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Аннотация. Изучены цитогенетические параметры семенного потомства клонов плю-
совых деревьев Pinus sylvestris, произрастающих на Петрозаводской лесосеменной 
плантации I порядка. В качестве контроля были взяты нормальные деревья P. sylvestris 
из естественного соснового фитоценоза в Пряжинском районе Карелии. рассматривали 
следующие показатели: относительное содержание ДНК, число хромосом, частоту и 
типы патологий митоза на стадиях метафазы, анафазы и телофазы (в процентах от об-
щего числа делящихся клеток на тех же стадиях). Установлено, что в корневой меристе-
ме семенного потомства P. sylvestris в диплоидном наборе содержится 24 хромосомы.  
У изученных растений были обнаружены единичные анеуплоидные клетки (2n = 23;  
2n = 25). Наиболее частотна моносомия (2n = 23) – 81 % от общего числа анеуплоидных 
клеток. Относительное содержание ДНК в молодой хвое проростков у клонов плюсо-
вых деревьев составило 42,07±0,21 пг, а у нормальных деревьев – 42,95±0,04 пг, при 
этом разница между ними статистически значима (U-test, p ˂ 0,01). В результате цито-
генетического анализа выявлено 7 типов патологий митоза: фрагментация хромосом, 
мосты, забегание хромосом, обособление хромосом и групп хромосом, отставание хро-
мосом, многополюсность, сложные нарушения. В общем спектре нарушений митоза 
наиболее распространенной патологией оказалось забегание хромосом. Сравнение раз-
личных типов патологий митоза в двух общих выборках нормальных деревьев и клонов 
плюсовых деревьев показало, что они значимо отличаются по следующим аномалиям 
митоза: забегание и обособление хромосом в метафазе, фрагментация, отставание, мо-
сты и многополюсность в ана-телофазе. Выявлено: в семенном потомстве нормальных 
деревьев доля клеток с аномалиями митоза в среднем примерно в 1,5 раза выше, чем в 
потомстве клонов плюсовых деревьев (3,44±0,32 и 2,38±0,14 % (U-test, p ˂ 0,05) соот-
ветственно). Полученные данные свидетельствуют о цитогенетической стабильности 
семенного потомства клонов P. sylvestris с Петрозаводской лесосеменной плантации  
I порядка, это в свою очередь, может говорить о высоком качестве семенного материала.
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Abstract. The article describes the cytogenetic parameters of seed progeny of Pinus sylvestris 
plus trees growing in the Petrozavodsk seed orchard of the first order. P. sylvestris normal trees 
from the natural pine phytocenosis in the Pryazha region (Karelia) were taken as a control. 
The following indicators were considered: relative DNA content, number of chromosomes, 
frequency and types of mitosis pathologies at the metaphase, anaphase and telophase stages (in 
% of the total number of dividing cells at the same stages). It was found that the root meristem 
of the P. sylvestris seed progeny contains 24 chromosomes in the diploid set. Single aneuploid 
cells (2n = 23; 2n = 25) were found in the studied plants. The most frequent is monosomy 
(2n = 23). It made up 81 % of the total number of aneuploid cells. The relative DNA content 
in the young needles of pine seedlings of plus clones and normal trees was 42.07±0.21 and 
42.95±0.04 pg, respectively, and the difference between the two was statistically significant 
(U-test, p ˂ 0.01). Cytogenetic analysis revealed 7 types of mitosis pathologies: chromosome 
fragmentation, chromosome bridges, chromosome overlap, isolation of chromosomes and 
groups of chromosomes, chromosome lagging, multipolar mitosis and complex abnormalities. 
Chromosome overlap was the most common pathology in the general mitotic disorders 
spectrum. Comparison of mitosis pathologies in two general samples of normal trees and 
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plus tree clones showed that they significantly differ by the following mitosis abnormalities: 
overlap and isolation of chromosomes in metaphase, fragmentation, lagging, bridges and 
multipolar mitosis in the anaphase and telophase. The study shows that the proportion of 
cells with mitosis abnormalities in the seed progeny of normal trees was about 1.5 times 
higher than of plus tree clones, and is equal 3.44±0.32 and 2.38±0.14 % (U-test, p = 0.05), 
respectively. The data obtained demonstrate the cytogenetic stability of the seed progeny of 
P. sylvestris clones from the Petrozavodsk seed orchard of the first order, which in turn may 
indicate the high quality of the seed material.
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Введение

Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) является одной из основных ле-
сообразующих пород бореальной зоны Евразии и имеет высокую хозяйствен-
ную ценность. Огромный по площади интразональный непрерывный ареал 
данного вида, популяции которого произрастают в различных почвенно-кли-
матических условиях, способствует проявлению процессов внутривидовой 
дифференциации [23]. Сосновые леса занимают почти 65 % площади лесного 
фонда республики Карелии и играют в этом регионе важнейшую эколого-эко-
номическую роль [2]. Для обеспечения их искусственного восстановления в по-
следней трети ХХ столетия в республике Карелии было создано 6 прививочных 
лесосеменных плантаций (лСП) I порядка общей площадью ~ 365 га [12]. лСП 
закладывали вегетативными (клоновыми) потомствами лучших (плюсовых) 
деревьев, отобранными в естественных насаждениях сосны обыкновенной по 
фенотипу. Многолетние исследования вегетативного роста, репродуктивной 
активности, габитуального и генетического разнообразия плюсовых деревьев 
(ПД) и плюсовых насаждений (ПН) P. sylvestris [10–12, 26, 28] показали, что 
более 90 % выявляемого генетического разнообразия у сосны обыкновенной 
концентрируется внутри популяций. Полученный результат подчеркивает важ-
ность исследования генетического разнообразия на внутригрупповом (индиви-
дуальном) уровне. 

В 2007–2011 гг. была проведена комплексная селекционно-генетическая 
оценка [26, 27] 72 клоновых потомств сосны обыкновенной (по 5 нормально 
развитых рамет на каждый клон), которые произрастали в пределах одного 
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поля Петрозаводской лСП I, заложенного в 1982–1984 гг. Отобраны 7 лучших 
клонов в качестве кандидатов в элитные ПД, пригодных в дальнейшем для соз-
дания лСП повышенной генетической ценности.

Для выявления на ранних этапах развития растений различных патоло-
гий, когда еще отсутствуют их фенотипические проявления, применяют цитоге-
нетический анализ [4] – один из самых эффективных способов оценки влияния 
неблагоприятных экологических факторов на организм [5, 14]. Считается, что 
наиболее информативные критерии цитогенетического анализа хвойных рас-
тений – число хромосом, хромосомные мутации и патологии митоза [30, 37]. 
Причем одними из самых чувствительных к воздействию внешней среды яв-
ляются репродуктивные органы голосеменных растений в связи с длительным 
циклом развития семян [8].

Многочисленные исследования позволили выявить у вида P. sylvestris 
различные хромосомные нарушения и патологии митоза [3, 4, 7, 13, 14, 16, 17, 
19, 29, 32]. Так, у представителей данного вида, произрастающих в экстремаль-
ных условиях, зарегистрированы кольцевые и полицентрические хромосомы, 
делеции, фрагменты и другие аномалии [18, 19]. В ряде исследований отмеча-
ются разнообразные нарушения митоза на стадии ана-телофазы: многополюс-
ность, мосты, забегание, отставание, фрагментация хромосом и др. [14, 17].

Стоит отметить, что на территории Северо-Запада россии изучение ци-
тогенетической системы хвойных растений на лСП не проводилось. Тогда как 
исследования данного рода необходимы при отборе ПД, оценке состояния дре-
востоев и качества семян, а также для определения перспектив интродукции 
видов и создания искусственных насаждений в конкретных почвенно-климати-
ческих условиях [4, 30]. 

В настоящей работе представлены первые результаты цитогенетиче-
ских исследований (определение относительного содержания ДНК, выявле-
ние хромосомных нарушений и патологий митоза) клонов плюсовых деревьев  
P. sylvestris, произрастающих на Петрозаводской лСП I порядка. В качестве 
контроля взяты нормальные деревья (НД) P. sylvestris из естественного сосно-
вого насаждения в Пряжинском районе Карелии.

Объекты и методы исследования

Исследования проведены в среднетаежной подзоне Карелии. Канди-
даты в элитные ПД отобраны в результате комплексной селекционно-гене-
тической оценки [26, 27] на Петрозаводской лСП I порядка (61,91972° с. ш.; 
34,41389° в. д.). лСП (площадь 238 га) основана в 1976 г. [15] и расположена 
в 15 км от Петрозаводского городского округа вдали от крупных автотранс-
портных магистралей и окружена сосновыми и еловыми фитоценозами. Поле, 
на котором произрастают клоны ПД, закладывалось по рендомизированной 
схеме с расстоянием между деревьями 5×8 м вегетативным потомством ПД, 
отобранных в популяциях P. sylvestris в пределах Южнокарельского лесосе-
менного района [10]. В исследовании участвовали 5 из 7 кандидатов в элиту. 
В качестве контроля взяты 2 НД P. sylvestris из естественного соснового на-
саждения в Пряжинском районе Карелии (61,722118° с. ш.; 33,458897° в. д.). 
НД подбирали таким образом, чтобы по величине основных таксационных  
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параметров (возраст, высота, диаметр) они были близки к исследуемым клонам 
ПД (табл. 1).

Сбор семян, получение меристематических тканей. Сбор семян с НД и 
клонов ПД сосны обыкновенной осуществляли в феврале 2020 г. С верхних 
веток кроны каждого дерева отбирали по 5–8 шишек, которые в последующем 
раскладывали в помещении и сушили при комнатной температуре до полного 
раскрытия. 

Для цитогенетического анализа использовали кончики корешков пророс-
ших семян, достигших длины 5–15 мм. Семена проращивали в чашках Петри 
на влажной двухслойной фильтровальной бумаге. Проанализировано не менее 
20 проростков для каждого дерева. 

Таблица 1

Таксационные параметры нормальных деревьев и клонов плюсовых  деревьев  
Pinus sylvestris

Селекционные 
категории

Номер 
дерева

Возраст, 
лет

Высота, 
м

Диаметр ствола на высоте 1,3 м,  
см

 Клоны ПД 

516-4 37 13,4 25,1
835-5 37 13,0 24,7
856-4 37 13,6 25,4
864-2 37 13,3 24,4
876-1 37 13,2 24,6

 НД
6 20 8,6 22,3
7 25 9,3 22,7

Цитогенетические исследования деревьев сосны. Изучали следующие 
цитогенетические показатели: число хромосом, частоту и типы патологий ми-
тоза на стадиях метафазы, анафазы и телофазы (в процентах от общего числа 
делящихся клеток на тех же стадиях) [7, 17]. Кончики корешков фиксировали в 
спиртово-уксусной смеси (3 части 96 %-го этилового спирта и 1 часть ледяной 
уксусной кислоты) в течение суток [24, 25]. Для подсчета числа хромосом пе-
ред фиксацией материал обрабатывали 1 %-м водным раствором колхицина в 
течение 5 ч, окрашивали 1 %-м ацетогематоксилином, перед окрашиванием ма-
териал выдерживали 10–15 мин в 4 %-м растворе железоаммонийных квасцов. 
Давленые препараты готовили по стандартным методикам [24]. Просмотр пре-
паратов осуществляли при помощи микроскопа «Микмед-5» («ломо», россия). 

Исследование содержания ДНК. Данные флюоресценции изолирован-
ных ядер детектировали при помощи проточного цитофлуориметра Attune NxT 
(Thermo Fisher Scientific, США). Молодую хвою семенного потомства измель-
чали лезвием в 500 мкл охлажденного раствора для окрашивания (FxCycle™ 
PI/RNase) и инкубировали 10 мин в темноте при комнатной температуре. Об-
разцы фильтровали через нейлоновую мембрану с размером пор 50 мкм [31, 
35]. В качестве стандарта для определения относительного содержания ДНК  
P. sylvestris использовали изолированные ядра Triticum aestivum L. сорта Chinese 
spring с известным содержанием ДНК: 2C = 30,9 пг [34].

Статистическую обработку полученных экспериментальных дан-
ных осуществляли в программе StatGraphics. Сравнение выборок проводили  
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с использованием критериев Манна–Уитни и Стьюдента, частные доли в дис-
персионном комплексе сопоставляли с применением критерия Фишера [9, 22].

Исследования выполнены на научном оборудовании Центра коллектив-
ного пользования ФИЦ КарНЦ рАН и при поддержке научно-образовательного 
центра мирового уровня «российская Арктика: новые материалы, технологии и 
методы исследования».

Результаты исследования и их обсуждение

Изменения в кариотипе у плюсовых и нормальных деревьев сосны обык-
новенной. Представители семейства Pinaceae характеризуются одинаковым 
количеством хромосом (2n = 24) и выраженной однородностью кариотипа 
[36]. Исследование корневой меристемы семенного потомства НД и клонов 
ПД показало, что в диплоидном наборе содержится 24 хромосомы (рис. 1, а).  
У изученных растений обнаружены единичные анеуплоидные клетки (2n = 23;  
2n = 25). Чаще всего регистрировали моносомию (2n = 23) – 81 % от общего 
числа анеуплоидных клеток (рис. 1, б). Уменьшение числа хромосом до 2n = 23 
связано с присутствием в клетке дицентрической хромосомы [17, 19].

Анеуплоидные клетки образуются в результате нарушения митотического 
деления и отличаются по генетическому составу от исходных родительских [7]. 
Как правило, анеуплоидные клетки не проходят через митоз и быстро погибают. 
В изученной выборке большинство клеток являлось диплоидными, что свиде-
тельствует о нормальной работе системы элиминации митотических аномалий.

рис. 1. Метафазные пластинки клеток корневой меристемы 
проростков Pinus sylvestris: а – диплоидный набор 
хромосом (2n = 24); б – гипоанеуплоидный набор хромосом  
(2n = 23), дицентрическая хромосома. Увеличение: объектив – 

в 100 раз, окуляр – в 10 раз

fig. 1. Metaphase plates of root meristem cells of Pinus syl-
vestris seedlings: а – diploid chromosome set (2n = 24); б –  
hypoaneuploid chromosome set (2n = 23), dicentric chromosome. 

Magnification: objective 100×, ocular 10×

Исследование содержания ДНК. Данные проточной цитометрии позво-
лили определить относительное содержание ДНК в молодой хвое проростков 
P. sylvestris. Так, было установлено, что у клонов ПД диплоидные особи имеют 
средний уровень относительного содержания ДНК 42,07±0,21 пг, тогда как НД 
содержат 42,95±0,04 пг (табл. 2). расчет статистической достоверности выявлен-
ного различия осуществлен двумя способами. В первом случае использован ал-
горитм, предложенный А.Н. Плохинским [22] для определения достоверности  
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разности при очень малых выборках. разница между НД и клонами ПД по 
относительному содержанию ДНК оказалась статистически достоверной  
(tфакт = 4,4; tst = 4,0 при p ˂ 0,01). Во втором случае применен критерий Манна–
Уитни (U-test, p ˂ 0,01) и подтвержден ранее сделанный вывод. 

Полиплоидия в исследуемых образцах не выявлена, верность этого резуль-
тата подтверждается и классическим методом кариотипирования. Похожие зна-
чения получены при исследовании относительного содержания ДНК P. sylvestris, 
произрастающих в лесных сообществах Балканского полуострова [33]. Так, было 
установлено: данный параметр у рассмотренных растений в среднем составляет 
42,51±1,12 пг. В работе J.P.T. Valkonen с соавторами [38] показано, что у диплоид-
ных особей P. sylvestris в тканях хвои и корня относительное содержание ДНК –  
52,25 пг. Однако в качестве внутреннего стандарта ученые использовали ядра, 
выделенные из листьев Hordeum vulgare L. сорта Sultan. 

Таблица 2 

Относительное содержание ДНК (2С) в молодой хвое проростков из семян  
Pinus sylvestris

Селекционные 
категории

Количество  
образцов

Относительное содержание ДНК
Минимальное /  
максимальное 
значение, пг

Среднее  
значение, пг

Коэффициент  
вариации, %

Клоны ПД 15 41,09 / 43,41 42,09±0,17 1,61

НД 6 42,68 / 43,12 42,93±0,06 0,34

Изучение патологий митоза у исследуемых растений. Митотическое де-
ление в большинстве клеток изученных растений проходило нормально с пра-
вильной ориентацией хромосом в метафазе и последующим расхождением их к 
полюсам. Число делящихся клеток на разных стадиях митоза (метафаза, анафа-
за, телофаза) в корешках проростков из семян клонов ПД в среднем составило 
194,7±6,2 шт., а у НД – 181,4±14,3 шт. В результате анализа числа делящихся 
клеток в меристемах хвои P. sylvestris в «экологически чистом» районе г. Красно-
ярска было установлено, что среднее количество таких клеток – 123,6±9,5 шт. [7].

Частота патологий митоза является одним из наиболее информативных 
параметров, точно отражающим уровень повреждений ДНК и степень воз-
действия стрессовых факторов на состояние генеративной сферы P. sylvestris 
[1, 5, 20, 21]. Наше исследование показало, что в потомстве НД доля клеток 
с аномалиями митоза в среднем ~ в 1,5 раза больше, чем в потомстве клонов 
ПД (3,44±0,32 и 2,38±0,14 % (U-test, p ˂ 0,05) соответственно). Доля цитоге-
нетических патологий в клетках корневой меристемы проростков P. sylvestris 
низка и не превышает пределов нормальных значений уровня спонтанного му-
тирования, который, согласно исследованиям Буториной с соавторами [5, 6], 
равняется 5 %. Примечательно, что растений без патологий митоза в изученной 
выборке обнаружено не было.

Выявлено 7 типов патологий митоза (табл. 3), которые можно условно раз-
делить на 3 группы [14, 21]. К первой группе относятся структурные наруше-
ния хромосом – фрагментация хромосом в метафазе и анафазе (рис. 2, а), мосты 
в ана-телофазе (рис. 2, б). Вторая группа – это геномные нарушения: забегание 
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хромосом в метафазе и анафазе (рис. 2, в), обособление хромосом и групп  
хромосом в метафазе и анафазе (рис. 2, г), отставание хромосом в анафазе 
(рис. 2, д), многополюсность в ана-телофазе (рис. 2, е). Третья группа – слож-
ные нарушения, сочетающие в себе структурные и геномные нарушения –  
мосты + забегание хромосом в анафазе (рис. 2, ж).

Таблица 3

Результаты исследований патологий митоза в соматической ткани Pinus sylvestris 
на стадиях метафазы и ана-телофазы митоза

Тип патологии 
митоза

распространенность патологии, % (Fd), для клонов ПД

Суммарные 
значения, %, 

для НД516-4 876-1 856-4 835-5 864-2 Суммарные 
значения 

Метафаза

Забегание 1,27  
(2,3)

0,20 
(5,6)

0,35 
(4,1)

0,26  
(4,8)

0,08  
(8,9)

0,39  
(6,4) 0,83

Фрагмента-
ция

0,35
(0,9)

0
(3,0)

0
(3,8)

0
(3,2)

0,08
(1,4)

0,07
(3,2) 0,22

Обособление 0
(5,8)

0
(6,5)

0
(8,2)

0
(7,0)

0
(7,4)

0
(15,0) 0,26

Ана-телофаза

Забегание 2,79
(4,2)

3,15
(3,4)

4,07
(0,6)

4,47
(0,1)

5,23
(0,6)

4,08
(1,1) 4,64

Фрагментация 0
(3,4)

0
(4,3)

0,16
(0,9)

0
(4,3)

0
(5,0)

0,04
(6,8) 0,26

Обособление 0
(1,0)

0
(1,2)

0
(1,5)

0,21
(1,3)

0
(1,4)

0,04
(1,0) 0,11

Отставание 0,15
(3,1)

0,11
(4,8)

0,08
(6,9)

0
(8,2)

0
(9,5)

0,06
(13,6) 0,47

Мосты 0
(5,3)

0,54
(0)

0,08
(6,1)

0,11
(4,4)

0,34
(1,4)

0,22
(5,6) 0,58

Многополюс-
ность

0
(4,0)

0
(5,0)

0
(6,1)

0
(5,0)

0,08
(2,7)

0,02
(9,4) 0,26

Мост +  
забегание

0
(1,7)

0,11
(0,5)

0,08
(1,0)

0,32
(0,6)

0
(2,5)

0,10
(1,3) 0,21

Примечание: Fd – критерий Фишера для разности сравниваемых долей, при Fd = 3,8,  
p ˂ 0,05; Fd = 6,6, p ˂ 0,01; Fd = 10,8, p ˂ 0,001. жирным шрифтом выделены варианты, 
статистически достоверно отличающиеся от суммарных значений НД. 
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рис. 2. Цитогенетические аномалии в клетках корневой меристемы проростков Pinus 
sylvestris: а – фрагментация хромосом; б – мост; в – забегание хромосом; г – обособление 
хромосом; д – отставание хромосом; е – многополюсный митоз; ж – мост + забегание 

хромосом. Увеличение: объектив – в 100 раз, окуляр – в 10 раз

Fig. 2. Cytogenetic abnormalities in root meristem cells of Pinus sylvestris seedlings: а – 
chromosome fragmentation; б – chromosome bridge; в – chromosome overlap; г – chro-
mosome isolation; д – chromosome lagging; е – multipolar mitosis; ж – chromosome  

bridge + chromosome overlap. Magnification: objective 100×, ocular 10×

рис. 3. Спектр нарушений митоза (%) на стадиях ана- 
телофазы у семенного потомства НД (серые столбики) 
и клонов ПД (белые столбики) сосны обыкновенной:  
1 – забегание; 2 – фрагментация; 3 – обособление; 
4 – отставание; 5 – мосты; 6 – многополюсность;  

7 – сложные

Fig. 3. Spectrum of mitosis disorders (%) at the anaphase and 
telophase stages in the seed progeny of normal trees (gray  
columns) and clones of plus trees (white columns) of Scots 
pine: 1 – chromosome overlap; 2 – chromosome fragmentation;  
3 – chromosome isolation; 4 – chromosome lagging;  
5 – chromosome bridges; 6 – multipolar mitosis;  

7 – complex abnormalities 
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Установлено, что на стадии ана-телофазы спектр патологий был значи-
тельно шире в отличие от стадии метафазы (см. табл. 3). При этом у большин-
ства особей наиболее распространенной патологией являлось забегание хро-
мосом, ее доля в общем спектре патологий митоза НД составляла 71 %, а у 
клонов ПД – 89 % (рис. 3). Такие изменения в клетке могут обусловливаться 
повреждением центромерного участка хромосомы [7] и приводить к потере ча-
сти хромосмоного материала у делящейся клетки [14]. Похожие данные полу-
чены в результате исследования семенного потомства P. sylvestris из Усманского 
бора (средний возраст насаждений – 80 лет) Воронежской области, где на долю 
данного типа патологий из общего спектра приходилось 49 % [17]. Частота па-
тологий митоза у этих растений в среднем составляет 0,8 %. Исследователи 
отмечают, что лесорастительные условия Усманского бора можно считать оп-
тимальными для нормального роста и развития P. sylvestris. 

Сравнение частных долей [22] различных типов патологий митоза между 
двумя общими выборками НД и клонов ПД показало, что они значимо отлича-
ются по следующим аномалиям митоза: забегание и обособление хромосом в 
метафазе, фрагментация, отставание, мосты и многополюсность в ана-телофазе 
(см. табл. 3). 

Заключение

Полученные данные дополняют и расширяют сведения о цитогенетиче-
ской системе Pinus sylvestris в таежных экосистемах европейской части россии. 
В результате проведенных исследований стало очевидно, что в большинстве 
клеток сосны митоз протекает нормально, а основным типом патологий являет-
ся забегание хромосом. Низкая доля клеток, имеющих аномалии митоза, при-
сутствие в изученном материале единичных анеуплоидных клеток и стабиль-
ное значение относительного содержания ДНК свидетельствуют о нормальной 
работе системы элиминаций митотических аномалий. Поскольку система репа-
рации защищает геном только до определенного уровня воздействия мутаген-
ного фактора, можно предположить, что антропогенная нагрузка на экосистемы 
изученных районов невысока. 

В корневой меристеме семенного потомства клонов плюсовых деревь-
ев доля аномальных клеток и частота встреч разнообразных типов патоло-
гий меньше, чем у нормальных деревьев. Таким образом, изученные семена  
P. sylvestris с Петрозаводской лСП I порядка являются цитогенетически ста-
бильными и могут служить посадочным материалом, а 5 клонов – плюсовыми 
деревьями для создания лСП полуторного и II порядков. 
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