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ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

СЕМЕННОГО ПОТОМСТВА PINUS SYLVESTRIS L., 

ПРОИЗРАСТАЮЩЕЙ В РАЙОНЕ СЕГЕЖСКОГО ЦБК

Р. В. Игнатенко

Отдел комплексных научных исследований КарНЦ РАН, Петрозаводск, Россия

Представлены результаты цитогенетического анализа семенного потомства Pinus 
sylvestris, произрастающей в 6,5 км от Сегежского целлюлозно-бумажного комби-
ната. Исследование метафазных пластинок, обработанных 1% раствором колхици-
на, показало, что у 60 % проростков в корневой меристеме встречаются полипло-
идные клетки. Зарегистрированы также анеуплоидия, дицентрические и кольцевые 
хромосомы. Исследование митотического деления (без обработки колхицином) на 
стадиях метафазы и ана-телофазы выявило, что средний уровень патологий ми-
тоза составил 4,2 ± 0,2 % и не превышает нормы спонтанного мутирования – 5 %. 
Спектр патологий митоза представлен 10 типами: забегание, обособление, фраг-
ментация, кольцевые хромосомы, отставание, мосты, многополюсное и хаотиче-
ское расхождение хромосом, микроядра, сложные (множественные) нарушения. 
Микроядра в клетках на стадии интерфазы митоза встречались у 53 % изученных 
проростков, их доля сильно варьировала от 0,1 до 0,8 % и в среднем составляла 
0,12 ± 0,03 %. Анализ цитогенетических параметров у проростков  Pinus sylvestris 
выявил высокую гетерогенность семенного потомства. По результатам кластерно-
го анализа было выделено несколько групп, которые сильно различались по числу 
пролиферирующих клеток на стадиях метафазы и ана-телофазы: первая группа – 
116,0 ± 5,8 шт., вторая – 200,4 ± 6,0 шт. и третья – 328,8 ± 13,2 шт. Особый инте-
рес представляют проростки, отнесенные к третьей группе, поскольку у них бо-
лее активно происходит деление клеток, увеличивается спектр типов нарушений 
и доля микроядер, но при этом снижается частота патологий митоза. Полученные 
данные могут свидетельствовать о генотоксическом воздействии на растения 
аэротехногенного загрязнения. Подобные исследования на данной территории 
осуществлены впервые, однако для понимания механизмов воздействия поллю-
тантов на цитогенетические параметры растительных организмов необходимо их 
дальнейшее проведение, а также анализ состояния атмосферного воздуха вбли-
зи Сегежского ЦБК. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а : аэротехногенное загрязнение; Карелия; подзона северной 
тайги; микроядра; патологии митоза; популяции; цитогенетический анализ; сосна 
обыкновенная; число хромосом. 

R. V. Ignatenko. CYTOGENETIC STUDIES OF THE SEED PROGENY OF PINUS 

SYLVESTRIS L. GROWING IN THE SEGEZHA PULP AND PAPER MILL AREA

The results of a cytogenetic analysis of the Pinus sylvestris seed progeny growing 6.5 km 
from the Segezha Pulp and Paper Mill are presented. The study of metaphase plates 
treated with 1% colchicine solution showed 60 % of seedlings contained polyploid cells 
in the root meristem. Aneuploidy, dicentric and ring chromosomes were also detected. 
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Введение 

Бореальные леса выполняют важнейшие 
биосферные функции и имеют большое эко-
номическое значение. Однако на протяжении 
последних десятилетий данные экосистемы 
испытывают постоянно увеличивающиеся на-
грузки [Ярмишко, 2007]. В настоящее время 
на территории Европейского Севера России 
одним из основных факторов (после рубок 
и пожаров), который оказывает существенное 
влияние на функционирование лесных экосис-
тем, является промышленное атмосферное за-
грязнение [Yarmishko, Ignateva, 2019]. В связи 
с этим необходимы исследования, направлен-
ные на выявление особенностей реакций лес-
ных фитоценозов на изменение характеристик 
внешней среды. При этом важно использовать 
эффективные и адекватные методы оценки. 
Одним из таких методов является цитогенети-
ческий анализ, позволяющий на самых ранних 
этапах развития организма выявить наруше-
ния, которые наступают, как правило, до по-
явления морфологических, физиологических 
и других отклонений от нормы, а также дающий 
возможность оценить состояние всего генома 
[Daev et al., 2015].

В Республике Карелия имеется ряд крупных 
предприятий, которые являются источника-
ми техногенного загрязнения [Государствен-
ный…, 2019, 2020 и др.]. В подзоне северной 
тайги на берегу озера Выгозеро располагается 

Сегежский целлюлозно-бумажный комбинат 
(Сегежский ЦБК), основанный в 1939 г. В ре-
зультате своей деятельности данное пред-
приятие выбрасывает в воздушный бассейн 
оксиды углерода, серы, азота, сероводород 
и др. В период с 2008 по 2012 г. отмечался по-
вышенный уровень загрязнения атмосферного 
воздуха в г. Сегеже, основным источником ко-
торого послужил сероводород [Государствен-
ный…, 2010, 2013]. Однако в последнее время 
сведения о выбросах загрязняющих веществ 
в атмосферу в Сегеже перестали публиковать 
в официальных документах [Государствен-
ный…, 2019, 2020].

Целью нашего исследования являлось про-
ведение цитогенетического анализа семенно-
го потомства Pinus sylvestris, произрастающей 
в районе Сегежского ЦБК.

Материалы и методы

В качестве материала для исследований ис-
пользовали популяционную смесь семян Pinus 
sylvestris L. урожая 2018 г., собранных в сред-
невозрастном сосняке черничном на терри-
тории Сегежского участкового лесничества. 
Квартал, в котором проходил сбор семян, на-
ходился в 6,5 км южнее Сегежского ЦБК. Се-
мена для анализа были предоставлены отде-
лом «Карельская лесосеменная станция» Цен-
тра защиты леса Ленинградской области (ФБУ 
«Рослесозащита»).

A study of mitotic division (without colchicine treatment) in the metaphase and ana-telo-
phase stages revealed that the average level of mitotic pathologies was 4.2 ± 0.2 % and 
did not exceed the normal rate of spontaneous mutation (5 %). The spectrum of mitosis 
pathologies is represented by 10 types: chromosome leading, isolation, fragmentation, 
ring chromosomes, lagging, bridges, multipolar and chaotic chromosome divergence, 
micronuclei, complex (multiple) disorders. Micronuclei in cells in the mitotic interphase 
were found in 53 % of the examined seedlings; their proportion varied greatly from 0.1 to 
0.8 % and averaged 0.12 ± 0.03 %. Analysis of cytogenetic parameters of the Pinus syl-
vestris seedlings revealed high heterogeneity of the seed offspring. Cluster analysis dif-
ferentiated the offspring into several groups which differed greatly in the number of pro-
liferating cells in the metaphase and ana-telophase: group 1 – 116.0 ± 5.8 cells, group 
2 – 200.4 ± 6.0 cells, and group 3 – 328.8 ± 13.2 cells. Of particular interest are the 
seedling assigned to the third group, since they have more active cell division, a wider 
range of disorders and a higher proportion of micronuclei, but at the same time a lower 
frequency of mitotic pathologies. These data probably indicate the genotoxic effect of 
airborne industrial pollution on the plants. This was the first study of this kind in this area, 
but more of such studies, together with the analysis of the state of atmospheric air near 
the Segezha Pulp and Paper Mill, are needed to understand the mechanisms of pollution 
effect on cytogenetic parameters of plant organisms.

K e y w o rd s : airborne industrial pollution; Karelia; northern taiga subzone; micronuclei; 
mitotic pathologies; populations; cytogenetic analysis; Scots pine; number of chromo-
somes.
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Для цитогенетического анализа у проро-
щенных семян использовали кончики кореш-
ков, достигших длины 5–15 мм. Изучали сле-
дующие цитогенетические показатели: число 
хромосом; число клеток, частоту и типы пато-
логий митоза на стадиях метафазы, ана-тело-
фазы (% от общего числа делящихся клеток 
на тех же стадиях); частоту встречаемости 
микроядер [Горячкина, Сизых, 2012; Машки-
на и др., 2012]. Для этого кончики корешков 
фиксировали в спиртово-уксусной смеси 
(3 части 96% этилового спирта и 1 часть ледя-
ной уксусной кислоты) в течение суток [Прав-
дин и др., 1972; Пухальский и др., 2007]. Дав-
леные препараты готовили по стандартным 
методикам [Правдин и др., 1972]. Для под-
счета числа хромосом перед фиксацией ма-
териал обрабатывали 1% водным раствором 
колхицина в течение 5 ч, выдерживали в 4% 
растворе железоаммонийных квасцов в тече-
ние 10–15 мин. и окрашивали 1% ацетогема-
токсилином. Препараты просматривали под 
микроскопом Carl Zeiss Primo Star (Германия) 
при увеличении 40×. Для микрофотосъем-
ки использовали цифровую камеру-окуляр 
ADFstd 10. Проанализировано 15 проростков 
семян (276 метафазных пластинок), обработан-
ных 1% раствором колхицина, и 45 пророст ков 
без обработки (9161 клетка на стадиях метафа-
зы и ана-телофазы митоза).

Статистическая обработка данных осущест-
влялась в среде Microsoft Excel и PAST. Выбор-
ки проверялись на нормальность с использо-
ванием критерия Шапиро – Уилка. Для оценки 
значимости различий применяли критерий 
Манна – Уитни. Кластерный анализ проводили 
с использованием метрики нормированного 
Евклида, стратегия классификации – группо-
вого соседа. В матрицу данных вносили значе-
ния следующих цитогенетических показателей 
каждого из проростков: число пролиферирую-
щих клеток на стадиях метафазы и ана-телофа-
зы митоза, долю клеток с патологиями митоза 
на данных стадиях, долю клеток в интерфазе 
с микроядрами, число типов патологий митоза. 
Исследования выполнены на научном оборудо-
вании Центра коллективного пользования ФИЦ 
«Карельский научный центр РАН».

Результаты и обсуждение

Проведенные кариологические исследова-
ния показали, что в диплоидном наборе Pinus 
sylvestris, произрастающей на территории Се-
гежского участкового лесничества, содержится 
24 хромосомы (2n=24) (рис. 1, а). У 60 % изу-
ченных проростков обнаружена миксоплоидия, 

когда наряду с диплоидным числом хромосом 
встречались полиплоидные клетки (рис. 1, б). 
Полиплоидизация клеток в соматических тканях 
в процессе онтогенеза является широко рас-
пространенным явлением в растительном мире 
[Кунах, 1995]. Исследователи отмечают, что 
частота таких клеток возрастает при изменении 
условий произрастания и особенно при воздей-
ствии на растения неблагоприятных факторов 
среды [Кунах, 1995, 2011; Седельникова 2015; 
Седельникова, Пименов, 2021].

На долю анеуплоидных клеток (2n=21, 2n=23, 
2n=25, 2n=26) из общего числа проанализиро-
ванных метофазных пластинок в среднем прихо-
дилось 4,1 ± 0,3 %. При этом чаще всего наблю-
далась моносомия (2n-1) (рис. 1, в). В результа-
те исследования проростков, обработанных 1% 
раствором колхицина, зарегистрированы струк-
турные мутации – кольцевые (рис. 1, г) и дицент-
рические хромосомы (рис. 1, в).

Анализ делящихся клеток, находящихся 
на разных стадиях митоза (метафаза и ана-те-
лофаза), показал, что данный параметр силь-
но варьирует – от 81 до 407 шт. и в среднем 
составляет 203,6 ± 11,7 шт. Ранее нами было 
показано, что у проростков Pinus sylvestris, про-
израстающих на территории Лахденпохского 
участкового лесничества, которое распола-
гается в подзоне средней тайги на юго-запа-
де Карелии (вдали от крупных промышленных 
объектов и автомагистралей), число делящихся 
клеток на данных стадиях митоза изменяется 
от 70 до 284 шт. и в среднем составляет 152,8 ± 
9,6 шт. [Игнатенко и др., 2020]. Это сущест-
венно меньше, чем в популяциях Pinus sylves-
tris вблизи Сегежского ЦБК (U-test, p < 0,01). 
В рамках данного исследования мы не рассчи-
тывали митотический индекс, однако можно 
предположить, что повышение уровня техно-
генного загрязнения может приводить к увели-
чению количества делящихся клеток. В пользу 
этого предположения свидетельствуют данные 
о том, что малые дозы радиации и химические 
мутагены способны стимулировать митотиче-
скую активность, а в некоторых случаях – ин-
гибировать ее [Нариманов, Корыстов, 1997; 
Машкина и др., 2009].

В цитогенетическом анализе одним из клю-
чевых показателей, который отражает степень 
повреждения ДНК, является уровень патоло-
гий митоза. Об интенсивности мутационно-
го процесса в клеточных популяциях можно 
судить по частоте встречаемости нарушений 
митоза, а о степени повреждения генетичес-
кого материала свидетельствует спектр пато-
логий [Машкина и др., 2009]. Нами обнаруже-
но, что в корневой меристеме всех изученных 
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проростков имеются клетки с патологиями ми-
тоза. Значения данного показателя варьируют 
от 1,4 до 9,6 % и в среднем составляют 4,2 ± 
0,2 %. Как показывают исследования, в норме 
уровень спонтанного мутационного процесса 

для Pinus sylvestris в средней полосе России 
не должен превышать 5 % [Butorina et al., 2001]. 
На основании этих и полученных нами данных 
можно заключить, что в большинстве клеток 
митотическое деление проходит нормально.

а б

в г

Рис. 1. Метафазные пластинки клеток корневой меристемы проростков Pinus sylvestris: 
а – клетка с диплоидным набором хромосом (2n = 24); б – полиплоидная клетка; в – ане-
уплоидная клетка (2n-1 = 23; дицентрическая хромосома указана стрелкой); г – кольце-
вая хромосома (указана стрелкой)

Fig. 1. Metaphase plates of cells in the root meristem of the Pinus sylvestris seed progeny: 
a – a cell with a diploid set of chromosomes (2n = 24); б – polyploid cell; в – aneuploid cell 
(2n-1 = 23; dicentric chromosome is indicated by an arrow); г – ring chromosome (indicated 
by an arrow)

В результате исследования патологических 
митозов выявлено, что на стадии метафазы 
нарушения наблюдались реже, чем на стадии 
ана-телофазы. Всего в метафазных пластинках 
зарегистрировано 4 типа нарушений. Так, чаще 
всего встречались геномные мутации – за-
бегание (1,2 ± 0,2 %) и обособление (0,2 ± 
0,09 %) хромосом, реже структурные абер-
рации – фрагментация (0,02 ± 0,02 %) и коль-
цевые (0,2 ± 0,08 %) хромосомы. На стадии 

ана-телофазы выявлено 9 типов патологий 
(рис. 2): забегание, фрагментация, обособле-
ние, отставание, мосты, многополюсность, хао-
тическое расхождение хромосом, микроядра, 
сложные (множественные) нарушения. Наибо-
лее часто в корневой меристеме проростков 
Pinus sylvestris встречались такие типы наруше-
ний, как забегание и мосты (рис. 3). В среднем 
на долю этих нарушений приходилось 3,2 ± 0,3 
и 2,3 ± 0,4 % соответственно.
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Рис. 2. Типы патологий на стадии ана-телофазы митоза в корневой меристеме проростков Pinus sylvestris:

а – забегание; б – фрагментация; в – обособление; г – отставание; д – мосты; е – многополюсность; ж – хаотическое рас-
хождение хромосом; з – микроядра; и – сложное нарушение (мост+забегание)

Fig. 2. Types of pathologies at the stage of the ana-telophase of mitosis in the root meristem of the Pinus sylvestris 
seed progeny:

а – chromosome overrun; б – chromosome fragment; в – isolation of a group of chromosomes; г – lagging; д – double bridge; 
е – multipolar mitosis; ж – chaotic divergence of chromosomes; з – micronuclei; и – complex disturbances: bridge + running 
overrun
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Рис. 3. Спектр нарушений митоза на стадии ана-те-
лофазы у семенного потомства Pinus sylvestris.

Цифрами обозначены типы нарушений: 1 – забегание; 
2 – фрагментация; 3 – обособление; 4 – отставание; 
5 – мосты; 6 – многополюсность; 7 – сложные патологии; 
8 – хаотическое расхождение хромосом; 9 – микроядра

Fig. 3. The spectrum of mitosis disturbances at the stage 
of ana-telophase in the root meristem of Pinus sylvestris 
seedlings.

The numbers indicate the types of mitosis disturbances: 
1 – chromosome overrun; 2 – chromosome fragmentation; 
3 – isolation of a group of chromosomes; 4 – chromosome 
lagging; 5 – bridges; 6 – multipolar mitosis; 7 – complex (mul-
tiple) violations; 8 – chaotic divergence of chromosomes; 
9 – micronuclei

Наличие нерепарированных повреждений 
хромосом в большинстве случаев приводит 
к формированию микроядер, что вызывает 
нестабильность клеточных популяций [Ильин-
ских и др., 1992]. Как известно, на рост значе-
ний данного показателя оказывают существен-
ное влияние условия окружающей среды [Му-
ратова, Седельникова, 2004; Горячкина, Сизых, 
2012; Pardayeva et al., 2017]. Анализ наших дан-
ных показал, что в изученной выборке пророст-
ков Pinus sylvestris микроядра в клетках на ста-
дии интерфазы митоза встречались достаточно 
часто (у 53 % образцов) и их доля сильно варьи-
ровала – от 0,1 до 0,8 %. В среднем доля клеток 
с микроядрами составляла 0,12 ± 0,03 %. Тогда 
как в семенном потомстве Pinus sylvestris, про-
израстающих вдали от крупных промышленных 
объектов на территории Сумского участкового 
лесничества (Беломорский район, Республи-
ка Карелия), доля клеток с микроядрами была 
существенно ниже и в среднем составила 0,02 
± 0,007 %. Предполагаем, что такое значитель-
ное увеличение доли клеток с микроядрами 
в корневой меристеме проростков Pinus sylves-
tris, произрастающих вблизи Сегежского ЦБК, 
может быть связано с аэротехногенным загряз-
нением данной территории.

Отметим, что полученные нами данные со-
гласуются с результатами других авторов. Так, 
в частности, цитогенетические исследования 

Pinus sylvestris, проведенные в Усманском бору 
в Воронежской области (эталон экологически 
безопасной территории), показали, что доля 
клеток с микроядрами в корневой меристеме 
не превышает 0,02 % [Butorina et al., 2007; Бу-
торина и др., 2008; Машкина и др., 2009]. Тог-
да как у проростков Pinus sylvestris из насаж-
дений, располагающихся в санитарной зоне 
вблизи ОАО «Алюминий Черноземья», доля 
клеток с микроядрами составила в среднем 0,2 
± 0,03 %, а число патологий митоза значитель-
но превышало норму [Буторина и др., 2008]. 
Авторы предполагают, что полученные данные 
свидетельствуют о сильном воздействии ант-
ропогенного загрязнения на цитогенетическую 
систему изученных растений.

Нами также проведен кластерный анализ, 
в результате которого изученные проростки 
Pinus sylvestris были разделены на три группы. 
Для первой группы (12 шт., 27 % от общего чис-
ла проростков) характерно низкое число клеток, 
находящихся на стадиях метафазы и ана-тело-
фазы (116,0 ± 5,8 шт.), и небольшая доля кле-
ток с микроядрами (0,09 ± 0,04 %) (рис. 4, а, б). 
Во второй группе (24 шт., 53 %) число пролифе-
рирующих клеток на данных стадиях митоза воз-
растает в 2 раза (200,4 ± 6,0 шт.), а доля клеток 
с микроядрами увеличивается в 1,5 раза (0,13 
± 0,04 %). Что касается третьей группы (9 шт., 
20 %), число анализируемых клеток в ней варьи-
рует от 285 до 407 шт., а на долю клеток с микро-
ядрами приходится в среднем 0,16 ± 0,06 %.

Необходимо подчеркнуть, что число клеток 
в третьей группе на стадии метафазы возрас-
тает в среднем в 3,2 раза, а на стадии ана-те-
лофазы – в 2,4 раза по сравнению с первой 
группой. По всей видимости, у проростков 
из третьей группы происходит задержка мито-
за при переходе от метафазы к анафазе. Здесь 
осуществляется одна из проверок целостности 
генетического материала. При обнаружении 
слабых дефектов включается система ликвида-
ции повреждений ДНК и восстановления ее ис-
ходной структуры [Машкина и др., 2009].

Стоит отметить, что частота патологий ми-
тоза в разных группах статистически значимо 
не отличается (рис. 4, в), а самое меньшее коли-
чество типов нарушений было у первой группы 
(рис. 4, г). Что касается самих типов патологий, 
то отличия между группами выявлены только 
по доле мостов. Так, она составляла в сред-
нем 1,1 ± 0,3 и 3,0 ± 0,8 % для первой и тре-
тьей групп соответственно (U-test, p < 0,05). 
Возникновение мостов обусловлено объеди-
нением фрагментов, содержащих центроме-
ру, в результате чего образуется дицентриче-
ская хромосома, которая растягивается между 
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группами ана-телофазных хромосом и образует 
мост [Pardayeva et al., 2017]. Данный тип пато-
логии связан с нарушением синтеза ДНК и РНК, 
а также разрывом молекулы ДНК [Муратова, Се-
дельникова, 2004]. При этом может происходить 
перераспределение генетического материала, 
что, вероятно, повышает диапазон нормы ре-
акции организма [Симаков, 1983]. Увеличение 
частоты встречаемости мостов в спектре пато-
логий митоза может также свидетельствовать 
об активной работе системы репараций [Ка-
лаев, 2009]. Интересно, что в наших исследо-

ваниях в результате анализа различных типов 
патологий в общей выборке выявлена положи-
тельная корреляция между увеличением числа 
мостов и долей клеток с микроядрами (тест ран-
говой корреляции Спирмена r = 0,39; p < 0,01). 
Это указывает на повышение уровня мутацион-
ного процесса, особенно у растений из треть-
ей группы. Об этом свидетельствует и наличие 
у 78 % изученных проростков из данной группы 
сложных (множественных) патологий митоза, 
таких как мост+забегание, мост+обособление, 
мост+микроядра.

Рис. 4. Изменение цитогенетических параметров у проростков Pinus sylvestris:

а – число пролиферирующих клеток на стадии метафазы и ана-телофазы; б – доля клеток 
с микроядрами на стадии интерфазы; в – частота патологий митоза; г – число типов патоло-
гий митоза.

По оси абсцисс расположены номера групп. Разными латинскими буквами отмечены статис-
тически значимые различия между средними значениями при р < 0,001 (а) и р < 0,05 (г)

Fig. 4. Changes in cytogenetic parameters in Pinus sylvestris seedlings from 3 groups:

а – the number of proliferating cells at the stage of metaphase and ana-telophase; б – the proportion 
of cells with micronuclei at the interphase stage; в – frequency of mitosis pathologies; г – the num-
ber of types of mitosis pathologies.

The abscissa indicates the group numbers. Various Latin letters mark statistically significant 
differences between the mean values at р < 0.001 (а) and р < 0.05 (г)

а б

в г
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Заключение

Pinus sylvestris является признанным инди-
катором состояния окружающей среды [Kalash-
nik, 2008; Машкина и др., 2009; Гераськин и др., 
2018]. Длительный репродуктивный цикл (более 
двух лет) у данного вида способствует накопле-
нию в семенном материале некоторого коли-
чества повреждений ДНК, достаточного для ин-
дикации внешнего воздействия. Исследование 
семенного потомства деревьев Pinus sylvestris, 
произрастающих вблизи Сегежского ЦБК, пока-
зало, что аэротехногенное загрязнение, веро-
ятно, оказывает генотоксическое воздействие 
на данные растения. Использование кластерно-
го анализа позволило выделить три группы, что 
указывает на генетическую неоднородность се-
менного материала. При этом особый интерес 
представляют проростки, отнесенные к третьей 
группе, поскольку у них более активно происхо-
дит деление клеток, увеличивается спектр типов 
нарушений и доля микроядер, но при этом сни-
жается частота патологий митоза.

Таким образом, представленное исследова-
ние может стать отправной точкой для прове-
дения дальнейшего цитогенетического монито-
ринга вблизи Сегежского ЦБК, а также указывает 
на необходимость постоянного контроля за со-
стоянием атмосферного воздуха в г. Сегеже.
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