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Зміст анотації
У роботі розглянуто особливості створення калюсних культур тополі і верби та визначено генетичні, фізіологічні, гормональні та фізичні фактори впливу на процес мікроклонального розмноження деревних рослин. Проведено аналіз солестійкості тополь і верб та показано перспективи вирощування тополь та верб у короткоротаційних плантаціях як ефективного та екологічно раціонального джерела відновлюваної енергії.
Об’єктами дослідження були клони тополі (Populus sp.) та верби (Salix sp.) переважно української селекції. Усього під час сортовипробування було досліджено 24 клони тополь та 10 клонів верб. На сортовипробних ділянках швидкорослих дерев Populus sp.та Salix sp. з короткою ротацією вперше оцінено продуктивність плантацій для 20 клонів тополь та 9 клонів верб на основі визначення їх приживлюваності, морфометричних характеристик рослин та теплотворної здатності деревини. Показано, що при використанні живців як садивного матеріалу для закладення плантації важливим критичним фактором першого року вегетації є вологість ґрунту, яка має вирішальний вплив на приживаність рослин. При забезпеченні достатнього зволоження ґрунту протягом першого року вегетації інтенсивність росту тополь та верб значно збільшується і сягає показників, які демонстрували рослини в польових умовах на третій рік вирощування. При припиненні поливу на другий рік вегетації рослини не знижували темпів росту.
За інтенсивністю ростових характеристик визначено клони, перспективні для вирощування в енергетичних плантаціях з короткою ротацією та проведено розрахунки, які показують, що вирощуючи тополі «Канадська × Бальзамічна» і «Келібердинська» та верби «Житомирська-1» і «Житомирська-2» в короткоротаційних плантаціях можна отримати 30-70 ГДж теплової та 8-19 МВт електричної енергії з 1 га після першого року вирощування рослин.
Введено в культуру in vitro та мультипліковано шляхом мікроклонального розмноження 5 клонів тополі та 5 клонів верби, що є перспективними для відновлюваної енергетики. Рослини для введення в лабораторну культуру обирали, виходячи із результатів дослідження клонів на сортовипробних ділянках. Підібрано умови для поверхневої стерилізації та введення рослин в культуру in vitro. Ефективність запропонованих методик становить 78% та 93 %, відповідно. Встановлено, що оптимальним для проведення поверхневої стерилізації є використання триступінчатої обробки розчинами мила (2 хв), гіпохлориту натрію (10 хв) та етилового спирту (1 хв). Показано, що при вирощуванні рослин на середовищі WPM, модифікованому бензиламінопурином (0,3 мг/л) та індолілмасляною кислотою (0,1 мг/л) разом з активацією апікальних та пазушних меристем, спостерігали індукцію ризогенезу майже у всіх досліджуваних клонів.
Розроблено схеми прямої регенерації рослин з листкових, стеблових та черешкових експлантів двох клонів тополь ('Новоберлінська-7' і 'Лубенська') та двох клонів верб (‘Житомирська-1’ і ‘Олімпійський вогонь’). Здатність до прямої регенерації залежала від комбінації та концентрацій регуляторів росту і типу експланту. Найбільшу регенераційну здатність спостерігали у стеблових експлантів (38-100 %) у всіх клонів досліджуваних рослин. Черешкові та листкові експланти показали нижчу здатність до регенерації (4-15 %) на досліджених живильних середовищах. 
Запропоновані методики введення рослин в лабораторну культуру, мікроклонального розмноження та регенерації рослинного матеріалу є важливим етапом технології збереження, розмноження та дослідження особливо цінних клонів Populus та Salix spp., а також покращення їх природних властивостей методами генетичної інженерії.
З метою порівняння солестійкості представників родів Populus та Salix було досліджено рослини осики (Populus tremula), гібридної тополі клону ‘INRA 717-1B4’ (P. tremula × P. alba) та верби клону ‘Олімпійський вогонь’ (Salix alba × S. fragilis) в умовах культури in vitro за концентрації хлориду натрію в живильному середовищі 25 мМ, 50 мМ та 100 мМ. Отримані результати показують, що ступінь солестійкості рослин суттєво відрізняється у різних генотипів. 

У рослин гібридної тополі клону ‘INRA 717-1B4’ зниження інтенсивності ростової активності спостерігали при довготривалому вирощуванні у всіх досліджуваних концентраціях хлориду натрію. Достовірне зниження інтенсивності приросту пагона на 94,3% у порівнянні з контролем у рослин осики відмічено лише на живильному середовищі за концентрації NaCl 100 мМ після двох місяців культивування. Достовірних відмінностей в інтенсивності росту у верби за дії різних концентрацій хлориду натрію не виявлено. Статистично достовірне зниження інтенсивності ризогенезу після 1-го та 2-ох місяців культивування показали лише клони осики за вмісту 100 мМ хлориду натрію в живильному середовищі. Загалом, у верби виявлена більша інтенсивність коренеутворення порівняно з клонами тополь. 
В результаті проведення агробактеріальної трансформації тополі         (P. nigra × P. deltoides) клону ‘Градізька’ генетичною конструкцією pAV04 отримано рослини, які містять ген СAD. Очікується, що наявність гену цинамілалкогольдегідрогенази в геномі трансформованих рослин сприятиме зростанню стійкості деревини до патогенів та механічних пошкоджень за рахунок підвищення синтезу лігніну.
Для оцінки загального кількісного та якісного складу викиду шкідливих речовин у довкілля під час використання викопних видів палива (природний газ, вугілля) та відновлюваних джерел (біомаса деревини) на об’єктах генерації енергії, було проаналізовано літературні джерела та запропоновано напівкільнісний метод візуалізації даних, який дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання того чи іншого джерела енергії. 
Наукова новизна отриманих результатів. Вперше оцінено продуктивність 20-х клонів тополь та 9-ти клонів верб при вирощуванні на ділянках з короткою ротаціїю (3 роки) в польових умовах та при додатковому зволоженні ґрунту на основі визначення їх приживлюваності, морфометричних характеристик рослин та теплотворної здатності деревини; введено в культуру in vitro, розроблено схеми мікроклонального розмноження і прямої регенерації цінних клонів тополь та верб, перспективних для відновлюваної енергетики; проведено агробактеріальну трансформацію тополі клону ‘Градізька’ конструкцією pAV04 та підтверджено її вбудовування в геном рослин; оцінено стійкість клонів  Populus та Salix spp. до засолення живильного середовища хлоридом натрію; проведено оцінку екологічної складової при використанні деревини як джерела енергії та запропоновано метод напівкількісної візуалізації даних, що дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання різних джерел енергії.

Практичне значення результатів. На сортовипробних ділянках тополь та верб з короткою ротацією в умовах польового вирощування та поливного розсадника визначено клони, перспективні для закладання короткоротаційних енергетичних плантацій. Розроблено спосіб отримання вихідного асептичного матеріалу для біотехнологічних досліджень та схеми мікроклонального розмноження та прямої регенерації, що може бути використаний для особливо цінних клонів тополь та верб. Отримані дані можуть використовуватися як науковцями-біотехнологами рослин, так працівниками лісових, садово-паркових та фермерських господарств, та є важливими для розвитку галузі альтернативної енергетики в Україні, для посилення енергетичної безпеки держави через створення та підвищення продуктивності вирощування деревних рослин в енергетичних плантаціях. Результати роботи можуть бути використані у відповідних лекційних курсах та проведенні лабораторних занять для студентів біотехнологічних та лісівничих спеціальностей у вищих навчальних закладах.

Ключові слова: Populus sp., Salix sp., культура in vitro, мікроклональне розмноження, генетична трансформація, короткоротаційні енергетичні плантації, відновлювана енергетика, біопаливо, солестійкість, хлорид натрію.
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Annotation

The study contains information on сreation of poplars and willows callus cultures and genetic, physiological, hormonal and physical factors, which influence on the process of microclonal propagation of woody plants. The analysis of salt tolerance of poplar and willow is carried out and the perspectives of growing these trees in short-rotation plantations as an effective and environmental sound  source of renewable energy are shown in the paper.
The objects of the study were poplars (Populus sp.) and willows (Salix sp.) clones, mainly of the Ukrainian breeding. In total, 24 clones of poplar and 10 clones of willow were investigated during variety testing. For the first time, the productivity of plantations for 20 clones of poplars and 9 clones of willow was estimated on the basis of analyzing of their survival ability, morphometric characteristics of plants on the variety tests plots of fast-growing short rotation trees and calorific value of wood. It was shown that for using cuttings as a planting material for establishing of sort-rotation plantations the soil moisture is an important critical factor in the first year of vegetation, which has a decisive influence on the survival ability of plants. When sufficient soil moisture had been provided during the first year of vegetation, the intensity of the growth of poplars and willows significantly increased and reached the levels that demonstrated plants in the field conditions on the third year of cultivation. When the irrigation was stopped on the second year of vegetation, the plants did not decrease the growth rate.
According to the intensity of the growth characteristics, the clones, which are perspective for cultivation in short-rotation energy plantations, have been determined and the productivity of plantations for analyzed clones has been calculated.  The results  show that the cultivation of the poplars ‘Kanadska × Balzamichna’ and ‘Kelibirdinska’ and the willows "Zhytomyrska-1" and "Zhytomyrska-2" in short-rotation plantations can  produce 30-70 GJ of heat and 8-19 MWh of electrical energy from 1 ha after the first year of plants cultivation.
In this dissertation study the 5 clones of poplars and 5 clones of willows, which are perspective for using as a renewable energy source, have been introduced into in vitro culture and multiplied by microclonal propagation. Plants for introduction into the in vitro culture have been selected based on the results of the analysis of the clones on varietal test plots. The conditions for surface sterilization and introduction of plants into in vitro culture have been selected. The effectiveness of the proposed methods are 78% and 93%, respectively. It is established, that the highest level of  surface sterilization has been obtained  by the use of three-stage treatment with soap (2 min), sodium hypochlorite (10 min) and ethyl alcohol (1 min). It has been demonstrated that the growing of plants on WPM, modified with benzylaminopurine (0.3 mg/l) and indolyl butyric acid (0.1 mg/l) and the induction of rhizogenesis at almost all studied clones was observed together with the activation of apical and axillary meristems.
The schemes of the direct regeneration of the plants from leaf, stem and petiole segments were developed for two poplars ('Novoberlinska-7' and 'Lubenska') and two willows clones ('Zhytomyrska-1' and 'Olympiyskiy vohon'). The ability to direct regeneration depended on the combination and concentrations of growth regulators and type of plants segment. The highest regenerative ability was observed in stem explants (38-100%) for all clones of the studied plants. Petiole and leaf explants demonstrated lower regeneration ability (4-15%) on the studied nutrient media. These proposed methods of introducing plants into in vitro culture, microclonal propagation and direct regeneration of plant material are important steps of the conservation, propagation and researching of the particularly valuable Populus and Salix spp. clones.

In order to compare  salt tolerance, aspen (Populus tremula), hybrid poplar clone 'INRA 717-1B4' (P. tremula × P. alba) and willow clone 'Olympiyskiy vohon' (Salix alba × S. fragilis) were analyzed under  in vitro cultivation on the medium with sodium chloride added in concentrations 25 mM, 50 mM and 100 mM. General plant state, intensity of their growth (by the shoots’ length) and root formation (by number of roots) on the 10th, 30th and 60th days of cultivation were estimated. The results demonstrated that the salt tolerance significantly varied in different genotypes. In hybrid poplar clone 'INRA 717-1B4', intensity of growth activity has been decreased after long-term cultivation under all investigated concentrations of sodium chloride. In aspen plants, significant decrease of the intensity of shoots growth by 94.3% compared to the  control was found only after two months of cultivation, then concentration of NaCl in media was 100 mM. Intensity of willow growth was not affected at any experimental treatment by sodium chloride. A statistically significant decrease of the intensity of root formation after the 1-st and 2-nd months of cultivation was shown only to aspen clones planted in the culture medium with 100 mM of sodium chloride added. In general, willow clones demonstrated higher intensity of root formation than poplar clones.

As a result of the Agrobacterial transformation of poplar clone with the pAV04 construction, the plants with the gene of cinnamyl-alcohol dehydrogenase  (cad) were obtained. It is expected, that the plants transformed by pAV04 will increase the content of lignin, what may give a technical resistance.

A search for ecologically convenient technologies for energy production is becoming more important due to the constant increase in anthropogenic environmental load. In the study a mathematical model has been developed to evaluate the total pollutants emission to the environment from using fossil (natural gas, coal) and renewable (wood biomass) sources of the energy production facilities, and a new approach for compara​tive quantitative evaluation of environmental emission of hazardous substances composi​tion has been proposed. It was shown that total pollutants emission in the environment from using different fuels   significantly increased in rank: wood → natural gas → coal, mainly because of increasing carbone dioxide emission. The total emission of pollutants in the environment caused by burning of the energy sources for heat production was evalu​ated, but the negative impact efficiency for each separate component was not taken into account.
The scientific value of the obtained results. As  the result of the dissertation work for the first time the productivity of plantations for 20 clones of poplar and 9 clones of willow was estimated for growing in short rotation (3 years) plantations in field conditions and with soil moisture, which based on the analyzing  their survival ability, morphometric characteristics of the plants and calorific value of the wood; valuable for renewable energy clones of poplar and willow have been  introduced into in vitro culture and the schemes of microclonal propagation and direct regeneration of  these clones have been developed; the salt tolerance of  clones of Populus and Salix spp. to salinity of the medium with sodium chloride was carried out; the ecological component of using wood as an energy source has been evaluated and a method of semi-quantitative data visualization, which allows to assess the advantages and risks of using different energy sources in complex, has been proposed.
Key words: Populus sp., Salix sp., in vitro culture, microclonal propagation, genetic transformation, short-rotation energy plantations, renewable energy, biofuel, salt tolerance, sodium chloride.
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Актуальність теми. Гарантування енергетичної безпеки є одним з пріоритетних завдань для створення нормальних умов функціонування всіх галузей економіки та забезпечення соціальної стабільності в державі. Однак Україна за рахунок власного видобутку покриває свої потреби в енергоспоживанні лише на 53 %, імпортуючи при цьому 75 % необхідного обсягу природного газу і 88 % сирої нафти та нафтопродуктів [Кравчук, 2013]. Таким чином, питання пошуку власних енергоресурсів набуває актуальності. Основною перевагою біопалива над своїми викопними конкурентами, а саме: нафтою, вугіллям, газом і ядерним паливом, є можливість його природного поновлення, а також зменшення екологічного навантаження при його використанні. Окрім дефіциту власних енергетичних ресурсів існують також технічні, економічні та екологічні передумови для заміщення викопних видів палив на біологічно відновлювані. 
Тополя та верба – деревні швидкорослі рослини родини Salicaceae, яким притаманне широке сортове різноманіття. Вони є цінними енергетичними культурами, а створення короткоротаційних плантацій цих дерев – важливим кроком для заміщення імпортованих видів палива на наявні в країні місцеві джерела енергії. Вирощування енергетичних плантацій є раціональним способом використання деградованих угідь, завдяки здатності тополь і верб до фіторемедіації [Hur et al., 2011, Van Aken 2008, Ali et al., 2013; Hound et al., 2016] та рекультивації ґрунтів,оскільки близько 60-80% поживних речовин повертаються в землю разом з опалим листям [Гелетуха та ін., 2015]. 
Селекцією і вирощуванням тополі та верби займалися дослідники протягом усього ХХ століття [Stout A., 1927; Царев А. П., 2010]. Так, ще у 1947 р. Продовольчою і сільськогосподарською організацією ООН була створена спеціальна Міжнародна тополева комісія [FAO, 1958], яка існує і тепер. У колишньому СРСР дослідженням тополь приділяли увагу вчені та практики [Богданов П. Л., 1936; Альбенский А. В., 1946; Яблоков, 1956]. В Україні наприкінці 50-х років командою вчених під керівництвом Н. В. Старової [Старова Н.В., 1980] роботи з міжвидової гібридизації тополь набули такого масового масштабу, що дістали назву «тополевого буму». Було організовано 12 селекційних пунктів, 17 сортовипробувальних дільниць, відібрано близько 600 перспективних клонів. Багато з них було висаджено в полезахисні насадження i лісові культури [Торосова Л.О. та ін., 2015]. Однак всі ці дослідження передбачали довгоротаційний період вирощування рослин (від 20 років) та використання деревини в лісозаготівельній та паперово-целюлозній промисловостях. Технології короткоротаційного вирощування тополі та верби ефективно використовуються в багатьох країнах ЄС для забезпечення сировиною галузь відновлюваної енергетики, однак в Україні такі технології знаходяться на початкових етапах розвитку.
Необгрунтоване використання мінеральних добрив, пестицидів та інших хімічних препаратів при обробітку угідь згубно впливає на стан ґрунтів та значно знижує їх родючість. Станом на 2013 рік в Україні налічувалося 4,7 млн. га солонцюватих та засолених грунтів, що становить 14,3% площі сільськогосподарських угідь [Макєєва, 2013]. Засолення, спричинене використанням хлориду натрію в зимовий період у містах, також є вагомою проблемою для деревних насаджень [Луцишин, 2016].

Останнім часом у селекційній практиці все частіше використовують біотехнологічні методи. Застосування культури in vitro дозволяє моделювати силу тиску стресового агента на організм, дослідити його вплив на біооб’єкт, контролювати фізичні та хімічні показники вирощування рослинного матеріалу, проводити роботу незалежно від погодних умов та пори року [Любченко та ін, 2016]. Використання цих методик є важливим етапом технології збереження, розмноження та дослідження в лабораторній культурі особливо цінних клонів Populus та Salix spp., а також покращення їх природних властивостей методами генетичної інженерії.
Наразі в Україні ще не впроваджено методів короткоротаційного лісівництва (3-5 років), не проведено оцінку сортів на придатність їх вирощування у короткоротаційних плантаціях і недостатньо опрацьовано методики, що дозволили б значно покращити генотипи вже існуючих клонів, зокрема методи генетичної інженерії, мікроклонального розмноження цінних генотипів та оцінки солестійкості в лабораторній культурі.

Зв’язок роботи з науковими програмами. Дисертаційну роботу виконано на базі Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України. Польові дослідження проводили у співпраці з Українським науково-дослідним інститутом лісового господарства та агролісомеліорації ім. Г.М. Висоцького (УкрНДІЛГА, м. Харків) та Національним ботанічним садом ім. Гришка НАН України (НБС, м. Київ), а експериментальне визначення енергетичних параметрів деревної біомаси – у співпраці з НБС. Дослідження виконувалися в рамках цільової комплексної програми наукових досліджень НАН України «Біологічні ресурси і новітні технології біоенергоконверсії» (2013-2017 рр., проект «Створення генофонду високопродуктивних клонів тополь та швидкорослих плантацій біопаливного матеріалу», №ДР 0113U002928).

Мета і завдання дослідження. Мета роботи – вивчення біотехнологічних аспектів вирощування короткоротаційних плантацій тополь та верб для визначення найбільш продуктивних клонів.

Для досягнення даної мети було поставлено наступні завдання:

1) проаналізувати перспективи вирощування швидкорослих дерев тополь і верб у плантаціях з короткою ротацією з метою отримання біомаси для біопалива в Україні; 

2) оцінити приживаність і морфометричні характеристики рослин тополь і верб на сортовипробних ділянках з 3-річним ротаційним циклом в умовах польового вирощування та поливного розсадника; оцінити теплотворну здатність деревної біомаси;

3) виходячи з ростових параметрів та теплотворної здатності, провести попередню оцінку продуктивності плантацій різних клонів;
4) оцінити екологічну складову при використанні деревини як відновлюваного джерела енергії;

5) розробити методику мікроклонального розмноження та провести мультиплікацію рослинного матеріалу різних клонів тополь і верб, перспективних для біопаливної галузі;
6) розширити колекцію in vitro швидкорослих клонів тополь та верб, перспективних для відновлюваної енергетики;
7) оцінити солестійкість рослин до дії хлориду натрію в умовах in vitro. 
8) провести агробактеріальну трансформацію тополі клону ‘Градізька’ конструкцією pAV04 та підтвердити її інтегрування в геном рослин.
Об’єкт дослідження – клони тополі і верби в умовах вирощування в короткоротаційних плантаціях та культурі in vitro.
Предмет дослідження – ростові, фізіологічні та енергетичні характеристики клонів тополі та верби в умовах вирощування в короткоротаційних плантаціях та культурі in vitro.

Методи дослідження. Для досягнення мети роботи було використано:

· біотехнологічні методи (введення рослин в асептичну культуру in vitro, дослідження умов мікроклонального розмноження, регенерації та солестійкості рослин, агробактеріальна трансформація, виділення геномної ДНК, ПЛР-аналіз);

· морфометричні методи (оцінка параметрів росту та розвитку рослин при вирощуванні в польових умовах та лабораторній культурі при дії стресового фактору);

· фізико-хімічні методи (калориметричне визначення енергетичних показників біомаси досліджуваних клонів рослин);

· статистичні методи.

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше оцінено продуктивність 20-ти клонів тополь та 9-ти клонів верб при вирощуванні на ділянках з короткою ротацією (3 роки) в польових умовах та при штучному зволоженні грунту, визначено теплотворну здатність деревини 24-х клонів тополь і 10-ти клонів верб та визначено клони, що є перспективними для закладання короткоротаційних енергетичних плантацій з 3-річним ротаційним циклом.

На основі літературних даних проведено оцінку екологічної складової при використанні деревини як джерела енергії та запропоновано напівкількісний метод візуалізації даних, що дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання різних джерел енергії.
Введено в культуру in vitro цінні для відновлюваної енергетики клони тополь і верб та підібрано умови їх мікроклонального розмноження, меристемної регенерації і адаптації до грунтових умов. 

Вперше оцінено стійкість клонів тополь та верб до засолення поживного середовища хлоридом натрію в культурі in vitro та встановлено, що солестійкість досліджених клонів збільшується наступним чином: гібридна тополя (P. tremula × P. аlba) клону ‘INRA 717-1В4’ → тополя тремтяча (P. tremula) → верба (Salix alba × Salix fragilis) клону ‘Олімпійський вогонь’. 

Вперше проведено агробактеріальну трансформацію гібридної тополі клону ‘Градізька’ конструкцією pAV04 та отримано лінію трансгенних рослин, що містять ген цинамілалкогольдегідрогенази.

Практичне значення результатів. За результатами досліджень показано, що вирощуючи тополі ‘Канадська × Бальзамічна’ і ‘Келібердинська’ та верби ‘Житомирська-1’ і ‘Житомирська-2’ в короткоротаційних плантаціях можна отримати з 1 Га від 30 до 70 ГДж теплової та від 8 до 19 МВт електричної енергії вже після першого року вирощування рослин. Розроблений спосіб отримання вихідного асептичного матеріалу для біотехнологічних досліджень та схеми мікроклонального розмноження і меристемної регенерації можуть бути застосовані для розмноження особливо цінних клонів тополь та верб. Отримані дані можуть використовуватися як науковцями-біотехнологами рослин, так і працівниками лісових, садово-паркових та фермерських господарств. Вони є важливими для розвитку галузі відновлюваної енергетики в Україні та посилення енергетичної безпеки держави через підвищення продуктивності вирощування деревних рослин в енергетичних плантаціях.

Результати роботи можуть бути використані у відповідних лекційних курсах та проведенні лабораторних занять для студентів біотехнологічних та лісівничих спеціальностей у вищих навчальних закладах.

Особистий внесок здобувача. Здобувачем самостійно проведено інформаційний пошук, збір та аналіз джерел літератури за темою дисертації, визначено актуальність проблеми, сформульовано мету і завдання дослідження, написано усі розділи дисертації. Концепцію роботи, програму і методологію експериментальних досліджень, основні положення і висновки дисертації сформульовані та обговорені здобувачем разом з науковим керівником д.б.н., проф. Дуганом О.М. та консультантами дисертаційної роботи к.б.н., с.н.с. Куцоконь Н.К. і д.б.н. Рашидовим Н.М.

Основні результати отримано здобувачем особисто або за безпосередньої участі при виконанні експериментів, проведених в ІКБГІ. Під керівництвом та за участі с.н.с. Куцоконь Н.К., здобувачем було заплановано та виконано експерименти, здійснено статистичний аналіз одержаних даних, підготовано публікації, підібрано умови для отримання асептичного рослинного матеріалу в культурі in vitro та розроблено протоколи мікроклонального розмноження та меристемної регенерації клонів тополь і верб; досліджено вплив на них різних концентрацій хлориду натрію в поживному середовищі, проведено агробактеріальну трансформацію тополі клону ‘Градізька’ конструкцією pAV04 та підтверджено її інтегрування в геном рослин; проведено польові обміри, запропоновано метод напівкількісної візуалізації даних, що дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання різних джерел енергії.

Створення та обліки випробних ділянок в м. Харкові проведено разом зі співробітниками УкрНДІЛГА чл.-кор. НААН України, проф. Ткачем В.П, зав. лабораторією селекції, к.с-г.н. Лось С.А., с.н.с., к.с-г.н. Висоцькою Н.Ю. та с.н.с., к.с-г.н. Торосовою Л.О. Дослідження пов’язані з вирощуванням рослин на сортовипробній ділянці в м. Києві проведені у співпраці зі співробітниками НБС: зав. відділу нових культур, проф. Рахметовим Д.Б. та м.н.с. Рахметовою С.А. Визначення енергетичних характеристик деревини досліджуваних клонів проводили разом з провідним інженером НБС Фіщенко В.В.
Апробація результатів дисертації. Результати роботи були представлені на: XV Міжнародній науково-практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених «Екологія. Людина. Суспільство» (Київ, 2012 р.); VIII та IX Всеукраїнських науково-практичних конференціях «Біотехнологія XXI століття» (Київ, 2014 та 2015 рр.); Міжнародних конференціях молодих учених «Актуальні проблеми ботаніки та екології» (Херсон, 2016 р.; Луцьк, 2017 р.), Міжнародному симпозиумі з Євро-Азіатського біорізноманіття (Мінськ, 2017, Київ, 2018), а також на звітах та семінарах кафедри промислової біотехнології НТУУ «КПІ ім. І. Сікорського» (2014-2017 рр.).

Публікації. Основні положення дисертації опубліковано у 22 працях, серед яких: 5 статей у наукових фахових виданнях (з них 2 статті у виданнях України, які включені до міжнародних наукометричних баз), 3 – у інших виданнях, та 14 тез доповідей у збірниках матеріалів наукових конференцій. 
РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1  Короткоротаційні плантації тополь та верб як ефективне відновлюване джерело енергії

Розвиток відновлюваної енергетики в різних країнах світу є актуальним завданням незалежно від стану їх промислового розвитку: для промислово нерозвинених країн, не забезпечених власними мінеральними енергоресурсами, першочерговою є енергетична безпека, а для розвинених країн, які мають достатні власні запаси мінеральних видів палива – екологічна безпека та збереження органічних ресурсів для майбутніх поколінь [Кудря, 2012].

Відновлювана енергетика – це область господарювання, науки і техніки, що охоплює виробництво, передачу, перетворення, накопичення і споживання електричної, теплової та механічної енергії за рахунок використання відновлюваних джерел - енергії постійно існуючих природних процесів (енергія сонця, вітру, води) та продуктів життєдіяльності рослин, тварин та мікроорганізмів [Лукутін та ін., 2008, Кудря, 2012]. 

Основною перевагою використання відновлюваних енергоресурсів є їх невичерпність та відносна екологічна чистота у порівнянні з мінеральними видами палива. Основним недоліком – періодичність отримання та змінність енергетичного потенціалу. Однак, цей недолік можна ліквідувати за умови комплексного використання різних видів відновлюваних джерел та акумуляторів енергії. 

Виділяють наступні основні групи відновлюваних органічних енергоносіїв [Кудря, 2012]:

· деревина, її відходи, продукти санітарної рубки лісів, торф, листя, тирса та ін.;
· рослини, які спеціально вирощують для енергетичних потреб (тополя, верба, міскантус, водорості тощо);
· відходи сільськогосподарського виробництва рослинного та тваринного походження (стебла рослин, лушпиння, гній, послід та ін.);
· відходи життєдіяльності людей, включаючи промислову діяльність (тверді та рідкі побутові стоки, відходи харчової промисловості, сміття та ін.). 

Слід зазначити, що біоенергетика, або енергетика на основі біомаси, посідає досить відокремлене місце серед відновлюваних енергетичних ресурсів. На відміну від енергії Сонця та вітру, які нерідко називають «новими» видами енергії, спалювання біомаси (дров, торфу) для обігріву та приготування їжі – одне з найстаріших джерел отримання енергії людиною. Отже, даний вид енергоресурсу зовсім не новий. Однак альтернативним є процес отримання енергії та раціоналізація методів використання даного енергоресурсу [Талавиря та ін, 2012].

Спроби отримати енергію з біомаси сягають своїм корінням глибоко в минуле, коли людина вперше розпалила багаття. Разом з розвитком цивілізації розвивалися і технології отримання енергії з відновлюваних джерел. Одним з перших дослідників, хто запропонував використовувати рідке біопаливо, був Семюель Морі, який в 1826 році представив модель розробленого ним двигуна, здатного працювати на спирті і скипидарі. Перший масовий автомобіль, що однаково добре працював як на спирті, так і на бензині (або їх суміші) в 1908 році випустив Генріх Форд і був настільки впевнений в майбутньому спиртових автомобілів, що побудував спиртоперегонний завод, адже ціни на бензин та спирт в ту пору були майже однакові. Але невдовзі було відкрито значні поклади нафти в США та ціна на бензин різко впала, що зробило спирт неконкурентноздатним джерелом енергії. 
У 1884 р. У. Гайон, учень Л. Пастера, представив результати досліджень, що були присвячені процесу ферментації і під час яких було встановлено, що газ, отриманий у процесі ферментації, може бути використаний як енергетичний ресурс для виробітку теплової та електричної енергії. У першій частині XX століття вивчалися різноманітні технології ферментації, зокрема вплив різних видів сировини, мікрофлори. Вивчалися й температурні режими протікання процесу генерації метану. У 50–60-х роках значний вплив на розвиток досліджень у галузі анаеробної ферментації мало масове будівництво станцій очищення стічних вод. Так, тільки у Німетчині в 1951 році працювало 48 заводів з переробки стічних вод, що виробляли 26 млн м3 біогазу на рік [Талавиря та ін., 2012].

Вирощування плантацій швидкоростучих дерев давно та широко використовується для забезпечення потреб меблевої, деревообробної, целюлозо-паперової промисловості. Однак інтерес до використання деревини та відходів її переробки для продукування енергії простимулювала нафтова криза 1973 року: разом з нафтовим ембарго різко зросла ціна на нафту [Vávrová et al., 2017]. Особливо гостро це відчули країни, що мали значний дефіцит власних корисних копалин (Швеція, Нідерланди) [Chitadze, 2012; Verwijst et al., 2013], та розпочали дослідження на придатність верби до використання як біопалива [Dawson, 1992; Mangan, 1997; Lindegaard et al., 2011]. Перші дослідження показали, що при вирощуванні рослин на маргінальних землях можна отримати високі врожаї, і комерційне вирощування енергетичних плантацій почало розвиватися. Перші комерційні плантації верби були закладені в Швеції в 1981 р., а перший механізований плантатор був розроблений в 1986 р. [Larsson, 1998; Verwijst et al., 2013].
Введення в 1988 р. в Європейському союзі Єдиної сільськогосподарської політики (Common Agricultural Policy) призвело до диверсифікації використання сільськогосподарських угідь та зростання площ, зайнятих енергетичними плантаціями короткої ротації [Dawson, 1992]. Проведення Саміту Землі в Ріо-де-Жанейро в 1992 році та підписання Кіотського протоколу в 1997 році [UNCED, 1992; Centre for Our Common Future, 1994; UNFCCC, 1997], спрямоване на зменшення кількості викидів парникових газів в атмосферу, також стало вагомим стимулом для розвитку комерційного вирощування енергетичних плантацій. 

Протягом усього часу розвитку сектору плантаційного лісівництва з коротким циклом ротації було проведено значну кількість програм по вирощуванню та селекції енергетичних культур в країнах Європи (Швеції, Великобританії, Італії, Бельгії, Німеччині, Польщі та Іспанії [Lindegaard et al., 1997; Larsson 1998; Karp et al.2011; Isebrands and Richardson 2014], в ході яких було отримано нові високопродуктивні та стійкі до хвороб сорти [Danfors et al. 1998; Lindegaard et al. 2011; Dawson, 2007] та розроблено ефективні технології посадки, вирощування і збирання рослинної біомаси [Spinelli et al. 2008, 2009; Schweier et. al., 2012; Henriksson et. al., 2015, Lindegaard et al., 2016]. 
1.2  Біомаса тополь та верб - джерело біопалива

Деревна біомаса є ефективним відновлюваним джерелом енергії з відносно високим потенціалом застосування. Енергетична стратегія країн Європейського Союзу передбачає широке використання енергії з відновлюваних джерел. Згідно Директиви 2009/28/ЄС в країнах ЄС заплановано підвищення частки альтернативної енергії в усьому енергоспоживанні до 20 % до 2020 року. Країни ЄС щорічно використовують 118 млн т умовного палива у вигляді біомаси [Sustainable development in the European Union, 2011]. Основним видом біомаси, яку використовують в Європейському союзі, є тверда біомаса. Її частка в загальному обсязі споживання становить близько 70 % [Гелетуха та ін., 2014]. Найбільші успіхи у використанні твердої біомаси досягнуті в секторі теплової енергетики, де біомаса забезпечує майже 16 % загального обсягу енергогенерації, що відповідає третьому місцю після природного газу (43 %) та вугілля (28,5 %). Внесок твердої біомаси в секторі електроенергії Європейського Союзу скромніший – 4 % загального обсягу генерації. В окремих країнах цей внесок істотно вище: у Фінляндії з твердої біомаси виробляється 15,3 % загального обсягу електроенергії, в Данії – 12,4 %, у Швеції – 7,7 %, в Австрії – 6,9 % [Гелетуха та ін., 2014].
При цьому в Україні частка відновлюваної енергії в загальному енергобалансі складає лише 0,5 % [Дубневич, 2012]. Однак, в цьому контексті наша держава має великі потенційні можливості, адже вона є агропромисловою країною, яка має величезні незадіяні ресурси [Коломійченко та ін.., 2014]. Економічно доцільний енергетичний потенціал біомаси в Україні складає близько 20-25 млн. т у.п./рік [Гелетуха та ін., 2014]. Основними складовими цього потенціалу є відходи сільськогосподарського виробництва (солома, стебла кукурудзи, стебла соняшнику і т.п.) – більше 11 млн. т у.п./рік та плантації енергетичних культур – близько 10 млн. т у.п./рік [Гелетуха та ін., 2014].
Плантаційне лісовирощування (створення короткоротаційних плантацій) - спеціалізоване лісогосподарське виробництво, яке базується на вирощуванні певних видів деревної сировини з наперед запланованими параметрами у більшій кількості та у коротші строки, порівняно з традиційним лісовирощуванням, за рахунок використання високопродуктивних форм деревних порід і застосування раціонального комплексу агротехнічних, лісівничих та лісозахисних заходів їх вирощування [Королева, 2012; Фучило, 2005]. Особливо актуальним запровадження плантаційного господарства є на землях малопридатних або непридатних для сільськогосподарського використання, яких в Україні налічується близько 10 млн га [Кравчук, 2013]. 

У середніх широтах для плантаційного лісовирощування добре підходять верби та тополі – як "чисті" види, так і їхні гібриди [Ониськів та ін., 2003]. Верба - рослина з дуже високим приростом маси (в 14 разів більшим, ніж ліс, що росте природним шляхом). Середній щорічний приріст врожаю з одного гектара може становити 12-20 т деревини.

Вагомою перевагою тополь та верб порівняно з такими енергетичними культурами як кукурудза або цукрова тростина є те, що вони не є їстівними. Європейська комісія внесла пропозицію щодо обмеження внеску традиційних сільськогосподарських культур у виконання мети 2020 року з відновлюваних джерел енергії до 5 %, оскільки стурбована можливою появою негативного впливу від зміни призначення землекористування, викликаного виробництвом моторних біопалив [Гелетуха та ін., 2014]. За даними на 2013 рік до 99 % моторних біопалив в країнах ЄС вироблялося з традиційних сільськогосподарських та харчових культур [Allen, 2014]. 
Також до переваг цих двох видів дерев відносять: невелике навантаження на довкілля в процесі їх вирощування, отримання біомаси в зимовий період та наявність відпрацьованої на промисловому рівні технології виробництва енергії, зокрема теплової. Обидва види деревини характеризуються в декілька разів більшим приростом маси за одиницю часу у порівнянні з приростом маси природних лісів [Забарний та ін., 2010].

Створення короткоротаційних плантацій давно практикується в Європі та світі. За даними 2011 року загальна площа, зайнята лігніноцелюлозними енергокультурами в ЄС становить близько 130-140 тис га [Гелетуха та ін., 2014]. Найбільші площі енергетичних культур закладено в таких європейських країнах, як Норвегія, Данія, Німеччина, Австрія, Польща та Швеція [Кравчук, 2013].

В Швеції за останні 30 років енергетичні плантації верби та тополі набули великої популярності. Поштовхом для цього стали нафтові кризи 1973 та 1979 років [Соловій, 2009]. Сьогодні політика держави націлена на досягнення незалежності Швеції від імпортних енергоносіїв. Вирощену на енергетичних плантаціях деревину збирають та використовують в місцевих системах опалення на заводах для комбінованого виробництва теплової та електроенергії [Гринюк, 2010]. Плантації тополі волосистоплідної та дельтоподібної, а також їхніх гібридів, створені на площі кількох сотень гектарів, показали високий рівень продуктивності [Соловій, 2009]. Площі зайняті насадженнями тополі та верби в Швеції становлять понад 11,5 тис. га; Німеччині та Польщі – близько 9 тис. га; Данії та Італії – понад 8,5 та 6 тис. га відповідно [European Bioenergy Outlook, 2013], а потенціал розширення біоенергетичних плантацій у Швеції оцінюється в 0,5-1 млн га [Verwijst, 2001].

Комерційне вирощування тополиних плантацій в Канаді та США розпочали ще в 1980-х роках [Соловій, 2009]. Досліджувані гібриди показали високі темпи росту. Період ротації цих плантацій становив 6 років, щорічний врожай досягав 10-15 т сухої деревини на гектар [Turhollow, 1994; Kaltschmitt, 2002].
Якість біопалива обумовлена трьома етапами, які проходить біомаса енергетичного призначення: вирощування; збирання і переробка; спосіб енергетичного використання. До факторів, що впливають на етапі вирощування біомаси, можна віднести вибір виду і сорту культурної рослини, її стан за стиглістю, ґрунтово-кліматичні умови, технологію і технічні засоби вирощування, наявність добрив та засобів захисту рослин і стан атмосферного повітря. В залежності від виду енергетичної культури процес вирощування має свої характерні особливості. На другому етапі вплив визначається характером застосовуваних індивідуальних операцій при збиранні та переробці біомаси на деревну тріску, пелети, гранули чи брикети, що в остаточному підсумку обумовлює фізико-хімічні характеристики біопалив. Спосіб енергетичного використання є комплексною взаємодією між властивостями біопалива і пристроєм для спалювання [Забарний та ін., 2010]. При правильному виборі способу генерації енергії з біомаси можна не тільки отримати більшу кількість енергії з одного і того ж палива, а й зменшити навантаження на оточуюче середовище та знизити кількість шкідливих викидів.

Плантації верби залишаються продуктивними 20-30 років, при цьому біомасу можна збирати кожні 2-3 роки. Середня продуктивність верби становить 10-12 т сухої маси з га за рік [Trybush, 2012], при цьому вона є максимальною на 2-5 ротації. За даними деяких авторів, при особливо сприятливих умовах продуктивність може досягати 30-40 т сухої маси з га за рік. Ступінь виснаження землі вербою в 3-5 разів нижче, ніж зерновими культурами, до того ж близько 60-80 % поживних речовин повертаються в землю разом з опалим листям [Гелетуха та ін., 2014].

Закладання плантацій верби доцільно проводити ранньою весною, відразу після морозів, оскільки в цей період вологість ґрунту є найбільш сприятливою. Посадка може виконуватися вручну або механізовано на глибину близько 90% від довжини живця. При ручній посадці використовують живці завдовжки близько 20 см, при машинній – пагони довжиною 1,5-2 м ріжуть в процесі посадки машинним способом на живці 18-20 см. Товщина живців становить 8-12 мм. Занадто тонкі живці легко ламаються під час садіння і гірше переносять недостатню вологість на початкових етапах росту [Толстушко та ін, 2014].

Ґрунт має бути підготовлений – зораний, прокультивований і очищений від бур'янів, з рН 5,5-6,5. У перший рік особливу увагу слід приділяти контролю бур'янів, поки кущі культури ще не зімкнуться. В цей час азотні добрива вносити не рекомендують у зв'язку з необхідністю розвитку кореневої системи рослин. Також мінеральне підживлення в перший рік вирощування може стати причиною значного росту бур’янів. У наступні роки підживлення доцільно вносити частинами в період початку вегетації та інтенсивного росту. При 3-річному циклі збору врожаю і продуктивності 10 т сухої маси з гектара на рік можна орієнтуватися на наступні норми внесення добрив: азот 150 кг/га, фосфор 45 кг/га, калій 90 кг/га, кальцій 120 кг/га, магній 30 кг/га (один раз на три роки після зрізання) [Гелетуха та ін., 2014]. На бідних ґрунтах норма внесення добрив повинна бути збільшена на 30-40 % до досягнення середніх показників родючості ґрунту. 

У Великобританії вербу рекомендують висаджувати у подвійні рядки на відстані 1,5 м між кожним набором рядків; з відстанню 75 см між рядками, що формують пари; та відстанню 60 см між рослинами. Щільність посадки за такою схемою становить 15 000 рослин на г [DEFRA, 2004].

Біомасу збирають по закінченню вегетації, переважно в зимовий період після опадання листя. З енергетичної точки зору найкращою є біомаса культури при 3-річному і більше циклі збору. До цього моменту діаметр стебел рослин становить близько 28-31 мм, висота – 5-6 м [Гелетуха та ін., 2014; Забарний та ін., 2010]. З однієї плантації при 3-річному циклі вирощування можна збирати біомасу 7-8 разів, після чого необхідно провести рекультивацію.

Тополя вирощується в подібних з вербою умовах за подібними технологіями, середня продуктивність становить 16-20 т сухої речовини на гектар [Spinelli, 2007]. Італійські дослідники рекомендують наступні технології вирощування:

1) З дуже короткою ротацією – збір біомаси вже після року вирощування. Рослини висаджують у вигляді подвійних рядків на відстані 1,8 м між подвійними рядками; відстань між рядками, що формують пару, становить 75 см; відстань між рослинами – 45 см. Щільність насадження рослин при такій схемі посадки становить близько 10000 живців на га. Діаметр стебла рослин на момент збирання біомаси досягає 2-3 см, іноді може становити 6-8 см.

2) З короткою ротацією. Період рубки - 2-3 роки, щільність насадження 6-7 тис на га. Рослини висаджують одиничними рядками, з відстанню у міжряддях в 3 м, відстань в рядку – 0,5-0,6 м. Товщина стебел при збиранні біомаси становить 10-12 см.

3) Середньоротаційні плантації. Період рубки - 5-6 років, щільність насадження – 1300-1700 живців на га. Рядки одиничні, з відстанню у міжряддях в 3 м, відстань в рядку –2-2,5 м. Товщина стовбура при збиранні біомаси - 15 см на висоті 1,3 м.

Термін існування плантації енергетичної тополі – 15-20 років. При 3-річному циклі вирощування за цей період можна зібрати 5-7 врожаїв. Ліквідація плантації є більш трудомісткою, ніж у випадку верби, оскільки тополя часто формує великий стрижневий корінь [Гелетуха та ін., 2014].

1.3 Біомаса тополь і верб як екологічно раціональне джерело енергії
Гарантування енергетичної безпеки є одним з пріоритетних завдань для створення нормальних умов функціонування всіх галузей економіки та забезпечення соціальної стабільності в державі. При цьому екологічна прийнятність енергетики є невід’ємною частиною поняття «енергетична безпека» [Прокіп, 2011]. У зв`язку з активним розвитком техносфери стрімко зростає негативний вплив на довкілля, що сприяє загостренню екологічної ситуації. Нераціональне використання земельних угідь спричиняє деградацію ґрунту [Бутило, 2015; Заєць, 2013]. Величезний удар для життєдіяльності планети наноситься глобальним вирубуванням лісів, в результаті чого невпинно зростає частка викидів парникових газів [Rytter, 2010]. Промислові та автомобільні викиди призводять до накопичення важких металів та загазованості повітря, що, внаслідок біоакумуляції в ґрунті, воді та рослинах, викликає ураження багатьох живих організмів через харчовий ланцюг [Hur, 2011].

Традиційні способи виробництва теплової та електричної енергії в котельнях та ТЕС супроводжуються різностороннім глобальним та локальним впливом на довкілля: викиди двоокису вуглецю (теплове забруднення), окису вуглецю, оксидів нітрогену та сірки, викиди канцерогенних вуглеводів [Цыганов та ін., 2012]. Невисокі димові труби у промисловій енергетиці, недосконалість обладнання та процесів спалювання, високий рівень зношеності основних фондів енергогенеруючих підприємств, відсутність виробництв газоочисного обладнання ще більше ускладнюють ситуацію [Долінський, 2006]. 

При спалюванні кам'яного вугілля найбільше утворюється оксидів азоту (18 г/Гкал), наступні за кількістю утворення оксиди сірки (5 г/Гкал), а потім тверді частинки (1,4 г/Гкал). При спалюванні бурого вугілля співвідношення основних речовин інше: максимум припадає на оксиди сірки (7,7 г/Гкал), далі йдуть оксиди азоту (3,4 г/Гкал), а замикають список тверді частинки (2,4 г/Гкал) [Коломійченко та ін., 2014].

Показники викидів оксиду сірки при спалюванні вугілля менші ніж, наприклад, при спалюванні мазуту, за винятком низькоякісного бурого вугілля. Специфічна тверда речовина - оксид ванадію - також виділяється при спалюванні вугілля. Величезну небезпеку несуть частки золи, що викидаються в атмосферу у вигляді твердих частинок і спричиняють радіаційне забруднення. 

Мазутне паливо також має вкрай серйозні наслідки для довкілля при його спалюванні. Перехід котлів на мазут істотно зменшує утворення золи, але практично не знижує викиди діоксиду сірки, оскільки мазути, що застосовуються в якості палива, містять від 1,2% і більше сірки. Димові гази, що утворюються при спалюванні мазуту, містять крім того оксиди азоту, газоподібні і тверді продукти неповного згоряння [Коломійченко та ін., 2014].

За екологічним критеріями природний газ є оптимальним паливом. У продуктах його згоряння відсутня зола. Однак при спалюванні природного газу істотно забруднюють атмосферу оксиди азоту. Також при неповному згорянні газу у викидах присутній монооксид вуглецю (СО). Тобто, традиційні види палива мають високий негативний вплив на навколишнє середовище.

Європейський Союз приділяє значну увагу питанням, пов’язаним з вирішенням екологічних проблем. Тенденції, що спостерігаються в Європі та світі, свідчать про наближення до «зеленої» економіки, яка направлена на підвищення енерго-екологічної ефективності виробництва та зменшення обсягів споживання енергоресурсів [Буркинський та ін., 2011]. Серед пріоритетних цілей політики ЄС у сфері навколишнього середовища виділяють такі: 

- збереження, захист і поліпшення якості навколишнього середовища; 

- охорона здоров’я населення; 

- розумне та раціональне використання природних ресурсів; 

- підтримка заходів на міжнародному рівні щодо вирішення регіональних або глобальних проблем навколишнього середовища, зокрема протидія зміні клімату [Шабардіна, 2015].

Деякі відновлювані джерела енергії демонструють необхідні безпеку та стабільність. Ще в 1981 році в Кенії відбулась Конференція ООН, на якій була прийнята «Світова програма дій по використанню нових і відновлювальних джерел енергії». Через десять років група експертів ООН проаналізувала стан справ в цій галузі і, використавши велику кількість матеріалів по всьому світу, дала оцінку екологічних наслідків використання різних видів нетрадиційних джерел енергії. Експерти ООН вказали також на необхідність дослідження дії установок відновлювальних джерел, пов’язаного не лише з виробництвом енергії, але і з виготовленням обладнання, в тому числі й з добуванням сировини для нього. Саме на цьому етапі в багатьох випадках можуть проявитись найбільш суттєві негативні екологічні наслідки відновлювальних джерел енергії. Також, при оцінці екологічних переваг і недоліків відновлювальних джерел енергії необхідно враховувати потужність установок генерації енергії, від якої залежить ступінь впливу на навколишнє середовище. Установки малої потужності практично безпечні в екологічному відношенні, позитивний ефект від їх експлуатації набагато вищий можливої екологічної шкоди [Шлемко та ін., 1997]. Найменше недоліків спостерігається при використанні біопалива та біомаси. 

Протягом 2012 р. в атмосферу України надійшло 6,8 млн. т забруднюючих речовин від стаціонарних та пересувних джерел забруднення. У сумарній кількості забруднюючих речовин викиди метану та оксиду азоту, які належать до парникових газів, становили відповідно 894,9 та 14,6 тис.т. Крім цих речовин, у атмосферу в 2012 р. стаціонарними та пересувними джерелами було викинуто 232,0 млн.т діоксиду вуглецю, який також впливає на зміну клімату [Колєнов, 2013]. 

Після ратифікації Україною вимог Кіотського протоколу наша держава взяла на себе зобов’язання по зниженню викидів двоокису вуглецю. Основна екологічна фукнкція, яку забезпечують ліси, — стабілізація клімату, а саме поглинання СО2 і сонячної енергії. Вирощування енергетичних плантацій супроводжується інтенсивною фіксацією вуглекислого газу, що за експертними підрахунками еквівалентно 1760,0 млн. грн. [Динька, 2013] за виконання вимог Кіотського протоколу. Отже, крім очевидного позитивного екологічного ефекту використання деревного біопалива супроводжуватиметься значним економічним зиском. Річне спалювання енергетичної деревини (2,1 млн т умовного палива) зумовлює емісію в атмосферу близько 1,7 млн т вуглецю. При цьому депонування атмосферного вуглецю стовбурами та кореневими системами дерев у лісах України становить щорічно близько 11 млн т, тобто використання деревної маси, як енергетичної сировини, не зумовлює особливих застережень з погляду екології щодо суттєвого впливу на зміну вуглецевого балансу атмосфери [Лакида та ін., 2009]. Тобто при використанні деревини в якості джерела енергії реалізується нульовий баланс по вуглекислому газу: під час згоряння біомаси в атмосферу виділяється стільки вуглекислого газу, скільки було абсорбовано в процесі  фотосинтезу в період росту. При згорянні викопного пального, навпаки, звільняється вуглець, накопичений за мільйони років. 

Поряд зі зменшенням викидів вуглекислого газу при використанні твердого біопалива з деревини, відбувається зменшення викидів двоокису сірки. А це, в свою чергу, призводить до зменшення кислотних дощів і до зниження загибелі лісу. 

Придатність біомаси для спалювання головним чином залежить від виду біомаси, вологості, а також вмісту мінеральних і хімічних складових. З екологічної точки зору два останні елементи є небезпечними, оскільки під час спалювання вони можуть бути джерелом емісії в навколишнє середовище токсичних речовин або важких металів. Деревина вважається екологічно чистим паливом. Вона, в основному, складається з вуглецю, водню та кисню. Вміст азоту становить до 1 %, вміст сірки за різними літературними даними становить від 0,02 до 0,1 %. При згорянні деревних пеллет утворюється в 10 разів менше золи, ніж при спалюванні кам’яного вугілля, оскільки зольність деревини становить близько 1-2 %. Крім цього зола може використовуватися як добриво. Аналіз елементного та біохімічного складу зразків верби показало, що генотип з найвищим вмістом лігніну (27,13 %) має найбільшу зольність (2,88- 3,25 %). І навпаки - з найменшим вмістом лігніну (15,49 %) має мінімальну зольність (1,11-1,37 %) [Гелетуха та ін., 2014].
В порівнянні з біомасою сільськогосподарських культур (соломою), біомаса деревини містить меншу кількість азоту, сірки та хлору, а також основних елементів, що утворюють золу: кальцію, калію та магнію, а значить, є менш проблематичним паливом з технічної та екологічної точки зору. Крім того, кремній та калій, які входять до складу соломи, сприяють утворенню нагару на колосниках топок котлів, що ускладнює експлуатацію установок. В таблиці 1.1 наведена порівняльна характеристика викопних енергетичних ресурсів та деревини з екологічної точки зору.
Ті чи інші несприятливі фактори впливу на довкілля при спалюванні біомаси мають місце. Пряме спалювання деревини дає велику кількість твердих частинок та органічних речовин, однак, обсяги викидів є значно меншими, ніж при використанні викопних палив. Між тим, кількість викидів суттєво залежить від фізико-хімічних властивостей біопалива та коректним вибором технології енергоконверсії та обладнання. Спалювання біомаси вологістю 55-60 % не тільки значно зменшує вихід теплової енергії, а й порушує сам процес спалювання. Незадовільний перебіг спалювання збільшує емісію СО, NOx та токсичних речовин, а також кількість деревного вугілля в попелі. Дослідження свідчать, що при створенні створенні котлів для спалювання твердої біомаси існує необхідність детального врахування її основних характеристик [Забарний та ін., 2010]. 

Таблиця 1.1
Порівняльна характеристика викопних енергетичних ресурсів та деревини з екологічної точки зору [Дзядикевич, 2010; Цыганов та ін., 2012; Серьогін та ін, 2014].

	Вид палива
	Зольність

%
	Вміст сірки, %
	Викиди NOx (г/кВт·год)
	Викиди СО2

(г/кВт·год)

	Природний газ
	0
	0
	1,9
	205

	Кам’яне вугілля
	10-35
	1-3
	21
	200

	Мазут
	1,5
	1,2
	2,4
	280

	Деревні гранули (пелети, брикети)
	3,5
	0,1
	1,32
	0


Ризик забруднення навколишнього середовища при транспортуванні нафтопродуктів (від пробоїн у нафтоналивних танкерах), від аварій на газопроводах, електростанціях, в тому числі на АЕС, при використанні деревного біопалива повністю знімається. Зникає небезпека вибухів, аварій, витоку пального, шкідливих викидів від самозаймання. Вона просто мізерна в порівнянні з викопними видами палива.

Вирощування енергетичних плантацій розпочалося зі спроб використання деградованих та еродованих ґрунтів. Тополі та верби є, фактично, ідеальними рослинами для фіторемедіації, оскільки вони здатні рости в широкому діапазоні природних умов, мають глибші корені і більшу тривалість життя порівняно з трав’янистими рослинами. Ці дерева здатні до рекультивації виснажених земель за рахунок активного збагачення ґрунтів (близько 60-80 % поживних речовин повертаються в землю разом з опалим листям) [Гелетуха та ін., 2014]. Показано, що тополі можуть мінералізувати ряд шкідливих та канцерогенних речовин: галогенізованих вуглеводнів (карбону тетрахолрид, вініл хлорид, трихлоретилен, бензол, хлороформ), гербіцидів, пестицидів, важких металів (селен, свинець, кадмій, ртуть) та інших хімічних сполук з повітря, ґрунту та води. 
Технології генетичної трансформації розширюють можливості застосування тополь та верб для фіторемедіації грунтів [Hur, 2011]. Основними підходами при цьому є введення генів цитохромів та активація біосинтезу глутатіону, що сприяє біодеградації ксенобіотиків [Abhilash, 2009]. Доведено, що ефективність фіторемедіації у трансгенних рослин є набагато вищою у порівнянні з контрольними, наприклад: 79 % трихлоретилену поглинається трансгенними рослинами, порівняно з контрольними, які взагалі не здатні до його поглинання; 49 % вінілхлориду порівняно з 29 %; 40% бензолу порівняно з 13 % відповідно [Abhilash, 2009].

Однак існують проблеми щодо широкомасштабного використання трансгенних рослин для фіторемедіації, оскільки невідомі механізми детоксикації забрудників з рослинних тканин. Існує висока вірогідність того, що рослини можуть переміщувати ксенобіотики з ґрунту в повітря у їхньому незмінному вигляді. Також існує імовірність ураження природної флори через можливість їх схрещування з трансгенними рослинами. Активно ведуться дослідження стосовно вирішення даних проблем [Doty, 2007].

Особливістю верби є те, що вона може випаровувати з ґрунту велику кількість води. Таким шляхом можна вирішити проблему осушення ґрунтів з великим обсягом підземних вод або захистити землю від заболочування. Крім того, культура здатна абсорбувати великі кількості важких металів, радіонуклідів, токсичних сполук, що призводить до очищення забруднених ґрунтів і стічних вод (при поливанні плантації стічними водами), а високий коефіцієнт транспірації дощової води обмежує вимивання шкідливих речовин у ґрунтові води [Гелетуха та ін., 2014].
Перспективним напрямом експериментального дослідження збільшення продуктивності насаджень верби енергетичної є використання осаду стічних вод, оскільки країна потерпає від його надлишку на очисних станціях комунального господарства. Цим вирішуються дві проблеми – забезпечення відновлюваними енергетичними ресурсами та утилізація осаду стічних вод як джерела забруднення довкілля. Осад стічних вод відзначається високим вмістом основних агрохімічних показників, зокрема сполук гумусової природи, що дозволяє використовувати його на рівні з традиційними органічними добривами [Лопушняк та ін., 2014].
1.4  Порівняння енергетичних характеристик тополь і верб з викопними джерелами енергії
Світові запаси традиційних паливно-енергетичних ресурсів є скінченними та нерівномірно розподіленими по території земної кулі. За оцінками експертів, станом на 2009 рік, світові запаси нафти становили 165 трлн т, газу – 174 трлн тис м3, вугілля – 841 трлн т, урану – 18 096 т. За сучасних темпів енергоспоживання, ці запаси можуть бути вичерпані до 2144 року [Прокіп, 2011]. Скінченність мінеральних енергетичних ресурсів спонукає людство до пошуку технологій отримання та використання енергії з відновлюваних джерел.

За рахунок власного видобутку органічного палива потреби України можуть бути забезпечені лише частково: за рахунок нафти – на 10-12 %, природного газу – 20-25 %, вугілля – 85-90 % [Захарченко, 2011]. Нестачу ресурсів Україна змушена імпортувати, що робить її залежною від країн-імпортерів та їх цінової політики. 
Окрім незабезпеченості України достатньою кількістю мінеральних енергетичних ресурсів є ряд технічних передумов для переходу на відновлювані джерела енергії. Високий рівень зношеності основних фондів на об’єктах генерації теплової енергії (ТЕС, АЕС) та низький ККД обладнання обумовлює перевищення витрат палива в 3-4 рази [Фризоренко, 2013]. Проектний строк експлуатації майже всіх енергоблоків АЕС, що функціонують в Україні, закінчується вже в 2020 р. [Неклюдов, 2007]. Таким чином необхідність модернізації об’єктів енергетики є очевидною. 

Основною перевагою біопалива над своїми традиційними конкурентами: нафтою, вугіллям, газом і ядерним паливом, є можливість його природного поновлення, а також значне зменшення екологічного навантаження при його використанні. На деревину при виробництві енергії припадає найбільш високий відсоток використання економічно доцільного потенціалу – 80 %, тоді як для інших видів біомаси (за виключенням лузги насіння) цей відсоток на порядок нижчий [Забарний та ін., 2010]. 
Найбільш перспективним джерелом біопалива в Україні є деревина швидкорослих порід, зокрема тополь і верб на основі короткоротаційних плантацій. При підборі перспективних клонів, безсумнівно, найважливішими є оцінки ростових характеристик дерев за певних локальних умов вирощування [Kutsokon et al., 2015]. Клони тополь і верб, придатні для короткоротаційного вирощування, повинні характеризуватися швидким ростом на початкових етапах. 
За енергетичними характеристиками невисушений хмиз верби (вологістю 50 %) не відрізняється від зрубів некондиційної деревини, що використовується в регіональних котельнях для одержання тепла. Теплотворна здатність однієї тони верболозу становить близько 9 ГДж. Це майже стільки, скільки дає одна тонна брикетів з торфу. Таким чином, з одного гектара приросту верби можна отримати 40 МВт·год теплової енергії. Для забезпечення біопаливом 10 котелень потужністю 1 МВт протягом шести місяців необхідно 18720 тонн верби. Для вирощування такої кількості біомаси потрібно 930 га [Забарний та ін., 2010].

Найбільш важливою технологічною характеристикою біомаси, що використовується як тверде біопаливо, є її теплотворна здатність. Вона залежить від багатьох чинників: генетичних особливостей енергетичних рослин, умов збирання та зберігання біомаси, її вологості тощо.

Величина теплоти згоряння деревини тополі та верби становить 18-20 МДж/кг [Забарний, 2010], що за ефективністю може зрівнятися з теплотою згорання кам’яного вугілля – 15-25 МДж/кг [Дзядикевич, 2010] – единого викопного ресурсу, яким Україна забезпечена в достатній кількості. В табл. 1.2 наведено порівняльну характеристику теплотворних властивостей різних джерел енергії.
Теплотворна здатність суттєво залежить від вологості біомаси. Так, енергетична цінність деревини вологістю 50-60 % складає 6-8 МДж/кг, а після висушування до повітряно-вологого стану (10-20 %) вона зростає в 2 рази.

Таблиця 1.2 
Характеристика теплотворних властивостей енергетичної сировини [Забарний та ін, 2010; Дзядикевич, 2010]

	Вид палива
	Теплотворна здатність, МДж/кг

	Природний газ
	35-38 МДж/м3

	Кам’яне вугілля
	15-25

	Дизельне паливо
	42,5

	Мазут
	42

	Деревина
	17-20

	Торф’яні гранули
	10

	Солома зернових культур
	10,5

	Стебла кукурудзи
	12,5

	Стебла соняшника
	12,5

	Виноградна лоза
	14,2


Одним з напрямків приведення всіх показників деревної біомаси до оптимальних вимог одержання максимальної кількості енергії є технологічна переробка деревини шляхом брикетування та гранулювання [Голуб та ін.., 2014]. Їх теплотворна здатність складає 4,5 – 5,0 кВт/кг, що в 1,5 рази більше, ніж у звичайної деревини і вугілля. При спалюванні 2000 кг гранул виділяється стільки ж теплової енергії, як і при спалюванні: 3200 кг деревини, 957 м3 газу, 1000 л дизельного палива, 1370 л мазуту [Мироненко та ін.., 2011]. 

Таким чином, вирощуваня тополь та верб, як енергетично-цінних культур, має ряд позитивних особливостей, а саме: високий потенціал для очищення ґрунту від ряду небезпечних забрудників; одержання більш стабільного врожаю біомаси, оскільки він формується протягом кількох років; широке видове різноманіття порівняно з насадженнями польових культур, оскільки вирощування навіть короткоротаційних промислових тополиних плантацій має більш позитивний вплив на дикі види рослин і тварин порівняно з вирощуванням будь-яких інших сільськогосподарських культур; наявність великої кількості гібридів, що мають широкий спектр адаптацій [Мартенюк, 2009; Куцоконь, 2011].
1.5  Особливості культивування верби та тополі в культурі in vitro
Для більшості деревних порід рослин проблема вегетативного розмноження залишається відкритою внаслідок цілого ряду причин [Мельничук та ін., 2003; Кушнір та ін., 2005; Шевелуха и др., 2008]: 

· не всі породи рослин, навіть на ювенільній стадії розвитку, можуть розмножуватися вегетативним способом з потрібною ефективністю;

· практично не можливо розмножувати живцюванням велику кількість видів деревних порід віком старше 10 – 15 років;

· не завжди вдається отримати стандартний посадковий матеріал внаслідок  можливості накопичення та передачі інфекції;

· трудомісткість і складність операцій при розмноженні дорослих деревних рослин за допомогою щеплення; 

· неефективність розроблених технологій для отримання необхідної кількості генетично однорідного матеріалу протягом року. 

Для прискореного накопичення високоякісного посадкового матеріалу з метою створення плантаційних лісових насаджень (короткоротаційних плантацій) широкого використання набули методи мікроклонального розмноження рослин [Жигунов, 2013]. 

Мікроклональне розмноження - масове безстатеве розмноження рослин in vitro, при якому отримані особини рослин генетично ідентичні вихідному екземпляру рослин. В основі методу лежить унікальна здатність рослинної клітини реалізовувати притаманну їй тотипотентність [Мусієнко та ін., 2005]. 

Перші роботи з мікроклонального розмноження деревних рослин були опубліковані в 1959 році. вченим Готре, який показав, що камбіальні тканини верби здатні до калусогенезу in vitro. Але перші рослини – регенеранти осики, доведені до ґрунтової культури, були отримані лише в середині 60-х рр. Матесом [Тимофеева и др., 2012; Широков и др., 2012].

Цей метод має ряд переваг перед існуючими традиційними способами розмноження: отримання генетично однорідного посадкового матеріалу; звільнення рослин від нематод, бактерій, вірусів за рахунок використання меристемної культури, калусних ліній; високий коефіцієнт розмноження: 105-106 клонів за рік, порівняно з 5-100 клонів від однієї рослини традиційними методами; невелика кількість початкового матеріалу, можливість його зберігання в генетичних банках, в тому числі в культурі in vitro; скорочення тривалості селекційного процесу; прискорення переходу рослин від ювенільної до репродуктивної фази розвитку; ефективне розмноження рослин, які важко розмножуються традиційними способами; можливість проведення робіт в лабораторних умовах протягом усього року, а не тільки протягом вегетаційного періоду (незалежно від умов навколишнього середовища), можливість регулювання факторів середовища; мініатюризація процесу - економія площ, зайнятих маточними та розмножуваними рослинами; можливість автоматизації процесу вирощування, застосування промислових технологій отримання посадкового матеріалу [Мельничук та ін., 2003; Кильчевский, 2012; Широков и др., 2012].
1.5.1 Методологія мікроклонального розмноження деревних рослин

Існує кілька моделей мікроклонального розмноження, кожна з них має свої переваги і недоліки: 

1. Прямий морфогенез (активація існуючих меристем, утворення бруньок чи ембріоїдів):

а) індукція розвитку адвентивних пагонів безпосередньо з тканини експлантів - метод є дуже ефективним, всі ознаки зразка, який розмножується, повністю зберігаються.

б) розвиток пазушних пагонів, заснований на знятті апікального домінування - це найбільш надійний спосіб, що полягає у розділенні  отриманої маси пагонів на мікропагінці, які використовуються як вторинні експланти для повторення циклу розмноження. Додавання в живильне середовище речовин з цитокініновою активністю призводить до утворення пучків маленьких пагонів, пазушні бруньки дають початок новим паросткам. Вважається, що метод має мінімальний ступінь ризику для отримання однорідного потомства [Широков и др., 2012].

Рослини, отримані внаслідок активації існуючих меристем, характеризуються переважно високим значенням генетичної стабільності; в той час як рослинам, утвореним в результаті індукції бруньок або ембріоїдів, властива генетична мінливість. Тому регенерація з пазушних меристем є найпоширенішим типом мікроклонального розмноження рослин, але таке розмноження відбувається повільнішим шляхом [Мельничук та ін., 2003]. 

2. Непрямий морфогенез - отримання калусної тканини з наступною індукцією органогенезу - теоретично цей метод найбільш перспективний з точки зору коефіцієнта розмноження, проте, в процесі дедиференціації з'являється ризик отримати вегетативне потомство зі зміненою морфологією (неправильним жилкуванням листя, порушеним розташуванням листя, низькорослістю, потворністю і низькою життєздатністю) та втраченим морфогенетичним потенціалом. Саме тому рекомендується уникати тривалої калусної культури і вести обов'язковий цитологічний контроль рослин-регенерантів [Шестибратов, 2010; Тимофеева и др.., 2012; Широков и др.., 2012].

Деберг і Мейн виділяють кілька етапів мікроклонального розмноження [Кушнір та ін., 2005; Кильчевский, 2012]. На підготовчому етапі проводиться стерилізація рослинного матеріалу для введення в культуру in vitro, що забезпечує успішну проліферацію експланта, а подальше мікроклональне розмноження призводить до збільшення кількості пагонів. Для цього індукуються меристематичні центри, які розвиваються в бруньки чи пагони. На наступному етапі пагони подовжуються, індукуються і розвиваються корені. Завершальним етапом мікроклонального розмноження є перенесення вкорінених рослин в тепличні умови. 

На ефективність процесу мікроклонального розмноження має вплив ціла низка факторів, а саме: генетичних, фізіологічних, гормональних та фізичних.
1.5.2 Генетичні та фізіологічні фактори впливу на процес мікроклонального розмноження

Здатність до морфогенезу різна у різних органів однієї і тієї ж рослини, що визначається особливостями генотипу, тому при розробці технології мікроклонального розмноження конкретної культури необхідне всебічне дослідження морфогенетичного потенціалу рослини, метою якого є вибір оптимального виду розмноження [Тимофеева и др., 2012].

Фізіологічними чинниками є ті, що прямо впливають на поведінку експланта in vitro і визначають його здатність як до диференціювання і калусоутворення, так і до редиферинціювання та регенерації. До фізіологічних чинників відносять: вибір материнської рослини; вибір органу, що є вихідним матеріалом для виділення експланта; фізіологічний та онтогенетичний стан органу; пора року, коли був взятий експлант; розмір експланта; загальний стан рослини, з якої був взятий експлант. 

Тканини і органи, ізольовані в період вегетації рослин, характеризуються вищою чутливістю до складу поживного середовища і здатні активніше утворювати адвентивні бруньки, формувати пагони і вкорінюватися, в порівнянні з експлантами, взятими з рослин в період глибокого і вимушеного спокою [Мельничук та ін.., 2003; Тимофеева и др., 2012].
При виборі материнської рослини бажано, щоб вихідні рослини не були ушкоджені грибними, бактеріальними чи вірусними хворобами. Для забезпечення максимальної генетичної стабільності клонованого матеріалу і з метою уникнення появи аномальних рослин використовують молоді, слабко диференційовані тканини (кінчики стебел, бічні (пазушні) бруньки, зародки й інші меристемні тканини), а також молоді листки, черешки, суцвіття і т.д. [Мельничук та ін.., 2003]. Розмір експланта має дуже важливе значення: чим він менший, тим нижча його здатність до регенерації, однак при використанні крупних експлантів підвищується можливість появи вірусів та патогенів в їхніх клітинах, що перешкоджає оздоровленню тканин [Маркова, 2008].

Стерилізація є дуже відповідальним етапом. Рослинні тканини можуть самі по собі служити серйозним джерелом інфікування, оскільки на їх поверхні завжди знаходиться епіфітна мікрофлора. Тому обов'язково необхідне попереднє промивання водою з милом та ополіскування, з наступною стерилізацією в дезінфікуючих розчинах (сулема, спирт, гіпохлорит, діацид, твін-20, перекис водню і т.д.) [Цыренов, 2003]. Внутрішнє зараження експлантів буває набагато сильнішим, ніж поверхневе, тому іноді експланти попередньо обробляються фунгіцидами і антибіотиками проти грибної та бактеріальної інфекцій. 

Оздоровлення рослинного матеріалу від нематод, бактеріальних і грибних уражень при мікроклональному розмноженні здійснюється за рахунок поверхневої стерилізації експлантів невеликого розміру, їх асептичного перенесення на живильне середовище і субкультивування в умовах, що виключають подальше інфікування. Однак цього недостатньо для оздоровлення створеного мікроклональним розмноженням посадкового матеріалу від вірусів, віроїдів, мікоплазм. Саме вірусні хвороби є причиною втрати від 10 до 50 % врожаю культур, що розмножуються вегетативно. 

Одержання стійких проти вірусів сортів гібридизацією із стійкими дикими видами рослин - шлях довгий, і полегшується за допомогою генної інженерії. Створення безвірусного посадкового матеріалу багатьох рослин залишається актуальним завданням клітинної біотехнології. На сьогодні найефективніший засіб для досягнення цієї мети - культивування меристем стебла або органів стеблового походження, які, як правило, вільні від фіто- та ентомопатогенів [Мельничук та ін., 2003]. 

Окрім генетично-інженерних маніпуляцій, для створення безвірусного посадкового матеріалу використовують термотерапію (температура 37 оС, освітленість лампами денного світла 5000 лк, фотоперіод 14-16 год при відносній вологості в термокамері 90%) та хемотерапію (додавання до поживного середовища аналогу гуанозину – вірозолу (1β-Д-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3карбоксімід) з концентрацією 20-50 мг/л) [Тимофеева и др., 2012].
1.5.3 Гормональні фактори впливу на процес мікроклонального розмноження

Основні складові поживного середовища, необхідні для успішного росту клітин in vitro та регенерації, поділяють на п’ять класів: неорганічні макро- та мікроелементи, джерела вуглецю та енергії, вітаміни, відновлений азот, фітогормони [Мельничук та ін., 2003].

Відомо багато різних поживних середовищ, що успішно використовуються для мікроклонального розмноження: Мурасіге та Скуга, Лінсмайера і Скуга, Шенка і Хільдебрандта і т.д. [Маркова, 2008]. Найпоширенішим серед них є середовище Мурасіге-Скуга та різноманітні його модифікації. Особливістю цього середовища є висока концентрація неорганічного азоту, що є необхідним елементом. Реалізація морфогенетичного потенціалу рослин багато в чому визначається формою азоту та його концентрацією [Тимофеева и др., 2012].

Як джерело енергії зазвичай використовують сахарозу і глюкозу. Крім того, вуглеводи відіграють роль осморегуляторів під час регенерації, тому для різних видів рослин концентрація сахарози в середовищі різна (як правило, в межах 2—10 %). Вітаміни посилюють ріст калусу та диференціювання, при цьому найчастіше використовують тіамін, нікотинову кислоту та піридоксин. 

Концентрація та співвідношення фітогормонів (найчастіше - ауксинів і цитокінінів) у середовищі є визначальними для індукції органогенезу [Мельничук та ін., 2003]. Аналіз впливу фітогормонів на розвиток рослин роду Populus наведено у таблиці 1.3.

 Таблиця 1.3 
Аналіз впливу фітогормонів на розвиток рослин роду Populus
	Вид/гібрид
	Склад поживного середовища для регенерації
	Результат (поява пагонів/коренів)
	Склад поживного середовища для вкорінення
	Результат (поява пагонів/коренів)

	1
	2
	3
	4
	5

	Populus alba [Igasaki et al., 2002]
	MS солі

Вітаміни Гамборга В5

3 % сахарози

0,4 г/л геланової камеді

0,25 мг/л TDZ
0,05 мг/л 6-BA
	-
	½ MS солі

Вітаміни Гамборга В5

3 % сахарози

0,2 г/л активованого вугілля

0,4 г/л геланової камеді
	-

	Populus tremuloides [Cseke et al., 2007]
	WPM солі з WPM вітамінами
1,5 % сахарози
500 мг/л MES буферу (pH 5,6)

8 г/л гельриту чи фітагелю 

0,1 мг/л TDZ
	4-6 тижнів


	WPM солі з WPM вітамінами

1,5 % сахарози

500 мг/л MES буферу (pH 5,6)

6 г/л Гельриту чи Фітагелю
	3-4 тижні



	Populus deltoides,

P. trichocarpa × P.deltoides,

P. deltoides× P. nigra,

P. nigra× P.maximowiczii
[Meilan et al., 2007]
	MS солі

10 мкл ВА

10 мкл ZEA
1 мкл НОК

1,28 мкл MES (pH 5,8) 

0,3 % фітоагару чи 0,1 % гельриту
	2-3 тижні
	½ MS солі

0,1 мг/л ІМК (pH 5,8)

0,7 % агару
	1-2 тижні

	Populus nigra var. italicа [Nishiguchi et. al., 2006]
	20 мкл MES-КОН (рН 5,8)

MS солі
MS вітаміни
3 % сахарози
0,5 мг/л транс-зетаїну
0,1 мг/л BAP

0,8 % агар
	1-2 місяці
	20 мкл MES-КОН (рН 5,8)

½ MS солі

MS вітаміни

3 % сахарози

0,5 мг/л ІМК
0,02 мг/л НОК

0,6 % Фітагару
	4 тижні

	Populus x euroamericana “Guariento” [Wang et al., 2007]
	MS солі
1,0 мг/л ВА
0,05 мг/л НОК
рН 7,0
	2 тижні
	½ MS солі

0,02 мг/л ІМК
0,02 мг/л НОК

рН 7,0
	2 тижні

	Populus trichocarpa Nisqually-1 [Song et al., 2006]


	½ MS солі
MS вітаміни
100 мг/л Міоінозитолу
30 г/л сахарози

6,5 г/л агару

рН 5,7

0,01 мг/л ВА

0,132 мг/л TDZ
	20 днів
	½ MS солі

0,1 мг/л ІМК
100 мг/л Міоінозитолу

20 г/л сахарози

6,5 г/л агару

рН 5,7


	30 днів



	Populus trichocarpa Nisqually-1 [Ma et al., 2004]
	MS солі
MS вітаміни
200 мг/л L-глутаміну
30 г/л сахарози

3 г/л фітагару

2 г/л фітагелю

0,2 мкл TDZ
	3-4 тижні
	½ MS солі

0,5 мг/л ІМК
	30 днів


При високому співвідношенні цитокініни: ауксини відбувається розвиток пазушних меристем або утворення адвентивних бруньок, при низькому - індукується коренеутворення, а при середньому - відбувається проліферація калусу. Найчастіше у якості цитокінінів використовують: кінетин (6-фурфурил-метиламінопурин), БАП, зеатин; у якості ауксинів: НОК, 2,4-Д. 
Проте, як показано в роботах Мурасіге, надлишок цитокінінів викликає такі небажані для мікроклонального розмноження ефекти, як зміна морфології рослин, пригнічення проліферації пазушних меристем та зменшення здатності пагонів до вкорінення [Тимофеева и др., 2012]. Тому необхідно використовувати поживні середовища з мінімальною концентрацією цитокінінів, яка забезпечує достатню швидкість мікроклонального розмноження. Чергування циклів культивування на середовищах з низьким рівнем фітогормонів також допомагає уникнути токсичної дії цитокінінів [Мельничук та ін., 2003].

1.5.4 Фізичні фактори впливу на процес мікроклонального розмноження

Ріст і розвиток рослин залежать також від фізичних умов: консистенції середовища, pH, вологості, освітлення, фотоперіоду, температури, складу атмосфери і т.д. Встановлено, що в середньому для рослин оптимальними є величини: освітлення приблизно 1000 люкс, температура – 26 оС, вологість 60-70 %. Маніпулюючи цими факторами, розвиток калусних клітин або експлантів спрямовують на реалізацію певної видоспецифічної моделі розвитку (формування органів чи ембріоїдів) [Егорова и др., 2003; Мельничук та ін., 2003; Кушнір та ін., 2005]. 

Відмічено, що ріст і проліферація в культурі in vitro залежить навіть від розміру культурального посуду. Це пояснюється різною концентрацією кисню, оксиду вуглецю та етилену у посудинах різної місткості. Відомо, що пагони більшості деревних культур краще проліферують у колбах на 200-250 мл [Кушнір та ін., 2005].

Таким чином, мікроклональне розмноження є новим перспективним способом вегетативного розмноження рослин, що дозволяє отримувати генетично однорідний, оздоровлений посадковий матеріал, скоротивши терміни селекційного процесу. У багатьох країнах світу індустрія мікроклонального розмноження поставлена на потокову промислову основу і представлена десятками активно функціонуючих підприємств.

У нашій країні також ведуться інтенсивні роботи з мікроклонального розмноження рослин, і в даний час кілька науково-дослідних інститутів України розробляють і вдосконалюють методи розмноження in vitro та оздоровлення різних декоративних, плодових, ягідних, овочевих, кормових та деревних культур.

1.6 Солестійкість тополь та верб

Нераціональний вплив людини на ґрунти часто призводить до негативних непередбачуваних наслідків, одним з яких є засолення. Станом на 2013 рік в Україні налічувалося 4,7 млн. га солонцюватих та засолених ґрунтів, що становить 14,3% площі сільськогосподарських угідь [Макєєва, 2013]. Крім засолення угідь, існує також проблема засолення ґрунтів у містах, спричинена ненормованим внесенням у довкілля високих концентрацій технічної солі NaCl, що використовують як засіб боротьби проти ожеледиці в зимовий період. Іони Na+ (рухома форма) при кризових концентрацiях у ґрунтi й фiтомасi дерев (корiння, листки, кора) є агресивними фiтотоксикантами i основними чинниками некротизацiї листяного покриву крони та дефолiацiї дерев у лiтнiй перiод, що є вагомою проблемою для деревних насаджень [Луцишин, 2016].
Чутливість рослин до засолення залежить як від хімічної природи солей, так і від їх концентрації в ґрунті. Засолення ґрунтів викликане переважно катіонами Na+, Mg2+, Ca2+ та аніонами Cl-, S2- і CO32- [Строганов, 1973]. Таким чином, розрізняють карбонатний, хлоридний, сульфатний, сульфатно-хлоридний, хлоридно-сульфітний та змішаний типи засолення, з яких найбільший негативний вплив має засолення хлоридами. Йони хлору легко проникають в клітини рослин та накопичуються в них. Також вчені зазначають, що на солестійкість рослин значно впливають мікроорганізми ризосфери [Polle et al., 2015]
Cтійкість рослин до засолення може суттєво змінюватися не тільки для різних видів рослин, але і для різних клонів одного виду [Chen et al., 2010]. В умовах лабораторної культури на солестійкість рослин може впливати склад живильного середовища, зокрема, кількість наявних в ньому цукрів [Деркач, 2013].

Тополі та верби – це культури, що характеризуються швидким ростом та широким спектром адаптацій до умов довкілля. Проростки тополь здатні переживати як раптові літні повені, так і посушливі, високотемпературні умови, що дозволить успішно використовувати їх в майбутньому при прогнозованих змінах клімату, які нерідко спостерігаються вже зараз. При цьому за оптимальних умов, зокрема, достатнього зволоження, можна очікувати навіть зростання продуктивності короткоротаційних енергетичних плантацій [Kutsokon, 2015]. Хоча ці рослини не є галофітними, деякі види відносно солестійкі. Вирощування їх на засолених територіях матиме не лише екологічний ефект оздоровлення ґрунту, важливе значення для озеленення міста, але й може принести економічний прибуток зокрема, на ділянках, виключених з сільськогосподарського використання внаслідок їх засоленості [Pszczołkowska, 2012]. 
Генетична трансформація є високоефективним методом для підвищення солестійкості тополь [Lagrimini et al, 1997; Jouve et. al, 2004]. Так ген марганець супероксиддисмутази, одержаний з Tamarix androssowii (TaMnSOD) – пустельної рослини, яка витримує значне засолення – було перенесено в геном тополі P. davidiana x P. bolleana. Такі трансгенні тополі значно краще переживали сольовий стрес, викликаний хлоридом натрію, порівняно з рослинами дикого типу [Wang et al, 2010]. Трансформація P. tomentosa геном фосфоліпази Dα Arabidopsis thaliana (AtPLDα) також підвищувала стійкість рослин в умовах посухи та засолення [Zhang et al, 2008]. Ген mtlD, що кодує манітол-1-фосфат дегідрогеназу – фермент, необхідний для біосинтезу маніту з фруктози, – перенесено з використанням агробактерій в геном P. tomentosa Carr. Такі трансгенні рослини виявляли високу стійкість до засолення як в культурі in vitro, так і в умовах гідропоніки [Hu et al, 2005]. На основі багаточисельних експериментів розроблена комплексна база даних для вивчення солестійкості та геноміки тополь [Ma et al, 2015], що є важливим інструментом молекулярно-генетичних досліджень. 
1.7  Основні напрямки генетичної трансформації тополь
Традиційні методи селекції, засновані, головним чином, на статевій гібридизації та відборі, дозволяють отримувати нові генотипи рослин. Вони забезпечують отримання величезного числа сортів і гібридів сільськогосподарських культур, в тому числі шедеврів селекції. Класичні методи селекції і надалі становитимуть основу отримання нових сортів, але методи генетичної трансформації здатні суттєво розширити можливості отримання ліній з покращеними сільськогосподарськими характеристиками.
Тополя є не лише важливою рослиною для лісівництва, але й модельним деревним видом. Це обумовлено її швидкорослістю з відносно коротким життєвим циклом, легкістю розмноження, задовільністю якості деревини та невеликим розміром геному, який лише в чотири рази перевищує геном арабідопсису. Створення трансгенних ліній тополь з бажаними властивостями є надзвичайно важливими для промисловості. Основні напрямки вдосконалення фенотипів тополь методами генетичної інженерії пов’язані зі створенням стійкісті до біотичного та абіотичного стресів, гербіцидів, модифікацією якості деревини (зниження або модифікація вмісту лігніну), фіторемедіацією, прискоренням росту, зміною морфології рослин [Куцоконь Н.К, 2011].

Тополі здатні рости в широкому діапазоні природних умов, мають глибші корені і більшу тривалість життя порівняно з трав’янистими рослинами, тому ці рослини рослини широко застосовують при фіторемедіації. Проведена значна кількість експериментів, які показують, що тополі можуть мінералізувати низку шкідливих та канцерогенних речовин: галогенізованих вуглеводнів (карбону тетрахолрид, вініл хлорид, трихлоретилен, бензол, хлороформ), гербіцидів, пестицидів, важких металів (селен, свинець, кадмій, ртуть) та ін. хімічних сполук (атразин (2-хлор-4-(етиламін)-6-(ізопропіламін) -s-триазин) з повітря, ґрунту та води. Використання технологій генетичної інженерії суттєво розширює можливості для застосування тополь для фіторемедіації. Основними підходами при цьому є введення генів цитохромів та активація біосинтезу глутатіону, що сприяє біодеградації ксенобіотиків [Abhilash et al., 2009; Bittsansky et al, 2009; Hur et al, 2011].

Доведено, що ефективність фіторемедіації у трансгенних рослин є набагато вищою у порівнянні з контрольними. Дослідження показали, що трансгенні рослини здатні поглинати 79 % трихлоретилену, в той час як контрольні не мали такої здатності. Трансгенні рослини поглинали 49 % вінілхлориду та 40 % бензолу порівняно з 29 % та 13 % у контрольних рослин [Abhilash et al., 2009].
Однак існують проблеми, щодо широкомасштабного використання трансгенних рослин для фіторемедіації, так як невідомі механізми детоксикації забрудників з рослинних тканин. Існує висока вірогідність того, що рослини можуть переміщувати ксенобіотики з ґрунту в повітря у їхньому незмінному вигляді. Також існує велика імовірність ураження природної флори через можливість їх схрещування з трансгенними рослинами. Активно ведуться дослідження стосовно вирішення даних проблем [Doty et al, 2007; Abhilash et al., 2009]. 

РОЗДІЛ 2 МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
2.1  Характеристика об’єктів дослідження
Об’єктами дослідження були клони тополі (Populus sp.) та верби (Salix sp.) переважно української селекції. Усього під час сортовипробування було досліджено 24 клони тополь та 10 клонів верб. Для порівняння ступеня солестійкості рослин в in vitro культурі було також досліджено клон гібридної осики ‘INRA 717-1В4’, що є модельним лабораторним клоном. Походження клонів наведене в таблиці 2.1. Живці рослин були отримані в Українському науково-дослідному інституті лісового господарства та агролісомеліорації ім. Г.М. Висоцького (м. Харків) та Національному ботанічному саду ім. М.М. Гришка НАН України (м. Київ) під час співпраці в рамках цільової комплексної програми наукових досліджень НАН України «Біологічні ресурси і новітні технології біоенергоконверсії» (2013-2017 рр., проект №13-17).

Таблиця 2.1.
Походження клонів тополь та верб

	Клон
	Походження

	Тополі

	‘Боллє’
	Populus bolleana Louche

	‘Градізька’
	P. nigra × P. deltoides

	‘Дельтоподібна’
	P. deltoides Marsh. ssp.

	‘Китайська ×  Пірамідальна’
	P. simonii × P.pyramidalis

	‘Робуста-16’
	P. nigra × P. deltoides

	‘Тронко’
	P. euroamericana

	‘Мобільна’
	Populus sp.

	‘Лубенська’
	P. piramidalis × P. trichocarpa

	‘Гулівер’
	P. deltoides

	‘Слава України’
	Populus sp.

	‘Новоберлінська-3’
	P. pyramidalis × P. laurifolia

	‘Стрілоподібна’
	P. euramericana (Dode) Guinier × P. pyramidalis

	‘Новоберлінська-7’
	P. pyramidalis × P. laurifolia

	‘Перспективна’
	P. euroamericana cv. “Regenerata” × P. lasiocarpa Oliv

	‘Келібердинська’
	P. nigra × P. deltoides

	‘Ноктюрн’
	P. trichocarpa  × P. lasiocarpa Oliv.

	‘Канадська ×  Бальзамічна’
	P. deltoides Marsch. × P. balsamifera L

	‘Івантіївська’
	P. suaveolens Ficsh × P. berolinensis Dippel

	‘Волосистоплідна’
	P. trichocarpa Torr. Et Gray

	‘Константа’
	Populus sp.

	‘Торопогрицького’
	P. deltoides × P. piramidalis 

	‘Львівська’
	P. euramericana cv. “Regenerata” x P. trichocarpa

	‘Роганська’
	P. simonii f. fastigiata

	‘Дружба’
	P. trichocarpa × P. laurifolia 

	‘INRA 717-1B4’
	P. tremula × P. alba

	Верби

	‘Мавка’
	Salix alba × Salix fragilis

	‘Лукаш’
	S. alba × S. fragilis

	‘Лісова пісня’
	S. alba × S. fragilis

	‘Олімпійський вогонь’
	S. alba × S. fragilis

	‘Печальна’
	S. alba × S. fragilis

	‘Прибережна’
	S. alba × S. fragilis

	‘Вінницька’
	Salix sp.

	‘Верба на біомасу’
	Salix sp.

	‘Житомирська-1’
	Salix sp.

	‘Житомирська-2’
	Salix sp.


Більшість з досліджених клонів належить до української селекції (Дружба, Львівська, Ноктюрн, Новоберлінська, Роганська, Стрілоподібна, Мавка, Лукаш, Лісова пісня). Масштабні роботи з гібридизації і виведення цих клонів були проведені  в 70-80х роках ХХ століття командою вчених під керівництвом Н. В. Старової [Старова Н. В., 1980]. Багато з них були висаджені у лісосмугах для дослідження технологічних параметрів деревини. Однак всі ці дослідження передбачали довгоротаційний період вирощування рослин (від 20 років) та використання деревини в лісозаготівельній та паперово-обробній промисловостях. У даному ж дослідженні проводили сортовипробування данних клонів з метою оцінити їх доцільність та перспективність вирощування у короткоротаційних плантаціях (строком 3-5 років) для забезпечення сировиною галузь відновлюваної енергетики.

2.2 Природно-кліматичні умови

Сортовипробування клонів на ефективність їх вирощування в енергетичних плантаціях проводили на територіях ДП «Харківська лісова науково-дослідна станція» (Данилівський ДДЛГ), що знаходиться на відстані 15 км від м. Харків, та Національного ботанічного саду ім. М.М. Гришка НАН України, м. Київ.

Клімат Харкова помірно-континентальний, з холодною зимою і тривалим, часом посушливим, жарким літом. Середньорічна температура становить +8,1◦С, при цьому середня літня – (+21◦С), а зимова – (-7◦С). Річна кількість опадів – 517 мм. Випаровуваність зазвичай перевищує опади, особливо влітку. Загалом, зволоження міста є недостатнім, а атмосферна посуха – порівняно часте явище та може виникати неодноразово протягом року.

В області переважають черноземні ґрунти, в долинах річок – дерново-мало-підзолисті, лучно-чорноземні, болотні та інші. Загалом ґрунтово-кліматичні умови Харківщини стприятливі для вирощування зернових та технічних сільськогосподарських культур. 
Клімат Києва також є помірно-континентальним, але при цьому характеризується більш м’якою тривалою зимою та теплим вологим літом. Середньорічна температура тут становить +8◦С, при цьому середня літня – (+19,3◦С), а зимова – (-5.6◦С). Річна кількість опадів в Києві трохи більша – 650 мм. 
2.3 Створення випробних ділянок тополь та верб в польових умовах та в умовах поливного розсадника

Навесні 2014 року на території ДП «Харківська лісова науково-дослідна станція» за участю колективу лабораторії біофізики сигнальних систем ІКБГІ спільно із співробітниками Українського науково-дослідного інституту лісового господарства та агролісомеліорації (УкрНДІЛГА) було закладено сортовипробувальну ділянку для дослідження продуктивності 10 клонів тополі (‘Константа’, ‘Торопогрицького’, ‘Градізька’, ‘Гулівер’, ‘Львівська’, ‘Роганська’, ‘Новоберлінська-3’, ‘Стрілоподібна’, ‘Дружба’, ‘Слава України’, ‘Волосистоплідна’) та 3 клонів верби (‘Прибережна’, ‘Олімпійський вогонь’, ‘Лісова пісня’) при 3-річному ротаційному циклі. Випробування включало дві схеми посадки - одиничними (1,5 х 1,5 м) та подвійними рядками (1 х 1 м, відстань між парою рядків – 2 м). Сорти в кожній схемі було висаджено в 3-х повторностях по 14 рослин кожна. Таким чином, загалом було висаджено майже 1200 рослин на ділянці площею 0,30 га.
Дослід закладали стебловими живцями довжиною 20-25 см і товщиною у верхньому зрізі 0,8–1,2 см. Верхній зріз виконували на 1–2 см вище бруньки, нижній – навскіс безпосередньо під брунькою. Живці отримували з прутів, які взимку заготовлювали співробітники УкрНДІЛГА на кількох лісових науково-дослідних станціях та зберігали їх у льодовні до посадки. Протягом весняно-літнього періоду поливу ділянки не проводили.

Інша ділянка була закладена навесні 2015 року в умовах поливного розсадника в Науціональному Ботанічному саду НАН України ім. М.М.Гришка (НБС) (м. Київ), де було висаджено колекцію швидкорослих дерев, яка включає 19 клонів тополь та 10 клонів верб, більшість з яких були отримані в УкрНДІЛГА. Живці висаджували за схемою 0,5 м × 1,0 м. Технологія посадки живців була аналогічна до тієї, яку використовували для досліду в Харківській лісовій науково-дослідній станції. Полив ділянки протягом першого весняно-літнього сезону виконували щотижня.

2.3.1 Оцінка росту та розвитку рослин
Річний облік проводили в жовтні, після завершення вегетаційного періоду. Вимірювали товщину пагонів (см), їх висоту (см) та кількість пагонів на рослину. Якщо рослина мала кілька пагонів, ростові показники вимірювали для найбільш розвиненого з них. У кожного клону відбирали по 3 рослини для оцінки приросту біомаси та енергетичних показників деревини.

2.3.2 Визначення біоенергетичних показників біомаси експериментальних  клонів дерев та розрахунок продуктивності сортовипробних ділянок
Для визначення теплоти згорання тополь та верб було використано рослинну біомасу, отриману на дослідній короткоротаційній плантації у м. Харкові, по закінченню першого вегетаційного сезону. Зрізані зразки висушували природним шляхом при кімнатній температурі протягом 2-3 місяців. Після висихання гілочки були зважені на аналітичних вагах з точністю ±0,001 г. Наступним етапом було подрібнення нижніх потовщених частин стебла, довжиною 5-7 см, за допомогою лабораторного млинка до стану тирси. Далі подрібнену деревину поміщали в металеві бікси, окремі для кожного клону рослин. Теплотворну здатність дослідних зразків визначали у калорифері типу ІКА С200. Дана операція базувалася на спалюванні наважки подрібненої сухої біомаси в атмосфері кисню та поглинанні тепла, що виділилося, водою у камері калориметрі. Спалювання здійснювалося у калориметричній бомбі, що являє собою циліндричну товстостінну склянку зі стальною кришкою, яка загвинчується на щільну різьбу. Теплоту згорання деревини визначали в ккал/кг і потім перераховували в МДж/кг. 
Для аналізу брали усереднену пробу з біомаси трьох рослин одного клону. Експериментальне визначення теплоти згорання біомаси проводили на обладнанні та за участю співробітників відділу нових культур НБС.
Розрахунок продуктивності та енергетичних еквівалентів сортовипробувальної ділянки в м. Київ (на 1 Га) проводили виходячи із середньої продуктивності однієї рослини за біомасою (г), оптимальної густоти насадження рослин (0,5 м х 1 м), кількості рослин на 1 Га (20000) та експериментально визначеної теплоти згорання. Для розрахунків використовували одиниці Міжнародного енергетичного агентства, яке визначає, що 1 тонна нафтового еквіваленту  відповідає 11,63 МВтгод та 41,868 ГДж енергії [http://www.iea.org].
2.4 Культивування швидкорослих дерев in vitro

2.4.1 Отримання асептичних експлантів
Ефективність знезараження рослинного матеріалу оцінювали за трьома схемами із застосуванням різних живильних середовищ. Бруньки з молодих нездерев’янілих пагонів швидкорослих гібридів тополь та верб відбирали на початку вегетаційного сезону з рослин віком від одного до трьох років, які зберігаються в колекції в умовах закритого ґрунту. Живці для створення колекції у закритому ґрунті були надані співробітниками УкрНДІ та НБС. Клони для введення в культуру in vitro обирали виходячи з результатів сортовипробування рослин в польових умовах. Оскільки знезараження бруньок деревних рослин є більш складним процесом, ніж знезараження, наприклад, насіння, для вибору оптимального режиму рослинні тканини обробляли різними розчинами – концентрований мильний розчин, гіпохлорит натрію («Білизна») та 70%-ий розчин етанолу – за різної тривалості експозиції (табл 2.2). Відбирали не менше 30 експлантів на кожен варіант знезараження [Худолєєва та ін., 2017]. 
Таблиця 2.2
Варіанти режимів знезараження бруньок тополь та верб.
	Варіант
знезараження
	Дезинфікуючий засіб та час експозиції

	
	І етап
	ІІ етап
	ІІІ 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


У всіх варіантах після кожного етапу знезараження матеріал промивали тричі стерильною дистильованою водою.
2.4.2 Умови мікроклонального розмноження рослин та гормональний склад живильних середовищ

Після знезараження експлантів, для введення їх в культуру in vitro було протестовано три варіанти живильних середовищ на основі солей MS (Murashige & Skoog medium; Duchefa, Netherlands) та WPM (Woody Plant Medium; Duchefa, Netherlands) [Meilan et al., 2007; Yevtushenko, 2010], із модифікованим вмістом фітогорманів (табл. 2.3). Асептичні експланти культивували в ростовій кімнаті при температурі 25+1°C і 16-годинним фотоперіодом. При досяганні пагонами довжини 1,5–3 см та утворенні сформованих листочків їх використовували для мультиплікації.

Таблиця 2.3
Склад живильних середовищ на основі [Meilan et al, 2007; Yevtushenko, 2010] із власними модифікаціями

	Компоненти
	Живильне середовище, 1 л

	
	І
	ІІ
	ІІІ

	Макро- та мікро-елементи
	MS (2,18 г)
	WPM (1,15 г)
	WPM (1,15г)

	FV вітаміни
	2 мл
	2 мл
	2 мл

	Міо-інозитол
	0,1 г
	-
	-

	Сахароза
	30 г
	20 г
	20 г

	MES
	0,26 г
	-
	-

	L-глутамін
	0,2 г
	-
	-

	Агар
	7,5 г
	7,5 г
	7,5 г

	6-бензиламінопурин
	0,3 мг
	0,3 мг
	0,3 мг

	α-нафтилоцтова кислота
	1,86 мг
	1,86 мг
	-

	Індолілмасляна кислота
	-
	-
	0,1 мг

	рН
	5,8
	5,8
	5,8


Середовища І та ІІ були однаковими за вмістом гормонів (0,3 мг/л БАП та 1,86 мг/л НОК), однак різнилися за складом основних солей. Середовище ІІІ відрізнялось від середовищ І та ІІ наявністю  ІМК замість НОК.
2.4.3 Мікроклональне розмноження тополь та верб шляхом прямої регенерації
Для оцінки регенераційної здатності двох клонів тополь ('Новоберлінська-7' та 'Лубенська') та двох клонів верб (‘Житомирська-1’ та ‘Олімпійський вогонь’) були протестовані живильні середовищах з різною комбінацією фітогормонів цитокінінового та ауксинового рядів, а саме: 6-бензиламінопурину, α-нафтилоцтової кислоти та  2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти. Рослини, які досягли розміру 6-10 см розрізали на сегменти: листки (частини листа, що містять найбільше меристематичної тканини біля жилок), черешки та фрагменти стебла завдовжки  0,5-1,0 см. Отримані експланти висаджували у чашки Петрі на різні живильні середовища (табл.2.4). 
Таблиця 2.4
Живильні середовища для прямої регенерації тополь та верб
	Компоненти
	Живильне середовище 1 л

	
	Середовища 1-го пасажу
	Середовища 2-го пасажу

	
	Варіант 1.1
	Варіант 1.2
	Варіант 2.1
	Варіант 2.2

	Макро- та мікроелементи
	MS (2,18 г)
	MS (2,18 г)
	MS (2,18 г)
	MS (2,18 г)

	FV вітаміни
	2 мл
	2 мл
	2 мл
	2 мл

	Міо-інозитол
	0,1 г
	0,1 г
	0,1 г
	0,1 г

	Сахароза
	30 г
	30 г
	30 г
	30 г

	MES
	0,26
	0,26
	0,26
	0,26

	L-глутамін
	0,2 г
	0,2 г
	0,2 г
	0,2 г

	Агар
	7,5 г
	7,5 г
	7,5 г
	7,5 г

	БАП
	0,2 мг
	0,3 мг
	1 мг
	1мг

	НОК
	-
	1,86 мг
	-
	0,3 мг

	2,4-Д
	1 мг
	-
	0,5 мг
	-

	рН
	5,8
	5,8
	5,8
	5,8


Експланти пересаджували на свіже середовище кожні два тижні. Після місяця культивування на живильних середовищах 1.1 та 1.2 (що містили 0,2 мг/л БАП, 1 мг/л 2.4-Д та 0,3 мг/л БАП, 1,86 мг/л НОК, відповідно)  життєздатні експланти переносили на середовища зі зміненим співвідношенням цитокінінів та ауксинів (середовища другого пасажу). Отримані на досліджуваних середовищах мікропагони вкорінювали на гормональних та безгормональних живильних середовищах. Загальна схема експерименту наведена на рисунку 2.1.
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Експланти досліджуваного клону
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Середовище для укорінення рослин та їх вирощування в культурі in vitro.

Рис. 2.1 Схема прямої регенерації шляхом індукції пазушних бруньок.
2.4.4 Укорінення мікропагонів та їх адаптація до ґрунтових умов

При досягненні мікропагонами довжини 1,5 - 3 см їх переносили на живильні середовища для укорінення та вирощування в культурі in vitro. Для укорінення рослин-регенерантів використовували гормональні (0,1 мг/л ІМК) та безгормональні живильні середовища з різним мінеральним складом, що залежало від особливостей певного клону (табл. 2.5). 
Після досягнення корінням довжини 3-5 см, рослини з 3-6 листками і активно ростучою брунькою обережно виймали з культуральних баночок. Корені відмивали від залишків поживного середовища, після чого рослини висаджували у торф’яні таблетки Jiffy-7 (Данія). Для зменшення стресу від різкого перенесення рослин до середовища із меншою вологістю, ніж в лабораторній культурі, рослини адаптували до ґрунтових умов поступово знижуючи вологість повітря. 
Таблиця 2.5
Мінеральний склад живильних середовищ для підтримки клонів в культурі in vitro
	Компоненти
	Живильне середовище, 1 л

	
	MS
	PM
	WPM

	Макро- та мікро-елементи
	MS (2,18 г)
	MS (4,30 г)

	WPM (1,15г)


	FV вітаміни
	2 мл
	2 мл
	2 мл

	Міо-інозитол
	0,1 г
	0,1 г
	-

	Сахароза
	20 г
	30 г
	20 г

	MES
	0,26 г
	0,26 г
	-

	L-глутамін
	0,2 г
	0,2 г
	-

	Агар
	7,5 г
	7,5 г
	7,5 г

	рН
	5,8
	5,8
	5,8


2.5 Умови дослідження солестійкості

Солестійкість осики (Populus tremula), гібридної тополі клону ‘INRA 717-1В4’ (P. tremula × P. alba) та верби клону ‘Олімпійський вогонь’ (Salix alba × S. fragilis) оцінювали за дії хлориду натрію. In vitro рослини мультиплікували шляхом мікроклонального розмноження та вирощували в пробірках на модифікованому середовищі MS (Duchefa, Netherlands) із додаванням 0,1 мг/л індолілмасляної кислоти та вмістом сахарози 30 г/л. Експериментальні рослини культивували на аналогічному середовищі, але з додаванням хлориду натрію у різних концентраціях (25 мМ, 50 мМ та 100 мМ). Рослини вирощували протягом 2 місяців при температурі 25°C і 16-годинному фотоперіоді. Стан рослин, інтенсивність їх росту (за довжиною пагона) та коренеутворення (за кількістю коренів) оцінювали на 10-й, 30-й та 60-й день культивування. Контрольні рослини вирощували на вільному від хлориду натрію середовищі. Для аналізу було використано по десять експлантів для кожного варіанту дослідження.
2.6 Генетична трансформація тополь

2.6.1 Методика генетичної трансформації тополі P. nigra × P. deltoids генетичною конструкцією рАV04

На сьогодні існує низка методів перенесення чужорідної ДНК в рослинну клітину: використання Ті-плазмід, бомбардування мікрочастинками (метод балістичної трансформації), використання векторів на основі вірусів, метод мікроін’єкції, електропорація, метод злиття ліпосом. Кожен з цих методів має низку переваг та недоліків, однак, у наш час вчені найчастіше надають перевагу використанню векторів на основі Ті-плазмід [Глік та ін., 2002]. В даній роботі трансформацію проводили саме цим методом.


Для генетичної трансформації гібридної тополі (P. nigra × P. deltoides) клону ‘Градізька’ використовували конструкцію pAV04 з селективним геном неоміцинфосфотрансферази ІІ E. Coli (nptII) та геном цинамілалкогольдегідрогенази (CAD), що залучений до біосинтезу лігніну [Libantova et al., 2002]. Генетична конструкція була отримана в Інституті генетики та біотеехнології рослин АН Словаччини (м. Нітра). Експресія гену CAD забезпечує збільшення синтезу лігніну в трансформованій рослині. Трансформацію проводили з використанням агробактерій штаму LBA4404/pAV04. Схема конструкції pAV04 показані на рисунку 2.2.
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Рис. 2.2. Схема генетичної конструкції pAV04 [Libantova et al., 2002] Позначення: CAMV 35S – промотор вірусу мозаїки цвітної капусти; CAD – 8-кінамілалкоголь дегідрогеназа; poly A – сигнал поліаденілування; NPT II – ген неоміцинфосфотрансферази ІІ E. coli; P nos, T nos – промотор і термінатор гена нопалінсинтази; RB та LB – повтори, які обмежують Т-область. 

При підготовці культури агробактерій їх відбирали із замороженого гліцеринового стоку, що зберігався при -70 С. Близько 20 мкл суспензії висівали на тверде селективне середовище Luria Bertani (LB) та культивували в термостаті при температурі 28˚С протягом 3-х діб. Після цього відбирали окрему колонію агробактерій, яку висівали на рідке селективне живильне середовище LB і культивували на інкубаційному шейкері (швидкість обертання 250 об/хв) протягом 48 годин. 
 Суспензію агробактерій осаджували центрифугуванням при 3000 об/хв. Отриманий осад розводили рідким середовищем induction medium (ІМ), до якого додавали 50 мкл ацетосірінгону. 
При проведенні генетичної трансформації на різних стадіях регенерації рослинного матеріалу застосовують різні види живильних середовищ, а саме: для індукції калюсогенезу – callus induction medium (CIM), пагоноутворення - shoot induction medium (SIM) та для індукції коренеутворення рослин -  root induction medium (RIM). Компоненти живильних середовищ для регенерації тополь, культивування Agrobacterium tumefaciens та генетичної трансформації наведені в таблиці 2.6.
Кокультивацію експлантів тополі з Agrobacterium tumefaciens на середовищі СІМ без антибіотиків і селективних факторів проводили в темряві протягом 2 діб,не допускаючи сильного заростання агробактеріями. Через 2 доби  експланти переносили на  середовище СІМ з цефатоксимом та канаміцином, де їх культивували протягом 3 тижнів.

Для регенерації експлантів використовували середовище SIM, що містить канаміцин (в якості селективного фактора) та цефатоксим (для пригнічення росту агробактерій). Через кожні два тижні регенеранти пересаджували на свіже середовище у зв’язку з деградацією антибіотика, вичерпанням поживних речовин та накопиченням метаболітів. На такому середовищі рослини вирощували протягом 2 місяців. 
Таблиця 2.6
Склад  поживних середовищ [по Meilan, Ma, 2007].
	Компонент
	Назва середовища

	
	MS
	RIM
	LB
	IM
	СІМ
	SІМ

	Макро- та мікро-елементи
	MS (2,15г)
	MS (2,15 г)
	-
	MS (2,15 г)
	MS (2,15 г)
	MS (2,15 г)

	Вітаміни (В5)
	1 мл
	1 мл
	1 мл
	1 мл
	1 мл
	1 мл

	L-глутамін
	-
	0,20 г
	-
	200 мг
	-
	-

	Міо-інозитол
	-
	0,10 г
	-
	-
	-
	-

	ІВА
	-
	0,1 мг
	-
	-
	-
	-

	NAA
	-
	-
	-
	-
	0,5 мкМ
	0,5 мкМ

	BAP
	-
	-
	-
	-
	0,3 мг
	-

	Зеатин
	-
	-
	-
	-
	-
	1 мкМ

	Цефатоксим
	-
	-
	-
	-
	300 мг
	300 мг

	Канаміцин
	-
	-
	-
	-
	10 мг
	25-50 мг

	Сахароза
	20 г
	20 г
	-
	20 г
	20 г
	20 г

	Ацетосірінгон
	-
	-
	-
	50 мкл
	-
	-

	MES
	0,27 г
	0,27 г
	-
	0,27 г
	0,27 г
	0,27 г

	Агар
	6,5-7 г
	6,5-7 г
	15 г
	-
	6,5-7 г
	6,5-7 г

	Триптон
	-
	-
	16 г
	-
	-
	-

	Дріжджовий  екстракт
	-
	-
	8 г
	-
	-
	-

	Хлорид натрію
	-
	-
	5 г
	-
	-
	-

	рН
	5,8
	5,8
	7,5
	5,0
	5,8
	5,8


Примітка:  1) Пропорції компонентів всіх поживних середовищ наведено з розрахунку на 1 л;

2) Антибіотик цефотаксим додавали для ліквідації агробактерій, а канаміцин - для        створення селективного середовища.
Пагони, що вкорінилися на середовищі з селективними факторами імовірно є трансформованими, проте наявність трансгенів у регенерованих рослин необхідно перевірити за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). 

2.6.2 Виділення загальної ДНК з рослинного матеріалу
Для виділення ДНК використовували  набір для очистки геномної ДНК (Fermentas), придатний для виділення нуклеїнових кислот зі здерев’янілих та поліфенолвмісних рослинних тканин. Для аналізу використовували близько 100 мг свіжої тканини кожного зразка (молодих листків тополь), яку подрібнювали в ступці із додаванням рідкого азоту. Виділення ДНК проводили згідно протоколу фірми-виробника із використанням мікроцентрифуги MiniSpin (Eppendorf, Гамбург, Німеччина), водяної бані LW-8 (BYTOM-LAGIEWNIKI, Польща) та вортекса SkyLine (ELMI, Латвія). Екстраговану в елюючому буфері ДНК зберігали за температури -20 ̊С до проведення аналізів.
2.6.3 Ампліфікація та електрофоретичний аналіз ДНК
Для підтвердження наявності гену СAD в геномі рослин, що пройшли селективний відбір, аналізували їх ДНК за допомогою реакцій ампліфікації з праймерами 5'-TAT CTG TCA CTT CAT CGA AAG GAC-3' і 5'-TTT GAC ACA TCT GCT CCT ACC TCC-3', які мали розмір 642 п.н. Для проведення реакції готували суміш, для якої брали 2 мкл 10Х буферу для  Taq-полімеразиу, 2,5 мкл 20мМ MgCl2,  2 мкл суміші чотирьох дезоксинуклеотидтрифосфатів  у кінцевій концентрації 200 мкM кожен, 1 U/µL Taq-полімерази (Fermentas) та деіонізовану воду Milli-Q до обʼєму 15 мкл. Концентрація праймерів у реакції становила по 0,5 мкМ. Для аналізу в пробірки об’ємом 0,5 мл вносили по 15 мкл реакційної суміші та 5 мкл ДНК (для аналізованих та контрольних зразків) або деіонізованої води (для негативного контролю). В пробірку з позитивним контролем вносили 15 мкл реакційної суміші, 1 мкл плазміди та 4 мкл деіонізованої води. Загальний об’єм суміші в кожому зразку становить 20 мкл.
Пробірки поміщали до ампліфікатора GeneAmp PCR Systems 2400 (Applied Biosystems, USA) для проведення ПЛР. Ампліфікацію проводили за програмою: 
1) денатурація – 95ºС, 4 хв; 
2) 35 циклів: денатурація – 95ºС, 45 с; відпалювання - 58ºС, 45 с; елонгація - 72ºС, 45 с; 
3) стабілізація - 72ºС, 10 хв. 
Продукти ПЛР розділяли електрофоретично в 0,8%-му агарозному гелі, пофарбованому бромистим етидієм.  Компоненти для приготування гелю розраховували виходячи з об’єму50 мл:
	Агароза
	0,4 г
	

	Буферний розчин ТВЕ
	50 мл

	          EtBr (сток 10 мг/л)
	2,5 мкл


Для цього до агарози додавали ТВЕ буфер, суміш доводили до гомогенного стану, підігріваючи її в мікрохвильовій печі, але не доводячи до кипіння, та періодично перемішуючи. Після остигання суміші до t ≈ 40 оС додавали бромистий етидій. У теплому стані гель заливали у форму з гребінцями для формування лунок. Після повного застигання гелю гребінки обережно виймали, гель переносили в камеру для проведення горизонтального електрофорезу та заливали  ТВЕ буфером. У лунки гелю вносили досліджуваний зразок  у кількості 10 мкл, змішаний із 2 мкл барвника. В обидві крайні лунки вносили необхідні для аналізу ДНК-маркери молекулярних мас (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas) в кількості 2 мкл. 
Електрофорез проводили при наступних параметрах: напруга U=120 В; сила струму I= 50 A; потужність W=7 Вт. Після закінчення процедури подачу струму припиняли, гель поміщали в УФ-трансілюмінатор і фотографували для проведення подальшого оцінювання результатів досліду.
2.7 Підходи до оцінки екологічного навантаження на довкілля під час спалювання деревини порівняно з природним газом та вугіллям

Для оцінки загального кількісного та якісного викиду шкідливих речовин у довкілля під час використання викопних видів палива (природний газ, вугілля) та відновлюваних джерел (біомаса деревини) на об’єктах генерації енергії було проаналізована літературні джерела та запропоновано математичну модель.

Для проведення розрахунків за основу брали дані по викидах. Наведені в літературі дані [Washington State Department of Natural Resources], які перераховували з розрахунку на 1кВт ∙ год енергії (1кВт ∙ год = 0,0034 ММBtu
) та будували діаграму з логарифмічною шкалою в полярній системі координат, використовуючи програму Excel. 
Площі утворених фігур розраховували за формулою:


[image: image2] ,       де:

Si - загальний викид шкідливих речовин в довкілля від спалювання i-го енергоресурсу;

m – кількість видів викидів шкідливих речовин у довкілля (m=7);

xni – кількість (у мг/кВт·годину) n-го викиду шкідливої речовини від спалювання i-го енергоресурсу.
2.8 Статистична обробка результатів досліджень
Результати вимірювань заносили до електронних таблиць і опрацьовували з використанням MS Excel. Статистичну обробку проводили за загальновизнаними методиками [Лакин, 1980]. Для абсолютних показників (середня висота, діаметр, кількість пагонів на рослину, середня кількість коренів) вираховували стандартну похибку SE. Для відносних показників, обчислених в % (приживаність живців та частка рослин з 2-ма і більше пагонів) розраховували похибку долі sp. Клони з найвищою і найнижчою продуктивністю визначали відносно середніх значень.

РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

3.1 Вивчення ростових характеристик тополь та верб 
Відомо, що деякі види і клони тополь та верб характеризуються повільною, проте сталою інтенсивністю росту протягом всього терміну вирощування, що є показовою ознакою для використання їх при створенні довгоротаційних плантацій. Інші, навпаки, здатні швидко набирати біомасу протягом перших років, а надалі їхні темпи росту знижуються. Саме такі клони доцільно використовувати для створення короткоротаційних плантацій [Bartko, 2011]. Тому особливої актуальності набувають дослідження, повязані з випробуванням різних клонів тополь і верб на ранніх етапах росту і розвитку з метою впровадження надінтенсивної технології культивації для отримання біомаси. 
Для визначення клонів, що є перспективними для вирощування на плантаціях з короткою ротацією було закладено сортовипробні культури тополі та верби, де вивчали продуктивність 24 клонів тополі та 10 клонів верби (рис. 3.1), як в польових умовах, так і в умовах додаткового зволоження ґрунту. Критеріями оцінки придатності вирощування клонів у короткоротаційних плантаціях слугували особливості приживлюваності живців, показники ростової активності та розвитку рослин, біоенергетичні показники та продуктивність насаджень.
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Рис. 3.1 Деякі клони тополь та верб в кінці першого року вегетації

3.1.1 Ростові характеристики тополь і верб в польових умовах
Навесні 2014 року на території ДП «Харківська лісова науково-дослідна станція» спільно із співробітниками  УкрНДІЛГА було закладено сортовипробувальну ділянку для дослідження продуктивності 10 клонів тополі та 3 клонів верби  при 3-річному ротаційному циклі за використання двох схем посадки - одиничними (1,5 х 1,5 м) та подвійними рядками (1 х 1 м, відстань між парою рядків – 2 м). Після першого року вирощування рослин на сортовипробній ділянці було оцінено приживлюваність, загальний стан, ступінь кущіння, а також біометричні параметри (висота, діаметр, суха маса рослин) досліджуваних культиварів тополь та верб [Куцоконь та ін, 2014, 2018]. Як видно з рисунку 3.2, приживлюваність живців значно відрізнялась у різних клонів і була найнижчою у тополь ‘Константа’ (47,6±5,5 %), ‘Роганська’ (48,2±5,5 %) і верби ‘Прибережна’ (50,6±5,5 %) та найвищою у тополі ‘Стрілоподібна’ (84,3±4,0 %) [Куцоконь та ін, 2014]. Тополі ‘Дружба’ і ‘Гулівер’ також показали приживлюваність, достовірно вищу середньої (p < 0,05).
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Рис. 3.2. Приживлюваність тополь та верб за вирощування їх в короткоротаційній дослідній плантації. Відхилення статистично значимі порівняно із середніми рівнями: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
В кінці першого вегетаційного сезону висота та діаметр пагонів істотно різнились у різних клонів (рис. 3.3). Найкращий ріст у висоту показали тополі клонів ‘Гулівер’, ‘Роганська’ та ‘Слава України’, а також верба ‘Олімпійський вогонь’. У зразків тополь діаметр пагонів варіював від 0,3 см і був нижчим від контролю у тополь ‘Константа’ і ‘Львівська’ та у верби ‘Прибережна’. Найвищі показники діаметру пагонів, до 0,5 см, виявлено у клонів тополь ‘Стрілоподібна’ та ‘Дружба’.
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Рис. 3.3. Ростова активність (за висотою і діаметром стебла) клонів тополь і верб в кінці першого року вегетації за вирощування їх в короткоротаційній дослідній плантації. Відхилення статистично значимі порівняно із середніми рівнями: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Найкращим загальним станом серед тополь характеризувалися ‘Роганська’, ‘Стрілоподібна’ та ‘Гулівер’, низький бал виявлено у клонів ‘Константа’ і ‘Львівська’ (табл. 3.1). Клон ‘Гулівер’ показав також найкращий показник кущіння серед тополь. У тополі ‘Новоберлінська-3’ кількість пагонів на рослину також достовірно перевищувала середнє значення, а у тополі ‘Слава України’ кількість рослин з 2-ма та більше пагонами досягала майже 40 %, з них майже всі рослини мали по 2 пагони. 

Таблиця 3.1 
Показники ростової активності тополь і верб в кінці першого вегетаційного сезону в короткоротаційній плантації 
	Клони 

деревних культур
	Загальний стан рослин, СР±SЕ
	Кількість пагонів на рослину, N±SЕ
	Рослин з ≥2 пагонів, %±sp
	Повітряно-суха маса пагона, г

m±SЕ

	Тополі

	Середнє
	3,50±0,04
	1,34±0,03
	24,3±1,8**
	2,71±0,18*

	‘Гулівер’
	3,73±0,13*
	1,73±0,11***
	50,0±6,2***
	4,09±0,58

	‘Дружба’
	3,51±0,15
	1,22±0,07*
	17,5±4,8
	3,59±0,51*

	‘Константа’
	3,08±0,12***
	1,25±0,10
	17,5±6,0
	3,57±0,83**

	‘Львівська’
	3,20±0,13*
	1,20±0,07*
	16,7±5,1
	3,11±0,86*

	‘Новоберлінська-3’
	3,39±0,13
	1,54±0,12*
	32,8±6,0
	2,94±0,27

	‘Ноктюрн’
	3,27±0,16
	1,21±0,08
	15,4±5,0
	2,74±0,44

	‘Роганська’
	3,98±0,18**
	1,13±0,09*
	5,0±3,5*
	2,70±0,38

	‘Слава України’
	3,68±0,14
	1,45±0,08
	37,5±6,5*
	2,18±0,30

	‘Стрілоподібна’
	3,77±0,12*
	1,25±0,06
	20,3±4,8
	1,69±0,50

	‘Торопогрицького’
	3,63±0,13
	1,33±0,11
	22,5±6,0
	1,18±0,29

	Верби

	Середнє
	3,53±0,09
	1,42±0,04
	37,7±3,8
	2,12±0,23

	‘Лісова пісня’
	3,59±0,13
	1,53±0,09
	44,8±6,5
	2,60±0,20*

	‘Олімпійський вогонь’
	3,56±0,15
	1,37±0,07
	35,6±6,2
	2,00±0,39

	‘Прибережна’
	3,43±0,17
	1,31±0,07
	31,0±7,1
	1,60±0,61


Примітки: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Відхилення статистично значимі порівняно із середніми рівнями.
Натомість, тополя ‘Роганська’ утворювала найменшу кількість пагонів, у рослин цього  клону 95 % рослин мали лише один пагін. Цей показник має суттєве значення для продуктивності швидкорослих дерев у короткоротаційних плантаціях, поряд з висотою та діаметром пагонів, оскільки завдяки кущінню збільшується загальна біомаса рослини. У верб не було виявлено достовірних відмінностей між клонами за загальним станом рослин та показниками кущіння.

Достовірно вищим від середнього приростом біомаси характеризувалася тополя ‘Дружба’, найменшим – тополі ‘Константа’ і ‘Львівська’. Верба ‘Олімпійський вогонь’ показала достовірно вищу кількість сухої біомаси порівняно з середнім для верб значенням (табл. 3.1).

Відмінностей між середніми значеннями загального стану та кількості пагонів на рослину між тополями та вербами не виявлено. Проте в середньому верби мали достовірно більше рослин з кількістю пагонів ≥2 порівняно з тополями (p < 0,01). Натомість, усереднена біомаса тополь була достовірно вищою від такої у верб p < 0,05 (табл. 3.1). 
Представлені результати показали, що хоча за середніми значеннями тополі та верби в польових умовах загалом демонстрували подібну ростову активність, досліджені клони тополь і верб значно відрізняються між собою в інтенсивності росту. Серед клонів, що показали найкращі показники росту на перший рік вирощування, варто відзначити тополі ‘Гулівер’, ‘Слава України’, ‘Стрілоподібна’, ‘Дружба’ і верби ‘Олімпійський вогонь’ та ‘Лісова пісня’. Тополі ‘Новоберлінська-3’, ‘Торопогрицького’ та ‘Роганська’ характеризувалися посередніми ростовими показниками протягом першого вегетаційного сезону. Тополі ‘Константа’, ‘Львівська’ і ‘Ноктюрн’ та верба ‘Прибережна’ показали найнижчі ростові показники.
В кінці другого року вирощування оцінювали висоту та діаметр основного пагона досліджуваних рослин, а також відсоток рослин, які кущилися (табл. 3.2).
Достовірно нижчі показники відносно середніх значень по всім досліджуваним параметрам показали тополі ‘Константа’ та ‘Львівська’. Також низькі показники ростової активності за висотою продемонстрували тополя ‘Ноктюрн’ та верба ‘Лісова пісня’. Зокрема у тополі ‘Ноктюрн’ було виявлено один з найнижчих ступенів кущіння серед тополь, а рослини верби ‘Лісова пісня’ мали найменший діаметр основного пагона. 

Таблиця 3.2 
Показники ростової активності тополь і верб в кінці другого вегетаційного сезону в короткоротаційній плантації
	Клони

деревних культур
	Висота, Н±SЕ, м
	Діаметр, d±SЕ, см
	Кущіння, %±sp

	Тополі

	Середнє
	0,64±0,04
	0,53±0,03
	46,30±7,59

	‘Гулівер’
	0,68±0,02
	0,65±0,04*
	77,78±6,20***

	‘Дружба’
	0,72±0,05
	0,58±0,04
	68,57±7,85*

	‘Константа’
	0,34±0,03***
	0,39±0,03***
	11,76±7,81**

	‘Львівська’
	0,57±0,03**
	0,39±0,02***
	25,81±7,86*

	‘Новоберлінська-3’
	0,61±0,04
	0,52±0,03
	48,57±8,45

	‘Ноктюрн’
	0,42±0,03***
	0,54±0,03
	16,13±6,61**

	‘Роганська’
	0,83±0,05**
	0,52±0,05
	90,00±6,71***

	‘Слава України’
	0,91±0,06***
	0,54±0,03
	48,39±8,98

	‘Стрілоподібна’
	0,68±0,03
	0,65±0,03**
	46,00±7,05

	‘Торопогрицького’
	0,66±0,05
	0,52±0,03
	30,00±8,37

	Верби

	Середнє
	0,91±0,08
	0,52±0,04
	32,44±9,93

	‘Лісова пісня’
	0,78±0,06*
	0,41±0,03**
	40,74±9,46

	‘Олімпійський вогонь’
	0,89±0,07
	0,52±0,04
	25,00±9,68

	‘Прибережна’
	1,06±0,10
	0,63±0,05*
	31,58±10,66


Примітки: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Відхилення статистично значимі порівняно із середніми рівнями.
Високі показники ростової активності на другий рік вирощування показали тополі ‘Гулівер’, ‘Роганська’, ‘Слава України’ та верба ‘Прибережна’. Найбільший ступінь кущіння показали клони ‘Гулівер’, ‘Дружба’ та ‘Роганська’.

В кінці  третього року вегетації висота досліджуваних клонів тополь варіювала від 1,03±0,09 м до 2,17±0,09 м (рис 3.4). При цьому найменщі показники росту як у висоту, так і в ширину знову показали тополі ‘Константа’, ‘Львівська’ та ‘Ноктюрн’. Достовірно вищий порівняно з середніми значеннями приріст пагона в довжину виялено у тополь ‘Дружба’, ‘Новоберлінська-3’, ‘Роганська’, ‘Слава України’. Висота основного пагона цих клонів перевищувала середні значення на 18,4 %, 21,5 %, 15,3 % та 33,1 % відповідно. Зокрема, тополя ‘Слава України’ за діаметром пагона перевищувала середні значення на 28,9 %. Досліджувані клони верби виявили високі показники ростової активності, але статистично достовірної різниці цих показників не було виявлено. 
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Рис. 3.4 Ростова активність (за висотою і діаметром стебла) клонів тополь і верб в кінці третього року вегетації за вирощування в короткоротаційній дослідній плантації. Відхилення статистично значимі порівняно із середніми рівнями: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
Виходячи з наведених даних за результатами трьох років вирощування тополь та верб на сортовипробній ділянці можна зробити наступні висновки:

1. Приживлюваність живців відрізнялась у різних клонів тополь і верб і була достовірно вищою від середньої у тополь ‘Стрілоподібна’, ‘Дружба’ і ‘Гулівер’ (76–84 %). Найнижчі рівні приживлюваності (48-51 %) виявлено у тополь ‘Константа’, ‘Роганська’ і верби ‘Прибережна’.
2. Досліджені клони значно відрізнялися між собою за інтенсивністю росту на певних етапах дослідження. На кінець третього року вегетації найкращу ростову активність показав клон тополі ‘Слава України’. До перспективних для вирощування в короткоротаційних плантаціях можна віднести тополі ‘Дружба’, ‘Новоберлінська-3’ та ‘Роганська’. Досліджувані клони верби виявили високі ростові показники, але статистично достовірної різниці цих показників не було виявлено. 
3. Найнижчі показники ростової активності продемонстрували тополі ‘Константа’, ‘Львівська’ та ‘Ноктюрн’.

3.1.2 Ростові характеристики тополь і верб  умовах поливного розсадника
На випробній дослідній ділянці, закладеній навесні 2015 року в Національному Ботанічному саду НАН України ім. М.М. Гришка (м. Київ), при проведенні щотижневого поливу досліджувані клони тополі та верби показали практично 100 % приживаність та, в більшості, - інтенсивну ростову активність [Куцоконь та ін., 2017]. В кінці першого вегетаційного періоду висота рослин різних клонів значно варіювала і становила від 74 до 219 см у тополь та від 131 до 238 см у верб. Діаметр пагонів тополь сягав 8 – 19 мм, верб – 4 – 17 мм (табл. 3.3, 3.4).
Найбільш активний ріст рослин за висотою спостерігали у клонів тополь: ‘Kанадська × Бальзамічна’, ‘Новоберлінська-7’, ‘Івантіївська’, ‘Волосистоплідна’, за діаметром пагонів – ‘Келібердинська’, ‘Волосистоплідна’, ‘Ноктюрн’, ‘Kанадська × Бальзамічна’ (табл. 3.3). 

Таблиця 3.3
Ростові показники клонів тополь першого року вегетації за вирощування їх у поливному розсаднику 
	Клон
	Висота пагонів, см, H±SE
	Діаметр пагонів, мм, D±SE
	Кількість основних пагонів, N±SE

	Тополі

	Середнє
	173,7 ± 3,4
	13,0 ± 0,3
	1,3 ± 0,04

	‘Болле’
	74,4 ± 12,7***
	7,6 ± 0,8***
	1,1 ± 0,1

	‘Градізька’
	114,2 ± 16,1*
	8,8 ± 1,7
	1,0 ± 0,0

	‘Дельтоподібна’
	128,4 ± 21,7
	13,0 ± 1,3
	1,8 ± 0,3

	‘Китайська × Пірамідальна’
	139,0 ± 8,0**
	11,5 ± 1,2
	1,2 ± 0,1

	‘Робуста-16’
	154,4 ± 6,7*
	11,8 ± 0,8
	1,5 ± 0,3

	‘Тронко’
	154,8 ± 7,3*
	12,8 ± 1,1
	1,7 ± 0,2

	‘Мобільна’
	165,5 ± 6,5
	13,2 ± 0,6
	1,1 ± 0,1

	‘Лубенська’
	165,8 ± 11,1
	11,7 ± 0,8
	1,5 ± 0,2

	‘Стрілоподібна’
	166,5 ± 7,3
	13,9 ± 0,8
	1,3 ± 0,2

	‘Гулівер’
	183,5 ± 10,9
	10,2 ± 1,4
	1,1 ± 0,1

	‘Слава України’
	185,5 ± 11,0
	12,4 ± 1,5
	1,4 ± 0,2

	‘Перспективна’
	188,0 ± 9,3
	15,2 ± 2,1
	1,1 ± 0,1

	‘Келібердинська’
	188,4 ± 9,0
	15,3 ± 0,5**
	2,2 ± 0,1

	‘Ноктюрн’
	192,0 ± 11,7
	17,0 ± 0,8***
	1,2 ± 0,1

	‘Новоберлінська-3’
	193,0 ± 10,3
	11,2 ± 1,2
	1,0 ± 0,0

	‘Канадська × Бальзамічна’
	205,7 ± 3,5***
	18,9 ± 1,0***
	1,3 ± 0,2

	‘Новоберлінська-7’
	214,0 ± 12,9*
	12,7 ± 1,5
	1,2 ± 0,1

	‘Івантіївська’
	214,3 ± 8,4***
	14,1 ± 0,9
	1,6 ± 0,2

	‘Волосистоплідна’
	218,8 ± 14,8*
	15,1 ± 0,9*
	1,1 ± 0,1


Примітки: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Відхилення статистично значимі в t-тесті порівняно із середнім рівнем.

Серед зразків верб найбільшу висоту пагонів виявлено у клонів ‘Лісова пісня’ та ‘Житомирська-1’, діаметру – у клонів ‘Вінницька’, ‘Печальна’, ‘Житомирська-1’ (табл. 3.4). За кількістю основних пагонів на рослину найкращі результати показали верби, зокрема, клони ‘Олімпійський вогонь’, ‘Житомирська-1’, ‘Житомирська-2’, ‘Лукаш’ та ‘Печальна’, у яких середня кількість пагонів на рослину була в межах від 2,0 до 2,3). Інтенсивне пагоноутворення спостерігали і у зразка тополі ‘Келібердинська’ (2,2±0,1). 

Таблиця 3.4
Ростові показники клонів верб першого року вегетації за вирощування їх у поливному розсаднику 
	Клон
	Висота пагонів, см, H±SE
	Діаметр пагонів, мм, D±SE
	Кількість основних пагонів, N±SE

	Верби

	Середнє
	174,5 ± 3,6
	8,9 ± 0,5
	1,8 ± 0,1

	‘Олімпійський вогонь’
	131,0 ± 7,0***
	5,5 ± 0,4***
	2,3 ± 0,3

	‘Лукаш’
	139,5 ± 5,3***
	4,1 ± 0,2***
	2,0 ± 0,3

	‘Прибережна’
	157,5 ± 6,0*
	7,8 ± 0,6
	1,6 ± 0,2

	‘Мавка’
	162,0 ± 5,5*
	5,1 ± 0,5***
	1,3 ± 0,2

	‘На біомасу’
	172,0 ± 4,4
	7,6 ± 0,5*
	1,9 ± 0,2

	‘Печальна’
	177,5 ± 9,0
	14,5 ± 0,9***
	2,0 ± 0,1

	‘Вінницька’
	180,5 ± 9,1
	11,2 ± 0,9*
	1,2 ± 0,2

	‘Житомирська 2’
	189,4 ± 9,1
	9,6 ± 1,1
	2,2 ± 0,1

	‘Лісова пісня’
	199,0 ± 6,4**
	6,9 ± 0,5**
	1,4 ± 0,2

	‘Житомирська-1’
	238,0 ± 7,0***
	17,2 ± 0,5***
	2,2 ± 0,1


Примітки: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Відхилення статистично значимі в t-тесті порівняно із середнім рівнем.

Як свідчать наведені дані, зразок верби ‘Житомирська-1’  характеризується потужним ростом із великою кількістю пагонів, що значно підвищує біопродуктивність цього клону, який є результатом селекційного відбору НБС імені М.М. Гришка НАН України.

У більшості клонів тополь середня кількість пагонів на рослину була незначною, меншою ніж 1,5 (табл. 3.3), однак у деяких (‘Дельтоподібна’ і ‘Тронко’) кількість пагонів на рослину була вище середнього значення. Загалом, для більшості клонів верб характерне інтенсивне пагоноутворення. Проте, незважаючи на це, зразки тополі також характеризуються високими регенераційними властивостями і здатні формувати відростки після зрізання надземної біомаси.

В кінці другого ветаційного сезону оцінювали висоту та діаметр основного пагона досліджуваних рослин. Отримані показники інтенсивності росту рослин представлені в таблиці 3.5.

Достовірно вищий відносно середніх значень ріст у висоту знову було відмічено у тополь ‘Kанадська × Бальзамічна’, ‘Івантіївська’ ‘Новоберлінська-7’, та ‘Волосистоплідна’, а також верб ‘Житомирська-1’ та ‘Печальна’. Зокрема, у клонів ‘Івантіївська’, ‘Житомирська-1’ та ‘Печальна’ спостерігали найвищій ріст за діаметром основного пагона.

Таблиця 3.5 

Ростові показники клонів тополь і верб другого року вегетації за вирощування їх у поливному розсаднику
	Клон
	Висота пагонів, м, H±SE
	Діаметр пагонів, см, D±SE

	Тополі

	‘Болле’
	1,11±0,17***
	0,81±0,10***

	‘Градізька’
	2,04±0,41
	1,31±0,29

	‘Дельтоподібна’
	2,23±0,38
	1,95±0,30

	‘Китайська × Пірамідальна’
	1,91±0,18***
	1,24±0,11***

	‘Робуста-16’
	2,92±0,18
	1,73±0,18

	‘Тронко’
	2,58±0,17*
	1,80±0,11

	‘Мобільна’
	3,09±0,29
	2,42±0,25

	‘Лубенська’
	2,72±0,17
	1,63±0,15*

	‘Стрілоподібна’
	2,76±0,32
	1,96±0,20

	‘Гулівер’
	3,31±0,38
	2,43±0,30

	‘Слава України’
	2,85±0,45
	1,93±0,34

	‘Перспективна’
	3,61±0,29
	2,80±0,35

	‘Келібердинська’
	2,86±0,24
	2,06±0,21

	‘Ноктюрн’
	3,03±0,18
	2,23±0,21

	‘Новоберлінська-3’
	3,35±0,32
	2,06±0,24

	‘Канадська × Бальзамічна’
	4,07±0,39*
	3,02±0,39

	‘Новоберлінська-7’
	3,98±0,24**
	2,36±0,31

	‘Івантіївська’
	3,69±0,16**
	2,50±0,18*

	‘Волосистоплідна’
	4,43±0,33**
	2,96±0,46

	Середнє
	2,97±0,28
	2,06±0,25

	Верби

	‘Олімпійський вогонь’
	1,92±0,15***
	1,10±0,13*

	‘Лукаш’
	2,06±0,11***
	1,30±0,12

	‘Прибережна’
	2,67±0,22
	1,38±0,11

	‘Мавка’
	2,26±0,17*
	1,34±0,14

	‘На біомасу’
	1,94±0,06***
	1,08±0,05***

	‘Печальна’
	3,76±0,16***
	1,89±0,08***

	‘Вінницька’
	3,16±0,22
	1,63±0,13

	‘Житомирська-2’
	2,32±0,32
	1,48±0,24

	‘Лісова пісня’
	2,78±0,22
	1,55±0,10

	‘Житомирська-1’
	4,12±0,15***
	2,13±0,11***

	Середнє
	2,70±0,18
	1,49±0,12


Примітки: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Відхилення статистично значимі в t-тесті порівняно із середнім рівнем.
Нижчий від середніх значень рівень ростової активності за обома показниками було відмічено у клонів верб ‘Олімпійський вогонь’ та ‘На біомасу’ і тополь ‘Китайська × Пірамідальна’ та ‘Боллє’.

За результатами сортовипробування тополь та верб в умовах поливного розсадника можемо зробити наступні висновки:

1. При використанні живців як садивного матеріалу для закладення плантації важливим критичним фактором першого року вегетації є вологість ґрунту, яка має вирішальний вплив на приживаність рослин.

2. При забезпеченні достатнього зволоження ґрунту протягом першого року вегетації інтенсивність росту тополь та верб значно збільшується і сягає показників, які демонстрували рослини в польових умовах на третій рік вирощування. При припиненні поливу на другий рік вегетації рослини не знижували темпів росту.

3. Зразок верби ‘Житомирська-1’ показав найбільш інтенсивний ріст з усіх проаналізованих клонів швидкорослих дерев. Зразки тополі ‘Волосистоплідна’, ‘Келібердинська’, ‘Новоберлінська-7’, ‘Івантіївська’ та гібрид ‘Канадська × Бальзамічна’показали значний приріст щонайменше за двома показниками. До перспективних можна віднести клони тополь ‘Новоберлінська-3’, ‘Ноктюрн’, ‘Перспективна’, ‘Слава України’, ‘Гулівер’, ‘Стрілоподібна’ та верб ‘Житомирська-2’, ‘Вінницька’ і ‘Печальна’. 
4. Слабкий ріст показали зразки тополі ‘Китайська × Пірамідальна’ і ‘Боллє’ та верби ‘Олімпійський вогонь’, ‘На біомасу’, ‘Лукаш’ і ‘Мавка’.

3.2. Оцінка теплоенергетичних показників рослин, продуктивності випробних ділянок та їх енергетичні еквіваленти
З метою оцінки теплоенергетичних характеристик досліджуваних клонів тополь та верб було проведено їх калориметричний аналіз. Результати калориметричних вимірювань показали, що теплота згорання досліджених зразків деревини різних клонів тополь і верб становила 17,9–18,4 МДж/кг на абсолютну суху масу [Куцоконь та ін. 2015; Бульботка та ін., 2015]. Вміст сухої речовини в біомасі становить 42–67 %, залишок золи – 0,9–4,7 % (табл. 3.6 та 3.7). 

Найвищу теплоту згорання серед клонів верб показали зразки ‘Мавка’, ‘На біомасу’ та ‘Житомирська-2’, серед тополь – ‘Ноктюрн’, ‘Волосистоплідна’, ‘Перспективна’ та ‘Івантіївська’, а найнижчу – верба ‘Лукаш’ і тополя ‘Новоберлінська-7’. Вміст сухої речовини був найвищим у тополі ‘Івантіївська’ та верби ‘Житомирська-2’. В цілому, зразки верб відзначалися вищим вмістом сухої речовини порівняно з тополями. Це пояснюється тим, що до моменту аналізу молоді пагони тополь були менш здерев’янілими та більш соковитими.

Таблиця 3.6
Теплоенергетичні характеристики клонів тополь після першого року вирощування
	Клон
	Теплота згорання, МДж/кг
	Теплота згорання, кВт∙год/кг
	Вміст сухої
речовини, %
	Залишок золи, %

	Тополі

	‘Болле’
	18,2
	5,06
	51,0
	0,9

	‘Волосистоплідна’
	19,2
	5,33
	49,5
	2,4

	‘Градізська’
	18,5
	5,14
	49,9
	2,8

	‘Гулівер’
	18,4
	5,11
	43,8
	2,4

	‘Дельтоподібна’
	18,0
	5,00
	49,8
	3,0

	‘Дружба’
	19,0
	5,28
	51,2
	3,1

	‘Івантіївська’
	19,0
	5,28
	56,7
	2,8

	‘Канадська × Бальзамічна’
	18,0
	5,00
	50,4
	2,7

	‘Келібердинська’
	18,2
	5,06
	46,5
	3,9

	‘Китайська × Пірамідальна’
	18,7
	5,19
	48,0
	2,3

	‘Константа’
	18,6
	5,17
	49,0
	3,6

	‘Лубенська’
	18,8
	5,22
	52,1
	4,0

	‘Львівська’
	18,8
	5,22
	50,2
	1,6

	‘Мобільна’
	18,5
	5,14
	48,0
	1,9

	‘Новоберлінська-3’
	18,7
	5,19
	46,1
	1,2

	‘Новоберлінська-7’
	17,9
	4,97
	42,0
	2,4

	‘Ноктюрн’
	19,4
	5,39
	46,6
	3,5

	‘Перспективна’
	19,0
	5,28
	49,2
	2,2

	‘Робуста  16’
	18,3
	5,08
	49,5
	3,6

	‘Роганська’
	18,0
	5,00
	46,8
	3,4

	‘Слава України’
	18,0
	5,00
	48,9
	4,4

	‘Стрілоподібна’
	18,8
	5,22
	50,0
	2,3

	‘Торопогрицького’
	18,3
	5,08
	51,4
	3,2

	‘Тронко’
	18,4
	5,11
	47,0
	4,7


Таблиця 3.7
Теплоенергетичні характеристики клонів верб після першого року вирощування
	Клон
	Теплота згорання, МДж/кг
	Теплота згорання, кВт∙год/кг
	Вміст сухої
речовини, %
	Залишок золи, %

	Верби

	‘Верба на біомасу’
	19,1
	5,31
	60,8
	3,3

	‘Вінницька’
	18,4
	5,11
	53,7
	3,6

	‘Житомирська-1’
	18,4
	5,11
	55,31
	2,1

	‘Житомирська-2’
	18,9
	5,25
	66,76
	1,5

	‘Лісова Пісня’
	18,4
	5,11
	58,72
	3,0

	‘Лукаш’
	17,9
	4,97
	60,35
	3,5

	‘Мавка’
	18,9
	5,25
	57,32
	3,3

	‘Олімпійський  вогонь’
	18,5
	5,14
	58,83
	4,1

	‘Печальна’
	18,5
	5,14
	50,42
	2,0

	‘Прибережна’
	18,2
	5,06
	52,98
	4,3


Невисоку зольність (біля 2 %) виявлено у зразків верб ‘Печальна’, ‘Житомирська-1’, ‘Житомирська-2’ та тополь ‘Болле’, ‘Новоберлінська-3’ і ‘Мобільна’. У зразках фітосировини тополь ‘Тронко’, ‘Слава України’, ‘Лубенська’ та верб ‘Прибережна’ і ‘Олімпійський вогонь’ виявлено високу зольність понад 4 %. 
Енергетичні показники зразків деревної біомаси порівнювали із стандартами ENplus для пелет, за якими їх теплотворна здатність має бути не нижче 16 МДж/кг, а зольний залишок – від 0,7 до 3 % залежно від категорії пелет [ENplus Handbook, 2013].
Як свідчать отримані дані (табл. 3.6, 3.7), теплотворна здатність деревини всіх клонів, знаходиться в межах 17,9–18,4 МДж/кг, що перевищує мінімум теплотворної здатності для пелет (16 МДж/кг). Тобто за вмістом енергії всі зразки повністю задовольняють вимоги європейських стандартів ENplus. Водночас, чимало клонів тополі та верби не відповідали стандартам для пелет в ЄС за вмістом золи [ENplus Handbook, 2015]. Це може бути пов’язано з наявністю в деяких зразках значної нездерев’янілих пагонів, які забезпечують вищу зольність фітосировини, оскільки для аналізу використовували молоді однорічні рослини.

Оцінку продуктивності деревних насаджень досліджуваних клонів проводили після першого року вирощування у поливниму розсаднику та виходячи з густоти насадження 0,5 × 1 м (табл. 3.8). Кількість рослин на 1 Га при застосуванні такої схеми посадки становить 20 000.

Таблиця 3.8
Розрахункові показники продуктивності та енергетичних еквівалентів (ГДж/Га/рік) біомаси різних клонів тополь та верб за 1-й рік, при насадженні 
20 000 живців/Га, схема 0,5 м х 1 м
	Клон
	Зелена маса 1 рослини, г
	Продуктивність, суха маса, т/Га
	Теплота згорання, ГДж/Га
	Еквівалент умовного палива, т/Га
	Еквівалент умовного палива, MВт/Га

	
	
	Тополі
	
	
	

	‘Болле’
	23
	0,26
	4,24
	0,10
	1,18

	‘Волосистоплідна’
	62
	0,67
	11,77
	0,28
	3,27

	‘Градізька’
	25
	0,27
	4,60
	0,11
	1,28

	‘Гулівер’
	72
	0,69
	11,55
	0,28
	3,21

	‘Дельтоподібна’
	138
	1,51
	24,62
	0,59
	6,84

	‘Івантіївська’
	120
	1,50
	25,81
	0,62
	7,17

	‘Канадська × Бальзамічна’
	167
	1,85
	30,27
	0,72
	8,41

	‘Келібердинська’
	322
	3,29
	54,49
	1,30
	15,14

	Китайська × Пірамідальна’
	90
	0,95
	16,20
	0,39
	4,50

	‘Лубенська’
	113
	1,29
	22,00
	0,53
	6,11

	‘Мобільна’
	94
	0,99
	16,64
	0,40
	4,62

	‘Новоберлінська-3’
	125
	1,27
	21,57
	0,52
	5,99

	‘Новоберлінська-7’
	108
	1,00
	16,26
	0,39
	4,52

	‘Ноктюрн’
	84
	0,86
	15,20
	0,36
	4,22

	‘Перспективна’
	55
	0,60
	10,29
	0,25
	2,86

	‘Робуста-16’
	120
	1,31
	21,77
	0,52
	6,05

	‘Роганська’
	45
	0,46
	7,60
	0,18
	2,11

	‘Слава України’
	126
	1,35
	22,19
	0,53
	6,16

	‘Стрілоподібна’
	133
	1,47
	25,04
	0,60
	6,96

	‘Тронко’
	230
	2,37
	39,76
	0,95
	11,04

	Верби

	‘На біомасу’
	76
	1,02
	17,68
	0,42
	4,91

	‘Вінницька’
	114
	1,35
	22,48
	0,54
	6,25

	‘Житомирська-1’
	341
	4,15
	69,46
	1,66
	19,29

	‘Житомирська-2’
	156
	2,28
	39,16
	0,94
	10,88

	‘Лісова пісня’
	70
	0,90
	15,12
	0,36
	4,20

	‘Лукаш’
	70
	0,93
	15,15
	0,36
	4,21

	‘Мавка’
	85
	1,07
	18,28
	0,44
	5,08

	‘Олімпійський вогонь’
	161
	2,08
	35,06
	0,84
	9,74

	‘Прибережна’
	80
	0,93
	15,43
	0,37
	4,29


За розрахунками, наведеними в таблиці 3.6 видно, що найвищу продуктивність при вирощуванні в умовах додаткового зволоження ґрунту показали клони тополь ‘Дельтоподібна’, ‘Келібердинська’, ‘Стрілоподібна’, ‘Тронко’, гібрид ‘Канадська × Бальзамічна’ та верб ‘Житомирська-1’, ‘Житомирська-2’, і ‘Олімпійський вогонь’. В цій же таблиці наведено розрахунки енергетичних еквівалентів. Так, вирощуючи тополі ‘Канадська × Бальзамічна’ і ‘Келібердинська’ та верби ‘Житомирська-1’ і ‘Житомирська-2’ можна отримати з Га теплової енергії  30-70 ГДж або 8-19 MВт електричної.

Як показують результати досліджень, важливим фактором при закладенні швидкорослих плантацій є підбір рослинного матеріалу. Відомо, що деякі види і клони тополь здатні характеризуються повільним, проте сталим ростом протягом всього терміну вирощування, що є хорошою ознакою для довгоротаційних плантацій. Інші, навпаки, здатні швидко набирати біомасу протягом перших років, а надалі темпи росту знижуються. Саме такий тип росту буде більш ефективним для вирощування короткоротаційних плантацій. 
3.3 Введення в культуру in vitro та мікроклональне розмноження перспективних для вирощування в енергетичних плантаціях клонів тополь і верб
Відомо, що деякі гібриди тополь не розмножуються або погано розмножуються звичайним живцюваннями. Як показали результати, наведені в підпункті 3.1.1 цієї роботи, рослини тополі ‘Роганська’ та верби ‘Прибережна’ на сортовипробній ділянці показали високу ростову активність, однак їх приживлюваність була низькою. Культивування деревних рослин in vitro є важливим біотехнологічним підходом для розмноження таких рослин та отримання якісного клонованого посадкового матеріалу, що дає змогу підвищити продуктивність плантацій [Kutsokon et al, 2017; Худолєєва та ін., 2017; Khudolieieva et al., 2018]. Також застосування культури in vitro дозволяє моделювати силу тиску стресового агента на організм, дослідити його вплив на біооб’єкт, контролювати фізичні та хімічні показники вирощування рослинного матеріалу, проводити роботу незалежно від погодних умов та пори року [Любченко та ін., 2016], що є досить складним при проведенні польових досліджень. 

3.3.1 Введення клонів тополь та верб у лабораторну культуру

З метою введення рослин в культуру in vitro бруньки та молоді нездерев’янілі пагони клонів верб ‘Житомирська-1’, ‘Лукаш’, ‘Олімпійський вогонь’, ‘Печальна’ та тополь: ‘Лубенська’, ‘Келібердинська’ і ‘Новоберлінська-7’ відбирали на початку вегетаційного сезону з одно-трирічних рослин, які зберігаються в колекції в умовах закритого ґрунту. 
Деберг і Мейн виділяють кілька етапів мікроклонального розмноження [Кушнір та ін., 2005; Кильчевский, 2012]. На підготовчому етапі проводиться стерилізація рослинного матеріалу для введення в культуру in vitro. Успішне введення в культуру in vitro забезпечує успішну проліферацію експланта в культурі in vitro, а подальше мікроклональне розмноження призводить до збільшення кількості пагонів. Для цього індукуються меристематичні центри, які розвиваються в бруньки чи пагони. На наступному етапі пагони подовжуються, індукуються і розвиваються корені. Завершальним етапом мікроклонального розмноження є перенесення вкорінених рослин в тепличні умови. 

При введенні рослин в культуру in vitro вкрай важливим є ефективність етапу знезараження вихідного матеріалу, оскільки від правильного підбору комбінації дезинфікуючих розчинів та часу експозиції буде залежати виживаність експлантів та їх подальша здатність до калюсогенезу і мультиплікація. Тому на першому етапі введення рослин в культуру in vitro нами було протестовано три варіанти знезараження бруньок і нездерев’янілих пагонів тополь та верб концентрованим мильним розчином, гіпохлоритом натрію («Білизна») та 70 %-им розчином етанолу за різної тривалості експозиції (табл. 2.2). 
Як видно з рисунку 3.7, із трьох застосованих варіантів режимів знезараження рослинного матеріалу, 1-й варіант знезараження (дистильована вода, розчин гіпохлориту натрію, 70 %-й етанол, 1 хв.) був малоефективним, оскільки  лише 10 % експлантів не були уражені мікроскопічними грибами. У 2-му варіанті (при збільшенні часу експозиції в 70 %-вому розчині етанолу до 5 хв.) – 84 % експлантів буріли та гинули. При застосуванні 3-го варіанту знезараження, де живці спочатку промивали мильним розчином, життєздатними та позбавленими епіфітної мікрофлори виявилися 28 з 36 експлантів (78 %) (рис. 3.5).
Очевидно, що промивка рослинного матеріалу мильним розчином є необхідним етапом знезараження, який дозволяє м’яко очистити рослинний матеріал від поверхневого ураження мікроорганізмами та зменшити час стерилізації агресивними дезінфікуючими розчинами. Виключення цього етапу при стандартному часі експозиції значно знижує частку знезаражених рослин, а збільшення часу експозиції в етанолі - призводить до майже повної загибелі експлантів.
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Рис. 3.5. Вихід знезаражених життєздатних експлантів тополі та верби при використанні різних варіантів знезараження: 1 варіант - розчин гіпохлориту натрію, 70%-й етанол, 1 хв; 2 варіант - розчин гіпохлориту натрію, 70%-й етанол, 5 хв; 3 варіант – концентрований мильний розчин, розчин гіпохлориту натрію, 70%-й етанол, 1 хв.
Наступним важливим етапом введення рослин в лабораторну культуру, який впливає на процес мікроклонального розмноження, є підбір компонентів живильного середовища та стимуляторів росту (фітогормонів), які забезпечать приживлення та розвиток експлантів. Цитокініни індукують ріст та розмноження клітин для отримання калюсної маси, а ауксини зумовлюють їх диференціацію. До складу найбільш важливих ауксинів входять: 2,4 – дихлорфеноксиоцтова (0,1 -10,0 мг/л), нафтилоцтова (0,1 – 2,0 мг/л) та індолілмасляна кислоти (1-30 мг/л) [Мельничук, 2003]. Як цитокініни використовують бетаін, кінетин, 6-бензинамінопурин. 

Для оцінки приживлюваності рослин в культурі in vitro знезаражені експланти висаджували на три варіанти живильних середовищ, які різнилися за складом і вмістом основних солей та фітогормонів (табл 2.3). 
На 14-й день культивування на середовищах І і ІІІ у тополі клону ‘Лубенська’ спостерігали слабку проліферацію клітин та утворення калюсу (табл 3.9). На середовищі ІІ утворення калюсної маси у експлантів цього клону було виявлено на 18-й день вирощування. Також на 18-й день вирощування на середовищах І та ІІІ у верби клону ‘Житомирська-1’ спостерігали початок ризогенезу. 
На середовищі I на 16 - 20 дні спостерігався калюсогенез у всіх культиварів, окрім ‘Олімпійського вогню’. Ризогенез спостерігався у верби ‘Житомирської-1’на 16-18,  та у ‘Печальної’ на 30 – 34 день. Активація меристем відбувалася протягом 26 – 36 днів у всіх культиварів деревних рослин, окрім тополі ‘Келібердинської’.

На середовищі II калюсогенез відбувався на 12 - 20 дні у клонів ‘Житомирська-1’, ‘Олімпійський вогонь’, ‘Печальна’, ‘Лукаш’, ‘Лубенська’. Початок ризогенезу у клонів ‘Житомирська-1’, ‘Олімпійський вогонь’, ‘Лукаш’  вув виявлений на 20 - 32 день культивування, а активація апікальних меристем - на 26 – 36 день.

На 38-й день культивування утворення потужних коренів спостерігалося  переважно у експлантів, які вирощували на середовищі ІІІ, при цьому у клонів верб виявлено більш інтенсивний ризогенез у порівнянні з клонами тополь.
Активація апікальних та пазушних меристем спостерігалася за культивування експлантів на всіх варіантах середовищ у всіх клонів, крім тополі ‘Келібердинської’. 
Після 1,5 місяців вирощування рослини, які не утворили коренів протягом цього часу (переважно експланти з середовища І) пересаджували на середовище WPM із вмістом індолілмасляної кислоти 0,1 мг/л. За таких умов  корені утворювалися у всіх пересаджених клонів, крім тополі клону ‘Келібердинська’. Очевидно, даний клон потребує використання іншої методики для його культивування. Таким чином застосування розроблених методик дозволило ввести в культуру in vitro 26 експлантів з 28 знезаражених, а загальна приживаність склала 93%. 
Таблиця 3.9
Початок регенераційних процесів у знезаражених мікропагонів тополь та верб 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

	‘Олімпійський вогонь’
	-
	-
	30-32

	‘Печальна’
	18-20
	30-34
	34-36

	‘Лукаш’
	18-20
	-
	34-36

	‘Лубенська’
	14-18
	-
	34-36

	‘Келібердинська’
	18-20
	-
	-

	‘Новоберлінська-7’
	18-20
	-
	34-36

	Середовище II

	‘Житомирська-1’
	12-14
	20-24
	26-30

	‘Олімпійський вогонь’
	16-18
	26-30
	34-36

	‘Печальна’
	16-18
	-
	-

	‘Лукаш’
	16-18
	30-32
	34-36

	‘Лубенська’
	18-20
	-
	-

	‘Келібердинська’
	-
	-
	-

	‘Новоберлінська-7’
	-
	-
	-

	Середовище III

	‘Житомирська-1’
	-
	14-18
	26-30

	‘Олімпійський вогонь’
	16-18
	26-30
	32-34

	‘Печальна’
	16-18
	30-34
	40

	‘Лукаш’
	18-20
	-
	36-38

	‘Лубенська’
	12-14
	30-34
	34-36

	‘Келібердинська’
	16-18
	-
	-

	‘Новоберлінська-7’
	16-18
	30-34
	40


Як видно з представлених результатів, культивування мікропагонів тополь та верб на різних варіантах живильних середовищ показало свою ефективність, однак при вирощуванні рослин на середовищі WPM, модифікованому 0,3 мг/л БАП та 0,1 мг/л ІМК разом з активацією апікальних та пазушних меристем, спостерігали індукцію ризогенезу майже у всіх досліджуваних клонів. Таким чином, приживлюваність рослин на цьому середовищі відбувається за один пасаж, що дозволяє зменшити затрати часу на їх мікроклональне розмноження. 
Відомо, що деревні рослини характеризуються повільним ростом, важко вкорінюються, порівняно із трав’янистими рослинами. Це пов’язано з тим, що вони містять велику кількість вторинних сполук (феноли, терпени і т.д.), які активуються в ізольованих тканинах. Окиснені феноли зазвичай інгібують поділ та ріст клітин, що приводить до загибелі первинного експланта чи зменшення здатності тканин деревних рослин до регенерації адвентивних бруньок, яка з віком рослини-донора зникає майже повністю [Широков и др., 2012]. Цих проблем позбуваються шляхом додавання в живильне середовище адсорбентів (активоване вугілля), антиоксидантів (аскорбінова чи лимонна кислоти) або попередньо обробляючи цими речовинами експланти; також практикують частішу пересадку експлантів. На жаль, активоване вугілля разом з вторинними сполуками зв'язує також гормони та інші речовини поживного середовища, що звужує область його застосування in vitro [Шестибратов, 2010; Тимофеева и др., 2012]. Отже правильний підбір складу поживних середовищ є однією з ключових умов якісного проведення процесу мікроклонального розмноження.
На продуктивність процесу мікроклонального розмноження також впливає ряд факторів: вибір материнської рослини, вибір експланта, стерилізація вихідного матеріалу, адаптування рослин-регенерантів до мінерального субстрату та умов зовнішнього середовища [Шестибратов, 2010]. За використання методики стерилізації, що включає почергове використання концентрованого мильного розчину, водного розчину гіпохлориту натрію та 70%-го розчину етанолу, та інтродукції рослин на живильному середовищі WPM, модифікованому бензиламінопурином (0,3 мг/л) та індолілмасляною кислотою (0,1 мг/л) в культуру in vitro також були введені клони тополі ‘Новоберлінська-3’, ‘Волосистоплідна’ та ‘Роганська’ та верби ‘Прибережна’.
3.3.2. Мікроклональне розмноження тополь та верб шляхом прямої регенерації

Для проведення досліджень в культурі in vitro (модифікація генетичного матеріалу, вивчення впливу стресових факторів) важливим є постійне здійснення мультиплікації рослинного матеріалу, а саме регенерації та підтримання в культурі in vitro вже існуючих в лабораторії клонів рослин [Дев’яткіна та ін., 2013; Куцоконь та ін., 2014]. Для цього використовують методи прямого (індукція пазушних бруньок) або непрямого (отримання калюсної маси) морфогенезу. Метод регенерації рослин з калюсу є досить поширеним, оскільки характеризується високим коефіцієнтом розмноження. Регенераційна здатність калюсу значною мірою залежить від генотипу вихідної рослини, віку, фізіологічного стану донорної рослини, походження експланта, тривалості та умов культивування. Ідеальним для мікроклонального розмноження є калюс із вмістом генетично стабільних диплоїдних меристемних клітин, аналогічних клітинам стеблового апекса, що постійно розмножуються і мають добре виражену здатність до утворення великої кількості регенерантів. За сприятливих умов калюс починає формувати меристемні осередки і започатковує або бруньки, або ембріоїди [Su et. al., 2011].
Проте в процесі дедиференціації з'являється ризик отримати із калюсних клітин вегетативне потомство зі зміненою морфологією, що може призвести до виникнення відмінностей рослин-регенерантів від батьківських форм [Pence et al, 2002; Reed et al, 2011]. 

Геномні зміни в умовах in vitro мають двояку природу. Певна їх частина представлена у вихідних клітинах ще до введення в культуру in vitro, де вони  закономірно виникають в процесі диференціювання, а в онтогенезі  накопичуються ще і незапрограмовані, випадкові зміни та мутації [Кунах, 2000]. 

На перших етапах проліферації клітин спостерігається диференціальна реплікація послідовностей як в ядерній, так і в пластидній і мітохондріальній ДНК. В результаті кількість копій різних генів в одній клітині змінюється по-різному, а одні і ті ж гени в клітинах  близьких видів представлені неоднаковим кінцевим числом копій [Escandon et. al., 1989].
У первинному калюсі здійснюються структурні перебудови хромосом, які  виявляються в метафазах та анафазах мітозу. Відомо, що рівень спонтанних аберацій хромосом, що детектуються в анафазах мітозу в інтактних рослинах, в нормі рідко перевищує 1 %. В первинному калюсі частота таких мутацій значно вища. Рівень анафазних  аберацій в первинному калюсі P. sativum (гороху) перевищує 26 %, в калюсі із сегмента листка  (скереди) — 14 %, сегмента листка гаплоїда N. tabacum (тютюну) — 7 %, а в інших вивчених рослин різних рівнів плоїдності — у межах 2—4 % [Кунах, 2000].
У різних видів рослин відмінності проявляються у рівні та спектрі аберацій, що свідчить про різні механізми їх утворення. Наприклад, у гороху (P. sativum), скереди (С. capillaris) та диплоїда тютюну (N. tabacum), у котрих клітини абераціями у анафазах складали 80 % основним механізмом виникнення хромосомних аберацій є розриви хромосом з утворенням фрагментів. Поранення індукує селективну експресію генів і може активувати транспозони, тому вже на перших етапах ізоляції клітин відбуваються радикальна перебудова ферментних систем, синтез нових білків, у тому числі стресових і калюсоспецифічних. Ці процеси супроводжуються додатковим синтезом ДНК,  реплікацією мітохондріальної ДНК. При цьому в останнній виникають значні перебудови (рівень яких контролюється ядром і залежить від тривалості  культивування), які можуть передаватися рослинам-регенерантам [Кунах, 2000].

Тому, якщо необхідно зберегти ознаки батьківської рослини у майбутніх клонах доцільніше використовувати метод прямої регенерації шляхом індукції пазушних бруньок.

На рослині в умовах in vivo ріст пазушних бруньок пригнічується апікальним домінуванням. Ріст пазушних меристем стимулюється видаленням верхівки стебла або обробкою цитокінінами. Інтеграція фотосинтезуючих та нефотосинтезуючих, вегетативних і репродуктивних органів рослин відбувається за допомогою локальніх та довго дистанційних сигнальних систем, серед яких найважливішою є гормональна [Guo et. al., 2011; Паутов, 2012].

Введення в живильне середовище цитокінінів пробуджує бічні бруньки і спричинює розвиток численних нових бруньок, так званих розеток бруньок.  Утворюється пучок паростків, які спроможні  утворювати під час вирощування на свіжому живильному середовищі такі самі  пучки (розетки) бруньок і пагонів. Для індукції пазушних бруньок важливо правильно підібрати  концентрацію фітогормонів у середовищі. Внаслідок токсичної дії високих концентрацій цитокінінів експланти можуть навіть загинути.
Шлях органогенезу для рослинних тканин визначається кількісним співвідношенням ауксинів та цитокінінів у живильному середвищі, а фітогормони, які необхідні для органогенезу, та їх концентрація встановлюються індивідуально для різних клонів та видів рослин. З метою пошуку шляхів отримання пагонів в культурі in vitro через прямий морфогенез, було протестовано регенераційну здатність тополь та верб на середовищах з різною комбінацією фітогормонів (табл. 2.4).
Для отримання регенерантів стерильні експланти нарізали на стебла і листкові частини та поміщали у чашки Петрі на середовища MS, одне з яких було модифіковане 0,2 мг/л БАП та 1 мг/л 2,4Д , а друге - 0,3мг/л БАП та 1,86 мг/л НОК (рис. 3.7-3.10).
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Рис. 3.7 Регенераційна здатність експлантів верби  клону ‘Олімпійський вогонь’ на живильних середовищах: А -  MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д;  Б -  MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК. Позначення: ЧБ – частота утворення бруньок, ЧП – частота утворення пагонів, ЧК – частота утворення калюсу, ЧР – частота ризогенезу 

Найбільшу регенераційну здатність спостерігали у стеблових експлантів у всіх клонів досліджуваних рослин. Черешкові та листкові експланти показали нижчу здатність до регенерації на цих живильних середовищах. Зокрема, більшість листкових експлантів верб за таких умов загинули, в той час як листкові експланти тополь лишались життєздатними.
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Рис. 3.8 Регенераційна здатність експлантів верби  клону ‘Житомирська-1’ на живильних середовищах: А -  MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д;  Б -  MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК. Позначення: ЧБ – частота утворення бруньок, ЧП – частота утворення пагонів, ЧК – частота утворення калюсу, ЧР – частота ризогенезу 
Найвищу частоту індукції бруньок отримали при культивуванні стеблових експлантів тополі ‘Новоберлінська-7’ на середовищі з додаванням 0,2 мг/л БАП та 1 мг/л 2,4-Д. При цьому також спостерігали високу частоту пагоноутворення. Загалом, всі клони рослин, крім тополі ‘Лубенська’ показали вищі частоти брунько- та пагоноутворення на цьому варінті живильного середовища.
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Рис. 3.9. Регенераційна здатність експлантів тополі  клону ‘Новоберлінська-7’ на живильних середовищах: А -  MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д;  Б -  MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК. Позначення: ЧБ – частота утворення бруньок, ЧП – частота утворення пагонів, ЧК – частота утворення калюсу, ЧР – частота ризогенезу 
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Рис. 3.10. Регенераційна здатність експлантів тополі  клону ‘Лубенська’ на живильних середовищах: А -  MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д;  Б -  MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК. Позначення: ЧБ – частота утворення бруньок, ЧП – частота утворення пагонів, ЧК – частота утворення калюсу, ЧР – частота ризогенезу 

Після місяця культивування на наведених вище середовищах всі життєздатні експланти переносили на середовища зі зміненим співвідношенням гормонів БАП, 2,4-Д та НОК (табл 3.10). 

Як видно з таблиці 3.9 зміна якісного та кількісного складу фітогормонів в живильному середовищі по різному вплинула на дедиференціацію, диференціацію та морфогенез тканин різних видів експлантів та клонів тополь і верб. 
Так, у стеблових експлантів верби ‘Олімпійський вогонь’ зміна комбінації фітогормонів пригнічувала подальший розвиток експлантів, а у листкових – стимулювала індукцію пагонів. При перенесенні експлантів верби ‘Житомирська-1’ на обидва види живильних середовищ розвиток бруньок, індукованих на середовищі з  0,2 мг/л БАП та 1 мг/л 2,4-Д  надалі не відбувався, але спостерігали калюсоутворення та високу інтенсивність ризогенезу як у стеблових, так і у листкових експлантів. 

Таблиця 3.10
Регенераційна здатність експлантів тополь та верб (другий пасаж)
	Середовище першого пассажу
	Середовище другого
пасажу
Вид
експлан-

та
	MS 1 мг/л БАП+0,5 мг/л 2,4Д
	MS 1 мг/л БАП + 0,3 мг/л НОК

	
	
	ЧП,%
	ЧК,%
	ЧР,%
	ЧП,%
	ЧК,%
	ЧР,%

	MS 0,2мг/л БАП+1мг/л 2,4Д
	‘Олімпійський вогонь’

	
	Стебло
	66
	-
	78
	-
	-
	-

	
	Листок
	50
	
	100
	-
	-
	60

	
	‘Житомирська-1’

	
	Стебло
	-
	50
	100
	-
	50
	100

	
	Листок
	-
	50
	100
	-
	50
	100

	
	‘Новоберлінська-7’

	
	Стебло
	90
	-
	-
	83
	17
	17

	
	Черешок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Листок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	‘Лубенська’

	
	Стебло
	-
	67
	-
	100
	34
	34

	
	Черешок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Листок
	-
	-
	-
	-
	100
	-

	MS 0,3мг/л БАП+1,86мг/л НОК
	

	
	‘Олімпійський вогонь’

	
	Стебло
	17
	-
	67
	-
	-
	-

	
	Листок
	-
	-
	100
	100
	-
	80

	
	‘Житомирська-1’

	
	Стебло
	75
	50
	75
	67
	-
	67

	
	Листок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	‘Новоберлінська-7’

	
	Стебло
	90
	25
	-
	90
	50
	25

	
	Черешок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Листок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	‘Лубенська’

	
	Стебло
	-
	90
	-
	50
	-
	-

	
	Черешок
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Листок
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Натомість у стеблових експлантів, перенесених з середовища, що містило 0,3 мг/л БАП та 1,86 мг/л НОК, спостерігали збільшення частоти пагоноутворення на обох варіантах живильних середовищ.  Зміна якісного та кількісного складу фітогормонів у живильному середовищі не призвела до змін в інтенсивності пагоноутворення у стеблових експлантів тополі ‘Новоберлінська-7’. У стеблових експлантів тополі ‘Лубенська’ підвищення частоти утворення пагонів спостерігали при зміні співвідношення БАП та НОК в живильному середовищі. 

У листкових експлантів цього клону зміна якісного складу фітогормонів призвела до індукції калюсу. Таким чином, для всіх досліджуваних клонів, крім тополі клону ‘Новоберлінська-7’, можна запропонувати двоетапну схему індукції пагоноутворення. Рекомендовані схеми прямої регенерації досліджуваних клонів тополь та верб наведені в таблиці 3.11
Таблиця 3.11
Рекомендовані схеми прямої регенерації клонів тополь та верб
	Клон
	Етап 1
	Етап 2

	‘Олімпійський вогонь’
	MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д
	MS 1 мг/л БАП+0,5 мг/л 2,4-Д

	‘Житомирська -1’
	MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК
	MS 1 мг/л БАП+0,5 мг/л 2,4-Д

	‘Новоберлінська-7’
	MS 0,2 мг/л БАП+1 мг/л 2,4-Д

	‘Лубенська’
	MS 0,3 мг/л БАП+1,86 мг/л НОК
	MS 1 мг/л БАП+0,3 мг/л НОК


Важливим етапом мікроклонального розмноження є вкорінення регенерованих пагонів в культурі in vitro. Для підтримання рослин в культурі in vitro, по можливості, варто застосовувати безгормональні живильні середовища для зниження рівня сомаклональної мінливості. Однак, деякі клони погано вкорінюються на безгормональних живильних середовищах. Додавання до складу живильного середовища невеликих кількостей ІМК стимулює утворення коренів мікропагонами. Також на вкорінення рослин в культурі in vitro впливає мінеральний склад живильних середовищ. Живильні середовища, рекомендовані для укорінення та підтримки деяких клонів тополь та верб в лабораторній культурі, наведені в таблиці 3.12. Компонентний склад цих середовищ наведений в розділі 2.
Таблиця 3.12
Живильні середовища, рекомендовані для укорінення та підтримки in vitro деяких клонів тополь та верб

	Клон
	Живильне середовище

	
	WPM
	MS
	PM
	Безгормо-нальне
	Гормональне (0,1 мг/л IMK)

	Populus  nigra сv. ‘Градізька’
	+
	-
	-
	-
	+

	P. tremula × P. аlba cv. ‘INRA 717-1В4’
	-
	-
	+
	-
	+

	P.tremula × P. tremuloides cv. ‘INRA 353-38’
	-
	+
	-
	-
	+

	P. tremula
	+
	-
	+
	+
	-

	P. pyramidalis × P. trichocarpa сv.  ‘Лубенська’
	+
	-
	-
	+
	-

	P. pyramidalis × P. laurifolia сv.  ‘Новоберлінська-7’
	+
	-
	-
	-
	+

	S. alba × S. fragilis 

сv. ‘Олімпійський вогонь’
	+
	-
	+
	+
	-

	Salix sp. сv. ‘Житомирська-1’
	+
	-
	+
	+
	-


Примітка: “+” – поживне середовище рекомендоване для культивування клону in vitro
“-” - поживне середовище не рекомендоване для культивування клону in vitro
Відомо, що рослини, вирощені в культурі in vitro ростуть швидше, ніж клони із живців. Це пояснюється відсутністю негативного впливу збудників хвороб, внаслідок оздоровлення посадкового матеріалу рослин в процесі мікроклонального розмноження. Перенесення рослин у нестерильні умови та їх адаптація до ґрунту є важливим етапом при поверненні рослин у природні місця зростання. 
Після досягнення корінням довжини 3-5 см, рослини з 3-6 листками і активно ростучою брунькою обережно виймали з культуральних баночок. Корені відмивали від залишків поживного середовища, після чого рослини висаджували у торф’яні таблетки Jiffy-7 (Данія). Застосування торфових таблеток показало високу ефективність даного способу вкорінення. Вже через 2-3 тижні спостерігали приріст біомаси рослин, після чого їх пересаджували в горщики. Після висаджування регенерантів з культуральних баночок у теплицю було помічено, що різке зниження вологості призводить до водного стресу, внаслідок чого рослини гинуть [Куцоконь та ін., 2012; Худолєєва та ін., 2014]. Поступове ж зниження вологості повітря зумовлює утворення на рослинах кутикули, яка гальмує процеси випаровування й сприяє утворенню нових фотосинтезуючих листків, відмінних від сформованих in vitro.
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Рис. 3.11 Отримання рослин-регенерантів родів Popupus та Salix з ізольованих тканин в культурі in vitro: А – індукція бруньок у стеблових експлантів верби ‘Олімпійський вогонь’; Б – початок утворення мікропагонів тополі ‘Новоберлінська-7’; В – сформовані мікропагони тополі ‘Роганська’; Г – початок некрозу листкових експлантів верби ‘Олімпійський вогонь’; Д – калюсогенез листкових експлантів тополі ‘Лубенська’; Е – ризогенез стеблових експлантів верби ‘Житомирська-1’; Є – вкорінена рослина-регенерант верби ‘Житомирська-1’.

 Таким чином, проведено досліждення для підбору оптимальних умов введення у культуру in vitro, мікроклонального розмноження, укорінення, підтримання в лабораторній культурі та адаптації до ґрунтових умов клонів тополь та верб. Розроблено методику розмноження досліджуваних видів методами біотехнології з можливістю подальшого повернення адаптованих до умов in vivo рослин до природних місць зростання. В літературі автори зазначають, що не лише різні види, а й навіть окремі клони, потребують своїх особливих підходів до мікроклонального розмноження, регенерації та трансформації [Yang et al, 2013]. Саме тому є важливим врахування індивідуальних особливостей кожного клону для визначення оптимальних умов культивування рослин в культурі in vitro.
3.4 Оцінка солестійкості клонів тополь та верб
Останнім часом у селекційній практиці, зокрема при вивченні стійкості рослин до стрессових факторів, все частіше використовують біотехнологічні методи. Ріст рослин та інтенсивність коренеутворення є важливими показниками у цих дослідженнях, а ступінь їх пригнічення залежить від солестійкості рослин [Удовенко, 1988; Munns et al, 2008]. Досліджувані клони показали різну стійкість до засолення хлоридом натрію [Худолєєва та ін, 2017, 2018]. Дані про ступінь впливу засолення на ростову активність та ризогенез клонів тополь та верби представлені на рисунках 3.12, 3.13. 
У рослин гібридної тополі клону ‘INRA 717-1В4’ при короткотривалому впливі стресового фактору (10 діб) та його найменшій концентрації в живильному середовищі (25 мМ) статистично достовірних змін ростової активності у порівнянні з контролем не виявляли. При збільшенні часу культивування до 1 місяця спостерігали зниження ростової активності на 79,1 %, а після 2 місяців на 69,8 %. Після двох місяців культивування рослин на живильному середовищі з 25 мМ NaCl життєздатними залишились 80 % рослин.
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Рис. 3.12. Вплив хлориду натрію на ростову активність у тополь та верби (*р<0,05). 
При культивуванні рослин на середовищі з 50 мМ NaCl статистично достовірне зниження приросту пагона (на 80 %) спостерігали після 2 місяців вирощування. За концентрації 100 мМ NaCl в живильному середовищі на 10-й день вирощування у рослин цього клону спостерігали ознаки некрозу листків (почорніння та скручення), а також зниження темпів росту на 71,4 %, а після 30 днів – на 97,7 %. Після продовження культивування всі досліджувані рослини загинули. 

Рослини осики проявили більшу стійкість до дії сольового стресового фактору. Достовірне зниження інтенсивності росту на 94,3% у порівнянні з контролем у рослин цього клону відмічено лише на живильному середовищі з 100 мМ NaCl після двох місяців культивування. За цієї ж концентрації спостерігали зниження ризогенезу після 1-го та 2-ох місяців культивування на 58,1 % та 65,6 %, відповідно. Виживаність рослин на середовищі з максимальною концентріцією NaCl склала 40 %.
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Рис. 3.13. Влив хлориду натрію на коренеутворення у клонів тополь та верби (*р<0,05)

Найбільшу стійкість до дії NaCl серед досліджуваних рослин показала верба клону ‘Олімпійський вогонь’. Порівняно з клонами тополь, у верби виявлено вищий рівень коренеутворення за вирощування на всіх варінтах живильних середовищ. Достовірних відмінностей в інтенсивності коренеутворення та приросту пагона рослин за дослідних умов не виявлено на жодному етапі культивування. Після двох місяців культивування рослин на середовищі з максимальною концентрацією хлориду натрію (100 мМ) всі рослини були життєздатними.

Накопичення йонів хлору в рослинній клітині викликає ураження клітинної мембрани, внаслідок чого виникають порушення в обміні речовин [Дорохина, 2008]. Дослідження показали, що такі зміни призводять до неекономного використання води рослиною, зниження інтенсивності транспірації та зміни вмісту хлорофілу в листках та, як наслідок, зміни інтенсвності фотосинтезу [Кулешова, 1965]. 

Отримані нами результати показують, що ступінь солестійкості швидкорослих дерев суттєво залежить від їх генотипу. Так, гібридна тополя клону ‘INRA 717-1В4’, що загалом характеризувалася найвищим приростом пагона у контролі, здатна витримати лише короткотривалий вплив малих концентрацій хлориду натрію в живильному середовищі. При довготривалому впливі малих концентрацій NaCl рослини цього клону суттєво знижують темпи росту, а довготривалий вплив високих концентрацій хлориду натрію виявився для них летальним. Очевидно, після тривалого впливу стресового фактора на рослину, наступає фаза виснаження, що призводить до загибелі рослин та втрати регенераційних властивостей. У рослин осики відповідь на стресовий фактор відмічена лише за довготривалої дії високої концентрації хлориду натрію, однак, адаптаційні механізми забезпечують подальшу регенерацію у менше, ніж половини рослин. Імовірно, за рахунок кращої солестійкості та сильнішої здатності до ризогенезу, порівняно з клонами тополь, верба клону ‘Олімпійський вогонь’ швидше адаптувалася до дії стресового фактора та переходила у фазу відновлення рослини і активації метаболічних процесів, що забезпечує збереження темпів росту та регенераційної здатності рослин.
Шкідливому впливу солей рослина протидіє шляхом накопичення значної кількості захисних речовин: цукрів, амідів, органічних кислот. Синтез цих речовин знаходиться під генетичним контролем [Deinlein, 2015; Marco, 2015]. 
В подальшому, нами планується залучення в дослідження більшого числа клонів тополь та верб. Це дозволить визначити найбільш солестійкі клони, які надалі можна буде рекомендувати до використання на засолених територіях. 
3.5 Агробактеріальна трансформація P. nigra × P. deltoids генетичною конструкцією рАV04 та молекулярно-генетичний аналіз трансформованих рослин
Сьогодні в світі все ширшого розповсюдження набуває спосіб створення насаджень лісових культур та спеціалізованих короткоротаційних плантацій тополь з використанням посадкового матеріалу, попередньо розмноженого в культурі in vitro. Однак, не менш важливе значення тополь для сільськогосподарської біотехнології полягає в тому, що рід Populus є модельним об’єктом в молекулярно-генетичних та генно-інженерних дослідженнях [Кильчевський и др., 2017]. Тополя – перша деревна культура, для якої проведено успішну генетичну трансформацію [Filatti et al., 1987]  та секвеновано геном [Tuscan, 2006], що дозволяє створювати нові сорти деревних рослин та відпрацьовувати методики генно-інженерних досліджень.
Генетична інженерія дає змогу виділяти ділянки ДНК, які містять потрібні гени, та вводити їх у геном рослин [Кунах 2008]. Генетичні маніпуляції дозволяють вирішувати ряд важливих завдань щодо підвищення стійкості нових форм, ліній, сортів і гібридів сільськогосподарських рослин до патогенів та скорочення тривалості виведення нових сортів. Технологія рекомбінантних ДНК дозволяє виділяти гени як прокаріотичного, так і еукаріотичного походження, переносити цей ген (або кілька генів) в хромосоми реципієнтної рослини і забезпечувати його експресію. Результати генетичної інженерії рослин багато в чому залежать від розробки методів культури тканин, особливо методик регенерації різних рослин.
Метод агробактеріальної трансформації передбачає використання грамнегативної ґрунтової бактерії Agrobacterium tumefaciens – фітопатогену, що в процесі своєї життєдіяльності трансформує клітини рослин. Ця бактерія проникає в рослинну клітину, інтегрується в її геном. Експресія Т-ДНК зумовлює утворення корончатого галу (пухлини). Плазміди, що можуть викликати пухлини в рослин отримали назву Ті-плазміди (tumor-inducing plasmid). Транспорт Т-ДНК в реципієнтну клітину відбувається в процесі кон’югації. Таким чином, включивши ген, потрібний для надання необхідних властивостей в Т-ДНК, можна перенести його в клітину рослини [Глік та ін., 2002].

Трансформацію тополі (P. nigra × P. deltoids) клону ‘Градізька’ проводили з використанням агробактерій штаму LBA4404/pAV04 [Libantova et al., 2002]. Для трансформації відбирали експланти з високою регенераційною здатністю: молоді листки, черешки та стебла рослин in vitro віком 1-2 місяці. Агробактеріальну трансформацію проводили за схемою, що представлена на рисунку 3.14 [по Meilan, Ma, 2007].
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Рис. 3.14 Схема агробактеріальної трансформації

Одним із перших етапів генетичної трансформації є кокультивування експлантів з клітинами агробактерій. Інкубацію експлантів з культурою агробактерій проводили за використання суспензії з оптичною густиною 0,4-0,6 одиниць протягом трьох діб (рис. 3.15), після чого бактерії елімінували за допомогою антибіотика цефотаксиму. Цефотаксим – напівсинтетичний антибіотик групи цефалоспоринів ІІІ покоління, широкого спектру дії.  Цефотаксим пригнічує активність ферменту транспептидази, що призводить до порушення клітинної стінки бактерій, однак має мінімальний токсичний ефект на більшість рослин [Горбатюк, 2016; Федорчук 2016].
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Рис. 3.15  Кокультивація дискових експлантів Populus з Agrobacterium tumefaciens на безгормональному поживному середовищі

Для селекції рослин, в геном яких відбулося вбудовування генетичної конструкції pAV04, використовували антибіотик канаміцин у концентрації 50 мг/л в кінцевому розчині. Оскільки метод прямої селекції при такій концентрації канаміцину виявився неефективним, так як призводив до швидкої загибелі експлантів, нами була розроблена методика ступінчатої селекції [ Kutsokon et al., 2013]. При цьому спочатку експланти утримували на середовищі СІМ з концентрацією канаміцину 10 мг/л, через 2-3 тижні їх переносили на середовище SIM з концентрацією канаміцину 25 мг/л. Подальші пасажі проводили з використанням селективної концентрації канаміцину 50 мг/л. За таких умов у рослин змогли сформуватися мікропагони і не відбувалася масова загибель експлантів (рис. 3.16).
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Рис. 3.16 Селекція листкових експлантів P. nigra трансформованих конструкцією рAV04 на середовищі з канаміцином, 50 мг/л
При вбудовуванні конструкції pAV04 в геном рослини та експресії цільового гену CAD, можливе підвищення синтезу лігніну трансформованою рослиною. Цей ген кодує синтез цинамілалкогольдегідрогенази, що є ензимом, який каталізує реакцію відновлення альдегідів до спиртів - кінцеву реакцію утворення монолігнолів перед оксидативною полімеризацією в клітинних стінках [Walter et. al., 1988]. Збільшення синтезу лігніну дозволить покращити такі агротехнічні показники як механічна стійкість деревини та стійкість до фітопатогенів. Вважається, що лігніни відкладаються лише в клітинних стінках спеціалізованих клітин і тканин, що може зупиняти ріст і пов’язано з механічною опорою (склеренхіма), провідністю (ксилема) чи захистом (перидерма). Лігнін також перешкоджає деградації полісахаридів клітинної стінки, що є основною лінією захисту проти патогенів, комах та травоїдних тварин [Hatfield, Vermerris, 2001].
Дослідження по зміні кількості лігніну методами генетичної інженерії часто проводяться дослідниками у всьому світі. Та в цих дослідженнях основним напрямком роботи є інгібування експресії ключових ферментів в ланцюзі біосинтезу монолігнолів. За допомогою asРНК були створені трансгенні дерева зі зниженою активністю ферменту CAD. Переробка такої деревини сульфатним методом полегшувалась, оскільки поліпшувалися солюбілізація і фрагментація лігніну за рахунок модифікації його структури. При цьому деревина ставала червоною або червоно-коричневою за рахунок накопичення залишків коніферилового альдегіду [Рукавцова и др., 2010]. Зміна активності ферменту кофеоіл-СоА-О-метилтрансферази (CCoAOMT) з використанням asРНК в клітинах трансгенної тополі привело до значного зниження рівня лігніну - на 60-70% в порівнянні з нетрансформованих рослинами, при цьому однаково знизився вміст як гваяколових (G), так і сірінгілових (S) лігнінів [Zhong  et al, 2000; Wagner 2011]. Пригнічення активності CCR також зменшувало вміст лігніну, але при цьому порушувалася будова клітинних стінок - змінювався комплекс лігніну з целюлозою, що призводило до зменшення росту дерев тополі [Leple et al, 2007]. Інтерес до створення трансгенних дерев зі зниженим синтезом лігніну пояснюється подальшою конверсією деревної біомаси хімічними методами для використання її в целюлозо-паперовій промисловості, де лігнін ускладнює отримання цільового продукту. Однак для отримання біоенергетичної сировини в короткоротаційних плантаціях важливими є агромеханічні властивості деревини, а підвищений вміст лігніну навпаки підвищуватиме теплотворну здатність біомаси.
Трансформанти тополь із зниженим вмістом лігніну, або з модифікованою структурою, нерідко показують зниження росту та виживаності, погіршення механічних властивостей та підвищення ламкості стовбура. Певним чином це обумовлено змінами у водному транспорті. Зокрема,  пригнічення експресії 4-кумарат-коензим-A-лігази (4CL) спричиняло зниження вмісту лігніну від 20 до 40%, що супроводжувалося значною уразливістю ксилеми до емболії (закупорювання судин) та може призводити до загибелі дерев [Strauss et al., 2011]. І хоча, як вже зазначалося, проблема зниження лігніну є надвзичайно важливою для целюлозопереробної промисловості, необхідно зважати на адекватну лігніфікацію деревини для збереження нормальної життєздатності дерев.
В результаті проведення агробактеріальної трансформації та ступінчатої селекції було отримано рослини, імовірно трансформовані конструкцією рAV04. 
Для підтвердження наявності цільового гена в геномі тополь було проведено молекулярно-генетичний аналіз відібраних рослин методом  полімеразно-ланцюгової реакції. Результати аналізу показали наявність фрагменту довжиною в 642 п.н., що відповідає гену цинамілалкогольдегідрогенази (CAD) у однієї рослини (рис. 3.17).

[image: image27.emf][image: image28.png]-
o

6 7 8 9 K+ Kbp

= PHHE .




Рис. 3.17 ПЛР-аналіз рослин тополі, трансформованих конструкцією AV04 з геном цинамілалкогольдегідрогенази (CAD). 100 bp, 1 Kbp – маркери (Fermentas); K- - контроль, вода; K+ -  позитивний контроль, плазміда AV04; 
1 – контрольна рослина P. nigra × P. deltoides, клон ‘Градізька’; 2-9 – трансформовані рослини; 4  – рослина P. nigra × P. deltoides з ПЛР-продуктом 642 п.н.
Отже в результаті проведеної агробактеріальної трансформації конструкцією рAV04 гібридної тополі P. nigra × P. deltoids клону ‘Градізька’ отримано лінію трансгенних рослин, що містить ген цинамілалкогольдегідрогенази. Очеевидно, що при експресії гену цинамілалкогольдегідрогенази, такі рослини матимуть підвищений вміст  лігніну, та, як наслідок  - покращену механічну стійкість деревини, стійкість до фітопатогенів та підвищену теплотворну здатність деревини.  
3.6 Кількісна та якісна оцінки викидів шкідливих речовин під час спалювання деревини порівняно з природним газом та вугіллям

Світові запаси традиційних паливно-енергетичних ресурсів є скінченними та нерівнимірно розподіленими  на території земної кулі. Так, за оцінками експертів, світові запаси нафти, газу, вугілля та урану за сучасних темпів енергоспоживання будуть вичерпані до 2140  року і це без урахування неминучого зростання потреб у енергетичних ресурсах [Прокіп, 2011]. Скінченність мінеральних енергетичних ресурсів спонукає людство до пошуку технологій отримання та використання енергії з відновлюваних джерел.
Однією з найбільш серйозних перешкод для розвитку біоенергетики в Україні є економічна нерентабельність виробництва енергії з відновлюваних джерел у порівнянні з традиційними паливами на основі викопних ресурсів. Економічна доцільність використання природного газу для забезпечення роботи підприємств і виробництва теплової енергії для населення тривалий час була обумовлена проведенням політики субсидування державою цін на природний газ. Так у 2013 році, за рахунок надання субсидій з державного бюджету, ціна на газ що подавався підприємствам житлово-комунального господарства, була в 4,5 разу нижче від ціни закупівлі [Гелетуха, 2014]. Наразі Кабінет Міністрів України прийняв  постанови, які направлені на розвиток та реалізацію проектів виробництва теплової енергії з використанням будь-яких інших видів палива, крім природного газу, в тому числі з відновлюваних джерел.
 З позицій забезпечення сталого розвитку та ефективного природокористування під час вибору джерела теплової енергії важливою є комплексна оцінка енергоресурса, зокрема, необхідним є урахування його екологічної безпечності [Дев’яткіна, 2012; Худолєєва та ін., 2014, 2015]. Наразі високий рівень зношеності основних фондів на об’єктах генерації теплової енергії та низький ККД обладнання обумовлюють перевищення витрат палива та збільшення еміссії шкідливих речовин у довкілля (через необхідніть модернізації очисного обладнання на підприємствах). 
З метою дослідження комплексного впливу спалювання енергетичних ресурсів на довкілля нами була проведена кількісна та якісна оцінки викидів шкідливих речовин під час спалювання деревини порівняно з природним газом та вугіллям. 
Прискорений ріст плантаційних культур супроводжується інтенсивною фіксацією вуглекислого газу і виділенням кисню. У разі щорічного приросту біомаси за сухою речовиною 8–12 т/га дерева депонують з атмосфери 4–6 т/га вуглецю [Третьяк, 2014] та продукують близько 3–4,5 т/га кисню протягом року. За даними [Washington State Department of Natural Resources], у процесі спалювання деревини емісія вуглекислого газу в атмосферу становить 320,216 г СО2/кВт·год. Однак варто взяти до уваги, що в ході використання деревини як джерела енергії реалізується умовний нульовий баланс по вуглекислому газу: під час згоряння біомаси в атмосферу виділяється стільки СО2, скільки було адсорбовано у процесі фотосинтезу в період росту рослин [Proe et al, 2002], а у разі згоряння викопного пального, навпаки, вивільнюється вуглець, накопичений за мільйони років [Худолєєва та ін., 2016]. 
Безумовно, не можна стверджувати, що біопаливо є повністю СО2-нейтральним, адже для закладання плантації, збирання врожаю і транспортування біопалива необхідне використання машин, які працюють на викопному паливі (так само як і для видобутку викопних енергоресурсів) [Захарченко, 2011], проте емісія вуглекислого газу при повному життєвому циклі твердого біопалива значно менша порівняно з мінеральними енергоресурсами. Крім того, частина вуглецю фіксується у ґрунті завдяки опаданню листя, що робить деревні рослини більш привабливим біопаливним матеріалом порівняно з однорічними польовими культурами.
За підрахунками вчених, річне спалювання енергетичної деревини (2,1 млн т умовного палива) зумовлює емісію в атмосферу близько 1,7 млн т вуглецю. При цьому депонування атмосферного вуглецю стовбурами та кореневими системами дерев у лісах України становить щорічно близько 11 млн т, тобто використання деревної маси, як енергетичної сировини, не зумовлює особливих застережень з погляду екології щодо суттєвого впливу на зміну вуглецевого балансу атмосфери [Лакида та ін. 2009]. 

Значення окремих викидів забруднень у довкілля в ході спалювання викопного палива і деревини (в розрахунку на 1 кВт енергії на годину) представлені в таблиці 3.13.
Таблиця 3.13
Викиди забруднюючих речовин у атмосферу під час спалювання різних видів палива [за даними Washington State Department of Natural Resources]

	Вид викиду
	Деревина

(мг викидів/ кВт·год)
	Вугілля

 (мг викидів/ кВт·год)
	Природний газ (мг викидів/ кВт·год)

	Оксиди азоту
	154,77
	588,12
	12,69

	Монооксид вуглецю
	541,69
	38,69
	7,74

	Сірчистий газ
	38,69
	278,58
	4,33

	Тверді частки
	30,95
	30,95
	12,85

	Метан
	30,95
	3,40
	13,00

	Закис азоту
	20,12
	23,33
	3,10

	Діоксид вуглецю
	0,00
	331 202,00
	181 078,00


Підставивши дані з таблиці 3.12 у формулу, наведену в пункті 2.3 цієї роботи, отримаємо, що загальний викид шкідливих речовин у довкілля від використання різних видів палива суттєво збільшується в ланцюжку: деревина → природний газ → вугілля (Sдер. = 42 054, Sп.г. = 1 117 890, Sвуг. = 79 169 591), в основному завдяки збільшенню викидів вуглекислого газу. При цьому у використаній формулі наведено узагальнений викид шкідливих речовин без урахування сили їхніх негативних ефектів.
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Рис. 3.18 Структури викидів шкідливих речовин у довкілля від використання деревини з урахуванням нульового балансу по СО2 (А), деревини без урахування нульового балансу по СО2 (А’), природного газу (Б), вугілля (В) на об’єктах енергогенерації (у полярній системі координат з логарифмічною шкалою)
Подібні оцінки потребують більш глибокого дослідження, оскільки негативні ефекти можуть виявлятися на різних рівнях організації екосистеми й організму (токсичність, мутагенність, тератогенність, канцерогенність тощо). Однак запропонований підхід можна розглядати як ефективний напівкільнісний метод візуалізації даних, який дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання того чи іншого джерела енергії. Також варто зазначити, що в цьому дослідженні оцінювали загальний викид шкідливих речовин у довкілля тільки від спалювання викопних та відновлюваних енергоресурсів на стаціонарних джерелах забруднення. Вплив викидів шкідливих речовин від пересувних джерел забруднення (автотранспорт) не розглядали. 

Без сумніву, несприятливі фактори впливу на довкілля при використанні біомаси мають місце. Як видно з таблиці 3.7, пряме спалювання деревини супроводжується збільшенням обсягів викидів метану та чадного газу порівняно зі спалюванням вугілля, однак обумовлює суттєве зниження обсягів викидів оксидів сірки й азоту. При цьому кількість викидів шкідливих речовин залежить від вибору обладнання і технології енергоконверсії. Використання сировини з високим вмістом вологи унеможливлює створення безперервного процесу горіння через те, що частина енергії витрачається на підсушування матеріалу, а це, у свою чергу, призводить до неповного окиснення карбону й утворення чадного газу. Попереднє висушування біомаси та зниження у ній вмісту вологи до 10–15 %, що є невід’ємною стадією виробництва біопаливних пелет, суттєво знижує кількість шкідливих викидів у процесі спалювання [Забарний та ін., 2010].  

Таким чином переведення обмеженої частини лісового фонду під плантаційне лісовирощування дасть змогу оптимізувати енергетичний баланс держави, зменшити обсяги вирубувань корінних цінних деревостанів, поступово відновити оптимальну вікову структуру лісів на території тих чи інших регіонів, збільшити лісистість територій, істотно збільшити обсяги депонованого вуглецю швидкорослими насадженнями, забезпечити збалансований (сталий) розвиток лісового господарства України [Дебринюк та ін., 2011].

РОЗДІЛ 4. УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ


Енергетика була і залишається важливою стратегічною передумовою розвитку економіки. Попит на енергоносії в Україні та світі зростає з кожним роком, а запаси викопного палива є скінченними. Україна за рахунок власного видобутку викопних ресурсів задовольняє лише половину своїх потреб в енергоспоживанні, тому значну їх частину держава змушена імпортувати, що робить її залежною від цінової політики країн-постачальників. В умовах енергетичної та економічної кризи актуальним стає питання забезпечення енергетичної незалежності держави шляхом переходу на наявні в країні місцеві джерела енергії. Таке заміщення сприятиме збереженню капіталу всередині країни та створенню нових робочих місць, особливо в сільських регіонах України, що може призвести до покращення соціально-економічної ситуації. 
Протягом останніх років основним курсом енергетичної політики України є підвищення частки відновлюваної та альтернативної енергії в енергобалансі країни: згідно Директиви 2009/28/ЄС заплановано підвищення частки альтернативної енергії в усьому енергоспоживанні до 20 % до 2020 року. При цьому найбільший потенціал має біоенергетика, адже Україна є агропромисловою країною, яка має величезні незадіяні ресурси. Енергетичні плантації вже давно вирощують в різних країнах Європи та світу, проте в Україні застосування технологій короткоротаційного лісівництва знаходиться лише на початкових етапах розвитку. 
Для створення короткоротаційних плантацій в Україні доцільно використовувати тополі та верби, перевагами яких є здатність продукувати значну кількість біомаси за короткий період часу, широке сортове різноманіття, спроможність до вегетативного розмноження, а також відносно високі показники енергії згорання деревини. Порівняно з іншими видами традиційних палив спалювання деревини несе менше навантаження на довкілля внаслідок кількох причин: 1) низький вуглецевий слід у деревної біомаси; 2) порівняно невисока кількість викидів та залишків шкідливих речовин; 3) низький рівень зольного залишку. 

Завдяки своїй здатності до фіторемедіації тополі та верби мінералізують ряд шкідливих та канцерогенних речовин: галогенізовані вуглеводні  [Hur et al., 2011, Van Aken 2008], гербіциди, пестициди, важкі метали  [Ali et al., 2013; Hound et al., 2016] з повітря, грунту та води. За рахунок активного збагачення грунтів поживними речовинами (близько 60-80% поживних речовин повертаються в землю разом з опалим листям) відбувається рекультивація виснажених земель [Гелетуха та ін., 2015]. Тому вирощування енергетичних плантацій – це раціональний спосіб використання деградованих та еродованих грунтів.
Однією з вагомих проблем сільського господарства є засоленість грунтів. Станом на 2013 рік в Україні налічувалося 4,7 млн. га солонцюватих та засолених грунтів, що становить 14,3% площі сільськогосподарських угідь [Макєєва, 2013]. Високі концентрації солей у ґрунтi й фiтомасi дерев (корiння, листки, кора) є агресивними фiтотоксикантами i основними чинниками некротизацiї листяного покриву крони та дефолiацiї дерев у лiтнiй перiод, що є вагомою проблемою для деревних насаджень [Луцишин, 2016]. Як показують дослідження, стійкість рослин до засолення може суттєво змінюватися не тільки для різних видів рослин, але і для різних клонів одного виду [Chen et al., 2010]. Відбір солестійких клонів тополі та верби є важливим для раціонального використання засолених грунтів з метою забезпечення країни енергоресурсами.
 Для отримання максимального економічного ефекту від вирощування деревини в енергетичних плантаціях, важливим є правильний вибір клонів для закладання плантації. Відомо, що деякі види і клони характеризуються повільним, проте сталим ростом протягом всього терміну вирощування, що є важливою ознакою для довгоротаційних плантацій. Інші, навпаки, здатні швидко набирати біомасу протягом перших років, а надалі темпи росту знижуються. Саме такий тип росту буде більш ефективним для вирощування короткоротаційних плантацій [Bartko, 2011]. 
Тополі є не лише важливими культурами для лісівництва, але й практично єдиним модельним деревним видом в біологічних дослідженнях [Taylor, 2002]. Так, тополя волосистоплідна Populus trichocarpa стала першим деревним видом, геном якого було секвеновано [Tuskan et al, 2006]. У селекційній практиці все частіше використовують біотехнологічні методи та методи генетичної інженерії. Метод мікроклонального розмноження дозволяє значно підвищити коефіцієнти розмноження, використовувати для розмноження рослин менщі площі, оздоровити вихідний садивний матеріал від нематод, бактерій, вірусів та ефективно мультиплікувати клони, що погано розмножуються або зовсім не розмножуються традиційними методами. Застосування технологій генетичної трансформації дозволяє отримувати нові гібриди рослин значно швидше, ніж при використанні класичних методів селекції.

У дисертаційному дослідженні в польових умовах та в умовах штучного зволоження грунту було оцінено ростові та енергетичні характеристики клонів тополь та верб і запропоновано клони, перспективні для створення енергетичних плантацій з 3-річним ротаційним циклом. Досліджені клони значно відрізнялися між собою за інтенсивністю росту на певних етапах дослідження, що співпадає з даними літературних джерел [Bartko, 2011]. Встановлено, що найбільшою інтенсивністю росту при відсутності штучного зволоження грунту характеризуються клони тополь: ‘Слава України’, ‘Дружба’, ‘Новоберлінська-3’ та ‘Роганська’; в умовах штучного зволоження грунту – тополі ‘Волосистоплідна’, ‘Келібердинська’, ‘Новоберлінська-7’, ‘Канадська × Бальзамічна’, ‘Тронко’ та верби ‘Житомирська-1’, ‘Житомирська-2’, ‘Вінницька’. 

При порівнянні даних, отриманих на цих ділянках, показано, що при використанні живців як садивного матеріалу для закладення плантації важливим критичним фактором першого року вегетації є вологість грунту, яка має вирішальний вплив на приживаність рослин. При забезпеченні достатнього зволоження ґрунту протягом першого року вегетації інтенсивність росту тополь та верб значно збільшується і сягає показників, які демонструють рослини, вирощенні без штучного поливу, на третій рік вегетації. При припиненні поливу на другий рік вегетації рослини не знижували темпів росту. 
З метою оцінки теплоенергетичних характеристик деревини досліджуваних клонів тополь та верб було проведено калориметричний аналіз. Експериментально визначені енергетичні показники зразків деревної біомаси порівнювали із стандартами ENplus (2013) для пелет, за якими їх теплотворна здатність має бути не нижче 16 МДж/кг, а зольний залишок – від 0,7 до 3 % залежно від категорії пелет. Отримані нами дані аналізу теплоенергетичних характеристик деревини після першого року вегетації рослин свідчать, що за вмістом енергії всі зразки повністю задовольняють вимоги європейських стандартів ENplus (від 17,9 до 19,4 МДж/кг). Водночас, деякі клони тополі та верби не відповідали стандартам для пелет в ЄС за вмістом золи. 

За результатами аналізу показників росту клонів та теплоенергетичних характеристик деревини показано, що вирощуючи тополі ‘Канадська × Бальзамічна’ і ‘Келібердинська’ та верби ‘Житомирська-1’ і ‘Житомирська-2’ за схемою посадки 0,5×1 м можна отримати після першого року вирощування з 1 Га від 30 до 70 ГДж теплової або від 8 до 19 MВт електричної енергії. Використання деревної біомаси з рослин після третього року вирощування, як рекомендовано технологіями короткоротаційного лісівництва, дозволить не лише підвищити теплотворну здатність біопалива, а й знизити зольність.

З позицій забезпечення сталого розвитку та ефективного природокористування під час вибору джерела теплової енергії дуже важливою є комплексна оцінка енергоресурса, зокрема, необхідним є урахування його екологічної безпечності. З метою аналізу екологічної складової в дослідженні запропоновано напівкількісний метод, який дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання того чи іншого джерела енергії. Показано, що викид шкідливих речовин у довкілля від використання різних видів палива суттєво збільшується в ланцюжку: деревина → природний газ → вугілля, в основному завдяки збільшенню викидів вуглекислого газу. Безперечно, подібні оцінки потребують більш глибоко дослідження та впровадження системи коефіцієнтів, що дозволить врахувати ступінь негативних чи позитивних наслідків від використання енергоресурсу. Така система дозволить комплексно порівнювати економічні вигоди та екологічні небезпеки від використання енергоресурсу в одній системі координат, а запропонований нами підхід є першим кроком в розробці такої комплексної оцінки.
Одним з важливих етапів цього дослідження був підбір умов для  поверхневої стерилізації та введення швидкорослих клонів тополь та верб в культуру in vitro. При цьому особливе значення мала ефективність етапу знезараження вихідного матеріалу, оскільки від правильного підбору комбінації дезинфікуючих розчинів та часу експозиції буде залежати виживаність експлантів та їх подальша здатність до калюсогенезу і мультиплікації. Встановлено, що оптимальною для поверхневої стерилізації експлантів тополь та верб є триступінчата обробка розчинами мила, гіпохлориту натрію та етилового спирту за часу експозиції 2 хв., 10 хв. та 1 хв., відповідно. Результати експерименту з визначення оптимального складу поживного середовища показали, що при вирощуванні асептичних експлантів на середовищі WPM, модифікованому 0,3 мг/мл БАП та 0,1 мг/мл ІМК разом з активацією апікальних та пазушних меристем, спостерігали індукцію ризогенезу майже у всіх досліджуваних клонів, що дозволяє зменшити затрати часу на їх мікроклональне розмноження. Ефективність розроблених методик поверхневої стерилізації та введення рослин в культуру in vitro становить 78 % та 93 %, відповідно. За використання цих методик в культуру іn vitro було введено 5 клонів тополі ('Новоберлінска-3', 'Новоберлінска-7', 'Лубенська', 'Волосистоплідна', 'Роганська') та 5 клонів верби (‘Житомирська-1’, ‘Олімпійський вогонь’, ‘Лукаш’, ‘Печальна’, 'Прибережна'), які є перспективними для відновлюваної енергетики.
Для проведення досліджень в культурі in vitro (генетичної модифікації, оцінки впливу стресових факторів) необхідне дотримання швидких темпів розмноження, регенерації та підтримання в культурі in vitro вже існуючих в лабораторії клонів рослин. З метою мультиплікації пагонів в культурі in vitro шляхом прямого морфогенезу було протестовано регенераційну здатність тополь і верб та розроблено схеми меристемної регенерації рослин з листкових, стеблових та черешкових експлантів двох клонів тополь ('Новоберлінська-7' і 'Лубенська') та двох клонів верб (‘Житомирська-1’ і ‘Олімпійський вогонь’). Здатність до меристемної регенерації залежала від комбінації концентрацій регуляторів росту та типу експланту. За результатами дослідження для всіх клонів, крім тополі клону ‘Новоберлінська-7’, запропоновано двоетапну схему індукції пагоноутворення.
Для підтримання рослин в культурі in vitro, по можливості, варто застосовувати безгормональні поживні середовища для зниження рівня генетичної мінливості. Однак, літературні дані та практичний досвід показують, що деякі клони погано вкорінюються на таких середовищах. Додавання до складу поживного середовища невеликих кількостей ІМК стимулює утворення коренів мікропагонами. На вкорінення рослин в культурі in vitro також впливає мінеральний склад поживних середовищ. Вибір компонентів поживних середовищ також зазвичай є індивідуальним для різних клонів. В результаті досліджень нами запропоновано поживні середовища для підтримування рослин в культурі in vitro та методику подальшої адаптації рослин-регенерантів до грунтових умов.

З метою порівняння солестійкості представників Рopulus та Salix було досліджено рослини тополі тремтячої (Populus tremula), гібридної тополі клону ‘INRA 717-1В4’ (P. tremula × P. alba) та верби клону ‘Олімпійський вогонь’ (Salix alba × S. fragilis) в умовах культури in vitro за концентрації хлориду натрію в поживному середовищі 25, 50 та 100 мМ. Отримані результати показують, що ступінь солестійкості рослин суттєво відрізняється у різних генотипів. Загалом, у верби виявлена більша інтенсивність коренеутворення порівняно з клонами тополь. Встановлено, що солестійкість досліджених клонів збільшується наступним чином: гібридна тополя (P. tremula x P. аlba) клону ‘INRA 717-1В4’ → тополя тремтяча (P. tremula) → верба (Salix alba × Salix fragilis) клону ‘Олімпійський вогонь’. 

Як зазначалось, генетична трансформація значно розширює можливості поліпшення природних якостей рослин та дозволяє створювати рослини з новими характеристиками. Для генетичної трансформації гібридної тополі (P. nigra × P. deltoides) клону ‘Градізька’ використовували агробактерії штаму LBA4404/pAV04 з селективним геном неоміцинфосфотрансферази ІІ E. Coli (NPTII), та геном цинамілалкоголь дегідрогенази (CAD), що залучений до біосинтезу лігніну [Libantova et al., 2002]. Цей ген кодує синтез цинамілалкогольдегідрогенази, що є ензимом, який каталізує реакцію відновлення альдегідів до спиртів - кінцеву реакцію утворення монолігнолів перед оксидативною полімеризацією в клітинних стінках [Walter et. al., 1988]. Таким чином при експресії гену CAD очікується збільшення синтезу лігніну клітинними стінками рослин-трансформантів. Збільшення синтезу лігніну дозволить покращити такі агротехнічні показники як механічна стійкість деревини та стійкість до фітопатогенів. В результаті використаної методики генетичної трансформації та ступінчатої селекції отримано лінію рослин гібридної тополі (P. nigra × P. deltoides) клону ‘Градізька’. За допомогою ПЛР-аналізу виявлено, що ця лінія містить в своєму геномі ген цинамілалкоголь дегідрогенази.

Отримані у дослідженні дані є важливими для розвитку галузі відновлюваної енергетики в Україні та посилення енергетичної безпеки держави через підвищення продуктивності вирощування деревних рослин в енергетичних плантаціях. Розроблені біотехнологічні способи дослідження клонів тополь та верб в культурі in vitro можуть бути ефективно застосовані для розмноження особливо цінних клонів та прискорення їх мультиплікації, а методики агробактеріальної трансформації та ступінчатої селекції дають можливість створення трансгенних рослин з бажаними ознаками, що має важливе наукове значення. Отримані дані будуть корисними як для науковців-біотехнологів рослин, так і працівниками лісових, садово-паркових та фермерських господарств, а також практиків, що зацікавлені у підвищенні частки біоенергетики в загальному енергобалансі країни.

ВИСНОВКИ
1. В роботі показано перспективність вирощування швидкорослих дерев Populus та Salix в Україні з метою отримання біомаси для відновлюваної енергетики в плантаціях з короткою ротацією, що обумовлено їх високою біопродуктивністю, значною якістю енергетичних параметрів деревини та екологічними перевагами використання.

2. На сортовипробних ділянках швидкорослих дерев Populus sp. та Salix sp. з короткою ротацією оцінено продуктивність плантацій для 20 клонів тополь та 9 клонів верб на основі визначення їх приживлюваності, морфометричних характеристик рослин та теплотворної здатності деревини. Встановлено, що найбільшою інтенсивністю росту в польових умовах характеризуються клони тополь ‘Слава України’, ‘Дружба’, ‘Новоберлінська-3’ та ‘Роганська’; в умовах штучного зволоження грунту – тополі ‘Волосистоплідна’, ‘Келібердинська’, ‘Новоберлінська-7’, ‘Канадська × Бальзамічна’, ‘Тронко’ та верби ‘Житомирська-1’, ‘Житомирська-2’, ‘Вінницька’.

3. Показано, що вирощуючи тополі ‘Канадська × Бальзамічна’ і ‘Келібердинська’ та верби ‘Житомирська-1’ і ‘Житомирська-2’ в короткоротаційних плантаціях, можна отримати з 1 Га від 30 до 70 ГДж теплової або від 8 до 19 МВт електричної енергії вже після першого року вирощування рослин.

4. Запропоновано напівкількісний метод візуалізації даних, який дозволяє комплексно оцінити переваги та ризики використання того чи іншого джерела енергії.

5. З метою розширення колекції in vitro швидкорослих клонів тополь та верб підібрано умови поверхневої стерилізації та введення рослин в культуру in vitro, ефективність яких становить 78 % та 93 %, відповідно. За використання розробленої методики введено в культуру in vitro та мультипліковано шляхом мікроклонального розмноження 5 клонів тополі та 5 клонів верби.

6. Рекомендовано схеми прямої регенерації рослин з листкових, стеблових та черешкових експлантів двох клонів тополь ('Новоберлінська-7' і 'Лубенська') та двох клонів верб (‘Житомирська-1’ і ‘Олімпійський вогонь’).

7. В культурі in vitro досліджено стійкість до засолення поживного середовища хлоридом натрію двох клонів тополь та одного клону верби. Встановлено, що солестійкість досліджених клонів збільшується наступним чином: гібридна тополя (P. tremula × P. аlba) клону ‘INRA 717-1В4’ → тополя тремтяча (P. tremula) → верба (Salix alba × Salix fragilis) клону ‘Олімпійський вогонь’.

8. Проведено агробактеріальну трансформацію гібридної тополі (P. nigra × P. deltoidеs) генетичною конструкцією pAV04 та отримано лінію рослин, що містить ген 8-цинамілалкоголь дегідрогенази, експресія якого може збільшувати вміст лігніну в деревині. Наявність гена CAD в геномі тополі підтверджена за допомогою ПЛР аналізу.
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