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Мета. Оптимізувати умови кріоконсервування сперми стерляді для проведення робіт 

щодо  запліднення  ікри  та  отримання  життєстійкого  потомства  в  умовах  рибних 

осетрових  господарств.  Проаналізувати  вплив  заморожування  сперми  у  різних  формах  на 

показники  виживаності  сперматозоїдів  та  запліднення  ікри.  Порівняти  результати 

використання  для  заморожування  сперми  стерляді  різних  за  складом  компонентних 

кріозахисних розчинів та проаналізувати їх вплив на якість отриманого потомства.  

Методика.  Завдання  з  оптимізації  умов  кріоконсервування  сперми  стерляді  для 

запліднення  ікри  в  умовах  рибних  господарств  вирішувалися  згідно  з  загальноприйнятими 

методиками  у  кріобіології.  Роботи  щодо  вирощування  молоді  стерляді  проводилися 

відповідно до загальноприйнятих методів в осетрівництві. 

Результати.  Дослідженнями  встановлено,  що  оптимізація  умов  кріоконсервування 

сперми  стерляді  дозволила  зберегти  властивості  відігрітих  сперматозоїдів  на  рівні 

показників  нативної  сперми.  Встановлено,  що  функції  кріоконсервованої  в  парах  рідкого 

азоту  сперми  в  гранулах та  ампулах  у  розчинах  із  метанолом  або  диметилсульфоксидом 

(ДМСО),  краще  зберігались  у  гранулах  при  використанні  метанолу.  В  умовах  рибного 

господарства оцінено функції сперми після  її  заморожування в кріозахисних розчинах №№ 5 

та  6.  Встановлено,  що  запліднююча  здатність  кріоконсервованої  сперми  в  розчині  №  5 

(85,6 %;  з  нижчою  осмотичністю)  майже  не  відрізнялась  від  контролю  (87,6 %)  при 

використанні 25–60 г ікри. У кріозахисному розчині № 6 даний показник був на 17,6 % нижчим. 

Приріст маси та довжини тіла 3‐місячних особин, одержуваних від ікри заплідненої спермою, 

кріоконсервованою в обох розчинах був більшим, ніж у контрольному варіанті.  

Наукова новизна. Введення до кріозахисного розчину креатину та фруктози дозволило 

підвищити  його  захисні  властивості  та  зберегти  показники  активності  сперматозоїдів 

після  розморожування  на  рівні  нативної  сперми.  Кріоконсервування  сперми  у  гранулах 

дозволило  оптимізувати  умови  низькотемпературного  заморожування  сперми  цього 

представника осетрових видів риб та отримати якісне життєстійке потомство. 
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Практична  значимість.  Отримані  результати  можуть  використовуватися 
осетрівниками  в  умовах  рибних  господарства  для  робіт  з  отримання  життєстійкого 
потомства стерляді як для товарних потреб, так і для відновлення її популяцій у природних 
водоймах, та кріобіологами для робіт з іншими видами риб.  

Ключові  слова:  кріоконсервування,  стерлядь,  сперма,  запліднення,  гранули,  ампули, 
креатин, сироватка крові карася. 

 

ПОСТАНОВКА  ПРОБЛЕМИ  ТА  АНАЛІЗ   
ОСТАННІХ  ДОСЛІДЖЕНЬ  І  ПУБЛІКАЦІЙ 

Відомо, що осмотичність кріозахисного середовища в кілька разів може 
перевищувати осмотичність сперми риб. Існує думка, що зниження осмотичності 
кріозахисного середовища підвищує запліднюючу здатність розмороженої сперми 
лососевих, осетрових і коропових риб [1, 2, 3, 4, 5]. Через велике різноманіття 
видів риб, різну реакцію сперматозоїдів на зміни навколишнього середовища та за 
відсутності теорії формування кріорезистентності сперматозоїдів, на сьогодні не 
розроблено уніфікованого способу їх збереження.  

На думку А. Хорвача та співавторів [3], осмотичність середовища є 
ключовим чинником кріопошкоджень сперматозоїдів. Дослідження властивостей 
сперми риб, які нерестяться в прісній і солоній воді, показало, що осмотичний 
градієнт – один із головних чинників кріопошкоджень [1, 6, 7]. Ступінь цих 
пошкоджень залежить як від температури води, так і від її солоності, тобто від 
екологічної ніші нересту риб [6], яка формує кріорезистентність сперматозоїдів 
при взаємодії з геномом клітин та організмів. Харвей та співавтори [8, 9] 
першими почали використовувати низькомолекулярний кріопротектор метанол та 
показали його ефективність під час кріоконсервування сперми риб Sarotherodon 
mossambicus та Danio rerio. З 2000 р. активно розроблялися нові методи 
кріоконсервування сперми лососевих, осетрових і коропових риб [3, 10, 11, 12, 13, 
14] на основі з використанням середовищ, які містять метанол та сахарозу, що 
дозволило значно підвищити ефективність низькотемпературного заморожування 
сперми риб, однак не повністю вирішило всі проблеми.  

В еякулятах прісноводних риб сперматозоїди знаходяться в нерухомому 
стані. Під час кріоконсервування сперми в різних частинах контейнера, в якому 
заморожують зразок, змінюється концентрація солей, що приводить до активації 
частини клітин та зменшення запліднюючої здатності сперми [15]. Так, через 5 хв 
після розморожування запліднююча здатність сперми райдужної форелі Salmo 
gairdneri знижувалась з 70 до 10,7 % [16]. При збільшенні об’єму контейнера 
підвищується вірогідність цих змін. Але за умов високої концентрації 
сперматозоїдів лососевих риб, їхня запліднююча здатність була такою ж, як і 
після кріоконсервування в ампулах 0,5 та 1,2 мл [12]. У разі зменшення об’єму 
сперми вдвічі до такої ж самої маси ікри, запліднююча здатність сперми з ампул 
1,2 мл була значно нижчою, ніж із ампул 0,5 мл. Це свідчило про меншу 
збереженість сперматозоїдів, заморожених у більших ампулах.  

Аналогічний результат був отриманий і під час запліднення відігрітою 
спермою як лососевих, так і коропових видів риб [6, 11, 17]. При збільшенні маси 
ікри для запліднення з 80 до 120 г необхідно було підвищувати й об’єм 



І.С. КОНОНЕНКО,  А.Ю. ПУГОВКІН,  Р.В. КОНОНЕНКО, 
В.О. ЧЕРЕПНІН,  К.І. БУЦЬКИЙ,  Є.Ф. КОПЄЙКА 

 

ISSN-L 2075-1508  РИБОГОСПОДАРСЬКА  НАУКА  УКРАЇНИ • № 3/2017  
85 

 

розмороженої сперми. При цьому її запліднююча здатність істотно знижувалася – 
з 65±18 до 21±14 %. Таким чином, збільшення об’єму сперми риб при 
кріоконсервуванні знижувало її якість [12, 17].  

Існують дані щодо більш високих показників запліднення кріоконсервованою 
спермою великих об’ємів ікри ленського осетра [18, 19]. Автори розводили 
сперму кріозахисним розчином, який містив сахарозу, хлорид калію, метанол та 
гліцерин. Після 60-хвилинної еквілібрації за 50С суспензію клітин розфасовували 
в ампули (1,5 мл) і заморожували за триетапною програмою. Для запліднення 100 
г ікри використовували 3 або 6 мл розмороженої сперми, а до 300 г ікри додавали 
від 9 до 18 мл сперми. У разі збільшення відношення об’єму сперми до маси ікри 
показник запліднення змінювався з 50 до 75 %. Однак, після запліднення 100 г 
ікри білуги або сибірського осетра результати були значно нижчими (16,5–
48,8 %.). Недоліком запропонованого О.Б. Докіною та співавторами [18] способу 
можна вважати низьку активність (10–40 %) розмороженої сперми – в спермі 
стерляді після розморожування здатними до руху залишалося лише 10 і 30 % 
клітин. Запліднення такою спермою може призвести до збіднення геному 
популяції осетрових риб внаслідок селекції, як випливає з роботи [20], в якій ікру 
російського осетра Acipenser güldenstädtii Brandt запліднили розмороженою 
спермою з активністю сперміїв 20–30 % і методом електрофорезу в 
поліакриламідному гелі вивчили зміни ферментів малатдегідрогенази та естерази 
в тканинах личинок на стадії переходу на активне живлення. Автори встановили, 
що використання кріоконсервованої сперми з низькою активністю підвищувало 
показник смертності личинок на ранніх стадіях ембріонального розвитку. В 
результаті селективної дії екстремальних чинників кріоконсервування значно 
зменшилася кількість активних клітин у розмороженій спермі до 30 %, а личинки 
втратили рідкісний алель е в локусі естерази. Крім того, встановлено підвищення 
гетерозиготності за алелями малатдегідрогенази та естерази відносно контролю.  

ВИДІЛЕННЯ  НЕВИРІШЕНИХ  РАНІШЕ  ЧАСТИН  
ЗАГАЛЬНОЇ  ПРОБЛЕМИ.  МЕТА  РОБОТИ 

Головним завдання робіт щодо низькотемпературного заморожування сперми 
рідкісних та зникаючих видів риб є підвищення ефективності методів 
кріоконсервування, тобто збереження рухливості та запліднюючої здатності 
розморожених сперматозоїдів. Для цього, на наш погляд, необхідно оптимізувати 
всі етапи кріоконсервування сперми та її використання після розморожування в 
умовах рибних господарств.  

Підвищення кріозахисту сперми можливе шляхом введення до кріозахисного 
розчину антифризів риб [21], або сироватки крові карася, у якого в зимовий 
період під час адаптації до навколишньої температури середовища збільшується 
кількість вільних амінокислот [22]. Тому існує вірогідність, що додавання до 
кріозахисного розчину cироватки крові карася може підвищити збереження 
кріоконсервованої сперми. Крім того, для зменшення селективної дії 
екстремальних чинників необхідно також визначитись з оптимальною 
осмотичністю кріозахисного середовища, кращим кріопротектором та способом 
заморожування сперми.  

У зв’язку з вищевказаним, метою даного дослідження була оптимізація умов 
кріоконсервування сперми стерляді, що дозволить зберегти властивості 
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розморожених сперматозоїдів (активність та запліднюючу здатність) близькими 
до нативної сперми, та не втратити їх під час запліднення незалежно від об’єму 
ікри.  

МАТЕРІАЛИ  ТА  МЕТОДИ  

Експеримент проводили з використанням п’яти самців масою 0,9–1,45 кг та 
восьми самиць стерляді масою 1,2–1,6 кг. Витримування плідників проводили в 
басейнах з установками замкнутого водопостачання за температури води 140С. 
Для отримання сперми та ікри плідників стимулювали дворазовою ін’єкцією 
суспензії гіпофіза ляща Аbramis brama в розрахунку 3 мг/кг маси самця та 5 мг/кг 
маси самиці. Репродуктивні клітини отримували на наступний день. Охолоджену 
до 40С сперму розводили 1:1 ізотермічними кріозахисними розчинами. Після 
цього суспензію клітин накрапували на фторопластову пластину по 100 мкл, або 
розливали в поліетиленові ампули об’ємом 0,5 та 1,5 мл. Для підтримання 
необхідного режиму охолодження змінювали висоту пластини над поверхнею 
азоту.  

Сперму охолоджували за такою програмою: швидкість охолодження 3–50/хв 
до температури –150С із затравленням кристалізації вологим повітрям [7] або 
вібрацією. Далі зі швидкістю охолодження 15–20 град/хв до температури – 700С з 
подальшим зануренням пластини в рідкий азот. Температуру гранул або ампул 
контролювали за допомогою термопари від цифрового термометра «UT320» 
(«Digital Thermometer UT320 series», Китай) з реєстрацією на комп’ютері. 
Розморожування ампул сперми проводили на водяній бані за 400С до появи рідкої 
фази за інтенсивного перемішування води.  

Сперму в гранулах також інтенсивно перемішували зі ставковою водою за 
150С і додавали по 1 мл у кожну чашку Петрі, в якій знаходилося по 2 г ікри. Ікру 
(25–60 г) через 3–5 хв після її запліднення промивали 0,6%-м розчином таніну для 
видалення клейковини. Інкубація ікри проходила в апаратах Вейса. 

У першій серії експериментів при визначенні кращих умов 
кріоконсервування сперму розводили в чотирьох розчинах (№№ 1–4) із 
кріопротекторами метанол або диметилсульфоксид і заморожували в гранулах та 
ампулах. Після 17 діб зберігання зразків у рідкому азоті сперму розморожували та 
оцінювали активність сперматозоїдів за активації ставковою водою (1:50) та їх 
запліднюючу здатність у чашках Петрі.  

У другій частині експериментів для кріоконсервування використовували 
суміш сперми від двох самців, яку розводили 1:1 кріозахисним середовищем № 5 
(KHCO3 – 8,9 мМ; креатин – 3,8 мМ; сахароза – 11,7 мМ; фруктоза – 5,6 мМ; 
метанол – 3,75 М) – дослідна група № 1; та середовищем № 6 (KHCO3 – 8,9 мМ; 
креатин – 7,6 мМ; сахароза – 11,7 мМ; фруктоза – 5,6 мМ; метанол – 3,75 М; 
плазма крові карася Carassius auratus 1:800 (v/v)) – дослідна група  № 2; і відразу 
ж накрапували по 100 мкл на фторопластову пластину, яка знаходилася в парі 
азоту за температури 50С. 

Розморожували по 10 гранул сперми (1 мл) шляхом додавання до 50–60 мл 
ставкової води за температури 140С, після інтенсивного перемішування 
запліднювали порції ікри від 25 до 120 г. У контрольному варіанті запліднювали 
ікру (100 г) сумішшю нативної сперми від двох самців у такому співвідношенні: 1 
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мл сперми : 200 мл ставкової води. Для оцінки якості нативної та 
кріоконсервованої сперми використовували ікру від чотирьох самиць. 

Рівень активності нативних та розморожених сперматозоїдів, які були 
активовані ставковою водою, визначали візуально за допомогою мікроскопа за 
відсотковим співвідношенням клітин із прямолінійним рухом до загальної 
кількості видимих у полі зору клітин.  

Запліднюючу здатність сперматозоїдів оцінювали на стадії чотирьох 
бластомерів.  

Вплив кріоконсервування на властивості сперматозоїдів визначали за 
довжиною (під бінокуляром) та масою отриманих личинок та молоді. У 
контрольному та кожному варіанті експериментів, починаючи з личинки та до 3-
місячного віку, кількість проб складала 50.  

РЕЗУЛЬТАТИ  ДОСЛІДЖЕНЬ  ТА  ЇХ  ОБГОВОРЕННЯ 

На перших етапах роботи були спрямовані на дослідження впливу об’єму 
сперми, кріоконсервованої в різних середовищах, на активність та запліднюючу 
здатність сперматозоїдів після розморожування. Від самців було отримано по 10–
20 мл сперми, оцінка якості якої показала, що при активації ставковою водою 
здатності до прямолінійного руху набувають 95–100% клітин. 

Загальний аналіз розвитку ембріонів, отриманих через 24 год. після 
запліднення ікри розмороженою спермою, показав відставання у розвитку; та 
нерівномірний розвиток ембріонів, які в одній пробі знаходилися на різних 
стадіях розвитку. 

В результаті проведених досліджень встановлено, що об’єм 
кріоконсервованого зразка сперми впливав на активність та запліднюючу 
здатність розморожених сперматозоїдів (табл. 1). 

При збільшенні об’єму кріоконсервованої сперми в ампулах до 0,5 або 1,5 мл 
досліджувані показники були нижчими, ніж після кріоконсервування в гранулах 
(р≤0,05). Отримані дані узгоджуються з результатами досліджень Х. Штейна [23]. 

Порівняння впливу кріозахисних розчинів та процесу кріоконсервування на 
властивості сперматозоїдів показало, що активність статевих клітин, які 
заморожували-розморожували в гранулах, була найвищою в середовищі № 1 з 
кріопротектором ДМСО, та майже вдвічі перевищувала активність 
сперматозоїдів, заморожених у розчині з метанолом та незначним додаванням 
гліцерину (№ 2). При цьому, запліднююча здатність сперми із даним розчином 
була на 10 % нижчою, ніж при додаванні метанолу. Ці результати узгоджуються з 
даними, які були отримані в експериментах зі спермою осетрових та лососевих 
риб [3, 12, 24], в яких після кріоконсервування в розчинах із ДМСО краще 
зберігається рухова активність сперматозоїдів, однак знижується запліднююча 
здатність, а кріоконсервування в розчинах із метанолом, навпаки, підвищує 
показник запліднення. 

Таким чином, результати експериментів підтвердили кращу захисну дію 
кріопротектора метанолу, порівняно з ДМСО, а також вищу ефективність 
заморожування сперми стерляді в гранулах, ніж в ампулах. 
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Таблиця 1. Склад кріозахисних розчинів, умови кріоконсервування та 
характеристика розмороженої сперми 

№ кріо‐
розчину 

Компонентний 
склад 

Спосіб 
заморожування 

(об’єм) 

Активність 
сперматозоїдів після: (%)

№♀ 
Заплідне
ння ікри, 

% розведенн
я 

розморожув
ання 

1 

2,115 М ДМСО,  

13,4 мM KCI, 

14,6 мМ сахарози, 

74,9 мМ гліцину 

ампули (1,5 мл) 

83,75± 1,44

40,0±2,36 
18  38,3 

20 

37,0 

ампули (0,5 мл)  56,25±2,76  45,0 

гранули (0,1 мл) 77,5±1,67  55,0 

2 

3,73 М метанол, 

20,5 мМ гліцерин, 

13,4 мM KCl,  

14,6 мМ сахарози 

ампули (0,5 мл) 

76,26± 1,44

27,5±1,67 

10 

33,0 

гранули (0,1 мл) 50,0±2,36  65,0 

3 

1,057 М ДМСО, 

1,86 М метанол, 

13,4 мM KCl, 

14,6 мМ сахарози, 

66,6 мМ гліцину 

гранули (0,1 мл) 80,0± 2,36  41,25±2,76  20  55,0 

4 

3,73 М метанол, 

8,9 мМ КНСО3, 

14,6 мМ сахарози, 

3,8 мМ креатин 

гранули (0,1 мл) 78,75± 1,44 63,75±1,44  14  41,0 

КОНТРОЛЬ ♂ № 17)  ‐  ‐  ‐ 
14  80,7 

18  79,4 

КОНТРОЛЬ ♂ № 19)  ‐  ‐  ‐ 
20  85,0 

10  83,5 

У другій серії експериментів в умовах рибного господарства було скорочено до 
мінімуму проміжок часу між отриманням сперми та її кріоконсервування, 
розморожену сперму одразу ж використовували для запліднення ікри. Крім того, 
було вдвічі зменшено розведення сперми ставковою водою під час запліднення. 
Оскільки у попередніх дослідах [25] було встановлено тенденцію кращого 
збереження сперми в розчині, який містив сироватку крові карася, для 
підтвердження цього ефекту її включили до нового кріозахисного розчину № 6. 
Додатково у кріозахисні розчини було включено KHCO3, який раніше 
неодноразово успішно використовувався для кріоконсервування сперми різних 
організмів [26, 27], а також креатин та фруктозу. Зменшення об’єму 
кріоконсервованої сперми до 100 мкл та затравлення кристалізації парою вологого 
повітря [7] дозволили стандартизувати режим кріоконсервування для всіх гранул.  

За результатами запліднення були встановлені більш високі захисні 
властивості кріорозчину № 5, порівняно із № 6 (табл. 2).  
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Таблиця 2. Умови запліднення та кількість (%) ікри, заплідненої 
нативною та розмороженою спермою (стадія 4-х бластомерів) 

№ інкуб. 
апарату 

№ 
кріосеред
овища 

Маса 
ікри, г 

Кількість ікринок, екз. 
Запліднення 

ікри, % 

Відпо‐
відно до 
контрол
ю, % всього 

незаплідне
них 

заплідне
них 

1 

Контроль 

90 

218 

256 

183 

25 

34 

22 

193 

222 

161 

88,5 

86,7 

88,0 

Серед.– 87,7 

 

‐ 

 

 

2  80 

197 

283 

264 

25 

37 

31 

172 

246 

233 

87,3 

86,9 

88,3 

Серед – 87,5 

 

 

‐ 

 

3 

№ 6 

40 

201 

243 

213 

68 

75 

73 

133 

168 

140 

66,2 

69,1 

65,7 

Серед. – 67 

 

 

 

76,5 

4  40 

187 

198 

205 

27 

28 

30 

160 

170 

175 

85,6 

85,9 

85,4 

Серед. –  85,6 

 

 

 

97,7 

5  40 

273 

247 

217 

110 

105 

97 

163 

142 

120 

59,7 

57,5 

55,3 

Серед. – 57,5 

 

 

 

65,6 

6  40 

246 

179 

221 

88 

70 

87 

158 

109 

134 

64,2 

60,9 

60,6 

Серед. – 61,9 

 

 

 

70,7 

7 

№ 5 

60 

241 

287 

201 

27 

38 

26 

214 

249 

175 

88,8 

86,8 

87,1 

Серед. – 87,6 

 

 

 

100 

8  60 

147 

139 

252 

28 

27 

55 

119 

112 

197 

81,0 

80,6 

78,2 

Серед. – 79,9 

 

 

 

91,2 

9  25 

245 

236 

248 

26 

23 

30 

219 

213 

218 

89,4 

90,3 

87,9 

Серед. – 89,2 

 

 

101,8 
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Низьке запліднення спермою, кріоконсервованою в розчині № 6, пов’язане з 
недостатнім захистом сперми від негативного впливу екстремальних температур 
та можливими пошкодженнями сперматозоїдів під час заморожування-
розморожування. Розчин № 6 відрізняється від розчину № 5 більш високою 
осмотичністю за рахунок вдвічі більшої концентрації креатину та вмістом плазми 
крові карася. Однією з причин відсутності очікуваного кріозахисту сперми від 
плазми крові карася в цьому експерименті можливо була занадто висока 
осмотичність кріозахисного розчину № 6, можливо була його більша 
осмотичність, ніж розчину № 5. За результатами дослідження впливу розчину № 
5 на сперму та за показником її запліднення після розморожування можна 
зробити висновок, що на ранніх стадіях ембріогенезу кількість незапліднених та 
загиблих ікринок, не відрізнялася від таких контролю, як і показник запліднення 
(р<0,05). 

Оптимізація умов кріоконсервування та запліднення сперми дозволила 
зберегти більш високу запліднювальну здатність сперматозоїдів, заморожених у 
середовищі № 5 – майже на рівні контролю, та запліднити від 25 до 60 г ікри. На 
підвищення досліджуваного показника також вплинув об’єм води, який був вдвічі 
меншим, ніж при заплідненні нативною спермою. Запліднювальну здатність 
розморожених сперматозоїдів із розчином № 6 оцінювали за менших об’ємів ікри 
(40 г), ніж із розчином № 5 (60 г). Це могло підвищити запліднювальну здатність 
сперми та компенсувати незначний вплив різниці в розведенні за рахунок 
зменшення впливу сперматозоїдів, що втратили активність. Середня кількість 
ембріонів, отриманих після запліднення ікри спермою, кріоконсервованою в 
розчині № 6 була 68,0 % (інкубаційні апарати 3–6), а в розчині 5 – 85,6 % 
(інкубаційні апарати 7–9). Сумарна кількість ембріонів у двох контрольних 
варіантах, отриманих від запліднення нативною спермою, складала 87,6 % 
(інкубаційні апарати 1–2). 

Менший вплив чинників кріоконсервування на сперму, заморожену в розчині 
№ 5, встановлений і при порівнянні характеристик молоді, отриманої після 
запліднення ікри розмороженою спермою (табл. 3). Довжину та масу мальків 
визначали впродовж трьох місяців, при цьому на дев’яту добу відмічався перехід 
на активне живлення, а починаючи з сімнадцятої доби їх почали підгодовувати 
комбікормом. 

На стадії передличинки у молоді стерляді, яку отримали від запліднення ікри 
кріоконсервованою спермою з використанням розчинів № 5 (група 1) та № 6 
(група 2), відмічалась тенденція до збільшення маси відносно контрольних. 
Довжина тіла передличинок обох дослідних груп була більшою, порівняно з 
контрольною.  

Аналіз маси та довжини тіла молоді групи 2 свідчить про те, що майже на 
всіх вивчених нами етапах розвитку та до кінця третього місяця досліджень маса і 
довжина тіла молоді групи 2 перевищували результати, отримані в групі 1 та в 
контрольній. Миловановим В.К. [28] вперше було повідомлено про можливі 
зміни маси молоді, отриманої від розмороженої сперми. Так, після витримування 
сперми баранів в атмосфері водню було вирощено молодняк, маса якого була 
меншою від такої контрольної групи. 
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Таблиця 3. Результати вимірювань молоді стерляді, M±m 

Вік 
Маса, мг  Довжина, мм 

Контроль  Група 1  Група 2  Контроль  Група 1  Група 2 

2 доби  8,34±0,16  8,72±0,16  8,74±0,16  7,76±0,12  8,46±0,18*  8,48±0,14* 

9 діб  21,20±0,42 21,64±0,36  20,72±0,37  15,90±0,14 16,10±0,13*  16,38±0,14 

17 діб  67,32±2,62 71,62±2,27*,** 78,94±2,14** 22,52±0,34 23,02±0,30*  23,66±0,27 

31 доба  237,5±9,81 258,18±10,94* 277,18±9,94  32,78±0,65 35,4±0,56*  36,92±0,50* 

Маса, г  Довжина, см 

1,5 міс.  0,91±0,04  1,09±0,05*,**  1,25±0,06*,** 5,01±0,08  5,21±0,07*  5,38±0,08* 

2 міс.  1,88±0,09  2,29±0,09*  2,50±0,11*  5,68±0,07  6,12±0,10*,**  6,55±0,11*,** 

2,5 міс.  2,37±0,10  3,02±0,08*,**  3,28±0,09*,** 6,62±0,12  7,11±0,08*,**  7,34±0,08 

3 міс.  3,96±0,21  4,37±0,21*,**  5,05±0,26**  8,39±0,13  8,78±0,13*  9,09±0,18* 

* ‐ відмінність статистично значуща відносно контролю за p≤0,005, 

** ‐ відмінність статистично значуща між дослідними групами за p≤0,005. 

Протилежні результати були отримані під час запліднення ікри сазанів 
кріоконсервованою спермою німецького коропа [26]. У результаті цієї роботи був 
отриманий гетерозисний гібрид, маса та швидкість росту якого були значно 
більшими, ніж при заплідненні ікри сазана нативною спермою сазана. С.І. 
Савушкіна та співавтори [30] повідомили про збільшення маси та швидкості 
росту коропів та осетрів при заплідненні ікри кріоконсервованою спермою, але 
активність розмороженої сперми була майже вдвічі нижчою, порівняно з 
результатами, отриманими в результаті проведення наших дослідів. 

ВИСНОВКИ  ТА  ПЕРСПЕКТИВИ  ПОДАЛЬШОГО  РОЗВИТКУ 

Основним чинником, який впливав на кількість пошкоджених сперматозоїдів 
під час розведення сперми є осмотичність кріозахисного середовища. За 
кріоконсервування осмотичність розчину та об’єм заморожуваного зразка сперми 
мали визначальний вплив на запліднювальну здатність сперматозоїдів та на 
збільшення розмірів і маси отриманої молоді, порівняно з молоддю від 
запліднення ікри нативною спермою. При цьому пошкоджуючий вплив був 
значно меншим для сперми, яку кріоконсервували в розчині № 5 з нижчою 
осмотичністю. 

Маса та довжина тіла молоді, отриманої при заплідненні ікри розмороженою 
спермою, протягом трьох місяців, були більшими від таких у контролі. Приріст 
маси молоді був меншим за використання сперми, кріоконсервованої в розчині № 
5 без плазми крові карася. Збільшення маси молоді, яку отримали після 
запліднення ікри відігрітою спермою, після кріоконсервування в обох розчинах 
залежить від селективного впливу екстремальних чинників кріоконсервування на 
сперму плідників; зміною проникності мембран сперматозоїдів під час 
кріоконсервування та більшого накопиченням креатину в сперматозоїдах, 
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кріоконсервованих у розчині № 6 з вищою осмотичністю, та більшою 
пошкоджувального дією. 

Менший приріст маси молоді від запліднення спермою, кріоконсервованою в 
розчині № 5 свідчить про краще збереження сперми в цьому розчині.  

Мінімальний вплив чинників кріоконсервування на сперматозоїди 
відбувається на метаболізмі отриманої молоді, однак він не може бути шкідливим 
для виживання отриманої молоді. 

Для вирішення питання щодо впливу креатину або різного ступеня 
пошкодження мембран на збільшення довжини та маси молоді необхідне 
проведення додаткових експериментів. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ  УСЛОВИЙ  КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЯ  СПЕРМЫ  
СТЕРЛЯДИ  (ACIPENSER  RUTHENUS,  L.  1758)  ДЛЯ  ОПЛОДОТВОРЕНИЯ  

ИКРЫ  В  УСЛОВИЯХ  РЫБНЫХ  ХОЗЯЙСТВ 

И. С. Кононенко, kononenko_irina88@ukr.net, Национальный университет 
биоресурсов и природопользования Украины, г. Киев 
А. Ю. Пуговкин, lima@online.ua, Институт проблем криобиологии и 
криомедицины НАН Украины, г. Харьков 
Р. В. Кононенко, ruslan_kononenko@ukr.net, Национальный университет 
биоресурсов и природопользования Украины, г. Киев 
В. А. Черепнин, diglador@ukr.net, Институт рыбного хозяйства НААН Украины, г. 
Киев 
К. И. Буцкий, cryo@online.kharkov.ua, Институт проблем криобиологии и 
криомедицины НАН Украины, г. Харьков 
Е. Ф. Копейка, ekopeik@yahoo.com, Институт проблем криобиологии и 
криомедицины НАН Украины, г. Харьков 

Цель. Оптимизировать условия криоконсервирования спермы стерляди для проведения 
работ по оплодотворению икры и получения жизнестойкого потомства в условиях рыбных 
осетровых хозяйствах. Проанализировать влияние замораживания спермы в разных формах 
на показатели выживания сперматозоидов и оплодотворения икры. Сравнить результаты 
использования  для  замораживания  спермы  стерляди  разных  по  составу  компонентных 
криозащитных  растворов  и  проанализировать  их  влияние  на  качество  полученного 
потомства. 

Методика. Задачи по оптимизации условий криоконсервирования спермы стерляди для 
оплодотворения  икры  в  условиях  рыбных  хозяйств  выполнялись  согласно  общепринятым 
методикам  в  криобиологии.  Работы  с  полученным  потомством  стерляди  проводились 
согласно общепринятым методам в осетроводстве. 

Результаты.  Исследованиями  установлено,  что  оптимизация  условий 

криоконсервирования  спермы  стерляди  разрешила  сохранить  свойства  отогретых 

сперматозоидов  на  уровне  показателей  нативной  спермы.  Установлено,  что  функции 

криоконсервированной в парах жидкого азота спермы в гранулах в растворах с метанолом 

или  диметилсульфоксидом  (ДМСО),  лучше  сохранялись  в  гранулах  при  использовании 

метанола. В условиях рыбного хозяйства оценено функции спермы после её замораживания в 

криозащитных  растворах  №№  5  и  6.  Установлено,  что  оплодотворяющая  способность 

криоконсервированной спермы в растворе № 5  (85,6 %)  (с меньшей осмотичностью) почти 

не  отличалась  от  контроля  (87,6%)  при  использовании  25–60  г  икры.  В  криозащитном 

растворе  №  6  данный  показатель  был  на  17,6%  ниже.  Прирост  массы  и  длины  тела  3‐

месячных  особей,  полученных  в  результате  оплодотворения  икры  спермой, 

криоконсервированной в обоих растворах, был больше, чем в контроле. 

Научная новизна. Введение в криозащитный раствор креатина и фруктозы позволило 

повысить  его  защитные  свойства  и  сохранить  показатели  активности  сперматозоидов 

после размораживания на уровне нативной спермы. Криоконсервирование спермы в гранулах 

позволило оптимизировать условия низкотемпературного замораживания спермы данного 

представителя осетровых видов рыб и получить качественное жизнестойкое потомство. 

Практическая  значимость.  Полученные  результаты  могут  использоваться 

осетроводами  в  условиях  рыбных  хозяйств  для  работ  по  получению  жизнестойкого 

потомства  стерляди  как  для  товарных  потребностей,  так  и  для  восстановления  её 

популяций в природных водоёмах, и криобиологами для работ с другими видами рыб. 

Ключевые  слова:  криоконсервирование,  стерлядь,  сперма,  оплодотворение,  гранулы, 

ампулы, креатин, сыворотка крови карася. 
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OPTIMIZATION  OF  THE  CONDITIONS  OF  STERLET   
(ACIPENSER  RUTHENUS,  L.  1758)  SPERM  CRYOPRESERVATION   

FOR  EGG  FERTILIZATION  IN  FISH  FARM  CONDITIONS 

I.S. Kononenko, kononenko_irina88@ukr.net, National University of Life and 
Environmental Sciences of Ukraine, Kyiv 
A.Yu. Pugovkin, lima@online.ua, Institute of Cryobiology and Cryomedicine Problems 
NAS of Ukraine, Kharkov 
R.V. Kononenko, ruslan_kononenko@ukr.net, National University of Life and 
Environmental Sciences of Ukraine, Kyiv 
V.A. Cherepnin, diglador@ukr.net, Institute of Fisheries NAAS of Ukraine, Kyiv 
K.I. Buts’kyy, cryo@online.kharkov.ua, Institute of Cryobiology and Cryomedicine 
Problems NAS of Ukraine, Kharkov 
Ye.F. Kopeika, ekopeik@yahoo.com, Institute of Cryobiology and Cryomedicine 
Problems NAS of Ukraine, Kharkov 

Purpose.  To  optimize  the  conditions  of  sterlet  sperm  cryopreservation  for  works  on  egg 

fertilization and  for producing  viable offspring  in  the  conditions of  sturgeon  farms. To analyze  the 

effect of sperm freezing in different forms on spermatozoa survival and egg fertilization. To compare 

the results of cryoprotective solutions with compositions on  the results of their use of sterlet sperm 

fertilization and to analyze their effect on the quality of the produced offspring. 

Methodology. The task aimed at optimizing the conditions of sterlet sperm cryopreservation for 

egg  fertilization  in  the  conditions  of  fish  farms were  carried  out  according  to  generally  accepted 

methods in cryobiology and recommendations of Ye.F. Kopeika. The works with the produced sterlet 

offspring were carried out according to conventional sturgeon culture methods.  

Findings.  The  studies  showed  that  the  optimization  of  the  conditions  of  sterlet  sperm 

cryopreservation  allowed  preserving  the  properties  of  thawed  spermatozoa  at  the  level  of  native 

sperm.  It  was  found  that  the  functions  of  the  sperm  cryopreserved  in  liquid  nitrogen  vapors  in 

granules  in solutions with methanol or dimethyl sulfoxide (DMSO) were better preserved in granules 

when using methanol. The functions of the sperm after its freezing in cryopreservation solutions №№ 

5 and 6  were evaluated in the conditions of a fish farm. It was found that the fertilizing capacity of 

the cryopreserved sperm  in the solution № 5 (85.6 %) (with  lower osmolality) did not virtually differ 

from the control (87.6 %) when using 25‐60 g of eggs. In the cryopreservation solution № 5, this value 

was 17.6 % lower. The weight and length gain after egg fertilization with the sperm cryopreserved in 

both solutions in 3‐month fish was higher than in the control.  

Originality.  Introduction  of  creatine  and  fructose  into  the  cryopreservation  solution  allowed 
increasing its protective properties and preserving spermatozoa activity after thawing at the level of 
the  native  sperm.  Sperm  cryopreservation  in  granules  allowed  optimizing  the  conditions  of  low 
temperature freezing of this sturgeon species and producing high quality viable offspring.  

Practical value. The obtained results can be used by sturgeon culturists in the conditions of fish 
farms  for works aimed at producing  viable  sterlet offspring both  for  commercial purposes and  for 
restocking into natural water bodies as well as by cryobiologists for works with other fish species.  

Key words: cryopreservation, sterlet, sperm, fertilization, granules, ampoules, creatine, Prussian 
carp serum.  
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