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РЕФЕРАТ

УДК 582.623.2:57.049

Чутливість верби «Житомирська - 1» до водного дефіциту у грунтових умовах та сольового стресу в умовах культури in vitro
Магістерська дисертація: 73 с., 32 табл., 17 рис., 76 джерел


На сьогоднішній день проблема забезпечення України енергетичними ресурсами є дуже актуальною. Збільшення техногенного навантаження, викиди шкідливих речовин, використання мінеральних добрив, вичерпування природних ресурсів, зростання потреби і енергії – ці та інші антропогенні фактори є одними з  найактуальніших проблем сьогодення.

Одним із шляхів подолання цієї проблеми є повний перехід або часткове заміщення вичерпних ресурсів на використання поновлюваних, включаючи біомасу швидкорослих порід дерев, яка може стати джерелом забезпечення певних галузей господарства енергією. Застосування генетичної інженерії є ефективним інструментом для поліпшення природних властивостей рослин, однак для раціонального використання земельних ресурсів необхідно враховувати потреби рослин-продуцентів біомаси. Наразі найбільш вагомого значення набувають глобальні зміни клімату. Посухи, перепади температур, засоленість ґрунтів – всі ці фактори можуть згубно вплинути на ріст енергетичних плантацій та створюють суттєві проблеми при виборі продуцентів та територій для розміщення плантацій. 

Об’єктом дослідження є високопродуктивний клон верби «Житомирська – 1».

Предметом дослідження є чутливість верби «Житомирська – 1» до водного дефіциту у грунтових умовах та сольового стресу в умовах культури in vitro.

Метою дослідження є оцінка здатності високопродуктивного клону верби «Житомирська – 1» протистояти дії сольового та водного стресів.

Було проведено аналіз наявних літературних джерел про механізми посухостійкості та протидії сольового стресу та проведено експерименти на здатність даного клону верби переносити водний дефіцит у ґрунтових умовах та сольовий стрес - в умовах культури in vitro. Виявлено, що даний клон, який раніше показував високу продуктивність за оптимальних умов, є чутливим до впливу обох стресових факторів, що необхідно враховувати при плануванні деревних насаджень.

Розроблена  бізнес-ідея  виробництва  саджанців клонів дерев для їх подальшого вирощування в короткоротаційних плантаціях. Проведений  аналіз  зовнішнього  та  внутрішнього середовища підприємства показав, в якому напрямку необхідно розвивати підприємство для досягнення успіху.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: ЕНЕРГЕТИЧНІ ПЛАНТАЦІЇ, ВЕРБА, СОЛЕСТІЙКІСТЬ, ПОСУХОСТІЙКІСТЬ.

АBSTRACT

UDC 582.623.2:57.049
Sensitivity of willow "Zhytomyrska - 1" to water deficiency in soil conditions and salt stress in vitro
Master's dissertation: 73 p., 32 tables, 17 drawings, 76 sources

Today, the problem of providing Ukraine with energy resources is very relevant. Increasing man-caused load, emissions of harmful substances, use of mineral fertilizers, depletion of natural resources, increasing demand and energy - these and other anthropogenic factors are among the most pressing problems today.

One way to overcome this problem is the complete transition or partial replacement of exhaustible resources for the use of renewable, including biomass of fast-growing tree species, which can be a source of energy for certain sectors of the economy. The use of genetic engineering is an effective tool for improving the natural properties of plants, but for the rational use of land resources it is necessary to take into account the needs of biomass-producing plants. Global climate change is now the most important. Droughts, temperature changes, soil salinity - all these factors can adversely affect the growth of energy plantations and create significant problems in the choice of producers and areas for plantations.

The object of the study is a highly productive willow clone "Zhytomyrska - 1".
The subject of the study is the sensitivity of willow "Zhytomyrska - 1" to water deficiency in soil conditions and salt stress in vitro.
The aim of the study is to assess the ability of a highly productive willow clone "Zhytomyrska - 1" to withstand the effects of salt and water stress.
The available literature on the mechanisms of drought resistance and resistance to salt stress was analyzed and experiments on the ability of this willow clone to tolerate water deficiency in soil conditions and salt stress in vitro were performed. It was found that this clone, which previously showed high productivity under optimal conditions, is sensitive to the influence of both stressors, which must be taken into account when planning tree plantations.
A business idea for the production of seedlings of short-rotation tree clones has been developed. The analysis of the external and internal environment of the enterprise showed in which direction it is necessary to develop the enterprise to achieve success. 
KEY WORDS: ENERGY PLANTATIONS, WILLOW, SALT RESISTANCE, DROUGHT RESISTANCE.
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ВСТУП

На сьогоднішній день перед людством постає питання нестачі ресурсів пального, а саме вичерпних джерел енергії, таких як газ, вугілля, нафта і, водночас із цим, стрімко росте потреба у паливі. До того ж, видобуток цих видів палива наносить суттєву шкоду навколишньому середовищу. У цих умовах необхідно приділити увагу розвитку так званих відновлюваних джерел енергії (вітрова, сонячна, термальна, отримана з біомаси живих організмів енергія, тощо)[1]. 

Паливо отримане з біомаси деревних рослин може бути використано для обігріву невеликих підприємств та приватних будинків. Сировиною для цього можуть бути рослини, що швидко накопичують біомасу та є стійкими до стресових чинників середовища. При вирощуванні таких рослин на територіях, вилучених із сільськогосподарського користування можна частково замістити нестачу традиційних види палива на відновлювані джерела. 

Основним завданням, що постає перед науковцями, є пошук найбільш продуктивних для альтернативної енергетики порід дерев. Окрім стійкості до захворювань, швидкого росту та здатності швидко набирати продуктивну біомасу такі організми мають витримувати стресові умови, такі як посуха та засолення ґрунтів. В Україні існують території, що є непридатними для сільського господарства, через виснаженість ґрунту, засолення, незбалансований водний режим та необхідність у фіторемедіації, а ґрунти у містах зазнають додаткової деградації та засолення через антропогенний вплив. Проте, за даними досліджень, верба та тополя мають хороші показники росту [1-3] на таких ґрунтах.

Метою дослідження є оцінка здатності високопродуктивного клону верби «Житомирська – 1» протистояти дії сольового та водного стресів.

Було поставлено та виконано наступні завдання: проаналізовано наявні літературні джерела про механізми посухостійкості та протидії сольового стресу та проведено експерименти на здатність верби переносити водний дефіцит у ґрунтових умовах та сольовий стрес - в умовах культури in vitrо, мультипліковано маточні рослини для подальших експериментів, та розроблено стартап-проект.

РОЗДІЛ 1
АНАЛІЗ ЛІТЕРАТУРНИХ ДЖЕРЕЛ

1.1 Розвиток альтернативної енергетики в Україні

1.1.1. Альтернативна енергетика в Україні

Енергетична безпека країни є важливою складовою національної безпеки, та є однією з головних умов ефективного функціонування і подальшого розвитку країни. Державу можна вважати енергетично забезпеченою, коли сформовані передумови повного забезпечення енергетикою в необхідних обсягах всіх споживачів за буденних обставин, та за форс мажорних ситуацій. Україна належить до енергодефіцитних країн, вона забезпечує приблизно 50% потреби в енергоресурсах[5]. Проблема забезпечення енергоресурсами стала однією з найбільш значущих як на глобальному, так і на місцевому рівні. Особливо це стосується країн, що потребують імпорту традиційного палива. Постійно зростаючі темпи споживання викопних джерел енергії та обмеженість їх запасів диктують необхідність активного впровадження альтернативної енергетики. Світ вступає в нову енергетичну епоху, яка характеризується підвищенням потреб у паливі. Але, незважаючи на різкі зміни попиту і цін на нафту, тенденція до зростання споживання палива та енергії все ж залишається, хоча розподіл споживання між секторами і країнами дещо змінився. «Основу світового енергетичного балансу складають вуглеводневі енергоносії – нафта, газ і вугілля. Їхня частка у світовому енергозабезпеченні становить близько 81% (найбільшу складову має нафта – це 34,4%, вугілля – 26%, природний газ – 20,5%). Частка відновлюваних джерел енергії (ВДЕ), атомної енергії та гідроенергії у світовому енергетичному балансі відповідно становить 10,7%, 6,2% та 2,2%. В енергозабезпеченні розвинених країн-членів Організації економічного співробітництва та розвитку, нафта займає найбільшу складову – її частка складає 39,3%. Частка природного газу становить 22,6%, вугілля – 20,8%, атомної енергії 10,6%, дизельне паливо – 4,8% та гідроенергії – 1,9% [5]. Водночас тенденції розвитку суспільства вимагають істотного підвищення ефективності використання природних ресурсів, прийняття нових нетрадиційних рішень, здатних у найкоротший термін і з мінімальними витратами вирішити проблеми нестачі електроенергетичних потужностей, зменшити шкідливе навантаження на довкілля і забезпечити модернізацію енергетики відповідно до вимог  XXI ст. Такою альтернативою  виступає відновлювальна енергетика. У відповідності з прогнозом World Energy Council, в 2050 р. споживання енергії на планеті зросте більше ніж в 2 рази, при цьому більше ніж 40%[5, 6] енергетичних потреб будуть забезпечуватись з відновлюваних джерел енергії, зокрема таких як сонячні батареї, геотермальна енергія, тощо[7]. Незважаючи на незначні обсяги біомаси в енергетичному потенціалі України, варто зазначити, що вона залишається досить перспективним напрямом у розвитку альтернативних джерел енергії. Відповідно до Закону України «Про альтернативні джерела енергії»[8] та Розпорядження Кабінету Міністрів України «Про схвалення Енергетичної стратегії до 2030 року» загальний обсяг інвестицій у розвиток галузі біоенергетика становить близько 12 млрд. грн. Очікується, що використання біомаси щорічно здатне забезпечити заміщення викопних палив у розмірі 9,2 млн т. Стратегією розвитку енергетики в Україні на 2030 рік визначена перевага за біоенергетикою 71,9 %, де біомаса становить основу альтернативних відтворюваних енергетичних ресурсів. Для виконання поставленої мети Україна володіє великими запасами біоресурсів, включаючи ліси, відкриті лісонасадження, сільськогосподарські та лісові відходи [9]. 

Біоенергетика заснована на використанні біопалива для отримання енергії. Для виробництва біопалива використовується широкий спектр джерел біомаси. Наприклад, для отримання електрики, тепла або моторного палива можна використовувати продукти харчування, відходи деревообробки і сільськогосподарських рослин, спеціальні енергетичні культури та ін. Використання сільськогосподарських угідь для виробництва біомаси на енергетичні цілі має неухильну тенденцію до зростання. Вибір культур для виробництва енергії в першу чергу обумовлюється кліматичними умовами того чи іншого регіону. Наприклад, у південній Америці найбільш активно використовується цукрова тростина, у північній Америці— соя, в азіатському регіоні — евкаліпти і т.д. Значне збільшення кількості автомобільного транспорту останніми роками призвело до великого попиту на нафтопродукти. Проте, за прогнозованими оцінками, запасів нафти вистачить лише на декілька десятиліть. Як наслідок, виснаження запасів нафти викличе істотний вплив на транспортний сектор. Велику роль відіграє використання водоростей для альтернативної енергетики [10-12]. У Європі одним з найбільш перспективних напрямків, як з економічної, так і з екологічної точки зору є сільськогосподарське лісівництво, яке засноване на використанні спеціальних швидкозростаючих деревних насаджень. 

Загалом, виділяють чотири покоління біопалив: біопаливо першого покоління отримують, використовуючи традиційні технології з рослинних і тваринних жирів, а також крохмалю та цукру. Біопаливо другого покоління — це паливо, яке отримане різними методами піролізу біомаси, або інші палива, відмінні від метанолу, етанолу, біодизелю. Швидкий піроліз дозволяє перетворити біомасу на рідину, яку легше і дешевше транспортувати, зберігати і використовувати. Біопаливо третього покоління — це перспективна технологія, що дає змогу отримувати дешеве біопаливо після переробки організмів-продуцентів. Технологія біопалива четвертого покоління дозволяє використовуються певні мікроорганізми, що за допомогою фотосинтезуючих клітин зможуть виробляти біопаливну сировину протягом деякого часу [10].

Вивчення потенціалу швидкозростаючих підвидів і гібридів верби, тополі, осики та інших рослин сьогодні активно проводиться в розвинених країнах (Швеція, Фінляндія, США, Канада, Польща та ін.). Швидкі темпи зростання звичайно можливі при використанні спеціальних сортів або клонів, отриманих шляхом складної селекції. Інтерес до швидкозростаючих деревних насаджень обумовлюється їх високим природоохоронним потенціалом. Верба має високу популярність серед швидкорослих рослин помірної зони, оскільки здатна рости за різних погодних умов та на різних типах грунтів, у тому числі таких, що характеризуються низьким рівнем родючості та незбалансованим мінеральним складом [5].

Перспективи розвитку біоенергетики зумовлено наявністю потужного аграрного сектора і достатньої кількості робочої сили та сприятливими кліматичними умовами країни. Основними перешкодами у розвитку біоенергетики є відсутність державної підтримки, недостатнє фінансування, відсутність діючого ринку біомаси в Україні, відсутність науково розробленої стратегії розвитку біоенергетичного потенціалу України, нестача професійного персоналу, відсутність спеціалізованої техніки для посадки та збору енергетичних культур [11- 14]. 

Верба широко використовується у світі як енергетична культура для виробництва твердого палива. Найбільший досвід у її продукуванні і вирощуванні мають такі країни як Швеція, Англія, Ірландія, Польща, Данія. Найбільші плантації верби на сьогодні у Швеції, які складають приблизно 18000-20000 га, в Польщі – більше 6000 га. В Україні, незважаючи на велику кількість незадіяних земель несільськогосподарського призначення, промислових посадок енергетичних рослин поки що недостатньо [15- 17].

1.1.2. Ґрунти придатні для вирощування енергетичних плантацій

Нижча вибагливість верби до умов вирощування у порівнянні з традиційними сільськогосподарськими культурами обумовлює можливість та доцільність вибору земельних ділянок, непридатних та малопридатних для ведення сільського господарства.

Головним критерієм раціонального вибору земельної ділянки для вирощування енергетичної верби є високий рівень вологи в ґрунті (оптимальна вологість 70%). Це мають бути добре дреновані супіщані та суглинисті ґрунти, зі слабко-кислою чи нейтральною реакцією ґрунтового розчину, вмістом гумусу не менше 1% у верхньому шарі (0,2 м), потужність ґрунтового покриву (до материнської породи) має становити не менше 40 см. Порівняно з традиційними сільськогосподарськими культурами насадження верби потребують у 3–5 разів менше елементів живлення та поповнюють запаси органіки в ґрунті завдяки опаданню листя. Вони охоплюють корінням значно глибші горизонти ґрунту, ніж, наприклад, зернові культури, отримують із них додаткову кількість поживних речовин і вологи. 

Для зручності обробітку ідеальними ділянками під енергетичні  деревні плантації є ділянки рівні, або похил яких не перевищує 10%. Разом з тим, вирощування деревних насаджень на крутих схилах дозволяє мінімізувати ерозію ґрунту. Вирощування деревних енергетичних культур на сільськогосподарських землях вимагає такої ж ретельної підготовки ґрунту перед посадкою, як і для традиційних культур. Технологія підготовки ґрунту є аналогічною підготовці ґрунту під овочеву групу культур та залежить від стану земельної ділянки (забур’яненості, вирівняності поверхні ділянки), а також від обраної технології посадки саджанців. В даному контексті важливим фактором успішності проекту протягом його життєвого циклу є ефективна боротьба з бур'янами в передпосадковий період та період 1-го року росту. Також, важливим є своєчасне внесення добрив. [18-20]. 
1.1.3 Проблематика засолення ґрунтів в Україні.

Засоленні ґрунту – одна з причин затримки росту, погіршення якості та загибелі сільськогосподарських рослин. Через зрошення та нераціональне користування солі накопичуються у сільськогосподарських ґрунтах. Штучне зрошення та використання солі в зимовий час для розтоплення вуличного льоду призводить до засолення ґрунту, що серйозно впливає на дерева. Висока концентрація іонів Na+ та Cl- у ґрунті токсична для рослин, оскільки ці іони можуть пригнічувати роботу функцій клітинної мембрани, індукувати дефіцит іонів, знижувати концентрацію деяких білків та хлорофілу, а також активність деяких ферментів, порушуючи різні обмінні процеси. Такі зміни негативно впливають на ріст дерева і, нарешті, призводять до пошкодження рослини та її загибелі. Солестійкі рослини можуть відновлювати засолені ґрунти в умовах, коли більшість видів не змогли б вижити [21]. 

Хімізм (тип) засолення визначається складом аніонів і катіонів у водній витяжці з шару ґрунту, що характеризується. Спосіб визначення типу засолення ґрунтується на величинах співвідношення аніонів і катіонів. Класифікація ґрунтів за кількісним і якісним складом водорозчинних солей докладно розроблена й наведена у відповідних працях [22, 23]. До складу зрошуваних угідь України входить близько 240 тис. га первинно і вторинно (іригаційно) засолених ґрунтів. Серед них переважають чорноземи звичайні, південні та темно-каштанові солонцюваті, лучно-чорноземні, лучні, алювіальні лучні, лучно-болотні, болотні, лучно-каштанові, дернові глеєві ґрунти. З них слабозасолені займають близько 210 тис. га, середньозасолені – 25 тис. га, сильнозасолені – лише 5 тис. га. Площа первинно та вторинно засолених у верхньому метровому шарі ґрунтів коливається від 7–8 до 9–10 % загальної площі зрошення. Ці землі розташовані переважно в межах морських терас, дельт, заплав і низових терас річок півдня України. Основні площі слабозасолених земель зосереджені на півдні Одеської, у центральній частині Миколаївської та Херсонської областей й окремими плямами знаходяться у Донецькій і Луганській областях; середньо- і сильнозасолених – на терасах і в заплавах Дніпра, Самари, Сіверського Донця та малих річок Донбасу, а також Присивашші та Керченському півострові (Дніпропетровська, Запорізька, Донецька, Луганська, Херсонська області та АР Крим). Зниження врожайності середньосолестійких сільськогосподарських культур при слабкому засоленні становить 5–20 %, при середньому – 20–30 % і при сильному – 30–50 % і більше [20].

Осолонцювання ґрунту – це входження до ґрунтового поглинального комплексу катіонів натрію та калію. Останні зумовлюють солонцюватість як сукупність певних властивостей ґрунтів, а саме: у вологому стані – висока дисперсність, в’язкість, липкість, здатність до набрякання; у сухому стані – злитість, щільність, тріщинуватість, утворення великих щільних структурних окремостей; лужність реакції ґрунтового розчину, висока розчинність і рухомість органічних речовин, пептизація колоїдів, диференціація ґрунтового профілю за елювіально-ілювіальним типом, поглинення. На зрошуваних землях вторинне осолонцювання є найбільш поширеним процесом. Загальна площа зрошуваних солонцюватих ґрунтів, за даними відповідних служб, становить в Україні близько 800 тис. га, з них слабо-солонцюватих – понад 700 тис. га, середньо- і сильносолонцюватих – близько 90 тис. га. Основні площі зрошуваних вторинно солнцюватих ґрунтів зосереджені в Донецькій, Миколаївській, Дніпропетровській, Луганській, Одеській областях. Установлено, що слабкий ступінь вторинної (іригаційної) солонцюватості знижує врожайність основних культур на 15–20 %, середній – на 20–30 %, сильний – на 40–50 % і вище [21, 23, 24].

Для раціонального використання ресурсів та збільшення площ на яких могли б знаходитися плантації енергетичних дерев необхідно ретельно оцінювати склад ґрунту, адже більшість видів дерев здатні виживати лише за невисоких концентрацій солі. Однак, деякі верби демонструють значну витривалість, що підштовхує до пошуку виду, що міг би активно нарощувати біомасу, та якість цієї біомаси має не поступатися іншим представникам роду Salix [25]. Представники Salicaceae можна використовувати як захисні та декоративні рослини, вони підходять для вирорщування уздовж доріг, в якості лісосмуг та у містах [26].

Міські ґрунти, незважаючи на докорінну перебудову своїх найважливіших властивостей, є базовою складовою урбогеосистеми, що здійснює ряд найважливіших екологічних і господарських функцій і, в значній мірі, визначають екологічну небезпеку і умови життя людини у місті.

Актуальною екологічною проблемою міст є збільшення ареалів засолених ґрунтів як внаслідок природних процесів, так і в результаті техногенного забруднення. Основним чинником засолення урбоґрунтів найчастіше є техногенне привнесення солевмісних субстанцій (протиожеледні суміші, будівельне сміття тощо), що має несприятливі екологічні наслідки для міського середовища. В умовах міста значна частина легкорозчинних сполук, що надходять як в результаті природних, так і урбаногенних процесів, акумулюється ґрунтами, що призводить до їх засолення. Природний промивний режим не забезпечує видалення солей, необхідна додаткова промивка ґрунтів. Для досліджених  ґрунтів характерний нерівномірний розподіл легкорозчинних солей по території міста. Відмінності в рівнях засолення ґрунтів між різними типами доріг і дворами несуттєві [18, 19]. 

1.1.4 Вплив сольового стресу на представників родини Salicaceae 


Засолені ґрунти широко поширені в багатьох країнах світу. Вони займають близько 25% поверхні суші, включаючи половину всіх зрошуваних земель, причому площі засолених територій поступово збільшуються [27]. Основними причинами низької віддачі земельного потенціалу в Україні є безгосподарне ставлення до землі, тривала відсутність реального власника, помилкова стратегія максимального залучення земель до обробітку, недосконалі техніка і технологія обробітку землі та виробництва сільськогосподарської продукції, не виважена цінова політика, недотримання науково обґрунтованих систем ведення землеробства і, зокрема, недотримання сівозмін, внесення недостатньої кількості органічних добрив, низький науково-технічний рівень проектування, будівництва та експлуатації меліоративних систем, недосконала система використання і внесення мінеральних добрив та невиконання природоохоронних, комплексно-меліоративних, протиерозійних та інших заходів. Якісний стан земельного фонду постійно погіршується. В окремих районах, де проведено осушення земель, відбувається неконтрольоване зниження рівня ґрунтових вод, зменшення потужності органічної маси, а в районах зрошення-підтоплення і засолення ґрунтів, деградація чорноземів, що призвело до негативних екологічних наслідків у районах Полісся та на півдні України. Нині 14,8% загальної площі поливних земель піддаються еродуванню, 1,5% -перезволоженню, понад 4% солонцюваті та засолені. Збільшення мінералізації ґрунтових вод загрожує вторинним засоленням земель [27].

У районах недостатнього зволоження вода, що випадає у вигляді опадів, не вимиває з ґрунту всіх утворених при вивітрюванні мінеральних солей, що призводить до збагачення ними грунту. Особливо багато солей накопичується в низинах, куди стікають дощові та талі води, залишають при випаровуванні розчинені в них речовини. Загальний вміст солей у верхньому горизонті ґрунту протягом року коливається, тому що залежить від водного режиму. Найменший вміст солей в кореневмісному шарі спостерігається у зимовий та весняний період, коли талі води і опади промивають ґрунт. На початку літа вміст солей у верхніх горизонтах збільшується.

За ступенем засолення розрізняють практично незасолені, слабкозасолені, середньозасолені грунти і солончаки. Існують різні типи засолення: хлоридне (NaCl), сульфатне (Na2SO4), карбонатне (NaHCO3) і змішане. У вологих районах переважає хлоридне засолення, в степах і пустелях - сульфатне і карбонатне. Засолення завдає більшої шкоди сільському господарству, ніж посуха і морози, так як діє постійно, а не час від часу. Через засоленість ґрунтів щорічно втрачаються мільйони тонн сільськогосподарської продукції [28]. Солончаки, що містять велику кількість солей, особливо хлорид натрію, без докорінного поліпшення в сільському господарстві непридатні. Солонці відрізняються поганими агрофізичними властивостями: без структурністю, запливаємістью, набуханням. У вологому стані вони злиті, в'язкі, а в сухому тверді і сильно тріскаються. Внаслідок поганих хімічних і фізичних властивостей солонці несприятливі для росту культурних рослин [28, 29]. При надмірному зрошенні порушується водний режим ґрунту; в результаті втрат води на фільтрацію (при відсутності скидання або слабкому відтоку) відбувається підйом ґрунтових вод і зростає їх мінералізація [30]. На засолених ґрунтах розвивається особлива солестійка рослинність. Рослини, які мають спеціальні пристосування для нормального завершення онтогенезу в умовах високої засоленості, називаються галофітами (тамариск, галофільні злаки, мангрові рослини) [31]. Рослини прісних середовищ існування мають, на відміну від галофітів обмежені можливості адаптуватися в процесі онтогенезу до високого вмісту солей в ґрунті, і називаются глікофітамі. У природі чіткої межі між галофітами і глікофітамі немає. Наприклад, бавовник розвивається при відсутності засолення, але легко до неї адаптується. Такі рослини називають факультативними галофітами [32].
Відомо три основних механізми адаптації галофітів до надмірних концентрацій солей:

· поглинання великої кількості солей і акумулювання їх у вакуолях, що призводить до зниження водного потенціалу клітинного соку і надходженню води;

· виділення поглинутих рослиною солей з допомогою спеціальних клітин і видалення надлишку солей з опалим листям;
·  обмеження поглинання солей клітинами коренів.
Галофіти ділять на три групи: накопичуючи сіль, ті що її виводять і ті що не проникні для солі [28].

Соленагромаджуючі рослини (евгалофіти) – солерос, сведа та ряд інших рослин напівпустель та пустель; їх називають солянками. Серед сільськогосподарських рослин типових галофітів не існує. Але близькими до солянок можна вважати цукровий буряк. Солянки у своїх клітинах нагромаджують велику кількість солей (загальний вміст золи становить 40–45 % сухої речовини рослини). Отже, всмоктування води при високій концентрації солей забезпечується високим осмотичним потенціалом (40–50 атм. і більше). Плазма характеризується високою стійкістю до солей. Транспірація цих галофітів слабка, чому сприяє суккулентна організація рослини: м’ясисті наземні органи вкриті шкіркою з малою кількістю продихів, запас води становить 90 % і більше живої маси рослини.

Виділяючі сіль рослини (криногалофіти). До них належать кермек, франкенія, тамарикс та ін. Цей тип рослин забезпечує себе водою із засоленого ґрунту також внаслідок високої концентрації солей усередині клітин. Фізіологічно вони не подібні до суккулентів, тому мають високу інтенсивністю транспірації. Разом з цим тканини у криногалофітів солями не пересичуються. Рослини цієї групи мають спеціальні секретуючі клітини - пухирчасті волоски на листках, в яких і нагромаджується сіль. Коли волоски повністю заповнюються солями, вони тріскаються й сіль опиняється на поверхні листка і скидається з нього. На місці волосків, що зникли, виростають нові. 

Соленепроникні рослини (глікогалофіти). До них належать полин та лутига, а серед культурних рослин - жито, кукурудза, бавовник та ін. Коріння цих рослин мало проникне для мінеральних солей. Навіть в умовах сильного засолення ґрунту ці рослини не нагромаджують у своїх клітинах шкідливої кількості солей. Високий осмотичний тиск, потрібний для подолання фізіологічної сухості ґрунту, забезпечується за рахунок наявності достатньої кількості органічних сполук - розчинних вуглеводів, органічних кислот тощо. Культурні глікогалофіти не здатні поглинати солі, тому вони можуть рости на засолених ґрунтах або при наявності у них високої коренерозчиняючої здатності (як у жита) чи при внесенні у ґрунт добрив (кукурудза, бавовник) [30].
1.2. Характеристика представників родини Salicacea 
Представники родини Salicacea мають важливе наукове значення, оскільки філогенетично близькі до примітивних форм покритонасінних. Для них характерна значна екологічна диференціація, вони першими заселяють техногенні ландшафти і у промислово-індустріальних центрах демонструють високу стійкість до промислового забруднення. Представники родини Salicaceae - перспективні енергетичні рослини і є джерелом природних біологічно активних речовин, зокрема, саліцилової кислоти. Родина Salicaceae нараховує близько 400 видів, представники цієї родини поширені переважно у північних та помірних регіонах, у лісах та на берегах рік. Серед представників зустрічаються дерева та кущі, іноді розміром 5-10 см (верба полярна – Salix polaris). Загально їх будову можна охарактеризувати так: листки почергові, з прилистниками, прості, цільні та зубчаті. Квіти одностатеві, розміщені у колосках, сережках. Рослини двостатеві, анемофільні (тополя), та ентомофільні (верба), цвітіння зазвичай починається до розпускання листків. Оцвітина розвинена (у тополь), чи у вигляді нектарників ( у верб), тичинок 2, 3, 5 – подекуди більше – у верб, у тополь – до 20. Маточка одна, з двох плодолистиків, зав’язь верхня, одногніздна. Плід – двухстулкова коробочка, насіння дрібне, без ендосперму. Представники родини демонструють гарну здатність до вегетативного розмноження, що робить їх перспективними у біотехнології та генетичній інженерії, оскільки ця властивість дозволяє розмножувати ці рослини мікроклонами [31, 32].

Існує багато відомих видів тополі. Легкість
розмноження, швидкість росту і невибагливість забезпечили їм популярність в якості сільськогосподарських рослин, що покривають великі території і мають короткий період репродукції. Рід Populus традиційно поділяється на п'ять секцій: Turanga, Leucoides, Aigeiros, Tacamahaca і Populus .

На території України можна зустріти таких представників, як: біла тополя, срібляста тополя, осика, чорна тополя, тополя крупнозубчата, але загалом нараховується більше 30 видів [33, 34]. Ці види використовуються як декоративні так як сільськогосподарські рослини. Природна гібридизація зазвичай має місце між видами однієї секції в обмеженій мірі, тому відбувається накладення батьківських видів, хоча зустрічаються і міжсекційні гібриди [35].

Передача генів і значна генетична різноманітність тополі визначається двома факторами. По-перше, більшість видів є дводомними, і з цієї причини завжди відбувається їх перехресне запилення. По-друге, довгі білі волоски, що покривають насіння, сприяють їх переносу вітром на великі відстані, що призводить до високого рівня міграції. Види Populus поширені по всій Північній півкулі, і можливості створення нових генотипів за допомогою гібридизації величезні [36].

1.2.1. Рід Salix

Верби (Salix L.) - великий рід сімейства вербові Salicaceae L., що налічують від 300 до 550 видів, більшість з яких поширені в північній півкулі. Вербам належить важлива роль в складанні рослинного покриву. У тайговій зоні вони повсюдно поширені в місцях підвищеного зволоження: по річковим долинами, берегах водойм. Велика кількість їх різко зростає в зоні лісотундри і тундри аж до крайніх меж поширення рослинності на півночі Арктики. Їх широке поширення корелює з різноманітністю життєвих форм. Верби - голоксильний рід, що включає в себе велику різноманітність біоморф: дерева, аероксильні, геоксильні чагарники. Велика різноманітність форм росту дозволяє з'ясувати головні шляхи утворення араморфозів пристосувальної еволюції. 

Суцвіття верб - сережка. Є види верб з довгими, спадаючими як у тополь і чозенії сережками: S. alba, S. triandra L., S. hastatа L., S. pyrolifolia, S. pentandra L. і ін. Можливість одночасного комахо- і вітрозапилення практично неможлива і дані про це потребують подальшого дослідження. Сережка може бути сидяча або розвивається на верхівці пагона. Генеративні пагони діляться на три категорії: 1 - сережка завершує короткий пагін з листям. Після цвітіння сережка опадає, а пагін залишається життєздатним; 2 - сережка знаходиться на вкороченому пагоні з двома, рідше трьома укороченими листками. Після цвітіння сережка разом з нижньою частиною генеративного пагона відмирає і опадає. Зустрічається і двоступеневе опадання сережок; 3 - суцвіття представлено тільки сережкою, яка після цвітіння повністю обпадає. Квітки верб своєрідні. Квітки одностатеві, зібрані у суцвіття – сережки, і є морфологічно колосом чи китицею з дуже вкороченими квітконіжками і м’якою, часто пониклою віссю: у чоловічих екземплярів після цвітіння, а у жіночих після дозрівання і розсіювання насіння сережки повністю опадають. Тичинкові й маточні квіти в одиноких бокових або верхівкових сережках на пагонах попереднього року, прямостоячі або повислі. Зав’язь сидяча або на ніжці, з одним стовпчиком і двома, зазвичай явно дволопатевими або двороздільними приймочками. Приквітники торочкувато-надрізні або зубчаті; оцвітина чашечкоподібна. Приквіткові луски завжди цілокраї, в основному без помітних жилок, волосисті [37, 38].

Зав'язь знаходиться на ніжці - гінофорі. Складається з двох, розташованих трансверзально, плодолистків, прикритих приквітковою лускою, природа якої подібна до листової. Аномалії у розвитку генеративних органів у гібридних верб дають привід говорити про незбалансованість генотипу, який сильно впливає і на фенотип. 

Вегетативні органи верб: бруньки, прилистки і особливо листя характеризуються великою мінливістю як фенотиповою, так і генотиповою, що сильно ускладнює спроби систематизувати види та підвиди. Особливо скрутна при визначенні видів сильно варіююча форма листа. Пластинка листка варіює в діапазоні від вузької та витягнутої до округлої. Розміри листів, їх кількість на пагоні також сильно варіюють. У заплавних верб листя в основному вузьке. Залежно від життєвої форми, розмірів куща, змінюються і розміри пагонів, число листків на них і їх розміри. Верби від тополь і чозенії відрізняє і те, що серед них мало дерев, вони переважно чагарники. У порівнянні з чозенією і тополями, що мешкають, в більшості своїй, в заплавах, тільки верби вийшли далеко за межі заплав. На відміну від тополь верби не дають кореневих нащадків. Наростання пагонів верб виключно симподіальне. Тільки одно-дворічним проросткам властивий моноподіальний ріст. 

Насіння верб без ендосперму, з пучком волосків - типові анемохори. Зелений, тобто фотосинтезуючий зародок, та легко проникна оболонка обумовлюють проростання насіння без ендосперму вже в першу добу.

Залежно від особливостей субстрату верби ділять на дві основні екологічні групи - алювіальні і неаллювіальні. Алювіальні вимагають для зростання добре аерованих субстратів і проточного зволоження і оселяються на річкових наносах - аллювіях і делювіях уздовж річок, гірських струмків, річкових долинах стоку. Верби, приурочені до русл річок (як до долинних, так і гірських), мають широку зональну і висотну амплітуду поширення. Види, приурочені в основному до лісової зони у долинах річок, можуть поширитися у степову зону (S. triandra, S. viminalis), а у пывнычному напрямку поширюютьсядо зони тундри (S. viminalis, S. dasyclados, S. udensis). У Середній Азії, наприклад, деякі алювіальні види можуть добиратися до висоти 3000 м. Такі риси, як вологолюбивість, світлолюбивість, швидкість росту, приуроченість до бідних алювіальних субстратів у верб виробилася в заплавах річок.

Одна з головних адаптивних рис, пов'язана з екстремальними місцями проживання, - це зменшення розмірів рослин. Скорочення розмірів рослин і їх окремих органів у зв'язку з пристосуваннями до екстремальних умов проживання різного роду редукціями - зменшення числа квіток в суцвіттях, , числа порядків розгалужень (симподія), скелетних осей - загальна закономірність, властива всім деревним рослинам. У верб ця закономірність простежується з особливою наочністю. Однією з важливих особливостей, що дозволяють вербам створювати велику біомасу незважаючи на скорочений період вегетації (пов'язаний з періодами паводку і тривалими повенями), є здатність гілкуватися протягом всієї вегетації. У деяких випадках, наприклад, у верби, можливе утворення до 4 порядків приростів. Ця особливість в процесі пристосувальної еволюції втрачається.

До складу рослин роду Salix входить багато господарсько цінних речовин та макро- й мікроелементів. Так, у корі верб присутні таніди (близько 64 %), саліцил (близько 5 %, який є основою для одержання таких медичних препаратів, як аспірин, бесалол, салол тощо), зольні елементи (калій 10−14 %, вапно 13−17 %, натрій, магній, фосфорна і кремнієва кислоти). Окрім того, у корі та листках є ензим-салікоза, галова кислота, катехін і велика кількість цукрів (у листках − 1−5 %, у корі − 1−3 %). Кора, коріння і надземна частина S. viminalis містить багато дубильних речовин: 18,4 і 14,5 % відповідно. У народній медицині відвар і настоянку листя верби використовують для полоскання, як в’яжучий та протилихоманковий засіб, порошок листя верби − як присипку при кровотечах. Витяжка з кори фарбує тканини у жовтий колір. Кору використовують для дублення шкір. Молоді пагони з листям − корм для свійських та диких тварин. Верби використовують для отримання деревної сировини у целюлозно-паперовій промисловості, виготовлення будівельних матеріалів, човнів, лопат, дуг, токарних виробів, для  плетіння корзин, різноманітних меблів, виготовлення обручів тощо. Особливо важливе значення мають захисні властивості верби та її придатність для укріплення сипучих пісків, балок, берегів річок, схилів і розмивів. Це дає змогу широко використовувати її у меліорації. Багато видів верб рекомендовано для захисного лісорозведення у степах та напівпустелях. Прибережні вербняки мають важливе водо – і ґрунтозахисне значення. Їх також використовують в озелененні населених пунктів. Верби є важливими весняними медоносами, цінними у бджільництві. Не менш важливе значення має використання верб у фіторемедіації, а саме в утилізації іонів хлору зі стічних та іонів кадмію. Для закріплення пісків рекомендовано S. caspica, S. caspica × S. purpurea, для обліснення берегів водойм та намивних територій – S. viminalis і гібриди на її основі. Для розвитку місцевих промислів (лозоплетіння) придатними є види, які мають тонкі, довгі та гнучкі пагони такі як у S. caspica, S. purpurea ‘Gracilis’, S. caspica × S. purpurea.

Перспективними багато видів верб є також і як джерело альтернативної енергії [35]. Як відомо, використання традиційних джерел енергії призводить до вичерпання природних невідновлюваних ресурсів і забруднення оточуючого середовища. Саме тому в Україні та інших країнах світу на законодавчому рівні передбачена низка державних заходів з пошуку та впровадження альтернативних джерел енергії [37 - 39]. Верби, що використовуються для отримання енергетичної біомаси, характеризуються високою світлолюбністю, дуже вразливі до затінення бур’янами і потребують ретельного догляду в міжряддях та у рядах, особливо у перший рік вегетації [40]. Ураховуючи швидкі темпи накопичення біомаси, верби визначені як пріоритетні серед деревних рослин у державній програмі "Біопаливо" [41]. Метою цієї програми є пошук нових видів палива для альтернативних відновлюваних джерел енергетики. Відомо, що окремі види та гібриди верб здатні в оптимальних умовах щорічно давати від 25 до 40 т сирої речовини на 1 га [42].

1.3.2. Способи вегетативного розмноження клонів верби. Мікроклональна селекція.

Мікроколональне розмноження рослин – метод нестатевого розмноження рослин in vitro, що розширює можливості науковців, адже завдяки йому стає можливим контроль життєвого циклу рослини. Вперше мікроклональне розмноження провів французький учений Жорж Морель на орхідеї в 50-х роках ХХ століття. У своїх роботах він використав техніку культивування апікальної меристеми рослин. Рослини, отримані таким чином, були вільні від вірусної інфекції. Використання цих методів дає можливість прискорювати селекційний процес, в результаті цього терміни отриманної товарної продукції скорочуються до 2-3 років замість 10-12, отримувати за короткий термін велику кількість оздоровленого, безвірусного матеріалу, генетично ідентичного материнському рослині, працювати в лабораторних умовах і підтримувати активно зростаючі рослини круглий рік, розмножувати рослини практично без контакту із зовнішнім середовищем, що виключає вплив несприятливих абіотичних і біотичних чинників, отримувати максимальне число рослин з одиниці площі, через мініатюризацію процесу, в короткий термін отримувати велике число рослин що важко або не розмножуються вегетативно, при вирощуванні рослин з тривалою ювенільною фазою можна пришвидшити перехід від ювенільної до репродуктивної фази розвитку, тривалий час (протягом 1-3 років) зберігати рослинний матеріал в умовах in vitro, створювати банки тривалого зберігання цінних форм рослин і окремих їх органів [43-46].

Типи (методи) мікроклонального розмноження розрізняються за характером морфогенетичних процесів. В основі цих процесів лежать відмінності одержання рослин (з уже існуючих у рослині in vivo чи новоутворених ініціалей). Відповідно, дещо різними будуть і отримані рослини-регенеранти. Перший тип рослин утворюється внаслідок активації існуючих в інтактній рослині меристем (апекс стебла, пазушні і сплячі бруньки стебла), тобто шляхом прямого морфогенезу. Рослини регенеровані з меристем, генетично ідентичні батьківським формам, тому що апекси в умовах культури здебільшого генетично стабільні. Другий тип рослин утворюється в результаті індукції виникнення бруньок або ембріоїдів. Ці рослини, отримані зі спеціалізованих і калюсних клітин, яким властива генетична мінливість, нерідко відрізняються від батьківських [47-51].

Регуляція росту та формування структур відбувається за допомогою гормональних речовин. Фітогормони мають невелику, відносно гормонів тварин молекулярну масу і діють у вищих концентраціях. На сьогоднішній день відомо 6 основних груп фітогормонів, що зустрічаються серед вищих і нижчих багатоклітинних рослин. До них відносять: ауксини, гібереліни, цитокініни, абсцизова кислота, брасиностероїди і газ етилен. Фітогормони можна умовно поділити на стимулятори та інгібітори [52 - 59].

Під час активації пазушних меристем ріст стимулюється цитокінінами, і в наслідок їхньої дії з бруньок утворюються численні пагони, що можуть бути відділені та використані для подальшого розмноження, оскільки вони є генетично-однорідними. Також популярним є метод отримання тканин із калюсу, але такий метод не дозволяє отримувати однорідні клони, оскільки калюс є генетично-мінливим, що може мати непередбачуваний вплив на стан рослин[60- 62].

1.3 Механізми захисту рослин від стресових факторів.

1.3.1. Вплив посухи на представників родини Salicaceae

Посуха - несприятливе поєднання метеорологічних умов, при яких рослини відчувають водний дефіцит. Розрізняють атмосферну і ґрунтову посуху. Атмосферна посуха виникає при недостатній вологості (10-20%) і високій температурі повітря. Вона може бути викликана сухим і гарячим вітром (суховієм). Тривала атмосферна посуха призводить до ґрунтової посухи. Причини ґрунтової посухи - тривала відсутність дощу, випаровування води з поверхні ґрунту і інтенсивна транспірація, сильні вітри при зниженій вологості повітря, - все це призводить до зневоднення кореневого шару ґрунту. У помірній зоні в Північній півкулі ґрунтова посуха спостерігається частіше в середині або в кінці літа, коли зимові запаси вологи вичерпані, а літніх опадів недостатньо. У Південній півкулі сухий сезон перепадає на травень-жовтень. Зазвичай посуха супроводжується екстремально високими температурами повітря. Існує також мерзлотна посуха, яка виникає в умовах низьких температур і низької вологості ґрунту і повітря. Рослини за пристосуванням можна поділити на ксерофіти, мезофіти, гідрофіти і гігрофіти.

· Ксерофіти - рослини посушливих місць: напівпустель, саван, степів, - де води в ґрунті мало, а повітря сухе та гаряче.

· Мезофіти - рослини, які ростуть в умовах помірної вологості.

· Гігрофіти - наземні рослини, що мешкають в районах з великою кількістю опадів і високою вологістю повітря.

· Гідрофіти - водні рослини з листям, частково або повністю зануреними у воду або плаваючими.

Верби відносяться до рослин мезофітів, тобто рослин, що здатні існувати в умовах помірної вологості. Ці рослини опиняються в умовах посухи при тривалій відсутності дощів, можуть виносити короткочасний водний дефіцит і перегрів, і характеризуються збалансованим водним обміном. Рослини-мезофіти володіють великою пристосованістю до навколишніх умов. На відміну від ксерофітів, мезофіти включають захисні механізми лише у відповідь на посуху - це онтогенетичні адаптації [63]. Посухостійкість рослин, тобто їх здатність протидіяти зневодненню, залежить від біохімічного стану клітин, морфології, особливостей фізіологічних процесів органів і тканин. У дорослих деревних рослин є досить потужна коренева система, що часто досягає водоносних горизонтів ґрунту, що робить їх стійкими навіть в особливо посушливі роки [64]. Рослини використовують три основних способи захисту: запобігання зайвої втрати води клітинами (уникнення висихання); перенесення висихання; уникнення періоду посухи. Найбільш загальними є пристосування для збереження води в клітинах. Дослідження пристосування листя до утруднених умов водопостачання показало, що анатомічна структура листків різних ярусів на одній і тій же самій рослині залежить від рівня водопостачання, освітлення. Чим вище на стеблі розташований лист, тим дрібніші його клітини, більше продихів на одиницю поверхні, а розмір їх менше, густіша мережа провідних пучків, сильніше розвинена багата на хлоропласти паренхіма. Така закономірність називається закон Заленського [65]. Було з'ясовано, що високо розташоване листя часто потрапляє в умови гіршого водопостачання (особливо у високих рослин), але має більш інтенсивну транспірацію. Продихи у листі верхніх ярусів навіть при водному дефіциті довше залишаються відкритими. Це, з одного боку, підтримує процес фотосинтезу, а з іншого - сприяє збільшенню концентрації клітинного соку, що дозволяє їм відтягувати воду від нижче розташованих листків. Оскільки подібні особливості будови властиві ряду ксерофітів, така структура листя отримала назву ксероморфність. Отже, виникнення ксероморфності у листків - одне з анатомічних пристосувань до нестачі води, так само як заглиблення вусть в тканини листка, опушеність, товста кутикула, редукція листя та ін. Ще один механізм зменшення втрат води - це зменшення площі вже існуючої у рослини листової поверхні. В основі цього явища лежить індуковане водним дефіцитом часткове або повне скидання листя. Ключова роль у прискореному старінні і опаданні листя належить двом гормонам - ауксину і етилену. Даний механізм скорочення втрат води реалізується лише в умовах тривалої посухи. Більш швидке і менш шкідливе для рослини зменшення транспіруючої поверхні пов'язано зі здатністю листя деяких рослин згортатися в трубку, причому сторона листа з активнішою транспірацією опиняється всередині цієї трубки [63].

Біохімічні механізми захисту запобігають зневодненню клітини, забезпечують детоксикацію продуктів розпаду, сприяють відновленню порушених структур цитоплазми. Акумуляція низькомолекулярних сполук - наступний потужний захисний механізм, що дозволяє підтримувати водний статус клітин в умовах посухи. В умовах нормального зволоження ґрунту водний потенціал клітин кореня нижче водного потенціалу ґрунтового розчину, що і дозволяє воді надходити в корені. При нестачі води ситуація принципово змінюється: водний Потенціал ґрунтового розчину стає нижче водного потенціалу клітин кореня. У цих умовах вода не тільки не надходить в рослину через корінь, а, навпаки, може вийти у ґрунт, викликаючи додаткове зневоднення тканин. Щоб вижити, рослині необхідно знизити свій водний потенціал настільки, щоб він став менше водного потенціалу ґрунтового розчину [63]. Високу водоутримуючу здатність цитоплазми в умовах посухи підтримує нагромадження низькомолекулярних гідрофільних білків, що зв'язують у вигляді гідратної оболонки значну кількість води. Цьому допомагає також взаємодія білків з проліном, концентрація якого значно зростає в умовах водного стресу, а також збільшення в цитоплазмі вмісту моносахаридів. Під впливом посухи в листках знижується кількість РНК внаслідок зменшення її синтезу і активації рибонуклеаз. У цитоплазмі спостерігається розпад полірибосомних комплексів. Зміни, що стосуються ДНК, відбуваються лише при дії тривалої посухи. Захист ДНК від дії посухи полягає в частковому виведенні молекули з активного стану за допомогою ядерних білків і, можливо, за участю спеціальних стресових білків. Посуха спричиняє суттєві перебудови в гормональній системі рослин: зменшується вміст гормонів-активаторів росту - ауксину, цитокініну, гіббереллінів, стимуляторів росту фенольної природи - і зростає рівень абсцизової кислоти і етилену. Деякі рослини в умовах стресу переключаються з С3-типу фотосинтезу на САМ-тип. Цей перехід супроводжується індукцією синтезу цілого ряду ферментів даного метаболічного шляху, ключовим з яких є ФЕП-карбоксилаза. Повне формування САМ-типу фотосинтезу, включаючи зміну добової динаміки роботи продихів, настає не раніше, ніж через 12-14 днів від початку дії стресового фактора. Цей тип адаптації дозволяє використовувати воду в 6-11 разів економніше в порівнянні з її використанням у С 3 - рослин [63, 64].

У відповідь на водний дефіцит активуються гени, що кодують ферменти синтезу осмолітів. Це призводить до акумуляції в клітинах проліну, бетаїну, цукрів, цукроспиртів та інших органічних сполук, що знижують водний потенціал і здатні чинити потужний захисний вплив на клітинний метаболізм. Пролін, наприклад, регулює кислотність цитозолю, підсилює фотохімічну активність фото системи II, та загалом захищає мембрани, макромолекули та структурні елементи клітини. Важливе значення для підтримки водного статусу при стресі має індукція синтезу аквапоринів, що регулюють перенесення молекул води через мембрани. Рослини відповідають на водний дефіцит також індукцією генів, що кодують синтез компонентів убіквітинової системи, протеаз та їх інгібіторів, що видаляють з клітин пошкоджені макромолекули або неправильно зібрані олігомерні білки [65, 66].

Важливу роль у захисті рослини від зневоднення відіграє також антиоксидантна система і тому серед підходів до поліпшення її функціонування і, відповідно, підвищенню стійкості рослин до дії стресу великий інтерес представляє трансформація рослин генами антиоксидантних ферментів. Активні форми кисню, що утворюються у наслідок адаптації рослини до посушливих умов здатні ушкоджувати тканини, зокрема активний кисень утворюється у мітохондріях, хлоропластах, пероксисомах та ін.. Серед молекул що знешкоджують активний кисень можна виділити каталази, глутатіон, аскорбінова кислота, фенольні сполуки, токофероли, регенератори активних форм антиоксидантів. Останнім часом до антиоксидантів відносять деякі сполуки, для яких антиоксидантна функція не є основною, але вони мають виражені антиоксидантні властивості і накопичуються у відповідь на дію стресових факторів, в тому числі посухи, в великих кількостях, у першу чергу пролін і деякі поліоли. У сільських господарствах використовують методи збереження рослин від посухи, що включають у себе заходи регулярного поливу та економію води [67]. 

1.3.2. Фізіологічні механізми стійкості до змін концентрації рівня солі

Підвищення концентрації солей у ґрунтовому розчині пригнічує життєві функції рослин ще до того, як іони надходять в рослини. Це пов’язано зі зниженням осмотичного потенціалу розчину і зменшенням доступності води (осмотичний компонент у дії засолення). Другий (токсичний) компонент пов'язаний з проникненням солей у цитоплазму клітин. З засоленого субстрату іони швидко проникають через кореневу систему в усі органи рослини і накопичуються в її клітинах в значних кількостях. Гранична концентрація іонів в клітинах при цьому залежить від ряду біологічних властивостей цитоплазми рослин і рівня засолення середовища. Більшість рослин не здатна витримувати присутність в цитоплазмі іонів натрію в концентрації вище 100 мМ. Токсичний вплив іонів натрію пов’язують передусім з тим, що вони конкурують з іонами калію, які необхідні для фотосинтезу, синтезу білка та інших ключових процесів життєдіяльності рослин. Підвищений вміст іонів хлору також чинить токсичну дію. У ряді робіт було відзначено, що у багатьох рослин накопичення хлору відбувається переважно в старих і зрілих листках. Однак є відомості і протилежного характеру - про інтенсивне накопичення хлору в молодих, зростаючих листках. Мабуть, причина таких протилежних висновків полягає в розбіжностях адсорбційної ємності цитоплазми і коефіцієнта розчинності іона в клітинному соку. Є також відомості, що на тканинному рівні хлор концентрується головним чином в тканинах зі зниженими фізіологічними функціями, а в тканинах, в яких відбуваються відповідальні метаболічні процеси, вміст іонів знижено до мінімуму. Так, у рослин квасолі хлор накопичується в міжклітинному просторі ксилеми стебла; в клітинах губчастої паренхіми листя, що не містить хлоропласти, оточуючих судини центральної листової жилки; в міжклітинному просторі і клітинах губчастої паренхіми, що оточують судини ксилеми, а також в судинах ксилеми кореня. Хлор може концентруватися у верхній частині і по краях листя рослин, викликаючи некрози. Адаптація до засолення залежить передусім від здатності рослин підтримувати іонний гомеостаз і накопичувати різноманітні протекторні  речовини, що підвищують інтенсивність поглинання води із засоленого середовища і зменшують негативний вплив солей та нестачі води на макромолекули і обмін речовин в цілому [68].

Адаптаційні властивості рослин багато дослідників пов'язують з особливостями складу та метаболізму ліпід-пігментних компонентів фотосинтетичних мембран. Комплекс реакцій організму на стресові фактори становить адаптаційний синдром, в якому виділяють три стадії: 

· розвиток гальмування великої кількості процесів; 

· адаптація, коли відбувається пристосування до даного стресу;

· виснаження, якщо адаптивний потенціал особини недостатній для подолання впливу даного стресу.

Транспорт іонів Na+ через біліпідний шар здійснюється лише через іонні канали та/або переносники. У мембранах рослинних клітин, на відміну від тваринних, Na+ - селективні канали не знайдені. Відомо, що іони Ca2+, конкуруючи з іонами Na+, можуть блокувати такі канали і знижувати тим самим поглинання іонів натрію коренями. Порушення іонного гомеостазу при засоленні відбувається внаслідок зниження концентрації іонів калію в рослинах, завдяки високій активності і селективності калієвих каналів концентрація іонів калію на кілька порядків перевищує концентрацію іонів натрію в цитоплазмі клітин рослин, що необхідно для нормального перебігу багатьох фізіологічних процесів. У транспорті іонів натрію можуть брати участь активні високоафінні переносники іонів калію, роль яких зростає за низьких концентрацій цього іона в середовищі. Підвищення чутливості рослин до засолення на фоні низького вмісту іонів калію у поживному середовищі можна пояснити як збільшенням здатності клітин поглинати токсичні іони натрію за допомогою даних переносників, так і конкурентним інгібуванням високими концентраціями натрію надходження калію. При засоленні ґрунту хлоридом натрію в клітини рослин надходять також аніони Cl –. За високої зовнішньої концентрації хлориду натрію швидка дифузія Na+ через відповідні катіонні канали спричиняє деяку деполяризацію плазматичної мембрани, що сприяє надходженню аніонів  хлору в клітини кореня за градієнтом електрохімічного потенціалу через аніонні канали.

Першими реагують на зміни концентрації NaCl компоненти мембрани клітини. Активація таких сенсорів відбувається за участю кальцію, вважають, що кальцій, котрий з’являється в цитоплазмі при дії засолення,  сприймається специфічним компонентом так  званої системи SOS - salt over sensitive. Каскад SOS належить до такого типу систем, в якому сенсор зовнішнього стимулу просторово відокремлений від самого каналу. Один з компонентів системи SOS – цитозольний білок SOS3 (кальцийнейрин) є Са2+, кальмодулінзалежною протеїнфосфатазою, що складається з каталітичної (CnA) і регуляторної (CnB) субодиниць і має три EF- субодиниці. Його повна активація відбувається у разі утворення Са-CnB- і Са2+ кальмодулінових комплексів. Після того, як SOS3 утворив Са2+ кальмодуліновый комплекс, останній може в свою чергу активувати серин-треонінову протеїнкіназу SOS2. Вона активує SOS1-переносник, що здійснює симпорт іонів натрію з клітин в обмін на протони. Поряд з регуляцією надходження іонів в клітини, дієвим механізмом солестійкості є виведення токсичних іонів у вакуолю і депонування їх у цьому компатрменті [68, 69, 70].
Висновки до розділу

1. Через шкідливість та нераціональне користування традиційними джерелами палива виникає гостра необхідність у впровадженні альтернативних джерел енергії. Біопаливо отримане з енергетичних порід дерев може стати альтернативою традиційним джерелам завдяки постійному відновленню ресурсу та зменшенню екологічного навантаження на довкілля під час його використання. 

2. Через зрошення сільськогосподарських угідь, посипання сіллю доріг у містах у зимовий період, проблема засолення та збідніння ґрунтів в Україні постійно загострюється. В той же час в Україні існує багато природних регіонів із нестабільним водним режимом. Для залучення цих територій до вирощування сировини для потреб біоенергетики необхідно провести селекцію клонів та визначити представників швидкорослих дерев, що будуть стійкими до впливу сольового стресу та водного дефіциту.

3. Більшість деревних рослин мають схожу стратегію захисту від сольового та водного стресів. Їм властиві такі механізми захисту як скорочення транспіраційної поверхні, закриття продихів, уникання посушливого періоду, зміни складу клітинного соку, нагромадження солей у вакуолях та виведення шкідливих речовин з організму, тощо. Однак існують дані, що стійкість до сольового та водного стресів може різнитися не лише для різних видів, але і для різних клонів рослин у межах одного виду.

4. Представники родини Salicaceae утворилися досить давно, щоб чудово пристосовуватися до несприятливих умов існування, вони не тільки здатні швидко накопичувати якісну біомасу, але і можуть витримувати значний посушливий та сольовий стрес, що робить їх перспективними у альтернативній енергетиці.

5. Мікроклональна селекція - основний метод що використовується при дослідженні рослин в лабораторній культурі. Застосування методу дозволяє оздоровити посадковий матеріал, працювати без прив’язки до пори року, збільшити кількість готового до посадки матеріалу, мініатюризувати та зробити процес дешевшим і компактнішим, отримати генетично-однорідні клони, а також працювати із рослинами, що погано розмножуються або не розмножуються вегетативно. Використання методу активації пазушних меристем дозволяє отримати генетично-однорідні клони.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

2.1 Матеріали та обладнання


Матеріали та обладнання: плівкова теплиця, стерильний ламінарний бокс, стерильний фільтрувальний папір, горщики для розсади, автоклав, прилад для вимірювання pH, магнітний розмішувач; інструменти (хірургічні скальпелі, великі та малі пінцети, ножиці); лабораторний посуд (чашки Петрі, пробірки, скляні банки, колби), автоматичні піпетки, пластикові насадки на піпетки, мікропробірки; стерилізуючі розчини, лабораторна спиртівка; живильні середовища для регенерації та мікроклонального розмноження верби; фітогормони. 

Рослинний матеріал:

· Експланти клонів верби (Salix): «Житомирська-1»
Для визначення стійкості до сольового та водного стресу було обрано клон верби «Житомирська-1». Ця рослина продемонструвала високу продуктивність під час вирощування на дослідній плантації в умовах достатньої зволоженості ґрунту[69]. Ця здатність робить клон верби «Житомирська-1»  перспективним для використання у альтернативній енергетичній промисловості, оскільки швидке одержання великої кількості біомаси є пріоритетним завданням, що має враховуватись при виборі рослини.
Підготовка матеріалів та обладнання: посуд, матеріали, інструменти та поживні середовища стерилізували за загальноприйнятими методиками. Середовище перед використанням розплавляли у мікрохвильовій печі і охолоджували до 45° С, після чого до нього додавали гормони та розливали у стерильний посуд.

2.2 Методика отримання асептичних експлантів

Для стерилізації експлантів розчини використовували: концентрований мильний розчин, водний розчин гіпохлориту натрію (побутовий мийний засіб «Білизна» розведений дистильованою водою у співвідношенні 1:3), та 70%-ий розчин етанолу. Досліджували ефективність трьох способів знезараження експлантів за різної комбінації дезінфікуючих розчинів та часу обробки експлантів. Після обробки кожним розчином експланти тричі ретельно промивали дистильованою водою. Дані представлені у таблиці 2.2.1

Таблиця 2.2.1. Способи промивки експлантів

	Варіанти
	Дезинфікуючий засіб та час витримки

	
	1-ий етап
	2-ий етап
	3-ій етап

	1
	дистильована вода
	гіпохлорит натрію, розведений дистильованою водою у співвідношенні 

1 : 3 (10 хвилин)


	70%-ий розчин

етанолу; 1 хв



	2
	дистильована вода
	
	70%-ий розчин етанолу; 5 хв

	3
	концентрований мильний розчин (2 хв)
	
	70%-ий розчин етанолу; 1 хв


2.3 Умови мікроклонального розмноження рослин та гормональний склад середовищ

Для мультиплікації росин шляхом мікроклонального розмноження простерилізовані експланти висаджували у пробірки чи банки з живильним середовищем MS. Склад середовища [2]  для інтродукції експлантів в культуру in vitro зазначено у таблиці 2.3.1.

Експланти розділяли на мікропагони та культивували у ростовій кімнаті за температури 24±2° С і фотоперіодом 16-год. Після досягнення пагонами довжини близько 1,5 – 3 см та утворення сформованих зелених листків та коренів, їх використовували для дослідження солестійкості. 

Таблиця 2.3.1. Склад живильного середовища для мікроклонального розмноження

	Компоненти
	Живильне середовище 1 л

	
	MS

	Макро- та мікроелементи
	MS (2,18 г)

	FV вітаміни
	2 мл

	Міо-інозитол
	0,1 г

	Сахароза
	30 г

	MES 
	0,26 г

	L-глутамін
	0,2 г

	Агар
	7,5 г

	ВАР
	0,3 мг

	НОК
	1,86 мг

	рН
	5,8


2.4. Методика визначення стійкості верби до сольового стресу в умовах культури in vitro


Експланти верби «Житомирська-1» культивували на поживному середовищі MS, з різними концентраціями хлориду натрію та додаванням індолілмасляної кислоти. Оцінку стану та ростових показників рослин проводили на 10-й, 29-й та 57-й дні культивації. У пробірки наливали середовища з 0 (контроль), 25, 50 та 100 мМ NaCl. Експланти завдовжки 2-2.5 см висаджували на середовище та поміщали  у ростову кімнату за температури 24±2° С і фотоперіодом 16-год. На 10, 29 та 57 дні культивування стан пагонів оцінювався за такими параметрами, як довжина пагону, кількість коренів та загальний вигляд рослини (наявність в’янучого листя, стан стебла).

Після завершення експерименту провели статистичний аналіз отриманих даних, для їх обробки було використано програму Microsoft Office Excel 2007. Достовірність даних перевіряли методом критерію  Ст'юдента.
2.5. Методика визначення стійкості верби до водного стресу в ґрунтових умовах


Для перевірки верби «Житомирська-1» на здатність витримувати водний стрес були відібрані здерев’янілі живці завдовжки 20 см, та діаметром ±2 см. Для вкорінення рослин у горщик із сумішшю чорнозему, торфу та вермикуліту зі співвідношенням 10:10:1,5 помістили по два живці  та укорінювали протягом 30 днів з нормальним режимом поливу. Після укорінення рослини розділили на 4 групи: 100% зволоження (100 мл, контроль) та дефіцит вологи 25% (75 мл), 50% (50 мл) та 75% (25 мл). Далі, кожні 4 тижні визначали такі показники, як кількість нових пагонів, висота найдовшого ростучого пагона, кількість листків, ширина листків, довжина листків та приріст листків, та заносили дані у таблиці. Після завершення вегетації на сезонний період спокою рослини помістили у неопалюване приміщення [70-72]. 

Після завершення експерименту провели статистичний аналіз отриманих даних, для їх обробки було використано програму Microsoft Office Excel 2007. Достовірність даних перевіряли методом критерію Ст'юдента.
Висновки до розділу


1. Протестовано методики введення у культуру in vitro експлантів верби «Житомирська-1», що включали в себе послідовне промивання пагонів мильним розчином або дистильованою водою, гіпохлоритом натрію, розведеному дистильованою водою у співвідношенні 1 : 3 та 70% етанолом.

2. Опрацьовано методики мікроклонального розмноження та адаптовано склад поживних середовищ з урахуванням потреб клону «Житомирська-1» Мультиплікували експланти для подальшого проведення експерименту та поповнення колекції лабораторії. 

3. З метою оцінки чутливості верби «Житомирська-1» експланти культивували на поживному середовищі MS модифікованому індолілмасляною кислотою, що містило хлорид натрію у концентраціях 0 мМ, 25 мМ, 50 мМ і 100 мМ. Оцінку стану та ростових показників рослин проводили на 10-й, 29-й та 57-й дні культивації. 

4. З метою оцінки чутливості верби «Житомирська-1» до дефіциту вологи укорінені в ґрунтовій суміші рослини чорнозему, торфу та вермикуліту зі співвідношенням 10:10:1,5 та укорінювали протягом 30 днів з нормальним режимом поливу. Після укорінення рослини розділили на 4 групи: 100% зволоження (100 мл, контроль) дефіцит вологи 25% (75 мл), 50% (50 мл) та 75% (25 мл).
РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

3.1. Отримання асептичних експлантів

У культуру in vitro вводили клони верби «Житомирська-1» Для знезараження експлантів використовували три варіанти методики стерилізації. Перший варіант, що передбачав використання дистильованої води на першому етапі промивки,  був  малоефективним, оскільки  лише 10 %  експлантів не були уражені мікроскопічними грибами. У другому варіанті був збільшений час витримки у етанолі, але це також виявилося малоефективним, оскільки 84% експлантів гинули. При застосуванні третього варіанту  знезараження, де рослинний матеріал промивали  мильним  розчином, стерильними та життєздатними виявилися 78% експлантів, тому доцільним можна вважати використання саме такої методики.
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Рисунок 3.1.1. Відсоток виживання експлантів при використанні різних методик. 

3.2 Інтродукція стерильних експлантів у культуру in vitro

Оброблені дезінфікуючими розчинами стерильні експланти були висаджені на середовище MS модифікованим індолілмасляною кислотою. На 16 - 18 дні спостерігався калюсогенез у експлантів верби «Житомирська-1». Початок ризогенезу у клонів «Житомирська-1» був виявлений на 16 - 18 день культивування, а активація апікальних меристем - на 26 – 30 день. Результати наведено у таблиці 3.2.1.

Таблиця 3.2.1. Початок регенераційних процесів у знезаражених мікропагонів в умовах in vitro
	Клон
	Калюсогенез, доба
	Ризогенез, доба
	Активація бічних та апікальних меристем, доба

	Середовище I

	‘Житомирська-1’
	16-18
	16-18
	26-30


Використання дослідженої методики інтродукції  стерильних експлантів дозволило накопичити достатню кількість матеріалу для подальших досліджень.

3.3 Стійкість верби «Житомирська-1» до сольового стресу в умовах культури in vitro

Для дослідження чутливості верби до сольового стресу експланти верби «Житомирська-1» культивували на поживному середовищі MS, з різними концентраціями хлориду натрію та додаванням індолілмасляної кислоти. Оцінку стану та ростових показників рослин проводили на 10-й, 29-й та 57-й дні культивації. Отримані дані наведено у таблицях 3.3.1 - 3.3.6. 

Таблиця 3.3.1. Стан пагонів на 10-й день культивації.

	02.06.2019
	Висота, см

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	4,2
	4,5
	2,5
	2,7

	2
	3,8
	3,1
	2,8
	2,2

	3
	3,0
	3,7
	4,3
	2,1

	4
	3,9
	4,5
	2,7
	2,1

	5
	3,8
	3,9
	2,8
	2,1

	6
	3,7
	2,7
	3,8
	2,7

	7
	2,9
	3,8
	3,2
	2,7

	8
	4,5
	3,9
	3,8
	1,8

	9
	4,1
	2,8
	3,4
	3,1

	10
	4,2
	3,5
	2,3
	3,3


Таблиця. 3.3.2 Стан пагонів на 29-й день культивації.

	21.06.2019
	Висота, см

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	6,0
	7,9
	3,0
	-

	2
	3,0
	3,5
	3,3
	-

	3
	3,5
	4,8
	4,6
	-

	4
	5,0
	5,4
	3,0
	-

	5
	5,0
	4,5
	3,8
	-

	6
	4,5
	7,0
	3,3
	-

	7
	3,9
	6,9
	3,2
	-

	8
	9,0
	8,0
	3,3
	-

	9
	7,5
	6,0
	5,0
	-

	10
	7,5
	6,5
	2,5
	-


Таблиця 3.3.3. Стан пагонів на 57-й день культивації.

	19.07.2019
	Висота, см

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	7,0
	0,5
	0,7
	-

	2
	4,0
	-
	0,8
	-

	3
	5,0
	2,0
	-
	-

	4
	7,5
	4,8
	-
	-

	5
	5,5
	2,0
	-
	-


Продовження таблиці 3.3.3.

	 19.07.2019
	Висота, см

	6
	11,0
	8,5
	-
	-

	7
	9,5
	8,0
	-
	-

	8
	10,5
	9,0
	-
	-

	9
	11,5
	0,5
	0,5
	-

	10
	9,0
	1,0
	-
	-


Таблиця 3.3.4 Кількість коренів на 10-й день культивації.

	02.06.2019
	Корені, шт

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	0,0
	2,0
	2,0
	-

	2
	1,0
	4,0
	0,0
	-

	3
	0,0
	0,0
	0,0
	-

	4
	0,0
	0,0
	0,0
	-

	5
	0,0
	0,0
	2,0
	-

	6
	2,0
	3,0
	0,0
	-

	7
	0,0
	2,0
	2,0
	-

	8
	7,0
	4,0
	0,0
	-

	9
	8,0
	3,0
	3,0
	-

	10
	7,0
	3,0
	0,0
	-



Таблиця 3.3.5 Кількість коренів на 29-й день культивації.

	21.06.2019
	Кількість коренів, шт

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	5,0
	7,0
	3,0
	-

	2
	1,0
	5,0
	4,0
	-

	3
	3,0
	3,0
	1,0
	-

	4
	7,0
	3,0
	0,0
	-

	5
	3,0
	3,0
	6,0
	-

	6
	7,0
	4,0
	1,0
	-

	7
	3,0
	5,0
	4,0
	-

	8
	9,0
	12,0
	0,0
	-

	9
	7,0
	5,0
	0,0
	-

	10
	7,0
	6,0
	4,0
	-


Таблиця 3.3.6 Кількість коренів на 57-й день культивації.

	19.07.2019
	Кількість коренів, шт

	Житомирська-1
	0 мМ NaCl
	25 мМ NaCl
	50 мМ NaCl
	100 мМ NaCl

	1
	8,0
	7,0
	3,0
	-

	2
	1,0
	
	4,0
	-

	3
	3,0
	4,0
	-
	-

	4
	7,0
	5,0
	-
	-

	5
	4,0
	4,0
	-
	-

	6
	7,0
	5,0
	-
	-

	7
	4,0
	6,0
	-
	-

	8
	10,0
	12,0
	-
	-

	9
	10,0
	6,0
	3,0
	-

	10
	7,0
	8,0
	-
	-


Швидкий ріст здорового неушкодженого пагона свідчить про те, що рослина не відчуває дії шкідливого фактору, або ефективно протидіє йому. Статистично достовірне зниження висоти пагона рослин, у порівнянні з контролем, було помітно вже на 10-й день культивування за концентрацій 50 та 100 мМ, на 17,6% та 35% відповідно (Таблиця 3.3.1). На 29 день дослідження спостерігали повну загибель рослин, які вирощували при концентрації 100 мМ NaCl, та зниження висоти рослин, які вирощували на концентрації 50 мМ на 36%  (Таблиця 3.3.2). На 57 день дослідження висота пагона рослин, які культивували на середовищі з найменшою концентрацією 25 мМ NaCl була на 50% меншою у порівнянні з контролем і на 91,8 % меншою для рослин, що культивували на середовищі з найменшою концентрацією 50 мМ NaCl (Таблиця 3.3.3 ).
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Рисунок 3.3.1. Висота пагона на 10-й день культивації (*p<0,05)
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Рисунок 3.3.2 Висота пагона на 29-й день культивації. (*p<0,05)
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Рисунок 3.3.3. Висота пагона на 57-й день культивації (*p<0,05)

Ризогенез – важливий фактор для виявлення відхилень у ростових характеристиках у рослинних організмів. Повне пригнічення коренеутворення, як реакція на сольовий стрес, спостерігається вже при короткочасній дії стресового фактора - на 10-й день культивування на середовищі з концентрацією 100 мМ NaCl.  На 29-й день, у порівнянні з контролем, відмічено зменшення швидкості утворення коренів у пробірках з концентрацією солі 50 мМ на 55,7 %. 
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Рисунок. 3.3.4 Кількість коренів на 10-й день культивації (*p<0,05)
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Рисунок 3.3.5 Кількість коренів на 29-день культивації (*p<0,05) 
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Рисунок 3.3.6. Кількість коренів на 57-й день культивації (*p<0,05)

Загальний стан рослин оцінювали 21.06.19 (29 день) та 19.07.19 (57 день). Увагу приділяли таким параметрам, як наявність ознак в’янення листя, стан коренів, стан пагона або загибель рослини, та присвоїли цим показникам значення від 0 до 3, де 0 – загибель рослини, а 3 - задовільний стан. На рисунках 3.7 та 3.8 можна побачити, що стан рослин значно погіршується зі збільшенням концентрації NaCl у середовищі та часом дії стресового фактору. Результати наведено на рисунках 3.1.7 та 3.1.8.
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Рисунок 3.3.7 Стан рослин на 21.06.19
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Рисунок. 3.3.8. Стан рослин на 19.07.19
Отримані у дослідженні результати показують, що клони верби «Житомирська - 1» чутливі до середніх концентрацій солі у живильному середовищі та не витримують довготривалої дії стресового фактора.

3.4. Стійкість верби «Житомирська-1» до водного стресу в умовах ґрунтової культури

Дбайливе ставлення до водних ресурсів є невід’ємною частиною розвитку сільського господарства, тому перевірка здатності енергетичних порід дерев протидіяти водному стресу є важливим фактором при виборі конкретного виду і породи рослин [3]. Укорінені пагони верби «Житомирська - 1» вирощували у поліетиленовій теплиці з режимом поливу:

- 100% зволоження (100 мл, контроль);

- дефіцит вологи 25% (75 мл);

- дефіцит вологи 50% (50 мл);

- дефіцит вологи 75% (25 мл).

Результати наведені у таблицях 3.4.1. На рисунках 3.4.1 - 3.4.7 зображено діаграми результатів визначення стійкості верби до посухи.

Таблиця. 3.4.1. Ростові показники рослин клону «Житомирська - 1» за різних режимів поливу.

	
	100 мл

	 Дата
	К-ть пагонів
	Висота пагона
	К-ть листків
	Ширина листка
	Довжина листка
	Приріст листків

	18.05.2018
	3,3
	24,5
	20,5
	2,1
	5,5
	

	14.06.2018
	2,3
	40,2
	19,5
	1,5
	7,2
	5,2

	13.07.2018
	2,0
	43,2
	18,7
	1,5
	6,3
	1,7

	13.08.2018
	2,0
	51,3
	14,5
	0,6
	4,9
	1,0

	14.09.2018
	2,0
	51,3
	24,8
	1,0
	4,8
	4,2


Продовження таблиці 3.4.1

	 
	75 мл

	 Дата
	К-ть пагонів
	Висота пагона
	К-ть листків
	Ширина листка
	Довжина листка
	Приріст листків

	18.05.2018
	3,5
	25,8
	21,8
	1,6
	5,9
	

	14.06.2018
	1,7
	37,3
	18,5
	1,4
	6,9
	8,7

	13.07.2018
	1,8
	38,0
	14,7
	0,9
	5,8
	3,2

	13.08.2018
	1,8
	45,2
	15,0
	1,0
	6,4
	0,0

	14.09.2018
	1,8
	45,5
	21,7
	1,0
	5,9
	2,3

	Т-тест
	
	
	
	
	
	

	18.05.2018
	0,83
	0,69
	0,74
	0,16
	0,43
	

	14.06.2018
	0,18
	0,46
	0,75
	0,6
	0,79
	0,29

	13.07.2018
	0,73
	0,28
	0,15
	0,58
	0,58
	0,48

	13.08.2018
	0,73
	0,29
	0,9
	0,03
	0,18
	0,17

	14.09.2018
	0,73
	0,33
	0,52
	1
	0,40
	0,25

	 
	50 мл

	 Дата
	К-ть пагонів
	Висота пагона
	К-ть листків
	Ширина листка
	Довжина листка
	Приріст листків

	18.05.2018
	3,3
	23,8
	15,8
	1,3
	6,3
	

	14.06.2018
	1,5
	30,3
	13,0
	1,2
	5,8
	8,3

	13.07.2018
	1,7
	29,7
	14,0
	0,9
	4,9
	2,7

	13.08.2018
	1,7
	35,5
	13,0
	0,9
	5,5
	1,2

	14.09.2018
	1,7
	36,2
	13,2
	0,8
	5,8
	1,2

	Т-Тест
	
	
	
	
	
	

	18.05.2018
	1
	0,74
	0,15
	0,02
	0,16
	

	14.06.2018
	0,02
	0,004
	0,02
	0,11
	0,02
	0,25


Продовження таблиці 3.4.1

	13.07.2018
	0,44
	0,0006
	0,19
	0,1
	0,1
	0,65

	13.08.2018
	0,44
	0,002
	0,72
	0,2
	0,56
	0,8

	14.09.2018
	0,44
	0,002
	0,037
	0,50
	0,33
	0,03

	 
	25 мл

	 Дата
	К-ть пагонів
	Висота пагона
	К-ть листків
	Ширина листка
	Довжина листка
	Приріст листків

	18.05.2018
	3,8
	21,7
	19,5
	1,7
	5,8
	

	14.06.2018
	2,3
	26,3
	10,8
	1,5
	6,0
	

	13.07.2018
	1,8
	25,0
	7,5
	1,1
	5,3
	1,5

	13.08.2018
	1,7
	26,3
	10,3
	1,1
	4,7
	2,0

	14.09.2018
	1,7
	21,0
	8,3
	5,4
	6,9
	1,7

	Т-тест
	
	
	
	
	
	

	18.05.2018
	0,20
	0,25
	0,72
	0,253
	0,46
	

	14.06.2018
	1
	0,0003
	0,002
	0,8
	0,09
	0,89

	13.07.2018
	0,52
	0,0003
	0,0051
	0,34
	0,34
	0,94

	13.08.2018
	0,46
	0,0006
	0,47
	0,11
	0,82
	0,45

	14.09.2018
	0,46
	0,0001
	0,037
	-
	0,02
	0,13


Отримані дані усереднені, оскільки отримані з шести рослин для кожного режиму поливу.
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Рисунок. 3.4.1 Зміна кількості життєздатних пагонів за різної інтенсивності поливу (*p<0,05)
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Рисунок. 3.4.2 Зміна довжини листка за різної інтенсивності поливу (*p<0,05)
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Рисунок. 3.4.3 Зміна ширини листків  за різної інтенсивності поливу  (*p<0,05)
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Рисунок. 3.4.4 Зміна кількості листків за різної інтенсивності поливу (*p<0,05)
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Рисунок.3.4.5 Зміна висоти рослин за різної інтенсивності поливу (*p<0,05)

[image: image15.png]JIcTRIB, INT

25 H
20 A
15 - ==100 M1
=75 M
10 A =50 M
25 M
7] /
-
0 VA*

1 28 58 88 119

TleHDb eKcIie pHMEHTY




Рисунок 3.3.6 Зміна приросту кількості листків за різної інтенсивності поливу (*p<0,05)

На гафіках видно, що найбільші зміни помітні у таких показниках, як висота пагона та змешшення розміру листя, що є ознакою пристосування до водного дефіциту. Рослини що зазнавали водного дефіциту 75% мали найгірший стан у порівнянні із контролем. Рослини почали скидати листя, та спостерігалась загибель окремих пагонів або усієї рослини. Верба виявляє ознаки ушкодження вже за незначного дефіциту вологи.

Висновки до розділу


1. Було проведено експеримент на чутливість верби «Житомирська - 1» до сольового стресу в умовах культури in vitro, Експланти верби «Житомирська-1» були поміщені у поживне середовище MS, з концентраціями хлориду натрію 25 мМ, 50 мМ та 100 мМ, та додаванням індолілмасляної кислоти. Виміри робили на 10-й, 29-й та 57-й дні культивації. Пригнічення коренеутворення, спостерігається при короткочасній дії стресового фактора - на 10-й день культивування на середовищі з концентрацією 100 мМ NaCl. На 57 день зміни у швидкості коренеутворення помітні за концентрації 25 мМ на 3.7%, у пробірках з концентрацією NaCl 50 мМ значно зменшився приріст кількості коренів (на 45,4%), а у пробірках з концентрацією NaCl 100  мМ ріст коренів припинився остаточно, та відбувається загибель рослин. Отримані дані свідчать про те, що обрана рослина чутлива до засоленості поживного середовища.

2. Було проведено експеримент на чутливість верби «Житомирська-1» до водного дефіциту в ґрунтових умовах.  Верба виявилася чутливою до водного стресу, оскільки у рослин з дефіцитом вологи 50% та 75% спостерігалося збільшення кількості листків, та зменшення їх розмірів, а також меншою виявилася висота рослин.
3. Оскільки верба «Житомирська - 1» має хороші показники набору біомаси, але вимагає сприятливих умов для нормального росту, необхідно враховувати ці потреби при виборі ділянки, де буде влаштована плантація енергетичних дерев.

РОЗДІЛ 4

РОЗРОБКА СТАРТАП-ПРОЕКТУ

4.1. Резюме


В теперішній час, через зменшення запасів викопного палива, в суспільстві зростає інтерес до відновлювальної сировинної бази. За останні 5 років доля відновлюваної сировини зросла 2% до 8% в секторі отримання теплової та електричної енергії. Перспективною  відновлюваною сировинною базою є деревина енергетичних порід дерев.

Одним із перспективних джерел отримання сухої біомаси деревних порід рослин є верби (рід Salix). Верби не тільки здатні швидко нарощувати біомасу, але і являються витривалими та стійкими до несприятливих екологічних та антропогенних факторів, і є естетично привабливими. За допомогою  запропонованої методики мікроклонального розмноження протягом 1 року можна отримати до 20 000 оздоровлених та генетично-однорідних саджанців дерев, що могли б задовольнити потребу підприємництва, що спеціалізується на вирощуванні високопродуктивних енергетичних порід рослин, та переробці їх на біопаливо, у той час як при використанні методу живцювання можна отримати на 50% менше рослин, які можуть нести на собі захворювання та паразитів.
Назва розробки: Отримання стійких до водного та сольового стресу саджанців верби Житомирська-1 шляхом мікроклонального розмноження на основі теми «Чутливість верби Житомирська-1 до водного дефіциту у ґрунтових умовах та сольового стресу в умовах культури in vitro.» Мета проекту: отримати за допомогою методики мікроклонального розмноження якісний посадковий матеріал для вирощування стійких до абіотичних стресів швидкозростаючих дерев. Об’єкт дослідження: виявлення граничних концентрацій рівня солі у поживному середовищі in vitro, та рівня водного дефіциту в ґрунтових умовах, за яких здатні існувати ювенільні особини верби Житомирська-1. Місце в інноваційному ланцюжку цінності розробки: Ідея-розробка.  За  міжнародною  класифікацією  товарів  продукти  відносяться  до класу  310072 – розсада та сіянці [73]. Цінність  розробки  полягає  швидкому вирощуванні  швидкоростучих саджанців, що не несуть на собі інфекцій та паразитів. Суспільна  цінність  полягає  у швидкому отриманні стійких до абіотичних стресів саджанців енергетичної породи верби. 

Таблиця. 4.1.1. Резюме стартапу

	Показник
	Характеристика 

	1. Сутність ідеї 
	Отримання за допомогою методики мікроклонального розмноження якісного посадкового матеріалу для вирощування стійких до абіотичних стресів швидкозростаючих дерев.

	2. Наявність аналогів або прототипів ідеї 
	Аналогів та прототипів немає 

	3. Основна потреба, яку задовольнить реалізований стартап 
	Деревні рослини для отримання сировини для біопалива

	4. Ступінь розробленості технології реалізації 
	Проведено лабораторні дослідження, що підтверджують можливість реалізації ідеї

	5. Класифікація продукту стартапу за міжнародною класифікацією товарів 
	310072 – розсада та сіянці

	6. КВЕД, до якого може належати дане виробництво 
	02.10  –  вирощування молодого порослевого лісу, балансової деревини та паливної деревини[74]

	7. Очікувана потужність стартапу 
	Мале підприємництво

	8. За масштабом виробництва 
	Масове

	9. За рівнем спеціалізації 
	Вузькопрофільне

	10. За ресурсами, що споживатимуться 
	Матеріаломістке

	11. За чисельністю персоналу 
	Мале

	12. Органи управління при реалізації стартапу 
	Національні


Продовження таблиці 4.1.1.

	Показник
	Характеристика 

	13. Бажане географічне розташування 

- потужностей стартапу;
 

- офісу стартапу; 

- збутової мережі; 

- постачальників комплектуючих. 
	
- біля аграрних угідь, полів або зелених насаджень
- Не має суттєвого значення
- Не має суттєвого значення 
- Не має суттєвого значення

	14. Місце ідеї у ланцюжку цінностей інноваційного процесу 
	Ідея-розробка

	15. Гранична корисність ідеї стартапу 
	16 000 шт. саджанців за сезон (1 рік)

	16. Бізнес-модель стартапу 
	В2В

	17. Конкуренти вітчизняні (ціна, на якому етапі реалізації знаходяться, основні конкурентні переваги, фактори успіху) 
	Наскільки відомо, конкурентоспроможних підприємств у  цій галузі немає

	18. Конкуренти іноземні (ціна, на якому етапі реалізації знаходяться, основні конкурентні переваги, фактори успіху) 
	Наскільки відомо, конкурентоспроможних підприємств за кордоном у  цій галузі немає

	19. Ключові фактори успіху стартапу 
	Високий приріст біомаси (1 т/1 га насаджень за 3 рік), життєздатність саджанців, стійкість до сольового та водного стресів.

	20. Споживачі (основні на етапі впровадження, групи, орієнтовна чисельність) 
	Лісгоспи, агрохолдинги, оріентовно 2 клієнти на перший рік.

	21. Планова кількість продукту розробки для першого етапу реалізації 
	12 000 шт. саджанців на рік

	22. Мінімальна кількість виробництва за методом точки беззбитковості 
	800 шт. саджанців на рік

	23. Споживачі на етапі розвитку 
	Лісгоспи, агрохолдинги

	24. Споживачі на етапі зрілості 
	Ті самі

	25. Конкурентна ціна на продукт стартапу 
	39,66 грн/шт.

	26. Плановий рівень рентабельності при реалізації продукту 
	На період впровадження: 96%
На період виходу на планову потужність: 148%


Продовження таблиці 4.1.1

	Показник
	Характеристика 

	27. Капіталовкладення в проект 
	На період впровадження: 366 218 грн.

На період виходу на планову потужність: 387 837 грн.

	28. Період повернення капіталовкладень у проект 
	1-2 роки

	29. Джерела фінансування 
	Кредит

	30. Основні компоненти продукції стартапу (їх доля у готовому товарі, ступінь готовності компонентів у наявному виробництві) 
	Саджанці верби «Житомирська-1»

	31. Потенційні постачальники складових компонентів розробки (виділити вітчизняних і закордонних, плановий обсяг замовлень, наявна потужність постачальника) 
	Компанія «Техноген» - Лабораторне обладнання, лабораторне приладдя, живильні середовища.

Компанія «Gaden house Марина Львовская» -сільськогосподарське обладнання

	32. Планове місце реалізації результату розробки (місце, планова доля реалізації продукту через це місце) 
	Київська область.

	33. Наявність посередників при реалізації (так, ні, орієнтовні посередники, форми оплати їх діяльності) 
	Без посередників

	34. Методи просування результатів розробки на ринок 
	Самостійний пошук споживачів, створення реклами у соціальних мережах.


4.2. Аналіз зовнішнього та внутрішнього середовища стартапу


Зовнішнє середовище чинить великий вплив на виробництво. Серед усіх наявних факторів було обрано ті, що чинять найбільший вплив на проект, та запропоновано можливості вирішення та уникнення проблем.

Таблиця. 4.2.1. Аналіз загроз і можливостей зовнішнього середовища. 

	Загрози
	Можливості

	Географія

	Виробництво розміщене у м. Києві, засолення ґрунтів може досягати 15-15% через антропогенні фактори. 
	Помірні кліматичні умови у яких розташовано м. Київ дозволяють вирощувати саджанці   представників родини Salicaceae без додаткових затрат на опалення та підтримку світлового режиму. 

	
	У місті з населенням 2,884 млн. чол. виникає необхідність у облаштуванні парків та скверів, та через антропогенні фактори відбувається загибель зелених насаджень, а отже і виникає потреба у забезпеченні стійкими до цих факторів рослинами.

	Демографія

	Люди з рівнем кваліфікації Інженер-біотехнолог (3211) вимагають від роботодавця вищий на 23,3 % рівень заробітної плати, у порівнянні з тими, хто має кваліфікацію Молодший лаборант (3211) [75]
	Співпраця з навчально-науковими інститутами. Робота зі студентами. Можливість навчати працівників на місці.

	Відтік кадрів за кордон.
	Зручні умови праці, гнучкий графік.

	Збільшення пенсійного віку.
	Збільшення кількості робочих місць

	Політика

	Незацікавленість держави у виробництві альтернативних джерел палива.
	Впровадження ідей раціонального використання ресурсів серед населення.

	Недбале ставлення міської адміністрації до озеленення вулиць.
	Впровадження на ринок витривалих швидкоростучих аналогів вже існуючих рослин.

	Економіка

	Фінансова криза, безробіття.
	Наявність зацікавлених у заробітку кадрів.


Продовження таблиці 4.2.1

	Загрози
	Можливості

	Енергетична криза.
	Альтернативне джерело енергії, дозволить позбутися від фінансової залежності від традиційних джерел палива.

	Науково-технічний прогрес

	Наявність конкурентних підприємств, та наукових праць 
	Виведення на ринок нової технології та якісного товару, можливість співпраці з науково-дослідними інститутами та одночасного продажу продукції.

	Наявність наукових розробок за кордоном.
	Держава зацікавлена у розвиту внутрішнього ринку. Існує можливість продажу власної продукції за кордон. 


Аналіз внутрішнього середовища дозволяє виявити слабкі та сильні сторони підприємства та використати їх для вирішення організаційних проблем на виробництві. До факторів внутрішнього середовища відносять постачальників, посередників, споживачів, виробництво, конкурентів.

Таблиця.4.2.2. Аналіз внутрішнього середовища

	Переваги
	Недоліки

	Постачальник 

	Існує більше 1000 постачальників, що можуть задовольнити нашу потребу у лабораторному обладнанні та сировині. 
	Пошук надійного постачальника може затримати реалізацію на строк до 1 місяця.

	Придбане один раз обладнання може  бути у експлуатації до 10 років. 
	Ціни на дрібне обладнання та реактиви можуть вирости на 2-3% за 1 рік.


Продовження таблиці 4.2.2.
	Переваги
	Недоліки

	Посередник

	Використання старих посередників.
	Відсутність бази перевірених посередників

	
	Посередники можуть піти до конкурентних закладів.

	Споживач

	Існує велика кількість заінтересованих у продукції підприємств.
	Ринок збуту вузький.

	Можливо продавати продукцію за кордон.
	Біологічні особливості продукції, кліматичні умови.

	Наш сегмент товарів зачіпає соціально-значимі питання, це є хорошою рекламою товару.
	Не всі споживачі зацікавлені у екології.

	Виробництво

	Матеріал можна брати з природних джерел.
	Довгі етапи введення у культуру in vitro, та мікроклонального розмноження. 

	Лабораторія компактна, не потребує великої кількості персоналу.
	Витарти на електроенергію та ремонтні послуги.

	Можуть працювати студенти.
	Мінімальна вимога до працівника – наявність середньої біологічної освіти. Працівникам необхідний гнучкий графік.

	Конкуренти

	Оптимальне співвідношення ціна/якість .
	Існують конкурентні організації з нижчою ціною продукції, але вони використовують метод живцювання

	Вирішення екологічних проблем у галузі садово-паркового господарства.
	Велика ніша схожих товарів та послуг.


 На основі проведеного аналізу зовнішнього та внутрішнього середовища виявлено слабкі та сильні сторони підприємства, та виявлено напрямок у якому потрібно розвивати підприємство, використовуючи позитивні сторони та уникаючи негативних факторів. 

4.3. Аналіз потенційного ринку збуту

     За результатом проведеного дослідження ринку виявлено, що серед лісогосподарських підприємств існує попит на декоративні та енергетичні породи дерев. За допомогою методу Шонфільда визначаються ключові фактори успіху. Ключовими факторами виявилися приріст біомаси, життєздатність саджанців, стійкість до сольового та водного стресів, та їм призначено їм коефіцієнти вагомості 0,5, 0,25 та 0,25 відповідно.

Враховуючи вищезазначені фактори було обрано дві конкурентні фірми-виробники:

1. «Саджанці верби плакучої 150 см.» Приватне виробництво «Сады Валерии - плодовые и декоративные саженцы» Місто Бахмут. Ціна за 1 шт. = 520 грн.(А)

2. «Саджанці верби козячої 150 см.»  Приватне виробництво «ЭДЕЛЬВЕЙС». Дніпропетровська область. С. Придніпровське, вул. Юбілейна 5.  Ціна за 1 шт. = 40 грн. (Б) 

Після аналізу відгуків споживачів було отримано наступні показники:

Таблиця. 4.3.1. Оцінка характеристик саджанців верби  за методом Шонфільда.   

	Характеристика
	Коефіцієнт вагомості
	Оцінка характеристик

	
	
	А
	Б
	В

	
	Бальна оцінка

	Біомаса (т)
	0,5
	3 
	1
	5

	Життєздатність саджанців (% живих рослин)
	0,25
	4 
	2
	5

	Стійкість до стресів (% живих рослин)
	0,25
	4 
	1
	5


Літерою В позначено наше виробництво.

Таблиця. 4.3.2.Оцінка характеристик саджанців верби  за методом Шонфільда з урахуванням коефіцієнту вагомості. 

	Характеристика
	Коефіцієнт вагомості
	Оцінка характеристик

	
	
	А
	Б
	В

	
	Бальна оцінка

	Біомаса (т)
	0,5
	1,5
	0,5
	2,5

	Життєздатність саджанців (% живих рослин)
	0,25
	1
	0,5
	1,25

	Стійкість до стресів (% живих рослин)
	0,25
	1
	1
	1,25


На рисунку 4.3.1 видно, що основними перевагами нашої продукції є оздоровленість, життєздатність та стійкість до несприятливих умов.
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Рисунок. 4.3.1. Порівняння конкурентних переваг підприємства з конкурентами. 

На основі аналізу ключових факторів успіху стартап-проекту сформовано можливі варіанти розвитку інноваційної ідеї та визначено перспективний напрям її розвитку.

Таблиця. 4.3.3. Варіанти розвитку ідеї стартапу.

	Варіант
	Стислий опис можливого розвитку

	Акцент на оздоровленості рослинного матеріалу.
	Забір природного матеріалу. Ретельна обробка пагонів під час введення у культуру in vitro.

	Акцент на життєздатності.
	Ретельний етап підготовки до перенесення пагонів з пробірок у горщики. Моніторинг розсади у теплиці.

	Акцент на швидкому (на 45% швидше) накопиченні рослиною біомаси.
	Використання на виробництві лише продуктивних клонів верби «Житомирська-1».


4.4. Визначення потенційних споживачів


На початкових етапах розробки стартап проекту необхідно визначити потенційного споживача.

Таблиця. 4.4.1. Класифікація потенційних споживачів

	Критерій
	Значення

	Юридична особа

	1. Форма власності
	Приватне, державне

	2. КВЕД
	02.10. вирощування будівельного лісу: посадка,пересаджування саджанців, проріджування й охорону лісів і лісосік; вирощування молодого порослевого лісу, балансової деревини та паливної деревини; діяльність лісорозсадників .



	3. 3. За потужністю
	Малі, середні

	4. 4. За масштабом виробництва
	Одиничні, серійні

	5. 5. За рівнем спеціалізації
	Комбіновані

	6. 6. За  ресурсами,  що  споживаються
	Працемісткі


Продовження таблиці 4.4.1


	Кр Критерій
	Значення

	7. 7. За чисельністю персоналу
	Малі

	8. 8.  За  сферою  діяльності  
	Виробничі

	9. 9. За приналежністю капіталу і контролю
	Національні, спільні

	10. За географічним розташуванням
	Київська область, Київ

	11. За віддаленістю органів управління
	Національні

	12. За характером господарської діяльності
	Сільськогосподарські

	13. За рівнем технологічної цілісності
	Провідні

	14. За долею іноземного капіталу
	З іноземними інвестиціями

	15. За формуванням статутного капіталу
	Унітарні та корпоративні

	16. За організацією виробничих процесів 
	Періодичні

	17. За роботою протягом року 
	Сезонні

	18. За географічним розташуванням на території України
	Київська область, Київ

	19. За наявністю вільних ОбЗ (коштів)
	З наявними вільними ОбЗ

	20 За динамікою розвитку регіону розташування юридичної особи: 

− Регіон 

− Чисельність населення 

− Структура регіону
	- Київ, Київська область

- 4,609 млн.

- Парки, сквери, невеликі сільські господарства.


Таблиця. 4.4.2. Основні групи потенційних споживачів і їх потреби

	Категорія
	Потреба, що задовольняється за допомогою продукту

	Приватні лісогосподарські підприємства 
	Отримання великої кількості розсади за короткий строк

	Зеленгоспи  
	Озеленення вулиць стійкими сортами дерев.

	Підприємства виробники біопалива (02.20 [1] збирання та заготівля паливної деревини.)
	Отримання великої кількості розсади, що швидко набирає біомасу.

	Відкоригована ідея стратап-проекту

	Стійкі до абіотичних стресів саджанці клону верби «Житомирська-1»



Для конкретизації потенційного клієнта, формується паспорт клієнта  –  документ,  який  визначає  характерні  особливості  потенційних клієнтів,  їх  вимоги  до  продукту,  проблему,  яку  вони  мають  бажання розв’язати  за  допомогою  цього  продукту.

Таблиця. 4.4.3. Паспорт потенційного клієнта

	Характеристика
	Значення
	Примітки

	Організаційно-правова форма

Класифікація  

-за потужністю  

-за чисельністю персоналу  

-за обсягом виробництва  

-за сезонністю виробництва  
	Приватне


- Средні

- Середні

- Середні

- Середні
	-

	Розташування
	Місто, села, аграрні угіддя
	-

	Вид продукту, який потрібен даному споживачеві
	Саджанці дерев, що швидко ростуть 
	-


Продовження таблиці 4.4.3


	Характеристика
	Значення
	Примітки

	Призначення придбаної розробки
	За призначенням
	-

	Кваліфікація персоналу підприємства

- робочі  

- службовці  
- керівники  
	
Вища або середня біологічна освіта
Вища професійна освіта
Вища професійна освіта
	-

	Потенційний обсяг споживання розробки
	200 шт. саджанців на місяць.
	-


Таблиця. 4.4.4. Запланований обсяг реалізації продукту

	
	Лютий, 2021
	Березень, 2021
	Квітень, 2021
	Травень, 2021
	Червень, 2021
	Липень, 2021
	Серпень, 2021
	Вересень, 21
	Жовтень, 2021
	Листопад, 2021
	Грудень, 2021
	Січень, 2022

	Запланована кількість готових до висадки саджанців, шт.
	0
	0
	0
	100
	2000
	4000
	6000
	8000
	12000
	16000
	0
	0


4.5 Ціна інноваційної пропозиції на ринку


Верхня  межа  собівартості  стартап-продукту  формується  після оцінки ринкової ціни товару і визначення рівня його прибутковості.  Визначення потенційного споживача і його особливостей при прийнятті рішення  про придбання  стартап-продукту  дозволяє  визначити  ціну пропозиції для ідеї, технології, методики, програми на ринку.

Таблиця. 4.5.1 Проектні  ціни  продажу  ідеї

	Найменування товару
	Планові обсяги продажу
	Аналоги, прототипи

	
	К-ть, од.
	Ціна, грн.,од
	К-ть, од
	Ціна, грн.,од

	Саджанець верби
	1 шт.
	60.00 грн.
	1 шт.
	40 грн.


Розрахунок ціни товару витратним методом:

	Ц = С + 𝑊 , [грн./од. ],
	(1)


Ц – прогнозована ціна товару, грн./од.; 

С – розрахована автором ідеї очікувана собівартість товару, грн./од.; 

W - фіксований відсоток прибутку від собівартості, грн./од.

Ціна на етапі впровадження буде становити:

Ц = 30,51+30,51*0,3 = 39,66 грн./од.

Ціна при виході на планову потужність:

Ц = 24,18+24.18*0,3 = 31,43 грн./од.

2.  Параметричний  метод  –  враховує  вагомість  якісних  параметрів товару і оцінку цих параметрів споживачем:
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	(2)


де Цн.м. – ціна ідеї, технології, розробки, за якою автор пропонуватиме її на ринку, грн./од.;

Цб.м.  – ціна прототипу, аналогу, які вже існують на ринку, грн/од.;

Бн.м. – Балова експертна оцінка нової моделі характеристик; 

Бб.м. - Балова експертна оцінка базової моделі.

Таблиця. 4.5.2. Розрахунок ціни параметричним методом

	Продукт
	Параметри
	Бал з коефіцієнтами вагомості

	
	Біомаса
	Життєздатність
	Стійкість до стресів
	

	
	Бали
	Коефіцієнт вагомості
	Бали
	Коефіцієнт вагомості
	Бали
	Коефіцієнт вагомості
	

	Новий

	70
	0,4
	50
	0,2
	80
	0,4
	70

	Аналог

	40
	0,4
	20
	0,2
	30
	0,4
	32


Ціна існуючого продукту: 40 грн, таким чином ціна розрахована параметричним методом становить:
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4. Конкурентний метод.
Ціна конкурентів становить 40 грн/од., але зважаючи на якість конкурентної продукції, ціну на нашу продукцію, що має ряд переваг можна збільшити на 5%.

Таблиця. 4.5.3.Розрахунок собівартості продукту

	№ 

п/п
	Етап розробки / елемент собівартості
	Кількісний 

показник
	Вартісний 

показник

	1.
	Етап впровадження 
	
	

	1.1
	Амортизаційні відрахування на утримання усіх ОЗ підприємства:
	
	

	
	Ламінарний бокс
	1/10 (амортизація ОЗ)
	53 10 грн

	
	Плівкова теплиця
	1/10 (амортизація ОЗ)
	134 37 грн
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	1.2
	Затрати на сировину і матеріали: 
	
	 

	№ 

п/п
	Етап розробки / елемент собівартості
	Кількісний 

показник
	Вартісний 

показник

	
	Ламінарний бокс
Плівкова теплиця
Горщики пластикові, 450 мл
Скальпелі хірургічні
Пінцети
Чашки Петрі, 10 см
Пробірки, 15 мл
Готове поживне середовище 
Магнітна мішалка
Мірні колби, 1000 мл
Вермикуліт, мішок 80 л
Терези

Водопровідна вода
Оренда приміщення
Електроенергія
	1 шт.
1 шт.
1000 шт.
24 шт.
24 шт.
200 шт.
1000 шт.
20 л
1 шт.
4 шт.
 10 шт.
1 шт.

1000 м3
-
-
	53 100 грн.
134 370 грн.
1000 грн.
1 464 грн.
912 грн.
4000 грн.
7000 грн.
6500 грн.
6000 грн.
400 грн.
200 грн.
125 грн.
22 990 грн.
2 000 грн.
168 000 грн.

	1.3
	Сума заробітної плати всіх працівників підприємства:
	20 осіб
	104 000 грн.

	1.4
	Єдиний соціальний внесок (нарахування на заробітну плату):
	22%
	22 880 грн.

	
	Всього
	-
	366 218 грн.

	
	На одиницю продукції
	
	30,51 грн.

	2.
	Етап виходу на планову потужність
	
	

	
	Амортизаційні відрахування на утримання усіх ОЗ підприємства:
	
	

	
	Ламінарний бокс
	1/10 (амортизація ОЗ)
	53 10 грн.
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	Плівкова теплиця
	1/10 (амортизація ОЗ)
	134 37 грн.

	
	Затрати на сировину і матеріали
	
	

	№ 

п/п
	Етап розробки / елемент собівартості
	Кількісний 

показник
	Вартісний 

показник

	
	Горщики пластикові, 450 мл
Скальпелі хірургічні
Пінцети
Чашки Петрі, 10 см
Пробірки, 15 мл
Готове поживне середовище 
Вермикуліт, мішок 80 л
Терези

Водопровідна вода
Оренда приміщення
Електроенергія
	1000 шт.
50 шт.
50 шт.
300 шт.
20000 шт.
25 л
20 шт.
1 шт.

1500 м3
-
-
	1000 грн.
2000 грн.
1400 грн.
6000 грн.
10 000 грн.
7000 грн.
400 грн.
125 грн.
34 485 грн.
3000 грн.

200 000 грн.

	
	

	2.3
	Сума заробітної плати всіх працівників підприємства:
	20 осіб
	104 000 грн.

	2.4
	Єдиний соціальний внесок (нарахування на заробітну плату):
	22%
	22 880 грн.

	
	Всього
	-
	387 837 грн.

	
	На одиницю продукції
	
	24, 18 грн.



Таблиця. 4.5.4. Забезпеченість проекту основними засобами

	Місце ОЗ у технологічному процесі
	Назва ОЗ
	Повна початкова вартість ОЗ
	Плановий період експлуатації ОЗ
	Очікуваний постачальник
	Джерело фінансування придбання

	Лабораторне обладнання
	Ламінарний бокс
	53 100 грн.
	10 р.
	Компанія "Техноген"
	Кредит
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	Місце ОЗ у технологічному процесі
	Назва ОЗ
	Повна початкова вартість ОЗ
	Плановий період експлуатації ОЗ
	Очікуваний постачальник
	Джерело фінансуваня придбання

	Сільськогосподарське обладнання
	Плівкова теплиця
	134 370 грн.
	10 р.
	Компанія
«Garden House Марина Львовская»
	Кредит

	Лабораторне приладдя
	Інструменти
	30 000 грн.
	10 р.
	Компанія "Техноген"
	Кредит


Таблиця. 4.5.5. Забезпеченість проекту оборотними фондами

	Група ОБФ
	Назва
	Норма витрат од. на рік.
	Ціна грн./од
	Очікуваний постачальник
	Джерело фінансування

	Живильні середовища
	Середовища для мікроклонального розмноження
	100 кг/рік
	6500 грн./ од
	Компанія "Техноген"
	Кредит

	
	Пробірки
	1000 шт.
	7 грн./од
	Компанія "Техноген"
	Кредит

	
	Чашки петрі
	200 шт.
	20 грн.
	Компанія "Техноген
	Кредит


Таблиця. 4.5.6. Забезпеченість проекту трудовими ресурсами

	Категорія кадрів  
	Назва 

посади
	Чисельність за списком на посаді
	Кваліфікаційні вимоги  
	Плановий рівень заробітної плати (з ЄСВ)

	Основні робочі
	Лаборант
(3211)
	6
	Повна вища освіта відповідного напряму підготовки (магістр, спеціаліст).
	3 000 грн.

	
	Молодший лаборант
(3211)
	6
	Професійно-технічна освіта/незакінчена вища освіта
	1 000 грн.

	
	Інженер-біотехнолог
(3211)
	4
	Повна вища освіта відповідного напряму підготовки (магістр, спеціаліст).
	9 000 грн.

	
	Начальник зміни [75]
	4
	Повна вища освіта відповідного напряму підготовки (магістр, спеціаліст).
	11 000 грн.


Таблиця. 4.5.7.Техніко-економічні показники проекту

	Показники
	Одиниця виміру
	Умовне позначення, формула

	1. Річний обсяг реалізації ідеї, технології, методики (на період впровадження)
	Од. Рослин.
	В
12 000

	(на період виходу на планову потужність)
	Од. Рослин.
	16 000

	2. Середньорічна чисельність персоналу за списком  
	Осіб  
	Чсп=Чяв×Кпер  
4×2+2=10
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	Показники
	Одиниця виміру
	Умовне позначення, формула

	3. у тому числі  

- основних  
- спеціалісти   
- молодший персонал обслуговування 
- керівники
	Осіб
	6 осіб
4 осіб
6 осіб

4 осіб

	4.Середньорічний виробіток робітника  (на період впровадження)
	Од/особа
	ПП с.р.= В/Чсп

ППс.р. = 12 000/10 = 1200

	(на період виходу на планову потужність)
	Од/особа
	16000/10 = 1600

	5. Капіталовкладення у проект  (на період впровадження) 
- всього  
- на одиницю продукції  
	

Грн.
Грн./од
	К= ОФ+ОбК

366 218
30,51

	На період виходу на планову потужність
	Грн.
Грн./од
	387 037
24,18

	Відносний прибуток 

 (на період впровадження)
	Грн./од
	П= Ц-С

60 - 30,51  = 29,49 грн.

	(на період виходу на планову потужність)
	Грн./од
	60 - 24,18 = 36,15 грн.

	Рентабельність  (на період впровадження)
	%
	Р = (П/С) х 100
96%

	(на період виходу на планову потужність)
	%
	148 %

	Період повернення капіталовкладень  (на період впровадження)
	Років
	Тпов. = К/п 
366 218/ (29,49 х 12000) = 1,03

	(на період виходу на планову потужність)
	Років
	387 037/(36,15 х 16 000) = 0,67
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	Показники
	Одиниця виміру
	Умовне позначення, формула

	Фондовіддача виробничих фондів  (на період впровадження)
	Грн./грн.
	ФВ=(Ц×В)/ОФ

(29,49 х 12 000)/18747 =18,8

	(на період виходу на планову потужність)
	Грн./грн.
	(36,15 х 16 000)/18747 =30,8

	Фондоємність (на період 

впровадження)  
	Грн. /грн.
	ФЄ = 1/ФВ

1/18,8 = 0,05

	(на період виходу на планову потужність)
	Грн. /грн.
	1/30,8 = 0,03

	Продуктивність праці (на період впровадження)   
	од/Люд*год.
	ПП=В/(Чсп.×Т)
12000/(20×24×365)=0,06

	(на період виходу на планову потужність)
	од/Люд*год.
	16000/(20×24×365)=0,09

	Коефіцієнт економічної ефективності (на період впровадження)   
	-
	Е= П/К

(29,49 х 12 000)/366 218 = 0,96

	(на період виходу на планову потужність)
	-
	(36,15 х 16 000)/ 387 037 = 1,5


4.6. Концепція бізнес-моделі проекту та карта бізнес-процесів


Розробка карти бізнес-процесів  стартап-проекту  конкретизує  етапи,  які проходить  проект  від  ідеї  (думки)  до  впровадження  (продукту)    і необхідні для цього ресурси.

Таблиця. 4.6.1. Карта бізнес-процесів виконання стартап-проекту

	Стадія реалізації стартап проекту
	Бізнес-процеси
	Характеристики

	
	
	Задіяні ресурси
	Орієнтовна тривалість процесу
	Верхня межа фінансових витрат, грн.

	Етап 1 Розробка ідеї 
	Розробка стартап-проекту
	Робота розробників
	0,5 місяця
	5000 грн.

	Етап 2  

Реалізація ідеї стартап-проекту
	Підписання документів
	Робота керівництва
	1 місяць
	366 218 грн.

	
	Закупка матеріалів
	Робота керівництва
	2 місяці
	

	
	Тестування та введення в експлуатацію
	Робота персоналу
	2 місяці
	

	Етап 3 

Впровадження у виробництво
	Закупка додаткових матеріалів
	Робота керівництва
	1 місяць
	



85 000 грн.

	
	Закупка запасного обладнання
	Робота керівництва
	1 місяць
	

	
	Мультиплікація маточних рослин
	Робота персоналу
	5 місяців
	

	Етап 4 

Масова реалізація
	Закупка запасних матеріалів
	Робота керівництва
	1 рік
	387 837 грн.

	
	Продаж готових саджанців
	Робота керівництва
	1 рік
	

	
	Мультиплікація рослин для підтримки виробництва
	Робота персоналу
	1 рік
	


Таблиця. 4.6.2. Системний аналіз бізнес-процесів стартап-проекту

	Функції
	Елементи

	
	Розробник
	Начальник зміни
	Інженер -біотехнолог
	Лаборанти 

	Розробка стартап проекту
	+
	-
	-
	-

	Підписання документів
	+
	+
	+
	-

	Закупка матеріалів
	+
	+
	+
	-

	Продаж готових саджанців
	+
	-
	-
	-

	Мультиплікація рослин для підтримки виробництва
	-
	-
	+
	+

	Закупка додаткових матеріалів
	+
	+
	-
	-

	Тестування та введення в експлуатацію
	+
	+
	+
	-


4.7. Ризики стартап-проекту та методи управління ними


Сформовано перелік ризиків інноваційної розробки відповідно до стадій реалізації стартап-проекту.

Таблиця. 4.7.1. Ризики інноваційної розробки  

	Назва процесу/ стадії реалізації стартап проекту
	Бізнес-процеси
	Зовнішні ризики
	Внутрішні ризики

	Розробка ідеї стартапу
	Розробка ідеї стартапу
	-
	-
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	Назва процесу/ стадії реалізації стартап проекту
	Бізнес-процеси
	Зовнішні ризики
	Внутрішні ризики

	Реалізація ідеї
	Закупка матеріалів
	Збільшення ціни на матеріали
	-

	
	Підписання документів
	Ріст цін
	Неефективний менеджмент

	
	Оренда приміщення
	Ріст цін
	Неефективний менеджмент

	
	Тестування та введення в експлуатацію
	Погіршення погідних умов. Загибель розсади.
	Брак коштів, додаткові витрати на матеріали.

	Впровадження у виробництво
	Введення в експлуатацію.
	Зміни у стані засоленості ґрунтів у околицях м. Києва.
	Низький рівень мотивації праці.

	
	Закупка додаткових матеріалів
	Ріст цін
	Брак коштів, дорогий кредит

	
	Продаж готової розсади
	Закриття зеленгоспів
	Низький рівень мотивації праці.

	Масова реалізація
	Мультиплікація рослин
	Брак персоналу
	Низький рівень мотивації праці.

	
	Продаж рослин
	Закриття зеленгоспів
	Неефективний менеджмент

	
	Повторне введення рослин у культуру in vitro
	Погіршення погодних умов, низька продуктивність вегетації у рослин
	Низький рівень мотивації праці.


Здійснено оцінку кожного ризику. Оцінка ризиків – визначення ступеня ризиків на основі експертних висновків за критеріями ймовірності настання ризиків та їх впливу на очікуваний результат. 
Таблиця. 4.7.2. Ризики інноваційної розробки та ймовірність їх настання

	Види ризиків
	Назва ризику
	Ймовірність настання
	Вплив на очікуваний результат

	Зовнішні ризики

	Економічні
	Закриття зеленгоспів
	Середня
	Середній

	Політичні
	Зменшення зацікавленості у екологічному пальному
	Середня
	Високий

	
	Збільшення кількості конкурентів
	Низька
	Середній

	
	Використання традиційного методу живцювання конкурентами
	Середня
	Середній

	Демографічні  
	Відтік кадрів за кордон
	Низька
	Середній

	Науково-технічний прогрес
	Збільшення кількості конкурентів
	Середня
	Низька 

	
	Розробка нових методів розмноження рослин
	Середній
	Високий
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	Види ризиків
	Назва ризику
	Ймовірність настання
	Вплив на очікуваний результат

	Внутрішні ризики

	Виробничі
	Брак коштів
	Висока
	Високий

	Персонал
	Низький рівень мотивації праці
	Середній
	Середній

	Організація виробничих процесів
	Відсутність ефективного менеджменту
	Низький
	Середній


Побудовано Матрицю оцінки ризиків та визначено ризики  які  знаходяться  в  червоній  зоні  ризику  та  запропоновано  план заходів з управління ризиками.

У червоній зоні знаходяться такі ризики, як: брак коштів, розробка нових методів розмноження рослин та зменшення зацікавленості у екологічному пальному. У зеленій зоні знаходиться відсутність ефективного менеджменту, збільшення кількості конкурентів, відтік кадрів за кордон. Інші ризики знаходяться у жовтій зоні [76].

Таблиця. 4.7.3. План заходів з управління ризиками

	Назва ризику
	Назва методу управління ризиком
	Відповідальні виконавці
	Період виконання / застосування методу
	Очікувані результати від впровадження методів управління

	Брак коштів
	Пошук альтернативних постачальників
	Керівництво
	1 місяць
	Зменшення ціни на матеріали. Зменшення собівартості.
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	Назва ризику
	Назва методу управління ризиком
	Відповідальні виконавці
	Період виконання / застосування методу
	Очікувані результати від впровадження методів управління

	Розробка нових методів розмноження рослин
	Вдосконалення існуючої методики
	Керівництво
	4 місяці
	Отримання нової методики розмноження рослин 

	Зменшення зацікавленості у екологічному пальному
	Впровадження ідеї використання альтернативних джерел енергії
	Керівництво
	1 рік
	Розширення ринку збуту

	Закриття зеленгоспів
	Пошук нових споживачів
	Керівництво
	4 місяці
	Співпраця з новими зеленгоспами та лісгоспами

	Використання традиційного методу живцювання конкурентами
	Впровадження на ринку сучасного методу мікроклонального розмноження
	Керівництво
	5 місяців
	Подолання конкурентів, що використовують неефективну методику

	Низький рівень мотивації праці
	Впровадження мотиваційних програм
	Керівництво
	6 місяців
	Збільшення рівня зацікавленості у якісному виконання роботи серед працівників.


Висновки до розділу


Розроблено стартап проект сутність ідеї якого полягає у отриманні за допомогою методики мікроклонального розмноження якісного посадкового матеріалу для вирощування стійких до абіотичних стресів швидкозростаючих дерев.
ВИСНОВКИ

 1. В роботі досліджено чутливість високопродуктивного клону верби «Житомирська-1» до водного дефіциту у ґрунтових умовах та сольового стресу в умовах культури in vitro та оцінено вплив цих стресових чинників на ростові характеристики рослин. 

2. Проведено аналіз актуальних літературних даних щодо розвитку альтернативної енергетики, охарактеризовано представників родини Salicaceae як рослин-продуцентів деревної біомаси та наведено їх ботанічний опис, окреслено механізми дії на рослини сольового стресу та водного дефіциту і механізми відповіді та захисту рослин, проаналізовано сучасні біотехнологічні методи мультиплікації деревних рослин в культурі in vitro. 

3. Із застосуванням триступінчатої стерилізації, що включала обробку молодих нездерев’янілих пагонів пагонів концентрованим мильним розчином, гіпохлоритом натрію та 70% етанолом отримано асептичні експланти та успішно (78% асептичних життєздатних експлантів) введено клон «Житомирська-1» в культуру in vitro. Шляхом мікроклонального розмноження отримано рослинний матеріал для дослідження чутливості клону до сольового стресу. 

4. Досліджено чутливість верби «Житомирська-1» до сольового стресу в умовах культури in vitro. Виявлено високий рівень чутливості досліджуваного клону до засолення поживного середовища хлоридом натрію та зниження ростових показників вже на концентрації 25 мМ NaCl (10 доба культивування). 

5. Досліджено чутливість верби клону «Житомирська-1» до водного дефіциту в ґрунтових умовах. Верба виявилася чутливою до дефіциту вологи у 50% та 75%, що супроводжувалось зниженням ростових показників та, в деяких випадках, загибеллю рослин. 
6. Розроблено стартап-проект, сутність ідеї якого полягає у отриманні за допомогою методики мікроклонального розмноження якісного посадкового матеріалу для вирощування стійких до абіотичних стресів швидкозростаючих дерев, проаналізовано економічні показники реалізації ідеї, оцінено ризики проекту та розроблено план щодо управління виявленими ризиками. 
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