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ИССЛЕДОВАНИЕ ФЕРТИЛЬНОСТИ ЛИНИИ Drosophila melanogaster MS
С НАРУШЕНИЕМ КОНТРОЛЯ ТРАНСПОЗИЦИИ
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Локус flamenco – один из основных компонентов piРНК-пути регуляции транспозиции мобильных
генетических элементов (МГЭ) у Drosophila melanogaster. Мутации в этом локусе приводят к повы-
шению транспозиционной активности МГЭ и, как следствие, к генетической нестабильности. В ра-
боте оценена фертильность особей генетически нестабильной линии MS, полученной более 25 лет
назад, которая содержит мутацию в локусе flamenco и функционально активную копию gypsy. У са-
мок линии MS выявлены комплексные нарушения морфологии яичников: дефекты фолликулярного
слоя, кольцевых каналов, деградация трофоцитов, что, в свою очередь, приводит к снижению ре-
продуктивных способностей. Анализ транскриптома линии MS показал снижение уровня экспрес-
сии 40 генов, кодирующих белки хориона и специфически экспрессирующихся на разных стадиях
развития фолликула. У гибридных самок F1 и F2, полученных от скрещивания самок линии MS c
самцами линии дикого типа, наблюдается восстановление репродуктивных способностей несмотря
на то, что половина самок F2 имеет генотип flamenco и сохраняет генетическую нестабильность, вы-
званную транспозицией gypsy (согласно ovoD-тесту). Более того, у гибридных самок F2 с генотипом
flamenco частота транспозиции gypsy возрастает в 2 раза по сравнению с линией MS. Таким образом,
за 25 лет культивирования линия MS приобрела частичную супрессию фенотипа flamenco и нако-
пила несколько рецессивных мутаций в генах, контролирующих оогенез.
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ВВЕДЕНИЕ
Один из основных механизмов подавления

активности мобильных генетических элемен-
тов (МГЭ) – piwi-зависимый путь PHК-
интерференции – зависит от работы белков piwi и
Yb, вовлеченных в дифференцировку и поддер-
жание ниши герминальных стволовых клеток
(ГСК) [1–4]. Piwi является материнским компо-
нентом полярной гранулы – органеллы, специ-
фичной для зародышевой плазмы, регулирую-
щим экспрессию генов oskar и vasa, участвующих
в детерминации клеток зародышевой линии у дро-
зофилы [5]. Поэтому нарушение контроля транс-
позиционной активности МГЭ в тканях яичников
может коррелировать с нарушением оогенеза и ре-
продуктивной функции у самок. У мутантов по ге-
нам, вовлеченным в биогенез piРНК (РНК, взаи-
модействующих с белком piwi), – piwi, Aub, armi и

Cuff, описаны схожие фенотипические проявле-
ния, связанные с нарушением дифференцировки
ГСК [6, 7].

Локус flamenco, мутации в котором приводят к де-
репрессии транспозиции gypsy, является одним из
основных компонентов piРНК-пути. Flamenco
локализован на X-хромосоме и представляет собой
мастер-локус для считывания предшественников
piPHК. Таким образом, этот локус вовлечен в
piPHК-интерференцию и участвует в контроле
транспозиции ретротранспозона gypsy и некоторых
других ретротранспозонов группы gypsy [8]. Показа-
но, что flamenco необходим для морфогенеза фолли-
кулярного эпителия; определенные (но не любые)
мутации в локусе flamenco приводят к стерильности
самок [9]. Предполагается, что существуют раз-
ные мутантные аллели локуса flamenco, вовлечен-
ные в регуляцию транспозиции МГЭ и/или
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участвующие в оогенезе. Различные мутантные
аллели flamenco могут взаимодействовать с гене-
тическим фоном линии. В частности, описан меха-
низм косупрессии (совместно с локусом flamenco)
транскрипции gypsy, запускаемый новыми эухрома-
тиновыми инсерциями gypsy в линиях, мутантных
по локусу flamenco. Этот механизм косупрессии, по-
видимому, зависит от посттранскрипционной регу-
ляции, которая включает пути как еsiРНК (эндо-
генных малых интерферирующих РНК), так и
piРНК, и связан с возникновением дефектов разви-
тия [10].

В нашей работе изучен феномен сниженной
плодовитости линии Drosophila melanogaster MS,
характеризующейся нарушением контроля транс-
позиции МГЭ и наличием функциональной и ак-
тивно перемещающейся копии ретротранспозона
gypsy [11]. Проведен также сравнительный анализ
транскриптомов линии MS и контрольных линий
(изогенной линии SS, отличающейся отсутствием
функционального gypsy, линии дикого типа Д-32),
направленный на поиск генетических маркеров,
коррелирующих с репродуктивными особенно-
стями линии MS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии Drosophila melanogaster. В работе исполь-

зовали изогенные линии с фенотипом flamenco
SS (w1) и MS (w1, forked, содержит активный gypsy)
[11], линии Д-32, w1 и линию ovoD (самцы ovoD1/+,
самки ovo+/+ несут сцепленные X-хромосомы) из
коллекции кафедры генетики МГУ [12]. Линии
мух культивировали в стандартных условиях: на
пищевом субстрате (агар, манная крупа, сахар,
изюм, дрожжи) в стеклянных пробирках при тем-
пературе 25°С и влажности около 65%. Мух пере-
саживали на свежий корм в новую пробирку каж-
дые 18 дней.

Оценка фертильности. Для оценки фертильно-
сти виргинную самку и самца помещали в инди-
видуальную пробирку объемом 25 мл. Родитель-
ские особи удаляли через 7 дней после начала экс-
перимента. Вылет взрослых имаго начинался
через 12–14 дней. В течение 8 дней производили
подсчет вылетевшего потомства. Для оценки ди-
намики откладки яиц родительские особи каж-
дые сутки пересаживали на новую среду. Далее
оценивали количество отложенных яиц. Гибель
особей на эмбриональной стадии определяли как
отношение числа яиц, из которых вылупились
личинки, к общему числу отложенных яиц.

Анализ полового поведения. Самцов и самок
отбирали в течение 4 ч после вылупления. Имаго
объединяли в однополые группы по 10 особей.
Самок и самцов (возраст 72 ч) объединяли по
10 особей каждого пола в одну пробирку объе-
мом 25 мл и в течение 1 ч наблюдали за половой

активностью самцов и самок, а также за количе-
ством копулирующих пар.

ovoD-тест. Тест на перемещение gypsy в клетках
полового пути D. melanogaster (ovoD-тест) прово-
дили в соответствии с методикой, предложенной
в работе N. Prud’homme и соавт. [13].

Выделение РНК и высокопроизводительное се-
квенирование. РНК для секвенирования тран-
скриптома выделяли с помощью комплекта реак-
тивов ExtractРНК (“Евроген”, Россия) из взрос-
лых 7-дневных самок. Концентрацию РНК
измеряли с помощью флуориметра Qubit (“Ther-
mo Scientific”, США), целостность РНК оценива-
ли с помощью капиллярного электрофореза на
приборе Bioanalyzer 2100 (“Agilent”, США). Под-
готовка библиотеки была выполнена с использо-
ванием набора TruSeq РНК sample v2 (“Illumina”,
США). Перед секвенированием концентрацию
библиотеки определяли с помощью флуоримет-
ра Qubit и ПЦР в реальном времени (праймеры:
I-qPCR-1.1 AATGATACGGCGACCACCGAGAT
и I-qPCR-2.1 CAAGCAGAAGACGGCATACGA).
Библиотеки РНК разводили до концентрации
11 пМ и секвенировали на приборе Illumina HiSeq
2000 (длина прочтения – 50 н.). Глубина секвени-
рования составила для линии MS 5 млн прочте-
ний и для линий Д-32, SS – 12 млн прочтений на
образец. Качество контролировали с помощью
программы FastQC, для тримминга использовали
Trimmomatic v0.32. Доля прочтений с качеством
не менее 20 (по системе оценки качества PHRED)
составила 98.9‒99.5%. Короткие прочтения были
картированы на геном D. melanogaster сборки
BDGP6 с помощью программы Tophat v.2.1.0 с ис-
пользованием аннотации референсного генома
BDGP6.94. Доля картированных прочтений со-
ставила 94–98%. Подсчет прочтений проводили с
помощью программы HTSeq v.0.6.1 с использова-
нием референсной аннотации генома D. melano-
gaster BDGP6 (сборка Ensembl 94). Для оценки
экспрессии конкретного гена использовали сум-
марное количество уникальных прочтений, лока-
лизованных на экзонах каждого гена. Дополнитель-
ные данные, используемые в качестве контрольных
(транскриптомы 4-дневных самок линий Oregon-R
и w1118, глубина секвенирования – 11–17 млн про-
чтений на образец), получены из серии экспери-
мента GSE99574 базы данных GEO (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) и процессированы со-
гласно описанному выше протоколу.

Оценка дифференциальной экспрессии генов и
поиск мутаций в секвенированных геномах in silico.
Дифференциальную экспрессию генов оценива-
ли методом DESeq. Транскриптом линии SS
сравнивали попарно с транскриптомами каждой
из контрольных линий (Д-32, Oregon-R, w1118) и
получали набор генов, которые имели значимые
различия в каждом из трех случаев. Дифференци-
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альную экспрессию отдельных генов подтвержда-
ли с помощью количественной ПЦР.

Выделение ДНК и РНК. ДНК выделяли соглас-
но стандартной методике [14]. РНК выделяли с
помощью реактива ExtractRNA (“Евроген”) по
протоколу, рекомендованному фирмой-произво-
дителем. Концентрацию РНК измеряли спектро-
фотометрически на приборе NanoDrop (Peqlab).

Обратная транскрипция (ОТ). Перед постанов-
кой реакции ОТ образцы РНК обрабатывали
ДНКазой I (“Fermentas”, США) согласно прото-
колу фирмы. ОТ проводили с использованием на-
бора MMLV-RT Kit (“Евроген”).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в режиме
реального времени. Амплификацию проводили в
амплификаторе Mini-OpticonReal-Time-PCR Sys-
tem (“Bio-Rad Lab.”, CША) с использованием ре-
акционной смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евро-
ген”), содержащей флуоресцентный краситель
SYBR Green I. Параметры цикла: денатурация –
95°С, 15 с, отжиг праймеров – 55°С, 45 с, элонга-
ция – 72°С, 60 с (40 циклов). Эффективность
ПЦР оценивали с помощью серии кратных разве-
дений ДНК или кДНК. Анализ результатов ПЦР
проводили с помощью пакета программ Bio-Rad
CFX Manager (версия 1.6.541.1028). Уровень экс-
прессии вычисляли методом ∆∆С(t). Оценивали
относительный уровень экспрессии генов
Vm26Aa, Ср16, psd, Fcp3C, CG14309, phu, tobi. Экс-
прессию нормировали по уровню референсных
генов αTub84D, RpL40, EloB, eIF-1A. Последова-
тельности праймеров приведены в табл. 1.

Иммунохимическое окрашивание яичников дро-
зофилы. Для окрашивания яйцевых камер яични-
ки 7-дневных самок изолировали в растворе фос-
фатно-солевого буфера (PBS), фиксировали в
4%-ном растворе параформальдегида и 0.2% Три-
тона Х-100. Далее яичники трижды отмывали в
растворе PBS и 0.2% Тритона Х-100. Для окраши-
вания актина яичники инкубировали в течение 1 ч

в фаллоидине (Phalloidin-CF594, “Biotium”
CША, разведение 1 : 40) и затем трижды отмыва-
ли в PBS. Для окрашивания ДНК в клетках яич-
ники на протяжении 15 мин обрабатывали РНКа-
зой А (100 мг/мл), после чего трижды отмывали в
PBS и инкубировали в течение 15 мин в красителе
SytoxGreen (“Thermo Fisher Scientific”, разведе-
ние 1 : 500).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка фертильности линии MS

Фертильность линии MS оценивали относи-
тельно контрольных линий: SS, w1 и дикого типа
Д-32. В эксперименте подсчитывали количество
потомства, произведенное одной самкой в тече-
ние первых 7 дней стадии имаго. Показано, что
фертильность линии MS статистически значимо
ниже фертильности контрольных линий SS, w1,
Д-32 (рис. 1). При этом особи линии MS оказа-
лись гетерогенными по исследуемому признаку,
так как выборка включала пары с пониженной
фертильностью, а также пары с нормальной фер-
тильностью или бесплодные пары (около 20%).
Всего около 30–35% пар мух линии MS за 7 дней
эксперимента не дали потомства или дали в 5–8 раз
меньше, чем в среднем у контрольных линий.

Ежедневно от момента подсадки самца к вир-
гинной самке одна самка линии MS откладывала
от 0 до 12 яиц. При этом динамика откладывания
яиц у некоторых самок линии MS отличалась от
динамики контрольных линий. У самок кон-
трольных линий наблюдалось увеличение коли-
чества откладываемых яиц с возрастом с посте-
пенным выходом на плато. У самок линии MS
корреляция между количеством отложенных яиц
и возрастом самки не наблюдалась. При этом
смертность мух линии MS на эмбриональных и
личиночных стадиях составила 3%, что соответ-
ствует смертности мух дикого типа.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в работе

Ген Прямой праймер (5' → 3') Обратный праймер (5' → 3')

Vm26Aa GTGTGCATCGCTCTGGTC GTCACTCCCTCCAGCTCTC
Ср16 CCACCCTACGTCTTCTCTGC TCGGTCTTCAGGTACGCATT
Psd TGCACTCCAGAAACAGATCG CAGTGGAGCTGTCGGATACA
Fcp3C GCAAGTAGCAGCACAACAGC TGGTGCTAACCAGACTGCTG
CG14309 GGTAGTGTGCTTTGCGGATAC ATCCAGGGCATCGTACAG
Phu GATCACTCGCACACCATGTC ATTCCAAGGGAACTGTGCTG
Tobi AGTTCCTTTTGGGCGAAGAC TCCGCTCTACTCCAGTGTGA
αTub84D GTGCATGTTGTCCAACACCAC AGAACTCTCCCTCCTCCATA
RpL40 CTGCGTGGTGGTATCATTG CAGGTTGTTGGTGTGTCC
EloB GCACAAACATACACACTCACG TTTCCTACTTCGCTTGCACC
eIF-1A TCGTCTGGAGGCAATGTG GAGTCCTGGTAGTCACGC
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Чтобы оценить репродуктивные способности
особей линии MS в зависимости от пола, мы про-
водили реципрокные скрещивания мух линии
MS с мухами линий SS и Д-32 и оценивали коли-
чество потомства, произведенного одной самкой
в течение первых 7 дней стадии имаго. Выявлено,
что низкая плодовитость самок линии MS не за-
висит от партнера по спариванию (рис. 2). Скре-
щивание самцов MS с самками других линий не
приводит к значимому снижению плодовитости
пар. Таким образом, низкая плодовитость линии
MS определяется, прежде всего, самками. Вместе
с тем, нельзя исключать нарушения полового по-

ведения самцов. Поэтому далее проводили срав-
нительный анализ полового поведения самцов
исследуемых линий.

Оценка полового поведения самцов линии MS

Оценивали также половое поведение и актив-
ность самцов линии MS. Чтобы исключить влия-
ние нарушения зрения на половое поведение
самцов, в качестве дополнительного контроля
использовали линию w1, поскольку линии с гено-
типом flamenco (линии SS и MS) являются мутан-
тами по гену white. Отсутствие экранирующих
пигментов глаз у мутантов по гену white вызывает
нарушения зрения, особенно при высокой ин-
тенсивности света [15].

Анализ полового поведения чистых линий
MS, SS, w1 и Д-32 выявил различия в активности
самцов (рис. 3, табл. 2). У самцов всех линий, му-
тантных по гену white, половая активность сниже-
на по сравнению с особями дикого типа, что свя-
зано с нарушением визуального восприятия самки.
У самцов линий SS и MS наблюдается сходная по-
ловая активность, что можно объяснить изоген-
ным происхождением этих линий. При этом нару-
шенное половое поведение самцов линии MS не
влияет на плодовитость пары при скрещивании с
самками других линий. Таким образом, можно за-
ключить, что снижение плодовитости линии MS
определяется самками.

Исследование морфологии яичников самок линии MS

Проведено сравнительное изучение морфоло-
гии яичников у самок линии MS и контрольных
линий SS и Д-32, а также у гибридных самок пер-
вого поколения, полученных при скрещивании
линии MS с контрольными линиями (рис. 4).

Самок линии MS в возрасте 7 дней можно раз-
делить на три группы. Самки первой группы име-
ли нормальную пару яичников: оба крупных яич-
ника содержат от четырех до восьми сформиро-
ванных яиц, видны стадии оогенеза. Самки
второй группы обладали полностью сформиро-
ванными яичниками, но с ограниченным числом
зрелых яиц – до трех. Самки третьей группы име-
ли сформированные яичники без яиц, внешне
похожие на яичники самок старше 1-го дня. Им-
мунохимическое окрашивание яичников самок
линии MS выявило комплексные нарушения
морфологии яичников относительно контроль-
ных линий: дефекты фолликулярного слоя, коль-
цевых каналов, деградацию трофоцитов (рис. 5).

Контрольные линии SS и Д-32 и гибриды перво-
го поколения от линии MS имели крупные яичники
с 4–10 сформированными зрелыми яйцами. Самки
F1 от скрещивания ♀MS × ♂SS и ♀MS × ♂Д-32 име-
ли крупные яичники с 2–6 зрелыми яйцами.

Рис. 1. Потомство, полученное от одной самки линий
MS, SS, w1 и Д-32 за 7 дней. *** Тест Манна–Уитни,
р < 0.001 при сравнении выборки линии MS с други-
ми выборками.
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Рис. 2. Потомство, полученное от одной самки линий
MS, SS и Д-32 за 7 дней, при скрещивании с самцами
разных линий.*** Тест Манна–Уитни, р < 0.001 при
сравнении каждой выборки с выборкой Д-32.
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Исследование репродуктивных способностей
у гибридных потомков линии MS

Ранее было показано, что в линии MS, мутант-
ной по локусу flamenco, инсерция gypsy локализо-
вана в гене forked, расположенном на Х-хромосо-
ме, расстояние между flamenco и forked составляет
около 8 сМ [15]. Линия гомозиготна по инсерции
gypsy и, следовательно, по мутации forked. Чтобы
выяснить, влияет ли мутация в гене forked на пло-
довитость самок, мы скрестили самок линии MS
с самцами линий Д-32 и SS. Все проанализиро-
ванные гибридные самки F1 были плодовитыми.

Рис. 3. Динамика активности 3-дневных самцов при ухаживании за виргинными самками в течение 1 ч. Линии раз-
броса отражают минимальное и максимальное значение в выборке.
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Рис. 4. Яичники самок в возрасте 7 дней. Линии SS (а) и Д-32 (б), имеющие нормальную плодовитость, не содержат
морфологических нарушений, как и яичники гибридов F1 от скрещивания ♀MS × ♂SS (в) и гибридов F1 от скрещи-
вания ♀SS × ♂MS (г). д–ж – Яичники самок линии MS могут содержать меньше сформированных яиц или не содер-
жать морфологических изменений, как и яичники мух контрольных линий.
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Таблица 2. Число популяций самцов с 3-дневными
самками за 1 ч в пробирке без корма

Линия Доля пар (из 120 особей)

Д-32 66% (40 пар)

w1 33% (20 пар)

SS 0
MS 0
♀MS × ♂Д-32 50% (30 пар)
♀SS × ♂ Д-32 42% (25 пар)
♀Д-32 × ♂MS 0
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В F2 наблюдали расщепление самок 1 : 1 по фено-
типу forked. В случае нарушения плодовитости у са-
мок с генотипом forked в F2 можно было предполо-
жить, что сниженная плодовитость определяется
мутацией в гене forked. Всего проанализировано
156 самок F2 с генотипом forked (1/4 потомства).
Для анализа количества потомства самок F2 скре-
щивали с самцами дикого типа. Мы не обнаружи-
ли нарушения репродуктивных способностей ни
у одной из самок F2 c генотипом forked относи-
тельно контрольных линий. Все исследованные
самки имели нормальную плодовитость несмот-
ря на то, что у половины самок F2 был генотип
flamenco, причем в большинстве случаев в сочета-
нии с  forked, как в линии MS.

Это указывает на то, что признак сниженной
фертильности в линии MS не зависит ни от гено-
типа flamenco, ни от генотипа forked, и либо кон-
тролируется несколькими, не менее чем тремя,
рецессивными аллелями независимо наследую-
щихся генов, взаимодействующих по типу поли-
мерии, либо не подчиняется закономерностям
Менделя.

Анализ транспозиционной активности у самок 
линий MS и гибридных потомков линии MS

Транспозиционную активность МГЭ gypsy у
самок линии MS и у гибридных самок F2 с гено-
типом flamenco, полученных от скрещивания са-
мок MS с самцами дикого типа, подтверждали с
помощью ovoD-теста. Этот тест представляет со-
бой систему скрещиваний, направленных на вы-
явление событий транспозиции МГЭ в линиях
дрозофилы. Он основан на использовании доми-
нантной мутации женской стерильности ovoD1 [14],
локализованной в Х-хромосоме и вызывающей
атрофию обоих яичников у самок. Локус ovo – это
“горячая точка” инсерции gypsy [16, 17]. Инсерция
gypsy в локус ovo приводит к реверсии мутации сте-
рильности и восстановлению фертильности у са-
мок, гетерозиготных по мутации.

Самцов линии ovoD скрещивали с виргинными
самками линий дикого типа, MS и самками вто-
рого поколения c генотипом flamenco, анализиро-
вали яичники самок из полученного потомства.
При анализе мы учитывали, что причиной появле-

Рис. 5. Иммунохимическое окрашивание яичников самок D. melanogaster линии MS. ДНК и ядра клеток показаны зе-
леным, актин и клеточные оболочки – красным. а – Яичники самок контрольной линии без морфологических нару-
шений; б – яичники мух линии MS содержат большое число яйцевых камер с деградированными ядрами трофоцитов
(стрелка); в – нарушение фолликулярного слоя клеток (стрелка) в яичниках мух линии MS; г – отсутствие четких кле-
точных границ и кольцевых каналов (стрелки) в яичниках мух линии MS.

а б

гв
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ния фертильных самок в потомстве ovoD может
быть и митотический кроссинговер (частота не
превышает 0.5%), в результате которого половые
клетки лишаются аллеля ovoD1. Следовательно, ес-
ли число фертильных самок в потомстве превыша-
ет 0.5%, то исследуемую линию можно считать ге-
нетически нестабильной.

В тесте с использованием линии дикого типа
восстановление фертильности произошло только
у одной самки из 547, что составляет менее 0.5%
реверсий локуса ovo. У линии MS данный показа-
тель составил 1% (шесть самок с яичником из 584
проанализированных). У самок F2 с генотипом
flamenco, полученных от скрещивания самок MS с
самцами дикого типа, показатель реверсии локу-
са ovo составил 2.1% (12 самок с яичником из 571
проанализированной). Полученные данные под-
тверждают, что линия MS сохраняет генетическую
нестабильность, что обеспечивается присутствием
мутантного аллеля flamenco и транспозиционно
активной копии gypsy. При этом сниженную пло-
довитость линии только в 3% случаев можно объ-
яснить инсерциями gypsy в локус ovo.

Сравнительное исследование
транскриптомов линий SS и MS

С целью поиска генетических маркеров, обу-
словливающих нарушение репродуктивности ли-
нии MS, проведено секвенирование транскрип-
томов мух линий SS, MS и Д-32. Мы провели по-
иск мутаций в экзомах секвенированных нами
линий flamenco, способных повлиять на функци-
онирование системы РНК-интерференции. В
предыдущих исследованиях было показано, что в
линиях SS и MS с фенотипом flamenco тран-
скрипция основных генов-участников системы
РНК-интерференции не изменена, однако это не
исключало возможности нарушения экспрессии
генов на уровне белка. В анализ взяли 89 генов,
участвующих в РНК-интерференции, ни в одном
из которых не обнаружили замен, которые могли
бы иметь функциональное значение [19].

Анализ транскриптомов самок изогенных ли-
ний SS и MS выявил совпадение 96% аминокис-
лотных замен относительно референсного генома
BDGP6. При этом в линии MS относительно ли-
нии SS не обнаружено делеций, вставок, нон-
сенс-кодонов и миссенс-замен в белоккодирую-
щих последовательностях. С помощью сравни-
тельного анализа транскриптомов линий MS и SS
выявлены различия в экспрессии 93 генов, из ко-
торых экспрессия 51 гена снижена в линии MS в
сравнении с линией SS. В результате функцио-
нального анализа идентифицированы категории
генов, вовлеченных в формирование хориона и
вителлиновой мембраны (табл. 3). При этом уро-
вень экспрессии генов, аннотированных этими
категориями, был снижен у особей линии MS.

Является ли снижение экспрессии общей тен-
денцией для всех генов, кодирующих белки обо-
лочки яйца у самок линии MS? Чтобы оценить
это, использовали набор из 40 генов [20], кодиру-
ющих белки хориона и специфически экспресси-
рующихся на разных стадиях развития фолликул.
Согласно результатам секвенирования транскрип-
тома (табл. 4), экспрессия всех 40 генов в линии
MS ниже, чем в SS (у большинства генов значимо).

Результаты РНК-секвенирования отдельных
генов подтверждены с помощью количественной
ПЦР (рис. 6). В первую очередь, мы исследовали
транскрипцию генов, специфичных для фолли-
кулярных клеток яичников, у индивидуальных
самок линий SS и MS. Это гены Vm26Aa, psd,
Fcp3C, CG14309, которые экспрессируются на
стадиях S9–S10 в фолликулярных клетках [20,
21] и Cp16 со специфической экспрессией на
стадии S14 [20]. Анализ 20 самок каждой линии
выявил значимые различия между линиями в
уровне транскрипции всех исследуемых генов за
исключением Fcp3C. Оказалось, что уровень
мРНК этих генов у самок линии MS, как прави-
ло, намного ниже, при этом уровень экспрессии
значительно варьировал среди особей исследуе-
мых линий (рис. 6а).

Таблица 3. Функциональный анализ 51 гена с пониженной экспрессией в линии MS

Категория генов Термин р-Значение
FDR, вероятность 

фальшивого открытия, 
тест Фишера

GOTERM_CC_DIRECT GO:0042600~chorion 4.740293288829082E-26 3.660151581174896E-23

GOTERM_BP_DIRECT GO:0007305~vitelline membrane 
formation involved in chorion-con-
taining eggshell formation

9.609740779501189E-10 9.630556796480505E-7

GOTERM_BP_DIRECT GO:0007304~chorion-containing 
eggshell formation

4.277846940668945E-7 4.287105098366162E-4

GOTERM_CC_DIRECT GO:0060388~vitelline envelope 4.603695541876441E-7 3.5546740293490586E-4
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Среди других генов с высокой вариабельно-
стью экспрессии у самок, оказались phu и tobi, ко-
торые экспрессируются и у самцов, и у самок в
различных тканях. Ген phu кодирует фосфатазу, а
его экспрессия подавляется в условиях голодания
[22] и при воздействии различных видов стресса:
окислительных агентов, гипероксии, рентгенов-
ского излучения [23]. В свою очередь, tobi вовле-
чен в регуляцию углеводного обмена [24] и инду-
цируется при голодании [25]. У самок линии MS
мы наблюдали снижение экспрессии гена phu и
повышение экспрессии гена tobi, тогда как у сам-
цов этого не наблюдалось (рис. 6б).

Среди других генов, экспрессия которых у са-
мок MS (но не у самцов) ниже, чем у самок линии
SS, обнаружен ген γ-глутамилтрансферазы Ggt-1
(рис. 6б), который участвует в метаболизме глута-
тиона и глутамата [26] и выполняет различные
функции в соматических тканях [27], но также
экспрессируется на высоком уровне и в генератив-
ных тканях, и на ранней эмбриональной стадии
(по данным базы FlyBase – flybase.org) и, вероятно,
участвует в процессе оплодотворения [26]. Стоит
отметить, что у всех самок линии MS независимо
от их продуктивности уровень мРНК Ggt-1 зна-
чительно снижен в сравнении с самками роди-

тельской линии. Среди генов, экспрессия кото-
рых снижена у самок и самцов линии MS, обнару-
жен ген CG3397, индуцируемый гипероксией и
вовлеченный в этот процесс [28, 29]. У 40 самок
линий SS и MS (по 20 особей каждой линии), ис-
пользуемых в анализе экспрессии генов, мы так-
же оценивали количество потомства, произве-
денного одной особью за 7 дней. Оказалось, что
этот показатель не связан строго с уровнем тран-
скрипции какого-либо из исследуемых генов. Од-
нако, как правило, фертильные самки линии SS
имели схожие показатели уровня транскрипции
исследуемых генов, а у фертильных самок MS на-
блюдалась разнообразная картина. Вариабель-
ность экспрессии этих генов и показатель коли-
чества потомства за 7 дней отражены на графике
пространства главных компонент (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее в нашей лаборатории была получена си-

стема из двух изогенных линий D. melanogaster –
SS и MS, мутантных по локусу flamenco [30]. Ли-
ния MS получена путем введения в линию SS ак-
тивной копии ретротранспозона gypsy [11] и ха-
рактеризуется нестабильностью генома, вызван-
ной транспозицией МГЭ gypsy. Нами показано,

Таблица 4. Экспрессия генов, кодирующих белки, вовлеченные в формирование оболочки яйца, и результаты
теста на дифференциальную экспрессию у особей линий SS и MS (метод DESeq)

Ген
MS относительно SS

Ген
MS относительно SS

LogFoldChange Padj LogFoldChange Padj

Vm34Ca –4.11 4.03E-18 CG31928 –1.95 4.03E-02
Vm32E –4.93 3.54E-16 Cp7Fc –1.71 4.43E-02
dec-1 –3.54 2.25E-14 Muc12Ea –1.94 4.43E-02
Vml –4.06 1.15E-11 Femcoat –1.69 6.49E-02
Vm26Aa –2.80 9.88E-10 Cp7Fb –1.52 6.86E-02
Cp19 –2.49 6.88E-08 Cp36 –1.24 7.75E-02
Cp18 –2.48 1.36E-07 Yp3 –1.21 8.25E-02
Vm26Ac –6.08 1.88E-07 Cp15 –1.20 1.13E-01
Cp16 –2.55 2.02E-07 CG4009 –1.49 1.25E-01
Vm26Ab –2.54 3.41E-07 Cp38 –1.10 2.20E-01
yellow-g2 –2.98 9.87E-07 CG11381 –1.44 2.96E-01
yellow-g –2.23 5.91E-04 CG31926 –1.51 4.72E-01
Mur2B –2.00 1.65E-03 Muc4B –1.75 9.14E-01
Psd –2.59 2.08E-03 CG12398 –0.21 1
CG13114 –2.05 2.78E-03 CG13992 –0.90 1
Fcp3C –2.90 4.11E-03 CG15570 –0.91 1
CG13083 –1.88 4.29E-03 Cp7Fa –0.27 1
Mur11Da –2.84 8.58E-03 Yp1 –0.66 1
CG32642 –2.19 8.78E-03 Yp2 –0.74 1
CG13084 –1.66 1.82E-02 CG31661 –0.72 1



420

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 3  2020

КУКУШКИНА и др.

что генетическая нестабильность у мух этой линии
сопровождается сниженной фертильностью самок
и аномальным поведением самцов. Низкая фер-
тильность самок обусловлена нарушениями про-
цесса оогенеза. Выявленные дефекты трофоцитов
предполагают нарушение нормального развития
ооцита на поздних стадиях оогенеза, поскольку
трофоциты необходимы в качестве источника ор-
ганелл (митохондрий и рибосом) и биологических
макромолекул (белков, полисахаридов, липидов)
[31, 32]. Кроме деградации отдельных трофоцитов,
выявленные нарушения границ между клетками

могут отражать дефекты цитоскелета (микротру-
бочек и актиновых филаментов), важного для
транспорта из трофоцитов в ооцит [33, 34]. Отсут-
ствие кольцевых каналов (не наблюдается выра-
женных структур на фотографии рис. 5) также отра-
жает общие нарушения в формировании фусомы
(цистоцитов, связанных кольцевыми каналами),
которая формируется на раннем этапе оогенеза.
Эта структура важна для нормального оогенеза как
у беспозвоночных, так и у позвоночных [35]. Полу-
ченные данные отражают нарушения, происходя-
щие на ранних стадиях (до вителлогенеза), вероят-

Рис. 6. Относительный уровень транскриптов дифференциально экспрессирующихся генов у особей линий SS и MS.
а – Гены Vm26Aa, Ср16, psd, Fcp3C, CG14309, специфически экспрессирующиеся в поздних фолликулах. б – Гены phu,
tobi, Ggt-1 и CG3397 у самок и самцов. * Тест Манна–Уитни, N = 20, p < 0.01. Линии разброса отражают минимальное
и максимальное значение в выборке.
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но, на стадии дифференцировки трофобластов
или деления цистоцитов. Также не исключено, что
выявленные дефекты могут быть вызваны наруше-
ниями оогенеза на более ранних стадиях (напри-
мер, при асимметричном делении герминальной
стволовой клетки). Отсутствие нормального фол-
ликулярного слоя оказывает влияние на формиро-
вание яйцевых оболочек и соответственно на фер-
тильность линии [36, 37]. Таким образом, наруше-
ние фертильности у линии MS вызвано
совокупностью выявленных дефектов. В свою оче-
редь, эти дефекты могут быть связаны как с кон-
кретным генетическим нарушением, так и с си-
стемным эффектом, обусловленным активностью
ретротранспозона gypsy.

Линия MS характеризуется инсерцией gypsy в
ген forked. Ген forked является “горячей точкой”
инсерции gypsy, описано несколько мутантов по
гену forked, полученных в результате инсерции
gypsy [38]. При этом в научной литературе нет ин-
формации о том, что ген forked может участвовать
в оогенезе. Следует отметить, что эухроматино-
вые инсерции gypsy (подобные нашей) могут вли-
ять на работу системы РНК-интерференции и
модифицировать активность локуса flamenco [39],

что приводит к усилению фенотипа flamenco. Од-
нако мы показали, что мутация в гене forked, вы-
званная инсерцией gypsy, не связана с процессами
оогенеза самок линии MS.

Далее мы провели сравнительный анализ тран-
скриптомов линий MS и SS. В линии MS не обна-
ружено мутаций (стоп-кодонов, делеций, инсер-
ций) в белоккодирующих генах, которые бы отли-
чали эту линию от линии SS. Конечно, следует
учитывать, что мы проанализировали только часть
транскриптома, поскольку в анализ не попали ге-
ны, не экспрессирующиеся на стадии имаго. Кро-
ме того, мы не анализировали некодирующие
РНК. Поэтому не исключено, что в линии MS есть
мутации, приводящие к нарушению фертильно-
сти, но мы их не обнаружили.

Анализ транскриптома выявил различия в экс-
прессии 93 генов, экспрессия 51 из которых в ли-
нии MS снижена в сравнении с линией SS. В ос-
новном, это гены, вовлеченные в формирование
хориона и вителлиновой мембраны.

Таким образом, транскриптомные данные от-
ражают комплексное нарушение стадий позднего
оогенеза — вителлогенеза и формирования хори-

Рис. 7. График факторных нагрузок (главных компонент 1 и 2), отображающий взаимные корреляции относительного
уровня мРНК генов с вариабельной экспрессией у отдельных самок линий SS и MS. Чем ближе векторы на графике
друг к другу, тем больше положительная корреляция экспрессии генов. Цифрами отмечено количество потомства,
произведенное соответствующей самкой за 7 дней. Видно, что при увеличении экспрессии гена tobi уменьшается экс-
прессия всех остальных исследуемых генов, особенно гена phu.
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она. Причинами этого нарушения могут быть как
дефекты предшествующих стадий оогенеза, так и
некорректная работа механизмов, обеспечиваю-
щих созревание ооцита.

Дифференцировка фолликулярных клеток,
продукция белков оболочек, содержание белка и
липидов в ооцитах зависят от многих сигнальных
механизмов и гормональных стимулов, таких как
ювенильный гормон [40] и экдизон [41, 42]. Ста-
тус питания [43], углеводный обмен и инсулино-
вый сигналинг также определяют репродуктив-
ную функцию на разных стадиях оогенеза [44].
Активность митохондрий является одним из важ-
ных факторов в позднем оогенезе, влияющих на
репродуктивность [45]. Анализ уровня мРНК ге-
нов, участвующих в вителлогенезе (Cp16, Fcp3C,
psd, Vm26Aa, CG14309), у индивидуальных особей
выявил вариабельный профиль экспрессии у са-
мок линии MS. Таким образом, нарушения позд-
них стадий оогенеза, вероятно, не имеют систе-
матического характера. В число генов с повышен-
ным, но вариабельным уровнем экспрессии у
самок MS входят гены tobi и phu. Ген гликозидазы
tobi является регулятором углеводного обмена,
его сверхэкспрессия приводит к увеличению за-
пасов гликогена и подавлению роста у личинок,
также его экспрессия регулируется в зависимости
от статуса питания (подавляется при избытке са-
харов или недостатке белка) [46]. В свою очередь,
экспрессия гена phu значительно зависит от по-
требления сахаров [47]. Предположительно, из-
менение экспрессии tobi и углеводного обмена у
самок линии MS относительно контрольной ли-
нии может влиять на репродуктивность, либо
служить компенсаторным механизмом для под-
держания необходимого уровня гликогена в
ооцитах [45]. Роль генов Ggt-1 и CG3397, значи-
тельно пониженный уровень экспрессии которых
обнаружен нами у всех самок MS, в оогенезе и ре-
продуктивности требует изучения.

Результаты, полученные с помощью ovoD-те-
ста, подтверждают, что линию MS можно считать
генетически нестабильной (частота реверсий –
1%). На момент получения линии MS реверсии
локуса ovoD составляли 50% [48]. Спустя 25 лет
культивирования произошло уменьшение транс-
позиционной активности gypsy в 50 раз. Таким
образом, за время культивирования мутантная
линия MS приобрела не только сниженную пло-
довитость, но и механизмы супрессии сверхвысо-
кой частоты транспозиции gypsy. Последнее мо-
жет объясняться накоплением в геноме этой ли-
нии последовательностей gypsy, которые могли
бы использоваться как матрицы piРНК в меха-
низме подавления транспозиции путем РНК-ин-
терференции (по нашим неопубликованным дан-
ным в линии MS насчитывается семь–восемь ко-
пий gypsy). У гибридов F2 c генотипом flamenco,

полученных от скрещивания самок MS с самцами
дикого типа, плодовитость восстанавливается, но
частота транспозиции возрастает в 2 раза по срав-
нению с линией MS, что может быть связано с
“разбавлением” их аутосом и потерей части ко-
пий gypsy, присутствовавших в геноме родитель-
ской линии MS.

Таким образом, снижение фертильности са-
мок линии MS может быть либо следствием по-
вышенной транспозиционной активности МГЭ
gypsy, способствующей генетической нестабиль-
ности в линии MS, либо следствием случайных
процессов, например дрейфа генов, способству-
ющих накоплению сразу нескольких (не менее
трех) рецессивных мутаций в генах, контролиру-
ющих оогенез.

Отметим, что снижение фертильности харак-
терно для мутантов по генам системы РНК-ин-
терференции, контролирующих транспозиции
МГЭ [3, 6, 7, 9, 49]. Полная стерильность харак-
терна для гибридных самок, полученных при
скрещивании самцов, несущих транспозиционно
активный МГЭ, с самками, не имеющими ни ак-
тивных копий этого МГЭ, ни, как следствие, за-
щитных механизмов, препятствующих транспози-
ции. В результате такого скрещивания происходит
активация транспозиции МГЭ (транспозицион-
ный взрыв) у потомков, что коррелирует со сте-
рильностью гибридных самок. Это явление носит
название гибридного (гонадального) дисгенеза
[50]. Молекулярные механизмы гибридного дис-
генеза, приводящие к стерильности самок, неиз-
вестны; обнаружено, что высокий уровень транс-
позиции МГЭ коррелирует с низким уровнем
piРНК в герминальных тканях самки [51]. Системы
гибридного дисгенеза в основном обусловлены
транспозициями и эксцизиями мобильных элемен-
тов в развивающихся зародышевых клетках. Высо-
кая частота хромосомных перестроек и рекомбина-
ций у самцов происходят преимущественно в сай-
тах инсерции МГЭ [52, 53]. Предполагается, что
гибридный дисгенез – это адаптивная реакция ор-
ганизма, препятствующая распространению актив-
ных копий МГЭ в популяции [54].

Можно предположить, что снижение фертиль-
ности в линии MS – плата за выживание линии в
условиях сильной генетической нестабильности
и защита от распространения МГЭ gypsy в попу-
ляции. Молекулярные механизмы, запускающие
процесс подавления оогенеза в линии MS, могут
быть аналогичны механизмам, действующим при
гибридном дисгенезе, однако они не приводят к
полной стерильности самок. Эти механизмы мо-
гут быть как генетическими, так и эпигенетиче-
скими. В условиях генетической нестабильности
они, по-видимому, действуют направленно, в ре-
зультате чего популяция через ряд поколений
приобретает снижение плодовитости и супрес-
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сию транспозиционной активности gypsy. Даль-
нейшая наша работа будет направлена на поиск
факторов, направляющих такой отбор.
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FERTILITY OF THE Drosophila melanogaster MS STRAIN WITH VIOLATION
OF THE MOBILE ELEMENT gypsy TRANSPOSITION CONTROL

I. V. Kukushkina1, P. A. Makhnovskii2, L. N. Nefedova1, E. A. Balakireva1, N. I. Romanova1,
I. V. Kuzmin1, A. R. Lavrenov1, and A. I. Kim1, *

1Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia
2Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia

*e-mail: aikim57@mail.ru

Flamenco locus is one of the main components of the piRNA pathway of regulation of mobile genetic ele-
ments (MGEs) in Drosophila melanogaster. Mutations at this locus lead to an increase in the transposition ac-
tivity of MGEs and, as a result, to genetic instability. In the paper, the fertility of a genetically unstable MS
strain obtained more than 25 years ago and characterized by a mutation in the f lamenco locus and the pres-
ence of a functionally active copy of gypsy retrotransposon, was investigated. In MS strain females, complex
violations of the ovarian morphology are revealed: defects in the follicular layer, ring channels, degradation
of trophocytes, which in turn lead to a decrease in reproductive abilities. Analysis of the MS strain transcrip-
tome showed a decrease in the expression level of 40 genes encoding chorionic proteins and expressing spe-
cifically at different stages of follicle development. F1 and F2 hybrid females from crosses of MS females with
wild type males demonstrate restoration of reproductive abilities, despite the fact that half of F2 females have
the flamenco genotype and genetic instability caused by transposition of gypsy (according to the ovoD test).
Moreover, in hybrid F2 females with the flamenco genotype, the frequency of gypsy transposition arise dou-
bles in comparison with the MS strain females. Thus, over 25 years of cultivation, the MS strain acquired par-
tial suppression of the f lamenco phenotype and accumulated several recessive mutations in the genes that
control oogenesis.

Keywords: Drosophila melanogaster, oogenesis, mobile elements, flamenco, gypsy
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