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Система конституцiональної стiйкостi рослин роду

Aesculus L. до каштанової мiнуючої молi (Cameraria

оhridella Deschka et Dimić)

Встановлено, що в листках рослин гiркокаштана червоного, або павiї, стiйкого до ка-

штанової мiнуючої молi, зовнiшнi та внутрiшнi тангентальнi стiнки верхнього епiдер-

мiсу значно потовщенi. Iнкрустацiя клiтинних стiнок бiополiмерами перешкоджає про-

никненню гусениць в м’якi тканини мезофiлу. У вакуолях верхнього епiдермiсу листкiв

виявлено значнi вiдкладення базофiльних сполук, ймовiрно полiфенольної природи, якi

ускладнюють живлення гусениць на перших стадiях їх розвитку. Показано, що конс-

титуцiональнi ознаки рослин роду Aesculus L. мають прямий зв’язок з активнiстю

пероксидази та локалiзацiєю залiза в клiтинних стiнках рослин.

Каштанова мiнуюча мiль (КММ) (Cameraria оhridella Deschka et Dimić) є одним з найне-
безпечнiших шкiдникiв родини Лускокрилих (Lepidoptera), що уражує листки гiркокаштана
звичайного (Aesculus hippocastanum L.) [1, 2]. З причини їх масового розмноження мiськi
зеленi насадження гiркокаштана звичайного до середини липня втрачають до 70–80% аси-
мiляцiйної поверхнi. У результатi iстотно знижуються декоративнi властивостi i здатнiсть
рослин виконувати фiтосанiтарну та естетичну функцiї. Однак КММ майже не використо-
вує як кормову базу листки iнших видiв гiркокаштана, зокрема гiркокаштана червоного,
або павiї (Aesculus pavia L.), м’ясо-червоного (Aesculus carnea Hayne) та восьмитичинково-
го (Aesculus octanadra March.) [1]. Згiдно з наявними даними, метелики каштанової молi
в достатньо значнiй кiлькостi вiдкладають яйця на поверхню листкiв цих видiв гiркока-
штана, однак типовi симптоми їх ураження незначнi або взагалi вiдсутнi [3]. Механiзми
стiйкостi рослин до шкiдника не з’ясованi. Як елемент конституцiональної стiйкостi рослин
гiркокаштана розглядають показник товщини кутикули поверхнi листка [4]. Припущення
грунтується на тому, що процес пошкодження листкiв починається на стадiї виходу гусе-
ниць з яєць, якi метелики КММ вiдкладають на верхнiй епiдермiс листкiв [2]. Гусениця
досить швидко порушує цiлiснiсть покривної тканини асимiляцiйної поверхнi та проникає
всередину епiдермального шару листкiв рослин.
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На першiй стадiї розвитку шкiдник живиться нетвердими компонентами клiтин та клi-
тинним соком, який у достатнiй кiлькостi накопичується в сильно вакуолiзованих клiтинах
епiдермiсу каштана звичайного [4]. Цiлком ймовiрно, що стiйкiсть деяких рослин видiв роду
Aesculus L. до КММ обумовлена саме комплексом морфофiзiологiчних ознак, що створює
ефективнi бар’єри антибiозу для шкiдника i перешкоджає його масовому розмноженню. На
думку багатьох дослiдникiв, саме конституцiональний iмунiтет є найефективнiшою систе-
мою захисту рослин [5]. Розроблено ефективнi способи оцiнки стiйкостi видiв i гiбридiв рос-
лин роду Aesculus L. до КММ за iнтегральними фiзiолого-бiохiмiчними показниками [6–8].
З огляду на це метою наших дослiджень було провести порiвняльний морфофiзiологiчний
аналiз i визначити функцiонування окремих складових системи конституцiональної стiй-
костi до КММ двох контрастних видiв (стiйкого i нестiйкого) рослин роду Aesculus L. —
гiркокаштана червоного, або павiї, та гiркокаштана звичайного.

Об’єкти та методи дослiджень. Анатомiчнi ознаки видiв рослин роду Aesculus L.
з рiзною стiйкiстю до КММ вивчали на листках нижнього ярусу 25–30-рiчних дерев алей-
них та паркових насаджень Києва. Анатомiчну будову листкiв дослiджували на мiкро-
томних препаратах. Диференцiальне забарвлення тканин проводили сафранiном — водним
синiм [9]. Як фiзiологiчний маркер стiйкостi рослин використовували пероксидазу — полi-
функцiональний фермент, який забезпечує захисну реакцiю рослинного органiзму на шко-
дочинну дiю фiтопатогенних органiзмiв та шкiдникiв [10]. Гiстохiмiчне визначення перо-
ксидази у вiльнiй i зв’язанiй з клiтинними стiнками формах проводили за бензидиновою
реакцiєю [9]. Локалiзацiю тривалентного залiза в тканинах листка визначали за реакцiєю
з фероцiанiдом калiю [11]. Структуру клiтин i клiтинних оболонок дослiджували методами
фазово-контрастної та люмiнесцентної мiкроскопiї на iнвертованому мiкроскопi Carl Zeiss
Axio Observer Z1. Як флюорохром використовували корифосфiн (конц. 1 : 1000; pH робо-
чого розчину — 7,8; експозицiя при фарбуваннi — 10 хв, вiдмивка в дистильованiй водi —
5 хв). Експеримент здiйснювали на нативному та зафiксованому рослинному матерiалi.
Мiкрометричнi дослiдження проводили в програмi AxioVision 40V.

Результати та їх обговорення. В аспектi стiйкостi рослин гiркокаштана до КММ
одними з найважливiших є анатомiчнi показники механiчної мiцностi епiдермiсу листкiв,
який створює первiсний бар’єр для фiтофагiв. Нашi дослiдження показали, що у рослин гiр-
кокаштана червоного радiальнi, зовнiшнi i внутрiшнi тангентальнi клiтиннi стiнки верхнього
епiдермiсу листкiв є товстiшими та здерев’янiлiшими, нiж у каштана звичайного. Потов-
щення клiтинних оболонок верхнього епiдермiсу вiдбувається доцентрово, шляхом апозицiї
(рiст накладенням). Враховуючи, що листки формувались в однакових екологiчних умовах,
можна припустити, що данi ознаки у рослин гiркокаштана червоного є досить консерватив-
ними i визначаються спадковими особливостями.

Фазово-контрастна мiкроскопiя дозволила встановити структурну гетерогеннiсть клi-
тинних оболонок верхнього епiдермiсу. За оптичними властивостями в тангентальних клi-
тинних оболонках нами видiлено два зовнiшнi свiтлi шари, що на мiкропрепаратах виявля-
лися лише за сильно яскравим свiтiнням, i середнiй оптично темний прошарок завтовшки
0,7–1,2 мкм, який роздiляє клiтинну оболонку на зовнiшню та внутрiшню зони (рис. 1, в, г,
д). Така специфiчнiсть у будовi клiтин може бути пов’язана з особливостями просторової
орiєнтацiї целюлозних мiкрофiбрил, а також наявнiстю iнших нецелюлозних компонентiв,
якi входять до складу клiтинної оболонки.

В будовi епiдермiсу рослин гiркокаштана звичайного структура клiтинної оболонки дещо
iнша. Внутрiшнi тангентальнi стiнки значно тоншi та менш здерев’янiлi, нiж у гiркокаштана
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Рис. 1. Поперечний розрiз листкової пластинки гiркокаштана червоного (а-д) та гiркокаштана звичайного
(е–и): а, е — центральна жилка; б, є — диференцiальне забарвлення тканин листка; в, ж — фазово-конт-
растна мiкроскопiя тканин листкiв; г, д, з, и — структурнi елементи листкiв у фазовому контрастi; стрiлками
позначенi внутрiшнi тангентальнi стiнки верхнього епiдермiсу листкiв.
ЦЖ — центральна жилка; БЖ — бiчна жилка II порядку (елементи провiдної системи); ЛП — листкова
пластинка; ЕП — епiдермiс; ТР — трихома; КЛ — коленхiма; КП — основна паренхiма кори; МЗ — мезофiл;
ПП — провiдний пучок; ФЛ — флоема; КС — ксилема; СП — серцевинна паренхiма; IД — iдiобласти; ВЕ —
верхнiй епiдермiс; НЕ — нижнiй епiдермiс; КТ — кутикула; СМ — стовпчастий мезофiл; ХЛ — хлоропласт;
ГМ — губчастий мезофiл; ОБ — клiтини обкладинки провiдного пучка; ПР — продих; МК — мiжклiтинний
простiр; БК — базофiльнi компоненти клiтин; ДР — друзи
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червоного. Цiлком можливо, що просоченi кутином товстi й здерев’янiлi зовнiшнi оболонки
епiдермiсу здатнi перешкоджати проникненню гусениць каштанової молi всередину живих
клiтин i, таким чином, створювати перший конституцiональний бар’єр.

Другим бар’єром у системi конституцiональної стiйкостi листкiв рослин гiркокаштана
червоного можуть бути базофiльнi сполуки, ймовiрно полiфенольної природи, що в значнiй
кiлькостi накопичуються в клiтинах верхнього епiдермiсу (див. рис. 1, б ). Хiмiчнi речови-
ни зазвичай дифузно заповнюють протопласт або вiдкладаються на внутрiшнiх поверхнях
тангентальних стiнок. На поперечних зрiзах листкових пластинок доволi густi вiдкладення
вторинних метаболiтiв мали виражену смугастiсть, що пов’язано зi значними коливаннями
активностi процесiв метаболiзму. Подiбнi вiдкладення зафiксовано нами також у поодино-
ких клiтинах епiдермiсу гiркокаштана звичайного. В переважнiй бiльшостi вториннi мета-
болiти вiдкладаються дифузно i розмiщуються менш компактно, нiж в епiдермiсi гiркокаш-
тана червоного. В асимiляцiйних тканинах листкiв рослин утворювалися крупнi кристали
оксалату кальцiю. У дослiджених нами листках гiркокаштана звичайного вiдкладення друз
спостерiгалося на межi стовпчастої i губчастої паренхiми, у листках гiркокаштана черво-
ного — у нижнiх прошарках абаксiальної поверхнi листка мiж епiдермiсом та губчастою
паренхiмою листка (див. рис. 1, в, ж). Бiльшiсть клiтин верхнього епiдермiсу гiркокашта-
на звичайного — це вiдносно тонкостiннi вакуолiзованi клiтини, зовнiшнi оболонки яких
покритi тонкою, безкольоровою i безструктурною плiвкою — кутикулою, що пронизана вос-
ковим нальотом, який знижує iнтенсивнiсть транспiрацiї листкiв i, очевидно, проникнення
гусениць каштанової молi в тканини листкової пластинки.

У рослин гiркокаштана червоного, крiм специфiчних епiдермальних iдiобластiв, клi-
тини зi значним вмiстом полiфенольних сполук мiстяться також у палiсаднiй паренхiмi.
Трансформацiя клiтин мезофiла у фотосинтетично нефункцiональнi iдiолiти характерна
для верхнього шару палiсадної паренхiми. В iдiолiтах хлоропластiв не виявлено, а прото-
пласт заповнювався значною кiлькiстю гетерогенних полiфенольних сполук (див. рис. 1, б ).
Перелiченi ознаки пiдтверджують високий ступiнь захисних властивостей покривних тка-
нин i мезофiлу листкiв гiркокаштана червоного, якi гальмують проникнення гусениць в епi-
дермальний шар пiсля вiдродження й ускладнюють процес живлення м’якими тканинами
та клiтинним соком на початкових стадiях розвитку.

Третiм фiзiологiчним бар’єром у системi конституцiональної стiйкостi рослин роду Aes-

culus L. є ферменти групи оксидаз. Одним з ефективних регуляторiв процесу формування
вторинних клiтинних оболонок є пероксидаза — мультифункцiональний гемовмiсний глiко-
протеїд, що бере участь у зшиваннi полiсахаридiв через утворення диферулової кислоти [12],
каталiзує утворення дитиразинових зв’язкiв за умов лiгнiфiкацiї i прискорює реакцiї гiдро-
ксилування пролiну [10].

Зважаючи на полiфункцiональну роль пероксидази в органiзацiї множинної системи за-
хисту рослин проти несприятливих чинникiв, ми використали її як маркер стiйкостi рослин
гiркокаштанiв до КММ.

Встановлено, що в тканинах рахiсiв листкiв стiйких рослин бензидинова реакцiя на пе-
роксидазу вiдбувалась iнтенсивнiше, нiж у нестiйких. Першi ознаки ферментативного роз-
кладу пероксиду водню в пошкоджених тканинах стiйких рослин гiркокаштана проявлялася
через 30–40 с. У листках нестiйких до КММ рослин гiркокаштана звичайного гiстохiмiчна
реакцiя затримувалася на 1–2 хв, що може бути пов’язано з низьким пулом не зв’язаних
з клiтинними стiнками iзоферментiв та їх уповiльненою реакцiєю на травматичне пошко-
дження тканин. У рослин стiйкого до КММ гiркокаштана червоного першi ознаки гiстохi-
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Рис. 2. Локалiзацiя i активнiсть ферменту пероксидази в тканинах рахiсiв листкiв рослин роду Aesculus L.
на початку (а, б, в) та наприкiнцi (г, д, е) вегетацiйного перiоду за п’ятибальною шкалою: а, г — гiркокаш-
тан звичайний, не уражений КММ; б, д — гiркокаштан звичайний, уражений КММ; в, е — гiркокаштан
червоний, стiйкий до КММ

мiчної реакцiї на пероксидазу з утворенням специфiчного забарвлення тканин починались
через 15–20 с пiсля нанесення реагенту на зрiз тканин, що швидше в два рази, нiж у стiйких,
та в шiсть разiв, нiж у нестiйких рослин гiркокаштана звичайного (рис. 2). Для порiвняль-
ної оцiнки активностi пероксидази в тканинах листкiв видiв рослин роду Aesculus L. за
бензидиновою реакцiєю нами запропоновано п’ятибальну шкалу (табл. 1).

Вiльна i зв’язана з клiтинними стiнками пероксидаза виявлялася переважно в цитоплаз-
мi й клiтинних стiнках епiдермiсу, клiтинах камбiю, ситоподiбних трубках, супутникових
клiтинах, клiтинних стiнках прото- та метаксилеми, у тому числi флоемi амфiвазальних
провiдних пучкiв, якi в кiлькостi вiд одного до п’яти розташованi в оточеннi серцевинної
паренхiми центральної зони рахiсу (рис. 3, а, в). У стiйкого до КММ виду рослин гiркокаш-
тана червоного активнi форми ферменту виявленi в ситоподiбних трубках, супутникових
клiтинах та паренхiмi флоеми (див. рис. 2, а). Рiвень концентрацiї пероксидази iстотно
залежав вiд ступеня ураженостi листкiв рослин гiркокаштана гусеницями КММ. За умов
перших ознак утворення мiн на верхнiй сторонi листкових пластинок активнiсть ферменту
значно зростала (див. рис. 2, б ).

Таблиця 1. Умовна шкала порiвняльної оцiнки активностi пероксидази в тканинах листкiв видiв рослин
роду Aesculus L.

Бал Характер реакцiї

0 Реакцiя не виявляється
1 Реакцiя низької iнтенсивностi (продукти реакцiї виявляються через 1 хв i довше,

локалiзованi дифузно, блiдо-блакитного кольору)
2 Реакцiя середньої iнтенсивностi (продукти реакцiї блакитного кольору виявляються

в тканинах вiдносно рiвномiрно через 40–60 с)
3 Реакцiя високої iнтенсивностi (продукти реакцiї темно-синього кольору виявляються

рiвномiрно через 20–40 с)
4 Реакцiя надзвичайно високої iнтенсивностi (продукти реакцiї темно-синього кольору

виявляються надзвичайно швидко — через 5–20 с i одразу починають темнiти)

148 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2012, №7



Рис. 3. Гiстохiмiчнi особливостi рахiсiв листкiв гiркокаштана звичайного (а, д) та гiркокаштана червоного (в,
г, е): а, в — локалiзацiя пероксидази; б, е — люмiнесценцiя клiтинних оболонок (фарбування корифосфiном,
конц. 1 : 1000); г, д — локалiзацiя залiза в клiтинних стiнках (гiстохiмiчна реакцiя на iони залiза) та
особливостi утворення перетинок в прошарку облiтерованих клiтин кори

Однак в мiру збiльшення площi ураженої КММ листкової поверхнi активнiсть перокси-
дази знижувалася. Наприкiнцi вегетацiйного перiоду локалiзацiю ферменту пероксидази
в рахiсах листкiв рослин виявлено нами лише в окремих провiдних пучках флоеми. За-
гальна площа тканин, яка мiстила активнi форми ферменту пероксидази, у стiйких рослин
гiркокаштана була значно бiльшою (див. рис. 2, г, е), нiж у нестiйких (див. рис. 2, д).

Для порiвняльної оцiнки прояву гiстохiмiчних реакцiй у рiзних типах тканин нами за-
пропоновано гiстохiмiчнi формули, якi складаються з назви тканин (К — кора; В — луб’янi
волокна; Ф — флоема; Км — камбiй; Кс — ксилема; С — серцевинна паренхiма) та оцiнки ха-
рактеру гiстохiмiчної реакцiї в балах. Для показникiв активностi пероксидази в тканинах
рахiсiв листкiв гiркокаштана звичайного гiстохiмiчнi формули такi: для стiйкої до КММ
форми на початку вегетацiйного перiоду — К2–Ф3–Км3–Кс1–С1, наприкiнцi — К1–Ф2–
Км2–Кс0–С0; для нестiйких до КММ форм — К4–Ф4–Км3–Кс2–С1 та К0–Ф1–Км1–Кс0–С0
вiдповiдно; для гiркокаштана червоного — К2–Ф3–Км3–Кс2–С1 та К2–Ф2–Км2–Кс1–С1.
Вiдносний показник характеру перебiгу гiстохiмiчних реакцiй в тканинах рослин можна
обчислити за формулою

A =

n∑

k=1

bk

n
,
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де A — вiдносний показник гiстохiмiчної реакцiї (у наших дослiдженнях гiстохiмiчна актив-
нiсть пероксидази); b1, b2, . . . , bn — показники iнтенсивностi гiстохiмiчної реакцiї в балах; n —
загальна кiлькiсть показникiв гiстохiмiчних реакцiй. Вiдносний показник змiни активностi
пероксидази в тканинах рослин за вегетацiйний перiод у наших дослiдах розраховували за
формулою

k =
Aп

Aк

,

де k — коефiцiєнт змiни активностi ферменту; Aп — вiдносний показник активностi фер-
менту на початку вегетацiйного перiоду; Aк — вiдносний показник активностi ферменту
наприкiнцi вегетацiйного перiоду.

Для нестiйких до КММ форм гiркокаштана звичайного коефiцiєнт змiни становив — 7,
для стiйких форм — 1,7 та каштана червоного — 1,38.

Крiм каталiзу окиснювальних реакцiй, пероксидаза виконує регуляторну роль в про-
цесах диференцiацiї клiтин i органiзацiї конституцiональної стiйкостi рослин до стресових
абiотичних та бiотичних чинникiв. Так, на початкових стадiях формування листкової плас-
тинки в протопластi верхнього епiдермiсу листкiв рослин гiркокаштана червоного мiстилась
значна кiлькiсть зв’язаної з клiтинними стiнками пероксидази. Iнтенсивнiсть гiстохiмiч-
ної реакцiї знайшла своє пiдтвердження i в органiзацiї конституцiональних особливостей
будови верхнього епiдермiсу листкiв рослин. Про присутнiсть значної кiлькостi зв’язаної
з клiтинними стiнками пероксидази свiдчить i значна кiлькiсть iонiв тривалентного залiза
в клiтинних оболонках корової паренхiми та коленхiми рахiсу (див. рис. 3, г, д). У клi-
тинних стiнках луб’яних волокон, де гiстохiмiчно пероксидаза не виявлялась, вмiст залiза
також був незначним. Найвищий вмiст зв’язаного з клiтинними стiнками ферменту визначе-
но нами в прошарку сильно облiтерованих клiтин iз здерев’янiлими стiнками, якi у виглядi
переривчастого кiльця наявнi в центральнiй зонi корової паренхiми (див. рис. 3, в). Високий
ендогенний пул пероксидази сприяє процесу потовщення та лiгнiфiкацiї вторинних оболо-
нок клiтин (див. рис. 3, б, е). Крiм того, пероксидаза, в комплексi з iншими факторами, що
регулюють ростовi процеси, значно впливає на морфологiю клiтин.

За конституцiональними i гiстохiмiчними ознаками прошарок облiтерованих клiтин
з товстими оболонками утворюється, iмовiрно, у результатi пружної деформацiї клiтин кори
рахiсу, що iндукованi вiтровим навантаженням на орган внаслiдок його високої парусностi.
У клiтинах, що стискаються, активiзується синтез пероксидази, активно, але нерегулярно
вiдкладається лiгнiн, утворюються численнi додатковi клiтиннi перегородки (див. рис. 3, б,
г–е). Така специфiчна i складна органiзацiя тканини може мати високу пружнiсть i викону-
вати функцiю ресори, що поглинає енергiю бiчних навантажень та захищає живi тканини
черешка вiд механiчного розриву.

Таким чином, висока стiйкiсть рослин гiркокаштана червоного, або павiї, до КММ обу-
мовлена комплексом морфоанатомiчних i фiзiологiчних ознак, зокрема товстими клiтинни-
ми стiнками верхнього епiдермiсу, наявнiстю в його клiтинах значної кiлькостi полiфеноль-
них сполук, високим пулом та активнiстю пероксидази, особливо зв’язаних з клiтинними
стiнками кислих iзоформ. Вiд вмiсту i активностi ферменту пероксидази залежить ступiнь
здерев’янiння вторинних клiтинних оболонок, що особливо важливо за умов формування
механiчного бар’єру, який перешкоджає проникненню гусениць каштанової молi в ткани-
ни листка. Зв’язана з клiтинними стiнками пероксидаза є специфiчним маркером стiйкостi
видiв i гiбридiв рослин роду Aesculus L. до каштанової мiнуючої молi.
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Система конституциональной устойчивости растений рода
Aesculus L. к каштановой минирующей моли (Cameraria ohridella

Deschka et Dimić)

Установлено, что в листьях растений конского каштана красного, или павии, устойчивого

к каштановой минирующей моли, внешние и внутренние тангентальные стенки верхнего

эпидермиса значительно утолщены. Инкрустация клеточных стенок биополимерами пре-

пятствует проникновению гусениц в мягкие ткани мезофилла. В вакуолях верхнего эпидер-

миса листьев выявлены значительные отложения базофильных веществ, вероятно полифе-

нольной природы, которые препятствуют питанию гусениц на первой стадии их развития.

Показано, что конституциональные признаки растений рода Aesculus L. имеют прямую

связь с активностью пероксидазы и локализацией железа в клеточных стенках растений.
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The constitutional resistance system of plants of genus Aesculus L.
against chestnut horse mine (Cameraria ohridella Deschka et Dimić)

The thickening for external and internal tangential walls of the upper epidermis in red chestnut

horse tree has been established. Incrustation of cell walls by biopolymers puts obstacles in the way

of caterpillars in soft mesophyll tissue. The precipitation of basiphil substances by the polyphenol

nature in vacuoles of the upper epidermis is revealed. They hamper the nutrition of caterpillars

at the first stage of development. The constitutional characters of plants of genus Aesculus L. are

directly connected with the peroxidase activity and the iron localization in plants cells.
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