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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ И МОЛЕКУЛЯРНЫЙ АНАЛИЗ 
КОМПЛЕМЕНТАЦИИ ЛОКУСОВ flamenco И piwi  

У Drosophila melanogaster
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Считается, что гетерохроматиновый локус flamenco, контролирующий у Drosophila melanogaster 
транспозиции ретротранспозона/ретровируса gypsy, является одним из источников антисмысловых 
РНК, взаимодействующих с белком Piwi – важнейшим компонентом системы РНК-интерференции. 
Мутации piwi и flamenco имеют одинаковое фенотипическое проявление – повышенный уровень 
транскрипции и частоты транспозиции ретротранспозона/ретровируса gypsy. В настоящей работе 
обсуждаются результаты комплементационного теста, который заключается в скрещивании линий 
MS и SS, мутантных по локусу flamenco, с линией piwi3, гетерозиготной по мутации в гене piwi, с 
последующим исследованием уровня транскрипции gypsy в яичниках и семенниках гибридов, по-
лученных от данных скрещиваний. Проведен генетический (гибридологический) и молекулярный 
анализы взаимодействия локусов flamenco и piwi. Выявлено, что транскрипция gypsy по-разному 
регулируется в тканях семенников и яичников линий SS и MS, что, по-видимому, обусловлено раз-
личной активностью кластеров piRNA в этих тканях. Также показано, что гены piwi и flamenco в 
тканях семенников взаимодействуют комплементарно. 
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ВВЕдЕНИЕ

Ретротранспозоны – класс мобильных ге-
нетических элементов (МГЭ), перемещение 
которых осуществляется с помощью обратной 
транскрипции. Среди них различают ретро-
транспозоны, фланкированные длинными кон-
цевыми повторами (ДКП-ретротранспозоны), и 
LINE� – элементы, не содержащие ДКП. ДКП- – элементы, не содержащие ДКП. ДКП-
ретротранспозоны имеют высокую степень 
сходства с ретровирусами. В структуре как 
ретротранспозонов, так и ретровирусов разли-
чают 3 открытые рамки считывания (ОРС) –  
gag, pol, env. Если у ДКП-ретротранспозона все 
3 ОРС не повреждены и способны полностью 
выполнять свои функции, то потенциально та-
кой МГЭ способен не только перемещаться по 
геному в пределах одной клетки, но и заражать 
другие клетки и, следовательно, являться рет-
ровирусом. Именно это свойство впервые было 

показано у ДКП-ретротранспозона D. mela- 
nogaster gypsy (�im�im et al., 1994a), а затем и уa), а затем и у), а затем и у 
элемента ZAM (Le�la���Le�la��� et al., 2000). 

Показано, что транспозиции ДКП-ретро-
транспозона-ретровируса gypsy контролирует 
локус flamenco, локализованный в районе  
20А1-3 Х-хромосомы D. melanogaster (Pélisso� 
et al., 1994). В том же районе Х-хромосомы 
локализован локус COM, контролирующий род-
ственный gypsy ретротранспозон ZAMZAM (Desset 
et al., 2003). Следует отметить, что и локус 
flamenco, и локус COM картированы только 
генетически, молекулярные механизмы их функ-
ционирования изучены недостаточно. 

Существенная часть МГЭ присутствует в 
виде дефектных копий, накопивших в процессе 
эволюции мутации и в настоящее время не спо-
собных к перемещению. Известно, что такие де-
фектные последовательности МГЭ могут быть 
вовлечены в процессы контроля их активных 
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копий. В настоящее время принято считать, что 
локус flamenco является скоплением множества 
дефектных копий МГЭ и служит источником 
антисмыслового РНК-предшественника для 
системы РНК-интерференции (�re��e��ke�re��e��ke et al., 
2007; Pélisso� et al., 2007; Malo�eMalo�e et al., 2009).

У дрозофилы известно несколько биохи-
мических путей РНК-интерференции. Суть 
каждого из них заключается в подавлении 
экспрессии гена на посттранскрипционном 
уровне с помощью антисмысловой РНК, однако 
в каждом из путей функционируют разные бел-
ки (Lee et al., 2004). Источники антисмысловой 
РНК тоже отличаются для каждого из них. Ло-
кус flamenco вовлечен в Piwi-зависимый путь.Piwi-зависимый путь.-зависимый путь. 
Данный путь предполагает деградацию смыс-
ловой РНК-мишени с участием коротких РНК, 
взаимодействующих с белком Piwi (piRNA,Piwi (piRNA, (piRNA,RNA,, 
Piwi-i�tera��ti��� RNA), в соматических фоллику-iwi-i�tera��ti��� RNA), в соматических фоллику--i�tera��ti��� RNA), в соматических фоллику-RNA), в соматических фоллику-), в соматических фоллику-
лярных клетках (Malo�eMalo�e et al., 2009). В тканях 
яичников действует циклический механизм, 
обеспечивающий амплификацию пула piRNA,piRNA,, 
имеющий название «пинг-понг» (�re��e��ke et 
al., 2007). Для инициации механизма «пинг-
понг» необходимы первичные piRNA, имеющиеpiRNA, имеющие, имеющие 
происхождение от локуса flamenco (�re��e��ke et 
al., 2007). Кроме того, предполагается, что ис-
точниками антисмысловых РНК могут являться 
и другие кластеры piRNA.piRNA.. 

Очевидно, что белок Piwi играет в выше-Piwi играет в выше- играет в выше-
описанных процессах крайне важную роль, по-
скольку именно он осуществляет самый ранний 
этап – образование первичных piRNA. МутацииRNA. Мутации. Мутации 
в гене piwi приводят к стерильности и вызывают 
повышенную частоту транспозиции МГЭ gypsy 
(Sarot et al., 2004) и copia (�almykova et al., 
2005). Также у мутантов наблюдается повышен-
ный уровень транскриптов многих других МГЭ 
(Lu, �lark, 2011). ОтносительноLu, �lark, 2011). Относительно, �lark, 2011). Относительно�lark, 2011). Относительно, 2011). Относительно gypsy наруше-
ния в обоих генах – piwi и flamenco – приводят 
к одинаковому фенотипическому проявлению: 
повышаются уровень транскрипции и частота 
транспозиции данного элемента. 

Описано несколько мутантных по локусу 
flamenco линий D. melanogaster, большинство 
из которых получено путем инсерции Р-эле-
мента в область данного локуса (Ro�ertRo�ert et al alal., 
2001; Mevel-Ni�ioMevel-Ni�io-Ni�ioNi�io et al alal., 2007). В нашей ла-
боратории ранее была исследована линия SSSS 
D. melanogaster, в которой была обнаружена 

мутация в локусе flamenco. Она не является 
инсерционным мутантом, и природа мутации 
flamenco в ней неизвестна (�im�im et al alal., 1994�).�).). 
Из этой линии путем искусственного введения 
активной копии МГЭ gypsy получена линия 
MS, характеризующаяся повышенной частотой, характеризующаяся повышенной частотой 
транспозиции gypsy (�im�im et al., 1994�)�)).

Методом обратной транскрипции (ПЦР) 
показано, что в линиях SS и MS наблюдалсяSS и MS наблюдался и MS наблюдалсяMS наблюдался наблюдался 
повышенный уровень транскрипции в обла-
сти локуса flamenco, являющегося источником 
антисмысловых piRNA (piRNA ( (Неопубл. данные). 
Мы предположили, что повышенный уровень 
транскрипции flamenco в линиях SS и MS можетSS и MS может и MS можетMS может может 
быть обусловлен мутацией в генах системы РНК-
интерференции, в первую очередь в гене piwipiwi, в 
результате которой РНК-предшественник piRNApiRNA 
накапливается вследствие нарушения его про-
цессинга. Настоящая работа посвящена экспери-
ментальной проверке этого предположения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОдЫ

Линии D�� �������������� ������������������������

Изогенные линии, мутантные по гену flamen-
co, w1: SS, MS (содержит активныйSS, MS (содержит активный, MS (содержит активныйMS (содержит активный (содержит активный gypsy) (�im et 
al., 1994�) и линия Д32 с фенотипом�) и линия Д32 с фенотипом) и линия Д32 с фенотипом flamenco�� –  
из коллекции кафедры генетики МГУ. Линия 
P{PZ}piwi06843 ���1/�yO; ry506 (предоставлена 
А.И. Калмыковой, ИМГ РАН, Москва) харак-
теризуется наличием инсерции P-элемента вP-элемента в-элемента в 
первый экзон гена piwi (Li�, Spradli���, 1997). 
В тексте линия P{PZ}piwi06843 ���1/�yO; ry506 

обозначена символом piwi3, под которым она 
также фигурирует в базе данных �ly�ase.�ly�ase..

Линии мух культивировали в стандартных 
условиях: на общепринятой агаризованной 
питательной среде при температуре 25 °С. Скре-
щивания осуществлялись в тех же условиях. Для 
массовых скрещиваний в пробирку диаметром  
3 см помещали по 10 особей каждого пола.

Сбор тканей  
для последующего выделения РНК

Мух анестезировали с помощью диэтилового 
эфира и под бинокулярным микроскопом препа-
ровальными иглами производили их вскрытие и 
отделение яичников или семенников от корпуса. 
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Для выделения РНК собирали примерно 20 мг 
тканей. Сбор осуществляли в 1,5 мл пробирки, 
содержащими 10 мкл деионизованной воды 
и 40�� рибонуклеазного ингибитора Ri�olo��k�� рибонуклеазного ингибитора Ri�olo��k рибонуклеазного ингибитора Ri�olo��kRi�olo��k 
(«�erme�tas»). В процессе сбора пробирки с�erme�tas»). В процессе сбора пробирки с»). В процессе сбора пробирки с 
тканями находились в ледяной бане.

Выделение тотальной РНК

Выделение РНК осуществляли с помощью 
комплекта реагентов «РИБО-золь-А» фирмы 
«AmpliSe�s» (Россия). Биоматериал гомоге-AmpliSe�s» (Россия). Биоматериал гомоге-» (Россия). Биоматериал гомоге-
низировали в буфере, содержащем гуанид-
инизотиоцианат. Далее экстракцию проводили 
по протоколу производителя. Качество выде-
ленной РНК оценивали путем электрофореза в 
2 %-м агарозном геле, количество – спектрофо-
тометрически (Na�odrop 1000, «��ermo �is�erNa�odrop 1000, «��ermo �is�er 1000, «��ermo �is�er 
S��ie�tifi��»). Затем 1 мкг РНК инкубировали с  
1�� ДНКазы I («�erme�tas») при 37 °С в течение�� ДНКазы I («�erme�tas») при 37 °С в течение ДНКазы I («�erme�tas») при 37 °С в течениеI («�erme�tas») при 37 °С в течение («�erme�tas») при 37 °С в течение�erme�tas») при 37 °С в течение») при 37 °С в течение 
60 мин. Реакцию останавливали добавлением 
E�D�Aдоконечнойконцентрации2,5мМ,ДНКазу до конечной концентрации 2,5 мМ, ДНКазу 
инактивировали прогреванием при 65 °С в 
течение 10 мин.

Синтез кдНК

Синтез кДНК осуществляли с помощью 
набора фирмы «�erme�tas» «�irst Stra�d ��DNA�erme�tas» «�irst Stra�d ��DNA» «�irst Stra�d ��DNA�irst Stra�d ��DNA Stra�d ��DNAStra�d ��DNA ��DNA��DNA 
Sy�t�esis �it» по протоколу производителя, в ка- �it» по протоколу производителя, в ка-�it» по протоколу производителя, в ка-» по протоколу производителя, в ка-
честве затравки для синтеза использовали слу-
чайные праймеры. Количество матрицы РНК 
составляло 500 нг на реакцию. Эффективность 
реакции обратной транскрипции оценивали с 
помощью серии кратных разведений РНК. 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)  
в режиме реального времени

Амплификацию проводили в объеме 25 мкл  
в течение 40 циклов в амплификаторе Mi�i-Op-Mi�i-Op-
ti��o� Real-�ime P�R System («�io-Rad La�ora- Real-�ime P�R System («�io-Rad La�ora-Real-�ime P�R System («�io-Rad La�ora--�ime P�R System («�io-Rad La�ora-�ime P�R System («�io-Rad La�ora- P�R System («�io-Rad La�ora-P�R System («�io-Rad La�ora- System («�io-Rad La�ora-System («�io-Rad La�ora- («�io-Rad La�ora-�io-Rad La�ora--Rad La�ora-Rad La�ora- La�ora-La�ora-
tories»). Была использована реакционная смесь»). Была использована реакционная смесь 
M-428 фирмы «Синтол» (Россия), содержащая 
флюоресцентный краситель SY�R Gree� I. 
Концентрация M���lM���l2 – 2,5 мМ, каждого прай-
мера – 0,4 мкМ на реакцию. Параметры цикла: 
денатурация – 95 °С, 15 с, отжиг праймеров –  
55 °С, 45 с, элонгация – 62 °С, 60 с. Для ампли-
фикации использовали праймеры к гену gypsy�� 

прямой 5′-��t��t����a������aa����aaa��ta-3′, обратный 
5′-��a����t��a����aata����tt����t-3′ и к гену rp����: прямой 
5′-��tat����a��aa��a��a��t������t-3′, обратный 5′-��tt��t����at-��tat����a��aa��a��a��t������t-3′, обратный 5′-��tt��t����at--3′, обратный 5′-��tt��t����at-��tt��t����at-
��a����a����a����t-3′. Эффективность ПЦР оценивали-3′. Эффективность ПЦР оценивали 
с помощью серии кратных разведений кДНК.

Анализ результатов ПЦР проводили с помо-
щью пакета программ �io-Rad ���� Ma�a��er�io-Rad ���� Ma�a��er-Rad ���� Ma�a��erRad ���� Ma�a��er ���� Ma�a��er���� Ma�a��er Ma�a��erMa�a��er 
(версия 1.6.541.1028). Вычисление экспрессии 
gypsy данным программным обеспечением 
производилось ∆∆С(t) методом. В качестве ре-t) методом. В качестве ре-) методом. В качестве ре-
ференсного гена был использован rp��.��.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Молекулярная природа мутации в локусе 
flamenco, контролирующем транспозиции 
МГЭ gypsy в линии MS, изогенной линии SS,MS, изогенной линии SS,, изогенной линии SS,SS,, 
до сих пор неизвестна. Поскольку в линии MSMS 
уровень транскрипции РНК в области локуса 
flamenco был выше, чем в линии дикого типа, 
мы предположили, что в линии MS механизмMS механизм механизм 
РНК-интереференции не работает эффективно 
либо в результате нарушения процессинга РНК-
предшественника (мутация в гене piwi), либо 
из-за структурных особенностей самого локуса 
flamenco. Чтобы ответить на вопрос, являются 
ли наблюдаемые особенности процессинга 
РНК-предшественника следствием нарушения 
нормального функционирования белка Piwi,Piwi,, 
мы провели функциональный тест на аллелизм, 
или тест на комплементацию. Его суть сводится 
к скрещиванию линии MS с линией piwiMS с линией piwi с линией piwi3, ге-
терозиготной по рецессивной мутации piwi, и 
последующему анализу уровня транскрипции 
ретротранспозона gypsy в яичниках и семен-
никах (где функционируют Piwi-зависимыеPiwi-зависимые-зависимые 
механизмы подавления МГЭ) потомства отно-
сительно родительских линий. 

Скрещивания осуществляли в обоих направ-
лениях (прямое – ♀♀MS �� �� ♂♂piwi3, обратное –  
♀♀piwi3 �� ♂♂MS). Поскольку гены). Поскольку гены flamenco и 
piwi характеризуются как гены с материнским 
эффектом (Pélisso� et al., 1994; Me��os� et al., 
2006; �re��e��ke et al., 2007), прямое и обратное 
скрещивания, теоретически, могут демонстри-
ровать разные результаты.     

Кроме линии MS, аналогичные скрещиванияMS, аналогичные скрещивания, аналогичные скрещивания 
были осуществлены с использованием дру-
гой линии – SS (прямое – (прямое – ♀♀SS �� �� ♂♂piwi3,  
обратное – ♀♀piwi3 �� ♂♂SS). MS и SS являются). MS и SS являютсяMS и SS являются и SS являютсяSS являются являются 
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изогенными линиями. В геноме линии SS нет нет 
активного gypsy, способного к перемещению. 
Линия MS получена на основеMS получена на основе получена на основе SS путем ее путем ее 
трансформации активной копией gypsy. Следо-
вательно, скрещивания с линией SS можно счи-SS можно счи- можно счи-
тать контрольными для данного эксперимента.

Схема скрещиваний представлена на рис. 1. 
Балансерная хромосома �yO линии piwi�yO линии piwi линии piwi3 мар-
кирована доминантной мутацией Сy (загнутыеy (загнутые (загнутые 
крылья), летальной в гомозиготном состоянии. 
В результате скрещивания появляются потомки 
двух фенотипических классов: с загнутыми 
(Су) и нормальными (N) крыльями. Исходя изN) крыльями. Исходя из) крыльями. Исходя из 
схемы скрещивания получается, что только 
особи с нормальными крыльями (N) наследуютN) наследуют) наследуют 
от линии piwi3 ту хромосому, в которой аллель 
данного гена присутствует в нефункциональном 
мутантном состоянии. Другую хромосому осо-
би N наследуют от линий MS или SS; при этомN наследуют от линий MS или SS; при этом наследуют от линий MS или SS; при этомMS или SS; при этом или SS; при этомSS; при этом; при этом 
аллельное состояние гена piwi в этой хромосоме 
нам неизвестно.

Следует отметить, что определенные мута-
ции в гене piwi в гомозиготе могут приводить 
к резкому снижению жизнеспособности и сте-
рильности таких особей (�ox et al., 1998). Белок 
Piwi необходим для поддержания герминальныхiwi необходим для поддержания герминальных 
стволовых клеток (�ox et al., 2000). Гомозигот-

ные мухи имеют недоразвитые яичники сильно 
уменьшенного размера и, как следствие, сте-
рильны. Значит, если в линиях MS и SS имеетсяMS и SS имеется и SS имеетсяSS имеется имеется 
летальный аллель гена piwi, то при массовом 
скрещивании MS или SS с линией piwiMS или SS с линией piwi или SS с линией piwiSS с линией piwi с линией piwi3 мы полу-
чим потомство N, часть которого унаследует обаN, часть которого унаследует оба, часть которого унаследует оба 
нефункциональных аллеля piwi (один от MS илиMS или или 
SS, другой от линии piwi, другой от линии piwi3). Жизнеспособность 
таких гибридов может оказаться низкой, вследст-
вие чего они не попадут в поле нашего зрения. 
В такой ситуации результаты теста могут быть 
интерпретированы неправильно. 

Чтобы убедиться в том, что в наших линиях 
отсутствует летальная мутация в гене piwi, 
нами было поставлено 100 индивидуальных 
скрещиваний самок линии SS с самцами линииSS с самцами линии с самцами линии 
piwi3. Очевидно, что из всех трех возможных 
генотипов (piwi�/piwipiwi�, piwi�/piwipiwi, piwi/piwi/piwipiwi) 
плодовитыми будут только гетерозиготные 
особи и гомозиготные мухи дикого типа. Если 
в индивидуальном скрещивании от линии SSSS 
будет участвовать гомозиготная особь дикого 
типа или гетерозиготная по мутантному аллелю, 
то будет наблюдаться расщепление фенотипиче-
ских классов �y к N, равное 1 : 1, при условии,�y к N, равное 1 : 1, при условии, к N, равное 1 : 1, при условии,N, равное 1 : 1, при условии,, равное 1 : 1, при условии, 
что мутация в piwi не летальна. В случае же ее 
летальности соотношение изменится в пользу 

Рис. 1. Схема скрещиваний линий SS и MS с линией piwi3. 

а – прямое скрещивание; б – обратное. Фенотипические классы: N – мухи с прямыми крыльями, �y – мухи с загнутыми 
крыльями. Объяснения в тексте.
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�y, т. е. 2 : 1. В результате проведенного анализа, т. е. 2 : 1. В результате проведенного анализа 
было выявлено, что лишь в одном случае из 100 
скрещиваний расщепление 2 : 1 было досто-
верным, что, безусловно, является случайным 
событием. Во всех остальных индивидуальных 
скрещиваниях наблюдалось расщепление 1 : 1.  
Таким образом, даже если в наших линиях 
имеется мутация в гене piwi, то она не является 
летальной, а значит, потомство N будет относи-N будет относи- будет относи-
тельно однородным, поскольку не происходит 
гибели особей с определенным генотипом. В 
связи с этим дальнейший анализ не будет ис-
кажен вышеизложенными факторами.

Еще одно подтверждение того, что серьез-
ных нарушений в гене piwi в линиях MS и SSMS и SS и SSSS 
нет, было получено при сборе тканей для по-
следующей экстракции РНК. Было проанализи-
ровано не менее 100 гонад каждого генотипа NN 
и обнаружено, что у всех потомков N яичникиN яичники яичники 
имели нормальную морфологию.

Тем не менее это не исключает наличия 
полиморфных вариантов гена piwi, которые 
могут не оказывать существенного влияния на 
жизнеспособность и плодовитость мух, но при 
этом они могут быть не способны обеспечивать 
посттранскрипционный сайленсинг ретро-
транспозонов в полной мере. В связи с этим 
функциональный тест на данном этапе работы 
являлся актуальным. 

Линия SS не содержит активно транскриби-SS не содержит активно транскриби- не содержит активно транскриби-
руемых копий gypsy; линии MS и piwiMS и piwi и piwipiwi3 содержат 
активные копии gypsy, транскрибируемые на вы-
соком уровне за счет нарушения генетического 
контроля со стороны локуса flamenco (или гена 
piwi?) и гена piwi соответственно (рис. 2). Поэтому  
уровень экспрессии gypsy служил индикатором 
наличия/отсутствия нарушений в гене piwi ли-
ний SS и MS. При положительном результатеSS и MS. При положительном результате и MS. При положительном результатеMS. При положительном результате. При положительном результате 
теста мы ожидали, что особи N продемонс-N продемонс- продемонс-
трируют высокий уровень экспрессии gypsy, 
причем значительно превышающий экспрес-
сию в тканях родительских линий, поскольку 
ранее было показано, что мутации в гене piwi 
в гомозиготном состоянии могут приводить к 
150-кратному увеличению экспрессии gypsy в 
яичниках по сравнению с гетерозиготными осо-
бями (�re��e��ke et al., 2007). При отрицатель-
ном же результате особи N должны демонстри-N должны демонстри- должны демонстри-
ровать заниженный уровень экспрессии gypsy 
либо такой же, как и у родительских линий. В 
результате экспериментов было обнаружено, 
что в яичниках гибридов фенотипического 
класса N, полученных как от прямого скре-N, полученных как от прямого скре-, полученных как от прямого скре-
щивания ♀MS �� �� ♂piwi3 (рис. 2, а, NNпр.), так 
и от обратного скрещивания ♀piwi3 �� ♂MS  
(рис. 2, а, NNобр.), наблюдается примерно 17-
кратное снижение экспрессии по сравнению с 
яичниками линии MS и 12-кратное снижениеMS и 12-кратное снижение и 12-кратное снижение 

Рис. 2. Уровень транскрипции ��ypsy в яичниках линий MS, piwi3 и их гибридов от прямого (Nпр.) и обрат-
ного (Nобр.) скрещиваний (а) и линий SS, piwi3 и их гибридов от прямого (Nпр.) и обратного (Nобр.) скрещи-
ваний (б).
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относительно яичников другой родительской 
линии – piwi3.

Полученные данные позволяют сделать вы-
вод о том, что результат теста отрицательный. 
Мутаций в гене piwi, приводящих к нарушению 
его функции, связанной с контролем ретротран-
спозиции gypsy, в изогенных линиях MS и SSMS и SS и SSSS 
не имеется. 

Следует отметить, что для решения поставлен-
ной задачи мы учитывали экспрессию gypsy толь-
ко у потомков с фенотипом N. Гибриды другогоN. Гибриды другого. Гибриды другого 
фенотипического класса, Су, наследуют хромосо-
му с нормальным аллелем piwi от линии piwi3, в 
связи с чем это потомство является невполне ин-
формативным. Однако в случае отрицательного 
результата функционального теста данный класс 
мух можно было использовать в качестве допол-
нительного контроля, ожидая сходный характер 
транскрипции gypsy у гибридов N и Сy.N и Сy. и Сy.y.. 

Неожиданно было обнаружено, что уровень 
транскрипции gypsy во всех тканях фенотипи-
ческого класса Су оказался значительно выше, 
чем у особей N. При этом ни в одном случае онN. При этом ни в одном случае он. При этом ни в одном случае он 
не превысил значений, по крайней мере, одной 
из родительских линий – piwi3. Такая законо-
мерность была выявлена во всех исследованных 
нами тканях, что позволило сделать вывод о 
достоверности опыта в целом. По-видимому, 
наблюдаемое различие между классами мух N иN и и 
Су связано с наличием у мух линии Су соответст-
вующей мутации, представляющей собой пе-
рицентрическую инверсию второй хромосомы, 
которую гибриды Су наследуют вместе с балан-
серной хромосомой �yO. Аналогичный эффект�yO. Аналогичный эффект. Аналогичный эффект 
(когда в фенотипическом классе Су экспрессия 
gypsy выше, чем в классе N) мы обнаружилиN) мы обнаружили мы обнаружили 
после анализа потомков от скрещивания SS иSS и и 
MS с другими лабораторными линиями, также с другими лабораторными линиями, также 
сбалансированными хромосомой СуO (данныеO (данные (данные 
не представлены). 

Поскольку транскрипция gypsy в линии piwipiwi3 
много ниже, чем в линии, гомозиготной по гену 
piwi (�re��eсke�re��eсkeсkeke et al alal., 2007), можно сделать вывод 
о том, что инверсия если и влияет на экспрес-
сию гена piwi, то незначительно. Известно, что 
помимо гена piwi вторая хромосома содержит 
два крупных кластера piRNA (�re��eсkepiRNA (�re��eсke (�re��eсke�re��eсkeсkeke et al alal., 
2007). По-видимому, инверсия может нарушать 
экспрессию кластеров piRNA в балансернойpiRNA в балансерной в балансерной 
хромосоме. 

В яичниках гибридов N, полученных отN, полученных от, полученных от 
другой пары скрещиваний, ♀SS �� �� ♂piwi3,  
♀piwi3 �� ♂SS – наблюдалась практически та же – наблюдалась практически та же 
самая картина экспрессии gypsy (рис. 2, б). Уро-
вень транскрипции gypsy в яичниках гибридов NN 
и яичниках SS оказался одинаковым. Это связа-SS оказался одинаковым. Это связа- оказался одинаковым. Это связа-
но с тем, что в SS отсутствуют активные копииSS отсутствуют активные копии отсутствуют активные копии 
данного МГЭ, способные к перемещению. 

В семенниках снижение транскрипции gypsy 
в гибридах N относительно экспрессии в тка-N относительно экспрессии в тка- относительно экспрессии в тка-
нях родительских линий наблюдалось только 
в обратном скрещивании (рис. 3, а, б NNобр.). В 
прямом же скрещивании было обнаружено, что 
уровень экспрессии gypsy в таких гибридах ока-
зался незначительно выше, чем в семенниках 
родительской линии piwi3, и в несколько раз 
выше, чем в линиях SS и MS (рис. 3, а, б, NSS и MS (рис. 3, а, б, N и MS (рис. 3, а, б, NMS (рис. 3, а, б, N (рис. 3, а, б, NNпр.). 
Различное проявление признака (экспрессия 
gypsy) у гибридов прямого и обратного скре-
щиваний означает, что локус, контролирующий 
данный признак, сцеплен с Х-хромосомой. 
Действительно, только самцы от прямого 
скрещивания наследуют свою единственную 
Х-хромосому от линий SS или MS (рис. 1),SS или MS (рис. 1), или MS (рис. 1),MS (рис. 1), (рис. 1), 
которая, как предполагается, несет мутантный 
аллель flamenco. Гибридные самцы, полученные 
от обратного скрещивания, наследуют Х-хро-
мосому от линии piwi3 и не демонстрируют 
повышенной экспрессии gypsy..

Обращает на себя внимание тот факт, что 
в семенниках родительских линий MS и SSMS и SS и SSSS 
уровень транскрипции gypsy различается не в 
20 раз, как в яичниках, а только в 2; при этом 
уровень транскрипции gypsy и в семенниках, 
и в яичниках мутантов по гену piwi остается 
примерно одинаковым. По-видимому, в семен-
никах и яичниках регуляция активности ретро-
транспозона gypsy осуществляется по-разному. 
Возникает также вопрос, почему в семенниках 
SS и MS, которые, как и гибриды N, имеют му- и MS, которые, как и гибриды N, имеют му-MS, которые, как и гибриды N, имеют му-, которые, как и гибриды N, имеют му-N, имеют му-, имеют му-
тантный аллель flamenco, количество РНК ниже, 
чем в гибридах. Это можно объяснить тем, что 
у гибридов N повышение транскрипцииN повышение транскрипции повышение транскрипции gypsy 
происходит за счет нарушенной активности 
одного из аллелей piwi (чего нет в линии MS)MS)) 
и отсутствия нормального аллеля flamenco. 
Таким образом, в гибридах N мы наблюдаемN мы наблюдаем мы наблюдаем 
комплементарное взаимодействие генов piwi и 
flamenco у самцов. Следует учитывать то, что 
локус flamenco – это источник антисмысло-
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вых РНК для гена piwi. Поэтому в линии MSMS 
транскрипция gypsy может быть ослаблена по 
сравнению с гибридами N за счет других аль-N за счет других аль- за счет других аль-
тернативных источников антисмысловых РНК, 
которые существуют помимо локуса flamenco 
(�re��e��ke et al., 2007) и активнее работают 
в семенниках. При этом очевидно, что локус 
flamenco является основным. 

Контрольные эксперименты по измерению 
уровня транскрипции gypsy в семенниках были 
выполнены на гибридах N пр. и N обр. от скре-N пр. и N обр. от скре- пр. и N обр. от скре-N обр. от скре- обр. от скре-
щивания piwi3 с линией Д32, которая охарак-
теризована как линия с фенотипом flame���o�. 
В данных опытах различия в экспрессии gypsy 
между NNпр. и NNобр. не обнаружены (результаты 
не представлены). Полученные результаты 
являются подтверждением того, что ген piwi в 
линиях SS и MS находится в функциональномSS и MS находится в функциональном и MS находится в функциональномMS находится в функциональном находится в функциональном 
состоянии.

ОбСУждЕНИЕ

Основной целью данной работы являлась 
экспериментальная проверка линий MS и SS наMS и SS на и SS наSS на на 
наличие мутаций в гене piwi, продукт которого 
принимает непосредственное участие в про-
цессинге длинного РНК-предшественника до 

коротких piRNA, необходимых для посттранс-piRNA, необходимых для посттранс-, необходимых для посттранс-
крипционной регуляции ретротранспозонов. 
В результате скрещивания мух линий MS и SSMS и SS и SSSS 
с генотипом flamenco с мухами линии piwi3 и 
последующего анализа уровня РНК gypsy у 
гибридного потомства было обнаружено, что 
мутации в гене piwi в тестируемых линиях 
нет. Уровень экспрессии gypsy у гибридов не 
превысил значений у родительских форм поч-
ти во всех исследованных нами тканях (кроме 
семенников прямого скрещивания). Также в 
пользу отсутствия мутации в гене piwi в наших 
линиях свидетельствуют данные о расщеплении 
в потомстве индивидуальных скрещиваний SSSS 
и piwipiwi3 на фенотипические классы N и Сy в со-N и Сy в со- и Сy в со-y в со- в со-
отношении 1 : 1 и тот факт, что у всех гибридов 
яичники имели нормальную морфологию. Тем не 
менее линии SS и MS можно рассматривать какSS и MS можно рассматривать как и MS можно рассматривать какMS можно рассматривать как можно рассматривать как 
хорошую модельную систему для изучения фун-
даментального процесса РНК-интерференции, в 
особенности вопроса происхождения эндоген-
ных антисмысловых РНК. Следует отметить, что 
эта проблема изучена недостаточно, поскольку 
охарактеризованы не все факторы, участвующие 
в процессинге РНК-предшественника. 

Следующий факт, на который стоит обратить 
внимание, это отсутствие в наших экспери-

Рис. 3. Уровень транскрипции ��ypsy в семенниках линий MS, piwi3 и их гибридов от прямого (Nпр.) и об-
ратного (Nобр.) скрещиваний (слева) и линий SS, piwi3 и их гибридов от прямого (Nпр.) и обратного (Nобр.) 
скрещиваний (справа).
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ментах материнского эффекта генов flamenco и 
piwi. Наличие материнского эффекта для гена 
flamenco было обнаружено с момента его описа-
ния. Было показано, что активные транспозиции 
gypsy происходят у потомков, полученных от 
гомозиготных мутантных самок, даже в том 
случае, когда они наследуют нормальный ал-
лель flamenco от отца (Pélisso� et al., 1994). По 
аналогии в наших экспериментах мы могли бы 
детектировать высокий уровень транскрипции 
у потомства, полученного от гомозиготных по 
flamenco самок (рис. 1). В результате оказалось, 
что у самок N уровень транскрипции был оди-N уровень транскрипции был оди- уровень транскрипции был оди-
наково низким независимо от статуса flamenco 
у самок-родителей (рис. 2, а, б). Однако следует 
учитывать, что в наших экспериментах «нор-
мальные» по flamenco самки были мутантными 
по piwi. Таким образом, самки-родители в пря-
мом и обратном скрещивании имели одинако-
вый фенотип – повышенный уровень экспрессии 
gypsy, и материнский эффект нивелировался. 

Детекция транспозиционных событий – отно-
сительно трудоемкая процедура, осложняющая 
генетический анализ. Один из таких способов –  
OvoD тест, предполагающий анализ инсерций в 
«горячую точку» транспозиций gypsy in vivo vivovivo –  
в ген OvoOvoD (Prud’�omme et al., 1995). Однако 
он трудоемок, и его не всегда можно приме-
нять в полном объеме, так как не всегда уда-
ется создать необходимые комбинации генов 
(результат зависит от дизайна эксперимента и 
направления скрещивания), кроме того, он поз-
воляет только зарегистрировать транспозицию 
МГЭ, но не позволяет изучать молекулярные 
механизмы ее контроля. Вот почему новый 
подход, базирующийся на анализе экспрессии 
gypsy в семенниках гибридов, может быть ус-
пешно применен для решения вопроса о том, 
какие же на самом деле механизмы контроля 
gypsy нарушены в линиях MS и SS.MS и SS. и SS.SS..

Следует также отметить, что локус flamenco 
имеет высокую степень гетерогенности в своей 
структуре. В разных линиях и природных попу-
ляциях могут существовать разные аллели этого 
гена. Причина фенотипа flame���o– в каждом 
случае может быть разной. Функционально 
аллели flamenco также могут различаться по 
их тканеспецифичному контролю ретротранс-
позонов. Чаще обсуждается контроль ретро-
транспозонов со стороны этого гена в яичниках 

(Pélisso� et al alal., 1994; Mevel-Ni�ioMevel-Ni�io-Ni�ioNi�io et al alal., 2007). 
Наши результаты показывают, что такие же про-
цессы происходят и в семенниках. В литературе 
также имеются сведения об участии РНК-ин-
терференции, в частности гена piwi, в контроле 
ретротранспозонов в мужских половых тканях 
(�almykova et al., 2005). 

В настоящее время РНК-интерференция 
и процессы, ею регулируемые, интенсивно 
изучаются. Идентифицируются новые гены, 
отвечающие за контроль МГЭ с помощью 
посттранскрипцинного сайленсинга (Ha�dler 
et al. al.al., 2011; A�a�d, �ai, 2012). Расширяются 
представления о роли piRNA-пути в регуляции 
не только активности транспозонов, но и струк-
туры хроматина, фундаментальных процессов, 
обеспечивающих целостность генома (Ma�i, 
Julia�o, 2013). По этой причине наши линии 
можно эффективно использовать для дальней-
ших исследований генетических механизмов 
контроля не только ретротранспозона gypsy, но 
и других родственных ему МГЭ.

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского фонда фундаментальных исследований 
(грант 11-04-00403-а).
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GENETIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF COMPLEMENTATION  
OF THE flamenco AND piwi LOCI IN Drosophila melanogaster

F.A. Urusov, L.N. Nefedova, A.R. Lavrenov, N.I. Romanova, A.I. Kim

M.V. Lomo�osov Mos��ow State ���iversity, Departme�t of Ge�eti��s, Mos��ow, Russia,  
e-mail: aikim57@mail.ru

It is �elieved t�at t�e �etero���romati�� lo��us flamenco, ��o�trolli��� tra�spositio� of retrotra�sposo�/retrovirus 
gypsy i� Drosophila melanogaster, is a sour��e of Piwi-i�tera��ti��� RNA. Piwi is t�e primary ��ompo�e�t of 
t�e RNA i�terfere���e ma���i�ery. Mutatio�s i� piwi a�d flamenco �ave t�e same p�e�otype – a� e��a���ed 
tra�s��riptio� a�d freque���y of tra�spositio� of t�e retrotra�sposo�/retrovirus ��ypsy. ��is paper dis��usses t�e 
results of t�e ��ompleme�tatio� test, w�i��� i�volves ��rossi��� strai�s MS a�d SS, muta�t for t�e flamenco lo��us, 
wit� t�e piwi strai�3, �eterozy��ous for a mutatio� i� t�e piwi ��e�e, followed �y study of t�e tra�s��riptio� 
level of gypsy i� t�e ovaries a�d testes of �y�rids derived from t�ese ��rosses. Ge�eti�� (�y�ridolo��i��al) a�d 
mole��ular a�alysis of t�e i�tera��tio� of t�e flamenco a�d piwi lo��i �as �ee� ��o�du��ted. It �as �ee� revealed 
t�at tra�s��riptio� of gypsy is differe�tly re��ulated i� testis a�d ovaries of strai�s SS a�d MS, appare�tly 
owi��� to t�e differe�t a��tivity of piRNA ��lusters i� t�ese tissues. It �as �ee� also s�ow� t�at t�e piwi a�d 
flamenco ��e�es i�tera��t ��ompleme�tarily i� testis tissue.

Key words: Drosophila melanogaster, flamenco, piwi, mole��ular a�alysis.


