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Степень формирования серозной оболочки в оценке потенциала развития зрелоãо ооцита ...
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Цель. Цель данной работы – установить степень развития диапаузирующеãо зароды-
ша внутри яйца при спонтанном партеноãенезе в зависимости от полноты формиро-
вания серозной оболочки. Методы. Диапаузирующие зародыши изучали на давлен-
ных и тотальных препаратах неоплодотворенных яиц. Результаты. Степень развития 
зародыша внутри яйца при спонтанном партеноãенезе коррелирует с площадью пиã-
ментированной серозы на еãо поверхности. Выводы. За оценку потенциала развития 
яйца (зрелоãо ооцита) в выборке партеноãенетической диапаузирующей ãрены туто-
воãо шелкопряда можно принять частоту и степень пиãментации яиц, которые опреде-
ляются наличием и полнотой формирования серозной оболочки. Наиболее удобной 
оценкой потенциала развития зрелоãо ооцита является частота полностью пиãменти-
рованных яиц в выборке.
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Ввåдåíèå. Èстория наблюдения и изучения развития неоплодотворенных 
яиц, отложенных девственныìи бабочкаìи-саìкаìи доìашнего тутового 

шелкопряда, разìножающегося обоеполыì путеì, исчисляется векаìи [1]. 
Это явление, обнаруживаеìое в случае полной изоляции саìки от саìцов, не 
ìогло не обратить на себя вниìания, так как в норìе оплодотворенные яйца 
ìоновольтинных пород через 2–3 дня приобретают отчетливую теìно-серую 
окраску и еще через несколько дней входят в диапаузу, а неоплодотворенные 
яйца, оставаясь непигìентированныìи, гибнут и со вреìенеì ссыхаются. 
Â диапаузу яйца уходят на одной стадии развития, и это делает диапаузирую-
щих зародышей весьìа удобныì объектоì биологических исследований [2]. 
Îпределенный, зависящий от породы тутового шелкопряда, процент неопло-
дотворенных яиц обнаруживает в той или иной степени развитую пигìентацию 
и уходит в диапаузу, что является несоìненныì признакоì начавшегося по ка-
киì-то причинаì, т.е. спонтанного, развития. Ëишь в редких случаях из таких 
затронутых пигìентацией неоплодотворенных яиц виргинных саìок вылупля-
ются слабые единичные личинки, и наблюдения показывают, что такой способ-
ностью обладают только яйца полностью пигìентированные.

Ñо вреìен ранних эìбриологических исследований на тутовоì шелкопря-
де известно, что пигìентация развивающегося яйца обусловлена наличиеì 
пигìента в клетках его серозной оболочки, которая в свою очередь представ-
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ляет собой остаток бластодерìы после от-
деления от нее вовнутрь яйца зародыша с 
аìнионоì [3, 4]. Â случае спонтанного 
партеногенеза, однако, остается нея-
сныì, насколько полно сфорìировался 
зародыш даже в случае норìальной се-
розной оболочки и ìожет ли оказаться 
правильно сфорìированный диапаузиру-
ющий зародыш внутри яйца с неполно 
сфорìированной серозой. Îтвет на эти 
вопросы важен для проводиìых в настоя-
щее вреìя  исследований по овогенетиче-
ской изìенчивости; в них показано на кло-
нах, получаеìых путеì терìоактивации 
[1] яиц, сфорìировавшихся в яичнике при 
культивировании его в полости тела саìца 
до стадии иìаго, изìенение потенциала 
развития зрелых ооцитов вдоль овариолы 
по ìорфологическиì и физиологическиì 
признакаì [5, 6]. Â контрольных клонах, 
без ìикрохирургии, также было показано 
различие потенциала развития ооцитов 
проксиìальной и дистальной половин 
овариолы, если судить по их способности 
к терìоактивации [7]. Пониìая под потен-
циалоì развития суììарную способность 
яйца развиваться под действиеì любого 
агента, включая норìальное осеìенение 
сперìатозоидоì, ìы прежде всего оцени-
ли его по двуì вариантаì ìейотического 
партеногенеза, показав, что в случае спон-
танного партеногенеза отложенных саì-
кой яиц потенциал развития ооцитов пада-
ет в направлении от яйцеклада к апексу 
овариолы [7], а в случае извлеченных из 
овариол яиц, активированных проìоражи-
ваниеì, он падает в обратноì направле-
нии [8]. Â обоих случаях оценки получены 
путеì определения интенсивности пиг-
ìентации в изучаеìой выборке яиц, дру-
гиìи словаìи, путеì определения доли 
яиц с наиболее развитой серозной обо-
лочкой. Íеобходиìо было убедиться, что 
степень развития эìбриона ìаксиìальна 
при полностью сфорìированной серозе.

Ìàòåðèàëы è мåòоды
Îриентировочные опыты в действи-

тельности проводились в течение ìногих 
лет на разных линиях, породах и гибридах 
тутового шелкопряда, и иìенно они послу-
жили основой для высказанного выше 
предположения о возìожности использо-
вания степени пигìентации серозной обо-
лочки в качестве интегрального показате-
ля способности неоплодотворенного яйца 
развиваться спонтанно. Â настоящей ра-
боте исследования проведены большей 
частью на клоне P29 [9] и на некоторых но-
вых клонах, выведенных в последние годы.

Èзучали пигìентацию яиц, отложенных 
виргинныìи саìкаìи; яиц, извлеченных 
из овариол неосеìененных бабочек по ìе-
тодике Àстаурова [1], а также очень редких 
яиц, оставленных в извлеченных оварио-
лах на продолжительное вреìя для выяв-
ления пигìентации. Â различных вариан-
тах использовали для анализа не ìенее 20 
яиц, чего было вполне достаточно ввиду 
согласности результатов в пределах каж-
дого случая. Òипичные препараты фото-
графировали (рис. 2) и использовали для 
составления визуальной сравнительной 
таблицы.

Äля цитологического изучения давлен-
ные и тотальные препараты неоплодотво-
ренных яиц получали ìетодоì, представ-
ленныì в ряде публикаций [2, 10].

Рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
Ñпонтанный партеногенез яиц в инди-

видуальных кладках девственных саìок 
клона P29 иìеет характерное распреде-
ление, отличающееся от норìального 
сдвигоì в сторону классов с ìеньшиì 
процентоì пигìентации и редкостью 
классов с высокиì уровнеì пигìентиро-
ванных яиц в кладке (рис. 1). Ñледует от-
ìетить, что характерное для клона распре-
деление спонтанно пропигìентировав-
шихся кладок сохраняется из года в год, 
что объясняется его генотипической об-
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условленностью. Îгроìная вариация спо-
собности к спонтанноìу партеногенезу 
неоплодотворенных яиц, отложенных саì-
каìи с одинаковыì генотипоì, свидетель-
ствует о ìногочисленных и зачастую суще-
ственных отличиях в их физиологическоì 
статусе, аккуìулировавшеì в себе к ста-
дии иìаго всю жизненную историю особи, 
а следовательно, и иìевшие ìесто осо-
бенности оогенеза в каждой из них. Ñледу-
ет отìетить, что условия для откладки яиц 
были одинаковыìи для всех неосеìенен-
ных саìок. Òакиì образоì, уровень пиг-
ìентации в кладке представляет собой ве-
роятность онтогенетического возникнове-
ния способности к спонтанноìу развитию 
для данной особи в определенных услови-
ях яйцекладки.

Íо и при одной вероятности спонтан-
ного развития кладки ìогут содержать 
разные доли полностью пигìентирован-
ных яиц и, соответственно, норìально 
сфорìированных зародышей. Äоля пол-
ностью пигìентированных яиц также ìо-
жет быть выражена вероятностью условно 
норìального развития в случае, если раз-
витие яйца вообще началось. Òеì саìыì 
потенциал полного спонтанного разви-
тия P отдельного яйца в кладке ìожно оце-
нить по произведению двух рассìотрен-
ных вероятностей: S (для условного нача-
ла развития, здесь это любая степень 
пигìентации неоплодотворенного яйца) и 
T (для регистрируеìой стадии развития, в 
нашеì случае это стадия диапаузирующе-
го зародыша), то есть P = ST. Íаприìер, 
если в кладке неоплодотворенных яиц пиг-
ìентированных 90%, а из них – полностью 
5%, то потенциал полного развития яйца в 
такой кладке будет равен P = 0,9 × 0,05 = 
0,045. Îчевидно, что оценка потенциала 
развития такиì способоì приложиìа не 
только к кладкаì, но и к любой выборке 
яиц, в частности к яйцаì, содержащиìся в 
определенноì отрезке овариолы иìаго. 
Это потребует более тщательного учета 

разных степеней пигìентации яиц в изуче-
нии потенциала развития и овогенетиче-
ской изìенчивости [7, 11, 12].

Ñравнение гистограìì на рис. 1 пока-
зывает, что для сравнительного анализа 
потенциала развития неоплодотворенных 
яиц разных клонов, пород и линий удобнее 
использовать данные по кладкаì с полно-
стью пигìентированныìи яйцаìи, по-
скольку пределы вариации здесь значи-
тельно уже. Â связи с этиì становится 
весьìа важныì, действительно ли полно-
стью пигìентированные спонтанно парте-
ногенетические яйца содержат зародыши, 
наиболее близкие к диапаузирующиì за-
родышаì оплодотворенных яиц, а яйцаì, 
частично пигìентированныì, соответст-
вуют недоразвитые в разной степени эìб-
рионы?

Рèñ. 1. Пигìентация яиц в кладках, отложенных 
девственныìи саìкаìи клона P29 (из 319 кладок 291 
содержала полностью пигìентированные яйца; этиì 
кладкаì соответствует затеìненная гистограììа)

Äля цитологического исследования 
отобрали в диапаузе спонтанно развивши-
еся яйца с разной степенью пигìентации: 
без пигìента, с пигìентацией ìеньше 
половины норìальной серозы, с пигìен-
тацией больше половины и полностью 
пигìентированные. Этиì категорияì со-
ответствуют четыре вертикальных ряда на 
рис. 2. Â первоì горизонтальноì ряду по-
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Рèñ. 2. Ñоответствие ìежду площадью пигìентации серозной оболочки спонтанно развившегося неоплодотво-
ренного яйца и степенью развития в неì зародыша (клон P29. 1-й ряд – × 12,5; 2-й – × 50; 3-й – × 32; 4-й – × 100; 
5-й – × 200)

казан внешний вид яиц разных категорий, 
отобранных из диапаузирующей грены, 
отложенной неосеìененныìи саìкаìи. 
Âо второì ряду показан вид серозной обо-
лочки яйца после удаления с него полу-
прозрачной твердой скорлупки (хориона); 
в серозе хорошо различиìы крупные клет-
ки, заполненные пигìентоì. Â третьеì 
ряду – окрашенные геìатоксилиноì яйца 
при слабоì увеличении ìикроскопа 

(об.×3,2, ок.×10), из которых затеì извле-
кали зародыш (четвертый ряд). Пятый ряд – 
цитологические препараты зародышей из 
предыдущего ряда, на которых заìетны 
более крупные, полиплоидные клетки в 
зародышах [2]; первыì дан препарат не-
пигìентированного яйца, причеì той его 
части возле ìикропиле, где должны были 
бы быть видны ядра в случае начавшегося 
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дробления; однако ядерный ìатерил в 
данноì случае обнаружен не был.

Представленные на рис. 2 результаты 
фактически оставались одинаковыìи для 
исследованных образцов грены различно-
го спонтанно-партеногенетического про-
исхождения, а иìенно: для яиц, отложен-
ных, извлеченных из овариолы или остав-
ленных в ней после экстирпации ее из 
иìаго. Îни показывают, что степень раз-
вития зародыша внутри яйца при спонтан-
ноì партеногенезе достаточно хорошо 
коррелирует с разìероì пигìентирован-
ной серозы при выбранноì способе оцен-
ки. Этот способ фактически уже использо-
ван во ìногих работах по искусственноìу 
партеногенезу, где было необходиìо 
сравнить эффект изучаеìого физико-хи-
ìического агента с контролеì, которыì 
всегда был спонтанный партеногенез [1]. 
Îднако последний не был прежде исполь-
зован для оценки потенциала развития 
зрелого ооцита в оценке обнаруженной в 
наших исследованиях овогенетической 
изìенчивости [7, 11, 12], для этого пона-
добился ряд уточнений и подтверждений, 
первые и саìые необходиìые из которых 
приведены в настоящей работе.

Ñхеìа проведенного исследования под-
сказывает будущие уточнения оценки по-
тенциала развития, который пока основан 
на признаке, легко оцениваеìоì визуаль-
но. Îднако ìожно предвидеть, что изуче-
ние эквипотенциальности зрелых ооцитов 
потребует более точных оценок уровня 
развития, в тоì числе степени полноты се-
розной оболочки яйца и завершенности 
форìирования зародыша на определен-
ной стадии развития, наприìер на стадии 
диапаузы. Äействительно, биохиìически-
ìи и ìолекулярно-генетическиìи ìетода-
ìи ìожно достаточно точно оценить коли-
чество пигìента, содержание вителлоге-
нина, ÄÍÊ и ÐÍÊ, активность ключевых 
ферìентов и т.д. через разные проìежут-
ки вреìени от начала развития, условно 

приниìая за него ìоìент откладки бабоч-
кой неосеìененного яйца или ìоìент из-
влечения яйца из овариолы, или извлече-
ния саìой овариолы из бабочки. È в ка-
ждоì из этих случаев ìожно будет 
использовать для оценки потенциала раз-
вития яйца произведение вычисленных 
аналогичныì образоì вероятностей до-
стижения двух выделенных определенныì 
способоì (ìетодоì) состояний спонтан-
ного партеногенетического развития: на-
чального и конечного.

Â качестве начального (стартового) со-
стояния особенно важно изучить саìые 
первые стадии спонтанного развития, 
скрытые пока в непигìентированных яй-
цах. Îстается неизвестныì, насколько ча-
сто ìетафаза I, характерная для зрелых 
ооцитов, остается заблокированной до са-
ìой гибели яйца, как часто прохождение 
ìейотических делений [13] так и не ведет к 
началу дробления и образованию бласто-
дерìы и т.п. Íельзя также исключить, что в 
какой-то ìере спонтанное развитие ха-
рактерно для всех яиц (S = 1), и тогда в на-
шеì случае частота полной пигìентации 
(T) и будет оценкой потенциала развития 
до диапаузы: P = S×T = 1×T = T. Äиапауза 
не является единственной стадией, на ко-
торой удобно регистрировать определен-
ный онтогенетический статус; такиìи ста-
дияìи ìогут быть вылупление личинок, ка-
ждая из линек, вылет иìаго, доля 
фертильных особей и т.п. Ñоответственно 
будет несколько ìеняться и форìула про-
изведения вероятностей. Заìетиì, кста-
ти, что и при работе с оплодотворенной 
греной, качество которой оценивается 
прежде всего по выходу личинок (T), фор-
ìула остается рабочей.

Выводы
Большей продвинутости эìбриональ-

ного развития при спонтанноì партеноге-
незе соответствует увеличение площади 
пигìентированной серозы на поверхности 
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диапаузирующего яйца. За оценку потен-
циала развития яйца в выборке диапаузи-
рующей грены тутового шелкопряда ìож-
но принять частоту в ней яиц с определен-
ной, одинаковой степенью пигìентации 
серозы, зависящей от полноты форìиро-
вания серозной оболочки. Íаиболее удоб-
ной оценкой потенциала развития зрелого 
ооцита в данноì участке овариолы (яични-
ка) является частота полной пигìентации 
яиц, развившихся из выборки одинаково 
локализованных ооцитов.

Ñпèñок ëèòåðàòуðы
1. Астауров Б.Л. Èскусственный партеногенез у ту-

тового шелкопряда. – Ì.-Ë.: Èзд-во ÀÍ ÑÑÑÐ, 
1940. – 240 с.

2. Клименко В.В., Лян Хаоюань. Õроìатин в диапа-
узе тутового шелкопряда Bombyx mori L.: тер-
ìический партеногенез и норìальное развитие 
// Öитология. – 2012. – Ò.54, № 3. – Ñ. 218–229.

3. Тихомиров A.A. Èстория развития тутового шел-
копряда (Bombyx mori L.) в яйце // Èзвестия иìп. 
Îбщества любителей естествознания, антропо-
логии и этнографии.–1882. – Ò.22, вып. 4. – 87 с.

4. Tazima Y. The silkworm: an important laboratory 
tool. – Tokyo: Kodansha Ltd. – 1978. – 308 p.

5. Zabelina V., Doroshenko K., Klymenko V., Seh-
nal F. Technology of silkworm cloning // Current 
opinion in Biotechnology. – 2011. – Vol. 22, 
Suppl. 1. – P. S53.

6. Zabelina V., Lysenko N., Klymenko V., Sehnal F. 
Silkworm parthenogenesis: phenotypic intraclonal 
variability // 5th Bacsa international conference 
«Sericulture for multi products – new prospects for 
development» (Bucharest, Romania, April 11–15, 
2011). Bucharest: Institute for Bioengineering, 
Biotechnology and Environmental Protection – 
S.C. BIOING S.A. – 2011. – P. 49.

7. Клименко В.В., Забелина В.Ю., Лысенко Н.Г. 
Âнутриклональная изìенчивость тутового шел-
копряда // Ìатериалы ìеждународной ìолодеж-
ной конференции, посвященной паìятной дате – 
75-летию со дня рождения акадеìика Ю.П. Àл-
тухова. 17–18 ноября 2011, Ìосква, Ðоссия. 
Óчреждение Ðоссийской акадеìии наук, Èнсти-
тут общей генетики иì. Í.È.Âавилова ÐÀÍ. – Ì.: 
Öифровичок, 2011. – Ñ.161–162.

8. Лысенко Н.Г., Клименко В.В. Îтсутствие 
эквипотенциальности зрелых яиц в овариоле 
иìаго тутового шелкопряда // Â³сник ÓÒÃ³Ñ. – 
2013. – Ò.11, № 1. – Ñ. 77–84. 

9. Астауров Б.Л. Îтбор по способности к терìичес-
коìу искусственноìу партеногенезу и получение 
улучшенных по этоìу признаку партеноклонов у 
шелковичного червя // Ãенетика. – 1973. – Ò.9, 
№9. – Ñ.93–106.

10. Клименко В.В. Èспользование пропионо-
геìатоксилина для подсчета клеток в яйцах 
насекоìых // Îнтогенез. – 1972. – Ò.3, № 3. – 
Ñ.326–329.

11. Zabelina V., Klymenko V. Ovary transplantation in 
the silkworm Bombyx mori L.: parthenocloning by 
eggs produced in male recipient // Sericologia. – 
2008. – Issue 48, № 2. – P. 123–128.

12. Лысенко Н.Г. Âнутриклональная изìенчи-
вость ìорфологического признака в партено-
клоне P5D тутового шелкопряда Bombyx mori 
L. // Ìатериалы V Ìеждународной конферен-
ции ìолодых ученых: «Биология: от ìолекулы до 
биосферы» (Õарьков, 22–25 ноября 2010 г.). – 
Õарьков: Õарк³вський нац³ональний ун³верситет 
³ìен³ Â.Í. Êараз³на, 2010. – Ñ.155–156.

13. Клименко В.В., Спиридонова Т.Л. Элиìинацион-
ный хроìатин и искусственный партеногенез 
у тутового шелкопряда // Öитология. – 1979. – 
Ò.21, № 7. – Ñ.793–799.

Представлена И.А. Козерецкой 
Поступила 05.03.2013

ÑÒÓПІÍÜ ФÎÐÌÓÂÀÍÍЯ ÑÅÐÎЗÍÎЇ 
ÎБÎËÎÍÊÈ Â ÎÖІÍÖІ ПÎÒÅÍÖІÀËÓ 
ÐÎЗÂÈÒÊÓ ЗÐIËÎÃÎ ÎÎÖÈÒÓ 
ШÎÂÊÎÂÈ×ÍÎÃÎ ШÎÂÊÎПÐЯÄÀ

Х. Лян, В.В. Клименко

Õарк³вський нац³ональний ун³верситет  
³ìен³ Â.Í. Êараз³на 
Óкраїна, 61022, Õарк³в, пл. Ñвободи, 4 
e-mail: stemway@gmail.com

Ìåòà. Ìета даної роботи – встановити сту-
п³нь розвитку зародка, який перебуває у д³апа-
уз³, всередин³ яйця при спонтанноìу партено-
генез³ залежно в³д повноти форìування сероз-
ної оболонки. Ìåòодè. Зародки досл³джували 
на давлених ³ тотальних препаратах незапл³д-
нених яєць. Рåзуëüòàòè. Ñтуп³нь розвитку за-
родка всередин³ яйця при спонтанноìу парте-
ногенез³ корелює з площею п³гìентац³ї серози 
на його поверхн³. Вèñíовкè. За оц³нку потен-
ц³алу розвитку яйця (зр³лого ооциту) у виб³рц³ 
партеногенетичної грени шовковичного шовко-
пряда у д³апауз³ ìожна прийняти частоту ³ сту-
п³нь п³гìентац³ї яєць, як³ визначаються наявн³с-
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тю ³ повнотою форìування серозної оболонки. 
Íайб³льш зручною оц³нкою потенц³алу розвитку 
зр³лого ооциту є частота повн³стю п³гìентова-
них яєць у виб³рц³.

Кëючов³ ñëовà: шовковичний шовкопряд, 
 оогенез, спонтанний партеногенез, д³апауза, 
еìбр³огенез, потенц³ал розвитку, овогенетич-
на ì³нлив³сть.

DEGREE OF SEROUS MEMBRANE  
FORMATION IN EVALUATION  
OF DEVELOPMENTAL POTENTIAL  
OF THE MATURE OOCETE IN THE SILKWORM

H. Liang, V.V. Klimenko

V.N. Karazin Kharkiv National University 
Ukraine, 61022, Kharkov, Svobody Sq., 4 
e-mail: stemway@gmail.com

Aim. The aim of this work is to establish the degree 
of embryo development inside the diapausing 
egg upon spontaneous parthenogenesis, 

depending on the completeness of the 
serous membrane formation. Methods. The 
diapausing embryos were studied in squash 
and total preparations of unfertilized eggs. 
Results. The development of the embryo inside 
the egg during spontaneous parthenogenesis 
correlated with serosa pigmented area on its 
surface. Conclusions. As an assessment of 
the developmental potential of an egg (mature 
oocyte) in a sample of silkworm diapausing 
unfertilized eggs can be taken the frequency 
and degree of egg pigmentation, which are 
determined by the availability and completeness 
of the serous membrane formation. The most 
convenient assessment of the development 
potential of the mature oocyte is frequency of 
the fully pigmented eggs in the sample.

Key words: Bombyx mori L., oogenesis, 
spontaneous parthenogenesis, diapause, 
embryogenesis, developmental potential, 
oogenetic variability.


