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АННОТАЦИЯ

Представлены результаты цитогенетического  исследования четырех эмбриогенных клеточных линий 
(КЛ) лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.) разной продолжительности культивирования: молодые 
(две четырехмесячные и 16‑месячная КЛ) и длительно-пролиферирующая (11‑летняя КЛ). Три клеточные 
линии являются диплоидными и содержат в кариотипе нормальное для данного  вида число  хромосом 
(2n = 24). Клеточная линия,  которая культивировалась 16 месяцев,  способная формировать соматические 
зародыши,  оказалась анеуплоидной (2n = 25). Для данной клеточной линии,  вероятно,  характерна три‑
сомия по  одной из пар  субметацентрических хромосом. Длительно  пролиферирующая КЛ,  от которой 
получены жизнеспособные плодоносящие клоны,  в течение 11 лет культивирования сохраняет диплоидное 
число  хромосом и является генетически стабильной. Кариотип хвойных растений характеризуется высокой 
степенью стабильности и большая часть видов семейства Pinaceae,  к которому относится род Larix Mill.,  
содержит 24 хромосомы (2n = 24). В связи с этим обнаружение цитогенетически устойчивых клеточных 
линий с измененным хромосомным набором представляет большой интерес для генетики этой группы рас‑
тений. Выявление стабильно  диплоидных клеточных линий актуально  для генетико-селекционных работ,  
направленных на создание высокопродуктивных плантаций с заданными наследственными свойствами.

Ключевые слова: Larix sibirica,  соматический эмбриогенез,  эмбриогенные клеточные линии,  число  
хромосом,  кариотип,  хромосомные и геномные мутации.

гии развития: морфогенеза и  эмбриологии,  
генетики и гормональной регуляции [Lelu et 
al., 1994; von Arnold et al., 2002; Park et al., 
2014; Третьякова,  Пак,  2018;  Tret’yakova et 
al., 2019; Peng et al., 2022; Hou et al., 2023]. Для 
успешного  размножения хвойных растений 
с помощью соматического  эмбриогенеза необ‑
ходимо  проводить регулярный цитогенетичес- 
кий контроль эмбриогенных культур  с целью 

ВВЕДЕНИЕ

Соматический эмбриогенез является наи‑
более перспективным биотехнологическим на‑
правлением в микроклональном размножении 
хвойных растений. При помощи данного  ме‑
тода можно  осуществлять не только  массовое 
тиражирование хвойных видов с селекционно-
значимыми признаками,  но  и проводить фун‑
даментальные исследования в области биоло‑
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выявления стабильных клеточных линий. Та‑
кие факторы,  как условия и продолжитель‑
ность культивирования,  использование ре‑
гуляторов роста,  могут вызывать изменения 
в кариотипе растений,  например  приводить 
к увеличению частоты мутаций [Bairu et al., 
2011; Sarmarst, 2016].

Цитогенетические особенности и стабиль‑
ность эмбриогенных культур  хвойных расте‑
ний изучены очень слабо,  результаты этих 
исследований часто  противоречат друг дру‑
гу. Ряд исследователей приводят данные о  по‑
явлении полиплоидных клеток при соматиче‑
ском эмбриогенезе у разных видов хвойных,  
а также о  повышении числа мутаций и гене‑
тической нестабильности,  которые усиливают‑
ся при длительном культивировании эмбрио‑
генных культур  [O’Brien et al.,  1996;  Fourré 
et al.,  1997;  von Aderkas et al.,  2003;  Burg et 
al.,  2007;  Marum et al.,  2009;  Krutovsky et al.,  
2014]. В других работах сомаклональная из‑
менчивость не обнаруживалась при соматиче‑
ском эмбриогенезе и регенеранты были иден‑
тичны исходному экспланту [Mo et al.,  1989;  
Eastman et al.,  1991;  Gajdošova et  al.,  1995;  
Helmersson et al.,  2004;  Arrillaga et al.,  2014;  
Nunes et al.,  2018].

Проведенные нами ранее цитогенетичес- 
кие исследования эмбриогенных культур  
Larix sibirica Ledeb. показали,  что  отдель‑
ные клеточные линии сохраняли цитогенети‑
ческую стабильность в процессе культивиро‑
вания [Goryachkina et al.,  2018]. Одна из них 
повторно  включена в  настоящее исследова‑
ние с целью проследить динамику цитогене‑
тических изменений при длительном культи‑
вировании эмбриогенных культур. Кроме того,  
приводятся результаты цитогенетического  ис‑
следования трех молодых эмбриогенных кле‑
точных линий (КЛ) лиственницы сибирской,  
продолжительность культивирования которых 
составила от 4 до  16 месяцев.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для получения данных эмбриогенных кле‑
точных линий в культуру были введены зиго‑
тические зародыши от дерева-донора L. sibi- 
rica А4,  полученные в результате свободного  
опыления,  а также контролируемого  опыле‑
ния пыльцой L. sibirica № 10. Возраст опыт‑
ных деревьев составляет 50–70 лет,  все они 

произрастают в  дендрарии Института леса  
им. В. Н. Сукачева СО РАН (г.  Красноярск,  
Академгородок). Контролируемое опыление 
лиственницы сибирской с  целью получения 
материала (зиготических зародышей) для вво‑
да в культуру in vitro проводили в конце тре‑
тьей декады апреля – ​в  период созревания 
микростробилов и начала пыления.

Для проведения цитогенетических иссле‑
дований отобраны четыре разновозрастные 
пролиферирующие эмбриогенные клеточные 
линии из коллекционного  банка эмбриоген‑
ных культур  лиственницы сибирской: гиб- 
ридная КЛ 22.47.1 (контролируемое опыление 
дерева-донора эксплантов А4 пыльцой дере‑
ва № 10,  4 мес.,  2022 г.,  автор  М. Э. Пак),  КЛ 
22.5.1 (свободное опыление дерева-донора А4,  
4 мес.,  2022 г.,  автор  М. Э. Пак),  КЛ 21.20.1 
(свободное опыление дерева-донора А4,  1 год,  
2021  г.,  автор  М. Э. Пак),  КЛ 6 (свободное 
опыление дерева-донора А4,  11 лет,  2011.,  ав‑
тор  М. Э. Пак) [Пак и др.,  2016]. Цитогенети‑
ческое исследование последней КЛ было  про‑
ведено  повторно  [Goryachkina et al., 2018].

Введение в культуру,  инициация и проли‑
ферация эмбриогенных культур  у лиственни‑
цы сибирской проводились на среде АИ [Тре‑
тьякова,  2012]. Среда и  все этапы введения 
в культуру описаны в работах авторов ста‑
тьи ранее [Третьякова,  Барсукова,  2012;  Пак 
и др.,  2016]. Для цитогенетического  анализа 
использовали глобулярные соматические заро‑
дыши на этапе пролиферации. Для сокраще‑
ния хромосом и разрушения веретена деления 
применяли обработку 0,2 %  раствором колхи‑
цина в течение 18–20  ч при комнатной темпе‑
ратуре с последующей фиксацией спиртово-
уксусной смесью (3 : 1) в  течение 24 ч.  
Окрашивание материала проводили в  1 %  
растворе ацетогематоксилина с добавлением 
4 %  железоаммонийных квасцов в термоста‑
те при 50  °C в  течение 10–15 мин. Времен‑
ные давленые препараты готовили стандарт‑
ным способом. Просмотр  микроскопических 
образцов осуществляли с помощью микроско‑
па “МИКМЕД‑6” (“ЛОМО”,  Россия) и цифро‑
вой камеры МС‑12 (“ЛОМО”,  Россия).

Для подсчета числа хромосом у клеточной 
линии 6 проанализировано  119 метафазных 
пластинок. Молодые клеточные линии характе‑
ризуются меньшим числом зародышей и,  со‑
ответственно,  меньшим количеством деля‑
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щихся клеток. В связи с этим число  хромосом 
для клеточных линий 22.47.1,  22.5.1 и 21.20.1 
удалось определить в 35-й,  30-й,  68-й мета‑
фазных пластинках соответственно. Хромосо‑
мы классифицировали по  центромерному ин‑
дексу согласно  рекомендациям В. Г. Грифа 
и Н. Д. Агаповой [1986]. Подбор  пар  гомологов 
проводили в соответствии с абсолютной дли‑
ной,  морфологией хромосом и локализацией 
вторичных перетяжек.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Исследованные клеточные линии характе‑
ризуются цитогенетической стабильностью,  
однако  различаются по  числу хромосом. 
В  норме кариотип лиственницы сибирской,  
как и рода Larix Mill. в целом,  содержит 24 
хромосомы. Молодые клеточные линии,  по‑
лученные в 2022 г. (22.47.1,  22.5.1),  содержа‑
ли преимущественно  клетки с  нормальным 
для данного  вида числом хромосом – 2n = 24 

(рис. 1,  а – ​в). В единичных клетках наблю‑
дали сильно  редуцированные числа хромосом 
(2n = 13,  16),  также обнаружены клетки,  со‑
держащие 22,  23,  25 хромосом. Общая частота 
встречаемости клеток с аномальными числа‑
ми хромосом для данных линий составила 10,5 
и 6,2 %  соответственно. Полиплоидные клет‑
ки,  содержащие 48 хромосом,  также фикси‑
ровались на препаратах,  их количество  ва‑
рьировало  от 6,4 до  9,8 %.

Клеточная линия 21.20.1,  культивирован‑
ная в  течение 16 месяцев,  оказалась анеу‑
плоидной. В большинстве клеток выявлено  25 
хромосом (рис.  1,  г). В  большинстве доступ‑
ных для анализа метафазных пластинок на‑
блюдалась дополнительная субметацентри‑
ческая хромосома (2n = 12m + 13sm). Кроме 
того,  обнаружены единичные клетки,  содер‑
жащие 2n = 23,  24,  26 хромосом,  их общее 
количество  составило  4,2 %,  а  также поли‑
плоидные клетки с 2n = 48–5,3 %.

Рис. 1. Метафазные пластинки эмбриогенных клеточных линий лиственницы сибирской с разным числом 
хромосом: а –  ​в –  ​2n = 24;  г –  ​2n = 25 (24 + 1)
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Исследование длительно  пролифериру‑
ющей КЛ 6 (возраст 11 лет) показало,  что  
большинство  клеток по-прежнему является 
диплоидным и  содержит 24 хромосомы. Ко‑
личество  полиплоидных клеток по  сравне‑
нию с предыдущим экспериментом несколько  
уменьшилось и составило  8,3 %  (в предыду‑
щем эксперименте 9,0 %  просмотренных ме‑
тафазных пластинок содержали удвоенный 
набор  хромосом). Однако  появились клетки 
с отличным от нормального  числом хромосом 
(2n = 22,  23,  36),  их общее количество  со‑
ставило  9,1 %. Кроме того,  наблюдались еди‑
ничные клетки с микроядрами разной формы 
и размера (рис. 2).

Для кариологического  анализа отобраны 
метафазные пластинки с хорошим разбросом 
хромосом. В норме кариотип лиственницы си‑
бирской содержит шесть пар  длинных мета‑
центриков,  две из которых имеют вторичные 
перетяжки,  и шесть пар  коротких субмета‑
центриков [Hizume,  1988;  Муратова,  1991;  
Muratova et al.,  2007;  Муратова и др.,  2010;  
Goryachkina et al.,  2013]. Отдельные пары го‑
мологичных хромосом в кариотипе листвен‑
ницы сибирской можно  идентифицировать 
по  размеру и  морфологическим признакам. 
Так,  хромосомы I пары выделяются по  раз‑
меру,  две пары метацентрических хромосом 
(III и IV) несут вторичные перетяжки в ин‑
теркалярных районах одного  из плеч. Хро‑

мосомы VI пары можно  выделить,  поскольку 
они самые короткие и наиболее асимметрич‑
ные среди метацентриков. Идентификация 
субметацентрических хромосом VII–XII пар  
возможна только  в метафазных пластинках 
с хорошим разбросом и минимальным числом 
наложений хромосом. Хромосомы VII и VIII 
пар  – ​субметацентрики,  близкие к субакро‑
центрикам;  хромосомы IX  и X  пар  наиболее 
симметричные среди субметацентриков;  хро‑
мосомы XI и XII – ​самые маленькие субмета‑
центрики.

На основании кариологического  анализа 
выявлено,  что  кариотипы клеточных линий 
6,  22.47.1 и 21.20.1 являются типичными для 
лиственницы сибирской. Для клеточной линии 
21.20.1 характерна трисомия предположитель‑
но  по  IX  паре субметацентрических хромо‑
сом (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ

Хвойные виды,  в том числе и лиственница 
сибирская,  характеризуются высокой степе‑
нью стабильности числа хромосом. Геномные 
мутации наблюдаются редко  и представлены 
главным образом единичными полиплоидными 
клетками. Частота встречаемости полиплоид‑
ных клеток в клеточных линиях лиственницы 
сибирской была значительно  выше (от 5,3 до  
9,8 %),  чем это  обычно  отмечается для при‑

Рис. 2. Клетки с микроядрами (показаны стрелками) на стадии интерфазы у клеточной линии 6
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родных популяций и  городских насаждений 
хвойных [Муратова и др.,  2009,  2010;  Горяч‑
кина,  Сизых,  2012;  Седельникова,  Пименов,  
2021;  Игнатенко  и др.,  2022]. Появление поли‑
плоидных клеток при соматическом эмбриоге‑
незе также было  отмечено  в культуре мега‑
гаметофитов Larix decidua Mill. [von Aderkas 
et al., 2003].

Миксоплоидию часто  связывают с  адап‑
тацией растений к условиям произрастания,  
особенно  при воздействии неблагоприятных 
факторов среды [Кунах,  1995]. Так,  одним из 
последствий частичной полиплоидизации яв‑
ляется увеличение уровня клеточного  метабо‑
лизма. В то  же время анеуплоидные клетки,  
образующиеся в результате нарушения ми‑
тотического  деления,  отличаются по  генети‑
ческому составу,  а  значит,  и по  свойствам 
от исходных родительских. Такие клетки,  как 
правило,  не проходят через митоз и погибают.

Из четырех исследованных клеточных 
линий лиственницы сибирской две молодые 
(22.47.1 и 22.5.1) и одна длительно-пролифе‑
рирующая (КЛ 6) являлись диплоидными 
и  имели нормальный для данного  вида на‑
бор  хромосом (2n = 24). Продолжительность 
культивирования КЛ 22.47.1 и КЛ 22.5.1 со‑

ставила 4 месяца,  в то  время как КЛ 6 со‑
храняла цитогенетическую стабильность в те‑
чение 11 лет. Полученные данные согласуются 
с нашими предыдущими исследованиями,  где 
“молодая” клеточная линия с продолжитель‑
ностью культивирования менее одного  года 
и коллекционная КЛ 6 в возрасте 6 лет явля‑
лись диплоидными с числом хромосом 2n = 24 
[Горячкина и др.,  2017]. Длительная пролифе‑
ративная активность эмбриогенных культур  
была описана ранее в  культуре мегагамето‑
фитов Larix decudua и культуре зародышей 
гибридов лиственницы L. × eurolepis A. Henry 
и L. × marschlinsii Coaz  [von Aderkas et al.,  
2003;  Lelu-Walter,  Pâques,  2009],  где обра‑
зование эмбриональной суспензорной массы 
шло  в  течение 9–17  лет,  однако  цитогене‑
тическое исследование этих клеточных линий 
не проводилось.

Генетическая стабильность КЛ 6 показана 
ранее с помощью микросателлитного  анали‑
за: несоответствие материнскому генотипу по  
двум аллелям наблюдалось только  в одном из 
одиннадцати локусов [Третьякова и др.,  2016]. 
В  возрасте 6–12 месяцев от этой клеточной 
линии получены клоны лиственницы сибир‑
ской,  которые успешно  произрастают в усло‑

Рис. 3. Метафазные хромосомы лиственницы сибирской,  расположенные в порядке уменьшения длины. 
Хромосомные пары (I–XII) идентифицированы в соответствии с морфологией хромосом и локализацией 

вторичных перетяжек (показаны стрелками)
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виях лесопитомника в экспериментальном хо‑
зяйстве “Погорельский бор” Института леса 
СО РАН [Пак и др.,  2016;  Третьякова и др.,  
2022]. Эти клоны,  по  данным микросателлит‑
ного  анализа,  показали полную идентичность 
КЛ 6,  от которой были получены [Третьяко‑
ва и др.,  2022].

Появление анеуплоидных клеток,  а  так‑
же микроядер  в интерфазных клетках может 
свидетельствовать о  снижении цитогенетичес- 
кой стабильности КЛ 6 на 11‑й год пролифе‑
рации,  в то  время как ранее,  на 6‑й год про‑
лиферации,  таких нарушений не наблюдали 
[Горячкина и др.,  2017]. Микроядра являют‑
ся ацентрическими фрагментами,  возникши‑
ми в результате структурных нарушений хро‑
мосом,  и,  как правило,  лишены центромеры 
[Schmid,  1975]. При измерении содержания 
ДНК показано,  что  этот показатель варьи‑
руется от 0,5 до  11,1 %  от диплоидного  и по- 
этому исключаются из ядер  в момент деления 
клеток [Heddle,  Carrano,  1977]. Кроме того,  
они могут быть образованы целой хромосомой 
при повреждении веретена деления. В эмбрио‑
генной культуре лиственницы сибирской клет‑
ки с  микроядрами обнаружены нами ранее 
у цитогенетически нестабильных клеточных 
линий,  содержащих разное число  хромосом 
в метафазных пластинках [Goryachkina et al., 
2018]. Считается,  что  механизм постмитоти‑
ческой микронуклеации обеспечивает перевод 
накопившихся в течение некоторого  времени 
латентных повреждений генома в морфологи‑
чески идентифицируемые клеточные формы 
[Ильинских и др.,  1986]. Наличие в клетках 
микроядер  является результатом длительно‑
го  воздействия на организм генотоксических 
факторов различной природы.

Большой интерес представляют резуль‑
таты исследования клеточной линии 21.20.1,  
которая содержит преимущественно  клет‑
ки с  постоянным числом хромосом,  хотя 
и  отличным от нормального  для данного  
вида (2n = 25). Ранее нами обнаружены дру‑
гие эмбриогенные клеточные линии L. sibiri-
ca,  содержащие в кариотипе 25 и 28 хромо‑
сом [Goryachkina et al.,  2018]. У Pinus radiatа 
D. Don одна из исследованных клеточных ли‑
ний содержала в кариотипе лишнюю хромосо‑
му,  что  было  подтверждено  исследованием 
количества ДНК [O’Brien et al., 1996]. Много  
анеуплоидных клеток (до  70 %) наблюдалось 

в эмбриогенной культуре гибрида L. × euro-
lepis [Nkongolo, Klimaszewska,  1995]. Сомакло‑
нальная изменчивость по  числу хромосом об‑
наружена у  растений Picea glauca (Moench) 
Voss,  P. mariana Britton, Sterns et Poggenb. 
и P. abies (L.) H. Karst.,  полученных с помо‑
щью соматического  эмбриогенеза [Fourré et al., 
1997; Tremblay et al., 1999]. Авторы отмечают 
у данных видов как анеуплоидию (2n = 38),  
так и несколько  вариантов хромосомного  мо‑
заицизма (2n = 24,  27,  36;  2n = 30,  39,  40,  
55). У клона P. abies,  полученного  путем сома‑
тического  эмбриогенеза,  обнаружена химера,  
в почках которой число  хромосом составило  
2n = 25,  а в корневой меристеме – ​нормаль‑
ное диплоидное,  2n = 24 [Fourré et al.,  1997].

Изменчивость числа хромосом в  услови‑
ях культуры часто  наблюдается у покрыто‑
семенных растений,  при этом может утрачи‑
ваться способность к регенерации. Причинами 
изменения числа хромосом,  вероятно,  явля‑
ются аномалии митотического  цикла,  свя‑
занные с возможным мутагенным действием 
гормонов и стимуляторов роста,  а также на‑
копление в популяции генетически изменен‑
ных клеток в результате длительного  куль‑
тивирования [Zorinyants et al., 1995].

Полученные результаты показывают,  что  
эмбриогенные клеточные линии лиственницы 
сибирской могут сохранять цитогенетическую 
стабильность в течение многих лет (КЛ 6);  они 
могут успешно  использоваться для плантаци‑
онного  лесовыращивания. Для их выявления 
(отбора) необходимо  проводить цитогенетичес- 
кий контроль клеточных линий коллекционно‑
го  банка эмбриогенных культур. Как показыва‑
ют наши исследования и литературные данные,  
цитогенетический анализ является наиболее 
чувствительным методом для выявления гене‑
тической стабильности клеточных линий в за‑
висимости от длительности культивирования,  
а также для определения качества получаемых 
растений-регенерантов. Результаты цитогенети‑
ческих исследований эмбриогенных клеточных 
линий вносят вклад в развитие теоретических 
аспектов генетики,  селекции,  репродуктивной 
биологии и биотехнологии хвойных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования показыва‑
ют,  что  эмбриогенные клеточные линии ли‑
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ственницы сибирской могут сохранять цито‑
генетическую стабильность в течение многих 
лет и успешно  использоваться для получе‑
ния растений-регенерантов и плантационно‑
го  лесовыращивания. Становится очевидным,  
что  для успешного  получения генетически 
устойчивых клонов хвойных растений с помо‑
щью соматического  эмбриогенеза необходи‑
мо  проводить регулярный цитогенетический 
контроль эмбриогенных культур,  выявляя 
стабильные клеточные линии и  отбраковы‑
вая нестабильные. Поскольку кариотип хвой
ных растений характеризуется крайне высо‑
кой степенью стабильности (большая часть 
видов содержит 24 хромосомы),  обнаружение 
клеточных линий с измененным хромосомным 
набором представляет большой интерес для 
генетики и селекции,  а также вносит вклад 
в развитие теоретических аспектов репродук‑
тивной биологии и биотехнологии хвойных.

Исследование выполнено  за счет гранта Россий‑

ского  научного  фонда № 22-14-20008,  https://rscf.

ru/project/22-14-20008/,  Красноярского  краевого  

фонда науки.
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Cytogenetic characteristics of embryogenic cell lines  
of different ages obtained via somatic embryogenesis  

in Larix sibirica Ledeb.

M. E. PARK,  O. V. GORYACHKINA,  I. N. TRETYAKOVA,  E. N. MURATOVA

V. N. Sukachev Institute of Forest SB RAS 
Federal Research Center “Krasnoyarsk Science Center SB RAS” 

660036, Krasnoyarsk, Akademgorodok, 50/28 
E-mail: sibtaiga@bk.ru

The results of cytogenetic analysis of four embryogenic cell lines of Siberian larch (Larix sibirica Ledeb.) 
of different ages: young (two four-month and 16‑month CLs) and long-proliferating (11‑year CL) are present‑
ed. Three cell lines are diploid and contain in the karyotype the normal number of chromosomes for this 
species (2n = 24). A 16‑month-old CL capable of forming somatic embryos was aneuploid (2n = 25). This cell 
line is probably characterized by trisomy on one of the pairs of submetacentric chromosomes. The long-term 
proliferating CL, from which regenerants and clones were obtained, retains a diploid number of chromosomes 
during 11 years of cultivation and remains genetically stable. The karyotype of conifers is characterized by 
high degree of stability and most of the species contain 24 chromosomes (2n = 24). Therefore, the detection 
of cytogenetically stable cell lines is of great interest for genetic work of this group of plants and creation of 
highly productive plantations with specified hereditary properties.

Key words: Larix sibirica, somatic embryogenesis, embryogenic cell lines, number of chromosomes, kar‑
yotype, chromosomal and genomic mutations.


