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ВИРОЩУВАННЯ ЕКОЛОГІЧНО чистого 
САДИВНОГО МАТЕРІАЛУ ВИНОГРАДУ

Важлива роль при вирощуванні екологічно чистого садивного ма
теріалу винограду методом in vitro відводиться розмірам ініціальних екс- 
плантантів. Д ля введеним у  стерильну культуру in vitro відбирались експ- 
пантанти із зелених пагонів на живцях визрілої лози, заготовленої у  зи
мовий тріод, а також із зелених пагонів вегетуючих рослин безпосеред
ньо у  т л і в літній тріод. Встановлена залежність між розмірами експ- 
лантантів та їх приживлюваністю.

Дослідження, що були про
ведені у І 950-1960 роках у Жито
мирському сільськогосподарсько
му інституті (Барановський А. О.), 
а також практичний досвід амато- 
рів-зиноградарів у нинішній час, 
підтвердили можливість успішно
го вирощування морозостійкого 
винограду в умовах Центрального 
Полісся України.

Протягом останніх років се
лекціонерами виведено багато но
вих комплексностійких перспек
тивних сортів винограду, що ма
ють підвищену морозостійкість, 
індивідуальну або групову стій
кість проти грибкових хвороб. Іс
нують також випробувані практи
кою сорти з хорошими технологі
чними якостями. Але садивного 
матеріалу не вистачає в достатній 
кількості, так як існуючі методи 
вегетативного розмноження за
безпечують невисокий вихід са
джанців.

Більш перспективним в ньо
му відношенні є клональне мік- 
ророзмноження рослин методом in 
vitro з дуже високим коефіцієнтом 
розмноження (1*10'3) та екологіч
ною чистотою вихідного матеріа
лу. Даний метод має ще цілий ряд

переваг у порівнянні з традицій
ними, а саме: дозволяє вирощува
ти екологічно чистий безвірусний, 
безбактеріальний, безраховий ге
нетично однорідний садивний ма
теріал; можна розмножувати сор
ти, що погано вкорінюються зви
чайним способом; при розмно
женні виключається можливість 
перезараження рослин; дозволяє 
отримати максимальну кількість 
рослин з одиниці площі та довгий 
час зберігати пробірочні рослини 
при відповідних умовах [1].

При клональному мікророзм- 
ноженні рослин існує декілька го
ловних моделей, які характеризу
ються різним ступенем надійності 
у відношенні генетичної стабіль
ності організму, високим коефіці
єнтом розмноження та універ
сальністю. До таких моделей від
носяться: 1) отримання калусної
тканини з наступною індикацією 
органогенезу; 2) індукція розвитку 
пагонів безпосередньо із тканини 
експлантата; 3) проліферація па
зушних пагонів.

Найбільше розповсюдження
т  практиці отримала третя мо
дель розмноження- проліферація 
пазушних пагонів, що базується
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на знятті апікального домінуван
ня. Даний метод є найбільш на
дійніш при виробництві садивно
го матеріалі' не тільки винограду, 
але й інших сільськогосподарсь
ких культур- плодових, ягідних, 
декоративних. Зняття апікального 
домінування може здійснюватись 
двома шляхами: І) отримання па
гонів наступним їх діленням на 
одновічкові мікроживці, які вико
ристовуються як вторинні експ- 
лантанти для повторення циклу 
розмноження. Теоретична можли
вість такого способу складає що
найменше 100 тис. пагонів у рік 
при умові, що за два місяці можна 
отримати один пагін з 8-10 мікро- 
живцями; 2) зняття апікального 
домінування шляхом введення у 
поживний розчин цитокініну, що 
призводить до формування паго
нів з відносно вкороченими між
вузлями, а пазушні бруньки і ме- 
ристєматичні клітини дають поча
ток для нових пагонів. Експлан
т а т и  на таких середовищах набу
вають вигляд пучків невеликих 
пагонів, кожен з яких може бути 
розклонований. На практиці най
більш розповсюджений перший 
спосіб.

Метод зняття апікального 
домінування відносно універсаль
ний і має мінімальний ступінь ри
зику отримання неоднорідного 
потомства, а частка мутантних ро
слин, як правило, не перевищує їх 
кількості при розмноженні тради
ційно прийнятими методами.

Більшість рослин піддаються 
переведенню у стерильну культу
ру під час вегетації у фазі актив
ного росту, але відбір експлантан- 
та залежить від його розміру, пори 
року, фази розвитку материнської 
рослини та його розміру [2]. Відо

мо, що кращим строком для вве
дення експлантатів у стерильну 
культуру є фаза виходу рослини із 
стану' спокою - це початок актив
ного росту та активний її ріст. 
Експлантати в цей час найменше 
піддаються негативним впливам, 
які пов'язані із процесами окис
лення і поліконденсації фенольних 
сполук. Нами були проведені до
слідження з визначення опти
мальних розмірів ініціальних екс
плантатів для введення у стери
льну культуру in vitro сортів Тра- 
мінер рожевий, Рислінг італійсь
кий, Кардинал, Р*Р-101-14, Оздо
ровлені маточні рослини одержані 
від ГОО “Віерул”. Вихідний мате
ріал довжиною 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 см 
відбирався із зелених пагонів ве- 
гетуючих маточних оздоровлених 
рослин безпосередньо у полі в 
травні-яипні та із зелених пагонів 
визрілої лози, заготовленої у гру- 
дні-лютому. Заготовлену взимку 
лозу нарізали на 3-4 вічкові живці 
розміром 15-20 см із визрілими 
бруньками, які протягом 2-3 діб 
вимочували при кімнатній темпе
ратурі в розчині індолілоцтової 
кислоти (2мг /л) і ставили на про
рощування при температурі 18- 
22°С. Через 25-30 діб на черенках 
розвивались зелені пагони, з яких 
відбирались експлантати і виса
джувались по одному в кожну' ла
бораторну пробірку з попере
дньою їх стерилізацією. Стерилі
зація є однією із головних умов 
успішного культивування ізольо
ваних органів, тканин і клітин. 
Необхідність ретельної стеріліза- 
ції обумовлена тим, що на штуч
них поживних середовищах одно
часно із експлантатами добре 
розвиваються і мікроорганізми. У 
результаті життєдіяльності мікро-
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організмів може істотно змінитись 
склад поживного середовища і, 
крім того, вони легко пошкоджу
ють експлантати. Стерилізують 
бокс, інструменти, посуд, вихід
ний рослинний матеріал, пожив
ний розчин та інші матеріали, не
обхідні для роботи.

У наших дослідженнях сте
рилізація експлантатів полягала у 
промивці їх під проточною водою 
протягом 2 годин із наступною 
обробкою 70% етанолом та гіпо- 
хлоридом натрію, з експозицією, 
відповідно, І хвилина та 4 хвили
ни у склянках об'ємом 200 мл і 
наступним витримуванням мате
ріалу у стерильній дистильованій 
воді протягом 10-15 хвилин. Всі 
операції з переведення винограду 
у стерильну' культуру проводи
лись у ламінар-боксі.

Обов'язковою умовою тех
нології мікророзмноження є наяв
ність поживного середовища, але 
відношення різних рослин до його 
складу неоднакове [3]. Як прави
ло, для ізольованих клітин і тка
нин поживне середовище повинно 
включати всі необхідні рослинам 
макроелементи: азот, фосфор, ка
лій, сірку, магній, залізо та мікро
елементи: бор, цинк, мідь, ко
бальт, марганець, йод, молібден, а 
також вітаміни, вуглеводи, фіто- 
гармони. Крім того, до складу' по
живного розчину входить етилен- 
диамінтетраоцтова кислота
(ЕДТА) чи її натрієва сіль, які по
кращують доступність заліза для 
клітин у широких межах рН,

Вуглеводи є необхідним 
компонентом поживного розчину 
для культивування ізольованих 
клітин і тканин, так як у більшості 
випадків останні не здатні до ав
тотрофного живлення. Частіше

всього як джерело вуглеводів ви
користовують глюкозу в концент
раціях 20- 40 г/л.

Регулятори росту необхідні 
для дедиференціювання клітин та 
для індукції клітинних ділень. То
му для отримання калусних тка
нин до складу поживного середо
вища повинні обов’язково входи
ти ауксини, які викликають клі
тинне дедиференціювання, та ци- 
токініни, які викликають поділ де- 
диференційованкх клітин. Як 
джерело ауксинів у поживних се
редовищах використовують 2,4- 
дихдорфеноксиоцтову кислоту, 
індолілоцтову кислоту нафтияоц- 
тову кислоту. Для індукції утво
рення калуса використовують 
більш високі концентрації аукси
нів, а при наступних пересадках 
тканина може рости при вмісті ау
ксинів у декілька разів меншому.

Як джерело цйтокінінів у 
штучних поживних середовищах 
використовують кінетин, б - бен- 
зиламінопурин, зеатин, аденін. Зе- 
атин та б- бензиламінопурин про
являють більш високу активність 
у підтриманні росту ізольованих 
тканин і індукції органогенезу 2 
порівнянні з кінетином.

Для приготування твердих 
поживних розчині® використову
ють агар-агар, який являє собою 
полісахарид. Як правило до сере
довища додають 5-7% агар-агару.

Нами для приживлення екн- 
лантантів та вирощування мікро- 
клонів було використане поживне 
середовище Мурасиге-Скуга із за
стосуванням цукрів, вітамінів, фі- 
тогормоків. Як джерело освітлен
ня використовувались люміиіс- 
центні лампи, що забезпечували 
освітленість рослин в межах 2-5 
тис. люкс із періодом освітлення
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16 годин і температурним режи
мом у культуральному боксі 
+24 °С.

Дослідженнями встановлено, 
що розміри експлантатів, віді
браних із зелених пагонів визрілої

лози, впливали на їх приживлюва
ність та проліферацію бруньки. 
Результати досліджень наведені у 
таблиці 1.

Таблищ 1
Вплив розмірів експлантатів, відібраних із зелених пагонів визрілої лози, на 
______ _________ приживлення та час проліферації бруньки______  _________

№
пп Сорт

Фізіологічний 
стан експяантан- 

та

Розмір 
експлан
тата , см

Час проліферації 
бруньки, діб

При
живлення,

%
1 Рислінг Одновічкові 1,0 10 60

італійський живці 1,5 10 60
2,0 10 55
2,5 12 53

2 Трамінер Одновічкові 1,0 12 60
рожевий живці 1,5 И 58

2,0 14 50
2,5 12 52

3 Кардинал Одновічкові 1,0 8 80
живці 1,5 8 80

2,0 10 75
2,5 10 70

4 Р*Р- 101-14 Одновічкові 1,0 9 70
живці 1,5 9 70

2,0 10 65
2,5 10 65

НЇР оз% 5.2
Р,% 4,1
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При введенні у стерильну куль
туру винограду приживлюваність 
експлантатів, відібраних із зелених 
пагонів визрілої лози довжиною 1,0- 
1,5 см, була кращою, ніж довжиною
2,0-2,5 см, і для сортів Рислінг італій
ський та Трамінер рожевий складала 
58-60%, а для підщепи Р*Р-101-14 
близько 70%. Найвища їх приживлю
ваність при довжині 1,0-1,5 см отри
мана в цілому в дослідах для сорту 
Кардинал-80%. Очевидно, гібридні 
сорти, до яких відноситься Кардинал, 
краще реагують на умови вирощу
вання in vitro.

Час проліферації бруньки за
лежно від сорту коливався в ме
жах 8-12 днів.

Із збільшенням довжини експ
лантатів до 2,0-2,5 см їх приживлен
ня зменшувалось до 50-75%. Кращий 
результат для цього розміру отрима
но, як і в попередньому випадку, для 
сорту Кардинал, де їх приживлюва
ність складала 70-75% від загальної 
кількості висаджених.

Час проліферації бруньки був 
дещо довший, ніж при розмірі експ
лантатів 1.0-1,5 см і складав 8-14 
діб. Виявденно, що із збільшенням 
розміру експлантата збільшується і 
період проліферації бруньки. Ана
логічні дані отримані і для експлан
т а т і в ,  в ід іб р а н и х  із з е л е н и х  п агон ів  
рослин безпосередньо у полі в пері
од вегетації рослин. Дані дослі
джень наведені в таблиці 2.

Таблиця 2
вплив розмірів експлантантіа відібраних із зелених пагонів вегетуючих

кущів у полі на приживлення та чає проліферації бруньки _____
№
п/п

Сорт Фізіологічний стан 
експлантата

Розмір 
експлан
тата , см

Час проліферації 
бруньки, діб

При
живлення,

%
1 2 3 4 5 6
1 Рислінг Одновічкові живці 1,0 8 60

італійський 1,5 8 60
2,0 9 50
2,5 9 50

2 Трамінер Одноліткові живці 1,0 9 65
рожевий 1,5 9 60

2,0 10 55
2,5 10 53

3 Кардинал Одновічкові живці 1,0 8 75
1,5 8 70
2,0 9 60
2,5 10 55

4 Р*Р 101-14 Одновічкові живці 1,0 8 70
1,5 S 70
2,0 10 65
2,5 11 65

НІР 05,% 4,7
Р,% 4,3

108



Вісник
ДААУ

Агроекологія №  1
2000

Приживлення експлан
татів  довжиною 1,0-3,5 см від
бувалося краще, ніж експлантан- 
тів довжиною 2,0-2,5 см. Загаль
ний відсоток приживлюваності 
для розміру 1,0-1,5 см знаходив
ся в межах 60-75%, а для р о зм ір у
2,0-2,5 см, відповідно, до 50- 
60%. Найвища приживлюваність 
отримана для сорту Кардинал і 
складала 70-75% при довжині 
експлантатів 1,0-1,5 см та 55- 
60% при довжині 2,0-2,5 см.

Час проліферації бру
ньки був дещо коротший, ніж у 
експлантантів, відібраних із зе
лених пагонів визрілої лози, і 
коливався в межах 8-11 днів в 
залежності від сорту та довжини.

Таким чаном, для експ
л ан тан тів , в ід іб р а н и х  із зе л е н и х  
пагонів визрілої лози, заготовле-

яої в зимовий період, або віді
браних із вегетуючих рослин 
безпосередньо в полі під час ве
гетації в літній період, при вве
денні у стерильну культуру in 
vitro кращий розмір їх був 1,0- 
1,5 см. На п о ж и в н о м у  с е р е д о 
вищі Мурасиге-Скуга прижив
люваність експлантантів при та
кій довжині коливалась в межах 
58-80%, а із збільшенням розмі
ру до 2,0-2,5 см зменшувалась до 
50-75%, В порівнянні з існую
чими методами вегетативного 
розмноження такий відсоток 
приживлення, безперечно, знач
но вищий, а враховуючи висо
кий коефіцієнт розмноження ме
тодом in vitro можна значно при
скорити забезпечення спожива
чів е к о л о г іч н о  ч и сти м  сади в н и м  
матеріалом винограду.
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