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КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ДРОЗОФИЛ ИЛИ КАК СЭКОНОМИТЬ
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Проведен анализ литературы по криоконсервации Drosophila melanogaster, коллекции которой на-
считывают сотни тысяч линий. Отмечено, что криоконсервация эмбрионов D. melanogaster возмож-
на лишь на 14-й стадии развития после пермеабилизации хориона, препятствующего проникнове-
нию криопротекторов, и завершается успехом в 3% случаев. Успешная криоконсервация личинок и
имаго дрозофил проведена пока только для вида Chymomyza costata. Установлено, что сэкономить
затраты на поддержание коллекции D. melanogaster можно, удлинив онтогенез за счет снижения ка-
лорийности корма и температуры содержания, а также укорочения светового периода.
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Дрозофила как объект генетических исследова-
ний пользуется большой популярностью. В мире
существует несколько больших коллекций дрозо-
фил, содержащих сотни тысяч линий (http://fly-
base.org/). В каждой лаборатории, использующей
дрозофилу как модельный организм, также есть
небольшие коллекции. Хранение коллекции дро-
зофил трудоемко и требует больших финансовых
затрат. Кроме этого в процессе хранения есть
риск потери или генетического загрязнения ли-
нии. Теряется также гетерозиготность исходной
линии из-за близкородственных скрещиваний,
обычно практикуемых при поддержании линий.
Необходимость сохранения линий и желание
сэкономить на содержании коллекций вызвали
интерес к криоконсервации дрозофил. Первая
попытка заморозить эмбрионы дрозофилы была
предпринята в 1989 г. (Lynch et al., 1989; Myers
et al., 1989). К этому времени были достигнуты
значительные успехи в криоконсервации генера-
тивных клеток и зародышей млекопитающих (в
том числе человека) и клеточных линий растений
(Mazur, 1970). В настоящее время >50% заморо-
женного биологического материала сохраняет
жизнеспособность после криоконсервации (Riggs
et al., 2008). Попытки криоконсервации насеко-
мых оказались менее успешными (Mazur et al.,
1992a, b,1993).

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ
ЭМБРИОНОВ ДРОЗОФИЛЫ

Основная причина гибели клеток при замора-
живании – образование кристаллов, повреждаю-
щих клеточные структуры. По этой причине клет-
ки перед замораживанием выдерживают в раство-
рах криопротекторов, защищающих структуру
биополимеров, и проводят так называемую витри-
фикацию, благодаря которой вместо кристаллов
льда образуется стеклоподобная структура.

Яйцо дрозофилы покрыто хорионом, не прони-
цаемым для криопротекторов и воды, что является
одним из основных препятствий для криоконсер-
вации этого объекта. Проницаемость хориона
можно увеличить с помощью пермеабилизации хи-
мическими растворителями, в частности 0.3%-ным
раствором 1-бутанола в n-гептане в течение 1.5 мин
(Mazur et al., 1992b). Оказалось, что эмбрионы дро-
зофилы на разных стадиях развития обладают
разной чувствительностью к таким обработкам
(Myers et al., 1989). После обработки смесью бута-
нола и гептана жизнеспособные личинки вылуп-
ляются из 80% эмбрионов, находящихся на 14-й
стадии развития. Эмбрионы, находящиеся на бо-
лее ранних или более поздних стадиях, такую об-
работку не выдерживают и погибают.

После пермеабилизации хориона эмбрион вы-
держивают в криопротекторе и замораживают. В
качестве криопротекторов используют сахара и
их заменители, аминокислоты и их производные,
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метиламины (Yancey et al., 1982; Yancey, Siebenal-
ler, 2015), позволяющие сохранять осмотическое
давление в цитоплазме и ядре. При криоконсер-
вации популярны также глицерин и диметил-
сульфоксид. В экспериментах на эмбрионах дро-
зофилы в качестве криопротектора использовали
разные концентрации этиленгликоля или смесь
этиленгликоля с поливинилпирролидоном (Ma-
zur et al., 1992a, b, 1993). На этом этапе крайне ва-
жен режим (скорость) заморозки. Яйцо дрозофи-
лы в 3–4 раза крупнее, чем яйцеклетка человека,
и содержит большое количество желтка, что, воз-
можно, снижает скорость замораживания эмбри-
онов и отрицательно сказывается на результатах.
К 14-й стадии развития большая часть желтка
расходуется, возможно поэтому именно эта ста-
дия развития оказывается менее чувствительной
к замораживанию. Конец эмбрионального пери-
ода может быть более чувствительным к экстре-
мальным воздействиям, в силу того что в это вре-
мя начинает формироваться личиночная кутику-
ла, которая отличается по составу от хориона
яйца. После пермеабилизации хориона смесью
гептана и бутанола, обработки криопротектора-
ми, заморозки в жидком азоте и последующего
размораживания личинки вылупляются только
из 20–30% эмбрионов. Большая часть личинок
имеет дефекты развития, и только 3% выживших
личинок превращаются во взрослых мух (Ste-
ponkus et al., 1990). Режим размораживания еще
более важен, чем режим замораживания, и для
каждого вида подбирается индивидуально (Mazur
et al., 1993). При медленном размораживании все
эмбрионы погибают. Особенно критичны темпе-
ратуры –80…–40°С (Mazur et al., 1993).

Возникает также сложность со сбором нужно-
го количества эмбрионов, находящихся на нуж-
ной стадии развития. Дело в том, что 14-я эмбри-
ональная стадия длится ~1 ч и надежно синхро-
низовать возраст эмбрионов по времени от
момента откладки яиц не удается, так как в мо-
мент откладки яйца эмбрионы находятся на раз-
ных стадиях развития, поскольку в некоторых
случаях их развитие начинается уже в половых
путях самки. Также нужно иметь в виду, что изме-
нение температуры содержания дрозофилы на
1°С меняет скорость развития на 15%. Поэтому
нужно ориентироваться не столько на время,
прошедшее от откладки яиц, сколько на морфо-
логию эмбрионов (Mazur et al., 1993). Следова-
тельно, сбор больших количеств эмбрионов нуж-
ного возраста может быть дополнительным
осложнением для криоконсервации больших
коллекций.

Итак, из 5000 эмбрионов дрозофилы, находя-
щихся на 14-й стадии развития, можно в лучшем
случае получить 30 имаго, чтобы реанимировать
линию после криоконсервации.

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ЛИЧИНОК
И ИМАГО ДРОЗОФИЛЫ

Поскольку криоконсервация эмбрионов дро-
зофилы оказалась малоэффективной, были пред-
приняты попытки заморозить дрозофил на дру-
гих стадиях развития. Так, Chymomyza costata из
семейства Drosophilidae выдерживает заморозку в
жидком азоте и сохраняет жизнеспособность по-
сле разморозки на стадии личинки (выживает
~50% личинок) и имаго (выживает ~30% особей),
но лишь при определенном режиме кормления,
когда в корм вводится повышенное количество
пролина (Koštál et al., 2011).

К сожалению, успешный результат по крио-
консервации C. costata не удалось повторить для
Drosophila melanogaster, которая доминирует в
большинстве коллекций (Koštál et al., 2016). Объ-
яснить это можно разной эффективностью мета-
болических путей, обеспечивающих защиту от
внешних неблагоприятных условий среды у этих
видов дрозофил. C. costata выживает в природе в
северных районах (Lakovaara et al., 1972) на стадии
поздней личинки, впадая в диапаузу, тогда как
D. melanogaster является комменсалом и в природе
встречается только в умеренных широтах. Разные
виды дрозофил обладают разной способностью
впадать в диапаузу, более того по этому параметру
могут различаться особи одного вида, но из раз-
ных климатических зон (Zonato et al., 2017).

Существует еще один способ экономии средств
на содержание коллекций дрозофил – замедлить
онтогенез и увеличить длительность жизни имаго.

СПОСОБЫ УДЛИНИТЬ ОНТОГЕНЕЗ
Удлинить онтогенез можно, снизив уровень

метаболизма за счет пониженной температуры
содержания, укорочения светового дня или сни-
жения калорийности питания.

Известно, что включение в корм D. melanogas-
ter живых дрожжей почти в 2 раза увеличивает
массу имаго и в несколько раз увеличивает холо-
доустойчивость (Colinet, Renault, 2014). Увеличе-
ние массы сопровождается увеличением доли
белка в теле мух на единицу сухой массы. Кон-
центрация липидов при этом остается постоян-
ной. Добавка разных аминокислот в корм личин-
кам показала, что наибольший вклад в холодо-
стойкость мух вносят пролин, аргинин и
глутатион (Colinet, Renault, 2014; Koštál et al., 2016;
MacMillan et al., 2016).

Дрозофила плохо переносит температуры,
близкие к нулю. Даже после гиперпролинизации
мухи не выдерживают температуры ниже –7.5°С.
При 5°С мухи, питавшиеся кормом с пролином,
могут прожить максимум 20 сут, увеличение тем-
пературы содержания всего на 1°С (до 6°С) про-
длевает жизнь мух и личинок в 3 раза. Заметнее
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всего увеличивается устойчивость дрозофилы к
пониженным температурам, если использовать
не константный, а флуктуирующий температур-
ный режим содержания. Если большую часть су-
ток мухи живут при 6°С, но на несколько часов в
течение дня температура повышается до 11°С, то
длительность жизни увеличивается в 2–3 раза по
сравнению с таковой в случае содержания при
константной температуре 6°С.

Содержание метаболитов в теле дрозофилы так-
же флуктуирует в соответствии с температурой со-
держания. При константной температуре кривая
концентрации метаболитов плавная, при флуктуи-
рующей температуре – зигзагообразная и подска-
кивает при 11°С, опускаясь до константной кривой
при 6°С. Данные RNA-seq и данные, полученные
с помощью количественной ПЦР, по экспрессии
разных РНК практически равноценны. Разные
методические подходы дали одинаковый резуль-
тат: при флуктуирующей температуре содержа-
ния дрозофил профили экспрессии РНК при 6°С
очень похожи на профили при 11°С, но сильно
отличаются от профилей при константной темпе-
ратуре 6°С. Видимо, запаса РНК, синтезирующе-
гося при 11°С, хватает, чтобы пережить понижен-
ную температуру. При этом экспрессия генов,
поддерживающих гомеостаз клеток, при пони-
женной температуре увеличилась, но большая
часть генов свою активность снизила (Koštál et al.,
2016).

Дрозофила перестает размножаться при 12°С.
При этой температуре можно вызвать искусствен-
ную диапаузу. Интересно, что искусственная диа-
пауза спонтанно прерывается через 6–8 нед, если
дрозофил содержат при постоянной пониженной
температуре с коротким световым периодом (Zo-
nato et al., 2017). Снижение температуры содержа-
ния сказывается на диапаузе дрозофил в большей
степени, чем длительность светового дня (La-
kovaara et al., 1972). На Drosophila suzukii тестиро-
вали разные температурные режимы содержания
личинок с разной продолжительностью светового
дня (Jakobs et al., 2017). От времени откладки яиц
до вылета имаго проходило 15 сут при 21.5°C и
13-часовой длине светового дня. При флуктуиру-
ющем температурном режиме (5.5°C/19°C) и дли-
тельности освещения 11.5 ч вылет имаго наблюда-
ли через 40 сут. При постоянной температуре со-
держания (11°C) и 10-часовом световом дне вылет
имаго задерживался почти на 2 мес. (Jakobs et al.,
2017).

Продолжительность жизни имаго увеличивает
также ограничение калорийности пищи (Piper,
Partridge, 2007). К сожалению, надежного универ-
сального метода, который позволил бы гаранти-
рованно удлинить жизнь дрозофилы, нет. Для
каждой линии и каждой мутации калорийность
корма и режим содержания необходимо подби-

рать индивидуально. Обычно мутантные линии
содержат на высококалорийном корме, а линии с
диким фенотипом – на низкокалорийном.

Работа выполнена за счет бюджетного проекта
№ 0324 2019 0041.
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Cryopreservation of Drosophila or How to Save Labor on the Collection Maintaining
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Here the literature analysis of the Drosophila melanogaster cryopreservation has been done. Cryopreservation
of D. melanogaster embryos is possible only at the 14th stage of development after permeabilization of the cho-
rion that prevents the penetration of cryoprotectants, and has 3% success. Successful cryopreservation of lar-
vae and adults of Drosophila has been carried out so far only for the Chymomyza costata. Ontogenesis of
D. melanogaster can be prolonged by caloric restriction, reducing the temperature and shortening the light pe-
riod to save on the maintaining of collection.
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