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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 
ΝΑΑ   α-ναφθαλινοξεικό οξύ 

ROS   ενεργές µορφές οξυγόνου 

Kin   κινετίνη 

2, 4-D   2,4-διχλωροφαινοξυοξεικό οξύ 

µg/kg   µιλλιγκραµ/κιλό   (χιλιόγραµµο ανά κιλό) 

NCI National Cancer Institute (Εθνικό Ινστιτούτο Καρκίνου 

Η.Π.Α.) 

CPTs    καπτοθεκίνες  

CaCl2   χλωριούχο ασβέστιο 

HgCl2   χλωριούχος υδράργυρος 

min   minutes (λεπτά) 

mg/lt   χιλιογραµµάρια ανά λίτρο 

ΒΑ   6-βενζυλαδενίνη 

ΑΤ   άθροισµα τετραγώνων 

ΒΕ   βαθµοί ελευθερίας 

ΜΤ   µέσα τετράγωνα 

Α.Ο.   ασκορβικό οξύ 

γρ   γραµµάρια 

MS   θρεπτικό υπόστρωµα τύπου Murashige & Skoog 

ΗΜΙΚΥΤΤ  ηµικυτταρίνη 

ml/lt   χιλιόλιτρα ανά λίτρο 

∆ΙΗΘ   διήθηµα 

ΚΥΤΤΑΡ  κυτταρίνη 

CH3COONa  οξικό νάτριο 

g/lt   γραµµάρια ανά λίτρο 

g   γραµµάρια 

Ν.Β.   νωπό βάρος 

Ξ.Β.   ξηρό βάρος 

Alt-4   αλδοτετραουρονικό οξύ 

Γ1Β   εκχύλισµα από ιξό     
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Ε1Β   εκχύλισµα από έλατο 

εβδ.   εβδοµάδες 

K   κάλιο 

P   φώσφορος 

Mg   µαγνήσιο 

ppm   µέρη στο εκατοµµύριο 

Μ.Ο.   µέσος όρος 

Fe   σίδηρος 

Mn   µαγγάνιο 

Zn   ψευδάργυρος 

Cu   χαλκός 

B   βόριο 

8P   8 µέρη πεκτινάσης 

7C   7 µέρη κυτταρινάσης 

µ.ο.β.κ.  µέσος όρος βάρους κάλου  

φ.   φύλλο 

β/ο   βάρος κατά όγκο 

o/o   όγκος κατά όγκο 

NaOH   καυστικό νάτριο 

HCl   υδροχλώριο 

ΙΑΑ   ινδολοοξεικό οξύ 

cw   εκχύλισµα καρύδας (coconut water) 

h   ώρες 

H2SO4   θειϊκό οξύ 

nm   νανόµετρο 

HNO3   νιτρικό οξύ 

HClO4   υπερχλωριώδες οξύ 

mA   χιλιοΑµπέρ 

kDa   κιλοντάλτον 

BFU-E   φυσιολογική κυτταρική σειρά ανθρωπίνων ερυθροκυττάρων 

CFU-GM  φυσιολογική κυτταρική σειρά ανθρωπίνων ερυθροκυττάρων 

VERO   φυσιολογική κυτταρική σειρά νεφρικών κυττάρων πιθήκου 

PC12 καρκινική κυτταρική σειρά από επινεφριδιακά κύτταρα      

αρουραίου 
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Περίληψη 
 

Η αποδεδειγµένη δράση και χρήση του ιξού για την αντιµετώπιση διαφόρων 
παθήσεων στην ιατρική (έγκριση από το FDA- Η.Π.Α, έγκριση κυκλοφορίας σε 
χώρες της Ευρώπης) όπως νευρολογικές, καρδιακές και σήµερα περισσότερο για 
διάφορες µορφές καρκίνου, το κατέστησαν αντικείµενο ενδιαφέροντος από πολλούς 
µελετητές. Θεωρείται ότι διεγείρει το ανοσοποιητικό σύστηµα και επηρεάζει τη 
διαδικασία της διαφοροποίησης των καρκινικών κυττάρων και της κυτταρικής 
απόπτωσης. Χρησιµοποιείται και στην πρόληψη του καρκίνου σε ασθενείς υψηλού 
κινδύνου, όπως ασθενείς µε ελκώδη κολίτιδα, δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας, 
θηλωµάτωση της ουροδόχου κύστης και πολύποδα παχέος εντέρου.   

Η παρούσα µελέτη εστιάστηκε στην σωµατική εµβρυογένεση και άλλες 
πλεονεκτικές πλευρές της ιστοκαλλιέργειας που θα µπορούσαν να βοηθήσουν στην 
χρήση του ιξού ως φαρµακευτικό φυτό, µέσω της εφαρµογής βιοτεχνολογικών 
µεθόδων, εφόσον η έως, πριν την παρούσα µελέτη, επιβεβαιωµένη έρευνα µε 
ιστοκαλλιέργεια στο Viscum album ήταν περιορισµένη σ’ ένα πολύ µικρό αριθµό 
µελετών. 

Λόγω της ηµι-παρασιτικής φύσης του συγκεκριµένου είδους, είναι πολύ 
δύσκολο ν’ αναπαραχθεί. Η βιοτεχνολογία µπορεί να προσφέρει µια εναλλακτική 
µέθοδο παραγωγής αξιόλογης ποσότητας βιοµάζας του ιξού σ’ ένα σχετικά σύντοµο 
χρόνο, είτε µέσω κυττάρων ή αναπαραγόµενων κάλων, ή σωµατικής εµβρυογένεσης.     

Προκειµένου να καθοριστούν οι άριστες συνθήκες για την ιστοκαλλιέργεια 
του ιξού (Viscum album), µελετήθηκαν τα αποτελέσµατα σε διάφορα φυτικά µέρη 
(άνθη, βλαστοί, φύλλα, καρποί), εποχή συγκοµιδής, (χειµώνας, καλοκαίρι), µέθοδοι 
απολύµανσης του εκφύτου, ρυθµιστές αύξησης και καλλιεργητικά µέσα. Μόνο 
έκφυτα προερχόµενα από φυτά το χειµώνα ανταποκρίθηκαν στις καλλιεργητικές 
συνθήκες και η µεγαλύτερη συγκέντρωση φρέσκου κάλου παρατηρήθηκε στον 
συνδυασµό 4.95 µM NAA + 2.82 µΜ BA. Περισσότεροι κάλοι παρήχθησαν από 
έκφυτα βλαστού, αλλά τα καλλιεργούµενα έκφυτα φύλλων έδωσαν γρηγορότερα 
κάλους. Η προσθήκη 10 mg L-1 ασκορβικού οξέος βελτίωσε την παραγωγή κάλων και 
την ανάπτυξή τους  Ηλεκτροφορετική ανάλυση των παραγόµενων πρωτεϊνών από 
έκφυτα βλαστού φανέρωσαν ένα σχεδόν ίδιο πρότυπο µε το φυτό δότη.   

Στην προσπάθεια να εκτιµηθεί η επίδραση της σωµακλωνικής 
παραλλακτικότητας στην παραγωγή πρωτεϊνών από τον ιξό (Viscum album L.) 1.000 
ξεχωριστοί κάλοι εξετάστηκαν για το πρωτεϊνικό τους περιεχόµενο µε 
ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE. Η παρατηρηθείσα σωµακλωνική παραλλακτικότητα 
ήταν (και από ποσοτικής πλευράς κι από ποιοτικής) σχετικά χαµηλή: στο 8%, 
αποδεικνύοντας όµως για πρώτη φορά την πιθανότητα παραγωγής in vitro σταθερών 
πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων µε κυτοτοξικές και ανοσορυθµιστικές ιδιότητες, όπου 
µελλοντικά θα µπορούσαν να οδηγήσουν στην σηµαντική παραγωγή νέων προϊόντων 
µε πιθανές αντικαρκινικές ιδιότητες.    
 Ξεκινήσαµε καλλιέργειες κάλων ιξού (Viscum album L.) εµφυτεύοντας 
έκφυτα φύλλων και βλαστών σε καλλιεργητικό µέσο Murashige & Skoog 
εµπλουτισµένο µε διάφορους συνδυασµούς ρυθµιστών ανάπτυξης σε ποικίλες 
συγκεντρώσεις. Οι καλλιέργειες εξετάστηκαν για συσσώρευση K, P, Ca και Mg. 
Τόσο η αγωγή µε ρυθµιστή ανάπτυξης και η προέλευση του εκφύτου, όσο και η 
αλληλεπίδρασή τους επηρέασαν σηµαντικά τη συσσώρευση όλων των 
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µακροστοιχείων. Όσον αφορά τους προερχόµενους από βλαστούς κάλους, η 
εφαρµογή 4.65 µM Kin ήταν ανώτερη άλλων PGR αγωγών επιφέροντας τη µέγιστη in 
vitro συσσώρευση των επιλεγµένων µακροστοιχείων. Επιπροσθέτως, η µέση in vitro 
συσσώρευση ήταν υψηλότερη στις καλλιέργειες κάλων προερχόµενων από βλαστούς 
σε σύγκριση µε τους προερχόµενους από φύλλα κάλους. Η in vitro συσσώρευση 
καλίου, P και Ca ήταν χαµηλότερη σε σύγκριση µε τα φυτά ιξού και χαµηλότερη σε 
σύγκριση µε τους ξενιστές ιξού, όπως έλατο, βελανιδιά και καστανιά. Τα φυτά ιξού 
µπόρεσαν να συσσωρεύσουν K σε υψηλότερη συγκέντρωση σε σύγκριση µε τους 
ξενιστές. Με εξαίρεση το Ca, η συσσώρευση µακροστοιχείων σε καλλιέργειες κάλων 
προερχόµενων από βλαστούς συσχετιζόταν ισχυρά µε τη συγκέντρωση επί ξηρού 
βάρους. Επίσης, παρατηρήθηκε υψηλή θετική συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων 
K, P και Mg, ενώ η συσσώρευση Ca ήταν σχετικά υψηλή και συσχετιζόµενη θετικά 
µε το Mg. Αντιθέτως, σε καλλιέργειες προερχόµενες από φύλλα παρατηρήθηκε 
ισχυρή θετική συσχέτιση µόνο µεταξύ των συγκεντρώσεων K και Mg. 
 Η προσθήκη ασκορβικού οξέος στο καλλιεργητικό µέσο επηρέασε σηµαντικά 
τη συσσώρευση P και Ca σε κάλους προερχόµενους από βλαστούς και τη 
συγκέντρωση K και Mg σε κάλους προερχόµενους από φύλλα. Εντούτοις, η 
συγκέντρωση Ca σε κάλους προερχόµενους από φύλλα και η συγκέντρωση Mg σε 
κάλους προερχόµενους από βλαστούς ελαττώθηκαν µετά την προσθήκη ασκορβικού 
οξέος.  
 Τέλος, η συγκέντρωση των επιλεγµένων µακροστοιχείων παρουσίασε 
διακυµάνσεις κατά τη διάρκεια συνολικής επώασης δέκα εβδοµάδων σε 
καλλιεργητικό µέσο MS + 4.95 µM NAA, µε τάση ανόδου µετά την όγδοη εβδοµάδα. 
Τα αποτελέσµατα συζητούνται υπό το πρίσµα των πιθανών µεταβολικών οδών οι 
οποίες απαιτούν τα υπό µελέτη µακροστοιχεία, καθώς και της βελτίωσης της in vitro 
καλλιέργειας ιξού. 

Προκειµένου να µελετηθεί το σχήµα συσσώρευσης επιλεγµένων 
µικροδιατροφικών παραγόντων in vitro σε καλλιέργειες κάλου από ιξό (Viscum 
album L.), εµφυτεύσαµε έκφυτα από φύλλα και βλαστούς ιξού σε θρεπτικό µέσο 
Murashige και Skoog (MS) εµπλουτισµένο µε διάφορους συνδυασµούς ρυθµιστών 
φυτικής ανάπτυξης σε διάφορες συγκεντρώσεις. Η συσσώρευση του µαγγανίου (Mn), 
του ψευδαργύρου (Zn), του χαλκού (Cu) και του βορίου (B) στις καλλιέργειες κάλου 
ιξού επηρεαζόταν σηµαντικά τόσο από την παρουσία ρυθµιστών της φυτικής 
ανάπτυξης (PGR) όσο και από την προέλευση του εκφύτου, καθώς και από την 
αλληλεπίδρασή τους. Ωστόσο, κανείς από αυτούς τους παράγοντες δεν επηρέασε σε 
στατιστικά σηµαντικό βαθµό τη συγκέντρωση σιδήρου (Fe).  Η µέση συγκέντρωση 
Fe, Mn, Zn και Cu in vitro ήταν µεγαλύτερη σε καλλιέργειες κάλου από βλαστούς σε 
σχέση µε καλλιέργειες κάλου από φύλλα και πολύ υψηλότερη σε σχέση µε φυτά ιξού 
και ξενιστών αυτού, όπως η ελάτη, η δρυς και η καστανιά. Στις καλλιέργειες κάλου 
από βλαστούς, µε την εξαίρεση του B, προσθήκη 4.65 mM κινετίνης (Kin) ήταν 
ανώτερη όλων των άλλων προσθηκών PGR οδηγώντας στη µέγιστη in vitro 
συσσώρευση των επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων. Με την εξαίρεση του 
B, η συσσώρευση µικροδιατροφικών παραγόντων σε καλλιέργειες κάλου από 
βλαστούς συσχετιζόταν σηµαντικά µε τη συγκέντρωση ξηρού βάρους. Υψηλή θετική 
συσχέτιση παρατηρήθηκε επίσης µεταξύ των συγκεντρώσεων Fe, Mn, Zn και Cu, ενώ 
η συσσώρευση του B συσχετιζόταν ελαφρώς αρνητικά µε τους άλλους 
µικροδιατροφικούς παράγοντες.  Αντιθέτως, σε καλλιέργειες κάλου από φύλλα, 
υψηλή θετική συσχέτιση παρατηρήθηκε µόνο µεταξύ των συγκεντρώσεων Mn και 
Cu. Η συγκέντρωση των επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων κυµαινόταν 
κατά τη διάρκεια της περιόδου επώασης συνολικά 10 εβδοµάδων σε µέσο MS 4.95 
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mM α-ναφθυλοξικό οξύ (NAA), µε αυξητική τάση µετά την όγδοη εβδοµάδα (µε τη 
συγκέντρωση B να αποτελεί και πάλι την εξαίρεση). Τέλος, η προσθήκη ασκορβικού 
οξέος στο καλλιεργητικό µέσο προήγαγε γενικώς τη συσσώρευση των 
µικροδιατροφικών παραγόντων, ιδιαίτερα του Mn και του Cu σε καλλιέργειες κάλου 
από βλαστούς και των Fe, Zn και B σε καλλιέργειες κάλου από φύλλα. Η επίδραση 
αυτή συσχετιζόταν µε αύξηση των συνολικών ελεύθερων φαινολικών ενώσεων και 
συζητείται περαιτέρω σε σχέση µε τα διάφορα φυτικά αντιοξειδωτικά συστήµατα in 
vitro. 

Στην προσπάθεια να οριστούν οι άριστες συνθήκες για την αποµόνωση 
πρωτοπλαστών από τον ιξό (Viscum album), µελετήθηκαν οι επιδράσεις των 
χειρισµών αφαίρεσης του κυτταρικού τοιχώµατος από τεµάχια φύλλων και κάλους 
προερχόµενους από φύλλα ιξού. Ο µέγιστος αριθµός βιώσιµων πρωτοπλαστών που 
αποµονώθηκε προήλθε από φύλλα ιξού στο διάλυµα µε 0.016% πεκτινάση και 
0.007% σελλoυλάση και έφτανε τους 67 x 104 g fw-1 .  

Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση δειγµάτων που προέρχονταν από 
βλαστούς ιξού (200) και κάλους ιξού (1000) από ιστοκαλλιέργεια βλαστών ιξού σε 
θρεπτικό υπόστρωµα MS+ 10 mg L-1 ασκορβικού οξέος + 4.95 µM NAA + 2.82 µΜ 
BA, προκειµένου να προσδιοριστούν οι διαλυτές πρωτεΐνες του ιξού. 

  Η  ποσοτικός προσδιορισµός των παραγόµενων πρωτεϊνών έγινε σύµφωνα 
µε την µέθοδο Bearden (Bearden, 1978) κι η ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σύµφωνα 
µε τον Laemmli (1979) χρησιµοποιώντας 10% gel πολυακριλαµίδης δύο φάσεων 
(συσσώρευσης και διαχωρισµού), ενώ για τον προσδιορισµό των ουσιών 
ηλεκτροφόρησης (πιστοποίηση πρωτεϊνών), χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 
νιτρογλυκερίνης (Warker, 1994). 

∆ιαπιστώθηκε ότι ο µέσος όρος πρωτεΐνης που περιέχεται ανά κάλο είναι 
1.178 +  0.058 µg/g f.w. (νωπό βάρος), ενώ στο αρχικό φυτό δότη είναι 1.318+ 0.18 
µg/g f.w. (νωπό βάρος).  

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έδειξε πέντε βασικές µπάντες σε όλα τα 
δείγµατα που ηλεκτροφορήθηκαν (500 διαφορετικά δείγµατα) οι οποίες ήταν οι εξής: 
53, 76, 116 και 170 kDa, αντιπροσωπεύοντας διµερή και µονοµερή µορφές των 
λεκτινών (στα 114 και 57 kDa) (Olsnes, 1982; Vester, 1977). Αυτές οι πρωτεϊνικές 
µπάντες εντοπίζονται και στο αρχικό φυτό (φυτό δότης), µαζί µε µια ακόµη µπάντα 
πρωτεΐνης στα 212 kDa. 

 Ακόµη, σε σαράντα σειρές κάλων εµφανίστηκαν πέντε επιπλέον πρωτεϊνικές 
µπάντες,  από αυτές που παρουσίαζε το φυτό-δότης από τις οποίες τρεις ήταν < 53 
kDa, µία περίπου στα 100 kDa και µία περίπου 150 kDa. Ο δευτερογενής 
µεταβολισµός είναι επίσης στενός κρίκος στην κυτταρική διαφοροποίηση. Το γεγονός 
αυτό δίνει την δυνατότητα παραγωγής πρωτεϊνών του ιξού σε υψηλό ρυθµό από τους 
εµβρυογενείς κάλους του ιξού, που δοκιµάστηκαν στην παρούσα µελέτη και έδειξαν 
υψηλό επίπεδο διαφοροποίησης. Η παρούσα εµφανιζόµενη σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα, από πλευράς ποιοτικής και ποσοτικής παραγωγής πρωτεϊνών του 
ιξού, κυµαίνεται στο 8%, και δείχνει για πρώτη φορά την πιθανότητα της in vitro 
παραγωγής σταθερών και καθορισµένων εκχυλισµάτων πρωτεϊνών µε κυτοτοξικές 
και άνοσο-ρυθµιστικές ιδιότητες.  

Για να διαπιστωθεί και συγκριθεί η δράση των πρωτεϊνών, προερχόµενων από 
κάλους και σωµακλωνικούς κάλους, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα βιοδοκιµών.  

Αρχικά, δοκιµάστηκαν ως προς την τοξικότητά τους σε τρεις σειρές 
φυσιολογικών κυττάρων, και δύο καρκινικών κυττάρων και για τρεις διαφορετικές 
συγκεντρώσεις, όπου διαπιστώθηκε ότι για τα φυσιολογικές σειρές σε υψηλές 
συγκεντρώσεις είναι τοξικά, ενώ ο σωµακλωνικός κάλος δεν είναι τοξικός στις 
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χαµηλές συγκεντρώσεις και για τις καρκινικές σειρές ότι είναι τοξικά σε όλες τις 
συγκεντρώσεις. 

Στην συνέχεια, πραγµατοποιήθηκαν βιοδοκιµές σε φυσιολογικές σειρές 
VERO και καρκινικές σειρές PC12, µέτρησης ελεύθερων ριζών, µεµβρανικού 
δυναµικού κυττάρων, και αποµόνωσης µιτοχονδρίων (µετρήσεις κυτοχρωµικής 
οξειδάσης C, και µεµβρανικού δυναµικού µιτοχονδρίων). 

Καταλήγοντας, τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης περιγράφουν την 
πρώτη ολοκληρωµένη προσέγγιση τόσο της ιστοκαλλιέργειας του Viscum album όσο 
και της δυνατότητας δηµιουργίας κυτταρικών εργοστασίων για την παραγωγή 
λεκτινών και άλλων ουσιών µε αντικαρκινικές ιδιότητες. Ειδικότερα, η διαπίστωση 
της σωµακλωνικής παραλλακτικότητας και της συνεπακόλουθης παραγωγής 
πρωτεϊνών µε αυξηµένη επιλεκτική κυτταροτοξικότητα προσφέρουν ένα ελκυστικό 
πεδίο µελέτης. Ανάµεσα στα προτεινόµενα αντικείµενα έρευνας ανήκει η 
διαλεύκανση του βιοχηµικού µονοπατιού βιοσύνθεσης της παραλλαγµένης 
πρωτεΐνης, µε προοπτικές αποµόνωσης του σχετικού γενετικού µηχανισµού. Επίσης 
θα πρέπει να συσχετισθούν τα αποτελέσµατα των δοκιµών in vitro µε αντίστοιχα in 
vivo (σε πειραµατόζωα).   
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Abstract 

 
In an attempt to define the optimal conditions for mistletoe (Viscum album) 

callus culture, somatic embryogenesis and protoplast isolation, we studied the effects 
of different plant parts (stems and leaves), harvest time (winter or summer), explant 
disinfection methods, growth regulators, culture medium composition and cell wall 
digestion treatments. Only explants derived from the winter mistletoe accessions 
responded to the applied culture conditions and maximum callus fresh weight was 
obtained on a combination of 4.95 µM NAA + 2.82 µΜ BA. More calli were induced 
from stem explants, but leaf-derived calli grew faster. The addition of 10 mg l-1 
ascorbic acid considerably improved callus induction and growth and was associated 
with the formation of embryogenic, pink-whitish callus tissues. A maximum number 
of 67 x 104 viable protoplasts g fw-1 tissue were obtained by digesting mistletoe leaves 
in a solution containing 0.016% pectinase and 0.007% cellulase. Finally, an 
electrophoretic analysis of proteins produced by stem-derived callus tissues revealed 
an almost identical pattern to the donor plant. 

In an attempt to preliminary evaluate the effect of somaclonal variation on the 
production of white berry mistletoe (Viscum album L.) proteins, one thousand 
individual callus lines were assayed for their protein content by means of SDS-PAGE. 
The observed somaclonal variation, in the aspect of both the quantitative and the 
qualitative mistletoe protein production was relatively low (8%), indicating for the 
first time the possibility of in vitro production of standardized extracts of 
cytotoxic/immunomodulatory proteins, whereas future investigations could lead to a 
significant production of novel products with possible anticancer properties. 
 We initiated callus cultures of mistletoe (Viscum album L.) by inoculating leaf 
and stem explants on a Murashige and Skoog medium supplemented with different 
combinations of growth regulators at various concentrations. The cultures were 
assayed for the accumulation of K, P, Ca and Mg. Both growth regulator treatment 
and explant source, as well as their interaction significantly affected the accumulation 
of all macronutrients. For stem-derived calli, application of 4.65 µM Kin was superior 
to other PGR treatments leading to the maximum in vitro accumulation of the selected 
macronutrients. In addition, the average accumulation in vitro was higher in stem-
derived callus cultures than in leaf-derived calli. Potassium, P and Ca accumulation in 
vitro was lower than in mistletoe plants and lower than in mistletoe hosts, such as fir, 
oak and chestnut. Mistletoe plants were able to accumulate K at a larger concentration 
than host species. Except for Ca, accumulation of macronutrients in stem-derived 
callus cultures was highly correlated with dry weight concentration. A high positive 
correlation was also observed among K, P and Mg concentration, while Ca 
accumulation was relatively high and positive correlated with Mg. On the contrary, in 
leaf-derived cultures a relatively high positive correlation was observed only between 
K and Mg concentration.  
The addition of ascorbic acid to the culture medium affected significantly the 
accumulation of P and Ca in stem-derived calli and the accumulation of K and Mg in 
leaf-derived calli. However, Ca concentration in leaf-derived calli and Mg 
concentration in stem-derived calli was decreased after ascorbic acid addition. 
 Finally, the concentration of the selected macronutrients fluctuated during a 
total incubation period of ten weeks on MS + 4.95 µM NAA, with an increasing trend 
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after the eighth week. Results are discussed in view of the possible metabolic 
pathways requiring the studied macronutrients, as well as improving culture of 
mistletoe in vitro. 

In order to study the pattern of in vitro accumulation of selected 
micronutrients in mistletoe (Viscum album L.) callus cultures, we inoculated leaf and 
stem explants on a Murashige and Skoog medium supplemented with different 
combinations of plant growth regulators at various concentrations. The accumulation 
of Mn, Zn, Cu and B in mistletoe callus cultures was significantly affected by both 
PGR treatment and explant source, as well as their interaction. However, neither of 
these factors affected Fe accumulation in a statistically significant sense. The average 
concentration of Fe, Mn, Zn and Cu in vitro was higher in stem-derived callus 
cultures than in leaf-derived calli, and much higher than in mistletoe plants and in 
mistletoe hosts, such as fir, oak and chestnut. For stem-derived calli and with the 
exception of B, application of 4.65 µM Kin was superior to other PGR treatments 
leading to the maximum in vitro accumulation of the selected micronutrients. Except 
for B, the accumulation of micronutrients in stem-derived callus cultures was highly 
correlated with dry weight concentration; a high positive correlation was also 
observed among Fe, Mn, Zn and Cu concentration, while B accumulation was slightly 
negatively correlated with the other micronutrients. On the contrary, in leaf-derived 
cultures a high positive correlation was observed only between Mn and Cu 
concentration.  
The concentration of the selected micronutrients fluctuated during a total incubation 
period of ten weeks on MS + 4.95 µM NAA, with an increasing trend after the eighth 
week (B concentration being again an exception).  
Finally, the addition of ascorbic acid to the culture medium generally promoted 
micronutrient accumulation, in particular Mn and Cu in stem-derived cultures and Fe, 
Zn and B in leaf-derived calli. This effect was correlated with an increase in total free 
phenolics substances, and further discussed in view of various plant antioxidant 
systems in vitro. 

In an attempt to define the optimal conditions for mistletoe (Viscum album) 
protoplast isolation, we studied the effects of cell wall digestion treatments in leaf 
pieces and leaf-derived calli of mistletoe. A maximum number of 67 x 104 viable 
protoplasts g fw-1 tissue were obtained by digesting mistletoe leaves in a solution 
containing 0.016% pectinase and 0.007% cellulase.  

Continuing our study, 1.000 calli of mistletoe were derived from 200 mistletoe 
stems which have been cultured in Murashige and Skoog (MS + 10 mg L-1 ascorbic 
acid + 4.95 µM NAA + 2.82 µΜ BA). The purpose was to evaluate the produced 
protein concentration of the calli. 

The evaluation of protein concentration was according to Bearden method 
(Bearden, 1978) and the SDS-PAGE electrophoresis according to Laemmli (1979), 
using a 10% poly-acrylamide discontinuous gel. It was proven that the average range 
of the concentrated protein per callus was 1.178 + 0.058 µg/g f.w. (fresh weight).  
Electrophoresis showed 5 standard proteins of 53, 76, 116 και 170 kDa (Olsnes, 1982; 
Vester, 1977). The same proteins appeared also to be in donor plants plus one more at:     
212 kDa.  
 In forty callus lines appeared 5 more proteins: 2 of them were smaller than 53 
kDa, one was at 100 kDa and one at 150 Da.  
Secondary metabolism is a close factor of cell differentiation. This fact allows the 
possibility of the highly production of proteins derived from somaclonal callus 
variation. Somaclonal variation in the qualitative aspect was 8%. Variation in 
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quantitative terms was high and in 10% of the calli a protein concentration six times 
higher than in stems was observed. These results approved for the first time the 
possibility of applying tissue culture for the production of mistletoe protein extracts 
with increased antitumor/immunomodulatory properties. 
 In the following, bioassay experiments were done for the comparison and the 
verification of the action and the properties between the donor plants’ proteins and the 
somaclonal calli ‘s proteins. So, first of all they were tested for their toxicity in three 
normal cell lines and in two cancer cell lines. In normal cell lines, toxicity was high 
for the donor plants’ proteins, while somaclonal calli’s proteins were not. In cancer 
cell lines toxicity was high for all concentrations and for all proteins. 
 More bioassays were took part for the verification of action of proteins in cell 
function as concerning F.R.O. (Free radicals of oxygen), mitochondrial function, 
mitochondrial isolation (measurements of mitochondrial potential membranes, 
cellular oxidase C) in VERO normal cell line and in PC12 cancer cell line.  
 Finally, the results of this study, prescribe, for the first time, a whole approach 
for the tissue culture of Viscum album and for the standardization of cell factors in 
order to produce lectins and other products (mainly proteins) for anticancer use. 
Specially, the standardization of the production of protein (lectins and other) from 
somaclonal callus, is a special opportunity for the scientific society to study. Of 
course, further studies and assays should take place, in order to expand the uses and 
applications of these results. Continuing the assays in vitro and especially in vivo 
should give new prospects.   
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1. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
1.1.  ΒΟΤΑΝΙΚΗ TOY VISCUM ALBUM L. 
 
 
1.1.1. Βοτανική Ταξινόµηση-Περιγραφή 

 
Το φυτό Viscum album, γνωστό στην Ελλάδα ως ιξός, µελιά, βίσκο ή γκι (από 

το γαλλικό gui), είναι ένας αειθαλής, δίοικος θάµνος που αναπτύσσεται σαν 
ηµιπαράσιτο πάνω σε κλαδιά διαφόρων δέντρων, όπως το έλατο, η µηλιά, η λεύκα, η 
κοινή µουσµουλιά, η ιτιά, και πιο σπάνια η αχλαδιά κι η βελανιδιά. Ανήκει στην 
οικογένεια Loranthaceae και το γένος Viscum, το οποίο περιλαµβάνει 60-70 είδη 
αειθαλών, ανθεκτικών θάµνων (Grieve, 1994). 

Γενικά, τα φυτά που ανήκουν σε αυτό το είδος (Viscum album L.) είναι 
διαδεδοµένα σε όλη την Ευρώπη, την Ασία και την Β. Αφρική και µπορoύν να 
βρεθούν εύκολα, αλλά όχι σε µεγάλους πληθυσµούς. 

Σχηµατίζει στρογγυλό θάµνο διαµέτρου 0,5-1,7 µέτρα, µε πράσινα κι αντίθετα 
κλαδιά και αντίθετα, τα φύλλα του είναι αντίθετα, άµισχα, πράσινα, δερµατώδη, 
επιµήκη, λογχοειδή, µε 3-6 νευρώσεις µε διχοτόµο ή τριχοτόµο αρθρωτή 
διακλάδωση, ενώ τα άνθη του είναι µικρά, κιτρινοπράσινα, σε συστάδες των τριών – 
πέντε, επιφυή, µασχαλιαία και διακρίνονται σε αρσενικά και θηλυκά, που βρίσκονται 
πάνω σε ξεχωριστά φυτά. Ανθίζουν από Μάρτιο έως Μάιο. Τα θηλυκά σχηµατίζουν 
µικρούς λευκούς  στρογγυλούς καρπούς, µονόσπερµους (σπανίως δίσπερµους), που 
ωριµάζουν το ∆εκέµβριο (Grieve, 1994). 

Στη φύση διαδίδεται αποκλειστικά από σπόρο που µεταφέρεται µε τη βοήθεια 
των πουλιών  (κυρίως της τσίχλας). Τεχνητά µπορεί να διαδοθεί προσκολλώντας 
σπόρο µέσα στον ιστό ενός κλαδιού του δέντρου ξενιστή. Ο κύκλος ζωής του V. 
album είναι δυνατόν να περιγραφεί  αρχίζοντας από την αναπαραγωγή του σπόρου 
έως την βλάστηση των φύλλων. Από το φυτό ξενιστή παίρνει όλα τα ανόργανα 
θρεπτικά συστατικά και απορροφά νερό, ενώ τα οργανικά µπορεί και τα 
φωτοσυνθέτει µόνο του. Σηµαντικό είναι το γεγονός ότι τα οργανικά συστατικά του 
ιξού είναι τελείως διαφορετικά από εκείνα του ξενιστή του. (Grieve, 1994; Becker, 
1986; 2000). 

Η αναπαραγωγή του ιξού είναι πολύ δύσκολη, λόγω της ηµιπαρασιτικής 
φύσης του φυτού. Αν και υπάρχει επάρκεια φυσικού προϊόντος, οι ιδιότητες των 
εκχυλισµάτων εξαρτώνται άµεσα από τις διαδικασίες παραγωγής, τον ξενιστή και την 
περίοδο συγκοµιδής. Επειδή η σταθερότητα του προϊόντος (παραγωγή συγκεκριµένου 
ποιοτικά αλλά και ποσοτικά προϊόντος) είναι πολύ βασικό θέµα (Wagner, 1986), θα 
µπορούσε να λυθεί µε την ιστοκαλλιεργητική παραγωγή κάλων ιξού και την 
προετοιµασία εκχυλισµάτων από αυτούς µε συγκεκριµένα πρωτόκολλα. Έως πριν 
από την παρούσα µελέτη, δεν υπήρχαν ιδιαίτερα εστιασµένα πειράµατα σε αυτήν την 
κατεύθυνση. Οι Becker & Schwarz (1971) ήταν οι πρώτοι που ανέφεραν την 
πιθανότητα χρήσης των κάλων του ιξού ως πηγή βιοενεργών προϊόντων. Το 1990 οι 
Fukui et al.  ανέφεραν την πρώτη παραγωγή κάλων από φύλλα του είδους V. album 
var. Lutescens στους οποίους διέκριναν 2 –δεσµευµένης µε λακτόζη- λεκτίνες, όµοιες 
µε αυτές που υπάρχουν στα φύλλα του φυτού. Επίσης διαπίστωσαν ότι η επαφή 
µεταξύ κάλου του ιξού και κάλου από το φυτό ξενιστή-οξιά (Fagus crenata) δεν 
κατέληξαν σε επαφή παρεµπόδισης ή αλληλεπίδρασης για κανένα από τα δύο είδη. Η 
µελέτη τους αυτή εστιάστηκε περισσότερο στη διαπίστωση της παραγωγής ή όχι 
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ουσιών όµοιων µε το φυτό από τους κάλους κι όχι τόσο στην καταγραφή και 
τεκµηρίωση ιστοκαλλιεργητικών πρωτοκόλλων. 

 
 

1.1.2. Οικονοµική Σηµασία – Χρήσεις 

 

Ο ιξός αποτελεί ένα ευρέως διαδεδοµένο και βλαβερό ηµιπαράσιτο για ένα 
µεγάλο φάσµα καλλωπιστικών και  οικονοµικής σηµασίας  φυτών (όπως οπωροφόρα 
δέντρα), γιατί τα καταστρέφει. Παράλληλα όµως αποτελεί µία πολύτιµη πηγή 
ενδιαφέροντος για φυτοπαθολόγους, καλλιεργητές, δασολόγους και ιατρικούς 
ερευνητές (Barney, 1998). 

Αποτελεί εξαιρετική κτηνοτροφική ουσία. Λόγω της δηλητηριώδους φύσης 
του έτυχε περαιτέρω εκµετάλλευσης για την κατασκευή µαχαιριών, ενώ αργότερα 
έγινε γνωστή η χρήση του για την θεραπεία διαφόρων νευρολογικών, καρδιακών κι 
άλλων ασθενειών. Σήµερα ο ιξός συγκαταλέγεται µεταξύ των περισσότερο 
χρησιµοποιούµενων εναλλακτικών θεραπειών για τον καρκίνο. Θεωρείται ότι 
διεγείρει το ανοσοποιητικό σύστηµα και επηρεάζει τη διαδικασία της 
διαφοροποίησης των καρκινικών κυττάρων και της κυτταρικής απόπτωσης. 
Χρησιµοποιείται και στην πρόληψη του καρκίνου σε ασθενείς υψηλού κινδύνου, 
όπως ασθενείς µε ελκώδη κολίτιδα, δυσπλασία του τραχήλου της µήτρας, 
θηλωµάτωση της ουροδόχου κύστης και πολύποδα παχέος εντέρου.   

Η θεραπεία του καρκίνου µε το εκχύλισµα του ιξού εφαρµόστηκε στην 
Ευρώπη για πάνω από έξι δεκαετίες σε χιλιάδες ασθενείς. Τα πρώτα ιατρεία τα οποία 
εφάρµοσαν τη χορήγησή του σε καρκινοπαθείς ξεκίνησαν το 1920 στην Γερµανία και 
στη Σουηδία και ήταν στα πλαίσια ανθρωποσοφικών ιατρείων µε βάση τις αρχές της 
Οµοιοπαθητικής. Τα εκχυλίσµατα του φυτού χρησιµοποιούνται κυρίως ως ενέσεις. 
Μόνο στη Γερµανία υπολογίζεται ότι δαπανώνται κάθε χρόνο για τα φαρµακευτικά 
παράγωγά του περισσότερα από 30 εκατοµµύρια δολάρια. Μελέτη σε Γερµανούς 
ιατρούς έδειξε ότι το 45% από αυτούς έχει συνταγογραφήσει το σκεύασµα σε 
ασθενείς. ∆ιερευνάται επίσης η χρησιµότητά του στην θεραπεία ασθενών µε AIDS. 

Μία συστηµατική ανασκόπηση 26 µελετών από 13 χώρες, το 1998, έδειξε ότι 
το 31% ασθενών που πάσχουν από καρκίνο χρησιµοποιούν συµπληρωµατικές και 
εναλλακτικές µορφές θεραπείας, ενώ κάποιες άλλες µελέτες έδειξαν ότι αυτό το 
ποσοστό µπορεί να φτάσει και το 60%-70% (Ring, 2001). 

Υπάρχουν διάφορες προετοιµασίες των εκχυλισµάτων του ιξού, σε πολλές 
χώρες, εναντίον διαφορετικών ειδών καρκίνου. Τα πιο γνωστά κι ευρέως 
χρησιµοποιούµενα είναι τα Iscador (Iscar), Helixor, Iscucin, και Isorel. 

Το Iscador και το Helixor, που έχουν άδεια φαρµάκου, φτιάχνονται από φυτά 
που µεγαλώνουν σε διαφορετικούς ξενιστές, όπως  βελανιδιά, µηλιά, πεύκο, και 
έλατο και  χορηγούνται σε διαφορετικά είδη καρκίνων. Μερικές από τις 
προετοιµασίες του Iscador περιλαµβάνουν επίσης µέταλλα όπως ασήµι, χρυσό και 
χαλκό. Έχει εγκριθεί για χρήση στην Αυστρία, Ελβετία, και ∆υτική Γερµανία. Επίσης 
χρησιµοποιείται στην Γαλλία, Ολλανδία, Ανατολική Ευρώπη, Βρετανία και 
Σκανδιναβία. Υποστηρικτές της θεραπείας ισχυρίζονται ότι το 1978 σχεδόν 2,000,000 
αµπούλες πωλήθηκαν σε χώρες όπου το Iscador συνταγογραφείται και πάνω από 
30,000 ασθενείς θεραπεύονται κάθε χρόνο. Το Iscador παρασκευάζεται από την 
Verein fuer Krebsforschung (Cancer Research Association), έναν µη κερδοσκοπικό 
οργανισµό στο Arleseim της Ελβετίας. Στη Σουηδία και στη Γερµανία 
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παρασκευάζεται από την Weleda AG, ενώ στις ΗΠΑ εισάγεται από την Weleda Inc. 
µε την εµπορική ονοµασία Iscar (µε  έγκριση από το FDA). 

Το Iscusin-Viscum περιέχει ιξό από οκτώ διαφορετικούς ξενιστές και 
παράγεται ακολουθώντας συγκεκριµένη διαδικασία. Η αποστείρωση επετεύχθη µε 
την προσθήκη ολιγοδυναµικού αργύρου. Χρησιµοποιείται σε πρώιµα στάδια 
καρκίνου, µετεγχειρητική προστασία όγκου, εγχειρήσιµους όγκους, και µη 
εγχειρήσιµους όγκους. Κάθε µία από τις οκτώ παρασκευές (ανάλογα µε τον ξενιστή) 
έχει τις δικές του ενδείξεις. Το Iscucin παράγεται και διατίθεται (διανέµεται) από την 
Wala-Heilmittel GmbH, Germany. 

Το Isorel είναι ένα υδατικό εκχύλισµα από βλαστούς του ιξού, τα υποείδη του 
ελάτου (Isorel A), µηλιάς (Isorel M) και πεύκου (Isorel P) σε κάθε περίπτωση. 
Συνήθως απευθύνεται στη ιατρική ή φαρµακευτική αγωγή για την θεραπεία των 
κακοηθών όγκων, στην µετεγχειρητική κατάσταση και στις περιπτώσεις υποτροπής 
και προφύλαξης από µεταστάσεις, θανάσιµων ασθενειών του αιµοποιητικού 
συστήµατος και καθορισµένων προκαρκινικών σταδίων. Το Isorel A αρχικά 
χρησιµοποιήθηκε για τη θεραπεία αρρένων ασθενών, ενώ το Isorel M είναι το 
αντίστοιχο για τις γυναίκες ασθενείς. Το Isorel παράγεται και παρασκευάζεται από τη 
Novipharm (Austria).  

Παρασκευή εκχυλισµάτων που χρησιµοποιούνται στη θεραπεία: Το Iscador 
παρασκευάζεται από ιξό που προέρχεται από διάφορα είδη ξενιστών, όπως µηλιά, 
έλατο, πεύκο, βελανιδιά και είδη φτελιάς (CA, 1983). Η παρασκευή του περιλαµβάνει 
τη ζύµωση  από τα διαφορετικά αυτά είδη, ενώ το προερχόµενο από το κάθε είδος 
εκχύλισµα ακολουθεί συγκεκριµένη διαδικασία, ανάλογη µε το είδος του δέντρου 
(Ontario, 1994). Μερικά από τα παρασκευάσµατα αυτά περιέχουν επίσης µέταλλα, 
όπως ασήµι, υδράργυρο και χαλκό Τα εκχυλίσµατα αυτά µετά την ζύµωση, περιέχουν 
µεγάλο αριθµό νεκρών και ζωντανών βακτηρίων και µερικές ζύµες (λίγη ζύµη) (U.S. 
Congress, 1990). Απαγορεύεται να φτιάχνει κανείς µόνος του εκχύλισµα, γιατί µπορεί 
να είναι πολύ δηλητηριώδες(Ontario, 1994). Αρκετές µελέτες µε έτοιµα 
παρασκευάσµατα, έδειξαν ότι ανεβάζουν την θερµοκρασία του σώµατος 2.3°C έως 
2.4°C βαθµούς την ηµέρα των ενέσεων, όπως επίσης προκαλούν προσωρινούς 
πονοκεφάλους και ρίγη που συνδέονται µε τον πυρετό που προκαλεί. Το κόστος της 
θεραπείας διαφέρει από µέρος σε µέρος και αποτελεί µέρος των εξόδων του 
γενικότερου προγράµµατος θεραπείας που εφαρµόζεται (U.S. Congress, 1990). 

Τα παρασκευάσµατα ‘Isorel’ διακρίνονται ανάλογα µε τον ξενιστή από τον 
οποίο προέρχονται σε Isorel Α όταν προέρχεται από έλατο, σε Isorel M όταν 
προέρχεται από µηλιά και σε Isorel P όταν προέρχεται από πεύκο. Σε κάθε ένα από 
τα παραπάνω παρασκευάσµατα 1 ml ενέσιµου διαλύµατος περιέχει υδατικό 
εκχύλισµα από 60 mg ολόκληρων βλαστών ιξού. Κάθε εκχύλισµα ακολουθεί 
διαδικασία σταθεροποίησης και τελικούς ελέγχους ποιότητας που εγγυώνται το 
τελικό προϊόν. Για την παρασκευή του προϊόντος γίνεται προσεκτική επιλογή της 
πρώτης ύλης και όλοι οι χειρισµοί επεξεργασίας που ακολουθούνται είναι ιδιαίτερα 
προσεκτικοί, ώστε να µην αλλοιωθεί το φυσικό προϊόν, να παραµείνουν ενεργές οι 
πρωτεΐνες και η υψηλή βιολογική του δράση. Με αυτό τον τρόπο εξασφαλίζεται η 
υψηλή ποιότητα του τελικού προϊόντος, το οποίο παρουσιάζει επιλεκτική 
κυτταροστατική δράση και διεγείρει το ανοσοποιητικό σύστηµα, γεγονός που 
καθιστά το προϊόν µοναδικό, σε σχέση µε άλλες θεραπείες, καθώς συνδυάζεται και µε 
το ότι δεν εµφανίζει σοβαρές ανεπιθύµητες ενέργειες. Κυκλοφορεί σε µέση 
συσκευασία των 8 αµπουλών του 1 ml και µεγάλη συσκευασία των 50 αµπουλών του 
1 ml. Η διάρκεια ζωής αυτών των σκευασµάτων είναι δύο χρόνια 
(www.geocities.com) 
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Το Helixor είναι ένα υδατικό κρύο εκχύλισµα από φρέσκο ιξό, που 
προέρχεται από έλατο, πεύκο, και µηλιά. Αποµονώθηκαν διάφορα συστατικά µε 
διαφορετικές πιθανές επιδράσεις όπως: λεκτίνες, βισκοτοξίνες, αλκαλοειδή κ.α. µε 
κύριες ενδείξεις την ογκολογική θεραπεία και την διέγερση του µυελού των οστών. 
Εγκυµοσύνη, υπερθυρεοειδισµός και δυσανεξία είναι αντενδείξεις. Ανάλογα µε το 
είδος και το στάδιο του όγκου, η θεραπεία βασίζεται σε ρυθµικό πρόγραµµα για 
περίοδο από πέντε χρόνια έως και µία ζωή (Kast, 1990). 

Η in vitro επίδραση των τριών παρασκευασµάτων του Helixor από τον ιξό µε 
διαφορετικούς ξενιστές σε κυτταρικές καλλιέργειες ανθρωπίνων λευκοκυττάρων 
(κυτταρική σειρά Molt 4), έδειξε ότι µετά από 72 ώρες θεραπείας το παρασκεύασµα 
από ιξό που προερχόταν από τον ξενιστή µηλιά (Malus) έδειξε την ισχυρότερη 
επίδραση στην αύξηση και βιωσιµότητα της κυτταρικής σειράς, ενώ αυτό που 
προερχόταν από το έλατο (Abies) έδειξε επίδραση αλλά µικρότερης ισχύος και αυτό 
που προερχόταν από το πεύκο (Pinus) προκάλεσε αδύνατη επίδραση ακόµη και στις 
υψηλότερες δόσεις (Hulsen, 1986). 

Το Helixor διατίθεται σε συσκευασία των 7 αµπουλών. Ως ανεπιθύµητες 
ενέργειες µπορεί να παρατηρηθούν τοπικές αντιδράσεις, ενώ ο πυρετός είναι 
επιθυµητός. Το Helixor αναπτύχθηκε από το τµήµα ‘θεραπεία λευχαιµίας και 
καρκίνου’ του Gemein-schaft Fischermuhle e. V. στο Rosenfeld, FRG και 
χρησιµοποιείται από το 1968. Παράγεται και διανέµεται από την Helixor Heilmittel 
GmbH & Co. Η αρχή της αντικαρκινικής θεραπείας µε Helixor βασίζεται στην 
ανθρωποσοφική ιατρική. Ελάχιστες µελέτες έχουν γίνει για την φαρµακοδυναµική, 
φαρµακοκινητική και τοξικότητα του παρασκευάσµατος Helixor. Οι in vitro µελέτες 
έδειξαν κυτταροστατική δράση σε µεµονωµένες κυτταρικές σειρές, ενώ τα πειράµατα 
σε ζώα έδειξαν αντιφατικά αποτελέσµατα. Οι µελέτες που έγιναν και αφορούσαν τη 
δράση του Helixor στο αυτοάνοσο σύστηµα και την επίδραση στην λειτουργία του, 
δεν ήταν ιδιαίτερα διαφωτιστικές. Έως τώρα, καµία µελέτη δεν αποδεικνύει 
τεκµηριωµένα την κλινική του δράση εναντίων των όγκων (Kast, 1990).    

Το παρασκεύασµα που ονοµάζεται Iscucin προέρχεται από ιξούς οκτώ 
διαφορετικών ξενιστών και παράγεται σύµφωνα µε µία ειδική ‘ρυθµική’ διαδικασία 
και επιπροσθέτως ‘δυναµική’. Η αποστείρωση επιτυγχάνεται µε την προσθήκη 
ολιγιδυναµικού αργύρου. Οι ενδείξεις που έχουν δοθεί αφορούν προκαρκινικές 
καταστάσεις, , µετεγχειρητική αντικαρκινική θεραπεία, χειρουργηµένους όγκους και 
µη χειρουργήσιµους όγκους (Kast, 1990). Κάθε ένα από τα οκτώ παρασκευάσµατα 
(ανάλογα µε το δέντρο-ξενιστή) έχει τη δική του λίστα µε  ενδείξεις.  

Το Iscucin χορηγείται ενέσιµα. Η έγχυση γίνεται κοντά στο σηµείο του όγκου 
µεταξύ 5 και 7 p.m. Η δόση κι η συχνότητα εξαρτώνται από την θερµοκρασία του 
σώµατος. Ο Koehler ξεκίνησε ν’ αναπτύσσει τη θεραπεία µε Iscucin το 1958, κατόπιν 
προσωπικής επικοινωνίας µε τον Steiner από το 1924. 

Παράγεται και διανέµεται από την Wala-Heilmittel GmbH, Eckwalden. ∆εν 
είναι εγκεκριµένο στην Ελβετία (ΙΚS) (Kast, 1990).   

 

1.1.3. Είδη - Ξενιστές 
 
Η λέξη ιξός (mistletoe) απευθύνεται σε φυτά µε παρόµοιο ηµιπαρασιτισµό και 

συγκεκριµένο βαθµό ταξινοµικής σχέσης σε τρεις οικογένειες: Loranthaceae, 
Viscaceae και Eremolepidaceae. Εξαίρεση αποτελούν τα γένη Nuytsia, Atkinsonia και 
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Gaiadendron των οποίων οι παρασιτικές ρίζες παρασιτούν σε αέριους βλαστούς 
άλλων ανώτερων φυτών. 

Ανάλογα µε το είδος του ξενιστή ο Ευρωπαϊκός πληθυσµός του φυτού 
χωρίζεται σε τρία υποείδη: α) Viscum album L. ssp. platyspermum Kell. (=ssp.album) 
όταν αναπτύσσεται σε δικοτυλήδονα δέντρα, β) Viscum album L. ssp. abietis Beck. 
όταν αναπτύσσεται σε  Abies sp. και γ) Viscum album L. ssp. laxum fiek (=ssp. 
Austriacum) (Wiesb. Vollmann) όταν αναπτύσσεται σε πεύκα και πολύ σπάνια σε 
ερυθρελάτη (κωνοφόρα) (Becker, 1986). 

Είδη του ιξού συναντώνται και στην Αµερική γνωστό ως Phoradendron 
leucarpum (στις  ΗΠΑ) και στην Κορέα, γνωστό ως  Viscum album coloratum. 

Οι καταγεγραµµένοι ξενιστές του Viscum album περιλαµβάνουν περισσότερα 
είδη από οποιοδήποτε άλλο ιξό, συµπεριλαµβανοµένου και του Dendrophthoe falcata 
(είδος ιξού που αναπτύσσεται στην Ινδία και Νοτιοανατολική Ασία), µε αποτέλεσµα 
το Viscum album  εµφανίζεται να έχει 401 ξενιστές σε 227 γένη και 77 οικογένειες. 
Οι αναφορές για τους ξενιστές του Viscum album φτάνουν τις 4500 δηµοσιεύσεις, 
από τις οποίες τουλάχιστον οι 630 αναφέρονται στις σχέσεις του µε το είδος των 
ξενιστών του. Στην µελέτη των Barney et al.(1998) αναφέρονται 452 είδη ξενιστών 
σε Ευρώπη, Ασία και Καλιφόρνια, από τα οποία ως αυτογενώς µεταδιδόµενα είδη 
στην Ευρώπη αναφέρονται 384 σε φυλλοβόλα δέντρα, 10 σε ξύλο ελάτης και 16 σε 
ξύλο πεύκης . Από τα είδη ξενιστών του ιξού που κατανέµονται στην Ευρώπη τα 190 
(55%) βρίσκονται σε δέντρα ή θάµνους κι αποτελούν ξεχωριστά είδη, ενώ σε ξύλο 
ελάτης καταγράφονται 2 ξεχωριστά είδη και 3 σε ξύλο πεύκης.  

Γενικά, η οικογένεια Rosaceae περιλαµβάνει τα περισσότερα είδη ξενιστών 
του Viscum album (128), ενώ η οικογένεια Salicaceae περιλαµβάνει 63 ξενιστές αλλά 
και το γένος µε τους περισσότερους ξενιστές (γένος Salix µε 35 είδη ξενιστών). Άλλα 
γένη στα οποία πολύ συχνά παρασιτεί είναι τα: Populus (28 ξενιστές), Acer (25 
ξενιστές), Malus (25 ξενιστές), Prunus (25 ξενιστές), και Crataegus (24 ξενιστές). 
Από τα είδη της ελάτης στα οποία παρασιτεί ο ιξός οι περισσότεροι ξενιστές ανήκουν 
στο γένος Abies (16 από σύνολο 19), ενώ από  τα είδη πεύκης (σύνολο 26 ξενιστών) 
οι περισσότεροι ανήκουν στο γένος Pinus (16 ξενιστές - οι 7 προέρχονται από 
εµβολιασµό-). Για το γένος Pinus παρατηρήθηκε (Lopez Saez and Sanz de Bremond, 
1992) ότι το είδος Pinus pinea L. δεν παρασιτείται από τον ιξό, ακόµη κι όταν 
περιτριγυρίζεται από φυτά ιξού σε καρποφορία. 

Στην Ελλάδα βρίσκεται συχνά πάνω σε διάφορα δεντρώδη είδη κυρίως έλατα 
(γένος Abies), αλλά και λεύκες (γένος Populus), γηραιές αγριοµηλιές (γένος Malus), 
φλαµουριές (γένος Tilia), πεύκα (γένος Pinus), µουσµουλιές (γένος Crataegus), 
ψευδοακακίες (γένος Robinia), ιτιές (γένος Salix), και σπανιότερα σε καστανιές 
(γένος Castanea, Aesculus), και βελανιδιές (γένος Quercus). 

Στη Βόρεια Ελλάδα είναι δυνατόν να βρεθεί σε οπωροφόρα δέντρα και 
δασικά είδη, ενώ στη Νότια Ελλάδα σχεδόν αποκλειστικά σε έλατα. 

 
     

1.2. ΙΣΤΟΡΙΑ 
 
Το λατινικό όνοµα του γένους Viscum σηµαίνει κολλώδες, και προήλθε από 

το κολλώδες (ιξώδες) του χυµού των καρπών του γκι. Στη Γαλλία το φυτό  
ονοµάζεται και ‘φυτό του σταυρού’ γιατί, σύµφωνα µε  έναν παλιό µύθο, ο σταυρός 
ήταν φτιαγµένος από αυτό το ξύλο (Grieve, 1994).  
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Ο Ιπποκράτης συνιστούσε την χρήση του για θεραπεία των παθήσεων του 
σπλήνα. Οι ∆ρυίδες συνήθιζαν να το κόβουν από τα δέντρα µε ένα χρυσό δρεπάνι 
στην αρχή του χρόνου, ακολουθώντας τα οράµατά τους,. Πίστευαν ότι το φυτό τους 
προστάτευε από κάθε κακό κι έφερνε γούρι. Αυτό επικράτησε και στην Ελλάδα, γι’ 
αυτό συνηθίζεται Χριστούγεννα και Πρωτοχρονιά τα σπίτια να στολίζονται µε κλαδιά 
από ιξό. Σύµφωνα µε  ένα Σκαδιναβικó µύθο ο Μπάλντερ, ο Θεός του πολέµου, 
φονεύθηκε µε  ένα τόξο φτιαγµένο από ιξό. Αργότερα θεωρήθηκε σύµβολο του 
έρωτα. 

Λόγω της δηλητηριώδους φύσης του χρησιµοποιήθηκε και για την κατασκευή 
µαχαιριών ως εκµεταλλεύσιµων αµυντικών µέσων. Κατά το 16ο αιώνα, 
χρησιµοποιούταν για την θεραπεία της επιληψίας και άλλων νευρολογικών 
παθήσεων, ενώ µετέπειτα χρησιµοποιήθηκε για την θεραπεία πολλών άλλων νόσων 
όπως της αρτηριακής υπέρτασης, της κεφαλαλγίας, της ταχυκαρδίας, της στειρότητας, 
των συµπτωµάτων της εµµηνόπαυσης και της αρθρίτιδας (Ring, 2001). 

Ο ιξός εισήχθη στη θεραπεία του καρκίνου το 1917. Ο Rudolf Steiner (1861-
1925), ιδρυτής της Εταιρείας Έρευνας Καρκίνου (Society for Cancer Research), στο 
Arleseim της Ελβετίας, ήταν ο πρώτος που ανέφερε τις άνοσο - βελτιωτικές ιδιότητες 
του ιξού, και πρότεινε την χρήση του σαν µια επιπλέον θεραπεία στην αντιµετώπιση 
του καρκίνου. Υποστήριζε ότι η παρασιτική φύση και τα άλλα χαρακτηριστικά της 
ανάπτυξης του ιξού το καθιστούν µοναδικής σηµασίας για την αντιµετώπιση της 
παρασιτικής ανάπτυξης του καρκίνου. 

Η έρευνα για τον προσδιορισµό των δραστικών συστατικών του και για τον 
προσδιορισµό των αντικαρκινικών ιδιοτήτων του έχει πολλαπλασιαστεί από τότε που 
έγινε δηµοφιλής η χρήση των εκχυλισµάτων του. 

 

 

1.3. ΦΑΡΜΑΚΟΛΟΓΙΑ 
 
Πολλές έρευνες και µελέτες έχουν γίνει για τον προσδιορισµό και τον τρόπο 

δράσης των δραστικών συστατικών που περιέχονται στα εκχυλίσµατα του ιξού. Οι 
περισσότερες έχουν επικεντρωθεί στα συστατικά που σχετίζονται µε τις 
αντικαρκινικές του ιδιότητες. Τα κύρια συστατικά των εκχυλισµάτων του ιξού είναι 
βισκοτοξίνες, αλκαλοειδή και λεκτίνες. Τόσο οι βισκοτοξίνες, όσο και οι λεκτίνες είναι 
πρωτεΐνες µε τοξικές ιδιότητες, στις οποίες οφείλεται και η αντικαρκινική δράση των 
εκχυλισµάτων του φυτού.    

Οι αντικαρκινικές ιδιότητες του ιξού έχουν αποδοθεί τόσο στις 
κυτταροτοξικές πρωτεΐνες βισκοτοξίνες (µια οµάδα βασικών πολυπεπτιδίων 5 kDa) 
και τις τρεις ανοσοτροποποιητικές λεκτίνες ML I, ML II και ML III , όσο και σε άλλα, 
ως τώρα αταυτοποίητα, συστατικά του ανεπεξέργαστου παρασκευάσµατος. 
Αποκαλύφθηκε πρόσφατα ότι τα εκχυλίσµατα ιξού προάγουν τον αποπτωτικό θάνατο 
καλλιεργούµενων καρκινικών κυττάρων και λεµφοκυττάρων, διεγείρουν το 
ανοσοποιητικό σύστηµα και προστατεύουν το DNA έναντι της χηµειοθεραπείας και 
της ακτινοβολίας (Stein, 1998; Werner, 1998; Büssing, 1998). 

Θεραπευτικές ενδείξεις: Τα εκχυλίσµατα του ιξού χρησιµοποιούνται 
εναντίον διαφόρων µορφών και σταδίων του καρκίνου. Συνήθως χρησιµοποιούνται 
παρασκευάσµατα ολόκληρου ιξού, οπότε η δράση τους εξαρτάται από το δέντρο από 
το οποίο προέρχονται. Οι κυριότερες ενδείξεις αναφέρονται στην αντιµετώπιση 
πρώιµων σταδίων καρκίνου µετεγχειρητικής προστασίας όγκου, εγχειρήσιµους 
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όγκους, και µη εγχειρήσιµους όγκους. Η θεραπεία µε Iscador αποδείχθηκε κλινικά 
και ανοσολογικά αποτελεσµατική και µε καλή ανεκτικότητα στα ανοσοκατεσταλµένα 
παιδιά µε επαναλαµβανόµενες οξείες αναπνευστικές λοιµώξεις, που οφείλονταν στο 
ατύχηµα του Τσερνοµπίλ (Lukyanova, 1992). Επίσης το Iscador έχει µια αυξηµένη 
δράση κατά των κυττάρων του καρκίνου του µαστού και των κυττάρων του καρκίνου 
του εντέρου (Heiny, 1993). Οι επίσηµες ενδείξεις για το Iscucin είναι: πρώιµα στάδια 
καρκίνου, µετεγχειρητική προστασία όγκου, εγχειρήσιµοι όγκοι, και µη εγχειρήσιµοι 
όγκοι. Το Isorel συνήθως απευθύνεται στη ιατρική ή φαρµακευτική αγωγή για την 
θεραπεία των κακοηθών όγκων, στην µετεγχειρητική κατάσταση και στις περιπτώσεις 
υποτροπής και προφύλαξης από µεταστάσεις, θανάσιµων ασθενειών του 
αιµοποιητικού συστήµατος και καθορισµένων προκαρκινικών σταδίων. Το Isorel A 
αρχικά χρησιµοποιήθηκε για τη θεραπεία αρρένων ασθενών, ενώ το Isorel M είναι το 
αντίστοιχο για τις γυναίκες ασθενείς. Το Isorel Ρ χρησιµοποιείται εναντίον του 
καρκίνου του δέρµατος (του µελανώµατος και του µελανωσαρκώµατος), όγκων της 
γλώσσας, του λαιµού, των χειλιών, λεµφοκοκκιωµάτων, λέµφωµα non-Hodgkin και 
για τη διέγερση της λειτουργίας του µυελού των οστών. Το σηµαντικό είναι ότι στους 
περισσότερους ασθενείς (αλλά και στα υγιή άτοµα) η ποιότητα της ζωής τους 
αυξήθηκε σηµαντικά (Novipharm, Isorel therapy-An introduction, 1998, 
www.geocities.com).  

Σ’ επίπεδο ουσιών η Viscumin, µια λεκτίνη που δεσµεύει γαλακτοσίδη, 
αποτελεί ένα ισχυρό φλεγµονώδη µεσολαβητή που είναι σε θέση να διεγείρει το 
ανοσοποιητικό σύστηµα (Heiny, 1994), ενώ η καθαρισµένη λεκτίνη (ML I) έχει 
ανοσορρυθµιστική δράση στην ενεργοποίηση µονοκυττάρων / µακροφάγων για 
φλεγµονώδεις αντιδράσεις (Metzner, 1987).  

∆οσολογία και µέθοδος χορήγησης: Η χορήγηση γίνεται κυρίως ενέσιµα, αν 
και µπορεί να διαφοροποιηθεί  ανάλογα µε το είδος του εκχυλίσµατος που θα 
χρησιµοποιηθεί. Το Iscador συνήθως δίνεται µε ένεση, αλλά µπορεί να δοθεί και από 
το στόµα. Η ενέσιµη θεραπεία τυπικά διαρκεί 14 ηµέρες, µε µία ένεση κάθε µέρα. Το 
Iscucin θεωρητικά πρέπει να εγχύεται κοντά στον όγκο µεταξύ 5 και 7 p.m. Η 
δοσολογία και η συχνότητα εξαρτάται από τη θερµοκρασία σώµατος. Παρ’ όλα αυτά 
δεν έχουν δηµοσιευτεί προ-κλινικές µελέτες. Στο κλινικό πεδίο υπάρχουν µόνο 
µεµονωµένες περιπτώσεις που αναφέρονται, τέσσερις από αυτές έχουν λίγα δεδοµένα 
και αποτελέσµατα που µπορούν να ερµηνευθούν και χωρίς την χορήγηση του Iscucin. 
Η χορήγηση του Isorel γίνεται ενέσιµα υποδορίως.  

Σε µελέτες που έγιναν σ’ επίπεδο παραγόµενων ουσιών, οι λεκτίνες που 
αποµονώθηκαν από το Viscum album ελέγχθηκαν  σε όλες τις κυτταρικές σειρές του 
µελανώµατος (συνολικά 11) και παρουσίασαν µια ανασταλτική δράση του 
πολλαπλασιασµού των καρκινικών κυττάρων (αντιπολλαπλασιαστική δράση) σε 
συγκεντρώσεις των 1-10 ng/ml. Η αντιπολλαπλασιαστική δράση της βισκοτοξίνης 
αυξάνεται σε συγκεντρώσεις της τάξεως του 0,5-1 µg/ml, ενώ των  αλκαλοειδών 
αρχίζει στα 10 µg/ml (Yoon, 1998). Παράλληλα, οι λεκτίνες ML I, ML II και ML III , 
µπόρεσαν σε συγκεντρώσεις από 0,02 έως 20/pg ml να ενισχύσουν την έκκριση 
παράγοντα νέκρωσης όγκων κυτταροκίνης (TNF)-άλφα, ιντερλευκίνης (IL)-1 άλφα, IL-
1 βήτα και IL-6 από τα ανθρώπινα µονοκύτταρα (Ziska, 1998). 

Προφυλάξεις: Σε γενικές γραµµές συνιστάται η θεραπεία να διακόπτεται 
κατά την έµµηνο ρύση και την εγκυµοσύνη. Σύµφωνα µε µια έρευνα της Ελβετικής 
Ένωσης για τον καρκίνο, τα παρασκευάσµατα Iscador που έχουν υποστεί ζύµωση 
περιέχουν µεγάλους αριθµούς νεκρών και ζωντανών βακτηρίων και κάποια ποσότητα 
ζύµης. 
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Τα σπιτικά παρασκευάσµατα ιξού µπορεί να είναι πολύ δηλητηριώδη. Η 
κατανάλωση τοξικών δόσεων του ολόκληρου φυτού ή των καρπών του ιξού µπορεί 
να επιφέρει σπασµούς, βραδυκαρδία, αστάθεια της αρτηριακής πίεσης, εµετούς και 
θάνατο. Παροδικά, µπορεί να εµφανιστούν ουλίτιδα, ηωσινοφιλία και αύξηση της 
ουρίας και της κρεατινίνης.  Στις περιορισµένης σηµασίας παρενέργειες που έχουν 
αναφερθεί, για το Isorel, περιλαµβάνεται µια ελαφρά αύξηση της θερµοκρασίας κατά 
1 έως 1,5 °C κάτι που σταµατάει µετά από 1 µε 2 ηµέρες. Όσον αφορά το Helixor, 
εάν η δοσολογία αυξηθεί απότοµα, η θερµοκρασία ανεβαίνει κατά 1-1,5°C και µπορεί 
να εµφανιστεί πονοκέφαλος. Μέσα από κλινικές µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν 
πάνω στη ζυµωµένη µορφή του Iscador προέκυψε ότι οι ασθενείς έχουν πυρετό 
(αύξηση της τάξεως των 2,3 έως 2,4°C) κατά την ηµέρα των ενέσεων. Οι τοπικές 
αντιδράσεις γύρω από τη σηµείο της ένεσης, οι προσωρινοί πονοκέφαλοι και οι 
κρυάδες συνδέονται επίσης µε τον πυρετό. Συνίσταται αναµονή έως την οµαλοποίηση 
της θερµοκρασίας πριν από κάθε νέα ένεση. Στην περίπτωση του υπερθυρεοειδισµού, 
συνίσταται οι ενέσεις να αρχίζουν µε µικρές δοσολογίες και να αυξάνονται σταδιακά. 

Αλληλεπιδράσεις µε άλλα φάρµακα και άλλες µορφές αλληλεπιδράσεων: 
Οι υδατοδιαλυτοί πολυσακχαρίτες του Viscum album έδειξαν πως ασκούν µια 
ραδιοπροστατευτική δράση η οποία θα µπορούσε να είναι ένα πολύτιµο συµπλήρωµα 
στην ακτινοθεραπεία του καρκίνου. Η δράση αυτή φαίνεται ότι είναι το αποτέλεσµα 
τόσο της δόσης ακτινοβολίας όσο και της δόσης φαρµάκου καθώς και του χρόνου 
χορήγησης. Η µέγιστη ραδιοπροστατευτική αποτελεσµατικότητα των 
πολυσακχαριτών παρατηρήθηκε µετά τη χορήγησή τους 15 λεπτά πριν από την 
ακτινοβολία (Stein, 1999). 

Φαρµακοκινητικές ιδιότητες: Η τιµή LD50 για τις λεκτίνες στον ποντικό 
κυµαίνεται µεταξύ 30-50 µg/kg, ενώ η αντίστοιχη τιµή για τις βισκοτοξίνες είναι 500 
µg/kg (Samuelsson, 1996).  

Προ-κλινικά ∆εδοµένα: Αρκετές προ-κλινικές µελέτες έχουν γίνει τα 
τελευταία χρόνια, όσον αφορά νέες ενδείξεις για εκχυλίσµατα ή ουσίες που 
προέρχονται από τον ιξό. Μερικές από τις πιο σηµαντικές µελέτες αναφέρονται στο 
Iscador, το οποίο σε σχετική µελέτη για το σάρκωµα, ανέστειλε καρκινογένεση που 
οφειλόταν σε 20-µεθυλοχολανθρίνη στα ποντίκια. Η ενδοπεριτοναϊκή χορήγηση του 
Iscador (1 mg/δοσολογία) δύο φορές την εβδοµάδα για 15 εβδοµάδες µπορεί να 
αναστείλει πλήρως το σάρκωµα που οφείλεται σε 20-µεθυλοχολανθρίνη στα ποντίκια 
και να προστεύσει τα ζώα αυτά από θάνατο που οφείλεται σε καρκινικό όγκο. Το 
Iscador διαπιστώθηκε ότι είναι αποτελεσµατικό ακόµα και σε µικρότερες δοσολογίες. 
Μετά από χορήγηση 0,166, 0,0166 και 0,00166 mg/δοσολογία το 67, 50 και 17% των 
ζώων αντιστοίχως, δεν ανέπτυξαν σάρκωµα (Kuttan, 1997). Στην ίδια µελέτη, οι 
µακροφάγοι από ποντίκια στα οποία εφαρµόστηκε θεραπεία µε εκχύλισµα Viscum 
album αποδείχθηκε πως είναι ενεργοί στην αναστολή του πολλαπλασιασµού των 
καρκινικών κυττάρων στην καλλιέργεια. Αυτοί οι ενεργοποιηµένοι µακροφάγοι έχει 
αποδειχθεί ότι προστατεύουν τα ποντίκια από ενδεχόµενο θάνατο λόγω προοδευτικών 
όγκων όταν χορηγούνται µε ενδοπεριτοναϊκή ένεση στα ζώα. Οι προφυλακτικές 
καθώς και οι πολλαπλές θεραπείες µε µακροφάγους που έχουν ενεργοποιηθεί στο 
εκχύλισµα Viscum album αποδείχθηκαν πιο αποτελεσµατικές σε σχέση µε µια 
µεµονωµένη θεραπεία. Ως εκ τούτου, εκτός από την άµεση κυτταροτοξική δράση του 
Viscum album, η ενεργοποίηση των µακροφάγων µπορεί να συµβάλλει στη γενική 
αντικαρκινική δραστηριότητα του φαρµάκου (Kuttan, 1997).  

Στα ποντίκια, ένας αυξηµένος αριθµός πλακωδών κυττάρων σε σχηµατισµό 
πλάκας στα ερυθροκύτταρα (sheep red blood cells - SRBC) ακολούθησε την 
χορήγηση του Isorel (Novipharm, Austria) µαζί µε SRBC. Περαιτέρω, ο χρόνος 
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επιβίωσης ενός ξένου δερµατικού µοσχεύµατος µειώθηκε στις περιπτώσεις όπου το 
Isorel χορηγήθηκε τη σωστή χρονική στιγµή. Τέλος, η καταπιεσµένη ανοσολογική 
αντίδραση σε όγκους σε ποντίκια επανακτήθηκε µετά τη χορήγηση του Isorel. Το 
Isorel διαπιστώθηκε επιπλέον ότι ασκεί κυτταροτοξική δράση σε καρκινικά κύτταρα 
in vitro. Η εφαρµογή του σε ποντίκια που έπασχαν από καρκίνο µπορούσε να 
παρατείνει τη ζωή τους αλλά χωρίς καµία θεραπευτική δράση. Ωστόσο, ένας 
συνδυασµός της τοπικής ακτινοβολίας και του Isorel απεδείχθη εξαιρετικά 
αποτελεσµατικός: κατόπιν µιας τοπικής ακτινοβολίας 43 Gy σε ένα µεταµοσχευµένο 
ινοσάρκωµα µεθυλοχολανθρίνης (όγκος περίπου 240 mm3) που αναπτυσσόταν σε 
γενετικά όµοια ποντίκια CBA/HZgr, ο όγκος εξαφανίστηκε σε ποσοστό περίπου 25% 
του συνόλου των ζώων. Η προσθήκη του Isorel αύξησε το ποσοστό των 
θεραπευµένων ζώων σε πάνω από 65%. Η συνδυασµένη δράση του Isorel, που 
επηρεάζει τη βιωσιµότητα του όγκου αφενός και την ανοσολογική αντίδραση 
αφετέρου, φαίνεται να είναι ευνοϊκή για την αντικαρκινική in vivo δράση (Pouckova, 
1986).  

     Η εφαρµογή ενός υδατικού εκχυλίσµατος από το Viscum album 
coloratum, από τον κορεάτικο ιξό, περιόρισε σηµαντικά τη µετάσταση του καρκίνου 
στους πνεύµονες που οφειλόταν σε υψηλά µεταστατικά καρκινικά κύτταρα 
ποντικιών, µελάνωµα B16-BL6, καρκίνωµα του παχέος εντέρου 26-M3.1 και κύτταρα 
λεµφώµατος L5178Y-ML25 σε ποντίκια. Η αντιµεταστατική δράση οφειλόταν στην 
καταστολή της ανάπτυξης του όγκου και την αναστολή της αγγειογένεσης που 
προκαλούνταν από τον όγκο µε την επίδραση στο TNF-άλφα (Yoon, 1998).  

Σε επίπεδο ουσιών η λεκτίνη του ιξού, ML-A αδρανοποιεί ριβοσώµατα του 
ήπατος των ποντικών διαχωρίζοντας ένα N-γλυκοζιτικό δεσµό στα A-4324 του 28 S 
rRNA των ριβοσωµάτων, καθώς είναι χαρακτηριστικό των κοινών πρωτεϊνών 
αδρανοποίησης ριβοσωµάτων (RIP) (Citores, 1993), ενώ η λεκτίνη ML-I από το 
Viscum album έδειξε ότι µπορεί να αυξάνει τον αριθµό και την κυτταροτοξική 
δραστηριότητα των φυσικών κυττάρων – φονιάδων και να διεγείρει την 
αντικαρκινική δραστηριότητα στα πρότυπα των ζώων. Η ίδια λεκτίνη αναστέλλει την 
ανάπτυξη των κυττάρων και προκαλεί απόπτωση (προγραµµατισµένος θάνατος 
κυττάρων) σε αρκετούς τύπους κυττάρων (Janssen, 1993).  

Αντικαρκινική δραστηριότητα: Τα εκχυλίσµατα του Viscum album L. έχουν 
αποδειχθεί ότι διεγείρουν το ανοσοποιητικό σύστηµα, ενεργοποιούν τα κύτταρα ΝΚ 
(natural killers), τα µονοκύτταρα/µακροφάγα και τα Τ κύτταρα και διεγείρουν την 
απελευθέρωση των κυτοκινών (Ring, 2001). Επίσης, παρέχουν µια σταθεροποιητική 
δράση του DNA (Woynarowski, 1980) και ανασταλτική για την κυτταρική ανάπτυξη.  

Οι δραστηριότητες αναστολής του πολλαπλασιασµού έχουν διαπιστωθεί σε 
χορήγηση των εκχυλισµάτων Viscum album C, Viscum album Qu και Viscum album 
M (εµπορική ονοµασία Iscador) στις κυτταρικές σειρές µελανώµατος. Το Viscum 
album C περιέχει βισκοτοξίνη, αλκαλοειδή και λεκτίνες. Το Viscum album Qu 
παρασκευάστηκε από την Medac (Γερµανία). Το Viscum album M έχει 
παρασκευασθεί από το Ινστιτούτο Hiscia (Ελβετία). Η δράση αναστολής του 
πολλαπλασιασµού που χαρακτηρίζει τα εκχυλίσµατα σε 11 κυτταρικές σειρές 
µελανώµατος που έχει ληφθεί µέσω του EORTC – MCG, ελέγχθηκαν σε δοκιµές 
πολλαπλασιασµού µονοµοριακής στρώσης. Στις περισσότερες από τις κυτταρικές 
σειρές µελανώµατος που εξετάστηκαν, το Viscum album C είχε σηµαντική δράση 
αναστολής του πολλαπλασιασµού σε συγκέντρωση 100 µg/ml, ενώ το Viscum album 
M εµφάνισε δράση αναστολής του πολλαπλασιασµού στα 1000 µg/ml. Οι λεκτίνες 
που έχουν αποµονωθεί από το Viscum album C, όταν συγκρίνονται µεταξύ τους 
εµφανίζουν σχεδόν και στις 11 κυτταρικές σειρές µελανώµατος µια παρόµοια 
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ανασταλτική δράση του πολλαπλασιασµού. Αυτό διαπιστώθηκε σε συγκεντρώσεις 1-
10 ng/ml. Η ανασταλτική του πολλαπλασιασµού δράση της βισκοτοξίνης αυξάνεται 
στις συγκεντρώσεις των 0,5-1 µg/ml, ενώ η ανασταλτική δράση του 
πολλαπλασιασµού των αλκαλοειδών ξεκινάει στα 10 µg/ml (Yoon, 1998).  

Οι ασθενείς που πάσχουν από προχωρηµένη µορφή καρκίνου του µαστού και 
στις οποίες χορηγήθηκε το Iscador εµφάνισαν σηµαντική βελτίωση, πιθανώς λόγω 
της  διέγερσης των επιδιορθωτικών ενζύµων από λεµφοκίνες ή κυτταροκίνες που 
εκκρίνονται από λεµφοκύτταρα ή σε µια τροποποίηση στην ευπάθεια στους εξωγενείς 
παράγοντες που έχουν ως αποτέλεσµα πιο περιορισµένη ζηµιά (Kovacs, 1991). 

Οι τρεις λεκτίνες του ιξού ML I, ML II και ML III , µπόρεσαν σε 
συγκεντρώσεις από 0,02 έως 20/pg ml (100-10.000-πλάσια χαµηλότερες από εκείνες 
που εµφανίζουν τοξική δράση) να ενισχύσουν την έκκριση παράγοντα νέκρωσης 
όγκων κυτταροκίνης (TNF)-άλφα, ιντερλευκίνη (IL)-1 άλφα, IL-1 βήτα και IL-6 από τα 
ανθρώπινα µονοκύτταρα που είχαν πολύ πιο αυξηµένες τιµές ελέγχου Οι 
ανοσοενεργοποιητικές συγκεντρώσεις από τις τρεις λεκτίνες διαπιστώθηκαν πως ήταν 
διαφορετικές για κάθε δότη. Στις τοξικές συγκεντρώσεις, τα ποσά του IL- 1 άλφα, IL-
1 βήτα και σε µικρότερο βαθµό του TNF άλφα στα υπερκείµενα υγρού µονοκυττάρων 
ήταν ιδιαίτερα υψηλά (Ziska, 1998).  

Επίσης, το εκχύλισµα του κορεάτικου ιξού διαθέτει δραστηριότητα κατά των 
καρκινικών όγκων in vivo και in vitro (Yoon, 1998). 

∆ραστηριότητα κατά της λευχαιµίας: Η λεκτίνη I ιξού από το Viscum album 
η οποία εφαρµόστηκε in vitro για 1 ώρα στις κατάλληλες δοσολογίες, προκάλεσε µη 
αντιστρεπτή αναστολή του πολλαπλασιασµού λευχαιµικών κυττάρων L1210. Η 
τοξίνη φάνηκε να είναι κυτταροτοξική στα κανονικά προγονικά κύτταρα του µυελού 
των οστών, όπως παρατηρήθηκε στα λευχαιµικά κύτταρα P388 και L1210. 

Το Iscador διαπιστώθηκε ότι µειώνει την λευκυτταροπενία που οφείλεται 
στην ακτινοβολία και τη θεραπεία κυκλοφοσφαµίδης στα ζώα. Η απώλεια βάρους 
λόγω της ακτινοβολίας ήταν σηµαντική ενώ δεν σηµειώθηκε καµία αλλαγή στην 
απώλεια βάρους λόγω της κυκλοφοσφαµίδης. Τα επίπεδα αιµογλοβίνης δεν 
επηρεάστηκαν, υποδεικνύοντας ότι η θεραπεία µε το εκχύλισµα µειώνει την 
λεµφοκυτταροπενία και ως εκ τούτου µπορεί να χρησιµοποιηθεί µαζί µε τη 
χηµειοθεραπεία και τη θεραπεία ακτινοβολίας (Kuttan, 1997). 

Σε παλαιότερη µελέτη είχε διαπιστωθεί ότι το Iscador ήταν κυτταροτοξικό σε 
διάφορες καρκινικές σειρές όπως σε κύτταρα ασκίτη λεµφώµατος Dalton (κύτταρα 
DLA) και κύτταρα ασκίτη Ehrlich in vitro και πως µπορούσε να αναστείλει την 
ανάπτυξη της ινοπλασίας των πνευµόνων (κύτταρα LB), των ωοθηκικών κυττάρων 
κινέζικου χάµστερ (κύτταρα CHO) και των ανθρώπινων κυττάρων ρινοφαρυγγικού 
καρκινώµατος (κύτταρα KB) σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις. Επιπλέον, η χορήγηση 
του Iscador διαπιστώθηκε ότι µειώνει τους όγκους ασκίτη και τους στερεούς όγκους 
που παράγονται από κύτταρα DLA και κύτταρα ασκίτη Ehrlich. Η δράση του 
φαρµάκου ήταν εµφανής όταν το φάρµακο χορηγούνταν είτε εκ παραλλήλου, µετά 
την ανάπτυξη του όγκου ή όταν χορηγούνταν στα πλαίσια της προφυλακτικής 
θεραπείας, φανερώνοντας έναν µηχανισµό δράσης πολύ διαφορετικό από άλλα 
χηµειοθεραπευτικά φάρµακα. Το Iscador δεν εµφάνισε κυτταροτοξική δράση στα 
λεµφοκύτταρα (Luther, 1977).  

Άλλα ιατρικά αποτελέσµατα: Η συχνότητα ανταλλαγής αδελφών 
χρωµατιδίων (SCE) 5-βρωµο-2'-δεοξυουριδίνης των κυττάρων αµνιακού υγρού 
(AFC) παρέµεινε σταθερή µετά την προσθήκη θεραπευτικής συγκέντρωσης Viscum 
album (Iscador P) αλλά µειώθηκε σηµαντικά µετά από τη χορήγηση σηµαντικής 
ποσότητας φαρµάκων. Καθώς ο συντελεστής πολλαπλασιασµού παρέµεινε σταθερός, 
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ακόµα και σε εξαιρετικά υψηλές συγκεντρώσεις φαρµάκου, η δράση αυτή δεν ήταν 
δυνατόν να αποδοθεί σε µια µείωση του πολλαπλασιασµού. ∆εν διαπιστώθηκαν 
ενδείξεις κυτταρογενετικής βλάβης ή αποτελέσµατα µεταλλακτικότητας µετά την 
προσθήκη των εκχυλισµάτων. Επιπλέον, αυξανόµενες συγκεντρώσεις εκχυλισµάτων 
του Viscum album L. έδειξαν ότι µείωναν σηµαντικά τη συχνότητα ανταλλαγής 
αδελφών χρωµατιδίων (SCE) της φυτο-αιµογλουτινίνης (PHA) των περιφερειακών 
µονοπύρηνων κυττάρων αίµατος (PBMC) υγιών ατόµων (Büssing, 1995). 

Καθώς το Iscador προκαλεί την παραγωγή των φυσικών κυττάρων – 
δολοφόνων, µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη σταθεροποίηση του αριθµού των 
κυττάρων T4 και ως εκ τούτου της κλινικής κατάστασης των HIV – θετικών ατόµων. 
Από τις εργαστηριακές δοκιµές προέκυψε ότι σηµειώθηκε αναστολή της προόδου της 
λοίµωξης HIV (Rentea, 1981, Schink, 1997). Κατά τη διάρκεια µελέτης φάσης I/II 
για τον καθορισµό της δράσης του Viscum album (Iscador) στην µόλυνση από τον ιό 
HIV, σε 40 HIV-θετικούς ασθενείς (µε µέτρηση CD4-λεµφοκυττάρων > 200) 
χορηγήθηκε µε υποδόρια ένεση 0,01 mg έως 10 mg δύο φορές την εβδοµάδα για µια 
περίοδο 18 εβδοµάδων. Το εκχύλισµα έδρασε θετικά και φάνηκε ότι έχει δράση κατά 
του HIV (Gorter, 1994).  

Σχετικές δράσεις µε άλλες ενώσεις: Από το Viscum album (VAA) βρέθηκε 
ότι µια λεκτίνη γαλακτόζης προκαλούσε τη συσσωµάτωση ανθρώπινων αιµοπεταλίων 
κατά τρόπο που ήταν ανάλογος της δοσολογίας και του σακχάρου. Μικρές 
συγκεντρώσεις του VAA, που δεν προκαλούν συσσωµάτωση, διέγειραν την απόκριση 
των αιµοπεταλίων σε γνωστά συσσωµατώµατα (ADP, αραχιδονικό οξύ, θροµβίνη, 
ριστοκετίνη). Η συσσωµάτωση αιµοπεταλίων που οφειλόταν σε VAA ήταν πλήρως 
αντιστρεπτή µέσω της προσθήκης αναστολέα σακχάρου λακτόζης και τα αιµοπετάλια 
από διασπασµένα συσσωµατώµατα διατήρησαν την απόκριση για δηµιουργία άλλων 
συσσωµατωµάτων. Η συσσωµάτωση των καθαρισµένων αιµοπεταλίων εξαιτίας της 
λεκτίνης, ήταν πιο ανθεκτική στους µεταβολικούς αναστολείς σε σχέση µε την 
κυτταρική αλληλεπίδραση που εξαρτάται από τη θροµβίνη ή το αραχιδονικό οξύ 
(Büssing, 1999). 

∆ύο κλάσµατα λεκτίνης µε σχεδόν την ίδια κυτταροτοξική ενεργότητα πάνω 
στα κύτταρα MOLT-4 αλλά µε διαφορετικές σχέσεις υδρογονανθράκων 
αποµονώθηκαν µέσω χρωµατογραφίας συγγένειας από το φάρµακο του ιξού: η 
λεκτίνη I ιξού µε µια σχέση µε D-γαλακτόζη και GalNAc και λεκτίνη II ιξού µε µια 
σχέση µε GalNAc. Τα κλάσµατα λεκτίνης και το φάρµακο του ιξού ανέστειλαν τη 
σύνθεση πρωτεϊνών των κυττάρων MOLT-4 κατά πολύ περισσότερο από τη σύνθεση 
DNA (Olsnes, 1982).Οι µερικώς και υψηλά καθαρισµένες λεκτίνες από το Viscum 
album προκαλούν µια µείωση της βιωσιµότητας των ανθρώπινων καλλιεργειών 
κυττάρων λευχαιµίας που εξαρτάται από τη δοσολογία, MOLT-4, µετά από θεραπεία 
72 ωρών. Το LC50 της µερικώς καθαρισµένης λεκτίνης ήταν 27,8 ng/ml, της υψηλά 
καθαρισµένης λεκτίνης 1,3 ng/ml. Σε σύγκριση µε την υψηλά καθαρισµένη λεκτίνη 
µια 140-πλάσια υψηλότερη συγκέντρωση πρωτεΐνης ενός υδατικού φαρµάκου ιξού 
απαιτήθηκε για την απόκτηση παρόµοιων κυτταροτοξικών δράσεων πάνω σε κύτταρα 
MOLT-4. Η κυτταροτοξικότητα της υψηλά καθαρισµένης λεκτίνης αναστάλθηκε από 
D-γαλακτόζη και λακτόζη, ενώ η κυτταροτοξικότητα του φαρµάκου ιξού και της 
µερικώς καθαρισµένης λεκτίνης αναστάλθηκε µε λακτόζη και N-ακετυλο-D-
γαλακτοσαµίνη (GalNAc) (Olsnes, S,  1982).   

Ένα πεπτίδιο που αποµονώθηκε από το εκχύλισµα Viscum album (Iscador) 
διέγειρε τους µακροφάγους in vitro και in vivo και οι ενεργοποιηµένοι µακροφάγοι 
διαπιστώθηκε ότι έχουν κυτταροτοξική δράση κατά της ινοπλασίας L-929 (Ελβετική 
Εταιρεία Ογκολογίας, 2001). 



 27

Το Iscador Pini, ένα εκχύλισµα που προέρχεται από το Viscum album L. και 
το οποίο αναπτύσσεται σε πεύκα και περιέχει ένα αντιγόνο που δεν συνδέεται µε 
λεκτίνη, προκαλεί τον πολλαπλασιασµό των µονοπυρηνικών κυττάρων περιφερειακού 
αίµατος (Cammarata, 1967).  

Οι πολυσακχαρίτες ενδέχεται να παίζουν ρόλο στη φαρµακολογική δράση των 
εκχυλισµάτων Viscum album, που χρησιµοποιούνται στη θεραπεία του καρκίνου. Ο 
κύριος πολυσακχαρίτης των πράσινων µερών του Viscum είναι ένα υψηλά 
εστεροποιηµένο γαλακτουρονικό οξύ ενώ το Viscum παράγει µια αραβινογαλακτάνη 
που κυριαρχεί και αλληλεπιδρά µε τη λεκτίνη γαλακτόζης (ML I) (Stein, 1999).  

Σχετικές δράσεις από άλλα είδη: Το κινέζικο βότανο Viscum 
alniformosanae είναι η πηγή ενός εξαρτηµένου µέσου (CM), γνωστού ως 572-CMF-, 
το οποίο είναι σε θέση να διεγείρει τα µονοπύρηνα κύτταρα. Αυτό το CM έχει την 
ικανότητα να προκαλεί την προµυελοκυτταρική γραµµή  HL-60 για να 
διαφοροποιείται σε µορφολογικά και λειτουργικά ώριµα µονοκυτταροειδή κύτταρα. 
Από έρευνες έχει προκύψει ότι το 572-CM δεν περιείχε IFN-r, TNF, IL-1 και IL-2 
(Chen, 1992). 

Τα εξανικά εκχυλίσµατα του παρασιτικού Viscum cruciatum Sieber στο 
Crataegus monogyna Jacq. (I), Crataegus monogyna Jacq. παρασιτούσαν µε το 
Viscum cruciatum Sieber (II), και Crataegus monogyna Jacq. Τα µη παρασιτικά (III), 
και κλάσµατα εµπλουτισµένα µε τριτερπένια αποµονωµένα από I, II και III (CFI, 
CFII, CFIII  αντιστοίχως) εµφάνισαν µια σηµαντική κυτταροτοξική δραστηριότητα 
κατά καλλιεργηµένων κυττάρων καρκίνου του λάρυγγα (HEp-2 κύτταρα), (Gomez, 
1997). 

 

 

1.4. ΧΗΜΙΚΕΣ Ι∆ΙΟΤΗΤΕΣ ΤΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ ΤΟΥ VISCUM ALBUM L. 

 

Τα εκχυλίσµατα από τον φρέσκο χυµό του φυτού είναι πλούσια σε πρωτεΐνες, 
αλκαλοειδή και πολυσακχαρίτες. Το πρωτεϊνικό τµήµα είναι υψηλού µοριακού 
βάρους, µε καλή αντινεοπλασµατική δράση. Είναι ιδιαιτέρως θερµοευαίσθητο (χάνει 
τη δράση του ακόµη και µε σύντοµη θέρµανση στους 40 °C), ενώ είναι ιδιαίτερα 
τοξικό και κατά συνέπεια το αρχικό εκχύλισµα είναι άχρηστο ως φάρµακο. Το αρχικό 
αυτό εκχύλισµα παρουσιάζει  υποτασική δράση σε πειραµατόζωα µετά από 
ενδοφλέβια χορήγηση, δράση που οφείλεται εν µέρει στην παρουσία σε αυτό χολίνης 
και γ-αµινοβουτιρικού οξέος κι εν µέρει στις µικρές βασικές πρωτεΐνες, τις 
βισκοτοξίνες (Samuelsson, 1996). Τα κύρια συστατικά του  πρωτεϊνικού τµήµατος 
των εκχυλισµάτων του ιξού είναι οι βισκοτοξίνες, και τρεις λεκτίνες (λεκτίνη 
λακτόζης, λεκτίνη γαλακτόζης, λεκτίνη N-ακετυλογαλακτοσαµίνης). 

Βισκοτοξίνες: Οι βισκοτοξίνες είναι βασικές πρωτεΐνες οι οποίες αποτελούνται 
από µία αλυσίδα 46 αµινοξέων, η οποία περιέχει τρεις δισουλφιδικές γέφυρες και 
συνδέονται στενά µε την οµάδα των θειονινών. Είναι κοινές σε φυτά όπως το 
καλαµπόκι, το σιτάρι, και άλλα και θεωρείται ότι προστατεύουν από µολύνσεις ιών, 
βακτηρίων και µυκήτων (Carrasco, 1981). Οι τρεις κύριες βισκοτοξίνες ονοµάζονται 
βισκοτοξίνες Α2, Α3 και Β, έχουν µοριακό βάρος 5 kD και ισοηλεκτρικό σηµείο 9-11 
pH . Τα πεπτίδια αυτά εµφανίζουν σηµαντικό βαθµό οµολογίας µε µικρές µόνο 
διαφορές στην αλληλουχία των αµινοξέων, κι είναι πολύ σταθερά, ακόµη και κάτω 
από συνθήκες µετουσίωσης. Η δράση των ουσιών αυτών είναι παρόµοια µε εκείνη 
των καρδιοτοξινών, των δηλητηρίων της κόµπρας (προκαλούν εκπόλωση των 
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κυτταρικών µεµβρανών µε αποτέλεσµα την αυξηµένη διαπερατότητά τους από 
ιόντα), µολονότι δεν έχει προσδιοριστεί κοινή αλληλουχία αµινοξέων (Samuelsson, 
1996). Συγκεκριµένα, η βισκοτοξίνη φαίνεται να δρα κυρίως µε το να προκαλεί 
καταστροφές στην κυτταρική µεµβράνη και επαγωγή κυτταρικής νέκρωσης και όχι 
µέσω της τροποποίησης της λειτουργίας του ανοσοποιητικού συστήµατος (Ring, 
2001).  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1 : Απεικόνιση του µορίου της βισκοτοξίνης ( Samuelsson, 1996).  

 

 

Λεκτίνες: Γενικά, ως λεκτίνη ορίζεται µια πρωτεΐνη η οποία δεν είναι 
αντίσωµα ή ένζυµο (Franz, 1990), αλλά έχει την ικανότητα να δεσµεύεται σε ειδικά 
σάκχαρα. Η σύζευξη αυτή δεν είναι οµοιοπολικής φύσεως και το σάκχαρο είναι είτε 
ελεύθερο ή αποτελεί τµήµα µεγαλύτερου µορίου το οποίο είναι παρόν π.χ. σε µια 
µεµβράνη. Οι λεκτίνες βρίσκονται στα φυτά, σε µικροοργανισµούς, σε διάφορους 
θαλάσσιους οργανισµούς και στα θηλαστικά. Οι λεκτίνες στα φυτά βρίσκονται κυρίως 
στα σπέρµατα, ενώ ιδιαιτέρως πλούσια σε λεκτίνες είναι τα σπέρµατα φυτών που 
ανήκουν στην οικογένεια Fabaceae (Samuelsson, 1996). Η παρουσία των λεκτινών 
στους µικροοργανισµούς διευκολύνει την προσκόλλησή τους σε άλλα κύτταρα µε 
αποτέλεσµα οι µολύνσεις από παθογόνα βακτήρια να πραγµατοποιούνται µέσω αυτών. 
Οι λεκτίνες φαίνεται ότι εµπλέκονται και στην δηµιουργία καρκινικών µεταστάσεων, 
αφού καθιστούν ικανά τα καρκινικά κύτταρα να προσκολλώνται στο νέο όργανο στόχο 
(Samuelsson, 1996). 
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 Οι φυτικές λεκτίνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στις επιστήµες που ασχολούνται 
µε την διατροφή και την υγεία. Πολλές φυτικές λεκτίνες έχουν την ικανότητα να 
προκαλούν συγκόλληση των ερυθροκυττάρων ως εξής: η λεκτίνη δεσµεύεται σε 
ειδικούς υδατάνθρακες επί της µεµβράνης του ερυθροκυττάρου, ενώ ένα µόριο αυτής 
είναι σε θέση να δεσµεύσει περισσότερα του ενός ερυθροκύτταρα µε αποτέλεσµα να 
σχηµατιστούν συσσωµατώµατα τα οποία καθιζάνουν. Ορισµένες λεκτίνες δεν 
εµφανίζουν εξειδικευµένη δράση και προκαλούν συγκόλληση των ερυθροκυττάρων 
όλων των οµάδων αίµατος, ενώ άλλες εµφανίζουν εξειδικευµένη δράση. Οι λεκτίνες 
αυτές χρησιµοποιούνται συµπληρωµατικά στη διάγνωση των οµάδων αίµατος σε 
επίπεδο µονοκλωνικών και πολυκλωνικών αντισωµάτων. Ορισµένες λεκτίνες, όπως η 
κονκαναβαλίνη Α, η οποία προέρχεται από το µπιζέλι Canavalia ensiformis (L.) DC., 
διεγείρουν τη µίτωση των κυττάρων. Επίσης, λόγω της ικανότητάς τους να δεσµεύουν  
εκλεκτικά ορισµένα σάκχαρα, µπορούν να χρησιµοποιηθούν στη χρωµατογραφία 
συγγενείας ενώσεων οι οποίες περιέχουν ειδικά σάκχαρα και στον ιστοχηµικό 
προσδιορισµό ενώσεων σε ιστούς (Samuelsson, 1996). Μεταξύ του µεγάλου αριθµού 
των φυτικών λεκτινών, διακρίνεται ένας αριθµός λεκτινών από µη σχετικά είδη που 
ανήκουν στην αποκαλούµενη οµάδα RIP (Ribosome Inactivating Proteins). Η πιο 
γνωστή λεκτίνη αυτής της οµάδας είναι η ρικίνη (ricin), η οποία παράγεται από το 
είδος Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), τα σπέρµατα του οποίου αποτελούν την 
πηγή του ελαίου κίκεως (καστορέλαιο)  και έχει αναγνωριστεί ως πολύ τοξική και 
αιµοσυγκολλητική, πάνω από εκατό χρόνια. Οι πρωτεΐνες αυτής της οµάδας 
χωρίζονται σε δύο οµάδες, την τύπου 1 RIP (µονής αλυσίδας πρωτεΐνες, που δε 
δεσµεύονται σε σάκχαρα) και την τύπου 2 RIP (διπλής αλυσίδας πρωτεΐνες). Παρ’ 
όλο που πάνω από 30 είδη ουσιών έχουν περιγραφεί στο 1 RIP, λίγα µόνο είδη 
ουσιών ανήκουν στην 2 RIP, γι’ αυτό κι η περιγραφή των λεκτινών του ιξού κατά τα 
τέλη της δεκαετίας του ’70, που έµοιαζε µοριακά µε  αυτήν της ρικίνης, ήταν µεγάλη 
έκπληξη (Pfüller, 2000).  

Το ευρωπαϊκό είδος ιξού ανήκει στις λίγες οικογένειες φυτών που περιέχουν 
πάνω από ένα είδος λεκτίνης, τις γαλακτο/γαλακτοΝΑc- αναγνωρίσιµες ML-I, ML-IΙ, 
ML-IΙΙ που ανήκουν στον 2 RIP τύπο και µία λεκτίνη µε βασική δοµή, τη γλουκοΝΑc-
ολιγοµερή συνδεόµενη λεκτίνη VisalbCBL.  

Οι λεκτίνες που περιέχονται στο εκχύλισµα του ιξού είναι τοξικές. Έχουν 
αποµονωθεί και χαρακτηριστεί  τρεις ενώσεις µε τις ονοµασίες λεκτίνη Ι ή ML-I 
(Viscum – Lectin, Mistellektin I, Viscumin, ή VAL) µοριακού βάρους 115.000 Dalton, 
λεκτίνη ΙΙ ή ML-IΙ (Viscumtoxin, Mistellektin II) µοριακού βάρους  60.000 Dalton και 
λεκτίνη ΙΙΙ ή ML-IΙΙ µοριακού βάρους 50.000 Dalton. Είναι και οι τρεις ενώσεις 
γλυκοπρωτεΐνες. Αποτελούνται από δύο πρωτεϊνικές αλυσίδες –Α και –Β, οι οποίες 
συνδέονται µέσω δισουλφιδικών δεσµών. Στην ML-I πρωτεΐνη τα µοριακά βάρη των 
υποµονάδων είναι 29.000 Da (Α) και 34.000 Da (Β), ενώ στην VAA II είναι 27.000 
Da (Α) και 32.000 Da (Β) και στην ML-IΙΙ 30.000 Da (Α) και 25.000 Da (Β) 
αντίστοιχα (Franz, 1986). Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τον διαχωρισµό και 
την παραπάνω κατάταξη των λεκτινών ιξού από τον Franz (1986) ήταν 
χρωµατογραφία συγγενείας και υδρολυµένη Sepharoze ή λακτόζης Sepharoze. Η 
λεκτίνη Ι δεσµεύει εκλεκτικά την D-γαλακτόζη, η λεκτίνη ΙΙ την D-γαλακτόζη/Ν-
ακετυλ-γαλακτοζαµίνη και η λεκτίνη ΙΙΙ την Ν-ακετυλ-D-γαλακτοζαµίνη. Οι Samtleben 
και Kiefer χρησιµοποιώντας οξική Sepharoze αποµόνωσαν δύο λεκτίνες που τις 
ονόµασαν V. Album agglutinin I (VAA I) και V. Album agglutinin II (VAA II) 
(Samtleben, 1985). ∆εν υπάρχει αµφιβολία ότι οι ML-I και VAA I είναι ταυτόσηµες 
(Franz, 1986). 
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Οι συγκεκριµένες λεκτίνες δεσµεύουν εκλεκτικά γαλακτόζη και 
γαλακτοζαµίνες και προκαλλούν συγκόλληση των ερυθροκυττάρων του ανθρώπου, 
κατά ένα µη εξειδικευµένο τρόπο (Samuelsson, 1996). Επίσης οι δράσεις της 
βισκουµίνης (ML-I) συµπεριλαµβάνουν την παρεµβολή στη σύνθεση των 
ενδοκυττάριων πρωτεϊνών, τη διέγερση της παραγωγής κυτοκινών και την 
ενεργοποίηση των λευκοκυττάρων. Ακόµη, ενδέχεται να επηρεάζει τη διαδικασία των 
µεταστάσεων και της κυτταρικής απόπτωσης (Ring, 2001).  

Το 1996 η οµάδα του Peumans στο Katholieke Universiteit Leuven, του 
Βελγίου αποµόνωσε µία νέα λεκτίνη από το εκχύλισµα του ιξού την οποία ονόµασε 
VisalbCBL. Αυτή διαφέρει τελείως από τις τρεις άλλες λεκτίνες του ιξού (ML-I, ML-IΙ, 
ML-IΙΙ). Βιοχηµικές αναλύσεις επιβεβαιώνουν ότι η νέα αυτή λεκτίνη αποτελείται από 
δύο πανοµοιότυπες υποµονάδες των 10.8 kDa. Η VisalbCBL παρουσιάζει 
εκλεκτικότητα σε ολιγοµερή της Ν-ακετυλογλουκοζαµίνης και δείχνει οµολογιακή 
αλληλουχία στις  προηγούµενες αποµονωµένες χιτινο-δεσµευόµενες φυτικές 
πρωτεΐνες. Παρ’ όλο που η λεκτίνη αυτή είναι λιγότερο τοξική από τις άλλες 
πρωτεΐνες του ιξού, παρουσιάζει κυτοτοξικές ιδιότητες. Η πιθανή εµπλοκή της στις 
βιολογικές και θεραπευτικές ιδιότητες του ιξού είναι υπό διερεύνηση (Peumans et al, 
1996). Ο Van Damme, το 1998, πρότεινε ότι αυτή η λεκτίνη είναι πιθανόν µέρος της 
άµυνας του φυτικού συστήµατος εναντίον των βακτηρίων, των µυκήτων και των 
εντόµων, βασιζόµενος στην παρόµοια δράση άλλων λεκτινών που ανήκουν στην 
κατηγορία των χιτινο-δεσµευόµενων πρωτεϊνών (Van Damme , 1998 a,b). 

Οι αιµοσυγκολλητικές δράσεις των λεκτινών του ιξού περιγράφησαν πρώτα 
από τον Krüpe (1956) και τον Bird (1954). Αρκετά χρόνια αργότερα, το 1973 οι 
Luther et al  κατάφεραν ν’ αποµονώσουν µία λεκτίνη ιξού, ενώ το 1981 οι Franz et al  
αποµόνωσαν και χαρακτήρισαν τις τρεις βασικές λεκτίνες του ιξού (ML-I, ML-II, ML-
III ). Και για τις τέσσερις γνωστές, έως σήµερα, λεκτίνες του ιξού, η εποχή της 
συλλογής για την παρασκευή του εκχυλίσµατος και το είδος του ξενιστή του ιξού 
παίζουν ρόλο τόσο στην ποσότητα όσο και στο είδος της παραγόµενης λεκτίνης 
(Pfüller,, 2000), ενώ έχει παρατηρηθεί ότι ο ξενιστής και η δριµύτητα του ψύχους 
παίζουν ρόλο στη διαµόρφωση των δύο αλυσίδων (Α, Β) της ML-I. Ο ιξός, για 
παράδειγµα, που µεγαλώνει σε πεύκα περιέχει κυρίως ML-III  και πολύ µικρή 
ποσότητα ML-I, ενώ σε φυλλοβόλα δέντρα περιέχει κυρίως ML-I και ML-II  (Eifler, 
1993). Όσον αφορά την εποχικότητα οι υψηλότερες συγκεντρώσεις σε λεκτίνες 
παρατηρούνται την περίοδο του χειµώνα, ενώ οι χαµηλότερες την περίοδο του 
καλοκαιριού (Pfüller, 2000). 
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Εικόνα 2 : (α) Σχεδιάγραµµα της βασικής δοµής του ML-I. Οι τρεις περιοχές 
στην Α αλυσίδα έχουν µαρκαριστεί σαν I , II, III  και έχουν χρωµατιστεί κίτρινη, 
τυρκουάζ και µωβ, αντίστοιχα. Για τη Β αλυσίδα οι περιοχές Ι και ΙΙ είναι 
χρωµατισµένες µε βάση τις υποπεριοχές τους: οι διασυνδεµένες περιοχές  λ1 και λ2 
είναι χρωµατισµένες πορτοκαλί, οι οµόλογες υποπεριοχές α, β, και γ είναι κίτρινες, 
µπλε και πράσινες αντίστοιχα. Ο δισουλφιδικός δεσµός που συνδέει τις δύο αλυσίδες, 
είναι η έντονα χρωµατισµένη µπλε διακεκοµµένη γραµµή που έχει µαρκαριστεί. Οι 
διακεκοµµένοι κύκλοι υποδεικνύουν τις περιοχές ένωσης των νουκλεοτιδίων (NUK) 
για την Α αλυσίδα, τα χαµηλής (G1) και υψηλής έλξης (G2) σηµεία ένωσης της 
γαλακτόζης στην αλυσίδα Β. (β) Εναποθέσεις Ασβεστίου του ML-I (έντονη γραµµή 
µε χρώµατα κωδικοποιηµένα όπως στο (α).) και ρικίνη (µαύρη διακεκοµµένη 
γραµµή). Κάθε δέκατο υπόλοιπο µαρκάρεται ξεκινώντας από το 5 στην αλυσίδα Α 
και από το 1 στην αλυσίδα Β. Οι θέσεις των υποκαταστατών υποδεικνύονται µε 
χρωµατιστές σφαίρες. Οι κόκκινες δείχνουν υποκαταστάτες στα σηµεία 
αλληλεπίδρασης µεταξύ των αλυσίδων, οι ανοιχτές γκρι σφαίρες οριοθετούν 
υποκαταστάτες σε επιφανειακές περιοχές, οι σκούρες γκρι εσωτερικούς 
υποκαταστάτες (Büssing, 2000).  
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Εικόνα 3 : Σύγκριση της περιοχής σύνδεσης υψηλής έλξης της γαλακτόζης της 

ML-I (µπλε σφαίρες και γραµµές) και της ρικίνης (διακεκοµµένη γραµµή), η θέση 
των ενώσεων των µορίων σακχάρων υποδεικνύεται από τις κόκκινα διακεκοµµένα 
περιγράµµατα των σφαιρών και των γραµµών. Οι δεσµοί υδρογόνου προδιορίζονται 
από τις µαύρες διακεκοµµένες γραµµές (Büssing, 2000).  
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Εικόνα 4 : ∆οµική κατηγοριοποίηση των λεκτινών (σύµφωνα µε τους 

Peumans et al, 1998) και οι θέσεις των τεσσάρων λεκτινών του ιξού ML-I, ML-II, ML-
III  και η διµερής visalbCBL (φαίνονται στο επάνω κουτί). Το κάτω κουτί εµφανίζει 
την δυνατότητα κατηγοριοποίησης των πρωτεϊνών µέσω των πρωτογενών 
µονοσακχαριτών. Η κατηγορία Ι περιλαµβάνει αυτές που αναγνωρίζουν την φουκόζη, 
η ΙΙ αυτές που αναγνωρίζουν την γαλακτόζη/galNAc (όπως η ML, η ρικίνη, η 
γιακαλίνη, οι γαλεκτίνες), και η ΙΙΙ αυτές που ενώνονται µε την γλυκόζη / µανόζη 
glucNAc (όπως η κονκαναβαλίνη Α και η visalbCBL). Η κατηγορία IV δεν έχει προς 
το παρόν συµπληρωθεί. * Η ML-I σχηµατίζει στις περισσότερες περιπτώσεις ένα 
διµερές (Büssing, 2000). 

 
Άλλες πρωτεΐνες: Οι ML λεκτίνες του ιξού αποτελούν µόνο το 2% της 

συνολικής ποσότητας πολυπεπτιδίων και πρωτεϊνών που παράγονται από το 
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εκχύλισµα του ιξού. Παράλληλα τα πεπτίδια των βισκοτοξινών έχουν προσδιοριστεί 
και χαρακτηριστεί, αλλά ένα µεγάλο µέρος των υπόλοιπων πρωτεϊνών που 
περιέχονται σε αυτό το εκχύλισµα µένει απροσδιόριστο. Στην προσπάθεια να 
περιγραφούν και αποµονωθούν αυτές οι πρωτεΐνες, ο Vester το 1977 παρουσίασε ένα 
σύµπλεγµα πρωτεϊνών (Vester Proteins(VP)-16) µε µοριακά βάρη 14-125 kDa, το 
οποίο παρουσίασε ισχυρή αντικαρκινική δράση in vivo και ισχυρή κυτταροτοξική 
δράση in vitro (Luther, 1987). Αργότερα, ο Kuttan κι οι συνεργάτες του, αποµόνωσαν 
ένα κλάσµα πολυπεπτιδίων µε ανοσσορυθµιστικές ιδιότητες, το οποίο επίσης πρέπει 
να χαρακτηριστεί (Pfüller, 2000). Από το κορεατικό είδος του ιξού έχει αποµονωθεί 
ένα κυκλικό πεντα-πεπτίδιο, το οποίο ονοµάστηκε βισκουµαµίδη (viscumamide) και 
το οποίο δεν έχει ακόµη περιγραφεί για το ευρωπαϊκό είδος, ούτε έχει αναφερθεί 
κάποια βιολογική του δράση (Pfüller, 2000). 

 

 

 

 

Εικόνα 5 : Μοριακά µοντέλα της Βισκουµαµίνης (πλαϊνή όψη και κάτοψη), 

(Büssing, 2000). 

 



 35

Αλκαλοειδή: Τα συστατικά τύπου αλκαλοειδών που αναφέρονται για τον 
ευρωπαϊκό ιξό, περιλαµβάνουν ουσίες όπως η τυραµίνη, φαινυλεθυλαµίνη, χολίνη και 
ακετυλοχολίνη (Hegenauer, 1996). Σε αντίθεση µε το Viscum album var. Coloratum, 
το Viscum album L. (ευρωπαϊκό είδος) δεν περιέχει τυπικά αλκαλοειδή. Το 1986 
περιγράφησαν τα προερχόµενα αλκαλοειδή και από τα δύο είδη ιξού. Ο 
προσδιορισµός τους έγινε από το εκχύλισµα του ιξού, αλλά λόγω της µεγάλης τους 
αστάθειας δεν έγινε δυνατός ο χαρακτηρισµός τους (Pfüller, 2000). 

Φλαβονοειδή: Η πρώτη αναφορά για τα φλαβονοειδή του ιξού έγινε το 1955 
από τον Schindler, ενώ το 1978, 1980 και 1987 έγιναν λεπτοµερέστερες αναφορές 
από τους Becker, Exner και Fukunaga. Φλαβονοειδή που έχουν αποµονωθεί από τον 
ιξό είναι οι: α) 2´-Hydroxy-4´,6´-dimethoxychalcone-4–O–glycoside, β) 2´-Hydroxy-
3´,4´,6´-trimethoxychalcone-4–O– glycoside, γ) 2´-Hydroxy-4´,6´-dimethoxychalcone-
4–O–[apiosyl-(1->2)]glycoside, δ) (2R)-5,7-Dimethoxyflavonone-4´-O-glucoside, ε) 
(2S)-3´,5,7-Trimethoxyflavonone-4´-O-glucoside,στ) (2S)-Homoeriodictyol-7-O-
glycoside και ζ) Rhamnazin-3,4´-di-O-glucoside (Pfüller, 2000).Από τον ιξό που 
προέρχεται από το έλατο, αποµονώθηκαν τα εξής φλαβονοειδή: aglyca 
homoeriodyctiol, sakuranetin, rhamnazin, isorhamnetin και άλλα έξι quercetin 
methylethers, ενώ από τον ιξό που προέρχεται από το πεύκο: 5-quercetin methulester, 
5,7-Dimethoxy-4´-hyroxyflavon και sakuranetin. Ακόµη διάφορα άλλα φλαβονοειδή 
έχουν αποµονωθεί και από το κορεατικό ιξό, όπως flavoyandrinin-A, flavoyandrinin-
B, homo-flavoyandrinin-B (Pfüller, 2000). 

Φαινυλοπροπανόλες: Είναι σχετικές ουσίες µε τα φλαβονοειδή, αφού 
ακολουθούν τα ίδια βιογενετικά µονοπάτια. Οι πιο γνωστές ουσίες της κατηγορίας 
αυτής είναι τα παράγωγα του κινναµωµικού οξέος, όπως είναι το καφεϊκό οξύ, 
σιναπικό οξύ και φερουλικό οξύ, τα οποία περιέχονται στον ευρωπαϊκό ιξό, µαζί µε τα 
µεταβολικά αποδοµηµένα παράγωγά τους, όπως πρωτοκατεχικό οξύ, συριγγικό οξύ, 
βανιλικό οξύ ανισικό οξύ και γεντισικό οξύ (Pfüller, 2000). 
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Εικόνα 6 : Φαινολικά παράγωγα του ιξού (Büssing, 2000). 

 

Υδατάνθρακες: Λόγω των πολλαπλών ικανοτήτων τους να αλληλεπιδρούν µε 
διάφορα φυτικά συστατικά, επηρεάζοντας την διαλυτότητά τους, τη σταθερότητά 
τους, ακόµα και τη βιολογική τους συµπεριφορά, µέσα από πολυσύνθετες 
αλληλοεπιδρώµενες διαδικασίες, υπάρχει αυξανόµενο ενδιαφέρον για τη δράση των 
υδατανθράκων ως βιολογικά ενεργά συστατικά. Συγκεκριµένα, βρέθηκαν στα 
εκχυλίσµατα από φύλλα και βλαστούς του ιξού ότι περιέχονται κυρίως µεθυλεστέρες 
του 1�α4 γαλακτουρονικού οξέος, ενώ στους καρπούς ραµνογαλακτουρονάνες, ως 
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βασικές δοµές των οποίων ανεξάρτητοι κλάδοι (1�β6)-D-galactan αλυσίδες 
δεσµεύονται µέσω του Ο-4 υπολοίπου της ραµνόσης και τα υπόλοιπα των 
αραµπινονοσυλ- ή τα συµπλέγµατα αλυσίδων αραµπιναν- συνδέονται µέσω των Ο-3 
οµάδων της γαλακτόζης. Στα φύλλα και βλαστούς εντοπίστηκαν, επίσης, µία πεκτίνη 
µε µοριακό βάρος 42 kDa και µικρές ποσότητες µίας αραβινογαλακτάσης 110 kDa. 
Στους καρπούς εντοπίστηκε, ακόµη, µία υψηλού µοριακού βάρους 
ραµνογαλακτουρονάνη (700 kDa) µε πλευρικές αλυσίδες αραβινογαλακτάνης (Pfüller, 
2000). Μόλις το 1999 αποµονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν πολυσακχαρίτες από τους 
καρπούς του ιξού. Οι όξινοι (1,340 kDa) και οι ουδέτεροι (30 kDa) ολιγο- και 
πολυσακχαρίτες αποτελούνται από έναν άξονα ραµνοσο-γαλακτουρονικού οξέος µε 
πολλούς κλάδους πλευρικών αλυσίδων αραβινο-γαλακτόζης (όξινοι ολιγοσακχαρίτες) 
και αραβινογαλακτάνες µε µικρές ποσότητες ξυλογλουκανών (ουδέτεροι 
πολυσακχαρίτες). Τα πρώτα αποτελέσµατα από µελέτες µε πολυσακχαρίτες του ιξού 
έδειξαν ότι επάγουν τα  κύτταρα IL-6 και IFN-γ και των πολλαπλασιασµό των CD4+ 
T βοηθητικών κυττάρων. Ταυτόχρονη προσθήκη των ML-I ή ML-III  µε 
πολυσακχαρίτες µπορεί ν’ αυξήσει την πρόσληψη του θυµιδικού-αναλόγου BrdU στο 
DNA των κυττάρων, συγκρινόµενο µε τους πολυσακχαρίτες ή τις λεκτίνες 
µεµονωµένα. Όµως αυτές οι αντιδράσεις έδειξαν έντονες διαφορές, αφού µερικά 
άτοµα ανταποκρίθηκαν µε αύξηση του πολλαπλασιασµού των κυττάρων, ενώ άλλα 
έδειξαν καταστολή των παραγόµενων πολυσακχαριτών BrdU, λαµβανοµένων από τις 
λεκτίνες ML και κάποια άλλα άτοµα δεν ανταποκρίθηκαν καθόλου. Τα αποτελέσµατα 
αυτά έδειξαν ότι το ανοσοποιητικό σύστηµα µπορεί ν΄ αντιδρά ξεχωριστά σε ατοµικό 
επίπεδο στα ερεθίσµατα (Pfüller, 2000). Αν και ακόµη δεν είναι πλήρως κατανοητό, 
αρκετά από τα συστατικά του ιξού µπορούν ν’ αλληλεπιδράσουν στην ισχύ των 
βιολογικών ιδιοτήτων του φαρµάκου, γι’ αυτό χρειάζεται περισσότερη έρευνα.          

Άλλες ουσίες: Στα εκχυλίσµατα του ευρωπαϊκού ιξού έχουν αποµονωθεί και 
προσδιοριστεί οι β-σιτοστερόλη και στιγµαστερόλη, γνωστές φυτοστερόλες, φυτο-
στεροειδή καθώς και οι αντίστοιχοι γλυκοζίτες τους. Επίσης, τα εκχυλίσµατα αυτά 
είναι πλούσια σε τριτερπενοειδή, όπως β-αµυρίνη, β-οξική-αµυρίνη, βετουλινικό οξύ, 
ολεανικό οξύ και ουρσολικό οξύ.(oleanolic ursolic betulinic amyrin-acetate). Το 1992 
ο Richter αποµόνωσε από εκχυλίσµατα του ιξού την 1D-1-O-µεθυλ-µουκο-ινοσιτόλη, 
παράγωγο της O-µεθυλ-ινοσιτόλης, η οποία σπάνια συναντάται σε ανώτερα φυτά. Η 
ουσία ανήκει στις πολυαλκοόλες και συγκεκριµένα στις κυκλιτόλες. Παρατηρήθηκε 
ότι κατά την περίοδο του χειµώνα οι ποσότητες αυτής της ουσίας αυξάνονται κι έτσι 
θεωρήθηκε ότι παίζει ρόλο προστατευτικό απέναντι στο ψύχος. Συγκεκριµένα 
µετρήθηκε σε φύλλα του Crataegus monogyna η συγκέντρωσή της επί του ξηρού 
βάρους, τον Μάρτιο και βρέθηκε ότι είναι 7%, ενώ τον Ιούλιο 4%. Πολλά παράγωγα 
της ινοσιτόλης που περιλαµβάνουν 1D-1-O-µεθυλ εστέρες επηρεάζουν την 
αλληλεπίδραση των ML λεκτινών µε τις ενώσεις της γαλακτόζης. Άλλες σακχαρικές 
αλκοόλες που παρατηρούνται στο εκχύλισµα είναι η µαννιτόλη, η κουµπακιτόλη, η 
πινιτόλη και η βισκουµιτόλη (Pfüller, 2000). 
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1.5. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΚΑΡΚΙΝΟΥ  
 
1.5.1. Επίπτωση και αιτίες  

 
Ο καρκίνος αποτελεί το σηµαντικότερο πρόβληµα υγείας παγκοσµίως, µε σταθερά 
αυξητικές τάσεις. Στις ανεπτυγµένες χώρες θεωρείται η δεύτερη αιτία θανάτου µετά 
τις καρδιαγγειακές παθήσεις. Παγκόσµια, έξι εκατοµµύρια άνθρωποι πεθαίνουν από 
καρκίνο κάθε χρόνο, ενώ µόνο στην Ευρωπαϊκή Ένωση το 1996 πέθαναν 925.146 
ασθενείς (Nikolaou, 2003). Περίπου κάθε τέταρτος πολίτης µιας αναπτυγµένης χώρας 
θα νοσήσει κατά τη διάρκεια της ζωής του, ενώ υπολογίζεται ότι περίπου 400 νέα 
περιστατικά προκύπτουν ανά 100.000 ανθρώπους ετησίως (Trichopoulos, 1996). Στις 
περισσότερες περιπτώσεις η θεραπεία θα προκαλέσει µόνο υποχώρηση της νόσου κι 
η θνησιµότητα είναι µεγάλη, ενώ ο ανθρώπινος πόνος θεωρείται ως ο βασικότερη και 
χειρότερη συνέπεια της νόσου, µαζί µε το   τεράστιο οικονοµικό κόστος που 
απαιτείται για τη θεραπεία (Nikolaou, 2003, Harvey, 1994). Εποµένως, κάθε βήµα για 
την θεραπεία και την ανακούφιση από την νόσο παίζει σηµαντικό ρόλο. 
Η έρευνα για τον καρκίνο έχει αποκαλύψει στους ερευνητές πολλά σηµαντικά 
στοιχεία (Trichopoulos, 1996). Η ανάπτυξη της ασθένειας αρχίζει από µια γενετική 
αλλαγή (µετάλλαξη) ενός κυττάρου µέσα σε έναν ιστό. Αυτή η µετάλλαξη επιτρέπει 
στο κύτταρο να πολλαπλασιαστεί σε έναν πολύ υψηλό ποσοστό και να διαµορφώσει 
τελικά µια οµάδα γρήγορα αναπαραγόµενων κυττάρων µε µια ειδάλλως κανονική 
εµφάνιση (υπερπλασία). Σπάνια, µερικά από αυτά τα κύτταρα θα µεταλλαχθούν πάλι 
και θα παραγάγουν ανώµαλους εµφανισιακά απογόνους (δυσπλασία). Οι περαιτέρω 
µεταλλάξεις αυτών των κυττάρων θα οδηγήσουν τελικά σε σχηµατισµό ενός όγκου, 
που µπορεί να παραµείνει εντοπισµένος στη θέση προέλευσής του, ή να εισβάλει σε 
γειτονικούς ιστούς (κακοήθης όγκος) και να καθιερώσει νέους όγκους (µεταστάσεις). 
Τα κύτταρα του καρκίνου έχουν µερικές µοναδικές ιδιότητες που τα βοηθούν να 
ανταγωνιστούν επιτυχώς τα φυσιολογικά κύτταρα:  
1. Υπό τους κατάλληλους όρους τα κύτταρα καρκίνου είναι σε θέση να διαιρούνται 
σχεδόν απείρως, ενώ τα φυσιολογικά κύτταρα έχουν µια περιορισµένη διάρκεια ζωής. 
Για παράδειγµα, τα ανθρώπινα επιθηλιακά κύτταρα που καλλιεργούνται in vitro είναι 
συνήθως ικανά να υποδιαιρούνται για λιγότερο από 50 φορές (ο αποκαλούµενος 
αριθµός Hayflick) (Hayflick και Hayflick, 1961).  
2. Τα φυσιολογικά κύτταρα εµµένουν το ένα στο άλλο και στην εξωκυτταρική µήτρα 
το αδιάλυτο πρωτεϊνικό πλέγµα γεµίζει το διάστηµα µεταξύ των κυττάρων. Τα 
κύτταρα του καρκίνου αποτυγχάνουν να εµµείνουν και, επιπλέον, κατέχουν τη 
δυνατότητα να µεταναστεύουν από την περιοχή όπου άρχισαν, εισβάλλοντας στους 
κοντινούς ιστούς και διαµορφώνοντας µάζες σε απόµακρα σηµεία στο σώµα, µέσω 
της κυκλοφορίας του αίµατος. Αυτή η διαδικασία είναι γνωστή ως µετάσταση και τα 
παραδείγµατα περιλαµβάνουν τα κύτταρα µελανώµατος που µεταναστεύουν στον 
πνεύµονα, τα κύτταρα του καρκίνου του εντέρου στο συκώτι και τα κύτταρα του 
καρκίνου του προστάτη στα οστά. Αν και τα µεταστατικά κύτταρα είναι πράγµατι ένα 
µικρό ποσοστό του συνόλου των κυττάρων καρκίνου (π.χ. 10-4 ή 0.0001%), όγκοι 
αποτελούµενοι από τέτοια κακοήθη κύτταρα γίνονται όλο και περισσότερο επιθετικοί 
κατά τη διάρκεια του χρόνου.  

Πιθανοί παράγοντες για την έναρξη και διάδοση της νόσου, αποτελούν τόσο 
οι εξωτερικοί παράγοντες, όπως χηµικά, ακτινοβολίες, ιοί όσο και οι εσωτερικοί 
παράγοντες όπως ορµόνες, ανοσολογικές καταστάσεις, κληρονοµικά γονίδια ή και οι 
δύο σε συνέργια (Nikolaou, 2003). Αναλυτικότερα, ο καρκίνος προκύπτει λόγω των 
συγκεκριµένων αποτελεσµάτων των περιβαλλοντικών παραγόντων (όπως κάπνισµα ή 
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διατροφή) σε ένα ορισµένο γενετικό υπόβαθρο. Στους ορµονικά εξαρτώµενους 
καρκίνους όπως του στήθους και του προστάτη, η γενετική φαίνεται να είναι 
ισχυρότερος παράγοντας από τον τρόπο ζωής. ∆ύο κατηγορίες γονιδίων 
διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στο να προκαλέσουν τον καρκίνο: τα πρωτοπαθή 
ογκογενετικά (proto-oncogenes) γονίδια που ενθαρρύνουν  τέτοια αύξηση και τα 
κατασταλτικά γονίδια (tumor suppressor) όγκων που την εµποδίζουν. Η 
συντονισµένη δράση  αυτών των δύο κατηγοριών γονιδίων αποτρέπουν κανονικά τα 
κύτταρα από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό εντούτοις, όταν υπάρχει βλάβη 
αλλοιώνεται η δράση αυτή και ογκογενετικά προωθείται η υπερβολική 
κυτταροδιαίρεση, ενώ τα αδρανοποιηµένα γονίδια παρεµποδιστών όγκων 
αποτυγχάνουν να εµποδίσουν τον µηχανισµό  διαίρεσης. Σε µοριακό επίπεδο, ο 
έλεγχος της κυτταροδιαίρεσης διατηρείται µε την ανασταλτική δράση των διαφόρων 
µορίων, όπως pRB, p15, p16, p21 και p53 στις πρωτεΐνες προάγοντας την 
κυτταροδιαίρεση, ουσιαστικά το σύµπλεγµα µεταξύ των κυκλινών και των κυκλο-
εξαρτώµενων κινάσεων (CDKs) (Meijer, 1997). Υπό φυσιολογικές συνθήκες, άρση 
των ελέγχων του µηχανισµού ελέγχου των κυττάρων, οδηγεί στην κυτταρική 
αυτοκτονία, τον αποκαλούµενο αποπτωτικό ή προγραµµατισµένο θάνατο κυττάρων. 
Ο κυτταρικός  θάνατος µπορεί επίσης να προκύψει από το βαθµιαίο περιορισµό των 
τελωµερών, που είναι τα τµήµατα DNA στις άκρες των χρωµοσωµάτων. Εντούτοις, 
τα περισσότερα κύτταρα όγκων κατορθώνουν να διατηρήσουν τα τελοµερή τους, 
λόγω της παρουσίας της ενζυµικής τελοµεράσης,  η οποία απουσιάζει στα 
φυσιολογικά κύτταρα.  

Μερικά κύτταρα, σε επίπεδο όγκου, πιέζουν για την υπερπαραγωγή 
παραγόντων αύξησης, όπως οι αιµοπετάλιο-παραγόµενοι ρυθµιστές αύξησης και ο 
µετασχηµατιζόµενος παράγοντας αύξησης άλφα (όπως συµβαίνει στα σαρκώµατα και 
γλοιώµατα). Εναλλακτικά, ογκογονίδια όπως τα ras γονίδια διαστρεβλώνουν 
κλιµακωτά το σήµα µέσα στο κύτταρο (καρκίνωµα του παχέος εντέρου, του 
παγκρέατος και του πνεύµονα) ή αλλάζουν τη δραστηριότητα των παραγόντων 
µεταγραφής στον πυρήνα. Επιπλέον, οι παράγοντες παρεµποδιστών µπορούν να 
τεθούν εκτός λειτουργίας επάνω στη µόλυνση µε τους ιούς (π.χ. ένα ανθρώπινο 
παπιλλοµαϊό-θηλωµατοϊό). Η ανάπτυξη όγκων είναι µια σταδιακή διαδικασία 
δεδοµένου ότι απαιτεί µια συσσώρευση µεταλλάξεων σε ικανοποιητικό αριθµό αυτών 
των γονιδίων. Οι µεταλλαγµένες µορφές άλλων κατηγοριών γονιδίων µπορούν επίσης 
να συµµετέχουν στη δηµιουργία µίας κακοήθειας, ιδιαίτερα στη διευκόλυνση της 
εµφάνισης των µεταστατικών µορφών καρκίνου.  

Οι περιβαλλοντικές αιτίες του καρκίνου περιλαµβάνουν µια εξαιρετικά 
διαφορετική οµάδα παραγόντων που µπορεί να ενεργήσει καρκινογενετικά, είτε µε το 
ν’ αλλοιώσει τα γονίδια είτε µε την προώθηση του µη φυσιολογικού 
πολλαπλασιασµού κυττάρων (Nagao,1985, Sugimura, 1986, Koehnlechner, 1987, 
Wakabayashi, 1987, Greenwald, 1996). Οι περισσότεροι από αυτούς τους παράγοντες 
έχουν προσδιοριστεί µέσω των επιδηµιολογικών µελετών, αν και η ακριβής φύση της 
δραστηριότητάς τους σε βιολογικό επίπεδο παραµένει σκοτεινή. Αυτοί οι παράγοντες 
περιλαµβάνουν χηµικές ουσίες (όπως ο καπνός, ο αµίαντος, τα βιοµηχανικά 
απόβλητα και τα φυτοφάρµακα), διατροφή (το κορεσµένο λίπος, κρεατοφαγία, 
παχυσαρκία), ακτινοβολία ιονισµού, παθογόνα (όπως ο ιός Epstein- Barr, ο ιός της 
ηπατίτιδας B ή C, οι ιοί των ανθρώπινων θηλωµάτων (papillomaviruses) και το 
ελικοβακτηρίδιο του πυλωρού (pylori Helicobacter). Εντούτοις, για τους 
περιβαλλοντικούς παράγοντες για να έχουν µια σηµαντική επίδραση, κάποιος πρέπει 
να εκτεθεί σε αυτούς για έναν σχετικά µακροχρόνιο διάστηµα.  
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Ο καρκίνος µπορεί επίσης να προκύψει, ή να επιδεινωθεί, ως αποτέλεσµα της 
φυσιολογικής πίεσης (στρες). Παραδείγµατος χάριν, µία µεγάλης κλίµακας µελέτη 
στο Ισραήλ κατέδειξε ότι τα ποσοστά επιβίωσης µειώθηκαν για τους ασθενείς που 
είχαν χάσει τουλάχιστον ένα παιδί στον πόλεµο (Anonymous, 2000).  
 

 
1.5.2. Ταξινόµηση των τύπων καρκίνου 

 
Υπάρχουν διάφοροι τρόποι για να ταξινοµηθεί ο καρκίνος. Μια γενική 

ταξινόµηση αφορά τον τύπο ιστού όπου ένας όγκος προκύπτει. Παραδείγµατος χάριν, 
τα σαρκώµατα είναι καρκίνοι των συνδετικών ιστών, τα γλοιώµατα είναι καρκίνοι 
από τα µη νευρονικά κύτταρα του εγκεφάλου και τα καρκινώµατα (οι πιο κοινές 
µορφές καρκίνου) δηµιουργούνται από τα επιθηλιακά κύτταρα. Σε πρόσφατη µελέτη, 
έγινε  ταξινόµηση των σηµαντικών ασθενειών καρκίνου, σύµφωνα µε το προσφάτως 
εκτιµώµενο ποσοστό επιβίωσης του προσβληθέντα ασθενή σε πενταετή βάση και 
διακρίνονται οι εξής κατηγορίες  (Kintzios, 2004):   

♦ Καρκίνοι µε λιγότερο από 20% ποσοστό επιβίωσης σε πενταετή βάση (σε όλα 
τα στάδια): 

♦ Καρκίνος του πνεύµονα, ο οποίος συσχετίζεται µε έκθεση σε τοξίνες του 
περιβάλλοντος, όπως καπνός τσιγάρου και διάφορα χηµικά, εµφανίζεται σε ποσοστό 
µεγαλύτερο του 17%. Μπορεί να κατηγοριοποιηθεί σε δυο τύπους: µικρών κυττάρων 
(µικροκυτταρικός) (ταχύτατα διαδιδόµενος) και µη µικρών κυττάρων ασθένεια (µη 
µικροκυτταρικός). Με ποσοστό προσβεβληµένων ασθενών που καταλήγουν, 
µεγαλύτερο του 26%, αποτελεί µια από τις λιγότερο ιάσιµες µορφές καρκίνου. 

♦ Καρκίνος του παγκρέατος, που συνδέεται µε την γήρανση, το κάπνισµα, την 
κατανάλωση λιπαρών, την φυλή και διάφορες παγκρεατικές ασθένειες. Η διάγνωση 
συνήθως καθυστερεί και γίνεται µετά την εµφάνιση µετάστασης.  

♦ Καρκίνοι µε ποσοστό επιβίωσης σε πενταετή βάση από 40% µέχρι 60% (σε 
όλα τα στάδια): 

♦ Non-Hodgkin’s λέµφωµα, που συνδέεται µε δυσλειτουργία του 
ανοσοποιητικού συστήµατος, περιλαµβάνοντας πολλές διαφορετικού τύπου 
ασθένειες. 

♦ Καρκίνος των νεφρών, που συνδέεται µε το γένος (άρρενες), το κάπνισµα και 
την παχυσαρκία. 

♦ Καρκίνος των ωοθηκών, συνδέεται µε την γήρανση και την κληρονοµικότητα 
ιδιαιτέρως σε περιπτώσεις µετάλλαξης των γονιδίων BRCA1 ή BRCA2. 

♦ Καρκίνοι µε ποσοστό επιβίωσης σε πενταετή βάση από 60% µέχρι 80% (σε 
όλα τα στάδια): 

♦ Γυναικολογικός (τραχηλικός και ενδοµήτριος) καρκίνος, συνδέεται µε την 
ορµονοθεραπεία (όπως θεραπεία υποκατάστασης οιστρογόνων), την φυλή, την 
σεξουαλική δραστηριότητα και το ιστορικό εγκυµοσύνης. Μπορεί να προβλεφθεί 
αποτελεσµατικά από το ΠΑΠ-ΤΕΣΤ (που έχει ονοµαστεί από τον εφευρέτη του τεστ 
Ιατρό Γ. Παπανικολάου). 

♦ Λευχαιµία, που διακρίνεται σε: οξεία λεµφοκυτταρική (συνήθης στα παιδιά), 
οξεία µυελογενή και χρόνια λεµφοκυτταρική λευχαιµία. Η ασθένεια συνδέεται µε 
γενετικές ανωµαλίες, ιογενείς προσβολές και έκθεση σε περιβαλλοντικές τοξίνες ή 
ακτινοβολία. 

♦ Καρκίνος του εντέρου που  συσχετίζεται µε την κληρονοµικότητα, την 
παχυσαρκία, τους πολύποδες και τις παθήσεις του γαστρεντερικού συστήµατος. Η 



 41

παρεµπόδιση µετάστασης του στο συκώτι είναι κρίσιµης σηµασίας. Η ασθένεια 
συνδέεται πιθανά µε αυξηµένες συγκεντρώσεις του καρκινικού εµβρυϊκού αντιγόνου 
(CEA). 

♦ Καρκίνος της ουροδόχου κύστης, ο οποίος συνδέεται µε το γένος, το 
κάπνισµα και την έκθεση σε τοξίνες του περιβάλλοντος. 

♦ Καρκίνοι µε ποσοστό επιβίωσης σε πενταετή βάση µεγαλύτερο του 80 %  (σε 
όλα τα στάδια): 

♦ Καρκίνος του προστάτη, συσχετίζεται µε την µεγάλη ηλικία, την παχυσαρκία, 
το γένος. Τα ποσοστά εµφάνισης της ασθένειας είναι υψηλά, µεγαλύτερα του 15%. Η 
ασθένεια µπορεί να ανιχνευθεί αποτελεσµατικά στα αρχικά της στάδια µε την χρήση 
του ειδικού αιµατολογικού τεστ (PSA). 

♦ Καρκίνος του µαστού, συνδέεται µε την γήρανση και την κληρονοµικότητα 
ιδιαιτέρως σε περιπτώσεις µετάλλαξης των γονιδίων BRCA1 ή BRCA2, την 
σεξουαλική δραστηριότητα, την παχυσαρκία και το ιστορικό εγκυµοσύνης. Παρόλο 
που τα ποσοστά εµφάνισης της ασθένειας είναι υψηλά, µεγαλύτερα του 24%, τα 
ποσοστά επιβίωσης έχουν αυξηθεί κατά πολύ. Η ασθένεια µπορεί να ανιχνευθεί στα 
αρχικά στάδια µέσω της αυτοεξέτασης και της µαστογραφίας. Επιπλέον η ασθένεια 
σχετίζεται πιθανά µε υψηλές συγκεντρώσεις του καρκινικού δείκτη CA13-5 στο αίµα. 

♦ Καρκίνος του δέρµατος (βασικών κυττάρων, πλακωδών κυττάρων, 
µελάνωµα), είναι κυρίως συσχετισµένος µε την παρατεταµένη έκθεση στον ήλιο και 
την φυλή. Η ανίχνευσή του σε πρώιµα στάδια είναι εξαιρετικά κρίσιµη. 

Οι περισσότερες µορφές καρκίνου, προς το παρόν, αυξάνονται σε συχνότητα. 
Ωστόσο η αύξηση των κρουσµάτων των φαρµακολογικά ελεγχόµενων καρκίνων, 
όπως του στήθους, του παχέως εντέρου, του πνεύµονα, των ωοθηκών, του προστάτη, 
οφείλεται µάλλον στην αύξηση του πληθυσµού παρά σε αύξηση της πιθανότητας 
εµφάνισης της ασθένειας. Ο καρκίνος του µαστού είναι η κυρίαρχη µορφή καρκίνου 
στην εποχή µας ακολουθούµενος από τον καρκίνο του προστάτη, του παχέως 
εντέρου, του πνεύµονα και των ωοθηκών κατά σειρά. ∆εν είναι παράξενο, µε 
δεδοµένο ότι ο καρκίνος είναι µια ασθένεια που προκαλείται από ατέλειες στην 
αντιγραφή του DNA, πως η πιθανότητα ανάπτυξης των περισσοτέρων µορφών 
καρκίνου αυξάνει µε την αύξηση της ηλικίας. Για κάποιες µάλιστα από τις ορµονικά 
προκαλούµενες µορφές καρκίνου, η πιθανότητα ανάπτυξης της ασθένειας αυξάνει 
ταχύτατα κατά την περίοδο της εµµηνόπαυσης. Τα ποσοστά διάγνωσης είναι συνεπώς 
πολύ υψηλά, πάνω από 95% για τον καρκίνο του προστάτη και πάνω από 99% για 
τον καρκίνο του στήθους, του εντέρου, του πνεύµονα και των ωοθηκών (Sidranski, 
1996). Το στάδιο του καρκίνου του ασθενούς κατά την διάγνωση ποικίλει κατά πολύ 
για κάθε διαφορετικό τύπο καρκίνου. Οι χρόνοι επιβίωσης που σχετίζονται µε την 
ασθένεια µειώνονται δραστικά µε την διάγνωση σε προχωρηµένο στάδιο. 
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1.6. ΘΕΡΑΠΕΙΑ 
 
1.6.1. Συµβατικές Μέθοδοι αντιµετώπισης του καρκίνου. 

 
Οι συµβατικές µέθοδοι αντιµετώπισης του καρκίνου περιλαµβάνουν την 

χειρουργική αφαίρεση, τις ακτινοβολίες και την χηµειοθεραπεία. Η χειρουργική 
µέθοδος εφαρµόζεται για την αφαίρεση ενός όγκου. Είναι η πιο παλιά και ευρέως 
διαδεδοµένη µέθοδος αντιµετώπισης του καρκίνου. Μεταξύ των µειονεκτηµάτων της 
µεθόδου είναι η πιθανή (συχνά αναπόφευκτη) ζηµιά υγιών ιστών ή οργάνων, όπως οι 
λεµφαδένες και η αδυναµία αφαίρεσης µεταστατικών κυττάρων ή όγκων που δεν 
είναι ορατοί από τους χειρούργους. Επιπλέον, µπορεί να προκαλέσει περαιτέρω 
αύξηση του πολλαπλασιασµού των µικρών όγκων (pet-cancers) (Koehnlechner, 
1987). Η ακτινοβολία (ακτίνες Χ, γ-ακτίνες) σε καρκινικούς όγκους, προκαλεί το 
θάνατο των καρκινικών κυττάρων ή την απόπτωση αυτών, διατηρώντας την 
ανατοµική δοµή γύρω από τον όγκο και επίσης, καταστρέφει τους καρκινικούς 
όγκους που δεν είναι ορατοί, δυστυχώς όµως δεν καταστρέφει τα µεταστατικά 
καρκινικά κύτταρα. Η θεραπεία µε ακτινοβολία παρουσιάζει ανεπιθύµητες ενέργειες 
(όπως νευροτοξικότητα στα παιδιά), αλλά οι ασθενείς συνέρχονται πολύ γρηγορότερα 
από ότι µετά από χειρουργείο. Επιπλέον, ανεπιθύµητες ενέργειες που εµφανίζονται 
είναι η ασθένηση του ανοσοποιητικού συστήµατος και η αντικατάσταση των 
κατεστραµµένων ιστών από συγγενείς ιστούς  (Koehnlechner, 1987). 

Η χηµειοθεραπεία βασίζεται στη συστηµατική χορήγηση αντικαρκινικών 
φαρµάκων, τα οποία κατανέµονται σε όλο το σώµα µε την κυκλοφορία του αίµατος. 
Η χηµειοθεραπεία αποσκοπεί στην εξόντωση όλων των καρκινικών εστιών στο σώµα 
του ασθενούς, συµπεριλαµβανοµένων και των µεταστάσεων. Παρόλα αυτά, η 
πλειονότητα των συχνότερων καρκίνων δεν µπορούν να θεραπευτούν µόνο µε 
χηµειοθεραπεία. Αυτό το είδος θεραπείας έχει επίσης πολλές παρενέργειες, όπως 
ναυτία, αναιµία, ανοσοανεπάρκεια, διάρροια, εµετούς και τριχόπτωση. Τέλος, τα 
καρκινικά κύτταρα µπορεί να αναπτύξουν αντοχή στα χηµειοθεραπευτικά 
(Koehnlechner, 1987, Barbounaki-Konstantakou, 1989). 

Τα φάρµακα στη συµπληρωµατική θεραπεία δεν επιτίθενται άµεσα στον όγκο, 
αλλά θεραπεύουν τις παρενέργειες και τα προβλήµατα ανοχής που σχετίζονται µε τη 
χρήση της χηµειοθεραπείας. Για παράδειγµα, τα αντιεµετικά, όπως η ονδανσετρόνη ή 
η γρανισετρόνη, ελαττώνουν τα επίπεδα της ναυτίας που προκαλούν κάποιες 
χηµειοθεραπείες. Έτσι, βελτιώνεται η συµµόρφωση και οι ασθενείς ανέχονται 
υψηλότερες δόσεις χηµειοθεραπείας. Παροµοίως, κάποια φάρµακα, όπως η 
ερυθροποιητίνη άλφα, εστιάζουν στις ανωµαλίες των ερυθρών αιµοσφαιρίων που 
προκαλεί η χηµειοθεραπεία και επαναφέρουν σε κάποιο βαθµό τη φυσιολογική τους 
λειτουργία. Στις µέρες µας, χρησιµοποιούνται πολλές διαφορετικές ουσίες (συχνά σε 
συνδυασµό). Η χηµειοθεραπεία είναι το ταχύτερα αναπτυσσόµενο πεδίο της 
αντικαρκινικής θεραπείας, καθώς νέα φάρµακα δοκιµάζονται και ελέγχονται 
συνεχώς. Σε αυτά περιλαµβάνονται και φυτικοί µεταβολίτες καθώς και τροποποιητές 
του ενδοκρινικού συστήµατος (σηµαντικοί σε περιπτώσεις ορµονοεξαρτώµενων 
καρκίνων, όπως καρκίνος του µαστού και του προστάτη). Τα χηµειοθεραπευτικά 
φάρµακα ταξινοµούνται σε δέκα γενικές οµάδες (Κίντζιος, 2004): 

♦ Ατιµεταβολίτες: δρουν ως ανενεργά ανάλογα απαραίτητων µεταβολιτών στο 
κύτταρο, παρεµποδίζοντας φυσιολογικές λειτουργίες του όγκου. 

♦ Αλκυλιωτικοί παράγοντες: συνδέονται χηµικά µε το DNA µε τη βοήθεια των 
αλκυλοοµάδων τους, αλλοιώνοντας τη γονιδιακή δοµή και λειτουργία, ή µε 
πρωτεΐνες, αναστέλλοντας την ενζυµική τους δράση. 



 43

♦ Αναστολείς της τοποϊσοµεράσης: αναστέλλουν την αντιγραφή του DNA σε 
ταχέως διαιρούµενα κύτταρα, όπως είναι τα καρκινικά. 

♦ Φυτικά αλκαλοειδή: αναστέλλουν επίσης την κυτταρική διαίρεση των 
καρκινικών κυττάρων, εµποδίζοντας τον αποπολυµερισµό των µικροσωληναρίων, 
διαδικασία απαραίτητη για τον αποχωρισµό των χρωµοσωµάτων κατά τη µίτωση. Τα 
καινούρια φυτικά αλκαλοειδή, όµως, παρουσιάζουν και άλλους µηχανισµούς δράσης. 

♦ Αντιβιοτικά: παράγονται από ποικίλες οµάδες µικροοργανισµών ή συντίθενται 
εργαστηριακά και εµποδίζουν την αντιγραφή του DNA και την πρωτεΐνοσύνθεση. 

♦ Ανθρακυκλίνες: είναι µια υποοµάδα αντιβιοτικών που έχει συσχετιστεί µε 
σηµαντικές παρενέργειες στην καρδιά και στο µυελό των οστών. 

♦ Ένζυµα: ειδικά τα πρωτεολυτικά και τα ινωδολυτικά, καθώς και οι αναστολείς 
της τυροσινάσης, όπως το Gleevec, ένα νέο κυτταροτοξικό φάρµακο που 
χρησιµοποιείται στην θεραπεία της χρόνιας µυελοειδούς λευχαιµίας. 

♦ Ορµόνες: είναι ουσίες που αλληλεπιδρούν µε άλλους χηµειοθεραπευτικούς 
παράγοντες για τη ρύθµιση του ενδοκρινικού συστήµατος. Είναι ιδιαίτερα χρήσιµες 
για την καταπολέµηση καρκινωµάτων του µαστού, του προστάτη και του 
ενδοµητρίου. 

♦ Ανοσοτροποποιητικά: αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό του όγκου 
ενεργοποιώντας το ανοσοποιητικό σύστηµα του ξενιστή. 

♦ ∆ιάφορες ουσίες που δεν ανήκουν σε καµία από τις προαναφερθείσες 
κατηγορίες. 

Η επιτυχία της χηµειοθεραπείας εξαρτάται από τον τύπο του καρκίνου. Έχει 
θεραπευτική δράση σε σπάνιους καρκίνους, όπως είναι το λέµφωµα Burkitt, ο όγκος 
του Wilms, τα τερατώµατα και η λεµφοβλαστική λευχαιµία. Λιγότερο ικανοποιητικά 
δρα στη µυελοβλαστική λευχαιµία, το πολλαπλό µυέλωµα, τον καρκίνο των 
ωοθηκών, του προστάτη, του τραχήλου της µήτρας και του µαστού, βελτιώνοντας 
ωστόσο την επιβίωση των ασθενών. Η αναµενόµενη δραστικότητα είναι ελάχιστη στο 
βρογχοπνευµονικό καρκίνο, τον καρκίνο του στοµάχου, τον ορθοπρωκτικό, τον 
παγκρεατικό, το νεφρικό, τον εγκεφαλικό, τον ενδοκρινικό και το δερµατικό καρκίνο, 
καθώς και στα οστικά σαρκώµατα. 

Η χορήγηση φαρµακολογικής θεραπείας για τον καρκίνο ποικίλλει ανάλογα 
µε τη γεωγραφική περιοχή και το είδος του καρκίνου. Οι ασθενείς µε καρκίνο του 
πνεύµονα έχουν την υψηλότερη πιθανότητα να αντιµετωπιστούν µε φάρµακα, σε 
ποσοστό 99% ως θεραπεία πρώτης γραµµής. Οι ασθενείς µε καρκίνο του προστάτη 
έχουν τη µικρότερη πιθανότητα να αντιµετωπιστούν µε φάρµακα, καθώς µόνο το 
42% λαµβάνει φάρµακα ως θεραπεία πρώτης γραµµής. 

Οι καρκίνοι εκείνοι που εκδηλώνονται ως συµπαγείς όγκοι, θεραπεύονται 
αποτελεσµατικότερα µε τη χειρουργική εκτοµή ή αφαίρεση της καρκινικής µάζας, 
καθώς έτσι ελαττώνεται η ικανότητα του όγκου να µεγαλώνει και να µεθίσταται σε 
αποµακρυσµένες περιοχές του σώµατος. Όταν ένας όγκος µπορεί ν’ αφαιρεθεί 
ολοσχερώς, δεν υπάρχουν θεωρητικά πλεονεκτήµατα από τη χορήγηση 
χηµειοθεραπείας, αφού µε την επέµβαση µηδενίζεται η ικανότητα του όγκου να 
µεγαλώνει και να διασπείρεται. Συνεπώς, οι όγκοι σταδίου Ι και ΙΙ που έχουν µέγεθος 
µπάλας του γκολφ και µπορούν να αφαιρεθούν ολοσχερώς, σπάνια θεραπεύονται µε 
φάρµακα. Στα στάδια ΙΙΙ και IV, οι όγκοι συνήθως έχουν µεγάλο µέγεθος ή έχουν 
διασπαρεί σε τέτοιο βαθµό, ώστε να είναι αδύνατη η πλήρης αφαίρεσή τους. Για 
παράδειγµα, οι όγκοι του ορθού στο στάδιο ΙΙΙ έχουν συνήθως διηθήσει τη λεκάνη, µε 
αποτέλεσµα ο χειρουργός να µην µπορεί να τους αφαιρέσει ολοσχερώς. Σε αυτές τις 
περιπτώσεις, η φαρµακοθεραπεία χορηγείται είτε για να µειώσει το µέγεθος του 
όγκου πριν την εκτοµή, είτε για να καταστρέψει εναποµείναντα καρκινικά κύτταρα. Η 
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φαρµακοθεραπεία εποµένως χορηγείται κατ’ εξοχήν σε όγκους που διαγιγνώσκονται 
σε στάδιο ΙΙΙ ή ΙV, καθώς και σε όγκους που υποτροπιάζουν µετά την αρχική 
θεραπεία ή έχουν κάνει µεταστάσεις σε αποµακρυσµένες περιοχές. 

 
 

1.6.2. Προηγµένες αντικαρκινικές θεραπείες 
 
Ανοσοθεραπεία 
 

Οι λοιµώδεις παράγοντες που εισέρχονται στο σώµα αντιµετωπίζονται από το 
ανοσοποιητικό σύστηµα. Φέρουν διακριτά µόρια που καλούνται αντιγόνα, τα οποία 
αποτελούν στόχο των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων, όπως είναι τα µακροφάγα, 
που περιφέρονται στο σώµα και κατατέµνουν τα αντιγόνα σε αντιγονικά πεπτίδια. 
Αυτά, στη συνέχεια, συνενώνονται µε τα µόρια του µείζονος συστήµατος 
ιστοσυµβατότητας (Μajor Histocompatibility Complex, MHC), τα οποία 
παρουσιάζονται στην κυτταρική επιφάνεια. 

Τα µακροφάγα, που φέρουν διάφορους συνδυασµούς ΜHC-πεπτιδίων, 
ενεργοποιούν τα ειδικά Τ-λεµφοκύτταρα, για να πολλαπλασιαστούν και να εκκρίνουν 
τις λεµφοκίνες. Οι λεµφοκίνες ενεργοποιούν τα Β-λεµφοκύτταρα, τα οποία µπορούν 
επίσης να αναγνωρίσουν τα ελεύθερα αντιγόνα µε µοριο-ειδικό µηχανισµό. Τα 
ενεργοποιηµένα Β-κύτταρα πολλαπλασιάζονται και εκκρίνουν αντισώµατα, τα οποία 
συνδέονται µε τα αντιγόνα και τα εξουδετερώνουν µε µια ποικιλία µηχανισµών 
(Nossal, 1993). 

Τα λεµφοκύτταρα παράγονται στα πρωτεύοντα όργανα του λεµφικού 
συστήµατος: το θύµο (Τ κύτταρα) και το µυελό των οστών (Β κύτταρα). Στη συνέχεια 
τροποποιούνται στα δευτερεύοντα όργανα του λεµφικού συστήµατος, όπως είναι οι 
λεµφαδένες, ο σπλήνας και οι αµυγδαλές και εισέρχονται στην κυκλοφορία του 
αίµατος. 

Σε µια ιδανική κατάσταση, τα καρκινικά κύτταρα θα αποτελούσαν στόχο του 
ανοσοποιητικού συστήµατος του ξενιστή. Για να ξεχωρίσει τα καρκινικά κύτταρα, η 
ανοσοθεραπεία πρέπει να µπορεί να τα διαχωρίσει από τα φυσιολογικά κύτταρα. Τα 
τελευταία χρόνια, µε τη βοήθεια των µονοκλωνικών αντισωµάτων, έχουν 
ανακαλυφθεί ποικίλα αντιγόνα που βρίσκονται στα ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα. 
Πολλά από αυτά σχετίζονται µε παθολογικές πρωτεΐνες που προκύπτουν από 
γενετικές µεταλλάξεις, οι οποίες µετατρέπουν τα φυσιολογικά κύτταρα σε καρκινικά. 
Παρόλα αυτά, τα καρκινικά κύτταρα αποφεύγουν την καταστροφή τους από τα 
λεµφοκύτταρα, ακόµα και αν φέρουν διακριτά αντιγόνα, λόγω της απουσίας 
συνεργικών µορίων, όπως είναι το Β7 ή µε τη βοήθεια ανοσοκατασταλτικών 
µηχανισµών. Ο απώτερος στόχος της έρευνας στην αντικαρκινική ανοσοθεραπεία 
είναι η παραγωγή ενός αποτελεσµατικού εµβολίου. Αυτό µπορεί να περιλαµβάνει 
ακέραια καρκινικά κύτταρα, καρκινικά πεπτίδια ή µόρια DNA, άλλες πρωτεΐνες ή 
ιούς (Koehnlechner, 1987, Old, 1996).  Η ιδέα του εµβολίου είναι στην 
πραγµατικότητα πολύ παλιά. Το 1892, στο Νοσοκοµείο Memorial της Νέας Υόρκης, 
ο William B. Coley θεράπευε ασθενείς µε καρκίνο χορηγώντας τους νεκρά βακτήρια, 
έτσι ώστε να προκαλέσει ογκοκατασταλτική ανοσοαπάντηση. 

Η ανοσοθεραπεία του καρκίνου µπορεί αδρά να ταξινοµηθεί στις ακόλουθες 
κατηγορίες : 

♦ Μη-ειδική: περιλαµβάνει τη γενική ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού 
συστήµατος και την παραγωγή κυτοκινών, όπως ιντερφερονών, παράγοντα νέκρωσης 
όγκων (Tumor Necrosis Factor, TNF), ιντερλευκινών (IL-2, IL-12) και GM-CSF. 
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♦ Παθητική: περιλαµβάνει τη χορήγηση «εξανθρωπισµένων» µονοκλωνικών 
αντισωµάτων από ποντίκια, τα οποία φέρουν ένα τοξικό παράγοντα (όπως κάποιο 
ραδιενεργό ισότοπο ή χηµειοθεραπευτικό φάρµακο). 

♦ Ενεργητική: τα εµβόλια φτιάχνονται µε πρότυπο τα ανθρώπινα αντικαρκινικά 
αντισώµατα 

♦ Με αυτόλογα κύτταρα: περιλαµβάνει λεµφοκύτταρα από τον ίδιο τον ασθενή. 
Σε συνδυασµό µε την ακτινοθεραπεία µπορεί να προκαλέσει 40% µείωση της 
επίπτωσης της λευχαιµίας σε ποντίκια. Έχει αναφερθεί ότι επιµηκύνει το 
προσδόκιµο επιβίωσης σε ασθενείς µε καρκίνο και λευχαιµία που ελάµβαναν 
συµβατική θεραπεία. Έχει χρησιµοποιηθεί για την αντιµετώπιση µελανωµάτων, 
καρκίνων του πνεύµονα και του µαστού. Έχει χρησιµοποιηθεί για την 
αντιµετώπιση διαφόρων καρκίνων του δέρµατος.  

Ένα παλαιότερο κτηνιατρικό αντιελµινθικό φάρµακο, η λεβαµιζόλη 
(levamisol) έχει παρουσιάσει µια ελαφρά µετεγχειρητική ανοσοενεργοποιητική 
ικανότητα, καθώς και αύξηση της επιβίωσης σε ασθενείς µε βρογχικό καρκίνο, 
καρκίνο του πνεύµονα και καρκίνο του εντέρου. 

Εκτός από τα φυτικά παράγωγα, υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που µπορούν 
να ενεργοποιήσουν το ανοσοποιητικό σύστηµα µε τρόπο λιγότερο ή περισσότερο 
αντικαρκινικό. Οι σηµαντικότερες ουσίες και/ή οργανισµοί παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 1 (προσαρµοσµένο από τον Koehnlechner, 1987). Άλλα χηµειοθεραπευτικά 
µέσα είναι: ιχνοστοιχεία (σελήνιο, ψευδάργυρο, λίθιο), αιµοκυανίνη και τα 
προπιονοβακτήρια. 

Η αναστολή της αγγειογένεσης είναι µια ελπιδοφόρα στρατηγική 
αντιµετώπισης, που επικεντρώνεται στην αναστολή της καρκινικής αγγειογένεσης, 
δηλαδή του σχηµατισµού νέων αιµοφόρων αγγείων µέσα στους όγκους. Αυτά τα 
φάρµακα όχι µόνο έχουν δώσει εντυπωσιακά αποτελέσµατα σε πειραµατικά µοντέλα 
σε ζώα, αλλά αποτελούν έναν εναλλακτικό τρόπο αντιµετώπισης πολυανθεκτικών 
όγκων που έχουν αποδειχτεί απρόσβλητοι από τη συµβατική χηµειοθεραπεία. Η 
σχέση της αγγειογένεσης µε την επέκταση του όγκου καταδείχτηκε από τον Judah 
Folkman στο Νοσοκοµείο Παίδων της Βοστόνης (Folkman, 1996; Brower, 1999). Οι 
παρατηρήσεις του οδήγησαν στην έννοια της «αγγειογενετικής µετατροπής», µιας 
σύνθετης διεργασίας κατά την οποία µια καρκινική µάζα επεκτείνεται και ξεπερνά το 
ρυθµό της εσωτερικής της απόπτωσης αναπτύσσοντας αιµοφόρα αγγεία, δηλαδή 
µεταπίπτοντας σε αγγειογενετικό φαινότυπο. Τα φάρµακα που στοχεύουν στην 
αναστολή του σχηµατισµού αιµοφόρων αγγείων θα έπρεπε να έχουν ελάχιστες 
παρενέργειες, ακόµα και σε παρατεταµένη χορήγηση. Η εύκολη πρόσβαση των 
φαρµάκων στα αγγεία, καθώς και η εν δυνάµει εξάρτηση εκατοντάδων καρκινικών 
κυττάρων από ένα µοναδικό τριχοειδές αποτελούν πρόσθετα πλεονεκτήµατα αυτής 
της θεραπείας, η οποία όµως περιορίζεται στην υποοµάδα των καρκινικών τριχοειδών 
που εκφράζουν πρώιµο αγγειογενετικό φαινότυπο. Ένα πρόσθετο πρόβληµα αποτελεί 
η ετερογένεια των αγγείων µέσα στους όγκους. Πολλές προσπάθειες αναστολής της 
αγγειογένεσης βρίσκονται ακόµα σε πρώιµη εξέλιξη, µε περίπου 30 
αντιαγγειογενετικά φάρµακα να βρίσκονται στο στάδιο της κλινικής δοκιµής. Από 
αυτά, οι ενδογενείς αναστολείς αγγειογένεσης, όπως η αγγειοστατίνη, η τροπονίνη-Ι 
και η ενδοστατίνη, βρίσκονται σε δοκιµές Φάσης Ι, ενώ οι συνθετικοί αναστολείς, 
όπως το TNP-470, διάφοροι πρωτεολυτικοί αναστολείς και οι ανταγωνιστές 
µεταβιβαστών βρίσκονται σε δοκιµές Φάσης ΙΙ και ΙΙΙ. Σε αυτό το σηµείο αξίζει να 
αναφερθεί ότι ο αναστολέας αγγειογένεσης σκουαλαµίνη (squalamine) βασίζεται σε 
ουσία από ήπαρ καρχαρία. Οι χόνδροι από καρχαρίες πωλούνται ως εναλλακτική 
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αντικαρκινική θεραπεία από τις αρχές του 1990, όταν εκδόθηκε το βιβλίο του 
William Lance «Οι καρχαρίες δεν παθαίνουν καρκίνο». Το βιβλίο πρότεινε ότι 
υπάρχει µία πρωτεΐνη στους χόνδρους των καρχαριών που προφυλάσσει τα ψάρια 
από τους όγκους αναστέλλοντας την ανάπτυξη των µικρών αιµοφόρων αγγείων που 
είναι απαραίτητα για την επιβίωση και την ανάπτυξή τους. Η ιδέα δηµιούργησε µια 
αγορά για συµπληρώµατα µε βάση τον χόνδρο από καρχαρία, η οποία υπολογίζεται 
σε 50 εκατοµµύρια δολάρια ετησίως. Έκτοτε, οι ερευνητές ανακάλυψαν ότι οι 
καρχαρίες παθαίνουν καρκίνο, απλά σε µικρότερο ποσοστό απ’ ό,τι άλλα ψάρια και 
οι άνθρωποι. ∆ανοί ερευνητές δοκίµασαν τη θεραπεία σε 17 γυναίκες µε 
προχωρηµένο καρκίνο µαστού, οι οποίες δεν είχαν ανταποκριθεί σε άλλες θεραπείες. 
Οι ασθενείς ελάµβαναν 24 κάψουλες από χόνδρο καρχαρία κάθε µέρα για τρεις 
µήνες, αλλά η ασθένεια συνέχισε την πορεία της σε 15 περιπτώσεις, ενώ µία ασθενής 
ανέπτυξε όγκο στον εγκέφαλο. Τα αποτελέσµατα των ∆ανών ενισχύουν 
προηγούµενες έρευνες, που κατέδειξαν ότι η σκόνη από χόνδρο καρχαρία δεν 
κατάφερε να αναστείλει την ανάπτυξη των όγκων σε 60 ασθενείς µε προχωρηµένο 
καρκίνο. 

 
Πίνακας 1. : Παράγοντες που ενεργοποιούν το ανοσοποιητικό σύστηµα 
(προσαρµοσµένο από Koehnlechner, 1987) 

Παράγοντας      Ενεργοποιεί 
 
Bordetella pertussi     Μακροφάγα 
Bacillus-Calmette-Guerin (BCG) 
Escherichia coli 
Βιταµίνη A 
 
Corynobacterium parvum    Β-λεµφοκύτταρα 
C. granulosum 
Bordetella pertussi 
Escherichia coli 
Βιταµίνη A 
 
Bordetella pertussi     Τ-λεµφοκύτταρα 
Bacillus-Calmette-Guerin (BCG) 
Escherichia coli 
Βιταµίνη A 
Πολυαδενοσίνη-πολυουρακίλη 
Σαπονίνη 
Λεβαµισόλη 
Lentinan 
Τοξίνη ∆ιφθερίτιδας 
Παράγοντες Θύµου Αδένα 
 
 

1.6.3. Άλλες προηγµένες θεραπείες 
 
Οι προηγµένες αντικαρκινικές θεραπείες περιλαµβάνουν επίσης τη χρήση 

ιστοειδικών κυτταροτοξικών παραγόντων. Για παράδειγµα, έχουν αναπτυχθεί νέες 
µεταλλαξιογόνες κυτταροτοξίνες (ιντερλευκίνη 13 – IL13) ενάντια στους 
εγκεφαλικούς όγκους, οι οποίες δεν αλληλεπιδρούν µε τους υποδοχείς των 
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φυσιολογικών ιστών, παρά µόνο µε τα γλοιώµατα του εγκεφάλου. (Beljanski, 1983, 
Beljanski, 1993). 

 
 

1.6.4. Εναλλακτικές αντικαρκινικές θεραπείες 
 
Αυτές περιλαµβάνουν ποικίλες, συνήθως αµφιλεγόµενες µεθόδους για τη 

θεραπεία του καρκίνου αποφεύγοντας τις παρενέργειες των συµβατικών µεθόδων. Η 
εναλλακτική θεραπεία του καρκίνου είναι πιθανό να αποκτήσει ακόµη µεγαλύτερη 
σηµασία στο µέλλον, καθώς εκτιµάται ότι περίπου οι µισοί καρκινοπαθείς στρέφονται 
προς την εναλλακτική ιατρική. Οι περισσότερα υποσχόµενες εναλλακτικές 
αντικαρκινικές θεραπείες περιλαµβάνουν: 

♦ Την χορήγηση αντινεοπλαστονών, δηλαδή πεπτιδίων που θεωρείται ότι 
αναστέλλουν την καρκινική ανάπτυξη και αναγνωρίστηκαν πρώτη φορά από τον 
Stanislaw Burzynski στο αίµα και τα ούρα. Σύµφωνα µε τον αµερικανικό Οργανισµό 
Τροφίµων και Φαρµάκων (Food and Drug Administration, FDA) το φάρµακο µπορεί 
να χρησιµοποιηθεί µόνο σε πειραµατικές δοκιµές, υπό τον έλεγχο του οργανισµού και 
σε ασθενείς που έχουν αποτύχει όλες οι συµβατικές θεραπείες. Εντούτοις, η θεραπεία 
αυτή έχει τύχει σηµαντικής πολιτικής υποστήριξης, προσελκύοντας ταυτόχρονα 
ευρεία δηµοσιότητα (Keiser, 2000). 

♦ Τη θειϊκή υδραλαζίνη (hydralazine sulfate), µια ουσία που καταπολεµά την 
καχεξία των καρκινοπαθών, βελτιώνοντας έτσι την επιβίωσή τους. 

♦ ∆ιάφορα φυτικά εκχυλίσµατα. 
 
 

1.6.5. Από την πηγή στον ασθενή: ∆οκιµάζοντας τη δραστικότητα ενός υποψήφιου 

αντικαρκινικού φαρµάκου 

 
Η δηµιουργία νέων φαρµάκων είναι υπόθεση ακριβή και ριψοκίνδυνη. Κατά 

µέσο όρο, ένα νέο φάρµακο χρειάζεται 15 χρόνια από τη στιγµή που θα ανακαλυφθεί 
µέχρι να φτάσει στην αγορά και κοστίζει 802 εκατοµµύρια δολάρια (Nature reviews 
Drug Discovery, 2002). Έχουν καταβληθεί αξιοσηµείωτες προσπάθειες από 
δηµόσιους οργανισµούς και ιδιωτικές εταιρίες ώστε να επιταχυνθεί η διαδικασία 
ανακάλυψης και δηµιουργίας φαρµάκων, επενδύοντας σε ελπιδοφόρα αποτελέσµατα 
από τα προκαταρκτικά στάδια των in vitro δοκιµασιών ελέγχου. Το Εθνικό 
Ινστιτούτο Καρκίνου των Ηνωµένων Πολιτειών (United States National Cancer 
Institute, NCI) έχει εφαρµόσει υποδειγµατικές στρατηγικές για την ανακάλυψη και 
δηµιουργία νέων φυσικών αντικαρκινικών παραγόντων. Κατά τα τελευταία 40 
χρόνια, το NCΙ έχει ασχοληθεί µε την προκλινική ή/και κλινική αξιολόγηση της 
συντριπτικής πλειοψηφίας των παραγόντων υπό διερεύνηση για τη θεραπεία του 
καρκίνου. Σε αυτό το χρονικό διάστηµα, περισσότερες από 400.000 χηµικές ουσίες, 
τόσο συνθετικές όσο και φυσικές, έχουν ελεγχθεί για αντικαρκινική δραστηριότητα 
(www.jola.gov). 

Τα φυτικά υλικά που βρίσκονται υπό διερεύνηση για δοκιµασία 
αποτελεσµατικότητας, αποτελούνται συνήθως από σύνθετα µίγµατα διαφόρων 
συστατικών µε διαφορετική διαλυτότητα σε υγρά καλλιεργητικά µέσα. Επιπλέον, 
µπορεί να περιέχουν και αδρανή πρόσθετα. Αυτές τους οι ιδιότητες καθιστούν 
αναγκαία την αναζήτηση των κατάλληλων συνθηκών δοκιµασίας. Στο παρελθόν, 
έχουν χρησιµοποιηθεί πρότυπα συστήµατα είτε υψηλής πολυπλοκότητας (ζώα, 
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καλλιέργειες οργάνων), είτε χαµηλής µοριακής οργάνωσης (υποκυτταρικά κλάσµατα, 
όργανα και κυτταρικά οµογενοποιήµατα), για την αξιολόγηση του µηχανισµού 
δράσης των φυτοφαρµακευτικών ουσιών. Την τελευταία δεκαετία, όµως, έχει 
παρατηρηθεί µια µεγάλη στροφή προς τα αποµονωµένα κυτταρικά συστήµατα, 
κυρίως κύτταρα σε καλλιέργειες και κυτταρικές σειρές (Gebhardt, 2000). 
Συγκεκριµένα, ο συνδυασµός διαφορετικών in vitro συστηµάτων αξιολόγησης µπορεί 
όχι µόνο να ενισχύσει τη δυνατότητα ανίχνευσης ενεργών συστατικών, αλλά και να 
οδηγήσει σε καλύτερα συµπεράσµατα για τους πιθανούς µηχανισµούς δράσης και τις 
θεραπευτικές επιδράσεις.  

 
 

1.6.5.1. Προκλινικές δοκιµασίες 
 
Οι προκλινικές δοκιµασίες συνήθως περιλαµβάνουν την αξιολόγηση της 

κυτταροτοξικότητας ενός υποψήφιου αντικαρκινικού παράγοντα in vitro, δηλαδή σε 
κύτταρα καλλιεργηµένα σε συγκεκριµένο θρεπτικό υλικό υπό ελεγχόµενες συνθήκες. 
Κάποιες νεοπλασµατικές ζωικές κυτταρικές σειρές έχουν χρησιµοποιηθεί 
επανειληµµένα γι’ αυτό το σκοπό. Εναλλακτικά, έχουν χρησιµοποιηθεί ζωικά 
συστήµατα που φέρουν συγκεκριµένους τύπους καρκίνου. Για παράδειγµα, τα υλικά 
που εισέρχονταν στο πρόγραµµα ανακάλυψης φαρµάκων του NCI από το 1960 ως το 
1982 δοκιµάζονταν πρώτα χρησιµοποιώντας τα µοντέλα λευχαιµικών ποντικιών 
L1210 και P-388. Τα περισσότερα φάρµακα που ανακαλύφθηκαν εκείνη την περίοδο, 
και είναι τώρα διαθέσιµα για τη θεραπεία του καρκίνου, είναι κυρίως αποτελεσµατικά 
ενάντια σε ταχέως αναπτυσσόµενους όγκους, όπως λευχαιµίες και λεµφώµατα, αλλά 
µε ορισµένες εξαιρέσεις, όπως η πακλιταξέλη (paclitaxel), παρουσιάζουν ελάχιστη 
δραστικότητα ενάντια σε βραδέως αναπτυσσόµενους στερεούς όγκους των ενηλίκων, 
όπως καρκίνο του πνεύµονα, του παχέος εντέρου, του προστάτη, του παγκρέατος και 
του εγκεφάλου. Μια περισσότερο αποτελεσµατική και προσανατολισµένη στη νόσο  
διαδικασία ελέγχου θα έπρεπε να περιλαµβάνει πολλαπλά νοσοειδικά (π.χ. ειδικά για 
κάθε τύπο όγκου) µοντέλα και θα έπρεπε να επιτρέπει την ανίχνευση τόσο ευρέως 
φάσµατος όσο και νοσοειδικής δραστικότητας. Η χρήση πολλαπλών in vivo ζωικών 
µοντέλων δεν είναι ιδιαίτερα εύχρηστη για έλεγχο τέτοιου είδους, µε δεδοµένο το 
εύρος των απαιτήσεων για πραγµατοποίηση µεγάλου αριθµού έλεγχων και ειδική 
αντιπροσώπευση κάθε τύπου όγκου. Η διαθεσιµότητα, όµως, µεγάλης ποικιλίας 
ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών, που αντιπροσώπευαν πολλές 
διαφορετικές µορφές ανθρώπινων κυτταρικών τύπων, παρείχε την κατάλληλη 
αφετηρία για την ανάπτυξη νοσοκατευθυνόµενων προγραµµάτων in vitro πρώιµης 
επιλογής από το 1985 µέχρι το 1990. Η τρέχουσα διαδικασία ελέγχου που έχει 
δηµιουργηθεί από το NCI περιλαµβάνει 60 κυτταρικές σειρές που προέρχονται από 
εννιά καρκινικούς τύπους και είναι οργανωµένες σε υποοµάδες που αντιπροσωπεύουν 
τη λευχαιµία, τον καρκίνο του πνεύµονα, του παχέος εντέρου, του κεντρικού 
νευρικού συστήµατος, των ωοθηκών, του νεφρού, του προστάτη, του µαστού και το 
µελάνωµα. Η διαδικασία ελέγχου για τον καθορισµό της κυτταρικής ανάπτυξης και 
βιωσιµότητας είναι µια διαδικασία σήµανσης πρωτεϊνών που χρησιµοποιεί 
σουλφοροδαµινη Β (sulforhodamine B, SRB). Η βιβλιογραφία αναφέρει και άλλες, πιο 
εξεζητηµένες µεθόδους. Επιπροσθέτως, οι κυτταρικές σειρές που χρησιµοποιούνται 
στην in vitro διαλογή µπορούν να αναλυθούν ως προς την περιεκτικότητά τους σε 
µοριακούς στόχους, όπως η p-γλυκοπρωτείνη, το p53, το Ras και το BCL2. Από κάθε 
επιτυχή δοκιµασία µιας ένωσης προκύπτουν 60 καµπύλες δόσης-απόκρισης, που 
δηµοσιεύονται στην έκθεση δεδοµένων ελέγχου του NCI ως µία σειρά συνθέσεων 
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που περιλαµβάνουν τις ογκοειδικές υποοµάδες, καθώς και µία σύνθεση που 
περιλαµβάνει το σύνολο της οµάδας . Τα δεδοµένα των κυτταρικών σειρών που δεν 
πληρούν τα κριτήρια του ελέγχου ποιότητας αποκλείονται από περαιτέρω ανάλυση 
και διαγράφονται από την έκθεση ελέγχου. 

Η in vitro χρήση ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών για έλεγχο έχει 
τύχει ευρείας εφαρµογής στην ταξινόµηση συστατικών ανάλογα µε τη χηµική τους 
δοµή και /ή το µηχανισµό δράσης. Πολύτιµες πληροφορίες προκύπτουν από τον 
καθορισµό του βαθµού οµοιότητας των προφίλ που παράγονται από το ίδιο ή 
διαφορετικά συστατικά.  

Οι κλινικές δοκιµές είναι έρευνες που αξιολογούν την αποτελεσµατικότητα 
των νέων θεραπευτικών παρεµβάσεων. Υπάρχουν διάφορες κατηγορίες 
αντικαρκινικών κλινικών δοκιµών. Αυτές περιλαµβάνουν: 

-δοκιµές πρόληψης, σχεδιασµένες να εµποδίσουν την ανάπτυξη καρκίνου σε 
άτοµα προηγουµένως υγιή, 

-δοκιµές πρόληψης, σχεδιασµένες να εµποδίσουν την υποτροπή του καρκίνου 
σε πρώην καρκινοπαθείς, 

-δοκιµές πρώιµης ανίχνευσης, για τη διάγνωση του καρκίνου σε πρώιµα 
στάδια, 

-δοκιµές ποιότητας ζωής, για την ανακούφιση και βελτίωση  της ποιότητας 
ζωής των καρκινοπαθών, 

-έρευνες για την ανεύρεση τρόπων να τροποποιηθούν πρότυπα συµπεριφοράς 
που προκαλούν καρκίνο, όπως το κάπνισµα.  

 
 

1.6.6. Φάσεις των κλινικών δοκιµών 
 
Το µεγαλύτερο τµήµα της κλινικής έρευνας που αφορά στη δοκιµασία ενός 

νέου φαρµάκου πραγµατοποιείται µε µια αυστηρά καθορισµένη αλληλουχία βηµάτων 
(NCI, 2001). Αυτό επιτρέπει στους ερευνητές να θέτουν και να απαντούν σε 
ερωτήµατα µε τρόπο που επεκτείνει τις πληροφορίες σε σχέση µε το φάρµακο και την 
επίδρασή του στους ανθρώπους. Με βάση τα συµπεράσµατα εργαστηριακών 
πειραµάτων ή προηγούµενων δοκιµών, οι ερευνητές σχηµατίζουν υποθέσεις ή 
ερωτήµατα που πρέπει να απαντηθούν. Στη συνέχεια, σχεδιάζουν προσεκτικά µια 
κλινική δοκιµή, ώστε να ερευνήσουν την υπόθεση και να απαντήσουν στο ερευνητικό 
ερώτηµα. Συνηθίζεται, διάφορα είδη δοκιµών να διαχωρίζονται σε φάσεις, που 
ακολουθούν η µία την άλλη µε αυστηρά καθορισµένη αλληλουχία. Γενικά, µια 
κλινική δοκιµή για τον καρκίνο υπάγεται σε µία από τις ακόλουθες φάσεις: 

♦ ∆οκιµές Φάσης Ι 
Οι πρώτες αυτές δοκιµές σε ανθρώπους αξιολογούν πώς πρέπει να χορηγείται 

το νέο φάρµακο (από του στόµατος, ενδοφλεβίως, µε ένεση), πόσο συχνά και σε τι 
δοσολογία. Μία δοκιµή Φάσης Ι συνήθως περιλαµβάνει µικρό αριθµό ασθενών, 
καθώς και 20 µε 80 φυσιολογικούς, υγιείς εθελοντές. Οι δοκιµές µελετούν την 
ασφάλεια του φαρµάκου, συµπεριλαµβανοµένου και του εύρους της ασφαλούς 
δοσολογίας. Οι έρευνες καθορίζουν επίσης το πώς ένα φάρµακο απορροφάται, 
κατανέµεται, µεταβολίζεται και εκκρίνεται, καθώς και τη διάρκεια της δράσης του. 
Αυτή η φάση διαρκεί περίπου ένα χρόνο. 

♦ ∆οκιµές Φάσης ΙΙ 
Μια δοκιµή Φάσης ΙΙ παρέχει προκαταρκτικές πληροφορίες για τη 

δραστικότητα του νέου φαρµάκου και συµπληρωµατικές πληροφορίες για την 
ασφάλεια και το όφελος. Κάθε δοκιµή Φάσης ΙΙ συνήθως επικεντρώνεται σε ένα 



 50

συγκεκριµένο είδος καρκίνου. Ελεγχόµενες έρευνες µε περίπου 100 µε 300 εθελοντές 
ασθενείς εκτιµούν την αποτελεσµατικότητα του φαρµάκου και διαρκούν περίπου δύο 
χρόνια 

♦ ∆οκιµές Φάσης ΙΙΙ 
Αυτές οι δοκιµασίες συγκρίνουν ένα ελπιδοφόρο νέο φάρµακο, ένα 

συνδυασµό φαρµάκων ή µια διαδικασία µε το τρέχον πρότυπο. Οι δοκιµές Φάσης ΙΙΙ 
συνήθως περιλαµβάνουν µεγάλο αριθµό ανθρώπων σε ιδιωτικά ιατρεία, κλινικές και 
αντικαρκινικά κέντρα σε όλη τη χώρα. Αυτή η φάση διαρκεί περίπου τρία χρόνια και 
συνήθως περιλαµβάνει 1000 µε 3000 ασθενείς σε κλινικές και νοσοκοµεία. Οι ιατροί 
παρακολουθούν στενά τους ασθενείς, για να καθορίσουν την αποτελεσµατικότητα και 
να αναγνωρίσουν τις ανεπιθύµητες ενέργειες. 

Κάποιοι χρησιµοποιούν τον όρο Φάση IV για να περιγράψουν τη 
συνεχιζόµενη αξιολόγηση που πραγµατοποιείται µετά την έγκριση από τον FDA, 
όταν το φάρµακο βρίσκεται ήδη στην αγορά και είναι διαθέσιµο για ευρεία 
κατανάλωση (φαρµακοεπαγρύπνηση - post-marketing surveillance). 

 
 

1.6.6.1. Πρωτόκολλα κλινικών δοκιµασιών 
 
Οι κλινικές δοκιµές συνήθως ακολουθούν αυστηρές επιστηµονικές 

κατευθυντήριες γραµµές. Αυτές οι κατευθυντήριες γραµµές καθορίζουν πολλά 
ζητήµατα, όπως το σχεδιασµό της έρευνας, ποιος µπορεί να συµµετάσχει και τι είδους 
πληροφορίες πρέπει να παρέχονται στους ανθρώπους όταν αποφασίζουν αν θα 
συµµετάσχουν. Κάθε δοκιµή έχει έναν διευθύνοντα ερευνητή, ο οποίος συνήθως είναι 
ιατρός. Ο ερευνητής προετοιµάζει ένα σχέδιο δράσης, το οποίο ονοµάζεται 
πρωτόκολλο. Αυτό το σχέδιο εξηγεί τι θα κάνει η δοκιµή, πώς και γιατί. Για 
παράδειγµα, καθορίζει: 

- Πόσοι άνθρωποι θα συµµετάσχουν. 
- Ποιος δικαιούται να συµµετάσχει. 
- Ποια ερευνητικά φάρµακα θα λάβουν οι συµµετέχοντες. 
- Ποιες ιατρικές δοκιµασίες θα πραγµατοποιούνται και πόσο συχνά. 
- Τι πληροφορίες θα συλλεχθούν. 
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1.7. ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ ΒΙΟ∆ΡΑΣΤΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ 
 
1.7.1. Η βιοτεχνολογία φυτών στη φαρµακευτική έρευνα 
 

Η in vitro παραγωγή φαρµακευτικών ουσιών από φυτικά κύτταρα αποτελεί µία από τις 
µεγαλύτερες προκλήσεις για τη τεχνολογία φυσικών προϊόντων και πιθανότατα µία άριστη 
εναλλακτική µορφή γεωργίας. Η προσέγγιση αυτή παρουσιάζει σηµαντικά πλεονεκτήµατα έναντι της 
παραδοσιακής (συµβατικής) παραλαβής ουσιών από ολόκληρα φυτά (Κίντζιος, 2007), γιατί: 
• προσφέρει τη δυνατότητα ποιοτικού, ποσοτικού και χρονικού ελέγχου της παραγωγής. 
• προσφέρει τη δυνατότητα παραγωγής εντελώς νέων συστατικών µέσω βιοµετατροπής (ελέγχου 

του µεταβολισµού σε κυτταρικό επίπεδο) 
• προσφέρει τη δυνατότητα γενετικής τροποποίησης των καλλιεργούµενων κυττάρων 
• είναι αποτελεσµατικότερη από την κλασσική βελτίωση, µέσω της in vitro επιλογής καλύτερων 

(π.χ. παραγωγικότερων) γονότυπων  
• σε πολλές περιπτώσεις, η παραγωγικότητα είναι µεγαλύτερη από αυτή ολόκληρου του φυτού ή 

συστήµατος αποµονωµένων ενζύµων 
Στα φυτικά κύτταρα παράγονται µέσα από διάφορα δευτερογενή µεταβολικά µονοπάτια (δηλαδή 

εκτός του πρωτογενούς µεταβολισµού) χηµικές ουσίες, οι δευτερογενείς µεταβολίτες. Αυτοί µπορεί 
ναανήκουν σε διάφορες χηµικές κατηγορίες, όπως: οργανικά οξέα, αρωµατικά συστατικά, 
τερπενοειδή, στεροειδή, φλαβονοειδή, αλκαλοειδή, καρβονύλια, κ.α. Οι ουσίες αυτές παίζουν 
διάφορους ρόλους στο φυτό, όπως προστασία από παθογόνα (φυτοαλεξίνες), λιγνινοποίηση, καθώς και 
ρύθµιση της αύξησης, της διαφοροποίησης και του ενδιάµεσου µεταβολισµού. Από την άλλη πλευρά, 
παρουσιάζουν ποικίλη χρησιµότητα για τον άνθρωπο, µε εφαρµογές στην ιατρική, ως καλλυντικά, 
πρόσθετα τροφίµων και ειδικά χηµικά. 
 Ως βίο-δραστικά φυσικά προϊόντα χαρακτηρίζονται οι ουσίες οι οποίες παράγονται µέσω του 
δευτερογενούς µεταβολισµού των φυτών. Η παγκόσµια αγορά βίο-δραστικών φυσικών προϊόντων 
προς χρήση φαρµακευτική, αγροχηµική, καλλωπιστική ή ως πρόσθετα τροφίµων παρουσιάζει συνεχώς 
ανοδικές τάσεις (της τάξης του 5-10% ετησίως). Ειδικότερα στο τοµέα της φαρµακολογίας, η χρήση 
των ουσιών αυτών καλύπτει κάθε κατηγορία σκευάσµατος και ιδιαίτερα τα αντιφλεγµονώδη, 
αντισταµινικά, βακτήριο- και µυκο- στατικά, τροποποιητές του µεταβολισµού, ψυχοτροπικά αλλά και 
για την θεραπεία ασθενειών όπως ο καρκίνος ή λοιµώξεων όπως το AIDS. 
 Από τις διάφορες αιτίες για το φαινόµενο αυτό µπορούν να επισηµανθούν ως κυριότερες οι 
εξής: 
1. Η παραγωγή και εφαρµογή των φυσικών προϊόντων είναι σε γενικές γραµµές απαλλαγµένη από τις 
επιπλοκές οι οποίες συνοδεύουν τις συνθετικές χηµικές ενώσεις, όπως τοξικότητα, ανεπιθύµητα ή 
άγνωστα παραπροϊόντα σύνθεσης, αλλεργιογόνος δράση, προώθηση της εµφάνισης ανθεκτικών 
στελεχών διαφόρων παθογόνων κλπ. 
2. Σε αρκετές περιπτώσεις (όχι όµως όλες), το κόστος της χηµικής σύνθεσης είναι σηµαντικά 
υψηλότερο από το κόστος της φυσικής αποµόνωσης ή της βιοτεχνολογικής παραγωγής µίας βίο-
δραστικής ουσίας. 
3. Περίπου το 75% όλων των γνωστών χηµικών ενώσεων προέρχονται από το φυτικό βασίλειο, από το 
οποίο επίσης έχει αποµονωθεί το 25% όλων των φαρµακευτικών ουσιών. 
4. Λαµβανοµένου υπ' όψιν ότι από το σύνολο των φυτικών ειδών µόνο το 1.6% (περίπου 5.000 είδη) 
έχει διερευνηθεί ως προς τη σύσταση του σε βίο-δραστικές ουσίες, υπάρχουν ευρύτατες προοπτικές για 
την αποµόνωση νέων ουσιών και την δηµιουργία νέων αγορών που θα συνοδεύουν τη χρήση των 
ουσιών αυτών. 
 Ειδικότερα όσον αφορά την Ελλάδα, ο αριθµός των αρωµατικών ειδών µε οικονοµικό 

ενδιαφέρον είναι τουλάχιστον τριπλάσιος του µέσου Ευρωπαϊκού όρου. Ωστόσο για πολλούς λόγους η 

καλλιέργεια των ειδών αυτών δεν είναι συστηµατοποιηµένη ούτε έχει επεκταθεί σε ιδιαίτερο βαθµό. 

Κατά συνέπεια, η παραγωγή - αξιοποίηση των ουσιών που παρουσιάζουν το µεγαλύτερο ενδιαφέρον 

από βιολογική-χηµική άποψη είναι περιορισµένη, κυρίως γιατί υπάρχει δυσκολία παραγωγής και 

διάθεσης µεγάλων ποσοτήτων τους. 
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1.7.2. Βιοτεχνολογία και πρώτη ύλη ή φυσικά προϊόντα 
 

Παρ’ όλη την πληθώρα φυτικών µεταβολιτών µε αντικαρκινικές και άνοσο-
διεγερτικές ιδιότητες, η φυσική οδός παραγωγής αυτών µπορεί να µην είναι η ιδανική 
πηγή αντικαρκινικών φαρµάκων. Αρκετοί λόγοι οδηγούν στην άποψη ότι η παραγωγή 
ουσιών από φυσικά προϊόντα είναι λιγότερο ελκυστική από άλλους τρόπους 
παραγωγής, όπως για παράδειγµα την χηµική σύνθεση αυτών, όταν βέβαια αυτό είναι 
εφικτό:  
Πρώτα απ’ όλα το θέµα της τροφοδοσίας φυσικού υλικού. Σε πολλές περιπτώσεις, οι 
ουσίες προέρχονται από αργά αναπτυσσόµενα είδη (π.χ. από το φλοιό ενός δέντρου), 
ή από είδη υπό εξαφάνιση. Ακόµη, η παραγωγή µπορεί να είναι εξαιρετικά χαµηλή, 
ενώ οι ανάγκες πολύ µεγαλύτερες (ειδικά στις περιπτώσεις των δευτερογενών 
µεταβολιτών). Για παράδειγµα, οι συγκεντρώσεις της ταξόλης στις βελόνες και τον 
αποξηραµένο κορµό του Taxus brevifolia είναι περίπου  0.01-0.1%, ενώ οι ανάγκες 
σε ποσότητα για την θεραπεία µε αυτήν πολύ µεγαλύτερες. Συγκεκριµένα για την 
ταξόλη το πρόβληµα µπορεί επιµέρους να λυθεί µε την χηµική σύνθεση του προϊόντος  
(Cragg, 1998).  
 Επίσης τα φαρµακευτικά φυτικά εκχυλίσµατα συχνά δεν έχουν την 
απαιτούµενη σταθερότητα που θα τα καθιστά αξιόπιστα για µεγάλης έκτασης 
κλινικές εφαρµογές. Αυτό το πρόβληµα συνδέεται µε διάφορους παράγοντες, όπως η 
εξάρτηση της παραγωγής από περιβαλλοντικούς παράγοντες και το στάδιο ανάπτυξης 
του φυτού (π.χ. άνθιση), καθώς και µε την ανοµοιογένεια των εκχυλισµάτων, που 
κάνουν την καλύτερη αποµόνωση και τον καθαρισµό ένα απαραίτητο αλλά και 
δαπανηρό µέτρο. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι το εκχύλισµα λεκτίνης του 
ιξού που παρουσιάζει µια αξιοπρόσεκτη εποχική διακύµανση στα επίπεδα των ΜL 
ισολεκτινών (ML I, ML II και ML III) (Pfuller, 2000). Ακόµη, η εξειδικευµένη 
βιοδραστικότητα του εκχυλίσµατος παρουσιάζει διακύµανση σε µια µακρά περίοδο 
αποθήκευσης (π.χ. δυο έτη) (Lorch, 2000). 
 Η βιοτεχνολογία θα µπορούσε να προσφέρει εναλλακτικές µεθόδους 
παραγωγής σηµαντικών ποσοτήτων φυτικής βιοµάζας ή φυσικών προϊόντων σε 
σχετικά σύντοµο χρόνο. Οι τεχνικές in vitro είναι βασικός κλάδος της βιοτεχνολογίας 
φυτών, αφού επιτρέπουν να ελέγχονται τεχνητά αρκετές παράµετροι που επηρεάζουν 
την ανάπτυξη και τον µεταβολισµό των καλλιεργούµενων ιστών. Με απλά λόγια η 
ιστοκαλλιέργεια στηρίζεται στην αρχή του εµβολιασµού ενός εκφύτου (που είναι ένα 
τµήµα φυτικού ιστού όπως τµήµα φύλλου ή βλαστού) από ένα φυτό δότη σε ένα µέσο 
που περιέχει θρεπτικά στοιχεία και ρυθµιστές ανάπτυξης προκαλώντας µε αυτόν τον 
τρόπο τον σχηµατισµό ενός λίγο ή πολύ αποδιαφοροποιηµένου ταχέως 
αναπτυσσόµενου κάλου. Η παραγωγή µε αυτό τον τρόπο αντικαρκινικών παραγόντων 
(in vitro) µπορεί να έχει πλεονεκτήµατα σε σχέση µε την παραγωγή από φυτά (in 
vivo) (Κίντζιος, 2007) όπως: 

• Με την αλλαγή των παραµέτρων καλλιέργειας πιθανό να µπορέσει να 
ελεγχθεί η ποσότητα, καθώς και ο χρόνος παραγωγής των εκχυλισµάτων του 
ιξού. Με αυτό τον τρόπο µπορούν να ξεπεραστούν προβλήµατα που 
σχετίζονται µε την σταθεροποίηση των φυτικών εκχυλισµάτων. 

• Με την τροφοδοσία των ιστοκαλλιεργειών µε πρόδροµες ουσίες για την 
βιοσύνθεση συγκεκριµένων µεταβολιτών, µπορεί να επιτευχθεί µεγαλύτερη 
παραγωγικότητα από καλλιεργούµενα κύτταρα (in vitro) παρά από ολόκληρα 
φυτά. 
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• Πιθανά µπορούν να συντεθούν εντελώς καινούριες ουσίες µέσω µιας 
διαδικασίας βιοµετατροπής ή εκµεταλλευόµενοι την σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα µια παροδική ή κληρονοµούµενη παραλλακτικότητα 
µεταβολικών διαδικασιών που υποβοηθείται από την διαδικασία της 
καλλιέργειας in vitro.  

• Η παραγωγή του κάλου σε  καλλιέργεια είναι το πρώτο βήµα για την 
απόκτηση γενετικά τροποποιηµένων κυττάρων ή φυτών π.χ. καλλιεργούµενα 
φυτά που παράγουν ένα επιθυµητό προϊόν σε µεγαλύτερες ποσότητες.  

• Οι πρωτοπλάστες είναι φυτικά κύτταρα των οποίων το κυτταρικό τοίχωµα 
µπορεί να αφαιρεθεί τεχνητά. Με αυτό τον τρόπο µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν σαν µεταφορείς γονιδίων σε πειράµατα και για την 
δηµιουργία υβριδικών κυττάρων, όπως για παράδειγµα κυττάρων που 
παράγονται από την σύντηξη δύο κυττάρων πρωτοπλαστών και µπορεί να 
προέρχονται ακόµη κι από εντελώς διαφορετικά είδη. 

Από φυτικά είδη που δύσκολα πολλαπλασιάζονται (όπως ο ιξός που 
πολλαπλασιάζεται αποκλειστικά µε τη βοήθεια των πτηνών) θα µπορούσαν µε 
κλωνικό µικροπολλαπλασιασµό (clonally micropropagated) να παραχθούν χιλιάδες 
φυτάρια από µια πολύ περιορισµένη κυτταρική µάζα (από ένα και µόνο φυτό). Αυτό 
µπορεί να επιτευχθεί από την αναγέννηση φυτού, µέσω οργανογένεσης, παραγωγή 
βλαστών από ιστοκαλλιέργεια κάλου ή µέσω σωµατικής εµβρυογένεσης (διαδικασία 
σχηµατισµού εµβρύου από σωµατικούς-σποροφυτικούς ιστούς χωρίς γονιµοποίηση). 
Όσο κι αν η ιστοκαλλιέργεια έχει µεγάλες προοπτικές, εδραιωµένα εµπορικά 

αντικαρκινικά φάρµακα (όπως η βινβλαστίνη και βινκριστίνη από το Catharanthus 
roseus) ακόµα παράγονται µέσω αποµόνωσης από καλλιεργούµενα φυτά. Τελικά, 
αυτά τα φάρµακα παράγονται ηµισυνθετικά από φυσικές πρόδροµες ουσίες που 
προέρχονται από φυτικές πηγές in vivo. Προς το παρόν, υπάρχουν λίγες ουσίες µε 
αντινεοπλαστικές ιδιότητες προερχόµενες από φυτά που παράγονται βιοτεχνολογικά, 
κυρίως σε εργαστηριακό επίπεδο.  
 
 
1.7.3. H Βιοτεχνολογία του Viscum album L. 
 

Έως σήµερα δεν είχαν γίνει ιδιαίτερα πειράµατα ιστοκαλλιέργειας για το ιξό, 
π.χ. µεταφορά  κυτταρικών οµάδων ή εκφύτων – ιστών από τον ιξό ως αρχικό φυτό 
και οι υπό- καλλιέργειές τους σε θρεπτικό διάλυµα µε αυξητικούς παράγοντες και 
άλλα συστατικά. Οι in vitro τεχνικές είναι µεγάλο πλεονέκτηµα στην βιοτεχνολογία 
φυτών, αφού επιτρέπουν έλεγχο σε αρκετές παραµέτρους που επηρεάζουν την 
ανάπτυξη και τον µεταβολισµό της καλλιέργειας. Ερευνητές που δουλεύουν µε το V. 
album παγκόσµια, θα µπορούσαν να επωφεληθούν από τον καθορισµό πρωτοκόλλων 
ιστοκαλλιέργειας στα συγκεκριµένα είδη µε τους ήδη αναφερθέντες τρόπους.  

Η επαγωγή κάλων είναι το πρώτο απαιτούµενο βήµα για την  απόκτηση 
γενετικά συγκεκριµένων τροποποιηµένων κυτταρικών σειρών ή φυτών, π.χ. σειρά 
φυτών µε αυξηµένη παραγωγή βισκοτοξίνης σαν βασική αντίσταση σε παθογόνα, 
όπως το Plasmodiophora brassicae (Holtorf, 1998). 

Λόγω της ηµι-παρασιτικής φύσης του συγκεκριµένου είδους, είναι πολύ 
δύσκολο να αναπαραχθεί, κάτι το οποίο επιτυγχάνεται αποκλειστικά µε τη βοήθεια 
των πουλιών, µεταφέροντας τους σπόρους του (Becker, 1986, Becker, 2000, Grieve, 
1994). Η βιοτεχνολογία θα µπορούσε να προσφέρει µια εναλλακτική µέθοδο 
παραγωγής αξιόλογης ποσότητας βιοµάζας του ιξού σ’ ένα σχετικά σύντοµο χρόνο, 
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είτε µέσω κυττάρων ή αναπαραγόµενων κάλων, ή µέσω αναπαραγωγής φυτών µέσω 
οργανογένεσης ή σωµατικής εµβρυογένεσης.  

Οι Becker και Schwarz (1971) ήταν οι πρώτοι που ανέφεραν την πιθανότητα 
χρήσης της ιστοκαλλιέργειας ιξού σαν µια πηγή βιοενεργών προϊόντων. Για πρώτη 
φορά αναφέρεται το 1990, από τον Fukui η παραγωγή κάλων από φύλλα του V. 
album var. lutescens. Στο συγκεκριµένο πείραµα χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό 
υπόστρωµα µισής δύναµης (1/2) MS (Murashige and Skoog 1962) µε ρυθµιστές 
αύξησης α-ναφθυλακετικό οξύ (NAA), µια αυξίνη και κινετίνη (γνωστή κυτοκινίνη), 
για την επαγωγή κάλων.  
Οι ερευνητές κατάφεραν να ταυτοποιήσουν στους κάλους 2 γαλακτοζολεκτίνες οι 
οποίες αρχικά είχαν παρατηρηθεί στα φύλλα του φυτού. Επίσης βρήκαν ότι η επαφή 
µεταξύ κάλου του ιξού και κάλου του ξενιστή της οξιάς (Fagus crenata) δεν 
κατέληξε σε σχέση παρεµπόδισης για κανένα από τα δύο φυτά. Σκοπός της έρευνάς 
τους ήταν να µελετηθούν οι αλληλεπιδράσεις –αν υπάρχουν- µεταξύ του 
συγκεκριµένου ξενιστή και του συγκεκριµένου είδους ιξού, σε επίπεδο καλλιέργειας 
κυττάρων. 
 Το 1995, αναφέρεται από τον Bajaj η προσπάθεια σωµατικής εµβρυογένεσης 
στo είδος του ιξού Dendrophthoe falcate (L.f.) Ettingsh. Πραγµατοποιήθηκε 
καλλιέργεια εµβρύων από καρπούς που βρίσκονταν σε διάφορα στάδια ανάπτυξης. 
Τα έµβρυα καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα σύµφωνα µε τον White (1943) 
και σε διάφορους συνδυασµούς και συγκεντρώσεις των ρυθµιστών αύξησης: ινδολο–
ακετυλ-οξέος (ΙΑΑ) και καζεΐνης (CH). Μελετήθηκε, κυρίως, ο τρόπος ανάπτυξης 
των εµβρύων στα διάφορα υποστρώµατα (απόκριση στα καλλιεργητικά µέσα, σχήµα 
των εµβρύων, οργανογένεση, σωµατική εµβρυογένεση). Παρατηρήθηκε ότι τα νεαρά 
σφαιρικά και προ σφαιρικά έµβρυα υφίσταται πολλαπλασιασµό στη µορφή του 
κάλου, ο οποίος τελικά διαφοροποιείται σε πολυεµβρυακές µάζες σωµατικών 
εµβρύων. Τα ώριµα ζυγωτικά έµβρυα, που καλλιεργήθηκαν χωρίς το ενδοσπέρµιο, 
αναπτύσσονται άµεσα, ενώ τα ώριµα έµβρυα µε το ενδοσπέρµιο παρουσιάζουν 
συνολική καλογένεση του εµβρύου και του ενδοσπερµίου, διαφοροποίηση των 
οφθαλµών του βλαστού, και σωµατικά έµβρυα. Τα νεαρά σωµατικά έµβρυα, που 
προέρχονται από τις πολυεµβρυακές µάζες, όταν καλλιεργηθούν στο ίδιο 
καλλιεργητικό µέσο, πολλαπλασιάζονται και σχηµατίζουν πρόσθετα έµβρυα, ενώ τα 
ώριµα σωµατικά έµβρυα µε καλά ανεπτυγµένες κοτυληδόνες υφίστανται βλάστηση. 

Ο Langer το 1997, κλωνοποίησε διαφορετικά τµήµατα του γονιδίου της 
πρωτεΐνης ML από το γένωµα του DNA του ιξού, κατασκεύασε την έκφραση των 
φορέων (A- και B-αλυσίδες κωδικοποιηµένες-κρυπτογραφηµένες περιοχές) και οι 
µονές αλυσίδες εκφράστηκαν στο E. coli χωριστά. Οι πειραµατικές έρευνες στη 
δραστηριότητα της ανασυνδυασµένης λεκτίνης του ιξού (rML) ήταν ελπιδοφόρες 
(Mockel,1997, Beuth, 2000).   

Η έως τώρα επιβεβαιωµένη έρευνα µε ιστοκαλλιέργεια στο Viscum album 
είναι περιορισµένη σ’ ένα µικρό αριθµό µελετών, όµως περαιτέρω πρόοδος στην 
σωµατική εµβρυογένεση και άλλες πλεονεκτικές πλευρές της ιστοκαλλιέργειας θα 
µπορούσαν να βοηθήσουν στη χρήση του ιξού ως φαρµακευτικό φυτό, µέσω της 
βιοτεχνολογίας. 
 
 
1.8. ΑΛΛΑ ΦΥΤΙΚΑ ΕΙ∆Η ΠΟΥ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΣΤΗΝ 
ΚΑΤΑΠΟΛΕΜΗΣΗ ΤΟΥ ΚΑΡΚΙΝΟΥ 
 

Υπάρχουν πολλά φυτικά είδη που είναι υποσχόµενα για την εµπορική 
παρασκευή  αντικαρκινικών φαρµάκων. Τα περισσότερα από αυτά ακόµη παράγονται 
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µε τον παραδοσιακό τρόπο (εκχύλιση από τα φυτά – δότες), ενώ κάποια παράγονται 
ηµισυνθετικά (από φυσικές πρόδροµες ουσίες). Λίγα από αυτά παρασκευάζονται 
βιοτεχνολογικά, κυρίως σ΄ εργαστηριακό επίπεδο. 

Γνωστά παραδείγµατα φυτών από τα οποία προήλθαν φυσικές ουσίες 
ορόσηµο για την θεραπεία διαφόρων µορφών καρκίνου µε επιτυχή παραγωγή 
και εµπορική διάθεση, είναι τα ακόλουθα.  

Periwinkle (Catharanthus roseus or Vinca rosea, Οικογένεια: 
Apocynaceae): Η βίνκα η ρόδινη (Madagascar periwinkle) αποτελεί µια σύγχρονη 
ιστορία επιτυχίας στις έρευνες για φυσικά φάρµακα για την καταπολέµηση του 
καρκίνου.  

Το φυτό χρησιµοποιήθηκε για πολλούς αιώνες για τη θεραπεία του διαβήτη, 
της υψηλής πίεσης του αίµατος, του άσθµατος, της δυσκοιλιότητας και των 
εµµηνορροϊκών προβληµάτων. Όταν ελέγχθηκε µέσα στα πλαίσια επιστηµονικών 
µελετών απεδείχθη ότι µπορούσε να χρησιµοποιηθεί στον διαβήτη και στις έρευνες 
για την αντιµετώπιση του καρκίνου, µε µεγάλα οφέλη. 

Η αποµόνωση των ενεργών ενώσεων από το φυτό της βίνκας ξεκίνησε το 
1954 από τον ∆ρ. Charles T. Beer. Για την παρασκευή του εκχυλίσµατος χρειάζονταν 
πάρα πολλά φύλλα γι’ αυτό  αποφασίστηκε η καλλιέργεια του φυτού της βίνκας. 
Τελικά, αποµόνωσε µια µικρή ποσότητα άγνωστου αλκαλοειδούς, το οποίο είχε 
υψηλή δράση και σηµείωσε µια εξαιρετικά σηµαντική µείωση του λεµφοκυτταρικού 
τύπου καθώς και του µυελού των οστών. Το συγκεκριµένο αλκαλοειδές ονοµάστηκε 
βίνκα-λευκοβλαστίνη (αργότερα έγινε σύντµηση της ονοµασίας αυτής σε vinblastine 
(VBL), ελλ. βινβλαστίνη). ∆ιαπίστωσε µε περαιτέρω ανάλυση του φυτού ότι η βίνκα 
περιέχει πολύ µεγάλη ποικιλία χρήσιµων αλκαλοειδών (70 συνολικά σύµφωνα µε την 
τελευταία µέτρηση). Ορισµένα από τα αλκαλοειδή που αποµονώθηκαν, διέθεταν 
ιδιότητες που µείωναν τα επίπεδα του σακχάρου του αίµατος, άλλα και την πίεση του 
αίµατος και κάποια άλλα που ενεργούσαν ως αιµοστατικά. Ένα από αυτά ήταν η 
βινκριστίνη (VCR), αλλά η ποσότητά της δεν ήταν αρκετή για να επιτευχθεί η 
αποµόνωσή της µέσα στο εργαστήριο. Η βινκριστίνη αποµονώθηκε αργότερα υπό τη 
µορφή κρυστάλλου από χηµικούς της εταιρείας Eli Lilly Co.   

Αργότερα, αποµονώθηκαν περίπου 100 αλκαλοειδή, αλλά δεν ήταν 
κατάλληλα για κλινική χρήση. Το µεγαλύτερο µέρος της έρευνας αυτής 
πραγµατοποιήθηκε από την αµερικανική φαρµακευτική εταιρεία: Eli Lilly και ο 
υπεύθυνος ερευνητής ήταν ο ∆ρ. Gordon H. Svoboda. Η ινδόλη του C. roseus, η 
βινβλαστίνη και η βινκριστίνη, ήταν τα πρώτα προϊόντα του φυτού τα οποία 
εγκρίθηκαν από την Υπηρεσία Τροφίµων και Φαρµάκων (FDA) για τη θεραπεία του 
καρκίνου στις αρχές του 1970, και συνεχίζουν να χρησιµοποιούνται ακόµα και 
σήµερα. Οι ανάγκες παραγωγής του τελικού προϊόντος για ιατρική χρήση είναι 
υψηλές, χωρίς ικανοποιητική κάλυψη, λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης βινβλαστίνης 
και βινκριστίνης στην C. roseus, παρόλο που καλλιεργείται σε πολλές τροπικές χώρες 
(Samuelsson, 1992). 

Πολλές µελέτες έχουν σταδιακά οδηγήσει στην παραγωγή διαφόρων 
ινδολικών  αλκαλοειδών, από κυτταρικές καλλιέργειες του C. roseus. Αρκετοί 
παράγοντες που επηρεάζουν την παραγωγή µελετήθηκαν (συµπεριλαµβανοµένου του 
θρεπτικού µέσου, των ρυθµιστών αύξησης του θρεπτικού υποστρώµατος, του 
ωσµωτικού στρες, των πρόδροµων ουσιών).  

Η βινβλαστίνη και η βινκριστίνη, που ανήκουν στην οµάδα των αλκαλοειδών 
της βίνκας, προκαλούν κυτταροτοξικότητα µέσω της άµεσης επαφής µε την 
τουµπουλίνη, η οποία αποτελεί τη βασική υποµονάδα πρωτεΐνης των 
µικροσωληνίσκων και πρόδροµη ουσία για την παραγωγή των . Άλλες βιοχηµικές 
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δράσεις που συσχετίζονται µε η βινβλαστίνη και η βινκριστίνη είναι οι εξής: 
ανταγωνισµός για µεταφορά των αµινοξέων στα κύτταρα. αναστολή της βιοσύνθεσης 
της πουρίνης, αναστολή του RNA, DNA, και της σύνθεσης της πρωτεΐνης. αναστολή 
της γλυκόλυσης. αναστολή της απελευθέρωσης ισταµίνης από µαστοκύτταρα και 
ενισχυµένη αποδέσµευση επινεφρίνης. Τέλος, διάσπαση της ακεραιότητας της 
κυτταρικής µεµβράνης και των λειτουργιών της µεµβράνης. Οι µικροσωληνίσκοι 
είναι παρόντες στα ευκαρυωτικά κύτταρα και έχουν ζωτική σηµασία για την 
εκτέλεση πολλών κρίσιµων λειτουργιών, συµπεριλαµβανοµένης της διατήρησης του 
σχήµατος των κυττάρων, της µίτωσης, της έκκρισης, και της ενδοκυτταρικής 
µεταφοράς.  Η βινβλαστίνη και η βινκριστίνη ασκούν την ανασταλτική δράση των 
µικροσωληνίσκων πραγµατοποιώντας πρόσδεση σε ένα σηµείο της τουµπουλίνης, το 
οποίο διαφέρει εµφανώς από τα άλλα σηµεία πρόσδεσης. ∆ιαθέτουν µια σταθερά 
σύνδεσης 5,6 x 10–5 M και ξεκινούν µια αλληλουχία συµβάντων που οδηγούν σε 
διάσπαση των µικροσωληνίσκων. Η σύνδεση της βινβλαστίνης και βινκριστίνςη στη 
τουµπουλίνη, αποτρέπει µε τη σειρά της, τον πολυµερισµό των εν λόγω υποµονάδων 
σε µικροσωληνίσκους. Στα καθαρά αποτελέσµατα αυτών των διαδικασιών 
περιλαµβάνεται η παρεµπόδιση του πολυµερισµού της τουµπουλίνης σε 
µικροσωληνίσκους, κάτι που ενδεχοµένως να οδηγήσει στην αναστολή των ζωτικών 
κυτταρικών διεργασιών και στο θάνατο του κυττάρου. Παρόλο που από τα 
αποτελέσµατα προκύπτει ότι η µιτωτική αναστολή είναι η κύρια κυτταροτοξική 
επίδραση των αλκαλοειδών, υπάρχουν ενδείξεις σύµφωνα µε τις οποίες τα 
καταστροφικά αποτελέσµατα αυτών των παραγόντων µπορούν να αποδοθούν εν 
µέρει στην επίδραση σε άλλες φάσεις του κυτταρικού κύκλου. Τα αλκαλοειδή 
εµφανίζονται επίσης ως κυτταροτοξικά σε κύτταρα που δεν πολλαπλασιάζονται τόσο 
in vitro όσο και in vivo σε αµφότερες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου G1 και S. 
Με άλλα λόγια, η βινβλαστίνη και η βινκριστίνη λειτουργούν αναστέλλοντας τη 
µίτωση στη µετάφαση (Danieli, 1998, Garnier, 1996).  

Pacific Yew (Taxus brevifolia, Taxus  baccata, Οικογένεια: Taxaceae): Το 
έλατο του Ειρηνικού, όπως είναι γνωστό, αποτέλεσε ορόσηµο για την παραγωγή της 
ταξόλης. Η σηµαντική όµως κλινική της αποτελεσµατικότητα οδήγησε στην κρίση 
στην παροχή του φαρµάκου, αφού δεν υπήρχαν επαρκείς ποσότητες. Ως αποτέλεσµα, 
το NCI (Εθνικό Ινστιτούτο για τον Καρκίνο) ανέπτυξε σχέδια για την αποφυγή 
παρόµοιων κρίσεων στο µέλλον, ξεκινώντας ερευνητικά προγράµµατα για παραγωγή 
µεγάλης κλίµακας. 

Η ιστορία ξεκίνησε το 1958, όταν το Εθνικό Ινστιτούτο για τον Καρκίνο 
(NCI) των ΗΠΑ ξεκίνησε ένα πρόγραµµα για να µελετήσει 35.000 είδη φυτών όσον 
αφορά την αντικαρκινική τους δραστηριότητα. Το 1963, οι ∆ρ. Monroe Wall και 
M.C. Wani του Research Triangle Institute, της Βόρειας Καρολίνας, ανακάλυψαν ότι 
ένα εκχύλισµα από το φλοιό του δέντρου Pacific yew έχει αντικαρκινική 
δραστηριότητα (Cragg, 1998). Η χρήση του Taxus στη θεραπεία του καρκίνου, 
ξεκίνησε σχεδόν αµέσως αφού γρήγορα παρασκευάστηκε από το εκχύλισµά του  ένα 
φάρµακο κατά του καρκίνου το οποίο ονοµάστηκε ταξόλη-Taxol- (περιέχει την ουσία 
paclitaxel). Προσφάτως,  εγκρίθηκε και από την Υπηρεσία Τροφίµων και Φαρµάκων 
για χρήση κατά του καρκίνου των ωοθηκών ενώ παράλληλα έχει επιδείξει 
δραστηριότητα κατά του καρκίνου του µαστού, των πνευµόνων και άλλων τύπων 
καρκίνου. Το εν λόγω φάρµακο εγκρίθηκε επίσης στην Πολωνία το 1996.  

Οι δοκιµές σε ανθρώπους ξεκίνησαν το 1983. Παρά ορισµένους θανάτους από 
απρόβλεπτες αλλεργικές αντιδράσεις που οφείλονταν στη µορφή υπό την οποία 
χορηγήθηκε το φάρµακο, πολλές ήταν οι θετικές ενδείξεις σε γυναίκες οι οποίες 
έπασχαν από ανίατο καρκίνο των ωοθηκών. Αυτό οδήγησε το NCI να συνάψει µια 
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σύµβαση µε την Bristol Myers-Squibb (BMS), µια φαρµακευτική εταιρεία που 
διατηρούσε την έδρα της στις Ηνωµένες Πολιτείες, για την κλινική ανάπτυξη της 
ταξόλης (Rowinsky,1990).  

Η έρευνα πάνω στην εξεύρεση εναλλακτικών µορφών της ταξόλης από το 
φλοιό του δέντρου Pacific yew, είναι αδιάλειπτη. Η ταξόλη έχει παρασκευασθεί 
χηµικά, ενώ έχουν αναπτυχθεί ηµι-συνθετικές µέθοδοι µε τη χρήση βελόνων και 
κλαδιών από άλλα είδη του ίδιου δέντρου τα οποία αναπτύσσονται σε γεωργικά 
περιβάλλοντα. Αυτό µειώνει την πίεση πάνω στις φυσικές θέσεις του Pacific Yew 
αλλά ο φλοιός εξακολουθεί να χρησιµοποιείται για παραγωγή ταξόλης (Cragg, 1993). 

Έρευνες διεξάγονται πάνω στην επίδραση της ταξόλης στον καρκίνο των 
ωοθηκών, του στήθους, του εντέρου και τον γαστρικό καρκίνο, την αρθρίτιδα, τη 
νόσο Alzheimer, ως βοηθήµατος σε ασθένειες της στεφανιαίας αρτηρίας και σε 
ασθένειες της καρδιάς καθώς και ως παράγοντας κατά των ιών. Κάθε χρήση του 
φυτού υπό οποιαδήποτε µορφή για κάθε ιατρικό λόγο ή λόγο υγείας θα πρέπει να 
γίνεται µόνο κατόπιν συµβουλής από τον θεράποντα ιατρό.    .                                                                                                                

Το Taxotere είναι ανάλογο της ταξόλης, το οποίο έχει µεγάλες δυνατότητες 
και έχει παρασκευασθεί συνθετικά. Προωθεί τη συγκρότηση και τη σταθερότητα των 
µικροσωληνίσκων µε δραστικότητα σχεδόν διπλάσια από αυτή της ταξόλης. 
Προσφάτως, η ταξόλη και το taxotere αποδείχθηκε πως είναι κατάλληλα για το ίδιο 
σηµείο σύνδεσης. Ενώ το µεγαλύτερο µέρος της δράσης του taxotere αντικατοπτρίζει 
εκείνη της ταξόλης, εµφανίζεται ότι οι µικροσωληνίσκοι που έχουν δηµιουργηθεί από 
επαγωγή του taxotere διαφέρουν δοµικά από εκείνους που έχουν δηµιουργηθεί από 
επαγωγή της ταξόλης. Το Taxotere παράγεται επί του παρόντος µε τη σύνδεση µιας 
συνθετικής πλευρικής αλυσίδας σε 10-deacetyl baccatin III, από το Ευρωπαϊκό είδος 
T. baccata, µε αποδόσεις που προσεγγίζουν το 1 kg από 3.000 kg βελόνες (Hirasuna, 
1996). Η κυτταρική καλλιέργεια έχει ήδη χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή ταξόλης 
σηµασµένης µε 14C από 14C οξικού νατρίου . Το USDA (Υπουργείο Γεωργίας των 
Ηνωµένων Πολιτειών) έχει λάβει µια ευρεσιτεχνία για την παραγωγή ταξόλης από 
καλλιεργηµένα κύτταρα κάλλου του T. brevifolia. Το Υπουργείο εκχώρησε άδεια για 
τη διεργασία αυτή στη Phyton Catalytic, που εκτιµά ότι σύντοµα θα αρχίσει η 
εµπορική παραγωγή. Το πλεονέκτηµα του συγκεκριµένου συστήµατος είναι ότι το 
σηµαντικότερο προϊόν έκκρισης των κυττάρων είναι η ταξόλη, που µειώνει την 
κάθαρση στην εκχύλιση αιθέρα από το µέσο. Η ESCA genetics ανακοίνωσε επίσης 
µια τεχνολογία για την παραγωγή υψηλών επιπέδων ταξόλης σε κυτταρικές 
καλλιέργειες φυτών, και σχεδιάζουν µια µεγάλης κλίµακας παραγωγή στο εγγύς 
µέλλον. Επιπλέον, οι καλλιέργειες κάλλου του T. cuspitata και T. canadensis 
διατηρήθηκαν σε ένα σύστηµα παραγωγής ταξόλης για περισσότερους από δύο µήνες. 
Ένας µύκητας συγγενής ως προς το T. brevifolia, που παράγει µικρές ποσότητες 
ταξόλης αποµονώθηκε και καλλιεργήθηκε από τον Helfferich (1993). 

Camptotheca (Camptotheca acuminata, Οικογένεια: Nyssaceae): Κατά την 
διάρκεια του προγράµµατος του NCI στα τέλη της δεκαετίας του ’50 (πρόγραµµα 
µελέτης φυτικών ειδών για την αντικαρκινική τους δράση), βρέθηκε ότι ένα 
παράγωγο από το φυτό Camptotheca acuminate είχε αντικαρκινικές ιδιότητες. Ο Dr 
Wall και άλλοι ερευνητές από το Research Triangle Institute, το 1966, αποµόνωσαν 
από τον φλοιό ένα νέο αλκαλοειδές, την καπτοθεκίνη (camptothecin - CPT) (Duke, 
1985). Παρόλο που µελέτες στα ζώα είχαν επιβεβαιώσει τις αντικαρκινικές της  
ιδιότητες, οι κλινικές µελέτες ακυρώθηκαν λόγω υψηλής τοξικότητας και πολλών 
ανεπιθύµητων ενεργειών. Μόλις το 1985 ανανεώθηκε το ενδιαφέρον ξανά, αφού 
βρέθηκε ότι η καπτοθεκίνη παρεµποδίζει την τοποϊσοµεράση Ι (topoisomerase I) και 
κατά συνέπεια το διπλασιασµό του DNA οπότε και εξελίχθηκε σ’ ένα νέο 
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αντικαρκινικό φάρµακο. Λόγω της υψηλής του τοξικότητας, οι ερευνητές ανέπτυξαν 
αρκετά ηµισυνθετικά παράγωγα, τα οποία είχαν λιγότερες ανεπιθύµητες ενέργειες. 
Αυτό βοήθησε να γίνουν οι  καπτοθεκίνες (CPTs) η δεύτερη σηµαντικότερη πηγή 
αντικαρκινικών φαρµάκων. 

Τρία ηµισυνθετικά φάρµακα από CPT έχουν εγκριθεί από το FDA: 
1) topotecan, ως θεραπεία σε προχωρηµένο καρκίνο ωοθηκών 

(εγκρίθηκε το Μάϊο του 1996) και παράγεται από την Smith Kline 
Beecham Pharmeceuticals µε την εµπορική ονοµασία Hycamtin. 

2) irinotecan HCl, σ’ ενέσιµη µορφή, ως θεραπεία σε µεταστατικό 
καρκίνο του παχέος εντέρου (εγκρίθηκε το Ιούνιο του 1996). 
∆ίνεται συνήθως εφόσον δεν υπάρχει ανταπόκριση στις συνήθεις 
χηµειοθεραπείες. Προωθείται από την Pharmacia & Upjohn (τώρα 
Phizer), υπό την εµπορική ονοµασία Camptosar.  

3) 9-nitro camptothecin, ως θεραπεία για τον καρκίνο του 
παγκρέατος. Είναι γνωστό µε την εµπορική ονοµασία Rubitecan. 

Υπάρχουν και άλλες CPTs που χρησιµοποιούνται σε κλινικές µελέτες για την 
θεραπεία του καρκίνου του µαστού, του παχέος εντέρου, του µελανώµατος, του 
µικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύµονα, της λευχαιµίας, αλλά και του HIV. 
Παρ’ όλο που πολλές επιτυχηµένες προσπάθειες έχουν γίνει για την χηµική σύνθεση 
της CPT, η κύρια πηγή της ουσίας προέχεται από την φυσική οδό, λόγω του υψηλού 
κόστους αυτών (Cyperbotanica: Plants used in cancer treatment ). Ακριβώς επειδή 
όλη η παραγωγή βασίζεται στο φυτό Camptotheca acuminate, έχει θεωρηθεί 
προστατευόµενο είδος και απαγορεύεται η εξαγωγή σπόρων της. Στις Ηνωµένες 
Πολιτείες (Η.Π.Α.) έχει γίνει µε επιτυχία η καλλιέργεια του είδους, όµως φαίνεται ότι 
η απόδοση του καλλιεργούµενου φυτού σε CPT είναι χαµηλότερη απ’ ότι σε αυτό 
που εκφύεται στην Κίνα. 
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2. ΕΙ∆ΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
 
 
2.1. Σκοπός της µελέτης 

 
Η αναπαραγωγή του ιξού είναι πολύ δύσκολη, λόγω της ηµι-παρασιτικής 

φύσης του φυτού. Αν και υπάρχει επάρκεια φυσικού προϊόντος, οι ιδιότητες των 
εκχυλισµάτων εξαρτώνται άµεσα από τις διαδικασίες παραγωγής, τον ξενιστή και την 
περίοδο συγκοµιδής. Επειδή η σταθερότητα του προϊόντος (παραγωγή συγκεκριµένου 
ποιοτικά αλλά και ποσοτικά προϊόντος) είναι πολύ βασικό θέµα (Wagner, 1986), θα 
µπορούσε να λυθεί µε την ιστοκαλλιεργητική παραγωγή κάλων ιξού και την 
προετοιµασία εκχυλισµάτων από αυτούς µε συγκεκριµένα πρωτόκολλα.  

Στην παρούσα µελέτη έγιναν  πειράµατα µε σκοπό την διευκρίνιση και τον 
προσδιορισµό των συνθηκών κάτω από τις οποίες η ιστοκαλλιέργεια του ιξού µπορεί 
να πραγµατοποιηθεί σε ικανοποιητικό βαθµό (καθορισµός πρωτοκόλλων 
ιστοκαλλιέργειας). Μελετήθηκε η επίδραση των διαφορετικών φυτικών µερών, του 
χειρισµού των εκφύτων, των ρυθµιστών αύξησης και η σύσταση του θρεπτικού 
υποστρώµατος. Μέχρι την πραγµατοποίηση της παρούσης µελέτης, δεν υπήρχαν 
ιδιαίτερα εστιασµένα πειράµατα σε αυτήν την κατεύθυνση. Οι Becker & Schwarz 
(1971) ήταν οι πρώτοι που ανέφεραν την πιθανότητα χρήσης των κάλων του ιξού ως 
πηγή βιοενεργών προϊόντων. Το 1990 ο Fukui και οι συνεργάτες του ανέφεραν την 
πρώτη παραγωγή κάλων από φύλλα του είδους V. album var. lutescens στους οποίους 
διέκριναν 2 λεκτίνες µε ικανότητα σύνδεσης γαλακτόζης, όµοιες µε αυτές που 
υπάρχουν στα φύλλα του φυτού. Επίσης διαπίστωσαν ότι η επαφή µεταξύ κάλου του 
ιξού και κάλου από το φυτό ξενιστή-οξιά (Fagus crenata) δεν κατέληξαν σε επαφή 
παρεµπόδισης ή αλληλεπίδρασης για κανένα από τα δύο είδη. Η µελέτη τους αυτή 
εστιάστηκε περισσότερο στη διαπίστωση της παραγωγής ή όχι ουσιών όµοιων µε το 
φυτό από τους κάλους κι όχι τόσο στην καταγραφή και τεκµηρίωση 
ιστοκαλλιεργητικών πρωτοκόλλων, που θα βοηθήσουν στη συνεχή παραγωγή 
προϊόντος, ανεξάρτητα από τους παράγοντες που επηρεάζουν αυτήν σήµερα.  

Παρ’ όλο που η επιβεβαιωµένη έρευνα µε ιστοκαλλιέργεια στο Viscum album 
είναι περιορισµένη σ’ ένα πολύ µικρό αριθµό µελετών, η επιτυχής επαγωγή κάλων 
και σωµατικών εµβρύων από αυτό το είδος   επιτρέπει µια ευδιάκριτη δυναµική για 
την εφαρµογή της µεθόδου να διευκολύνει την in vitro παραγωγή χρήσιµων 
µεταβολιτών. Περαιτέρω πρόοδος στην σωµατική εµβρυογένεση και άλλες 
πλεονεκτικές πλευρές της ιστοκαλλιέργειας (π.χ. καλλιέργεια πρωτοπλαστών και 
σύντηξη, δηµιουργία τετραπλοειδών σειρών) θα µπορούσε να οδηγήσει σε σηµαντική 
ανάµιξη της βιοτεχνολογίας στη χρήση του ιξού σαν φαρµακευτικό φυτό – είδος. 

Παράλληλα µε την αναζήτηση σταθερού ποιοτικά και ποσοτικά προϊόντος 
από το συγκεκριµένο φυτό, η αναζήτηση µεθόδων ή εκχυλισµάτων που θα καθιστούν 
το προϊόν µη τοξικό είναι εξίσου σηµαντική, αφού οι ανεπιθύµητες ενέργειες, κατά 
την εφαρµογή του στην ιατρική, θα µπορούσαν να ελαχιστοποιηθούν και να 
οδηγήσουν στην ευρεία εξάπλωσή του ως θεραπεία, διατηρώντας τα θετικά οφέλη 
που προκύπτουν από αυτήν και βελτιώνοντας σηµαντικά την ποιότητα ζωής των 
ασθενών. 

Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τα προαναφερθέντα, οι κύριοι στόχοι της παρούσας 
διατριβής ήταν οι εξής:  

1. Η δηµιουργία βέλτιστου πρωτοκόλλου εγκατάστασης καλλιεργειών κάλου 
από το V. album και η παράλληλη διερεύνηση των παραγόντων που 
επηρεάζουν αυτήν. 
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2. Η µελέτη της συσσώρευσης ανόργανων µάκρο- και µικροστοιχείων κατά 
την in vitro καλλιέργεια διαφορετικών εκφύτων του V. album. 
3. Η µελέτη της παραγωγής κύριων πρωτεϊνών από τις κυτταροκαλλιέργειες 
του  V. album. 
4. Η πρόκληση σωµακλωνικής παραλλακτικότητας µε στόχο την in vitro 
παραγωγή νέων πρωτεϊνών.  
5. Η µελέτη της κυτταροτοξικής (και ιδιαίτερα αντικαρκινικής) δράσης των 
νέων πρωτεϊνών.  
 
Για την υλοποίηση των παραπάνω στόχων καταστρώθηκε ένα πειραµατικό 

σχέδιο, το οποίο περιγράφεται συνοπτικά στο επόµενο Σχήµα 1. 
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Σχήµα 1. 
 

∆ιάγραµµα σταδίων εργασίας

Προέλευση

Στάδιο ανάπτυξης

Ρυθµιστές Αύξησης
Ασκορβικό οξύ
Ξενιστές

Θρεπτικό Υπόστρωµα
Φωτοπερίοδος

Χρονοσειρές

Ποσοτικός
προσδιορισµός

φυσιολογικές
σειρές

κυττάρων

καρκινικές
σειρές

κυττάρων

Τοξικότητα
Ελεύθερες ρίζες Ο2

Κυτταρική Οξειδάση
Μεµβρανικό ∆υναµικό

Βιοδοκιµές

Ποιοτικός
προσδιορισµός

Καθαρισµός

Εκχύλιση

Παραγωγή ουσιών

Μακροσκοπικές

Παρατηρήσεις

κάλων

Αναλύσεις

Χρονοσειρές

Αναπαραγωγή
γενεών

Σωµακλωνική
Παραλλακτικότητα

Πρωτοπλάστες

Μικροστοιχεία
Μακροστοιχεία

Ν.Β.
Ξ.Β.

Θρεπτ υπόστρ.

Καλογένεση

ΕΚΦΥΤΟ
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
3.1. ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 

 
Προκειµένου να καθοριστούν οι άριστες συνθήκες για την ιστοκαλλιέργεια 

του ιξού (Viscum album), µελετήθηκαν τα αποτελέσµατα επαγωγής κάλου µε βάση 
διάφορους παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξη του φυτού, την παραγωγή 
ουσιών από αυτό και την καλογένεση. Για το σκοπό αυτό, µελετήθηκε η επαγωγή 
κάλου σε διάφορα φυτικά µέρη (άνθη, βλαστοί, φύλλα, έµβρυα), σε διαφορετικές 
εποχές συγκοµιδής, (χειµώνας, καλοκαίρι), µε διάφορες µεθόδους απολύµανσης του 
εκφύτου, ρυθµιστές αύξησης και καλλιεργητικά µέσα. Ελέγχθηκε ποια είναι η 
καλύτερη περίοδος συγκοµιδής µε βάση την ανταπόκριση των εκφύτων στις 
καλλιεργητικές συνθήκες και την µεγαλύτερη συγκέντρωση φρέσκου κάλου, καθώς 
και το ποσοστό ανάπτυξης των κάλων. ∆ιαπιστώθηκε αν η προσθήκη ασκορβικού 
οξέος βελτίωσε ή όχι την παραγωγή κάλων και την ανάπτυξή τους. Έγινε προσθήκη 
στο βασικό υπόστρωµα και σε διάφορες συγκεντρώσεις ολιγοσακχαριτών για να 
διερευνηθεί η επίδραση αυτών στην ανάπτυξη του εκφύτου και την σωµατική 
εµβρυογένεση. 

Είναι πιθανόν η χρήση καλλιεργητικών µέσων, όπως το MS, που περιέχει 
διάφορα άλατα σε υψηλές συγκεντρώσεις να είναι προτιµητέα για την 
ιστοκαλλιέργεια του ιξού, ο παρασιτισµός του οποίου παρουσιάζει ειδική 
προσαρµογή στην ανόργανη θρέψη (Becker, 1986, Grieve, 1994).  

Ακόµη, µε ηλεκτροφορετική ανάλυση των παραγόµενων πρωτεϊνών από 
έκφυτα βλαστών-φύλλων και από τους αντίστοιχους κάλους αποδείχθηκε η σχέση ή 
όχι µεταξύ τους (σχέση του πρότυπου µε το φυτό δότη).   

Συνολικά, έγινε προσπάθεια να επιτευχθούν και  να καταγραφούν οι 
καλύτερες συνθήκες για την επαγωγή κάλου από το φυτό V. album, µελετώντας 
όλους τους παράγοντες που επηρεάζουν την ανάπτυξή του και την παραγωγή ουσιών 
ωφέλιµων για τον άνθρωπο. Επίσης έγινε σύγκριση των παραγόµενων από το φυτό 
ουσιών, που τεκµηριωµένα χρησιµοποιούνται στην ιατρική, µε αυτές που 
παράχθηκαν βιοτεχνολογικά, µε τη βοήθεια της ιστοκαλλιέργειας.     
 

 
3.1.1. Φυτικό υλικό - Έκφυτο 

 
Ο λευκός ιξός (Viscum album L.) της οικ. Loranthaceae, είναι φυτό 

ηµιπαρασιτικό αειθαλές φυόµενο στα κλαδιά 452 διαφορετικών ειδών-ξενιστών, σε 
96 γένη 44 οικογενειών όπως Salix, Populus, Acer, Malus, Crataegus, Prunus, Abies 
και Pinus, ξεπερνώντας συνεπώς τον Ινδικό – Νότιο-ανατολικό-ασιατικό ιξό 
(Dendrophthoe falcata L. f.) (401 είδη-ξενιστές) (Barney, et al., 1998).  

Χρησιµοποιήθηκαν ανθισµένα και µη ανθισµένα φυτά ιξού (Viscum album L.) 
της ποικιλίας  abietis, µία  από τις τρεις  βασικές ποικιλίες του ιξού, που µεγαλώνει 
σε έλατα του όρους Πάρνηθα (Αττική).  Τα φυτά ταξινοµήθηκαν ανάλογα µε την 
περίοδο συγκοµιδής τους σε «χειµερινά» (όταν συλλέγονταν από ∆εκέµβριο έως 
Μάρτιο) ή «καλοκαιρινά» (όταν η περίοδος συγκοµιδής τους ήταν από Απρίλιο έως 
Νοέµβριο). Τα συλλεχθέντα φυτά διατηρήθηκαν στους 4o C πριν αφαιρεθούν τα 
διάφορα µέρη του φυτού (φύλλα,  βλαστοί) για την εµφύτευση.  

Οι ανθήρες συλλέχθηκαν από Μάρτιο έως Μάϊο, που είναι και η περίοδος 
άνθησης του φυτού. 
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Οι καρποί που χρησιµοποιήθηκαν για την εµφύτευση, συλλέχθηκαν από 
∆εκέµβριο έως Φεβρουάριο και βρίσκονταν στο στάδιο που περιείχαν προ-έµβρυα ή 
έµβρυα. 

 
 

3.1.2. Ασηπτικό Περιβάλλον 
 
3.1.2.1. Αποστείρωση 

 
Η αποστείρωση περιλαµβάνει την αποστείρωση όλων των θρεπτικών υλικών 

καθώς και όλων των σκευών καλλιέργειας. Πραγµατοποιείται σε αυτόκαυστο 
(autoclave) στους 121°C και σε πίεση 15-20 psi (1,2 atm). Ο χρόνος αποστείρωσης 
ήταν στα 20 λεπτά της ώρας (Torres, 1989). Τα σκεύη καλλιέργειας στη συνέχεια, 
αποστειρώθηκαν και µε υπεριώδη ακτινοβολία (UV light) για 30 λεπτά.  Οι 
θερµοευαίσθητες ουσίες, όπως είναι οι ορµόνες, προστέθηκαν στο υπόστρωµα 
καλλιέργειας µε ειδικό βιολογικό φίλτρο διαµέτρου πόρων 0,22-0,45 µm. 

Οι εµφυτεύσεις πραγµατοποιήθηκαν σε ειδικά διαµορφωµένο χώρο, εντός 
ειδικού θαλάµου νηµατικής ροής (Laminar air flow cabinet). 

 
 

3.1.2.2. Απολύµανση εκφύτων (φύλλων και βλαστών)  
 
Κανένα έως τώρα τεκµηριωµένο πρωτόκολλο δεν ήταν γνωστό για την 

απολύµανση εκφύτων από το φυτό του ιξού, γι’ αυτό δοκιµάστηκαν διάφορα γνωστά 
πρωτόκολλα απολύµανσης από άλλα φυτά, όπως και συνδυασµοί αυτών για να 
επιτευχθεί το καλύτερο δυνατό αποτέλεσµα.  

Οι βλαστοί και τα φύλλα, που προορίζονταν για εµφύτευση, απολυµάνθηκαν 
είτε µε (i) 1% (β/ο) υποχλωριώδες νάτριο για 15 λεπτά, ή (ii)  0.1% (β/ο) χλωριούχο 
υδράργυρο για 12 λεπτά,  ή (iii)  0.1% (β/ο) χλωριούχο υδράργυρο για 20-25 λεπτά ή 
(iv) 1% (β/ο) ) υποχλωριώδες νάτριο για 15 λεπτά κι ακολούθησε  απολύµανση και µε 
0.01% (β/ο) χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά.(v) 10% υποχλωριώδες ασβέστιο 
κοινώς χλωρίνη (CaCl2) για 15 λεπτά κι ακολούθησε απολύµανση και µε 0.01% (β/ο) 
χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά, (vi) 10% υποχλωριώδες ασβέστιο κοινώς 
χλωρίνη (CaCl2) για 10 λεπτά κι ακολούθησε απολύµανση και µε 0.01% (β/ο) 
χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά, (vii) 10% υποχλωριώδες ασβέστιο κοινώς 
χλωρίνη (CaCl2) για 15 λεπτά κι ακολούθησε απολύµανση και µε 0.01% (β/ο) 
χλωριούχο υδράργυρο για 20-25 λεπτά. Σε όλες τις περιπτώσεις τα διαλύµατα 
περιείχαν 2% (ο/ο) Tween-80. Τα απολυµασµένα έκφυτα τελικά ξεπλένονταν 
τέσσερις φορές µε αποστειρωµένο απεσταγµένο νερό, εντός του θαλάµου νηµατικής 
ροής, και τα αποστειρωµένα έκφυτα κόβονταν σε τεµάχια µήκους 0.5 cm, όταν 
πρόκειται για φύλλα και 1 cm, όταν πρόκειται για βλαστούς, πάντα υπό ασηπτικές 
συνθήκες. Στη συνέχεια τοποθετούνται στο θρεπτικό υπόστρωµα (τα φύλλα µε το 
κάτω µέρος τους να ακουµπά το θρεπτικό υπόστρωµα).  

Για κάθε πρωτόκολλο απολύµανσης καλλιεργήθηκαν 25 τρυβλία µε τέσσερα 
έκφυτα το καθένα (σύνολο 100 έκφυτα) και έγινε µία επανάληψη (σύνολο 200 
έκφυτα). 

Οι ίδιες δοκιµές πρωτοκόλλων απολύµανσης κι επαναλήψεις ακολουθήθηκαν 
για όλα τα υποστρώµατα µε τους διάφορους ρυθµιστές ανάπτυξης, µε και χωρίς 
ασκορβικό οξύ.  

Στον Πίνακα 2. περιγράφονται οι τεχνικές απολύµανσης που 
χρησιµοποιήθηκαν για τα έκφυτα (φύλλα και βλαστοί).  
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Πίνακας 2. Τεχνικές απολύµανσης που εφαρµόστηκαν ανά υπόστρωµα 

 

Τεχνικές Απολύµανσης 

 Είδος 
Υποστρώµατος 

  

10% CaCl2 (15 min) ΝΑΑ 1 mg/lt 

+ KΙΝ 1 mg/lt 

Tween 2% 2,4-D 2 mg/lt 

+ 0,01% HgCl2 ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 

(12 min) KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 

 10% Ασκορβικό οξύ 
10% CaCl2 (15 min) ΝΑΑ 1 mg/lt 

+ KΙΝ 1 mg/lt 

Tween 2% 2,4-D 2 mg/lt 

+ 0,01% HgCl2 ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 

(12 min) KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 

  
10% CaCl2 (10 min) ΝΑΑ 1 mg/lt 

+ KΙΝ 1 mg/lt 

Tween 2% 2,4-D 2 mg/lt 

+ 0,01% HgCl2 ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 

(12 min) KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 

 20% Ασκορβικό οξύ 
10% CaCl2 (15 min) ΝΑΑ 1 mg/lt 

+ KΙΝ 1 mg/lt 

Tween 2% 2,4-D 2 mg/lt 

+ 0,01% HgCl2 ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 

(20-25 min) KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 

 
Σε µερικά από τα πρωτόκολλα απολύµανσης, τα έκφυτα από φύλλα και 

βλαστούς του ιξού, δεν ανταποκρίθηκαν ( i)1% (β/ο) υποχλωριώδες Νάτριο για 15 
λεπτά, ii) 0.1% (β/ο) χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά, iv) 1% (β/ο) υποχλωριώδες 
Νάτριο για 15 λεπτά κι ακολούθησε  απολύµανση και µε 0.01% (β/ο) χλωριούχο 
υδράργυρο για 12 λεπτά) ή παρουσίασαν νεκρώσεις στις άκρες τους (0,1% χλωριούχο 
υδράργυρο για 20-25 λεπτά).  
 
3.1.2.3. Προµεταχείριση άλλων εκφύτων (ανθήρων και καρπών) 
 

Ανθήρες: Φύλαξη στο ψυγείο στους 4° C. Τοποθέτησή τους σε τρυβλία µε 
νερό (πρόκληση αφυδάτωσης) για χρονικό διάστηµα τριών ηµερών, µίας εβδοµάδας 
και 2 εβδοµάδων.  

Καρποί: Τα έµβρυα που χρησιµοποιήθηκαν αποµονώθηκαν από τους 
καρπούς κι απολυµάνθηκαν µε 90% αλκοόλη και στη συνέχεια, υπό ασηπτικές 
συνθήκες, αφαιρέθηκε το κολλώδες εξωτερικό περίβληµα µε φλόγα. Ο διαχωρισµός 
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τους από τον καρπό έγινε κάτω από το µικροσκόπιο, υπό ασηπτικές πάντα συνθήκες 
(Bajaj, 1995). 

 
 

3.1.3. Συνθήκες ανάπτυξης 
 
Μετά την εµφύτευση οι καλλιέργειες τοποθετήθηκαν στον θάλαµο ανάπτυξης 

(growth room), όπου τα έκφυτα επωάστηκαν στους 25°C κάτω από πυκνότητα 
φωτοσυνθετικής ροής (photosynthetic proton flux density – PPFD) των 50 µmol m-2 

s-1 από 16/8 ώρες φωτοπερίοδο, σε φθορίζουσες λάµπες ψυχρού λευκού φωτός, 
έντασης 5.000 Lux.  

Φύλλα: εφαρµόστηκαν οι παραπάνω συνθήκες.  
Βλαστοί:εφαρµόστηκαν οι παραπάνω συνθήκες.  

Ανθήρες: εφαρµόστηκαν οι παραπάνω συνθήκες. 
Καρποί: φωτισµός έντασης 150 µmol m-2s-1, θερµοκρασία 25°C, υγρασία 55-

65%. 
 
 

3.1.4. Εµφυτεύσεις – Είδος Εκφύτου 
 
Επαγωγή κάλου (φύλλα, βλαστοί): τα τεµαχισµένα έκφυτα εµφυτεύτηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα Murashige και Skoog (Murashige and Skoog, 1962) βασικό 
θρεπτικό µέσο µε 3% (β/ο) σουκρόζη σε παραγοντικούς συνδυασµούς µε 
διαφορετικούς ρυθµιστές αύξησης (PGRs) [2,4-διχλωροφαινοξυακετικό οξύ (2,4-D), 
α-ναφθαλικό οξύ NAA), 6-βενζυλαδενίνη (BA) and κινετίνη (Kin)] µόνους ή σε 
µεταξύ τους συνδυασµούς σε διάφορες συγκεντρώσεις  (1.4 - 46.5 µΜ) και 
στερεοποίηση µε  0.8% άγαρ. Τα θρεπτικά υποστρώµατα ήταν ρυθµισµένα σε pH 5.8 
µε τη βοήθεια 1N NaOH ή 1N HCl, αποστειρωµένα σε αυτόκαυστο στους 121°C για 
20 λεπτά και έγινε έγχυσή τους σε τρυβλία Petri των 100x20 mm (30 ml θρεπτικού 
µέσου/τρυβλίο, 4 έκφυτα/τρυβλίο). Σε κάθε θρεπτικό υπόστρωµα εµφυτεύτηκαν  500 
έκφυτα φύλλων ή βλαστών. Τα εµφυτευµένα τρυβλία κλείστηκαν µε  Parafilm.  

Σε άλλο, ξεχωριστό πείραµα µελετήθηκε η επίδραση του ασκορβικού οξέος 
στην νέκρωση ή επιβίωση του εκφύτου, στην παραγωγή κάλου και στην 
µορφογένεση αυτού, εµφυτεύοντας έκφυτα σε θρεπτικό υπόστρωµα MS µε ή χωρίς 
ασκορβικό οξύ (10 mg L-1) και 3% (β/ο) σουκρόζη σε πέντε διαφορετικούς 
συνδυασµούς PGR (Πίνακας 3). Συνολικά  200 έκφυτα φύλλων και 200 βλαστών 
εµφυτεύτηκαν σε κάθε συνδυασµό.  

Ανθήρες: Χρησιµοποιήθηκαν τα εξής υποστρώµατα:  
Υπόστρωµα 1: όχι ορµόνες, όχι σακχαρόζη, +20 γρ. µαλτόζη. ∆ιάλυµα 

µακροστοιχείων ½ MS.  
Υπόστρωµα 2: πλήρες υπόστρωµα MS + κινετίνη (Kin) 1 mg/lt  
Υπόστρωµα 3: πλήρες υπόστρωµα MS + NAA: Kin =1:1 στην ποσότητα του 

1 mg/lt.  
Ακόµη, πραγµατοποιήθηκαν συναφή πειράµατα στην µία εβδοµάδα 

αφυδάτωσης των ανθέων µε τις εξής προσθήκες ρυθµιστών αύξησης: 2,4-D 1 mg/lt, 
ΒΑ 1 mg/lt, NAA 1 mg/lt, NAA: ΒΑ =1:1 στην ποσότητα του 1 mg/lt. Επανάληψη 
αυτών των υποστρωµάτων έγινε µε την προσθήκη ασκορβικού οξέος στην ποσότητα 
του 0,1 mg/lt σε κάθε ένα από τα παραπάνω υποστρώµατα.  
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  Καρποί: Τα έµβρυα και προ έµβρυα καλλιεργήθηκαν σε MS υπόστρωµα µε 
την προσθήκη ΙΑΑ, καζεΐνης (casein hydrolysate-CH) και νερού καρύδας (coconut 
water) (Bajaj, 1995). Συγκεκριµένα, στο βασικό θρεπτικό υπόστρωµα (pΗ 5,6-5,8) 
προστέθηκε 1 mg/lt ΙΑΑ, 1.000 mg/lt καζεΐνη και νερό καρύδας 10%, το οποίο 
προστίθεται µετά την αποστείρωση, µε φίλτρο, κάτω από ασηπτικές συνθήκες.   

 
Πίνακας 3. : Επεµβάσεις ανά έκφυτο 

Είδος εκφύτου Υπόστρωµα 

Φύλλα-Βλαστοί 
ΝΑΑ 0,5 mg/lt 

 
ΝΑΑ 1 mg/lt 

 
ΝΑΑ 2 mg/lt 

 
ΝΑΑ  5 mg/lt 

 
2,4-D 2 mg/lt  

 
ΚΙΝ 0,5 mg/lt 

 
ΚΙΝ 1 mg/lt 

 
ΚΙΝ 2 mg/lt 

 
ΚΙΝ  5 mg/lt 

 
ΒΑ 1 mg/lt  

Φύλλα-Βλαστοί 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:0,5 mg/lt 

 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:2 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ  1:5 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:10 mg/lt  
 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt  
 ΝΑΑ:ΒΑ 1:0,5 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ 1:1 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ 1:2 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ  1:5 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ  1:10 mg/lt  
Φύλλα-Βλαστοί + 10% Ασκορβικό οξύ 
 ΝΑΑ 1 mg/lt 
 ΚΙΝ 1 mg/lt 
 2,4-D 2 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 
 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt 
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Φύλλα-Βλαστοί + 20% Ασκορβικό οξύ 
 ΝΑΑ 1 mg/lt 
 ΚΙΝ 1 mg/lt 
 2,4-D 2 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 
 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt 
Ανθήρες Μαλτόζη 20g/lt + ∆ιάλυµα  

            µακροστοιχείων ½ MS  
 ΝΑΑ 1 mg/lt 
 2,4-D 1 mg/lt  
 ΚΙΝ 1 mg/lt 
 ΒΑ 1 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ 1:1 mg/lt 
 + Ασκορβικό οξύ 0,1 mg/lt  
 ΝΑΑ 1 mg/lt 
 2,4-D 1 mg/lt  
 ΚΙΝ 1 mg/lt 
 ΒΑ 1 mg/lt 
 ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 
 ΝΑΑ: ΒΑ 1:1 mg/lt 
Έµβρυα / Προ έµβρυα ΙΑΑ 1 mg/lt + καζεϊνη + cw 
 
 

3.1.7. Εµφυτεύσεις-Περίοδος ανάπτυξης φυτού 
 
Έχει παρατηρηθεί ότι τα εκχυλίσµατα ιξού διαφέρουν ανάλογα µε την περίοδο 

συλλογής του φυτού. (Pfüller 2000)  Γι΄ αυτό και τα φυτά ταξινοµήθηκαν ανάλογα µε 
την περίοδο συγκοµιδής τους σε «χειµερινά» (όταν συλλέγονταν από ∆εκέµβριο έως 
Μάρτιο) ή «καλοκαιρινά» (όταν η περίοδος συγκοµιδής τους ήταν από Απρίλιο έως 
Νοέµβριο).  

Για τα πειράµατα µε έκφυτα χειµερινής περιόδου χρησιµοποιήθηκαν φύλλα 
και βλαστοί οι οποίοι καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα MS, µε την προσθήκη 
των εξής ρυθµιστών αύξησης: 1 mg/lt ΝΑΑ, 1 mg/lt Kin, 2 mg/lt 2,4-D, 1 mg/lt ΒΑ,  
συνδυασµός 1:1 ΝΑΑ:Kin (1 mg/lt) και 1:2 ΝΑΑ:2,4-D (1 mg/lt Kin, 2 mg/lt 2,4-D). 
Καλλιεργήθηκαν 25 τρυβλία από κάθε υπόστρωµα µε τέσσερα έκφυτα το κάθε ένα 
(σύνολο 100 έκφυτα ανά υπόστρωµα και είδος εκφύτου). Τα τεµαχισµένα έκφυτα 
εµφυτεύτηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα Murashige and Skoog (MS) βασικό θρεπτικό 
µέσο µε 3% (β/ο) σουκρόζη και η στερεοποίηση έγινε µε  0.8% agar. Τα θρεπτικά 
υποστρώµατα ήταν ρυθµισµένα σε pH 5.8 µε τη βοήθεια 1N NaOH ή 1N HCl, 
αποστειρωµένα σε autoclaved στους 121°C για 20 λεπτά και έγινε έγχυσή τους σε 
τρυβλία Petri των 100x20 mm (30 ml θρεπτικού µέσου/τρυβλίο, 4 έκφυτα/τρυβλίο). 
Τα εµφυτευµένα τρυβλία κλείστηκαν µε  Parafilm.  

Τα έκφυτα απολυµάνθηκαν επιφανειακά για 15 λεπτά σε υδατικό διάλυµα 
υποχλωριώδους νατρίου 10% (β/ο) στο οποίο είχαν προστεθεί 1-2 σταγόνες Tween  
κι έγινε µία επιπλέον απολύµανση µε χλωριούχο υδράργυρο 0.1% (β/ο) για 12 λεπτά. 
Στη συνέχεια, υπό ασηπτικές συνθήκες, στο θάλαµο νηµατικής ροής ξεπλύθηκαν 
πέντε φορές µε αποστειρωµένο απιονισµένο νερό, τεµαχίστηκαν σε κοµµάτια µήκους 
1.5 εκατοστών και εµφυτεύτηκαν στα τρυβλία µε το θρεπτικό υπόστρωµα. Η επώαση 
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των καλλιεργειών πραγµατοποιήθηκε κάτω από κάτω από PPFD των 200 µmol m-2 

s-1 σε θερµοκρασία 25 βαθµών Κελσίου και µε φωτοπερίοδο 16 ώρες φως- 8 ώρες 
σκοτάδι. 

Οι ίδιες εµφυτεύσεις επαναλήφθηκαν για τα ίδια υποστρώµατα και υπό τις 
ίδιες συνθήκες, µε την προσθήκη 10% (β/ο) ασκορβικού οξέος.  

Στους πίνακες 4 και 5 περιγράφονται τα είδη των υποστρωµάτων κατά την 
χειµερινή περίοδο.  

 
Πίνακας 4.: Χειµερινή περίοδος ανάπτυξης φυτού: συνδυασµοί ρυθµιστών αύξησης 
που χρησιµοποιήθηκαν  

ΧΕΙΜΕΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 

Συνδυασµός ρυθµιστών 
αύξησης 

 
ΝΑΑ 1 mg/lt 
KΙΝ 1 mg/lt 
2,4-D 2 mg/lt 
ΒΑ  1 mg/lt 
ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 
 

Πίνακας 5.: Χειµερινή περίοδος ανάπτυξης φυτού: συνδυασµοί ρυθµιστών αύξησης 
που χρησιµοποιήθηκαν µε την προσθήκη ασκορβικού οξέος 

 

ΧΕΙΜΕΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 

Συνδυασµός ρυθµιστών 
αύξησης 

10% ασκορβικό οξύ  
ΝΑΑ 1 mg/lt 
KΙΝ 1 mg/lt 
2,4-D 2 mg/lt 
ΒΑ  1 mg/lt 
ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 
 
 
Για τα πειράµατα µε έκφυτα καλοκαιρινής περιόδου χρησιµοποιήθηκαν τα 

ίδια υποστρώµατα µε αυτά της χειµερινής περιόδου (1 mg/lt ΝΑΑ, 1 mg/lt Kin, 2 
mg/lt 2,4-D, 1 mg/lt ΒΑ,  συνδυασµός 1:1 ΝΑΑ:Kin (1 mg/lt) και 1:2 ΝΑΑ:2,4-D (1 
mg/lt Kin, 2 mg/lt 2,4-D), τα ίδια έκφυτα (φύλλα, βλαστοί) και καλλιεργήθηκε ο ίδιος  
αριθµός εκφύτων (100), υπό τις ίδιες συνθήκες. 

Οι ίδιες εµφυτεύσεις επαναλήφθηκαν για τα ίδια υποστρώµατα και υπό τις 
ίδιες συνθήκες, µε την προσθήκη 10% ασκορβικού οξέος.  

Στους πίνακες 6 και 7 περιγράφονται τα είδη των υποστρωµάτων κατά την 
καλοκαιρινή περίοδο. 
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Πίνακας 6.: Καλοκαιρινή περίοδος ανάπτυξης φυτού: συνδυασµοί ρυθµιστών 
αύξησης που χρησιµοποιήθηκαν 

 

ΚΑΛΟΚΑΙΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 
Συνδυασµός ρυθµιστών αύξησης 
 
ΝΑΑ 1 mg/lt 
KΙΝ 1 mg/lt 
2,4-D 2 mg/lt 
ΒΑ  1 mg/lt 
ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 
 
 

Πίνακας 7.: Καλοκαιρινή περίοδος ανάπτυξης φυτού: συνδυασµοί ρυθµιστών 
αύξησης που χρησιµοποιήθηκαν µε την προσθήκη Ασκορβικού οξέος 

 

ΚΑΛΟΚΑΙΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 
Συνδυασµός ρυθµιστών αύξησης 
10% ασκορβικό οξύ 
ΝΑΑ 1 mg/lt 
KΙΝ 1 mg/lt 
2,4-D 2 mg/lt 
ΒΑ  1 mg/lt 
ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 
 

 
 

3.1.6. Υποστρώµατα µε την προσθήκη εκχυλισµάτων  
 
Οι ολιγοσακχαρίτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν i) αυτοί που αποµονώθηκαν 

απ΄ ευθείας από φυτά κενάφ (Hibiscus cannabinus L.), δηλαδή διήθηµα 
ηµικυτταρινών, κυτταρινών και λιγνινών σε ΝαΟΗ 5%, 10% και 20% (β/ο) και ii) 
αυτοί που προήρθαν µέσω ενζυµικών συστηµάτων (µικροβιακοί βιοαντιδραστήρες) 
και ήταν καθαρής µορφής (Alt-4, Αλδοτετραουρονικό οξύ). Επιπρόσθετα 
διερευνήθηκε ανεξάρτητα η επίδραση του οξεικού νατρίου (ως βασικού συστατικού 
του εκχυλίσµατος) και η επίδραση κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή 
του ιξού). Η αναλυτική παραλαβή των εκχυλισµάτων περιγράφεται από τους 
Katapodis et al. 

Για τους σκοπούς του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν 19 τύποι υποστρώµατος, 
οι οποίοι φαίνονται στον πίνακα 11. 

Όλοι οι τύποι των θρεπτικών υποστρωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν 
αποτελούνταν από το βασικό θρεπτικό µέσο των Murashige and Skoog (MS), 
(Murashige and Skoog 1962), το οποίο στερεοποιήθηκε µε 1% (β/ο) άγαρ και 
συµπληρώθηκε µε 3% (β/ο) σακχαρόζη, ρυθµιστή ανάπτυξης, ολιγοσακχαρίτες και 
οξεικό νάτριο σε διάφορες συγκεντρώσεις. 
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Ο ρυθµιστής ανάπτυξης που χρησιµοποιήθηκε ήταν το α-ναφθαλινοξικό οξύ 
(ΝΑΑ) σε συγκέντρωση 1 mg/lt και ο συνδυασµός αυτού µε την προσθήκη 10% 
ασκορβικού οξέος.  

Το διήθηµα των ηµικυτταρινών, κυτταρινών και λιγνινών σε ΝαΟΗ 5%, 10% 
και 20% (β/0) (ουσίες Α, Β, και Γ αντίστοιχα) προστέθηκε σε διάφορες 
συγκεντρώσεις : 1, 10, 50 mg/lt για τις ουσίες Α, Β και 1, 10 mg/lt για την ουσία Γ. 
Το αλδοτετραουρονικό οξύ (συνθετικός ολιγοσακχαρίτης, χηµικά καθαρός, 
προέλευσης εµπορίου), προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 1.66 και 16.6 mg/lt, και 0.3, 
1.5, και 3 mg/lt ενώ το οξεικό νάτριο προστέθηκε σε τρεις συγκεντρώσεις : 0.1, 0.2 
και 1 g/lt θρεπτικού υποστρώµατος και το εκχύλισµα ελάτου σε 1 mg/lt. 

Οι τύποι των υποστρωµάτων που περιείχαν τους ρυθµιστές αύξησης και το 
οξεικό οξύ αποστειρώθηκαν στο αυτόκαυστο στους 121°C, και πίεση 1.2 atm για 20 
λεπτά. 

Στα υποστρώµατα που περιείχαν τους ολιγοσακχαρίτες έγινε αποστείρωση 
στο αυτόκαυστο πριν προστεθούν σε αυτά οι ολιγοσακχαρίτες. Αυτοί προστέθηκαν 
υπό ασηπτικές συνθήκες στο θάλαµο νηµατικής ροής, όταν η θερµοκρασία των 
υποστρωµάτων ήταν περίπου 45 βαθµοί Κελσίου, και αφού πρώτα περάστηκαν µέσα 
από µικροβιακά φίλτρα αποστειρωµένα, διαµέτρου 0.45 µ (ψυχρή διήθηση). Το ρΗ 
των διαλυµάτων πριν την προσθήκη των ολιγοσακχαριτών ρυθµίστηκε στο 5.6-5.8 µε 
οξεικό οξύ. 

Το pΗ όλων των υπολοίπων θρεπτικών υποστρωµάτων, πριν την 
αποστείρωση, ρυθµίστηκε στο 5.6-5.8 χρησιµοποιώντας 1Ν ΝαΟΗ ή 1Ν ΗCl. 

Η έγχυση των θρεπτικών υποστρωµάτων έγινε σε τρυβλία Petri διαστάσεων 
100x20 mm, υπό ασηπτικές συνθήκες στο θάλαµο νηµατικής ροής. 

Πραγµατοποιήθηκαν εµφυτεύσεις σε 25 τρυβλία µε τέσσερα έκφυτα το 
καθένα (σύνολο 100) και έξι επαναλήψεις για κάθε συγκέντρωση και είδος εκφύτου 
(σύνολο 600).  Τα εµφυτευµένα τρυβλία κλείστηκαν µε  Parafilm.  

Η µέτρηση νωπού και ξηρού βάρους όπως και το ποσοστό καλογένεσης κι η 
µέτρηση των εµβρύων πραγµατοποιήθηκαν την τέταρτη εβδοµάδα. 

Ως µάρτυρες για την σύγκριση των αποτελεσµάτων µε τα διαλύµατα των 
ολιγοσακχαριτών, χρησιµοποιήθηκαν τα αποτελέσµατα των εκφύτων που 
εµφυτεύτηκαν στα υποστρώµατα µε MS + 1 mg/lt NAA και MS + 1 mg/lt NAA +  
10% (β/ο) ασκορβικό οξύ. 

 
 

Πίνακας 8. : Υποστρώµατα που χρησιµοποιήθηκαν µε την προσθήκη Εκχυλισµάτων 
 

1. MS + ΝΑΑ  
2. MS + ΝΑΑ + ασκορβικό 

οξύ 
3. MS + ΟΥΣΙΑ Α (1 ml/lt) 
4. MS + ΟΥΣΙΑ Α (10 ml/lt) 
5. MS + ΟΥΣΙΑ Α (50 ml/lt) 
6. MS + ΟΥΣΙΑ B (1 ml/lt) 
7. MS + ΟΥΣΙΑ B (10 ml/lt) 
8. MS + ΟΥΣΙΑ B (50 ml/lt) 
9. MS + ΟΥΣΙΑ Γ (1 ml/lt) 
10. MS + ΟΥΣΙΑ Γ (10 ml/lt) 
11. MS + Alt-4 (0.3 mg/lt) 
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12. MS + Alt-4 (1.5 mg/lt) 
13. MS + Alt-4 (1.66 mg/lt) 
14. MS + Alt-4 (3 mg/lt) 
15. MS + Alt-4 (16.6 mg/lt) 
16. MS + CH3COONa (0.1 g/lt) 
17. MS + CH3COONa (0.2 g/lt) 
18. MS + CH3COONa (1.0 g/lt) 
19. MS + Ε (1.0 ml /lt) 
 
 

3.1.7. Μελέτη της επίδρασης της φωτοπεριόδου 
 
Τα τεµαχισµένα έκφυτα εµφυτεύτηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα Murashige 

and Skoog (MS) βασικό θρεπτικό µέσο µε 3% (β/ο) σουκρόζη, µε ρυθµιστή αύξησης 
1 mg/lt α-ναφθυλακετικό οξύ (NAA), ενώ η στερεοποίηση έγινε µε  0.8% agar. Τα 
θρεπτικά υποστρώµατα ήταν ρυθµισµένα σε pH 5.8 µε τη βοήθεια 1N NaOH ή 1N 
HCl, αποστειρωµένα σε autoclaved στους 121°C για 20 λεπτά και έγινε έγχυσή τους 
σε τρυβλία Petri των 100x20 mm (30 ml θρεπτικού µέσου/τρυβλίο, 4 
έκφυτα/τρυβλίο). Σε κάθε θρεπτικό υπόστρωµα εµφυτεύτηκαν συνολικά 300 έκφυτα 
φύλλων ή βλαστών (τρεις επαναλήψεις σε κάθε υπόστρωµα, από 25 τρυβλία για κάθε 
επανάληψη) . Τα εµφυτευµένα τρυβλία κλείστηκαν µε  Parafilm. 

Πραγµατοποιήθηκαν διάφοροι συνδυασµοί φωτός και σκότους οι οποίοι 
περιγράφονται στον παρακάτω πίνακα, ενώ αρχικά τοποθετήθηκαν µόνο στο σκοτάδι 
(24 ώρες) ή µόνο στο φως (24 ώρες) έως την επαγωγή κάλου, έντασης 350–200 µmol 
m-2 s-1. 
Μετρήθηκαν ποσοστό καλογένεσης, νωπό και ξηρό βάρος των κάλων. 
 
Πίνακας 9. : Συνδυασµοί φωτός και σκότους που χρησιµοποιήθηκαν   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
3.1.8. Επεξεργασία αποτελεσµάτων ιστοκαλλιεργητικών πειραµάτων  
 

 Ανάλυση δεδοµένων: Οι αριθµοί των σχηµατισµένων κάλων από τα έκφυτα, 
µορφολογία κάλων, νωπό και ξηρό βάρος καταγράφηκαν οκτώ εβδοµάδες µετά την 
έναρξη της καλογένεσης. 

Αρχικά φως Αρχικά σκοτάδι 
(24 ώρες) (24 ώρες) 

Επαγωγή κάλου Επαγωγή κάλου 
4 εβδ. φως 4 εβδ. φως 

3 εβδ. Φως,  
1 εβδ. Σκοτάδι 

3 εβδ. Φως,  
1 εβδ. Σκοτάδι 

2 εβδ. Φως, 
2 εβδ. σκοτάδι 

2 εβδ. Φως, 
2 εβδ. σκοτάδι 

1 εβδ. Φως,  
1 εβδ. σκοτάδι 

1 εβδ. Φως, 
1 εβδ. σκοτάδι 

4 εβδ. σκοτάδι 4 εβδ. σκοτάδι 
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Τα έκφυτα που ανταποκρίθηκαν (παρήγαγαν κάλους) χαρακτηρίζονται ως 1, 
ενώ αυτά που δεν ανταποκρίθηκαν χαρακτηρίζονται ως 0. Τα αποτελέσµατα 
εκτιµήθηκαν µε σταθερή ανάλυση ποικιλοµορφίας για πλήρες τυχαιοποιηµένο 
σχέδιο, χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα  MS-STATISTICA.  

 
 

3.2. ΣΩΜΑΤΙΚΗ ΕΜΒΡΥΟΓΕΝΕΣΗ   
 
Μελετήθηκαν κάλοι που προέκυψαν από την ιστοκαλλιέργεια διαφόρων 

εκφύτων ιξού (κυρίως φύλλων και βλαστών) σε υποστρώµατα µε διάφορους 
ρυθµιστές αύξησης και συνδυασµό αυτών, την προσθήκη εκχυλισµάτων ξενιστών 
ιξού και την προσθήκη ασκορβικού οξέος. Η συλλογή, η προετοιµασία των εκφύτων, 
η µέθοδος εµφύτευσης, οι συνθήκες ανάπτυξης των εκφύτων και τα βασικά 
διαλύµατα των υποστρωµάτων που εφαρµόστηκαν είναι όµοια µε αυτά της βασικής 
ιστοκαλλιέργειας που περιγράφονται παραπάνω. 

Συνολικά εµφυτεύτηκαν 100 κάλοι σε κάθε ένα από τα παραπάνω 
υποστρώµατα και για κάθε είδους έκφυτο.   

Έγινε µακροσκοπική παρατήρηση των µορφολογικών χαρακτηριστικών 
αυτών των κάλων (ύπαρξη ή όχι εµβρύων, το σχήµα τους, το στάδιο ανάπτυξης τους)  
µε τη βοήθεια στερεοσκοπίου (µεγεθύνσεις των 630x και 350x).  

  
 

3.2.1. ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΝΟΡΓΑΝΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ 

 
 

3.2.1.1. Ανάλυση Μακροστοιχείων και Μικροστοιχείων 
 
3.2.1.1.1. Συσσώρευση επιλεγµένων µακροστοιχείων και µικροστοιχείων σε 
ιστοκαλλιέργειες ιξού: επίδραση της σύνθεσης του καλλιεργητικού µέσου και 
της προέλευσης του εκφύτου. 

 
∆ιερευνήθηκε η επίδραση διαφορετικών ρυθµιστών ανάπτυξης, συνθέσεων 

καλλιεργητικού µέσου και της προέλευσης του εκχυλίσµατος (βλαστός, φύλλο) 
(Πίνακας 10) στη συσσώρευση K, P, Ca και Mg (µακροστοιχεία) όπως επίσης Fe, Β, 
Cu, Zn και Mn (µικροστοιχεία) σε καλλιέργειες κάλων ιξού. Επίσης, εκτιµήθηκαν οι 
αλληλεπιδράσεις µεταξύ αυτών των µακροστοιχείων και των µικροστοιχείων και της 
ανάπτυξης της καλλιέργειας καθώς και της in vitro συσσώρευσης πρωτεΐνης.  

Ανθισµένα και µη ανθισµένα φυτά δότες ιξού χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη. 
Τα φυτά δότες διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία 4οC πριν από την αφαίρεση των 
εκφύτων των φύλλων και των βλαστών (µήκους 1 cm).  

Τα έκφυτα φύλλων και βλαστών απολυµάνθηκαν επιφανειακά σε διάλυµα 
υποχλωριώδους νατρίου 1% (β/ο) για 15 λεπτά και έπειτα µε διάλυµα υποχλωριούχου 
υδραργύρου 0.1% (β/ο) για 12 λεπτά. Όλα τα διαλύµατα περιείχαν 2% (o/o) Tween-
80. Τέλος, τα απολυµασµένα έκφυτα εκπλύθηκαν τέσσερις φορές σε στείρο 
απεσταγµένο νερό. Κατόπιν, τµήµατα εκφύτων φύλλων µήκους 0.5 cm και βλαστών 
τεµαχίστηκαν και εµφυτεύτηκαν στο καλλιεργητικό µέσο. Τµήµατα εκφύτων 
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εµφυτεύτηκαν σε καλλιεργητικό µέσο Murashige & Skoog (MS) (Murashige & 
Skoog, 1962) το οποίο εµπλουτίστηκε µε σουκρόζη 3% (β/ο) σε παραγοντικούς 
συνδυασµούς µε δέκα διαφορετικούς ρυθµιστές ανάπτυξης φυτών (PGRs: plant 
growth regulators) [2,4-διχλωροφαινοξυοξεικό οξύ (2,4-D), α-ναφθυλοξεικό οξύ 
(NAA), 6-βενζυλαδενίνη (BA) και Κινετίνη (Kin)] µόνους ή σε συνδυασµό σε 
ποικίλες συγκεντρώσεις (1.4 – 46.5 µM) και στερεοποιήθηκαν µε άγαρ 0.8% 
(Πίνακας 1). Το pH των καλλιεργητικών µέσων ρυθµίστηκε στην τιµή 5.8 µε τη 
βοήθεια NaOH 1N ή HCl 1N, ακολούθως τα καλλιεργητικά µέσα κλιβανίστηκαν 
στους 121 οC για 20 λεπτά και εγχύθηκαν σε τρυβλία Petri 100-x 20 mm (30 ml 
καλλιεργητικού µέσου / τρυβλίο, 4 έκφυτα / τρυβλίο). Συνολικά, 100 έκφυτα φύλλων 
ή βλαστών εµφυτεύτηκαν σε κάθε συνδυασµό καλλιεργητικού µέσου. Οι 
εµφυτευµένοι σωλήνες και τρυβλία σφραγίστηκαν µε ParafilmTM και επωάστηκαν 
στους 25oC υπό 50 µmol-2 s-1 PPFD (proton photosynthetic flux density) από 
λαµπτήρες φθορισµού φωτοπεριόδου 16/8 h. Μετά από καλλιέργεια 6 εβδοµάδων, οι 
κάλοι αφαιρέθηκαν ασηπτικά από την καλλιέργεια προκειµένου να προσδιοριστούν 
τα µακροστοιχεία και τα µικροστοιχεία και το ξηρό βάρος.  

Επίδραση του ασκορβικού οξέος στην in vitro συσσώρευση µακρο- µικρο-
στοιχείων: Σε ξεχωριστό πείραµα, µελετήθηκε η επίδραση του ασκορβικού οξέος 
στην in vitro συσσώρευση µακρο- και µικρο- στοιχείων εµφυτεύοντας έκφυτα 
φύλλων και βλαστών σε καλλιεργητικό µέσο MS µε ή χωρίς ασκορβικό οξύ (10 mg 
L-1) και εµπλουτισµένο µε σουκρόζη 3% (β/ο) και 4.95 µM NAA. Μετά από 
καλλιέργεια 6 εβδοµάδων, οι κάλοι αφαιρέθηκαν ασηπτικά από την καλλιέργεια 
προκειµένου να προσδιοριστούν τα µακρο- και µικρο- στοιχεία και το ξηρό βάρος.  

Επίδραση της διάρκειας της καλλιέργειας στην in vitro συσσώρευση µακρο- και 
µικρο- στοιχείων: Προκειµένου να µελετηθεί η επίδραση της διάρκειας της 
καλλιέργειας στην in vitro συσσώρευση µακροστοιχείων, έκφυτα βλαστών 
εµφυτεύτηκαν σε καλλιεργητικό µέσο MS εµπλουτισµένο µε σουκρόζη 3% (β/ο) και 
1 mg/lt NAA και λαµβάνονταν µετρήσεις σε εβδοµαδιαία βάση για συνολικό 
διάστηµα χρόνου δέκα εβδοµάδων.  

Προσδιορισµός ξηρού βάρους και συγκέντρωσης µακρο- και µικρο- στοιχείων: 
Τα δείγµατα ξηράνθηκαν σε φούρνο στους 80oC και στη συνέχεια κονιοποιήθηκαν 
πριν από τη χηµική ανάλυση µε τη βοήθεια ενός IKA – αναλογικού µύλου (Model 
A10). Ο προσδιορισµός του φωσφόρου πραγµατοποιήθηκε µε παρατεταµένη έκθεση 
της σκόνης του ιστού σε φιαλίδια micro-Kjeldahl τα οποία περιείχαν 1 ml θειικού 
οξέος (H2SO4) 1N. Η ποιοτική ανάλυση του φωσφόρου πραγµατοποιήθηκε 
χρωµατοµετρικά δια προσδιορισµού της απορρόφησης του συµπλέγµατος του κυανού 
φωσφοµολυβδικού οξέος στα 660 nm. Η περιεκτικότητα των ιστών σε K, Ca και Mg 
(µακρο-) και των Fe, Cu, Zn και Mn (µικρο-) προσδιορίστηκε κατόπιν παρατεταµένης 
έκθεσης σε µίγµα νιτρικών – υπερχλωρικών οξέων (HNO3 - HClO4). Τα συστατικά 
στα διαλελυµένα προϊόντα της παρατεταµένης έκθεσης προσδιορίστηκαν µέσω 
φασµατοµετρίας ατοµικής απορρόφησης µε τη βοήθεια φασµατοφωτοµέτρου Variant 
(Drossopoulos et al, 1998). Το βόριο προσδιορίστηκε φασµατοφωτοµετρικά, µετά 
από επεξεργασία µε αζωµεθίνη-H (Reinbott and Blevins, 1995).  

Κλαδιά από δέντρα-ξενιστές (έλατο, δρυ και καστανιά) προσβεβληµένα από 
ιξό, υποβλήθηκαν σε προσδιορισµό τόσο των µακρο-, όσο και των µικρο-
διατροφικών παραγόντων. 
 
 
 
3.2.1.1.2. Επεξεργασία αποτελεσµάτων ανάλυσης ανόργανων στοιχείων 
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Σε κάθε πείραµα, δεκαπέντε τεµάχια κάλων από κάθε συνδυασµό αγωγής 

εξετάστηκαν µεµονωµένα για τον προσδιορισµό του ξηρού βάρους και της 
συγκέντρωσης µακροστοιχείων και των µικροδιατροφικών παραγόντων. Τα 
αποτελέσµατα εκτιµήθηκαν µε την τυπική ανάλυση µεταβλητότητας για 
τυχαιοποιηµένο δείγµα µε χρήση του λογισµικού MS-STATISTICA. Οι συσχετίσεις 
ανάµεσα στις διάφορες συνθέσεις του καλλιεργητικού µέσου, την προέλευση του 
εκφύτου, τις συγκεντρώσεις των επιλεγµένων µακρο- και µικρο- διατροφικών 
παραγόντων και του ξηρού βάρους υπολογίστηκαν µε χρήση του λογισµικού MS-
EXCEL. 

 
Πίνακας 10. : Οι διαφορετικοί ρυθµιστές αύξησης και οι συνδυασµοί τους που 
χρησιµοποιήθηκαν για την επαγωγή πειραµατικών καλλιεργειών κάλων από έκφυτα 
φύλλων και βλαστών του ιξού.   

 

Κωδικός υποστρώµατος  Συνδυασµός ρυθµιστών αύξησης 
1 4.95 µΜ NAA 
2 4.65 µΜ Kin 
3 4.52 µM 2,4-D 
4 2.8 µM BA 
5 4.95 µΜ NAA +  2.30 µΜ Kin 
6 4.95 µΜ NAA +  9.3 µΜ Kin 
7 4.95 µΜ NAA +  23.25 µΜ Kin 
8 4.95 µΜ NAA +  46.5 µΜ Kin 
9 4.95 µΜ NAA +  1.41 µΜ BA 
10 4.95 µΜ NAA +  2.82 µΜ BA 
 
 

3.2.1.1.3. Ολικά Φαινολικά  
 
Εκχύλιση ολικών διαλυτών φαινολικών ενώσεων: Οι διαλυτές φαινολικές 

ενώσεις εκχυλίστηκαν από κάλους (2 g) (προερχόµενους από έκφυτα βλαστών 
επωασµένα σε στερεό MS µε ή χωρίς ασκορβικό οξύ (10 mg/L) και 4.95 mM NAA 
για 6 εβδοµάδες) σε 70% MeOH στους 80 οC για 30 min και προσδιορίστηκαν 
φασµατοφωτοµετρικά στα 333 nm. Η σχετική παρουσία µη οξειδωµένων φαινολικών 
ενώσεων µετρήθηκε εµµέσως µετρώντας την αναγωγή του Fe3+ σε Fe2+ και τον 
επακόλουθο σχηµατισµό ερυθρού συµπλέγµατος χλωριούχου φαινανθρολινίου – Fe2+   
το οποίο προσδιορίστηκε φασµατοφωτοµετρικά στα 510 nm. 

 
 
 

3.2.2. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΩΝ ΙΞΟΥ 
 
Για την αποµόνωση πρωτοπλαστών χρησιµοποιήθηκαν έκφυτα φύλλων ιξού 

και κάλοι προερχόµενοι από ιστοκαλλιέργεια φύλλων ιξού σε υπόστρωµα MS + 4.95 
µΜ NAA χωρίς ασκορβικό οξύ. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε βασίστηκε στα 
πρωτόκολλα των Reinert και Yeoman (1982), µε κάποιες µικρές τροποποιήσεις. Ένα 
γραµµάριο ιστού, κόπηκε σε κοµµάτια του 1 mm2 και προπλασµολύθηκε σε 50 ml 
υγρό διάλυµα  CPW συµπληρωµένο µε 0.7 M µαννιτόλη, για µία ώρα. Οι ιστοί 
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επωάστηκαν σε 50 ml διαλύµατος ίδιας σύνθεσης µε το προηγούµενο το οποίο 
συµπληρώθηκε µε πεκτινάση (8.5 units/mg, από Aspergilus niger) (Fluka) (0.008 ή 
0.016% β/ο) σελλουλάση (από Trichoderma viridae) (9.5 units/mg, 0.007 ή 0.014% 
β/ο) για 16 ώρες (25oC, σε σκοτάδι). Με αυτόν τον τρόπο, χρησιµοποιήθηκαν 
τέσσερις διαφορετικοί συνδυασµοί πεκτινάσης x σελλουλάσης. Μετά την διάλυση, οι 
πρωτοπλάστες απαλλάσσονται από το κυτταρικό τοίχωµα και τα υπολείµµατα του 
ιστού, και φιλτράρονται πολύ καλά. Το διάλυµα µε τους πρωτοπλάστες 
φυγοκεντρείται (100 x g, 5 min) και το υπόλειµµα διαλύεται σε διάλυµα MS µε 20% 
(β/ο) σουκρόζη. Η συγκέντρωση και η βιωσιµότητα των πρωτοπλαστών 
προσδιορίστηκαν µε FDA και Evan’s Blue, αφού πρωτίστως µετρήθηκαν µε 
αιµατοκυττόµετρο σε µικροσκόπιο φθορισµού (Widholm, 1972, Smith, 1982). 

Τα αποτελέσµατα εκτιµήθηκαν µε την µέθοδο της ανάλυσης της διακύµανσης 
(ANOVA) χρησιµοποιώντας το MS-EXCEL. 

 
 

3.2.3. ΠΑΡΑΓΩΓΗ- ΕΚΧΥΛΙΣΗ  ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 

3.2.3.1. Εκχύλιση πρωτεΐνης ιξού 
 

∆ιαλυτές πρωτεΐνες ιξού εκχειλίστηκαν από 200  βλαστούς φυτών-δότες και 
1.000 από κάλους, οι οποίοι προέρχονται από βλαστούς του φυτού δότη.  (1 g για 
κάθε δείγµα). Οι καλλιεργούµενοι κάλοι προέρχονται από έκφυτα βλαστών που 
καλλιεργήθηκαν σε MS+ 10 mg L-1 ασκορβικού οξέος + 4.95 µM NAA + 2.82 µΜ 
BA. Οι ιστοί οµογενοποιήθηκαν µε  10 ml Tris-EDTA ρυθµιστικό διάλυµα pH 8.5 
(50 mM Tris, 0.01 mM EDTA, 5% (ο/ο) γλυκερόλη, 20.5 mM NaCl, 100 mM (β/ο) 
λακτόζη και 2% (ο/ο) β - µερκαπτοαιθανόλη) και φυγοκεντρήθηκαν δύο φορές στις 
15,000xg, 4°C για 15 min. Η λακτόζη συµπεριλήφθηκε στο διάλυµα, για την αποφυγή 
δέσµευσης της βισκουµίνης σε υδατανθρακικά συστατικά της οµογενοποίησης. Οι 
πρωτεΐνες καθιζάνουν έπειτα από 12 ώρες (overnight) στους 4°C µε την προσθήκη 
70% (β/ο) θειϊκού αµµωνίου, κατόπιν περνούν µέσα από στήλη Sephadex 25 – στήλη 
αφαλάτωσης και εκλύονται µε ρυθµιστικό διάλυµα Tris-EDTA.  

 
3.2.3.2. Προσδιορισµός πρωτεϊνών 
 

Η  ποσοτικοποίηση των παραγόµενων πρωτεϊνών γίνεται σύµφωνα µε την 
µέθοδο Bearden (Bearden, 1978). Η ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE σύµφωνα µε τον 
Laemmli (1979) χρησιµοποιώντας 10% gel πολυακριλαµίδης δύο φάσεων 
(συσσώρευσης και διαχωρισµού). Τα gels έτρεξαν στα 200 V (30 mA) για 9 ώρες. Οι 
πρωτεΐνες µάρτυρες που χρησιµοποιήθηκαν (Pharmacia calibration kit) ήταν από 5 – 
212 kDa. Οι πρωτεΐνες στο gel χρωµατίστηκαν µε χρώση νιτρικού αργύρου (Oakley, 
1980). 

Για το σαφή προσδιορισµό των ουσιών ηλεκτροφόρησης (πιστοποίηση 
πρωτεϊνών), χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος νιτρογλυκερίνης (Warker, 1994). 
 
3.2.3.3. Σωµακλωνική Παραλλακτικότητα 

 
Μελετήθηκαν τα αποτελέσµατα της επίδρασης της σωµακλωνικής 

παραλλακτικότητας στην ποιοτική και ποσοτική παραγωγή πρωτεϊνών ιξού που 
προέρχονται από κάλους του φυτού δότη ιξού. Σκοπός ήταν να διαπιστωθεί αν είναι 
δυνατόν να επιλεγούν κι αναπτυχθούν υψηλής απόδοσης κυτταρικές σειρές που θα 
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οδηγήσουν στην in vitro παραγωγή εκχυλισµάτων του ιξού µε αυξηµένη 
αντικαρκινική δραστικότητα.  

Σύµφωνα µε όσα έχουν ήδη αναφερθεί, χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιοι δότες-
φυτά, ενώ οι χειρισµοί κι οι συνθήκες καλλιέργειας κι ανάπτυξης ήταν ίδιες. 
Συνολικά εµφυτεύτηκαν 1.500 κάλοι. 

Μετά από έξι εβδοµάδες καλλιέργειας, οι κάλοι τεµαχίστηκαν (σε δύο ή 
περισσότερα µέρη) κι επανακαλλιεργήθηκαν σε νέο θρεπτικό υπόστρωµα (ίδιο µε το 
αρχικό) για τέσσερις εβδοµάδες. Η διαδικασία τεµαχισµού κι επανακαλλιέργειας 
συνεχίστηκαν για κάθε τέσσερις εβδοµάδες και συνολικά επτά φορές 
(υποκαλλιέργειες) για κάθε κάλο. Κάλοι από κάθε γενιά ηλεκτροφορούνταν. 

Για τον προσδιορισµό των ουσιών (πρωτεϊνών) χρησιµοποιήθηκε, η 
µεθοδολογία που αναφέρθηκε στο 3.2.3.1 – 2. 

Τα αποτελέσµατα εκτιµήθηκαν µε τυπική ανάλυση µεταβλητότητας για πλήρη 
τυχαιοποιηµένο σχέδιο οµάδων, χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα  MS-STATISTICA.  

 
 

3.2.5. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ  
 

Επιλέχθηκαν µία σειρά από µετρήσεις που θεωρήθηκε ότι θα βοηθήσουν στο 
να γίνει αντιληπτή µία αρχική προσέγγιση στην επίδραση ή όχι των ουσιών που 
εξετάζονται στον πολλαπλασιασµό των φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων. 

Με βάση το βαθµό τοξικότητας των ουσιών και των συγκεντρώσεων στην 
οποία παρουσιάζουν αυτήν µπορεί να δοθεί µία αρχική εικόνα για τον χαρακτήρα 
αυτών των ουσιών (αν είναι κυτταροτοξικές ή αν υπερισχύει η ανοσορρυθµιστική 
τους ιδιότητα και προάγουν τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων). Στη συνέχεια, µια 
πρώτη προσέγγιση όσον αφορά τον µηχανισµό δράσης αυτών των ουσιών στις 
συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές, µπορεί να γίνει µετρώντας τις ελεύθερες ρίζες 
(πιθανή πρόκληση παραγωγής ελεύθερων ριζών και κατά συνέπεια πρόκληση 
κυτταρικής βλάβης), το µεµβρανικό δυναµικό κυττάρων (διερεύνηση για την 
λειτουργικότητα των κυττάρων όσον αφορά την ακεραιότητα της µεµβρανικής 
λειτουργίας) και µιτοχονδρίων, και µέτρηση της κυτοχρωµικής οξειδάσης των 
µιτοχονδρίων (διερεύνηση για την φυσιολογική οξειδωτική φωσφορυλίωση και 
λειτουργικότητα των µιτοχονδρίων).      

 

 

3.2.5.1. Βιοδοκιµές Τοξικότητας σε φυσιολογικές και καρκινικές σειρές 

 
Οι βιοδοκιµές αυτές αφορούν τη προσθήκη εκχυλίσµατος από το φυτό δότη 

και των παραγόµενων, in vitro, πρωτεϊνών του γκι σε υπόστρωµα καλλιέργειας δύο 
σειρών ανθρωπίνων ερυθροκυττάρων (BFU-E, CFU-GM) και µίας σειράς νεφρικών 
κυττάρων πιθήκου (VERO). Στόχος των συγκεκριµένων βιοδοκιµών ήταν να 
εξεταστεί η τοξικότητα αυτών, κυρίως σε σχέση µε την τοξικότητα του εκχυλίσµατος 
που προέρχεται από το φυτό δότη. Η πραγµατοποίηση αυτών των βιοδοκιµών έγινε 
σε συνεργασία µε τη Μονάδα Μεταµοσχεύσεων Μυελού του Νοσοκοµείου Παίδων 
“Αγία Σοφία” και στηρίχθηκε σε πρωτόκολλα τα οποία ήδη εφαρµόζονται στην 
συγκεκριµένη µονάδα µε επιτυχία. 
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Τόσο οι παραγόµενες πρωτεΐνες, όσο και το εκχύλισµα από το φυτό δότη, 
προστέθηκαν σε διάφορες συγκεντρώσεις, στα παραπάνω υποστρώµατα. Γίνεται  
σύγκριση µε βάση την ανάπτυξη που παρατηρείται στο υπόστρωµα µάρτυρα 
(υπόστρωµα χωρίς πρωτεΐνη).  

Στον πίνακα 11, που ακολουθεί, σηµειώνονται οι σειρές φυσιολογικών 
κυττάρων που δοκιµάστηκαν σε σχέση µε την συγκέντρωση της προστιθέµενης 
πρωτεΐνης και µε την προέλευση αυτής (πρωτεΐνη από φυτό δότη ή παραγόµενη 
πρωτεΐνη από κάλο ή κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα).  

 
Πίνακας 11.: Βιοδοκιµές τοξικότητας σε σειρές φυσιολογικών κυττάρων, σε 
διάφορες συγκεντρώσεις και πηγές πρωτεϊνών.  
 
Πρωτεΐνη από: Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 100 50 10 1 0,5 

Φυτό  BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

Κάλο BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

Κάλο µε 

σωµακλωνική 

παραλλακτικότητα 

BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

BFU-E 

CFU-GM 

VERO 

 
 Οι βιοδοκιµές συνεχίστηκαν για δύο καρκινικές κυτταρικές σειρές 

(PC12- επινεφριδιακά κύτταρα αρουραίου-, και RAW – µακροφάγα κύτταρα 
ποντικού-). Προστέθηκαν και πάλι διαφορετικές συγκεντρώσεις παραγόµενης 
πρωτεΐνης από το φυτό δότη και τους κάλους του ιξού (κάλος και κάλος µε 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα). Κυρίως στόχος των βιοδοκιµών ήταν να   
εξεταστεί η τοξικότητα αυτών, κυρίως σε σχέση µε την τοξικότητα του εκχυλίσµατος 
που προέρχεται από το φυτό δότη. Η πραγµατοποίηση αυτών των βιοδοκιµών έγινε 
σε συνεργασία µε το τµήµα Ιατρικής Χηµείας της Ιατρικής Σχολής του 
Πανεπιστηµίου Κρήτης. Εφαρµόστηκαν πρωτόκολλα τα οποία ήδη εφαρµόζονται στο 
συγκεκριµένο τµήµα µε επιτυχία. 

Στον πίνακα 12, που ακολουθεί, σηµειώνονται οι σειρές καρκινικών κυττάρων 
που δοκιµάστηκαν σε σχέση µε την συγκέντρωση της προστιθέµενης πρωτεΐνης και 
µε την προέλευση αυτής (πρωτεΐνη από φυτό δότη ή παραγόµενη πρωτεΐνη από κάλο 
ή κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα).  
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Πίνακας 12.: Βιοδοκιµές τοξικότητας σε σειρές καρκινικών κυττάρων σε διάφορες 
συγκεντρώσεις και πηγές πρωτεϊνών.  
 
Πρωτεΐνη από: Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 10 1 0,5 

Φυτό  PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

Κάλο  PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

Κάλο µε 

σωµακλωνική 

παραλλακτικότητα 

PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

PC12 

RAW 

 
Ο προσδιορισµός της τοξικότητας έγινε µε βάση τον αριθµό των ζωντανών 

κυττάρων (µέτρηση µε τη βοήθεια αιµοκυτόµετρου) µετά από 24, 48 και 72 ώρες 
επώασης σε κατάλληλες, για τα κύτταρα συνθήκες (θάλαµος επώασης CO2, 37°C, 
σκοτάδι). Σε κάθε περίπτωση ως µάρτυρας υπήρξε η ανάλογη καλλιέργεια κυττάρων 
χωρίς προσθήκη ουσίας. Για κάθε δείγµα και επέµβαση υπήρξαν 4 επαναλήψεις. 

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε ανάλυση της διασποράς, 
για εντελώς τυχαιοποιηµένο σχέδιο, µε τη µέθοδο της ελάχιστης σηµαντικής 
διαφοράς (ΕΣ∆), για κάθε ηµέρα επώασης και επέµβαση (συγκέντρωση πρωτεϊνών) 
και σε επίπεδα σηµαντικότητας (p) 5% (*), 1% (**) και 0,1% (***), όπως 
εµφανίζονται στα αντίστοιχα διαγράµµατα (Κεφάλαιο 4 Αποτελέσµατα), µε την 
χρήση του λογισµικού MS-EXCEL. 

Τέλος, µε την βοήθεια της στατιστικής ανάλυσης έγινε συσχέτιση για όλες τις 
επεµβάσεις που έγιναν ανά κυτταρική σειρά (φυσιολογικών και καρκινικών 
κυττάρων) µε τη χρήση λογισµικού MS-EXCEL. 
 
 
 
3.2.5.2. Βιοδοκιµές ελευθέρων ριζών (ROS)  
 
 Η µέτρηση των ελευθέρων ριζών έγινε µε την βοήθεια του φθορισµόµετρου 
µε την προσθήκη της χρωστικής 2,7- dichlorodihydrofluoresceindiaceton (Schopfer, 
2002) και διαλύµατος PBS 0,01 Μ µε pH 7.4 (NaCl, NaH2PO4.2H2O, 
Na2HPO4.12H2O). Πραγµατοποιήθηκε τόσο σε φυσιολογική κυτταρική σειρά 
(VERO), όσο και σε καρκινική κυτταρική σειρά (PC12). Οι συγκεκριµένες σειρές 
επιλέχθηκαν, γιατί έχουν αναλυθεί σε ικανοποιητικό βαθµό από τα αντίστοιχα 
εργαστήρια κι είναι γνωστή η φυσιολογία τους. Χρησιµοποιήθηκε εναιώρηµα των 
κυττάρων των παραπάνω σειρών, έγινε επώαση µε την χρωστική, ελαφρά ανάδευση 
και φυγοκέντρηση. Πριν την µέτρηση φθορισµού πραγµατοποιήθηκε επαναδιάλυση 
του ιζήµατος (που είχε σχηµατιστεί λόγω φυγοκέντρησης). Μετρήσεις φθορισµού 
έγιναν για κάθε συγκέντρωση προστιθέµενης πρωτεΐνης και πηγής αυτής, σε κυβέτα 
χαλαζία (διέγερση στα 488 nm, απορρόφηση στα 732 nm). 
 Τα αποτελέσµατα εκτιµήθηκαν µε την τυπική ανάλυση µεταβλητότητας για 
τυχαιοποιηµένο δείγµα µε χρήση του λογισµικού MS-STATISTICA. Οι συσχετίσεις 
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ανάµεσα στις διάφορες συνθέσεις του καλλιεργητικού µέσου, την προέλευση του 
εκφύτου, τις συγκεντρώσεις των επιλεγµένων µακρο- και µικρο- διατροφικών 
παραγόντων και του ξηρού βάρους υπολογίστηκαν µε χρήση του λογισµικού MS-
EXCEL. 

 
3.2.5.3. Βιοδοκιµές µεµβρανικού δυναµικού κυττάρων 
 

Για την µέτρηση του κυτταρικού δυναµικού των κυττάρων χρησιµοποιήθηκε 
εναιώρηµα από την καλλιέργεια των κυττάρων (φυσιολογική και καρκινική σειρά και 
για κάθε επέµβαση). Μετά την προσθήκη της χρωστικής 3,3 
dipropylthiadicarbocyanide iodido γίνεται η µέτρηση του φθορισµού (διέγερση στα 
580 nm, απορρόφηση στα 665 nm) (Rosenthal and Shapiro, 1983).  

 
3.2.5.4. Αποµόνωση Μιτοχονδρίων 
 
 Επειδή τα µιτοχόνδρια παίζουν σηµαντικό ρόλο στο ευεργετικό ισοζύγιο του 
κυττάρου και θα µπορούσε να υφίσταται πιθανή δράση των ουσιών σε αυτό, 
θεωρήθηκε σκόπιµο να γίνει αποµόνωση µιτοχονδρίων για να µετρηθεί το 
µεµβρανικό δυναµικό και η ενεργότητα της κυτοχρωµικής οξειδάσης. Για την 
αποµόνωση των µιτοχονδρίων χρησιµοποιήθηκε Buffer οµογενοποίησης (σουκρόζη, 
µαννιτόλη, bovine serum albumin, HEPES, κυστεΐνη, MgCl2) και 
πραγµατοποιήθηκαν µία σειρά από φυγοκεντρήσεις, και σπάσιµο των κυττάρων 
στους -80 °C, έλεγχος µε Trypan Blue για λύση των κυττάρων, επανάληψη των 
φυγοκεντρήσεων µετά το σπάσιµο των κυττάρων και φύλαξη υπερκείµενου και 
τελευταίου ιζήµατος. Η όλη διαδικασία πραγµατοποιείται στους 4°C (Chirikjian, 
1995). Και στις δύο µετρήσεις πάρθηκαν δείγµατα από όλες τις επεµβάσεις και 
πραγµατοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις.  
 
3.2.5.4.1. Βιοδοκιµές κυτοχρωµικής οξειδάσης C 
 
Για την µέτρηση της κυττοχρωµικής οξειδάσης C χρησιµοποιήθηκε το υπερκείµενο 
και το ίζηµα από την διαδικασία αποµόνωσης µιτοχονδρίων, τα οποία αφήνονται να 
έρθουν σε θερµοκρασία περιβάλλοντος (20°C). Στη συνέχεια γίνεται προσθήκη 
buffer (potassium phosphate pH 7.4, 4% Triton x-100, κυτόχρωµα C, ασκορβικό οξύ). 
Ακολουθεί φασµατοφωτοµέτρηση σε γυάλινες κυβέτες στα 550 nm, κάθε 20 
δευτερόλεπτα για 2 συνεχόµενα λεπτά (Chirikjian, 1995).   
  
3.2.5.4.2. Βιοδοκιµές µεµβρανικού δυναµικού µιτοχονδρίων 
 
 Με την αποµόνωση των µιτοχονδρίων υπάρχει επιπλέον η δυνατότητα 
µελέτης του µεµβρανικού δυναµικού των µιτοχονδρίων, όπου έχει επιβεβαιωθεί 
(Braeckman et al, 2002) ότι οι αλλαγές που συµβαίνουν εκεί (στο µεµβρανικό 
δυναµικό των µιτοχονδρίων) σηµατοδοτούνται από την κυτταρική χρησιµοποίηση 
ενός λιποφιλικού κατιονικού φθοριοχρώµατος , του οποίου η κατανοµή-διασπορά 
επηρεάζεται από την διαφορά δυναµικού εν µέσω της κυτταρικής µεµβράνης. Για την 
µέτρηση του µεµβρανικού δυναµικού χρησιµοποιήθηκε το ίζηµα από την αποµόνωση 
των µιτοχονδρίων κι αφού επαναδιαλύθηκε σε PBS µε pH 7.4, προστέθηκε χρωστική 
3,3 dipropylthiadicarbocyanide iodido κι ακολούθησε µέτρηση φθορισµού (διέγερση 
στα 580 nm, απορρόφηση στα 665 nm) (Rosenthal and Shapiro, 1983).  
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 
4.1. ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΤΟΥ ΙΞΟΥ ΣΤΟΥΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΗΤΙΚΟΥΣ 
ΧΕΙΡΙΣΜΟΥΣ 
 
 
4.1.1. Ανταπόκριση των εκφύτων στην απολύµανση 
 

Η απολύµανση των εκφύτων µε µόνο υποχλωριώδες ασβέστιο για 15 λεπτά ή 
µε µόνο χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά ήταν εντελώς ανεπαρκής και οι 
καλλιέργειες µολύνθηκαν µε διάφορους µικροοργανισµούς σε λίγες µόνο ηµέρες µετά 
την εµφύτευση. Εφαρµογή χλωριούχου υδραργύρου για 20-25 λεπτά προστάτευσε 
από µολύνσεις αλλά προκάλεσε εκτεταµένες νεκρώσεις στα έκφυτα πριν προλάβουν 
να δώσουν κάλους.  Γενικά, τα έκφυτα φύλλων εµφανίστηκαν να είναι πιο ευαίσθητα 
από τα έκφυτα βλαστών. Απολύµανση µε υποχλωριώδες ασβέστιο για 15 λεπτά κι 
έπειτα µε χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά, αποδείχθηκε ο πιο αποτελεσµατικός 
συνδυασµός για την απολύµανση των συγκεκριµένων εκφύτων, πετυχαίνοντας 
προστασία από µολύνσεις και αποφυγή των νεκρωτικών κηλίδων. 
 Ακολουθούν διαγράµµατα που παρουσιάζουν τους καλύτερους συνδυασµούς 
απολυµάνσεων (είδος απολύµανσης ανά υπόστρωµα, ανά είδος εκφύτου, µε 
προσθήκη ασκορβικού οξέος) µε βάση την ανταπόκριση των εκφύτων σε καλογένεση 
(%), ενώ οι τιµές αναφέρονται αναλυτικά στον Πίνακα 1. (Παράρτηµα Πινάκων).   

 
∆ιάγραµµα 1: Επαγωγή καλογένεσης εκφύτων ιξού (φύλλα) σε διάφορα µέσα και 
µεθόδους απολύµανσης, σε διάφορα είδη υποστρωµάτων (χωρίς και µε ασκορβικό 
οξύ 10%)   

Ανταπόκριση φύλλων στην απολύµανση
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Η απολύµανση µε 10% CaCl2 (15 min) + Tween 2% + 0,01% HgCl2 (12 min) 

βοηθά την ανάπτυξη βλαστών και φύλλων (8,3% ποσοστό καλογένεσης)  σε 
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υπόστρωµα µε ΝΑΑ 1mg/lt , αλλά ακόµη περισσότερο βοηθά την ανάπτυξη βλαστών 
σε υπόστρωµα µε ΝΑΑ:KIN 1mg/lt (ποσοστό καλογένεσης 16,6%), ενώ η 
απολύµανση µε 10% CaCl2 (10 min) + Tween 2% + 0,01% HgCl2 (12 min) βοηθά 
περισσότερο την ανάπτυξη φύλλων σε υπόστρωµα µε ΝΑΑ:KIN 1mg/lt (ποσοστό 
καλογένεσης 12,5%). 
 
∆ιάγραµµα  2: Επαγωγή καλογένεσης εκφύτων ιξού (βλαστοί) σε διάφορα µέσα και 
µεθόδους απολύµανσης, σε διάφορα είδη υποστρωµάτων (χωρίς και µε ασκορβικό 
οξύ 10%) 

Ανταπόκριση βλαστών στην απολύµανση
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Στην περίπτωση που προστέθηκε στο καλλιεργητικό µέσο 10% ασκορβικό 

οξύ, η καλύτερη ανταπόκριση, σε ποσοστό καλογένεσης για τα φύλλα υπήρξε στον 
συνδυασµό απολύµανσης  10% CaCl2 για 15 λεπτά, 2% Tween και 0,01% HgCl2 για 
12 λεπτά, ενώ στην περίπτωση που η απολύµανση µε 0,01% HgCl2 διήρκησε 20-25 
λεπτά τα αποτελέσµατα δεν ήταν τόσο ικανοποιητικά. 

Υποστρώµατα µε τα υψηλότερα ποσοστά καλογένεσης, για την καλύτερη 
µέθοδο απολύµανσης, ήταν για τα φύλλα το υπόστρωµα µε 1 mg/lt NAA (22,5% 
καλογένεση), ενώ για τους βλαστούς τα υποστρώµατα µε 1 mg/lt NAA και µε 2 mg/lt 
2,4-D (37,5% και 45,5% καλογένεση, αντίστοιχα).  

Εποµένως, και µε στατιστικά σηµαντική διαφορά, ως η καλύτερη µέθοδος 
απολύµανσης για όλα τα είδη υποστρωµάτων, επιλέχθηκε η απολύµανση µε 10% 
CaCl2 για 15 λεπτά και Tween 2% και 0,01% HgCl2 για 12 λεπτά.  

Ακολουθούν οι Πίνακες Στατιστικής Ανάλυσης ανά έκφυτο. Το επίπεδο 
σηµαντικότητας και για τους δύο είναι α=0,05 

 
 

Πίνακας 13Α: Στατιστική επεξεργασία των επεµβάσεων απολύµανσης σε έκφυτα 
ιξού φύλλα  
Ανάλυση ∆ιακύµανσης 
(Anova: Single Factor) ΦΥΛΛΑ           
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ΣΥΝΟΨΗ             

Επεµβάσεις Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

10% CaCl2 (15 min) + 
Tween 2% + 0,01% 

HgCl2 (12 min) 10 114,3 11,43 72,18456     
10% CaCl2 (10 min) + 
Tween 2% + 0,01% 

HgCl2 (12 min) 10 55,45 5,545 22,72358     
10% CaCl2 (15 min) + 
Tween 2% + 0,01% 
HgCl2 (20-25 min) 10 10,85 1,085 1,794472     

              
              
ANOVA (Ανάλυση 
∆ιακύµανσης)             

Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F 

P-
value F crit 

Επεµβάσεις 538,4795 2 269,2398 8,352611 0,0015 3,354131 
Υπόλοιπο 870,3235 27 32,2342       

              
Σύνολο 1408,803 29         

 
Πίνακας 13Β: Στατιστική επεξεργασία των επεµβάσεων απολύµανσης σε έκφυτα 
ιξού βλαστούς  
 ΒΛΑΣΤΟΙ      
              
Ανάλυση ∆ιακύµανσης 
(Anova: Single Factor)             
              
ΣΥΝΟΨΗ             

Επεµβάσεις Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

10% CaCl2 (15 min) + 
Tween 2% + 0,01% 

HgCl2 (12 min) 10 173,8 17,38 221,7462     
10% CaCl2 (10 min) + 
Tween 2% + 0,01% 

HgCl2 (12 min) 10 40,35 4,035 17,87114     
10% CaCl2 (15 min) + 
Tween 2% + 0,01% 
HgCl2 (20-25 min) 10 15,3 1,53 5,437333     

              
ANOVA             

Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 1451,955 2 725,9776 8,887537 0,001082 3,354131 
Υπόλοιπο 2205,492 27 81,6849       

              
Σύνολο 3657,447 29         

Στο παράρτηµα Πινάκων οι Πίνακες 13Α1 και 13Β1 δείχνουν τις συσχετίσεις 
των παραπάνω επεµβάσεων, και οι Πίνακες 13Α2 και 13Β2 την ανάλυση στατιστικών 
παραγόντων φύλλων και βλαστών αντίστοιχα. 

 



 83

 
4.1.2. Επίδραση της προέλευσης του εκφύτου και της περιόδου ανάπτυξης του 
φυτού στην καλογένεση  
 

Τα ποσοστά καλογένεσης ανά υπόστρωµα και έκφυτο κατά την χειµερινή και 
καλοκαιρινή περίοδο, περιγράφονται στους πίνακες 2., 3., 4. και 5. (Παράρτηµα 
Πινάκων) και στα αντίστοιχα διαγράµµατα. Αφορούν έκφυτα βλαστών και φύλλων, 
καθώς έκφυτα που προήλθαν από ανθήρες και καρπών (εµφύτευση εµβρύων) δεν 
µπόρεσαν να δώσουν κάλους.   

∆εν υπήρξε καλογένεση για την καλοκαιρινή περίοδο για όλα τα είδη και τους 
συνδυασµούς υποστρωµάτων που εφαρµόστηκαν.  
Κατά την χειµερινή περίοδο υπήρξε θετική ανταπόκριση των εκφύτων (φύλλων και 
βλαστών) σε όλα σχεδόν τα είδη και τους συνδυασµούς των υποστρωµάτων (Πίνακας 
2) και περιγράφεται από το παρακάτω διάγραµµα. 

 
∆ιάγραµµα 3: Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού (φύλλα και βλαστοί) κατά την   
χειµερινή περίοδο σε διάφορα είδη υποστρωµάτων 
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Ιδιαίτερη ανάπτυξη κάλων, κατά την χειµερινή περίοδο, παρατηρήθηκε στα 

έκφυτα φύλλων που καλλιεργήθηκαν σε υπόστρωµα µε 1 mg/lt ΝΑΑ (27,3%), ενώ 
για τους βλαστούς της συγκεκριµένης χρονικής περιόδου, το καλύτερο υπόστρωµα 
ήταν αυτό µε την προσθήκη ΝΑΑ:KIN 1 mg/lt (16,6%). 
Ανταπόκριση υπήρξε επίσης και στα υποστρώµατα που περιείχαν 10% Ασκορβικό 

οξύ. Τα αποτελέσµατα περιγράφονται στο παρακάτω διάγραµµα, ενώ οι αναλυτικές 
τιµές φαίνονται στον Πίνακα 3. (Παράρτηµα Πινάκων). 
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∆ιάγραµµα 4: Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού (φύλλα και βλαστοί) κατά την 
χειµερινή περίοδο σε διάφορα είδη υποστρωµάτων που περιείχαν 10% ασκορβικό οξύ 

Χειµερινή Περίοδος ανάπτυξης ιξού µε προσθήκη Α.Ο.

0

10

20

30

40

50

60

ΝΑΑ 1
mg/lt

KΙΝ 1 mg/lt 2,4-D 2
mg/lt

ΒΑ  1 mg/lt ΝΑΑ: KΙΝ 1
mg/lt

KΙΝ: 2,4-D
1:2 mg/lt

Υποστρώµατα µε 10% Α.Ο.

%
 Κ
α
λ
ο
γ
έν
ε
σ
η

Φύλλα

Βλαστοί

 

Στις συγκεκριµένες καλλιέργειες, φάνηκε ότι η προσθήκη του ασκορβικού 
οξέος, ενίσχυσε τα ποσοστά καλογένεσης των εκφύτων σε όλα σχεδόν τα 
υποστρώµατα και για τα δύο είδη εκφύτων. Καλογένεση παρατηρήθηκε ακόµη και σε 
εκείνα τα υποστρώµατα που χωρίς την προσθήκη του ασκορβικού δεν είχαν δώσει 
αποτελέσµατα (1 mg/lt ΒΑ, 1:2 mg/lt KΙΝ: 2,4-D). Τα µεγαλύτερα ποσοστά 
καλογένεσης για τα φύλλα παρουσιάστηκαν στο υπόστρωµα µε 1 mg/lt ΝΑΑ 
(22,5%), ενώ για τους βλαστούς στα υποστρώµατα µε  1 mg/lt ΝΑΑ (37,5%) και 2 
mg/lt 2,4-D (45,5%).  

Με βάση τους πίνακες στατιστικής ανάλυσης των παραπάνω δεδοµένων, 
επιλέχθηκε η χειµερινή περίοδος συλλογής των εκφύτων του ιξού, ως η 
αποδοτικότερη για την καλογένεση ιστών. 

 

 

 

 

Πίνακας 15A. Ανάλυση της περιόδου ανάπτυξης του ιξού σε σχέση µε την 
καλλιέργεια εκφύτων (φύλλων και βλαστών) του ιξού σε διάφορα υποστρώµατα 
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Ανάλυση ∆ιακύµανσης  
(Anova: Two-Factor Without Replication)   

ΣΥΝΟΨΗ Καταµέτρηση Σύνολο 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση 

ΝΑΑ 1 mg/lt 4 95,6 23,9 147,28 

KΙΝ 1 mg/lt 4 40,8 10,2 52,50667 
2,4-D 2 mg/lt 4 67,5 16,875 383,8092 
ΒΑ  1 mg/lt 4 25 6,25 156,25 
ΝΑΑ: KΙΝ 1 
mg/lt 4 63,3 15,825 85,70917 

KΙΝ: 2,4-D 
1:2 mg/lt 4 40 10 133,3333 

          

Φύλλα 6 38,4 6,4 108,42 

Βλαστοί 6 33,3 5,55 38,983 
Φύλλα 
(Α.Ο.) 6 119,9 19,98333 14,72967 
Βλαστοί 
(Α.Ο.) 6 140,6 23,43333 268,5467 

 
Το επίπεδο σηµαντικότητας για τον παραπάνω πίνακα είναι α=0,05. 

 
Στο Παράρτηµα των Πινάκων (Πίνακας 15B) περιλαµβάνεται και ο πίνακας 

συσχετίσεων. 
 
 
 
4.2 ΕΜΦΥΤΕΥΣΕΙΣ-ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 
 
 
4.2.1 Υποστρώµατα µε αυξίνες 
 

Από την κατηγορία των ορµονών - αυξίνες, προστέθηκαν στα υποστρώµατα 
και των δύο εκφύτων (φύλλα, βλαστοί) σε διάφορες συγκεντρώσεις ΝΑΑ και 2,4-D 
(Πίνακας 18.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
∆ιάγραµµα 5: Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού (φύλλα και βλαστοί) σε 
διαφορετικά είδη υποστρωµάτων αυξινών 
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Επίδραση αυξινών στην επαγωγή κάλου ιξού
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Τα υψηλότερα ποσοστά καλογένεσης παρατηρήθηκαν για το υπόστρωµα µε 

συγκέντρωση 1 mg/lt ΝΑΑ τόσο στα έκφυτα φύλλων, όσο και στα έκφυτα βλαστών 
(8,3%). Εποµένως η παραπάνω συγκέντρωση, θεωρήθηκε η καλύτερη όσον αφορά 
την αυξίνη ΝΑΑ. Η αυξίνη 2,4-D έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα στην 
συγκέντρωση 2 mg/lt (ποσοστό καλογένεσης 4,2% και στα δύο είδη εκφύτων). 
Τελικά, όπως φαίνεται κι από τον Πίνακα 6., η αυξίνη µε την υψηλότερη καλογένεση 
είναι η αυξίνη ΝΑΑ στην συγκέντρωση του 1 mg/lt . 
 
Πίνακας 18A. Στατιστική ανάλυση των διαφορετικών υποστρωµάτων αυξινών που 
χρησιµοποιήθηκαν για την καλλιέργεια εκφύτων ιξού (Φύλλων και βλαστών). 

Ανάλυση ∆ιακύµανσης  
(Anova: Two-Factor Without 
Replication)             

              

ΣΥΝΟΨΗ Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

ΝΑΑ 0,5 mg/lt 2 0 0 0     

ΝΑΑ 1 mg/lt 2 16,6 8,3 0     
ΝΑΑ 2 mg/lt 2 0 0 0     
ΝΑΑ 5 mg/lt 2 0 0 0     
2,4-D 2 mg/lt 2 8,4 4,2 0     
              
Φύλλα 5 12,5 2,5 13,82     
Βλαστοί 5 12,5 2,5 13,82     
              
  
 
             
ANOVA             
Πηγή Παραλλακτικότητας  ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
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Επεµβάσεις 110,56 4 27,64 -3,9E+15 #ΑΡΙΘ! 6,388234 
΄Εκφυτο 0 1 0 0 #ΑΡΙΘ! 7,70865 

Σφάλµα -2,8E-14 4 
-7,1E-

15       
              
Σύνολο 110,56 9         

 
 
 
4.2.2. Υποστρώµατα µε κυτοκινίνες 
 
 

Από την κατηγορία των ορµονών - κυτοκίνες, προστέθηκαν στα υποστρώµατα 
και των δύο εκφύτων (φύλλα, βλαστοί) σε διάφορες συγκεντρώσεις ΚΙΝ και ΒΑ 
(Πίνακας 19) 
 
∆ιάγραµµα 6: Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού (φύλλα και βλαστοί) σε 
διαφορετικά είδη υποστρωµάτων κυτοκινών  

Επίδραση κυτοκινών στην επαγωγή κάλου ιξού
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Η µόνη κυτοκίνη που έδωσε αποτελέσµατα καλογένεσης, ήταν η κινετίνη 

(ΚΙΝ) στην συγκέντρωση του 1 mg/lt. Παρατηρήθηκε, τόσο στα έκφυτα φύλλων, όσο 
και στα έκφυτα βλαστών ποσοστό καλογένεσης 4,2% (Πίνακας 19. Παράρτηµα 
Πινάκων)  
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 19A. Ανάλυση των διαφορετικών υποστρωµάτων κυτοκινών που 
χρησιµοποιήθηκαν  για την καλλιέργεια εκφύτων ιξού (φύλλων και βλαστών) 
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Ανάλυση 
∆ιακύµανσης 
(Anova: Single 
Factor)             

ΣΥΝΟΨΗ             

Είδος Επέµβασης Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

ΚΙΝ 0,5 mg/lt 5 4,2 0,84 3,528     

ΚΙΝ 1 mg/lt 0 0 #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0!     

ΚΙΝ 2 mg/lt 0 0 #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0!     
ΚΙΝ 5 mg/lt 5 4,2 0,84 3,528     
ΒΑ 1 mg/lt 0 0 #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0!     
              
              
ANOVA             

Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις 65535 4 65535 65535 #ΑΡΙΘ! 5,192163 
Υπόλοιπο 65535 5 65535       
              
Σύνολο 28,224 9         
Τα αποτελέσµατα αναφέρονται σε επίπεδο σηµαντικότητας α=0,05 
 
Ο πίνακας συσχετίσεων (Πίνακας 19B) περιλαµβάνεται στο Παράρτηµα Πινάκων. 
 
 
4.2.3. Συνδυασµοί Υποστρωµάτων 
 
 

Από τους διάφορους συνδυασµούς αυξινών µε κυτοκίνες που προστέθηκαν 
στα υποστρώµατα, σε διάφορους συνδυασµούς συγκεντρώσεων, για τα έκφυτα των 
φύλλων φάνηκε ότι η καλύτερη ανταπόκριση σε καλογένεση, υπήρξε για τους 
συνδυασµούς ΝΑΑ µε ΒΑ, ενώ για τα έκφυτα των βλαστών για τους συνδυασµούς 
ΝΑΑ µε ΚΙΝ. Το διάγραµµα 19. που ακολουθεί περιγράφει αναλυτικά τους 
συνδυασµούς, ενώ στον Πίνακα 20. (Παράρτηµα Πινάκων) αναγράφονται αναλυτικά 
τα ποσοστά καλογένεσης ανά συνδυασµό και έκφυτο. 
  
 
 
 
 
 
 
∆ιάγραµµα 7: Επίδραση έντεκα διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης και 
πηγή εκφύτου σε επαγωγή κάλου από ιξό.  (Viscum album L.). (**) 
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Επίδραση συνδυασµού ρυθµιστών αύξησης και πηγής εκφύτου στην 
επαγωγή κάλου ιξού
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**(1) NAA + Kin 1:1 mg/lt (2) NAA + Kin 1:0,5 mg/lt  (3) NAA + Kin 1:2 mg/lt (4) 
NAA +  Kin 1:5 mg/lt (5) NAA + Kin 1:10 mg/lt  (6) 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt (7) NAA + 
BA 1:0,5 mg/lt (8) NAA + BA 1:1 mg/lt (9) NAA + BA 1:2 mg/lt (10) NAA +  BA 
1:5 mg/lt (11) NAA + BA 1:10 mg/lt. 

 
Ανάλυση των αποτελεσµάτων καλογένεσης στους παραπάνω διάφορους 

συνδυασµούς υποστρωµάτων, έγινε και µε βάση το Νωπό και Ξηρό Βάρος των 
παραγόµενων κάλων (Πίνακας 20., Παράρτηµα Πινάκων). 
 Στο ∆ιάγραµµα 8. παρουσιάζονται τα διαγράµµατα µε βάση των Νωπό Βάρος των 
παραγόµενων κάλων στα διάφορα υποστρώµατα, ενώ στο ∆ιάγραµµα 9 µε βάση το 
Ξηρό Βάρος. 
Στα υποστρώµατα µε τους συνδυασµένους ρυθµιστές αύξησης, βαρύτερους κάλους 
(νωπό βάρος) φαίνεται να δίνει ο συνδυασµός NAA : BA σε αναλογία 1:5, και 
γενικότερα όλοι οι συνδυασµοί αυτών των δύο ρυθµιστών αύξησης δίνουν 
µεγαλύτερα βάρη κάλων από ότι ο συνδυασµός NAA µε KIN ή  2,4-D µε KIN. Αυτό 
διαπιστώνεται ότι ισχύει και στα δύο είδη εκφύτων που καλλιεργήθηκαν (φύλλα, 
βλαστοί). 
 Σύµφωνα µε τις µετρήσεις του Ξηρού Βάρους, επίσης διαπιστώνεται ότι οι 
κάλοι που προέρχονται από τους συνδυασµούς µε ΝΑΑ και ΒΑ έχουν µεγαλύτερο 
βάρος από τους υπόλοιπους. 
 
 
 
 
∆ιάγραµµα 8: Επίδραση έντεκα διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης και 
πηγή εκφύτου σε νωπό βάρος κάλου από ιξό. (**) 
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Επίδραση συνδυασµού ρυθµιστών αύξησης και πηγής εκφύτου 
στην επαγωγή κάλου ιξού σε σχέση µε το Ν.Β. 
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**(1) NAA + Kin 1:1 mg/lt (2) NAA + Kin 1:0,5 mg/lt  (3) NAA + Kin 1:2 mg/lt (4) 
NAA +  Kin 1:5 mg/lt (5) NAA + Kin 1:10 mg/lt  (6) 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt (7) NAA + 
BA 1:0,5 mg/lt (8) NAA + BA 1:1 mg/lt (9) NAA + BA 1:2 mg/lt (10) NAA +  BA 
1:5 mg/lt (11) NAA + BA 1:10 mg/lt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
∆ιάγραµµα  9: Επίδραση έντεκα διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης και 
πηγή εκφύτου σε ξηρό βάρος κάλου από ιξό. (**) 
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Επίδραση συνδυασµού ρυθµιστών αύξησης και πηγής 
εκφύτου στην επαγωγή κάλου ιξού σε σχέση µε το Ξ.Β.
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**(1) NAA + Kin 1:1 mg/lt (2) NAA + Kin 1:0,5 mg/lt  (3) NAA + Kin 1:2 mg/lt (4) 
NAA +  Kin 1:5 mg/lt (5) NAA + Kin 1:10 mg/lt  (6) 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt (7) NAA + 
BA 1:0,5 mg/lt (8) NAA + BA 1:1 mg/lt (9) NAA + BA 1:2 mg/lt (10) NAA +  BA 
1:5 mg/lt (11) NAA + BA 1:10 mg/lt. 
 
Πίνακας 25.: Ανάλυση διαφορών των επαγόµενων κάλων και αύξησης (νωπό και 
ξηρό βάρος) από ιξό σε σχέση µε το έκφυτο (βλαστός, φύλλο) και έντεκα ρυθµιστές 
αύξησης.  

 
 

 Επαγωγή 
κάλου (%) 

 Ανάπτυξη 
κάλου 
(Νωπό Βάρος) 

 Ανάπτυξη 
κάλου 
(Ξηρό Βάρος) 

 
Είδος Επέµβασης Β.Ε. Μέσο 

Τετράγωνο 
Μέσο 
Τετράγωνο 

Μέσο 
Τετράγωνο 

Πηγή Εκφύτου (A) 1 0.589091*** 0.384861*** 0. 017478**** 
Ρυθµιστής Ανάπτυξης 
(B) 

10 0.195091**** 1.216112**** 0.093205**** 

(A X B) 1 0.183091**** 0.264836**** 0.063268**** 
Σφάλµα 1087 0.020006 0.00005 0.0000001 
Σύνολο 1099    

*** p <0.001, **** p <0.0001 
 
 
 
4.2.4. Υποστρώµατα µε Ασκορβικό οξύ 
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Στο παρακάτω διάγραµµα, διακρίνονται οι διαφορές στην % επαγωγή των 
κάλων ανάµεσα στα διάφορα υποστρώµατα (χωρίς και µε 10%ασκορβικό οξύ) τόσο 
για τα έκφυτα που προέρχονται από τα φύλλα, όσο και για τα έκφυτα που 
προέρχονται από βλαστούς. Η προσθήκη 20% ασκορβικού οξέος έδωσε 
αποτελέσµατα χαµηλής επαγωγής κάλου και µόνο για τον χειρισµό µε ρυθµιστή 
αύξησης ΝΑΑ στην συγκέντρωση του 1 mg/lt και για τα δύο είδη εκφύτων (φύλλα 
και βλαστοί) σε ποσοστό 3,8% (Πίνακας 21, Παράρτηµα Πινάκων). 
 
∆ιάγραµµα 10: Επίδραση πέντε διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης, 
πηγή εκφύτου και ασκορβικό οξύ στην επαγωγή κάλου από ιξό (Viscum album L.). 
(σκιασµένες µπάρες = θρεπτικό µέσο χωρίς ασκορβικό,  πράσινες µπάρες = θρεπτικό 
µέσο µε ασκορβικό).  

Επίδραση ρυθµιστών αύξησης χωρίς και µε ασκορβικό οξύ στην 
επαγωγή κάλου ιξού

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

NAA 1
 m

g/
lt 

KIN
 1

 m
g/

lt

2,
4-

D 2
 m

g/
lt

NAA:K
IN

 1
:1

 m
g/

lt

2,
4-

D:K
IN

 2
:1

 m
g/

lt

NAA 1
 m

g/
lt 

KIN
 1

 m
g/

lt

2,
4-

D 2
 m

g/
lt

NAA:K
IN

 1
:1

 m
g/

lt

2,
4-

D:K
IN

 2
:1

 m
g/

lt

φύλλα                                                     βλαστοί  
Είδος υποστρώµατος 

%
 ε
π
α
γ
ω
γ
ή

 κ
ά
λ
ω
ν

 

Η προσθήκη 10% ασκορβικού οξέος προάγει την επαγωγή καλογένεσης σε 
όλους τους χειρισµούς που έγιναν µε τους διάφορους ρυθµιστές αύξησης, τόσο στα 
έκφυτα  των φύλλων όσο και στα έκφυτα των βλαστών. Ιδιαίτερη αύξηση µετά την 
προσθήκη του ασκορβικού οξέος, παρατηρείται στα έκφυτα των φύλλων για τον 
χειρισµό µε 1 mg/lt   ΝΑΑ και για τα έκφυτα των βλαστών για τους χειρισµούς 1 
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mg/lt ΝΑΑ και 2 mg/lt  2,4- D. Χαρακτηριστικό δε είναι, ότι και για τα δύο είδη 
εκφύτων ο αρχικός χειρισµός µε µόνο 2:1 mg/lt 2,4-D:ΚΙΝ δεν έδωσε αποτελέσµατα, 
ενώ µετά και την προσθήκη 10% ασκορβικού οξέος υπήρξε επαγωγή καλογένεσης σε 
ποσοστό 20% (Πίνακας 21, Παράρτηµα Πινάκων). 
 
∆ιάγραµµα 11: Επίδραση πέντε διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης, 
πηγή εκφύτου και ασκορβικό οξύ σε νωπό βάρος κάλου από ιξό. (σκιασµένες µπάρες 
= θρεπτικό µέσο χωρίς ασκορβικό οξύ,  πράσινες µπάρες = θρεπτικό µέσο µε 
ασκορβικό οξύ). 

Επίδραση ρυθµιστών αύξησης χωρίς και µε ασκορβικό οξύ στην 
επαγωγή κάλου ιξού σε σχέση µε το Ν.Β.
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Η προσθήκη ασκορβικού σε όλα τα υποστρώµατα έδωσε βαρύτερους κάλους, 

όσον αφορά τα Νωπά Βάρη, σε όλα τα είδη εκφύτων.  

 

∆ιάγραµµα 12: Επίδραση πέντε διαφορετικών χειρισµών µε ρυθµιστές αύξησης, 
πηγή εκφύτου και ασκορβικό οξύ σε ξηρό βάρος κάλου από ιξό. (µαύρες µπάρες = 
θρεπτικό µέσο χωρίς ασκορβικό οξύ,  σκιασµένες µπάρες = θρεπτικό µέσο µε 
ασκορβικό οξύ). 
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Επίδραση ρυθµιστών ανάπτυξης χωρίς και µε ασκορβικό οξύ στην 
επαγωγή κάλου ιξού σε σχέση µε το Ξ.Β.
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 Κατά την µέτρηση του Ξηρού Βάρους, την µεγαλύτερη τιµή για κάλο 
προερχόµενο από έκφυτο φύλλου, παρουσιάζει το υπόστρωµα µε ρυθµιστές αύξησης 
ΝΑΑ : ΚΙΝ και συγκέντρωση 1:1 mg/lt, ενώ για κάλο προερχόµενο από έκφυτο 
βλαστού, οι µεγαλύτερες τιµές παρουσιάζονται για τους συνδυασµούς ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 
mg/lt, και  5: 2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt. 

 
Πίνακας 26.: Ανάλυση διαφορών των επαγόµενων κάλων και αύξησης (νωπό και 
ξηρό βάρος) από ιξό σε σχέση µε το είδος του εκφύτου (βλαστός, φύλλο), το 
ασκορβικό οξύ και πέντε ρυθµιστές αύξησης. 

  Επαγωγή κάλου 
(%) 

 Ανάπτυξη     
κάλου 
(Νωπό Βάρος) 

Ανάπτυξη κάλου 
(Ξηρό Βάρος) 

 
Είδος Επέµβασης Β.Ε

. 
Μέσο 
Τετράγωνο 

Μέσο 
Τετράγωνο 

Μέσο 
Τετράγωνο 

Πηγή Εκφύτου (A) 1 16.562**** 2.382643*** 0.085888* 
Ασκορβικό οξύ (B) 1 1.458**** 0.889654*** 0.001415ns 
Ρυθµιστής Ανάπτυξης (C) 4 0.62125**** 0.158135**** 0.023997** 
(A X B) 1 0.338** 0.012142** 0.005143ns 
(A X C) 4 0.33325**** 0.222545**** 0.053722*** 
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(B X C) 4 0.52925**** 1.148086**** 0.027549** 
(A X B X C) 4 0.61425**** 1.411594**** 0.022254* 
Σφάλµα 480 0.24098**** 0.000073 0.003370 
Σύνολο 499    

* p <0.05, ** p <0.05, *** p <0.001, **** p <0.0001, ns = µη-στατιστικά σηµαντική    
διαφορά 
 
 
4.2.5. Υποστρώµατα µε την προσθήκη εκχυλισµάτων 
 

Κατά την προσθήκη διάφορων εκχυλισµάτων στο υπόστρωµα εκφύτων ιξού 
(φύλλων και βλαστών), ανταπόκριση στην επαγωγή κάλων υπήρξε µόνο κατά την 
προσθήκη διηθήµατος λιγνινών (ουσίας Γ) σε συγκεντρώσεις 1 ml/l και 10 ml/l  και 
CH3COONa σε συγκεντρώσεις 0.1 g/lt και 0.2 g/lt. Αντίθετα η προσθήκη διηθήµατος 
ηµικυτταρινών (ουσίας Α) και διηθήµατος κυτταρινών (ουσίας Β) σε διάφορες 
συγκεντρώσεις στο υπόστρωµα, δεν έδωσαν κανένα αποτέλεσµα. Τα ποσοστά για 
κάθε επέµβαση αναλυτικά παρουσιάζονται στον Πίνακα 10 στο Παράρτηµα 
Πινάκων.  
 
∆ιάγραµµα 13: Ανάπτυξη εκφύτου σε σχέση µε το Νωπό Βάρος ανά είδος 
υποστρώµατος (µετρήσεις κατά την τέταρτη εβδοµάδα)  

Επίδραση εκχυλισµάτων  στην επαγωγή κάλου ιξού
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Πίνακας 28.: Ανάλυση διαφορών και F που προκύπτουν από το Νωπό Βάρος κάλων 
ιξού από έκφυτα βλαστών και φύλλων σε υποστρώµατα µε την προσθήκη διαφόρων 
εκχυλισµάτων (ηµικυτταρινών, κυτταρινών, λιγνινών και CH3COONA). 

ANOVA             
Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ 

Βαθµοί 
Ελευθερίας ΜΤ F P-value F crit 
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Επεµβάσεις 1,771877 12 0,147656 65535 #ΑΡΙΘ! #ΑΡΙΘ! 

Υπόλοιπο 0 0 65535       

Σύνολο 1,771877 12         
 
∆ιάγραµµα 14: Ανάπτυξη εκφύτου σε σχέση µε το Ξηρό Βάρος  ανά είδος 
υποστρώµατος (µετρήσεις κατά την τέταρτη εβδοµάδα) 

Επίδραση εκχυλισµάτων στην επαγωγή κάλου ιξού
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Πίνακας 30. Ανάλυση διαφορών και F που προκύπτουν από το Ξηρό Βάρος κάλων 
ιξού από έκφυτα βλαστών και φύλλων σε υποστρώµατα µε την προσθήκη διαφόρων 
εκχυλισµάτων (ηµικυτταρινών, κυτταρινών, λιγνινών και CH3COONA). 

ANOVA             
Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,029661 12 0,002472 65535 #ΑΡΙΘ! #ΑΡΙΘ! 

Υπόλοιπο 0 0 65535       

Σύνολο 0,029661 12         
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∆ιάγραµµα  15: Ανάπτυξη του εκφύτου σε σχέση µε Νωπό και Ξηρό Βάρος εκφύτου 
κατά την τέταρτη εβδοµάδα και σύγκριση των τιµών ανά είδος εκφύτου 
 

Επίδραση εκχυλισµάτων στην επαγωγή ιξού (Ν.Β-Ξ.Β.)
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 Οι µεγαλύτερες τιµές Νωπού και Ξηρού Βάρους για κάλους 
προερχόµενους από έκφυτα τόσο φύλλων όσων και βλαστών, αφορούν το υπόστρωµα 
µε την προσθήκη ∆ιηθήµατος λιγνινών, οι οποίες όµως δεν ξεπερνούν αυτές των 
υποστρωµάτων ΝΑΑ και ΝΑΑ και ασκορβικού οξέως. Η διαφορά µεταξύ τους δεν 
είναι στατιστικά σηµαντική.  

Από τα στοιχεία που προέκυψαν από την ιστοκαλλιέργεια του ιξού µε τα 
συγκεκριµένα υποστρώµατα δεν παρατηρήθηκε εµβρυογένεση. 

Στα υποστρώµατα που προστέθηκαν 4-Αλδοτετραουρονικό οξύ σε διάφορες 
συγκεντρώσεις και ουσία Ε (εκχύλισµα ελάτου, φυσικού ξενιστή του ιξού) υπήρξε 
καλή ανταπόκριση στην επαγωγή κάλων τόσο για τα έκφυτα φύλλων, όσο και για τα 
έκφυτα βλαστών µε ποσοστά καλογένεσης 13,3% και 20% (Πίνακας 24Α, 
Παράρτηµα Πινάκων).  
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∆ιάγραµµα 16: Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού σε απόκριση σε Alt-4 
προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του κενάφ καθώς και 
κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού) 
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∆ιάγραµµα 17: Ανάπτυξη κυτταροκαλλιεργειών ιξού σε απόκριση σε Alt-4 
προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του κενάφ καθώς και 
κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού) σε σχέση µε το Νωπό 
Βάρος 

Επίδραση Alt-4 και εκχ. ξενιστών στην επαγωγή κάλου ιξού 
σε σχέση µε το Ν.Β.

0
0,05
0,1

0,15
0,2

0,25
0,3

0,35
0,4

0,45

M
S +

Alt-
4 

 0
.3

 m
g/

lt

M
S +

Alt-
4 

 1
.5

m
g/

lt

M
S +

Alt-
4 

 3
m

g/
lt

M
S +
εκ
χύ
λ ε
λά
το
υ 

1m
l/lt

M
S +

Alt-
4 

1.
66

 m
g/

lt

M
S +

Alt-
4 

16
.6

 m
g/

lt

M
S +
∆
ιή
θ 
ηµ
ικ
υτ
τ 5

0m
l/lt

M
S +
∆
ιή
θ 
κυ
ττ
αρ
ιν
ώ
ν 1

m
l/lt

M
S +
∆
ιή
θ 
κυ
ττ
αρ
ιν
ώ
ν 1

0m
l/lt

M
S +
∆
ιή
θ 
κυ
ττ
αρ
ιν
ώ
ν 5

0m
l/lt

M
S +
∆
ιή
θ 
λι
γν
ιν
ώ
ν 1

m
l/lt

M
S +
∆
ιή
θ 
λι
γν
ιν
ώ
ν 1

0m
l/lt

Είδος υποστρώµατος

Ν
ω
π
ό

 Β
ά
ρ
ο
ς
 κ
ά
λ
ο
υ

 ιξ
ο
ύ

 (
g

r)

 



 99

∆ιάγραµµα 18: Ανάπτυξη κυτταροκαλλιεργειών ιξού σε απόκριση σε Alt-4 
προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του κενάφ καθώς και 
κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού) σε σχέση µε το Ξηρό 
Βάρος. 

Επίδραση Alt-4 και εκχ. ξενιστών στην επαγωγή κάλου ιξού 
σε σχέση µε το ξηρό βάρος
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∆ιάγραµµα 19: Ανάπτυξη κυτταροκαλλιεργειών ιξού (νωπό-ξηρό βάρος) σε 
απόκριση σε Alt-4 προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του 
κενάφ καθώς και κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού). 

Επίδραση Αlt-4 και εκχ. ξενιστών στην επαγωγή κάλου ιξού 
(Ν.Β.-Ξ.Β.)
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Οι κάλοι που προέρχονται από το υπόστρωµα µε την προσθήκη µικρότερης 
ποσότητας Alt-4 (0,3 mg/lt) είναι οι περισσότερο αναπτυγµένοι (µεγαλύτερα Νωπά 
Βάρη), όπως επίσης κι οι κάλοι που προέρχονται από το υπόστρωµα στο οποίο έχει 
προστεθεί εκχύλισµα ελάτου (Ουσία Ε). Ανάλογη είναι η εικόνα και για τα Ξηρά 
Βάρη, µε εξαίρεση αυτό από το υπόστρωµα ελάτου, όπου το οποίο παρουσιάζεται 
µικρότερο.  Ακόµη, παρατηρείται ότι τα Νωπά και Ξηρά βάρη των κάλων που 
προέκυψαν από την καλλιέργεια σε υπόστρωµα µε εκχύλισµα ξενιστών του φυτού 
ιξού, συµπίπτουν. 

Με βάση τους πίνακες στατιστικής ανάλυσης των παραπάνω δεδοµένων, ως 
τα καλύτερα υποστρώµατα για την καλλιέργεια εκφύτων ιξού, επιλέχθηκαν αυτά µε 
την  προσθήκη 10 % ασκορβικού οξέος και 1 mg/lt ΝΑΑ στο υπόστρωµα για την 
καλλιέργεια των φύλλων και των βλαστών. Εστιάζοντας στα ποσοστά καλογένεσης 
από έκφυτα βλαστών, η προσθήκη   2 mg/lt 2,4-D έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα, 
τα οποία όµως δεν ήταν στατιστικώς σηµαντικά σε σχέση µε την προσθήκη 1 mg/lt 
ΝΑΑ. Επιπλέον, και για την οµοιοµορφία των πειραµάτων, επιλέχθηκε και για τους 
βλαστούς το υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 mg/lt ΝΑΑ. 

Για όλες τις επόµενες επεµβάσεις ακολουθήθηκε το συγκεκριµένο 
πρωτόκολλο ιστοκαλλιέργειας.   
  
 
4.2.6. Ανταπόκριση των εκφύτων στην επίδραση της φωτοπεριόδου 
 
 Γενικά, οι κάλοι που προήλθαν από το πρώτο εικοσιτετράωρο µε φως (Αρχικά 
24h φως), εµφανίζουν µεγαλύτερα ποσοστά καλογένεσης.  
Η διαφορά τους δεν είναι στατιστικά σηµαντική και η µεταξύ τους συσχέτιση είναι 
µεγάλη. 

Επίσης, στους κάλους που προέρχονται από το πρώτο εικοσιτετράωρο µε 
σκοτάδι, την καλύτερη ανάπτυξη έχουν αυτοί που εκτίθενται στο περισσότερο φως, 
χωρίς όµως να είναι στατιστικά σηµαντική η διαφορά µε το ποσοστό καλογένεσης 
στους κάλους των υπόλοιπων επεµβάσεων. 
 
∆ιάγραµµα 20: Επαγωγή κάλου % από έκφυτα ιξού µετά από την επίδραση 
φωτοπεριόδου. 
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Πίνακας 31. Ανάλυση συσχέτισης των ποσοστών καλογένεσης σε κάλους 
προερχόµενους από έκφυτα ιξού µετά από την επίδραση φωτοπεριόδου.  

  
Αρχικά 
φως (24 
ώρες) 

Αρχικά 
σκοτάδι 

(24 
ώρες) 

Αρχικά 
φως 
(24 

ώρες) 

1   

Αρχικά 
σκοτάδι 

(24 
ώρες) 

0,990159 1 

 
Πίνακας 32. Ανάλυση των αποτελεσµάτων καλογένεσης που προέκυψαν από έκφυτα 
ιξού µετά από την επίδραση φωτοπεριόδου. 

Anova: Single Factor             

ΣΥΝΟΨΗ             

Επεµβάσεις Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

Αρχικά φως (24 ώρες) 5 13 2,6 2,3     

Αρχικά σκοτάδι (24 
ώρες) 5 8,2 1,64 0,863     

ANOVA             

Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 2,304 1 2,304 1,456845 0,261907 5,317645 
Υπόλοιπο 12,652 8 1,5815       

Σύνολο 14,956 9         
 

4.2.7. Σωµατική Εµβρυογένεση 
Παρατηρήθηκαν σωµατικά έµβρυα στο σφαιρικό στάδιο στις καλλιέργειες 

κάλων πάνω από 4 εβδοµάδες, στο µέσο που περιείχε ασκορβικό οξύ (Εικόνα 7). Η 
σωµατική εµβρυογένεση είναι η διαδικασία σχηµατισµού εµβρύου από σωµατικούς 
ιστούς (σπορόφυτα, σποροφυτικά) και περιέχει ένα αριθµό ευκρινών σταδίων  π.χ. 
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τον σχηµατισµό των σφαιρικών εµβρύων ( προέµβρυα), την περαιτέρω ανάπτυξη του 
καρδιόσχηµου σταδίου, έως το στάδιο της τορπιλακάτου και τελικά το στάδιο της 
κοτυληδόνας (Torres 1989). 
 
Εικόνα 7.: Λευκό ροζ κάλοι επαγόµενοι από φύλλα ιξού σε MS + 4.95 µΜ NAA και 
καρποφορία σφαιρικών σωµατικών εµβρύων σε MS + 4.95 µΜ NAA 

 
 
 
Εικόνα 8.: Νηµάτια σαν ρίζες επαγόµενα από βλαστούς ιξού σε θρεπτικό υπόστρωµα  
MS + 4.95 µΜ NAA +  2.82 µΜ BA 
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4.3. ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΝΟΡΓΑΝΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ 

 
 
4.3.1. Συσσώρευση επιλεγµένων µακροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού: 
επίδραση της σύνθεσης του καλλιεργητικού µέσου και της προέλευσης του 
εκφύτου. 
 
 
4.3.1.1. Επίδραση των ρυθµιστών ανάπτυξης στην in vitro συσσώρευση 
µακροστοιχείων 
 
 Η συσσώρευση του συνόλου των µακροστοιχείων στις καλλιέργειες κάλων 
ιξού επηρεάστηκε σηµαντικά τόσο από τους ρυθµιστές ανάπτυξης (p<0.0001) και την 
προέλευση του εκφύτου (p<0.05), όσο και από την αλληλεπίδρασή τους (p<0.0001) 
(Πίνακας 27). 

Παρακάτω ακολουθεί διάγραµµα που περιγράφει την συσσώρευση αυτών των 
στοιχείων µε βάση το ξηρό βάρος (Ξ.Β.) των κάλων σε σχέση µε το είδος του 
εκφύτου (αν προέρχεται από βλαστό-βλ- ή φύλλο-φ-) και το υπόστρωµα που έχει 
καλλιεργηθεί. Γενικά στα φύλλα παρατηρείται µια συσσώρευση Κ, Mg, Fe και B, ενώ 
στους βλαστούς συσσώρευση  κυρίως Mg, Fe και B. 
Αναλυτικότερα, οι συσχετίσεις ανάλογα µε το είδος των ανόργανων στοιχείων, το 
έκφυτο, το υπόστρωµα και το χρόνο, δίνονται στις ακόλουθες παραγράφους.   
 
∆ιάγραµµα 21: Συσσώρευση των ανόργανων στοιχείων σε κάλους ιξού (% Ξ.Β.) από 
έκφυτα φύλλα και βλαστούς, σε διάφορα είδη υποστρωµάτων. 

Συσσώρευση ανόργανων  στοιχείων  σε κάλους ιξού µε βάση το 
Ξ.Β.
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Όπου βλ1, βλ23 έκφυτα που προέρχονται από βλαστούς σε υπόστρωµα ΝΑΑ  
(1mg/lt) και Κin:2,4-D (1:1, 1mg/lt) αντίστοιχα και φ-1, φ-23 έκφυτα που 
προέρχονται από φύλλα στα αντίστοιχα µε τους βλαστούς υποστρώµατα.  
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Πίνακας 27: Τα Μέσα Τετράγωνα και το επίπεδο σηµαντικότητας της ανάλυσης των 
επεµβάσεων των επιλεγµένων συγκεντρώσεων µακροστοιχείων σε καλλιέργειες 
κάλου το ιξού σε απόκριση µε τις επεµβάσεις µε διαφορετικούς ρυθµιστές ανάπτυξης 
και διαφορετική πηγή εκφύτου (φύλλο ή βλαστό). 
Παράγοντας 
Παραλλακτικότη
τας 

Β.Ε
. 

P K Ca Mg 

Ρυθµιστής 
Ανάπτυξης(A) 

9 0.000193
**** 

0.002267**** 0.00205*****  3419.679**** 

Πηγή Εκφύτου 
(B) 

1 0.000285
*** 

0.006415* 0.000398* 2367.112* 

A x B 9 0.000156
**** 

0.002496**** 0.001004**** 2082.114**** 

Σφάλµα 280 0.000001 0.000074 0.00003 64.1679 
Β. Ε. =Βαθµοί Ελευθερίας, * = p<0.05, *** = p<0.001, **** = p<0.0001 
 

Όσον αφορά τους προερχόµενους από βλαστούς κάλους, η εφαρµογή 4.65 µM 
Kin ήταν ανώτερη άλλων Ρυθµιστών Ανάπτυξης επιφέροντας τη µέγιστη in vitro 
συσσώρευση των επιλεγµένων µακροστοιχείων. Επιπροσθέτως, η µέση in vitro 
συσσώρευση µεταλλικών στοιχείων ήταν µεγαλύτερη στις καλλιέργειες κάλων 
προερχόµενων από βλαστούς σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες κάλων προερχόµενων 
από φύλλα. 

 
Πίνακας 28: Συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων των µακροστοιχείων από 
καλλιέργειες κάλων ιξού και των επεµβάσεων µε τους διάφορους ρυθµιστές 
ανάπτυξης 
Κάλοι -προερχόµενοι από βλαστό- 
 K P Ca Mg 
K 1    
P 0.983727 1   
Ca 0.766442 0.791423 1  
Mg 0.986103 0.995975 0.802085 1 
 
Κάλοι-προερχόµενοι από φύλλο- 
 K P Ca Mg 
K 1    
P 0,802689 1   
Ca 0.327683 0.0051 1  
Mg 0.84819 0.599061 0.735849 1 

 
Γενικά στα φύλλα παρατηρείται µια συσσώρευση Κ, Mg, Fe και B, ενώ στους 

βλαστούς συσσώρευση  κυρίως Mg, Fe και B. 
Αναλυτικότερα, η in vitro συσσώρευση K ήταν µικρότερη σε σύγκριση µε την 

αντίστοιχη σε φυτά ιξού (∆ιάγραµµα 21) και µικρότερη από τη συγκέντρωση K σε 
ξενιστές ιξού, όπως το έλατο, η βελανιδιά και η καστανιά. Τα φυτά ιξού µπορούσαν 
να συσσωρεύουν K σε µεγαλύτερη συγκέντρωση σε σύγκριση µε τους ξενιστές. Όσον 
αφορά τις προερχόµενες από φύλλα καλλιέργειες, τα καλύτερα αποτελέσµατα 
επιτεύχθηκαν µε το συνδυασµό Kin και NAA σε µοριακή αναλογία 1:4 (l-7). 
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∆ιάγραµµα 22: Συσσώρευση Καλίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από διάφορα υποστρώµατα (ρυθµιστών αύξησης και ξενιστών ιξού) 

Συσσώρευση καλίου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα 
υποστρώµατα
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Επίσης, η µέση in vitro συσσώρευση P ήταν µικρότερη σε σύγκριση µε την 

αντίστοιχη σε φυτά ιξού και µικρότερη από τη συγκέντρωση P σε ξενιστές ιξού. 
Εντούτοις, όσον αφορά κάλους προερχόµενους από βλαστούς η εφαρµογή 4.65 µM 
Kin δεν ήταν µόνο ανώτερη άλλων ρυθµιστών ανάπτυξης, αλλά υπερτερούσε και 
έναντι των φυτών ιξού. Όπως και στην περίπτωση της συσσώρευσης K, η υψηλότερη 
συγκέντρωση P σε καλλιέργειες προερχόµενες από φύλλα παρατηρήθηκε µε το 
συνδυασµό Kin και NAA σε µοριακή αναλογία 1:4 (l-7).  
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∆ιάγραµµα 23: Συσσώρευση Φωσφόρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από διάφορα υποστρώµατα (ρυθµιστών αύξησης και ξενιστών ιξού) 

Συσσώρευση φωσφόρου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε 
διάφορα υποστρώµατα
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Επίσης, η in vitro συσσώρευση Ca ήταν µικρότερη σε σύγκριση µε την 

αντίστοιχη σε φυτά ιξού (∆ιάγραµµα 23) και µικρότερη από τη συγκέντρωση Ca σε 
ξενιστές ιξού. Τα φυτά ιξού µπορούσαν να συσσωρεύουν Ca σε µεγαλύτερη 
συγκέντρωση σε σύγκριση µε τους ξενιστές. Όσον αφορά τις προερχόµενες από 
φύλλα καλλιέργειες, τα καλύτερα αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν µε 4.65 µM Kin, 
οµοίως δηλαδή µε την περίπτωση των προερχόµενων από βλαστούς καλλιεργειών.  
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∆ιάγραµµα 24: Συσσώρευση Ασβεστίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από διάφορα υποστρώµατα (ρυθµιστών αύξησης και ξενιστών ιξού) 

Συσσώρευση Ασβεστίου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα 
υποστρώµατα
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Η in vitro συσσώρευση Mg ήταν µικρότερη σε σύγκριση µε την αντίστοιχη σε 

φυτά ιξού (∆ιάγραµµα 24) και µικρότερη από τη συγκέντρωση Mg σε ξενιστές ιξού 
(µε συγκέντρωση Mg µικρότερη από 0.3% επί ξηρού βάρους). Όσον αφορά τις 
προερχόµενες από φύλλα καλλιέργειες, τα καλύτερα αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν µε 
το συνδυασµό 4.95 µM NAA και 2.82 µM BA. 
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∆ιάγραµµα 25: Συσσώρευση Μαγνησίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από διάφορα υποστρώµατα (ρυθµιστών αύξησης και ξενιστών ιξού)  

 

Συσσώρευση Μαγνησίου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε 
διάφορα υποστρώµατα
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4.3.1.2. Επίδραση του ασκορβικού οξέος στην in vitro συσσώρευση 
µακροστοιχείων 
 

Η προσθήκη ασκορβικού οξέος στο καλλιεργητικό µέσο επηρέασε σηµαντικά 
τη συσσώρευση των επιλεγµένων µακροστοιχείων, µαζί µε την προέλευση του 
εκφύτου και την αλληλεπίδρασή τους (Πίνακας 29). Αυτή η συγκεκριµένη επίδραση 
ήταν διαφορετική για κάθε µακροστοιχείο. Το ασκορβικό οξύ προήγαγε τη 
συσσώρευση P και Ca σε προερχόµενους από βλαστούς κάλους και τη συσσώρευση 
K και Mg σε προερχόµενους από φύλλα κάλους (∆ιαγράµµατα 26 – 29).  
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∆ιάγραµµα 26: Συσσώρευση Καλίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα χωρίς και µε Ασκορβικό Οξύ 

Συσσώρευση καλίου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ
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 (όπου βλαστός1 και φύλλο1 βλαστοί και φύλλα αντίστοιχα, σε όλα τα 

διαγράµµατα που ακολουθούν και ασκ βλαστός1 και ασκ φύλλο υπόστρωµα βλαστών 
και υπόστρωµα φύλλων µε ασκορβικό, αντίστοιχα).  

Αναλυτικότερα, όσον αφορά την συσσώρευση του Καλίου σε κάλλους ιξού, 
τόσο προερχόµενους από φύλλα, όσο προερχόµενους κι από βλαστούς, η προσθήκη 
ασκορβικού οξέος ευνόησε την συσσώρευση και στα δύο είδη κάλων, ενώ η 
µεγαλύτερη συσσώρευση επιτεύχθηκε στους κάλους που προέρχονταν από φύλλα.  

Στο διάγραµµα 27, η συσσώρευση φωσφόρου είναι µεγαλύτερη στους 
προερχόµενους κάλους από βλαστό σε υπόστρωµα µε προσθήκη ασκορβικού οξέος, 
ενώ η προσθήκη ασκορβικού οξέος ευνόησε και την µεγαλύτερη συσσώρευση 
φωσφόρου στους κάλους τους προερχόµενους από φύλλα, σε αντίθεση µε την 
συσσώρευσή του φωσφόρου στους  κάλους από υποστρώµατα χωρίς προσθήκη 
ασκορβικού οξέος.   
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∆ιάγραµµα 27: Συσσώρευση φωσφόρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 

Συσσώρευση φωσφόρου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς 
ασκορβικό οξύ
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 Η συσσώρευση ασβεστίου (∆ιάγραµµα 28) αυξάνεται στατιστικά σηµαντικά 
όταν στο υπόστρωµα από έκφυτα βλαστού προστίθεται ασκορβικό οξύ, ενώ δεν 
παρατηρείται το ίδιο για τα έκφυτα από φύλλα.   
 Γενικά, παρατηρείται µικρή συσσώρευση ασβεστίου σε όλους τους κάλους 
εκτός εκείνων που προέρχονται από έκφυτα βλαστών µε την προσθήκη ασκορβικού 
οξέος. 
∆ιάγραµµα 28: Συσσώρευση ασβεστίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 

Συσσώρευση ασβεστίου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ
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 Η συσσώρευση µαγνησίου στα υποστρώµατα που δεν περιέχουν ασκορβικό 
οξύ, είναι µεγαλύτερη στους κάλους τους προερχόµενους από βλαστούς, ενώ στα 
υποστρώµατα µε ασκορβικό οξύ, είναι µεγαλύτερη στους κάλους τους 
προερχόµενους από φύλλα. 
    
∆ιάγραµµα 29: Συσσώρευση µαγνησίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ  

Συσσώρευση Μαγνησίου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό
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Πίνακας 29: Συσχέτιση µεταξύ των συσσωρευµένων µακροστοιχείων και των 
συγκεντρώσεων ξηρού βάρους κάλων προερχόµενων από ιστοκαλλιέργεια ιξού 
προερχόµενων από διαφορετικά έκφυτα (βλαστός, φύλλο).   

 K P Ca Mg 
Έκφυτα 
Βλαστών 

0.860748 0.840828 0.73662 0.883678 

Έκφυτα 
Φύλλων 

0.446028 0.398861 0.644118 0.508098 

 
 
Επιπλέον, διαπιστώθηκε ότι η συγκέντρωση του Ca σε προερχόµενους από 

φύλλα κάλους και η συγκέντρωση του Mg σε προερχόµενους από βλαστούς κάλους 
ελαττώθηκαν µετά την προσθήκη του ασκορβικού οξέος.  

 
Πίνακας 30: Τα Μέσα Τετράγωνα και το επίπεδο σηµαντικότητας της ανάλυσης των 
επεµβάσεων των επιλεγµένων συγκεντρώσεων µακροστοιχείων σε καλλιέργειες 
κάλου το ιξού σε απόκριση στις επεµβάσεις µε Ασκορβικό Οξύ (10 mg L-1) και 
διαφορετική πηγή εκφύτου (φύλλο ή βλαστό). 
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Παράγοντας 
Παραλλακτι
κότητας 

Β.Ε. P K Ca Mg 

Προσθήκη 
Ασκορβικού 
Οξέος (A) 

1 0.00049* 0.020396* 0.005163* 29.6564* 

Πηγή 
Εκφύτου 
(B) 

1 0.000259* 0.004344* 0.007605* 46.1019* 

A x B 1 0.000227* 0.004981* 0.006774* 203.7365* 
Σφάλµα 36 0.000023 0.000174 0.000204 6.111402 
Β.Ε. =Βαθµοί Ελευθερίας, * = p<0.05 
 
4.3.1.3. Επίδραση της διάρκειας της καλλιέργειας στην in vitro συσσώρευση 
µακροστοιχείων 
 

Οι προερχόµενες από βλαστούς καλλιέργειες ιξού παρουσίασαν ένα µοτίβο 
διακύµανσης της συσσώρευσης µακροστοιχείων κατά τη διάρκεια συνολικής 
περιόδου επώασης δέκα εβδοµάδων σε καλλιεργητικό µέσο MS εµπλουτισµένο µε 
4.95 µM NAA, µε µια αυξητική τάση µετά την όγδοη εβδοµάδα (∆ιάγραµµα 30). 
Εντούτοις, η παρατηρούµενη συσχέτιση µεταξύ της επώασης και των επιλεγµένων 
µακροστοιχείων και των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους ήταν µικρή (Πίνακας 31). 
Η συγκέντρωση της συνολικής διαλελυµένης πρωτεΐνης παρέµεινε σταθερή κατά τη 
διάρκεια των πρώτων πέντε εβδοµάδων, αλλά στη συνέχεια δεκαπλασιάστηκε. Κατά 
αυτόν τον τρόπο, για την in vitro συσσώρευση πρωτεΐνης δεν υπάρχει προφανής 
συσχέτιση µε τη συσσώρευση µακροστοιχείων.  
 
∆ιάγραµµα 30: Επίδραση της διάρκειας της καλλιέργειας κάλων ιξού στη 
συσσώρευση µακροστοιχείων 

Επίδραση της διάρκειας της καλλιέργειας κάλων ιξού στη συσσώρευση Μακροστοιχείων
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Πίνακας 31: Συσχέτιση µεταξύ της διάρκειας της επώασης της καλλιέργειας και των 
επιλεγµένων µακροστοιχείων και των συγκεντρώσεων Ξηρού Βάρους σε κάλους 
προερχόµενους από ιστοκαλλιέργεια βλαστού του ιξού.   
 K P Ca Mg Ξ.Β. 
∆ιάρκεια 
Καλλιέργειας 

0.54669 0.314226 -0.33852 0.681574 0.302016 

 
 

4.4. ΑΝΑΛΥΣΗ ΜΙΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΩΝ  
 
4.4.1. Επίδραση της σύνθεσης του θρεπτικού µέσου και της προέλευσης του 
εκφύτου στο σχήµα κατανοµής επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων σε 
ιστοκαλλιέργειες ιξού. 
  
4.4.1.1. Επίδραση της προσθήκης ρυθµιστών της φυτικής ανάπτυξης στη 
συγκέντρωση µικροδιατροφικών παραγόντων in vitro 
 

Η συσσώρευση Mn, Zn, Cu και B σε καλλιέργειες κάλου ιξού επηρεαζόταν 
σηµαντικά τόσο από την προσθήκη διαφόρων ρυθµιστών ανάπτυξης ( p<0.0001) και 
την προέλευση του εκφύτου (p<0.05), όσο και από την αλληλεπίδρασή τους 
(p<0.0001). Ωστόσο, κανένας από αυτούς τους παράγοντες δεν επηρέασε σε βαθµό 
στατιστικά σηµαντικό τη συσσώρευση Fe (Πίνακας 32). 

Η µέση συγκέντρωση Fe, Mn, Zn και Cu in vitro ήταν υψηλότερη στις 
καλλιέργειες κάλου από βλαστούς σε σύγκριση µε τις καλλιέργειες κάλου από φύλλα 
και πολύ υψηλότερη σε σχέση µε φυτά ιξού (∆ιαγράµµατα 31-35) και 
προσβεβληµένα από ιξό κλαδιά ξενιστών, όπως το έλατο, η δρυς και η καστανιά (µε 
συγκεντρώσεις µικροδιατροφικών παραγόντων  γενικά µικρότερες από το 0.008% 
του ξηρού βάρους).  

 
Πίνακας 32: Τα Μέσα Τετράγωνα και το επίπεδο σηµαντικότητας της ανάλυσης των 
επεµβάσεων των επιλεγµένων συγκεντρώσεων µικροστοιχείων σε καλλιέργειες 
κάλου το ιξού σε απόκριση µε τις επεµβάσεις µε διαφορετικούς ρυθµιστές ανάπτυξης 
και διαφορετική πηγή εκφύτου (φύλλο ή βλαστό). 
 
Παράγοντας 
Παραλλακτικό
τητας 

Β.Ε
. 

Fe Mn Zn Cu B 

Ρυθµιστής 
Ανάπτυξης(A) 

9 287.3829n
s  

57.64714*
*** 

30.29212**
** 

0.156769**** 262.1656**** 

Πηγή Εκφύτου 
(B) 

1 62.2670ns 85.85348* 15.21084* 0.220476* 178.7813* 

A x B 9 265.8829n
s 

38.61094*
*** 

8.87123***
* 

0.171066**** 310.1186**** 

Σφάλµα 280 169.0488 1.158327 0.266145 0.005276 6.881522 
Β. Ε. = Βαθµοί Ελευθερίας, * = p<0.05, **** = p<0.0001, ns= µη-στατιστικά 
σηµαντική    διαφορά 

 
∆ιάγραµµα 31: Συσσώρευση σιδήρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ    
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Συσσώρευση Σιδήρου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα υποστρώµατα
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Για τους κάλους από βλαστούς και µε την εξαίρεση του Β, η προσθήκη 4.65 

mM Kin ήταν ανώτερη από τους άλλους ρυθµιστές ανάπτυξης, οδηγώντας στη 
µέγιστη in vitro συσσώρευση των επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων.  
 
∆ιάγραµµα 32: Συσσώρευση µαγγανίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ   

 

Συσσώρευση Μαγγανίου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα υποστρώµατα
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Για τις καλλιέργειες µε έκφυτα φύλλων οι µέγιστες συγκεντρώσεις Fe και Mn  

επετεύχθησαν µε 4.95 mM NAA + 2.82 mM BA. Η µέγιστη συγκέντρωση Zn 
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παρατηρήθηκε µε 4.65 mM Kin και η µέγιστη συγκέντρωση Cu µε συνδυασµό NAA 
και Kin σε γραµµοµοριακή σχέση 1 : 4.7. 

 
∆ιάγραµµα 33: Συσσώρευση ψευδαργύρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ   

Συσσώρευση Ψευδαργύρου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα υποστρώµατα

0

2

4

6

8

10

12

βλ
ασ
τό
ς-

1

βλ
ασ
τό
ς-

3

βλ
ασ
τό
ς-

5

βλ
ασ
τό
ς-

7

βλ
ασ
τό
ς-

9

φύ
λλ
ο-

1

φύ
λλ
ο-

3

φύ
λλ
ο-

5

φύ
λλ
ο-

7

φύ
λλ
ο-

9

ιξό
ς-
φύ
λλ
ο

έλ
ατ
ο

κα
στ
αν
ιά

Μ
.Ο

.-φ
ύλ
λω
ν

Υποστρώµατα σε σχέση µε την πηγή εκφύτου

Σ
υ
σ
σ
ώ
ρ
ευ
σ
η

 Ψ
ευ
δ
α
ρ
γ
ύ
ρ
ο
υ
 (

%
 ξ

.β
.)

 
Η µέση παρατηρηθείσα περιεκτικότητα των καλλιεργειών ιξού σε Fe 

βρισκόταν πολύ πάνω από το γενικώς αποδεκτό κρίσιµο επίπεδο έλλειψης 2% (ξηρού 
βάρους) για ταχέως αναπτυσσόµενους µεριστωµατικούς και επεκτεινόµενους ιστούς 
(Haussling et al, 1985). 
 
∆ιάγραµµα 34: Συσσώρευση χαλκού σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 

Συσσώρευση χαλκού σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα υποστρώµατα
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∆ιάγραµµα 35: Συσσώρευση βορίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ   

Συσσώρευση Βορίου σε ξενιστές και κάλους ιξού σε διάφορα υποστρώµατα
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Η µέση συγκέντρωση B ήταν µικρότερη in vitro από ό,τι στα φυτά ιξού 

(∆ιάγραµµα 35) και µικρότερη από τη συγκέντρωση B στους ξενιστές του ιξού. Η 
µέση συγκέντρωση Β στις καλλιέργειες κάλου από βλαστούς ήταν χαµηλότερη από 
ό,τι στις καλλιέργειες µε έκφυτα φύλλων. Είναι πιθανό αυτό το αποτέλεσµα να 
αποτελεί άµεση συνέπεια της υψηλής συγκέντρωσης Β στα φύλλα του ιξού. Η 
µέγιστη συγκέντρωση B in vitro παρατηρήθηκε  είτε µε συνδυασµό NAA και Kin σε 
γραµµοµοριακή σχέση 1 : 4.7 (έκφυτα βλαστών) ή µε 4.95 mM NAA + 1.41 mM BA 
(έκφυτα φύλλων). Ο τελευταίος συνδυασµός ήταν ανώτερος όχι µόνο από τους 
άλλους ρυθµιστές ανάπτυξης, αλλά και από τα ίδια τα φυτά ιξού καθώς και τα είδη-
ξενιστές. Τέλος, τα φυτά ιξού συσσώρευαν το B σε µεγαλύτερη συγκέντρωση από τα 
είδη-ξενιστές.  

Εκτός από το B, η συσσώρευση των µικροδιατροφικών παραγόντων σε 
καλλιέργειες κάλου από έκφυτα βλαστών συσχετιζόταν ισχυρά µε τη συγκέντρωση 
επί του ξηρού βάρους (Πίνακας 33). Αντιθέτως, καµία τέτοια συσχέτιση δεν 
παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες κάλου από έκφυτα φύλλων.  
 
Πίνακας 33: Συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων των µικροστοιχείων από 
καλλιέργειες κάλων ιξού και των επεµβάσεων µε τους διάφορους ρυθµιστές 
ανάπτυξης (PGR treatments).  
Κάλοι -προερχόµενοι από βλαστό 
 Fe Mn Zn Cu B 
Fe 1     
Mn 0.931997 1    
Zn 0.914492 0.991187 1   
Cu 0.910275 0.984695 0.991592 1  
B -0.14501 -0.26732 -0.18919 -0.20005 1 
 
 
Κάλοι-προερχόµενοι από φύλλο 
 Fe Mn Zn Cu B 
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Fe 1     
Mn 0.416537 1    
Zn 0.355337 0.571722 1   
Cu 0.416537 0.926077 0.65719 1  
B 0.279464 0.098188 0.167794 -0.02433 1 

 
Σε τυλώδη ιστό προερχόµενο από βλαστούς, παρατηρήθηκε ισχυρή θετική 

συσχέτιση ανάµεσα στις συγκεντρώσεις Fe, Mn, Zn και Cu, ενώ η συσσώρευση B 
συσχετιζόταν ασθενώς αρνητικά µε τους άλλους µικροδιατροφικούς παράγοντες 
(Πίνακας 34). Αντιθέτως, σε καλλιέργειες προερχόµενες από φύλλα, παρατηρήθηκε 
υψηλή θετική συσχέτιση µόνο µεταξύ των συγκεντρώσεων Mn και Cu.  
 
Πίνακας 22: Τα Μέσα Τετράγωνα και το επίπεδο σηµαντικότητας της ανάλυσης των 
επεµβάσεων των επιλεγµένων συγκεντρώσεων µικροστοιχείων σε καλλιέργειες 
κάλου του ιξού σε απόκριση µε τις επεµβάσεις µε Ασκορβικό Οξύ (10 mg L-1) και 
διαφορετική πηγή εκφύτου (φύλλο ή βλαστό). 
Παράγοντας 
Παραλλακτι
κότητας 

Β.Ε. Fe Mn Zn Cu B 

Προσθήκη 
Ασκορβικού 
Οξέος (A) 

1 96.99179* 6.032455* 27.13336* 0.275427* 1762.515* 

Πηγή 
Εκφύτου 
(B) 

1 55.85767* 5.998471* 6.91844* 0.078732* 49.220* 

A x B 1 89.76270* 0.354939* 9.46679* 0.186003* 43.263* 
Error 36 2.692881 0.010640 0.283237 0.005580 1.29926 
Β. Ε. = Βαθµοί Ελευθερίας, * = p<0.05 
 
4.4.1.2. Επίδραση του ασκορβικού οξέος στη συσσώρευση µικροδιατροφικών 
παραγόντων in vitro 
 

Η προσθήκη ασκορβικού οξέος στο καλλιεργητικό µέσο επηρέασε σηµαντικά 
τη συσσώρευση των επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων, µαζί µε την 
προέλευση του εκφύτου και την αλληλεπίδραση των µικροδιατροφικών παραγόντων 
(Πίνακας 35).  
 
Πίνακας 35: Συσχέτιση µεταξύ των συσσωρευµένων µικροστοιχείων και των 
συγκεντρώσεων ξηρού βάρους κάλων προερχόµενων από ιστοκαλλιέργεια ιξού 
προερχόµενων από διαφορετικά έκφυτα (βλαστός, φύλλο).   

 Fe Mn Zn Cu B 
Έκφυτα 
Βλαστών 

0.967355 0.883678 0.953433 0.955651 -0.27229 

Έκφυτα 
Φύλλων 

0.253303 0.103907 0.861139 0.272634 0.179687 

 
 Η συγκεκριµένη επίδραση διέφερε για κάθε µικροδιατροφικό παράγοντα. Το 

ασκορβικό οξύ γενικά προήγαγε τη συσσώρευση µικροδιατροφικών παραγόντων 
τόσο στις καλλιέργειες από βλαστούς όσο και σε εκείνες από φύλλα.  
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Ωστόσο, η συσσώρευση Mn και Cu αυξήθηκε ιδιαιτέρως στις καλλιέργειες 
από βλαστούς, ενώ οι συγκεντρώσεις των Fe, Zn και B αυξήθηκαν ιδιαιτέρως στις 
καλλιέργειες από φύλλα (∆ιαγράµµατα 36-40).  

 
∆ιάγραµµα 36: Συσσώρευση σιδήρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ   
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Αναλυτικότερα, η µεγαλύτερη συσσώρευση σιδήρου παρατηρήθηκε στους κάλους 
προερχόµενους από φύλλα σε υπόστρωµα µε ασκορβικό οξύ, ενώ η συσσώρευση στα 
υπόλοιπα υποστρώµατα (µε ή χωρίς ασκορβικό οξύ) δεν παρουσίασε ιδιαίτερες 
διακυµάνσεις µεταξύ τους. 
 
∆ιάγραµµα 37: Συσσώρευση µαγγανίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 
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Συσσώρευση Μαγγανίου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό 
οξύ
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Η µεγαλύτερη συσσώρευση µαγγανίου σηµειώθηκε σε κάλους από βλαστό σε 

υπόστρωµα µε ασκορβικό οξύ, ενώ η προθήκη ασκορβικού οξέος στα υποστρώµατα 
εκφύτων φύλλων βοήθησε στην µεγαλύτερη συσσώρευση µαγγανίου σε σύγκριση µε 
τα υποστρώµατα χωρίς.  
 
∆ιάγραµµα 38: Συσσώρευση ψευδαργύρου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 

Συσσώρευση Ψευδαργύρου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ

0

1

2

3

4

5

6

7

βλαστός1 φύλλο1 ασκ βλαστός1 ασκ φύλλλο1

Είδος επέµβασης

Σ
υ
σ
σ
ώ
ρ
ε
υ
σ
η

 Ψ
ε
υ
δ
α
ρ
γ
ύ
ρ
ο
υ

 (
%

 ξ
.β

.)

 
Η µεγαλύτερη συσσώρευση ψευδαργύρου σηµειώθηκε στους κάλους τους 

προερχόµενους από έκφυτα φύλλων καλλιεργούµενων σε υπόστρωµα µε την 
προσθήκη ασκορβικού οξέος. 
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∆ιάγραµµα 39: Συσσώρευση χαλκού σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ 

Συσσώρευση Χαλκού σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ
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Η µεγαλύτερη συσσώρευση χαλκού σηµειώθηκε στους κάλους που προήλθαν 

από καλλιέργειες βλαστών σε υπόστρωµα µε προσθήκη ασκορβικού οξέος. Η 
προσθήκη ασκορβικού οξέος στα υποστρώµατα µε φύλλα δεν έδωσαν µεγαλύτερη 
συσσώρευση χαλκού. 
 Στην συσσώρευση βορίου, η προσθήκη ασκορβικού οξέος παίζει σηµαντικό 
ρόλο, αφού αυξάνει την συσσώρευση βορίου στους κάλους που προέρχονται από τα 
συγκεκριµένα υποστρώµατα, είτε αυτοί προέρχονται από φύλλα είτε προέρχονται από 
βλαστούς. Η µεγαλύτερη συσσώρευση βορίου στους κάλους από φύλλα και 
υποστρώµατα µε την προσθήκη ασκορβικού οξέος. 
 
∆ιάγραµµα 40: Συσσώρευση βορίου σε κάλους ιξού (φύλλα και βλαστοί) 
προερχόµενους από υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό οξύ   
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Συσσώρευση βορίου σε κάλους ιξού σε υποστρώµατα µε και χωρίς ασκορβικό 
οξύ
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Γενικά, παρατηρείται ότι το ασκορβικό οξύ ευνόησε τη συσσώρευση 

µικροδιατροφικών παραγόντων λόγω ενίσχυσης της ανάπτυξης κάλου (Πίνακας 34). 
 
4.4.1.3. Επίδραση της διάρκειας καλλιέργειας στη συσσώρευση 
µικροδιατροφικών παραγόντων in vitro 
 

Οι προερχόµενες καλλιέργειες από βλαστούς κάλου παρουσίασαν ένα 
µεταβαλλόµενο σχήµα συσσώρευσης µικροδιατροφικών παραγόντων  κατά τη 
διάρκεια της περιόδου επώασης συνολικά 10 εβδοµάδων σε MS + 4.95 mM NAA, µε 
αυξητική τάση µετά την όγδοη εβδοµάδα (∆ιάγραµµα 41). Εξαίρεση αποτέλεσε η 
µείωση της συσσώρευσης Β µετά την ένατη εβδοµάδα καλλιέργειας. Ωστόσο, η 
παρατηρηθείσα συσχέτιση ανάµεσα στην επώαση και τις συγκεντρώσεις των 
επιλεγµένων µικροδιατροφικών παραγόντων ήταν ασθενής (Πίνακας 36). 

Η συγκέντρωση της συνολικής διαλυτής πρωτεΐνης στον τυλώδη ιστό 
παρέµεινε σταθερή κατά τις πρώτες πέντε εβδοµάδες επώασης, αλλά αυξήθηκε στο 
δεκαπλάσιο ακολούθως. Έτσι, η συσσώρευση πρωτεΐνης in vitro δεν φαινόταν να 
συσχετίζεται µε τη συγκέντρωση των µικροδιατροφικών παραγόντων.  
 
∆ιάγραµµα 41: Επίδραση της διάρκειας καλλιέργειας στην συσσώρευση 
µικροδιατροφικών παραγόντων in vitro 
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Επίδραση της διάρκειας της καλλιέργειας κάλων ιξού στη συσσώρευση 
µικροστοιχείων
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Πίνακας 36: Συσχέτιση µεταξύ της διάρκειας της επώασης της καλλιέργειας και των 
επιλεγµένων µικροστοιχείων και των συγκεντρώσεων Ξηρού Βάρους σε κάλους 
προερχόµενους από ιστοκαλλιέργεια βλαστού του ιξού.   
 Fe Mn Zn Cu B Ξ.Β. 
∆ιάρκεια 
Καλλιέργειας 

0.486564 0.474003 0.203813 -0.04714 0.328153 0.302016 

 
 
4.5. ΟΛΙΚΑ ΦΑΙΝΟΛΙΚΑ 
 

Παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των ολικών διαλυτών, µη οξειδωµένων 
φαινολικών ενώσεων στους κάλους, οι οποίοι επωάστηκαν σε µέσο που περιείχε 
ασκορβικό οξύ (∆ιάγραµµα 42, Πίνακας 38).  

 
∆ιάγραµµα 42: Επίδραση της προσθήκης ασκορβικού οξέος στη µέτρηση 
φαινολικών σε κάλους ιξού  
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(1:υπόστρωµα χωρίς ασκορβικό, 2: υπόστρωµα µε ασκορβικό οξύ) 
 
 
4.6. ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΕΣ 
 
 
4.6.1. Αποµόνωση Πρωτοπλαστών 
 

Περισσότεροι πρωτοπλάστες αποµονώθηκαν από τους κάλλους κι όχι από τα 
φύλλα στην συγκέντρωση 0.008% (w/v) της πεκτινάσης. Το αντίθετο φαινόµενο 
παρατηρήθηκε στην διπλάσια συγκέντρωση πεκτινάσης. Στις υψηλές συγκεντρώσεις 
και των δύο ενζύµων κανένας πρωτοπλάστης από τους κάλους δεν αποµονώθηκε 
(∆ιάγραµµα 42). Ανεξάρτητα από το ένζυµο, οι πρωτοπλάστες που αποµονώθηκαν 
από τα φύλλα ήταν σε µεγαλύτερο ποσοστό βιώσιµοι (περίπου 100%) από αυτούς 
των κάλων (∆ιάγραµµα 43). Αυτό πιθανά να οφείλεται στο γεγονός ότι 
χρησιµοποιήθηκαν κάλοι χρώµατος καφέ (ιστοκαλλιέργεια χωρίς ασκορβικό οξύ), το 
οποίο υποδηλώνει την ύπαρξη οξειδωµένων φαινολικών ουσιών. Παρόµοιο ποσοστό 
βιωσιµότητας (100%) παρατηρήθηκε µόνο στην περίπτωση πρωτοπλαστών που 
αποµονώθηκαν από φύλλα ή κάλους σε πεκτινάση 0.008% και σελλουλάση 0.007%. 
Σε άριστες συνθήκες, 67 x 104 βιώσιµοι πρωτοπλάστες g fw-1 ιστού αποµονώθηκαν 
από φύλλα ιξού που διαλύθηκαν σε διάλυµα που περιείχε 0.016% πεκτινάση και 
0.007% σελλουλάση (Πίνακας 39).  
Η συνολική αποµόνωση πρωτοπλαστών ήταν υψηλότερη στους κάλους απ’ ότι 
στα φύλλα, αλλά οι πρωτοπλάστες οι προερχόµενοι από τους κάλους ήταν 
λιγότερο βιώσιµοι, πιθανόν λόγω γήρατος (πιο γερασµένοι)-καφεόχρωµοι κάλοι, 
που χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση στο πείραµα. 

 

Επίδραση της προσθήκης Α.Ο. στη µέτρηση φαινολικών σε κάλους ιξού 
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∆ιάγραµµα 43:  Επιδράσεις των χειρισµών αποµόνωσης (σελλουλάση και 
πεκτινάση) σε σχέση µε την απόδοση πρωτοπλαστών ιξού. (µαύρες στήλες  = ιστός 
φύλλου, σκιασµένες στήλες  = ιστοί κάλων). (***)  
 

 
 
 
*** (1) 0.008% πεκτινάση + 0.007% σελλουλάση  (2) 0.008% πεκτινάση  + 0.014% 
σελλουλάση (3) 0.016% πεκτινάση + 0.007% σελλουλάση (4) 0.016% πεκτινάση + 
0.014% σελλουλάση 
 

Επιδράσεις σελλουλάσης-πεκτινάσης σε σχέση µε την 
απόδοση πρωτοπλαστών ιξού
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∆ιάγραµµα 44: Επιδράσεις των χειρισµών αποµόνωσης (σελλουλάση και πεκτινάση) 
σε σχέση µε την βιωσιµότητα πρωτοπλαστών ιξού (%). (µαύρες στήλες  = ιστός 
φύλλου, σκιασµένες στήλες  = ιστοί κάλων). (***)  
 
 
 

 
 
*** (1) 0.008% πεκτινάση + 0.007% σελλουλάση  (2) 0.008% πεκτινάση  + 0.014% 
σελλουλάση (3) 0.016% πεκτινάση + 0.007% σελλουλάση (4) 0.016% πεκτινάση + 
0.014% σελλουλάση 
 
Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων, αποδεικνύει ότι υπάρχει διαφορά στατιστικά 
σηµαντική µεταξύ όλων των επεµβάσεων και τιµών (σύγκριση και ανά δύο) σε 
επίπεδο σηµαντικότητας 5%.  
 
 
 
4.7. ΠΑΡΑΓΩΓΗ-ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
4.7.1. Προσδιορισµός πρωτεϊνών  
 
4.7.1.1. Ποσοτικός Προσδιορισµός 
 

Ο µέσος όρος πρωτεΐνης που περιέχεται ανά κάλο είναι 1.178 +  0.058 µg/g 
f.w. (νωπό βάρος), ενώ στο αρχικό φυτό δότη είναι 1.318+ 0.18 µg/g f.w. (νωπό 
βάρος). 

 
 
 
 

Επιδράσεις σελλουλάσης-πεκτινάσης σε σχέση µε την βιωσιµότητα 
πρωτοπλαστών ιξού
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∆ιάγραµµα 45: Ποσοτικός προσδιορισµός της πρωτεΐνης που περιέχεται ανά οµάδα 
κάλων µε βάση την απορρόφηση ανά γραµµάριο κάλου   
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∆ιάγραµµα 46: Ποσοτικός προσδιορισµός της πρωτεΐνης που περιέχεται ανά 

οµάδα κάλων µε βάση το Νωπό βάρος κάλου (ανά γραµµάριο)   
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∆ιάγραµµα 47: Συχνότητα διακύµανσης συγκέντρωσης πρωτεΐνης (µg/g νωπού 
βάρους κάλου) σε κάλους ιξού (Viscum album) προερχόµενους από έκφυτα βλαστών  

Kαταγραφή της πρωτεϊνικής διακύµανσης σε κάλους ιξού  
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1 = 1.3 -  1.5 µg/g  
2 = 1.6 –2.5 µg/g  
3= 2.6 – 3.5 µg/g  

4 = 3.6 – 4.5 µg/g 
5 = 4.6 – 5.5 µg/g  
6 = 5.5 -  9 µg/g  
7 = >9 µg/g  

 
 
∆ιάγραµµα 48: Συχνότητα διακύµανσης του Νωπού Βάρους (g) σε κάλους ιξού 
προερχόµενους από έκφυτα βλαστών (Viscum album). 
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∆ιακύµανση σε κάλους ιξού του νωπού βάρους 
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1 = 0.5 -1 g  
2 = 1.1 –1.5 g  
3= 1.6 – 2 g  

4 = 2.1 – 2.5 g  
5 = 2.6 -  3 g  
6 = >3 g  

 
 
Στο Παράρτηµα Πινάκων οι Πίνακες 40, 40Α, 40Β περιγράφουν αναλυτικά τις τιµές 
για τα ∆ιαγράµµατα 45-48. 

 
4.7.1.2. Ποιοτικός Προσδιορισµός 

 
 Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έδειξε πέντε βασικές µπάντες σε όλα τα 

δείγµατα που ηλεκτροφορήθηκαν (500 διαφορετικά δείγµατα) οι οποίες ήταν οι εξής: 
53, 76, 116 και 170 kDa (Σχήµα 5), πιθανώς αντιπροσωπεύοντας διµερείς και 
µονοµερείς µορφές των λεκτινών (περίπου στα 114 και 57 kDa) (Olsnes, 1982; 
Vester, 1977). Αυτές οι πρωτεϊνικές µπάντες εντοπίζονται και στο αρχικό φυτό (φυτό 
δότης), µαζί µε µια ακόµη µπάντα πρωτεΐνης στα 212 kDa.  
 
 
Σχήµα 2. SDS-PAGE πρωτεϊνών ιξού από βλαστούς φυτού δότη και κάλων 
επαγόµενων από βλαστούς ιξού (τα βέλη δείχνουν τις πρωτεϊνικές µπάντες)  
(M=πρωτεΐνες-µάρτυρες, S=φυτό ιξού, C=κάλος επαγόµενος από το φυτό) 
 
 
 
 
 
 
 

 
kDa M  S C 
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4.7.2. Σωµακλωνική Παραλλακτικότητα  
 

Ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία (περιγραφή της ηλεκτροφόρησης 
πρότυπων πρωτεϊνών), παρατηρήθηκε ότι σε σαράντα σειρές κάλων εµφανίστηκαν 
πέντε επιπλέον πρωτεϊνικές µπάντες,  από αυτές που παρουσίαζε το φυτό-δότης από 
τις οποίες τρεις ήταν < 53 kDa, µία περίπου στα 100 kDa και µία περίπου στα 150 
kDa. Συγκεκριµένα οι κάτω από τα 53 kDa, υπολογίστηκαν στα 47, 35 και 33 kDa, 
ενώ οι µεγαλύτερες στα 96 και 146 kDa, αντίστοιχα. Ο δευτερογενής µεταβολισµός 
είναι επίσης στενός κρίκος στην κυτταρική διαφοροποίηση: γι’ αυτό είναι πιθανό ότι 
οι εµβρυογενείς κάλοι του ιξού, που δοκιµάστηκαν στην παρούσα µελέτη και έδειξαν 
υψηλό επίπεδο διαφοροποίησης, θα µπορούσαν να παράγουν πρωτεΐνες του ιξού σε 
υψηλό ρυθµό. Η παρούσα εµφανιζόµενη σωµακλωνική παραλλακτικότητα, από 
πλευράς ποιοτικής και ποσοτικής παραγωγής πρωτεϊνών του ιξού, είναι σχετικά 
χαµηλή (8%), αλλά δείχνει για πρώτη φορά την πιθανότητα της in vitro παραγωγής 
σταθερών και καθορισµένων εκχυλισµάτων πρωτεϊνών µε κυτοτοξικές και άνοσο-
ρυθµιστικές ιδιότητες.  

Παρατηρήθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις πρωτεϊνών από αυτές του 
φυτού-δότη και συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι ενώ στο 30% των κάλων η 
συγκέντρωση της συσσωρευµένης πρωτεΐνης κυµαινόταν στο µ.ο. των 2,6 µg/g 
φρέσκου βάρους, σ’ ένα 10% ξεπερνούσε τα 9 µg/g φρέσκου βάρους. 

 
Σχήµα 3. Η εικόνα που παρουσιάζεται στην SDS-PAGE ανάλυση, ανάµεσα σε 
δείγµατα βλαστού-φύλλου (S), επαγόµενου κάλου (C ) και σωµακλωνικού κάλου 
(SC) είναι η παρακάτω:  
(όπου Μ µάρτυρας πρωτεϊνών)  

 

212→ 
 
170→ 
116→ 
76→ 
 
53→ 
 
 
 
 
 
 
 

216 kDa 

175 kDa 

119 kDa 

95 kDa 

64 kDa 

55 kDa 
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Όσον αφορά την παραλλακτικότητα των επόµενων γενεών των σωµακλωνικών 
κάλων, η εικόνα που παρουσιάζουν είναι η παρακάτω (σχήµα 4.) 

 
Σχήµα 4. SDS-PAGE πρωτεϊνών ιξού από βλαστούς φυτού δότη και σωµακλωνικών 
κάλων επαγόµενων από βλαστούς ιξού (τα βέλη δείχνουν τις διαφορετικές 
πρωτεϊνικές µπάντες)  
(M=πρωτεΐνες-µάρτυρες, S=βλαστός ιξού, SCi=κάλος επαγόµενος από βλαστό 
SC1=κάλος 1ης γενιάς, SC2=κάλος 2ης γενιάς, , SC3=κάλος 3ης γενιάς, , SC4=κάλος 
4ης γενιάς, , SC5=κάλος 5ης γενιάς) 
 
 

 
         

 
 

kDa     M       S   SC1  SC2  SC3 SC4 SC5 

212→ 
 
170→ 
 
116→ 
76→ 
53→ 
 
 
 
 
 
 

146 kDa 

146 kDa 

33 kDa 

96 kDa 

35 kDa 

47 kDa 

47 kDa 

35 kDa 

33 kDa 
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Σχήµα 5. SDS-PAGE πρωτεϊνών ιξού από βλαστούς φυτού δότη και κάλων 
επαγόµενων από βλαστούς ιξού (τα βέλη δείχνουν τις πρωτεϊνικές µπάντες)  
 
(M=πρωτεΐνες-µάρτυρες, S=βλαστός ιξού, CHi=κάλος σε υπόστρωµα ξενιστή 
επαγόµενος από βλαστό, CH1=κάλος σε υπόστρωµα ξενιστή-έλατο, CH2=κάλος σε 
υπόστρωµα ξενιστή-βελανιδιά, CH3=κάλος σε υπόστρωµα ξενιστή-καστανιά, 
CH4=κάλος σε υπόστρωµα ξενιστή-κενάφ, CH5=κάλος σε υπόστρωµα ξενιστή- 
βαµβάκι 
 

        

 
 
 
 
 
 
4.7.3. Μακροσκοπική παρατήρηση 
 

Εκτός από τον προαναφερθέντα διαχωρισµό µεταξύ ‘µαύρου’ και ‘λευκού’ κάλου, οι κάλοι 
του γκι έχουν µια ιδιαίτερη µορφολογική δοµή. Έχει συχνά παρατηρηθεί µια υποκίτρινη νηµατώδης 
προεξοχή, που καλύπτει τους κάλλους. Αυτοί, όπως παρατηρήθηκε, δηµιουργούνται από µικρές 
µαύρες δοµές µε σχήµα σαν σπόρο. Η λειτουργία αυτών των δοµών είναι άγνωστη, αλλά είναι πιθανόν 
να συνδέονται µε τα µυζητικά όργανα του φυτού (haustoria). Σωµατικά έµβρυα στο σφαιρικό στάδιο 
παρατηρήθηκαν στις καλλιέργειες κάλων πάνω από 4 εβδοµάδες, στο µέσο που περιείχε ασκορβικό 
οξύ. Η σωµατική εµβρυογένεση είναι η διαδικασία σχηµατισµού εµβρύου από σωµατικούς ιστούς και 
περιέχει ένα αριθµό ευκρινών σταδίων  π.χ. τον σχηµατισµό των σφαιρικών εµβρύων ( προέµβρυα), 
την περαιτέρω ανάπτυξη του καρδιόσχηµου σταδίου, έως το στάδιο της τορπιλακάτου και τελικά το 
στάδιο της κοτυληδόνας (Torres 1989). Εφόσον η µορφοποίηση των δευτερογενών µεταβολιτών στα 
µητρικά φυτά εξαρτάται από ένα καθορισµένο εξειδικευµένο ιστό, είναι πιθανό ότι τα σωµατικά 
έµβρυα του ιξού, τα οποία δείχνουν υψηλό βαθµό διαφοροποίησης του ιστού, θα µπορούσαν να 
συσσωρεύουν διάφορες ουσίες φαρµακευτικής αξίας σε ικανοποιητικό βαθµό. 

∆ιαφορές που επισηµάνθηκαν ανάµεσα σε σωµακλωνικούς και µη κάλλους εντοπίζονται σε 
µορφολογικά χαρακτηριστικά (χρώµα, µορφή κάλου) και ποιοτικά (διαφορετικές συγκεντρώσεις 
πρωτεϊνών). Η επαγωγή κάλων πραγµατοποιήθηκε σε δύο εβδοµάδες, ενώ παρατηρήθηκαν σωµατικά 

kDa     M       S        CH1    CH2    CH3    CH4      CH5 

212→ 
 
170→ 
 
 
116→ 
76→ 
 
53→ 
 
 
 
 

175 
kDa 
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έµβρυα στο σφαιρικό στάδιο (Kintzios and Barberaki, 2000). Οι κάλοι στους οποίους 
παρατηρήθηκαν τα σωµατικά έµβρυα είχαν καλλιεργηθεί για πάνω από τέσσερις 
εβδοµάδες σε θρεπτικό υπόστρωµα και παρουσίαζαν λευκό-ροζ χρώµα.  

Κατά την ιστοκαλλιέργεια του  V. album, παρουσιάστηκαν έκφυτα τα οποία 
παρουσίασαν χρώµα καφέ. Γενικά, στην ιστοκαλλιέργεια  έκφυτα που καφετίζουν 
µπορεί να είναι ένα σηµαντικό πρόβληµα, γιατί συνήθως αναπτύσσουν νεκρωτικές 
κηλίδες οι οποίες σποραδικά µπορεί να οδηγήσουν τα έκφυτα σε γήρανση ή και 
θάνατο, το οποίο επηρεάζει αρνητικά την επαγωγή κάλου. Παρ’ όλα αυτά, αυτοί οι 
κάλοι ιξού, ανάλογα µε το πρωτόκολλο απολύµανσης και την σύνθεση του θρεπτικού 
υποστρώµατος, σχηµατίστηκαν σε ποσοστό 4-12% των καλλιεργούµενων εκφύτων 
πολλαπλασιάστηκαν περαιτέρω. Αυτοί οι κάλοι παρέµειναν χρώµατος µαύρου-καφέ 
ακόµη και µετά από επαναλαµβανόµενες υπό-καλλιέργειες.   

Η προσθήκη ασκορβικού οξέος (σε συγκέντρωση 10 mg/l) στο υπόστρωµα, 
µείωσε σηµαντικά την συχνότητα των νεκρωτικών συµπτωµάτων, επιτρέποντας έτσι 
την αύξηση επαγωγής κάλων (στο 13-45% των καλλιεργούµενων εκφύτων, ποσοστό 
που εξαρτάται από το υπόστρωµα και το είδος του εκφύτου). Αυτοί οι κάλοι 
παρουσιάζουν ένα ροζ-λευκό χρώµα και επιδεικνύουν υψηλότερο ρυθµό 
πολλαπλασιασµού (εκφραζόµενο σε νωπό και ξηρό βάρος) από ότι οι µαύροι κάλοι. 
Η εικόνα αυτή των λευκό-ροζ κάλων έχει παρατηρηθεί κι από τον  Fukui et al. 
(1990). 
 
Εικόνα 9.: Κάλος (µαύρος) προερχόµενος από έκφυτο βλαστού ιξού 
καλλιεργούµενος σε θρεπτικό υπόστρωµα  MS + 4.95 µΜ NAA, χωρίς την προσθήκη 
Ασκορβικού οξέος  
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Εικόνα 10. : Κάλος προερχόµενος από έκφυτο βλαστού ιξού καλλιεργούµενος σε 
θρεπτικό υπόστρωµα MS + 4.95 µΜ NAA, όπου διακρίνονται µικρές µαύρες δοµές 
µε σχήµα σαν σπόρο 
 

 
 
Εικόνα 11. : Λευκό-ροζ κάλος επαγόµενος από βλαστό ιξού σε MS + 4.95 µΜ NAA 
µε την προσθήκη 10 mg/l ασκορβικού οξέος και καρποφορία σφαιρικών σωµατικών 
εµβρύων  
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4.8. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ 
 
4.8.1. Βιοδοκιµές τοξικότητας 
 
4.8.1.1. Βιοδοκιµές τοξικότητας σε φυσιολογικές σειρές 
 

Τόσο οι παραγόµενες από κάλους πρωτεΐνες, όσο και το εκχύλισµα από το 
φυτό δότη, προστέθηκαν σε διάφορες συγκεντρώσεις, και στους πίνακες, που 
ακολουθούν, η σύγκριση γίνεται µε βάση την ανάπτυξη που παρατηρείται στο 
υπόστρωµα µάρτυρα (υπόστρωµα χωρίς πρωτεΐνη). 
  
∆ιάγραµµα 49: Μελέτη της τοξικότητας στα BFU-E φυσιολογικά κύτταρα µετά την 
προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό και 
κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα –SC-) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Στο παραπάνω διάγραµµα, φαίνεται καθαρά ότι το εκχύλισµα από το φυτό 
δότη εµφανίζει τοξικότητα από τις µικρές ακόµη συγκεντρώσεις της κυτταρικής 
σειράς BFU-E, ενώ ο απλός κάλος εµφανίζει τοξικότητα σε µεγαλύτερες 
συγκεντρώσεις. Ο κάλος µε την σωµακλωνική παραλλακτικότητα (SC) στις µικρές 
συγκεντρώσεις δεν φαίνεται να παρουσιάζει τοξικότητα, αλλά στις µεγαλύτερες τείνει 
να γίνει τοξικός. 

 ∆ιάγραµµα 50: Μελέτη της τοξικότητας στα CFU-GM φυσιολογικά κύτταρα 
µετά την προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό 
και κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα –SC-) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Τοξικότητα στα BFU-E κύτταρα σε σχέση µε την 
συγκέντρωση των προστιθέµενων πρωτεϊνών
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Η κυτταρική σειρά CFU-GM παρουσιάζεται ιδιαίτερα ευαίσθητη στην 
επίδραση των πρωτεϊνών από τον ιξό είτε αυτές προέρχονται από το φυτό, είτε από 
τους κάλους, ιδιαίτερα στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Για τις µικρές 
συγκεντρώσεις (0,5 και 1 ng/ml) πρωτεϊνών που προέρχονται από το φυτό και τον 
κάλο δεν παρουσιάζεται τοξικότητα.  

 
∆ιάγραµµα 51: Μελέτη της τοξικότητας στα VERO φυσιολογικά κύτταρα µετά την 
προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό και 
κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα –SC-) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
Στη φυσιολογική σειρά VERO, η τοξικότητα στα κύτταρα εµφανίζεται ακόµη 

και στις µικρές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης, κυρίως για την πρωτεΐνη που προέρχεται 
από το φυτό και τον σωµακλωνικό κάλο, ενώ για αυτήν που προέρχεται από τον κάλο 
είναι εµφανής για συγκεντρώσεις µεγαλύτερες των 10 ng/ml.   

Γενικά πάντως φαίνεται ότι το σηµείο 10 ng/ml είναι οριακό – σηµείο 
ορόσηµο- στην επίδραση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης ως προς την τοξικότητα 
σε όλες κυτταρικές σειρές και για όλες τις επεµβάσεις (από όπου κι αν προέρχεται η 
πρωτεΐνη). Κάποιες σειρές εµφανίζονται ιδιαίτερα ευαίσθητες στις επεµβάσεις (CFU-
GM και VERO), ενώ η BFU-E για τις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (άνω των 10 
ng/ml). Το εκχύλισµα από το φυτό εµφανίζεται πολύ τοξικό για όλες τις κυτταρικές 
σειρές ακόµη και σε µικρές συγκεντρώσεις ( π.χ. VERO), οι πρωτεΐνες που 
προέρχονται από τον απλό κάλο εµφανίζουν τοξικότητα σε συγκεντρώσεις πάνω των 
10 ng/ml, ενώ οι πρωτεΐνες που προέρχονται από τον κάλο µε σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα εµφανίζουν τοξικότητα ανάλογα µε το είδος των κυτταρικών 
σειρών: στην κυτταρική σειρά VERO εµφανίζουν υψηλή τοξικότητα ακόµη και στις 
µικρές συγκεντρώσεις (κάτω των 10 ng/ml), στην κυτταρική σειρά CFU-GM σε 
µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (πάνω από 10 ng/ml), ενώ στην κυτταρική σειρά BFU-E 
δεν φαίνεται να προκαλούν τοξικότητα. 
Στους πίνακες 41 και 42, που ακολουθούν, χαρακτηρίζεται συνοπτικά η τοξικότητα 
που παρατηρείται ανάλογα µε την συγκέντρωση της προστιθέµενης πρωτεΐνης και µε 
την προέλευση αυτής (πρωτεΐνη από φυτό δότη ή παραγόµενη πρωτεΐνη από κάλο ή 
κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
    

Τοξικότητα στα VERO κύτταρα σε σχέση µε την  
συγκέντρωση των  προστιθέµενων  πρωτεϊνών
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Πίνακας 41: Τοξικότητα της σειράς BFU-E φυσιολογικών κυττάρων, σε διάφορες 
συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό και κάλους ιξού (απλό και µε 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 
 
Πρωτεΐνη 

από: 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 0,5 1 10 50 100 

Φυτό δότη Τοξικό Τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ Τοξικό Πολύ Τοξικό 

Κάλο Τοξικό Τοξικό Τοξικό Τοξικό Τοξικό 

Κάλο µε SC Μη τοξικό Μη τοξικό Μη τοξικό Μη τοξικό Μη τοξικό 

 
Πίνακας 42: Τοξικότητα της σειράς CFU-GM φυσιολογικών κυττάρων, σε διάφορες 
συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό και κάλους ιξού (απλό και µε 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 
Πρωτεΐνη 

από: 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 0,5 1 10 50 100 

Φυτό δότη Τοξικό Τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ Τοξικό Πολύ Τοξικό 

Κάλο Τοξικό Τοξικό Τοξικό Τοξικό Τοξικό 

Κάλο µε SC Μη Tοξικό Μη Τοξικό Tοξικό Τοξικό Τοξικό 

 
Πίνακας 43: Τοξικότητα της σειράς VERO (φυσιολογικών κυττάρων), σε διάφορες 
συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό και κάλους ιξού (απλό και µε 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 
Πρωτεΐνη 

από: 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 0,5 1 10 50 100 

Φυτό δότη Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό 

Κάλο Μη Τοξικό Μη Τοξικό Τοξικό Τοξικό τοξικό 

Κάλο µε SC Τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ τοξικό Πολύ Τοξικό 

 
Στα αποτελέσµατα φαίνεται ότι το εκχύλισµα από το φυτό δότη είναι πολύ 

τοξικό έως τοξικό σε όλες τις συγκεντρώσεις που δοκιµάστηκαν, ακόµη και στις πολύ 
µικρές. Οι παραγόµενες, in vitro, πρωτεΐνες που προέρχονται από κάλο παρουσιάζουν 
τοξικότητα και στις δύο σειρές των κυττάρων, ενώ στις χαµηλές συγκεντρώσεις 
φαίνεται ότι δεν είναι τοξικές και ιδιαίτερα αυτές οι πρωτεΐνες που προέρχονται από 
τον κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα. Με βάση τα πειραµατικά δεδοµένα 
οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η επιπλέον ουσία που περιέχεται στον κάλο µε την 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα, πολύ πιθανόν ανήκει στην οµάδα των πρωτεϊνών 
που προάγουν την διέγερση του ανοσοποιητικού συστήµατος κι ευνοούν την 
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ανάπτυξη των φυσιολογικών κυττάρων, στα οποία εµφανίζουν χαµηλή τοξικότητα, 
ενώ παράλληλα ασκούν και τοξική επίδραση στα µελετηθέντα καρκινικά κύτταρα. 
 
 
4.8.1.2. Βιοδοκιµές τοξικότητας σε καρκινικές σειρές 
 

Τόσο οι παραγόµενες πρωτεΐνες, όσο και το εκχύλισµα από το φυτό δότη, 
προστέθηκαν σε διάφορες συγκεντρώσεις, και στους πίνακες, που ακολουθούν, η 
σύγκριση γίνεται µε βάση την ανάπτυξη που παρατηρείται στο υπόστρωµα µάρτυρα 
(υπόστρωµα χωρίς πρωτεΐνη) και τον χρόνο επώασης. 
 
∆ιάγραµµα 52: Μελέτη της χρονικά µεταβαλλόµενης τοξικότητας στα PC12 
καρκινικά κύτταρα µετά την προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που 
προέρχονται από φυτό ιξού  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

Όσον αφορά την προσθήκη εκχυλίσµατος από το φυτό ιξού, φαίνεται ότι ενώ παρουσιάζει  
 
 
τοξικότητα στα καρκινικά κύτταρα PC12 στις µικρές συγκεντρώσεις από την πρώτη 
κιόλας ηµέρα, αυτό δεν συνεχίζεται για τις επόµενες ηµέρες επώασης, όπου φαίνεται 
να ευνοεί την ανάπτυξη κυττάρων, κάτι που δεν συµβαίνει µε την προσθήκη της 
µεγαλύτερης δόσης (10 ng/ml), η οποία φαίνεται ότι όσο περνούν οι µέρες επώασης 
τόσο µειώνεται ο αριθµός των κυττάρων που έχουν επιβιώσει (αύξηση της 
τοξικότητας).  
 Γενικά, οι διαφορές µεταξύ του µάρτυρα και των επεµβάσεων µε 0,5 ng/ml 
και 1 ng/ml πρωτεΐνης δεν είναι στατιστικά σηµαντικές παρά µόνο για την πρώτη 
ηµέρα επώασης (για p 5%), ενώ είναι όσον αφορά την προσθήκη 10 ng/ml για την 
τρίτη ηµέρα επώασης.   
  
∆ιάγραµµα 53: Μελέτη της χρονικά µεταβαλλόµενης τοξικότητας στα PC12 
καρκινικά κύτταρα µετά την προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που 
προέρχονται από κάλους ιξού  

Τοξικότητα στα PC12 κύτταρα σε σχέση µε την συγκέντρωση 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από βλ./φυλ.
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Τοξικότητα στα PC12 κύτταρα σε σχέση µε την 
συγκέντρωση προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο
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Η τοξικότητα που παρουσιάζουν τα κύτταρα στην προσθήκη πρωτεϊνών από 
κάλους είναι πολύ µεγαλύτερη έναντι αυτών από το φυτό ιξού και φαίνεται από την 
πρώτη κιόλας ηµέρα επώασης. Και στις τρεις συγκεντρώσεις προσθήκης πρωτεϊνών, 
η τοξικότητα αυξάνει όσο αυξάνει ο χρόνος επώασης, εκτός από την δεύτερη µέρα 
της χαµηλότερης συγκέντρωσης. Αυτό που παρατηρείται και για τρεις συγκεντρώσεις 
είναι ότι κατά την τέταρτη ηµέρα επώασης παρατηρείται αύξηση των κυττάρων και 
µείωση της τοξικότητας (κάτι που παρατηρείται και για τα φυσιολογικά κύτταρα σε 
κάποιες συγκεντρώσεις- κάλος στην κυτταρική σειρά VERO σε συγκεντρώσεις 0,5 
ng/ml και 1 ng/ml, κάλος µε SC στις κυτταρικές σειρές BFU-E, CFU-GM για τις 0,5 
ng/ml και 1 ng/ml συγκεντρώσεις).  
∆ιάγραµµα 54: Μελέτη της χρονικά µεταβαλλόµενης τοξικότητας στα PC12 
καρκινικά κύτταρα µετά την προσθήκη διαφόρων συγκεντρώσεων πρωτεϊνών που 
προέρχονται από κάλους  ιξού µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα (SC) 

Τοξικότητα στα PC12 κύτταρα σε σχέση µε την 
συγκέντρωση προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο µε SC

0

20

40

60

80

100

120

%
µ
ά
ρ
τυ
ρ
α
ς

0,5 ng/ml
1 ng/ml
10 ng/ml

***

***
***

***

***

**
*

**

***

***

***

**

%µάρτυρας

2η ηµέρα1η ηµέρα 4η ηµέρα3η ηµέρα

 



 139

Η τοξικότητα που παρουσιάζουν τα κύτταρα της σειράς PC12 είναι έντονη από την  
πρώτη κιόλας ηµέρα επώασης και πιο έντονη την τρίτη ηµέρα -στατιστικώς 
σηµαντικές διαφορές- και για τις τρεις συγκεντρώσεις πρωτεϊνών. Την τέταρτη ηµέρα 
παρατηρείται ό,τι και στην επώαση µε πρωτεΐνες από κάλο (ανάπτυξη κυττάρων). 
 Η τοξικότητα παρουσιάζεται µεγαλύτερη όσο µεγαλύτερη είναι και η 
συγκέντρωση της προστιθέµενης πρωτεΐνης (αναλογική σχέση) και όσο µεγαλύτερος 
είναι ο χρόνος επώασης (συγκεντρώσεις 1 ng/ml και 10 ng/ml) έως τις τρεις πρώτες 
ηµέρες .  
 Γενικά φαίνεται ότι για την επίτευξη µεγαλύτερης τοξικότητας ο χρόνος 
επώασης είναι σχετικός, αλλά δεν είναι απεριόριστος. Φαίνεται ότι από την τέταρτη 
ηµέρα κι έπειτα ο χρόνος βοηθά την ανάπτυξη των κυττάρων κι όχι την καταστροφή 
τους. Ίσως µετά την πάροδο αυτού του χρόνου η δράση των κυτταροτοξικών 
πρωτεϊνών (βισκοτοξινών, λεκτινών) που περιέχονται στις προστιθέµενες ουσίες 
ατονούν και επικρατεί η δράση των ανοσορυθµιστικών πρωτεϊνών µε θετικά 
αποτελέσµατα για την ανάπτυξη των κυττάρων (λεκτίνες), µόνο σε επίπεδο 
οργανισµού, και σίγουρα, χρειάζεται επανάληψη της δόσης (και κατ΄ επέκταση 
επανάληψη της θεραπείας). 

Γενικά, συγκρίνοντας τις µέρες η πρώτη µε την τρίτη διαφέρουν στατιστικώς 
σηµαντικά µόνο για την  συγκέντρωση 10 ng/l, ενώ η πρώτη µε την τέταρτη δεν 
διαφέρουν που σηµαίνει ότι τα κύτταρα αναπτύσσονται φτάνοντας τα αρχικά επίπεδα 
της καλλιέργειας. 

Στο εκχύλισµα πρωτεϊνών από κάλο αυτό µπορεί να δικαιολογηθεί αφού το  
εκχύλισµα είναι γενικά πιο καθαρό από άλλες ουσίες και περιέχει πρωτεΐνες του ιξού 
µε συγκεκριµένη δράση. Το φαινόµενο είναι πιο έντονο για τον κάλο µε SC τόσο στις 
κυτταρικές σειρές µε φυσιολογικά κύτταρα, όσο και στις καρκινικές κυτταρικές 
σειρές. Η δράση του εκχυλίσµατος αυτού µπορεί να αιτιολογηθεί µε βάση την 
διαφορετική πρωτεΐνη που περιέχει, λόγω σωµακλωνικής παραλλακτικότητας, η 
οποία φαίνεται από τα πειράµατα να προάγει την ανάπτυξη των κυττάρων.    

Τα αποτελέσµατα των στατιστικών αναλύσεων φαίνονται στους παρακάτω 
πίνακες. 
Πίνακας 44: Αποτελέσµατα στατιστικών αναλύσεων τοξικότητας της σειράς PC12 
καρκινικών κυττάρων, σε διάφορες συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από 
φυτό ιξού και κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα), κατά την 
πρώτη και δεύτερη µέρα 
 

    p  Πρώτη ηµέρα µέσος se   p ∆εύτερη ηµέρα µέσος se 
  βλ. /φυλ. 0,5 ng/ml 88,02878 5,908238   Βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 104,3911 3,374459
* βλ. /φυλ. 1 ng/ml 91,33112 2,989175   Βλ./φυλ. 1 ng/ml 101,1293 2,799046
  βλ./φυλ. 10 ng/ml 99,93479 4,198119   βλ./φυλ. 10 ng/ml 97,9229 5,139777
                
* κάλος 0,5 ng/ml 86,59778 5,450071   κάλος 0,5 ng/ml 100,3987 4,151838
*** κάλος 1 ng/ml 79,13402 4,290884 * κάλος 1 ng/ml 86,06603 5,65622
*** κάλος 10 ng/ml 73,38527 4,363328 *** κάλος 10 ng/ml 70,99001 4,12961
                

*** κάλος SC 0,5 ng/ml 83,55534 2,561254 ** 
κάλος SC 0,5 
ng/ml 93,83686 4,211606

*** κάλος SC 1 ng/ml 70,07211 2,064755 *** κάλος SC 1 ng/ml 83,28668 4,495553

** κάλος SC 10 ng/ml 71,45738 2,465184 *** 
κάλος SC 10 
ng/ml 77,11718 3,10288
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Πίνακας 45: Αποτελέσµατα στατιστικών αναλύσεων τοξικότητας της σειράς PC12 
καρκινικών κυττάρων, σε διάφορες συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από 
φυτό ιξού και κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα), κατά την 
Τρίτη και τέταρτη µέρα 

 

   p Τρίτη µέρα mean se   p Τέταρτη µέρα mean se 
  βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 100,3295 3,547031   βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 95,91254 1,990734
  βλ./φυλ. 1 ng/ml 103,2858 4,134326   βλ./φυλ. 1 ng/ml 104,1123 1,464757
  βλ./φυλ. 10 ng/ml 83,85525 14,50557   βλ./φυλ. 10 ng/ml 97,08904 1,974754

                
** κάλος 0,5 ng/ml 68,21082 9,310904   κάλος 0,5 ng/ml 104,6714 5,063027
* κάλος 1 ng/ml 60,7725 13,49078   κάλος 1 ng/ml 96,22313 1,925705

** κάλος 10 ng/ml 48,08179 10,31765 *** κάλος 10 ng/ml 67,63699 0,988613
                

* κάλος SC 0,5 ng/ml 80,06602 5,331009 *** 
κάλος SC 0,5 
ng/ml 83,67499 2,663508

** κάλος SC 1 ng/ml 66,40247 2,430178 ** κάλος SC 1 ng/ml 83,86135 2,826425

*** κάλος SC 10 ng/ml 52,12358 10,97938 *** 
κάλος SC 10 
ng/ml 78,56735 3,734295

      
  

Οι επεµβάσεις που έγιναν στην καρκινική σειρά RAW, έδειξαν ότι για την 
δεύτερη µέρα επώασης οι όλες οι συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών του φυτού ιξού που 
προστέθηκαν ήταν τοξικές, ενώ από την τρίτη ηµέρα κι έπειτα φαίνεται ότι ενισχύεται 
η ανάπτυξη των κυττάρων (θεωρήθηκε ότι λόγω αυτού του φαινοµένου δεν υπήρχε 
λόγος µέτρησης της τέταρτης ηµέρας, γι΄ αυτό και δεν έγιναν µετρήσεις την ηµέρα 
αυτή).  

 
 
∆ιάγραµµα 55: Τοξικότητα στα κύτταρα RAW σε σχέση µε την συγκέντρωση 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από βλαστούς και φύλλα 

Τοξικότητα στα RAW κύτταρα σε σχέση µε την 
συγκέντρωση προστιθέµενων πρωτεϊνών από βλ./φυλ.
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Για την συγκεκριµένη  καρκινική σειρά (RAW) η µεγαλύτερη τοξικότητα 
παρουσιάζεται και πάλι την δεύτερη ηµέρα επώασης για όλες τις συγκεντρώσεις των 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο, ενώ την τρίτη ηµέρα ευνοείται η ανάπτυξη των 
κυττάρων (ακριβώς γι΄ αυτό το λόγο δεν υπάρχει µέτρηση κατά την τέταρτη ηµέρα, 
όπως διευκρινίστηκε και παραπάνω).  

 

∆ιάγραµµα 56: Τοξικότητα στα RAW κύτταρα σε σχέση µε την συγκέντρωση 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο  

Τοξικότητα στα RAW κύτταρα σε σχέση µε την 
συγκέντρωση προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο
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Η τοξικότητα για την καρκινική σειρά RAW είναι µεγαλύτερη κατά την 

δεύτερη ηµέρα επώασης και για όλες τις συγκεντρώσεις πρωτεϊνών και περισσότερο 
για την µεγαλύτερη συγκέντρωση (10 ng/ml) από κάλο µε σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα, ενώ κατά την τέταρτη ηµέρα παρατηρείται ανάπτυξη των 
κυττάρων, στατιστικώς σηµαντική µόνο για  την µεγαλύτερη συγκέντρωση 
προστιθέµενων πρωτεϊνών.     

 
∆ιάγραµµα 57: Τοξικότητα στα RAW κύτταρα σε σχέση µε την συγκέντρωση 

προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο µε SC 
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Τοξικότητα στα RAW κύτταρα σε σχέση µε την συγκέντρωση 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από κάλο µε SC
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Πίνακας 46: Τοξικότητα της σειράς PC12 καρκινικών κυττάρων, σε διάφορες 
συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό ιξού και κάλους ιξού (απλό και 
µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Πίνακας 47: Τοξικότητα της σειράς RAW καρκινικών κυττάρων, σε διάφορες 
συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται από φυτό ιξού και κάλους ιξού (απλό και 
µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 

Πρωτεΐνη 

από: 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 0,5 1 10 

Φυτό δότη Μη τοξικό Τοξικό  Μη τοξικό 

Κάλο Τοξικό  Τοξικό  Τοξικό  

Κάλο µε SC τοξικό  Τοξικό  Πολύ Τοξικό  

Τα αποτελέσµατα των στατιστικών αναλύσεων φαίνονται στον παρακάτω 
πίνακα. 
 

Πρωτεΐνη 

από: 

Συγκέντρωση πρωτεϊνών ( ng/ml) 

 

 0,5 1 10 

Φυτό δότη Μη Τοξικό  Μη τοξικό Τοξικό 

Κάλο   Μη τοξικό Τοξικό  Πολύ τοξικό 

Κάλο µε SC Τοξικό Τοξικό Πολύ Τοξικό 
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Πίνακας 48: Αποτελέσµατα στατιστικών αναλύσεων τοξικότητας της σειράς 
RAW καρκινικών κυττάρων, σε διάφορες συγκεντρώσεις πρωτεϊνών που προέρχονται 
από φυτό ιξού και κάλους ιξού (απλό και µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα). 
 

  p Πρώτη ηµέρα mean se     p ∆εύτερη ηµέρα mean se 
  βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 98,74661 3,307186 *** βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 87,91148 3,451502
* βλ./φυλ. 1 ng/ml 90,02371 1,314717 ** βλ./φυλ. 1 ng/ml 79,00415 2,253434
  βλ./φυλ. 10 ng/ml 105,3191 2,941606 * βλ./φυλ. 10 ng/ml 76,10514 4,019738
                
** κάλος 0,5 ng/ml 117,2934 0,661437 *** κάλος 0,5 ng/ml 54,55048 0,673058
* κάλος 1 ng/ml 116,7005 5,111557 *** κάλος 1 ng/ml 47,57953 0,731881
** κάλος 10 ng/ml 76,41844 3,148099 *** κάλος 10 ng/ml 32,01912 0,41816
                

  κάλος SC 0,5 ng/ml 99,25474 3,551866 ** 
κάλος SC 0,5 
ng/ml 75,51867 2,831323

  κάλος SC 1 ng/ml 103,2351 1,49829 *** κάλος SC 1 ng/ml 60,24896 2,446843

*** κάλος SC 10 ng/ml 79,96454 2,084748 *** 
κάλος SC 10 
ng/ml 35,06571 1,434936

 p Τρίτη ηµέρα mean se 
  βλ./φυλ. 0,5 ng/ml 117,7596 8,990843
  βλ./φυλ. 1 ng/ml 96,83841 10,72585
  βλ./φυλ. 10 ng/ml 120,8624 10,26745
        
  κάλος 0,5 ng/ml 101,5613 6,523952
  κάλος 1 ng/ml 91,92037 10,43031
  κάλος 10 ng/ml 93,9759 4,379224
        

  
κάλος SC 0,5 
ng/ml 74,94145 10,40135

** κάλος SC 1 ng/ml 67,99375 3,753369
* κάλος SC 10 ng/ml 70,51363 6,839438
 
 
4.8.2. Βιοδοκιµές ελευθέρων ριζών  

 
Στην προσπάθεια να ερευνηθεί και να µετρηθεί η παραγωγή ελευθέρων ριζών 

στα κύτταρα των καλλιεργούµενων κυτταρικών σειρών, ως συνέπεια της δράσης των 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από το φυτό του ιξού (in vivo) και από τους κάλους 
προερχόµενους από αυτό (in vitro), διαπιστώθηκε ότι για την καρκινική σειρά PC12, 
στις χαµηλές συγκεντρώσεις όλων των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων η παραγωγή 
ελευθέρων ριζών (Ε.Ρ.) ήταν µικρότερη από αυτή του µάρτυρα, ενώ η χαµηλότερη 
τιµή (χαµηλότερη συσσώρευση Ε.Ρ.) σηµειώθηκε για την µεγαλύτερη συγκέντρωση 
(10 ng/ml) πρωτεΐνης από το φυτό του ιξού. 
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∆ιάγραµµα 58: Μέτρηση ελεύθερων ριζών κυττάρων σε κύτταρα της 
καρκινικής σειράς PC 12 (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού) 

ΕΛΕΥΘΕΡΕΣ ΡΙΖΕΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ  
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Ακολουθεί η παρουσίαση των αποτελεσµάτων της στατιστικής ανάλυσης 
(Πίνακας 49), όπου εξάγεται το συµπέρασµα ότι η επίδραση των διαφόρων 
πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων στη σειρά PC 12 δεν είναι στατιστικά σηµαντική.  

 
Πίνακας 49: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης επαγωγής ελευθέρων ριζών στην 
καρκινική σειρά PC 12. 

 

Η συσχέτιση µεταξύ µάρτυρα και πρωτεϊνών από το φυτό είναι αρνητική, ενώ 
σχετικά θετική είναι για αυτές που προέρχονται από τον κάλο µε σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα (αναλυτικά αποτελέσµατα στο Παράρτηµα). 

Όσον αφορά την κυτταρική σειρά των φυσιολογικών κυττάρων (VERO) 
φαίνεται ότι οι περισσότερες συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών προκαλούν µεγαλύτερη 
αύξηση της συσσώρευσης των Ε.Ρ. από ότι παρατηρείται στον µάρτυρα, ενώ για την 
συγκέντρωση 10 ng/ml  του φυτού ιξού παρατηρείται η µικρότερη τιµή. Με άλλα 
λόγια, οι πρωτεΐνες που παρήχθησαν από τις in vitro καλλιέργειες επέδειξαν 
µεγαλύτερη ικανότητα πρόκλησης Ε.Ρ. στη συγκεκριµµένη κυτταρική σειρά από ότι 
οι πρωτεΐνες του φυτού.  

 

Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις 11,13359 4 2,783398 2,287715 0,131568 3,47805
Υπόλοιπο 12,16671 10 1,216671   
       
Σύνολο 23,3003 14        
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∆ιάγραµµα 59: Μέτρηση ελεύθερων ριζών κυττάρων σε κύτταρα της 
καρκινικής σειράς VERO (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού) 
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Ακολουθεί η παρουσίαση των αποτελεσµάτων της στατιστικής ανάλυσης 

(Πίνακας 50), όπου εξάγεται το συµπέρασµα ότι η επίδραση των διαφόρων 
πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων στη σειρά VERO δεν είναι στατιστικά σηµαντική.   
 
 
Πίνακας 50: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης επαγωγής ελευθέρων ριζών στην 
καρκινική σειρά VERO. 

Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις 11,14811 4 2,787028 2,290698 0,131222 3,47805 
Υπόλοιπο 12,16672 10 1,216672   
       
Σύνολο 23,31483 14        

 
Η συσχέτιση µεταξύ µάρτυρα και φυτού ιξού είναι και πάλι αρνητική (όπως 

και για την καρκινική σειρά που δοκιµάστηκε), ενώ η σχέση µάρτυρα και των κάλων 
του ιξού είναι θετική, παρά την έλλειψη στατιστικής σηµαντικότητας (αναλυτικά 
αποτελέσµατα στο Παράρτηµα).  

 
 

4.8.3. Βιοδοκιµές µεµβρανικού δυναµικού κυττάρων 
 
 
Μελετήθηκαν ακόµα οι µεταβολές στο µεµβρανικό δυναµικό των ίδιων 

κυτταρικών σειρών, δηλαδή της καρκινικής PC12 και της φυσιολογικής VERO. Οι 
µεταβολές αυτές αντιπροσωπεύουν την επίδραση των πρωτεϊνών του ιξού 
(παραχθέντων in vivo ή in vitro) στην ακεραιότητα της λειτουργίας της κυτταρικής 
µεµβράνης και της αυξηµένης ή όχι περατότητας αυτής (όπου η αύξηση υποδεικνύει 
πιθανή βλάβη).  

Όπως φαίνεται στο διάγραµµα 60, η εφαρµογή των πρωτεϊνών του ιξού 
επηρέασε αρνητικά την ακεραιότητα της κυτταρικής µεµβράνης της σειράς PC12, 
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όπως καταδεικνύεται από τη θετική αύξηση του µεµβρανικού δυναµικού (αποπόλωση 
µεµβράνης). Οι µεγαλύτερες τιµές απορρόφησης παρατηρούνται στα δείγµατα µε την 
µεγαλύτερη συγκέντρωση πρωτεΐνης προερχόµενη από το φυτό (βλ. φ.), και σε αυτά 
µε µικρότερες συγκεντρώσεις από τους κάλους (0,5 και 1 ng/ml). Ωστόσο οι διαφορές 
µε τον µάρτυρα, αν και εµφανείς, είναι µικρές και µη στατιστικώς σηµαντικές, όπως 
φαίνεται στον Πίνακα 51.  
 
∆ιάγραµµα 60: Μεταβολές στο µεµβρανικό δυναµικό κυττάρων της κυτταρικής 
σειράς PC 12 (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού). 
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Πίνακας 51.: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης µεταβολών µεµβρανικού 
δυναµικού κυττάρων στην καρκινική σειρά PC 12. 
 

Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,014533 3 0,004844 2,813469 0,107611 4,06618

Υπόλοιπο 0,013775 8 0,001722    

       

Σύνολο 0,028308 11         
 
Ο πίνακας συσχέτισης δείχνει ότι η σχέση µάρτυρα και φυτού ιξού είναι 

θετική, ενώ η σχέση µε τους κάλους αρνητική (αντιστρόφως ανάλογη) (αναλυτικά 
αποτελέσµατα στο Παράρτηµα Πινάκων).  

Κατά παρόµοιο τρόπο, η εφαρµογή των πρωτεϊνών του ιξού επηρέασε 
αρνητικά την ακεραιότητα των µεµβρανών των κυττάρων της σειράς VERO, όπως 
καταδεικνύεται από τη θετική αύξηση του µεµβρανικού δυναµικού (αποπόλωση 
µεµβράνης) (∆ιάγραµµα 61). Οι µεγαλύτερες τιµές απορρόφησης παρατηρούνται στα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τους σωµακλωνικά παραλλαγµένους κάλους, πάντα σε 
εξάρτηση από τη συγκέντρωση. Σε αντίθεση µε τα αποτελέσµατα τα οποία 
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παρατηρήθηκαν στη σειρά PC12, τα αποτελέσµατα των επεµβάσεων στη σειρά 
VERO είναι στατιστικά σηµαντικά, όπως φαίνεται στον Πίνακα 52.  

 
∆ιάγραµµα 61: Μεταβολές στο µεµβρανικό δυναµικό κυττάρων της 

κυτταρικής σειράς VERO (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού).   
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Πίνακας 52: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης µεταβολών µεµβρανικού 
δυναµικού κυττάρων στην καρκινική σειρά VERO. 
Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,011865 3 0,003955 6,293369 0,016845 4,06618
Υπόλοιπο 0,005027 8 0,000628    
       

Σύνολο 0,016892 11         
 
Η συσχέτιση µεταξύ των τιµών που προκύπτουν για τις διάφορες επεµβάσεις 

δείχνει ότι η σχέση µάρτυρα µε το φυτό ιξού και τον κάλο µε SC έχουν θετική σχέση, 
ενώ µε τον κάλο ιξού αρνητική (αντιστρόφως ανάλογη) (αναλυτικά αποτελέσµατα 
στο Παράρτηµα Πινάκων). 

 
4.8.4. Αποµόνωση µιτοχονδρίων 

 
Στη συνέχεια παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της µελέτης των επιδράσεων 
πρωτεϊνών του ιξού στη λειτουργία αποµονωµένων µιτοχονδρίων των κυτταρικών 
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σειρών που µελετήθηκαν προηγούµενα, δηλαδή της καρκινικής PC12 και της 
φυσιολογικής VERO. 

   
4.8.4.1. Βιοδοκιµές κυτοχρωµικής οξειδάσης C 
 
 
 Η πρώτη παράµετρος η οποία µελετήθηκε αφορούσε την έξω-µιτοχονδριακή 
δράση της κυτοχρωµικής οξειδάσης C, η αύξηση της οποίας συνδέεται µε µειωµένη 
λειτουργία των µιτοχονδρίων και αυξηµένη αποπτωτική πορεία του κυττάρου.  

Όσον αφορά την καρκινική σειρά PC12, η εφαρµογή των πρωτεϊνών του ιξού 
συσχετίστηκε µε αύξηση της κυτοπλασµατικής συγκέντρωσης της κυτοχρωµικής 
οξειδάσης και εποµένως µε την πρόκληση αποπτωτικών διαδικασιών στα κύτταρα 
αυτά (∆ιάγραµµα 62). Η µεγαλύτερη τιµή απορρόφησης παρατηρείται για την 
µεγαλύτερη συγκέντρωση πρωτεΐνης του δείγµατος που προέρχεται από τον απλό 
κάλο (χωρίς σωµακλωνική παραλλακτικότητα). Ωστόσο οι διαφορές µεταξύ των 
επεµβάσεων δεν είναι στατιστικά σηµαντικές (Πίνακας 50). Η ανάλυση συσχέτισης 
δείχνει ότι ο µάρτυρας έχει αρνητική συσχέτιση µε την εφαρµογή αυξανόµενων 
συγκεντρώσεων από τον κάλο ιξού (αναλυτικά αποτελέσµατα στο Παράρτηµα).  

  

∆ιάγραµµα 62: Ενεργότητα κυτοχρωµικής οξειδάσης C στην κυτταρική σειρά PC 

12. 
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Πίνακας 53: Στατιστική ανάλυση της ενεργότητα της κυτοχρωµικής οξειδάσης C 
στην κυτταρική σειρά PC 12. 
Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,039282 3 0,013094 3,692115 0,061969 4,06618
Υπόλοιπο 0,028372 8 0,003546    

       

Σύνολο 0,067654 11         

Αντίθετα, στην κυτταρική σειρά VERO, οι διαφορές που προκύπτουν είναι 
στατιστικά σηµαντικές. Με άλλα λόγια, η εφαρµογή πρωτεϊνών του ιξού επέδρασε 
σηµαντικότατα στην αύξηση της κυτοπλασµατικής συγκέντρωσης της κυτοχρωµικής 
οξειδάσης (∆ιάγραµµα 63, Πίνακας 54). Ωστόσο η επίδραση αυτή αφορούσε µόνο τις 
πρωτεΐνες που προήλθαν είτε από το φυτό ή τους σωµακλωνικά παραλλαγµένους 
κάλους, µε τη µεγαλύτερη επίδραση να παρατηρείται στη συγκέντρωση 1 ng/ml του 
σωµακλωνικού κάλου ιξού. Αντίθετα, η εφαρµογή πρωτεϊνών από το φυσιολογικό 
κάλο οδήγησε σε µειωµένη συγκέντρωση κυτοχρωµικής οξειδάσης στο 
κυτταρόπλασµα, εποµένως σε µεγαλύτερη προστασία των κυττάρων από την 
απόπτωση. Η ανάλυση συσχέτισης δείχνει ότι η συσχέτιση µεταξύ µάρτυρα, κάλου 
ιξού και φυτού είναι θετική, ενώ µε τον κάλο ιξού αρνητική (αναλυτικά 
αποτελέσµατα στο Παράρτηµα). 
 
 
∆ιάγραµµα 63: Ενεργότητα κυτοχρωµικής οξειδάσης C στην κυτταρική σειρά 
VERO. 
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Πίνακας 54: Στατιστική ανάλυση της ενεργότητα της κυτοχρωµικής οξειδάσης C 
στην κυτταρική σειρά VERO. 
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Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις 0,029709 3 0,009903 7,949562 0,008755 4,06618
Υπόλοιπο 0,009966 8 0,001246    

       

Σύνολο 0,039675 11         

 
 
4.8.4.2. Βιοδοκιµές µεµβρανικού δυναµικού µιτοχονδρίων  
 

Η δεύτερη παράµετρος η οποία διερευνήθηκε αφορούσε τις µεταβολές στο 
µεµβρανικό δυναµικό αποµονωµένων µιτοχονδρίων από τις ίδιες κυτταρικές σειρές οι 
οποίες µελετήθηκαν προηγούµενα, δηλαδή την καρκινική PC12 και τη φυσιολογική 
VERO. Οι µεταβολές αυτές αντιπροσωπεύουν την επίδραση των πρωτεϊνών του ιξού 
(παραχθέντων in vivo ή in vitro) στην ακεραιότητα της λειτουργίας των µιτοχονδρίων 
και ιδιαίτερα στην οξειδωτική φωσφορυλίωση.  

Στην καρκινική κυτταρική σειρά PC12 παρατηρήθηκε µία στατιστικά 
σηµαντική αλγεβρική µείωση του µεµβρανικού δυναµικού (υπερπόλωση µεµβράνης) 
(∆ιάγραµµα 64, Πίνακας 55) µε την εφαρµογή των πρωτεϊνών του ιξού, εποµένως και 
αύξηση της λειτουργικότητας της µιτοχονδριακής µεµβράνης. Η µεγαλύτερη µείωση 
παρατηρήθηκε στη µικρότερη συγκέντρωση πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από τους 
φυσιολογικούς κάλους. Βέβαια, η παρατήρηση αυτή έρχεται σε αντίθεση µε τις 
µεταβολές της κυτοχρωµικής οξειδάσης (∆ιάγραµµα 62). 
 
∆ιάγραµµα 64: Μεταβολές στο µεµβρανικό δυναµικό µιτοχονδρίων της κυτταρικής 
σειράς PC 12 (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού). 
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Πίνακας 55.: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης µεταβολών µεµβρανικού 
δυναµικού µιτοχονδρίων στην καρκινική σειρά PC 12. 

Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,238782 3 0,079594 16,18401 0,000928 4,06618

Υπόλοιπο 0,039345 8 0,004918    

       

Σύνολο 0,278127 11         
 
Η ανάλυση συσχέτισης δείχνει ότι η συσχέτιση µεταξύ µάρτυρα και φυτού 

είναι αρνητική ενώ µάρτυρα και κάλων θετική (αναλυτικά αποτελέσµατα στο 
Παράρτηµα Πινάκων). 

Από την άλλη πλευρά, στη φυσιολογική κυτταρική σειρά VERO 
παρατηρήθηκε είτε µία στατιστικά σηµαντική αλγεβρική µείωση του µεµβρανικού 
δυναµικού (υπερπόλωση µεµβράνης) (∆ιάγραµµα 65, Πίνακας 56) µε την εφαρµογή 
των πρωτεϊνών του φυσιολογικού κάλου ιξού, ή µία µικρή θετική αύξηση του 
δυναµικού (αποπόλωση = δυσλειτουργία µεµβράνης) µε την εφαρµογή των πρωτεϊνών 
του σωµακλωνικού κάλου ή του φυτού του ιξού. Σε αντίθεση µε την κυτταρική σειρά 
PC12, η παρατήρηση αυτή είναι σε συµφωνία µε τις µεταβολές της κυτοχρωµικής 
οξειδάσης (∆ιάγραµµα 63), εποµένως φαίνεται ότι οι πρωτεΐνες του φυσιολογικού 
κάλου του ιξού προστατεύουν τη λειτουργία των µιτοχονδρίων της συγκεκριµένης 
κυτταρικής σειράς. Η ανάλυση συσχέτισης για τον µάρτυρα δείχνει ότι είναι έχει 
θετική συσχέτιση µε τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών από το φυτό και τον κάλο, ενώ 
αρνητική µε τις πρωτεΐνες από τον κάλο µε SC (αναλυτικά αποτελέσµατα στο 
Παράρτηµα Πινάκων). 
 

∆ιάγραµµα 65: Μεταβολές στο µεµβρανικό δυναµικό µιτοχονδρίων της κυτταρικής 
σειράς VERO (εκφρασµένη ως εκποµπή φθορισµού).   
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Πίνακας 56.: Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης µεταβολών µεµβρανικού 
δυναµικού µιτοχονδρίων στην καρκινική σειρά VERO. 
Πηγή παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ MΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 0,333371 3 0,111124 9,547206 0,005079 4,06618
Υπόλοιπο 0,093115 8 0,011639    
       

Σύνολο 0,426486 11         

 
Συνοψίζοντας, συνεκτιµώντας τα αποτελέσµατα της µελέτης των βιοχηµικών 

επιδράσεων των διαφόρων πρωτεϊνικών κλασµάτων του ιξού και των υπολοίπων 
βιοδοκιµών, διαπιστώνουµε µία κατά κανόνα αρνητική επίδραση αυτών (και κυρίως 
όσων έχουν παραχθεί από φυσιολογικούς κάλους) στη λειτουργία των µιτοχονδρίων, 
τουλάχιστον όσον αφορά την πιθανή πρόκληση αποπτωτικών φαινοµένων στην 
καρκινική κυτταρική σειρά PC12. Αντίθετα, στη φυσιολογική σειρά VERO οι 
αρνητικές επιδράσεις παρατηρήθηκαν µόνο µετά την εφαρµογή των πρωτεϊνών είτε 
του φυτού ή του σωµακλωνικά παραλλαγµένου κάλου. 
 Οι επιδράσεις αυτές δεν φάνηκε να έχουν σχέση µε την επαγωγή ελευθέρων 
ριζών στις δύο κυτταρικές σειρές (παράµετρος η οποία δεν συσχετίστηκε ούτε µε την 
τοξικότητα), ενώ παρατηρήθηκε µία µικρή σχέση µε την επίδραση των πρωτεϊνών 
στη λειτουργία του πλασµαλήµµατος. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 

Η προσπάθεια που πραγµατοποιήθηκε στην συγκεκριµένη µελέτη για την 
δυνατότητα ιστοκαλλιέργειας του Viscum album στέφθηκε µε επιτυχία, αφού παρά τις 
δυσκολίες  που υπήρξαν (δοκιµασία πολλών πρωτοκόλλων απολύµανσης, µικρή 
ποσοστιαία παραγωγή κάλων, «µαύροι» κάλοι, όχι ανταπόκριση όλων των εκφύτων 
στην ιστοκαλλιέργεια, εξαρτώµενη παραγωγή κάλων από πάρα πολλούς παράγοντες, 
όπως κι από την εποχή της συλλογής του εκφύτου), τελικά έγινε εφικτή η 
ιστοκαλλιέργεια του ιξού, κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες οι οποίες καθορίστηκαν 
για το συγκεκριµένο φυτό, για πρώτη φορά, µέσα από τα πειράµατα που 
πραγµατοποιήθηκαν στην συγκεκριµένη µελέτη. Αντιµετωπίστηκαν οι δυσκολίες και 
δόθηκαν λύσεις, ώστε να καθοριστεί το τελικό πρωτόκολλο για την δηµιουργία 
κάλων από το φυτό του ιξού.   
Έτσι, η  απολύµανση των εκφύτων του ιξού καθορίστηκε να γίνεται αρχικά µε 
υποχλωριώδες νάτριο για 15 λεπτά κι έπειτα µε χλωριούχο υδράργυρο για 12 λεπτά. 
Ο συνδυασµός αυτός, αποδείχθηκε ο πιο αποτελεσµατικός για την απολύµανση των 
συγκεκριµένων εκφύτων, πετυχαίνοντας προστασία από µολύνσεις και αποφυγή των 
νεκρωτικών κηλίδων. 
Από τα διάφορα µέρη του φυτού που καλλιεργήθηκαν άλλα ανταποκρίθηκαν 
περισσότερο κι άλλα λιγότερο. Τα φύλλα κι οι βλαστοί, ιδιαίτερα τα νεαρά, 
ανταποκρίθηκαν περισσότερο και καλύτερα στις διάφορες καλλιεργητικές 
επεµβάσεις, ενώ οι ανθήρες κι οι καρποί ελάχιστα έως καθόλου. Όσον αφορά την 
περίοδο ανάπτυξης του φυτού, µόνο έκφυτα που προήλθαν από το χειµερινό ιξό 
ανταποκρίθηκαν στις συνθήκες καλλιέργειας, αντίθετα µε τα καλοκαιρινά τα οποία 
απότυχαν τελείως να παράγουν κάλους. 
Ανεξάρτητα µε τον ρυθµιστή αύξησης που χρησιµοποιήθηκε, στους κάλους που 
αναπτύχθηκαν σε υπόστρωµα χωρίς ασκορβικό οξύ, παρατηρήθηκε χρώµα καφέ.  Τα 
έκφυτα ανέπτυξαν περιοχές που έµοιαζαν µε αυτές που αναπτύσσουν οι νεκρωτικές 
κηλίδες, οι οποίες όµως δεν επηρέασαν την ανάπτυξη των εκφύτων, παρ’ όλο που οι 
νεκρωτικές κηλίδες συνήθως καταδεικνύουν την καταπόνηση των καλλιεργειών και 
οδηγούν ακόµη και σε θάνατο τον κάλο. 
Αυτό που παρατηρήθηκε όµως είναι ότι, ανάλογα µε την σύνθεση του 
καλλιεργητικού µέσου, σχηµατίστηκαν κάλοι σε ποσοστό 2-16% των αλλοιωµένων 
εκφύτων και αυξήθηκαν περαιτέρω (Εικόνα 9). Οι κάλοι αυτοί διατήρησαν το σκούρο 
χρώµα τους (καφέ µαύρο) ακόµη και µετά από επαναλαµβανόµενες µεταφυτεύσεις.  
Η προσθήκη 10 mg L-1 ασκορβικού οξέος αύξησε την παραγωγή κάλων (13-45%) 
(Εικόνα 9) (p<0.0001, Πίνακας 21). Οι κάλοι αυτοί έδειξαν ένα λευκό-ροζ χρώµα 
(Εικόνα 7) και υψηλότερο ρυθµό πολλαπλασιασµού κάλων (εκφραζόµενο σε νωπό 
βάρος κάλων) (Εικόνες 8, και 19) (p<0.001). Παρ’ όλα αυτά όµως το ασκορβικό οξύ 
δεν έδειξε να αυξάνει το ξηρό βάρος. Ο Fukui et al. (Fukui, 1990) παρατήρησαν 
επίσης σε κάλους του συγκεκριµένου φυτικού είδους αυτό το λευκό-ροζ χρώµα. Η 
προσθήκη του ασκορβικού οξέος στο θρεπτικό υπόστρωµα (σε άριστη συγκέντρωση 
αυτήν των 10 mg L-1) µείωσε στατιστικά σηµαντικά την εµφάνιση νεκρωτικών 
συµπτωµάτων στην ιστοκαλλιέργεια ιστών  του είδους S. officinalis και S. fruticosa 
(Kintzios et al., 1998), παρ’ όλο που, ακόµη και σε αυτούς που ήταν καφέ, δεν 
εµφανίστηκε παρεµπόδιση της σωµατικής εµβρυογένεσης.   
Η παραγωγή κάλου στο υπόστρωµα µε ασκορβικό, παρατηρήθηκε µετά από δύο 
εβδοµάδες και στο υπόστρωµα χωρίς αυτό µετά από πέντε εβδοµάδες. Και στις δύο 
περιπτώσεις η παραγωγή και ο πολλαπλασιασµός κάλου εξαρτάται από τους 
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ρυθµιστές αύξησης που προστίθενται στο θρεπτικό υπόστρωµα και τον συνδυασµό 
αυτών, καθώς κι από το είδος του εκφύτου (φύλλο, βλαστός) (p<0.0001, Πίνακας 
21Α). Τα έκφυτα βλαστών παράγουν περισσότερους από ότι τα φύλλα (Εικόνες 9 και 
21), ενώ οι κάλοι από τα φύλλα µεγαλώνουν γρηγορότερα (Εικόνες 19, 20, και 21).  
Στο θρεπτικό υπόστρωµα χωρίς ασκορβικό οξύ, καλύτερο θρεπτικό υπόστρωµα ήταν 
αυτό που περιείχε NAA, το οποίο ήταν ο ρυθµιστής αύξησης για την παραγωγή 
κάλων από βλαστούς, ενώ για τα φύλλα ήταν ο συνδυασµός NAA και BA (Εικόνα 
21). Και για τους δύο τύπους εκφύτων το υψηλότερο νωπό βάρος παρατηρήθηκε στον 
συνδυασµό  1 mg/lt NAA + 0.5 mg/lt BA. Μόνο η επίδραση των NAA + Kinetin στο 
ξηρό βάρος των κάλων από βλαστό ήταν ανώτερο από των NAA + BA. Αυτή η 
επίδραση ήταν ακόµη καλύτερη µε την προσθήκη του ασκορβικού οξέος, η οποία 
γενικά βελτίωσε την παραγωγή κάλων. Οι Fukui et al. (Fukui, 1990) χρησιµοποίησαν 
ένα µισής δράσης θρεπτικό υπόστρωµα MS µε την προσθήκη NAA και κινετίνη για 
την παραγωγή κάλων από το V. album var. lutescens. Η χρήση του MS, που περιέχει 
διάφορα άλατα σε υψηλές συγκεντρώσεις, πιθανά είναι προτιµητέο για την 
ιστοκαλλιέργεια του, ο παρασιτισµός του οποίου προσφέρει ειδική προσαρµογή στην 
ανόργανη θρέψη (Grieve, 1994; Becker, 1986). 
Όσον αφορά τα υποστρώµατα µε την προσθήκη εκχυλισµάτων, παρατηρείται ότι σε 
ορισµένες µόνο µεταχειρίσεις ολιγοσακχαριτών (ηµικυτταρινών και λιγνινών) 
προκάλεσαν την επαγωγή καλογένεσης στα έκφυτα του ιξού, (και µάλιστα σε πολύ 
χαµηλό ποσοστό) ακόµα και µετά παρέλευση 2 µηνών από την έναρξη της 
καλλιέργειας, σε πλήρη αντίθεση µε το παράλληλα µελετηθέν σύστηµα της µολόχας 
(όπου καταδεικνύεται θετική επίδραση όλων των εκχυλισµάτων στην επαγωγή 
καλογένεσης) (τα αναλυτικά συγκριτικά στοιχεία δεν παρουσιάζονται στην παρούσα 
µελέτη). Η ανάπτυξη των κάλων ήταν εµφανώς κατώτερη του µάρτυρα και 
συγκρίσιµη µε την επίδραση του οξικού νατρίου (Πίνακες 22 και 23Α-23Β). Για το 
λόγο αυτό αποφασίστηκε η επανάληψη του πειράµατος µε χρήση ολιγοσακχαριτών 
παραληφθέντων από το ηµιπαρασιτικό αυτό είδος καθώς και ξενιστές του (π.χ. 
έλατο). Η εφαρµογή Alt-4 (προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία 
ολιγοσακχαριτών του κενάφ) προκάλεσε αυξηµένη επαγωγή καλογένεσης και 
ανάπτυξης των κυτταροκαλλιεργειών σε σχέση µε τα κλάσµατα εκχύλισης του κενάφ, 
ωστόσο τα αποτελέσµατα αυτά ήταν σε αντίστροφη σχέση µε τη συγκέντρωση της 
ουσίας  και κατώτερα του µάρτυρα (Πίνακες 24Α και 24Β). Εξαίρεση αποτέλεσε η 
επαγωγή κάλων στις συγκεντρώσεις 1.5 – 3 mg/l Alt-4 σε σχέση µε το µάρτυρα χωρίς 
ασκορβικό οξύ.  

Συµπερασµατικά µπορεί να λεχθεί ότι τα συγκεκριµένα κλάσµατα 
ολιγοσακχαριτών παρουσίασαν µία ισχυρή φυτορυθµιστική δράση, η οποία ήταν 
ακόµα πιο έκδηλη στους χηµικά ή ενζυµικά κατεργασθέντες ολιγοσακχαρίτες. Οι 
κυτταρικές παράµετροι που µελετήθηκαν κατέδειξαν τη σαφή προώθηση της 
µορφογένεσης in vitro. Στο σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί η υπόθεση των Meyer et 
al. (2007), σύµφωνα µε την οποία το V.album έχει αναπτύξει µέσα από µία εξελικτική 
διαδικασία την ικανότητα να αξιοποιεί ουσίες των φυτών-ξενιστών µε 
φυτορυθµιστικές ιδιότητες προς ίδιο όφελος, προσαρµόζοντας την επίδραση τους στο 
µεταβολισµό του µέσω της συµπλοκοποίησης του µε τις ειδικές λεκτίνες του ιξού 
(σύµπλεγµα ΜL).  

Το πείραµα της φωτοπεριόδου, απέδειξε ότι οι κάλοι που προήλθαν από το 
πρώτο εικοσιτετράωρο µε φως (Αρχικά 24h φως), κι εξακολουθούν µε φως, 
εµφανίζουν µεγαλύτερα ποσοστά καλογένεσης.  
Όσον αφορά την περίοδο συγκοµιδής, µόνο έκφυτα προερχόµενα από φυτά το 
χειµώνα ανταποκρίθηκαν στις καλλιεργητικές συνθήκες και η µεγαλύτερη 
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συγκέντρωση φρέσκου κάλου παρατηρήθηκε στον συνδυασµό 4.95 µM NAA+2.82 
Μµ BA. Περισσότεροι κάλοι παρήχθησαν από τα έκφυτα βλαστού, αλλά τα 
καλλιεργούµενα έκφυτα φύλλων έδωσαν γρηγορότερα κάλους. Η προσθήκη 10 mg  
L-1 ασκορβικού οξέος βελτίωσε την παραγωγή κάλων και την ανάπτυξή τους.  
Με βάση τους πίνακες στατιστικής ανάλυσης των παραπάνω δεδοµένων, ως τα 
καλύτερα υποστρώµατα για την καλλιέργεια εκφύτων ιξού, επιλέχθηκαν αυτά µε την  
προσθήκη 10 % ασκορβικού οξέος και 1 mg/lt ΝΑΑ στο υπόστρωµα για την 
καλλιέργεια των φύλλων και των βλαστών. Εστιάζοντας στα ποσοστά καλογένεσης 
από έκφυτα βλαστών, η προσθήκη   2 mg/lt 2,4-D έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα, 
τα οποία όµως δεν ήταν στατιστικώς σηµαντικά σε σχέση µε την προσθήκη 1 mg/lt 
ΝΑΑ. Επιπλέον, και για την οµοιοµορφία των πειραµάτων, επιλέχθηκε και για τους 
βλαστούς το υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 mg/lt ΝΑΑ. 

Στους κάλους του ιξού παρατηρήθηκαν µερικές µοναδικές µορφολογικές 
δοµές. Αυτές περιλαµβάνουν κιτρινωπές νηµατώδεις προεξοχές, που καλύπτουν την 
επιφάνεια του κάλου σαν µούχλα (Εικόνα 8) και µερικές φορές προέρχονται από 
µικρές µαύρες σαν σπόρο δοµές (Εικόνα 10), οι οποίες πιθανά συνδέονται µε τον 
παρασιτισµό του φυτού. Τα σαν ρίζες νηµάτια προέρχονται από έκφυτα βλαστών µε 
περιορισµένη διαµόρφωση- σχήµα κάλου (Εικόνα 8). 

Σωµατικά έµβρυα παρατηρήθηκαν στο σφαιρικό στάδιο σε κάλους πάνω των 
τεσσάρων εβδοµάδων, σε υπόστρωµα µε ασκορβικό οξύ (Εικόνα 7). Αφού ο 
σχηµατισµός δευτερογενών µεταβολιτών σε πλήρη φυτά εξαρτάται από καλά 
καθορισµένη διαφοροποίηση, είναι πιθανό ότι τα σωµατικά έµβρυα του ιξού, τα 
οποία δείχνουν υψηλό βαθµό διαφοροποίησης ιστών, θα µπορούσαν να συσσωρεύουν 
διάφορα βιοενεργά συστατικά.      
Η επιτυχής παραγωγή κάλου και σωµατικής εµβρυογένεσης από έκφυτα ιξού είναι το 
πρώτο βήµα για την in vitro παραγωγή σταθερά καθορισµένων εκχυλισµάτων των 
κυτοτοξικό/ανοσορυθµιστικών πρωτεϊνών του φυτού. Η ιστοκαλλιέργεια έχει 
επιτυχώς χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή αντικαρκινικών παραγόντων από άλλα 
είδη, όπως το Taxus canadiensis (Ketchum, 1999). Για παραγωγή µεγάλης κλίµακας, 
προτεραιότητα πρέπει να δοθεί στο σαφή καθορισµό των άριστων συνθηκών 
καλλιέργειας µε περαιτέρω πρόοδο-βελτίωση της παραγωγής µορφολογικής και 
βιοχηµικής αποδιαφοροποίησης στην ιστοκαλλιέργεια (όπως π.χ. µέσω της 
σωµατικής εµβρυογένεσης).  

Η σωµακλωνική παραλλακτικότητα έχει εκτενώς µελετηθεί σε σειρές φυτών 
όπως στο ζαχαροκάλαµο, στον καπνό, στο ρύζι, στο καλαµπόκι και στο κριθάρι 
(Larkin, 1981), όµως σπάνιες είναι οι αναφορές αυτής µε εφαρµογές στα 
φαρµακευτικά φυτά. Αρκετοί ερευνητές έχουν αναφέρει πλατύ φάσµα διαφορών στην 
παραγωγή-απόδοση φυτοχηµικών ουσιών εντός κλώνων που αποκτούνται από 
φυτικές κυτταρικές καλλιέργειες (Oksman-Caldentey, 1998). Επίσης, οι Oksman-
Caldentey et al. (1987) παρατήρησαν σηµαντική σωµακλωνική παραλλακτικότητα σε 
κυτταρικού κλώνους από πρωτοπλάστες του µεσόφυλλου του  Hyoscyamus muticus. 
Οι κλωνικές σειρές περιείχαν ένα ελάχιστο υποπληθυσµό µε σχετικά υψηλή 
περιεκτικότητα σε σκοπολαµίνη (300x) (scopolamine). Ο Zenk (1978) επίσης 
αναφέρει ότι 143 υποκλωνικοί κάλοι του Solanum laciniatum κατείχαν  παραλλαγή 
στην ικανότητά τους να παράγουν αλκαλοειδή. Υπερπαραγωγή ενός φυτικού 
µεταβολίτη µπορεί να συνδεθεί µε παραλλαγή στην µορφογένεση κάλου, όπως 
παρουσίασαν οι Hashimoto και Yamada (Hashimoto, 1983) για τον Hyoscyamus 
niger. Ο δευτερογενής µεταβολισµός είναι επίσης στενός κρίκος στην κυτταρική 
διαφοροποίηση: γι’ αυτό είναι πιθανό ότι οι εµβρυογενείς κάλοι του ιξού, που 
δοκιµάστηκαν στην παρούσα µελέτη και έδειξαν υψηλό επίπεδο διαφοροποίησης, 
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µπορούν να παράγουν πρωτεΐνες του ιξού σε ικανοποιητικό ρυθµό. Η παρούσα 
εµφανιζόµενη σωµακλωνική παραλλακτικότητα, από πλευράς ποιοτικής και 
ποσοτικής παραγωγής πρωτεϊνών του ιξού, είναι σχετικά χαµηλή (8%), αλλά δείχνει 
για πρώτη φορά την πιθανότητα της in vitro παραγωγής σταθερών και καθορισµένων 
εκχυλισµάτων πρωτεϊνών µε κυτοτοξικές και άνοσο-ρυθµιστικές ιδιότητες. 

Η επιτυχής επαγωγή κάλων και σωµατικών εµβρύων από αυτό το είδος 
(Viscum album) επιτρέπει µια δυναµική για την εφαρµογή της µεθόδου να 
διευκολύνει την in vitro παραγωγή χρήσιµων µεταβολιτών. Περαιτέρω πρόοδος στην 
σωµατική εµβρυογένεση και άλλες πλεονεκτικές µεθόδους στην ιστοκαλλιέργεια 
(π.χ. καλλιέργεια πρωτοπλαστών και σύντηξη, δηµιουργία τετραπλοειδών σειρών) θα 
µπορούσε να οδηγήσει σε σηµαντική ανάµιξη της βιοτεχνολογίας στη χρήση του ιξού 
σαν φαρµακευτικό φυτό - είδος. 
 Πειραµατικά αποδείχθηκε ότι η συσσώρευση του συνόλου των 
µακροστοιχείων στις καλλιέργειες κάλων ιξού επηρεαζόταν σηµαντικά τόσο από τους 
ρυθµιστές ανάπτυξης και την προέλευση του εκφύτου (p<0.05), όσο και από την 
αλληλεπίδρασή τους. 
Όσον αφορά την εφαρµογή 4.65 µM Kin (που ήταν ανώτερη άλλων ρυθµιστών 
ανάπτυξης), µπορεί να είναι αποτέλεσµα της σχετικά µικρότερης «αραίωσης» της 
περιεκτικότητας σε µέταλλα στις καλλιέργειες οι οποίες εκτέθηκαν στην επίδραση 
Kin µόνο, έναν ρυθµιστή ανάπτυξης ο οποίος είναι γνωστό ότι προάγει µάλλον την 
κυτταρική διαίρεση παρά την κυτταρική αύξηση, µέσω της πρόσληψης ύδατος 
(Torres, 1989). Επιπροσθέτως, η µέση in vitro συσσώρευση µεταλλικών στοιχείων 
ήταν µεγαλύτερη στις καλλιέργειες κάλων προερχόµενων από βλαστούς σε σύγκριση 
µε τις καλλιέργειες κάλων προερχόµενων από φύλλα. Όσον αφορά την συσσώρευση 
P και Ca, τούτο µπορεί πιθανότατα να είναι αποτέλεσµα της αυξηµένης in vivo 
συγκέντρωσης σε βλαστούς ιξού.  
Με εξαίρεση το Ca, η συσσώρευση µακροστοιχείων σε καλλιέργειες κάλων 
προερχόµενων από βλαστούς συσχετιζόταν ισχυρά µε τη συγκέντρωση επί ξηρού 
βάρους. Αντιθέτως, δεν παρατηρήθηκε αυτού του είδους η συσχέτιση στην 
περίπτωση των καλλιεργειών κάλων προερχόµενων από φύλλα. 
Στην περίπτωση των προερχόµενων από βλαστούς κάλων, παρατηρήθηκε σηµαντικά 
θετική συσχέτιση µεταξύ των συγκεντρώσεων K, P και Mg, ενώ η συσσώρευση Ca 
ήταν σχετικά υψηλή και συσχετιζόταν θετικά µε το Mg (r2=0.802, Πίνακας 28). 
Αντιθέτως, στις προερχόµενες από φύλλα καλλιέργειες παρατηρήθηκε σχετικά 
σηµαντικά θετική συσχέτιση µόνο µεταξύ των συγκεντρώσεων K και Mg (r2=0.848). 
Χρησιµοποιώντας διακοσµητικά είδη φυτών, όπως το Iris, οι Pryce et al. (1994) 
έδειξαν ότι οι αυξηµένες συγκεντρώσεις K και P σχετίζονταν θετικά και σηµαντικά 
µε την in vitro ανάπτυξη των καλλιεργειών.  
Σε σύγκριση µε τα φυτά ιξού και τους ξενιστές τους, οι καλλιέργειες κάλων 
αναµένεται να παρουσιάσουν µεγαλύτερη δραστηριότητα κυτταρικής διαίρεσης και 
αντιγραφής DNA. Με αυτή την έννοια, το Mg διαθέτει µια ουσιώδη λειτουργία ως 
στοιχείο σύζευξης για τη συσσώρευση των ριβοσωµατικών µονάδων, µια διαδικασία 
η οποία είναι αναγκαία για την πρωτεϊνοσύνθεση (Cammarano et al., 1972), καθώς 
και ως ρυθµιστικός παράγοντας για τη σύνθεση ATP (Marschner, 1995). 
Βιβλιογραφικά, η κινετίνη διεγείρει τη µεριστωµατική διαίρεση φυτικών κυττάρων, 
εποµένως η in vitro συσσώρευση διαλυτού K και P ενδέχεται να επάχθηκε λόγω των 
αυξηµένων ρυθµών πρωτεϊνικής σύνθεσης και µεταβολισµού (Guardia and Benloch, 
1980, Tester and Blatt, 1989). Η χαµηλότερη συγκέντρωση P των προερχόµενων από 
φύλλα κάλων θα µπορούσε να αποδοθεί στη χαµηλότερη συγκέντρωση αυτού του 
στοιχείου στα φύλλα, κυρίως υπό τη µορφή φωσφορικών εστέρων και πλούσιων σε 
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ενέργεια  φωσφορικών αλάτων. Τούτα αποτελούν ενδιάµεσα προϊόντα σε 
µεταβολικές οδούς βιοσύνθεσης και αποικοδόµησης (Anderson and Beardall, 1991), 
οι οποίες επίσης κινητοποιούνται κατά την κυτταρική διαίρεση.  
Το ασκορβικό οξύ θα µπορούσε να έχει προάγει τη συσσώρευση K, P και Mg 
επάγοντας συγκεκριµένες µεταβολικές οδούς, όπως η παραγωγή ATP από τα 
µιτοχόνδρια, η οποία απαιτεί τη συµµετοχή αυτών των µακροστοιχείων κατά απόλυτο 
τρόπο (Guardia and Benloch, 1980, Tester and Blatt, 1989, Anderson και Beardall, 
1991, Marschner, 1995). Οι αυξηµένες συγκεντρώσεις Ca σε κάλους φύλλων µπορεί 
να σχετίζονται µε προστατευτικές αντιοξειδωτικές επιδράσεις σε µεµβρανικά λιπίδια. 
Αφού το ασκορβικό οξύ είναι ένα ισχυρό αντιοξειδωτικό, το οποίο εµποδίζει τη 
φαινολική οξείδωση στις καλλιέργειες κάλων ιξού (Kintzios and Barberaki, 2000), η 
προσθήκη του στο καλλιεργητικό µέσο θα µπορούσε να εξαλείψει την ανάγκη 
υψηλών επιπέδων ενδοκυττάριου Ca.  

Τέλος, το ασκορβικό οξύ µπορεί να προήγαγε τη συσσώρευση των 
µακροστοιχείων µέσω αυξηµένης ανάπτυξης των καλλιεργειών: όπως αναφέρθηκε 
προηγουµένως (Kintzios and Barberaki, 2000), η προσθήκη ασκορβικού οξέος 
αποτελεί απόλυτη προϋπόθεση για την επαγωγή σωµατικής εµβρυογένεσης στις 
καλλιέργειες ιστού και σχετίζεται µε αξιοσηµείωτη (έως και τριπλάσια) αύξηση του 
ξηρού βάρους καλλιέργειας.  
Παρουσιάζεται διακύµανση στη συσσώρευση µακροστοιχείων στα διάφορα 
υποστρώµατα ιξού (έκφυτο βλαστός), αλλά αυτή δεν φαίνεται να είναι στατιστικά 
σηµαντική, όπως επίσης κι η in vitro συσσώρευση πρωτεΐνης σε σχέση µε τη 
συσσώρευση µακροστοιχείων.  

Οι Murphy et al. (1994) κατέγραψαν µια αρχική µείωση της in vitro 
συγκέντρωσης των (θρεπτικών) στοιχείων σε καλλιέργειες δελφινίου κατά τη 
διάρκεια περιόδου καλλιέργειας 7 εβδοµάδων, η οποία ακολουθήθηκε από µια 
αύξηση προς το τέλος της περιόδου επώασης. Απέδωσαν αυτή την επίδραση στην 
«αραίωση» της περιεκτικότητας σε µέταλλα στις καλλιέργειες, οι οποίες, πιθανώς, 
αναπτύσσονταν ταχύτερα σε σχέση µε την πρόσληψη µετάλλων. 
Είναι αδύνατον να σχολιάσουµε τα αποθέµατα θρεπτικών στοιχείων στα συστήµατα 
καλλιεργειών κάλων χωρίς να αναλογιστούµε τους ενεχόµενους χηµικούς, φυσικούς 
και βιολογικούς παράγοντες. Όταν ασχολούµαστε µε τον εφοδιασµό του 
καλλιεργητικού µέσου µε θρεπτικά στοιχεία, πρέπει να θυµόµαστε ότι in vitro τα 
φυτά δεν έχουν πρόσβαση σε ολόκληρο τον όγκο του καλλιεργητικού µέσου. Για 
παράδειγµα, έως και 50% του Fe και 13% του P µπορεί να καθιζάνει στο διάλυµα 
εντός 7 ηµερών (Debergh et al., 1994). Η διαθεσιµότητα θρεπτικών στοιχείων 
περιορίζεται περαιτέρω από την υδροδυναµική του καλλιεργητικού µέσου (-0.7 Mpa 
για το καλλιεργητικό µέσο MS), η οποία είναι κατά πολύ µικρότερη σε σύγκριση µε 
την αντίστοιχη του εδάφους υπό φυσιολογικές συνθήκες. Όσον αφορά τον ιξό, αυτή η 
διαδικασία να περιπλεχθεί περαιτέρω λόγω της ηµι-παρασιτικής φύσης αυτών των 
ειδών. 

Ως εκ τούτου, η παρούσα µελέτη δίνει την δυνατότητα πληροφόρησης όσον 
αφορά την πιθανή σχέση µεταξύ των µετάλλων και των καλλιεργειών ιξού in vitro. 
Τα αποτελέσµατα δείχνουν τις σηµαντικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ της 
συσσώρευσης µακροστοιχείων, της σύνθεσης του καλλιεργητικού µέσου και της 
προέλευσης του εκφύτου. Από πρακτικής άποψης, τούτο µπορεί να συµβάλλει στη 
βελτίωση των υπαρχόντων καλλιεργητικών µέσων και πρωτοκόλλων καλλιεργειών 
προκειµένου να επιτευχθεί ικανοποιητική ανάπτυξη κάλων χωρίς να βλάπτεται η 
ποιότητα του προϊόντος, π.χ. καλλιεργώντας έκφυτα από βλαστούς σε καλλιεργητικό 
µέσο εµπλουτισµένο µε κινετίνη και ασκορβικό οξύ για τουλάχιστον δέκα εβδοµάδες.  
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Παρατηρείται ότι η µέγιστη συσσώρευση των επιλεγµένων µικροδιατροφικών 
παραγόντων σε κάλους από καλλιέργειες βλαστών ιξού, παρουσιάζεται µε  την 
προσθήκη 4.65 mM Kin. Αυτό θα µπορούσε να οφείλεται στη σχετικά µικρότερη 
«αραίωση» των περιεχοµένων µεταλλικών αλάτων στις καλλιέργειες στις οποίες 
προστέθηκε µόνο κινετίνη, ένας ρυθµιστής της ανάπτυξης ο οποίος είναι γνωστό ότι 
προάγει την κυτταρική διαίρεση και όχι τη διόγκωση των κυττάρων µε πρόσληψη 
ύδατος. 
Στις καλλιέργειες µε έκφυτα φύλλων παρατηρείται αυξηµένη σε Fe. Η συσσώρευση 
σιδήρου στις καλλιέργειες από φύλλα θα µπορούσε να συσχετιστεί µε τη διατήρηση 
των χλωροπλαστών, λόγω της συµµετοχής του Fe στο σύµπλεγµα Fe-
υπεροξειδοδισµουτάσης (FeSOD) (Lovatt, 1985),  το οποίο αδρανοποιεί τις ελεύθερες 
ρίζες υπεροξειδίου σχηµατίζοντας H2O2. Ωστόσο, είναι πιθανότερο ότι αυτή η 
αποτρεπτική δραστηριότητα εµπλέκει και άλλα κυτταρικά οργανίδια, όπως 
µιτοχόνδρια και υπεροξειδιοσώµατα, αφού δεν είναι ακόµη γνωστό αν τα κύτταρα 
ιξού φωτοσυνθέτουν (έστω µερικώς) in vitro. ∆ιαφορετικές µορφές SOD µπορεί 
επίσης να περιέχουν Cu, Mn και Zn, η ιδιαίτερη συσσώρευση των οποίων έχει επίσης 
δειχθεί υπό συνθήκες έντονης ανάπτυξης in vitro. Πράγµατι, τα φύλλα διαθέτουν 
πολυπληθέστερα, σε σχέση µε τους βλαστούς, µεσοφυλλικά κύτταρα, τα οποία 
παρουσιάζουν εντονότερη τάση για διαίρεση και επιµήκυνση in vitro. Η εφαρµογή 
NAA (σε συνδυασµό µε BA ή Kin) θα µπορούσε να προάγει αυτή τη δραστηριότητα 
και ταυτόχρονα να αυξάνει τη συσσώρευση µεταλλικών συµπαραγόντων 
απαραίτητων για την επίτευξη ικανοποιητικού ρυθµού ανάπτυξης. Για παράδειγµα, το 
Mn ενεργοποιεί 35 διαφορετικά ένζυµα (Burnell, 1988) τα οποία καταλύουν 
οξειδοαναγωγικές, αποκαρβοξυλιωτικές και υδρολυτικές αντιδράσεις. Επιπροσθέτως, 
το Mn ενεργοποιεί ένζυµα της οδού του σικιµικού οξέος, διεγείροντας έτσι τη 
βιοσύνθεση φαινολικών ενώσεων και αυξίνης - ινδολοξικού οξέος (IAA), το οποίο 
εµπλέκεται άµεσα στη διαίρεση και επιµήκυνση των φυτικών κυττάρων. Όµοια 
συµπεράσµατα θα µπορούσαν να εξαχθούν για άλλους µικροδιατροφικούς 
παράγοντες, ειδικά εκείνους που συµµετέχουν στις µορφές της SOD και /ή 
επηρεάζουν τον µεταβολισµό των φαινολών. 
Σε καλλιέργειες κάλου από έκφυτα βλαστών, η συσσώρευση των µικροστοιχείων 
συσχετιζόταν ισχυρά µε τη συγκέντρωση επί του ξηρού βάρους, ενώ κάτι τέτοιο δεν 
παρατηρήθηκε σε   καλλιέργειες κάλου από έκφυτα φύλλων. Μια πιθανή εξήγηση 
αυτής της παρατήρησης µπορεί και πάλι να είναι ότι τα φύλλα φέρουν 
πολυπληθέστερα µεσοφυλλικά κύτταρα σε σχέση µε τους βλαστούς. 
Η υψηλή θετική συσχέτιση που παρατηρείται µεταξύ των κάλων από καλλιέργειες 
εκφύτων φύλλων και των συγκεντρώσεων Mn και Cu, θα µπορούσε πιθανώς να 
αποδοθεί σε αντισταθµιστικό µηχανισµό µεταξύ CnZnSOD και MnSOD (Marschner, 
1995). Έχει ανακοινωθεί (Kintzios et al., 2001), η ευεργετική επίδραση αυξηµένων 
συγκεντρώσεων Cu στην έναρξη καλλιέργειας και πολλαπλασιασµού σωµατικών 
εµβρύων από νέα, ώριµα, πλήρως ανεπτυγµένα φύλλα ρόδου (Rosa hybrida L.). Τα 
ιόντα χαλκού βρίσκονται στο ενεργό κέντρο µιας πληθώρας ενζύµων, αποτελώντας 
θέση αντίδρασης µε το O2 και συµµετέχοντας σε ποικιλία οξειδοαναγωγικών 
αντιδράσεων (Marschner, 1995). Επειδή ο χαλκός αποτελεί επίσης συστατικό της 
Cu–Zn - υπεροξειδοδισµουτάσης, εµπλέκεται άµεσα στο µηχανισµό αποτοξίνωσης 
του O2 το οποίο παράγεται µε τη φωτοσύνθεση (Elstner, 1982). Συσσώρευση Cu θα 
µπορούσε να προάγει τη δηµιουργία κάλου και τη σωµατική εµβρυογένεση µέσω 
άµεσης ευόδωσης της βιοσύνθεσης πολυαµινών. Η διαµινοξειδάση είναι µια 
φλαβοπρωτεΐνη περιέχουσα χαλκό η οποία καταλύει τη διάσπαση πολυαµινών, όπως 
η σπερµιδίνη προς σχηµατισµό πιτρεσκίνης (Federico et al, 1990). Αυξηµένα επίπεδα 
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πιτρεσκίνης και σπερµιδίνης έχουν παρατηρηθεί κατά τη σωµατική εµβρυογένεση 
ποικίλλων ειδών φυτών (Montague et al., 1978; Fienberg et al., 1984; Gaspar et al., 
1996). Ο Dahleen (1995) έχει αναφέρει ότι τα αυξηµένα επίπεδα Cu συσχετίζονταν 
µε βελτιωµένη επαγωγή δηµιουργίας κάλου και φυτική αναγέννηση από σωµατικά 
έµβρυα κριθαριού. Τέλος, ο Cu αποτελεί συστατικό της οξειδάσης του ασκορβικού 
οξέος, η οποία καταλύει την οξείδωση του ασκορβικού οξέος σε δεϋδροασκορβικό 
οξύ (Marschner, 1995).  

∆είξαµε ότι σε καλλιέργειες κάλου από ιξό (V. album L.) οι συσσωρευµένοι 
µικροδιατροφικοί παράγοντες in vitro εξαρτώνται τόσο από την προέλευση του 
εκφύτου (βλαστός ή φύλλα) όσο και από το είδος και τη συγκέντρωση των ρυθµιστών 
της αύξησης. Επιπλέον, µπορέσαµε να δείξουµε ότι η συσσώρευση in vitro των Fe, 
Mn, Zn και Cu υπερέβη σηµαντικά την παρατηρούµενη συγκέντρωση στα φυτά του 
ιξού και στους ξενιστές αυτού, όπως το έλατο, η δρυς και η καστανιά. Το σχήµα 
συσσώρευσης των µικροδιατροφικών παραγόντων  είναι πιθανό να σχετίζεται µε την 
ανάπτυξη του κάλου µέσω ενός µηχανισµού στον οποίο εµπλέκονται αντιοξειδωτικοί 
παράγοντες, όπως το ασκορβικό οξύ και οι µορφές της SOD και /ή µέσω επίδρασης 
στο µεταβολισµό των φαινολικών ενώσεων. Από πρακτικής άποψης, τα 
αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τη 
βελτιστοποίηση των πρωτοκόλλων δηµιουργίας κυτταρικών παραγωγικών 
συστηµάτων, καθώς και για την περαιτέρω διερεύνηση της ηµιπαρασιτικής βιολογίας 
αυτού του σηµαντικού από φαρµακολογικής άποψης είδους.  
Η προσθήκη ασκορβικού οξέος αποτελεί απόλυτη προϋπόθεση για την επαγωγή 
σωµατικής εµβρυογένεσης από καλλιέργειες ιξού (Kintzios and Barberaki, 2000). 
Επιπροσθέτως, το ασκορβικό οξύ, βελτιώνει σηµαντικά την επαγωγή δηµιουργίας και 
ανάπτυξης κάλου και συσχετίζεται µε το σχηµατισµό ροδόλευκου κάλου, 
καταδεικνύοντας µείωση της φαινολικής οξείδωσης. Πράγµατι, παρατηρήθηκε 
σηµαντική αύξηση των ολικών διαλυτών, µη οξειδωµένων φαινολικών ενώσεων 
στους κάλους, οι οποίοι επωάστηκαν σε µέσο περιέχον ασκορβικό οξύ, και γενικά η 
προσθήκη ασκορβικού οξέος ευνόησε την συσσώρευση των επιλεγµένων 
µικροδιατροφικών παραγόντων.  
Η αρχική πτώση των συγκεντρώσεων Fe, Mn και Zn σε καλλιέργειες  in vitro, έχει 
παρατηρηθεί και από τους Murphy et al. (1994) οι οποίοι έχουν αναφέρει µια αρχική 
πτώση των συγκεντρώσεων σε καλλιέργειες δελφινίου κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 
7 εβδοµάδων, ακολουθούµενη από αύξηση προς το τέλος της περιόδου επώασης. 
Απέδωσαν αυτό το φαινόµενο στην «αραίωση» των περιεχοµένων µεταλλικών 
αλάτων στις καλλιέργειες, οι οποίες, σύµφωνα µε αυτήν την υπόθεση, 
αναπτύσσονταν ταχύτερα από το ρυθµό συσσώρευσης µεταλλικών αλάτων (οµοίως 
και για τα µακροστοιχεία). ∆ιαπίστωσαν, επίσης, ισχυρή συσχέτιση ανάµεσα στο 
ρυθµό αύξησης της καλλιέργειας και τις συγκεντρώσεις Fe και Zn. Οι Mezzetti και 
συν. (Mezzetti et al., 1991) ανέφεραν ότι έκφυτα προερχόµενα από βλαστούς 
Actinidia deliciosa συσσώρευσαν in vitro λιγότερο Fe, Cu, Mn και Zn σε σχέση µε 
έκφυτα από φύλλα. Έτσι, µια µετατόπιση προς τα φύλλα ήταν προφανής, ειδικά κατά 
τον πρώτο µήνα. Ωστόσο, η συνολική συσσώρευση µικροδιατροφικών παραγόντων 
στον τυλώδη ιστό αυξήθηκε κατά την περίοδο καλλιέργειας.  

Όπως και στην περίπτωση των µακροστοιχείων, από την παρούσα µελέτη 
προέκυψε ότι υπάρχει µια σηµαντική αλληλεπίδραση ανάµεσα στη συσσώρευση 
µικροδιατροφικών παραγόντων, τη σύνθεση του καλλιεργητικού µέσου και την 
προέλευση του εκφύτου, η οποία θα µπορούσε να γίνει αντικείµενο πρακτικής 
εκµετάλλευσης για τη βελτίωση των υπαρχόντων καλλιεργητικών συνθέσεων και 
πρωτοκόλλων καλλιέργειας µε σκοπό την ικανοποιητική ανάπτυξη κάλου χωρίς να 
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µειώνεται η ποσότητα παραγωγής, π.χ. καλλιεργώντας έκφυτα από βλαστούς σε µέσο 
εµπλουτισµένο µε κινετίνη και ασκορβικό οξύ για τουλάχιστον 10 εβδοµάδες.  

Κατά την διάρκεια των πειραµάτων έγινε επιτυχής αποµόνωση 
πρωτοπλαστών τόσο από φύλλα ιξού όσο κι από κάλους ιξού, αποδεικνύοντας ότι το 
φυτό ανταποκρίνεται σε αυτή την τεχνική και µελλοντικά  ο τρόπος αυτός µπορεί να 
οδηγήσει στην αναπαραγωγή φυτών µε συγκεκριµένες ιδιότητες. 
Τα αποτελέσµατα, όσον αφορά τον αριθµό των βιώσιµων πρωτοπλαστών, είναι 
περίπου ίδια µε αυτά που έχουν ήδη αναφερθεί γι’ άλλα είδη, όπως είναι η Brassica 
(Schenck and Hoffmann, 1984) αλλά χαµηλότερα από αυτά στο βαµβάκι (Gossypium 
hirsutum) ή το κενάφ (Hibiscus cannabinus) (2.4-2.5 x 106) (Firoozabady and 
DeBoer, 1986; Reichert and Liu, 1962). Παρ’ όλα αυτά θα ήταν επαρκές για την 
επίτευξη αρχικής πυκνότητας «plating» για την εκκίνηση της καλλιέργειας 
πρωτοπλαστών, όπως προαναφέρθηκε για είδη όπως ο καπνός  (Nicotiana tabacum - 
Takebe and Nagata, 1984) ή η πετούνια (Petunia hybrida - Binding and Krumbiegel-
Schoeren, 1984). Αφού οι πρωτοπλάστες είναι ένα κατάλληλο υλικό για γενετική 
µετάλλαξη, θα ήταν ιδιαίτερα σηµαντικό να επιτευχθεί ένα ικανοποιητικό 
πρωτόκολλο για πρωτοπλάστες στην αναπαραγωγή φυτών.  

H τελευταία πειραµατική ενότητα αφορούσε τη διερεύνηση της in vitro 
τοξικότητας και επιµέρους επίδρασης σε βιοχηµικά συστήµατα των εκχυλισµάτων 
των κυτταροκαλλιεργειών του V. album σε φυσιολογικές και καρκινικές κυτταρικές 
σειρές. Πρέπει να τονιστεί το γεγονός ότι, ενώ υφίσταται πληθώρα µελετών των 
αποτελεσµάτων της εφαρµογής των λεκτινών και άλλων παραγώγων του ιξού in vivo 
(σε πειραµατόζωα) και σε κλινικό επίπεδο (σε ανθρώπους), οι σχετικές αναφορές σε 
πειράµατα in vitro είναι εξαιρετικά περιορισµένες. Από την άποψη αυτή, η παρούσα 
µελέτη φιλοδοξεί να συνεισφέρει µε πρωτότυπα αποτελέσµατα.   
Στα σχετικά πειράµατα που έγιναν για τον έλεγχο της τοξικότητας των φυσιολογικών 
κυττάρων, φαίνεται καθαρά ότι το εκχύλισµα από το φυτό-δότη εµφανίζει τοξικότητα 
από τις µικρές ακόµη συγκεντρώσεις της κυτταρικής σειράς BFU-E, ενώ ο απλός 
κάλος εµφανίζει τοξικότητα σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Ο κάλος µε την 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα (SC) στις µικρές συγκεντρώσεις δεν φαίνεται να 
παρουσιάζει τοξικότητα, αλλά στις µεγαλύτερες τείνει να γίνει τοξικός. 
Η κυτταρική σειρά CFU-GM παρουσιάζεται ιδιαίτερα ευαίσθητη στην επίδραση των 
πρωτεϊνών από τον ιξό είτε αυτές προέρχονται από το φυτό, είτε από τους κάλους, 
ιδιαίτερα στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Για τις µικρές συγκεντρώσεις (0,5 και 1 
ng/ml) πρωτεϊνών που προέρχονται από το φυτό και τον κάλο δεν παρουσιάζεται 
τοξικότητα.  
Στη φυσιολογική σειρά VERO, η τοξικότητα στα κύτταρα εµφανίζεται ακόµη και 
στις µικρές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης κυρίως για την πρωτεΐνη που προέρχεται από 
το φυτό και τον σωµακλωνικό κάλο, ενώ για αυτήν που προέρχεται από τον κάλο 
είναι εµφανής για συγκεντρώσεις µεγαλύτερες των 10 ng/ml.   
Γενικά πάντως φαίνεται ότι το σηµείο 10 ng/ml είναι οριακό – σηµείο ορόσηµο- στην 
επίδραση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης ως προς την τοξικότητα σε όλες 
κυτταρικές σειρές και για όλες τις επεµβάσεις (από όπου κι αν προέρχεται η 
πρωτεΐνη). Κάποιες σειρές εµφανίζονται ιδιαίτερα ευαίσθητες στις επεµβάσεις (CFU-
GM και VERO), ενώ η BFU-E για τις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (άνω των 10 
ng/ml). Το εκχύλισµα από το φυτό εµφανίζεται πολύ τοξικό για όλες τις κυτταρικές 
σειρές ακόµη και σε µικρές συγκεντρώσεις ( π.χ. VERO), οι πρωτεΐνες που 
προέρχονται από τον απλό κάλο εµφανίζουν τοξικότητα σε συγκεντρώσεις πάνω των 
10 ng/ml, ενώ οι πρωτεΐνες που προέρχονται από τον κάλο µε σωµακλωνική 
παραλλακτικότητα εµφανίζουν τοξικότητα ανάλογα µε το είδος των κυτταρικών 
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σειρών: στην κυτταρική σειρά VERO εµφανίζουν υψηλή τοξικότητα ακόµη και στις 
µικρές συγκεντρώσεις (κάτω των 10 ng/ml), στην κυτταρική σειρά CFU-GM σε 
µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (πάνω από 10 ng/ml), ενώ στην κυτταρική σειρά BFU-E 
δεν φαίνεται να προκαλούν τοξικότητα. 
Στα αποτελέσµατα φαίνεται ότι το εκχύλισµα από το φυτό-δότη είναι πολύ τοξικό 
έως τοξικό σε όλες τις συγκεντρώσεις που δοκιµάστηκαν, ακόµη και στις πολύ 
µικρές. Οι παραγόµενες, in vitro, πρωτεΐνες που προέρχονται από κάλο παρουσιάζουν 
τοξικότητα και στις δύο σειρές των κυττάρων, ενώ στις χαµηλές συγκεντρώσεις 
φαίνεται ότι δεν είναι τοξικές και ιδιαίτερα αυτές οι πρωτεΐνες που προέρχονται από 
τον κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα. Με βάση τα πειραµατικά δεδοµένα 
οδηγούµαστε στο συµπέρασµα ότι η επιπλέον ουσία που περιέχεται στον κάλο µε την 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα, πολύ πιθανόν ανήκει στην οµάδα των πρωτεϊνών 
που προάγουν την διέγερση του ανοσοποιητικού συστήµατος κι ευνοούν την 
ανάπτυξη των φυσιολογικών κυττάρων, στα οποία εµφανίζουν χαµηλή τοξικότητα, 
ενώ παράλληλα ασκούν και τοξική επίδραση στα µελετηθέντα καρκινικά κύτταρα. 
Σχετικά πρόσφατα, οι Lee et al. (2009) παρατήρησαν µία διέγερση του 
πολλαπλασιασµού λεµφοκυττάρων, µακροφάγων και κυττάρων ΝΚ (natural killers) 
τρωκτικών µετά την εφαρµογή λεκτινών του κορεατικού ιξού (V. album L. var. 
coloratum). Ωστόσο η ενίσχυση στοιχείων του ανοσοποιητικού συστήµατος δεν 
επαρκεί για την ερµηνεία των παρατηρηθέντων αποτελεσµάτων in vitro (αφού αυτά 
αφορούν καλλιέργειες και όχι οργανισµούς). Επιπλέον, οι Thies et al. (2005) έχουν 
ήδη αναφέρει ότι οι διαφορετικές λεκτίνες του ιξού µπορούν να έχουν άµεση 
κυτταροτοξικότητα in vitro χωρίς την παρουσία κυτοκινών ή παρεµφερών ουσιών. Σε 
σχετικά πειράµατα µε κύτταρα µελανώµατος παρατηρήθηκε ότι ανάµεσα στις 
διαφορετικές λεκτίνες, η ML-I παρουσίαζε την ισχυρότερη αυτόνοµη 
κυτταροτοξικότητα. Επίσης η επιλογή της κυτταρικής σειράς είναι σηµαντική, επειδή 
έχει διαπιστωθεί η διαφορετική ικανότητα εξωκύτωσης των λεκτινών του ιξού in 
vitro (Schumacher et al., 1995), δηλαδή η διαφορετική ικανότητα ενός µηχανισµού 
εξουδετέρωσης της δράσης αυτών. 
Όσον αφορά την προσθήκη εκχυλίσµατος από το φυτό ιξού, φαίνεται ότι ενώ 
παρουσιάζει τοξικότητα στα καρκινικά κύτταρα PC12 στις µικρές συγκεντρώσεις από 
την πρώτη κιόλας ηµέρα, αυτό δεν συνεχίζεται για τις επόµενες ηµέρες επώασης, 
όπου φαίνεται να ευνοεί την ανάπτυξη κυττάρων, κάτι που δεν συµβαίνει µε την 
προσθήκη της µεγαλύτερης δόσης (10 ng/ml), η οποία φαίνεται ότι όσο περνούν οι 
µέρες επώασης τόσο µειώνεται ο αριθµός των κυττάρων που έχουν επιβιώσει 
(αύξηση της τοξικότητας).  
 Γενικά, οι διαφορές µεταξύ του µάρτυρα και των επεµβάσεων µε 0,5 ng/ml 
και 1 ng/ml πρωτεΐνης δεν είναι στατιστικά σηµαντικές παρά µόνο για την πρώτη 
ηµέρα επώασης (για p 5%), ενώ είναι όσον αφορά την προσθήκη 10 ng/ml για την 
τρίτη ηµέρα επώασης.   
Η τοξικότητα που παρουσιάζουν τα κύτταρα στην προσθήκη πρωτεϊνών από κάλους 
είναι πολύ µεγαλύτερη έναντι αυτών από το φυτό ιξού και φαίνεται από την πρώτη 
κιόλας ηµέρα επώασης. Και στις τρεις συγκεντρώσεις προσθήκης πρωτεϊνών, η 
τοξικότητα αυξάνει όσο αυξάνει ο χρόνος επώασης, εκτός από την δεύτερη µέρα της 
χαµηλότερης συγκέντρωσης. Αυτό που παρατηρείται και για τρεις συγκεντρώσεις 
είναι ότι κατά την τέταρτη ηµέρα επώασης παρατηρείται αύξηση των κυττάρων και 
µείωση της τοξικότητας (κάτι που παρατηρείται και για τα φυσιολογικά κύτταρα σε 
κάποιες συγκεντρώσεις- κάλος στην κυτταρική σειρά VERO σε συγκεντρώσεις 0,5 
ng/ml και 1 ng/ml, κάλος µε SC στις κυτταρικές σειρές BFU-E, CFU-GM για τις 0,5 
ng/ml και 1 ng/ml συγκεντρώσεις).  
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Η τοξικότητα που παρουσιάζουν τα κύτταρα της σειράς PC12 είναι έντονη από την 
πρώτη κιόλας ηµέρα επώασης και πιο έντονη την τρίτη ηµέρα -στατιστικώς 
σηµαντικές διαφορές- και για τις τρεις συγκεντρώσεις πρωτεϊνών. Την τέταρτη ηµέρα 
παρατηρείται ό,τι και στην επώαση µε πρωτεΐνες από κάλο (ανάπτυξη κυττάρων). 
 Η τοξικότητα παρουσιάζεται µεγαλύτερη όσο µεγαλύτερη είναι και η 
συγκέντρωση της προστιθέµενης πρωτεΐνης (αναλογική σχέση) και όσο µεγαλύτερος 
είναι ο χρόνος επώασης (συγκεντρώσεις 1 ng/ml και 10 ng/ml) έως τις τρεις πρώτες 
ηµέρες .  
 Γενικά φαίνεται ότι για την επίτευξη µεγαλύτερης τοξικότητας ο χρόνος 
επώασης είναι σχετικός, αλλά δεν είναι απεριόριστος. Φαίνεται ότι από την τέταρτη 
ηµέρα κι έπειτα ο χρόνος βοηθά την ανάπτυξη των κυττάρων κι όχι την καταστροφή 
τους. Ίσως µετά την πάροδο αυτού του χρόνου η δράση των κυτταροτοξικών 
πρωτεϊνών (βισκοτοξινών, λεκτινών) που περιέχονται στις προστιθέµενες ουσίες 
ατονούν και επικρατεί η δράση των ανοσορυθµιστικών πρωτεϊνών µε θετικά 
αποτελέσµατα για την ανάπτυξη των κυττάρων (λεκτίνες), µόνο σε επίπεδο 
οργανισµού, οπότε και χρειάζεται επανάληψη της δόσης (και κατ΄ επέκταση 
επανάληψη της θεραπείας). 

Γενικά, συγκρίνοντας τις µέρες η πρώτη µε την τρίτη διαφέρουν στατιστικώς 
σηµαντικά µόνο για την  συγκέντρωση 10 ng/l, ενώ η πρώτη µε την τέταρτη δεν 
διαφέρουν που σηµαίνει ότι τα κύτταρα αναπτύσσονται φτάνοντας τα αρχικά επίπεδα 
της καλλιέργειας. 
Στο εκχύλισµα πρωτεϊνών από κάλο αυτό µπορεί να δικαιολογηθεί αφού το  
εκχύλισµα είναι γενικά πιο καθαρό από άλλες ουσίες και περιέχει πρωτεΐνες του ιξού 
µε συγκεκριµένη δράση. Το φαινόµενο είναι πιο έντονο για τον κάλο µε SC τόσο στις 
κυτταρικές σειρές µε φυσιολογικά κύτταρα, όσο και στις καρκινικές κυτταρικές 
σειρές. Η δράση του εκχυλίσµατος αυτού µπορεί να αιτιολογηθεί µε βάση την 
διαφορετική πρωτεΐνη που περιέχει, λόγω σωµακλωνικής παραλλακτικότητας, η 
οποία φαίνεται από τα πειράµατα να προάγει την ανάπτυξη των κυττάρων.  Στο 
σηµείο αυτό πρέπει να διευκρινιστεί ότι οι διαφορετικές ιδιότητες του εκχυλίσµατος 
που προέρχεται από τον κανονικό κάλο, σε σχέση µε το φυτό-δότη, µπορεί να 
οφείλεται σε διαφορετική αναλογία των επιµέρους λεκτινών (MLI, MLII, MLIII). 
Επειδή όµως οι πρωτεΐνες αυτές έχουν παραπλήσιο µοριακό βάρος, δεν κατέστη 
δυνατός ο ηλεκτροφορετικός διαχωρισµός τους µε τις µεθόδους που εφαρµόστηκαν 
στην παρούσα µελέτη και, εποµένως, η επαλήθευση της υπόθεσης αυτής 
(διαφορετική αναλογία in vitro/in vivo).    
Η τοξικότητα για την καρκινική σειρά RAW είναι µεγαλύτερη κατά την δεύτερη 
ηµέρα επώασης και για όλες τις συγκεντρώσεις πρωτεϊνών και περισσότερο για την 
µεγαλύτερη συγκέντρωση (10 ng/ml) από κάλο µε σωµακλωνική παραλλακτικότητα, 
ενώ κατά την τέταρτη ηµέρα παρατηρείται ανάπτυξη των κυττάρων, στατιστικώς 
σηµαντική µόνο για  την µεγαλύτερη συγκέντρωση προστιθέµενων πρωτεϊνών.     
 Στην προσπάθεια να ερευνηθεί και να µετρηθεί η παραγωγή ελευθέρων ριζών 
στα κύτταρα των καλλιεργούµενων κυτταρικών σειρών, ως συνέπεια της δράσης των 
προστιθέµενων πρωτεϊνών από το φυτό του ιξού και από τους κάλους του, 
διαπιστώθηκε ότι για την καρκινική σειρά PC12, στις χαµηλές συγκεντρώσεις όλων 
των πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων η παραγωγή ελευθέρων ριζών (Ε.Ρ.) ήταν µικρότερη 
από αυτή του µάρτυρα, ενώ η χαµηλότερη τιµή (χαµηλότερη συσσώρευση Ε.Ρ.) 
σηµειώθηκε για την µεγαλύτερη συγκέντρωση (10 ng/ml) πρωτεΐνης από το φυτό του 
ιξού. 

Όσον αφορά την κυτταρική σειρά των φυσιολογικών κυττάρων (VERO) 
φαίνεται ότι οι περισσότερες συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών προκαλούν µεγαλύτερη 
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αύξηση της συσσώρευσης των Ε.Ρ. από ότι παρατηρείται στον µάρτυρα, ενώ για την 
συγκέντρωση 10 ng/ml  του φυτού ιξού παρατηρείται η µικρότερη τιµή. 
Η µοναδική γνωστή αναφορά στην αλληλεπίδραση των λεκτινών του ιξού µε τις 
ελεύθερες ρίζες αφορά την εφαρµογή πρωτεϊνών από το κορεατικό ιξό (V. album L. 
var. coloratum) στη φυσιολογική κυτταρική σειρά LLC-PK1 (νεφρικά επιθηλιακά 
κύτταρα), όπου παρατηρήθηκε αυξηµένη αντιοξειδωτική δραστηριότητα και µείωση 
της κυτταρικής απόπτωσης (Kim et al., 2010).  

Όσον αφορά τις υπόλοιπες παραµέτρους οι οποίες µελετήθηκαν (περατότητα 
πλασµαλήµµατος, µιτοχονδριακή λειτουργία), και όπως  αναφέρθηκε στην ενότητα 
των αποτελεσµάτων, διαφαίνεται µία κατά κανόνα αρνητική επίδραση των 
πρωτεϊνικών κλασµάτων του ιξού (και κυρίως όσων έχουν παραχθεί από 
φυσιολογικούς κάλους) στη λειτουργία των µιτοχονδρίων, τουλάχιστον όσον αφορά 
την πιθανή πρόκληση αποπτωτικών φαινοµένων στην καρκινική κυτταρική σειρά 
PC12. Αντίθετα, στη φυσιολογική σειρά VERO οι αρνητικές επιδράσεις 
παρατηρήθηκαν µόνο µετά την εφαρµογή των πρωτεϊνών είτε του φυτού ή του 
σωµακλωνικά παραλλαγµένου κάλου. 
 Πρέπει να τονιστεί ότι είναι η πρώτη απόπειρα διεξοδικής αξιολόγησης της in 
vitro τοξικότητας των λεκτινών του ιξού µε µελέτη της επίδρασης σε διάφορα 
κυτταρικά συστήµατα. Επιπρόσθετα, οι κυτταρικές σειρές οι οποίες 
χρησιµοποιήθηκαν δεν έχουν υπάρξει προηγουµένως αντικείµενο µελέτης του 
συγκεκριµένου πεδίου έρευνας. Ωστόσο ανήκουν στις κατεξοχήν χρησιµοποιούµενες 
σαν µοντέλα στην αντικαρκινική έρευνα (Kintzios, 2006).  
Καταλήγοντας, τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης περιγράφουν την πρώτη 
ολοκληρωµένη προσέγγιση τόσο της ιστοκαλλιέργειας του Viscum album όσο και της 
δυνατότητας δηµιουργίας κυτταρικών εργοστασίων για την παραγωγή λεκτινών και 
άλλων ουσιών µε αντικαρκινικές ιδιότητες. Παρότι τα παραχθέντα δεδοµένα 
αποτελούν ουσιαστικά το υπόβαθρο για µελλοντική έρευνα σε βάθος, επιτρέπουν το 
«άνοιγµα» ενός παράθυρου αισιοδοξίας για την πιθανή βιοτεχνολογική αξιοποίηση 
του σηµαντικού αυτού φυτικού είδους στην αντικαρκινική έρευνα και πρακτική. 
Ειδικότερα, η διαπίστωση της σωµακλωνικής παραλλακτικότητας και της 
συνεπακόλουθης παραγωγής πρωτεϊνών µε αυξηµένη επιλεκτική κυτταροτοξικότητα 
προσφέρουν ένα ελκυστικό πεδίο µελέτης. Ανάµεσα στα προτεινόµενα αντικείµενα 
έρευνας ανήκει η διαλεύκανση του βιοχηµικού µονοπατιού βιοσύνθεσης της 
παραλλαγµένης πρωτεΐνης, µε προοπτικές αποµόνωσης του σχετικού γενετικού 
µηχανισµού. Επίσης θα πρέπει να συσχετισθούν τα αποτελέσµατα των δοκιµών in 
vitro µε αντίστοιχα in vivo (σε πειραµατόζωα).   

Τέλος, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι είναι πιθανόν η επόµενη «επανάσταση» 
στη φυτοχηµική θεραπεία του καρκίνου να προέλθει από την κλινική εφαρµογή 
φυτικών εκχυλισµάτων µε βασικά απροσδιόριστα συστατικά, παρά ενός πλήρως 
χαρακτηρισµένου µορίου. ∆εν πρέπει να προκαλεί έκπληξη το γεγονός ότι σηµαντική 
πρόοδος σε αυτή την κατεύθυνση έχει σηµειωθεί µε τη χρήση φυτών της 
παραδοσιακής, ολιστικής κινεζικής ιατρικής (Zhu et al., 2005; Kintzios et al., 2006). 
Αντίθετα, επιβεβαιώνει την ανάγκη αναθεώρησης του ισχύοντος δόγµατος «ένα 
φάρµακο προς ένα στόχο». Ο ιξός θα µπορούσε να έχει πρωταγωνιστικό ρόλο στη 
διαδικασία αυτή, ιδιαίτερα υπό το πρίσµα της βιοτεχνολογικής του αξιοποίησης. 
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7. ΠΙΝΑΚΕΣ 
 
ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΤΟΥ ΙΞΟΥ ΣΤΟΥΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΗΤΙΚΟΥΣ ΧΕΙΡΙΣΜΟΥΣ 
 
Ανταπόκριση των εκφύτων στην απολύµανση 
 
Πίνακας 13. Ανταπόκριση των εκφύτων (Φύλλα, βλαστοί) στην απολύµανση  

  

  Ανταπόκριση 
των εκφύτων 

στην 
απολύµανση 

        
    % Καλογένεση       

            

Είδος Εκφύτου   ΦΥΛΛΑ     ΒΛΑΣΤΟΙ   
Είδος 

Υποστρώµατος 
10% 

CaCl2 

(15 
min) + 
Tween 
2% + 
0,01% 
HgCl2 

(12 
min) 

10% CaCl2 (10 
min) + Tween 
2% + 0,01% 

HgCl2 (12 min) 

10% 
CaCl2 

(15 
min) + 
Tween 
2% + 
0,01% 
HgCl2 
(20-25 
min) 

10% 
CaCl2 

(15 
min) + 
Tween 
2% + 
0,01% 
HgCl2 

(12 
min) 

10% 
CaCl2 (10 

min) + 
Tween 
2% + 
0,01% 

HgCl2 (12 
min) 

10% 
CaCl2 

(15 
min) + 
Tween 
2% + 
0,01% 
HgCl2 
(20-25 
min) 

ΝΑΑ 1 mg/lt 8,3 8,3 1,7 8,3 8,3 1,25 

KΙΝ 1 mg/lt 4,2 4,2 1,25 4,1 4,1 1,25 

2,4-D 2 mg/lt 4,2 4,2 0 4,2 4,2 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 2,7 12,5 0 16,6 0 0 

KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 0 0 0 0 0 0 

ΝΑΑ 1 
mg/lt+10%ασκορβικό 

οξυ 

22,5 12,5 3,3 37,5 12,5 1,2 
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KΙΝ 1 mg/lt 18,8 7,5 1,3 13,6 6,25 5,3 

2,4-D 2 mg/lt 13,6 0 0 45,5 0 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 20 6,25 3,3 24 5 6,3 

KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 20 0 0 20 0 0 

 
 
Πίνακας 13Α1: Ανάλυση συσχετίσεων επεµβάσεων απολύµανσης εκφύτου ιξού 
φύλλων (α=0,05) 

  

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 

10% CaCl2 (10 min) 
+ Tween 2% + 

0,01% HgCl2 (12 
min) 

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 

0,01% HgCl2 (20-25 
min) 

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 1     
10% CaCl2 (10 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 0,140949 1   
10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (20-25 
min) 0,586095 0,5363 1 

 
 
Πίνακας 13Β1: Ανάλυση συσχετίσεων επεµβάσεων απολύµανσης εκφύτου ιξού 
βλαστών (α=0,05) 

  

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 

10% CaCl2 (10 min) 
+ Tween 2% + 

0,01% HgCl2 (12 
min) 

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 

0,01% HgCl2 (20-25 
min) 

10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 1     
10% CaCl2 (10 min) 
+ Tween 2% + 
0,01% HgCl2 (12 
min) 0,133802 1   
10% CaCl2 (15 min) 
+ Tween 2% + 0,057169 0,376356 1 
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0,01% HgCl2 (20-25 
min) 
Πίνακας 13Α2: Ανάλυση στατιστικών παραγόντων κατά την στατιστική επεξεργασία 
των αποτελεσµάτων των επεµβάσεων απολύµανσης σε έκφυτα ιξού φύλλων 
Ανάλυση της 
∆ιακύµανσης 

(Anova: Single 
Factor)             

              

 ΣΥΝΟΨΗ             

Είδος επέµβασης Καταµέτρηση Άθροισµα 
Μέσος 
όρος ∆ιακύµανση     

 10% CaCl2 (15 
min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 
(12 min) 10 114,3 11,43 72,18456     

10% CaCl2 (10 
min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 

(12 min) 10 55,45 5,545 22,72358     
10% CaCl2 (15 

min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 

(20-25 min) 10 10,85 1,085 1,794472     

 ANOVA             
Πηγή 

Παραλλακτικότητ

ας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F 
P-

value F crit 

 Επεµβάσεις 538,4795 2 269,23975 8,352611 0,0015 3,354131 

 Υπόλοιπο 870,3235 27 32,2342037       

              

 Σύνολο 1408,803 29         
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Πίνακας 13Β2: Ανάλυση στατιστικών παραγόντων κατά την στατιστική επεξεργασία 
των αποτελεσµάτων των επεµβάσεων απολύµανσης σε έκφυτα ιξού βλαστών 

 
 
 
 
   
 
 
 
 
 

Ανάλυση της 
∆ιακύµανσης 

(Anova: Single 
Factor)             

 ΣΥΝΟΨΗ             

Είδος επέµβασης Καταµέτρηση Άθροισµα Μέσος όρος ∆ιακύµανση     
10% CaCl2 (15 

min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 

(12 min) 10 173,8 17,38 221,7462     
10% CaCl2 (10 

min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 

(12 min) 10 40,35 4,035 17,87114     
10% CaCl2 (15 

min) + Tween 2% 
+ 0,01% HgCl2 

(20-25 min) 10 15,3 1,53 5,437333     

 ANOVA             

Πηγή 
Παραλλακτικότητα

ς ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 

 Επεµβάσεις 1451,955 2 725,9775833 8,887537 0,001082 3,354131 
 Υπόλοιπο 2205,492 27 81,68489815       

              
 Σύνολο 3657,447 29         
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Εµφυτεύσεις-Περίοδος ανάπτυξης φυτού 
 
Πίνακας 14. Χειµερινή Περίοδος ανάπτυξης φυτού 

ΧΕΙΜΕΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 

Είδος Υποστρώµατος 
% Καλογένεση 

 
Φύλλα Βλαστοί 

ΝΑΑ 1 mg/lt 27,3 8,3 
KΙΝ 1 mg/lt 4,2 4,2 
2,4-D 2 mg/lt 4,2 4,2 
ΒΑ  1 mg/lt 0 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 2,7 16,6 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 0 0 

 

Πίνακας 15. Χειµερινή Περίοδος ανάπτυξης φυτού: υποστρώµατα µε Ασκορβικό 
οξύ  

ΧΕΙΜΕΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 

Είδος Υποστρώµατος 
% Καλογένεση 

10% Ασκορβικό οξύ 
Φύλλα Βλαστοί 

ΝΑΑ 1 mg/lt 22,5 37,5 
KΙΝ 1 mg/lt 18,8 13,6 
2,4-D 2 mg/lt 13,6 45,5 
ΒΑ  1 mg/lt 25 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 20 24 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 20 20 

 
Πίνακας 15B. Συσχέτιση της περιόδου ανάπτυξης του ιξού σε σχέση µε την 
καλλιέργεια εκφύτων (φύλλων και βλαστών) του ιξού σε διάφορα υποστρώµατα 

 
 
 
 
 
 
 

 
Πίνακας 16. Καλοκαιρινή Περίοδος ανάπτυξης φυτού 

ΚΑΛΟΚΑΙΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 

Είδος Υποστρώµατος % Καλογένεση 
 Φύλλα Βλαστοί 

  Φύλλα Βλαστοί Φύλλα(Α.Ο.) 
Βλαστοί 
(Α.Ο.) 

Φύλλα 1       
Βλαστοί 0,287855 1     
Φύλλα (Α.Ο.) 0,185024 -0,0886 1   
Βλαστοί (Α.Ο.) 0,512127 0,347039 -0,672331 1 
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ΝΑΑ 1 mg/lt 0 0 
KΙΝ 1 mg/lt 0 0 
2,4-D 2 mg/lt 0 0 
ΒΑ  1 mg/lt 0 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 0 0 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 0 0 

 
 
 

 
Πίνακας 17. Καλοκαιρινή Περίοδος ανάπτυξης φυτού: υποστρώµατα µε Ασκορβικό 
οξύ 

ΚΑΛΟΚΑΙΡΙΝΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 
Είδος Υποστρώµατος % Καλογένεση 
10% Ασκορβικό οξύ Φύλλα Βλαστοί 
ΝΑΑ 1 mg/lt 0 0 
KΙΝ 1 mg/lt 0 0 
2,4-D 2 mg/lt 0 0 
ΒΑ  1 mg/lt 0 0 

ΝΑΑ: KΙΝ 1 mg/lt 0 0 
KΙΝ: 2,4-D 1:2 mg/lt 0 0 

 
 
ΕΜΦΥΤΕΥΣΕΙΣ-ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ 
 
Υποστρώµατα µε αυξίνες 
 

Πίνακας 18. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού κατά την χειµερινή περίοδο µε την προσθήκη 
αυξινών και µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 

Χειµερινή Περίοδος 
Είδος Υποστρώµατος % Καλογένεση 

 Φύλλα Βλαστοί 
ΝΑΑ 0,5 mg/lt 0 0 
ΝΑΑ 1 mg/lt 8,3  8,3 
ΝΑΑ 2 mg/lt 0 0 
ΝΑΑ  5 mg/lt 0 0 
2,4-D 2 mg/lt  4,2 4,2 

 Φύλλα Βλαστοί 
Είδος Υποστρώµατος Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
ΝΑΑ 0,5 mg/lt - - - - 
ΝΑΑ 1 mg/lt 1,05 0,12 0,16 0,03 
ΝΑΑ 2 mg/lt     
ΝΑΑ  5 mg/lt     
2,4-D 2 mg/lt      
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Πίνακας 18B. Συσχέτιση των διαφόρων υποστρωµάτων αυξινών στην καλλιέργεια 
εκφύτων (φύλλων και βλαστών) του ιξού. 

  
ΝΑΑ 0,5 
mg/lt 

ΝΑΑ 1 
mg/lt 

ΝΑΑ 2 
mg/lt 

ΝΑΑ 5 
mg/lt 

2,4-D 2 
mg/lt 

ΝΑΑ 0,5 mg/lt 1         
ΝΑΑ 1 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! 1       
ΝΑΑ 2 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1     
ΝΑΑ 5 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1   
2,4-D 2 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1 

 
 
Υποστρώµατα µε κυτοκίνες 
 
Πίνακας 19. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού κατά την χειµερινή περίοδο µε την προσθήκη 
κυτοκινινών και µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 

Χειµερινή Περίοδος 
Είδος Υποστρώµατος % Καλογένεση 

 Φύλλα Βλαστοί 
ΚΙΝ 0,5 mg/lt 0 0 
ΚΙΝ 1 mg/lt 4,2 4,2 
ΚΙΝ 2 mg/lt 0 0 
ΚΙΝ  5 mg/lt 0 0 
ΒΑ 1 mg/lt  0 0 

 Φύλλα Βλαστοί 
Είδος Υποστρώµατος Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
ΚΙΝ 0,5 mg/lt - - - - 
ΚΙΝ 1 mg/lt 1,02 0,08 0,28 0,04 
ΚΙΝ 2 mg/lt     
ΚΙΝ  5 mg/lt     
ΒΑ 1 mg/lt      

 

Πίνακας 19B. Συσχέτιση των διαφόρων υποστρωµάτων κυτοκινών στην καλλιέργεια 
εκφύτων (φύλλων και βλαστών) του ιξού. 

  
ΚΙΝ 0,5 

mg/lt 
ΚΙΝ 1 
mg/lt 

ΚΙΝ 2 
mg/lt 

ΚΙΝ 5 
mg/lt 

ΒΑ 1 
mg/lt 

ΚΙΝ 0,5 
mg/lt 1         

ΚΙΝ 1 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! 1       
ΚΙΝ 2 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1     
ΚΙΝ 5 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1   
ΒΑ 1 mg/lt #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! #∆ΙΑΙΡ/0! 1 
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Συνδυασµοί Υποστρωµάτων 
 
Πίνακας 20. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε συνδυασµούς υποστρωµάτων διαφόρων 
ρυθµιστών ανάπτυξης και µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 

Είδος Υποστρώµατος 
 % Καλογένεση 
 Φύλλα Βλαστοί 

ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:0,5 mg/lt 1,8 12,5 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 2,7 16,6 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:2 mg/lt 0 8,3 
ΝΑΑ:ΚΙΝ  1:5 mg/lt 1 2,1 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:10 mg/lt  1 9,6 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt  0 0 
ΝΑΑ:ΒΑ 1:0,5 mg/lt 8 8 
ΝΑΑ: ΒΑ 1:1 mg/lt 9 3 
ΝΑΑ: ΒΑ 1:2 mg/lt 8 7 
ΝΑΑ: ΒΑ  1:5 mg/lt 1 3 
ΝΑΑ: ΒΑ  1:10 mg/lt  8 7 

 Φύλλα Βλαστοί 
Είδος Υποστρώµατος Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:0,5 mg/lt     
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 1,14 0,15 0,76 0,024 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:2 mg/lt 0,28 0,056 0,18 0,05 
ΝΑΑ:ΚΙΝ  1:5 mg/lt 0,2 0,038 0,7 0,1 
ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:10 mg/lt  0,18 0,042 0,52 0,08 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt  - - - - 
ΝΑΑ:ΒΑ 1:0,5 mg/lt 0,5 0,06 0,6 0,08 
ΝΑΑ: ΒΑ 1:1 mg/lt 1,44 0,2 1,51 0,04 
ΝΑΑ: ΒΑ 1:2 mg/lt 0,75 0,02 0,6 0,02 
ΝΑΑ: ΒΑ  1:5 mg/lt 1,95 0,16 1 0,05 
ΝΑΑ: ΒΑ  1:10 mg/lt  1,2 0,16 1,35 0,04 

 
 
Υποστρώµατα µε Ασκορβικό οξύ 
 
Πίνακας 21. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε συνδυασµούς υποστρωµάτων διαφόρων 
ρυθµιστών ανάπτυξης  µε την προσθήκη Ασκορβικού οξέος και µέτρηση Νωπού και 
Ξηρού Βάρους 

Είδος Υποστρώµατος 
 % Καλογένεση 
 Φύλλα Βλαστοί 

10% Ασκορβικό οξύ   
   

ΝΑΑ 1 mg/lt 22,5 37,5 
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ΚΙΝ 1 mg/lt 18,8 13,6 
2,4-D 2 mg/lt 13,6 45,45 

ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 20 24 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt 20 20 

   
20% Ασκορβικό οξύ   

   
ΝΑΑ 1 mg/lt 3,8 (14) 3,8 (30) 
ΚΙΝ 1 mg/lt 0 0 
2,4-D 2 mg/lt 0 0 

ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 0 0 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt 0 0 

 Φύλλα Βλαστοί 
Είδος Υποστρώµατος Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
Νωπό Βάρος 

(g) 
Ξηρό Βάρος 

(g) 
10% Ασκορβικό οξύ     

     
ΝΑΑ 1 mg/lt 1,18 0,13 0,28 0,04 
ΚΙΝ 1 mg/lt 1,78 0,17 0,99 0,15 
2,4-D 2 mg/lt 0,85 0,1 0,7 0,06 

ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt 1,56 0,33 0,88 0,24 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt 0,83 0,14 1,63 0,22 

     
20% Ασκορβικό οξύ     

     
ΝΑΑ 1 mg/lt 0,7 0,16 0,58 0,12 
ΚΙΝ 1 mg/lt - - - - 
2,4-D 2 mg/lt - - - - 

ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 mg/lt - - - - 
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 mg/lt - - - - 

 
 
Πίνακας 21Α. Συσχέτιση υποστρωµάτων και επεµβάσεων µε ασκορβικό οξύ 
ανάλογα µε το είδος του εκφύτου (φύλλα, βλαστοί) 

  Φύλλα 

Φύλλα µε 10% 
Ασκορβικό οξύ 

Φύλλα µε 
20% 

Ασκορβικό 
οξύ Βλαστοί 

Βλαστοί µε 
10% 

Ασκορβικό 
οξύ 

Βλαστοί µε 
20% 

Ασκορβικό 
οξύ 

            
ΝΑΑ 1 mg/lt 

0,21733982 1         
ΚΙΝ 1 mg/lt 

0,821476199 0,597052849 1       
2,4-D 2 mg/lt 

0,26170568 0,275176403 0,145894 1     
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ΝΑΑ:ΚΙΝ 1:1 
mg/lt 

0,501103172 -0,407151675 0,401987 0,065799 1   
2,4-D:ΚΙΝ 2:1 

mg/lt 

0,821476199 0,597052849 1 0,145894 0,401987 1 
 
 
 
Υποστρώµατα µε την προσθήκη εκχυλισµάτων 
 
Πίνακας 22. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε υποστρώµατα µε την προσθήκη 
εκχυλισµάτων  
ΤΥΠΟΙ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ  % 

Καλογένεση 
% 

Καλογένεση 
    ΦΥΛΛΑ     ΒΛΑΣΤΟΙ 
                

1. MS + ΝΑΑ  8,3 8,3 
2. MS + ΝΑΑ + Ασκορβικό οξύ 22,5 37,5 
3. MS + ∆ΙΗΘΗΜΑ ΗΜΙΚΥΤΤ 

(1ml/lt) 
5,4 6,1 

4. MS + ∆ΙΗΘΗΜΑ ΗΜΙΚΥΤΤ  
(10 ml/lt) 

0 0 

5. MS + ∆ΙΗΘΗΜΑ ΗΜΙΚΥΤΤ 
(50 ml/lt) 

0 0 

6. MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡΙΝΩΝ   
(1 ml/lt) 

0 0 

7. MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡ           
(10 ml/lt) 

0 0 

8. MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡ           
(50 ml/lt) 

0 0 

9. MS + ∆ΙΗΘ ΛΙΓΝΙΝΩΝ         
(1 ml/lt) 

4,1 5,3 

10. MS + ∆ΙΗΘ ΛΙΓΝΙΝΩΝ       
(10 ml/lt) 

1,9 2,5 

11. MS + CH3COONa (0.1 g/lt) 3,8 4,6 
12. MS + CH3COONa (0.2 g/lt) 3,3 4,1 
13. MS + CH3COONa (1.0 g/lt) 0 0 
 
Πίνακας 23Α. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε υποστρώµατα µε την προσθήκη 
εκχυλισµάτων – µέτρηση του Νωπού Βάρους κατά την τέταρτη εβδοµάδα 
ΝΩΠΟ ΒΑΡΟΣ (σε g) κατά την τέταρτη 
εβδοµάδα 

 

   
ΦΥΛΛΑ ΒΛΑΣΤΟΙ 

ΤΥΠΟΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ Ν.Β. (g) Ν.Β. (g) 
MS +NAA  1.05 0.16 



 185

MS +NAA +Ασκορβικό οξύ 0.28 0.28 
MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 1ml/lt 

 0.84 0.13 

MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 10ml/lt 

 0 0 

MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 50ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 1ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 10ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 50ml/lt 

 0 0 

MS +∆ΙΗΘ 
ΛΙΓΝΙΝΩΝ 1ml/lt 

 0.85 0.45 

MS +∆ΙΗΘ 
ΛΙΓΝΙΝΩΝ 10ml/lt 

 0.51 0.165 

MS +CH3COONa 
0.1mg/lt 

 0.48 0.281 

MS + CH3COONa 
0.2mg/lt 

 0.45 0.15 

MS + CH3COONa 
1mg/lt 

 0 0 

 
 
Πίνακας 23Β. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε υποστρώµατα µε την προσθήκη 
εκχυλισµάτων – µέτρηση του Ξηρού Βάρους κατά την τέταρτη εβδοµάδα  
ΞΗΡΟ ΒΑΡΟΣ (σε g) κατά την τέταρτη 
εβδοµάδα 

 

   
ΒΛΑΣΤΟΙ ΦΥΛΛΑ 

ΤΥΠΟΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ Ξ.Β. (g) Ξ.Β. (g) 
MS +NAA  0.03 0.12 
MS +NAA +Ασκορβικό οξύ 0.04 0.13 
MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 1ml/lt 

 0.024 0.026 

MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 10ml/lt 

 0 0 

MS +∆ΙΗΘΗΜΑ 
ΗΜΙΚΥΤΤ 50ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 1ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 10ml/lt 

 0 0 

MS + ∆ΙΗΘ 
ΚΥΤΤΑΡ 50ml/lt 

 0 0 

MS +∆ΙΗΘ  0.06 0.097 
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ΛΙΓΝΙΝΩΝ 1ml/lt 
MS +∆ΙΗΘ 
ΛΙΓΝΙΝΩΝ 10ml/lt 

 0.027 0.062 

MS +CH3COONa 
0.1mg/lt 

 0.047 0.073 

MS + CH3COONa 
0.2mg/lt 

 0.041 0.068 

MS + CH3COONa 
1mg/lt 

 0 0 

 
 
Πίνακας 24Α. Επαγωγή καλογένεσης από έκφυτα ιξού σε απόκριση σε Alt-4 
προερχόµενου από µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του κενάφ καθώς και 
κλασµάτων εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού) 

ΤΥΠΟΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ 

 
ΚΑΛΛΟΓΕΝΕΣΗ 

% 
Μάρτυρας 16 

Μάρτυρας + Ασκορβικό Οξύ 45 
MS +Alt-4  0.3mg/lt 13.33 
MS +Alt-4  1.5mg/lt 20 
MS +Alt-4  3mg/lt 20 

MS +ΚΥΤΤΑΡΙΝΗ ΕΛΑΤΟΥ 1ml/lt 13.33 
 
 
Πίνακας 24Β. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε απόκριση σε Alt-4 προερχόµενου από 
µικροβιακή επεξεργασία ολιγοσακχαριτών του κενάφ καθώς και κλασµάτων 
εκχύλισης ελάτου (φυσικού ξενιστή του ιξού) – µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 
ΤΥΠΟΣ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΟΣ Ν.Β. (g)  Ξ.Β. (g)  

MS +Alt-4  0.3 mg/lt 0.3639 0.066 

MS +Alt-4  1.5mg/lt 0.2911 0.0571 

MS +Alt-4  3mg/lt 0.203 0.0530 

MS + ΚΥΤΤΑΡΙΝΗ ΕΛΑΤΟΥ 1ml/lt 0.2876 0.0417 

MS +Alt-4 1.66 mg/lt 0.1023 0.1023 

MS +Alt-4 16.6 mg/lt 0.0863 0.0863 

MS +∆ΙΗΘΗΜΑ ΗΜΙΚΥΤΤ 50ml/lt 0.0634 0.0634 

MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡΙΝΩΝ   1ml/lt 0.0828 0.0828 

MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡΙΝΩΝ 10ml/lt 0.1234 0.1234 
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MS + ∆ΙΗΘ ΚΥΤΤΑΡΙΝΩΝ 50ml/lt 0.0702 0.0702 

MS +∆ΙΗΘ ΛΙΓΝΙΝΩΝ 1ml/lt 0.0766 0.0766 

MS +∆ΙΗΘ ΛΙΓΝΙΝΩΝ 10ml/lt 0.0462 0.0462 

 
 
 
Πίνακας 27. Ανάλυση Νωπού Βάρους κάλων ιξού από έκφυτα βλαστών και φύλλων 
σε υποστρώµατα µε την προσθήκη διαφόρων εκχυλισµάτων (ηµικυτταρινών, 
κυτταρινών, λιγνινών και CH3COONA). 

 

Ν.Β. ΒΛΑΣΤΟΙ   Ν.Β. ΦΥΛΛΑ   

        

Μέσος 0,124308 Μέσος 0,343076923 

Τυπικό σφάλµα 0,040128 Τυπικό σφάλµα 0,106574788 

∆ιάµεσος 0,13 ∆ιάµεσος 0,28 

∆ιάµεσος τρόπος 0 ∆ιάµεσος τρόπος 0 

Τυπική απόκλιση 0,144685 Τυπική απόκλιση 0,384260862 

∆ιακύµανση ∆είγµατος 0,020934 ∆ιακύµανση ∆είγµατος 0,14765641 

Κύρτωση 0,439793 Κύρτωση -1,010974309 

Ασυµµετρία 1,000654 Ασυµµετρία 0,645971653 

Εύρος 0,45 Εύρος 1,05 

Ελάχιστο 0 Ελάχιστο 0 

Μέγιστο 0,45 Μέγιστο 1,05 

Άθροισµα 1,616 Άθροισµα 4,46 

Καταµέτρηση 13 Καταµέτρηση 13 

Μεγαλύτερο(1) 0,45 Μεγαλύτερο(1) 1,05 

Μικρότερο(1) 0 Μικρότερο(1) 0 
Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 0,087432 

Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 0,232206511 
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Πίνακας 29. Ανάλυση της % Επαγωγής κάλου, σε σχέση µε την ανάπτυξη κάλου 
τόσο µε το Νωπό όσο και µε το Ξηρό Βάρος κάλων ιξού από έκφυτα βλαστών και 
φύλλων σε υποστρώµατα µε την προσθήκη διαφόρων εκχυλισµάτων (ηµικυτταρινών, 
κυτταρινών, λιγνινών και CH3COONA). 
 

 
 
 
ΕΜΦΥΤΕΥΣΕΙΣ – ΦΩΤΟΠΕΡΙΟ∆ΟΣ 
 
Πίνακας 27Α. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε διάφορους συνδυασµούς φωτοπεριόδου µε 
αρχικά φως και µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 

Αρχικά φως Καλογένεση Νωπό Βάρος Ξηρό Βάρος 
(24 ώρες) (%) (g) (g) 

Επαγωγή κάλου    
4 εβδ. φως 4,0 0,245 0,044 

3 εβδ. Φως,  
1 εβδ. Σκοτάδι 

3,0 0,216 0,040 

2 εβδ. Φως, 2 εβδ. 
σκοτάδι 

3,0 0,202 0,036 

1 εβδ. Φως, 1 εβδ. 
σκοτάδι 

3,0 0,212 0,038 

4 εβδ. σκοτάδι 0,0 0,0 0,0 
 

  

Επαγωγή 
κάλου (%) 

  

Ανάπτυξη 
κάλου 
(Νωπό 
Βάρος)   

Ανάπτυξη 
κάλου 
(Ξηρό 
Βάρος) 

            
Μέσος 8,0695 Μέσος 0,17451 Μέσος 0,030725 
Τυπικό Σφάλµα 2,115351218 Τυπικό Σφάλµα 0,030953 Τυπικό Σφάλµα 0,005135 
∆ιάµεσος 5,65 ∆ιάµεσος 0,184 ∆ιάµεσος 0,0405 
∆ιάµεσος τρόπος 0 ∆ιάµεσος τρόπος 0 ∆ιάµεσος τρόπος 0 

Τυπική Απόκλιση 9,46013824 Τυπική Απόκλιση 0,138424 Τυπική Απόκλιση 0,022965 
∆ιακύµανση ∆είγµατος 89,49421553 ∆ιακύµανση ∆είγµατος 0,019161 ∆ιακύµανση ∆είγµατος 0,000527 
Κύρτωση 3,856177946 Κύρτωση -0,90473 Κύρτωση -1,32393 
Ασυµµετρία 1,785935474 Ασυµµετρία 0,061428 Ασυµµετρία -0,30552 
Εύρος 37,5 Εύρος 0,45 Εύρος 0,066 
Ελάχιστο 0 Ελάχιστο 0 Ελάχιστο 0 
Μέγιστο 37,5 Μέγιστο 0,45 Μέγιστο 0,066 
Άθροισµα 161,39 Άθροισµα 3,4902 Άθροισµα 0,6145 
Καταµέτρηση 20 Καταµέτρηση 20 Καταµέτρηση 20 
Μεγαλύτερο(1) 37,5 Μεγαλύτερο(1) 0,45 Μεγαλύτερο(1) 0,066 
Μικρότερο(1) 0 Μικρότερο(1) 0 Μικρότερο(1) 0 
Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 4,427482359 

Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 0,064784 

Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 0,010748 
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Πίνακας 27Β. Ανάπτυξη εκφύτων ιξού σε διάφορους συνδυασµούς φωτοπεριόδου µε 
αρχικά σκοτάδι και µέτρηση Νωπού και Ξηρού Βάρους 

Αρχικά σκοτάδι Καλογένεση Νωπό Βάρος Ξηρό Βάρος 
(24 ώρες) (%) (g) (g) 

Επαγωγή κάλου    
4 εβδ. φως 2,3 0,134 0,021 

3 εβδ. Φως,  
1 εβδ. Σκοτάδι 

1,9 0,123 0,019 

2 εβδ. Φως, 2 εβδ. 
σκοτάδι 

2,0 0,108 0,012 

1 εβδ. Φως, 1 εβδ. 
σκοτάδι 

2,0 0,09 0,008 

4 εβδ. σκοτάδι 0,0 0,0 0,0 
 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 27Γ. Ανάλυση αποτελεσµάτων καλογένεσης από έκφυτα ιξού µετά από 
την επίδραση φωτοπεριόδου. 

 
Αρχικά φως 
(24 ώρες)   

Αρχικά 
σκοτάδι (24 

ώρες)  

Μέσος 2,6 Μέσος 1,64 

Τυπικό Σφάλµα 0,678232998 Τυπικό Σφάλµα 0,415451562 

∆ιάµεσος 3 ∆ιάµεσος 2 

∆ιάµεσος τρόπος 3 ∆ιάµεσος τρόπος 2 

Τυπική Απόκλιση 1,516575089 Τυπική Απόκλιση 0,928977933 
∆ιακύµανση 
∆είγµατος 2,3 

∆ιακύµανση 
∆είγµατος 0,863 

Κύρτωση 3,724007561 Κύρτωση 4,523778514 

Ασυµµετρία -1,74879169 Ασυµµετρία 
-

2,085422737 

Εύρος 4 Εύρος 2,3 

Ελάχιστο 0 Ελάχιστο 0 

Μέγιστο 4 Μέγιστο 2,3 

Άθροισµα 13 Άθροισµα 8,2 

Καταµέτρηση 5 Καταµέτρηση 5 

Μεγαλύτερο(1) 4 Μεγαλύτερο(1) 2,3 
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Μικρότερο(1) 0 Μικρότερο(1) 0 
Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 1,883080589 

Επίπεδο 
Σηµαντικότητας(95,0%) 1,153480844 

 

ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΝΟΡΓΑΝΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ 

Ανάλυση Μακροστοιχείων και Μικροστοιχείων 
 
Συσσώρευση επιλεγµένων µακροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού: επίδραση της 
σύνθεσης του καλλιεργητικού µέσου και της προέλευσης του εκφύτου. 
 
Οι επιλεγµένες συγκεντρώσεις µακροστοιχείων και µικροστοιχείων σε καλλιέργειες 
κάλου από ιξό που χρησιµοποιήθηκαν σε απόκριση µε τις επεµβάσεις µε 
διαφορετικούς ρυθµιστές αύξησης και πηγή εκφύτων  (φύλλο ή βλαστό). 
 
 
 Πίνακας 31Α. Συσσώρευση µακροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού, ανάλογα µε 
τον χρόνο επώασης της καλλιέργειας και των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

∆ιάρκεια 
Καλλιέργειας 
(εβδοµάδες) 

Βάρος 
κάλων K P Ca Mg/1000 

2 0,518 0,2072 0,047 0,291 0 

3 0,14 0,0154 0,003 0,017 0,08316 
4 0,357 0,0856 0,015 0,107 0,042126 
5 0,225 0,063 0,007 0,05 0,035325 
7 0,268 0,0643 0,011 0,075 0,043416 
8 0,273 0,1092 0,0151 0,04 0,055146 
9 0,443 0,1772 0,031 0,072 0,108535 
10 0,547 0,547 0,0565 0,128 0,311243 
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Πίνακας 31B. Αναλυτικός πίνακας των συγκεντρώσεων µακροστοιχείων (% ξηρού 
βάρους) κάλων που προέκυψαν από την ιστοκαλλιέργεια εκφύτων ιξού. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Κωδικός 
δείγµατος Βάρος 

Μετρήσεις στο 
K σε % Ξ.Ο. 

Μετρήσεις στο 
Φώσφορο σε ppm 

Μετρήσεις στο 
Mg σε % Ξ.Ο. 

Μετρήσεις στο 
Ca σε % Ξ.Ο. 

1 0,518 0,2072 0,047 0 0,291 
2 0,14 0,0154 0,003 83,16 0,017 
3 0,357 0,0856 0,015 42,126 0,107 
4 0,225 0,063 0,007 35,325 0,05 
5 0,215 0,0215 0,002 26,445 0,052 
6 0,268 0,0643 0,011 43,416 0,075 
7 0,273 0,1092 0,0151 55,146 0,04 
8 0,443 0,1772 0,031 108,535 0,072 
9 0,547 0,547 0,0565 311,243 0,128 
10 0,226 0,029 0,002 48,816 0,112 
11 0,121 0,0096 0,0014 10,769 0,011 
12 0,46 0,1288 0,0356 138,92 0,065 
13 0,195 0,0468 0,0064 31,395 0,021 
14 0,05 0,001 0 1,85 0,005 
15 0,228 0,0638 0,013 40,812 0,029 
16 0,122 0,017 0,0025 11,956 0,01 
17 0,314 0,0188 0,0026 24,178 0,027 
18 0,07 0,0147 0,0027 13,93 0,028 
19 0,118 0,0188 0,0038 16,992 0,025 
20 0,149 0,0178 0,0032 16,986 0,045 
21 0,11 0,003 0,0008 8,03 0,027 
22 0,104 0,007 0,0008 6,448 0,008 
23 0,55 0,022 0,0032 31,9 0,065 
24 0,26 0,013 0,0003 19,5 0,052 
25 0,057 0,0017 0,0003 2,793 0,005 
26 0,039 0,0007 0 1,443 0,003 
27 0,044 0,0008 0 2,244 0,003 
28 0,178 0,0409 0,0066 31,328 0,004 
29 0,055 0,0033 0,0005 3,465 0,005 
30 0,066 0,0132 0,0028 10,296 0,001 
31 0,397 0,001 0,0328 22,424 0,001 
32 0,011 0,019 0,0009 36,87 0,056 
33 0,415 0,0294 0,03 1,6 0,015 
34 0,484 0,0514 0,023 5,672 0,1 
35 0,078 0,1302 0,005 17,833 0,002 
36 0,405 0,0003 0,03 16,822 0,003 
37 0,26 0,0032 0,015 16,833 0,003 
38 0,455 0,1998 0,003 53,815 0,003 
39 0,263 0,35 0,013 56,9 0,003 

Φύλλο ιξού 1 3 0,06 0,2177 2,077 
Βλαστός 
Ιξού 1 1,6 0,13 0,2492 2,851 
Έλατο 1 0,8 1,2 0,144 0,851 
Βελανιδιά 1 0,9 1,34 0,1243 1,768 
Καστανιά 1 0,9 1,02 0,2508 0,893 
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Πίνακας 31Γ. Συσχέτιση συσσώρευσης µακροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού, 
ανάλογα µε τον χρόνο επώασης της καλλιέργειας και των συγκεντρώσεων επί ξηρού 
βάρους. 
 
 

 
Πίνακας 31∆. Αναλυτικός πίνακας των συγκεντρώσεων µακροστοιχείων (επί ξηρού 
βάρους, % κι επί 10) σε κάλους που προέκυψαν από την ιστοκαλλιέργεια εκφύτων 

  
∆ιάρκεια 

Καλλιέργειας Ξ.Β. K P Ca Mg/1000 
∆ιάρκεια 

Καλλιέργειας 1      
Ξ.Β. 0,302016271 1     
K 0,546668691 0,810831 1    
P 0,31422565 0,958417 0,898444 1   

Ca 
-

0,338520542 0,74708 0,404598 0,719562 1  

Mg/1000 0,68157361 0,450397 0,851484 0,573801 
-

0,09246 1 

Κωδικός 
δείγµατος Βάρος 

Μετρήσεις 
στο K σε % 
Ξ.Ο. 

Μετρήσε
ις στο 
Φώσφορ
ο σε ppm 

Μετρήσε
ις στο Ca 
σε % 
Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Mg σε 

% Ξ.Ο. Cax10 Kx10 Px10 
βλαστός-1 0,121 0,0096 0,0014 0,011 10,769 0,11 0,096 0,014 
βλαστός -2 0,46 0,1288 0,0356 0,065 138,92 0,65 1,288 0,356 
βλαστός -3 0,195 0,0468 0,0064 0,021 31,395 0,21 0,468 0,064 
βλαστός -4 0,05 0,001 0 0,005 1,85 0,05 0,01 0 
βλαστός -5 0,122 0,017 0,0025 0,01 11,956 0,1 0,17 0,025 
βλαστός -6 0,314 0,0188 0,0026 0,027 24,178 0,27 0,188 0,026 
βλαστός -7 0,07 0,0147 0,0027 0,028 13,93 0,28 0,147 0,027 
βλαστός -8 0,118 0,0188 0,0038 0,025 16,992 0,25 0,188 0,038 
βλαστός -9 0,149 0,0178 0,0032 0,045 16,986 0,45 0,178 0,032 
βλαστός -10 0,11 0,003 0,0008 0,027 8,03 0,27 0,03 0,008 
φύλλο-1 0,104 0,007 0,0008 0,008 6,448 0,08 0,07 0,008 
 φύλλο -2 0,55 0,022 0,0032 0,065 31,9 0,65 0,22 0,032 
φύλλο -3 0,26 0,013 0,0003 0,052 19,5 0,52 0,13 0,003 
φύλλο -4 0,057 0,0017 0,0003 0,005 2,793 0,05 0,017 0,003 
φύλλο -5 0,039 0,0007 0 0,003 1,443 0,03 0,007 0 
φύλλο -6 0,044 0,0008 0 0,003 2,244 0,03 0,008 0 
φύλλο -7 0,178 0,0409 0,0066 0,004 31,328 0,04 0,409 0,066 
φύλλο -8 0,055 0,0033 0,0005 0,005 3,465 0,05 0,033 0,005 
φύλλο -9 0,066 0,0132 0,0028 0,001 10,296 0,01 0,132 0,028 
φύλλο -10 0,011 0,019 0,0009 0,056 36,87 0,56 0,19 0,009 
Φύλλο ιξού 1 3 0,06 2,077 0,2177 2,077 3 0,06 
Βλαστός Ιξού 1 1,6 0,13 2,851 0,2492 2,851 1,6 0,13 
Έλατο 1 0,8 1,2 0,851 0,144 0,851 0,8 1,2 
Βελανιδιά 1 0,9 1,34 1,768 0,1243 1,768 0,9 1,34 
Καστανιά 1 0,9 1,02 0,893 0,2508 0,893 0,9 1,02 

Μ.Ο. βλαστών 0,1709 0,02763 0,0059 0,0264 27,5006 0,264 0,2763 0,059 
Μ.Ο. φύλλων 0,1364 0,01216 0,00154 0,0202 14,6287 0,202 0,1216 0,0154 
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ιξού, σε σχέση µε την διάρκεια καλλιέργειας εκφύτων ιξού. 
 
Πίνακας 33Α. Συγκεντρώσεις των µακροστοιχείων και µικροστοιχείων από 
καλλιέργειες κάλων ιξού µε βάση τους διάφορους ρυθµιστές ανάπτυξης.  
 
 

 
 
Πίνακας 36Α. Συσσώρευση µικροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού, ανάλογα µε 
τον χρόνο επώασης της καλλιέργειας και των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους 
 

Κωδικός 
δείγµατος Βάρος 

Μετρήσεις 
στο Fe σε % 
Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Mn  σε 

% Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Zn σε % 
Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Cu σε % 
Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Βόριο σε 

ppm 
1 0,518 38,85 14,504 22,274 2,072 13,79 
2 0,14 3,22 2,52 6,000 0,14 16,69 
3 0,357 21,42 6,426 9,639 0,714 20,96 
4 0,225 14,625 3,825 3,6 0,45 20,86 
5 0,215 9,46 3,655 3,44 0,42 22,13 
6 0,268 18,492 5,896 4,824 0,536 28,19 
7 0,273 13,65 3,822 5,46 0,546 23,76 
8 0,443 34,995 8,417 12,847 1,329 43,3 
9 0,547 70,016 45,948 28,444 1,094 8,343 
10 0,226 9,718 9,266 4,972 0,226 3,408 
11 0,121 2,299 1,694 1,089 0,121 4,273 
12 0,46 27,14 16,56 11,04 0,92 5,901 
13 0,195 6,24 4,875 2,925 0,39 5,087 
14 0,05 1,25 0,2 0,4 0,05 5,087 
15 0,228 15,504 6,84 8,208 0,056 6,817 
16 0,122 3,904 1,708 2,196 0,244 10,28 
17 0,314 13,502 6,9 4,71 0,628 7,58 
18 0,07 5,81 1,96 1,96 0,14 10,68 
19 0,118 3,658 2,596 1,888 0,354 7,58 
20 0,149 4,47 3,129 1,937 0,447 10,68 
21 0,11 3,74 1,76 1,87 0,22 15,16 
22 0,104 1,144 0,624 0,832 0,208 4,527 
23 0,55 9,9 2,2 5,5 0,1 14,19 
24 0,26 8,06 3,64 2,6 0,6 23,71 
25 0,057 1,71 0,342 0,741 0,114 11,7 
26 0,039 1,638 0,234 0,429 0,078 1,729 
27 0,044 1,188 0,528 0,484 0,132 7,631 
28 0,178 12,104 7,298 3,916 0,51 14,5 
29 0,055 1,045 0,275 0,385 0,11 0,863 

 Βάρος Px100 Kx100 Ca x100 Mg Fe Mn Zn Cu B 
βλαστός-1 0,484 2,3 5,14 1 5,672 2,515 3,456 2,32 0,673 24,714 
βλαστός-23 0,405 3 0,03 0,3 16,822 14,566 0,859 7,818 0,133 19,12 
φύλλο -1 0,078 0,5 13,02 0,2 17,833 12,3 1,698 5,615 0,262 32,562 
φύλλο -23 0,26 1,5 0,32 0,3 16,833 28,143 0,656 0,515 0,437 5,25 
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30 0,066 2,904 1,98 1,056 0,132 46,76 
31 0,397 40,56 0,2 3,456 0,005 19,272 
32 0,011 19,818 7,565 2,212 0,05 3,412 
33 0,415 4,616 8,988 0,08 0,112 22,556 
34 0,484 2,515 3,456 2,32 0,673 24,714 
35 0,078 12,3 1,698 5,615 0,262 32,562 
36 0,405 14,566 0,859 7,818 0,133 19,12 
37 0,26 28,143 0,656 0,515 0,437 5,25 
38 0,455 8,7 0,455 0,818 0,655 16,87 
39 0,263 1,904 0,3 5,5 0,154 23,25 
Φύλλο 
ιξού 1 0,0073 0,0121 0,0162 0,002 46,81 

Βλαστός 
Ιξού 1 0,0051 0,0023 0,0072 0,003 37,3 
Έλατο 1 0,0054 0,0058 0,0032 0,002 21,15 
Βελανιδι
ά 1 0,0074 0,0115 0,0038 0,005 24,38 

Καστανιά 1 0,0043 0,0087 0,0027 0,004 23,12 
 
 
Πίνακας 36Β. Αναλυτικός πίνακας συσχέτισης των συγκεντρώσεων µικροστοιχείων 
επί του ξηρού βάρους και της διάρκειας καλλιέργειας εκφύτων ιξού.  
 

  
∆ιάρκεια 

Καλλιέργειας Ξ.Β. Fe Mn Zn Cux10 B 
∆ιάρκεια 

Καλλιέργειας 1             
Ξ.Β. 0,302016271 1           
Fe 0,486563539 0,913897 1         
Mn 0,474002894 0,738738 0,937136 1       
Zn 0,203813397 0,907122 0,932751 0,884143 1     

Cux10 
-

0,047141683 0,87022 0,64551 0,39879 0,742426 1   

B 0,328152903 -0,13797 -0,28799 -0,51285 -0,44976 
-

0,02797 1 
 
 
Πίνακας 36Γ. Αναλυτικός πίνακας συσχέτισης των επεµβάσεων στα διαφορετικά 
ιστοκαλλιεργητικά µέσα και στην ιστοκαλλιέργεια εκφύτων ιξού προερχόµενα από 
διαφορετικά έκφυτα (βλαστούς, φύλλα). 
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Πίνακας 36Α1. Πίνακας συσσώρευσης µικροστοιχείων σε ιστοκαλλιέργειες ιξού, 
ανάλογα µε τον χρόνο επώασης της καλλιέργειας και των συγκεντρώσεων επί ξηρού 
βάρους 

  
βλαστό
ς 1 βλαστός 2 βλαστός 3 βλαστός 4 βλαστός 5 

βλαστός 
6 βλαστός 7 βλαστός 8 

βλαστό
ς 9 

βλαστός 
10 

βλαστός 
1 1         
βλαστός 
2 

0,60534
6 1        

βλαστός 
3 

0,60935
5

0,6093769
19 1       

βλαστός 
4 

0,48994
8

0,5513267
41

0,7738356
42 1      

βλαστός 
5 

0,46024
8

0,3967359
08

0,7202191
25

0,861756
087 1     

βλαστός 
6 

0,53399
7

0,7980183
17

0,5346095
99

0,555038
049

0,2797372
17 1     

βλαστός 
7 

0,61363
7

0,7360635
23

0,8254590
93

0,836357
974

0,7433518
33

0,72570
0631 1   

βλαστός 
8 

0,51044
5

0,5428248
26

0,6357190
6

0,734341
098

0,7892009
12

0,41084
0521 

0,7691909
66 1  

βλαστός 
9 

0,76173
9

0,6309299
15

0,8121702
05

0,695137
653

0,5832446
42

0,55439
8173 

0,7942482
89 0,625873993 1 

βλαστός 
10 0,25071

0,2121038
02

0,0853404
93

-
0,075737

506
0,0281701

72
0,04587

2747 
0,1026381

75 0,16606436
0,18880

8711 1

  φύλλο 1 φύλλο 4 φύλλο 5 φύλλο 6 φύλλο 7 φύλλο 8 φύλλο 9 φύλλο 10 
φύλλο 1 1       
φύλλο 2 -0,25657       
φύλλο 3 -0,18958       
φύλλο 4 -0,15922 1      
φύλλο 5 -0,07312 0,943024 1     
φύλλο 6 0,842982 -0,30771 -0,25616 1    

φύλλο 7 -0,11457 0,905329
0,93781

5 -0,345 1   
φύλλο 8 0,792599 -0,2706 -0,22089 0,881548 -0,30788 1  
φύλλο 9 0,730398 -0,26541 -0,22043 0,477826 -0,30013 0,353795 1 
φύλλο 10 0,606592 -0,26473 -0,24569 0,676902 -0,26678 0,709486 0,28021 1
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Κωδικός δείγµατος Βάρος 

Μετρήσεις 
στο Fe σε 
% Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Mn σε 

% Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Zn σε 
% Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Cu σε 
% Ξ.Ο. 

Μετρήσεις 
στο Βόριο 
σε ppm 

βλαστός-1 0,121 2,299 1,694 1,089 0,121 4,273 
βλαστός -2 0,46 27,14 16,56 11,04 0,92 5,901 
βλαστός -3 0,195 6,24 4,875 2,925 0,39 5,087 
βλαστός -4 0,05 1,25 0,2 0,4 0,05 5,087 
βλαστός -5 0,122 3,904 1,708 2,196 0,244 10,28 
βλαστός -6 0,314 13,502 6,9 4,71 0,628 7,58 
βλαστός -7 0,07 5,81 1,96 1,96 0,14 10,68 
βλαστός -8 0,118 3,658 2,596 1,888 0,354 7,58 
βλαστός -9 0,149 4,47 3,129 1,937 0,447 10,68 
βλαστός -10 0,11 3,74 1,76 1,87 0,22 15,16 
φύλλο-1 0,104 1,144 0,624 0,832 0,208 4,527 
φύλλο -2 0,55 9,9 2,2 5,5 0,1 14,19 
φύλλο -3 0,26 8,06 3,64 2,6 0,6 23,71 
φύλλο -4 0,057 1,71 0,342 0,741 0,114 11,7 
φύλλο -5 0,039 1,638 0,234 0,429 0,078 1,729 
φύλλο -6 0,044 1,188 0,528 0,484 0,132 7,631 
φύλλο -7 0,178 12,104 7,298 3,916 0,51 14,5 
φύλλο -8 0,055 1,045 0,275 0,385 0,11 0,863 
φύλλο -9 0,066 2,904 1,98 1,056 0,132 46,76 
φύλλο -10 0,011 19,818 7,565 2,212 0,05 3,412 
Φύλλο ιξού 1 0,0073 0,0121 0,0162 0,002 46,81 
Βλαστός Ιξού 1 0,0051 0,0023 0,0072 0,003 37,3 
Έλατο 1 0,0054 0,0058 0,0032 0,002 21,15 
Βελανιδιά 1 0,0074 0,0115 0,0038 0,005 24,38 
Καστανιά 1 0,0043 0,0087 0,0027 0,004 23,12 

Μ.Ο. βλαστών 0,1709 7,2013 4,1382 3,0015 0,3514 8,2308
Μ.Ο. φύλλων 0,1364 5,9511 2,4686 1,8155 0,2034 12,9022



ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ ΜΕ ΑΣΚΟΡΒΙΚΟ ΟΞΥ 
 
 
Πίνακας 37. Συσσώρευση µακροστοιχείων και µικροστοιχείων σε κάλους ιξού  
(βλαστού και φύλλου) προερχόµενους από ιστοκαλλιέργεια σε θρεπτικό υπόστρωµα 
µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA 
mg/lt  και 10% ασκορβικού οξέος, ανάλογα των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους. 
  
  
 βλαστός φύλλο Βλαστός +ασκ οξύ Φύλλο + ασκ οξύ 
K 0,009693 0,007 0,0514 0,1302 
P 0,0014 0,0008 0,023 0,005 
Ca 0,011 0,008167 0,1 0,002133 
Mg 10,76877 6,448 5,672 17,833 
     
 βλαστός φύλλο Βλαστός + ασκ. οξύ Φύλλο + ασκ. οξύ 
Fe 2,299 1,144 2,515 12,3 
Mn 1,694 0,623933 3,456 1,698 
Zn 1,089 0,8312 2,32 5,615 
Cu 0,121 0,208 0,673 0,262 
B 4,273 4,526 24,714 32,562 
 
 
Πίνακας 37Α. Συσχέτιση της συσσώρευσης µακροστοιχείων και µικροστοιχείων σε 
κάλους ιξού  (βλαστού και φύλλου) προερχόµενους από ιστοκαλλιέργεια σε θρεπτικό 
υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και θρεπτικό υπόστρωµα µε την 
προσθήκη 1 NAA mg/lt  και 10% ασκορβικού οξέος, ανάλογα των συγκεντρώσεων 
επί ξηρού βάρους.  
 

           

  βλαστός φύλλο  

Βλαστός 
+ ασκ. 
οξύ 

Φύλλο + 
ασκ. οξύ  

K 1     
P 0,1969 1    
Ca -0,05374 0,968409 1   
Mg 0,774636 -0,38632 -0,5886 1  
 Fe Mn Zn Cu B 
Fe 1     
Mn 0,004372 1    
Zn 0,974272 0,19463 1   
Cu -0,08863 0,863364 0,137925 1  
B 0,787371 0,541055 0,905854 0,544238 1 
 
 
 
Πίνακας 37Β1. Επεξεργασία των αποτελεσµάτων των επεµβάσεων µε ασκορβικό 
οξύ, για τα στοιχεία φώσφορο και ψευδάργυρο, στη συσσώρευση µακροστοιχείων 
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και µικροστοιχείων σε κάλους ιξού  (βλαστού και φύλλου) προερχόµενους από 
ιστοκαλλιέργεια σε θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και 
θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και 10% ασκορβικού οξέος, 
ανάλογα των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους.  
 
      
 Βλαστός  Φύλλο  Βλαστός +ασκ. οξύ Φύλλο+ ασκ. οξύ Valid N 
Μ.Ο. 1,69400 0,62393 3,45600 1,69800 3 
      
      
Μ.Ο. (P2.sta)     
4 Μεταβλητές     
      
 Βλαστός (Ν) Φύλλο (Ν) Βλαστός +ασκ. οξύ (Ν) Φύλλο+ ασκ. οξύ (Ν) Valid N 
Μ.Ο. 0,0014 0,0008 0,023 0,005 3 
      
      
Μ.Ο. (Zn2.sta)     
4 Μεταβλητές     
      
 Βλαστός (Ν) Φύλλο (Ν) Βλαστός +ασκ. οξύ (Ν) Φύλλο+ ασκ. οξύ (Ν) Valid N 
Μέσος 1,08900 0,83120 2,32000 5,61500 3 
 
 
Πίνακας 37Β2. Επεξεργασία των αποτελεσµάτων των επεµβάσεων µε ασκορβικό 
οξύ, για τα στοιχεία ασβέστιο, σίδηρο και κάλλιο στη συσσώρευση µακροστοιχείων 
και µικροστοιχείων σε κάλους ιξού  (βλαστού και φύλλου) προερχόµενους από 
ιστοκαλλιέργεια σε θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και 
θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt  και 10% ασκορβικού οξέος, 
ανάλογα των συγκεντρώσεων επί ξηρού βάρους.  

 

 Βλαστός 
Βλαστός 

(Ν) 
Φύλλο 

(Ν) 

Βλαστός 
+ 

ασκ. οξύ 
(Ν) 

Φύλλο+  
ασκ. οξύ 

(Ν) Φύλλο  

Βλαστός 
+ 

ασκ. οξύ 

Φύλλο+ 
 ασκ. οξύ 

Valid N 
Μέσα 4,273 4,52600 22,55600 3,41200 24,71400 32,56200 16,87 5,25 3 
          
          
Μέσα 
(Ca2.sta)       

 
 

8 
Μεταβλητέ
ς       

 

 
          

 Βλαστός 
Βλαστός 
(Ν) 

Φύλλο 
(Ν) 

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 
(Ν) 

Φύλλο+  
ασκ. οξύ 
(Ν) Φύλλο  

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 

Φύλλο+ 
 ασκ. οξύ 

Valid N 
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Μέσα 0,011 0,00817 0,01500 0,05600 0,10000 0,00213 0,003 0,00303 3 
          
          
Μέσα 
(Fe2.sta)       

 
 

8 
Μεταβλητέ
ς       

 

 
          

 Βλαστός 
Βλαστός 
(Ν) 

Φύλλο 
(Ν) 

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 
(Ν) 

Φύλλο+ 
 ασκ. οξύ 
(Ν) Φύλλο  

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 

Φύλλο+  
ασκ. οξύ 

Valid N 
Μέσα 2,299 1,14400 4,61600 19,81800 2,51500 12,30000 8,7 28,14297 3 
          
          
Μέσα 
(K2.sta)       

 
 

8 
Μεταβλητέ
ς       

 

 
          

 Βλαστός 
Βλαστός 
(Ν) 

Φύλλο 
(Ν) 

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 
(Ν) 

Φύλλο+ 
 ασκ. οξύ 
(Ν) Φύλλο  

Βλαστός 
+ 
ασκ. οξύ 

Φύλλο+ 
 ασκ. οξύ 

Valid N 
Μέσος 0,00969 0,007 0,0294 0,01900 0,05140 0,13020 0,1998 0,0032 3 

 
 
Πίνακας 38. Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων ολικής απορρόφησης 
φαινολικών σε κάλους ιξού προερχόµενους από υπόστρωµα µε και χωρίς ασκορβικό 
οξύ. 
 

  Φαινολικά  

Με 
Ασκορβικό 
οξύ  

       
 +Ασκορβ. οξύ 0,32 0,35 0,01 -0,01
 - Ασκορβ. οξύ 0,235 0,213 0,09 0,05
       
Κάλος χωρίς Ασκορβ. οξύ      0,335
Anova: Single Factor      0,224
       
ΣΥΝΟΨΗ       

Κατηγορίες Καταµέτρηση Άθροισµα Μ.Ο. ∆ιαφορά   
Χειρισµοί αποµόνωσης πρωτοπλαστών 2 0,67 0,335 0,00045   
Βιωσιµότητα πρωτοπλαστών 2 0,448 0,224 0,000242   
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ANOVA       

Πηγή Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις  0,012321 1 0,012321 35,60983 0,02695218,51276
Υπόλοιπο 0,000692 2 0,000346   
       
Σύνολο 0,013013 3        

+ ασκορβ. οξύ       
       
       
       
       
       
Anova: Single Factor       
       
       

Κατηγορίες Επεµβάσεων Καταµέτρηση Άθροισµα Μ.Ο. ∆ιαφορά   
Χειρισµοί αποµόνωσης πρωτοπλαστών 2 0 0 0,0002  
Βιωσιµότητα πρωτοπλαστών 2 0,14 0,07 0,0008  
       
       
ANOVA       

Πηγή Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 
Επεµβάσεις  0,0049 1 0,0049 9,80,08867818,51276
Υπόλοιπο 0,001 2 0,0005   
       
Σύνολο 0,0059 3        

 
 
Πίνακας 39. Περιγραφή των επεµβάσεων σε έκφυτα ιξού (δότης και κάλος) σε σχέση 
µε την απόδοση και την βιωσιµότητα των πρωτοπλαστών (%)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Αριθµός 
Επεµβάσεων 

Επεµβάσεις Είδος 
εκφύτου 

Απόδοση 
Πρωτοπλαστών 
         (%) 

Βιωσιµότητα 
Πρωτοπλαστών 
          (%) 

          1 8P, 7C φύλλα 20 100 
          2 8P, 14C φύλλα 43 100 
          3 16P, 7C φύλλα 57,5 75 
          4 16P, 14C φύλλα 100 100 
          1 8P, 7C κάλος φ. 75 100 
          2 8P, 14C κάλος φ. 50 0 
          3 16P, 7C κάλος φ. 80 20 
          4 16P, 14C κάλος φ. 0 0 
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Η στατιστική επεξεργασία δεδοµένων που έγινε (στατιστική ανάλυση) δείχνει ότι 
υπάρχει διαφορά στατιστικά σηµαντική µεταξύ όλων των επεµβάσεων και τιµών 
(σύγκριση και ανά δύο) σε επίπεδο σηµαντικότητας 5%.  
 
Πίνακας 39Α. Στατιστική ανάλυση µε βάση το ANOVA (Single Factor) των 
επεµβάσεων σε έκφυτα ιξού (δότης-κάλου) σε σχέση µε την απόδοση και την 
βιωσιµότητα των πρωτοπλαστών. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Πίνακας 39Β. Στατιστική ανάλυση µε βάση την πηγή Παραλλακτικότητας των 
επεµβάσεων σε έκφυτα ιξού (δότης-κάλου) σε σχέση µε την απόδοση και την 
βιωσιµότητα των πρωτοπλαστών. 
 
 

 
 
ΠΑΡΑΓΩΓΗ-ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ 
 
Πίνακας 40. Τιµές φασµατοφωτοµέτρησης πρωτεϊνών ανά g βάρους και Μέσο όρο 
βάρους κάλου (g). Οι κάλοι προέρχονται από ιστοκαλλιέργεια βλαστού ιξού σε 
θρεπτικό υπόστρωµα µε την προσθήκη 1 NAA mg/lt. 
 
595/g µ.ο.β.κ.(g) 

0,015 1,84 
0,009 3,73 
0,012 2,42 
0,082 1,76 
0,102 1,51 

Ανάλυση της ∆ιακύµανσης  
Anova: Single Factor       
       
ΣΥΝΟΨΗ      

Επεµβάσεις Καταµέτρηση Άθροισµα Μ.Ο. ∆ιαφορά 
8P, 7C φύλλα 3 60 20 4 
8P, 14C φύλλα 3 129 43 4 
16P, 7C φύλλα 3 172,5 57,5 4 
16P, 14C φύλλα 3 300 100 4 
8P, 7C κάλος φ 3 225 75 4 
8P, 14C κάλος φ 3 150 50 4 
16P, 7C κάλος φ 3 240 80 4 
16P, 14C κάλος φ 3 0 0 0 

Πηγή 
Παραλλακτικότητας ΑΤ ΒΕ ΜΤ F P-value F crit 

Επεµβάσεις 22346,906 7 3192,4152 912,1186 
1,35E-

19 2,657195 
Υπόλοιπο 56 16 3,5    
       
Σύνολο 22402,906 23         
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0,12 0,56 
0,088 1,83 
0,08 1,99 

0,103 1,11 
0,086 1,79 
0,146 1,13 
0,184 0,8 
0,295 1,1 
0,223 0,55 
0,166 2,04 
0,235 1,06 
0,071 1,56 
0,13 1,88 

0,118 2,6 
0,089 1,41 

 
Πίνακας 40Α. Καταγραφή συχνότητας διακύµανσης συγκέντρωσης πρωτεΐνης (µg/g 
νωπού βάρους κάλου) σε κάλους ιξού (Viscum album) προερχόµενους από έκφυτα 
βλαστών 
 
Αριθµός 
∆είγµατος 
Πρωτεϊνών 

 % 
ιστού 
κάλου 

Αριθµός 
∆είγµατος 
Πρωτεϊνών 

 % 
ιστού 
κάλου 

1 30 5 15 
2 15 6 10 
3 15 7 10 
4 5   

 
 
Πίνακας 40.Β. Καταγραφή συχνότητας διακύµανσης του Νωπού Βάρους (g) σε 
κάλους ιξού προερχόµενους από έκφυτα βλαστών (Viscum album). 
 
 

Αριθµός 
∆είγµατος 
Πρωτεϊνών  % ιστού κάλου 

1 15 
2 25 
3 40 
4 10 
5 5 
6 5 
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Εικόνα 12. : Θάµνος ιξού, πάνω σε κλαδί ελάτου (ξενιστής) στην Πάρνηθα, πάνω 
στο οποίο ηµι-παρασιτεί. Ο ιξός, διακρίνεται από το ανοιχτότερο χρώµα του 
φυλλώµατός του. 

 
 
 
 
Εικόνα 13. : Θάµνος ιξού, έτσι όπως κρέµεται από ένα κλαδί δέντρου, πάνω στο 
οποίο ηµι-παρασιτεί. ∆ιακρίνονται φύλλα (λογχοειδή), κλαδιά και καρποί (λευκοί) 
του ιξού (Ξενιστής έλατο, όρος Πάρνηθα). 
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Εικόνα 14. : Τα σχήµατα που διακρίνονται πάνω στα κλαδιά του δέντρου είναι 
θάµνοι του φυτού ιξού, έτσι όπως σχηµατίζονται πάνω στα δέντρα που 
ηµιπαρασιτούν (ξενιστής: Βελανιδιά, περιοχή Μεγαλόπολης).   

 
 
Εικόνα 15. :  Καρποί του ιξού. Οι καρποί του ιξού είναι λευκοί και στο εσωτερικό 
τους περιέχουν ζελατινώδη µάζα.  
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Εικόνα 16. : Τα σχήµατα που διακρίνονται πάνω στα κλαδιά του δέντρου είναι 
θάµνοι του φυτού ιξού, έτσι όπως σχηµατίζονται πάνω στα δέντρα που 
ηµιπαρασιτούν. Το δέντρο-ξενιστής έχει ήδη αρχίσει να µαραίνεται από τον 
ηµιπαρασιτισµό, ιδιαίτερα τα χαµηλότερα κλαδιά του στα οποία οι θάµνοι του ιξού 
είναι και περισσότεροι. (Ξενιστής έλατο στο όρος Πάρνηθα). 

 
 
Εικόνα 17. : ∆ιακρίνονται ανθήρες του ιξού και τα χαρακτηριστικά λογχοειδή φύλλα 
του. 
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Εικόνα 18. : Πρωτοπλάστης ιξού αποµονωµένος από ιστό φύλλου (scale bar = 100 
µM). 

 
 
 
 
Εικόνα 19. : Κάλοι επαγόµενοι από φύλλα ιξού και καρποφορίες δοµών σαν σπόροι 
(θρεπτικό υπόστρωµα  MS + 4.95 µΜ NAA) 
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Εικόνα 20. : Κάλοι επαγόµενοι από φύλλα ιξού και καρποφορίες δοµών σαν σπόροι 
και νηµάτια (θρεπτικό υπόστρωµα MS + 4.95 µΜ NAA) 

 
 
 
Εικόνα 21. :  Νηµάτια σαν ρίζες επαγόµενα από βλαστούς ιξού σε θρεπτικό 
υπόστρωµα  MS + 4.95 µΜ NAA +  2.82 µΜ BA 
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Εικόνα 22. :   Λευκό ροζ κάλοι επαγόµενοι από φύλλα ιξού σε MS + 4.95 µΜ NAA 
και καρποφορία σφαιρικών σωµατικών εµβρύων σε MS + 4.95 µΜ NAA 

 
 
 
 
Εικόνα 23.:  Λευκό ροζ κάλοι επαγόµενοι από βλαστούς ιξού σε MS + 4.95 µΜ 
NAA και καρποφορία σφαιρικών σωµατικών εµβρύων σε MS + 4.95 µΜ NAA 
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Εικόνα 24. :   Κάλοι (µαύρο-καφέ τύπου σε MS θρεπτικό υπόστρωµα χωρίς 
ασκορβικό οξύ + 4.95 µΜ NAA + 2.82 µΜ BA, καλυπτόµενοι µε προεξοχές 
νηµατίων 

 
 
 
 
Εικόνα 25. (Εξώφυλλο): Άνθος από φυτό ιξού, όπου διακρίνονται ανθήρες (λευκοί, 
µοιάζουν να σχηµατίζουν δίχτυ). 
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