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Аннотация: диагностика плоидности является важной неотъемлемой частью научных исследований по 

изучению плоидности рыб и наукоёмких хозяйств по получению рыб-триплоидов для снижения издержек и 

повышения общей эффективности в аквакультуре. Статья демонстрирует основные способы диагностики 

полиплоидии как природной, так и индуцированной, в частности индуцированной триплоидии сиговых на 

примере Stenodus leucichthys nelma. Сиговые являются представителями холодолюбивых объектами 

пресноводной аквакультуры, эмбриональный период которых занимает до полугода. В этом случае важно 

провести диагностику на самых ранних этапах эмбриогенеза для своевременного прогнозирования 

желаемого результата. 

Ключевые слова: триплоидия, идентификация плоидности, хромосомный анализ, ядра клеток крови, световая 

микроскопия, проточная цитометрия, микросаттелиты 

 

Первые успешные опыты по плоидным манипуляциям на хромосомах рыб, 

сравнение роста и полового созревания в сравнении с контрольными диплоидными рыбами 

были проведены в 40-50-х годах ХХ в. Как следствие, индуцированная триплоидизация 

стала гораздо более частой и распространена теперь на многие виды морских и 

пресноводных рыб (Maxime, 2008). Получение рыб-триплоидов особенно распространено в 

связи с тем, что триплоидизация является сравнительно дешёвой манипуляцией 

модификации генома для получения желаемых товарных характеристик в отличие от 

относительно более долгих и дорогих работ по выведению межвидовых гибридов и 

селекционных работ по выведению новых пород рыб. 

Для получения триплоидов радужной форели, ближайшим описанным 

родственником сиговых, обычно используют тепловой шок (Гомельский и Грунина, 1988). 

К преимуществам этого метода можно, безусловно, отнести возможность проведения 

процедуры без специального оборудования, что значительно удешевляет процесс. Однако, 

при получении триплоидов с использованием термошока наблюдаются значительно 

большая смертность икры, в сравнении с таковой у контрольных диплоидов. 

В последствие кроме термошока все чаще стали получать триплоиды с помощью 

гидростатического давления. По данным исследований (Haffray et al., 2007), смертность 

икры в процессе инкубации и доля уродливых экземпляров в потомстве, при применении 

этого метода, оказывались меньше. 

Важнейшей методической частью по изучению природной и индуцированной 

полиплоидии является её своевременная и точная диагностика. В зависимости от 

потребностей исследования, наличия соответствующего лабораторного оснащения и 

квалификации персонала, существует несколько подходов к такой диагностике у рыб (рис.).  

Самыми простыми являются методы визуальной оценки. Первый способ – 

цитоморфология на окрашенных мазках крови. Суть метода заключается в измерении 

диаметров эритроцитов и их ядер (Toth et al., 2005) в ручном визуальном или 

автоматическом режиме, используя различное программное обеспечение (Schneider et al., 

2012), а затем полученные значения используют для расчета объемов клеток и их ядер 

(Soldatov et al., 2021). Полученные цитоморфологические данные сравниваются и 

проверяются методами статистики. 
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Второй визуальный метод основывается на подсчетах максимального количества 

ядрышек в ядрах эритроцитов на препаратах крови, окрашенных 50 % AgNO3 (Howell and 

Black, 2005). Площади ядер считают в графических редакторах. Соотношения объёмов 

клеток и их ядер коррелируют с их плоидностью. Была использована такая возможность 

для определения плоидности на поздних этапах эмбриогенеза на клетках крови нельмы (S. 

leucichthys nelma), чира (Coregonus nasus), муксуна (Coregonus muksun) (рис., А) (Вылка и 

др., 2023). 

Пожалуй, наиболее трудоёмким способом определения плоидности является 

подсчёт количества хромосом (рис., Б). Для такого анализа из различных тканей готовят 

хромосомные препараты, взятые на разных стадиях жизни рыб. Высокими митотическими 

активностями обладают эмбрионы рыб, а также пронефрос взрослых особей (Arai, 1984). 

Морфологию хромосом, а также подсчёт их количества осуществляется с помощью 

микроскопа во время клеточного деления – митоза, особенно в середине митоза на стадии 

метафазы, когда они максимально спирализованы (Кирпичников, 1987). Для того чтобы 

заблокировать деление хромосом на этой стадии, рыбам делают инъекцию или 

обрабатывают используемые для приготовления препаратов ткани химическими 

веществами (колхицин, колцемид (демеколцин), сульфат винбластин), которые 

предотвращают формирование нити веретена деления (Thorgaard et al., 1981). При 

отсутствии видовых особенностей количество хромосом кратно количеству гаплоидным 

хромосомным наборам. Так, было показано количественное отличие и подтверждение 

индуцированной триплоидии нельмы с использованием хромосомного анализа (рис., Б). 

Показано, что число хромосом в клетках диплоидной рыбы 76, включая 11 пар двуплечих 

хромосом. В клетках триплоидного животного обнаружено 114 хромосом, включая 33 

двуплечие хромосомы. 

Наиболее часто используемым способом анализа плоидности служит метод 

проточной цитофлуорометрии (рис., В), который позволяет достаточно точно и оперативно 

(при ранних этапах эмбриогенеза или у взрослых особей) оценить плоидность рыб, 

например, при индуцированной триплоидизации рыб (Thorgaard et al., 1982; Allen Jr. and 

Stanley, 1983; Лютиков и др., 2023). Материалом для проточного цитофлуориметра служат 

суспензии живых или фиксированных клеток, содержащих ядро и окрашенных 

флуоресцентными красителями, такими как DAPI или пропидий иодид, которые довольно 

специфично связываются с нуклеиновыми кислотами клетки (Riccardi and Nicoletti, 2006). 

Проточный цитометр способен анализировать огромное количество клеток за малый 

промежуток времени: размеры клеток и интенсивность их флуоресценции при 

окрашивании. Таким образом можно по интенсивности излучаемой флуоресценции клеток 

диагностировать триплоидию у рыб относительно известного диплоидного контроля. 

Интенсивность флуоресценции коррелирует с количеством наборов хромосом в каждом 

анализируемом массиве клеток. Ранее авторами была разработана методика выделения 

эмбриональных клеток рыб на самых ранних этапах эмбриогенеза и апробирована для 

дифференциальной диагностики индуцированной триплоидии нельмы (Golotin et al., 2023), 

используя метод проточной цитометрии (рис., В). 

При использовании вышеописанных методов, степень генетических различий 

плоидности оценивают, используя изначально живые клетки или ткани. Эти ограничения 

являются существенными при работе с субфоссильными и музейными образцами, 

делающие невозможность изучения плоидности. Поэтому для изучения наиболее 

доступным является анализ ДНК (Литвинчук и др., 2002). Среди большинства известных 

методов при анализе ДНК главным недостатком является её внутривидовая изменчивость, 

затрудняющая анализ плоидности, например, при наличии межвидовой гибридизации 

(Litvinchuk  et al., 1999; Alves et al., 2001; Evans et al., 2004). Анализ коротких повторов ДНК, 

как правило, лишен этого недостатка, поэтому в этом случае микросателлитный анализ 
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плоидности ДНК-содержащих тканей таких образцов имеет преимущество. ПЦР-продукты 

микросателлитных локусов разделяют с помощью гель-электрофореза или капиллярного 

электрофореза. Анализируя длину фрагментов микросаттелитов можно судить об аллелях 

локуса и об их количествах (повторов) (рис., Г). Как известно диплоидный организм 

содержит два локуса гомологичных хромосом, поэтому по количеству таких локусов 

возможно определить также и плоидность (Howard et al., 2023).  

 
Рисунок. Методы диагностики триплоидии: А – Визуальный метод, основанный на размерах ядер 

клеток. Слева – клетки крови сеголеток диплоидной нельмы (Stenodus leucichthys nelma), справа – клетки 
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триплоидов нельмы (окраска по Паппенгейму); Б – митотические пластинки предпочки S. l. nelma – метод, 

основанный на подсчёте количества хромосом. Слева – митотическая пластика диплоида (2n, 76 хромосом), 

справа – триплоида (3n, 114 хромосом). В – Точечные графики и гистограммы распределения содержания 

ДНК в выделенных эмбриональных единичных клетках нельмы (Golotin et al., 2023), окрашенных иодидом 

пропидия, полученные методом проточной цитометрии (РЕ-канал). На оси абсцисс показано содержание 

ядерной ДНК клеток в фазе G1 клеточного цикла, которое выражается в произвольных единицах 

интенсивности флуоресценции, все оси и разделительные линии зафиксированы в одинаковых положениях 

(слева диплоиды, справа – триплоиды); Г – способ определения плоидности фрагментным анализом ДНК. Три 

отчетливых пика (верхний и нижний графики) или два пика (два графика посередине) свидетельствуют о 

триплоидии и диплоидии (и/или гомозиготной триплоидии) соответственно. Пики показывают интенсивность 

флуоресценции при определенных размерах фрагментов. Ранние пики около 50–100 пар оснований являются 

ошибками ПЦР (Howard et al., 2023) 

 

Таким способом триплоидию можно диагностировать разными способами в 

зависимости от задач. Все вышеописанные методы в настоящее время  используются 

авторами в научных поисках для диагностики индуцированной триплоидии. Для получения 

рыб-триплоидов в индустриальных условиях особенно важно диагностировать 

триплоидию, имея два или более научных метода. Особенно важна своевременная 

диагностика именно на самых ранних этапах эмбриогенеза (на стадии бластулы) для 

холодноводных сиговых видов рыб, эмбриональное развитие которых происходит до 

полугода. 

Работа выполнена при частичной поддержке проекта РНФ №23-26-00257. 
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