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ВВЕДЕНИЕ

Интерес к полу некоторых видов рыб, особен�
но лососевых и осетровых, обусловлен двумя ос�
новными причинами. Одна из них – это получе�
ние однополых самок с целью наработки больших
количеств икры, и вторая – эти рыбы являются
удобной моделью изучения дифференциации по�
ла низших позвоночных. 

Изучение хромосом костистых рыб показало,
что у многих из них половые хромосомы морфо�
логически не различимы. Однако, у самцов неко�
торых видов лососевых рыб (радужная форель
O. mykiss, и озерная форель Salmo trutta) морфоло�
гические различия хромосом все же имеются
(Phillips, Rab, 2001). Локус, определяющий пол у
лососей имеет небольшие размеры. С ним тесно
связаны последовательности, кодирующие гор�
мон роста, некоторые ферменты и микросателли�
ты (Allendorf et all., 1994). Генетическими иссле�
дованиями было установлено, что, в зависимости
от вида лососей, степень их сцепления с пол�

опредиляющим участком SEX не одинакова. Осо�
бый интерес в регуляции дифференцировки пола
у лососевых рыб играет именно гормон роста. Из�
вестно, что гормон роста участвует в регуляции
синтеза стероидов в половых железах рыб. Также
у лососевых рыб были обнаружены гены, анало�
гичные некоторым генам млекопитающих, кото�
рые имеют большое значение в процессе диффе�
ренцировки пола – Sox�9a, Sox9b, AMH, WT1 и
другие (Асланян, Солдатова, 2009). В настоящее
время разработано большое количество молеку�
лярных маркеров для различных видов лососевых
рыб. Для речной форели известны такие марке�
ры, как Omy1, Omy8, Omy9, для чавычи Oty1,
Oty3 и другие (Brunelli et al., 2008). Было установле�
но, что Oty1 является частью большого фрагмента
Oty8, повторяющегося в геноме в виде 300 копий.
Положение молекулярных маркеров на половой
хромосоме можно определить с помощью метода
FISH�гибридизации. Установлено, например, что
маркер Oty1 расположен на теломерном участке
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малой акроцентрической Y�хромосомы (Devlin,
Nagahama, 2002). Изучение генетических факто�
ров, обуславливающих реверсии пола лососевых
рыб, имеет большое практическое значение. 

В последние годы количество хозяйств, выра�
щивающих однополых самок возрастает. Получе�
ние таких самок проводят в два этапа. На первом
этапе получают однополых самцов�реверсантив.
Затем, при скрещивании их с обычными самками
получают однополых самок. Получение однопо�
лых самцов�реверсантов (ХХ) достигается путем
обработки молодых особей рыб низкими дозами
андрогенов. Именно в этот период развития рыб
возможна эффективная реверсия пола. Обычно с
этой целью используют такие андрогены как ме�
тил�тестостерон, метилдегидростерон (МДНТ),
или гидроксиандростенидион. Полученные та�
ким образом самцы состоят из двух типов:

1. Фенотипические самцы с женским геноти�
пом (содержат 2Х хромосомы). Эти однополые
самцы (реверсанты) при скрещивании с обычны�
ми самками дадут в потомстве 100% самок с гено�
типом ХХ.

2. Самцы с естественным генотипом (содержат
как Х, так и Y хромосомы). 

Эти два вышеупомянутых типов самцов фено�
типически между собой не отличаются. Различия
между ними можно обнаружить только при ги�
стологических исследованиях, или путем реци�
прокных скрещиваний, что занимает большое
количество времени. Поэтому в последние годы
для ускоренного выявления самцов�реверсантов
(с ХХ генотипом) во многих странах были разрабо�
таны молекулярно�биологические методы, осно�
ванные на ДНК�технологии. Применение этих ме�
тодов стало возможным после обнаружения ка�
надскими исследователями в чавыче O. tshawytscha
и озерной форели на Y�хромосоме последователь�

ностей ДНК, повторяющиеся (около 200 раз), раз�
мерами 8, 16, 24 и 32 т.п.н. (Devlin R.H., Nagahama Y.,
2002). Была разработана ПЦР�диагностика сам�
цов вышеуказанных рыб, широко используемая в
современном рыбоводстве. Для диагностики вы�
деляют из плавников или крови ДНК, при этом
рыба остается живой. Целью нашей работы была
разработка метода ПЦР для выявления Y�хромо�
сомы среди реверсантов радужной форели.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Получение реверсантов. Опыты по реверсии
пола проводили на базе форелевого хозяйства
“Ишхан” в Черновицкой области Украины. Для
получения реверсантов в корм добавляли гормон
метилтестостерон 17�альфа в дозе 3 мг/кг корма и
скармливали в течение 50 дней, а затем заменили
этот гормон на тестостерон пропионат, который
скармливали в течение 40 дней. Скармливание
корма с добавлением двух форм гормонов начали
в период, когда личинки радужной форели пере�
шли на внешнее питание. Срок скармливания кор�
ма с гормонами составлял 90 суток. Корм скармли�
вали по мере его поедания рыбой, но из расчета не
более 5% от массы рыбы в течение 1–4 декады, и 4%
в остальные дни (табл. 1). Видовой состав стеро�
идных гормонов и их концентрацию подбирали
согласно проанализованным литературным дан�
ным (Metalnikova, 2008, Павлов и др., 2010).

Идентификация пола у радужной форели O. mykiss
методом полимеразной цепной реакции. Выделение
ДНК. К гомогенату из плавников радужной форели
добавляли лизирующий буфер (10 мМ Tris�HCl
pH = 8.0, 0.1 М NaCl, 25 мМ ЭДTA, 0.5% ДСН) и
протеиназу К, тщательно перемешивали и инку�
бировали один час при температуре 37°C. ДНК
экстрагировали фенолом и центрифугировали
5 мин при 13000 об/мин на микроцентрифуге

Таблица 1. Схема внесения гормонов для реверсии пола у радужной форели O. mykiss на хозяйстве “Ишхан”

Декада Масса рыбы, г % гормона от корма
Количество корма, кг

Расход гормона, г
день декада

1 0.150 5 0.0075 0.075 0.225

2 0.225 5 0.0112 0.112 0.33

3 0.34 5 0.017 0.17 0.51

4 0.51 5 0.025 0.25 0.75

5 0.715 4 0.03 0.3 0.9

6 1 4 0.4 0.4 1.2

7 1.4 4 0.056 0.56 1.68

8 1.96 4 0.8 0.8 2.4

9 2.75 4 1.1 1.1 3.3

Всего гормона 11.07
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“Ependorf” (Германия). Надосадочную жидкость
отбирали и проводили повторную экстракцию
ДНК смесью хлороформ–изоамиловый спирт
(24 : 1). Суспензию центрифугировали на микро�
центрифуге в течение пяти минут при 13000 об/мин.
К супернатанту добавляли 0.1 объем 3 М натрий аце�
тата (рН 5.2) и 2.5 объема охлажденного до –20°C
этанола. Преципитацию ДНК проводили при
⎯20°C в течение 10 ч. После этого осаждали ДНК
на микроцентрифуге при 13000 об/мин в течение
10�ти минут. Осадок ДНК промывали 70% этано�
лом. ДНК растворяли в ТЕ�буфере (10 мМ Tris�
HCl, 1 мМ ЭДTA, pH = 7.5) или в деионизирован�
ной воде (ThermoScientific) (Sambrook, 2001).
Концентрацию очищенной ДНК радужной форе�
ли измеряли на спектрофотометре “APEL PD�303
UV” с использованием кварцевых кювет.

Подбор олигонуклеотидных праймеров. Подбор
олигонуклеотидных праймеров, определение их
специфичности и физических свойств, а также ана�
лиз последовательностей ДНК фрагментов Y хро�
мосом некоторых видов лососевых, взятых из базы
данных Национального Центра Биотехнологиче�
ской Информации (NCBI), проводили с помощью
программного обеспечения Vector NTI 10 и онлайн�
сервиса BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast). После�
довательность олигонуклеотидных праймеров
была такой: OmYF1 5' – CAAGTCGGGCAGCG�
GCAAGTC – 3' и OmYR2 – GGGAGCCTTG�
TAGTAAAAGACGC – 3'.

Полимеразная цепная реакция. В состав реакци�
онной смеси входило: 12.5 мкл смеси ПЦР Master
Mix Green (ThermoScientific), по 10 pM каждого
олигонуклеотида (Metabion), 1 мкл ДНК радужной
форели и стерильная деионизированная вода до об�
щего объема 25 мкл. Амплификацию проводили на
термоциклере PeqStar 96 Gradient (PEQLAB, Герма�
ния). Амплификация ДНК включала 1 цикл пред�
варительной денатурации при 95°C (2 мин) и
35 циклов денатурации при 95°C (1 мин), отжига
праймеров при 60°C (1 мин), синтеза при 72°C
(1 мин) и дополнительный последний цикл син�
теза при 72°C (2 мин). После ПЦР продукты ана�
лизировали в 2% агарозном геле в ТАЕ�буфере
(40 мМ Tris�HCl, 20 мМ уксусная кислота, 1 мМ
ЭДТА). Маркером служил 100 п.н. ДНК�маркер
(ThermoScientific). Результаты электрофореза на�
блюдали под ультрафиолетовым трансиллюмина�
тором.

Определение нуклеотидной последовательности.
Выделение ДНК из геля осуществляли с помо�
щью набора Silica Bead DNA Gel Extraction Kit
(ThermoScientific) соответственно протоколу
производителя.

Нуклеотидные последовательности ДНК ра�
дужной форели исследовали на автоматическом
ДНК�секвенаторе “Genetic Analyser 3130” (“Ap�
plied Biosystems”, США) с использованием набора
для секвенирования (“BigDye® Terminator v. 3.1 Cy�

cle Sequencing Kit”). Последовательность анали�
зировали с помощью программного обеспечения
“Sequencing Analysis” (“Applied Biosystems”). Вы�
равнивание нуклеотидных последовательностей
ДНК проводили с помощью алгоритмов ClustalW
(VectorNTI11, Invitrogen) и BLASTN.

Биохимия и гистология. Анализ активности
гормонов в сыворотке крови форели и гистологи�
ческие срезы фиксированных образцов гонад
проводили по общепринятым методикам.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате компьютерного анализа последо�
вательностей ДНК фрагментов Y�хромосом пред�
ставителей родов Oncorhynchus, Salmo, Salvelinus
и др. были обнаружены участка с гомологией бо�
лее чем 90%. Размеры гомологичных фрагментов
составляли от 2000 до 5000 пар нуклеотидов (п.н.).
Некоторые фрагменты Y�хромосомы радужной
форели соответствовали половым маркерам, най�
денным у чавычи (Stein et al., 2001). Именно эти
участки Y хромосомы радужной форели были вы�
браны нами для подбора олигонуклеотидних
праймеров. На основе последовательностей по�
ловых ДНК�маркеров Y хромосомы некоторых
видов лососевых было сконструировано филоге�
нетическое дерево (рис. 1).

Как показали результаты наших исследова�
ний, специфические олигонуклеотидные прай�
меры к фрагменту Y�хромосомы радужной форе�
ли успешно амплифицировали ожидаемый по
размеру фрагмент ДНК. Длина ПЦР продукта со�
ставляла около 800 пар нуклеотидов (рис. 2). Это
свидетельствует о том, что использование метода
ПЦР в диагностике пола сможет идентифициро�
вать генотипических самцов радужной форели и
изъять их из опыта. При этом фенотипические
самцы останутся в опыте для последующего опло�
дотворения нативных самок с целью получения
100% поколения самок (F1).

Следующим этапом нашей работы был отбор
самцов�реверсантов из подопытной популяции
радужной форели в хозяйстве “Ишхан”. В состав
подопытной рыбы входили как генотипические
самцы, так и самцы�реверсанты, в которых сохра�
нился генотип самок. Необходимо было с помо�
щью разработанного метода ПЦР отобрать и от�
браковать генотипических самцов для того, что�
бы в опыте остались только самцы реверсанты
(рис. 3).

Специфичность амплифицированного продук�
та была проверена с помощью нуклеотидного ана�
лиза. Как показали результаты сиквенса, ампли�
фицирований фрагмент соответствовал участку
Y�хромосомы радужной форели O. mykiss (рис. 4).

Действенность разработанного метода ПЦР в
диагностике пола радужной форели была провере�
на методами вскрытия брюшной полости и гисто�



90

ОНТОГЕНЕЗ  том 46  № 2  2015

РУДЬ и др.

логических срезов гонад. После идентификации
пола в произвольной выборке особей подопытной
радужной форели и отбор генотипических самок
или самцов�реверсантов было проведено вскры�
тие. Как показали результаты наших исследований
у самок радужной форели под действием стероид�
ных гормонов развивались семенники содержа�
щие живые и активные сперматозоиды. Наряду с
семенниками у реверсантов присутствовали и
яичники.

Результаты гистологических срезов фиксиро�
ванных образцов семенников самцов�реверсан�
тов радужной форели показали, что структура го�
над отвечала контрольным препаратам и содер�
жала половые клетки на разных этапах развития,
что свидетельствует о нормальной работе поло�

вых придатков испытуемых реверсантов радуж�
ной форели. 

При изучении гормонального статуса ревер�
сантов форели установлено, что количество фол�
ликулостимулирующего гормона (ФСГ), тесто�
стерона (ТС) и эстрадиола было от 1.5 до 2.5 раза
выше чем в контрольной группе (табл. 2). А вот
уровень прогестерона был выше у контроля и со�
ставлял 1.2 нмоль/л. В остальных группах гормо�
нов существенной разницы не наблюдали (табл. 2).
Разница в количестве вышеупомянутых гормонов
может быть следствием воздействия эндогенного
гормона, который использовался для реверсии
пола. Но поскольку самцы реверсанты запреще�
ны для употребления в пищу, ввиду воздействия
на них гормонами, они являются только проме�
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Рис. 1. Филогенетический анализ полового ДНК�маркера Y хромосомы некоторых видов лососевых. Дерево состав�
лялось с помощью алгоритма Neighbor�joining в программе MEGA версии 5.2.

M m f m f m f m f M

1000 bp

500 bp

100 bp

Рис. 2. Идентификация самцов и самок радужной форели O. mykiss методом ПЦР: m – самец; f – самка; M – ДНК мар�
кер 100 bp plus.
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жуточным продуктом в процессе получения 100%
поколения самок радужной форели.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для изменения пола рыб обычно используют
метилтестостерон 17�альфа (Гомельский, 1987),

или тестостерон пропионат (Ванякина, 1969). На�
ми было изучено комбинированное действие этих
двух форм тестостерона на изменения пола ра�
дужной форели. 

Анализ последовательностей половых хромо�
сом некоторых лососевых видов рыб показал, что

500 bp

1000 bp

800 bp

1000 bp

500 bp

800 bp

DNA

маркер f m m f f f f m m m m f

Контроль: 28 27 26 25 24 23 22 20 19 18

DNA

маркер f m m m f m m m m m f f f fm f f f f f

Контроль: 21 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Рис. 3. Идентификация реверсантов радужной форели O. mykiss: m – самец; f – самка (в опыте самец реверсант); 7, 11–
15, 17, 19–23, 28 – генотипические самцы; 1–6, 8–10, 16, 18, 24–27 – фенотипические самцы (реверсанты).

Таблица 2. Содержание половых гормонов в сыворотке крови форели O. mykiss (N = 10)

Образцы
сывороток

Гормоны

ФСГ
мМЕ/л

ЛГ
МЕ/л

ПРЛ
мМЕ/л

ПС
нмоль/л

Эстрадиол 
пг/мл

ТС
нмоль/л

SHBG
нмоль/л

DHEAS
мкг/мл

Опыт 0.5 2.3 117.6 0.9 140.1 4.6 0.2 0

Контроль 0.2 2.1 114.6 1.2 65.7 3.1 0.2 0

Условные обозначения: ФСГ – фолликулостимулирующий гормон, ТС – тестостерон, ПС – прогестерон, SHBG – глобулин
связываующий половой гормон, ПРЛ – пролактин, DHEAS – дегидроэпиандростерон�сульфат, ЛГ – лютеинизирующий
гормон.
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высокая степень гомологии половых маркеров
характерна только для рыб, принадлежащих к од�
ному роду. Так, например, у представителей родов
Salmo, Oncorhynchus и Salvelinus отсутствует гомо�
логия половых маркеров (Phillip et al., 2001). По�
этому для определения Y�хромосомы у радужной
форели нами проведен тщательный компьютер�
ный анализ последовательностей ДНК фрагмен�
тов Y�хромосом двух близкородственных пред�
ставителей рода Oncorhynchus чавычи O. tshaw"
ytcha и радужной форели O. mykiss. В результате
проведенного поиска подобраны праймеры, спо�
собные выявлять фрагмент Y�хромосомы у ра�
дужной форели и таким образом проводить диа�
гностику особей на самок и самцов.

Часто Х и Y хромосомы у некоторых видов
рыб, таких как медака (Oryzias latipes), имеют ана�
логичную морфологию и несут одинаковую гене�
тическую информацию, то есть набор генов и их
последовательность расположены в одинаковом
порядке как в Х�, так и в Y�хромосоме (Matsuda
et al., 2002). С помощью флуоресцентной гибри�
дизации in situ было показано, что ДНК�маркер
5S рРНК радужной форели гибридизирует у са�
мок в ХХ хромосоме по двум локусам, а у самцов
по двум локусам в XY хромосоме (Ittura et al.,
2001). Это свидетельствует о сходстве X и Y хро�
мосом, и в отличии от птиц и млекопитающих,
ранняя стадия дифференциации Y хромосомы у
рыб делает их интересными объектами исследо�
вания эволюции половых хромосом.

У 10% видов рыб, в том числе и лососевых,
идентифицированы половые маркеры (Devlin
et al., 2002). С помощью обычной ПЦР можно
идентифицировать эти специфические последо�
вательности ДНК, и тем самым быстро опреде�
лить пол особи. Геном радужной форели состав�
ляет примерно 2.4 × 106 т.п.н., а участки ДНК, ко�
торые можно использовать для поиска половых
маркеров составляют 6.1 × 103 т.п.н. (Felip A. et al.,
2005). Таким образом, в результате точного под�

бора олигонуклеотидных праймеров был разра�
ботан метод ПЦР для экспресс идентификации
самцов радужной форели O. mykiss. Аккредито�
ванный в странах Европейского Союза метод не�
прямой феминизации перед получением 100%
поколения самок, предусматривает отбор так на�
зываемых “неосамцов” (самцы реверсанты), име�
ющих генотип самок (ХХ). На этапе отбора нео�
самцов метод ПЦР позволяет идентифицировать
генотипических самцов (XY) в первом поколе�
нии, которые не должны принимать участие в
следующем скрещивании с целью получения
100%�го поколения самок.

Необходимо подчеркнуть также, что получен�
ных реверсантов, а также гиногенетических осо�
бей лососевых рыб в последнее время широко ис�
пользуют для получения триплоидных (стериль�
ных) особей. В некоторых странах Европы
(Англия, Франция и др.) приняты законы, запре�
щающие выпуск диплоидной форели и других ло�
сосей в реки, с целью предотвращения возмож�
ной гибридизации с дикой форелью.
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Sex Identification of the Rainbow Trout Oncorhynchus mykiss
by Polymerase Chain Reaction
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Abstract—A polymerase chain reaction�based test for rapid sex identification of the rainbow trout Oncorhyn"
chus mykiss has been elaborated. Using the data deposited with the NCBI genome bank, nucleotide sequenc�
es of the specific sex�linked locus of salmonid species have been analyzed and the oligonucleotide primers
have been selected. The length of the amplification products is 800 nucleotide pairs. Amplification specificity
has been tested by nucleotide analysis of the amplicon sequences. All PCR products match the Y chromo�
some region housing the corresponding specific locus. A comparative analysis of the nucleotide sequences of
the fragments carrying the rainbow trout (and other salmonid species) sex�linked marker demonstrates a high
degree of identity, amounting to 95–99%. The maximal identity between the sequences (99%) is observed
when analyzing representatives of the same genus, for example, Oncorhynchus. Thus, the sex is detectable by
a simple PCR test, thereby allowing the male revertants emerging via hormonal sex reversion to be identified.
This test is a rapid diagnostic method, since it requires only 1 day for testing and informing the fish farm on
its results. Results of abdomen opening of rainbow trout revertants and examination of their hormonal status
are also described.

Keywords: rainbow trout, sex reversion, sex�specific DNA marker, PCR
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