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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
АКТУАЛЬНОСТЬ ТЕМЫ. Загрязнение водной среди, бесконтрольный 

вылов рыб, строительство плотин и разрушение нерестилищ сильно 
уменьшают количество рыб в различных популяциях, приводят к инбри­
дингу, вырождению и даже к гибели многих видов. В Красную книгу 
МСОП (1978) внесено 168 видов (около I % мировой фауны) и 25 под­
видов рыб, находящихся под угрозой исчезновения. В Красной книге 
СССР (1984) было 9 видов (3,5 % общего числа пресноводных форм), а 
в 1930 г. этот список вырос уже до 35 видов рыб.

Не лучше обстоят дела и в странах Европы, где значительная 
часть рыб (52,3 %) находятсо под угрозой исчезновения, а 53,5 % 
популяций всех промысловых рыб полностью истощены и запрещены к 
вылову (А.В. Яблоков, С.А. Остроумов, 1985).

В связи с этим во многих странах мігра ведутся исследования по 
криоконсервацш спермы рыб, и в некоторых странах (ФРГ, США, Кана­
да) уже созданы низкотемпературные банки. Главная цель таких работ 
- сохранение генома криоконсервированных спермиев с последующим их 
использованием для воспроизведения видов, подвидов и пород и восс­
тановление исчезающих гєнотипое рыб. Но вопрос о состоянии генети­
ческого аппарата спермиев, закладываемых на долгосрочное хранение, 
степени его сохранности, несмотря.на его первостепенное значение 
для данных работ, до сих пор не изучен. Имеется большое количество 
исследований, посвященных разработке способов криоконсервации спе­
рмы рыб и выяснению механизмов криоповреждений, но практически от­
сутствуют исследования по изучению состояния генетического аппара­
та спермиев рыб на разных этапах криоконсервации. В литературе 
имеются лишь единичные сообщения о массовой гибели эмбрионов, по­
лученных с использованием криоконсервированной спермы (В.Н. Жукин- 
ский и др., 1981; М. КоїОі-ав, K.Bieniarlt, 1987), а также о суммар­
ном влиянии факторов криоконсервации на геном рыб (А.А. Нейфах и 
др. 1981). После этих работ однако оставалось неясным, на каком из 
этапов криоконсервации происходят повреждения генетического аппа­
рата. Гибель эмбрионов на критических стадиях развития может сви­
детельствовать о повреждении доминантных генов. Но, вероятно, что 
при криоконсервации также могут возникать повреждения рецессивных 
генов, которые будут проявляться в следующих поколениях.

Можно заключить, что выяснение возможности повреждений гене­
тического .'аппарата спермиев рыб на различных этапах криоконсерва­
ции является первостепенной задачей исследователей, работающих в 
области сохранения генофонда рыб с использованием методов криокон-



Сервации.
ЦЕЛЬ РАБОТЫ. Целью работы било изучить возможны ли поврежде­

ния генетического аппарата спермиев рыб при воздействии на них 
криопротекторов и глубокого охлаждения.

ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ:
-изучить смертность диплоидных и андрогенетических гаплоидных 

эмбрионов, полученных с использованием нативной спермы:
а) выдержанной разное время (5, 15, 30 и 60 мин) в средах с 

различной концентрацией (0; 2,5; 5,0; 10,0 ■/. ) разных криопро-
Текторов: этиленгликоля (ЭГ), диметилсульфоксида (ДМСО), глицерина 
(Гл) и метилового эфира этиленгликоля (Мц) и при нескольких темпе­
ратурах (О °С, 5 °С, 15 °С и 21 °С);

С)и спермы после замораживания-оттаивания;
-определить стадии эмбриогенеза, на которых происходит макси­

мальная гибель эмбрионов ("критические стадии");
-изучить митотическую активность и наличие хромосомных абер­

раций в клетках эмбрионов рыб, полученных при оплодотворении яй­
цеклеток спермиями после разных этапов криоконсервации.

НАУЧНАЯ НОВИЗНА ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ.
Впервые установлено, что:
-максимальная гибель эмбрионов осетроЕых (севрюга) и костис­

тых (карп, вьюн) рыб, полученных с использованием спермиев при ра­
зных условиях криоконсервационной предобработки, происходит в пе­
риод начального фенотипического проявления функции генома на ран­
них стадиях эмбриогенеза между поздней бластулой и гаструлой, а на 
последующих стадиях развития эмбрионов различия в доле живых заро­
дышей между опытом и контролем сохраняются на постоянном уровне: 

-эквилибрация спермиев карпов и вьюнов в средах с 10 •/. крио­
протекторов ЭГ, ДМСО, Гл и Мц приводит к увеличению смертности 
эмбрионов, полученных с использованием этой спермы:

-процессы замораживания и оттаивания спермиев увеличивают 
смертность эмбрионов рыб, полученных с использованием этой спермы. 
Причем, этот показатель существенно зависит от используемого крио­
протектора и его концентрации;

-различия;в выживаемости диплоидных и андрогенетических гап­
лоидных зародышей увеличиваются, если они получены с помощью крио- 
консервированной сперш, или эквилибрированной в средах с 10 х 
криопротекторов. Это позволяет заключить, что факторы криоконсер­
вации вызывают повреждения как доминантных, так и. рецессивных ге­
нов.



-смертность эмбрионов, зависит от генотипических и физиологи­
ческих характеристик самки, от которой получены яйцеклетки;

-эквилибрация спермиев с криопротекторами влияет на количес­
тво аберраций и митотический индекс клеток эмбрионов карпов и вью­
нов.

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ И ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ РАБОТЫ.
Теоретическое значение работы заключается в установлении воз­

можности мутагенного и селективного влияния факторов криоконсерва­
ции на генетический аппарат спермиев рыб. Установленные факты рас­
ширяют представления о механизмах криоповреждений и криозащиты 
клеток, о роли ядерно-цитоплазматических взаимоотношений в обеспе­
чении жизнеспособности клеток и о механизмах реализации функции 
Генов в раннем развитии.

Полученные результаты позволяют при оценке качества материа­
ла, закладываемого на долгосрочное хранение, и при оптимизации 
способов криоконсервации, рекомендовать обязательную оценку состо­
яния генетического аппарата гамет рыб по гибели эмбрионов. Они 
также позволяют внести коррективы при определении количества обра­
зцов, закладываемых на хранение, и, таким образом, предупредить 
потерю ценного, коллекционного материала из-за вероятности инбриди­
нга и вырождения.

Установление факта влияния факторов криоконсервации на гене­
тический аппарат спермиев рыб позволяет селекционерам проводить 
работы цо направленной селекции.

ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ.
Использование для осеменения спермы карпов и вьюнов, эквилиб- 

рированной или криоконсервированной с высокими концентрациями 
(10 %) криопротекторов ЭГ, ДМСО, Гл и Мц, вызывает:

а)повышение гибели диплоидных и андрогенетических гаплоидных 
эмбрионов начиная со стадии поздней бластулы (начало феноти­
пического проявления работы генома) до стадии гаструлы, зави­
сящее от вида криопротектора, а также от генотипических и фи­
зиологических характеристик самки, от которой получены яйце­
клетки;
б)появление хромосомных аберраций,

что очевидно является следствием повреждения генетического аппара­
та в спермиях рыб.

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ.
Материалы диссертационной работы докладывались и обсуждались 

на Международной конференции под эгидой ЮНЕСКО "Достижения и перс-
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гіективн развития криобиологии и криомедицины” (Харьков, 1988), 
школе по криобиологии (Харьков, 1990), заседании Координационного 
совета пс) программе ГКНТ СССР "Криобанк рыб" (Пущино, 1990) и на 
Международном рабочем совещании по криоконсервации и хранению га­
мет и эморионов водных организмов (Франция, Марли Рой, 1992).

ПУБЛИКАЦИИ. По теме диссертации опубликовано 4 работы.
СТРУКТУРА И ОБЪЕМ РАБОТЫ. Диссертация состоит из введения, 

обзора литературы, материала и методов, результатов собственных 
исследований, обсуждения полученных результатов, заключения, выво­
дов и списка литературы. Работа изложена на П О  страницах машино­
писного текста, включает 33 рисунка и 9 таблиц. В работе использо­
вано 159 источников литературы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИИ.
Объектами исследований служили яйцеклетки, спермии, эмбрионы 

и эмбриональные клетки вьюна (MisgumuB fossilis Ь.) карпа (Cupri- 
nus oarplo L.) и севрюги (Аоірепвег Btellatus).

Спермии и яйцеклетки севрюги, карпов и вьюнов получали после 
предварительного стимулирования гаметогенеза гонадотропным гормо­
ном или Гипофизом. Севрюгам и карпам инъецировали раствор аЦетони- 
рованных гипофизов осетровых и карповых рыб (Гинзбург А.С., 1968;
Нулина Г,А., 1974).Вьюнам инъецировали раствор хорионического го­
надотропина по метода модифицированному А.А. Нейфахом (Костомаро­
ва А.А., 1975).

Для криоконсервации спермы карпа, севрюги и вьюнов использо­
вали защитные среды, разработанные Е.Ф. Копейкой (I98I, 1986).

Криоконсервацию спермы карпа проводили в пластиковых контей­
нерах емйостью I мл с помощью стационарного программного устройст­
ва охлаждения УОП-6 производства СКТБ с ОП ИПК и К АН Украины. 
Сперму рйб после охлаждения в холодильнике до 4 °С разбавляли I:I 
изотермической защитной средой с криопротекторами (ЭГ, ДОСО, мц 
или Гл) таким образом, чтобы в конечной среде концентрация крио­
протектора была равна 10 % об/об. Завышенная концентрация криопро­
тектора была нами взята сйециально для выявления 'всех возможных 
последствий этого воздействия. Обычно, при криоконсервации спермы 
карпов и осетррв используют более низкие концентрации криопротек­
торов (КОпейка Е.Ф.,1986). Сперму охлаждали по трехэтапной програ­
мме: I этап - от О °С до минус 15 °С со скоростью 1-2 град/мин;
2 этап -От минус 15 °С до минус 70 °С со скоростью 15-20 град/мин;
3 этап -от минус 70 °С до минус 196 °С (погружение в жидкий азот).

Сперму вьюна и севрюги криоконсервировали по приведенной про­
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грамме с регистрацией•режима на микровольтамперметре НЗЭ9, помес­
тив над поверхностью азота.

После эквилибрации спермиев с криопротекторами и особенно 
после криоконсервации и размораживания погибала значительная часть 
спермиев. Но при осеменении икры мы это практически не учитывали и 
почти всегда давали одинаковое количество спермы в опыте и контро­
ле. Такое искусственное занижение количества спермиев на одну яй­
цеклетку в опыте было необходимо нам для уменьшения конкуренции 
между спермиями и повышения возможности реализации потенций всех 
поврежденных клеток. Это приводило к снижению выживаемости эмбрио­
нов. По разнице в количестве погибших эмбрионов, полученных с ис­
пользованием нативной спермы и эквилибрированной в средах с крио- 
протектоторами или замороженной и размороженной судили о поврежде­
ниях генетического аппарата спермиев. После осеменения яйцеклеток 
карпов и вьюнов на стадии ранней бластулы (начало работы генома) 
удаляли всю неоплодотворенную, активированную и погибшую икру. Ос­
тавшиеся эмбрионы принимали за 100 ■/. и исследовали их гибель на 
последующих стадиях. У севрюги эту операцию проводили на стадии 
2-4 бластомеров. Оставшиеся эмбрионы инкубировали в термостате при 
температутуре,I8 °С, периодически удаляя погибшие, и, заменяя во­
ду. Через каждые 12 часов после осеменения проводили учет и удале­
ние погибших эмбрионов во всех чашках. Отбор проводили на 5-6 ста­
диях развития.

Об оплодотворяющей способности спермиев осетровых судили по 
доле эмбрионов, достигших стадий двух-четырех бластомеров. Об оп­
лодотворяющей способности спермиев карпов и вьюнов судили по доле 
развивающихся зародышей на стадии ранней бластулы и выражали эту 
величину в процентах как | х 100, где а - количество оплодотво­
ренных клеток; в - общее количество эмбрионов. О повреждениях до­
минантных генов спермиев судили по доле диплоидных эмбрионов, по­
гибших после стадии средней-поздней бластулы. О повреждении рецес­
сивных генов судили по разнице в долях погибших эмбрионов между 
диплоидными и андрогенетическими гаплоидными зародышами.

Так как у диплоидных эмбрионов была возможность компенсации 
поврежденных генов спермия материнским геномом яйцеклетки, то для 
выявления всех возможных повреждений генетического аппарата спер­
миев все наши опыты повторили на андрогенетических гаплоидах. •

Дляполучения андрогенетических гаплоидов необходимо было 
осеменить инактивированные яйцеклетки. Радиационную инактивацию 
■яйцеклеток проводили по методике А. А. Нейфаха (1959) на терапевти-
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чесних ренгеновских аппаратах РУМ-П и РУМ-І7 (двухтрубочное облу­
чение) в течение 17 мин 19 сек. Сила тока на установках РУМ-І7 и 
РУМ-ІІ была соответственно 10 мА и 7 мД, напряжение - 200 fcv и 
195 tv. Облучение проводили без фильтра и со снятым тубусом. Расс­
тояние от объекта до анода трубки было 9 см. Общая доза облучения 
яиц при этих условиях составляла 22 тыс. Рад. Эта доза обеспечива­
ет практически пожую инактивацию генома, но еще не повреждает за­
метным образом цитоплазматические структуры яйца (Нейфах, 1959).

Для получения андрогенетических гаплоидных зародышей облучен­
ные яйцеклетки осеменяли нативной спермой, обработанной защитной 
средой с криопротекторами, а также замороженно-оттаянной.

Для определения митотического индекса и выявления хромосом­
ных аберраций зародышей карпа и вьюна фиксировали в жидкости Кар- 
нуа (Волкова О.В., Елецкий Ю.К.,1971), соответственно на 8-9 ста­
дии (поздняя бластула - ранняя гаитрула) и на 9-Ю стадии (поздняя 
бластула- ранняя гаструла), а также перед вылуплением.

Для хромосомного анализа готовили давленные препараты из фик­
сированных зародышей, предварительно окрашенных ацето-кармином.

Для уменьшения ошибки, повышения качества и достоверности ис­
следований мы проводили многофакторные эксперименты. Статистичес­
кая обработка результатов проводилась в вычислительном центре 
ШТК и К АН Украины.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В первых экспериментах на гаметах севрюги мы разбавляли спер­

му средой с ДМСО и замораживали ее. Конечная концентрация криопро­
тектора была равна 10 об/об. Размороженной спермой осеменили яй­
цеклетки и на стадии 2-4 бластомеров удалили все неоплодотворен- 
ные и погибшие. Оставшиеся эмбрионы принимали за 100 у. и учитыва­
ли их гибель на последующих стадиях рвзвития. Было установлено, 
что смертность эмбрионов севрюги, полученных с использованием 
криоконсервированной спермы на стадии поздней бластулы значитель­
но выше, чем при использовании нативной спермы. Таким образом, 
в этом эксперименте было устатановлено, что последствия криокон­
сервации спермиев могут проявляться не только у карпов, как было 
известно из литературы (Жукинский В.Н. и др. I981; м. Koidras, 
1987), но и у других видов рыб.

Такие же эксперименты, но с разными криопротекторами, были 
поставлены нами на карпах и вьюнах. Как видно из рис. I, эквилиб­
рация спермиев каргюв в средах с 10 у. криопротекторов приводила к 
достоверному снижению выживаемости эмбрионов между контролем и
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опытом (Р=0,95).
Кол-во живых 
эмбрионов, * 

Рис.?-1. Выживаемость эм- ісс 
брионов карпов, получен­
ных с использованием спе­
рмы, эквилибрированной с и 
криопротекторами СИ или 
криоконсервированной в  .
(I - контроль, 2 - Мц ,
3 -  ДМСО, 4 -  Э Г ) .

Стадии развития, с 
При этом оказалось, что выживаемость зависила от вида криоігротек- 
тора. При использовании криоконсервированной спермы различия в вы­
живаемости эмбрионов становились более значимыми, но имели другую 
направленность. Так, после криоконсервации спермиев с ЭГ смерт­
ность эмбрионов оставалась почти такой же, как и до криоконсерва­
ции. Из результатов представленных на рис. I следует, что криоза- 
щитные эффекты ДМСО и Мц выражены в меньшей степени, в сравнении с 
ЭГ и количество выживших эмбрионов, было значительно ниже, чем по­
сле осеменения яйцеклеток нативной спермой (Р=0,95), или только 
эквилибрированной с этими криопротекторами (Р=0,95). Анализ резу­
льтатов по влиянию на спермии карпов криопротекторов до и после 
криоконсервации свидетельствует о том, что ДМСО обладает самой ни­
зкой криопротекторной активностью. Полученные результаты не проти­
воречат имеющимся в литературе данным о более высокой криопротек­
торной активности ЭГ в сравнении с ДМСО при криоконсервации спермы 
карпа (Е.Ф. Копейка, 1986).

На спермиях вьюнов также исследовали влияние криопротекторов 
(ЭГ, ДМСО, Мц, Гл) в различных концентрациях (10,0; 5,0; 2,5 и 0 % 
об/об). Было установлено (Рис. 2), что только после эквилибрации 
спермиев в средах с 10 56 криопротекторов выживаемость эмбрионов 
была достоверно ниже, чем при использовании нативной спермы 
(Р=0,9Э). Использование спермиев эквилибрированных в средах с 2,5% 
или 5 % криопротекторов практически не сказывалось на выживаемости 
эмбрионов. Подобная зависимость выживаемости эмбрионов от концент­
рации криопротектора в среде эквилибрации спермиев была установле­
на и для карпов (Рис. 3). Только эквилибрация спермиев в растворе 
•с 10 % криопротекторов достоверно снижала выживаемость эмбрионов
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карпов. Эквилибрация спермы в защитной среде или в той же среде, 
Но с 2,6 % криопротектора не влияла на выживаемость эмбрионов. 
Кол-во живых_ Кол-во живых
эмбрионов, чь эмбрионов, %

Рис.2. Влияние эквилибрации 
спермы вьюнов с разными кон­
центрациями криопротекторов 
на выживаемость эмбрионов.

Рис.З. Влияние эквилибрации спер­
мы карпов с защитной средой и 
криопротекторами на выживаемость 
эмбрионов (С-среда, Н -контроль).

Установлено, что выживаемость эмбрионов карпов и вьюнов 
очень сильно варьирует у различных самок (Рис. 4, 5). Разная вы­
живаемость эмбрионов, полученных с использованием нативной спермы, 
эквилибрированной с криопротекторами или криоконсервированной, 
обусловлена различиями в физиологических и генетических потенциях 
икры.

Таким образом, в результате проведенных экспериментов на нес­
кольких видах рыб (севрюга, карп, вьюн) было установлено, что эк­
вилибрация спермиев в средах с 10 % криопротекторов, или криокон­
сервация увеличивают смертность эмбрионов. Кроме того, как видно 
на всех представленных рисунках, гибель эмбрионов значимо (Р=0,95) 
различалась между исследуемыми стадиями. Максимальная гибель эмб­
рионов и различия в выживаемости при варьировании различных факто­
ров достигали максимума между поздней бластулой (момент первого 
проявления морфогенетической активности генома) и гаструлой, а за­
тем сохранялись на одном уровне. Эта закономерность отмечалась на
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эмбрионах трех видов рыб и четко прослеживалась во всех опытах. 
Кол-во живых Кол-во живых
эмбрионов, * эмбрионов, %

Рис.4. Выживаемость эмбрионов 
карпов разных самок, получен­
ных с использованием спермы, 
эквилибрированной с криопро­
текторами (Z3 или криоконсер- 
вированной ш  -

Стадии развития, т Самки 
Рис. Б. Выживаемость эмбрионов 
вьюнов разных самок, полученных 
с использованием спермы, эквили- 
брированной в средах с криопро­
текторами.

Можно предположить, что факторы криоконсервации вызывают хотя и в 
небольшом числе, но только крупные повреждения хромосом, которые 
затрагивают большое число генов и поэтому проявляются уже на пер­
вых стадиях проявления функции генов. Мелких же хромосомных пов­
реждений оказывается мало и они фактически не проявляются в виде 
гибели эмбрионов на поздних стадиях.

В диплоидных клетках повреждения рецессивных генов одного из 
родителей не будут проявляться, так как они могут компенсироваться 
геномом второго. Поэтому следует ожидать, что в исследуемых нами 
эмбрионах реализуются не все поврежденные гены спермиев, т.к. они 
могут компенсироваться женским геномом. В отсутствии этих компен­
саторных эффектов гибель эмбрионов, обусловленная повреждениями 
генома спермиев должна быть еще выше. Для выявления всех возможных 
повреждений генетического аппарата спермиев, т.е. и доминантных и 
рецессивных генов мы получали андрогенетические гаплоидные зароды­
ши. Для этого осеменяли яйцеклетки с ядром, предварительно инакти­
вированным радиацией. Осеменение проводили тремя видами спермы: 
нативной, эквилибрированной с криопротекторами или же криоконсер-
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вированной.
Известно, что гаплоидные зародыши и личинки рыб живут до оп­

ределенной стадии и погибают при явлениях гаплоидного синдрома. 
Поэтому в качестве контроля были взяты андрогенетические гаплоиды 
с использованием нативной спермы. При использовании спермы, экви- 
либрированной с криопротекторами, выживаемость гаплоидных и дипло­
идных эмбрионов вьюнов достоверно (Р=0,95) различалась (Рис. 6). 
Кол-во живых 
эмбрионов, *

Рис.6. Влияние эквилибрации .спермы с 
криопротекторами на выживаемость дипло­
идных и андрогенетических гаплоидных 
эмбрионов вьюнов.

Увеличение гибели андрогенетичес­
ких гаплоидов в сравнении с диплоидами 
свидетельствует о повреждении рецессив­
ных генов, которые не проявляются в пе- 

1 2 рвом поколении у диплоидов. Причем, са-
--Плоидность-- мая высокая смертность эмбрионов была,

при использовании спермы, эквилибрированной с ЭГ. Этот факт был 
подтвержден и в последней серии экспериментов на вьюнах, которая 
была поставлена в соответствии с матрицей (таблица I).

Таблица 1
Схема опыта по получению гаплоидных и диплоидных эмбрионов вьюнов

Облученная икра Необлученная икра

Сперма после 
эквилибрации

Сперма после 
замораживания

Сперма после 
эквилибрации

Сперма после 
замораживания

F IF 2F 3F 4F 1F 2F 3F 4F 1F 2F 3F 4F 1F 2F 3F 4F
К

дасо
эг ■
Мц

Как и в предыдущих-экспериментах было показано, что основная ги­
бель эмбрионов происходила на начальных стадиях эмбриогенеза 
(Рис. 7).
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Эффекты эквилибрации сперми с криопротекторами и собственно замо­
раживание оказывали достоверное влияние (Р=0,9Б) на выживаемость 
эмбрионов (Рис. 8). Все исследуемые криопротекторы также оказывали 
достоверное влияние (Р=0,95) на выживаемость эмбрионов (Рис. 9).
Кол-во живых 
эмбрионов, ■■■*•
79

Кол-во живых 
эмбрионов, *
49

Кол-во живых 
эмбрионов,£

Стадии развития

Рис.8. Влияние экви— 
вилибрации (1) и крио­
консервации спермы (2) 
с криоиротекторами на 
выживаемость диплоид­
ных и андрогенетичес- 
ких гаплоидных эмбрио­
нов вьюнов.

ДМСО ЭГ К Мц 
Криопротекторы 
Рис.9. Влияние кри­
опротекторов на вы­
живаемость эмбрио­
нов вьюнов, получе­
нных с использова­
нием спермы эквили­
брированной с крио­
протектором и крио- 
консереированной.

Рис. 7. Выживаемость 
гаплоидных и диплод- 
ных эмбрионов вьюнов 
на разных стадиях 
развития, полученных 
с использованием эк­
вилибрированной с 
криопротекторами и 
криоконсервированной 
спермы. .
Выживаемость эмбрионов, полученных с использованием размороженной 
спермы, была достоверно ниже (Р=0,99), чем выдержанной с криопро­
текторами (Рис. 10). Из этого следует, что в процессе заморажива­
ния также возможны повреждения генома спермиев, ведущие к гибели 
эмбрионов. Но, так как криоконсервация спермы рыб без криопротек­
торов невозможна, то степень этих повреждений, а следовательно, и 
выживаемость эмбрионов, может быть различна в зависимости от ис­
пользуемого криопротектора и плоидности (Fh c. II).

Как видно из результатов, основные повреждения спермиев, вы­
держанных с ДМСО или Мц, происходят в процессе криоконсервации, 
тогда как с ЭГ спермии в основном повреждаются на первом этапе - в 
процессе эквилибрации и в меньшей степени ігри криоконсервации.

Таким образом, в завершающем эксперименте были подтверждены



наши предположения о том, что гибель андрогенетических гаплоидов, 
полученных с использованием спермы разбавленной средами с криопро- 
текторами или криоконсерьированной будет еще выше, чем у диплоид­
ных эмбрионов, и выше, чем в гаплоидном контроле. Причиной повыше­
нной гибели андрогенетических гаплоидов может быть полное отсутст­
вие компенсации поврежденных участков генома самца генами самки, 
а также проявлением скрытых повреждений генома спермиев.
Кол-во живых Кол-во живых

Рис. 10,. Влияние крипротекторов 
(І-ДМС0, 2-ЭГ, 3-Контроль, 44 
Мц) и условий обработки спермы 
(А-эквилибрация с криопротек­
торами и Б-криоконсервация) на 
выживаемость гаплоидных и дип­
лоидных эмбрионов вьюнов.

Рис .II-..-Выживаемость -эмбрионов 
вьюнов в зависимости от плоид- 
ности (I-гаплоиды, 2-диплоиды) 
и криопротекторов (А - ДМСО, 
В - ЭГ, С - контроль, Д - Мц), 
используемых при эквилибрации 
и криоконсервации сперш.

Для окончательного подтверждения предположения о связи гибели 
эмбрионов с повреждением генетического аппарата нами были проведе­
ны эксперименты по определению числа хромосомных аберраций в эм­
бриональных клетках, полученных с использованием спермы, выдержан­
ной с криопротекторами и криоконсервированной. Как видно из ре­
зультатов, представленных на рис. 13 и 13, у карпов была отмечена 
тенденция к повышению количества аберраций при использовании спер­
мы, в ы д е р ж а н н о й  с  Э Г .  По количеству аберраций эмбрионы, полученные 
от использования спермы, эквилибрированной с даоо, ЭГ и Гл не от­
личались между собой. Достоверные отличия (Р=0,95) по этому пока­
зателю были только между ЭГ и Мц. В эмбриональных клетках вьюнов, 
полученных с использованием спермы, выдержанной с ЭГ и ДМСО, по 
количеству хромосомных аберраций не было отличий, тогда как у эм-



брионов, получениях с использованием сперш, эквилибрированной с 
Гл и Мц число аберрация было меньше (Р=0,Э5).
Кол-во аберрант­
ных клеток, %,

спермы карпов с криопротекто­
рами на частоту аберраций в 
клетках эмбрионов (І-ДМС0, 2- 
ЭГ, З-Гл, 4-Мц, 5-Контроль).

Кол-во аберрант­
ных клеток, %.

Рис. 13. Влияние эквилибрации 
спермы вьюнов с криоиротекто- 
рами на частоту аберраций в 
клетках эмбрионов (І-ДМСО, 2- 
ЭГ, З-Гл, 4-Мц, 5-Контроль).

Таким образом, в результате этих экспериментов было получено 
подтверждение того, что гибель эмбрионов на стадиях после бласту- 
лы-гаструлы является следствием повреждений генетического аппарата 
спермиев рыб.

ч ВЫВОДЫ
1. При использовании спермы, эквилибрированной с криопротекторами 

или криоконсервированной, основная гибель эмбрионов происходит 
со стадии поздней бластулы (начала фенотипического проявления 
работы генома) до стадии гаструлы.

2. Выживаемость эмбрионов карпов и' вьюнов, полученных с использо­
ванием нативной, эквилибрированной с криопротекторами или крио­
консервированной спермы, зависит от генотипа или физиологичес­
кого состояния самки. (Механизм этого эффекта требует специаль­
ного исследования).

3. Гибель андрогенетических эмбрионов, полученных при использова­
нии криоконсервированной спермы или эквилибрированной с крио- 
протекторами выше, чем при использовании нативной спермы.

4. Использование спермы, эквилибрированной в средах.с 10 :: крио­
протекторов или криоконсервированной с ними, снижает выживав-
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мооть эмбрионов. При меньших концентрациях криопротектора этот 
эффект не обнаруживается.

5. Количество выживших эмбрионов зависит от вида криопротектора, в 
котором находилась сперма до и при замораживании.

6. Экьилибрация спермиев в солевой среде не влияет на внживаемость 
эмбрионов.

7. Использование для Осеменения спермы, эквилибрированной с высо­
кими концентрациями криопротекторов (10 %) или криоконсервиро­
ванной, вызывает
а) значительную гиСель диплоидных эмбрионов начиная с поздней 
бластулы (начало фенотипического проявления работы генома) и до 
стадии гаструлн;
б) повышенную гибель андрогенетических эмбрионов;
в) появление хромосомных аберраций.
Все эти факты свидетельствуют о том, что определенные отрицате­

льные последствия криоконсервации являются следствием повреждения 
генетического аппарата спермиев рыб. Этот эффект, однако, может 
быть существенно снижен путем подбора оптимальных условий криокон­
сервации (концентрация и вид криопротекторов и др.).

СПИСОК РАБОТ, ОПУБЛИКОВАННЫХ ПО.ТЕМЕ ДИССЕРТАЦИИ.
1. Е.Ф. Копейка, С.И. Дрокин, О.В. Бибенко, А.А. Нейфах и др. По­

вреждения сперматозоидов рыб при криоконсервации. / Тез. докл. 
Межд. конф. Достижения и перспективы развития криобиологии и 
криомедицины, Харьков, 1988, с. 69-70.

2. Е.Ф. Копейка, Л.И. Цветкова, В.Я. Катасонов, В.В. Черепанов, 
С.И. Очкур, О.В. Бибенко, С.И. Дрокин. Формирование коллекции 
низкотемпературного банка спермы карпа. / Сб. научн. трудов. 
Вопросы селекции, генетики и племенного дела. 1989, М, 58, 
с . 66-68.

3. О.В. Бибенко, Е.Ф. Копейка. Влияние криоконсервации сперш кар­
па Cyprinus Оагріо На эмбриогенез. Сб. науч. трудов. /В.И. Гри­
щенко. Криоконсервйрование репродуктивных клеток и эмбрионов, 
Харьков, 1992, с. 3-8.

4. O.V. Bibenko. The effect of extreme factors orypreservation on 
genome. Workshop on gamete and embryo storage and oryopreserva- 
tion in aquatio organisms, Franoe, Marly le Roy, 1У9£:, p. 52.

nr.

"1 b



Подп. к печ. 94. Формат 6 0 х 8 4 '/ |6. Бумага тип. Печать офсетная. Уел. печ. л. ***
Уч.-изд. л. «// С Тираж /JLO экз. Зак. № /JLS3, Бесплатно.

Харьковское межвузовское арендное полиграфическое предприятие. 
310093, Харьков, ул. Свердлова, 116.





ійС 'К іп



Ав 27.305


