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1  Индуцированный андрогенез является методом
получения организмов с исключительно отцовской
ядерной наследственностью и традиционно приме�
няется в генетике и биологии развития для получе�
ния высокоинбредных линий и клонов, изучения
взаимоотношений ядра и цитоплазмы, регуляции
пола и др. В последнее время метод привлекает осо�
бое внимание в связи с возможностью использова�
ния его для восстановления редких и исчезающих
видов из генетического материала их спермиев (Ve�
printsev, Rott, 1979; Grunina et al., 1990; Corley�Smith,

1 Работа поддержана Российским фондом фундаментальных
исследований (проекты 09�04�01695, 06�04�49637 и 07�04�
00219) и подпрограммой “Биоразнообразие” Президиума
РАН (проект № 6.1.8).

Brandhorst, 1999). Значение этого подхода к пробле�
ме сохранения ценных генофондов в существенной
мере определяется тем, что технология длительного
хранения спермы рыб посредством криоконсерва�
ции уже в основном разработана (Suquet et al., 2000).

Для получения диплоидного андрогенеза необ�
ходимо вызвать инактивацию ядер яйцеклеток и ди�
плоидизацию (удвоение) мужского хромосомного
комплекса. К настоящему времени диплоидный ан�
дрогенез успешно осуществлен у ряда видов кости�
стых рыб с помощью радиационной инактивации
ядер яйцеклеток и диплоидизации мужских хромо�
сом за счет блокирования первого деления дробле�
ния у андрогенетических гаплоидных зародышей
(см. обзоры: Penman et al., 1996; Grunina, Neyfakh,
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Впервые благодаря применению метода диспермного андрогенеза получены андрогенетическое
потомство сибирского осетра (Acipenser baerii) и андрогенетические ядерно�цитоплазматические
гибриды (сибирский осетр, Acipenser baerii × русский осетр, A. gueldenstaedtii) у осетровых рыб с ис�
пользованием криоконсервированной спермы. C помощью анализа микросателлитной ДНК под�
тверждена чисто отцовская наследственность у андрогенетического потомства сибирского осетра.
Cреди андрогенетических гибридов выявлены гетерозиготы по некоторым микросателлитным ло�
кусам, что подтверждает диспермную природу андрогенеза. По данным сравнительного морфоло�
гического анализа полученный андрогенетический гибрид к 15�месячному возрасту полностью
идентичен отцовскому виду. В полученных андрогенетических потомствах осетровых рыб выявле�
ны как самка, так и самец, что представляет интерес с точки зрения возможности получения с по�
мощью андрогенеза бисексуальных потомств. Данные настоящего исследования подтверждают
возможность применения метода диспермного андрогенеза в сочетании с использованием крио�
консервированной спермы для сохранения и воссоздания генофондов исчезающих видов осетро�
вых рыб.
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1997). Однако полученные нами тем же способом
андрогенетические диплоиды осетровых рыб оказа�
лись нежизнеспособны вследствие повышенной
чувствительности этих рыб к высокому уровню го�
мозиготности, возникающей в результате блокиро�
вания первого деления дробления (Грунина, Ней�
фах, 1991). Между тем работы в данном направле�
нии на осетровых рыбах имеют первостепенное
значение, поскольку многие виды и популяции этих
рыб близки к исчезновению (Birstein et al., 1997).

Для преодоления гомозиготности андрогенети�
ческих особей нами применительно к осетровым
рыбам разработан метод диспермного андрогенеза.
Данный метод предполагает диплоидизацию за счет
слияния хромосомных наборов двух спермиев, что
приводит к получению гетерозиготного потомства с
обычным уровнем генетической изменчивости.
Разработанный метод диспермного андрогенеза ос�
новывается на биологических особенностях осетро�
вых рыб – наличии в яйцеклетках нескольких мик�
ропиле и физиологической моноспермии (отсут�
ствие в яйцеклетках механизмов, блокирующих
сверхчисленные спермии) (Гинзбург, 1968) − и вклю�
чает радиационную инактивацию ядер яйцеклеток,
полиспермное оплодотворение и тепловой шок,
способствующий слиянию мужских пронуклеусов.
С помощью этого метода нами были впервые полу�
чены жизнеспособные андрогенетические потом�
ства у нескольких видов осетровых рыб (Grunina
et al., 1995; Recoubratsky et al., 1996; Грунина, Рекуб�
ратский, 2005), а также жизнеспособные андрогене�
тические ядерно�цитоплазматические гибриды
(Грунина, Рекубратский, 2005; Grunina et al., 2009).
Получение подобных гибридов является необходи�
мым условием, определяющим возможность ис�
пользования андрогенеза для восстановления ред�
ких и исчезающих видов. При этом предполагается,
что, оплодотворяя нативной или криоконсервиро�
ванной спермой такого вида генетически инактиви�
рованные яйцеклетки доступного близкого вида и
используя метод диплоидного андрогенеза, можно
воссоздать исчезающий вид (Grunina, Neyfakh,
1997).

В данном сообщении отражены последние ре�
зультаты наших исследований по диспермному ан�
дрогенезу у осетровых рыб с использованием крио�
консервированной спермы. Впервые приводятся
данные о получении таким путем андрогенетиче�
ского потомства сибирского осетра (Acipenser baerii)
и андрогенетических ядерно�цитоплазматических
гибридов. В качестве экспериментальных объектов
для получения этих гибридов использованы сибир�
ский (A. baerii) и русский (A. gueldenstaedtii) осетры
(соответственно, материнский и отцовский виды).
Для подтверждения чисто отцовской наследствен�
ности у андрогенетических особей сибирского осет�
ра, а также андрогенетической природы получен�
ных ядерно�цитоплазматических гибридов исполь�
зован микросателлитный анализ. Для иденти�

фикации андрогенетических гибридов использован
сравнительный морфологический анализ. Также
впервые приводятся данные по изучению пола у ан�
дрогенетических осетров, в том числе с использова�
нием гистологического анализа.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материал. Эксперименты по индуцированному
андрогенезу проводились в 2006−2008 гг. в Институ�
те биологии развития РАН. В качестве материала ис�
пользовали половые продукты, полученные от про�
изводителей сибирского осетра, содержащихся на
Конаковском заводе товарного осетроводства
(Тверская область), а также криоконсервированную
сперму русского осетра, заготовленную на рыбовод�
ных заводах Краснодарского края. До использова�
ния в опытах эта сперма хранилась в криобанке в те�
чение 2�х лет.

В опытах использовали яйцеклетки сибирского
осетра, криоконсервированную или нативную спер�
му сибирского осетра и криоконсервированную
сперму русского осетра. В каждом опыте использо�
вали яйцеклетки, полученные от одной�трех самок,
и смесь спермы от трех самцов для каждого вида.

Замораживание и размораживание спермы 

Сперму замораживали в 1.5 мл центрифужных
пробирках по стандартной методике (Tsvetkova et al.,
1996). Криозащитная среда содержала метанол
(10%), сахарозу (7%) и антифризные белки. Для раз�
мораживания пробирки помещали на 1 мин в водя�
ную баню (40°С), затем полуразмороженную сперму
извлекали из пробирок, разбавляли водой и прили�
вали к икре. Через 3 мин после осеменения яйце�
клетки отмывали от криопротектора путем трех�
кратной смены воды.

Получение андрогенетического потомства 

Для инактивации ядер яйцеклетки подвергали
рентгеновскому облучению в дозе 220 Гр. Затем, спу�
стя 1.4–1.6 τ0 (τ0 cм. Dettlaff et al., 1993) после осеме�
нения нативной (разбавление водой 1 : 10) или раз�
мороженной (разбавление 1.5 : 10) спермой, их под�
вергали тепловому шоку при 37°С в течение 2 мин.
Ранее установлено, что шок в период развития от 1.4
до 1.6 τ0 является оптимальным для индукции ди�
плоидного андрогенеза за счет слияния ядер спер�
миев (диспермный андрогенез) у осетровых рыб
(Recoubratsky et al., 1996). Меньшее разбавление
криоконсервированной спермы было взято исходя
из того, что часть спермиев после процедур замора�
живания и оттаивания теряет подвижность. При по�
лучении обычного (интактного) потомства сперму
разбавляли в соотношении 1 : 100, что позволяло из�
бежать полиспермного оплодотворения.
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В параллельных вариантах опытов для сравнения
результатов использовали криоконсервированную
и нативную сперму.

В каждом опыте по диспермному андрогенезу,
помимо экспериментальных андрогенетических ди�
плоидных потомств (АД – диплоидный андроге�
нез), были получены следующие контрольные вари�
анты: КД (контроль диплоидный) – обычное скре�
щивание без применения экспериментальных
воздействий; КГ (контроль гаплоидный) – андроге�
нетическое потомство (облучение икры), получен�
ное без применения теплового шока. В контроль�
ных вариантах были использованы те же гаметы, что
и в опытных. Все варианты опытов проводились в
трех�четырех повторностях.

Инкубация эмбрионов и выращивание личинок

Эмбрионов инкубировали в чашках Петри диа�
метром 90 мм (100–150 шт. на чашку) при комнат�
ной температуре. Регулярно отбирали погибших эм�
брионов. Полученных личинок после перехода на
экзогенное питание переводили на выращивание в
аквариальную ИБР РАН, где они содержались при
температуре около 20°C и получали живые и искус�
ственные корма.

Молекулярно#генетический анализ 

Для анализа ДНК образцы тканей рыб фиксиро�
вали в 96%�ном этаноле. Из полученных образцов
выделяли ДНК методом фенольно�хлороформовой
экстракции (Blin, Stafford, 1976) с небольшими мо�
дификациями. Фрагмент плавника (2–5 мг), хво�
стовую часть личинки или эмбрион помещали в
400 мл лизирующего раствора (100 мМ NaCl, 50 мM
Tris�HCl pH 8.0, 100 мM EDTA pH 8.0, 1% додецил
сульфат натрия и 2 мкл раствора протеиназы К с
концентрацией 20 мг/мл) и интенсивно перемеши�
вали. Образцы инкубировали при 55°С в течение
ночи, после чего к каждому образцу добавляли
400 мкл фенола. Образцы тщательно перемешивали
и центрифугировали 15 мин при 15000 g. Суперна�
тант переносили в чистые пробирки, добавляли рав�
ный объем хлороформ�изоамила (24 : 1) перемеши�
вали и опять центрифугировали 15 мин при 15000 g.
Супернатант переносили в чистые пробирки, добав�
ляли равный объем изопропанола, перемешивали и
инкубировали пробирки 30 мин при –20°С, после
чего образцы центрифугировали 12 мин при 12000 g
(4°С). Осадки промывали 80% этанолом, высушива�
ли и растворяли ДНК в 200 мкл воды (MilliQ). ДНК
хранили при –20°С до использования.

Исследование генетического материала роди�
тельских особей и их потомков проводилось мето�
дом микросателлитного анализа. Было использова�
но четыре микросателлитных несцепленных между
собой локуса – An20, AfuG41, AoxD161, AoxD165

(Zane et al., 2002; Welsh et al., 2003; Henderson�Arzapa�
lo, King, 2002) (табл. 1).

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) прово�
дили в объеме 15 мкл в реакционной смеси, содер�
жащей 1.5 мкл 10�кратного буфера для ПЦР, 0.6 мкл
50 мМ MgCl2, по 0.6 мкл 2.5 мМ каждого из дезокси�
нуклеозидтрифосфатов (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
по 0.6 мкл каждого праймера в стоковой концентра�
ции 10 пм/мкл, 50 нг ДНК�матрицы и 1 ед. Taq�по�
лимеразы.

ПЦР осуществляли в приборе РТС�225 “MJ Re�
search” при следующих параметрах: предваритель�
ная денатурация ДНК – 5 мин при 95°С; синтез
ПЦР�продуктов (35 циклов): плавление − 95°С –
20 сек, отжиг праймеров (52–56°С) – 15 сек, синтез
ДНК – 72°С – 15 сек, окончательная достройка це�
пей – 72°С – 10 мин.

После ПЦР к смеси добавляли 5 мкл 6�кратного
буфера для нанесения (0.25% бромфенолового си�
него, 0.25% ксиленцианола и 30% глицерина), 8 мкл
полученной смеси наносили на 6% ПААГ. После
окончания электрофореза гель окрашивали в
растворе бромистого этидия (0.5 мкг/мл) в тече�
ние 30 мин, а затем промывали в дистиллиро�
ванной воде 30 мин. Гели сканировали на гель�
сканере “Typhoon 8600” (“Molecular Dinamics”).

На основании анализа электрофореграмм по
каждому из локусов были выявлены аллели, харак�
терные для исследуемых особей.

Морфологический анализ 

Из полученного андрогенетического потомства
удалось вырастить до 15 мес возраста двух особей
(рис. 1) – сибирского осетра (А1, получен с исполь�
зованием нативной спермы) и андрогенетического
гибрида сибирский осетр × русский осетр (А2, крио�
консервированная сперма); в контрольном потомстве
истинных гибридов сохранилось 4 особи, в потомстве
материнского вида (сибирского осетра) – 3. Для
оценки степени морфологического сходства андро�
генетических гибридов с родительскими видами и
их истинными гибридами использовали 7 кранио�
логических индексов (табл. 2), для которых ранее

Таблица 1. Локусы и праймеры для микросателлитного
анализа

Локус Праймеры 5'�3'

An20 F: AATAACAATCATTACATGAGGCT 
R: TGGTCAGTTGTTTTTTTATTGAT

AfuG41 F: TGACGCACAGTAGTATTATTTATG 
R: TGATGTTTGCTGAGGCTTTTC

AoxD161 F: GTTTGAAATGATTGAGAAAATGC 
R: TGAGACAGACACTCTAGTTAAACAGC

AoxD165 F: TTTGACAGCTCCTAAGTGATACC 
R: AAAGCCCTACAACAAATGTCAC
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был выявлен высокий уровень дивергенции между
сибирским и русским осетрами (Vasil’eva, 2004,
2009). Схема промеров, использовавшихся для по�
лучения этих индексов, была опубликована ранее
(Васильева и др., 2001; Vasil’eva, 2004). Среди стан�
дартных морфологических признаков, применяе�
мых в систематике и популяционных исследованиях

осетровых рыб (Берг, 1948; Hol ik, 1989; Gröger, De�c

^

bus, 2000; Elvira, Almodo’var, 2000), были отобраны
следующие: 1) форма жаберных тычинок, как ос�
новной диагностический признак сибирского осет�
ра (Берг, 1948; Hol ik, 1989; Vasil’eva, 1999); 2) число
жучек в боковом и спинном рядах и число жаберных
тычинок на первой жаберной дуге (табл. 3), по кото�
рым были выявлены различия в средних значениях
между сибирским и русским осетрами по данным

c

^

А Б

Рис. 1. Андрогенетический гибрид сибирский осетр Acipenser baerii × русский осетр A. gueldenstaedtii, полученный
с использованием криоконсервированной спермы (А) и андрогенетический сибирский осетр (нативная сперма)
(Б). Возраст рыб – 15 мес.

Таблица 2. Краниологические характеристики 15�месячной молоди сибирского осетра (В), андрогенетического
сибирского осетра (А1), андрогенетического ядерно�цитоплазматического (А2) и истинных гибридов (В × G) си�
бирского и русского осетров и 12�месячной молоди отцовского вида (G)

Формы 
Признаки B (n = 3) А1 (n = 1) А2 (n = 1) B × G (n = 4) G (n = 4)

TL, мм ~336 ~395

Ri/D 69.8 61.4

Mr/D 61.4 48.8

Fds/Ri 82.3 117.7

Pds/Ri 61.7 89.2

W/Ri 62.2 77.0

B/B1 144.6 86.3

B/Ri 53.0 37.1

Обозначения промеров, использованных для получения индексов (в %): Fds – расстояние от переднего конца frontale до заднего
края dermosupraoccipitale; Ri – расстояние от вершины рострума до заднего угла infraorbitale accessorium; Pds – расстояние от перед�
него конца parietale до заднего края dermosupraoccipitale; D – длина dermocranium от конца рострума до заднего края dermosupraoc�
cipitale; Mr – длина участка дермокраниума, занимаемого комплексом костей rostralia�medialia; W – ширина дермокраниума на
уровне заднего угла infraorbitale accessorium; В – расстояние от переднего конца рострума до основания внутренней пары усиков;
В1 – расстояние от основания усиков до ротового хряща; TL – общая длина тела рыбы; n – число особей.
Над чертой – пределы варьирования, под чертой – М.
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литературы (Берг, 1948; Hol ik, 1989); 3) семь мор�
фометрических признаков (табл. 3), ранее обнару�
живших наибольшую разрешающую способность
для разделения выборок этих видов (Vasil’eva, 2004;
Birstein et al., 2005).

Поскольку из�за отсутствия яйцеклеток сибир�
ского осетра обычное потомство этого вида в дан�
ном исследовании получено не было, для сравни�
тельного анализа использовали данные по 12�ме�
сячной молоди из экспериментальных иссле�
дований 1999 г. (Васильева и др., 2001); несколько
экземпляров рыб старшего возраста и больших раз�
меров (табл. 3) из коллекции Зоологического музея
МГУ использовали для выяснения характера раз�
мерной изменчивости характеристик, применяв�
шихся в сравнительном морфологическом анализе.

c

^

Количество изученного материала представлено в
табл. 2, 3. По всем признакам рассчитывали среднее
значение в выборках родительских видов и истин�
ных гибридов. Для сравнительной оценки степени
сходства гибридных форм с родительскими видами
определяли гибридный индекс по формуле, предло�
женной Веригиным и Макеевой (Веригин, Макее�
ва, 1972): HI = [100(Mh – Mf)/(Mm – Mf) – 50] × 2, где
Mh – среднее значение признака у гибридной фор�
мы (в случае андрогенетических особей – индиви�
дуальное значение признака), Mf – среднее его зна�
чение у материнского вида, Mm – у отцовского. При
отрицательных значениях индекса гибридные особи
уклоняются в сторону материнского вида, при поло�
жительных – в сторону отцовского. 

Таблица 3. Морфометрические характеристики 15�месячной молоди сибирского осетра, андрогенетического
сибирского осетра, андрогенетического ядерно�цитоплазматического и истинных гибридов сибирского и рус�
ского осетров и молоди отцовского вида

Формы
Признаки B (n = 3) А1 (n = 1) А2 (n = 1) B × G (n = 4) G (n = 4) G�l (n = 3)

TL, мм ~336 ~395

Lsс 46 38

Dsc 15 12

spbr 30 26

В % длины головы

а 49.1 40.9

аB 33.1 20.7

wM 28.2 28.0

lB 22.5 24.0

о 7.9 8.8

io 29.2 33.9

hc 40.1 52.2

Примечание. G�l – крупные экземпляры русского осетра, обозначения остальных форм как в табл. 2. Обозначения призна�
ков: TL – общая длина тела, Lsl – число жучек бокового ряда слева; Dsc – число жучек спинного ряда; spbr – число жаберных
тычинок; а – длина рыла, аB – расстояние от конца рыла до усиков, wM − ширина рта, lB – длина наружного (самого длин�
ного) усика, о – горизонтальный диаметр глаза, io – межглазничное расстояние, hc – высота головы у затылка (перед первой
спинной жучкой); n – число экземпляров.
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Определение половой принадлежности 
андрогенетических особей

Из выращенных до 15 мес возраста рыб (см. раз�
дел Морфологический анализ) в исследовании по
определению пола были использованы две андроге�
нетические особи (А1 и А2) и по две особи из кон�
трольных потомств сибирского осетра и истинных
гибридов сибирского и русского осетров. После
вскрытия рыб (применяли анестетик MS�222), гона�
ды были извлечены и исследованы вначале макро�
скопически, а затем с помощью гистологического
анализа. Яичники идентифицировали по наличию
характерной борозды, разделяющей гонаду на две
лопасти, и уплощенной форме, семенники – по од�
нолопастной структуре (борозда отсутствует) и тре�
угольной или округлой в сечении форме.

Далее для гистологического анализа гонады фик�
сировали в жидкости Буэна. Препараты готовили по
традиционной методике (Ромейс, 1953). Использо�
вали проводку по спиртам повышающейся крепо�
сти и смесям этилового спирта с бутанолом. Попе�
речные срезы гонад толщиной 5 мкм окрашивали
гематоксилином по Эрлиху с докраской эозином.
Анализ и фотографирование препаратов проводили
с помощью системы BIOSONIC (микроскоп Leica
DMLS с насадкой – автоматической видеокамерой
Leica DC100, персональный компьютер Intel, спе�
циальное программное обеспечение для обработки
видеоизображений DC Viewer, ImageJ).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты экспериментов по получению 
андрогенетических потомств с использованием 

криоконсервированной спермы 

1. Получение андрогенетического потомства 
сибирского осетра 

В параллельных вариантах опыта использовали
свежезамороженную и нативную сперму, получен�
ную от одних и тех же самцов сибирского осетра.
Нативной и размороженной спермой осеменяли об�
лученную икру от трех самок сибирского осетра.
Опыт был проведен в 2006 г. в самом конце нересто�
вой кампании, что, по�видимому, обусловило низ�
кое качество спермы. После оттаивания заморожен�
ных спермиев их подвижность составила только
25%.

Результаты опыта представлены в таблице 4.
Процент живых эмбрионов на стадии гаструлы от�
ражает успешность осеменения и выживаемость эм�
брионов после шока. Из таблицы видно, что в дан�
ном опыте гибели эмбрионов после шока практиче�
ски не наблюдалось (доли живых эмбрионов на
стадии гаструлы в вариантах КГ и АД одинаковы).
Такая картина, типичная при использовании яйце�
клеток диких рыб, при использовании самок, содер�
жащихся в условиях искусственного выращивания,
наблюдалась нами впервые.

Применение теплового шока приводило к полу�
чению нормальных жизнеспособных личинок как в
вариантах с использованием нативной, так и крио�
консервированной спермы сибирского осетра (см.
табл. 4). В вариантах же без тепловой обработки бы�

Таблица 4. Результаты опыта (число и % выживших экземпляров на разных стадиях развития) по получению
диспермного андрогенеза у сибирского осетра с использованием криоконсервированной спермы

Вариант
Гаструла Нейрула Нормальные личинки Мальки (2 мес)

Шт. % Шт. % Шт. % нейр % гастр Шт. %

Криоконсервированная сперма:

КГ 69 23.3 24 34.8 0 0.0 0.0 0 0.0

АД 153 23.5 18 11.8 6 33.3 3.9 4 66.7

КД 127 38.5 120 94.5 113 94.2 89.0 71 62.8

Нативная сперма:

КГ 146 45.6 63 43.2 0 0.0 0.0 0 0.0

АД 175 44.9 46 26.3 15 32.6 8.6 9 60.0

КД 181 81.2 167 92.3 156 93.4 86.2 103 66.0

Примечания. АД – диплоидный андрогенез (зародышей подвергали тепловому шоку 37°С, 2.0 мин). КГ – контроль гаплоид�
ный (андрогенетических зародышей тепловому шоку не подвергали). КД – контроль диплоидный (использовали необлучен�
ные яйцеклетки).
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ли получены нежизнеспособные гаплоидные заро�
дыши и предличинки. Таким образом, нами был по�
лучен диспермный андрогенез у сибирского осетра,
в том числе, впервые с использованием криоконсер�
вированной спермы.

В данном опыте криоконсервация спермы при�
водила к снижению выживаемости гаплоидных и
диплоидных андрогенетических эмбрионов на ран�
них стадиях (до нейрулы). Однако в дальнейшем вы�
живаемость андрогенетических эмбрионов и личи�
нок, полученных с использованием криоконсерви�
рованной и нативной спермы, была сходной.
Выживаемость же контрольных зародышей (КД),
развивавшихся из замороженной и нативной спер�
мы, в данном опыте была одинаковой. В 2007 г. был
проведен аналогичный опыт на сибирском осетре, в
котором были получены сходные результаты.

2. Получение андрогенетических гибридов между 
сибирским и русским осетрами

При проведении опыта мы располагали яйце�
клетками сибирского осетра и замороженной спер�
мой русского осетра и нативной спермой сибирско�
го осетра. Таким образом, сопоставление выживае�
мости эмбрионов в вариантах с замороженной и
нативной спермой в данном опыте можно прово�
дить с определенной степенью условности. Резуль�
таты опыта представлены в таблице 5.

Как видно из таблицы, выживаемость гаплоид�
ных и диплоидных андрогенетических эмбрионов, а
также личинок и мальков в вариантах с заморожен�
ной и нативной спермой была приблизительно оди�
наковой. Таким образом, отрицательного влияния
криоконсервации спермы на выживаемость андро�
генетического потомства в данном случае не наблю�
далось. 

Микросателлитный анализ 

Микросателлитный анализ, выполненный на
материале опыта 2007 г. на сибирском осетре, вы�

явил неожиданный результат. Хотя для получения
андрогенетического потомства в этом опыте была
использована смесь спермы трех самцов (рабочие
номера 2, 4 и 6), анализ микросателлитных локусов
Afug 41 и An20 показал, что оплодотворяли яйце�
клетки только спермии самца № 6 (табл. 6). Тем не
менее, полученные в этом опыте андрогенетические
потомства оказались вполне жизнеспособны как
при использовании нативной, так и криоконсерви�
рованной спермы (см. результаты выше).

Сходный аллельный состав по локусам Afug 41 и
An20 у самки и самца № 6 не позволил сделать за�
ключение о полноте генетической инактивации яй�
цеклеток в данном опыте. Однако анализ по другому
локусу, AoxD161, подтвердил отсутствие материн�
ских аллелей у андрогенетических потомков (рис. 2).
Как видно из рисунка, в геноме у опытных особей
присутствуют только аллели, характерные для сам�
ца, в то время как у контрольного потомства присут�
ствуют как отцовские, так и материнские аллели.

Также был проведен анализ микросателлитной
ДНК андрогенетических гибридов между сибир�
ским и русским осетрами, полученных с использо�
ванием криконсервированной спермы (возраст
рыб – 3 мес). В соответствии с результатами этого
анализа 3 из 8 андрогенетических гибридов оказа�
лись гетерозиготными хотя бы по одному из иссле�
дованных микросателлитных локусов AfuG41 и
AoxD165 (рис. 3). В контрольном потомстве гетеро�
зиготными по тем же локусам оказались 7 из 11 изу�
ченных особей (данные анализа не приводятся).

Морфологический анализ 

По всем использовавшимся в анализе краниоло�
гическим индексам выборки одноразмерных особей
родительских видов различались с хиатусом. Значе�
ния этих признаков у андрогенетического ядерно�
цитоплазматического гибрида (А2) в большинстве
случаев укладывались в диапазон изменчивости
потомства отцовского вида, и только по двум индек�

Таблица 5. Результаты опыта (число и % выживших экземпляров на разных стадиях развития) по получению андро�
генетических гибридов между сибирским и русским осетрами с использованием криоконсервированной спермы

Вариант
Гаструла Обособл. хвоста Нормальные личинки Мальки 2 мес 

Шт. % Шт. % Шт. % Шт. %

Криоконсервированная сперма:
КГ 108 77.7 78 72.2 0 0.0 0 0.0
АД 230 13.1 180 78.3 34 14.8 10 29.4
КД 36 13.9 36 100.0 36 100.0 36 100

Нативная сперма:
КГ 57 45.6 41 71.9 0 0.0 0 0.0
АД 99 12.2 86 86.9 11 11.1 4 36.4
КД 40 10.7 36 90.0 33 82.5 33 100

Сокращения как в табл. 4.
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сам, определяющим положение усиков (B/B1, B/Ri),
наблюдалось небольшое смещение значений в сто�
рону материнского вида (табл. 2). Рассчитанные ги�
бридные индексы во всех случаях демонстрировали
сходство с отцовским видом – русским осетром
(табл. 7). В то же время андрогенетический сибир�
ский осетр (А1) обнаруживал наибольшее сходство с
контрольной молодью сибирского осетра, а у истин�
ных гибридов сибирского осетра с русским наблю�

далась матроклиния или промежуточное наследова�
ние краниологических индексов (табл. 2, 7).

По форме жаберных тычинок андрогенетиче�
ский гибрид А2 (рис. 4б) был неотличим от русского
осетра (рис. 4в), имея простые утолщенные жабер�
ные тычинки, а не так называемые “веерообраз�
ные”, как у материнского вида (рис. 3а) или андро�
генетического сибирского осетра А1. Простые, не
“веерообразные” жаберные тычинки имели также и
истинные гибриды, по�видимому, эта форма соот�
ветствует доминантному состоянию признака.

Среди 10 изученных морфометрических призна�
ков хиатус между значениями в потомствах роди�
тельских видов наблюдался лишь в пяти случаях
(Lsс, spbr, а, аB, hc), а остальные признаки обнару�
живали ту или иную степень перекрывания (табл. 3).
Андрогенетический ядерно�цитоплазматический
гибрид (А2) по всем упомянутым пяти признакам
был сходен с отцовским видом, а андрогенетиче�
ский сибирский осетр (А1) – с сибирским осетром;
истинные гибриды характеризовались промежуточ�
ным наследованием со сдвигом либо в сторону от�
цовского (Lsс, spbr), либо материнского (а, аB, hc)
видов (табл. 3, 8). Аналогичная ситуация наблюда�
лась и по двум признакам (Dsc, io), обнаруживаю�
щим перекрывание в потомствах сибирского и рус�
ского осетров (табл. 3, 8). Среди остальных морфо�
метрических характеристик по относительной
ширине рта (wM) андрогенетический гибрид А2 и
истинные гибриды были сходны с материнским ви�
дом и, соответственно, андрогенетическим сибир�
ским осетром, а по длине наружных (самых длин�
ных) усиков (lB) и величине горизонтального диа�
метра глаза (о) андрогенетический гибрид А2 был
сходен с материнским видом и андрогенетическим
сибирским осетром, тогда как истинные гибриды
уклонялись в сторону отцовского вида (табл. 3, 8).

Сравнительный анализ крупных и мелких особей
из потомства русского осетра показал, что большин�
ство анализируемых морфометрических признаков
обнаруживают значительную размерную изменчи�
вость; к числу признаков, не подверженных размер�
ной изменчивости, можно отнести лишь три харак�
теристики: Lsс, Dsc, io. Выявленное на основе рас�
считанного гибридного индекса большее сходство

Таблица 6. Аллельный состав (выражен в числовых экви�
валентах) локусов Afug 41 и An20 у родителей, в контроль�
ном и андрогенетическом потомстве сибирского осетра

Название 
образца Afug 41 An20

самка 193 209 213 155 159 167

самец 2 193 213 245 249 147 155 159

самец 4 193 245 159

самец 6 193 209 225 159 163 167

контр.н.1 209 213 225 155 159 167

контр.н.2 193 209 225 159 167

контр.н.3 193 209 225 159 167

контр.н.4 193 209 213 225 159 167

контр.н.5 193 209 225 159 167

контр.н.6 209 213 225 155 159 167

контр.к.1 193 209 213 155 159 167

контр.к.2 193 209 159 167

контр.к.3 193 209 213 159 167

контр.к.4 209 213 225 159 167

контр.к.5 193 209 225 155 159

андрог.н.1 193 209 159 167

андрог.н.2 209 225 159

андрог.н.3 193 209 159 167

андрог.н.4 209 225 159 167

андрог.к.1 193 209 159 167

андрог.к.2 209 225 159 167

Сокращения: н. – нативная сперма; к. – криоконсервиро�
ванная сперма.

2 4 6 1 2 3
самец контроль андрогенез нат. андр. крио

BD E A C BD DD D D DEEA AAAA AA A A A A AA AA AA AA AACC C C C C CC CC CC CC CC

1 12 234
самецсамецсамец

E

Рис. 2. Наследование материнских и отцовских аллелей локуса AoxD161 в контрольном и андрогенетическом потомстве си�
бирского осетра Acipenser baerii.
Примечание. Латинские буквы A, B, C, D, E соответствуют аллелям различного размера.
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андрогенетического гибрида А2 с сибирским осет�
ром по относительной ширине рта (wM) следует
считать следствием размерной изменчивости дан�
ного признака у русского осетра (уменьшается по
мере роста) и более крупными размерами особи А2 в
сравнении с 12�месячным потомством русского
осетра (табл. 3). Этот вывод соответствует данным
Бирштейна с соавторами (Birstein et al., 2005), полу�
чившими “высокое дифференцирующее значение”
относительной ширины рта на выборках сибирско�
го и русского осетров, отличающихся по средней
длине тела. В то же время, в противоположность си�
туации с относительной шириной рта, большее
сходство андрогенетического гибрида А2 с потом�
ством сибирского осетра по относительной длине
усиков и диаметру глаза, несмотря на размерную из�
менчивость этих характеристик, не могут быть объ�
яснены лишь различиями в размерах особей разно�
го происхождения. Совершенно очевидно, что в
этих случаях у андрогенетического гибрида А2 на�
блюдается матроклиния, не выраженная у истин�
ных 15�месячных гибридов сибирского и русского
осетров.

Определение половой принадлежности 
андрогенетических особей

Уже макроскопический анализ при вскрытии
позволил определить пол у всех рыб. Обе контроль�
ные особи сибирского осетра оказались самками.
Среди контрольных истинных гибридов сибирский
осетр × русский осетр одна особь оказалась самкой, а
другая – самцом. Из андрогенетических рыб особь
А1 была идентифицирована как самка, а А2 – как
самец. Последующий гистологический анализ под�
твердил эти данные (рис. 5).

Изучение гистологических препаратов показало,
что гонада андрогенетической самки А1 развивалась
неравномерно. В некоторых участках гонады при�
сутствовали группы (“гнезда”) оогоний в процессе
перехода к ооцитам (стадии прелептонемы и лепто�
немы). В этих участках гонады практически отсут�
ствовала жировая ткань. Однако достаточно боль�
шая часть гонады четко подразделялась на жировую
и генеративно�соматическую ткань. В центре гене�
ративно�соматической части наблюдались обособ�
ленные группы клеток вытянутой формы с оваль�
ными ядрами, окруженные соединительнотканны�

ми септами. Среди этих клеток встречались
недифференцированные гонии и единично первич�
ные половые клетки.

В яичниках у двух контрольных самок (одна сам�
ка из потомства сибирского осетра и одна – гибрид�
ная самка) были полностью сформированы яйце�
носные пластинки и присутствовали ооциты перио�
да протоплазматического роста. В гонадах третьей
контрольной самки (сибирский осетр), значительно
отстававшей в развитии, гаметогенез только начал�
ся, гонии находились в процессе активного митоти�
ческого деления и еще не были дифференцированы
в оогонии.

Андрогенетический гибрид сибирского и русско�
го осетров (А2) имел гонаду, развивающуюся по типу
семенника. В гонаде присутствовало много жировой
ткани, были хорошо развиты кровеносные сосуды,
гонии интенсивно митотически размножались. На�
блюдалось распространение гоний с перифериче�
ской (герминативный эпителий) в центральную
часть гонады, также были видны обособленные
скопления гоний, свидетельствующие о формиро�
вании семенных ампул. Гонада самца из контроль�
ного варианта опыта (обычный гибрид сибирского и
русского осетров) характеризовалась теми же осо�
бенностями развития.

Таким образом, проведенный гистологический
анализ позволяет сделать заключение о том, что раз�

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов амплификации
по локусам AfuG41 (вверху) и AoxD165 (внизу) у андро�
генетических гибридов между сибирским Acipenser baerii
и русским A. gueldenstaedtii осетрами. 
Гетерозиготы имеют три или четыре полосы.

Таблица 7. Гибридные индексы (HI) краниологических характеристик у экспериментальной молоди осетровых

Признаки 
Формы Ri/D Mr/D Fds/Ri Pds/Ri W/Ri B/B1 B/Ri

А2 85.2 220.0 100.7 240.0 108.3 1.90 3.78

А1 –70.4 –167.7 –136.9 –97.7 –67.9 –168.3 –168.1

B × G –40.7 –78.5 –59.7 –50.2 –69.1 –94.5 –80.5

Примечание. Обозначения форм и признаков как в табл. 2.
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витие гонад у андрогенетических осетров протекало
нормально.

ОБСУЖДЕНИЕ

Итак, в настоящем исследовании впервые с ис�
пользованием криоконсервированной спермы по�
лучены андрогенетическое потомство сибирского
осетра и андрогенетические ядерно�цитоплазмати�
ческие гибриды у осетровых рыб. Ранее успех в этом
направлении исследований был достигнут нами на
севрюге (A. stellatus) (Grunina et. al., 2006).

Полученные в настоящем исследовании с ис�
пользованием яйцеклеток сибирского осетра и глу�
бокозамороженной спермы русского осетра (срок
хранения спермы – 2 года) андрогенетические ги�
бриды оказались полностью жизнеспособны. Ре�
зультаты этого исследования указывают на возмож�
ность восстановления исчезающих видов осетровых
рыб с помощью андрогенеза, в случае, если сохрани�
лась исключительно их криоконсервированная
сперма. Ранее, с использованием нативной спермы,
нами были получены андрогенетические гибриды
между русским и сибирским осетрами, которые так�

же были жизнеспособны. Однако не всегда андроге�
нетические гибриды от реципрокных скрещиваний
жизнеспособны в равной степени (Грунина, Рекуб�
ратский, 2005).

Жизнеспособность полученных в данном иссле�
довании андрогенетических потомств обусловлена
использованием для их получения метода дисперм�
ного андрогенеза, обеспечивающего гетерозигот�
ность андрогенетических особей. Следует отметить,
что полученные с помощью диспермного андроге�
неза с использованием спермы от одного самца си�
бирского осетра (см. результаты) и возникшие в ре�
зультате слияния ядер его спермиев андрогенетиче�
ские потомства (коэффициент инбридинга – 0.5,
как при самооплодотворении) также демонстриро�
вали нормальную выживаемость. При альтернатив�
ном способе индукции диплоидного андрогенеза –
за счет блокирования первого деления дробления
(митотический андрогенез), андрогенетические
особи у осетровых рыб нежизнеспособны из�за их
повышенной чувствительности к возникающей при
этом полной гомозиготности (коэффициент инбри�
динга равен 1).

а б

в

Рис. 4. Строение жаберных тычинок у сибирского осетра (а), андрогенетического гибрида сибирского и русского осетров (б)
и русского осетра (в).

Таблица 8. Гибридные индексы (HI) морфометрических характеристик у экспериментальной молоди осетровых

Признаки
Формы Lsс Dsc spbr а аB wM lB о io hc

А2 17.7 277.7 3.9 84.4 37.8 –176.5 –158.8 –177.4 222.6 158.6

А1 –139.2 –388.9 –100.0 –244.0 –129.7 –164.7 –100.0 –235.5 –80.7 –50.0

B × G 27.5 –100.0 48.1 –228.0 –68.9 –188.2 45.1 16.1 –61.3 –79.3

Примечание. Обозначения форм и признаков как в табл. 3.
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Наблюдаемая нами в опыте на сибирском осетре
пониженная выживаемость андрогенетических
потомств на ранних стадиях при использовании
криоконсервированной спермы, по всей видимо�
сти, связана с возникновением в спермиях доми�
нантных и/или рецессивных леталей вследствие за�
морозки. Однако эти мутации реализовались до ста�
дии нейрулы и в дальнейшем выживаемость
андрогенетических эмбрионов и личинок, получен�
ных с использованием криоконсервированной и на�
тивной спермы была сходной. Таким образом, ис�
пользование метода андрогенеза в данном опыте
позволило выявить повреждения, возникающие в
спермиях при замораживании и оттаивании. На
уровне обычного скрещивания эти повреждения не
проявлялись (см. результаты в КД), поскольку ком�
пенсировались работой второго (материнского) ге�
нома. В опыте же по получению андрогенетических
гибридов процессы замораживания и оттаивания не
привнесли существенных повреждений в наслед�
ственный аппарат спермиев, на что указывает сход�
ная выживаемость андрогенетических эмбрионов,
полученных из нативной и крионсервированной
спермы (см. результаты).

В данном исследовании нам впервые удалось с
помощью анализа микросателлитной ДНК под�
твердить чисто отцовскую наследственность андро�
генетического потомства осетровых рыб. У особей в
потомстве сибирского осетра, полученного с помо�
щью диспермного андрогенеза, отсутствовали мате�
ринские аллели по одному из исследованных локу�
сов (AoxD161), что указывает на инактивацию жен�
ского ядра. Кроме того, среди полученных
андрогенетических гибридов были выявлены гете�
розиготы по некоторым локусам (AfuG41 и
AoxD165), что подтверждает диспермную природу
андрогенеза. Ранее диспермный характер андроге�
неза у осетровых рыб был доказан нами с помощью
RAPD�PCR анализа андрогенетических особей, при
получении которых использовали смесь спермы
разных видов (Грунина, Рекубратский, 2005).

Для идентификации андрогенетических ядерно�
цитоплазматических гибридов между сибирским и
русским осетрами в данном исследовании успешно
использовался сравнительный морфологический
анализ. По всем краниологическим индексам и
большинству морфометрических характеристик
15�месячный андрогенетический ядерно�цитоплаз�
матический гибрид А2 обнаруживал полное морфо�
логическое сходство с отцовским видом, отличаясь
даже визуально от одновозрастной молоди материн�
ского вида, истинных гибридов и андрогенетиче�
ской особи сибирского осетра А1 (см. рис. 1). На ос�
новании этих данных можно сделать вывод о пол�
ной инактивации материнского генома у данной
особи и подтверждении правильности ее определе�
ния как андрогенетического ядерно�цитоплазмати�
ческого гибрида. Этому выводу не противоречат
данные по выявленной матроклинии в случае двух

морфометрических характеристик: длина усиков и
диаметр глаза.

Ранее у разных вариантов андрогенетических
ядерно�цитоплазматических гибридов было выяв�
лено проявление матроклинии по отдельным при�
знакам, формирующимся в постларвальном онтоге�
незе, вплоть до возраста 1 года или даже трех лет (Ва�
сильева и др., 2001, 2005). При этом в случае
андрогенетических ядерно�цитоплазматических ги�
бридов персидского Acipenser persicus и русского
осетров, как и в данном случае с андрогенетическим
гибридом сибирского и русского осетров, была вы�
явлена задержка в становлении отцовских призна�
ков у андрогенетических гибридов по сравнению с
гибридами истинными, что объяснялось как след�
ствие проявления несовместимости между чужерод�
ным ядром и цитоплазмой (Васильева и др., 2001).
Этот феномен не был выявлен в случае андрогене�
тических гибридов севрюги A. stellatus и белуги A. hu#
so (Васильева и др., 2005), которые, согласно совре�
менным генетическим данным, являются достаточ�
но близкими видами, но, очевидно, не более
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Рис. 5. Гонада особей А1 (вверху) и А2 (внизу).
Оо – оогонии, ЖТ – жировая ткань, ГСТ – генератив�
но�соматическая ткань, КС – кровеносные сосуды. Уве�
личение ×10.
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близкородственными, чем сибирский и русский
осетры (Ludwig et al., 2001; Robles et al., 2004; Krieger
et al., 2008). Вполне возможно, что феномен задерж�
ки становления отцовского состояния некоторых
морфологических признаков у андрогенетических
гибридов, полученных с использованием спермы
русского осетра, связан с особенностями по�
стларвального онтогенеза этого вида.

В данном исследовании впервые определена по�
ловая принадлежность у выращенных андрогенети�
ческих осетров. Две исследованных особи – андро�
генетический сибирский осетр и андрогенетиче�
ский гибрид между сибирским и русским осетрами
были идентифицированы соответственно как самка
и самец. Полученное нами гиногенетическое
потомство сибирского осетра также включало как
самок, так и самцов (неопубликованные данные).
Это свидетельствует о том, что для этих видов харак�
терен одновременно и мужской и женский тип гете�
рогаметности. Полученные данные не противоречат
современным представлениям о механизмах опре�
деления пола у тетраплоидных видов осетровых рыб
(Vasil’eva et. al., 2009), к которым принадлежат и ис�
следованные нами рыбы (Васильев, 1985). Несмотря
на малое количество исследованных особей, обна�
ружение самки в андрогенетическом потомстве за�
служивает особого внимания в связи с проблемой
регуляции пола у осетровых рыб и возможностью
получения с помощью андрогенеза бисексуального
потомства.

В целом, результаты настоящей работы подтвер�
ждают возможность применения метода дисперм�
ного андрогенеза в сочетании с использованием
криоконсервированной спермы для воссоздания ге�
нофондов исчезающих популяций и видов осетро�
вых рыб.
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Dispermic Androgenesis in Sturgeons with the Help of Cryopreserved Sperm: 
Production of Androgenetic Hybrids between Siberian and Russian Sturgeons

        A. S. Gruninaa, A. V. Rekubratskyb, L. I. Tsvetkovab, A. E. Barmintsevac, E. D. Vasil’evad, 
K. V. Kovalevb, and O. G. Polyektovac
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      e#mail: asgrunina@gmail.com

      b All#Russia Institute of Freshwater Fisheries, Rybnoe, Moscow oblast, 141821 Russia

      c All#Russia Institute of Fisheries and Oceanography, ul. Verkhnyaya Krasnosel’skaya 17, Moscow, 107140 Russia

      d Zoological Museum, Moscow State University, ul. Bol’shaya Nikitskaya 6, Moscow, 125009 Russia

Abstract—Dispermic androgenesis was used to produce, for the first time, an androgenetic progeny of the
Siberian sturgeon (Acipenser baerii) and the androgenetic nuclear cytoplasmic hybrids (Siberian sturgeon,
A. baerii ×Russian sturgeon, A. gueldenstaedtii) using cryopreserved sperm. Microsatellite DNA analysis con�
firmed exclusively paternal inheritance in the androgenetic progeny of Siberian sturgeon. Heterozygotes for
certain microsatellite loci were detected among the androgenetic hybrids, thereby confirming a dispermic na�
ture of androgenesis. According to the data of comparative morphological analysis, the obtained androgenet�
ic hybrid, by the age of 15 months old, was completely identical to the paternal species. Both a female and a
male were detected in the androgenetic sturgeon progenies, which is of interest for producing bisexual prog�
enies via androgenesis. The data of this study confirm the feasibility of dispermic androgenesis using cryopre�
served sperm to preserve and recover the gene pools of endangered sturgeon species.

Keywords: dispermic androgenesis, sturgeons, cryopreserved sperm, microsatellite analysis, heterozygosity,
androgenetic nuclear cytoplasmic hybrids, comparative morphological analysis, sex determination, histolog�
ical analysis
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