γενωµικού DNA (large-insert, ordered 

BAC library) µε µεγαλύτερη των 10 x κάλυψη του γονιδιώµατος του G. hirsutum L. cv. 

Maxxa µε τελικό στόχο την στρατηγικής σηµασίας τοποθέτηση 5.000 DNA δεικτών 

στους BAC κλώνους. 

Επί του παρόντος, έχουν επίσης προχωρήσει και στην αποκρυπτογράφηση των 

αλληλουχιών περίπου 8.000 ESTs (Expressed Sequence Tags), γονιδίων που 

εκφράζονται στην ίνα του G. hirsutum L. 
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1.3.2. In vitro αναγέννηση βαµβακιού  
 

Είναι ευρέως αποδεκτό ότι το βαµβάκι είναι ένα φυτικό είδoς που παρουσιάζει 

δυσκολία στην αναγέννηση ολόκληρων φυτών απο in vitro καλλιέργειες κυττάρων ή 

οργάνων. 

Στο επίκεντρο της έρευνας, για τους in vitro χειρισµούς ενός τέτοιου φυτικού 

είδους, έχει τεθεί η προσπάθεια για την εγκατάσταση σύγχρονων «βελτιωµένων» 

ποικιλιών βαµβακιού σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας, µε τελικό στόχο την αναγέννηση 

απο µεµονωµένα κύτταρα κανονικής ανάπτυξης, µη στείρων φυτών, που θα ανθοφορούν 

κανονικά και θα παράγουν ώριµα σπέρµατα ικανά για βλάστηση και τη συνέχιση του 

βιολογικού κύκλου των φυτών. Αυτό θα επιτευχθεί µε την ανάπτυξη ενός συστήµατος 

αναγέννησης φυτών που θα έχει σε σύντοµο χρονικό διάστηµα επαναλαµβανόµενα 

αποτελέσµατα. 

Σήµερα υπάρχουν δύο συστήµατα ιστοκαλλιέργειας για την αναγέννηση φυτών 

βαµβακιού (83). 

To σύστηµα της Σωµατικής Εµβρυογένεσης (somatic embryogenesis), 

συγκεντρώνει για την ώρα το µεγαλύτερο ποσοστό προτίµησης ώς µέθοδος αναγέννησης 

τόσο στον ιδιωτικό όσο και στον δηµόσιο τοµέα έρευνας της βιοτεχνολογίας βαµβακιού. 

Αφορά την εξ’ολοκλήρου αναγέννηση φυτών βαµβακιού, µέσω της επαγωγής 

(induction) και ανάπτυξης σωµατικών εµβρύων, απο αποδιαφοροποιηµένα κύτταρα 

κάλλου.  

To σύστηµα του Μικροπολλαπλασιασµού ή της καλλιέργειας µεριστώµατων 

(meristem culture), απο την άλλη, µόλις τα τελευταία χρόνια άρχισε να χρησιµοποιείται. 

Αφορά την χρήση φυτικών µεριστωµάτων ως εκφύτων και την εξ’ολοκλήρου 

αναγέννηση φυτών µέσω της απευθείας οργανογένεσης των εκφύτων αυτών. Παρακάτω 

αναλύονται οι βασικές πτυχές των συστηµάτων. 

 

Σωµατική εµβρυογένεση ή καλλιέργεια µεριστωµάτων 

 

Με το σύστηµα της σωµατικής εµβρυογένεσης για το βαµβάκι (στάδια: 

υποκοτύλια, επαγωγή καλλογένεσης, επιλεκτική καλλιέργεια εµβρυογόνων κάλλων, 
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ανώριµα σωµατικά έµβρυα, ώριµα έµβρυα, αφυδάτωση και βλάστηση εµβρύων), η 

ανάκτηση ολόκληρων φυτών (και άρα πιθανών διαγονιδιακών σειρών) απαιτεί 8-10 

µήνες (33).  

Η ικανότητα σχηµατισµού σωµατικών εµβρύων (εµβρυογονικό δυναµικό) είναι 

άµεσα εξαρτώµενη απο τον γενότυπο. Μάλιστα, είναι πολύ λίγες οι ποικιλίες 

καλλιεργούµενου βαµβακιού µε εµβρυογονικό δυναµικό (κληρονοµούµενο 

χαρακτηκτηριστικό, µε πολύ µικρή όµως συχνότητα µετάδωσης στους απογόνους) απο 

τις οποίες έχουν αναπτυχθεί elite σειρές φυτών µε ικανότητα αναγέννησης in vitro (elite 

regenerable lines). Αυτό έγινε ύστερα απο επιλογή µεταξύ ατόµων ενός πληθυσµού των 

εν λόγω ποικιλιών µε ικανό ποσοστό παραλλακτικότητας για το συγκεκριµένο 

χαρακτηριστικό. Μέχρι σήµερα µόνον αυτές οι σειρές µπορούν να αναγεννηθούν µέσω 

του συστήµατος της σωµατικής εµβρυογένεσης για το βαµβάκι (19). 

Επιπλέον, λόγω της µεγάλης διάρκειας παραµονής της καλλιέργειας σε φάση 

κάλλου, αναπτύσσεται η δυναµική για σωµακλωνική παραλλακτικότητα (somaclonal 

variation), που µπορεί να εκδηλωθεί στα µετασχηµατισµένα φυτά πρώτης γενεάς ως 

ποσοστό φυτών ανώµαλης ανάπτυξης, ποσοστό στείρων φυτών ακόµη και µε τη µορφή 

κυτταρογενετικών ανωµαλιών σε κατά τα άλλα φυσιολογικά φυτά (85). 

Τα σύγχρονα πρωτόκολλα, που εφαρµόζονται δίνουν µε µεγάλη συχνότητα 

σωµατικά έµβρυα, για τις επιλεγµένες για το εµβρυογονικό τους δυναµικό elite φυτικές 

σειρές, ενώ παράλληλα έχουν ελατώσει σηµαντικά τα ποσοστά εµφάνισης στείρων ή 

ανώµαλης ανάπτυξης φυτών, κυρίως γιατί έχουν µειώσει την παραµονή στην 

καλλιέργεια σε λιγότερο των τριών µηνών χρονικό διάστηµα (86). 

Σήµερα, έχουν αναπτυχθεί έτοιµες κυτταρικές σειρές (δυνατότητα συντήρησης µε 

ψύξη και χρησιµοποίησης τους µε απόψυξη) µε ικανότητα αναγέννησης (regenerable cell 

lines) για τις ποικιλίες του G. hirsutum L.: 

− 1988-1989, για τις Αµερικάνικες Coker 310, 312, 315, 201 και Paymaster 303. 

− 1991, για την Siokra 1-3 (okra-τύπου φύλλου ποικιλία απο την Αυστραλία). 

− 1996, για δυο Αµερικάνικες ποικιλίες Acala (Acala SJ2, Acala B1654) γνωστές      

για την ανώτερης ποιότητας ίνα τους. 

− 1998-1999, για την Ινδική MCU-5 και την Κινεζική CRI 12. 
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− 2000-2001, για την ποικιλία Maxxa (µια elite ποικιλία Acala, υψηλών 

αποδόσεων). 

Πρόβληµα εξακολουθούν να παραµένουν οι διαφορετικοί ρυθµοί ανάπτυξης και 

ωρίµανσης των σωµατικών εµβρύων, οπότε πρέπει αναγκαστικά η βλάστηση των 

εµβρύων και η επιλογή µετασχηµατισµένων φυταρίων να γίνονται κάθε φορά που 

υπάρχει έτοιµο υλικό (90). 

Η ικανότητα γενετικού µετασχηµατισµού (transformation efficiency), που αφορά 

τον αριθµό των ανεξάρτητα µετασχηµατισµένων κυττάρων (ενσωµάτωση διαγονιδίου 

σταθερά στο γονιδίωµα του φυτικού κυττάρου) µε ικανότητα αναγέννησης και 

παραγωγής φυτών (διαγονιδιακών σειρών, που θα µεταδίδουν στους απογόνους τους το 

διαγονίδιο), που παράγονται απο ένα και µοναδικό γεγονός µετασχηµατισµού (stable 

germline transformation event) είναι της τάξης του 70 – 80 % για το σύστηµα σωµατικής 

εµβρυογένεσης-αγροβακτηρίου στο βαµβάκι (69, 68). 

Η µέχρι σήµερα πρακτική για την εισαγωγή διαγονιδίων σε καλλιεργούµενες 

ποικιλίες βαµβακιού υψηλών αποδόσεων, αφορά τον γενετικό µετασχηµατισµό κάποιας 

εκ των κυτταρικών σειρών µε ικανότητα παραγωγής σωµατικών εµβρύων (π.χ. την 

Coker 312), την αναγέννηση µετασχηµατισµένων φυτών και την εισαγωγή τους 

(επιλεγµένων διαγονιδιακών σειρών) σε προγράµµατα βελτίωσης µε ανάδροµες 

διασταυρώσεις (back-cross breeding program) για την µεταφορά του διαγονιδίου στις 

προσαρµοσµένες κατά καλλιεργητικό περιβάλλον, σύγχρονες «βελτιωµένες» σειρές 

(adapted elite germplasm breeding lines) και την επιλογή για την έκφραση του 

διαγονιδίου µαζί µε τα υπόλοιπα επιθυµητά αγρονοµικά χαρακτηριστικά (66, 67). 

Αντίθετα, ο αριθµός των φυτών που αναγεννούνται µε το σύστηµα της 

καλλιέργειας βλαστικών µεριστωµάτων (στάδια: κορυφαίο ή πλευρικά φυτικά 

µεριστώµατα, βλαστογένεση, ριζογένεση) είναι σχετικά υψηλότερος (higher frequency of 

regeneration), η ανάκτηση δε αυτών λαµβάνει χώρα χωρίς τη µεσολάβηση φάσης 

σχηµατισµού κάλλου (καλλογένεσης) µέσα σε 6 εβδοµάδες µε 3 µήνες (δυνητικά 

γρηγορότερη ανάκτηση σειρών διαγονιδιακών φυτών) (17). Το σύστηµα έχει ήδη 

δοκιµαστεί και δώσει ικανοποιητικά αποτελέσµατα για την ποικιλία Paymaster 145 του 

G. hirsutum L.(1991) (24). 
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Τα τελευταία χρόνια, απο αρκετά εργαστήρια που ασχολούνται µε την παραγωγή 

φυτικού πολλαπλασιαστικού υλικού µέσω µικροπολλαπλασιασµού (micropropagation), 

αναφέρθηκε ότι η συχνότητα εµφάνισης γενετικών µεταλλαγών και σωµακλωνικής 

παραλλακτικότητας είναι ιδιαίτερα χαµηλή στα φυτά που αναγεννούνται απο 

καλλιέργειες in vitro βλαστικών µερών. Ένας απο τους λόγους για το φαινόµενο αυτό 

είναι η απουσία βηµάτων αποδιαφοροποίησης, τα οποία πυροδοτούν την δραστηριότητα 

ρετροτρανσποζονίων στο γονιδίωµα φυτικών κυττάρων, όπως σε καλλιέργειες µε στόχο 

την καλλογένεση και την σωµατική εµβρυογένεση και τα οποία προκαλούν την 

εµφάνιση µόνιµων µεταλλαγών (23). 

Έτσι ο µικροπολλαπλασιασµός σαν ο «αυθεντικός-στον-τύπο» τρόπος 

πολλαπλασιασµού ανεξαρτήτως γενοτύπου, απο την µια παρακάµπτει το πρόβληµα της 

γενοτυπικής εξάρτησης που χαρακτηρίζει τη µέθοδο της σωµατικής εµβρυογένεσης 

(όπου λίγοι µόνο γενότυποι µπορούν να δώσουν σωµατικά έµβρυα) και απο την άλλη 

εξασφαλίζει όσο γίνεται πιο όµοια γενετική σύσταση για τα αναγεννηµένα φυτά 

(κλωνική αναπαραγωγή) (25). 

Το αρχικό µέγεθος και η προέλευση των µεριστωµάτων είναι οι παράγοντες που 

επηρεάζουν κυρίως την συχνότητα αναγέννησης φυτών, καθώς µεγαλύτερης ηλικίας 

µεριστωµατικοί ιστοί παρουσιάζουν µεγαλύτερη δυσκολία στην οργανογένεση, ενώ 

έκφυτα απο πλευρικούς-µασχαλιαίους οφθαλµούς (axillary buds) στους κόµβους των 

κοτυληδόνων και του πρωτεύοντος και δευτερεύοντος φύλλου φαίνεται να 

ανταποκρίνονται καλύτερα στους χειρισµούς αναγέννησης απ’ότι το κορυφαίο 

µερίστωµα  (35). 

Η ριζοβόληση των αναπτυσσόµενων βλαστικών µερών είναι σχετικά ασταθής, µε 

πολλά προβλήµατα, που υποδηλώνει ότι η ριζογένεση στο βαµβάκι είναι σε υψηλό 

βαθµό εξαρτώµενη απο τον γενότυπο. Βελτιωµένα πρωτόκολλα και η τεχνική του 

εµβολιασµού βλαστικών µοσχευµάτων σε ήδη ριζοβοληµένα ιστοσυµβατά υποκείµενα 

(grafting on seedling rootstocks) προσφέρουν διεξόδους στο πρόβληµα της ριζοβόλησης 

(51, 48). 

Τα πλεονεκτήµατα της µεθόδου εξουδετερώνονται απο την πολύ µικρή συχνότητα 

εµφάνισης σταθερών γεγονότων µετασχηµατισµού µε δυνατότητα παραγωγής σειρών 

γενετικά τροποποιηµένων φυτών, που είναι της τάξης του 5–10 % για το σύστηµα 
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µικροπολλαπλασιασµού-αγροβακτηρίου. Τα προβλήµατα αφορούν τη διείσδυση σε 

κυτταρικά στρώµατα της επιδερµίδας (L2, L3) που έχουν την ικανότητα παραγωγής 

σταθερών διαγονιδιακών κυτταρικών σειρών και τους τραυµατισµούς των ιστών αυτών, 

αφού οι χειρουργικοί  χειρισµοί ή η δράση του GeneGun καταστρέφουν τις κυτταρικές 

δοµές των ιστών που δεν µπορούν πλέον να επιβιώσουν στην ιστοκαλλιέργεια (75, 80). 

Τελευταία, η επαγωγή πολλαπλής οργανογένεσης (multiple shoot induction) µε 

ποσοστό 3.4 – 8.3 βλαστούς / αρχικό έκφυτο απο λανθάνοντες (dormant) πλευρικούς 

οφθαλµούς (axillary buds) µε την χρήση της κυτοκινίνης TDZ (που κάτω απο την 

επιλεκτική πίεση µπορεί να προκαλέσει εσωτερική αναδιοργάνωση εντός των πιθανών 

διαγονιδιακών περιοχών προς σχηµατισµό νέων µεριστωµάτων) σε συνδυασµό µε την 

µέθοδο της διχοτόµησης των βλαστικών µεριστωµάτων (split-shoot tip method) που 

εκθέτει στον παράγοντα µετασχηµατισµού (αγροβακτήριο ή µικροσωµατίδια µε 

επίστρωση DNA) κυτταρικά στρώµατα της επιδερµίδας των µεριστωµάτων µε 

δυνατότητα για επ’άπειρον αναπαραγωγή και άρα για δυνατότητα παραγωγής 

κυτταρικών σειρών (germline potential, µετάδοση αυτούσιας της γενετικής πληροφορίας 

σε επόµενες γενεές) αποτελούν σήµερα την καλύτερη στρατηγική για τη βελτίωση του 

ποσοστού παραγωγής µετασχηµατισµένων φυτών (1, 57). 

Τέλος, το επιλεκτικό κλάδεµα µετά τον µετασχηµατισµό µεριστωµατικών ιστών 

εξαναγκάζει σε ανάπτυξη πλευρικούς οφθαλµούς επιτρέποντας σε ‘κρυµµένα’ 

µετασχηµατισµένα κύτταρα (µέσα σε χιµαιρικούς ιστούς) να εκπτυχθούν σε 

µετασχηµατισµένους βλαστούς οι οποίοι θα αναγεννήσουν διαγονιδιακά φυτά (88, 89). 

 

1.3.3. Γενετική τροποποίηση βαµβακιού 
 

Μεταφορά γονιδίων µε την µέθοδο του αγροβακτηρίου (Agrobacterium-mediated 

gene transfer) ή µε την  µέθοδο του βοµβαρδισµού σωµατιδίων (particle gun 

bombardment). 

 

Η µέθοδος του αγροβακτηρίου είναι σήµερα το πιο αποτελεσµατικό σύστηµα 

µεταφοράς γονιδίων σε φυτά. Εκµεταλλεύεται τις φυσικές αλληλεπιδράσεις (γενετικός 

αποικισµός) του Agrobacterium tumefaciens (οικ. Rhizobiaceae), ενός Gram- αρνητικού, 
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ραβδόµορφου βακτηρίου εδάφους µε φυτικά κύτταρα σε τραυµατισµένους ιστούς, της 

περιοχής του λαιµού του φυτικού σώµατος. Κατά τις αλληλεπιδράσεις αυτές συµβαίνει 

µεταφορά DNA (T-DNA περιοχή του Ti-πλασµιδίου) απο το αγροβακτήριο στα 

πυρηνικά γονιδιώµατα των φυτικών κυττάρων που προσβάλλονται και επαγωγή 

νεοπλασιών (καρκίνος του λαιµού). Σε συνδυασµό µε την τεχνολογία του 

ανασυνδυασµένου DNA (genetic engineering) χρησιµοποιείται για την παραγωγή 

διαγονιδιακών φυτών. 

Επιτυχής γενετικός µετασχηµατισµός µε την µέθοδο του αγροβακτηρίου και 

αναγέννηση φυτών µέσω σωµατικής εµβρυογένεσης έχει αναφερθεί απο το 1987 για 

κάποιες ποικιλίες βαµβακιού (µερικές απο τις εµπορικά διαθέσιµες διαγονιδιακές 

ποικιλίες σήµερα έχουν παραχθεί µε αυτόν τον συνδυασµό µεθόδων) και απο κορυφαία 

µεριστώµατα µόλις το 1999 για µια συγκεκριµένη ποικιλία βαµβακιού απο το Τέξας των 

Η.Π.Α (85, 88). 

Τα προβλήµατα, που έχουν αναφερθεί, αφορούν την λεγόµενη διασυστηµατική 

µόλυνση (µετά τον µετασχηµατισµό και παρά την χρήση αντιβιοτικών για την θανάτωσή 

τους τα αγροβακτήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την διαµόλυνση παραµένουν στους 

ιστούς) που δεν αγγίζει το βαµβάκι γιατί είναι σπόρο-πολλαπλασιαζόµενο και όχι 

κλωνικά πολλαπλασιαζόµενο και την ένθεση αντιγράφων του διαγονιδίου [πολλαπλές 

(έως 6) ενθέσεις, ενσωµάτωση γειτονικών πλασµιδιακών αλληλουχιών κ.α.)(76). 

Η µέθοδος του βοµβαρδισµού σωµατιδίων είναι ένας εναλλακτικός τρόπος 

µεταφοράς γονιδίων σε φυτά, που έχει όµως µικρότερη αποδοτικότητα. Η τεχνική έχει 

αποδειχθεί αποτελεσµατική κυρίως για φυτικά είδη όπου οι άλλες µέθοδοι 

µετασχηµατισµού έχουν αποτύχει εξαιτίας της ύπαρξης γενετικών φραγµών (70). 

Η βασική αρχή της µεθόδου αφορά την χρήση επιταγχυνόµενων (µεγάλης 

ταχύτητας) σωµατιδίων ανενεργού υλικού (χρυσός ή βολφράµιο), καλυµµένα συνήθως 

µε DNA (συν-καθίζηση αιθανόλης-σωµατιδίων χρυσού ή CaCl2 και σπερµιδίνης-

σωµατιδίων βολφραµίου) ώστε να διαπεράσουν τα κυτταρικά τοιχώµατα και τις 

εξωτερικές κυτταρικές µεµβράνες και να εισαχθούν στο κυτταρόπλασµα των φυτικών 

κυττάρων ή απευθείας στον πυρήνα. Το εισαγόµενο DNA θα πρέπει να προφυλαχθεί απο 

την δράση νουκλεασών µέχρι την ένθεσή του στο φυτικό γονιδίωµα ξεπερνώντας µε 
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κάποιο τρόπο τον φραγµό του πυρηνικού φακέλου (φάση του κυτταρικού κύκλου)  εάν 

µε τον βοµβαρδισµό κυτταρικά εντοπιζόταν στο κυτταρόπλασµα (95). 

Απο το 1990 έχει αναφερθεί επιτυχής γενετικός µετασχηµατισµός µε την «µέθοδο 

του βοµβαρδισµού σωµατιδίων» και αναγέννηση φυτών απο κυτταρικές σειρές µε 

ικανότητα παραγωγής σωµατικών εµβρύων για συγκεκριµένες ποικιλίες βαµβακιού (και 

αυτός ο συνδυασµός συστηµάτων έχει δώσει διαγονιδιακές ποικιλίες ήδη σε εµπορική 

χρήση) και απο το 1993 απο οργανωµένους ιστούς κορυφαίων µεριστωµάτων για 

συγκεκριµένες ποικιλίες βαµβακιού (19,51). 

Τα προβλήµατα της µεθόδου αφορούν τον σχηµατισµό χιµαιρών, την παροδική 

έκφραση του διαγονιδίου, τις πολλαπλές ενθέσεις αντιγράφων του εισαγόµενου 

διαγονιδίου (έως και 20) και την πρόκληση τραυµάτων απο τον βοµβαρδισµό που 

αλλοιώνουν το ολοδυναµικό των κυττάρων για την αναγέννησή τους (9). 

Ο συνδυασµός βοµβαρδισµού-καλλιέργειας µεριστωµάτων έχει πολύ χαµηλή 

αποδοτικότητα µετασχηµατισµού, µόλις 0,001 – 0,01 % για τα L2, L3 κυτταρικά 

στρώµατα επιδερµίδας του κορυφαίου µεριστώµατος. Είναι αυτά που είναι τα µόνα µε 

την δυνατότητα παραγωγής σταθερά µετασχηµατισµένων κυττάρων µε δυνατότητα 

αναγέννησης (stable  germline transformants). Το L1 επιδερµικό κυτταρικό στρώµα 

παρουσιάζει µεν υψηλή συχνότητα µετασχηµατισµού (επιτυγχάνεται η µεταφορά 

γονιδίων) όµως αυτή αφορά την παροδική έκφραση του διαγονιδίου (transient όχι stable 

integration) και την µη µετάδοσή του στους απογόνους (82). Το επιλεκτικό κλάδεµα 

µετά τον µετασχηµατισµό προωθεί την αποτελεσµατικότητα του συστήµατος 

«βοµβαρδισµού – καλλιέργειας µεριστωµάτων» στο 0,09%. 

Απο την άλλη, πολλαπλοί βοµβαρδισµοί εµβρυογόνων κυτταρικών καλλιεργειών  

σε συνδυασµό µε τις διαδοχικές µεταφορές των παροδικής έκφρασης 

µετασχηµατισµένων κυττάρων σε κλιµακούµενης επιλεκτική πίεσης συνθήκες 

καλλιέργειας για την ανάκτηση σταθερών µετασχηµατισµένων κυττάρων, αποφέρουν 

ποσοστό µετασχηµατισµού γύρω στο 4 % (69). 

Τέλος η αποδοτικότητα µετασχηµατισµού του συστήµατος αγροβακτηρίου-

εµβρυογόνων κυτταρικών καλλιεργειών είναι συνήθως της τάξης του 70 – 80 % ή και 

µεγαλύτερες. Αντίθετα για το σύστηµα «αγροβακτηρίου- κορυφαίων µεριστωµάτων» το 

ποσοστό είναι της τάξης του 5 – 10 %. Αναµένεται όµως να είναι υψηλότερο µε την 
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εφαρµογή των, υπο εξέλιξη ακόµα, συστηµάτων πολλαπλής οργανογένεσης για το 

βαµβάκι (49). 

 

Οι κανόνες της γονιδιακής µεταφοράς για το βαµβάκι και τα φυτά γενικότερα. [64, 

65]: 

 

⇒ Ένα, µοναδικό κατά προτίµηση, αντίγραφο του διαγονιδίου θα πρέπει να 

ενσωµατώνεται κατά τρόπο σταθερό (σταθερός µετασχηµατισµός και όχι παροδική 

έκφραση) στο γονιδίωµα του πρωτεύοντος µετασχηµατιζόµενου φυτού (primary 

transformant) και να µεταδίδεται στους απογόνους διαδοχικών γενεών (F1,F2 progeny) 

σε σχεδόν Μενδελιανές αναλογίες. Πρότυπο κληρονοµικότητας : αναλογίες διάσχισης 

(χαρακτήρας ενός γονιδίου µε κυρίαρχο αλληλόµορφο, επιθυµητό γονίδιο σε οµοζυγωτία 

ή ετεροζυγωτία) 3 : 1 (F1 διασταύρωση) και 1 : 1 (ανάδροµη διασταύρωση). Η ένθεση 

πολλαπλών αντιγράφων (στην ίδια θέση ή σε διάσπαρτες θέσεις) ανα γονιδίωµα αυξάνει 

την πιθανότητα εµφάνισης γονιδιακής σίγησης και του φαινοµένου της συγκαταστολής 

και περιπλέκει τα πρότυπα κληρονοµικότητας. 

⇒ Η θέση όπως και η φορά ενσωµάτωσης εξωχρωµατοσωµικών DNA 

αλληλουχιών στο γονιδίωµα του φυτικού κυττάρου, που µετασχηµατίζεται, είναι 

άγνωστη και τυχαία καθώς η ένθεση γίνεται µε οµόλογο ή µε µη οµόλογο ανασυνδυασµό 

ανάλογα αν τα γενετικά στοιχεία, που ανασυνδυάζονται, παρουσιάζουν ή όχι οµοιότητα 

µεταξύ τους. Ενζυµικοί παράγοντες, που συµµετέχουν στους µηχανισµούς 

ανασυνδυασµού και επιδιόρθωσης του DNA του κυττάρου, φαίνεται πως παίζουν 

σηµαντικό ρόλο. Ρόλο επίσης φαίνεται να παίζει και η φάση του κυτταρικού κύκλου, 

στην οποία βρίσκεται το κύτταρο που µετασχηµατίζεται. 

⇒ Η ενσωµάτωση του διαγονιδίου στο γονιδίωµα του φυτικού κυττάρου είναι 

δυνατόν να δηµιουργήσει κάποια µετάλλαξη εάν η ένθεση γίνει µέσα σε κωδική περιοχή 

κάποιου εκφραζόµενου φυτικού γονιδίου. Με τα πολλαπλά αντίγραφα αυξάνει αυτή η  

πιθανότητα (positional effect). Πρέπει να γίνεται επιλογή φυτών που δεν έχουν καµία 

φαινοτυπική διαφορά µε το αρχικό υλικό. 

 ⇒ Το αντίγραφο του διαγονιδίου, που ενσωµατώνεται, θα πρέπει να περιλαµβάνει 

αυτούσια την αλληλουχία όπως υπάρχει µεταξύ των δυο συνοριακών του T-DNA, χωρίς 
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να ανιχνεύονται τµήµατα (κοµµάτια της αλληλουχίας) αντιγράφων απο χρωµοσωµικές 

ανακατατατάξεις σε διάφορες θέσεις στο γονιδίωµα (fragmented ή rearranged copies). 

⇒ Για να επιλεγεί µια διαγονιδιακή σειρά για εµπορική προώθηση δεν πρέπει 

γειτονικές (flanking) DNA αλληλουχίες που εντοπίζονται έξω απο τα T-DNA συνοριακά 

του πλασµιδιακού φορέα µετασχηµατισµού, να ενσωµατώνονται στο φυτικό γονιδίωµα 

µαζί µε την αλληλουχία του διαγονιδίου (αφορά κυρίως το σύστηµα του 

αγροβακτηρίου). 

⇒  Η επιλογή για επιθυµητά επίπεδα έκφρασης του διαγονιδίου και επίτευξης του 

επιθυµητού φαινοτύπου γίνεται µέσα απο ικανό σε µέγεθος πληθυσµό φυτών (περί τα 

30) που αναγεννήθηκαν απο ανεξάρτητα µετασχηµατισµένα κύτταρα (primary 

transformant). Κάποιες φορές χρειάζεται αποµάκρυνση αντιγράφων, γονιδίων επιλογής 

κ.α. και περαιτέρω επιλεγµένες διασταυρώσεις προτού παραχθεί µια διαγονιδιακή σειρά 

φυτων. 

⇒ Η µοριακή ανάλυση πρωτευόντων µετασχηµατιζόµενων φυτών (primary 

transformants) και των φυτών F1 και F2 γενεών που πρυκύπτουν απο αυτά αφορά: 

επιλογή στο µάρτυρα ανθεκτικότητας (resistant phenotypes), Southern-Northern-Western 

και PCR αναλύσεις, βιοδοκιµές (bioassays) κ.α.  

 

1.3.4. ∆ιαγονιδιακό βαµβάκι σε εµπορική χρήση 
 

Στη δεκαετία ’90 µε την πρώτη γενιά γενετικά τροποποιηµένου βαµβακιού για 

εµπορική χρήση στη συµβατική γεωργία, έγινε προσπάθεια να εισαχθούν σε 

καλλιεργούµενα στον αγρό φυτά νέα χαρακτηριστικά (κατά βάση ελεγχόµενα απο ένα 

µόνο γονίδιο, single-gene “input” traits) που θα ενίσχυαν τις αγρονοµικές τους επιδόσεις, 

µειώνοντας παράλληλα τις δυσµενείς για το περιβάλλον επιδράσεις διαφόρων 

καλλιεργητικών πρακτικών. Αφορούσαν κατά κύριο λόγο χαρακτηριστικά, που 

προσέφεραν ανθεκτικότητα σε βιοτικούς (παθογόνους µικροοργανισµούς, επιβλαβή 

έντοµα-ζιζάνια κ.α) παράγοντες καταπόνησης (39). 

Έτσι, στην καλλιεργητική περίοδο 1996 καλλιεργήθηκε για πρώτη φορά στις 

Η.Π.Α.(Cotton-Belt περιοχές, NuCOTN33TM   ποικιλία απο την Delta & Pine Land Co.) 
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γενετικά τροποποιηµένο για Bt – ανθεκτικότητα (Bt – ενδοτοξίνες, CryIA(b) και 

CryIA(c) του Bacillus thuringiensis) βαµβάκι µε το εµπορικό όνοµα Bollgard (R) ( Coker 

διαγονιδιακή σειρά φυτών απο την Monsanto) και οµάδα βιολογικού στόχου κάποια είδη 

λεπιδοπτέρων σε συγκεκριµένο αναπτυξιακό στάδιο βιολογικού κύκλου.  

Μέχρι σήµερα για το πρώτο διαγονιδιακό βαµβάκι σε εµπορική καλλιέργεια στις 

Η.Π.Α. είναι γνωστό ότι: α) αν και δεδοµένα για αποδόσεις και κόστη παραγωγής δεν 

δηµοσιοποιήθηκαν, απο τότε µέχρι σήµερα έχουν αυξηθεί οι καλλιεργούµενες, στις 

Η.Π.Α. και στον κόσµο, εκτάσεις µε διαγονιδιακό βαµβάκι, β) εκδηλώθηκαν σε µεγάλο 

ποσοστό αγρών εξάρσεις προσβολών (ποσοστού εξάπλωσης και έντασης φαινοµένων) 

απο έντοµα του βιολογικού στόχου, που για να αντιµετωπιστούν απαιτήθηκε χρήση 

χηµικών εντοµοκτόνων, τα οποία η διαγονιδιακή καλλιέργεια είχε σαν στόχο να 

αντικαταστήσει, γ) δεν υπήρξε καµία επίδραση σε δυναµικό πληθυσµών για έντοµα 

εκτός οµάδας βιολογικού στόχου ή για βακτήρια εδάφους,  δ) εκφράζονται φόβοι για 

ανάπτυξη ανθεκτικών πληθυσµών, όµως υπάρχουν στρατηγικές διαχείρισης της 

ανθεκτικότητας (12). 

Το 1997 έγινε εµπορικά διαθέσιµο (RoundupReady, Monsanto) σε 39 εµπορικές 

ποικιλίες διαγονιδιακό βαµβάκι ανεκτικό στο ζιζανικτόνο Roundup (R) µε δραστική 

ουσία το glyphosate (glyphosate-tolerant), ενώ το 1998 εµφανίστηκαν ποικιλίες 

(Stoneville, BXN-resistant, Calgene) διαγονιδιακού βαµβακιού µε ανθεκτικότητα στην 

δραστική ουσία Bromoxynil (εµπορική ονοµασία Buctril (R)). Σήµερα τουλάχιστον δυο 

ακόµη εταιρείες (Aventis  και Novartis) έχουν σε διαδικασίες ανάπτυξης προϊόντος 

ποικιλίες διαγονιδιακού βαµβακιού µε ανεκτικότητα σε ζιζανιοκτόνα (herbicide-

tolerant).  

Παράλληλα σε στάδιο βασικής έρευνας εξετάζονται άλλες µη Bt- εντοµοκτόνες 

πρωτεΐνες (χιτινάσες, λεκτίνες, πολυφαινολοξειδάσες κ.α.), αντιµικροβιακές πρωτεΐνες 

(γλυκανάσες, λυσοζύµες, thionines, defensins, lipid transfer proteins κ.α.), συνθετικά 

πεπτίδια (D4E1) για την πιθανή χρησιµοποίησή τους στην παραγωγή διαγονιδιακού 

βαµβακιού. Εξετάζονται επίσης συνδυασµοί διαγονιδίων (pyramiding) για την 

διαµόρφωση συνολικά ανθεκτικών- ανεκτικών φαινοτύπων. 

Στην περίοδο 1999-2000, διαγονιδιακές ποικιλίες βαµβακιού καλλιεργούνταν στην 

Αργεντινή, Αυστραλία, Κίνα, Μεξικό, Νότια Αφρική και Η.Π.Α (20). Η επόµενη γενιά 
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γενετικά τροποιηµένου βαµβακιού (σήµερα και για τα επόµενα 5 – 10 χρόνια) στοχεύει 

στη βελτίωση πολυγονιδιακών χαρακτηριστικών (“output” traits), η έκφραση των οποίων 

στη διαµόρφωση φαινοτύπου ελέγχεται απο πολύπλοκους µηχανισµούς σε επίπεδο 

κυττάρου (βιοχηµική, γενετική ρύθµιση) και φυτού (φυσιολογική, περιβαλλοντική 

ρύθµιση) (πίνακας 1) (40). 
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Πίνακας 1 : Βιοτεχνολογία βαµβακιού : χαρακτηριστικά προς βελτίωση / η 

επόµενη γενιά γενετικής τροποποίησης 

Χαρακτήρες ίνας 

Απόδοση : Αναλογία ινών και σπόρου, Kg ίνας/στρµ. 

 

Ποιότητα : 

 

Μήκος ίνας, αντοχή, στιλπνότητα, 

οµοιοφορφία, ελαστικότητα, χρωµατισµός, 

κόµποι-ψοφάκια. 

 

Μετασυλλεκτικές ιδιότητες : 

 

 

Απορρόφηση υγρασίας, βαφικές ιδιότητες 

(uptake), υφαντικές ιδιότητες. 

 

Καινοφανή χαρακτηριστικά : 

Ίνες για θερµοάντοχα υλικά, φυσικός 

χρωµατισµός ινών, βιοαποκατάσταση 

εδαφών, παραγωγή φαρµακευτικού-

ιατρικού βαµβακιού µε φυσικές 

αντιµικροβιακές ιδιότητες. 

Χαρακτήρες σπόρου 

 

Περιεκτικότητα σε λάδι και 

ποιότητα σπόρου : 

Ποσότητα και σύσταση απαραίτητων 

λιπαρών οξέων, εξάλειψη ελεύθερης και 

δεσµευµένης γκοσσυπόλης. 

 

Περιεχόµενο σε θρεπτικά συστατικά : 

 

Απαραίτητα αµινοξέα, πρωτεΐνες, βιταµίνες 

και ιχνοστοιχεία, εξάλειψη µικροβιακών 

τοξινών. 

Χαρακτήρες που σχετίζονται µε την ανάπτυξη του φυτού 

 

Φωτοσυνθετική ικανότητα : 

Βελτιωµένη αφοµοίωση CO2 και καλύτερη 

ανακύκλωση µεταβολιτών. 

 

Ισοζύγιο του νερού : 

 

Πρόσληψη και διακίνηση νερού. 
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1.4. Ανάπτυξη της ίνας στο βαµβάκι 
 

Οι ίνες του βαµβακιού είναι µονοκύτταρα µή αδενικά τριχώµατα (unicellular 

trichomes, προέλευση πρωτόδερµα) χωρίς διακλαδώσεις, που σχηµατίζονται όταν µερικά 

(το 25 % των κυττάρων αυτών, τυχαία κατανεµηµένων, διαφοροποιούνται προς αυτήν 

την κατεύθυνση) απο τα κύτταρα της εξωτερικής επιδερµίδας της σπερµατικής βλάστης 

(25 – 30 σπερµατικές βλάστες / βαµβακόσποροι ανά ωοθήκη-κάψα-καρύδι) αρχίζουν 

ταυτόχρονα να επιµηκύνονται  ξεκινώντας απο την ή κοντά στην ηµέρα που γίνεται το 

άνοιγµα του άνθους (Day Of Anthesis, DOA). Μετά τη γονιµοποίηση του άνθους αρχίζει 

η ανάπτυξη του σπόρου [ώριµος σπόρος: έµβρυο (δυο αναδιπλωµένες κοτυληδόνες και 

φύτρο), περισπέρµιο, υπολείµµατα ενδοσπερµίου], και η διαµόρφωση του εµβρύου (2- 4 

ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση ο ζυγώτης διαιρείται, στις 7 ηµέρες το έµβρυο φτάνει στο 

σφαιρικό στάδιο, στις 10 – 12 ηµέρες έχει την καρδιόσχηµη µορφή του και στις 15 

φτάνει στο στάδιο της τορπίλλης µε διαφοροποιηµένα τα ακραία µεριστώµατα). Το λάδι 

(περιεκτικότητα 18 –21 %) σχηµατίζεται έντονα µέσα στο σπόρο (ελαιώδεις αδένες στις 

κοτυληδόνες και το υπέργειο µέρος του φύτρου) 15 ηµέρες µετά τη γονιµοποίηση και 

µέχρι τις 50 ηµέρες. 

Οι πρώτες επιδερµικές τρίχες του περισπερµίου του βαµβακόσπορου (πρόκειται για 

τυπικά φυτικά κύτταρα µε κυτταρικό τοίχωµα και τεράστιο κεντρικό χυµοτόπιο) που 

αρχίζουν να επιµηκύνονται τις πρώτες 2 – 5 ηµέρες µετά την άνθηση και φτάνουν στα 22 

– 30 mm µήκος, είναι οι πραγµατικές ίνες (lint fibers, επιθυµητές εµπορικά) ενώ όσες 

σχηµατίζονται αργότερα και φτάνουν στα 15 mm µήκος αποτελούν το χνούδι (fuzz fibers 

ή linters). 

Το κύριο συστατικό, σε ποσοστό 95 % του νωπού βάρους, της ώριµης ίνας είναι η 

κυτταρίνη του πρωτογενούς και δευτερογενούς κυτταρικού τοιχώµατος (δευτερογενές 

κυτ. τοίχωµα ίνας δεν περιέχει καθόλου λιγνίνη) (44). 

Η ανάπτυξη της ίνας πάνω στο φυτό πραγµατοποιείται σε τέσσερα επικαλυπτόµενα 

αναπτυξιακά στάδια: 

1. Έναρξη ανάπτυξης ινών, την ηµέρα που γίνεται το άνοιγµα του άνθους: 

δίνεται το έναυσµα για ταυτόχρονη διαφοροποίηση και κυτταρική επιµήκυνση 13.000 µε 

21.000 επιδερµικών κυττάρων ίνας / σπερµατική βλαστη. 
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2. Κυτταρική επιµήκυνση,  για 27 – 39 ηµέρες µετά την άνθηση: 

πραγµατοποιείται κυτταρική αύξηση, µε συµµετοχή κυρίως των αυξινών και 

γιββεριλλινών, εν µέρει µε επιµήκυνση κορυφής και εν µέρη µε εναπόθεση νέων υλικών, 

πολυσακχαριτών, που µεταφέρονται µέσω Golgi και εκκρίνονται στην περιοχή 

σύνθεσης, στη φορά επιµήκυνσης. Στο στάδιο αυτό γίνεται σύνθεση νουκλεϊκών οξέων - 

πρωτεϊνών της κυτταρικής µεµβράνης και εσωτερικών µεµβρανικών δοµών - οργανιδίων 

– συστατικών κυτταροπλάσµατος, σύνθεση πρωτογενούς κυτ. τοιχώµατος (τυπική 

σύσταση πρωτογενούς κυτ.τοιχώµατος φυτικού κυττάρου δικοτύλων απο κυτταρίνη, 

ηµικυτταρίνες, πηκτίνες, συµµετοχή κυτταροσκελετού και ενζύµων που συµµετέχουν σε 

διαδικασίες έκτασης κυτ. τοιχωµάτων π.χ. δ-tubulin, MIP, εξπανσίνες, 1,4-β-γλυκανάσες 

κ.α), εισροή οργανικών συστατικών µέσω πλασµοδεσµάτων και ιόντα Κ+, πρωτεΐνες 

ρύθµισης ωσµωτικού δυναµικού (proton translocating ATPases, V-, PM-H+-ATPase) 

(74). Η φάση αυτή καθορίζει τον χαρακτήρα, µήκος ίνας (fiber length). 

3. ∆ευτερογενής πάχυνση κυτταρικών τοιχωµάτων (secondary wall 

deposition), περίοδος 17 – 53 ηµέρες µετά την άνθηση, οπότε διαλυτά σάκχαρα 

(σακχαρόζη , ένζυµο SuSy συνθετάση της σακχαρόζης) µεταφέρονται στις ίνες και 

µετατρέπονται σε κυτταρίνη (µακροµόριο απο 8.000-15.000 µόρια γλυκόζης στη σειρά 

ενωµένα µε β-1,4 δεσµούς, σε κρυσταλλική µορφή). Μικροϊνίδια κυτταρίνης (δεσµίδα 

40-70 µακροµορίων κυτταρίνης που συγκρατούνται µε υδρογονικούς δεσµούς) 

εναποτίθενται σε διαδοχικά στρώµατα (το ένα πάνω στο άλλο), στο εξωτερικό του 

πρωτογενούς κυτ.τοιχώµατος, καλύπτοντας όλο το µήκος της αναπτυσσόµενη ίνας 

(ταυτόχρονη βιοσύνθεση πρωτογενούς και δευτερογενούς κυτ.τοιχώµατος), µε ελικοειδή 

προσανατολισµό ως προς τον κατά µήκος άξονα της, έως το πάχος του κυτ. τοιχώµατος 

φτάσει στα 3-4 µm (73). Η φάση αυτή (πάχος κυτ.τοιχώµατος) καθορίζει τους 

χαρακτήρες, αντοχή (fiber strength) και λεπτότητα (fiber fineness) ίνας. 

4. Ωρίµανση (maturation): στις 45 – 60 ηµέρες µετά την άνθηση,  µετά απο 

έντονη αφυδάτωση των κυττάρων της ίνας (κατά την διάρρηξη της κάψας) το 

πρωτόπλασµα νεκρώνεται (πιθανώς διαδικασία PCD, Programmed Cell Death), 

διατηρούνται τα κυτταρικά τοιχώµατα, στη θέση του κεντρικού χυµοτοπίου εµφανίζεται 

κοιλότητα, µε την εξωκυττάρια µήτρα του ζωντανού κυττάρου να αποτελεί την φυσική 

ίνα του βαµβακόσπορου, που ενδιαφέρει εµπορικά την υφαντουργία. 
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Σε επίπεδο έκφρασης γονιδίων, τυπικού επιδερµικού φυτικού κυττάρου πέραν 

αυτών που σχετίζονται µε την βιοσύνθεση κυτταρίνης, και ρύθµισης αυτής (όλα τα 

επίπεδα: µεταγραφικό – µετα µεταφραστικό φαίνεται να λειτουργούν κατά την ανάπτυξη 

της ίνας) υπάρχουν γονίδια ίνας, που εκφράζονται αποκλειστικά κατά την έναρξη 

ανάπτυξης και τη φάση επιµήκυνσης της ίνας, γονίδια που εκφράζονται αποκλειστικά 

κατά τη φάση της δευτερογενούς πάχυνσης του κυτ. τοιχώµατος (tissue-specific 

expression) και µια τρίτη κατηγορία γονιδίων ίνας που εκφράζονται συστατικά 

(constitutively expressed) σ’όλες τις φάσεις ανάπτυξης της ίνας. 

∆ιαφορές στις ίνες (ποιότητα, fiber quality = fiber strength + fiber length + fiber 

fineness) παρουσιάζονται απο σπόρο σε σπόρο, στους σπόρους του ίδιου καρυδιού, 

µεταξύ καρυδιών, σε φυτά της ίδιας ποικιλίας αλλά και µεταξύ ποικιλιών και ειδών 

βαµβακιού. Παράλληλα οι συνθήκες του περιβάλλοντος (υγρασία, ηλιοφάνεια, έδαφος 

κ.α.) επιτρέπουν ή όχι στις ίνες να φτάσουν τα χαρακτηριστικά τους στα 

προκαθορισµένα γενετικώς επίπεδα. 

Μέχρι σήµερα προγράµµατα κλασσικής γενετικής βελτίωσης βαµβακιού, µε 

επιλογή απογόνων απο διασταυρώσεις επιλεγµένων σειρών βοήθησαν (38): 

− Στη βελτίωση των χαρακτήρων, που σχετίζονται µε την ποιότητα των 

παραγόµενων ινών. Τα σηµερινά επίπεδα έφτασαν σε πλατώ, δηλαδή έχουν εξαντληθεί 

οι δυνατότητες σε σχέση µε τις ανάγκες της κλωστικής τεχνολογίας. 

− Στην ταυτοποίηση (µέσω της χρήσης χαρτών µε DNA δείκτες, marker-assisted) 

και τον χρωµατοσωµικό εντοπισµό (εντοπισµένα στο D γονιδίωµα του µη ικανού για 

παράγωγη ίνας προγόνου) ποσοτικών χαρακτήρων (QTLs, Quantitative Trait Loci) για 

µήκος, αντοχή και λεπτότητα ίνας. 

− Στην ταυτοποίηση µεταλλαγµάτων (προέκυψαν αυθόρµητα µέσα στα χρόνια απο 

τις βελτιωτικές προσπάθειες) που αφορούν γονίδια που εκφράζονται κατά την ανάπτυξη 

ινών και ελέγχουν (ένα γονίδιο για κάθε χαρακτήρα, single-gene control) την κατά µήκος 

και κατά πάχος αύξηση τους. Στην βιβλιογραφία αναφέρονται τα : α) Ligon-lintless 

(Li1,Li2) για µειωµένο µέγεθος κυττάρων ίνας, β) naked seed mutant (N1) για καθόλου 

χνούδι και πολύ µικρό µήκος πραγµατικών ινών, γ) pilose mutant (H2) για κοντύτερη και 

παχύτερη ίνα και αυξηµένη πυκνότητα κατανοµής τριχών στα φύλλα, και δ) immature 

fiber mutant (im) που δεν µπορεί να παράγει ώριµο δευτερογενές κυτ.τοίχωµα. 
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Αναµένεται η εφαρµογή και τα αποτελέσµατα νέων µεθόδων (DNA markers, 

differential display, cotton fiber in vitro development, transformation) να βοηθήσουν την 

επιλογή σε νέα, καλύτερα σχεδιασµένα προγράµµατα βελτίωσης των χαρακτηριστικών 

της ίνας. 

Το προϊόν που συγκοµίζεται στο χωράφι είναι το σύσπορο βαµβάκι, το οποίο θα 

υποβληθεί σε ειδική µηχανική επεξεργασία, τον εκκοκισµό (ginning) και έτσι θα 

χωριστούν τα δυο κύρια προϊόντα (σπόρος και ίνες που τον περιβάλλουν) που αποτελούν 

τον αποκλειστικό σκοπό της καλλιέργειας του βαµβακιού. 

 

1.5. Επεξεργασία ίνας βαµβακιού 
 

Οι ίνες σε φυσική κατάσταση (raw lint, χρώµα άσπρο-εκρού) που προορίζονται για 

την υφαντουργία, καθαρίζονται απο ξένες ύλες (cleaning) και στη συνέχεια 

υποβάλλονται σε σειρά µηχανικών επεξεργασιών που περιλαµβάνουν το λανάρισµα 

(carding), το γνέσιµο (τράβηγµα, στρίψιµο και τύλιγµα ινών µε σκοπό την 

νηµατοποίηση, roving), το τύλιγµα (spinning) του νήµατος στην εξευγενισµένη του 

µορφή (combed lint, yarn) όπως τελικά θα οδηγηθεί για το πλέξιµό (knitting) και την 

ύφανσή (weaving) του. Για τον χρωµατισµό του το κατεργασµένο νήµα του βαµβακιού 

υποβάλλεται σε χηµική λεύκανση (bleaching) µε χλωρίνη, υπεροξείδιο του υδρογόνου 

κ.α. και βαφή (dying) µε χρωστικές ύλες φυσικής ή τεχνητής προέλευσης. 

 

1.6. Φυσικά χρώµατα 
 

Σήµερα είναι γνωστό ότι οι σηµαντικότερες φυσικές χρωστικές ουσίες  (σήµερα 

αναφερόµαστε σε σύµπλοκα χρωστικών ουσιών, pigment complexes) που είναι 

υπεύθυνες για το φυσικό χρώµα των ανθέων είναι τα φλαβονοειδή (flavonoids) και 

κυρίως οι ανθοκυανίνες (anthocyanins), τα καροτενοειδή (carotenoids) και οι 

µπεταλαΐνες (betalains). 

Οι δυο πρώτες απο τις τρείς αυτές µεγάλες κατηγορίες χρωµοφόρων 

συνδυαζόµενες φαίνεται να συνεισφέρουν, για την παραγωγή της γκάµας χρωµάτων για 
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πορτοκαλί, κίτρινα, άλικα, καφέ/µαύρα άνθη σε µερικά σηµαντικά καλλωπιστικά είδη 

φυτών και για τα ίδια χρώµατα στα φθινοπωρινά φύλλα των φυλλοβόλων ειδών. 

Οι χλωροφύλλες γενικά θεωρούνται λιγότερο σηµαντικές ως χρωστικές για το 

χρώµα άν και φαίνεται ότι κάποιες φορές είναι οι αποκλειστικά υπεύθυνες για 

περιπτώσεις πράσινων ανθέων (π.χ. Helleborus)(10). 

 

1.6.1. Φλαβονοειδή 
 

Τα φλαβονοειδή είναι οι υπεύθυνες ενώσεις για τα χρώµατα : ροζ, κόκκινο, 

πορτοκαλί, άλικο, µωβ-µενεξεδί, µπλέ και σκούρο µπλέ των ανθέων και για µερικά 

κίτρινα. Επιπλέον προσφέρουν «βάθυχρωµία» στα περισσότερα λευκά ή κρέµ λουλούδια 

(acyanic). 

Ο βασικός ανθρακικός σκελετός ενός φλαβονοειδούς περιέχει 15 άτοµα άνθρακα 

σε µια διάταξη µε δύο αρωµατικούς δακτυλίους (Α- και Β- δακτύλιοι), που συνδέονται 

µε µια γέφυρα τριών ατόµων άνθρακα που αναφέρεται και ως κεντρικός ετεροδακτύλιος 

(C – δακτύλιος). Η δοµή αυτή είναι το αποτέλεσµα της συνένωσης δυο προϊόντων που 

προέρχονται απο δυο διαφορετικά βιοσυνθετικά µονοπάτια. Ο αρωµατικός δακτύλιος Β 

και η γέφυρα των τριών ατόµων άνθρακα, είναι µια φαινυλπροπανική µονάδα που 

προέρχεται µέσω φαινυλαλανίνης απο το µονοπάτι του σικιµικού οξέος. Τα έξι άτοµα 

άνθρακα του άλλου αρωµατικού δακτυλίου (Α- δακτύλιος) προέρχονται απο το µονοπάτι 

του µαλονικού οξέος (οξικό ιόν) (28). 

Για τα φλαβονοειδή υπάρχει µια πρωτογενής ταξινόµηση σε οµάδες (classes of 

flavonoids) µε βάση τον βαθµό οξείδωσης των ατόµων άνθρακα της γέφυρας, σε 

χαλκόνες (αρχικές πρόδροµες ενώσεις, κίτρινου χρώµατος, λίγο σηµαντικές ως 

χρωστικές), φλαβανόνες (ενδιάµεσες πρόδροµες ενώσεις, άχρωµες), φλαβόνες και 

φλαβονόλες (µερικές ανοικτού κίτρινου χρώµατος, λιγότερο σηµαντικές ως χρωστικές, 

συνεισφέρουν όµως σηµαντικά στα φαινόµενα «co-pigmentation» και “depth”, ρόλοι: 

προστασία των κυττάρων απο UV ακτινοβολία που την απορροφούν και στο σχηµατισµό 

των  «οδηγών νέκταρος»), ανθοκυανιδίνες (κόκκινων και µπλέ αποχρώσεων, οι πιο 

σηµαντικές χρωστικές) (56). 
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Ο βασικός ανθρακικός σκελετός των φλαβονοειδών µπορεί να έχει πολυάριθµους 

υποκαταστάτες, διαφορετικούς µεταξύ τους (υδρόξυ-, µεθόξυ-, σουλφοξυ-, ακυλιώσεις, 

γλυκοσυλιώσεις) και σε διαφορετικές θέσεις των δακτυλίων και της γέφυρας (R θέσεις 

υποκατάστασης).  

Ανάλογα µε τις υποκαταστάσεις προκύπτουν τα ξεχωριστά είδη των ενώσεων 

αυτών.  

Τα περισσότερα φλαβονοειδή, που υπάρχουν στη φύση, απαντώνται κυρίως µε τη µορφή 

γλυκοζιτών (υποκατάσταση θέσεων Α- δακτυλίου και γέφυρας, Ο-γλυκοζίτες) µε τη 

θέση και το είδος του σακχάρου, που συµµετέχει στη δοµή της ένωσης (γλυκόζη, 

ραµνόζη κ.α.) να επηρεάζει και τις ιδιότητές της (σταθεροποίηση µορίου, διαλυτότητα 

στο νερό, µεταγενέστερες τροποποιήσεις µορίου). 

Η γονιδιακή έκφραση, η de novo σύνθεση και η καταλυτική δραστηριότητα των 

κύριων βιοσυνθετικών (και των τροποποιητικών) ενζύµων (συνθετάση της χαλκόνης, 

ισοµεράση της χαλκόνης, 3β υδροξυλάση της φλαβανόνης, συνθετάση της φλαβόνης, 

συνθετάση της φλαβονόλης, ρεδουκτάση της δίϋδροφλαβονόλης, συνθετάση της 

ανθοκυανιδίνης) του µονοπατιού βιοσύνθεσης φλαβονοειδών του δευτερογενούς 

µεταβολισµού των φυτικών κυττάρων υπόκεινται στον έλεγχο πολύπλοκων µηχανισµών 

ρύθµισης, οι οποίοι µε την σειρά τους επηρεάζονται απο ποικίλους εξωτερικούς και 

εσωτερικούς παράγοντες, όπως π.χ. (βιοχηµικοί): transcription factors, επαγωγείς 

(elicitors), ανταγωνισµοί υποστρωµάτων, ανάδροµοι µηχανισµοί, ορµόνες, 

(φυσιολογικοί) : επίπεδα θρεπτικών ουσιών (αζώτου, φωσφόρου και θείου), ηλιακό φώς - 

UV ακτινοβολία (φυτόχρωµα), χαµηλές θερµοκρασίες, τραυµατισµοί φυτικών ιστών, 

προσβολές απο παθογόνα (22). 

Σήµερα το αναλυτικό µονοπάτι βιοσύνθεσης των κύριων τύπων φλαβονοειδών 

είναι εκτενώς χαρακτηρισµένο (πρόδροµες ενώσεις, βήµατα, ένζυµα, ενδιάµεσα και 

τελικά προϊόντα) για µερικά φυτικά είδη (πετούνια, καλαµπόκι, αντίρρινο, όχι όµως για 

το βαµβάκι) (16) (βλέπε Εικόνα 1 Παραρτήµατος). 

 

28 



1.6.2. Ανθοκυανίνες  
 

Οι ανθοκυανιδίνες (άγλυκο µέρος), ένα απο τα τελικά προϊόντα του βιοχηµικού 

µονοπατιού, κάτω απο κανονικές φυσιολογικές συνθήκες, είναι ασταθείς ενώσεις και δεν 

συσσωρεύονται στα φυτικά κύτταρα, αλλά σταθεροποιούνται µε την προσθήκη 

σακχάρων (ειδικά ένζυµα, γλυκοσυλτρανσφεράσες) προς το σχηµατισµό ανθοκυανινών 

(ανθοκυανίνες = ανθοκυανιδίνες + σάκχαρο). 

Οι ανθοκυανίνες εντοπίζονται αποκλειστικά στα επιδερµικά κύτταρα των πετάλων 

των έγχρωµων ανθέων, σε επιδερµικά κύτταρα περικαρπίου (π.χ. στο µήλο, αντίθετα οι 

καρποί ντοµάτας περιέχουν χρωµοπλάστες - καροτενοειδή), στο περισπέρµιο έγχρωµων 

σπόρων και σε µερικά φυτικά είδη στα φθινοπωρινά  φύλλα (στα ζωηρά χρώµατα 

κυρίως, σε µικρότερο όµως ποσοστό απο τα καροτενοειδή). 

Οι ανθοκυανίνες είναι υδατοδιαλυτές ουσίες που αποταµιεύονται στο ελαφρώς 

όξινο απο πλευράς pH χυµοτόπιο (εντός κυττάροπλάσµατος ώς ειδικοί υποκυτταρικοί 

σχηµατισµοί, «ανθοκυανοπλάστες»).  

Σε υδατικές συνθήκες, οι ανθοκυανίνες για να επιτύχουν σταθερότητα σε µοριακό 

επίπεδο ώστε να εµποδιστεί η ενυδάτωσή τους και κατ’επέκταση η απώλεια του 

χρώµατος προχωρούν σε διατάξεις δευτεροταγών δοµών και σχηµατισµό µοριακών 

συµπλόκων µεταξύ µορίων ίδιας χρωστικής και διαφορετικών χρωστικών (intra-, inter-

molecular co-pigmentation) µια διαδικασία, που είναι γνωστή ως «συγχρωµατισµός». 

Έτσι παράγεται µια απεριόριστη ποικιλία χρωµάτων µέσω δηµιουργίας συµπλόκων µε 

συγχρωστικές φλαβονοειδείς ουσίες, µε µεταλλικά ιόντα (σχηµατισµός χηλικών ενώσεων 

µε Al+3, Fe+3 ή Mg+2), µε  παραπέρα (δευτερογενείς) τροποποιήσεις µορίου τους όπως 

γλυκοσυλιώσεις, ακυλιώσεις, µεθυλιώσεις και αλλαγών του pH του κυτταρικού 

χυµοτοπίου (Ph γονίδια) (77). 

Σε τέτοια σύµπλοκα χρωστικών ανθοκυανινών, που έχουν δεχτεί τις τελικές 

µοριακές τους τροποποιήσεις, φαίνεται να µεταφέρεται µια γλουταθειοµάδα (glutathione 

residue) απο µια τρανσφεράση της γλουταθειόνης (glutathione-S-transferase). Στην 

συνέχεια τα σηµανθέντα κατ’αυτόν τον τρόπο σύµπλοκα µεταφέρονται στο χυµοτόπιο 

(vacuolar targeting) µε τη βοήθεια µιας MgATP-εξαρτώµενης αντλίας συµπλόκων-S-
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γλουταθειόνης (translocator against a concentration gradient, µία αντλία ανά 

τονοπλάστη). 

Τρείς είναι οι βασικές οµάδες ανθοκυανινών (ανάλογα µε τα -ΟΗ στον Β 

δακτύλιο) που συναντώνται συνήθως : τα παράγωγα της πελαργονιδίνης (πορτοκαλί, ρόζ 

ή κόκκινο χρώµα), της κυανιδίνης (κόκκινο ή µωβ) και της δελφινιδίνης (ιώδες, µπλέ, 

µπλου-µπλακ) (βλέπε Εικόνα 1, παρακάτω) (92).    

 

Εικόνα 1 Βασική δοµή των ανθοκυανιδινών και οι πιο ενδιαφέρουσες ανθοκυανιδίνες  Πηγή: (92) 

                                                                  

Πέραν όλων των άλλων, πρέπει να αναφερθεί ότι και η φυσική κατασκευή των 

κυττάρων της επιδερµίδας των πετάλων των ανθέων (epidermal cell shape, mixta γονίδια 

αντίρρινου) φαίνεται πως επηρεάζει την αίσθηση του αντιλαµβανόµενου χρώµατος.  

Τέλος, αναλυτικά χηµικά εργαστήρια έχουν επιτύχει σταθεροποίηση του χρώµατος 

φυσικών χρωµοφόρων (in vitro reconstitution of isolated pigments) και τεχνητών µε 

παραπλήσιες δοµές. 

 

1.6.3. Καροτενοειδή-µπεταλαΐνες 
 

Τα καροτενοειδή απαντώνται στα κύτταρα σχεδόν όλων των φυτικών ειδών. Είναι 

υδατάνθρακες µε βασική δοµή µια αλυσίδα 40 ατόµων άνθρακα (πρόδροµη ένωση: 

φυτοένιο).Τα καροτενοειδή [καροτένια, λυκοπένια ντοµάτας (α- & β-), ξανθοφύλλες 
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(ζεαξανθίνη,βιολαξανθίνη,ανθεραξανθίνη κ.α)] ευθύνονται για συγκριτικά µικρότερη 

ποικιλία χρωµάτων, κυρίως κίτρινου (ξανθοφύλλες) και πορτοκαλί (καροτένια) και σε 

µερικά φυτικά είδη (πάπρικα, πιπεριά) για το κόκκινο (καψανθίνη, καψορουµπίνη). Σε 

αντίθεση µε τα φλαβονοειδή, είναι υδρόφοβες λιποδιαλυτές ουσίες και εντοπίζονται στις 

κυτταρικές ή υποκυττάριες µεµβράνες, συχνά σαν σύµπλοκα µε ειδικές πρωτεΐνες στο 

στρώµα των πλαστιδίων. Σε όργανα όπως τα πέταλα των ανθέων, τους καρπούς και τις 

ρίζες συντίθενται και αποθηκεύονται στους χρωµοπλάστες (διαφοροποιηµένα 

πλαστίδια). Κύριος ρόλος τους είναι η προστασία των φωτοσυνθετικών ιστών (φύλλα, 

χλωροπλάστες, δέσµευση ηλιακής ενέργειας σε συµπληρωµατικά µήκη κύµατος και 

µεταφορά αυτής στην χλωροφύλλη α) απο φωτο-οξείδωση. 

Οι µπεταλαΐνες (µπετακυανίνες, µπεταξανθίνες των παντζαριών), είναι αζωτούχες 

ενώσεις απο το αµινοξύ τυροσίνη,  που έχουν σαν χρωµοφόρο το µπεταλαµικό οξύ 

(κιτρινο), µε κυτταρικό εντοπισµό στο χυµοτόπιο κυττάρων σε ανθικούς ιστούς και 

βλαστικά όργανα µερικών όµως φυτικών ειδών που περιορίζονται στην τάξη 

Caryophyllales, αλλά και στον µύκητα Amanita muscaria και παράγουν κίτρινα -

πορτοκαλί (µπεταξανθίνες, ινδικαξανθίνη της φραγκοσυκιάς), κόκκινα -µωβ-µενεξεδιά 

(µπετακυανίνες) χρώµατα. Οι ανθοκυανίνες και οι µπεταλαΐνες ποτέ δεν συνυπάρχουν 

στο ίδιο φυτό. 

Σήµερα έχουν αποσαφηνιστεί πλήρως τα γονίδια, που κωδικοποιούν ένζυµα για τη 

βιοσύνθεση διαφόρων χρωστικών ουσιών απο προκαρυώτες και κατώτερους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς µεταξύ των οποίων γονίδια που συµµετέχουν στην σύνθεση 

καροτενοειδών (carotenogenic bacteria) και του indigo σε βακτήρια αλλά και απο 

ανώτερα φυτά. Μερικά απο αυτά έχουν κλωνοποιηθεί και έχουν χρησιµοποιηθεί 

επιτυχώς σε πειράµατα τροποποιήσεων της βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών, κυρίως, για 

την παραγωγή νέων χρωµάτων σε διάφορα καλλωπιστικά φυτά (Petunia, Nicotiana, 

Rosa) 

 Οι ουσίες που είναι υπεύθυνες για τα φυσικά χρώµατα στο βαµβάκι (ποικιλίες µε 

έγχρωµα άνθη) είναι τα φλαβονοειδή (78). Εποµένως πρέπει να θεωρείται δεδοµένο οτι 

τουλάχιστον τα αρχικά υποστρώµατα, τα γονίδια που συµµετέχουν και κάποια τµήµατα 

του µονοπατιού βιοσύνθεσης (τα αρχικά βιοσυνθετικά ένζυµα του κεντρικού µονοπατιού 
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και κάποιοι ρυθµιστικοί µηχανισµοί)  είναι λειτουργικά στα είδη  του βαµβακιού και 

τους τύπους κυττάρων του. 

 

1.7. Βαµβάκια µε φυσικό χρώµα ίνας  
 

Υπάρχουν έγχρωµα άγρια είδη βαµβακιού (π.χ. G. tomentosum, µε χρώµα ινών 

ορφνό ή κόκκινο σαν σκουριά και µήκος ίνας µόλις 10 mm που καθιστά δύσκολη έως 

αδύνατη τη µηχανική τους επεξεργασία), που όµως δεν παράγουν τυπικές 

βιοµηχανοποιήσιµες ίνες και είναι δύσκολη η διασταύρωσή τους (ασυµβίβαστο) µε 

καλλιεργούµενα βαµβάκια. 

Υπάρχουν ποικιλίες των G. barbadense (φυσικό χρώµα ίνας κιτρινωπό) και G. 

hirsutum (φυσικό χρώµα ίνας λευκό- εκρού) µε φυσικά χρωµατισµένη ίνα (σε 

αποχρώσεις του κίτρινου, του πορτοκαλί, του πράσινου και του καφετί, πουθενά όµως 

δεν συναντώνται έντονα χρώµατα όπως το µπλέ ή το κόκκινο), που έχουν εγκαταλειφθεί 

ή παραγκωνιστεί για χρόνια, µιας και η παραγωγή ακολουθεί τις επιταγές των αναγκών 

της βιοτεχνίας για βιοµηχανοποιηµένη επεξεργασία. Άλλες (πάλι έγχρωµες), που 

καλλιεργούνται σποραδικά ή που έχουν εγκλιµατιστεί σε συγκεκριµένες οικολογικές 

συνθήκες και η µεταφορά τους σε πιο ευνοϊκές, καλλιεργητικά, αποδεικνύεται εκ των 

υστέρων ακατάλληλη. 

Τα τελευταία χρόνια στις αναπτυγµένες χώρες (Η.Π.Α κυρίως), απο τη µιά µε την 

στροφή προς την οργανική καλλιέργεια (αποκλειστικά ιδιωτική πρωτοβουλία) και απο 

την άλλη µε την παράλληλη αλλά ανεξάρτητη ανάπτυξη βιοτεχνολογικών µεθόδων 

(έρευνα σε πανεπιστήµια και ιδιωτικές εταιρείες σποροπαραγωγής), γίνονται 

προσπάθειες για εκτίµηση του γενετικού υλικού (germplasm potential) και τη βελτίωση, 

µε κλασσική γενετική (επιλογή και διασταυρώσεις) αλλά και την απευθείας µεταφορά 

γονιδίων, των τεχνολογικών χαρακτηριστικών και της ευπάθειας στις καταπονήσεις των 

έγχρωµων ποικιλιών βαµβακιού. 

Ο σκοπός τέτοιων προσπαθειών είναι απο την µιά η εξάλειψη της  χρήσης χηµικών 

(επιβάρυνση περιβάλλοντος, πιθανά αλλεργιογόνα), σ’όλες τις φάσεις παραγωγής 

(λίπανση, φυτοπροστασία) και επεξεργασίας (λεύκανση, βαφή) του προϊόντος και απο 
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την άλλη η επίτευξη ικανοποιητικών αποδόσεων και ποιότητας προϊόντος, για την 

εµπορική  εκµετάλλευση έγχρωµων ποικιλιών βαµβακιού. 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

Τα αντιδραστήρια για την παρασκευή των διαλυµάτων προµηθεύτηκαν σε µορφή 

σκόνης µε υψηλό βαθµό χηµικής καθαρότητας απο την Sigma Chemicals Co.και την 

Duchefa Biochemie BV. Τα περιοριστικά ένζυµα προήλθαν απο τις εταιρείες Minotech 

και New England Biolabs (NEB). Τα θρεπτικά υλικά καλλιέργειας των βακτηριακών 

στελεχών προήλθαν απο τις εταιρείες Oxoid, Difco, Merck, Sigma. Τα 

ολιγονουκλεοτίδια - εκκινητές συντέθηκαν στο εργαστήριο Μικροχηµείας του Ι.Μ.Β.Β. 

(Ι.Τ.Ε.) και τα δεoξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) προήλθαν απο την εταιρεία Promega. 

Η θερµοσταθερή πολυµεράση που χρησιµοποιήθηκε ήταν η Taq polymerase απο 

την εταιρεία Minotech όπως και το PCR reaction buffer. 

 

2.1 Καλλιέργεια βακτηριακών στελεχών, φορείς, παρασκευαστικές και 

βακτηριολογικές µέθοδοι 
 

2.1.1 Παρασκευή στερεών θρεπτικών υποστρωµάτων καλλιέργειας 

βακτηριακών στελεχών 
 

Το θρεπτικό υπόστρωµα LB (Luria-Bertani) για την καλλιέργεια βακτηριακών 

στελεχών E.coli (DH5a, HB101) παρασκευάστηκε µε βάση τις οδηγίες των Maniatis 

et.al. (50). Το θρεπτικό µέσο N.A. (Nutrient Agar) παρασκευάστηκε µε βάση τις οδηγίες 

του κατασκευαστή (Oxoid) και χρησηµοποιήθηκε για την καλλιέργεια των βακτηριακών 

στελεχών E.coli (DH5a) και Agrobacterium tumefaciens (LBA 4404) καθώς και για την 

καλλιέργεια του Agrobacterium rhizogenes µε ποικίλα αποτελέσµατα. 
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Για την παρασκευή του µέσου King’s B για την µη-επιλεκτική αποµόνωση και 

καλλιέργεια ψευδοµονάδων (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola διάφορα στελέχη 

και φυλές) µε ικανότητα φθορισµού ή παραγωγής χρωστικών προστίθενται τα υλικά στις 

ποσότητες: 20 gr Proteose peptone No.3 (Difco), 10 ml Glycerol, 1,5 gr K2HPO4 

(anhydrous), 1,5 gr MgSO4.7H2O, 15 gr Agar (Bacteriological Agar), απεσταγµένο νερό 

µέχρι το 1 λίτρο. Όλα τα υλικά πλήν του MgSO4 αναδεύονται καλά σε δοχείο (θέρµανση, 

συνεχή ανάδευση) για την διαλυτοποίηση του στερεοποιητικού παράγοντα και µόνο µετά 

την ρύθµιση του pH στο 7,2  προστίθεται το MgSO4 (αργά). Το µέσο αποστειρώνεται σε 

αυτόκαυστο για 15 min στους 121 OC και κατανέµεται σε ποσότητες των 20-25 ml / 

τρυβλίο Petri (3, 4). 

Για την παρασκευή του υποστρώµατος M9R-Glucose, µιας παραλλαγής του 

minimal υποστρώµατος όπως περιγράφεται απο τους  Maniatis et.al. (50), για τον 

καθαρισµό και επιλογή µετασχηµατισµένων αγροβακτηριακών στελεχών 

(Agrobacterium tumefaciens strain LBA 4404) απο πιθανές προσµείξεις βακτηριακών 

κυττάρων E.coli παρασκευάστηκαν ξεχωριστά τα διαλύµατα: 

R salts: (για παρασκευή 250 ml δ/τος), 20 gr MgSO4.7H2O, 0,5 gr FeSO4.7H2O και 

1 ml συµπυκνωµένου HCl, σε απεσταγµένο νερό. 

20 x M9 Medium: (για παρασκευή 500 ml δ/τος), 60 gr NaHPO4, 30 gr KH2PO4, 5 

gr NaCl, 1 gr NH4Cl σε απεσταγµένο νερό. 

∆ιαλύµατα:1 M MgSO4, 1 M CaCl2, 1 M Glucose (σαν πηγή άνθρακα). 

Water-Agar: (για παρασκευή 500 ml δ/τος), 470 ml H20 και 7,5 gr Agar 

(Bacteriological Agar). 

Αποστειρώθηκαν στο αυτόκαυστο σε ξεχωριστά δοχεία. 

Για την δηµιουργία του M9R-Glucose (1 x, 500 ml δ/τος), που συνήθως 

χρησιµοποιείται για την επιλεκτική καλλιέργεια ψευδοµονάδων στο Water-Agar 

προστίθενται ασηπτικά 25 ml 20 x M9 Medium, 3,5 ml R salts, 1 ml 1M MgSO4, 50 µlit 

1 M CaCl2, 2,5 ml 1 M Glucose. Μετά απο καλή ανάδευση το µέσο κατανέµεται σε 

τρυβλία και µπορεί να αποθηκευτεί στους 4 OC µέχρι την χρησιµοποίησή του. 

Για την παρασκευή του minimal υποστρώµατος Agrobacterium Medium για την 

επιλεκτική αποµόνωση και καλλιέργεια (selective isolation and culture) του 
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Agrobacterium rhizogenes και του στελέχους (strain) του Agrobacterium tumefaciens 

LBA 4404 παρασκευάστηκαν ξεχωριστά τα διαλύµατα (18):  

50 x Medium stock: (για 500 ml δ/τος) 30 gr Na2HPO4, 25 gr KNO3, 2,5 gr 

MgSO4.7H2O σε απιονισµένο νερό µε τιµή pH 7,3-7,5. 

10 x supplement stock: (για 100 ml δ/τος) 33,5 gr MnSO4.4H2O, 0,025 gr Fe-

NaEDTA. 

1 gr/ml Lactose stock (παρασκευή10 ml δ/τος).  

Αποστειρώνονται στο αυτόκαυστο σε ξεχωριστά δοχεία. 

Για την δηµιουργία του Agrobacterium Medium (500 ml δ/τος) ασηπτικά 

προστίθονται 10 ml του 50 x Medium stock, 50 ml του 10 x supplement stock και 2,5 ml 

του 1 gr/ml Lactose stock σε 440 ml απιονισµένου νερού που περιέχει 7,5 gr Agar 

(Water-Agar).  

Αφού ανακατευτεί καλά το µέσο κατανέµεται σε τρυβλία και µπορεί να 

αποθηκευτεί στους 4 OC µέχρι την χρησιµοποίησή του. 

Όλα τα θρεπτικά συµπληρώθηκαν µε τα κατάλληλα αντιβιοτικά: Αµπικιλλίνη 

(Amp, διαλύτης νερό, συγκέντρωση stock 50 mg/ml, τελική συγκέντρωση επιλογής 50 

µg/ml), Καρµπενικιλλίνη (Carb, διαλύτης νερό, συγκέντρωση stock 100 mg/ml, τελική 

συγκέντρωση επιλογής 100 µg/ml), Ριφαµπικίνη (Rif, διαλύτης µεθανόλη, συγκέντρωση 

stock 50 mg/ml, τελική συγκέντρωση για επιλογή 100 µg/ml) και Καναµυκίνη (Km, 

διαλύτης νερό, συγκέντρωση stock 100 mg/ml, τελική συγκέντρωση επιλογής 100 µg/ml) 

(18). 

 

2.1.2 Γονίδια και φορείς για γενετικό µετασχηµατισµό  
 

Το ενδιαφέρον µας για το γενετικό µετασχηµατισµό Ελληνικών ποικιλιών 

βαµβακιού, στα πλαίσια αυτής της διατριβής, εστιάστηκε στην δυνατότητα χρήσης 

«ετερόλογων» γονιδίων που κωδικοποιούν για καταλυτικά ένζυµα βιοχηµικών 

αντιδράσεων του κεντρικού βιοσυνθετικού µονοπατιού των φλαβονοειδών 

(ανθοκυανινών), µε σκοπό την τροποποίηση του αντίστοιχου ενδογενούς µονοπατιού που 

είναι λειτουργικό στο βαµβάκι, για την επίτευξη φυσικού χρώµατος στην ίνα. Τα πιο 

σηµαντικά ένζυµα του µονοπατιού είναι αυτά της συνθάσης της χαλκόνης και της 
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ισοµεράσης της χαλκόνης, που καταλύουν τις «βραδύτερες» αντιδράσεις (rate-limiting 

steps) της βιοσύνθεσης. 

Για τα γονίδια των ενζύµων αυτών έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί cDNA 

κλώνοι απο πετούνια και κριθάρι (εξωτερικοί συνεργάτες, αποτελέσµατα όχι εδώ).  

Το chs απο κριθάρι (cDNA κλώνος µεγέθους ~1200bp, EcoRI ένθεσης στον 

pBLUESCRIPT SK+, κλώνοι µε το χαρακτηρισµό «clone A» σε sense orientation και 

«clone ‘J’ No. 6» σε antisense orientation και Kpn I-BamHI ένθεσης στον pBINAR µε 

τον χαρακτηρισµό «clone CHS ‘J’» σε sense orientation), το chsa απο πετούνια (cDNA 

κλώνος µεγέθους ~1300bp, EcoRI-HindIII ένθεσης στον pBLUESCRIPT SK+, κλώνος 

µε τον χαρακτηρισµό «clone (P10)» σε antisense orientation και ΒamHI-SalI ένθεσης 

στον pBINAR µε τον χαρακτηρισµό «clone P56» σε antisense orientation) και το chia 

απο πετούνια (cDNA κλώνος µεγέθους 730bp, EcoRI ένθεσης στον pBLUESCRIPT 

SK+, κλώνοι µε το χαρακτηρισµό «clone P21» σε sense orientation και «clone P20» σε 

antisense orientation) χρησιµοποιήθηκαν στην εργασία αυτή. Τα παραπάνω 

επιβεβαιώθηκαν ύστερα απο ηλεκτροφόρηση και περιοριστική ανάλυση. Όλοι οι 

αναφερθέντες κλώνοι διατηρούνται σε περιβάλλον E.coli κυττάρων DH5a. 

Καθαρό πλασµιδιακό DNA των κλώνων έχει αποµονωθεί µε την βοήθεια στηλών 

QIAGEN (βλέπε µέθοδοι µοριακής ανάλυσης) στις συγκεντρώσεις  «clone CHS ‘J’» 110 

ng/µlit, «clone P56» 130 ng/µlit, «clone (P10)» 80 ng/µlit, «clone P20» 1 µg/µlit, «clone 

P21» 0.3 µg/µlit.  

Ο δυαδικός φορέας µετασχηµατισµού φυτών pBINAR, που φέρει τη διαγονιδιακή 

κασσέτα, κατασκευάστηκε µε αντικατάσταση (EcoRI-HindIII ένθεση) της περιοχής του 

πολυσυνδέτη (polylinker) του Bin 19 (πλασµίδιο µεγέθους ~12Kb) απο κασσέτα 

έκφρασης που περιέχει τον 35S υποκινητή του Μωσαϊκού του κουνουπιδιού (35S of 

CaMV), µια µερική περιοριστική αλληλουχία του πολυσυνδέτη του pUC18 (partial 

pUC18 polylinker) και την ληκτική ακολουθία του γονιδίου της «συνθάσης της 

οκτοπίνης» (termination sequence of the octopine synthase gene). Επίσης µεταξύ των δυο 

συνοριακών του (Τ-DNA LB και RB) φέρει το NPTII γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

καναµυκίνη για επιλογή µετασχηµατισµένων φυτών. Η βακτηριακή επιλογή γίνεται σε 

καναµυκίνη χάρη στο NPTIII γονίδιο του πλασµιδίου εκτός των συνοριακών (32) 

(Εικόνα 2, Παραρτήµατος). 
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2.1.3 Μεταφορά ανασυνδυασµένων πλασµιδίων σε αγροβακτήρια µε 

«υποβοηθούµενη (τριών γονέων) βακτηριακή σύζευξη» 
 

Η µεταφορά δυαδικών φορέων, πλασµιδίων δηλαδή που φέρουν τη διαγονιδιακή 

κασσέτα εντός των T-DNA συνοριακών (Left and Right T-DNA Borders) και που θα 

χρησιµοποιηθούν για το γενετικό µετασχηµατισµό φυτών έγινε απο το στέλεχος E.coli 

DH5a (pBINAR) στο στέλεχος A.tumefaciens LBA 4404 (chromosomal background και 

vir region στο pAL4404 Ti πλασµίδιο) µε τη µέθοδο της «βακτηριακής σύζευξης τριών 

γονέων». Ως βοηθητικό της σύζευξης στέλεχος (helper strain) χρησιµοποίθηκε το 

στέλεχος E.coli HB101 (pRK2013, RK2 origin of replication). 

Αναλυτικά η διαδικασία ήταν ως εξής (18): 

Μονήρεις βακτηριακές αποικίες των E.coli (Km 100 µg/ml), A.tumefaciens (Rif 

100 µg/ml), E.coli (Km 50 µg/ml) µεταφέρονται ασηπτικά µε τη βοήθεια βακτηριακής 

λούπας σε 5 ml θρεπτικού µέσου LB µε τα κατάλληλα αντιβιοτικά ανά ξεχωριστή 

καλλιέργεια και αφήνονται να µεγαλώσουν (µε ανάδευση) στους 37 OC (ένα βράδυ) για 

τις E.coli καλλιέργειες και στους 28 OC (δυο βράδια) για την A.tumefaciens καλλιέργεια. 

Στην συνέχεια µεταφέρονται 100 µlit απο κάθε καλλιέργεια σε στερεό θρεπτικό µέσο 

LB. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται και σε δεύτερο τρυβλίο µε στερεό LB (2 τρυβλία για 

συζεύξεις µε τους τρείς γονείς). Ακολουθεί επώαση των τρυβλίων στους 28 OC κατά την 

διάρκεια της νύκτας. Κατόπιν, µε στείρα λούπα µεταφέρονται 2 «streaks» κυττάρων απο 

καθένα απο τα δυο τρυβλία σε 500 µlit φρέσκο LB υγρό µέσο, όπου και επαναδιαλύονται 

σχηµατίζοντας βακτηριακό εναιώρηµα πιθανών συζευγµένων αγροβακτηρίων. Απο το 

εναιώρηµα αυτό γίνεται µεταφορά σε στερεού θρεπτικού LB µέσου τρυβλία επιλογής 

µετασχηµατισµένων αγροβακτηρίων µε Ριφαµπυκίνη και Καναµυκίνη (100 µg/ml 

καθένα).  

Μετά απο επώαση για δυο µέρες στους 28 OC θα πρέπει να εµφανιστούν στα 

τρυβλία επιλογής µε τα δυο αντιβιοτικά µονήρεις αποικίες συζευχθέντων-

µετασχηµατισθέντων αγροβακτηρίων, τα οποία θα φέρουν αρχικά µαζί µε το 

χρωµατοσωµικό τα τρία πλασµίδια pRK2013 (βοηθητικό της σύζευξής), pBINAR 

(δυαδικός φορέας) και pAL4404 (αφοπλισµένο Ti) και τελικά µόνο τα δύο τελευταία να 
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πολλαπλασιάζονται και να µεταφέρονται στα νέα κύτταρα µιας ενώ το πρώτο 

απαλείφεται σχεδόν αµέσως µετά την σύζευξη. 

Οι αρνητικοί µάρτυρες της σύζευξης µε τρείς γονείς (οι γονείς απο µόνοι τους και 

η  ίδια διαδικασία για τους συνδυασµούς ανά δυο των τριών γονέων) δεν µπορούν να 

δώσουν αποικίες στα τρυβλία επιλογής µε τα δυο αντιβιοτικά. 

 

2.1.4 Μετασχηµατισµός αγροβακτηρίων (A.tumefaciens LBA 4404 & 

A.rhizogenes) µε πλασµιδιακό DNA µε ηλεκτοπόρωση 
 

Αρνητικά κατά Gram βακτηριακά κύτταρα µπορούν να µετασχηµατιστούν 

επιτυχώς µε ηλεκτρικούς παλµούς σχετικά υψηλού δυναµικού (8-17 ΚV/cm) αφού 

προηγουµένως έχουν υποστεί σχετική κατεργασία ώστε να κατασταθούν δεκτικά 

(ικανότητα πρόσληψης πλασµιδιακού DNA) (88). Η αποδοτικότητα µετασχηµατισµού 

τέτοιων κυττάρων µε ηλεκτρικούς παλµούς είναι της τάξης των 1010 µετασχηµατισµένα 

κύτταρα / µgDNA (55). 

Προετοιµασία βακτηριακών κυττάρων ώστε να κατασταθούν δεκτικά: 

Κωνική φιάλη των 2 l (για επαρκή αερισµό) που περιέχει 1 l φρέσκου 

αποστειρωµένου θρεπτικού LB υγρού (κατάλληλα αντιβιοτικά) εµβολιάζεται µε 1/100 

του όγκου του µε φρέσκια (overnight) καλλιέργεια βακτηρίων (απο µονήρη αποικία 

καλλιέργεια των 100 ml). Τα κύτταρα αφήνονται να µεγαλώσουν στους 37 OC µε ισχυρή 

ανάδευση µέχρι οπτικής πυκνότητας στα 600 nm 0,5-0,8 (πρώϊµη – µέση λογαριθµική 

φάση ανάπτυξης). Για την συγκοµιδή των βακτηριακών κυττάρων η φιάλη ψύχεται στον 

πάγο για 15 – 30 min, η καλλιέργεια διαµοιράζεται στο cold room (συνθήκες κοντά στο 0 
OC γαι τη όλη διαδικασία που περιγράφεται παρακάτω) σε δοχεία φυγοκέντρου και 

ακολουθεί φυγοκέντρησή της στα 4000 g για 15 min. Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και 

το ίζηµα επαναδιαλύεται µε ελαφρύ πιππετάρισµα για να µην λυθούν τα κύτταρα σε 1 l 

παγωµένου αποστειρωµένου νερού. Μετά απο νέα φυγοκέντρηση στις ίδιες µε 

προηγουµένως συνθήκες και αποµάκρυνση του υπερκειµένου η βακτηριακή πελλέτα 

επαναδιαλύεται σε 500 ml παγωµένου αποστειρωµένου νερού και ξανά φυγοκεντρείται. 

Το νέο ίζηµα επαναδιαλύεται περίπου σε 20 ml παγωµένου αποστειρωµένου νερού µε 

10% γλυκερόλη και φυγοκεντρείται για τελευταία φορά. Η τελική βακτηριακή πελλέτα 
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κυττάρων επαναδιαλύεται σε τελικό όγκο 2-3 ml παγωµένου αποστειρωµένου νερού και 

10% γλυκερόλης ώστε η συγκέντρωση των κυττάρων να είναι 1-3 1010 κύτταρα / ml. Τα 

δεκτικά πλέον βακτηριακά κύτταρα χρησιµοποιούνται αµέσως ή αποθηκεύονται στους –

80 OC για τουλάχιστον 6 µήνες σε κλάσµατα (aliquots) των 100 µl (2, 55). 

Μετασχηµατισµός κυττάρων µε ηλεκτρικούς παλµούς: 

Εναιώρηµα δεκτικών κυττάρων 50 µl που δεν έχουν ξεπαγώσει πλήρως 

µεταφέρεται µαζί µε 1-2 µl πλασµιδιακού DNA (δυαδικός φορέας pBINAR 

συγκέντρωσης 0.4-1 µg/ml) σε αποστειρωµένη παγωµένη κυβέττα ηλεκτροπόρωσης των 

2 mm, ανακατεύονται καλά χωρίς να δηµιουργηθούν φυσαλίδες και η κυβέττα 

τοποθετείται στον πάγο για περίπου 1 min. Αφού αποµακρυνθεί η υγρασία απο τις 

εξωτερικές επιφάνειες της κυβέττας µε κάποιο χαρτί τοποθετείται στον θάλαµο του 

electroporator που έχει τις ρυθµίσεις: 

− Capacitance selector στα 50 mF (fixed στο µηχάνηµα που χρησιµοποιήσαµε). 

− Load resistance στα 200 W (fixed στο µηχάνηµα που χρησιµοποιήσαµε). 

− Maximum power στα 25 W (fixed στο µηχάνηµα που χρησιµοποιήσαµε). 

− Current στα 25 mA (fixed στο µηχάνηµα που χρησιµοποιήσαµε). 

− Voltage δοκιµάστηκαν δυο τιµές 1600 Volts και 1800 Volts (δυνατότητα αλλαγής 

ρυθµίσεων στο µηχανηµα που χρησιµοποιήσαµε). 

Η εφαρµογή του παλµού για την κάθε κυβέττα είναι 20-30 sec. Στην συνέχεια 

αµέσως µόλις βγεί η κυβέττα απο τον θάλαµο προστίθονται 900 µl παγωµένου LB (χωρίς 

αντιβιοτικά) στο περιεχόµενό της, κύτταρα και θρεπτικό αναµειγνύονται µε ελαφρύ 

πιππετάρισµα και όλα µαζί µεταφέρονται σε eppendorf tube για επώαση στους 28 OC για 

2-4 ώρες. Στο τέλος της επώασης 100 µl καλλιέργειας διασπείρονται (plating) σε στερεού 

θρεπτικού LB µέσου τρυβλία επιλογής µετασχηµατισµένων αγροβακτηρίων µε 

Ριφαµπυκίνη και Καναµυκίνη (100 µg/ml καθένα). Μετά απο επώαση για δυο µε 

τέσσερις µέρες στους 28 OC θα πρέπει να εµφανιστούν στα τρυβλία επιλογής µε τα δυο 

αντιβιοτικά µονήρεις αποικίες µετασχηµατισθέντων αγροβακτηρίων.  

Οι αρνητικοί µάρτυρες µετασχηµατισµού µε ηλεκτρικούς παλµούς (αγροβακτήρια 

electroporated χωρίς όµως DNA και µη-electroporated αγροβακτήρια απο την αρχική 

καλλιέργεια) δεν µπορούν να δώσουν αποικίες στα τρυβλία επιλογής µε τα δυο 

αντιβιοτικά. 
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2.1.5 Θερµοκρασιακή δοκιµή  για την πιστοποίηση επιλεκτικής καλλιέργειας 

βακτηρίων του  γένους Agrobacterium 
 

Για την τελική φάση καθαρισµού µεικτών αποικιών (colony purification) και την 

επιλογή (isolation of purified Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 transformants) των 

µετασχηµατισµένων αγροβακτηριακών κυττάρων απο πιθανές προσµείξεις βακτηριακών 

κυττάρων E.coli  µονήρεις αποικίες (ύποπτες για προσµείξεις) µεταφέρονται σε θρεπτικό 

µέσο LB χωρίς Ριφαµπικίνη και µόνο Καναµυκίνη (Km, 100 µg/ml) και αφήνονται να 

µεγαλώσουν για δυο εικοσιτετράωρα (2 µέρες) στους 42 OC (control σε ξεχωριστά 

τρυβλία ένα καθαρό E.coli στέλεχος και ένα καθαρό Agrobacterium στέλεχος) και στους 

28 OC. Τα αποτελέσµατα λαµβάνονται έχωντας υπόψην ότι E.coli βακτήρια µεγαλώνουν 

σε υψηλές θερµοκρασίες αλλά όχι σε χαµηλές ενώ αγροβακτήρια µεγαλώνουν σε 

χαµηλές και όχι σε υψηλές. 

 

2.1.6 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA (δυαδικών φορέων και Ti πλασµιδίων) 

απο µετασχηµατισµένα κύτταρα A.tumefaciens LBA 4404 και A.rhizogenes 
 

Μετά την φάση επιλογής (θρεπτικό µέσο µε δύο αντιβιοτικά) και την ανάπτυξη 

µόνο των µετασχηµατισµένων αγροβακτηρίων (είτε µέσω σύζευξης είτε µέσω 

ηλεκτροπόρωσης), οι ακολουθίες ενδιαφέροντος (διαγονιδιακές κασσέτες) και οι φορείς 

τους πρέπει καταρχήν να ελεγχθούν για την ύπαρξή τους εντός των αγροβακτηρίων µε τα 

οποία θα πραγµατοποιηθεί ο γενετικός µετασχηµατισµός φυτών βαµβακιού. Θα πρέπει 

όµως παράλληλα να εξασφαλιστεί και το ακέραιο σε επίπεδο ακολουθίας µιας και είναι 

δυνατόν να έχουν συµβεί κατά τη διαδικασία µεταφοράς των πλασµιδίων, ανακατατάξεις 

ή απαλοιφές. 

Οι δυαδικοί φορείς µετασχηµατισµού φυτών όπως και τα µη ογκογονικά Ti µέγα-

πλασµίδια (~180-250 Κb) είναι µικρού αριθµού αντιγράφων όταν πολλαπλασιάζονται σε 

αγροβακτηριακό περιβάλλον. Η διαδικασία αποµόνωσής τους είναι ακριβώς ίδια µε την 
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αλκαλική λύση κυττάρων E.coli όπως παρουσιάζεται στους Maniatis et.al. (50, 2) µε τις 

εξής επισηµάνσεις-τροποποιήσεις πρωτοκόλλου: 

− Οι τυπικοί χρόνοι εµφάνισης νέας γενιάς για το αγροβακτήριο είναι περίπου 2 h 

ενώ για το E.coli είναι περίπου 20 min. Οπότε η συγκοµιδή µετασχηµατισµένων 

αγροβακτηριακών κυττάρων γίνεται απο 3 ml υγρής καλλιέργειας σε LB µε τα δυο 

αντιβιοτικά, η οποία όµως έχει µεγαλώσει για µια ολόκληρη ηµέρα. 

− Τα SDS 10 % και NaOH 5 M διαλύµατα που χρησιµοποιούνται για την αλκαλική 

λύση παρασκευάζονται φρέσκα πρίν απο κάθε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. 

Η ενζυµατική πέψη των αποµονωθέντων πλασµιδίων µε κατάλληλα επιλεγµένα 

περιοριστικά ένζυµα (πρότυπο περιοριστικών πέψεων) ή ακόµα η χρήση της αντίδρασης 

της πολυµεράσης (PCR εντοπισµός) µε κατάλληλα επιλεγµένους εκκινητές µπορούν να 

διασφαλίσουν την ύπαρξη των επιθυµητών ακολουθιών σε σωστή κατεύθυνση και φορά 

έκφρασης πάνω στον φορέα µετασχηµατισµού εντός των αγροβακτηρίων. Οι κατάλληλες 

φωτογραφίες απο ηλεκτροφορήσεις παρουσιάζονται στα αποτελέσµατα. 

 

2.1.7 Εκδήλωση αντίδρασης υπερευαισθησίας µετά απο ένεση βακτηριακών 

αιωρηµάτων σε κοτυληδονόφυλλα ποικιλιών βαµβακιού 
 

Το κάθε φυσικό φυτοπαθογόνο βακτήριο µπορεί να προσβάλλει (εκδήλωση 

ασθένειας) ένα συγκεκριµένο αριθµό φυτικών ειδών ή ποικιλιών (ευπαθή φυτά) που 

αποτελούν το φάσµα των «ξενιστών» του (host plants). 

Υπάρχουν όµως περιπτώσεις φυτών που ανήκουν στους «ξενιστές» άλλα και στους 

«µη-ξενιστές» (non-host plants) που έχουν αναπτύξει φυσικούς µηχανισµούς αυτοάµυνας 

σε συγκεκριµένες βακτηριολογικές προσβολές (ανθεκτικά φυτά). 

Τέτοιοι µηχανισµοί µπορεί να προϋπάρχουν (‘παθητικοί’) στο φυτό πριν την 

εκδήλωση µόλυνσης και αποτελούν την πρώτη γραµµά άµυνας του φυτού, είτε 

ενεργοποιούνται- «επάγονται» (‘ενεργητικοί’) µετά απο την παθολογική προσβολή (93). 

Ένας απο τους τρόπους εκδήλωσης της µεταµολυσµατικής ενεργοποίησης 

µηχανισµών άµυνας είναι η ονοµαζόµενη «αντίδραση υπερευαισθησίας»  που 

χαρακτηρίζεται απο την ταχεία νέκρωση των κυττάρων του φυτού στο σηµείο εισβολής 
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του παθογόνου. Η αντίδραση αυτή χαρακτηρίζει τις ονοµαζόµενες «ασύµβατες 

αλληλεπιδράσεις» µεταξύ ενός µη µολυσµατικού παθογόνου (avirulent) και ενός 

ανθεκτικού (non-host plant) φυτού ξενιστή ή µη και έχει κυτταρολογικά χαρακτηριστικά 

όµοια µε εκείνα του προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου ή απόπτωσης στα φυτά. Η 

τοπική νέκρωση του µολυσµένου ιστού προστατεύει τους υγιείς παρακείµενους φυτικούς 

ιστούς απο τον πολλαπλασιασµό και την εξάπλωση του παθογόνου (94). 

Η ανθεκτικότητα των φυτών (gene-for-gene hypothesis) καθορίζεται στις 

περισσότερες περιπτώσεις απο µονά επικρατή γονίδια ανθεκτικότητας (r, Resistance 

genes) και εκδηλώνεται µόνο όταν το ανθεκτικό φυτό που φέρει ένα συγκεκριµένο 

γονίδιο ανθεκτικότητας µολυνθεί απο το παθογόνο µε το λειτουργικά αντίστοιχο γονίδιο 

αµολυσµατικότητας (avr, Avirulence genes) (36). 

Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται απο τα γονίδια ανθεκτικότητας στα φυτά και 

αµολυσµατικότητας στα φυτοπαθογόνα συνιστούν τα µοριακά σήµατα αναγνώρισης ενός 

συστήµατος επικοινωνίας µέσω του οποίου τα φυτά αντιλαµβάνονται την παρουσία εν 

δυνάµει παθογόνων στα αρχικά στάδια της µόλυνσής τους. Οι πρωτεΐνες 

αµολυσµατικότητας φαίνεται να µεταφέρονται απο τα βακτήρια στα φυτικά κύτταρα 

µέσω ενός εξειδικευµένου καναλιού εξαγωγής πρωτεϊνών (σαν τη βάκτηριακή σύζευξη 

και τη βακτηριακή ογκογένεση των φυτών όπου συµβαίνει µεταφορά κυρίως DNA) (84).   

Οι ποικιλίες βαµβακιού που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι M1, M2, M3, ΦΩΤΕΙΝΗ, 

71-1, ΕΥΑ, ΜΑΚΑΝΑΙΡ, ΛΙΛΑ, ΑΚΑΛΑ. 

Τα στελέχη των φυτοπαθογόνων ψευδοµονάδων που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: P. 

syringae pv. phaseolicola Race 1, strain 3121 και Race 6, strain1448A σαν θετικoί 

µάρτυρες, τα µετασχηµατισµένα P. syringae pv. phaseolicola Race 7, strain 1449B 

(pAV511) και P. syringae pv. phaseolicola RW 60 (pAV511- , παράγωγο εκδίωξης του 

πλασµιδίου pAV511). Καλλιεργήθηκαν σε King’s B µέσο στους 28 OC, µε τα κατάλληλα 

αντιβιοτικά. Μονήρεις αποικίες χρησιµοποιήθηκαν για την δηµιουργία υγρών 

βακτηριακών αιωρηµάτων (bacterial suspensions) συγκέντρωσεων 106-108 CFU / ml σε 

1 mM MgCl2. Τα κοτυληδονόφυλλα (primary leaves) των ποικιλίων βαµβακιού (µή-

ξενιστής) επιµολύνθηκαν (δυο ενέσεις ανά φύλλο σε κάτω και άνω επιφάνεια του 

φύλλου) µε εµβολιασµό χρησιµοποιώντας σύριγγα απο την οποία είχε προηγουµένως 
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αφαιρεθεί η βελόνα. Ακολούθησε επώαση στους 25 OC. Η καταγραφή των 

αποτελεσµάτων γίνεται στις 6, 12, 24, 36 και 48 h απο την µικροέχγυση.  

Τα στελέχη του αγροβακτηρίου που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: A. tumefaciens 

C58C1 (pGV2260) σαν αρνητικός µάρτυρας (χωρίς avr γονίδιο), τα µετασχηµατισµένα 

µε avr γονίδια σε γονιδιακές κασσέτες επαγόµενης ανθεκτικότητας, A. tumefaciens 

C58C1 (pGV2260 + pBIN –Hyg-Tx-HSR/avrPphB) µε υποκινητή που ενεργοποιείται 

στα αρχικά στάδια µόλυνσης απο συµβατά παθογόνα (disease-specific promoter) και A. 

tumefaciens C58C1 (pGV2260 + pBIN-hyg-Tx-35S/avrPphB) µε υποκινητή συστατικής 

έκφρασης. 

Για την παροδική έκφραση avr γονιδίων στο βαµβάκι µε το «σύστηµα του 

αγροβακτηρίου» ολονύκτια υγρή καλλιέργεια των στελεχών σε θρεπτικό µέσο LB µε 

κατάλληλα αντιβιοτικά, στους 28 OC µέχρι οπτικής απορρόφησης OD600 = 0,5-0,8, 

φυγοκεντρήθηκε και επαναδιαλύθηκε σε 1 mM MgCl2 σε τελική OD600 = 2,4. 

Βακτηριακά αιωρήµατα αυτού του τύπου χρησιµοποιήθηκαν για τον εµποτισµό µε 

βοήθεια σύριγγας, ιστών πλήρως ανοιγµένων κοτυληδονοφύλλων. 

Η HR επάγεται µόνο όταν ζωντανά παθογόνα βακτήρια που φέρουν τα avr γονίδια 

ενεθούν στο µεσοκυττάριο χώρο και αποπλάστη κυττάρων στην περιοχή του 

µεσοφύλλου φυτών που φέρουν το αντίστοιχο γονίδιο ανθεκτικότητας (ένα avr που θα 

αντιστοιχεί σε υπάρχον r στην δοκιµαζόµενη ποικιλία) ικανό να πυροδοτήσει µηχανισµό 

αυτοάµυνας.  

«Συµβατές αλληλεπιδράσεις» εκφράζονται µε την µορφή µη αποχρωµατισµένων 

ιστών σε υδαρή κατάσταση µετά απο 2-4 ηµέρες (αργή αντίδραση) ενώ «ασύµβατες 

αλληλεπιδράσεις» (εκδήλωση ανθεκτικότητας-avr γονίδια φυτοπαθογόνου) εκφράζονται 

µε την µορφή τυπικών νεκρώσεων καφέ χρώµατος  εντός 24 h (ταχεία αντίδραση) σε όσα 

φυτικά κύτταρα βρεθούν σε επαφή µε βακτήρια.  

 

2.2 Μέθοδοι ιστοκαλλιέργειας βαµβακιού 
 

2.2.1 Φυτικό Υλικό  
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2.2.1.1 Επιφανειακή απολύµανση σπερµάτων βαµβακιού 
 

Μετά τον εκκοκισµό, ο σπόρος του βαµβακιού µένει συνήθως σκεπασµένος µε 

κοντό χνούδι. Υπολογίζεται ότι περίπου το 5,5 % του βάρους του σπόρου είναι το χνούδι 

του. Η αποµάκρυνση του χνουδιού απο τον βαµβακόσπορο στο εργαστήριο γίνεται 

συνήθως χηµικά µε την χρήση πυκνού διαλύµατος θεϊικού οξέος και  ξέπλυµα µε άφθονο 

νερό. Έχει αναφερθεί ότι τέτοιος χειρισµός πρίν την επιφανειακή απολύµανση µε 

διάλυµα χλωρίνης επιφέρει πρωϊµότητα στο φύτρωµα, βελτιώνει τη βλαστική ικανότητα 

και καταστρέφει επιβλαβείς µικροοργανισµούς στην επιφάνεια του σπόρου (96).  

Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε µε επαναλήψιµα αποτελέσµατα και ανεκτά 

επίπεδα µολύνσεων είναι το παρακάτω:  

• Οι σπόροι (για την αποχνόωση τους) τοποθετούνται σε πυκνό διάλυµα θεϊικού 

οξέος 95 %    για 10 min (15 ml περίπου για κάθε 100 γραµµάρια σπόρων) υπό συνεχή 

ανάδευση.  

• Ξεπλύνονται καλά για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα του οξέος µε άφθονο 

σαπουνόνερο (περιέχει κυρίως χλωρίνη και κάποιο απορρυπαντικό) σε τρία στάδια. Από 

εδώ και στο εξής όλες οι ενέργειες πραγµατοποιούνται υπό στείρες συνθήκες εντός του 

θαλάµου νηµατικής ροής. 

• Εµβάπτιση σπόρων σε διάλυµα 70 % αιθανόλης για λιγότερο από ένα min (30 

sec). 

• Ξέπλυµα  µε αποστειρωµένο δις απεσταγµένο νερό σε τρία στάδια. 

• Οι σπόροι  αφήνονται να διαβραχούν µένοντας  για 15 περίπου min σε διάλυµα 

20 % v/v χλωρίνης εµπορίου στο οποίο έχει προστεθεί κάποιο διαβρεκτικό είτε TritonX-

100 (3 σταγόνες για 200 ml) είτε Tween-20 (δυο σταγόνες για 100 ml) υπό συνεχή 

ανάδευση 50-100 rpm αλλάζοντας το διάλυµα κάθε 5 min. 

• Ξέπλυµα διεξοδικά σε τέσσερα στάδια µε αποστειρωµένο δις απεσταγµένο νερό. 

• Οι σπόροι µένουν υγροί  στο τέταρτο νερό ξεπλύµατος, επί 30 min πριν γίνει η 

σπορά τους στο θρεπτικό υπόστρωµα. Είναι το στάδιο του «µουσκέµατος» σπόρου και 

αποσκοπεί στην προσρόφηση υγρασίας απο τον σπόρο ώστε να ξεκινήσει την διαδικασία 

του φυτρώµατος. 
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• Καλό στέγνωµα σε αποστειρωµένο διηθητικό χαρτί. Μπορούν έτσι να 

διατηρηθούν ως την σπορά. 

• Αν είναι δυνατό, καλό θα είναι να αφαιρεθεί το περισπέρµιο, διότι στο βαµβάκι η 

κατασκευή των περιβληµάτων των σπόρων εµποδίζει την πρόσληψη του νερού, ίσως και 

του οξυγόνου µε αποτέλεσµα την εµφάνιση ληθαργικών φαινοµένων. 

 

2.2.1.2 Βλάστηση σπερµάτων βαµβακιού υπο ασηπτικές συνθήκες 
 

Σπόροι βαµβακιού που έχουν απολυµανθεί εξωτερικά και βρίσκονται στο στάδιο 

του «µαλακώµατος» µεταφέρονται ασηπτικά σε ειδικά γυάλινα βαζάκια 

ιστοκαλλιέργειας που περιέχουν Μέσο Βλάστησης Σπόρων (Μ.Β.Σ. ή SGM-Seed 

Germination Medium) (15-20 ml Μ.Β.Σ./βαζάκι) και κυριολεκτικά «φυτεύονται» µέσα 

στο στερεό υπόστρωµα (δεν τοποθετούνται απλά πάνω στην επιφάνειά του) προκειµένου 

να βλαστήσουν. 

Το Μ.Β.Σ. έχει τη βασική MS (58, 59) σύσταση για µάκρο- και ιχνοστοιχεία, τη 

σύσταση των Β5 Gamborg βιταµινών [21] για ελάχιστες οργανικές απαιτήσεις (βλ. 

σύσταση και προετοιµασία θρεπτικών), µε 0,15 % (w/v) Gelrite σαν στερεοποιητικό, 3 % 

(w/v) σακχαρόζη σαν πηγή άνθρακα και pH στο 5,7-5,8 ρυθµισµένο πριν την προσθήκη 

του στερεοποιητικού και πριν την αποστείρωσή του µε το αυτόκαυστο.  

Η βλάστηση των σπόρων βαµβακιού εξαρτάται απο την ποικιλία, την ηλικία 

(συγκοµιδή του) και τον λήθαργο (περισπερµίου και εµβρύου). 

 

2.2.1.3 Ανάπτυξη νεαρών φυτών βαµβακιού in vitro 
 

Για να αποφευχθούν προβλήµατα στο φύτρωµα του βαµβακιού, πρέπει να 

εξασφαλιστούν οι απαραίτητες συνθήκες- in vitro -αερισµού, θερµοκρασίας και 

υγρασίας. Πρέπει επίσης ο σπόρος, που θα χρησιµοποιηθεί, να έχει διατηρήσει σε καλό 

ποσοστό την φυτρωτική του ικανότητα και να µην βρίσκεται σε κατάσταση ληθάργου 

γιατί θα καθυστερήσει η εκβλάστησή του. 
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Με την εκβλάστηση στην κάτω άκρη αναπτύσσεται το ριζίδιο (αρχική ρίζα), που 

ανοίγοντας δίοδο απο τη µικροπύλη, προβάλλει έξω απο το σπόρο και εισχωρεί 

κατακόρυφα στο στερεό θρεπτικό υπόστρωµα. Στην πάνω µεριά του φύτρου (έµβρυο) 

βρίσκεται το βλαστίδιο.Το µέρος του κάτω απο τις κοτυληδόνες, γνωστό ως υποκοτύλιο 

σχηµατίζει µια καµπούρα (hook) και µε την κορφή της σπρώχνει το θρεπτικό υπόστρωµα 

για να ξεµυτίσει πάνω απο την επιφάνεια. Όταν το κατορθώσει, µε κανονικές συνθήκες, 

χρειάζεται µια-δυο µέρες για να πάρει κατακόρυφη θέση. Έτσι όµως παρασύρει σ’αυτή 

τη θέση και τις κοτυληδόνες και το αρχέφυτρο του βλαστιδίου που βρίσκεται µεταξύ 

των. 

Η διαδικασία της εκβλάστησης σπερµάτων βαµβακιού και της ανάπτυξης νεαρών 

φυταρίων (προτού αναπτυχθούν τα πρώτα µόνιµα φύλλα) διαρκεί συνήθως 7-14 ηµέρες 

(79). 

Μετά την εκβλάστηση του σπέρµατος το βλαστίδιο εξελίσσεται σε ένα κύριο 

κατακόρυφο βλαστό, απο όπου θα παραχθούν αργότερα, µε έκπτυξη πλευρικών-

µασχαλιαίων οφθαλµών, πλευρικοί βλαστοί. Ο κύριος βλαστός παρουσιάζει ακραία 

απεριόριστη αύξηση, χάρη στη δραστηριότητα µεριστωµατικού ιστού που βρίσκεται 

στην άκρη του βλαστού (κορυφαίο µερίστωµα απο το αρχέφυτρο του βλαστιδίου).  

Στη µασχάλη κάθε φύλλου υπάρχουν οι καταβολές δύο οφθαλµών. Ο ένας είναι ο 

πραγµατικός µασχαλιαίος οφθαλµός. Ο άλλος οφθαλµός αναπτύσσεται κάπως παράµερα 

και είναι γνωστός ως πλευρικός (ή βοηθητικός ή λανθάνων) οφθαλµός.  

Συνήθως ένας έως τέσσερεις µασχαλιαίοι οφθαλµοί (οι δυο των κοτυληδόνων και 

του πρώτου και δεύτερου φύλλου), απο αυτούς που βρίσκονται στο κατώτερο µέρος του 

φυτού αναπτύσσουν φυλλοφόρους βλαστούς.  

Τόσον οι πλευρικοί οφθαλµοί, καθώς και οι µασχαλιαίοι που βρίσκονται προς την 

κορυφή του φυτού όταν και άν εκπτυχθούν παράγουν κατά κανόνα βλαστούς 

ανθοφόρους, διαφορετικά µένουν σε λανθάνουσα κατάσταση (96). 

 

 

2.2.2 Τεχνικές ασηπτικής αποµόνωσης εκφύτων 
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2.2.2.1 Αποµόνωση κορυφαίου και µασχαλιαίων µεριστωµάτων από in vitro 

νεαρά φυτά βαµβακιού 
 

Ο στόχος στην καλλιέργεια µεριστωµάτων είναι η ανάκτηση ολόκληρου φυτού απο 

µια µικρή οµάδα µεριστωµατικών κυττάρων και της εγκατάστασής τους σε κατάλληλο 

θρεπτικό µέσο. Τα µεριστωµατικά κύτταρα των φυτών διατηρούν την ικανότητα για 

πολλαπλές κυτταροδιαιρέσεις και µπορούν σε κάποια φάση της ανάπτυξής τους να 

δηµιουργήσουν νέες µεριστωµατικές ζώνες (νέους οφθαλµούς). 

Μετά την εγκατάστασή τους στο θρεπτικό µέσο οι οφθαλµοί αυτοί αναπτύσσονται 

σε βλαστούς µε πλάγιους οφθαλµούς που επίσης µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν 

αρχικό υλικό για την ανάπτυξη νέων βλαστών. Με τη διαδικασία αυτή µπορούν να 

παραχθούν σε σύντοµο χρονικό διάστηµα πολλά φυτά µε το ίδιο γενετικό υπόβαθρο  

Υπάρχει µια γενικότερη σύγχυση στη βιβλιογραφία σχετικά µε τον όρο 

«καλλιέργεια µεριστωµάτων». Το «πραγµατικό» κορυφαίο µερίστωµα (shoot apical 

meristem) αποτελείται αποκλειστικά και µόνο απο την περιοχή του αποµονωµένου 

µεριστωµατικού θόλου (shoot apical dome) χωρίς την ύπαρξη ορατών γειτονικών 

καταβολών φύλλων. Γενικά όµως θεωρείται αποδεκτό να καλλιεργούνται η περιοχή του 

θόλου µαζί µε  2 έως 4 παρακείµενες καταβολές φύλλων και αυτό να παίρνει το όνοµα 

«καλλιέργεια κορυφαίου µεριστώµατος» (βλέπε Εικόνα 3 Παραρτήµατος). Τα αρχικά 

µασχαλιαία µεριστώµατα (καταβολές) σχηµατίζονται στις µασχάλες των καταβολών των 

φύλλων και εξελίσσονται σε µασχαλιαίους βλαστοφόρους οφθαλµούς ( lateral ή axillary 

buds). 

Όταν το αρχικό µασχαλιαίο µερίστωµα έχει διαφοροποιηθεί τελείως σε µασχαλιαίο 

βλαστοφόρο οφθαλµό, το κορυφαίο του µερίστωµα (κορυφή βλαστοφόρου οφθαλµού) 

θα έχει όλα τα µορφολογικά χαρακτηριστικά ενός επάκριου βλαστικού µεριστώµατος 

(βλέπε Εικόνα 4 Παραρτήµατος). Αντίστοιχα αποµονώνοντας και καλλιεργώντας την 

περιοχή του κορυφαίου µεριστώµατος του µασχαλιαίου βλαστοφόρου οφθαλµού έχουµε 

την «καλλιέργεια µασχαλιαίων µεριστωµάτων». 

Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε για το βαµβάκι έχει τα στάδια  

(23): 
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♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

Νεαρά in vitro φυτάρια βαµβακιού * µεταφέρονται ένα κάθε φορά, 

ασηπτικά, απο το δοχείο βλαστησής τους µε το Μ.Β.Σ. σε άδειο και στείρο τρυβλίο Petri. 

Για να ενισχυθεί µάλιστα η πιθανότητα επιβίωσης καλό θα είναι να επιλέγονται φυτάρια 

σε φάση ταχύτατης ανάπτυξης. 

Οι κοτυληδόνες, εντός των οποίων εγκλείεται το κορυφαίο µερίστωµα και 

ένα µέρος του υποκοτυλίου χωρίζονται απο το υπόλοιπο φυτικό σώµα.  

Η µια απο τις δυο κοτυληδόνες πιέζεται προς τα κάτω µέχρι να αποκοπεί 

τελείως. Εκτίθεται έτσι η περιοχή του κορυφαίου µεριστώµατος (Εικόνα 5 

Παραρτήµατος). 

Αφαιρείται η κορυφή (έκφυτο τάξης µεγέθους 1 - 1.5 cm) µε τη βοήθεια 

αποστειρωµένης λαβίδας µε λεπτές απολήξεις και νυστεριού που έχει λεπτή κοπίδα. Η 

οποία στη συνέχεια µεταφέρεται κάτω απο στερεοσκόπιο (στη µεγαλύτερη δυνατή 

µεγέθυνση) ή στην καλύτερη περίπτωση κάτω απο µικροσκόπιο (µικρότερη µεγέθυνση) 

για να µειωθεί ακόµα περισσότερο το µέγεθος του εκφύτου. 

Με τη βοήθεια αποστειρωµένης βελόνας, κυριολεκτικά «ξεφλουδίζεται» 

το έκφυτο απο τα περιβάλλοντα µικροσκοπικά φύλλα εως ότου αποκαλυφθεί η ελάχιστη 

περιοχή που θα περιλαµβάνει το µεριστωµατικό θόλο και τις 2 - 4 καταβολές πλευρικών 

φύλλων. 

Τα όργανα που χρησιµοποιούνται για το «ξεφλούδισµα» εµβαπτίζονται 

πριν απο κάθε επαφή µε το έκφυτο σε αλκοόλη και αφού αναφλεγούν, κρυώνουν προτού 

χρησιµοποιηθούν. 

Απαιτείται µέγιστη προσοχή γιατί πρόκειται για εξαιρετικά ευαίσθητο 

ιστό που δεν πρέπει να τραυµατίζεται µε το νυστέρι ή να συνθλιβεται µε τη λαβίδα 

καθ’οποιονδήποτε τρόπο ή λόγο διότι το τραυµατισµένο υλικό δεν θα µεγαλώσει στην 

καλλιέργεια. 

Αφού επιτευχθεί το επιθυµητό µέγεθος εκφύτου, αφαιρείται µικρό µέρος 

του πλεονάζοντος ιστού απο τη βάση του (αντίθετο άκρο απο το θόλο). (µέγεθος τελικού 

εκφύτου: επιπέδου χιλιοστών) 

∆εν αφαιρούνται όλες οι καταβολές των φύλλων ή φύλλα που βρίσκονται 

σε φάση επιµήκυνσης γιατί αποτελούν για το έκφυτο πηγή προσφοράς φυτικών ορµονών 

και θρεπτικών βοηθώντας έτσι στην παραπέρα ανάπτυξή του. 
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♦ 

♦ 

♦ 

♦ 

Τοποθετούνται 5 - 10 έκφυτα, όρθια σε κατακόρυφη θέση, σε ένα τρυβλίο 

µε Μ.Ε.Β.  και τα τρυβλία στη συνέχεια µεταφέρονται στον θάλαµο ανάπτυξης µε τις 

καθορισµένες συνθήκες. 

Μετά απο µια εβδοµάδα περίπου καταγράφεται η κατάσταση (πράσινα-

ζωντανά, καφέτιασµα-στάση ανάπτυξής) και αφαιρούνται απο τον θάλαµο οι 

καλλιέργειες που εµφάνισαν  µολύνσεις του µέσου. Η επαγωγική πίεση ασκείται στα 

έκφυτα για τις επόµενες 2 - 3 εβδοµάδες στο Μ.Ε.Β.  µε αλλαγή θρεπτικού µέσου (σε 

φρέσκο υπόστρωµα) κάθε βδοµάδα. 

Οι ζωντανοί εκπτυσσόµενοι βλαστοί αφού αποκτήσουν το µέγιστο δυνατό 

ύψος στο Μ.Ε.Β. (2 - 3 cm) µεταφέρονται σε Μ.ΕΠ.Β. για περαιτέρω 

επιµήκυνση.(τελικό ύψος 5 - 10 cm) 

Μετά απο 2-3 εβδοµάδες καταγράφεται ο αριθµός των βλαστών που 

έχουν επιβιώσει καθώς και ο αριθµός των βλαστών που έχει προκύψει απο κάθε έκφυτο 

(οφθαλµό) (multiplication αν έχει συµβεί). Μονήρεις βλαστοί µε οφθαλµούς 

µεταφέρονται σε φρέσκα θρεπτικά µέσα για ριζοβολία (Μ.Ρ.Β.) (αναγέννηση) ή οι 

αποµονωµένοι οφθαλµοί τους ξανά σε Μ.Ε.Β. για διαδοχικές φάσεις καλλιέργειας του 

συστήµατος µικροπολλαπλασιασµού.  

 

* Για την αποµόνωση του κορυφαίου µεριστώµατος χρειάζονται φυτά ηλικίας 7 

ηµερών. Για την αποµόνωση κόµβων πρωτεύοντος και δευτερεύοντος φύλλου και 

κόµβων των κοτυληδόνων χρειάζονται φυτάρια ηλικίας 14 - 35 ηµερών. 

 

2.2.2.2 Ασηπτική αποµόνωση εµβρυακού άξονα και αρχέφυτρου του 

βλαστιδίου ώριµου   εµβρύου απο εµποτισµένους σε νερό σπόρους βαµβακιού 
 

Σπέρµατα βαµβακιού που έχουν απολυµανθεί εξωτερικά και βρίσκονται στο 

στάδιο του «µαλακώµατος» (σε αποστειρωµένο νερό για 8 έως 24 ώρες σε συνθήκες 

θερµοκρασίας δωµατίου) µεταφέρονται ασηπτικά (απο εδώ και πέρα σε στείρες 

συνθήκες) σε τρυβλίο Petri. Με τη βοήθεια λαβίδας και νυστεριού κάτω απο 
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στερεοσκόπιο, αφαιρούνται τα σκληρά περιβλήµατα των σπόρων και αποµονώνεται το 

έµβρυο. 

Το έµβρυο του βαµβακιού είναι τυπικό των δικοτυλήδονων και αποτελείται απο 

τον εµβρυακό άξονα (κυλινδρική κατασκευή µεγέθους περίπου 5 mm) τις δυο 

κοτυληδόνες (καταλαµβάνουν όλο τον χώρο του σπέρµατος). Κάτω απο τις κοτυληδόνες 

στο άνω άκρο του εµβρυακού άξονα υπάρχει µια κατασκευή 50-70 µm που εκτείνεται σε 

βάθος 30-40 µm και είναι το αρχέφυτρο του βλαστιδίου µε τον µεριστωµατικό θόλο και 

δυο προσχηµατισµένες εµβρυακές καταβολές φύλλων . Για την αποµόνωσή του 

αφαιρούνται οι δυο κοτυληδόνες και παράλληλα γίνεται µια τοµή στον άξονα 

υποκοτυλίου-ρίζας κάτω απο τον κόµβο των κοτυληδόνων για την αφαίρεση των 

καταβολών των ριζών (9, 79). 

 

2.2.3 Σύσταση και προετοιµασία θρεπτικών υποστρωµάτων. Συνθήκες 

ιστοκαλλιέργειας 
 

Ανόργανα Θρεπτικά Συστατικά 

Η πιο δηµοφιλής σύσταση για ανόργανα άλατα σε θρεπτικά µέσα καλλιέργειας 

φυτικών οργάνων και κυττάρων είναι αυτή των Murashige και Skoog (MS-ανόργανα 

θρεπτικά). Το ξεχωριστό χαρακτηριστικό των MS-ανόργανων θρεπτικών είναι το 

σχετικά υψηλό ποσοστό τους σε νιτρικά, αµµωνιακά ιόντα και ιόντα καλίου σε σύγκριση 

µε άλλες συνταγές για άλατα σε θρεπτικά. Στον Πίνακα 1 του παραρτήµατος 

παρουσιάζεται αναλυτικά η σύσταση των τριών βασικών µητρικών διαλυµάτων (stock 

solutions) για την παρασκευή θρεπτικών µέσων ιστοκαλλιέργειας φυτικών µερών-

κυττάρων. Η προετοιµασία τους γίνεται πάντα µε απιονισµένο νερό και χηµικά µέγιστης 

καθαρότητας. Το µητρικό διάλυµα των µακροστοιχείων ετοιµάζεται 10 φορές της 

τελικής τους συγκέντρωσης στο µέσο ώστε να προστίθεται µε την αναλογία των 100 ml 

για κάθε 1000 ml προετοιµαζόµενου θρεπτικού µέσου. Πρέπει να προστατεύεται απο τον 

φωτισµό (σκούρου χρώµατος ή περιτυλιγµένο µε αλουµινόχαρτο δοχείο). Φυλάσσεται 

στο ψυγείο (+ 4 οC) χωρίς σοβαρές µεταβολές στις συγκεντρώσεις για αρκετούς µήνες. 

Νεφελώδης εµφάνιση ή εµφάνιση ιζηµάτων στον πυθµένα του δοχείου αποθήκευσης 

δεικνύει την ανανέωσή του. Τα µητρικά διαλύµατα των ιχνοστοιχείων και των βιταµινών 
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ετοιµάζονται 1000 φορές της τελικής τους συγκέντρωσης στο µέσο ώστε να 

προστίθενται µε την αναλογία του 1 ml για κάθε 1000 ml προετοιµαζόµενου θρεπτικού. 

Φυλάσσονται στην κατάψυξη (- 20 οC) και προστίθενται κατευθείαν µε το ξεπάγωµά 

τους. 

Βιταµίνες 

Η βιταµίνη που θεωρείται σηµαντική για τα φυτικά κύτταρα είναι η Θιαµίνη (Β1). 

Αλλες βιταµίνες, όπως το Nικοτινικό οξύ (Β3) και η Πυριδοξίνη (Β6) προστίθενται στο 

θρεπτικό µέσο καλλιέργειας καθώς θεωρείται ότι προωθούν κυτταρικές αποκρίσεις 

(enhance cellular responses). Προστίθενται στο θρεπτικό µέσο πρίν την αποστείρωσή του 

µε το αυτόκαυστο. 

Υδατάνθρακες 

Τα πράσινα φυτικά κύτταρα σε καλλιέργεια θεωρούνται ότι δεν είναι 

φωτοσυνθετικά ενεργά και χρειάζονται µια πηγή άνθρακα. Το ρόλο αυτό παίζουν η 

σακχαρόζη ή η γλυκόζη. 

Φυτικές ορµόνες 

Το είδος και η συγκέντρωση των φυτικών ρυθµιστών αύξησης που θα 

χρησιµοποιηθούν επιλέγονται µε βάση τον επιδιωκόµενο τελικό στόχο της 

ιστοκαλλιέργειας και τις φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης που πρέπει να επιτευχθούν. 

Οι αυξίνες είναι απαραίτητες απο σχεδόν όλα τα φυτικά κύτταρα για διαίρεση και 

επαγωγή ριζοβολίας. Οι κυτοκινίνες προωθούν την κατά πάχος αύξηση των κυττάρων 

και την διαφοροποίηση και έκπτυξη πλευρικών οφθαλµών. 

Για την παρασκευή µητρικών διαλυµάτων Kin (θερµοσταθερή) και BAP (σταθερή) 

(stock συγκέντρωση: 100 mg / 100 ml) ζυγίστηκαν 10 mg ουσίας σε 200-ml beaker, 

προστέθηκαν µερικές σταγόνες απο 1 Ν  HCl και σταγόνες νερού µε ανάδευση για να 

διαλυθούν οι κρύσταλλοι, κατόπιν προστέθηκαν ταχύτατα 90 ml δις απεσταγµένου νερού 

για τον τελικό όγκο στα 100 ml σε ογκοµετρικό κύλινδρο. Με τον ίδιο τρόπο 

παρασκευάστηκε το µητρικό διάλυµα ΝΑΑ (θερµοσταθερή) µόνο που για την διάλυση 

των κρυστάλλων χρησιµοποιήθηκε 1 N  KOH. 

Τα µητρικά διαλύµατα µπορούν να αποθηκευτούν για µερικούς µήνες στο ψυγείο.  

Σε πειράµατα που διαρκούν για µεγάλο χρονικο διάστηµα µπορεί να υπάρξει 

φωτοχηµική απώλεια της δραστικότητας φυτοορµονών στο µέσο καλλιέργειας (26). 
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Στερεοποιητικός παράγοντας 

Το Gelrite που χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα µε το βαµβάκι είναι ένας 

πολυσακχαρίτης, προϊόν ζύµωσης απο είδη του γένους Pseudomonas, που προσδίδει 

τελείως διάφανη εµφάνιση και επιθυµητή συνεκτικότητα στο µέσο. 

Αντιοξειδωτικοί παράγοντες 

Για τα πειράµατα µε το βαµβάκι χρησιµοποιήθηκαν το κιτρικό οξύ και το 

ασκορβικό οξύ σε συγκεντρώσεις των 100 mg/l. 

pH του µέσου 

Το pH των θρεπτικών  µέσων καλλιέργειας φυτικών κυττάρων και ιστών γενικά, 

ρυθµίζεται µεταξύ των τιµών 5,5 µε 6. Κάτω απο 5,5 το µέσο δεν πήζει όπως πρέπει ενώ 

πάνω απο 6 είναι πολύ συνεκτικό. Η ρύθµισή του γίνεται πάντα πριν την προσθήκη του 

στερεοποιητικού παράγοντα µε προσθήκη σταγόνων 1 Ν  HCl ή 0.1 Ν NaOH υπο συνεχή 

ανάδευση. Συνήθως η τιµή του pH του µέσου ελατώνεται κατά 0,6 εως 1,3 µονάδες µετά 

την αποστείρωσή του µε το αυτόκαυστο ενώ το ίδιο αποτέλεσµα έχουν και η έκκριση 

οργανικών οξέων ή η κατανάλωση του αζώτου απο µερικές καλλιέργειες µερικών 

φυτικών ειδών. Γενικά οι παράγοντες που επηρεάζουν το pH του µέσου είναι : τα 

ανόργανα άλατα, η πηγή άνθρακα, ο στερεοποιητικός παράγοντας, η µέθοδος 

συντήρησης του µέσου, η χρήση υλικών όπως ο ενεργοποιηµένος άνθρακας κ.α. 

Αποστείρωση µέσων ιστοκαλλιέργειας 

Η αποστείρωση των θρεπτικών µέσων ιστοκαλλιέργειας πραγµατοποιήθηκε στο 

αυτόκαυστο (autoclave) στους 121οC ( 21 psi ) για 15 min. 

Τα θρεπικά µέσα κατανέµονται, µετά την αποστείρωσή τους και µόλις η 

θερµοκρασία τους κατέβει σε ανεκτά για χειρισµούς µε γυµνά χέρια επίπεδα, εντός του 

θαλάµου νηµατικής ροής σε ήδη αποστειρωµένα δοχεία ιστοκαλλιέργειας. 

      Η περίοδος επώασης και οι περιβαλλοντικές συνθήκες (παράµετροι µε 

δυνατότητα καθορισµού) του θαλάµου ανάπτυξης των φυτών, για τα πειράµατα µε το 

βαµβάκι είναι :  

Περίοδος επώασης : ηµέρες ανάλογα µε το επιδιωκόµενο µορφογενετικό 

αποτέλεσµα..  

Θερµοκρασία : 27-30 οC, optimal : 28 OC κατά τη διάρκεια της ηµέρας. Η 

θερµοκρασία κατά την περίοδο σκότους (νύκτα) µπορεί να κατέβει 1-2 OC. 
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Ποιότητα φωτισµού (φάσµα ακτινοβολίας) : λευκός φωτισµός απο λάµπες 

φθορισµού, όχι λάµπες πυρακτώσεως γιατί ανεβάζουν την θερµοκρασία κλειστού χώρου. 

Φωτοπερίοδος : συνήθως σταθερή 16 h. 

Ένταση φωτισµού : εκφράζεται σε φωτοσυνθετικά ενεργή ακτινοβολία (P.A.R.-

Photosynthetically Active Radiation) και κατά κανόνα ρυθµίζεται στα 90 µmol ή 

µEinstein ανα m2 και ανα sec. 

Ποσοστό Σχετικής Υγρασίας : 70-80 %, αλλά δεν ελέγχεται απόλυτα σε όλες τις 

θέσεις του θαλάµου. 

 

2.2.4 Καλλιέργεια εκφύτων µε στόχο την αναγέννηση φυτών βαµβακιού 
 

Ο στόχος της καλλιέργειας µεριστωµάτων είναι η έκπτυξη και η ανάπτυξη 

προϋπαρχόντων µασχαλιαίων και κορυφαίου οφθαλµών υπο την επίδραση 

φυτορρυθµιστικών παραγόντων. 

Στην πράξη όµως, τα περισσότερα συστήµατα µικροπολλαπλασιασµού 

περιλαµβάνουν όλα τα δυνατά οργανογενετικά µονοπάτια (συµπεριλαµβανοµένου και 

αυτό του σχηµατισµού µη-προϋπαρχόντων, επιγενών οφθαλµών) και αυτό διότι είναι 

πρακτικά αδύνατο να αποφευχθεί η de novo παραγωγή βλαστών µε την εξωγενή χρήση 

φυτορρυθµιστικών ουσιών (15, 26). 

 

2.2.4.1 ΄Εναρξη καλλιέργειας κορυφαίων και άλλων µεριστωµάτων  µε στόχο 

τη βλαστογένεση 
 

Το θρεπτικό µέσο για έναρξη καλλιέργειας µεριστωµάτων (Μέσο Έναρξης 

Βλαστογένεσης Μ.Ε.Β. ή S.I.M.-Shoot Initiation Medium) βαµβακιού έχει ως εξής : 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: MS macro- and micro- elements. 

Βιταµίνες: B5 Gamborg. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 3 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,7-5,8. 
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Φυτικές ορµόνες: Κυτοκινίνες : στα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε Kinetin (0,1 

mg/l) [µπορεί όµως να χρησιµοποιηθεί και η BAP (0,1 mg/l)] ή TDZ εκτίµηση 

συγκέντρωσης για το βαµβάκι (0,022-2,2 mg/l).  

Συνθήκες θαλάµου ανάπτυξης: οι στάνταρ που περιγράφονται για τα πειράµατα µε 

το βαµβάκι. 

Περίοδος διατήρησης της καλλιέργειας µεριστωµάτων σ’αυτή την φάση για 2-3 

εβδοµάδες, µε αλλαγές θρεπτικών κάθε βδοµάδα. 

 

2.2.4.2 Επιµήκυνση- ανάπτυξη των νεαρών βλαστών 
 

Το θρεπτικό µέσο για την επιµήκυνση βλαστών απο εκπτυσσόµενα φυτικά 

µεριστώµατα βαµβακιού (Μ.ΕΠ.Β.) έχει ως εξής : 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: MS macro-and micro-elements. 

Βιταµίνες: B5 Gamborg. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 3 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,7-5,8. 

Φυτικές ορµόνες: Κυτοκινίνες : Kinetin (0,01 mg/l). Προς επίτευξη στόχος η 

ανάπτυξη-επιµήκυνση εκπτυσσόµενων βλαστών απο προϋπάρχοντες και µη-

προϋπάρχοντες οφθαλµούς. Καθόλου αυξίνες.  

Συνθήκες θαλάµου ανάπτυξης: οι στάνταρ που περιγράφονται για τα πειράµατα µε 

το βαµβάκι. 

Περίοδος διατήρησης της καλλιέργειας µεριστωµάτων σ’αυτή την φάση για 2-3 

εβδοµάδες, µε αλλαγές θρεπτικών κάθε βδοµάδα. 

 

2.2.4.3 Ριζοβόληση βλαστών 
 

Το Μέσο Ριζοβόλησης Βλαστών (Μ.Ρ.Β. ή Rooting Medium R.M.) βαµβακιού έχει 

σύσταση: 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: 0,5 MS macro- and micro elements. 
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Βιταµίνες: B5 Gamborg. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 4 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,7-5,8. 

Φυτικές ορµόνες:  Καθόλου κυτοκινίνες ή αυξίνες. Προς επίτευξη στόχος η 

ριζογένεση µε παράλληλη ανάπτυξη ριζικού συστήµατος και ανάπτυξη βλαστικών 

µερών. 

Πρόσθετα συστατικά: Ενεργοποιηµένος Άνθρακας (Ε.Α.) αδρανοποιηµένος σε 

συγκέντρωση 0,3 % w/v. 

Πιθανά προβλήµατα απο την χρήση του Ε.Α. έχουν να κάνουν µε την µερική 

οξίνιση του pH του θρεπτικού µέσου και την υδρόλυση της σακχαρόζης µετά απο την 

αποστείρωσή του  µε το αυτόκαυστο (61). 

 

2.2.4.4 Αναγέννηση ολόκληρων φυτών και µεταφορά τους στο θερµοκήπιο 
 

  Επειδή τα νεαρά φυτάρια (µε ή χωρίς ρίζα) που έχουν αναγεννηθεί µε τεχνικές 

µικροπολλαπλασιασµού είναι ευαίσθητα φυσιολογικώς και ανατοµικώς, επιβάλλεται ο 

βαθµιαίος εγκλιµατισµός τους σε συνθήκες ανάπτυξης θερµοκηπίου. Η διαδικασία 

προσαρµογής ή «σκληραγώγησης» όπως ονοµάζεται αποσκοπεί στην οµαλή µετάβαση 

απο απόλυτα ελεγχόµενες συνθήκες ανάπτυξης φυτών στους θαλάµους ανάπτυξης σε 

µερικώς ελεγχόµενες συνθήκες ανάπτυξης θερµοκηπίου. 

Η διαδικασία της «σκληραγώγησης» µπορεί να ξεκινήσει in vitro µε την ελάτωση 

της σχετικής υγρασίας στους θαλάµους ανάπτυξης. Στη συνέχεια τα δοχεία 

ιστοκαλλιέργειας µε τα φυτά µεταφέρονται απευθείας στο θερµοκήπιο, αφαιρούνται τα 

προστατευτικά καλύµµατα και για µερικές µέρες τα φυτά µένουν έτσι χωρίς να 

µεταφερθούν απο το µέσο καλλιέργειάς τους. Οι µολύνσεις σε αυτό το στάδιο δεν 

αποτελούν πρόβληµα εκτός και αν τα φυτάρια παραµείνουν στα ανοικτά δοχεία 

περισσότερο απο µια βδοµάδα. 

Κατόπιν κάθε φυτό αφαιρείται προσεκτικά απο το υπόστρωµα ανάπτυξης, το άγαρ 

ξεπλένεται διεξοδικά µε νερό (αν δεν ξεπλυθεί καλά αποτελεί υπόστρωµα ανάπτυξης 

παθογόνων) και τοποθετείται σε ατοµικό γλαστράκι που περιέχει κατάλληλη ποσότητα 
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µίγµατος στείρας οργανικής κοµπόστας : τύρφης : περλίτη (2 : 2 : 1, όπου 1 µέρος = 

περίπου µε 20 – 30 τετραγωνικά εκατοστά). 

Το βαµβάκι χρειάζεται ουδέτερο pH και είναι ευαίσθητο σε τροφοπενίες 

ασβεστίου. 

Η διατήρηση κατάλληλης (όχι πολύ υψηλής) έντασης φωτισµού και υψηλών 

ποσοστών σχετικής υγρασίας για τις πρώτες µέρες της µεταφύτευσης αυξάνουν τα 

ποσοστά επιτυχίας. Για αυτό το σκοπό συνήθως χρησιµοποιούνται διαφανείς σακκούλες 

πολυαιθυλενίου για σκέπασµα κάθε γλάστρας ενώ διενεργούνται συχνά ποτίσµατα. Με 

τη θερµοκρασία χώρου σταθερά στους 25 OC, σχετική υγρασία χώρου στο 70 % και 

σταθερή φωτοπερίοδο µόλις το ριζικό σύστηµα εγκατασταθεί τα φύλλα θα αναπτυχθούν 

και τα φυτά θα µεγαλώνουν κανονικά. 

Πρέπει όµως να σηµειωθεί ότι :  

− Βλαστοί µε πλήρες αναπτυγµένο ριζικό σύστηµα in vitro µεταφυτεύονται (ex 

vitro συνθήκες) µε ιδιαίτερη προσοχή στο µίγµα ανάπτυξης για να αποφεύγονται οι 

κίνδυνοι απο τραυµατισµούς.(σηµεία εισόδου µυκήτων Fusarium, Pythium ή άλλων 

παθογόνων, εκδήλωση προσβολής και εµφάνιση ασθενειών των ριζών ή του λαιµού). Το 

ριζικό σύστηµα µπορεί και να καταστραφεί απο µόνο του (αποτυχία κατά την 

µεταφύτευση) µε συνέπεια τα φυτά να µπούν σε διαδικασία για ανάπτυξη νέων ριζών και 

άρα την συνολική καθυστέρηση στην ανάπτυξη ολόκληρου του φυτού. 

− Βλαστοί χωρίς ή µε αναπτυσσόµενο in vitro ριζικό σύστηµα εµβαπτίζονται (η 

βάση του βλαστού) σε σκόνη ή σε διάλυµα ριζοβόλησης πρίν µεταφυτευτούν απευθείας 

στο µίγµα ανάπτυξης. 

 

2.2.4.5 Καλλιέργεια εµβρυακών ιστών 
 

Οι αποµονωµένοι εµβρυακοί άξονες και τα αρχέφυτρα των βλαστιδίων 

τοποθετούνται σε όρθια θέση (κατεύθυνση προς τα πάνω), 10-20 τεµάχια / τρυβλίο.Το 

θρεπτικό µέσο για την καλλιέργεια εµβρυακών µεριστωµάτων ή εµβρύων (Μέσο 

Καλλιέργειας Εµβρυακών Ιστών, Μ.Κ.Ε.Ι.ή Embryo Culture Medium, ECM) βαµβακιού 

έχει σύσταση: 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: MS macro- and micro- elements. 
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Βιταµίνες: B5 Gamborg. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 3 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,7-5,8, πρίν την αποστείρωση. 

Φυτικές ορµόνες: Κυτοκινίνη : BAP ( 3 mg/l). Προς επίτευξη στόχος η 

φυσιολογική ανάπτυξη σε διαστάσεις του εµβρύου (χωρίς παραµορφώσεις), η έκπτυξη 

φύλλων (προσχηµατισµένων καταβολών), η ανάπτυξη φυταρίων. 

Συνθήκες θαλάµου ανάπτυξης: οι στάνταρ που περιγράφονται για τα πειράµατα µε 

το βαµβάκι. 

Μέσα σε 2 εβδοµάδες εµφανίζονται τα φύλλα ενώ παράλληλα µεγαλώνει σε 

µέγεθος το υποκοτύλιο. Οι νεκροί ιστοί αποµακρύνονται ασηπτικά. Για την ριζοβόληση 

και την ανάπτυξη ριζικού συστήµατος τα πράσινα πλέον νεαρά βλαστάρια µεταφέρονται 

σε Μέσο Ριζοβόλησης Μ.Ρ. ή Rooting Medium R.M. µε σύσταση: 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: McD. Stewart and Hsu. 

Βιταµίνες: 4 µM nicotinic acid, 4 µM pyridoxine . HCL, 4 µM thiamine . HCL. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 2 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,5, πρίν την αποστείρωση. 

Φυτικές ορµόνες: αυξίνη: ΝAA (0,01 mg/l) ή καθόλου φυτικές ορµόνες. Προς 

επίτευξη στόχος η φυσιολογική ανάπτυξη ριζικού συστήµατος χωρίς την µεσολάβηση 

φάσης κάλλου. 

Συνθήκες θαλάµου ανάπτυξης: οι στάνταρ που περιγράφονται για τα πειράµατα µε 

το βαµβάκι. 

Μέσα σε 6 εβδοµάδες υπάρχει ριζικό σύστηµα ικανό να επιτρέψει την µεταφορά 

των νεαρών φυταρίων στο θερµοκήπιο. 

Η σύσταση του θρεπτικού McD. Stewart and Hsu (52) είναι: KNO3 5 mM, 

NH4NO3 3 mM, MgSO4 .7H2O 2 mM, CaCl2.2H2O 1,2 mM, KH2PO4 0,2 mM, Fe.EDTA 

15 µM, H2BO4 30 µM, MnSO4.4H2O 30 µM, ZnSO4.7H2O 9 µM, KI 1,5 µM, 

NaMoO4.2H2O 0,9 µM, CuSO4.5H2O 0,03 µM, CoCl2.6H2O 0,03 µM. 
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2.2.4.6 Επαγωγή πολλαπλής οργανογένεσης 
 

Για την παρασκευή του µητρικού διαλύµατος TDZ (συγκέντρωση stock: 1 mM) 

ζυγίστηκαν 22,02 mg ουσίας, τα οποία εκτέθηκαν σε 1 ml διαλύτη 1 N KOH για 

λιγότερο του 1 λεπτού, κατόπιν προστέθηκαν 99 ml δις απεσταγµένου νερού για να 

επιτευχθεί ο τελικός όγκος (100 ml). Σχηµατίζεται ένα ανοικτού καφέ χρώµατος διάλυµα 

που µπορεί να αποθηκευτεί στο ψυγείο (+ 4 οC) για τουλάχιστον ένα µήνα χωρίς 

σηµαντική απώλεια δραστικότητας. Η φυτοορµόνη TDZ µπορεί να αποστειρωθεί στο 

αυτόκαυστο µαζί µε το µέσο διατηρώντας σε υψηλά επίπεδα τη δραστικότητά της.  

Η εκτίµηση της συγκέντρωσης TDZ που θα χρειαστεί για την πολλαπλή 

βλαστογένεση στο βαµβάκι µε βάση τη βιβλιογραφία κυµαίνεται στα 0,022-2,2 mg/l ή 

100 nM-10 µΜ. 

Προκαταρκτικά πειράµατα έγιναν σε τέσσερεις διαφορετικές συγκεντρώσεις TDZ 

µε σύσταση Μέσου Πολλαπλής Οργανογένεσης (Μ.Π.Ο.) ή Multiple Shoot Induction 

Medium (M.S.I.M.) την παρακάτω: 

Μάκρο-ιχνοστοιχεία: MS θρεπτικού µέσου. 

Βιταµίνες: 4,1 µM nicotinic acid, 2,4 µM pyridoxine . HCL, 1,5 µM thiamine.HCL,  

555 µM myo-inositol. 

Πηγή άνθρακα: σακχαρόζη 3 % (w/v). 

Στερεοποιητικός παράγοντας: Gelrite 0,15 % (w/v). 

pH: 5,7-5,8, πρίν την αποστείρωση. 

Φυτικές ορµόνες: TDZ σε συγκεντρώσεις 1 nM, 100 nM, 1 µM και 10 µM. Προς 

επίτευξη στόχος η πολλαπλή βλαστογένεση χωρίς την µεσολάβηση φάσης κάλλου. 

Συνθήκες θαλάµου ανάπτυξης: οι στάνταρ που περιγράφονται για τα πειράµατα µε 

το βαµβάκι. 

Τα θρεπτικά κατανεµήθηκαν µετά την αποστείρωσή τους ανά 25 ml σε 100 x 20 

mm πιάτα Petri. ∆έκα κορυφαία µεριστώµατα απο in vitro µεγαλωµένα φυτάρια 

βαµβακιού ηλικίας 7 ηµερών καλλιεργήθηκαν ανά πιάτο Petri µε Μ.Π.Ο. για τέσσερις 

διαφορετικές εµπορικές ποικιλίες βαµβακιού (M1, M2, M3, ΦΩΤΕΙΝΗ) για κάθε 

συγκέντρωση TDZ. Το πείραµα πραγµατοποιήθηκε 3 φορές. Ως µάρτυρες 
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χρησιµοποιήθηκαν µεριστωµατικοί ιστοί στο ίδιο θρεπτικό υλικό χωρίς την παρουσία 

TDZ. 

Αποτελέσµατα (επαγωγή ή όχι πολλαπλών βλαστών) σηµειώθηκαν για τις 5 

ηµέρες, 10 ηµέρες και 14 ηµέρες στο Μ.Π.Ο. 

 

2.2.5 Έλεγχος ευαισθησίας στην καναµυκίνη 
 

Στα προκαταρκτικά πειράµατα που έγιναν χρησιµοποιήθηκε η ουσία Kanamycin 

Monosulfate  σε συγκεντρώσεις 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l.  

Το µητρικό διάλυµα καναµυκίνης παρασκευάστηκε φρέσκο ειδικά για το τέστ 

(διατήρησή του στους – 20 οC) σε συγκέντρωση (stock concentration) 100 mg/ml µε 

απευθείας διάλυση της ζυγισµένης σκόνης σε απεσταγµένο νερό και αποστείρωση µε 

φίλτρο των 0,22 µm. Η προσθήκη της καναµυκίνης για την επίτευξη των επιλεγµένων 

συγκεντρώσεων έγινε απευθείας στο θρεπτικό µέσο µετά την αποστείρωσή του, όταν η 

θερµοκρασία του ήταν κατάλληλη και αµέσως µοιράστηκαν οι ποσότητες σε τρυβλία 

Petri. 

Οι τύποι εκφύτων ήταν κορυφαία µεριστώµατα, εµβρυακοί άξονες και φυλλικοί 

δίσκοι της ποικιλίας βαµβακιού ΦΩΤΕΙΝΗ.  

Το  θρεπτικό διάλυµα είχε την στάνταρ σύσταση MS (basal) µάκρο-ιχνοστοιχεία, 

B5 Gamborg βιταµίνες, σακχαρόζη 3 % (w/v), Gelrite 0,15 % (w/v), χωρίς φυτικές 

ορµόνες και pH ρυθµισµένο στο 5,7-5,8 µετά την προσθήκη του στερεοποιητικού και 

πριν την αποστείρωση µε το αυτόκαυστο.  

Τοποθετήθηκαν 10 έκφυτα / πιάτο Petri µε θρεπικό υλικό σε τρείς επαναλήψεις. Ως 

µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τα ίδια έκφυτα στο ίδιο θρεπτικό χωρίς όµως καναµυκίνη. 

Παρατηρήσεις που αφορούν το Σχετικό Νωπό Βάρος (Relative Fresh Weight) σε σχέση 

µε τον µάρτυρα και σε σχέση µε την αντίστοιχη συγκέντρωση καναµυκίνης λαµβάνονται 

στις 7, 12 και 24 ηµέρες καλλιέργειας. 

 

2.3 Μέθοδοι µοριακής ανάλυσης 
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2.3.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA- Πέψη µορίων DNA µε ένζυµα 

περιορισµού- Ανάλυση µορίων DNA σε πηκτή αγαρόζης 
 

Η αποµόνωση σε µικρή κλίµακα πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε την 

µέθοδο της αλκαλικής λύσης, η αναλυτική µέθοδος για τη διαδικασία και η σύσταση των 

διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται αναλυτικά στους Maniatis et.al. 

(50). Για την παρασκευή µεγαλύτερων ποσοτήτων DNA και υψηλότερης καθαρότητας 

εφαρµόστηκε η µέθοδος της µοριακής διήθησης µε στήλες διαχωρισµού QIAGEN, το 

αναλυτικό πρωτόκολλο και οι συστάσεις των χρησιµοποιούµενων διαλυµάτων  

περιγράφονται στο εγχειρίδιο της εταιρείας.  

Οι περιοριστικές πέψεις πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τις άριστες συνθήκες για το 

κάθε ένζυµο (θερµοκρασία, pH, µοριακότητα ρυθµιστικού διαλύµατος σε άλατα) 

σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας και τα σχετικά πρωτόκολλα των 

Maniatis et.al. (50) και Ausubel et.al. (2).  

Η ανάλυση περιοριστικών τµηµάτων DNA έγινε µε βάση τις ηλεκτροφορητικές 

τους ιδιότητες (µέγεθος µορίων, διαµόρφωση µορίων) σε πηκτή αγαρόζης κατάλληλης 

περιεκτικότητας ανάλογα µε τα µόρια που πρόκυτε να διαχωριστούν (0,7 – 1,5 % w/v). 

(50, 2).  Το διάλυµα ηλεκτροφόρησης ήταν TAE, η χρωστική Orange G  σε 

ηλεκτροφορητική συσκευή παροχής συνεχούς τάσης 50 – 120 volt για επιθυµητή 

ταχύτητα διαχωρισµού. 

 

2.3.2 Αποµόνωση γενωµικού DNA απο νεαρά και αποξηραµένα φύλλα 

βαµβακιού 
 

Για την αποµόνωση DNA απο νεαρά φύλλα βαµβακιού εφαρµόστηκε µια νέα 

(2001), γρήγορη (δυο βηµάτων: αποµόνωση πυρήνων, λύση πυρήνων), που επιτρέπει τη 

χρήση vortex για γρήγορη ανάδευση, υψηλών αποδόσεων σε DNA (500-600 µg/gr 

φρέσκου ιστού φύλλου) χρησιµοποιώντας σχετικά µεσαίες ποσότητες αρχικού ιστού 

(0,1gr) µέθοδος εκχύλισης. Αναλυτικά η µέθοδος (47):  

∆ιαλύµατα: 
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Extraction Buffer (E.B.): 100 µM Tris-base και 5 µM EDTA. Πρίν την χρήση του 

προστίθονται Sodium Bisulfite 0.4 gr/100ml Buffer και 0.35 Μ Sorbitol. 

Lysis Buffer (L.B.): 0.2 M Tris-base (pH 8,0), 50 µM EDTA (pH 8,0), 2 M NaCl 

και 55 µM CTAB (HexadecylTrimethylAmmonium Bromide). 

5% Sarkosyl (N-Lauroylsarcosine, sodium salt). 

TE buffer: 10mM Tris-HCl, 1.0 mM EDTA pH 8.0. 

∆ιαδικασία:  

1. Συλλογή ιστών. Συλλέγονται περίπου 0,05 –0,1 gr νεαρών φύλλων (2 – 2,5 cm 

διάµετρο), διπλώνονται και τοποθετούνται σε πλαστικά σωληνάκια µικροφυγοκέντρου 

των 1,5 ml και αµέσως εµβαπτίζονται στο υγρό άζωτο. Ακολουθεί λειοτρίβηση του ιστού 

ατοµικά µέσα στο κάθε σωληνάκι µε την βοήθεια ειδικά διαµορφωµένου άκρου πιππέτας 

(εν είδει γουδοχεριού). 

2. Εκχύλιση του DNA. Στην σκόνη που δηµιουργήθηκε, προστίθενται 600 µl 

Extraction Buffer (E.B.) και αναδεύονται στο vortex για 40 – 60 sec, µέχρι να 

σχηµατιστεί οµοιογενές µίγµα. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 6.500 – 7.000 g για 15 – 

30 min. σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά την απόρριψη του υπερκειµένου, προστίθονται 

εκ νέου 250 µl Extraction Buffer (E.B.) στο ίζηµα και ανάδευονται (vortex) για 40 – 60 

sec. Προστίθονται 5 µl RNase (pancreatic RNase A) 10 mg/ml, 600 µl Lysis Buffer 

(L.B.) και 60 µl 5 % Sarkosyl. Με ανάµειξη των περιεχοµένων µε αναστροφή των 

σωλήνων 20 – 40 φορές επιτυγχάνεται ο σχηµατισµός οµοιογενούς µίγµατος. Ακολουθεί 

επώαση στους 65 οC για 15 min.  Στην συνέχεια προσθήκη 500 µl χλωροφορµίου : 

ισοαµυλικής αλκοόλης (24 : 1 v/v) και ανάδευση (vortex) για 40 – 60 sec. Μετά την 

φυγοκέντρηση στα 6.500 – 7.000 g για 5 – 10 min. σε θερµοκρασία δωµατίου, µε την 

πιππέτα µεταφέρεται προσεκτικά η υδατική υπερκείµενη φάση σε νέο σωληνάκι και 

επαναλαµβάνεται άλλη µια φορά η εκχύλιση µε χλωροφόρµιο : ισοαµυλική αλκοόλη. 

3. Κατακρήµνιση του DNA. Πραγµατοποιείται µε την προσθήκη ενός όγκου 

παγωµένης ισοπροπανόλης (- 20 οC) και ανακατεύοντας µε αναστροφή των σωλήνων 

µέχρις ότου καθιζήσει το DNA. Μετά απο φυγοκέντρηση στα 6.500 – 7.000 g για 15 – 

30 min. και απόρριψη του υπερκειµένου ακολουθεί 2 φορές ξέπλυµα του DNA ιζήµατος 

µε 70 % αιθανόλη και στέγνωµά του για 30 min. Το DNA επαναδιαλύεται σε 30 – 60 µl 
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νερού ή διαλύµατος TE, τα δείγµατα µπορούν σ’αυτή την κατάσταση να διατηρηθούν 

στους – 20 οC για µεγάλα χρονικά διαστήµατα. 

Η συγκέντρωση του DNA προσδιορίστηκε φασµατοφωτοµετρικά, µε µέτρηση της 

οπτικής απορρόφησης στα 260 nm και έχοντας υπ’όψην ότι σε υδατικά διαλύµατα DNA 

που δεν υπάρχουν προσµείξεις (RNA, πρωτεΐνες κ.α.) όταν η οπτική απορρόφηση 

(O.D.260 = 1,0) είναι ίση µε την µονάδα τότε η συγκέντρωση του DNA είναι 50 µg/ml. 

Για την αποµόνωση γενωµικού DNA απο αποξηραµένο ιστό το αρχικό βάρος του 

προς εκχύλιση ιστού ελατώθηκε κατά 5 φορές (13, 63). Έτσι ζυγίστηκαν προς εκχύλιση 

0,02 gr ξηρού ιστού φύλλου. Η εκχύλιση του DNA έγινε µε το Nucleon Phytopure kit της 

εταιρείας Amersham. Το αναλυτικό πρωτόκολλο και οι συστάσεις των διαλυµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν περιγράφονται στο σχετικό εγχειρίδιο της εταιρείας.  

 

2.3.3 Η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης για την 

ταυτοποίηση του γονιδίου της ακτίνης του βαµβακιού 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης χρησιµοποιήθηκε για την ενίσχυση ενός 

τµήµατος 900 περίπου βάσεων µε την βοήθεια δυο ειδικά σχεδιασµένων εκκινητών για 

το γονίδιο της ακτίνης του βαµβακιού (Acc. Num.AF059484). Τα χαρακτηριστικά των 

εκκινητών ήταν: 

Forward primer: 5’-AAGATGGCTGATGGTGAGGA-3’, µήκος εκκινητή 20 

νουκλεοτίδια, 50,0 % GC, 1 µg = 159,56 pmole, Μ.Β. = 6,3 KD, Tm = 60,6 OC. 

Reverse primer: 5’-ACCACTGGCATATAGGGAGAG-3’, µήκος εκκινητή 21 

νουκλεοτίδια, 52,4 % GC, 1 µg = 154,22 pmole, M.B. = 6,5 KD, Tm = 58,2 OC. 

Η κάθε PCR αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε τελικό όγκο 25 µl σε συσκευή PCR 

(thermal cycler). Το µίγµα της κάθε αντίδρασης είχε τα διαλύµατα και τις ποσότητες: 2,5 

µl 10 x PCR buffer (µε MgCl2), 2 µl απο το 4 dNTP mix 2,5 mM (0,2 mM τελική 

συγκέντρωση), 50-150 ng template genomic DNA (undiluted), ποσότητα απο τον καθένα 

εκκινητή ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 0,5 µΜ (50 µΜ ή 50 pmole/µl αρχική 

συγκέντρωση), Taq DNA polymerase 2,5 U / τελικό όγκο αντίδρασης, όγκο νερού 

ρυθµισµένο κατάλληλα για την επίτευξη του τελικού όγκου της αντίδρασης (2, 50). 
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Οι συνθήκες πραγµατοποίησης της αντίδρασης ήταν: 95 OC για 5 min σαν 

προθέρµανση (µια φορά-κύκλος), 30 κύκλοι αντιγραφής απο: αποδιάταξη στους 95 OC 

για 30 sec, υβριδισµό στους 56 OC για 45 sec (annealing), σύνθεση στους 72 OC για 2 

min και τέλος στους 72 OC για 5 min σαν τελική επιµήκυνση (µια φορά-κύκλος). 

Τα προϊόντα της αντίδρασης (ενισχυµένα DNA τµήµατα-στόχοι) αναλύθηκαν σε 

1,5 % πηκτή αγαρόζης, η ανίχνευσή τους έγινε ύστερα απο χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο 

κάτω απο υπεριώδες φώς. Οι φωτογραφίες παρουσιάζονται στα αποτελέσµατα. 

 

2.3.4 Ανάλυση ενζυµικής δραστικότητας και ιστοχηµικός εντοπισµός της β-

γλυκουρονιδάσης 
 

Το γονίδιο uidA του E.coli που κωδικοποιεί το ένζυµο της β-γλυκουρονιδάσης 

(GUS), είναι το πλέον χρησιµοποιούµενο γονίδιο αναφοράς (µάρτυρας, reporter gene) 

στους µετασχηµατισµούς φυτών για τη µελέτη παροδικής έκφρασης γονιδίων (transient 

expression).  

Το συγκεκριµένο γονίδιο έχει αποµονωθεί, έχει βρεθεί ολόκληρη η αλληλουχία του 

και έχει κλωνοποιηθεί σε φορείς έκφρασης  µε διάφορες δοµικές τροποποιήσεις ώστε η 

έκφραση ενός προκαρυωτικού γονιδίου και η λειτουργικότητα του µηνύµατός του να 

είναι σταθερές στο ευκαρυωτικό περιβάλλον των µετασχηµατιζόµενων φυτικών 

κυττάρων. 

Η β-γλυκουρονιδάση καταλύει την υδρόλυση µιας µεγάλης ποικιλίας β-

γλυκουρονιδίων. 

Είναι ένα πολύ σταθερό πρωτεϊνικό µόριο, λειτουργικό σε φυσιολογικές τιµές pH 

µε optimum µεταξύ 5.2 - 8.0 και ανθεκτικό στους περισσότερους λιποδιαλύτες 

(απορρυπαντικά), στις διαφορετικές ιονικές συνθήκες και στην θερµοκρασιακή 

απενεργοποίηση. Ενδογενής δραστικότητα του συγκεκριµένου ενζύµου δεν έχει 

παρατηρηθεί για τα περισσότερα φυτικά είδη, γεγονός που επιτρέπει την ανίχνευση 

χαµηλών επιπέδων ενζυµικής δραστικότητας σε µετασχηµατισµένους φυτικούς ιστούς.   

Το ένζυµο β-γλυκουρονιδάση (ως προϊόν ποσοτικής, τοπικής, χρονικής έκφρασης 

του GUS γονιδίου) µπορεί να ελεγχθεί βιοχηµικά  µε τη χρήση διαφόρων υποστρωµάτων 
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που κυκλοφορούν στο εµπόριο. Ένα απο αυτά είναι το 5-βρωµο-4-χλωρο-3-ινδολυλο-β-

D-γλυκουρονιδίου ή γλυκουρονικού οξέος (X-Gluc, indigogenic substrate). 

Τα προϊόντα της ενζυµικής δράσης της β-γλυκουρονιδάσης στο υπόστρωµα X-

Gluc είναι κάποια ινδόξυλ-παράγωγα (Χ και το ταυτοµερές του ΧΗ), διαλυτά και 

άχρωµα. Τα παράγωγα αυτά µπορούν να υποστούν οξειδωτικό διµερισµό για τον 

σχηµατισµό αδιάλυτων κατακρηµνισµάτων έντονου µπλέ χρώµατος (indigo) χρωστικών 

(diX-indigo diXH-leucoindigo) στον τόπο ενζυµικής δράσης. Ο διµερισµός διεγείρεται 

απο το ατµοσφαιρικό οξυγόνο και µπορεί να ενταθεί µε την χρήση καταλυτών στην 

αντίδραση οξείδωσης (37, 41). 

Για την πραγµατοποίηση της βιοχηµικής δοκιµής παρασκευάστηκαν τα διαλύµατα: 

− µητρικό διάλυµα phosphate buffer (pH 7.0), 0,5 M stock απο 1 M Na2HPO4 και 1 

M NaH2PO4 για την ρύθµιση του pH. 

− µητρικά διαλύµατα των καταλυτών οξείδωσης potassium ferricyanide, 

K3Fe((CN)6) 50 mM stock και potassium ferrocyanide, K4Fe(CN)6.3H2O 50 mM stock µε 

δυνατότητα διατήρησης στους 4 οC για αρκετές εβδοµάδες. 

Το υπόστρωµα X-Gluc έχει προµηθευτεί ως cyclohexylammonium salt (Sigma) 

σκόνη (αποθήκευση στους – 20 OC ως υγρή σκόνη).  

Για την παρασκευή του διαλύµατος X-Gluc (2 mM τελική συγκέντρωση) 

ζυγίστηκαν 10 mg X-Gluc σκόνης και διαλύθηκαν σε 100 µl dimethyl formamide στην 

εστία απορρόφησης ατµών (fume hood). Στην συνέχεια προστέθηκαν 2 ml phosphate 

buffer (pH 7,0) (τελική συγκέντρωση 100 mM), 100 µl (5 mM τελική συγκέντρωση για 

τον καθένα) απο καθένα απο τα δυο µητρικά διαλύµατα των καταλυτών οξείδωσης και 

100 µl (τελική συγκέντρωση 0,1 % v/v) TritonX-100. Ο τελικός όγκος µέχρι τα 10 ml 

συµπληρώθηκε µε αποσταγµένο νερό. Στο διάλυµα δεν συµπεριελήφθει EDTA αν και 

υπήρχαν πρωτόκολλα στη βιβλιογραφία που συνιστούσαν την χρήση του σε τελική 

συγκέντρωση 0,25 Μ για την προστασία του ενζύµου απο βαρέα µεταλλικά ιόντα, 

κυρίως του Cu ++, Zn ++. Το διάλυµα X-Gluc  µπορεί να διατηρηθεί για τουλάχιστον µια 

εβδοµάδα στους 4 OC προστατευµένο απο το φώς, συνίσταται όµως να παρασκευάζεται 

φρέσκο για κάθε δοκιµή. 

Για την χρώση GUS τα έκφυτα εµβαπτίζονται στο διάλυµα X-Gluc και 

υποβάλλονται σε διήθηση κενού για τουλάχιστον 5 min µε σκοπό τη διείσδυση του 
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υποστρώµατος στους ιστούς των εκφύτων. Τα δείγµατα επωάζονται στο σκοτάδι, στους 

37 OC, όλο το βράδυ και την επόµενη µέρα οι χλωροφύλλες και τα καροτενοειδή 

εκχυλίζονται απο τους ιστούς µε διαδοχικές εκχυλίσεις µε 70 % αιθανόλη ώστε όλοι οι 

µη κεχρωσµένοι, απο την δράση του ενζύµου (εκδήλωση παροδικής έκφρασης γονιδίου 

µάρτυρα), ιστοί να είναι λευκοί.  

Η χρώση GUS πραγµατοποιήθηκε για βοµβαρδισµένους, µε πλασµίδιο που έφερε 

το γονίδιο αναφοράς, αποµονωµένους εµβρυακούς άξονες και ανώριµες σπερµατικές 

βλάστες στον ύπερο (in situ) των ανθέων βαµβακιού.  

Σκοπός ήταν η απόδειξη της δυνατότητας µεταφοράς και παροδικής έκφρασης 

γονιδίων µε το «σύστηµα του βοµβαρδισµού σωµατιδίων» σε έκφυτα βαµβακιού. Τα 

έκφυτα παρατηρήθηκαν κάτω απο το στερεοσκόπιο αλλά δεν φωτογραφήθηκαν.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

3.1 Καλλιέργειες βακτηριακών στελεχών 
Στελέχη E.coli, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes και 

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola καθώς και µετασχηµατισµένα αγροβακτήρια (µε 

βακτηριακή σύζευξη και µε ηλεκτροπόρωση) δοκιµάστηκαν και ελέγχθηκαν κάτω απο 

το στερεοσκόπιο για την ανάπτυξη απλών αποικιών σε διάφορα θρεπτικά µέσα µε την 

παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών στις κατάλληλες συγκεντρώσεις. Οι παρατηρήσεις 

µας οδήγησαν στον παρακάτω πίνακα 2. 

 
Στελέχη/ στερεά 
θρεπτικά µέσα 

LB (Luria-
Bertani) 

 

N.A. (Nutrient 
Agar) 

King’s B M9R-Glucose Agrobacterium 
Medium 

E.coli HB101 
(pRK2013) 

(helper strain) 
E.coli DH5a 
(pBINAR) 

(donor strain)  
E.coli DH5a 

(pBSK+) 
 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

∆υσκολία στην 
ανάπτυξη και 

τον 
σχηµατισµό 
απλών 
αποικιών 

∆εν µεγαλώνουν 
ούτε σχηµατίζον 

ται απλών 
αποικιών  

Agrobacterium 
tumefaciens 
(LBA 4404) 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

∆εν 
µεγαλώνουν 

ούτε 
σχηµατίζον ται 

απλών 
αποικιών  

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

∆εν µεγαλώνουν 
ούτε σχηµατίζον 

ται απλών 
αποικιών  

Agrobacterium 
rhizogenes 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, Rif 

R made, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

∆εν 
µεγαλώνουν 

ούτε 
σχηµατίζον ται 

απλών 
αποικιών  

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

∆εν µεγαλώνουν 
ούτε σχηµατίζον 

ται απλών 
αποικιών  

«clone CHS ‘J’»,  
A.tumefaciens 

LBA 4404 
(pBINAR) 

(recepient strain) 
 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 

∆εν 
µεγαλώνουν 

ούτε 
σχηµατίζον ται 

απλών 
αποικιών  

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 

 
 
- 
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αποικιών αποικιών 
«clone P56», 

Agrobacterium 
tumefaciens LBA 

4404  & 
Agrobacterium 

rhizogenes 
(pBINAR) 

(electroporated) 
 
 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

∆εν 
µεγαλώνουν 

ούτε 
σχηµατίζον ται 

απλών 
αποικιών  

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
Race 1, strain 

3121  
 

 
 
- 

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

 
 
- 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
Race 6, strain 
1448A (avr 
γονίδια) 

 

 
 
- 

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

 
 
- 

P. syringae pv. 
phaseolicola 
Race 7, strain 

1449B 
(pAV511+)  

 

 
 
- 

 
 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

 
 
- 

P. syringae pv. 
phaseolicola RW 

60 (pAV511-) 

 
- 

 
- 

Μεγαλώνουν 
κανονικά, 

ανάλογα µε τα 
αντιβιοτικά, 
σχηµατισµός 

απλών 
αποικιών 

 
 
- 

 
 
- 

Πίνακας 2: Ποιά στελέχη µεγαλώνουν σε ποιό θρεπτικό µέσο. 

 
Για την επιλογή των µετασχηµατισµένων «clone CHS ‘J’»,  A.tumefaciens LBA 

4404 (pBINAR) (recepient strain) και «clone P56», Agrobacterium tumefaciens LBA 

4404 (pBINAR) (electroporated) απο πιθανές προσµείξεις βακτηριακών κυττάρων E.coli  

µονήρεις αποικίες εµφανίστηκαν σε θρεπτικό µέσο LB χωρίς Ριφαµπικίνη και µόνο 

Καναµυκίνη (Km, 100 µg/ml) µετά απο δυο εικοσιτετράωρα (2 µέρες) στους 28 OC. 

Αντίθετα δεν εµφανίστηκαν στο ίδιο ακριβώς θρεπτικό µέσο για το ίδιο χρονικό 

διάστηµα στους 42 OC. (Θερµοκρασιακή δοκιµή που θα διαφοροποιούσε το 

Agrobacterium απο το E. coli) 
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3.2 Γονίδια για τον γενετικό µετασχηµατισµό ποικιλιών βαµβακιού, 

φορείς. 

 
Κατασκευάστηκαν επιτυχώς stabs και glycerol stocks για αποθήκευση στους + 4 

OC και – 80 OC αντίστοιχα σε περιβάλλον E.coli κυττάρων DH5a (σε φορέα 

pBLUESCRIPT SK+ και σε δυαδικό φορέα για γενετικό µετασχηµατισµό φυτών 

pBINAR) οι εξής cDNA κλώνοι γονιδίων που κωδικοποιούν για ένζυµα του 

βιοσυνθετικού µονοπατιού των φλαβονοειδών: chs απο κριθάρι, chsa απο πετούνια και 

chia απο πετούνια. 

Πλασµιδιακό  DNA των κλώνων που είχε αποµονωθεί µε την βοήθεια στηλών 

QIAGEN (γνωστές συγκεντρώσεις, βλέπε υλικά & µέθοδοι) υποβλήθηκαν σε 

περιοριστική ανάλυση µε τα κατάλληλα ένζυµα για επιβεβαίωση του µεγέθους και 

προσανατολισµού των ενθεµάτων (Εικόνες 2 και 3). 

Εδώ, όπως και σε άλλα σηµεία της διατριβης οι όροι «κωδική κατεύθυνση» (sense 

orientation) και «αντικωδική κατευθυνση» (antisense orientation) υποδηλώνουν τη φορά 

µεταγραφής της αλυσίδας του ένθετου, σε σχέση µε τον παραπλήσιο υποκκινητή. 

Ο cDNA κλώνος του chs γονιδίου απο κριθάρι, µε το χαρακτηρισµό «clone A», 

περιέχει σε «κωδική κατεύθυνση», EcoRI ένθεσης, κοµµάτι µεγέθους ~1200 bp της 

αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBLUESCRIPT SK+. 

Ο cDNA κλώνος του chs  γονιδίου απο κριθάρι µε το χαρακτηρισµό «clone ‘J’ No. 

6», περιέχει σε «αντικωδική κατεύθυνση», EcoRI ένθεσης, κοµµάτι µεγέθους ~1200 bp, 

της αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBLUESCRIPT SK+. 

Ο cDNA κλώνος του γονιδίου chsa απο πετούνια, µε τον χαρακτηρισµό «clone 

(P10)», περιέχει σε «αντικωδική κατεύθυνση», EcoRI - Hind III ένθεσης, κοµµάτι 

µεγέθους ~1300 bp, της αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBLUESCRIPT SK+. 

Ο cDNA κλώνος του γονιδίου chsa απο πετούνια, µε το χαρακτηρισµό «clone 

P21» περιέχει σε «κωδική κατεύθυνση", EcoRI ένθεσης, κοµµάτι µεγέθους 730 bp της 

αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBLUESCRIPT SK+. 
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Ο cDNA κλώνος του γονιδίου chia απο πετούνια, µε το χαρακτηρισµό «clone P20» 

περιέχει σε «αντικωδική κατεύθυνση», EcoRI ένθεσης, κοµµάτι µεγέθους 730 bp της 

αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBLUESCRIPT SK+. 

Ύστερα απο ηλεκτροφόρηση λάβαµε την Εικόνα 2:  

 
 

‘J’», 

~1200

P56»,

µεγέθ
      1          2           3           4         5          6          7          8           9         10        11 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2 : περιοριστική ανάλυση cDNA κλώνων γονιδίων για ένζυµα του βιοσυνθετικού µονοπατιού
των φλαβονοειδών στον πλασµιδιακό φορέα pBluescriptSK+. 

Σε 0.8 % (w/v) πηκτή αγαρόζης, απο αριστερά προς τα δεξιά: στήλη 1: «clone A» ύστερα απο πέψη µε
EcoRI (cut) – η χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1200 bp, στήλη 2: «clone A» άκοπο (uncut),
στήλη 3: «clone ‘J’ No. 6» ύστερα απο πέψη µε EcoRI (cut) – η χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA
των ~1200 bp, στήλη 4: «clone ‘J’ No. 6» άκοπο (uncut), στήλη 5: «clone (P10)» ύστερα απο πέψη µε EcoRI-
Hind III (cut) – η χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1300 bp, στήλη 6: «clone (P10)» άκοπο
(uncut), στήλη 7: «clone P20» ύστερα απο πέψη µε EcoRI (cut) – η χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA
των ~730 bp, στήλη 8: «clone P20» άκοπο (uncut), στήλη 9: «clone P21» ύστερα απο πέψη µε EcoRI (cut) – η
χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~730 bp, στήλη 10: «clone P21» άκοπο (uncut), στήλη 11:
µάρτυρας περιοριστικών τµηµάτων DNA λ Hind III. Στις στήλες διακρίνεται και ο φορέας pBLUESCRIPT
SK+ (~ 3 Κb φορέας σε γραµµική µορφή, υψηλή ζώνη).
 

 

Ο cDNA κλώνος του chs γονιδίου απο κριθάρι, µε τον χαρακτηρισµό «clone CHS 

περιέχει σε «κωδική κατεύθυνση» και KpnI - BamHI ένθεσης, κοµµάτι µεγέθους 

 bp της αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBINAR. 

Ο cDNA κλώνος, του chsa γονιδίου απο πετούνια,  µε τον χαρακτηρισµό «clone 

 περιέχει σε «αντικωδική κατεύθυνση» και ΒamHI - SalI ένθεσης, κοµµάτι 

ους ~1300 bp της αλληλουχίας του γονιδίου στον φορέα pBINAR. 
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Οµοίως ύστερα απο ηλεκτροφόρηση λάβαµε την Εικόνα 3: 

 

 

     1              2            3            4  

 
  

 
 

 

 

 

 

Εικόνα 3: περιοριστική ανάλυση cDNA κλώνων γονιδίων για ένζυµα του βιοσυνθετικού
µονοπατιού των φλαβονοειδών στον δυαδικό φορέα pBINAR που θα χρησιµοποιηθούν για τη γενετική
τροποποίηση φυτών βαµβακιού. 

Σε 0.8 % (w/v) πηκτή αγαρόζης, απο αριστερά προς τα δεξιά: στήλη 1: µάρτυρας περιοριστικών
τµηµάτων DNA (λ Hind III marker), στήλη 2: «clone P56» ύστερα απο πέψη µε ΒamHI - SalI (cut) – η
χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1300 bp, στήλη 3: «clone CHS ‘J’» ύστερα απο πέψη
µε KpnI – BamHI (cut) – η χαµηλή ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1200 bp, στήλη 4: λ Hind
III marker. Στη φωτογραφία διακρίνεται και ο φορέας pBINAR (~11 Κb φορέας σε γραµµική µορφή,
υψηλή ζώνη). 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν τις θέσεις περιορισµού πάνω στον 

εκάστοτε φορέα και την ύπαρξη των επιθυµητού µεγέθους ενθεµάτων στις αναφερόµενες 

κατευθύνσεις. 

Πραγµατοποιήθηκαν επίσης, αποµονώσεις πλασµιδιακού DNA (Agrobacterium 

minipreps) απο µετασχηµατισµένα αγροβακτηριακά κύτταρα του στελέχους 

A.tumefaciens LBA 4404, απο τις µονήρεις αποικίες που αναπτύχθηκαν ύστερα απο 

επώαση σε τρυβλία επιλογής µε δυο αντιβιοτικά. 

Ο µετασχηµατισµός των συγκεκριµένων αγροβακτηριακών στελεχών έγινε µε τον 

δυαδικό φορέα pBINAR (για γενετική τροποποίηση φυτών) που έφερε τον cDNA κλώνο 

του chsa γονιδίου («clone P56») µέσω ηλεκτρικών παλµών (βλέπε ηλεκτοπόρωση 

αγροβακτηρίων). 

Για να εξασφαλιστεί η ύπαρξη και ο πολλαπλασιασµός του φορέα εντός των 

µετασχηµατισµένων αγροβακτηρίων και για να διασφαλιστεί η ύπαρξη της ακολουθίας 

του κλώνου στη σωστή κατεύθυνση και φορά έκφρασης πάνω στον φορέα πρίν 

χρησιµοποιηθούν για πειράµατα γενετικής τροποποίησης φυτών βαµβακιού, έγινε ο PCR 
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εντοπισµός του φορέα µε κατάλληλα επιλεγµένους εκκινητές (Εικόνα 4) και η 

ενζυµατική πέψη των αποµονωθέντων πλασµιδίων µε κατάλληλα επιλεγµένα 

περιοριστικά ένζυµα (πρότυπο περιοριστικών πέψεων ίδιο ανεξάρτητα µε το βακτηριακό 

περιβάλλον, Εικόνα 5).  

Η  αντίδραση της πολυµεράσης πραγµατοποιήθηκε για αποµονώσεις πλασµιδιακού 

DNA (Agrobacterium minipreps) απο µετασχηµατισµένα αγροβακτήρια (συνθήκες, 

διαλύµατα, συγκεντρώσεις και αλληλουχίες δεν παρουσιάζονται αλλά είναι στην διάθεση 

του συγγραφέα) µε εκκινητές σχεδιασµένους για τον πολλαπλασιασµό ενός τµήµατος 

µεγέθους ~700 bp του γονιδίου NPTII που προσδίδει την ανθεκτικότητα στο δεύτερο 

αντιβιοτικό (Καναµυκίνη). 

 
 

    1     2       3       4      5      6        7      8    9     10     11   12                1     2       3       4      5      6        7      8    9     10     11   12 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Εικόνα 4: PCR εντοπισµός του NPTII γονιδίου του φορέα pBINAR σε αποµονωµένο πλασµιδιακό DNA
(Agrobacterium minipreps)  µετασχηµατισµένων µε τον «clone P56» αγροβακτηρίων 

Σε 1.5 % (w/v) πηκτή αγαρόζης η ίδια φωτογραφία σε UV µε διαφορετική φωτεινότητα, απο αριστερά προς
τα δεξιά: στήλη 1: µάρτυρας περιοριστικών τµηµάτων DNA (100 bp ladder, PROMEGA), στήλες 2-10: το ~ 700 bp
PCR προϊόν του γονιδίου NPTII σε 9 διαφορετικά Agrobacterium minipreps απο µετασχηµατισµένα αγροβακτήρια
µε τον φορέα pBINAR, στήλη 11: αρνητικό κοντρόλ (χωρίς DNA, µόνο νερό), στήλη 12: θετικό κοντρόλ
(αποµονωµένος φορέας pBINAR). 

 

Οι ίδιες αποµονώσεις πλασµιδιακού DNA (6 απο τα 9 Agrobacterium minipreps) 

απο µετασχηµατισµένα αγροβακτήρια υποβλήθηκαν σε περιοριστική ανάλυση µε τα 

κατάλληλα ένζυµα για επιβεβαίωση περιοριστικών θέσεων και µεγέθους αλληλουχίας 

ένθεσης. 
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0 

 
 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5
 Σε 0

DNA, λ Hin
µε την βοή
χαµηλή ζών
cDNA κλώ
της οκτοπί
αποµονωθε
αγροβακτηρ
χαµηλή (αχ
διακρίνοντα

 

3.3 Εκδή

βακτηρι
Για 

αγροβακτη

εµποτιστού

Η H

ενεθούν σ

µεσοφύλλο

αντιστοιχε

αυτοάµυνα

24 h (ταχε

Οι π

καταγράφη

µικροέγχυ
1        2        3        4        5        6        7        8        9      1
 

 

: πρότυπο περιοριστικής ανάλυσης πλασµιδιακού DNA µετασχηµατισµένων αγροβα
.8 % (w/v) πηκτή αγαρόζης, απο αριστερά προς τα δεξιά: στήλη 1: µάρτυρας περιορ
d III / EcoRI, στήλες 2 & 3 κενές, στήλη 4: πλασµιδιακό  DNA του «clone P56» πο
θεια στηλών QIAGEN απο E.coli, DH5a κύτταρα ύστερα απο πέψη µε EcoRI-H
η αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1600 bp (ολόκληρη η κασσέτα CaMV - 35 
νου του CHSA γονιδίου ΒamHI - Sal I ένθεσης µεγέθους ~1300 bp, ληκτική ακολο
νης), στήλες 5-10: 6 Agrobacterium minipreps [πλασµιδιακό  DNA του «clon
ί απο µετασχηµατισµένα µε τον δυαδικό φορέα pBINAR (για γενετική τρο
ιακά κύτταρα του στελέχους A.tumefaciens LBA 4404] ύστερα απο πέψη µε EcoRI
νή ώστε να µην φαίνεται) ζώνη αντιστοιχεί σε κοµµάτι DNA των ~1600 bp.
ι ο φορέας pBINAR (~11 Κb, υψηλή ζώνη) και το RNA καθώς δεν έχει γίνει πέψη µ

λωση αντίδρασης υπερευαισθησίας µετά απο ένεση 

ακών αιωρηµάτων σε κοτυληδονόφυλλα ποικιλιών βαµβα
την παροδική έκφραση avr γονιδίων στο βαµβάκι µε τη µέθ

ριακής έγχυσης χρησιµοποιήθηκαν βακτηριακά αιωρήµατα 

ν οι ιστοί πλήρως ανοιγµένων κοτυληδονοφύλλων 

R επάγεται µόνο όταν ζωντανά παθογόνα βακτήρια που φέρουν τα av

το µεσοκυττάριο χώρο και αποπλάστη κυττάρων στην περιο

υ φυτών που φέρουν το αντίστοιχο γονίδιο ανθεκτικότητας (ένα av

ί σε υπάρχον r στην δοκιµαζόµενη ποικιλία) ικανό να πυροδοτήσει µη

ς που εκδηλώνεται µε την µορφή τυπικών νεκρώσεων καφέ χρώµατο

ία αντίδραση) σε όσα φυτικά κύτταρα βρεθούν σε επαφή µε βακτήρια.

ίνακες 2 και 3 που ακολουθούν παρουσιάζουν τα αποτελέσµα

καν µετά την πάροδο 48 ωρών απο την στιγµή που πραγµατοποι

ση. 
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Στελέχη/ποικιλίες  M1 M2 M3 ΦΩΤΕΙΝΗ 
1mM phosphate 
Buffer pH 7.0 

αρνητικό αρνητικό αρνητικό αρνητικό 

Α.tumefaciens 
C58C1 (pGV2260) 
σαν αρνητικός 

µάρτυρας  

αρνητικό αρνητικό αρνητικό αρνητικό 

A. tumefaciens 
C58C1 (pGV2260, 

pBIN –Hyg-Tx-
HSR/avrPphB) 

(disease-specific 
promoter)  

 

αρνητικό αρνητικό αρνητικό αρνητικό 

A. tumefaciens 
C58C1 (pGV2260, 

pBIN-hyg-Tx-
35S/avrPphB) 
υποκινητή 
συστατικής 
έκφρασης. 

 

αρνητικό αρνητικό αρνητικό αρνητικό 

P. syringae pv. 
phaseolicola Race 

1, strain 3121 
θετικός µάρτυρας 
(µε avr γονίδια) 

 

θετικό θετικό θετικό θετικό 

P. syringae pv. 
phaseolicola Race 

6, strain1448 A  
(µε avr γονίδια) 

 

θετικό Slow reaction 
48+ ώρες απο την 

µικροέχγυση 

Slow reaction  
48+ ώρες απο την 

µικροέχγυση 

θετικό 

Πίνακας 2: H.R. σε κοτυληδονόφυλλα ποικιλίων βαµβακιού 
Στελέχη / 
ποικιλίες 

71-1 ΕΥΑ ΜΑΚΑΝΑIΡ ΛΙΛΑ ΑΚΑΛΑ Σπόροι για 
δοκιµή απο 
εταιρία 

Syngenta 
1mM 

MgCl2 
αρνητικό αρνητικό αρνητικό Αρνητικό αρνητικό αρνητικό 

P. syringae 
pv. 

phaseolicola 
Race 6, 

strain1448 A  
(µε avr 
γονίδια) 

 

θετικό θετικό Ασθενές 
θετικό 

θετικό θετικό θετικό 

P. syringae 
pv. 

phaseolicola 
Race 7, 

strain 1449B 
(pAV511+) 

θετικό Θετικό θετικό θετικό θετικό θετικό 

P. syringae θετικό Null Ασθενές Null Water Ασθενές 
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pv. 
phaseolicola 

RW 60 
(pAV511-) 

reaction θετικό reaction soaking θετικό 

P. syringae 
pv. 

phaseolicola 
Race 1, 

strain 3121 
θετικός 

µάρτυρας 
(µε avr 
γονίδια) 

θετικό θετικό θετικό θετικό θετικό θετικό 

Πίνακας 3: : H.R. σε κοτυληδονόφυλλα ποικιλίων βαµβακιού 

Οι παρατηρήσεις µας σχετικά µε τα αποτελέσµατα συνοψίζονται στα παρακάτω: 

− τα αγροβακτήρια δεν εκφράζουν το Τ-DNA αρκετά ώστε να δούµε φαινότυπο 

ή οι ποικιλίες δεν έχουν λειτουργικά αντίστοιχο r γονίδιου του avrPphB. 

Χρειάζεται να γίνει επαγωγή µε ακετοσυριγγόνη. 

− Οι ποικιλίες ΦΩΤΕΙΝΗ, Μ2 έδωσαν ενδιαφέρουσα αντίδραση αργής 

ανάπτυξης (µετά την 3η µέρα) µε το στέλεχος 1448Α, φυλή 6 χωρίς avr γονίδια 

της P. syringae pv. phaseolicolα. 

− Η διαφορά των P. syringae pv. phaseolicola Race 7, strain 1449B (pAV511+) 

και P. syringae pv. phaseolicola RW 60 (pAV511-) αφορά τις σαφώς πιο 

ασθενείς αντιδράσεις του δεύτερου σε σχέση µε το πρώτο. 

− Εµφάνιση null φαινοτύπου, υπεύθυνο γονίδιο της ψευδοµονάδας. 

 

3.4 Αποµόνωση γενωµικού DNA απο νεαρά και αποξηραµένα φύλλα 

βαµβακιού – Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης για την 

ταυτοποίηση του γονιδίου της ακτίνης του βαµβακιού 
 

Για την αποµόνωση ολικού (γενωµικού, µιτοχονδριακού, πλαστιδικού) DNA απο 

νεαρά φύλλα βαµβακιού που συλλέχθηκαν απο το θερµοκήπιο αλλά και απο in vitro 

µεγαλωµένα φυτά, χρησιµοποιήθηκαν σχετικά µικρές ποσότητες αρχικού ιστού (0,1 gr). 

Η µέθοδος εκχύλισης για νεαρά φύλλα προσφέρει υψηλή για το βαµβάκι απόδοση σε 

DNA (500-600 µg/gr φρέσκου ιστού φύλλου) που είναι εµπλουτισµένο σε γενωµικό 

καθώς η διαδικασία αφορά την αποµόνωση πυρήνων και λύση τους. 
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Είναι γνωστό ότι το βαµβάκι ανήκει στα φυτικά είδη που είναι πλούσια σε 

δευτερογενείς µεταβολίτες. Τα υδατικά διαλύµατα του DNA που προέκυψαν δεν είχαν 

κολλοειδή εµφάνιση (υπερβολικές ποσότητες πολυσακχαριτών), ούτε καφέ χρωµατισµό 

(φαινολικά). Στερούνταν δηλαδή των ανεπιθύµητων προσµίξεων που εκχυλίζονται µαζί 

µε το DNA απο τους φυτικούς ιστούς και εµποδίζουν την παραπέρα επεξεργασία του. 

Για  τους αποξηραµένους ιστούς το βάρος ελατώθηκε κατά 5 φορές, ζυγίστηκαν 

προς εκχύλιση 0,02 gr ιστού ξηρού φύλλου. Η απόδοση σε DNA ήταν χαµηλότερη 

(ανεµένεται µε βάση τις οδηγίες του κατασκευαστή του kit  ~ 200 µg/gr φρέσκου ιστού 

φύλλου), τα δε ιζήµατα DNA των δειγµάτων πριν την τελική επαναδιάλυση και τα τελικά 

υδατικά διαλύµατα είχαν καφέ χρωµατισµό.  

Το µέγεθος του εκχυλιζόµενου DNA (length) προσδιορίζεται µε PFGE (Pulse-Field 

Gel Electrophoresis) σε πηκτή αγαρόζης.  Σε κάθε πηγαδάκι της πηκτής φορτώθηκαν έως 

και 10 µg DNA (Εικόνα 6). 

 

 

Εικόνα 6: Υψηλής
Σε 1 % (w/v

µάρτυρας περιοριστικ
δεύτερη στήλη είναι τ
µε RNase A, στην τρ
στην τελευταία είναι τ
A. Τα δείγµατα δεν υπ
απαραίτητο για εκείνη

 
 
 
 
 
 
 
 

Το Υψηλού Μορ

αποµονώθηκε πρέπει να

Τα δείγµατα απο

εκάστοτε χειρισµών  κ
1                 2                 3                4
 

 καθαρότητας εκχυλιζόµενο DNA απο φύλλα βαµβακιού 
) πηκτή αγαρόζης στην πρώτη στήλη, απο τα αριστερά έχει φορτωθεί
ών µεγεθών DNA (DNA ladder) για µεγάλα µεγέθη, πολύ λίγο ορατός, στην
ο αποµονωµένο DNA απο ξηρό ιστό φύλλου χωρίς να έχει υποστεί χειρισµό
ίτη στήλη είναι το DNA απο φρέσκο ιστό φύλλου (ποιότητα Southern) και
ο DNA απο ξηρό ιστό φύλλου που όµως έχει υποστεί κατεργασία µε RNase
οβλήθηκαν σε πέψεις µε περιοριστικά ένζυµα, γιατί αυτό δεν είχε θεωρηθεί
 την χρονική στιγµή. 

ιακού Βάρους DNA (HMW, High Molecular Weight  DNA) που 

 έχει µήκος της τάξεως έως και 50 Κb.  

 ξηρούς ιστούς παρουσιάζουν σαφώς αποσύνθεση λόγω των 

αι λόγω της δράσης των νουκλεασών των φυτικών κυττάρων. Η 
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ποιότητα της διαδικασίας αποµόνωσης, η συγκέντρωση και το µέγεθος του 

εκχυλιζόµενου DNA είναι τέτοια που να επιτρέπουν στα δείγµατα να δεχθούν 

ενζυµατικούς χειρισµούς, όπως η δράση περιοριστικών ενζύµων και η ενίσχυση 

τµηµάτων DNA µε την αντίδραση της πολυµεράσης, για να χρησιµοποιηθούν για RAPD, 

AFLP, RFLP, Microsatellite αναλύσεις και σε αναλύσεις κατά Southern. 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης χρησιµοποιήθηκε για την ενίσχυση ενός 

τµήµατος 900 περίπου βάσεων  µε την βοήθεια ειδικά σχεδιασµένων εκκινητών για το 

γονίδιο της ακτίνης του βαµβακιού (Acc. Num.AF059484). Ως template DNA 

χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα DNA που είχαν εκχυλισθεί απο ζωντανούς ιστούς µε την 

περιγραφόµενη µέθοδο. Ποσότητα που αντιστοιχεί σε απο100 ng γενωµικού DNA και 

πάνω (>=100 ng ή 104 µόρια, κύτταρα) είναι αρκετή ώστε το 10 % της PCR αντίδρασης 

να δώσει ορατό προϊόν απο µοναδική ανα µόριο αλληλουχία, σε πηκτή αγαρόζης 

κεχρωσµένη µε βρωµιούχο αιθίδιο (Εικόνα 7). 

 

  

 

 

 

 

Εικόνα 7:  PC
DNA µε την περιγραφ

 Στην πρώτη στ
100 bp PROMEGA, 1
αρνητικός µάρτυρας 
(µικρότερος, µεσαίος,
στήλη µάρτυρας µεγεθ

Τα δείγµατα απο

θεωρητικά να χρησιµοπ

µπορέσαµε παρά τις προ

απο τέτοια δείγµατα. 
1      2     3     4     5             6

 

 R εντοπισµός του γονιδίου της ακτίνης του βαµβακιού σε εκχυλιζόµενο
όµενη µέθοδο 
ήλη, απο τα αριστερά µάρτυρας περιοριστικών µεγεθών DNA (DNA ladder
000 bp – 900 bp οι δυο έντονα φωτισµένες µπάντες), στην δεύτερη στήλη
(no DNA control), στην τρίτη, τέταρτη και πέµπτη PCR αντιδράσεις
 µεγαλύτερος όγκος αντίδρασης φορτώθηκαν στην πηκτή), στην τελευταία
ών λ Hind III ladder. 

 νεκρούς ιστούς που παρουσιάζαν αποσύνθεση µπορούν 

οιηθούν σε PCR αντιδράσεις, όµως στην περίπτωσή µας δε 

σπάθειές µας να πολλαπλασιάσουµε οποιαδήποτε αλληλουχία 
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Τα προϊόντα της αντίδρασης (ενισχυµένα DNA τµήµατα-στόχοι) αναλύθηκαν σε 

1,5 % πηκτή αγαρόζης,10 µl απο κάθε αντίδραση φορτώθηκαν σε κάθε πηγαδάκι της 

πηκτής. 

Η ανίχνευσή τους έγινε ύστερα απο χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο κάτω απο 

υπεριώδες φώς.  

 

3.5 Ιστοχηµικός εντοπισµός της β-γλυκουρονιδάσης - Έλεγχος 

ευαισθησίας στην καναµυκίνη 
 

Σκοπός της χρώσης GUS ήταν ο έλεγχος της δυνατότητας µεταφοράς γονιδίων µε 

το «σύστηµα του βοµβαρδισµού σωµατιδίων» σε έκφυτα βαµβακιού µέσω της 

εκδήλωσης της παροδικής έκφρασης γονιδίου µάρτυρα.   

Ένας  ειδικός φορέας έκφρασης (πλασµίδιο) που έφερε το γονίδιο αναφοράς GUS, 

χρησιµοποιήθηκε για να επιστρώσει σωµατίδια για τον βοµβαρδισµό αποµονωµένων 

εµβρυακών αξόνων και ανώριµων σπερµατικών βλαστών στον ύπερο (in situ) των 

ανθέων βαµβακιού. Μετά την χρώση πραγµατοποιήθηκε οπτική ανίχνευση – εντοπισµός 

κηλίδων µπλέ χρώµατος απο την δράση του ενζύµου, κάτω απο στερεοσκόπιο (µη 

διαθέσιµες φωτογραφίες) στα δείγµατα.  

Όλοι οι ιστοί που εξετάστηκαν ήταν λευκοί, µη κεχρωσµένοι µιας και οι φυτικές 

χρωστικές είχαν ήδη εκχυλισθεί. Εντοπίστηκαν κηλίδες χρώµατος (1-2 σκοραρίστηκαν 

ως τέτοιες σε διάφορα σηµεία των ιστών. Ποσοτικοποίηση  των επιπέδων ενζυµικής 

δραστικότητας στους παροδικά µετασχηµατισµένους φυτικούς ιστούς δεν επιχειρήθηκε. 

Στην περίπτωση των εµβρυακών ιστών το όλο εγχείρηµα αποδείχθηκε δύσκολο 

διότι, οι ελαιοφόροι αδένες που υπάρχουν σε ολόκληρο το σώµα τους έχουν τη µορφή 

κηλίδων (µαύρου χρώµατος) και ο διαχωρισµός τους απο τις κηλίδες µπλέ χρώµατος απο 

την δράση της γλυκουρονιδάσης ήταν αδύνατος κάτω απο το στερεοσκόπιο. 

Στα πειράµατα µε τις διαβαθµιζόµενες συγκεντρώσεις της καναµυκίνης και την 

ευαισθησία που επιδεικνύουν οι τύποι ιστών που χρησιµοποιούνται ως έκφυτα, ο στόχος 

ήταν ο προσδιορισµός της χαµηλότερης συγκέντρωσης του αντιβιοτικού που 

παρεµποδίζει την ανάπτυξη ώστε να χρησιµοποιηθεί ως συγκέντρωση επιλογής σε 

πειράµατα γενετικού µετασχηµατισµού των φυτών. 
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Μετρήσεις  που αφορούν το Σχετικό Νωπό Βάρος (Relative Fresh Weight) των 

ιστών δεν πραγµατοποιήθηκαν. Τα όποια αποτελέσµατα είναι προκαταρκτικά και 

χρήζουν περαιτέρω διερεύνησης. 

 

3.6. Αναγέννηση φυτών βαµβακιού 
 

Πέρα από τα συνήθη προβλήµατα της ιστοκαλλιέργειας από µικροβιακές 

µολύνσεις κατά την συχνή µεταφορά των εκφύτων σε φρέσκα θρεπτικά υλικά, που 

αντιµετωπίστηκαν επιτυχώς, το βασικό πρόβληµα της ιστοκαλλιέργειας του βαµβακιού 

είναι η έντονη παραγωγή φαινολικών ουσιών (εκκρίσεις, τραυµατισµοί κατά την 

αποµόνωση) µε αποτέλεσµα το µαύρισµα των ιστών και την αναστολή της οµαλής 

ανάπτυξης των εκφύτων.  

Ύστερα απο δοκιµές (σακχαρόζη σαν πηγή άνθρακα, συχνότερη µεταφορά σε 

φρέσκο υπόστρωµα, έκφυτα διαφόρων µεγεθών, ειδικό άγαρ ιστοκαλλιέργιας - Gelrite) 

οδήγηθήκαµε σε µια λίγο-πολύ επιτυχή συνταγή, η οποία και χρησιµοποιήθηκε σαν 

πλατφόρµα για τα θρεπτικά µέσα ιστοκαλλιέργειας βαµβακιού. 

Απο τις 8 εµπορικές ποικιλίες βαµβακιού Ελληνικού ενδιαφέροντος µε τις οποίες 

ξεκίνησε αρχικά ο σχεδιασµός του προγράµµατος µικροπολαπλασιασµού για το βαµβάκι 

επιλέχθηκαν 4 τελικά (ΦΩΤΕΙΝΗ, Μ1, Μ2,Μ3) µε βάση προηγούµενες παρατηρήσεις 

και εκτιµήσεις. 

Για όλα τα πειράµατα ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν ιδίου τύπου 

έκφυτα, που τοποθετούνταν σε θρεπτικό υπόστρωµα MSO (η βασική σύσταση MS 

ανόργανων θρεπτικών συστατικών – B5 Gamborg οργανικών, χωρίς την παρουσία 

φυτορρυθµιστικών ουσιών). 

Παρακάτω εκτός απο την εικόνα 8 (φωτογραφία) µε τον µάρτυρα (δοχείο χωρίς 

ανάπτυξη φυτών) και τα αναγεννηµένα φυτά (διάφορα αναπτυξιακά στάδια, µε ριζικό 

σύστηµα και χωρίς) παρουσιάζονται οι πίνακες αξιολόγησης (5, 6,7 και 8) κάθε µιας 

ποικιλίας ξεχωριστά. Προσφέρονται αναλυτικά στοιχεία όπως ο αριθµός και τύπος 

εκφύτων, η αντίδραση και το ποσοστό επιβίωσης εκφύτων στις εκάστοτε µορφογενετικές 

συνθήκες καθώς και προσωπικά σχόλια και εκτιµήσεις. Τα στοιχεία που παρατίθενται 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε πληροφορίες για τα αγρονοµικά 
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χαρακτηριστικά της κάθε ποικιλίας στη διαµόρφωση ολοκληρωµένης άποψης, για τη 

δυνατότητα χρησιµοποίησης της ποικιλίας σε πειράµατα γενετικής της τροποποίησης. 

Αν και ο αριθµός των βλαστών που εκπτύσσονται απο έκφυτα κορυφαίων 

βλαστικών µεριστωµάτων δεν κρίνεται ικανοποιητικός για την εξ’ολοκλήρου 

αναγέννηση φυτών (συνολική ικανότητα αναγέννησης της τάξης του 6%, 7 

αναγεννηµένα φυτά / 120 έκφυτα) φαίνεται ότι τα περισσότερα έκφυτα ανταποκρίνονται 

θετικά στην συγκέντρωση  των 0,1 mg/l  της Kin.  

Η ανάπτυξη των βλαστών όπου παρατηρήθηκε ήταν αυθόρµητη αντίδραση, η 

ριζοβόλησή τους όµως είναι προβληµατικά χαµηλή και σε υψηλό βαθµό εξαρτώµενη απο 

το γενότυπο. Αποτελεί  ίσως το αδύνατο σηµείο του συστήµατος. 

Τα  εµβρυακά µεριστώµατα φαίνεται να δίνουν καλύτερα ποσοστά βλαστογένεσης 

(7 βλαστοί / 40 έκφυτα, στη συγκέντρωση των 3 mg/l της BAP) µε προβλήµατα και πάλι 

στη ριζοβόληση. 

Όσα φυτά επιβίωσαν της µεταφύτευσης στο θερµοκήπιο (7 συνολικά), επέδειξαν 

κανονικό φαινότυπο µε φυσιολογική ανάπτυξη και έφτασαν στην ενηλικίωση γόνιµα 

(κανονική άνθηση και παραγωγή σπόρων).  

Όσον αφορά την πολλαπλή βλαστογένεση µε την βοήθεια της φυτοορµόνης TDZ, 

αναφέρουµε ότι, σε καµία περίπτωση (~ 120 κορυφαία µεριστώµατα/ ποικιλία) και για 

καµία απο τις 4 δοκιµασθείσες ποικιλίες βαµβακιού δεν παρατηρήθηκαν εκείνοι οι 

σχηµατισµοί στα έκφυτα (νέες καταβολές οφθαλµών µεταξύ των διαφοροποιηµένων 

ιστών του εκφύτου-κορυφαίου οφθαλµού) που µε βάση την βιβλιογραφία να 

δικαιολογούν τον χαρακτηρισµό «επαγωγή πολλαπλής βλαστογένεσης απο επάκριο 

οφθαλµό». Το µόνο ενθαρρυντικό στοιχείο για περαιτέρω διερεύνηση, που προέκυψε 

απο τα πειράµατα αυτά, προέρχεται απο την παρατήρηση ότι για τις συγκεντρώσεις της 

φυτοορµόνης TDZ 1 nM και 10 µΜ σχεδόν όλα τα έκφυτα νεκρώθηκαν ύστερα απο 2 

εβδοµάδες καλλιέργειας, αφού πρώτα απώλεσαν το πράσινο χρώµα τους. Αντίθετα για 

τις συγκεντρώσεις των 100 nM και 1 µΜ κανένα έκφυτο δεν επέδειξε απώλεια πράσινου 

χρώµατος µέσα στις 2 εβδοµάδες.  

Φαίνεται δηλαδή ότι η απόκριση µεριστωµατικών ιστών βαµβακιού στον χειρισµό 

µε TDZ είναι εξαρτώµενη της δόσης (stimulation is a dose-dependent response).  
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Ο προσδιορισµός της κρίσιµης συγκέντρωσης που θα φέρει τα επιθυµητά 

αποτελέσµατα (αυξηµένο ποσοστό βλαστών / έκφυτο) και ίσως η χρησιµοποίηση 

λανθανώντων µασχαλιαίων οφθαλµών ή εµβρυακών µεριστωµάτων να µπορέσει να 

δώσει τα αποτελέσµατα ώστε το σύστηµα της πολλαπλής οργανογένεσης να έχει 

εφαρµογή στο γενετικό µετασχηµατισµό του βαµβακιού. 

Συµπερασµατικά, το σύστηµα αναγέννησης του βαµβακιού, στην τρέχουσα µορφή 

του, δεν θα µπορέσει να χρησιµοποιηθεί ως έχει σε πειράµατα γενετικής τροποποίησης 

και επιλογής µετασχηµατισµένων φυτών (στόχος τα 30 ανεξάρτητα µετασχηµατισµένα-

αναγεννηµένα φυτά ως υλικό για την κρίσιµη φάση της επιλογής γονοτύπου). ∆ιότι, απο 

τα συνολικά 400 (120 σε Kin, 40 σε BAP και 240 σε TDZ) έκφυτα βαµβακιού που 

τοποθετήθηκαν σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας τον περασµένο χρόνο 14 έδωσαν έκπτυξη 

σε βλαστούς επιθυµητού µεγέθους και µόνο 7 φυτά επιβίωσαν τελικά για να φτάσουν 

στην ώριµη ηλικία. Συνιστάται όµως, να αυξηθεί ο αριθµός των εκφύτων ανά 

καλλιέργεια (κορυφαία µεριστώµατα-Kin, εµβρυακά µεριστώµατα- BAP) να φτάσει τα 

1000 ώστε και στατιστικά τα συµπεράσµατα να είναι περισσότερο ασφαλή (scale-up των 

πειραµάτων). Για να γίνει αυτό όµως, είναι απαραίτητη η συµµετοχή εξειδικευµένου 

εργατικού προσωπικού για την διαχείριση του όγκου της χειρωνακτικής εργασίας που 

πρέπει να επιτελεσθεί. 

 
Εικόνα 8: Αναγεννηµένα φυτά βαµβακιού 
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Πίνακας 5: Μορφογενετικές αποκρίσεις της ποικιλίας ΦΩΤΕΙΝΗ. 
Φωτεινή Ασηπτική  

Βλάστηση 
σπόρων 

Επαγωγή 
βλαστογένε

σης 

Επιµήκυνση 
εκπτυχθέντων 
βλαστών 

Ριζοβόληση Μεταφορά 
στο 

θερµοκήπιο 

Ποσοστό 
επιβίωσης 
(αριθµός 

αναγεννηµένων 
φυτών/αριθµός 

αρχικών 
εκφύτων 

Χαρακτηρι-
στικά µέσου 
ιστοκαλλιέ-
ργειας 

Βασική 
σύσταση 

MS-
B5Gamborg  

Kin 0,1 mg/l Kin 0,01 mg/l ½ Βασικής 
σύστασης 

MS-
B5Gamborg, 

0,3% E.A. 

Μίγµα 
κοµπόστας / 
τύρφης / 
περλίτη 

 

Αριθµός 
κορυφαίων 
µεριστωµά-

των / 
αριθµός 
σπόρων 

27/30  Σχεδόν 30 
τοποθετήθη-

καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
βλαστογένε-

σης 

4 κορυφαία 
µεριστώµατα 
εκπτύχθηκαν 

σε 
αναπτυσσόµε-
νους βλαστούς 

4 
νεοαναπτυ-
χθέντες 
βλαστοί 

τοποθετήθη-
καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
ριζογένεσης 

4 
νεοαναπτυ-
χθέντες 
βλαστοί 

µεταφέρθη-
καν σε 
συνθήκες 

θερµοκηπίου 

2 µοσχεύµατα 
επέζησαν της 

µεταφύτευσης. 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ  

(αριθµός 
των 

εκφύτων 
που 

παρουσία-
σαν 

επιθυµητό 
αποτέλεσµα

/αρχικός 
αριθµός 
εκφύτων  

(90%). 
Εύκολα, 

υγιές αρχικό 
υλικό 

Μόλις 4 απο 
τα σχεδόν 30 
σκοραρίστη-
καν σαν 
θετική 

αντίδραση 
µέσα στις 2-

3 πρώτες 
εβδοµάδες 

τέσσερεις απο 
τα σχεδόν 30 
επιµηκύνθη-
καν κατά λίγα 
εκατοστά τις 
επόµενες 2-3 
εβδοµάδες 

Ενας νεαρός 
βλαστός 

σκοραρίστη-
κε ως θετική 
αντίδραση 
µέσα στις 
τελευταίες 
εβδοµάδες 
ιστοκαλλιέ-
ργειας 

τρείς χωρίς 
εµφανές 
ριζικό 

σύστηµα και 
1 µε 

αναπτυσσό-
µενη 

πρωτογενή 
ρίζα 

Τα 2 (2/~30) φυτά 
έφτασαν κανονικά 
στην ωριµότητα, 
φυσιολογική 
ανάπτυξη 

Αριθµός 
εµβρυακών 
ιστών που 
αποµονώθη-

καν 

Μεταξύ 10-
20 

Σε 3mg/l 
BAP  

 Σε  McD. 
Stewart & 

Hsu µέσο µε 
0,01mg/l 

NAA 

∆εν 
µεταφέρθη-

καν 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ 

Εύκολα, 
υγιές αρχικό 

υλικό 

3-4 
εβδοµάδες 
για την 

έκπτυζη των 
πρώτων 
φύλλων 

Χρονοβόρα, 
χωρίς 

σηµαντικά 
αποτελέσµατα

,λίγα 
εκατοστά 

∆ύσκολη 
έως αδύνατη 

2/10 έβρυα 
έδωσαν 

µοσχεύµατα 

2 βλαστοί µε 
ανεπτυγµένα 

φύλλα χωρίς όµως 
ριζικό σύστηµα 
προέκυψαν απο 
την καλλιέργεια 

εµβρύων 
Πολλαπλή 
Οργανογένν

εση 

1nM, 
100nM, 

1µM, 10µΜ 
TDZ 

δοκιµάστη-
καν 

30 κορυφαία 
µεριστώµατ
α -έκφυτα 
για κάθε 

συγκέντρω-
ση 

∆εν 
παρατηρήθηκε 
για κανένα 

απο τα έκφυτα 
σχηµατισµός 
και έκπτυξη 
περισσοτέρων 
βλαστώντών 

  Για τις 
συγκεντρώσεις 
1nM & 10µΜ 

TDZ η 
πλειονότητα των 

εκφύτων 
οδηγήθηκε σε 
νέκρωση 
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Πίνακας 6: Μορφογενετικές αποκρίσεις της ποικιλίας Μ1.  
Μ1 Ασηπτική  

βλάστηση 
σπόρων 

Επαγωγή 
βλαστογένε

σης 

Επιµήκυνση 
εκπτυχθέντων 
βλαστών 

Ριζοβόληση Μεταφορά 
στο 

θερµοκήπιο 

Ποσοστό 
επιβίωσης 
(αριθµός 

αναγεννηµένων 
φυτών/αριθµός 

αρχικών 
εκφύτων 

Χαρακτηρι-
στικά µέσου 
ιστοκαλλιέ-
ργειας 

Βασική 
σύσταση 

MS-
B5Gamborg  

Kin 0,1 mg/l Kin 0,01 mg/l ½ Βασικής 
σύστασης 

MS-
B5Gamborg, 

0,3% E.A. 

Μίγµα 
κοµπόστας/ 
τύρφης/ 
περλίτη 

 

Αριθµός 
κορυφαίων 
µεριστωµά-
των που 

αποµονώθη
καν/ 

αριθµός 
σπόρων 

25/30  Σχεδόν 30 
τοποθετήθη-

καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
βλαστογένε-

σης 

5 κορυφαία 
µεριστώµατα 
εκπτύχθηκαν 

σε 
αναπτυσσόµε-
νους βλαστούς 

5 
νεοαναπτυ-
χθέντες 
βλαστοί 

τοποθετήθη-
καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
ριζογένεσης 

5 
νεοαναπτυ-
χθέντες 
βλαστοί 

µεταφέρθη-
καν σε 
συνθήκες 

θερµοκηπίου 

5 επέζησαν της 
µεταφύτευσης. 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣ
Η (αριθµός 

των 
εκφύτων 
που 

παρουσία-
σαν 

επιθυµητό 
αποτέλεσµα

/ αριθµός 
αρχικών 
εκφύτων  

(83%). 
Εύκολα, 

υγιές αρχικό 
υλικό 

5 απο τα 
σχεδόν 30 
σκοραρίστη-
καν σαν 
θετική 

αντίδραση 
µέσα στις 2-

3 πρώτες 
εβδοµάδες 

5 απο τα 
σχεδόν 30 
επιµηκύνθη-
καν κατά λίγα 
εκατοστά τις 
επόµενες 2-3 
εβδοµάδες 

Και τα 5 
σκοραριστη-
κάν σαν 
θετική 

αντίδραση. 

Πέντε φυτά 
µε 

πρωτογενές 
ριζικό 
σύστηµα 

µεταφέρθη-
καν 

Τα 5 (5/~30) 
φυτά έφτασαν 
κανονικά στην 
ωριµότητα, 
φυσιολογική 
ανάπτυξη 

Αριθµός 
εµβρυακών 
ιστών που 
αποµονώθη-

καν 

Μεταξύ 10-
20 

Σε 3mg/l 
BAP  

 Σε  McD. 
Stewart & 

Hsu µέσο µε 
0,01mg/l 

NAA 

∆εν 
µεταφέρθη-

καν 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ 

Εύκολα, 
υγιές αρχικό 

υλικό 

3-4 
εβδοµάδες 
για την 

έκπτυζη των 
πρώτων 
φύλλων 

Χρονοβόρα, 
χωρίς 

σηµαντικά 
αποτελέσµατα

,λίγα 
εκατοστά 

∆ύσκολη 
έως αδύνατη 

3/10 έµβρυα 
έδωσαν 

µοσχεύµατα 

3 βλαστοί µε 
ανεπτυγµένα 
φύλλα χωρίς 

ριζικό σύστηµα 
προέκυψαν απο 
την καλλιέργεια 

εµβρύων 
Πολλαπλή 
Οργανογένν

εση 

1nM, 
100nM, 

1µM, 10µΜ 
TDZ 

δοκιµάστη-
καν 

30 κορυφαία 
µεριστώµα-
τα-έκφυτα 
για κάθε 

συγκέντρω-
ση 

∆εν 
παρατηρήθηκε 
για κανένα 

απο τα έκφυτα 
σχηµατισµός 
και έκπτυξη 
περισσοτέρων 
βλαστών 

  Για τις 
συγκεντρώσεις 
1nM & 10µΜ 

TDZ η 
πλειονότητα 
των εκφύτων 
οδηγήθηκε σε 
νέκρωση 
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Πίνακας 7: Μορφογενετικές αποκρίσεις της ποικιλίας Μ2. 
Μ2 Ασηπτική  

βλάστηση 
σπόρων 

Επαγωγή 
βλαστογένε

σης 

Επιµήκυνση 
εκπτυχθέντων 
βλαστών 

Ριζοβόληση Μεταφορά 
στο 

θερµοκήπιο 

Ποσοστό 
επιβίωσης 
(αριθµός 

αναγεννηµένων 
φυτών/αριθµός 

αρχικών 
εκφύτων 

Χαρακτηρι-
στικά µέσου 
ιστοκαλλιέ-
ργειας 

Βασική 
σύσταση 

MS-
B5Gamborg  

Kin 0,1 mg/l Kin 0,01 mg/l ½ Βασικής 
σύστασης 

MS-
B5Gamborg, 

0,3% E.A. 

Μίγµα 
κοµπόστας/ 
τύρφης/ 
περλίτη 

 

Αριθµός 
κορυφαίων 
µεριστωµάτ
ων που 

αποµονώθη
καν/ 

αριθµός 
σπόρων 

5/30  Μόνο 5 
τοποθετήθη-

καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
βλαστογένε-

σης 

    

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ 

(αριθµός 
των 

εκφύτων 
που 

παρουσίασα
ν επιθυµητό 
αποτέλεσµα

/ αριθµός 
αρχικών 
εκφύτων) 

(~17%). 
Εύκολα, 

υγιές αρχικό 
υλικό 

Ουδένα δεν 
είχε θετική 
αντίδραση 
µέσα στις 4 
εβδοµάδες 
καλλιέργειας 

   0/30 (0% 
επιβίωση) 

Αριθµός 
εµβρυακών 
ιστών που 
αποµονώθη

καν 

Μεταξύ 10-
20 

Σε 3mg/l 
BAP  

 Σε  McD. 
Stewart & 

Hsu µέσο µε 
0.01mg/l 

NAA 

∆εν 
µεταφέρθη-

καν 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ 

Εύκολα, 
υγιές αρχικό 

υλικό 

3-4 
εβδοµάδες 
για την 

έκπτυζη των 
πρώτων 
φύλλων 

Χρονοβόρα, 
χωρίς 

σηµαντικά 
αποτελέσµατ, 
λίγα εκατοστά 

∆ύσκολη 
έως αδύνατη 

1/10 έµβρυα 
έδωσαν 

µοσχεύµατα 

1 βλαστός µε 
ανεπτυγµένα 
φύλλα χωρίς 
όµως ριζικό 
σύστηµα 

προέκυψαν απο 
την καλλιέργεια 

εµβρύων 
Πολλαπλή 
Οργανογέν-

νεση 

1nM, 
100nM, 

1µM, 10µΜ 
TDZ 

δοκιµάστη-
καν 

30 κορυφαία 
µεριστώµα-
τα-έκφυτα 
για κάθε 

συγκέντρω-
ση 

∆εν 
παρατηρήθηκε 
για κανένα 

απο τα έκφυτα 
σχηµατισµός 
και έκπτυξη 
περισσοτέρων 
βλαστών 

  Για τις 
συγκεντρώσεις 
1nM & 10µΜ 

TDZ η 
πλειονότητα 
των εκφύτων 
οδηγήθηκε σε 
νέκρωση 

 

83 



Πίνακας 8: Μορφογενετικές αποκρίσεις της ποικιλίας Μ3. 
Μ3  Ασηπτική  

βλάστηση 
σπόρων 

Επαγωγή 
βλαστογένε

σης 

Επιµήκυνση 
εκπτυχθέντων 
βλαστών 

Ριζοβόληση Μεταφορά 
στο 

θερµοκήπιο 

Ποσοστό 
επιβίωσης 
(αριθµός 

αναγεννηµένων 
φυτών/αριθµός 

αρχικών 
εκφύτων 

Χαρακτηρι-
στικά µέσου 
ιστοκαλλιέ-
ργειας 

Βασική 
σύσταση 

MS-
B5Gamborg  

Kin 0,1 mg/l Kin 0,01 mg/l ½ Βασικής 
σύστασης 

MS-
B5Gamborg, 

0,3% E.A. 

Μίγµα 
κοµπόστας/ 
τύρφης/ 
περλίτη 

 

Αριθµός 
κορυφαίων 
µεριστωµά-
των που 

αποµονώθη-
καν/ αριθµός 
σπόρων 

6/30  6 
τοποθετήθη-

καν σε 
συνθήκες 
επαγωγής 
βλαστογένε-

σης 

   . 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ (αριθµός 
των εκφύτων 

που 
παρουσία-

σαν 
επιθυµητό 
αποτέλεσµα/ 
αριθµός 
αρχικών 
εκφύτων) 

(~20%). 
Εύκολα, 

υγιές αρχικό 
υλικό 

Καµία 
θετική 

αντίδραση 
µέσα στις 2-

3 πρώτες 
εβδοµάδες 

   0/30 (0% 
επιβίωση) 

Αριθµός 
εµβρυακών 
ιστών που 
αποµονώθη-

καν 

Μεταξύ 10-
20 

Σε 3mg/l 
BAP  

 Σε  McD. 
Stewart & 

Hsu µέσο µε 
0,01mg/l 

NAA 

∆εν 
µεταφέρθη-

καν 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑ-
ΣΗ 

Εύκολα, 
υγιές αρχικό 

υλικό 

3-4 
εβδοµάδες 
για την 

έκπτυζη των 
πρώτων 
φύλλων 

Χρονοβόρα, 
χωρίς 

σηµαντικά 
αποτελέσµατα

,λίγα 
εκατοστά 

∆ύσκολη 
έως αδύνατη 

1/10 έµβρυα 
έδωσαν 

µοσχεύµατα 

1 βλαστός µε 
ανεπτυγµένα 
φύλλα χωρίς 
όµως ριζικό 
σύστηµα 

προέκυψαν απο 
την καλλιέργεια 

εµβρύων 
Πολλαπλή 
Οργανογένν

εση 

1nM, 
100nM, 

1µM, 10µΜ 
TDZ 

δοκιµάστη-
καν 

30 κορυφαία 
µεριστώµα-
τα- έκφυτα 
για κάθε 

συγκέντρω-
ση 

∆εν 
παρατηρήθηκε 
για κανένα 

απο τα έκφυτα 
σχηµατισµός 
και έκπτυξη 
περισσοτέρων 
βλαστών 

  Για τις 
συγκεντρώσεις 
1nM & 10µΜ 

TDZ η 
πλειονότητα 
των εκφύτων 
οδηγήθηκε σε 
νέκρωση 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  

ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ. 

 
Σήµερα υπάρχουν δύο συστήµατα ιστοκαλλιέργειας για την αναγέννηση φυτών 

βαµβακιού «τo σύστηµα της Σωµατικής Εµβρυογένεσης» και «τo σύστηµα του 

Μικροπολλαπλασιασµού» (86). Το περισσότερο χρησιµοποιούµενο απο τα δυο είναι το 

πρώτο, έχει όµως έναν σηµαντικό περιορισµό όσον αφορά την επιτυχία του σε Ελληνικές 

ποικιλίες βαµβακιού (η αναγέννηση µέσω φάσης κάλλου και σωµατικής εµβρυογένεσης 

µέχρι τώρα είχε επιτυχία µόνο σε ποικιλίες τύπου Coker, δεν περιλαµβάνεται η 

πλειονότητα των σύγχρονων «βελτιωµένων» ποικιλιών βάµβακος που καλλιεργούνται 

στις περισσότερες βαµβακοπαραγωγικές χώρες, µεταξύ αυτών και οι Ελληνικού 

ενδιαφέροντος) (70). 

Το σύστηµα του Μικροπολλαπλασιασµού έχει το πλεονέκτηµα οτι είναι 

περισσότερο ανεξάρτητο (πλήν του σταδίου της ριζοβόλησης) απο το γενότυπο και 

επιτρέπει έτσι την γρηγορότερη και ευκολότερη ανάκτηση σειρών φυτών (23).  

Η πειραµατική διαδικασία που περιγράφεται σ’αυτη την εργασία, χρησιµοποιεί 

κύτταρα του κορυφαίου και εµβρυακών µεριστωµάτων νεαρής ηλικίας φυτών βαµβακιού 

in vitro µε σκοπό την αναγέννηση ολόκληρων φυτών Ελληνικών ποικιλιών χωρίς τη 

µεσολάβηση φάσης κάλλου.  

Η συνολική ικανότητα αναγέννησης φυτών βαµβακιού, απο έκφυτα κορυφαία 

µεριστώµατα στη συγκέντρωση των 0,1 mg/l Kin, που επιτεύχθηκε µετά απο την πάροδο 

χρονικού διαστήµατος 6- 10 εβδοµάδων ήταν της τάξης του 6% (7 πλήρως αναγεννηµένα 

φυτά / 120 έκφυτα). Τα σηµαντικότερα προβλήµατα αφορούν το στάδιο της 

ριζοβόλησης. Το ποσοστό επαγωγής και έκπτυξης βλαστών για τα εµβρυακά 

µεριστώµατα (δεν σηµειώθηκε ποσοστό ριζογένεσης) είναι στο 20 % περίπου (7 βλαστοί 

/ 40 έκφυτα). Η συνολική όµως, ικανότητα αναγέννησης φυτών απο έκφυτα εµβρυακά 

µεριστώµατα αναµενεται να είναι χαµηλότερη (προβλέπεται στο επίπεδο των κορυφαίων 

µεριστωµάτων) αν και όταν επιτευχθεί ριζογένεση. 
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Ένα τέτοιο ποσοστό αναγέννησης συµφωνεί µε αποτελέσµατα της διεθνούς 

βιβλιογραφίας (23, 24, 80) για επίτευξη ανάλογων ποσοστών σε ξένες ποικιλίες 

καλλιεργούµενου βαµβακιού.  

Οι µεθοδολογίες γενετικής τροποποίησης που έχουν εφαρµοστεί µε επιτυχία στο 

βαµβάκι είναι: «η µέθοδος του Αγροβακτηρίου» και «η µέθοδος του Βοµβαρδισµού  

Σωµατιδίων» (71). 

Επιλέγωντας ένα πρόγραµµα µικροπολλαπλασιασµού σαν αυτό που περιγράφηκε 

για την αναγέννηση φυτών βαµβακιού, ο στόχος για τον γενετικό µετασχηµατισµό των 

οργανωµένων φυτικών µεριστωµάτων του είναι τα L1 (λιγότερες πιθανότητες για 

σταθερό µετασχηµατισµό) και τα L2 και L3 (περισσότερες πιθανότητες σταθερού 

µετασχηµατισµού) µεριστωµατικά κυτταρικά στρώµατα (24, 80) (βλέπε Εικόνα 6 και 

Εικόνα 7 Παραρτήµατος). 

Είναι φανερό ότι µετά τον γενετικό τους µετασχηµατισµό οι µεριστωµατικοί ιστοί 

θα είναι σχεδόν πάντοτε χιµαιρικοί. Κάποια δηλαδή, κύτταρα θα έχουν µετασχηµατιστεί 

και κάποια όχι, ανάλογα µε την θέση τους στον ιστό και τον παράγοντα 

µετασχηµατισµού. Καταλήγουµε λοιπόν να έχουµε έναν ιστό µε κύτταρα διαφορετικού 

τύπου (µετασχηµατισµένα και µη) που έχουν την δυνατότητα να διαιρούνται, 

παράγοντας όµοιά τους (ίδιο γενετικό υπόβαθρο), µεταξύ των οποίων όσο προχωρά η 

ανάπτυξη και η διαφοροποίηση του ιστού εκδηλώνεται ανταγωνισµός ως προς την τελική 

επικράτηση στο παραγόµενο φυτικό σώµα και το τι είδους φυτό θα καταφέρουµε να 

αναγεννήσουµε. Εδώ ακριβώς είναι δυνατή η παρέµβαση in vitro µε χειρισµούς µε 

φυτορρυθµιστικές ουσίες των χιµαιρικών µεριστωµάτων προς την κατεύθυνση της 

επικράτησης των µετασχηµατισµένων κυττάρων της επαγωγής και έκπτυξης µη 

προϋπαρχόντων οφθαλµών και πολλαπλής οργανογένεσης απο µετασχηµατισµένα 

µεριστωµατικά κύτταρα. Έτσι  αυξάνονται οι πιθανότητες αναγέννησης σταθερά 

µετασχηµατισµένων φυτών απο χιµαιρικούς µεριστωµατικούς ιστούς (25).  

Με βάση την υπάρχουσα βιβλιογραφία το ποσοστό επιτυχίας του µετασχηµατισµού 

φυτών βαµβακιού (ξένων ποικιλιών) µέσω της διαδικασίας αναγέννησης απο 

µεριστωµατικά κύτταρα συνδυαζόµενη µε την µέθοδο διχοτόµησης των µεριστωµατικών 

ιστών (για έκθεση των L2 και  L3 κυτταρικών στρωµάτων)  υπολογίζεται στο επίπεδο 

του 0,1 % ή και µεγαλύτερο ανεξάρτητα της µεθόδου µετασχηµατισµού (86). 
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Το ενδιαφέρον µας εστιάστηκε στην τροποποίηση του βιοσυνθετικού µονοπατιού 

των φλαβονοειδών σε πειράµατα γενετικής τροποποίησης φυτών ποικιλιών βαµβακιού 

µε την χρήση κατάλληλων «ετερόλογων» γονιδίων για ένζυµα των βιοχηµικών 

αντιδράσεων-κλειδιών, για την επίτευξη φυσικού χρώµατος στο βαµβάκι και την 

µετατροπή της άχρωµης ίνας σε έγχρωµη. Κάποια απο τα γονίδια αυτά (δυαδικός 

φορέας) µεταφέρθηκαν επιτυχώς µε την εφαρµογή δυο µεθόδων (βακτηρικής σύζευξης 

και ηλεκτοπόρωσης) σε αγροβακτηριακά στελέχη χωρίς να πραγµατοποιηθούν 

µολύνσεις εκφύτων, τα οποία στη συνέχεια θα εισέρχονταν στο σχεδιασµένο πρόγραµµα 

µικροπολλαπλασιασµού για την αναγέννηση των  φυτών. 

  Αντ’αυτού διερευνήθηκε η δυνατότητα εφαρµογής µεθόδου παροδικής έκφρασης 

γονιδίων σε φυτά βαµβακιού µε τη µέθοδο της «αγροέγχυσης». Η µέθοδος αποδείχθηκε 

ελπιδοφόρα στα κοτυληδονόφυλλα νεαρών φυτών βαµβακιού. 

Πιστεύουµε ότι για τον επιτυχή γενετικό µετασχηµατισµό και παραγωγή έγχρωµης 

ίνας στο βαµβάκι θα πρέπει να ξεπεραστούν µια σειρά από τεχνικά προβλήµατα που 

σχετίζονται µε: α) την ανάγκη ταυτόχρονης εισαγωγής και έκφρασης περισσοτέρων του 

ενός γονιδίων του συγκεκριµένου βιοσυνθετικού µονοπατιού, β) την ιστοειδική έκφραση 

γονιδίων «χρώµατος» στην ίνα και όχι και στους υπόλοιπους ιστούς.  

Για τον πρώτο σκοπό θα πρέπει να κατασκευαστούν ειδικοί φορείς 

(πολυγονιδιακές κασσέτες), για τον δεύτερο σκοπό θα πρέπει να αποµονωθούν ειδικοί 

υποκκινητές (promoters) που θα λειτουργούν ενεργά κατά προτίµηση στη διάρκεια της 

µορφογένεσης της ίνας. Ήδη είναι γνωστοί δυο τέτοιοι υποκκινητές , ο Ε6 που έχει ήδη 

χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία σε πειράµατα γενετικής τροποποίησης βαµβακιού µε στόχο 

την παραγωγή πολυϋδρόξυβουτυρικού οξέος στην ίνα (µε το γονίδιο pha, της 

συνθετάσης του πολυϋδρόξυαλκανοϊκού) και την παραγωγή βιοπλαστικής ίνας 

βαµβακιού (39, 49) και ο FbL 2A  που αφορά την βιοσύνθεση κυτταρίνης στην ίνα και 

έχει χρησιµοποιηθεί σε παρόµοιες προσπάθειες γενετικής τροποποιήσης (73). 
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