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2.2 ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

 

H ηθαλόηεηα δεκηνπξγίαο νιόθιεξσλ θπηώλ από θαιιηεξγνύκελα θπηά κε ηελ 

κέζνδν ηεο ηζηνθαιιηέξγεηαο είλαη κηα ηθαλνπνηεηηθή κέζνδνο πνιιαπιαζηαζκνύ 

πνπ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε αξθεηά θπηά. Γηα ηα θπηά ηεο νηθνγέλεηαο Proteaceae 

έρνπλ θαηαγξαθεί ειάρηζηεο αλαθνξέο γηα ηνλ πνιιαπιαζηαζκό ηνπο in vitro. Ο 

απώηεξνο ζθνπόο απηήο ηεο εξγαζίαο είλαη λα δηαζηαπξσζνύλ θαη λα κειεηεζνύλ 

αλ ηα θπηά Leucospermum “sunrise” κπνξνύλ λα ξηδνβνιήζνπλ εύθνια θαη 

επηηπρώο ζε ζπλζήθεο in vitro. 

 

2.2.1 Τλικά και εργαζηηριακές ζσζκεσές ποσ τρηζιμοποιήθηκαν καηά ηη 

διάρκεια ηων πειραμάηων 

 

Η παξαζθεπή ηνπ ζξεπηηθνύ ππνζηξώκαηνο πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ 

ηζηνθαιιηέξγεηα απαηηεί δηάθνξα πιηθά θαη ζπζθεπέο. Σηνπο Πίλαθεο 2.1. θαη 2.2. 

ζπλνςίδνληαη ηα πιήξε ζηνηρεία ηνπ πιηθνύ, θαζώο θαη ε πξνέιεπζε απηώλ, όπσο 

επίζεο θαη νη ηύπνη θαη πξνέιεπζε όισλ ησλ εξγαζηεξηαθώλ ζπζθεπώλ. 

Πεξηζζόηεξα ζηνηρεία ή ιεπηνκέξεηεο πνπ ηπρόλ απαηηνύληαη γηα ην θαζέλα από 

απηά, είλαη δηαζέζηκα ζηνλ αληίζηνηρν θσδηθό ηεο θάζε εηαηξίαο. 

 

Πίνακας 2.1. Υιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαηά ηελ παξαζθεπή ζξεπηηθνύ 

ππνζηξώκαηνο θαη θαηά ηελ εξγαζία ζηελ ηξάπεδα 

Όνομα Εηαιρία  Κωδικός σνθήκες 

αποθήκεσζης 

MS Murashige and Skoog 

basal medium 

SIGMA #M5519 Θεξκνθξαζία 

4
ν
C 

Sucrose, Grade I SIGMA #S5390-1KG Θεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ 

Sucrose, Grade II SIGMA #55391-IKG Θεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ 

Phytagel, plant cell culture 

tested, powder 

SIGMA #P8169-250G Θεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ 

Ethanol 99% denatured J.T. Baker #3408 Θεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ 
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Πίνακας 2.2. Σπζθεπέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή θαη θαηά ηελ 

εξγαζία ζηελ ηξάπεδα 

 

Όνομα Εηαιρία Κωδικός 

Ζπγαξηά αθξηβείαο Precisa 62A #14879 

Ζπγαξηά αλαινγηθή Kern Kb #031679 

Drying oven  Trade Raypa #DOD-150 

Steam sterilizer Trade Raypa #AE-75 DRY 

Θεξκηθή Εζηία / Μαγλεηηθόο 

αλαδεπηήξαο 

Snijders Scientific #34532 

Επηηξαπέδηνο απνζηεηξσηήο μεξνύ 

ηύπνπ (Steri-250) 

Swiss #250 

Τξάπεδα λεκαηηθήο ξνήο ESCO  

 

 

2.2.2.  Διαδικαζία παραζκεσής θρεπηικού σποζηρώμαηος 

 

Ξεθηλώληαο ηελ παξαζθεπή ηνπ ζξεπηηθνύ ππνζηξώκαηνο πξέπεη λα γίλεη 

ππνινγηζκόο ηεο πνζόηεηαο ηνπ θάζε πιηθνύ πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζεί. Γηα 1000ml 

ζξεπηηθνύ δηαιύκαηνο πξέπεη λα ρξεζηκνπνηεζνύλ νη εμήο ρεκηθέο νπζίεο 

 MS (4,4gr/l)   4,4gr 

 Sucrose II (2%)  20gr 

 Agar(0,8%)   8gr 

Σηα πεηξάκαηα πνπ ζα πξαγκαηνπνηεζνύλ ζε 50% MS, γηα 1000ml ζξεπηηθνύ 

δηαιύκαηνο θαη ηα πιηθά ζα είλαη ζηηο εμήο ηηκέο. 

 MS (4,4gr/l)   2,2gr 

 Sucrose II (2%)  20gr 

 Agar(0,8%)   8gr 

Σηα πεηξάκαηα πνπ ζα πξαγκαηνπνηεζνύλ ζε 50% MS, γηα 600ml ζξεπηηθνύ 

δηαιύκαηνο θαη ηα πιηθά ζα είλαη ζηηο εμήο ηηκέο. 

 MS (4,4gr/l)   1,32gr 

 Sucrose II (2%)  12gr 

 Agar (0,8%)   4,8gr 
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Σηα πεηξάκαηα πνπ ζα πξαγκαηνπνηεζνύλ ζε 50% MS, γηα 600ml ζξεπηηθνύ 

δηαιύκαηνο θαη IBA 1ppm ηα πιηθά ζα είλαη ζηηο εμήο ηηκέο. 

 MS (4,4gr/l)    0,66gr 

 Sucrose II (2%)   6gr 

 IBA stock (10mg/100ml)  3ml 

 Agar (0,8%)    2,4gr 

Σηα πεηξάκαηα πνπ ζα πξαγκαηνπνηεζνύλ ζε 50% MS, γηα 600ml ζξεπηηθνύ 

δηαιύκαηνο θαη IBA 3ppm ηα πιηθά ζα είλαη ζηηο εμήο ηηκέο. 

 MS (4,4gr/l)    0,66gr 

 Sucrose II (2%)   6gr 

 IBA stock (10mg/100ml)  9ml 

 Agar (0,8%)    2,4gr 

 

Σε θσληθή θηάιε ησλ 1000ml κεηαθέξνληαη 700ml απηνληνζκέλνπ λεξνύ θαη 

ηνπνζεηείηαη έλαο καγλεηηθόο αλαδεπηήξαο. Σηε ζπλέρεηα ηνπνζεηείηαη πάλσ ζε 

έλα ζεξκηθό/καγλεηηθό αλαδεπηήξα θαη ηίζεηαη ζε ιεηηνπξγία ε αλάδεπζε. 

Ζπγίδνληαη 20gr Sucrose II θαη πξνζζέηνληαη ζηελ θσληθή θηάιε. Η Sucrose II 

είλαη ηα πξώην πιηθό γηαηί δηαιύεηαη πην δύζθνια από ηα ππόινηπα. Έπεηηα 

δπγίδνληαη 4,4 ή 2,2gr (γηα ηα 50% MS) από ην ζξεπηηθό MS ζηε δπγαξηά θαη 

κεηαθέξνληαη ζηελ θσληθή θηάιε. Σηελ ζπλέρεηα θιείλεη ν αλαδεπηήξαο θαη 

ζπκπιεξώλεηαη κε απηνληζκέλν λεξό σο ηα 1000ml. Τίζεηαη μαλά ζε ιεηηνπξγία ν 

αλαδεπηήξαο. Γίλεηαη ε κέηξεζε θαη κεηά ε ξύζκηζε ηνπ pH πνπ πξέπεη λα είλαη 

pH 5,8. Φξεζηκνπνηήζεθαλ δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο KOH γηα αύμεζε ηνπ pH 

θαη HCl γηα κείσζή ηνπ. Έπεηηα δπγίδνληαη 8gr από ηελ πεθηηθή νπζία Agar, 

πξνζζέηνληαη ζηελ θσληθή θηάιε θαη αθνινπζεί ζέξκαλζε γηα πεξίπνπ 30 ιεπηά 

κέρξη ην δηάιπκα λα γίλεη δηαπγέο.  

Σηε ζπλέρεηα κεηαθέξνληαη πεξίπνπ 25-30ml ζε βαδάθηα (δηαζηάζεσλ 6cm 

δηάκεηξν x 9,5cm ύςνο). Πάλσ ζην θάζε βαδάθη ζεκεηώλεηαη ε εκεξνκελία 

παξαζθεπήο θαη ην όλνκα ηνπ ππνζηξώκαηνο. Τέινο ηπιίγνληαη κε ραξηί πνπ 

γξάθεηαη επάλσ ε εκεξνκελία παξαζθεπήο θαη ε ζύζηαζε ηνπ ζξεπηηθνύ 

ππνζηξώκαηνο. Έπεηηα κπαίλνπλ ζηνλ θιίβαλν πγξήο απνζηείξσζεο. Η 

απνζηείξσζε γίλεηαη ζηνπο 121
ν
C γηα 20 ιεπηά ηεο ώξαο. 



ΙΣΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΣΟΤ LEUCOSPERMUM “SUNRISE” 33 

 

ΠΣΤΥΙΑΚΗ  ΕΡΓΑΙΑ ΜΑΡΙΑ  ΔΡΙΣΑ ΜΑΡΣΙΟ   2010 

 

Μόιηο ηειεηώζεη ε δηαδηθαζία ηεο απνζηείξσζεο κεηαθέξνληαη ηα βαδάθηα από 

ηνλ θιίβαλν θαη ηνπνζεηνύληαη ζηνλ πάγθν ηνπ εξγαζηεξίνπ κέρξη λα θξπώζνπλ 

θαη λα πήμεη ην ζξεπηηθό ππόζηξσκα. Σηε ζπλέρεηα ηνπνζεηνύληαη ζην ςπγείν 

κέρξη λα ρξεζηκνπνηεζνύλ. 

 

2.2.3.  Προεηοιμαζία εκθύηων και απολύμανζη 

 

Γηα ηελ εγθαηάζηαζε κνζρεπκάησλ από θπηά ηνπ Leucospermum “sunrise” έγηλε 

ε ζπιινγή από ηα θπηά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζην πείξακα θαη θόπεθαλ νη 

θνξπθέο ηνπ θπηνύ . Έπεηηα ηνπνζεηήζεθαλ ζε βαδάθη όπνπ μεπιύζεθαλ κε λεξό 

γηα λα απνκαθξπλζνύλ ηα ρώκαηα. Σηε ζπλέρεηα παξαζθεπάζηεθε ην δηάιπκα 

ρισξίλεο 20% θαη πξνζηίζεηαη 2 ζηαγόλεο Tween-20. Τν Tween-20 είλαη έλα 

είδνο ζαπνπληνύ πνπ βνεζάεη λα πξνζθνιιήζνπλ ηα ελεξγά ζπζηαηηθά ηεο 

ρισξίλεο πάλσ ζηα έθθπηα. Τα κνζρεύκαηα αθνύ μεπιύζεθαλ ηνπνζεηήζεθαλ 

ζην δηάιπκα ρισξίλεο γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ε απνιύκαλζε. Η δηαδηθαζία ηεο 

απνιύκαλζεο κε ρισξίλε δηαξθεί 10 ιεπηά θαη γίλεηαη κε αλαθίλεζε. Μεηά ηελ 

απνιύκαλζε πξέπεη λα μεπιπζεί ε ρισξίλε από ηα κνζρεύκαηα. Η δηαδηθαζία 

απηή πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ ηξάπεδα εξγαζίαο. Πξνζηέζεθε λεξό ζην ζθεύνο 

πνπ βξίζθνληαλ ηα κνζρεύκαηα θαη αθνινύζεζε αλαθίλεζε γηα 1 ιεπηό. Η 

δηαδηθαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε 3-4 θνξέο κέρξη λα μεπιπζνύλ ηειείσο ηα 

κνζρεύκαηα θαη λα κελ δεκηνπξγνύληαη θπζαιίδεο εμαηηίαο ηνπ ζαπνπληνύ. 

Μόιηο μεπιύζεθαλ ήηαλ έηνηκα λα ηνπνζεηεζνύλ ζε βαδάθηα κε ζξεπηηθό 

ππόζηξσκα (Εηθόλα 2.1). Σε θάζε βαδάθη ηνπνζεηήζεθαλ 4 έθθπηα. Σηε ζπλέρεηα 

κεηαθέξζεθαλ ζην ζάιακν αλάπηπμεο. 

 

2.2.4. Προεηοιμαζία ηράπεζας νημαηικής ροής και διαδικαζία 

ιζηοκαλλιέργειας 

 

Τέζεθε ζε ιεηηνπξγία ε ηξάπεδα λεκαηηθήο ξνήο θαη ν επηηξαπέδηνο 

απνζηεηξσηήο μεξνύ ηύπνπ όπνπ είλαη έηνηκα γηα ρξήζε ζε πεξίπνπ 15 ιεπηά. 

Πξώηα έγηλε ε παξαζθεπή ηεο αηζαλόιεο 70% γηαηί ε απνζηείξσζε είλαη πνιύ 

βαζηθή κέζα ζηελ ηξάπεδα. Φξεζηκνπνηήζεθαλ 70% αηζαλόιε θαη 30% 

απηνληζκέλν λεξό. Υπήξραλ απνζηεηξσκέλα ραξηηά, πιάθεο θαη εξγαιεία (ιαβίδεο 

θαη λπζηέξηα) γηα ηελ έλαξμε ηεο δηαδηθαζίαο ηα νπνία ήηαλ ηπιηγκέλα ζε 
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αινπκηλόραξην θαη είραλ απνζηεηξσζεί ζηνλ θιίβαλν μεξνύ ηύπνπ. Με έλα άζπξν 

ραξηί (ηύπνπ θνπδίλαο) θαη δηάιπκα αηζαλόιεο 70% ζθνππίζηεθαλ όια ηα 

εζσηεξηθά ηνηρώκαηα ηεο ηξάπεδαο λεκαηηθήο ξνήο. Μεηαθέξζεθαλ ηα βαδάθηα 

κε ην ππόζηξσκα. Σηε ζπλέρεηα ηνπνζεηήζεθαλ ηα εξγαιεία ζηνλ επηηξαπέδην 

απνζηεηξσηή θαη αθέζεθαλ κέρξη λα απνζηεηξσζνύλ. Ξεηπιίρηεθε ε πιάθα από 

ην αινπκηλόραξην θαη ηνπνζεηήζεθε ζηε κέζε ηεο ηξάπεδαο. Τα απνζηεηξσκέλα 

ραξηηά αθέζεθαλ κέζα ζηελ ηξάπεδα.  

Οη ςεθαζκνί θαη ζθνύπηζκα ηνπ ρώξνπ ηεο λεκαηηθήο ξνήο κε αηζαλόιε είλαη 

ζπλερείο. Τνπνζεηήζεθε πάλσ ζηελ πιάθα έλα απνζηεηξσκέλν ραξηί όπνπ ζηε 

ζπλέρεηα κεηαθέξζεθαλ ηα κηθξόθπηα πξνο εγθαηάζηαζε ζηα ζξεπηηθά 

ππνζηξώκαηα. Κόπεθε ε βάζε ηνπ βιαζηνύ θαη κεηαθέξζεθαλ ζην βαδάθη κε ην 

λέν ζξεπηηθό ππόζηξσκα. Σε θάζε βαδάθη ηνπνζεηήζεθαλ 4 θπηά. Σην βαδάθη 

ζεκεηώλεηαη ν θσδηθόο ηνπ θπηνύ, ε εκεξνκελία θαη ην όλνκα ηνπ ππεύζπλνπ 

πνπ εξγάζηεθε κε ην πείξακα. Μεηά από θάζε ρξήζε ηα εξγαιεία 

απνζηεηξώλνληαλ. Σηε ζπλέρεηα ηα θαηλνύξηα βαδάθηα κεηαθέξζεθαλ ζην ζάιακν 

αλάπηπμεο ζηνπο 22
ν
C. 


