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іНдУКУваННя мОРФОгЕНЕЗУ IN VItRO У ЗИгОтИЧНИХ ЕКсПлаНтів 
ПРЕдставНИКів РОдУ CAStANEA MILL.

Узагальнено дані літературних джерел щодо цінності представників роду Castanea Mill. з погляду вирішення про-
блеми раціонального використання й охорони генетичного різноманіття рослинних ресурсів, поповнення сортименту 
горіхоплідних культур в Україні за рахунок інтродукції нових сортів Castanea sativa Mill. з визначеними харчовими 
і дієтичними властивостями горіхів, цінністю для фармації плодів і всієї рослини, високою декоративністю дерев, 
їхньою фітомеліоративною ефективністю та якістю деревини, а також перспективи залучення в каштанокультуру 
інших видів роду. Констатується, що до недавнього часу зусилля науковців, спрямовані на популяризацію каштану 
їстівного в Україні, гальмувались упередженістю щодо недостатньої адаптивності його рослин до агроекологічних 
умов, зокрема умов зимівлі, та консервативністю споживача, незвиклого використовувати як власне горіхи каштану, 
так і продукти їхньої переробки. Зазначається, що нині з-поміж проблем інтродукування і впровадження каштану 
їстівного у вітчизняне садівництво, які потребують швидкого розв’язання, однією з найактуальніших є завдання по-
ліпшення способів масового вегетативного розмноження його найбільш цінних генотипів. Пропонується вдосконалити 
техніку in vitro, що використовується при розмноженні багатьох плодових, декоративних і лісових деревних порід, 
і адаптувати її до розмножуваних представників роду Castanea.

Вступ
традиційна концепція використання світових при-

родних ресурсів, зокрема рослинних, почала посту-
пово переглядатися з сімдесятих років минулого сто-
річчя відповідно до сформованих унаслідок тріумфу 
«зеленої революції» принципів сталого розвитку 
сільського господарства [1–3], хоча темпи інтенси-
фікації аграрного виробництва у промислово-розви-
нених державах стали стрімко прискорюватися ще 
з ХіХ сторіччя, рівнобіжно зі зростанням чисель-
ності міського населення і відповідним зменшенням 
кількості працюючих в аграрному виробництві [2]. 
сформульовані у восьмидесятих роках минулого 
сторіччя ідеї щодо необхідності ревізії самої стратегії 
подальшого збільшення врожайності сільськогос-
подарських рослин і продуктивності агроекосис-
тем набули подальшого розвитку у новій концепції, 
зорієнтованій на підвищення антропоадаптивного 
потенціалу рослинництва, зокрема стосовно форму-
вання біотехнологічними методами ознак антропоа-
даптивності у новостворюваних сортів [4, 5]. При 
цьому особливої актуальності набуває проблема 
раціонального використання й охорони генетичного 
різноманіття рослинних ресурсів [6, 7].

Разом з тим, намагання екологів і селекціонерів 
домогтися сповільнення, а в перспективі навіть ре-
версії, процесів збіднення біотичного різноманіття 
й руйнування природних земельних ресурсів за-
кликаючи до самообмеження і раціоналізації спо-
живання та спонукаючи до розумного використання 
селекційних досягнень [8–10] наштовхуються на 
природжений егоїзм кожної людини окремо [11], 
а також груповий егоїзм кожної держави, як і майже 
кожного національного, політичного, клерикального 
й іншого соціального угруповання.

Натомість досвід останніх десятиріч свідчить про 
планомірне культивування у широкого загалу ір-
раціональних потреб. такі потреби жодним чином 
не пов’язані ні з виживанням, ні з задоволенням 
фізіологічних чи соціальних, духовних або мате-
ріальних, ані інших раціональних потреб, у тому 
числі в забезпеченні самозбереження, самоствер-
дження й самореалізації [12, 13]. спроби держав-
них обмежень споживання не були ефективними 
в минулому, неефективні нині, і наївно сподіватися, 
що вони стануть більш ефективними в досяжному 
майбутньому. Ці штучні потреби насаджуються 
на догоду комерційним інтересам обмеженого кола 
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недобросовісних виробників та корумпованих чи-
новників і не усвідомлено підтримуються більшістю 
малоосвічених споживачів [14]. Керівники, орен-
дарі та власники екологічно небезпечних вироб-
ництв і об’єктів здебільшого не тільки не виявляють 
жодної ініціативи, а й усіма можливими способами, 
іноді на межі дозволеного, намагаються ігнорувати 
будь-які екологічні заходи, що вимагають від них 
капіталовкладень.

Реальні важелі стимулювання проведення приро-
доохоронних заходів в Україні (як і в багатьох інших 
державах) наразі відсутні. водночас моніторинг ді-
яльності виробників сільськогосподарської товарної 
продукції свідчить про численні факти порушень, зо-
крема про ексцесивну ерозію, що часто призводить 
до повного руйнування ґрунтів, без будь-якої ком-
пенсації щодо їхньої порушеної родючості. Частка 
земельних ресурсів у складі продуктивних сил дер-
жави перевищує 40%. При цьому сільськогоспо-
дарська освоєність суші становить 72,2%, а частка 
ріллі в загальній площі сільськогосподарських угідь 
досягає загрозливих 79%. Це набагато більше, ніж 
в інших аграрно-розвинених країнах світу [15–18].

існуючі диспропорції біотичних взаємодій в еко-
системі, зумовлені нехтуванням потреб охорони 
генетичного різноманіття рослинних і збереження 
інших природних ресурсів, може спричинити серйоз-
ні місцеві, регіональні і навіть глобальні екологічні 
наслідки. використання екологічно обґрунтованої 
соціотехнічної стратегії управління природними ре-
сурсами може збільшити стійкість сільськогоспо-
дарського виробництва за одночасного зниження 
допустимих меж небажаних наслідків. Йдеться про 
мінімізацію обробітку ґрунту та інноваційне [19, 
20] антропоадаптивне рослинництво [1, 2, 14], од-
нією з найважливіших складових якого є збагачення 
різноманіття генотипів усіх культивованих в Україні 
рослин та введення у культуру нових [21].

У зв’язку з цим пошук і різностороннє вивчення 
та забезпечення ефективного використання перспек-
тивних, але наразі недооцінених рослин, що здебіль-
шого відомі лише вузькому колу любителів дикої 
природи, надзвичайно зростає, особливо стосовно 
нових для України плодових і ягідних рослин. На 
підвищену увагу заслуговують представники роду 
Castanea Mill., до якого належить каштан їстівний.

в Україні види Castanea, зокрема європей-
ський каштан, Castanea sat iva Mill., вважа-
ються нетрадиційними для вирощування, хоча 

природно-економічний потенціал багатьох регіонів 
України цілком сприятливий для культивування цієї 
горіхоплідної рослини [22, 23]. інтродукція C� sa-
tiva в Україну розпочалася науковцями Кременець-
кого Ботанічного саду у 1806 році [24], а за свід-
ченням Франца гербіха [25] на Північну Буковину 
його у 1859 р. завезли угорці. місцеве населення 
оцінило харчове значення плодів, декоративність 
дерев та лікувальні властивості каштану їстівного, 
однак подальше поширення цієї надзвичайно цін-
ної рослини гальмувалось упередженням щодо її 
недостатньої морозостійкості, що ґрунтувалось на 
субтропічному походженні видів Castanea.

Натомість у Європі C� sativa став привертати 
увагу населення не лише як плодова культура та 
матеріал для декоративного садівництва, а також як 
джерело цінної деревини [3, 26]. Нині, зважаючи 
на багатофункціональну роль каштана їстівного, 
зусилля, спрямовані на поліпшення технологій роз-
множення, вирощування і всебічного використання, 
стають все більш актуальними для управління рос-
линними ресурсами і агролісомеліорації [27].

Окрім згаданого C� sativa господарче значен-
ня мають східні види Castanea, зокрема C� mollis-
sima Blume, C� crenata siebold & Zucc. і C� henryi 
(skan) Rehder & e. H. wilson, горіхи яких разом 
з плодами C� sativa, впродовж віків були необхід-
ною для виживання людини їжею у багатьох ре-
гіонах азії, Південної Європи та більшості країн 
середземномор’я, а також північноамериканський 
вид C� dentata (Marshall) Borkh., що до епіфітотії 
Cryphonectria parasitica (Murril.) Barr. домінував 
у широколистих лісах Північної америки [27].

У спільній базі даних Королівських ботанічних 
садів у Кью (англія) і Ботанічного саду міссурі 
(сШа) у переліку рослин роду Castanea, що на-
лежать до родини Fagaceae Dumort., налічується 56 
наукових видових назв, з яких лише дев’ять визнані. 
Це C� crenata, C� dentata, C� henryi, C� mollissima 
і C� sativa, про які вже йшлося та C� ozarkensis Ashe, 
C� pumila (L.) Mill., C� seguinii Dode, а також вид 
гібридного походження C�×neglecta Dode. до си-
нонімів віднесено 33 і непевними є — 14 наукових 
видових назв. додатково у переліку наводиться та-
кож 83 наукові назви внутрівидового рангу [28]. За 
даними нещодавно виконаного [29] аналізу дНК 
хлоропластів (cpDNA) висловлено припущення 
щодо походження C�×neglecta внаслідок схрещуван-
ня між C� dentata і C� pumila.
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Нині представники роду Castanea, завдяки ак-
тивності науковців Національного ботанічного саду 
ім. м. м. гришка НаН України [22, 24, 30] та 
Національного університету біоресурсів і приро-
докористування України [23], до яких порівняно 
недавно долучилися дослідники Національного ден-
дрологічного парку «софіївка» НаН України [31], 
набувають все більшої популярності в Україні не 
лише як горіхоплідна, а й як цінна декоративна рос-
лина для ландшафтного дизайну, що спроможна 
замінити у міських насадженнях Aesculus hippo-
castanum L. (гіркокаштан звичайний або каштан 
кінський). впродовж останнього десятиріччя наса-
дження гіркокаштану, що належить до роду Aescu-
lus L. (раніше Hippocastanum Mill.) з родини Sap-
indaceae Juss. (колишня Hippocastanaceae A. Rich.) 
значно втратили свою декоративну привабливість 
унаслідок стрімкої інвазії каштанової мінуючої молі, 
Cameraria ohridella Deschka & Dimic, гусениці 
якої розвиваються в тканинах листка. сильне по-
шкодження призводить до передчасного в’янення 
і всихання листя [32] вже з середини літа і втрати 
декоративності дерев.

тож зусилля фахівців зеленбудів і науковців нині 
спрямовуються у двох напрямах: віднайти ефективні 
й екологічно-безпечні засоби захисту цієї рослини 
від шкідника та/або замінити її у міських наса-
дженнях деревами інших видів, що були б імунні 
проти C� ohridella не поступаючись гіркокаштану 
декоративністю. Зважаючи на те, що насадження 
гіркокаштану розташовані у людних місцях, засто-
сування хімічних засобів захисту вельми обмежене. 
Називають відносно стійкі види гіркокаштану, це: 
гіркокаштан асамський (A� assamica Griff.), голий 
(A� glabra willd.), дрібноквітковий (A� parviflora 
walter), каліфорнійський (A� californica (spach) 
Nutt.), китайський (A� chinensis Bunge) та індій-
ський (A� indica (wall. ex Cambess.) Hook.), од-
нак можливості їхнього адаптування й поширення 
в Україні ще потребують спеціальних досліджень. 
Натомість каштан їстівний, характеризуючись не-
абиякою декоративною привабливістю [3, 26], ви-
сокою поживністю й багатим вітамінним складом 
горіхів, що зумовлює їхню харчову і дієтичну ко-
рисність [33] та антиоксидантними властивостями 
квіток, листя, плодів і скінів (оплоднів) [34], зде-
більшого спроможний рости й плодоносити скрізь, 
де росте й плодоносить волоський горіх, Juglans 

regia L. [22, 23, 31]. Це робить C� sativa перспек-
тивним для впровадження в Україні.

Нагальним завданням щодо адаптування ка-
штанокультури в Україні нині можна визнати не-
обхідність удосконалення технології вирощування 
якісного сортового садивного матеріалу C� sativa. 
У природних умовах C� sativa розмножується на-
сінням, однак зважаючи на роздільностатеву одно-
домність, що зумовлює високу гетерогенність сіян-
цевих популяцій, за насінного розмноження сортові 
ознаки в поколіннях від статевого розмноження не 
зберігаються. Це спонукає до проведення пошуку 
альтернативних технологій розмноження Castanea, 
зокрема із включенням біотехнологічної ланки, влас-
не мікроклонального розмноження, що належить 
до способів вегетативного розмноження, який вже 
підтвердив суттєві переваги в розсадництві багатьох 
плодових, декоративних і лісових деревних порід 
і стає нині все більш широковживаним методом ви-
рощування чистосортного садивного матеріалу [3, 
35–39]. Розмноження in vitro найвдаліше поєднує 
переваги щодо збереження спадковості комплексу 
бажаних ознак, зокрема адаптивності до умов ви-
рощування з якістю плодів та іншими господарчо-
цінними ознаками.

відомі способи вегетативного розмноження in 
vitro загалом дещо умовно можна об’єднати у дві 
великі групи:

 – безпосереднє регенерування рослин з первинних 
експлантів;

 – регенерування рослин через соматичний ембріогенез.

За оптимальних умов способами мікроклонування 
з однієї маточної рослини можна не лише отриму-
вати до одного мільйона рослин-регенерантів на 
рік, а й забезпечувати розмноження оздоровленого 
від вірусних та інших хвороб садивного матеріа-
лу. За цими показниками жоден з інших способів 
вегетативного розмноження не може конкурувати 
з технікою in vitro. Застосовуючи техніку безпо-
середнього регенерування рослин з первинних екс-
плантів стимулювання органогенезу здійснюється 
завдяки введенню цих експлантів на живильне се-
редовище відповідне їхнім генотипам і бажаному 
напрямку морфогенезу: гемогенез (стеблоутворення) 
чи ризогенез (формування і ріст коренів). для цього 
у базові живильні середовища додаються фітогор-
мони, спочатку з перевагою цитокінінів у співвідно-
шенні цитокінін/ауксин, завдяки чому ініціюється 
ріст і галуження придатного для мікроклонування 
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мікропагона (власне розмноження); далі, змінюючи 
баланс фітогормонів у складі середовища на користь 
ауксинів, індукується ризогенез; потім пробіркові 
рослинки-регенеранти пересаджуються на відповідні 
субстрати для адаптування їх до нестерильних умов 
ex vitro; після чого адаптовані рослини висаджують-
ся на ділянку дорощування. для цього типу мікро-
клонування характерна наявність судинних зв’язків 
між введеною in vitro тканиною материнського екс-
планту і тканинами, сформованими внаслідок мор-
фогенної регенерації [39].

Не менші перспективи розкриваються перед 
дослідниками можливостей запровадження емб-
ріокультури (через соматичний ембріогенез). На 
відміну від ембріональних (зародкових) клітин, що 
утворюються із зигот внаслідок статевого заплід-
нення (амфіміксису), ембріоїдні, або ембріогенні 
клітини формуються асексуально (без запліднен-
ня) і можуть утворювати ембріоїди (зародкоподібні 
структури) безпосередньо із введеного in vitro екс-
планта або через калюс. Переваги соматичного емб-
ріогенезу полягають насамперед у скороченні самої 
процедури мікроклонального розмноження завдяки 
вилученню зі схеми розмноження етапу ризогенезу 
і багаторазовому зменшенню кількості пасажувань 
та клопотів із вкоріненням важковкорінюваних ге-
нотипів, а також у перспективах створення техно-
логій виробництва штучного насіння [3, 35, 39, 
40], яке на відміну від зиготичного матиме генотип 
рослини-донора експланта. Принципово важливим 
моментом щодо перспектив керування процесом 
ембріогенезу in vitro є опанування особливостей 
найбільш ранніх його етапів, коли окремі клітини 
раптово набувають здатність розвиватися в ембріо-
їди. Оскільки соматичний ембріогенез відбувається 
у багатоклітинних структурах, то морфологічна, фі-
зіологічна і біохімічна поляризація розглядаються 
як потенційно важливі чинники цього процесу [40]. 
Цю поляризацію досить легко розпізнати під мікро-
скопом на глобулярній стадії. верхівка глобулярної 
структури дає початок пагону, тоді як протилежний 
базальний полюс, що називають суспензором, дає 
початок кореню. При вивченні клітин з високою 
частотою ембріогенезу було з’ясовано, що перше 
дроблення окремої клітини, в якій розпочинається 
ембріогенез, зазвичай нерівне. Одна з двох ново-
утворених клітин характеризується багатою цито-
плазмою, друга — має велику вакуолю. Наступні по-
діли відбуваються переважно в клітинах, з багатою 

цитоплазмою. можна припускати, що такі клітини 
мають ембріогенні потенції ще до видалення 2,4-д, 
однак за наявності цього чи інших ауксинів вони не 
реалізовуються [41].

важливість представників роду Castanea і пер-
спективність їх багатоваріантного використання 
у горіхівництві, декоративному садівництві, фіто-
меліорації та фармації і недостатня відпрацьованість 
способів вегетативного розмноження із включенням 
біотехнологічної ланки, зокрема соматичного ембріо-
генезу, спонукають до аналізу доступної інформації, 
а також проведення власних досліджень з метою 
вдосконалення технології і модифікування складу 
живильних середовищ для мікроклонального роз-
множення C� sativa як найбільш перспективного 
виду для вітчизняного горіхівництва.

Матеріали і методи досліджень
вивчали ріст і розвиток зиготичних експлантів 

різної зрілості (30 і 55 діб після запліднення) у по-
рівнянні з експлантами, виділеними із зародків го-
ріхів у повній стиглості представників колекційного 
фонду C� sativa Національного дендрологічного 
парку «софіївка» НаН України (НдП «софіїв-
ка»). Ембріональні осі (власне зиготичні зародки 
без сім’ядолей), які використовували за експланти, 
вирізали скальпелем із стерилізованих горіхів. Усі 
маніпуляції з експлантами виконували у ламінарній 
шафі. При цьому застосовували процедури, перед-
бачені класичною схемою мікроклонального розмно-
ження [42], що складається з декількох найбільш 
значимих етапів: підбір і підготовка стартового ма-
теріалу; стерилізація; введення на живильне серед-
овище; ініціація морфогенезу; адаптація пробіркових 
рослин до нестерильних умов ex vitro та дорощуван-
ня [35, 39].

для стерилізації експлантів використовували 
2,5% гіпохлорит натрію (NaoCl), який отриму-
вали розведенням дистильованою водою (1:1) 
універсального миючого засобу торгової марки 
«БілИЗНа-дЕльФа» виробництва Пат 
«дніпроаЗОт» та 0,1% водного розчину дих-
лориду ртуті (HgCl2) при різних експозиціях. За-
значені концентрації продемонстрували свої пере-
ваги у багаторічних дослідах з різними рослинами, 
а видову специфічність C� sativa щодо жорсткості 
стерилізації експлантів, зокрема виділених з насіння 
зиготичних зародків, намагалися забезпечити під-
бором відповідної експозиції обробки. до кожного 
із реагентів додавали емульгатор «твін 80», по дві 
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краплі на 1 л стерилізатора, що сприяло контакту 
стерилізатора з експлантами. Після обробки сте-
рилізатором матеріал протягом 10–15 хв. тричі 
промивали дистильованою стерильною водою.

У виконаних на різних рослинних об’єктах попе-
редніх дослідах було вивчено живильні середовища 
з макро- і мікроелементами за прописами драйвера 
і Куніюкі (DKw), Кнудсона (Kn), ллойда і мак 
Коуна (wPM) та мурасіге і скуга (Ms). Згада-
ні базові середовища задля трофічної і фітогормо-
нальної оптимізації модифікували відповідно потреб 
C� sativa та специфіки окремих етапів мікроклональ-
ного розмноження (введення рослинного матеріалу 
in vitro, розмноження, ризогенез). У наступному 
зиготичні експланти культивували (субкультивува-
ли) на живильних середовищах Ms [43] та DKw 
[44] з нашими модифікаціями, що стосувались їх-
нього складу, зокрема вмісту фітогормонів і окремих 
трофічних компонентів.

виділені з горіхів зиготичні зародки вводили на 
відповідні живильні середовища та індукували роз-
виток мікропагонів. Надалі використовувані для 
проліферації, пророщування і конверсійних дослі-
джень матеріали брали із вторинних регенерантних 
ліній отриманих унаслідок послідовного субкульти-
вування з 6-тижневими інтервалами. всі культури 
інкубували за 16-годинного фотоперіоду під лю-
мінесцентними лампами білого світла зі щільністю 
потоку фотонів 30 мкмоль·м-2·с-1 та температурою 
повітря за світлового періоду 25°с, а темнового — 
20°с. Ефективність застосовуваних технологій 
мікроклонування C� sativa вивчали методом по-
рівняльного аналізу результатів експерименталь-
них и теоретичних досліджень, виконаних у різних 
країнах світу з різними рослинами [3, 35, 39–41, 
45–87] та узагальненням отриманої інформації 
з матеріалами власних експериментів, що стосують-
ся мікроклонального розмноження C� sativa через 
культуру зародків виділених з горіхів різної зрілості. 
статистичний аналіз проводили за Фішером [88], 
перевірку гіпотез здійснювали на рівні значимості не 
менше 0,05 для двостороннього критерію.

Результати досліджень та їх обговорення
як засвідчили наші дослідження, головними па-

раметрами, що визначали плин і результативність 
мікроклонального розмноження C� sativa, були гено-
тип, вік і фізіологічний стан маточної рослини, з якої 
заготовляли матеріал для мікроклонування, тип екс-
планта, стадія його розвитку, а також специфічність 

взаємодії між певним середовищем і введеним in 
vitro експлантом (рис. 1).

аналізуючи численні публікації, що стосуються 
соматичного ембріогенезу як способу вегетативного 
мікроклонального розмноження через зародкоподіб-
ні структури отримані асексуально із культивованих 
in vitro соматичних клітин, зазначимо два підходи 
[3, 39–41, 45]:

 – ініціювання соматичного ембріогенезу безпосеред-
ньо з тканин введеного експланта, з якого внаслідок 
проліферації і морфогенезу утворюються ембріоїди 
(прямий ембріогенез);

 – отримання калюсної тканини, в якій індукується 
диференціація калюсу, а вже потім формуються емб-
ріоїди (непрямий ембріогенез).

водночас зафіксовані факти і вторинного ембріо-
генезу, коли на поверхні ембріоїдів, що утворилися, 
з’являються додаткові (вторинні) ембріоїди [45].

модель розвитку введених in vitro експлантів має 
видоспецифічний характер і залежить від складу 
живильних середовищ, зокрема балансу фітогормо-
нів ауксинової і цитокінінової (іноді гіберелінової) 
природи та ряду зовнішніх чинників, умов культи-
вування (спектру та інтенсивності освітлення, фото-
періоду, температури тощо) [36, 45–49].

Опубліковані багатьма дослідниками результати 
щодо мікроклонування Castanea [3, 35–38] та ін-
ших рослин [39–41, 43–45, 47–55] свідчать про 
різноманіття рослинних тканин і органів, що можуть 
бути використані за джерело експлантів. Йдеться 
про ембріони, ембріональні осі, сім’ядолі, листки, 
а також гіпокотиль, кореневі й стеблові апекси тощо. 
При цьому результативність мікроклонального 
розмноження визначається якістю стерилізації та 
складом живильних середовищ, що має відповідати 
сортовим і видовим особливостям розмножуваної 
рослини та специфіці завдання на кожному з етапів 
культивування [45].

Підбір і підготовка стартового матеріалу визна-
чається метою, задля якої експланти вводяться in 
vitro, а також рівнями відпрацьованості методики 
для генотипів рослин, щодо яких бракує достовір-
ної інформації стосовно способів мікроклонального 
розмноження, зокрема маніпуляцій з експлантами, 
прописів живильних середовищ для введення, пролі-
ферації, ризогенезу тощо [46]. Представники Casta-
nea, і зокрема C� sativa, належать до рослин, спосо-
би мікроклонального розмноження яких недостатньо 
адаптовані щодо їхньої біології росту і розвитку, 
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хоча трапляються окремі публікації в Україні [23, 
43] і дещо більше закордоном [3, 66, 69, 73–75, 
77, 84, 85], однак у більшості зарубіжних публі-
кацій йдеться не лише про C� sativa, а й про інші, 

більш важливі для країн, у яких проводилися до-
слідження, види [35, 37, 38, 53, 55, 64–66, 72, 
78, 83].

Рис. 1. Етапи мікроклонального розмноження і чинники результативності

При розмноженні деревних рослин живцями, 
і зокрема мікроживцями in vitro, вік і фізіологічний 
стан маточної рослини-донора експлантів загалом 
має схоже значення для всіх порід, що вивчалися 
в програмах з мікроклонального розмноження. За-
гальновідомо, що краще вкорінюються, а вкорінені 
живці успішніше розвиваються, якщо вони були 
нарізані з рослин ювенільного віку у фазу їхнього 
активного росту. C� sativa, як і решта видів деревних 
рослин, характеризується різними морфогенними 
потенціями на ювенільному і зрілому етапах он-
тогенезу. У культурі тканин, як і за вкорінювання 
живцями в стандартних умовах, спроможність до 
вегетативного розмноження знижується зі збіль-
шенням віку рослини-донора експлантів та/або 
живців від сходів до дорослого дерева. вивчення 

фізіологічних механізмів прояву переваг саме онто-
генетично молодих рослин засвідчило, що їхня спро-
можність до морфогенної регенерації зумовлюється 
рівнями метилування дНК. впродовж нормального 
перебігу онтогенезу глобальне деметилування повто-
рюваних послідовностей генома разом з локальним 
їх метилуванням відбувається хвилеподібно [85]. 
За залишками аденіну виявлено унікальну геном-
ну організацію різних систем метилування дНК 
у рослин [82]. метилування дНК полягає в при-
єднанні до цитозину метильної групи у складі CpG-
динуклеотиду в позиції с5 цитозинового кільця. 
метилований цитозин може згодом окислюватись 
відповідними ферментами, що зумовлює його на-
ступне деметилування у цитозин. З кожним ци-
клом метилування/деметилування спостерігається 
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поступове збільшення рівнів метилування дНК, 
що прогресує впродовж старіння дерев [58] з рів-
нобіжною втратою в процесі старіння морфогенної 
спроможності, зокрема регенерувати корені й нові 
стебла [80].

З’ясувалось, що напівздерев’янілі пагони сіян-
ців C� sativa мають нижчий рівень метилування 
(13,7%), порівняно зі здерев’янілими пагонами, 
в яких середній рівень метилування дНК становив 
15,0%. Рівень метилування дНК пагонів у період 
спокою зростав до 23,0% незалежно від віку донор-
ного дерева [58]. Розвиток генеративної сфери і за-
пліднення відбувається разом з перебігом перехідного 
етапу деметилування. далі насінний розвиток супро-
воджується збільшенням метилування дНК. саме 
на цьому ґрунтується пояснення ефективності індуку-
вання соматичного ембріогенезу з насінних зародків, 
коли внаслідок деметилування зростає морфогенна 
спроможність і у циклах метилування/деметилування 
з’являються «вікна» для соматичного ембріогенезу. 
тобто періоди зниження рівнів метилування сприяють 
плюрипотентності [57], а отже, ініціюванню і про-
ходженню соматичного ембріогенезу [85].

За свідченням і. в. митрофанової (2009) [49] 
характерною особливістю зиготичних і соматичних 
зародків крупнонасінних субтропічних і тропічних 
видів є їх досить великі розміри. встановлено, що 
такі зародки проростають в умовах in vitro тільки за 
повного їх дозрівання.

У наших дослідженнях щодо зв’язку розмірів го-
ріхів і насінних зародків з рівнями стиглості насіння 
C� sativa з’ясувалось, що на 55 добу після запилення 
середній розмір горіха досягав 2,5–3,0 см у діаме-
трі, тоді як діаметр 30-добових горіхів був 1,5–2,0, 
а повністю сформованих — 3,0–4,0 см. схожі спів-
відношення спостерігали при вимірювання зародків: 
якщо 30-добові зародки були завдовжки 3–5 мм, 
то 55-добові — 7–10, а у повністю сформованих 
горіхах — 10–12 мм.

стосовно зв’язку ступенів зрілості зиготичних 
експлантів з результативністю введення in vitro 
повідомлення різних авторів розходяться [35, 36, 
38, 73–75, 83]. У наших дослідах ефективність 
введення 30-добових зародків була найнижчою 
і не перевищувала 59% у різні роки з горіхів від 
вільного запилення C� sativa ‘софіївський’ (58,7; 
58,9; 58,5; 58,8; 58,6; 58,6) зі зменшенням 
ефективності при введенні зародків від гейтонога-
мії C� sativa ‘дЕУ 890’×C� sativa ‘дЕУ 890’ до 

близько 20% (20,6; 20,4; 20,4; 20,1; 20,5; 20,3). 
У варіантах введення гібридних зародків C� sativa 
‘софіївський’×C� sativa ‘дЕУ 890’ ефективність 
введення була близько 60%, що дещо нижче, ніж за 
вільного запилення C� sativa ‘софіївський’. У варі-
антах вільного запилення C� sativa ‘дЕУ 890’ ефек-
тивність введення 30-добових зародків була маже 
такою ж низькою, як при гейтоногамії цієї форми. 
Комбінація C� sativa ‘УНУс’×C� sativa ‘дЕУ 890’ 
продемонструвала ефективність введення близь-
ко 49%. Припускаючи, що ефективність введення 
може свідчити про життєздатність зародка, можна 
вважати, що життєздатність зародків, які похо-
дять від материнської форми C� sativa ‘софіївський’ 
вища, ніж матеріалів від C� sativa ‘дЕУ 890’.

Результативність введення зиготичних експлантів 
з 30-добових зародків була у 1,5–4,3 разів нижчою, 
ніж 55-добових зародків, що мало відрізняється від 
показників введення зародків зі стиглих горіхів.

стерилізація стартового матеріалу належить до 
надзвичайно відповідальних етапів будь-якого спо-
собу мікроклонального розмноження [48], адже 
ефективність введення in vitro цілком залежить від 
схеми стерилізації і стерилізатора (типу реагенту, 
що стерилізує). враховуючи те, що горіхи C� sativa 
були зібрані нами в умовах паркових насаджень, а на 
поверхні плодів каштану їстівного апріорі міститься 
велика кількість грибів, їхніх спор та бактерій, згідно 
рекомендацій О. в. Колесніченко зі співавторами 
(2007) горіхи перед виділенням зародків промива-
ли проточною й дистильованою водою і обробляли 
у полум’ї спиртівки [23]. для отримання стериль-
ного матеріалу рекомендується підбирати такі ком-
позиції, що нейтралізують мікрофлору завдаючи при 
цьому мінімальну шкоду тканинам рослин [48], що 
й було зроблено у попередніх рекогносцирувальних 
дослідженнях на різних об’єктах.

Результати наших дослідів зі стерилізації зарод-
ків C� sativa (табл. 1) засвідчили, що ефективність 
стерилізації (вихід стерильних експлантів) з вико-
ристанням як 2,5% гіпохлориту натрію, так і 0,1% 
дихлориду ртуті зростала зі збільшенням експозиції, 
що цілком закономірно. Однак стосовно виходу екс-
плантів, що зберегли життєздатність, то у варіантах 
з 0,1% дихлоридом ртуті істотно кращою була екс-
позиція 0,5 хв., тоді як за стерилізації 2,5% гіпох-
лоритом натрію найбільшу кількість життєздатних 
експлантів отримали у варіанті з обробкою зародків 
C. sativa впродовж 1,0 хв.
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1. вихід стерильних і життєздатних експлантів (зародків) C� sativa залежно від стерилізатора і експозиції 
стерилізації (2013–2014 рр.)

стерилізатор і концентрація Експозиція  
стерилізації, хв.

стерильних 
експлантiв, %

Життєздатних 
експлантiв, %

дихлорид ртуті (HgCl2), 0,1%

 0,3 68,0 37,0
 0,5 72,4   70,0*
 1,0   79,6* 56,7
 1,5   96,3*     1,7*

гіпохлорит натрію (NaoCl), 2,5%

 0,3 41,2 23,2
 0,5 56,8 48,3
 1,0   88,6*   86,0*
 1,5   91,8* 69,7

* Примітка: різниця істотна за P<0,05

Підбір живильних середовищ і їх модифікуван-
ня за мінеральним та/або гормональним складом 
при мікроклональному розмноженні будь-якої 
трав’янистої і деревної рослини, зокрема із засто-
суванням соматичного ембріогенезу, вважаються 
надзвичайно відповідальними завданнями [3, 35, 
41, 43–46]. саме вміст трофічних компонентів 
і регуляторів росту в живильних середовищах ви-
значає їхнє функціонування як індукторів, інгібі-
торів чи тригерів різних етапів соматичного ембрі-
огенезу. Незважаючи на визнані харчові і дієтичні 
властивості горіхів представників роду Castanea, 
їхню цінність для фармації, високу декоративність 
дерев та інші господарчо-корисні ознаки, а також 
дефіцит якісного садивного матеріалу цієї рослини, 
публікацій про успішне застосування техніки со-
матичного ембріогенезу для розмноження Castanea 
до недавнього часу було небагато [55], однак після 
повідомлення про індукування соматичних зародків 
у каштану їстівного з листкових експлантів, опублі-
кованого у 2003 р. Е. Цорредоірою зі співавтора-
ми [37] їхня кількість суттєво зросла [3, 23, 35, 36, 
58, 66, 77, 78, 84, 85].

Живильні середовища традиційно класифікуються 
за метою, для досягнення якої вони використову-
ються. Згідно такого підходу розрізняють серед-
овища для введення, для проліферації, а також для 
морфогенезу (гемогенезу і ризогенезу). відомі ще 
середовища для ініціювання соматичного ембріоге-
незу, для депонування тощо. На суттєві відмінності 
щодо генетичної стабільності у мікроклональних 

лініях, отриманих внаслідок багаторазового суб-
культивування на твердих (агаризованих) і в рідких 
(суспензійних) культурах вказує в. а. Кунах. істот-
ні цитогенетичні відмінності спостерігались також за 
мікроклонування на однакових середовищах з різни-
ми джерелами вуглеводів (сахароза, лактоза), трива-
лості інтервалів між субкультивуваннями тощо [48].

Функції фітогормонів відрізняються від більшості 
гормонів, що функціонують в організмах тварин 
і людини. Характеризуючись плейотропними ефек-
тами вони беруть участь у контролюванні і регу-
люванні процесів розвитку рослини у широкому 
діапазоні. Разом з тим, гормональні ефекти щодо 
будь-якого процесу розвитку рослини досить видо-
специфічні. Наприклад, етилен інгібує ріст у дво-
дольних і більшості однодольних, однак має про-
моторний прояв для багатьох водних рослин. Крім 
того, у багатьох обставинах два або більше гормонів 
можуть взаємодіяти синергічно або антагоністично, 
рівнобіжно впливаючи на біосинтез або метаболізм 
інших гормонів, унаслідок чого змінювати ендогенні 
баланси. Прогнозування можливих проявів фіто-
гормонального модифікування живильних серед-
овищ ускладнюється ще й тим, що світловий режим, 
якість води, поранення при виділенні експлантів, 
патогени тощо можуть змінювати гормональні від-
повіді введених in vitro матеріалів [61, 67, 81]. 
тому відомі рекомендації щодо регулювання росту 
калюсу, ризо- і гемогенезу за допомогою зміщення 
фітогормонального балансу [48] потребують кон-
кретизації і емпіричного підбору в багаторазових 
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«спробах і помилках» стосовно кількості ауксинів 
і цитокінінів і їх якісного складу.

Характерно, що рівні ендогенної b-індолил-
оцтової кислоти (іОК) у мікропагонах C� sativa 
поступово зростали після кожного пасажу спон-
танно, тоді як вміст абсцизової кислоти (аБК), 
цитокінінів і гиббереллової кислоти (гК3) знижу-
вався у послідовних субкультурах, що стимулювало 
коренеутворення.

З-поміж вивчених нами середовищ для введення 
зиготичних зародків in vitro кращі результати було 
отримано у варіантах DKw 10 і Ms 3 та Ms 19. 
модифіковане середовище DKw 10 додатково 
(порівняно з базовим) містило аскорбінову кислоту 
(вітамін с — 1,0 мг/л) та 0,5 мг/л амінокислоти 
аденін (с5H5N5), а також 0,5 мг/л 6-бензіламі-
нопуріну (6-БаП), що належить до синтетичних 
цитокінінів пуринової природи, і 0,08 мг/л аукси-
ну — індолилмасляної кислоти (імК) та 0,05 мг/л 
гіберелової кислоти (гК3).

модифіковане середовище Ms 3 готували з по-
ловинним вмістом основних макро- і мікроелементів 
та половинною кількістю сахарози (15000 мг/л), 
передбачених прописом базового середовища Ms, 
однак при приготуванні модифікованого середо-
вища було зменшено вдвічі (порівняно зі складом 
базового) вміст гліцину (2-амінооцтової кислоти, 

NH2CH2CooH) до 1,0 мг/л. Крім того до серед-
овища Ms 3 введено 1,0 мг/л (подвійну кількість) 
нікотинової кислоти (вітамін РР), а також збільше-
но вміст тіаміну (вітамін в1) до 1,0 мг/л та додано 
6-БаП (1,0 мг/л).

відповідно модифіковане середовище Ms 19, як 
і вищеописане Ms 3, готували також з половинним 
вмістом основних макро- і мікроелементів та по-
ловинною кількістю сахарози, однак було додано 
0,5 мг/л аденіну.

середовища для проліферації і вкорінення відріз-
няються насамперед за балансами фітогормонів аук-
синової і цитокінінової природи. Зважаючи на те, 
що у процесі нормального росту і розвитку рослин 
утворюються вторинні метаболіти, до яких належать 
ауксини і цитокініни, які сприяють взаємозв’язку 
між клітинами, тканинами і органами, регулюючи 
і стимулюючи їхній ріст і розвиток [48, 56], ці при-
родні сполуки і їх синтетичні аналоги включають до 
складу живильних середовищ з метою регулювання 
морфогенезу. З-поміж вивчених модифікацій жи-
вильних середовищ кращим для проліферації (влас-
не розмноження) зиготичних експлантів C� sativa 
виявилось середовище Ms 6 (табл. 2), на якому 
було досягнуто найвищих коефіцієнтів розмножен-
ня, що становив у різні сезони від 8 до 15 за один 
пасаж.

2. склад середовища для вкорінення мікроклонів C� sativa порівняно з середовищем для розмноження, 
мг/л

середовище для розмноження Ms 6 середовище для вкорінення Ms 25
макроелементи ― 1/2 Ms
мікроелементи ― 1/2 Ms

вітаміни
тіамін-Нсl (в1) 1,0 1,0
Піридоксин-HCl (в6) 0,5 0,5
Нікотинова к-та (РР) 0,5 0,5

амінокислоти
гліцин (2-амінооцтова кислота) 1,0 1,0

Регулятори росту
6-БаП 1,0 ―
іОК ― 0,5
НОК ― 1,0

джерело вуглеводнів
сахароза 30000,0 20000,0
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Переваги цього живильного середовища можна 
пояснювати оптимальним вмістом 6-БаП і відсут-
ністю ауксинів, завдяки чому знімалось апікальне 
домінування, пробуджувались бічні бруньки, що 
сприяло збільшенню коефіцієнтів розмноження.

модифіковане середовище Ms 25, на якому 
найактивніше відбувався ризогенез, відрізнялось 
від середовища для проліферації лише зменшеним 
до 20 г/л сахарози та складом регуляторів росту. 
З його складу було вилучено 6-БаП і додатково 

введено 0,5 мг/л іОК та 1,0 мг/л НОК, унаслі-
док чого було досягнуто коренеутворення у 90,3% 
живців.

Пересаджування пробіркових рослин в умови 
переважно автотрофного живлення ex vitro належить 
також до надзвичайно відповідальних етапів. Річ 
у тім, що між корінням, стеблами і листками рослин 
на етапах in vitro і після пересаджування ex vitro 
спостерігаються суттєві анатомічні та гістологічні 
відмінності (табл. 3).

3. анатомічні та гістологічні відмінності між корінням, стеблами і листками рослин in vitro і після переса-
джування ex vitro (за Ziv M. and J. Chen, 2008 [87] зі змінами)

Органи і тканини In vitro Ex vitro

Корені тоненькі, часто мало розгалужені розвинена коренева система

   епідерміс однорядний одно- та багаторядний

   перидерм обмежений багатошаровий

   кора рихла, складається з нерегулярно збільшених, гіпертрофованих окре-
мих клітин та численних міжклітинних просторів; вільна організація 
коркової паренхіми; часто містить пластиди з хлорофілом та іншими 
пігментами, а також крохмальні зерна

сформована з клітин основної 
меристеми і характеризується 
одномірною компактною орга-
нізацією клітин

   судинні пучки вузькі, недорозвинені, обмежують функціонування вторинного камбію забезпечують нормальне функ-
ціонування камбію

   ксилема і флоема слабко розвинені; декілька розкиданих ксилемних пучків зі змінним 
характером стели; відсутня або недостатньо розвинена вторинна ксиле-
ма; флоема часто містить пластиди з хлорофілом й іншими пігментами 
та крохмальні зерна

розвинена вторинна ксилема 
з 5–8-полюсами закладання 
стели

   кореневі волоски у невеликій кількості або відсутні, а ті, що є, здебільшого товсті й 
короткі, що утруднює поглинання і транспорт води і водорозчинних 
елементів живлення

довгі, тоненькі, волокнисті 
здатні нормально виконувати 
всисну і видільну функції

стебла малого діаметру великого діаметру

   епідерміс обмежений розвиток повний розвиток

   кора обмежений розвиток, небагато коленхіми, невелика кількість склерен-
хімних волокон; є крохмальні зерна в розвиненому стеблі

повний розвиток з безперерв-
ним циліндром коленхіми

   судинні пучки слабо розвинені; знижена або відсутня активність камбію; в судинних 
пучках спостерігається велика кількість крохмальних зерен

повний розвиток

   ксилема і флоема у щільній флоемі цитоплазматичної паренхіми часто ініціюється корін-
ня; крохмальні зерна можна спостерігати в паренхіматозних клітинах 
ксилеми і флоеми на ранніх стадіях

товсті шари склеренхіми в 
флоемі стели

   паренхіма обмежений розвиток, має лише тонкі клітинні стінки; у стовбурах 
можна спостерігати крохмальні зерна 

повний розвиток, має тонкі й 
товсті клітинні стінки

   калюс часто супроводжує ризогенез зазвичай не утворюється

листки малого розміру з недорозвиненою восковою кутикулою повний розвиток

   продихи широко розкриті повністю або частково закриті

Описана анабелою мартін зі співавторами 
і перевірена нею в багаторічних дослідах техніка 
мікоризації [62, 63] заслуговує окремого аналізу. 

У цитованих дослідженнях було вивчено мікоризні 
потенціали чотирьох видів вищих грибів Amanita 
muscaria Hooker, Laccaria laccata (scop. ex Fr.) 
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Berk and Br., Piloderma croceum erikss and Hjortst 
та Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker and Couch щодо 
спроможності колонізувати коріння розмножених 
і вкорінених in vitro рослин с� sativa. для цього 
агарове модифіковане для вкорінення Ms серед-
овище розливали у чашки Петрі діаметром 13 см, 

які в міру застигання агару розташовували під кутом 
60 ° до горизонталі у спеціальні штативи (рис. 2). 
За три тижні до пересаджування в середовище вво-
дили мікоризу грибів, стимулювальний ефект яких 
вивчався.

Рис. 2. Розташування вкорінених пробіркових рослин с� sativa у чашки Петрі при пересаджуванні їх на 
агарове середовище інокульоване аксенічною мікоризою (за Anabela Martins, 2008 [63])

Перед інокуляцією контролювали відсутність кон-
денсату рідини на внутрішній поверхні кришок. За 
контроль використовували такі самі чашки Петрі 
з немікоризованим середовищем. Після пересаджу-
вання вкорінених пробіркових рослин їхню кореневу 
систему затіняли алюмінієвою фольгою, щоб запо-
бігти фото-окисленню.

З’ясувалось, що вивчені впродовж 90 діб з мо-
менту інокуляції гриби відрізнялись за спромож-
ністю колонізувати коріння каштана і, відповідно, 
за стимулюванням розвитку кореневої системи. 
Пересаджені у чашки Петрі пробіркові рослини 
мали тоненькі корінці білого кольору і без кореневих 
волосків. У варіанті з P. tinctorius уже на п’яту добу 
контакту з мікоризованим середовищем спостерігав-
ся розвиток кореня і ініціація кореневих волосків, 
а на 20 добу рослини с. sativa формували добре 
розгалужену кореневу систему. При цьому активно 
росли стебла і листя [63].

Висновок
Отже, проведений аналіз літературних джерел 

і результатів власних спостережень дає підстави 

рекомендувати впровадження представників роду 
Castanea Mill., зокрема Castanea sativa Mill. з ви-
значеними харчовими і дієтичними властивостями 
горіхів, в Україні.

Очікуване підвищення ефективності мікрокло-
нального розмноження представників с� sativa мож-
на пов’язувати з удосконаленням технології адаптації 
вкорінених пробіркових рослин не лише до несте-
рильних умов ex vitro, а також з пошуком заходів 
стимулювання їх росту і розвитку у незвичних для 
вкорінених in vitro рослин температурних умовах, 
нестабільного гідрорежиму й фотоперіоду, дома-
гаючись відновлення порушеного в лабораторних 
умовах гомеостазу і біологічної рівноваги.

Проведення у більш широких обсягах заслугову-
ють дослідження з ініціювання соматичного ембріо-
генезу Castanea, зокрема щодо пошуку можливостей 
розробки технології отримання ембріоїдів для ство-
рення in vitro штучного насіння.
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ИНдУЦИРОваНИЕ мОРФОгЕНЕЗа 
IN VItRO У ЗИгОтИЧЕсКИХ ЭКс-

ПлаНтОв ПРЕдставИтЕлЕЙ РОда 
CAStANEA MILL.

Обобщены данные литературных источников касающиеся 
ценности представителей рода Castanea Mill. с точки зрения ре-
шения проблемы рационального использования и охраны гене-
тического разнообразия растительных ресурсов, пополнения со-
ртимента орехоплодных культур в Украине за счет интродукции 
новых сортов Castanea sativa Mill. с определенными пищевыми 
и диетическими свойствами орехов, ценностью для фармации 
плодов и всего растения, высокой декоративностью деревьев, 
их фитомелиоративной эффективностью и качеством древесины, 
а также перспективы вовлечения в каштанокультуру других 
видов рода. Констатируется, что до недавнего времени усилия 
ученых, направленные на популяризацию каштана съедобного 
в Украине тормозились мнением о якобы недостаточной адап-
тивности его растений к агроэкологическим условиям, в част-
ности условиям зимовки, и консервативностью потребителя, 
непривыкшего использовать как собственно орехи каштана, так 
и продукты их переработки. Отмечается, что в настоящее время 
среди проблем интродукции и внедрения каштана съедобного, 
требующих быстрого разрешения, одной из самых актуальных 
является задача улучшения способов массового вегетативного 
размножения его наиболее ценных генотипов. Предлагается 
усовершенствовать технику in vitro, демонстрирующую зна-
чительные преимущества при размножении многих плодовых, 
декоративных и лесных древесных пород, и адаптировать её 
к размножаемым представителям рода Castanea.
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IN VItRO MoRPHoGeNesIs IN ZyGot-
IC eMBRyos oF CAStANEA MILL.

the article generalizes the information from literary sources 
about the value of Castanea spp. in terms of solving the problem of 
rational use and protection of genetic diversity of plant resources, 
to replenish the assortment of nut-bearing trees in ukraine at the 
expense of new cultivars introduction of Castanea sativa Mill. with 
certain nutritious and dietetic properties of nuts. the pharmaceutical 
value of fruits and the whole plant, the tree decorative characteristics, 
their phyto-meliorative efficiency and quality of wood as well as the 
prospects for involving in nut-culture of other species of this genus 
were discussed. It was stated that the efforts of researchers aimed 
at popularization of edible chestnut in ukraine had many obstacles 
caused by preconception concerning insufficient adaptive charac-
teristics of chestnut trees in ukrainian agroecological conditions, 
particularly, inadequate degree of frost resistance and levels of winter 
hardiness, and conservative attitude of customers who are not used to 
using chestnuts both as nuts and products of their processing. It was 
admitted that among the problems of introduction of edible chestnut, 
which require urgent solution, one of the most topical ones is the task 
of improving the ways of mass vegetative propagation of its most 
valuable genotypes. It was suggested to improve the in vitro methods 
which demonstrate considerable advantages in propagation of many 
fruit, decorative and forest trees and adapt them to the propagated 
Castanea genus representatives.




