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Вегетативное размножение обеспечивает возможность масштабирования ценного растительного 
материала в наиболее короткие сроки. Особую важность оно приобретает при разведении древес-
ных культур с сохранением ценных биологических и морфологических сортовых особенностей 
отдельных особей. Использование такого подхода позволяет быстро размножать особо ценные 
произрастающие в  парках и  лесах растения, в  то время как при семенном воспроизводстве не 
сохраняются их ценные наследственные признаки. В связи с этим создание и совершенствование 
надежных способов вегетативного размножения древесных видов не теряет своей актуальности. 
Как известно, вегетативное размножение деревьев достигается в ювенильной фазе развития, а не 
на стадии зрелости, что сильно ограничивает использование этого подхода. Такая ситуация может 
быть преодолена путем применения технологий, основанных на активном использовании рею-
венилизации – явлении, биологическая природа которого на сегодняшний день остается недо-
статочно изученной. Тем не менее, накоплен значительный исследовательский опыт инициации 
реювенилизации, т.е. проведения процедур искусственного возвращения взрослых растений 
или отдельных их частей в  юное состояние. В  настоящей статье приводится обзор технологий, 
позволяющих реализовать процесс переключения стратегии развития растения с фазы зрелости 
к ювенильному состоянию. К ним относятся культивирование меристем, химическая обработка 
растительного материала, сильная обрезка и хеджирование, использование корневых отпрысков 
и коппинг, инициация развития пазушных и эпикормических почек, прививка и микропрививка, 
повторное субкультивирование, а также соматический эмбриогенез. Для дальнейшего успешного 
развития этого направления требуется применение комплексного подхода, основанного на сово-
купности омиксных технологий и методов молекулярной генетики, молекулярной и клеточной 
биологии.
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность искусственного лесоразведения 
и лесовосстановления

С древних времен деревья сопровождают 
жизнь человека и  являются возобновляемы-
ми источниками пищевых ресурсов, кормов, 

Сокращения: SAM  – апикальные меристемы побегов; OC  – 
организационный центр; IBA  – индол-3-масляная кислота; 
BA  – 6-бензиладенин; KN  – кинетин; CPPU  – N-(2-хлор-
4-пиридил)-N-фенилмочевина; 2ip  – 2-изопентениладенин; 
TDZ – тиадиазурон; Z – зеатин; AGP – водорастворимые ара-
биногалактановые белки.

топлива, волокон, строительного материала 
и  другого хозяйственно ценного сырья [1]. Об-
щепризнано, что деревья составляют неотъем-
лемую часть лесных сообществ. Леса же, в свою 
очередь, являются важнейшим ресурсом для 
достижения целей в  области устойчивого раз-
вития, разработанных в  2015 г. Генеральной 
ассамблеей ООН в  качестве “плана достиже-
ния лучшего и более устойчивого будущего для 
всех”, связанных с устойчивым производством 
и  потреблением, борьбой с  бедностью, про-
довольственной безопасностью, сохранением 
биоразнообразия и  изменениями климата [2]. 
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При этом все возрастающие потребности че-
ловечества в  древесине и  продуктах ее перера-
ботки, а  также изменяющиеся климатические 
условия на планете привели к тому, что лесной 
покров Земли неуклонно, хотя и  с  тенденцией 
к  замедлению, но сокращается. Уменьшение 
площади лесов, угроза сохранению их биораз-
нообразия в  конечном итоге может привести 
к  снижению качества жизни людей. Поэтому 
все более актуальной становится потребность 
в  сохранении древесных экосистем, как с  точ-
ки зрения их экологической, так и эстетической 
ценности. Для поддержания лесного фонда 
широко используются традиционные подходы 
к  созданию, размножению и  улучшению план-
тационных и  других лесных культур. Однако 
такие методы ограничены несколькими прису-
щими им узкими местами, поскольку деревья, 
как правило, являются медленно растущими, 
долгоживущими, сексуально несовместимыми 
и  сильно гетерозиготными растениями. Из-за 
преобладания высокой гетерозиготности у этих 
видов в  популяциях сохраняется ряд рецессив-
ных вредных аллелей, что приводит к  высокой 
генетической нагрузке и депрессии инбридинга 
[1]. Традиционно восстановление большинства 
лесных древесных видов на специально отве-
денных площадях основано на их размноже-
нии семенами. Но семенные сады (плантации) 
имеют ограничения: не все родительские фор-
мы вносят свой вклад в семенной ассортимент, 
некоторые семена являются результатом само-
опыления, что приводит к  появлению слабого 
(некондиционного) потомства, пыльца низкого 
качества может попадать из-за пределов сада 
(плантации). Возможна также отрицательная 
корреляция между фертильностью и  вегетатив-
ным ростом [3]. В частности, что касается хвой-
ных, они часто хорошо цветут только с интерва-
лом в несколько лет, в нерегулярном цикле [4]. 
Как следствие, семенной материал, полученный 
из семенных садов (плантаций) в  результате 
контролируемого опыления, доступен не каж-
дый год и  часто только в  малых количествах. 
Это, в  свою очередь, ограничивает использо-
вание традиционных методов селекции, таких 
как самоопыление и  обратное скрещивание, 
и  затрудняет поддержание желаемых аллелей 
в  определенном генетическом фоне [5]. Тради-
ционная селекция довольно медленна и  низко-
продуктивна, и  ее нельзя эффективно исполь-
зовать для генетического улучшения деревьев. 
Чтобы обойти эти препятствия, на смену тра-
диционным методам пришло вегетативное 
клональное размножение. Оно более пригод-
но для отбора, сохранения и  восстановления 
доминантных, аддитивных и  эпистатических  
генетических эффектов перспективных геноти-
пов [1].

Вегетативное размножение
Вегетативное размножение, в  частности, 

микроразмножение древесных пород предла-
гает быстрые средства производства клональ-
ного посадочного материала для программ 
лесоразведения, производства древесной био-
массы и  сохранения элитного и  редкого мате-
риала в  виде зародышевой плазмы. Все более 
широко обсуждается идея плантационного кло-
нового лесоводства в сочетании с традиционны-
ми программами селекции для удовлетворения 
растущего спроса на древесину в течение следу-
ющих нескольких десятилетий [1, 6].

В настоящее время имеется много спосо-
бов вегетативного размножения. В  первую оче-
редь это традиционные хорошо себя зареко-
мендовавшие методы размножения с  помощью 
видоизмененных побегов (клубни, луковицы, 
корневища, усы-столоны), частями вегетатив-
ных органов (стебли, листья, корни) или путем 
прививки (копулировка  – черенками или оку-
лировка – почками). Однако такие способы ве-
гетативного размножения зачастую не дают воз-
можности получать многочисленное потомство 
от одного дерева или его части в  течение всего 
года, не гарантируют отсутствия вирусов в поса-
дочном материале и  сохранение характеристик 
родительского растения [7].

Очевидно, решить эту важную проблему 
можно лишь с помощью принципиально новых 
методов вегетативного клонального размноже-
ния, основанных на культивировании изоли-
рованных клеток, тканей и  органов растений 
в  стерильных условиях  – на искусственных пи-
тательных средах в  условиях in vitro [8]. Такие 
способы размножения дают возможность полу-
чать посадочный материал независимо от урожая 
семян и наиболее полно сохранять в потомстве 
хозяйственно-ценные признаки и  свойства ма-
теринского растения, фиксируя их генетиче-
ские преимущества и  позволяя произвести до-
статочное количество растительного материала 
[9]. Такое клонирование осуществляется in vitro 
с помощью прививки, укоренения черенков, ми-
кроразмножения, соматического эмбриогенеза, 
культуры верхушечных или пазушных почек, ор-
ганогенеза через культуру каллуса или индукцию 
адвентивных почек [10]. Эти методы эффектив-
ны при массовом клонировании лесных древес-
ных видов, в том числе хвойных пород, и многие 
их них могут привести к получению генетически 
улучшенного посадочного материала [11].

Основные методы клонального размножения 
были разработаны и апробированы на ювениль-
ном растительном материале (зиготных зароды-
шах, сеянцах, саженцах) [4]. Поэтому для кло-
нального размножения часто отбирают образцы, 
когда они еще слишком молоды для надлежащей 
оценки [12].
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Проблемы вегетативного (клонального) 
размножения

Использование для клонального размно-
жения материала от юных растений менее 
предпочтительно, чем применение для этих 
целей частей взрослых растений. Многие хо-
зяйственно ценные характеристики растений 
становятся очевидными только после поло-
вого созревания организма, когда деревья уже 
достигли зрелости [13–15]. Полный потенци-
ал генетического развития молодых растений 
менее известен, по сравнению с  взрослыми 
деревьями [10, 15]. С  практической точки зре-
ния более интересны деревья, которые доказа-
ли свои качественные характеристики, такие 
как показатели роста и устойчивость в течение 
длительного периода времени [16]. Такая оцен-
ка часто проводится в половине ротационного 
возраста [12]. Но отрицательным моментом 
такой расширенной оценки является то, что 
к  этому времени большинство особей утрати-
ли способность к вегетативному размножению. 
Более того, даже когда возможно вегетативное 
размножение отдельных взрослых особей, оно 
часто связано с  невозможностью или непра-
вильным корнеобразованием и  плагиотропиз-
мом [4, 17]. Так, у  хвойных очень низкий уро-
вень естественного укоренения – около 1–5%. 
Кроме того, у них очень сложно получить кор-
необразование даже в  случае применения сти-
муляторов роста [18].

Учитывая эти факты, нельзя ожидать макси-
мальной выгоды от клонального размножения, 
пока не будут найдены подходящие средства 
либо для клонирования старых деревьев, либо 
для определения в молодом возрасте того, каки-
ми будут деревья в конце их ротации [12].

Реювенилизация в решении проблемы 
вегетативного размножения лесных видов

Исходя из того, что вегетативное размно-
жение деревьев намного проще провести тогда, 
когда они находятся в  ювенильной фазе, чем 
в фазе зрелости [19], решение проблемы клони-
рования может осуществляться, как минимум, 
двумя способами. Первый  – это использова-
ние в  качестве эксплантов ювенильных тканей 
взрослых деревьев, поскольку ювенильность 
некоторых частей (и органов взрослых) деревьев 
может сохраняться в  течение длительного вре-
мени [20]. Такие ткани, обладающее более высо-
кой морфогенной способностью, расположены 
по всему организму растения [21]. Так, напри-
мер, ювенильные признаки могут сохраняться 
в  основании дерева (онтогенетически молодая 
ткань), тогда как созревание происходит на пе-
риферии растения в онтогенетически более ста-
рой, но молодой хронологически ткани [1]. Ми-
халевской и Шабашевой [22] также описан факт 

спонтанного развития побегов с  ювенильной 
структурой не только из спящих почек в  ниж-
ней части ствола дерева сосны канарской (Pinus 
canariensis C. Sm.), но и на побегах во всех частях 
кроны этого дерева, высота которого около 6 м. 
Такие побеги с ювенильными структурами впол-
не могут быть использованы для вегетативного 
размножения данного вида.

Вторая возможность решения проблемы 
клонирования взрослых деревьев – это стимуля-
ция переключения развития растения со стадии 
зрелости к  ювенильной стадии через омоложе-
ние и  возврат к  ювенильным характеристикам 
организма [23].

Ключевым моментом в  омоложении расте-
ний является обращение вспять стадии развития 
(органов и/или тканей) взрослых или старею-
щих растений, возвращение их хронологическо-
го возраста до статуса ювенильности и  восста-
новление потенциала развития молодых особей 
[20]. У растительных видов, в  том числе дере-
вьев, в  процессе их развития отмечены фазо-
вые изменения, которые приводят к  снижению 
способности к  вегетативному размножению, 
микроразмножению, а  также к  соматическо-
му эмбриогенезу. При этом, изменяя условия 
ex vitro и/или in vitro, в которых находится исход-
ный материал или эксплантат, зачастую можно 
добиться омоложения и  увеличения степени 
размножения [10].

Омоложение растений происходит за счет 
перепрограммирования клеток или регули-
рования факторов окружающей среды. Пере-
программирование клеток, с  одной стороны, 
потенциально достижимо путем стимуляции су-
ществующих эмбриональных стволовых клеток 
в  растениях, используемых для получения юве-
нильных растений. С другой стороны, в зависи-
мости от тотипотентности растительных клеток, 
дифференцированные клетки могут быть инду-
цированы сначала к  дедиференциации с  после-
дующей новой дифференциацией и, в конечном 
итоге, к  формированию растений-регенеран-
тов [24]. На репродуктивную жизнеспособность 
также влияют факторы окружающей среды, та-
кие как фотопериод, интенсивность света, тем-
пература и  доступность воды [25]. Обраще-
ние старения (возврат к  более ранним стадиям 
развития) может быть достигнуто с  помощью 
различных искусственных способов, которые 
продемонстрировали возможность стимулиро-
вать ювенилизацию у  зрелых (не ювенильных) 
растений, не поддающихся обычным (традици-
онным) методам вегетативного размножения 
(рис.  1) [20, 26]. Среди этих способов известна 
сильная обрезка (хеджирование); использова-
ние прикорневых (пневых) побегов и  коппинг 
эпикормальных побегов и  материала ювениль-
ных частей взрослых растений; использование  
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(выгонка) побегов из придаточных почек; при-
вивка взрослых черенков на молодые подвои; 
последовательная многократная прививка; об-
работка взрослых растений или их частей хи-
мическими веществами, регулирующими рост; 
удаление листьев со взрослых деревьев, что 
приводит к  элиминации ингибирования про-
цесса укоренения; использование различных 
методов размножения in vitro [27–30]. Методы in 
vitro включают в  себя культивирование выбран-
ных (тщательно отобранных) эксплантов, такие 
как культивирование меристем, повторное суб-
культивирование, микропрививка на ювениль-

ные укорененные побеги, образование адвен-
тивных почек в культуре органов, органогененез, 
соматический эмбриогенез и  перенос генов 
[1, 31]. Далее остановимся на ряде основных из 
перечисленных методов.

МЕТОДЫ РЕЮВЕНИЛИЗАЦИИ

1. Культивирование меристем. Использование 
ювенильных тканей взрослого растения

Известно, что в различных частях раститель-
ного организма всегда имеются определенные 
ткани и/или клетки (плюри- или тотипотент-

Рис. 1. Методы реювенилизации взрослого растительного материала.
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ные), которые в большей степени компетентны 
к  формированию нового вегетативного расте-
ния. У лиственных деревьев и  некоторых голо-
семенных такие ткани обнаруживаются в  при-
корневой зоне, а также в зонах близких к месту 
активного мейоза примерно в  то время, когда 
этот мейоз происходит [21]. Другим потенци-
ально активным участком является верхушка 
побега при условии удаления с  него значитель-
ной части или всех зачатков листвы или хвои 
[15]. Верхушки побегов содержат в своем составе 
области, отличающиеся большей морфогенети-
ческой компетентностью, чем окружающие [32]. 
Такие области, в основном, представлены мери-
стемами.

Меристемы часто функционируют как ав-
тономные ткани; они поддерживают специ-
фическую программу роста, независимую от 
факторов, возникающих где-либо внутри рас-
тения, или от внешних воздействий, т.е. они 
детерминированы [33]. Отдельные меристемы 
(ингибированные меристемы небольшого раз-
мера, которые обычно не образуют сосудистых 
соединений с  остальной частью дерева) могут 
быть источником ювенильной ткани [12]. Такие 
меристемы были обнаружены у  деревьев как 
голосеменных, так и  покрытосеменных видов 
[34].

Для целей омоложения часто используют-
ся апикальные меристемы побегов (SAM, shoot 
apical meristems), в  состав которых входят плю-
рипотентные стволовые клетки [21]. SAM пред-
ставляет собой три отдельных клеточных слоя 
[35]. Первый (L1) формирует эпидермальную 
ткань, второй (L2) образует основную (базаль-
ную) ткань, а  третий (L3)  – сосудистую ткань 
(рис. 1а). Все они находятся под контролем 
центрального организационного центра (OC, 
organizing center), который регулирует содержа-
ние небольшой популяции стволовых клеток, 
расположенных непосредственно над ним. Эти 
стволовые клетки имеют низкую скорость де-
ления и  являются поставщиками клеток в  пе-
риферийную зону, где они начинают делиться 
быстрее, инициируя развитие клеточных линии, 
которые образуют различные клеточные слои. 
Очевидно, что маленькие, изолированные части 
меристемы обладают сильной регенеративной 
способностью. Считается, что культивирование 
таких небольших участков SAM in vitro способ-
ствует как омоложению, так и  преодолению 
неспособности растений к  микроклональному 
размножению [21]. Большая работа по установ-
лению связи между использованием экспланта-
тов мельчайших меристем и процедурой омоло-
жения была проведена на кукурузе. Меристемы, 
взятые от зрелых растений кукурузы, давали 
начало молодому потомству, если меристема со-
держала зачатки одного-двух листьев, или листья 

зрелого типа, в случае наличия в зоне меристемы 
большего количества зачатков [32].

Что касается хвойных, то было проведено 
несколько экспериментов с  использованием 
изолированных меристем, которые позволи-
ли получить ювенильные растения из тканей 
побега зрелых особей. Так, из большого числа 
эксплантатов апексов побегов 100-летнего де-
рева Sequoiadendron giganteum с  прилежащими 
к  экспланту только одним или двумя зачатка-
ми (примордиями) хвои, один продуцировал 
нормальные растения, неотличимые от тех, ко-
торые обычно получают от сеянцев этого вида 
[36]. В аналогичном эксперименте с 3–7-летним 
Pinus radiata несколько меристематических ку-
полов с двумя или тремя примордиями хвои об-
разовывали побеги, которые были потенциаль-
но способны к укоренению [37].

Меристематическим материалом, имеющим 
потенциал для реювенилизации, могут быть 
ткани и  клетки, выделенные из генеративных 
органов взрослых растений [38]. Наибольшее 
распространение с  целью омоложения/размно-
жения получило использование незрелых пыль-
ников, что, возможно, связано с мейотическим 
процессом, проходящем в  зоне их формирова-
ния [21]. Адвентивные побеги формировались 
из диплоидной соматической ткани женских 
стробил Larix decidua, при этом только в течение 
короткого времени, ограниченного процессом 
мейоза [39]. Точно так же Wang с соавт. [40] ини-
циировали образование адвентивных побегов из 
срезов женских шишек Picea abies, собранных во 
время мейоза. Другие ткани цветков и соцветий, 
которые были использованы для регенерации 
растений, представляют собой неоплодотворен-
ные яйцеклетки и  нуцилусы (например, цит-
русовые [41]) и  семенные покровы (например, 
Hevea brasiliensis [42]).

Источником эксплантов с  хорошей мор-
фогенной активностью также может являться 
прокамбий, содержащий плюрипотентные со-
судистые стволовые клетки [6, 43]. Прокамбий 
дает начало перициклу, и эта ткань также заслу-
живает внимания как потенциальный источник 
плюрипотентных или тотипотентных клеток 
[44]. Другие ткани в  прокамбиальной области, 
которые обладают некоторым морфогенным по-
тенциалом, связаны со смоляными ходами, рас-
положенными в стеблях, хвое и зонах раневого 
повреждения хвойных [45]. Различные типы ор-
ганизованных структур возникали из смоляных 
каналов адвентивной хвои, полученной in vitro 
в  культуре побегов нескольких видов хвойных 
[46]. Эпителиальные клетки смоляных каналов 
являются в течение короткого периода времени 
сильно недифференцироваными по структуре, 
что, возможно, объясняет их морфогенный по-
тенциал [6].
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Говоря о  выборе тканей и/или клеток, наи-
более пригодных для использования в качестве 
эксплантов, следует обратить внимание также на 
молодые ткани корня [47].

2. Химическая или физическая обработка тканей 
и органов растений

2.1. Обработка стимуляторами роста  
растений

Обновлению растительных тканей и  полу-
чению омоложенных растений может способ-
ствовать обработка этих тканей химическими 
веществами, в  первую очередь растительными 
гормонами [20].

Хорошо известно, что изменения в эндоген-
ных и экзогенных уровнях растительных гормо-
нов являются условием реверсирования разви-
тия растений. Поскольку омоложение растений 
включает ремоделирование клеточной судьбы 
взрослых тканей, гормоны могут действовать 
при омоложении растений путем повторного 
перевода клеток на их эмбриональный и  мери-
стематический путь развития [20].

Для омоложения растительного матери-
ала используются такие регуляторы роста 
растений, как ауксины (NAA  – нафтил-ук-
сусная кислота; NOA  – нафтоксиуксусная кис-
лота; IAA  – индол-3-уксусная кислота; IBA  – 
индол-3-масляная кислота), цитокинины 
(BA – 6-бензиладенин; KN – кинетин; CPPU – 
N-(2-хлор-4-пиридил)-N-фенилмочевина; 2ip  – 
2-изопентениладенин; TDZ – тиадиазурон, Z – 
зеатин) [1].

Известно, что взаимодействие ауксина и ци-
токинина способствует регуляции образования 
каллуса и органогенеза в природе или в системе 
in vitro [48]. При этом и  процесс микроразмно-
жения взрослых растений может быть улучшен 
путем обработки взрослых деревьев цитокини-
нами, либо отдельно, либо в сочетании с аукси-
нами [10].

Применение бензиладенина в  культуре зре-
лой растительной ткани стимулирует рост бо-
ковых почек или образование адвентивных по-
бегов [28]. При этом сам процесс образования 
адвентивных побегов может рассматриваться 
как процесс омоложения, так как все адвентив-
ные побеги обладают ювенильными характе-
ристиками [49]. При клональном размножении 
хвойных растений цитокинины использовались 
для “омоложения” нескольких древесных пород: 
BA для взрослых деревьев Pseudotsuga menziesii, 
Pinus lambertiana, Larix decidua; BA и  TDZ для 
30-летних деревьев L. decidua; BA с  NAA для 
L. gmelinii; Z для Cedrus atlantica, C. libani, Picea 
abies; TDZ для Pinus pinea, Araucaria excelsa [18]. А 
поэтапно применяя BA и  NAA, удалось регене-

рировать целые растения из верхушечных побе-
гов Arachis hypogaea [50].

Предполагается, что гиббереллины также 
влияют на омоложение, поскольку гибберелло-
вая кислота (GA) является важным гормоном, 
участвующим в  созревании [51]. Путем опрыс-
кивания GA было достигнуто повторное появле-
ние ювенильных морфологических характери-
стик или улучшение укоренения ряда растений 
[12]. Так его применение (GA3) может вызвать 
превращение зрелых растений Hedera в  юве-
нильную форму [28]. Известно, что обработка 
гибберилином GA4 обеспечивает переключение 
с инициации стволовых клеток на клеточное де-
ление [52].

Этилен и абсцизовая кислота (АБК) играют 
роль в  омоложении растений, вызывая появле-
ние бокового корня [53]. При этом состояние 
покоя у  Theobroma cacao контролируется эндо-
генными уровнями AБК, а омоложение побегов 
контролируется эндогенными цитокининами 
[50]. Также известно, что абсцизовая кислота 
и замедлители роста могут стабилизировать зре-
лую форму растения [28].

2.2. Омоложение, связанное с действием стресса
Некоторые из вышеперечисленных веществ, 

помимо прочего, являются стрессовыми для 
растения агентами. При этом известно, что 
вызванный в  тканях растения стресс оказыва-
ет на них омолаживающее действие [54]. Сле-
довательно, стрессовое воздействие гормонов 
роста на клетки, в том числе, может объяснять 
омолаживающее действие этих веществ на рас-
тительные ткани. Этим же можно объяснить 
стимуляцию образования соматических эмбри-
онов (о соматическом эмбриогенезе как мето-
де реювенилизации речь пойдет ниже) на апи-
кальных ростках проростков моркови в течение 
1–3 недельного стрессового воздействия на 
них солями тяжелых металлов (кобальт, никель, 
цинк, кадмий) [55]. Аналогичный эффект на 
формирование соматических эмбрионов ока-
зывала обработка каллусной культуры Acacia 
catechu пролином – аминокислотой, связанной 
со стрессом [56].

Показано, что омоложения тканей, в  том 
числе и  инициации процесса соматического 
эмбриогененза, можно добиться при использо-
вании продуктов деградации клеточной стенки 
(водорастворимые арабиногалактановые белки 
(AGP) и связанным с патогенезом ферментом – 
хитиназой [57]. Например, бактериальные фак-
торы нодуляции способствуют эмбриогенезу 
в  суспензионной культуре моркови [58]. AGP, 
продуцируемые эмбриогенными культурами, 
часто вызывают эмбриогенез в  культурах, ко-
торые обычно не эмбриогенны, даже если эм-
бриогенные и  неэмбриогенные культуры при-
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надлежат к разным видам [10]. Эти соединения 
действуют как антагонисты ауксина, хотя они 
также могут проявлять активность ауксина [57]. 
Хитиназа регулируется развитием интактных 
растений. В верхних листьях ее содержание ниже, 
чем в  нижних листьях и  корнях [59]. Хитиназы 
могут накапливаться in vitro в  ответ на различ-
ные виды стресса [60, 61]. Было установлено, что 
гликозилированная кислая эндохитиназа с  мо-
лекулярной массой 32 кДа играет важную роль 
в  правильном раннем развитии соматических 
зародышей [60]. Ее основной функцией, по-ви-
димому, является стимуляция нормального 
развития протодермы у  ранних эмбрионов, что 
является важным этапом в переходе от пре-гло-
булярных к глобулярным соматическим зароды-
шам [60]. Подобные механизмы перехода могут 
происходить во время эмбриогенеза и  у  хвой-
ных. В эмбриогенных культурах Picea abies были 
обнаружены два морфологически различных 
типа эмбрионов. Один из них (тип А) продуци-
рует нормальные зародыши и побеги легче, чем 
другой (тип В). Тип А в процессе культивирова-
ния выделяет во внешнюю среду внеклеточный 
белок, похожий на хитиназу. Когда на культуры 
типа В  воздействовали внеклеточными белка-
ми, выделенными клетками типа А, эмбрионы 
в  культурах типа В  перешли на более высокую 
стадию развития [62].

Помимо непосредственного стрессового воз-
действия химическими агентами на ткани взрос-
лых растений с целью их реювенилизации могут 
быть использованы и  различные физические 
методы. Примеры стресс-стимулирующего омо-
ложения включают повторное обрезание ветвей 
взрослых деревьев, коппинг, прививку, повтор-
ное укоренение черенков и другие [10].

3. Сильная обрезка и хеджирование
Хеджирование (hedging) (рис. 1в), т.е. регу-

лярная сильная обрезка части кроны или по-
бегов ветвей является эффективным методом 
омоложения и/или задержки созревания юве-
нильного материала [63, 64]. Отмечено, что жиз-
неспособность даже для стареющих трав и ряда 
однолетников можно восстановить путем обрез-
ки кончиков стеблей, чтобы снять верхушечное 
доминирование и, тем самым, способствовать 
перераспределению гормонов [20]. Для древес-
ных растений распределение питательных ве-
ществ также может быть изменено путем обрез-
ки, а  новые особи, формирующиеся из ветвей, 
отрастающих от места хеджирования, часто пре-
восходят исходные экземпляры с  точки зрения 
их роста и репродуктивной силы [65].

Так, методом хеджирования, повторными 
обрезками ветвей, был омоложен растительный 
материал Rhododendron sp. [66]. Аналогичные 
результаты получены на Citrus limon, Balanites 

aegyptiaca, Syzygium cuminii и ряде других индий-
ских древесных пород, которые являются важ-
ными производителями биомассы и  сырья для 
фармацевтической промышленности [28].

Этот подход применим и  к  хвойным. Неко-
торые хвойные деревья реагируют на сильную 
обрезку или повреждение огнем образованием 
молодых побегов из ветвей или корней, которые 
легче укореняются, чем зрелые побеги [49]. Об-
работанные хеджированием Pinus radiata сохра-
няют состояние молодости более 27 лет [12]. 
Сохранение ювенильных характеристик за счет 
повторной обрезки описано и для Picea abies [67]. 
Если новый прирост у  сеянцев этих видов уда-
лять ежегодно или раз в два года, образующиеся 
в  последствии пазушные побеги остаются юве-
нильными в течение многих лет и служат источ-
ником для массового получения укоренившихся 
черенков, которые ведут себя как сеянцы [49].

4. Использование корневых отпрысков, коппинг
Другим способом искусственного и/или 

естественного омоложения взрослых растений, 
или стареющих особей в  природной среде яв-
ляется коппинг (coppicing) (рис. 1г), заключаю-
щийся в  обрезке или значительном поврежде-
нии надземной части деревьев и  кустарников 
таким образом, чтобы побудить их дать новые 
побеги из прикорневой зоны (стула) или области 
основания ствола [20]. Именно эта зона вбли-
зи корневого соединения и  надземного побега, 
наряду с  некоторыми другими, является более 
морфогенетически компетентной и  содержит 
клетки в  составе эпикормических (спящих) по-
чек, способные регенерировать новый организм 
[14, 15].

Принято считать, что хронологический воз-
раст корней растений не увеличивается с  раз-
витием особи; то есть корни являются самой 
молодой частью растения и  их клетки характе-
ризуются значительной способностью к  деле-
нию [68]. Экспланты побегов прикорневой зоны 
обладают лучшим потенциалом удлинения стеб-
ля и  большей укореняемостью, чем побеги, ре-
генерированные из кроны [19]. Такие прикорне-
вые побеги обычны для лиственных пород, и их 
можно использовать для вегетативного размно-
жения и клонирования [12, 34]. Метод коппинга, 
например, был применен для оценки порослево-
го потенциала взрослых (от 2 до 10 лет) деревьев 
Acacia mearnsii. Через 3 нед. после рубки на пнях 
деревьев всех возрастных групп отмечали по-
росль, которая впоследствии была использована 
как материал для массового разведения черной 
акации [19]. На безлистных побегах 35-летнего 
дерева лоха узколистного (Elaeagnus angustifolia) 
показано, что базальные части эксплантов дают 
больше пазушных побегов, чем верхние части, 
а  черенки, взятые из побегов, формирующихся 
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в прикорневой области, обладают большей уко-
реняемостью, чем черенки, взятые из побегов, 
формирующихся в верхней части растения [69].

Коппинг, который эффективен для мно-
гих лиственных пород, в целом не подходит для 
хвойных [11]. За исключением нескольких ви-
дов, таких, например, как Sequoia sempervirens, 
Pinus serotina, Taxodium distichum, Cunninghamia 
lanceolata, большинство хвойных не дают моло-
дых прикорневых побегов, потенциально при-
годных для вегетативного размножения [6, 70]. 
В  то же время использование коппинга позво-
лило размножить зрелые Sequoia sempervirens из 
базальных ростков, культивируемых in vitro [71].

5. Инициация развития пазушных 
и эпикормических почек

Омолаживающий эффект на зрелые растения 
может оказывать процесс образования адвентив-
ных побегов из пазушных и эпикормических по-
чек, поскольку все адвентивные побеги являют-
ся ювенильными (рис. 1д) [1]. Эпикормические 
почки в обычных условиях находятся в спящем 
состоянии под корой, их рост подавляется гор-
монами, поступающими из вышерасположен-
ных активно развивающихся побегов [72]. При 
определенных условиях эти почки развиваются 
в  активные побеги, например, когда поврежда-
ются вышерасположенные части растения или, 
когда уровень освещенности увеличивается по-
сле удаления близлежащих растений [28]. Так, 
в  работе с  использованием взрослых деревьев 
Quercus robur было показано, что изолированные 
срезы ствола, помещенные во влажные теплые 
условия, могут давать побеги из активирован-
ных эпикормических почек [73]. В этом же экс-
перименте установлено, что гирдлинг (girdling – 
снятие кольца коры по всей окружности ствола) 
интактных деревьев может стимулировать рост 
побегов из эпикормических почек в течение сле-
дующего вегетационного периода. Побеги эпи-
кормического происхождения, пригодные для 
вегетативного размножения, были получены 
также для ряда видов родов Betula, Acer, Quercus 
и др. [74–76].

Эпикормические почки и  побеги встреча-
ются у  многих древесных пород, но не у  всех. 
Так, они отсутствуют у  большинства хвойных 
[28]. При этом, укорененные растения были по-
лучены из пазушных почек взрослых деревьев 
некоторых видов сосны, таких как Pinus pinea, 
P. radiata, P. pinaster, P. massoniana и  P. sylvestris, 
а  также ели Picea sitchensis в  ходе лабораторных 
исследований [77–81]. Следует учитывать, что 
этот метод применительно к хвойным пока име-
ет много ограничений, включая отсутствие по-
тенциала для масштабирования, так как таким 
образом удается регенерировать только ограни-
ченное количество растений [16].

Для увеличения эффективности вегетатив-
ного размножения через инициацию пазушных 
и  эпикормических почек могут быть использо-
ваны следующие технологии: прививка, повтор-
ная прививка, укоренение черенков.

6. Прививка и микропрививка
Техника прививки (рис. 1е) может проводить-

ся как одна из стадий размножения после иници-
ации спящих и пазушных почек, так и самосто-
ятельно  – путем прививания непосредственно 
верхушек сформированных побегов.

Восстановить способность к  вегетатив-
ному размножению, вернуть компетентность 
к  размножению через омоложение можно пу-
тем прививания отростка взрослого растения 
к  молодому подвою [54]. При многократной 
прививке кончиков взрослых побегов на юные 
подвои признаки взрослого состояния привоя 
постепенно исчезают, а вновь сформированные 
особи проявляют ювенильные характеристики, 
такие, например, как задержка цветения [82]. 
Прививание зрелых частей растения к молодым, 
часто сеянцам, использовалось для получения 
качественных черенков. Такие черенки, полу-
ченные после серийной прививки, обладают по-
вышенной укореняемостью и  проявляют стой-
кие ювенильные признаки [28]. В  ряде случаев 
побеги, полученные методом прививания, де-
монстрируют усиленную пролиферацию и  мо-
гут быть использованы для микроразмножения, 
основанного на микропрививке [23]. Микро-
прививка, прививка in vitro небольших верхушек 
побегов или боковых почек на обезглавленные 
саженцы подвоя, была разработана для деревьев 
с  целью омоложения представителей элитных 
сортов и  реликтовых видов для облегчения их 
вегетативного размножения. Такой метод име-
ет преимущества, заключающиеся в  повыше-
нии способности к  укоренению полученного 
материала, восстановлении жизнеспособности 
клонов и  уменьшении генетических различий 
внутри клонов [20]. Так показано, что повторная 
прививка побегов калопанакса семилопастного 
(Kalopanax septemlobus) приводила к омоложению 
тканей и, в конечном счете, к высокоэффектив-
ному образованию соматических зародышей 
у  этого неподдающегося вегетативному размно-
жению реликтового ценного вида [26]. Исполь-
зование повторной прививки зрелого материала 
с  последующим укоренением черенков показа-
но и дало положительные результаты также для 
ряда хвойных видов, таких как Pinus massoniana, 
P. taeda, P. Radiata, Pseudotsuga menziesii, Thuja 
plicata, Larix decidua, Cupresus dupreziana [17, 23, 
83]. В  экспериментах с  растительным матери-
алом Sequoia sempervirens установлено, что про-
грессивное омоложение происходило после по-
следовательной прививки взрослого материала 
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на ювенильные черенки и  стабильность омоло-
женного состояния сохранялась in vitro даже по-
сле 30 лет культивирования [84]. К  сожалению, 
прививка не используется для массового раз-
множения хвойных, а, в основном, ограничива-
ется созданием семенных садов [6].

7. Повторное субкультивирование
Одним их перспективных методов вегета-

тивного клонального размножения растений яв-
ляется их черенкование (рис. 1ж) [11]. При этом 
зачастую очень остро стоит вопрос инициации 
корнеобразования у  черенков и  их укоренения. 
Для значительной части лиственных древесных 
видов это не является проблемой [85]. К  со-
жалению, для большинства хвойных черенки, 
способные к корнеобразованию, доступны толь-
ко от растений, которые слишком молоды, чтобы 
продемонстрировать свой потенциал роста [49]. 
Для решения данного вопроса нашли примене-
ние технологии, основанные на методах культу-
ры растительных клеток органов и тканей [79].

Омоложение, также, как и поддержание юве-
нильного состояния, может быть достигнуто или 
ускорено путем последовательного повторного 
субкультивирования растительного материала 
в  условиях in vitro (рис. 1з) [86]. В  качестве та-
кого материала часто используются верхушки 
побегов [10]. Именно апексы побегов считаются 
наиболее активным местом клеточного деления 
и  обладают характеристиками эмбриональных 
стволовых клеток [20].

Микроразмножение in vitro в  контролируе-
мых условиях позволяет непрерывно “воспроиз-
водить” растения. При этом экспланты, взятые 
от взрослых растений, теряют свое текущее 
состояние развития в  условиях непрерывного 
культивирования тканей в  течение нескольких 
генераций. Считается, что перепрограммирова-
ние дифференцированных клеток, которое поз-
воляет соматическим клеткам приобретать ста-
тус эмбриональных стволовых клеток и, таким 
образом, индуцировать формирование плюри-
потентных стволовых клеток, как бы обращает 
вспять таймер развития растения [87].

Исходя из этой идеи, была создана техноло-
гия так называемого “серийного размножения”, 
которая базируется на методике, разработанной 
для ювенильных побегов лиственницы [88]. Она 
основана на повторном вырезании и  пересеве 
верхней части побегов, полученных путем ми-
кроразмножения, каждый раз, когда эти побеги 
достигают определенной длины. В  частности, 
данная технология использована при серийном 
культивировании верхушек побегов 140-летнего 
дерева Larix decidua [89]. В  данной работе уста-
новлено, что наилучшая регенерация адвентив-
ных корней, а  также укоренение и  выживание 
растений происходили после четырнадцати суб-

культивирований, когда формирующаяся хвоя 
проявляла полностью ювенильную морфоло-
гию. Частота укореняемости черенков 3-летних 
микроразмноженных растений этой лиственни-
цы оказалась в 10 раз выше, чем у черенков, взя-
тых непосредственно от материнского растения.

Таким же образом использование техноло-
гии серийного субкультивирования привело 
к  улучшению укоренения микроразмноженных 
побегов ряда древесных видов, таких как Sequoia 
sempervirens, Pinus sylvestris, P. pinaster, P. radiata, 
Picea abies, Picea sitchensis и другие [18, 37, 63].

8. Соматический эмбриогенез
Истинным омоложением в  полной мерее 

можно считать образование зиготы, формиру-
ющейся при слиянии гамет, возникших в  ре-
зультате мейоза [49]. Таким образом, процесс 
эмбриогенеза, безусловно, представляет собой 
прямой способ омоложения [28]. Исходя из это-
го, довольно привлекательным и  перспектив-
ным методом омоложения взрослых растений 
в  лабораторных условиях является соматиче-
ский эмбриогененз (рис. 1и). С точки зрения 
морфологии он очень напоминает зиготический 
эмбриогенез и  дает возможность клонального 
тестирования и  генетического улучшения, ко-
торое в  этом случае более достижимо, чем при 
использовании других технологий [21].

Соматический эмбриогенез, кроме того, 
считается наиболее эффективной системой ре-
генерации растений среди различных методов 
размножения в системе in vitro. Начиная с полу-
чения первого соматического зародыша от дре-
весного вида в  1986 г. (индукция была зареги-
стрирована у  липы амурской  – Tilia amurensis), 
к  настоящему моменту отработаны различные 
протоколы систем прямого или непрямого со-
матического эмбриогенеза для хвойных и  лист-
венных пород [90]. Однако большинство этих 
технологий разработано с использованием юве-
нильных тканей, чаще всего, на основе незрелых 
или зрелых зиготических зародышей. Микро-
размножение и соматический эмбриогенез труд-
нодостижимы на материале старше стадии про-
ростков [10]. Таким образом, возникает вопрос, 
насколько соматический эмбриогенез доступен 
в настоящее время для целей омоложения расти-
тельного материала?

Попытки ряда исследовательских групп 
индуцировать эмбриональные ткани из ве-
гетативных эксплантов на сегодняшний день 
имеют ограниченный успех. Высказано пред-
положение, что такая ситуация связана с эпиге-
нетическим подавлением эмбриогенности (хотя 
и  потенциально обратимым), которое лежит 
в основе индукции соматического эмбриогенеза 
[91]. Но в  последнее время достигнуты значи-
тельные успехи и  разработаны новые подходы  
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в соматическом эмбриогенезе на основе матери-
ала, получаемого от зрелых деревьев [90].

Вероятность индукции соматического эм-
бриогенеза некоторых видов повышается за счет 
использования материала, предварительно по-
лученного в  системе in vitro. Показано, что са-
женцы и молодые растения, сформированные из 
соматических зародышей, обладают в  большей 
степени ювенильными характеристиками, чем 
их аналогичные по возрасту зиготические ана-
логи [92]. Кроме того, соматический эмбриоге-
нез легче инициировать из материала взрослых 
растений, ранее уже полученных путем сомати-
ческого эмбриогенеза, чем от растений, полу-
ченных из семян [10].

Первая индукция соматического эмбриоге-
неза на вегетативных эксплантах (почках) была 
проведена с использованием материала 3-летних 
деревьев Picea abies [93]. Но никаких результатов 
по дальнейшему росту и развитию соматических 
растений (растений-регенерантов) опублико-
вано не было [18]. В  другом исследовании на 
P. abies использовали эксплантаты примордиаль-
ных побегов 4–6-летних соматических деревьев, 
при этом 2 генотипа из 39 дали реакцию на ин-
дукцию соматического эмбриогенеза [94]. Обна-
ружено также, что молодая хвоя одно-трехлетних 
деревьев европейской ели имеет положительную 
реакцию на индукцию соматических эмбрионов 
[93]. Однако, эта способность утрачивается по 
мере взросления деревьев-доноров [14].

Положительного результата в индукции сома-
тического эмбриогенеза удалось достигнуть при 
использовании в  качестве эксплантов продоль-
ных срезов примордиальных побегов 10-летнего 
дерева Picea glauca, которые были вырезаны из 
вегетативных почек ранней весной, или из раз-
вивающихся почек ранней осенью [95].

Известно, что соматический эмбриогенез 
может быть индуцирован на эксплантах апи-
кальных побегов и из вторичной хвои взрослых 
деревьев (возрастом 10–20 лет) различных тро-
пических и субтропических видов сосны из Юж-
ной Африки и  северо-восточной Индии: Pinus 
patula, P. kesiya, P. roxburghii, P. wallichiana [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изложенные в  предыдущих разделах ре-

зультаты наглядно демонстрируют имеющиеся 
на сегодняшний день возможности получения 

“омоложенного” растительного материала, в том 
числе, и  для видов древесных растений, игра-
ющих важнейшую роль в  функционировании 
как природных лесных, так и  урбанизирован-
ных экосистем. Особенность настоящего мо-
мента, однако, состоит в том, что все известные 
процедуры по искусственному возвращению 
отдельных частей взрослых растений в  юное 

состояние путем переключения тем или иным 
способом генной стратегии развития с фазы зре-
лости к  ювенильному состоянию реализованы, 
в основном, в лабораторных условиях и недости-
жимы пока в промышленных масштабах. Работу 
по созданию соответствующих промышленных 
биотехнологий еще предстоит выполнить.

С уверенностью можно ожидать, что с  уче-
том ошеломляюще быстрого развития омиксных 
направлений, достижений молекулярной гене-
тики, биоинформатики, системной компьютер-
ной биологии уже в  ближайшее время удастся 
выявить как генные кластеры и генные сети, ак-
тивно функционирующие в ювенильный период 
развития древесных растений, так и молекуляр-
но-генетические системы управления процессом 
реювенилизации. Реконструкция генных сетей, 
функционирующих в  ювенильный период, как 
и  компьютерное моделирование переключения 
с фазы зрелости к ювенильному периоду разви-
тия могут стать базой для создания принципи-
ально новых технологий лесовосстановления, 
основанных на понимании молекулярно-гене-
тической природы реювенилизации.

В заключение важно подчеркнуть, что с  об-
щих позиций рутинное клонирование взрослых 
растений путем соматического эмбриогене-
за с  получением физиологически нормального 
потомства может послужить также средством 
быстрого улучшения ценных генетических при-
знаков основных лесообразующих пород [21].

Наиболее желательной можно считать ситу-
ацию, когда достигнутое с  использованием од-
ного из вышеописанных подходов размножение 
сопровождается получением потомства, полно-
стью идентичного исходному генотипу. В  этом 
случае период полевых испытаний клонов, как 
это делается при получении соматических эм-
брионов из зиготических зародышей, становится 
ненужным, что создает значительную экономию 
времени и средств. Отметим, что при размноже-
нии в этом случае появляется возможность вести 
отбор сразу по нескольким признакам.
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