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Άσκηση 8
η
  

Ιστοκαλλιέργεια – Απολύµανση και φύτευση εκφύτων – 
Μεταφορά εκφύτων σε επόµενο στάδιο 

Όπως αναφέρθηκε και στην προηγούµενη άσκηση, το σηµαντικότερο ίσως στάδιο της 
ιστοκαλλιέργειας είναι αυτό της εγκατάστασης. Βασικό σηµείο στο στάδιο αυτό 
αποτελεί η απολύµανση των εκφύτων. Πάρα πολλές φορές αποτυγχάνει η προσπάθεια 
καλλιέργειας in vitro ενός είδους, λόγω της αδυναµίας επιτυχούς απολύµανσης των 
εκφύτων. 
 
Κοπή και απολύµανση εκφύτων. 
Λαµβάνουµε από φυτά που αναπτύσσονται ex vitro νεαρή βλάστηση, η οποία 
µεταφέρεται στο εργαστήριο για τις περεταίρω µεταχειρίσεις. Η µεταφορά γίνεται 
είτε υπό χαµηλή θερµοκρασία και υψηλή σχετική υγρασία είτε µέσα σε νερό, προς 
αποφυγή µάρανσης. Ανανεώνονται στο εργαστήριο οι τοµές των βλαστών και 
κόβονται τα έκφυτα. Συνήθως τα έκφυτα προς πολλαπλασιασµό καρποφόρων 
δένδρων είναι είτε βλαστοκορυφές είτε κοµβικά έκφυτα (µε ένα ή περισσότερους 
κόµβους). Συνήθως κόβονται τα φύλλα, γιατί αποτελούν εστία µολύνσεως ενώ 
παράλληλα µε την κοπή των φύλλων δηµιουργείται το ερέθισµα προς έκπτυξη του εν 
µασχάλη οφθαλµού. Καθώς κόβονται τα έκφυτα τοποθετούνται µέσα σε νερό προς 
αποφυγή αφυδάτωσης. Όταν ολοκληρωθεί η κοπή µπορεί να ακολουθήσει, πριν την 
απολύµανση, πλύσιµο των εκφύτων µε τρεχούµενο νερό βρύσης, για να ξεπλυθούν 
τυχόν σκόνες, µικροοργανισµοί και γενικά βρωµιές που µπορεί να αποτελέσουν εστία 
µόλυνσης. Η διάρκεια αυτής της πλύσης κυµαίνεται από µερικά λεπτά έως και λίγες 
ώρες. Στη συνέχεια ακολουθεί απολύµανση των εκφύτων. 
Όπως αναφέρθηκε στην προηγούµενη άσκηση τα απολυµαντικά που χρησιµοποιούµε 
στην ιστοκαλλιέργεια έχουν ως βάση την απολυµαντική ικανότητα του χλωρίου ή του 
οξυγόνου ή της αλκοόλης. Μπορεί βέβαια να γίνει και συνδυασµός όλων αυτών, όταν 
οι πιο ήπιες µέθοδοι απολύµανσης αποτυγχάνουν. 
Το πιο σύνηθες απολυµαντικό είναι το υποχλωριώδες νάτριο, το οποίο 
χρησιµοποιείται σε διάφορες συγκεντρώσεις και σε διάφορους χρόνους. Συνήθως οι 
συγκεντρώσεις που χρησιµοποιούνται κυµαίνονται από 8-12% κ.ό. ετοιµόχρηστο 
υποχλωριώδες νάτριο, ενώ αυξάνονται σηµαντικά όταν πρόκειται για απολύµανση 
σπόρων και µπορούν να φτάσουν το 30-60% κ.ό. λόγω του ότι οι σπόροι αντέχουν 
περισσότερο σε υψηλότερη συγκέντρωση απολυµαντικού, ενώ λόγω των 
περιβληµάτων τους είναι και πιο δύσκολη η απολύµανσή τους. Ο χρόνος που 
παραµένουν τα έκφυτα στο διάλυµα του απολυµαντικού κυµαίνεται και αυτός από 
µερικά λεπτά έως και µισή ώρα. Συνήθως στο εργαστήριό µας χρησιµοποιούµε 
συγκεντρώσεις που κυµαίνονται από 10-15% κ.ό. για 10-12 λεπτά της ώρας υπό 
συνεχή ανάδευση. Καλό είναι στο διάλυµα του απολυµαντικού να προστίθεται και 
κάποιο προσκολλητικό, προς µείωση της επιφανειακής τάσης του διαλύµατος όταν 
έρθει σε επαφή µε το έκφυτο, ώστε να έχουµε πληρέστερη και οµοιόµορφη κάλυψη 
της επιφάνειας αυτού. Συνήθως χρησιµοποιείται το προσκολλητικό Tween 20 σε 
συγκέντρωση 2-3 σταγόνων ανά 100 ml. Τα έκφυτα αναδεύονται συνεχώς µέσα στο 
διάλυµα, προς αποφυγή εγκλωβισµού αέρα και δηµιουργία θύλακα, που θα αποτρέψει 
την καλή εφαρµογή του απολυµαντικού. Πολλές φορές καταφεύγουµε και σε 
απολύµανση υπό κενό ή σε λουτρό υπερήχων, µε µη σταθερά όµως µέχρι στιγµής 
αποτελέσµατα. 
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Η αιθανόλη (αιθυλική αλκοόλη) χρησιµοποιείται συνήθως σε συνδυασµό µε το 
υποχλωριώδες νάτριο και πριν από αυτό. Η συγκέντρωση που χρησιµοποιούµε είναι 
συνήθως 75% κ.ό. για 10-30 sec. Η αιθανόλη βοηθά στην µερική αποµάκρυνση των 
κηρών από το έκφυτο µε αποτέλεσµα την καλύτερη επαφή του απολυµαντικού µε όλη 
την επιφάνεια του εκφύτου, ενώ παράλληλα δρα η ίδια ως απολυµαντικό. 
Αµέσως µετά την απολύµανση ακολουθεί καλό ξέπλυµα (τουλάχιστον τρεις φορές) 
µε απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό, προς ξέπλυµα της περίσσειας του 
απολυµαντικού, η οποία µπορεί να προκαλέσει τοξικότητα. Γίνεται αντιληπτό πλέον, 
ότι από τη στιγµή που απολυµανθούν τα έκφυτα όλες οι εργασίες πρέπει να γίνονται 
µε αποστειρωµένα υλικά και µέσα στο θάλαµο νηµατικής ροής (Εικόνα 1), υπό 
ασηπτικές συνθήκες. Τα απολυµασµένα πλέον έκφυτα είναι έτοιµα να φυτευτούν στο 
υπόστρωµα εγκατάστασης. 
 
Φύτευση εκφύτων. 
Η φύτευση των εκφύτων στο στάδιο εγκατάστασης καλό είναι να γίνεται σε σωλήνες, 
ώστε να φυτεύουµε ένα έκφυτο ανά σωλήνα. Αυτό είναι πολύ σηµαντικό αφού αν 
κάποιο από τα έκφυτα δεν έχει απολυµανθεί σωστά, τότε αυτό απορρίπτεται. Αν το 
έκφυτο αυτό βρίσκονταν στην ίδια κωνική φιάλη ή δοχείο µε άλλα έκφυτα θα 
απορρίπτονταν και αυτά, άσχετα αν εµφάνιζαν συµπτώµατα µόλυνσης ή όχι. Με 
αυτόν τον τρόπο κάνουµε οικονοµία στα έκφυτα και στο υπόστρωµα. 
Τα έκφυτα λαµβάνονται από το ποτήρι ζέσεως όπου βρίσκονται µε απολυµασµένη 
λαβίδα και φυτεύονται µε τη σωστή πολικότητα στο υπόστρωµα, συνήθως µέχρι τη 
µέση του µήκους των. Στη συνέχεια µεταφέρονται στο θάλαµο ιστοκαλλιέργειας, 
όπου θα παραµείνουν για ένα διάστηµα περίπου 4 εβδοµάδων. 
Με το πέρας των 4 εβδοµάδων τα έκφυτα µεταφέρονται σε νέο υπόστρωµα, συνήθως 
σε κωνικές φιάλες ή βάζα (στάδιο βλαστογένεσης), µε περισσότερο υπόστρωµα και 
συνήθως περισσότερα έκφυτα ανά φιάλη ή βάζο. Σε αυτό το στάδιο παραµένουν τα 
έκφυτα για περίπου 8 εβδοµάδες. Για φυτικά είδη που χαρακτηρίζονται από µικρή 
ανάπτυξη πλάγιων βλαστών in vitro όπως είναι η ελιά, λόγω της ισχυρής κυριαρχίας 
κορυφής, η µεταφύτευση µπορεί  να γίνει και πάλι σε σωλήνες, ατοµικά κάθε έκφυτο. 
Σε είδη που η ανάπτυξη είναι ταχεία, ο χρόνος παραµονής στο στάδιο αυτό µπορεί να 
µειωθεί, πχ. ακτινίδιο. Αν µετά το τέλος του σταδίου εγκατάστασης παρατηρείται 
νέκρωση του κάτω µέρους του εκφύτου, µπορούµε να προχωρήσουµε σε ανανέωση 
της τοµής πριν τη φύτευση στο νέο υπόστρωµα. Αυτό βέβαια αυξάνει το χρόνο που 
απαιτείται για τη µεταφύτευση, αφού η όλη διαδικασία γίνεται πιο πολύπλοκη. 
Με το πέρας των 8 εβδοµάδων κόβονται νέοι βλαστοί µήκους περί το 1 εκατοστό και 
µεταφέρονται σε υπόστρωµα ριζοβολίας, σε ατοµικούς σωλήνες ή βάζα-κωνικές 
καλλιέργειας (στάδιο ριζοβολίας). Στο στάδιο αυτό τα έκφυτα παραµένουν για 
περίπου 4-6 εβδοµάδες, ανάλογα την ευκολία ριζοβολίας. 
Με το πέρας της ριζοβολίας τα έριζα πλέον έκφυτα πρέπει να σκληραγωγηθούν και 
να εγκλιµατιστούν σε ex vitro συνθήκες. Επειδή τα έκφυτα µεγαλώνουν µέσα στους 
σωλήνες ή στις κωνικές σε ένα περιβάλλον κεκορεσµένης ατµόσφαιρας, δεν είναι 
απαραίτητο να σχηµατιστεί κηρός στην επιφάνεια των φύλλων. Επίσης έχει 
παρατηρηθεί ότι οι ρίζες των εκφύτων δεν χαρακτηρίζονται από την παρουσία 
πολλών ριζικών τριχιδίων, αφού το υπόστρωµα ανάπτυξης αποτελείται σχεδόν κατά 
98% από νερό, και έτσι δεν είναι απαραίτητη η παρουσία τριχιδίων προς 
απορρόφηση. Αυτές οι δύο µορφολογικές και ανατοµικές καταστάσεις των εκφύτων 
επιβάλλουν τον εγκλιµατισµό τους σε ex vitro συνθήκες σταδιακά, ώστε να µην 
έχουµε απώλειες από αφυδάτωση, µάρανση και τελικώς νέκρωση, τόσο λόγω 
αδυναµίας απορρόφησης νερού από τα λιγοστά ριζικά τριχίδια όσο και από την 
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ταχύτατη απώλεια νερού από τα φύλλα, λόγω έλλειψης προστατευτικού κηρού. Η 
σκληραγώγηση καλό είναι να γίνεται σε µονάδα υδρονέφωσης ή να φροντίζουµε 
ώστε να ψεκάζουµε τα έκφυτα συχνά µε νερό µε ένα ψεκαστηράκι µέσα στο θάλαµο 
ιστοκαλλιέργειας ή εκτός αυτού. Η µεταφορά των έρριζων εκφύτων γίνεται αφού 
βγάλουµε τα έκφυτα από το δοχείο καλλιέργειας, αποµακρύνουµε µε ξέπλυµα το 
υπόστρωµα από τις ρίζες και φυτεύσουµε τα έκφυτα σε υπόστρωµα, συνήθως µείγµα 
τύρφης – περλίτη ή µόνο βερµικουλίτη. Φροντίζουµε ώστε τα φύλλα των εκφύτων να 
είναι µονίµως καλυµµένα µε ένα στρώµα νερού προς αποφυγή απώλειας νερού και 
αφυδάτωσης. Ο εγκλιµατισµός έχει πετύχει όταν διαπιστωθεί ανάπτυξη νέας 
βλάστησης οπότε τα φυτά πλέον µεταφέρονται εκτός θερµοκηπίου ή θαλάµου και 
αναπτύσσονται στο ύπαιθρο.  
Πολλές φορές στο υπόστρωµα που χρησιµοποιούµε κατά τη σκληραγώγηση 
µπορούµε να εµβολιάσουµε µυκόρριζες οι οποίες µπορούν να αυξήξσουν τα ποσοστά 
επιτυχούς σκληραγώγησης των εκφύτων. 
 
Πρακτικό µέρος. 

• Γνωριµία των φοιτητών µε το θάλαµο ιστοκαλλιέργειας και µε ήδη 
καλλιεργούµενα in vitro φυτά στα διάφορα στάδια ιστοκαλλιέργειας 

• Απολύµανση εκφύτων 
• Φύτευση εκφύτων σε υπόστρωµα εγκατάστασης 
• Μεταφορά εκφύτων από υπόστρωµα εγκατάστασης σε υπόστρωµα 

βλαστογένεσης 
• Μεταφορά εκφύτων από υπόστρωµα βλαστογένεσης σε υπόστρωµα 

ριζοβολίας 
• Παρακολούθηση εγκλιµατισµού έρριζων εκφύτων 
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Εικόνα 1. Θάλαµος νηµατικής ροής (συνεχούς ροής αέρα). 

  
 


