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Области конститутивного гетерохроматина, 
занимающие более трети генома D.  melanogaster, 
состоят преимущественно из последовательно-
стей мобильных элементов и высокоповторенной 
сателлитной ДНК, но также содержат важные для 
клетки функциональные элементы [1]. В политен-
ных хромосомах (ПХ) D.  melanogaster дикого типа 
гетерохроматиновые районы хромосом обычно 
практически не представлены вследствие явления 
недорепликации [2]. Недавно было обнаружено, 
что мутации гена Rif1, консервативного регулято-
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ра репликационного тайминга, приводят к полной 
репликации аннотированной области гетерохро-
матина в клетках слюнных желез (СЖ) [3]. Кроме 
того, на фоне мутаций Rif1 значительно подавлена 
недорепликация тандемных повторов – сателлитов 
и рибосомных генов [4]. 

Политенные хромосомы у дрозофилы могут об-
разовывать не только клетки СЖ, но и герминаль-
ные клетки яичников. Яичники дрозофилы состоят 
из овариол – цепочек яйцевых камер, находящихся 
на разных этапах развития. Каждая яйцевая каме-
ра содержит оболочку соматических клеток, раз-
вивающийся ооцит и 15 герминальных питающих 
клеток, которые транскрипционно высокоактив-
ны, поскольку обеспечивают продукцию белков и 
других факторов для развития транскрипционно- 
инертного ооцита. Хромосомы питающих клеток у 
мух дикого типа полиплоидны (до 8192 С), но не по-
литенны [5]. Однако они могут стать политенными 
в результате определенных мутаций, например при 
мутации гена otu (ovarian tumor) [6]. Одним из алле-
лей, вызывающих образование политенных хро-
мосом с четкой дисковой структурой в питающих 
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клетках, является otu11 [6, 7]. При этом питающие 
клетки мутантов otu именуются псевдопитающи-
ми (ППК), потому что их морфология отличается 
от клеток дикого типа, и в яйцевых камерах часто 
отсутствуют ооциты, по отношению к которым 
питающие клетки выполняют трофическую функ-
цию [8]. Стоит отметить, что в питающих клетках, в 
отличие от клеток СЖ, недорепликация гетерохро-
матина начинается не с первого, а только с пятого 
цикла репликации [9]. Вследствие этого в таких 

хромосомах несколько снижена недорепликация 
гетерохроматина по сравнению с политенными 
хромосомами СЖ, что ведет к появлению допол-
нительных политенизированных блоков и умень-
шению частоты разломов хромосом [10, 11]. Однако 
в целом политенные хромосомы СЖ и ППК схожи 
между собой: дисковые паттерны хорошо коррели-
руют, проявляя лишь незначительные различия [7].

Целью данного исследования было проверить, 
будет ли мутация гена Rif1 влиять на недореплика-

Рис 1. Мутация Rif11 приводит к дополнительной политенизации прицентромерных районов в ППК. Показан при-
центромерный район хромосомы 2 в ППК мутантов otu11 (А-В) и мутантов otu11; Rif11 (Г, Д). На фоне Rif1+ полите-
низированные плечи хромосомы 2 могут соединяться тонкими тяжами гетерохроматина (А). В других случаях левое 
(Б) и правое (В) плечи хромосомы 2 лежат отдельно друг от друга. Белые стрелки указывают на концы политенизи-
рованных участков хромосом. На фоне мутации Rif11, зона, фланкированная белыми стрелками, политенизируется, 
а хромосома 2 выглядит как единое целое и представлена блоками компактного хроматина, интенсивно окрашива-
ющегося ацето-орсеином. Окраска – ацетоорсеином, фазовый контраст. Масштаб – 10 мкм.
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цию гетерохроматина в политенных хромосомах 
клеток зародышевого пути  –  ППК. Для этого мы 
вывели линию otu11; Rif11 и охарактеризовали вли-
яние Rif11 на гетерохроматиновые районы поли-
тенных хромосом в питающих клетках. Для объ-
единения двух мутаций в одном генотипе вторая 
хромосома линии y w otu11 sn1/FM3 [7] была заме-
нена на вторую хромосому из линии w118; Rif11 [3]. 
В результате была получена линия с генотипом y  
w otu11 sn1/FM3; Rif11.

Для анализа политенных хромосом из ППК  
самок, гомозиготных по хромосоме y w otu11 sn1, со-
держали на питательной среде с добавлением сухих 
дрожжей при температуре 18 °C. Для получения пре-
паратов политенных хромосом из самок возрастом 
8–12 дней извлекали яичники в растворе PBS, затем 
переносили их в каплю ацетоорсеина (1%-й орсеин в 
45%-й уксусной кислоте) на 20–30 мин, а после это-
го  –  в каплю 55%-й молочной кислоты, в которой 
яичники разделяли на отдельные яйцевые камеры. 

Для анализа выбирали камеры, содержащие 
крупные ядра питающих клеток круглой формы. 
Отобранные яйцевые камеры переносили пипет-
кой в каплю 55%-й молочной кислоты на покров-
ное стекло и накрывали предметным стеклом. По-
сле легкого постукивания препаровальной иглой 
под контролем настольного микроскопа и удаления 
лишней жидкости при помощи фильтровальной 
бумаги покровное стекло придавливали пальцем 

через фильтровальную бумагу для достижения оп-
тимального распластывания и расправления хро-
мосом. Препараты анализировали при помощи 
микроскопа Olympus BX51, с объективом 100×/1.30 
Uplan FI Ph3 и цифровой камерой DP52.

В ядрах ППК мутантов otu11 политенные хромо-
сомы не формируют общий хромоцентр: на препа-
ратах плечи аутосом либо лежат отдельно, либо со-
единяются тонкими нитями (рис. 1А–В). Введение 
мутации Rif11 привело к резкому изменению мор-
фологии прицентромерных районов. Плечи хро-
мосом оказались соединены блоками компактного 
материала (рис. 1Г, Д). 

Ранее мы показали, что в СЖ такое изменение 
морфологии связано с политенизацией сателлит-
ной ДНК. Для проверки влияния мутации Rif11 
на политенизацию сателлитной ДНК в ППК мы 
провели in situ гибридизацию (FISH) с зондом к 
сателлиту Prodsat (AATAACATAG), занимающему 
протяженные участки гетерохроматина в хромо-
сомах 2L и 3R вблизи центромер [12]. Ранее поли-
тенизация этого сателлита на фоне мутации Rif11 
была нами показана в политенных хромосомах СЖ 
[4]. Чтобы добиться наилучшей морфологии хро-
мосом на препаратах для FISH из ППК, мы разра-
ботали новый подход приготовления препаратов, 
включающий дополнительную окраску хромосом 
ацетоорсеином. На первом этапе препараты хро-
мосом готовили по схеме, описанной выше. Затем 

Рис. 2. Мутация Rif11 приводит к политенизации сателлита Prodsat в хромосоме 2 ППК. Приведены фазово-кон-
трастные изображения с окраской ацетоорсеином (верхний ряд), результат гибридизации in situ зонда к сателлиту 
Prodsat (средний ряд) и наложение сигнала на фазово-контрастное изображение (нижний ряд). Масштаб – 10 мкм.
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препараты прогревали на настольном термостате 
при 70°С 10 с для лучшего прикрепления хромосом 
к стеклу, фотографировали хромосомы при помо-
щи фазово-контрастного микроскопа, после чего 
препараты замораживали в жидком азоте, скалы-
вали покровное стекло, дофиксировали и хранили 
в 96%-й этаноле при температуре –18 °С. В хромо-
сомах ППК мутантов otu11; Rif11 наблюдалось резкое 
усиление сигнала FISH Prodsat по сравнению с otu11 
(рис. 2). В ППК одиночных мутантов otu11, несмо-
тря на то что там проходит несколько раундов пол-
ной репликации генома, этот сателлит представлен 
лишь маленькой точкой. 

Снижение недорепликации сателлитов в по-
литенных хромосомах СЖ у Rif1-мутантов приво-
дит к появлению крупных чередующихся блоков 
DAPI-позитивного и DAPI-негативного материала, 
которые соответствуют тем же блокам в метафазных 
хромосомах D. melanogaster. Таким образом, можно 
получить своего рода “дифференциальное окра-
шивание”, выявляющее блоки разных сателлитов, 
что позволяет изучать особенности организации 
хроматина, которые связаны с сателлитной ДНК, 
а также облегчает идентификацию сателлитов [4]. 
Для доказательства дополнительной политенизации 
сателлитной ДНК на фоне Rif11 в ППК мы провели 
более детальный анализ морфологии прицентромер-
ных районов хромосом с помощью окрашивания 

DAPI (рис. 3). Для этого препараты, приготовлен-
ные по методике, описанной выше, замораживали в  
жидком азоте, скалывали покровное стекло, дофик-
сировали в 96%-й этаноле, высушивали и покрывали 
средой VectaShield с добавлением 0.15 мкг/мл DAPI. 

На примере хромосомы 3 можно видеть, что че-
редование DAPI-позитивных и DAPI-негативных 
блоков в прицентромерных районах политенных 
хромосом СЖ и ППК мутантов по гену Rif1 сходно и 
позволяет визуализировать отдельные блоки поли-
тенизированных сателлитов (см. рис. 3). 

Например, DAPI-негативный блок сателлита 
ААГАГ характерен для политенных хромосом обо-
их типов. В хромосомах ППК мутантов otu11; Rif11 
наблюдается характерное для политенных хромо-
сом СЖ мутантов по гену Rif1 объединение прицен-
тромерных районов хромосом Х и 4 (см. рис. 3 В,Г). 
Отчетливо видна зона, соответствующая ядрышко-
образующему району (NOR). В основании хромо-
сомы 4 расположены два сходных в двух типах кле-
ток крупных блока DAPI-позитивного материала, 
соответствующие в ПХ СЖ блокам сателлита 1.688 
и тандемным повторам типа AANAN из гетерохро-
матина хромосомы 4 и проксимального гетерохро-
матина хромосомы Х (см. рис. 3В,Г).

Чтобы дополнительно подтвердить, что сходные 
по морфологии блоки гетерохроматина в хромо-

Рис. 3. Окрашенные DAPI прицентромерные районы хромосомы 3 в политенных хромосомах СЖ (А) и ППК (Б) 
на фоне мутации Rif11. Участок, ограниченный районами 80А и 81F, соответствует митотическому гетерохромати-
ну хромосомы 3. Стрелками и линиями показаны районы, имеющие сходную морфологию в двух типах клеток, а 
также указан предполагаемый состав ДНК для некоторых районов согласно [4]. Белый треугольник указывает на 
DAPI-позитивный блок, соответствующий блоку h48 карты митотического гетерохроматина. Скобкой выделено 
положение сателлита Prodsat, фланкирующего центромеру хромосомы 3. Приблизительное положение центромеры 
указано пунктирной линией, пересекающей хромосому в соответствии с [4] для политенных хромосом СЖ и по 
сходству морфологии соответствующих районов в ППК. В.Г. Объединенные прицентромерные районы политен-
ных хромосом Х и 4 в СЖ (В) и ППК (Г). Окрашивание – DAPI, масштаб – 10 мкм.
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сомах СЖ и ППК – это одни и те же блоки сател-
литной ДНК, мы провели FISH сателлитов 1.688 
и Prodsat. Мы показали, что в ППК сателлит 1.688 
выявляется в виде протяженного блока, присоеди-
ненного к хромосоме 4. Сателлит Prodsat, который 
фланкирует хромоцентры аутосом, выявляется в 
хромосомах 3 в виде большого блока DAPI-по-
зитивного материала в середине гетерохромати-
на хромосомы 3 как в СЖ (рис.4 Б), так и в ППК 
(рис. 4В). Эти результаты полностью соответствует 
нашим ожиданиям, основанным на данных, полу-
ченных ранее для политенных хромосом СЖ му-
тантов Rif11.

В целом наши данные позволяют заключить, 
что в политенных хромосомах клеток зародыше-
вого пути, так же как и в клетках слюнных желез, 
репликация гетерохроматиновых областей генома 
и сателлитной ДНК находится под контролем белка 
Rif1. Комбинация мутаций otu11; Rif11 приводит к по-
явлению в герминальных клетках яичников поли-
тенных хромосом с полностью реплицированными 
прицентромерными областями, структура которых 
аналогична таковой в политенных хромосомах кле-
ток слюнных желез мутантов по гену Rif1. Система 
otu11; Rif11 может быть использована для изучения 
районов гетерохроматина и связанных с ними бел-
ков в процессе оогенеза, что представляет особый 
интерес в связи с существованием герминаль-
но-специфичных механизмов репрессии мобиль-
ных элементов и сателлитов [13–15]. 
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Рис. 4. Результаты FISH с зондами к сателлитам 1.688 
и Prodsat в политенных хромосомах ППК (А,В) и 
СЖ (Б) мутантов otu11; Rif11. А. Один из двух блоков 
DAPI-позитивного материала в основании хромо-
сомы 4 гибридизуется с пробой к сателлиту 1.688, 
что соответствует выводу, сделанному на основании 
морфологического анализа. Выявление фланкиру-
ющего центромеру хромосомы 3 сателлита Prodsat в 
СЖ (Б) и ППК (В). Положение сигнала полностью 
соответствует предсказанию, сделанному на осно-
ве анализа морфологии. Окрашивание – хромосом 
DAPI. Положения сигнала отмечены стрелками. 
Масштаб – 10 мкм.
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OTU AND RIF1 DOUBLE MUTANT ENABLES ANALYSIS OF SATELLITE  
DNA IN POLYTENE CHROMOSOMES OF OVARIAN GERM CELLS  

IN DROSOPHILA MELANOGASTER
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Polytene chromosomes in Drosophila serve as a classical model for cytogenetic studies. However, heterochromatic 
regions of chromosomes are typically under-replicated, hindering their analysis. Mutations in the Rif1 gene 
lead to additional replication of heterochromatic sequences, including satellite DNA, in salivary gland cells. 
Here, we investigated the impact of the Rif1 mutation on heterochromatin in polytene chromosomes formed in 
ovarian germ cells due to the otu gene mutation. By the analysis of otu11; Rif11 double mutants, we found that, 
in the presence of the Rif1 mutation, ovarian cells undergo additional polytenization of pericentromeric regions. 
This includes the formation of large chromatin blocks composed of satellite DNA. Thus, the effects of the Rif1 
mutation were similar in salivary gland and germ cells. The otu11; Rif11 system opens new possibilities for studying 
factors associated with heterochromatin during oogenesis.

Keywords: polytene chromosomes, pseudonurse cells, Rif1, under-replication, heterochromatin, satellite DNA.


