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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время вымирание многих ви-
дов животных, особенно амфибий, происходит с
беспрецедентной скоростью. Согласно критери-
ям, разработаннымМеждународным союзом охра-
ны природы, амфибии гораздо больше, чем птицы
и млекопитающие, подвержены угрозе исчезно-
вения на нашей планете (Stuart et al., 2004). По
некоторым оценкам, предполагаемые темпы вы-
мирания амфибий могут быть в 211 раз выше фо-
новой скорости вымирания животных во всем ми-
ре (Blaustein, Kiesecker, 2002). Одной из основных
стратегий сохранения исчезающих видов амфи-
бий является их разведение в неволе (в зоопарках и
специализированных питомниках). Надежность,
безопасность и низкая стоимость являются основ-
нымисоставляющимиданногоподхода.

Успехи, связанные с разведением амфибий,
в значительной степени обусловлены развитием
репродуктивных технологий. В ранее опублико-
ванной нами теоретической схеме (Ananjeva et al.,
2017) обобщеныдостигнутые в этой области успе-
хи. К настоящему времени значительная часть
элементов этой схемы уже экспериментально обо-
снована. К примеру, показана возможность отло-

женного на годы проведения искусственного
оплодотворения с использованием криоконсерви-
рованной тестикулярной или уринальной спермы,
хранящейся месяцы или годы в криобанках (Kou-
ba et al., 2012, 2013; Clulow , Clulow , 2016).
Кроме того, возможность хранения тестикуляр
ной или уринальной спермы при темпера
туре + 4°С позволяет осуществлять отсроченное
на несколько дней искусственное оплодотворение
с использованием этой сохраненной спермы
(Browne et al., 2001, 2002; Kouba et al., 2012 Хра
нение ооцитов амфибий в физиологичес
ком растворе описано, но время хранения ограни
чивалось лишь несколькими часами (Browne et al.,
2001). Поэтому время отсрочки проведения опло
дотворения с использованием сохраненных ооци
тов былокрайне коротким.

Целью настоящего исследования является
суммирование данных, полученных нами в пос-
ледние годы, и представление новых методов и
подходов для более надежного и эффективного
разведения и сохранения амфибий. В данной ста-
тье показано, что извлечение овулированных
ооцитов для искусственного оплодотворения или
семенников для приготовления постмортальной
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В данной работе описаны новые способы получения жизнеспособных овулированных ооцитов и тестикулярной
спермыиз тушек самоки самцов травянойлягушки , хранившихсяпри+4°Св течение 1 – 9 суток.
Кроме того, приведен новыйподход к отсроченному получению (от 1 до 30 суток) овулированных ооцитов отжи-
вых самок лягушки этого вида. Показано, что даже после 6 суток хранения при температуре +4°С в тушках сам-
цов часть тестикулярных сперматозоидов сохраняют подвижность (21.0±5%) и оплодотворяющую способность
(13.2±1.9%). Овулированные ооциты, хранившиеся в тушках самок при +4°С в течение восьми дней, сохраняют
способность к оплодотворению (39.2±4.2%) и последующему развитию до выклева (16.0±6.2%). Наши резуль-
таты свидетельствуют также о возможности отсроченного до 30 дней прижизненного получения ооцитов, спо-
собных к оплодотворению (46.4±3.0%) и дальнейшему развитию до выклева (49.2±7.7%). Результаты данной
статьи являются очереднымэтапомвразвитии современныхрепродуктивных технологий.

: травяная лягушка, , ооциты, сперматозоиды, репродуктивные технологии,
криоконсервация.
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тестикулярной спермы возможно не только сразу
после декапитацииживотных.Новыйподход к по-
лучению репродуктивного материала заключает-
ся в сохранении овулированных ооцитов и зрелых
сперматозоидов травяной лягушки

Linnaeus, 1758 в тушках самцов или самок при
околонулевой температуре для отсроченного их
извлечения через 1 – 9 суток после декапитации.
Показана также возможность отсроченного полу-
чения овулированных ооцитов от живых самок
травяной лягушки на срок от 1 до 30 суток. Кроме
того, показана новая возможность отсроченного
искусственного оплодотворения с использова-
нием овулированных ооцитов, сохраненных

внебольшихбюксахпри+4°Сот 1до9 суток.

Исследования выполнены на травяной ля-
гушке .Самцыи самкибыли собраны
в природе из мест зимовки в декабре и до начала
экспериментов содержались в лаборатории в тем-
ной комнате при +4°С. В экспериментах исполь-
зовали тестикулярную и уринальную сперму и
овулированные ооциты, полученные от этих ля-
гушек.

.
Для приготовления тестикулярной спермы из ту-
шек декапитированных лягушек извлекали семен-
ники (тестикулы). Семенники измельчали, и к из-
мельченным семенникам добавляли дистиллиро-
ванную воду, доводя концентрацию сперматозои-

дов в образце до 30 x 10 /мл. Полученную тестику-
лярную сперму применяли для искусственного
оплодотворения овулированных ооцитов
(Дабагян, Слепцова, 1975; Rugh, 1962). Для опло-
дотворения использовали 25 – 30 икринок и 0.3 мл
приготовленной тестикулярной спермы.

. Уринальную сперму
получали от живых гормонально стимулирован-
ных самцов (Kouba et al., 2012; Ananjeva et al.,
2017). Для этой цели использовали гонадотроп-
ный гормон (аналог лютеинизирующeго релизинг
гормона) российского производства (сурфагон) в
дозе 25 мкг на лягушку. Через 1 – 3 ч после инъек-
ции гормона уринальную сперму вместе с уриной
сцеживали путем мягкого массажа брюшной об-
ласти по направлению к клоаке (Kouba et al., 2012;
Ananjeva et al., 2017). Измеряли объем получен-
ных порций уринальной спермы и концентрацию
сперматозоидов в каждой из них. Для оплодотво-
рения использовали образцы объемом 0.25 –
0.35 мл с концентрацией сперматозоидов не ниже

15 x 10 /мл урины. Качество тестикулярных и ури-
нальных сперматозоидов оценивали по их под-
вижностииоплодотворяющей способности.
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Овулированные ооциты.

Отсрочен-
ное получение тестикулярной спермы.

Отсроченное постмортальное получение
овулированных ооцитов.

Отсроченное прижизненное получение ову-
лированных ооцитов.

Для стимулирова-
ния овуляции ооцитов каждой самке инъециро-
вали сурфагон по 50мкг на лягушку, и их в течение
36 – 48 часов содержали при 17 – 18°С. Для про-
верки успешности овуляции у каждой самки сце-
живали небольшую контрольную порцию ооци-
тов посредством мягкого массажа брюшной об-
ласти по направлению к клоаке (Kouba et al., 2012;
Ananjeva et al., 2017). Извлечение овулированных
ооцитов проводили двумя способами: постмор-
тально и прижизненно. Постмортальные ооциты
извлекали из декапитированных самок, вскрывая
брюшную полость и нижнюю часть яйцевода. От
живых самок ооциты получали путем мягкого
массажа брюшной области. Полученные ооциты
оплодотворяли свежеполученной уринальной
спермой. Успешность оплодотворения оценивали
по появлению первых борозд дробления, процен-
ту оплодотворенных ооцитов и по развитию полу-
ченныхличинокдо выклева.

Экспери-
менты выполнены на 40 самцах. Тестикулярная
сперма, полученная из семенников пяти лягушек
немедленно после их декапитации, использова-
лась для оплодотворения и служила в качестве
контроля (0 дней хранения). Остальные 35 тушек
поместили в холодильник при температуре +4°С.
Затем ежедневно на протяжении 7 суток из 5 ту-
шек извлекали семенники, готовили тестикуляр-
нуюспермуиисследовали ее качество.

В экспериментах ис-
пользованы 50 самок лягушек с овулированными
ооцитами. Всех животных декапитировали, а из-
влеченные ооциты из 5 лягушек оплодотворяли
свежеполученной уринальной спермой и исполь-
зовали в качестве контроля (0 дней хранения).
Тушкиостальных45 самокпоместили в холодиль-
ник при температуре +4°С. Затем ежедневно в те-
чение 1 – 9 суток из 5 тушек хирургически извле-
кали ооциты, оплодотворяли их свежеполученной
уринальной спермой и через 3 – 4 часа оценивали
результат оплодотворения. Успешность оплодо-
творения определяли по появлению первых бо-
розд дробленияиразвитиюличинокдо выклева.

Эксперименты были вы-
полнены на 5 самках травяной лягушки. У всех са-
мок первая порция ооцитов собрана прижизненно
и оплодотворена сразу после завершения
овуляции ооцитов (через 48 часов после инъекции
гормона). Эти ооциты служили контролем (0 дней
хранения). После получения первой порции ооци-
тов все самки были помещены в холодильник

Отсроченное получение гамет.
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(+4°С). Через 10, 20 и 30 суток лягушек доставали
из холодильника для прижизненного отбора оче-
редной порции ооцитов для оплодотворения. За-
тем животных возвращали в холодильник до сле-
дующей процедуры забора материала. Успеш-
ность оплодотворения определяли по проценту
оплодотворенных ооцитов и по развитию личинок
до выклева.

. В опытах использо-
вали 25 порций уринальной спермы. Часть образ-
цов (5 порций) были взяты для искусственного
оплодотворения ооцитов сразу после получения
спермы (0 дней хранения). Эти эксперименты слу-
жили контролем. Остальные порции спермы были
помещены в холодильник при +4°С. Через 3, 5, 7 и
9 суток хранения сперму использовали для отсро-
ченного оплодотворения свежеполученных ооци-
тов. По результатам оплодотворения оценивали
качество этих сохраненных сперматозоидов.

Эксперименты
выполнены на 10 самках травяной лягушки. Полу-
ченные от каждой самки овулированные ооциты
были разделены на 6 порций по 25 – 30 ооцитов в
каждой. Первая порция ооцитов от каждой самки
была немедленно использована для оплодотворе-
ния уринальной спермой (0 дней хранения). Ос-
тальные порции ооцитов расфасованы без физио-
логического раствора в 50 небольших плотно за-
крытых бюксов, которые были помещены в холо-
дильник при +4°С. Через 1, 3, 5, 7 и 9 суток хране-
ния доставали по 10 бюксов, и сохраненные ооци-
ты оплодотворяли свежеполученной уринальной
спермой.

Для построения
графиков использовалась программа Kaleida-
graph версия 4.0. Результатыпредставлены как ве-
личина средней стандартная ошибка средней из
обозначенного количества экспериментов Ста-
тистическую значимость различий определяли с
использованиемнепарного критерияСтьюдента

В данной серии
опытов исследовали изменения качества тестику-
лярных сперматозоидов в процессе их хранения
при температуре +4°С в тушках декапитирован-
ных самцов. Результаты этих экспериментов пред-
ставлены на рис. 1, где изображены две кривые:
динамика снижения в процессе хранения подвиж-
ности сперматозоидов и динамика их способнос-
ти оплодотворять свежеполученныеооциты.

Отсроченное искусственное оплодотво-
рение.

Cтатистический анализ

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оплодотворение с использованием сохра-
ненной уринальной спермы

Оплодотворение с использованием сохра-
ненных овулированных ооцитов.

t

Отсроченное получение посмертных тес-
тикулярных сперматозоидов.

.

,
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Рис. 1.

Fig. 1.

Общая подвижность и оплодотворяющая спо-
собность тестикулярных сперматозоидов

после хранения тушек самцов при +4°С в течение
1 – 7 суток,%.Каждая точка на сплошной ( ) и пунктир-
ной ( ) кривых является средней ±SE из пяти незави-
симых экспериментов.Статистическая значимость раз-
личий была определена с использованием непарного
-критерия Стьюдента. ** 0.001; *** 0.0001 по
сравнению с контрольными сперматозоидами. В качес-
тве контроля использовались сперматозоиды, получен-
ные немедленно после декапитации самцов (0 дней

хранения)

Rana tempo-
raria

1
2

t P ≤ P ≤

Total motility and fertilizing ability of
testicular spermatozoids after male carcass storage

at +4°С for 1–7 days, %. Each point on the solid ( ) and
dotted ( ) curves is the mean ±SE of five independent
experiments. The statistical significance of the differences
was evaluated using unpaired Student's -test. ** ≤0.001;
*** ≤ 0.0001, compared with control spermatozoids.
Spermatozoids obtained immediately after decapitation of

males (0 days of storage) were used as a control

Rana tem-
poraria

1
2

t P
P

Приведенные данные свидетельствуют, что
качество сохраняемых сперматозоидов достовер-
но снижается к 5 – 7-м суткам хранения. Однако
даже после 7 суток хранения тестикулярные спер-
ма-тозоиды все еще сохраняют подвижность
(9.4%)иоплодотворяющуюспособность (2.2%).

В экспериментах иссле-
довали изменения качества овулированных ооци-
тов, сохраняемых в тушках самок в холодильнике
от 1 до 9 суток (рис. 2). Установлено, что качество
сохраняемых в тушках ооцитов достоверно сни-
жается после пятого дня хранения, а к девятому
дню наблюдается практически полная их деграда-
ция. В тоже время даже после 4 – 7 суток ооциты в
значительной степени сохраняют способность к
оплодотворению и к дальнейшему развитию (см.
рис. 2). Через 7 суток холодового хранения в туш-
ках около 50% ооцитов были оплодотворены, и

Отсроченное постмортальное получение
овулированных ооцитов.

В. К. Утешев, Э. Н. Гахова, Л. И. Крамарова и др.
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практически 20%полученныхиз них личинок раз-
вились до выклева.

ки оказалось невозможным, поскольку все самки
на 31 – 35-е сутки их содержания в холодильнике
спонтанно сбрасывали оставшиеся овулирован-
ныеооциты.

Таблица 1.

Table 1.

Количество оплодотворенных ооцитов и
количество личинок, развившихся из них до выклева,
после хранения ооцитов вживых самках в
холодильникепри+4°Св течение 30 суток

Numbers of fertilized oocytes and larvae develo-
ped till hatching, after oocyte storage in live females at
+4°C for 30 days

R. temporaria
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Рис. 2.

Fig. 2.

Количество оплодотворенных ооцитов и коли-

чество личинок (выраженное в %), развившихся до вы-

клева, после хранения ооцитов в тушках самок травя-

ной лягушки при +4°С в течение 1 – 9

суток. Каждая точка на сплошной ( ) и пунктирной ( )

кривых является средней ±SE из пяти независимых эк-

спериментов. Статистическая значимость различий

была определена с использованием непарного -крите-

рия Стьюдента. * 0.05; ** 0.001; *** 0.0001

по сравнению с контрольными ооцитами. В качестве

контроля использовались ооциты, полученные немед-
ленно после овуляции (0 суток хранения)
Numbers of fertilized oocytes and the numbers of

larvae (expressed in%), developed till hatching, after oocy-

te storage in female carcasses of at +4°C

for 1–9 days. Each point on the solid ( ) and dotted ( ) cur-

ves is the mean ±SE of five independent experiments. The

statistical significance of the differences was evaluated

using unpaired Student's -test. * ≤0.05; ** ≤0.001; ***

≤ 0.0001, compared with control oocytes. Oocytes

obtained immediately after ovulation (0 days of storage)
were used as a control

Rana temporaria

1 2

t

P ≤ P ≤ P ≤

Rana temporaria

1 2

t P P

P

Отсроченное прижизненное получение ову-
лированных ооцитов.

R. temporaria

В эксперименте изучали
последствия сохранения овулированных ооцитов
в теле живых самок , содержащихся
при +4°С (табл. 1). Анализ результатов показал,
что качество сохраняемых овулированных ооци-
тов достоверно и последовательно снижается в
процессе их хранения. Однако даже после 30 су-
ток 46% ооцитов сохраняли способность быть
оплодотворенными свежеполученной спермой, и
из их числа около половины эмбрионов достигли
стадии выклева. Исследование качества прижиз-
ненно сохраняемых ооцитов в более поздние сро-

Хранение

ооцитов, сутки

Оплодотворение,

%
Выклев, %

0 94.2±1.49 95.6±1.32

10 72.2±1.42*** 89.8±2.69

20 65.6±2.65*** 72.4±2.22***

30 46.4±3.01*** 49.2±7.73***

Примечание

t
P ≤

Note.

t

P

. Каждая цифра в таблице является
средней ±SE из пяти независимых экспериментов. Ста-
тистическая значимость различий была определена с
использованием непарного -критерия Стьюдента. ***

0.0001 по сравнению с контрольными ооцитами. В
качестве контроля использовались ооциты, получен-
ные немедленно после овуляции (0 суток хранения).

Each point in the table is mean

≤ compared
with control oocytes

±SE of five
independent experiments. The statistical significance of the
differences was determined using unpaired Student's -test.
Oocytes obtained immediately after ovulation (0 days of
storage) were used as control. *** 0.0001,

Отсроченное оплодотворение с использова-
нием сохраненной уринальной спермы.

R. temporaria

Отсроченное оплодотворение с использова-
нием сохраненных овулированных ооцитов.

1

2

В данной
серии экспериментов исследовали характеристи-
ки уринальной спермы , сохраняемой
в эппендорфах в течение 1 – 9 суток при темпера-
туре +4°С. Из результатов, приведенных на рис. 3,
видно, что к пятому дню хранения способность
сперматозоидов оплодотворять ооциты достовер-
но снижается с последующей полной потерей их
функциональной активности к девятому дню. Од-
нако даже через 7 суток хранения около 50% спер-
матозоидов все еще сохраняют подвижность, и бо-
лее 20% свежеполученных ооцитов оказались
оплодотворенными этими сперматозоидами в экс-
периментах с искусственнымоплодотворением.

В этих
экспериментах исследовали изменения качества
овулированных ооцитов, сохраняемых в неболь-
ших, плотно закрытых бюксах при температуре
+4°С. Результаты приведены на рис. 4, где пред-
ставлены 2 кривые: – снижение в процессе хра-
нения способности ооцитов быть оплодотворен-
ными; изменение способностиполученныхли-–
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Рис. 3.

Fig. 3.

Общая подвижность и оплодотворяющая спо-
собность (%) уринальных сперматозоидов

после их хранения при +4°С в течение 1 – 9 суток.
Каждая точка на сплошной ( ) и пунктирной ( ) кривых
является средней ±SE из пяти независимых экспери-
ментов. Статистическая значимость различий была
определена с использованием непарного -критерия
Стьюдента. ** 0.001; *** 0.0001 по сравнению с
контрольными сперматозоидами. В качестве контроля
взяты сперматозоиды, использованные для оплодотво-
рения немедленно после их получения (0 суток хра-

нения)
Total motility and fertilizing ability (%) of urinal

spermatozoids of after storage at +4°С for
1–9 days. Each point on the solid ( ) and dotted ( ) curves is
the mean ±SE of five independent experiments. The sta-
tistical significance of the differences was evaluated using
unpaired Student's -test. ** ≤ 0.001; *** ≤ 0.0001,
compared with control spermatozoids. As a control, sper-
matozoidswere taken immediately after isolation (0 days of

storage) and used for fertilization

Rana tempo-
raria

1 2

t
P ≤ P ≤

Rana temporaria
1 2

t P P

чинок к развитию до стадии выклева. Можно ви
деть, что качество ооцитов достоверно снижается
в процессе хранения, а к 9-му дню наблюдается
полная их деградация. Однако даже после 7 суток
холодового хранения ооциты могут быть исполь
зованы для отсроченного искусственного оплодо
творения свежеполученной уринальной спермой:
40% ооцитов оказались оплодотворенными и око
ло 50% полученных из них личинок развились до
выклева.

В данной работе нами подробно исследова-
ны возможности отсроченного получения гамет
(овулированных ооцитов и тестикулярных спер-
матозоидов) бесхвостых амфибий. В предыдущей
публикации нами показана принципиальная воз-
можность получения овулированных ооцитов, со-

-

-
-

-
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Рис. 4.

Fig. 4.

Количество оплодотворенных ооцитов и коли-
чество личинок (выраженное в %), развившихся из них
до выклева, после хранения неоплодотворенных ооци-
тов в бюксах при +4°С в течение 1 – 9
суток. Каждая точка на сплошной ( ) и пунктирной ( )
кривых является средней ±SE из десяти независимых
экспериментов. Статистическая значимость различий
была определена с использованием непарного -крите-
рия Стьюдента. *** ≤ 0.0001 по сравнению с кон-
трольными ооцитами. В качестве контроля взяты ооци-
ты, использованные для оплодотворения немедленно

после их получения (0 суток хранения)
Numbers of fertilized oocytes and the numbers of

larvae of (expressed in %) developed till
hatching, after storage of unfertilized oocytes in a tube at
+4°C for 1–9 days. Each point on the solid ( ) and dotted ( )
curves is the mean ±SE of ten independent experiments.
The statistical significance of the differences was evaluated
using unpaired Student's t-test. *** ≤ 0.0001, compared
with control oocytes. Oocytes used for fertilization imme-
diately after isolation (0 days of storage) were taken as a

control

Rana temporaria
1 2

t
P

Rana temporaria

1 2

P

храняемых до момента извлечения в течение 5

дней в тушках самок травяной лягушки в холо-

дильнике при +4°С (Uteshev et al., 2018). В настоя-

щем исследовании нами расширены временные

границы исследования и показано, что макси-

мальные возможности хранения постмортальных

овулированных ооцитов, когда ооциты еще сохра-

няют способность к оплодотворению и последую-

щемуразвитию, находятся в пределах 8 – 9 суток.
В представленном исследовании нами под-

тверждена ранее выявленная возможность (Ute-
shev et al., 2018) длительного сохранения (до 30 су-
ток) овулированных ооцитов в яйцеводах живых
самок , помещенных после заверше-
ния овуляции в холодильник при температуре
+4°С. Это позволяет получать ооциты от живых
самок не только сразу после овуляции, но спустя

R. temporaria

100

80

60

40

20

0

О
п
л
о
д
о
тв
о
р
ен
и
е
и
в
ы
к
л
ев
,
%

0 2 4 6 8 10

Время, сутки

– 1

– 2

***

***
***

***



10 – 30 суток. Однако следует отметить, что воз-
можность удерживать овулированные ооциты в
яйцеводах в течение нескольких дней свойствен-
на, видимо, далеко не всем видам амфибий. В при-
роде травяная лягушка нерестится ранней весной,
поэтому возможность удерживать в яйцеводах
овулированные ооцитыв течение нескольких дней
до достижения оптимальной для нереста темпера-
туры воды, является, видимо, эволюционно выра-
ботанной особенностью данного вида. Возможно,
что такойжеособенностьюудерживать в яйцеводе
овулированные ооциты в течение нескольких су-
ток обладают и ряд других видов, нерестящихся
ранней весной (например, остромордая лягушка

Nilsson, 1842). Степень универсаль-
ности этого явления необходимо исследовать эк-
спериментально.

Ранее опубликована схема репродуктивных
технологий, разработанная нами для разведения
бесхвостых амфибий (Ananjeva et al., 2017). В дан-
ном исследовании нами продолжено заполнение
этой схемы новыми экспериментальными данны-
ми. В табл. 2 приведены ссылки на источники, ко-
торые содержат результаты экспериментов, соот-
ветствующие каждому из звеньев предложенной
схемы. Видно, что репродуктивный материал бес-
хвостых амфибий (овулированные ооциты или
сперматозоиды) можно получать не только сразу

Rana arvalis

после завершения овуляции или декапитации жи-
вотных, ноиотсроченонанесколько дней.

Репродуктивный материал амфибий полу-
чают для проведения искусственного оплодотво-
рения. Искусственное оплодотворение овулиро-
ванных ооцитов амфибий в экспериментальной
эмбриологии используют с начала прошлого века
(Rugh, 1934). Обычно искусственное оплодотво-
рение проводили сразу после получения репро-
дуктивного материала (Дабагян, Слепцова, 1975;
Rugh, 1962). Кроме того, в ранних работах овули-
рованные ооциты или тестикулярную сперму по-
лучали посмертно, от декапитированных самцов
или самок (Дабагян, Слепцова, 1975; Rugh, 1962).
Развитие репродуктивных технологий привело к
появлению методов получения уринальной спер-
мы и неоплодотворенной икры от живых гормо-
нально стимулированных самцов и самок (Kouba
et al., 2012;Ananjeva et al., 2017).

В приведенной нами ранее схеме указана
возможность отсроченного на дни или отложенно-
го на годы искусственного оплодотворения (Anan-
jeva et al., 2017). Для реализации такой возмож-
ности нужны разработанные методы сохранения
на дни или годы ооцитов или сперматозоидов. В
настоящее время единственным надежным спо-
собом длительного хранения (месяцы или годы)
репродуктивногоматериала амфибий является его
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Таблица2.
Table 2.

Способыполучения гамет бесхвостых амфибий
Methods of obtaining gametes fromanuran amphibians

Примечание.

Note

#
Немедленное посмертное получение гамет – это извлечение овулированных ооцитов или се-

менников для тестикулярной спермы, произведенное немедленно после декапитации самцов или самок лягушек.

Отсроченное посмертное получение гамет – извлечение овулированных ооцитов или семенников из тушек ля-
гушек, хранящихся до момента извлечения гамет при температуре +4°С в течение нескольких суток. * Немед-
ленное прижизненное получение гамет – получение ооцитов или уринальных сперматозоидов немедленно после
окончания овуляции ооцитов или после образования уринальной спермы. ** Отсроченное прижизненное получе-
ние овулированных ооцитов – это извлечение ооцитов небольшими порциями из живых самок, которые в проме-
жуткахмеждуполучениемооцитов содержалисьпри температуре+4°Св течениенескольких сутокилинедель.

Immediate post-mortemobtaining of gametes – -

Delayed post-mortem obtaining of gametes – -
С Immediate gamete obtaining from live frogs –

isolation of oocytes or urinal sperm immediately after the end of ovulation of the oocytes or after the formation of urinal
sperm e –

С ion of oocytes.

##

. immediate isolation of ovulated oocytes or testicles after de

capitation ofmales or females of frogs. isolation of ovulated oocytes or tes
ticles from frogs carcasses stored at temperature + 4º for several days. *

. ** D layed obtaining of ovulated oocytes from live frogs the sampling of oocytes from live females, which were
kept at a temperature of + 4º for several days orweeks between isolat

#

##

Получение гамет Гаметы Источники

Сперматозоиды Дабагян, Слепцова, 1975; Rugh, 1934, 1962Немедленное

получение# Ооциты Дабагян, Слепцова, 1975; Rugh, 1962

Сперматозоиды Shishova et al., 2013; Наши данные

Посмертное

Отсроченное

получение## Ооциты Uteshev et al., 2018; Наши данные

Сперматозоиды Kouba et al., 2012; Ananjeva et al., 2017Немедленное

получение* Ооциты Kouba et al., 2012; Ananjeva et al., 2017

Сперматозоиды Данные отсутствуют, поскольку нет методов удержания ури-

ны, содержащей сперматозоиды, в мочевом пузыре живых

гормонально стимулированных самцов

Прижизненное

Отсроченное

получение**

Ооциты Uteshev et al., 2018; Наши данные



криоконсервация и хранение при сверхнизких
температурах, например в жидком азоте при тем-
пературе -196°С.Методы криоконсервации тести-
кулярной, а затем и уринальной спермы уже соз-
даны. Публикации с описанием этих данных при-
ведены в табл. 3 и обобщены в обзорах (Clulow ,
Clulow , 2016). В то же время методы криокон-
сервации ооцитов амфибий пока не разработаны.
Тем неменее, приведенные данные подтверждают
возможность проведения оплодотворения спустя
годы после получения тестикулярной или ури-
нальной спермы (отложенное оплодотворение).

Сохранение спермы или ооцитов в течение
нескольких суток возможно не только в жидком
азоте, но и при околонулевых температурах. Ре-
зультаты успешного хранения тестикулярной и
уринальной спермы при +4°С опубликованы
(Browne et al., 2001, 2002; Kouba et al., 2012). В
данной работе нами приведены результаты хра-
нения при +4°С в течение 9 суток уринальной
спермы еще одного вида – травяной лягушки. Пе-
речисленные данные свидетельствуют о возмож-
ности проведения отсроченного на несколько
дней искусственного оплодотворения с использо-
ванием сохраненной спермы. Возможность отсро-
ченного искусственного оплодотворения с ис-
пользованием ооцитов, сохраненных , вне
организмаживыхилимертвых самок в небольших
бюксах, впервые описано нами в предыдущей
публикации (Uteshev et al., 2018) и успешно под-
тверждено в данномисследовании.

J.
S.

in vitro

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Благодарности

Таким образом, проведенные эксперименты
на примере травяной лягушки
показали возможность отсроченного до 9 суток
получения посмертного репродуктивного мате-
риала (овулированные ооциты или сперматозои-
ды) из декапитированных бесхвостых амфибий, а
также возможность отсроченного до 30 суток по-
лучения овулированных ооцитов у живых самок.
Кроме того, показана возможность проведения
отсроченного искусственного оплодотворения с
использованием уринальной спермы, сохранен-
ной в эппиндорфах в холодильнике от 1 до 9 суток,
или с использованием овулированных ооцитов,
сохраненных до 9 суток в небольших бюк-
сахпри температуре+4°С.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Генетического криобанка Института
биофизики клеткиРАН,Пущино.
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Примечание.
in vitro

Note

* Отсроченное искусственное оплодотворение – оплодотворение, проведенное через несколь-
ко дней после получения ооцитов или сперматозоидов, при этом полученные гаметы хранятся при низких
положительных температурах. ** Отложенное искусственное оплодотворение – оплодотворение, проведенное
спустя месяцы или годы после получения гамет (пока только сперматозоидов). Криоконсервированная сперма до
момента проведения оплодотворения обычнохранится в криобанках вжидкомазоте при температуре -196°С.

– ocytes or sperm
ificial fertilization –

ation.

. * Delayed artificial fertilization fertilization, carried out a few days after obtaining of o ; the
isolated gametes are stored in vitro at about zero temperatures. ** Delayed art fertilization, carried out
months or years after the gametes were isolated (so far only the sperm). Cryopreserved sperm is usually stored in cryobanks
in liquid nitrogen till fertiliz

Варианты искусственного оплодотворения Источники

Оплодотворение сразу после получения посмертных ооцитов и

тестикулярной спермы

Дабагян, Слепцова,1975; Rugh, 1962

Оплодотворение сразу после получения прижизненно извлеченных ооцитов

и уринальной спермы

Kouba et al., 2012, 2013; Ananjeva et al., 2017

Отсроченное на дни оплодотворение с использованием сохраненных ооцитов* Uteshev et al., 2018; Наши данные

Отсроченное на дни оплодотворение с использованием тестикулярной спермы* Browne et al., 2001, 2002

Отсроченное на дни оплодотворение с использованием уринальной спермы Kouba et al., 2012; Наши данные

Отложенное на годы оплодотворение с использованием

криоконсервированных ооцитов **

Методов криоконсервации ооцитов амфибий

пока не существует

Отложенное на годы оплодотворение с использованием криоконсервирован-

ной тестикулярной спермы **

Каурова и др., 1996, 2008; Browne et al., 1998;

Mugnano et al., 1998; Mansour et al., 2009, 2010

Отложенное на годы оплодотворение с использованием криоконсервирован-

ной уринальной спермы **

Shishova et al., 2011; Uteshev et al., 2013;

Langhorne et al., 2013

Таблица3.
Table 3.

Искусственное оплодотворение с использованиемспермыиовулированныхооцитов бесхвостых амфибий
Artificial fertilizationwith the use of spermandovulated oocytes of anuran amphibians
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This paper describes new methods for obtaining viable ovulated oocytes and testicular sperm from the 
carcasses of females and males of the common frog Rana temporaria, stored at +4ºС for 1–7 days. In ad-
dition, a new approach to delayed collection (1 to 30 days) of ovulated oocytes from live female frogs of 
the same species is given. Part of the frog testicular spermatozoa is shown to retain motility (21.0±1.5%) 
and fertilizing ability (13.2±1.9%) even after 6 days of storage at +4°C in the carcasses of males. Ovu-
lated oocytes stored in female frog carcasses at 4°C for eight days retained the ability for fertilization 
(39.2±4.2%) and subsequent development until hatching (16.0±6.2%). Our results also indicate the possi-
bility of delayed (up to 30 days) in vivo obtaining oocytes capable to fertilization (46.4±3.0%) and further 
development until hatching (49.2±7.7%). The results of this paper are a further step in the development of 
modern reproductive technologies. 
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