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Drosophila melanogaster является удобным модельным объектом для изучения последствий длительной направ-

ленной селекции благодаря короткому жизненному циклу и быстрой смене поколений. В связи с тем, что мно-
гие факторы стресса химической и физической антропогенной природы способны вызывать активизацию пере-

мещения мобильных генетических элементов, целью данной работы являлось установить изменение транспо-

зонной активности у ряда линий D. melanogaster при воздействии лекарственного препарата метотрексата либо 
при скрещивании с мутантной линией vestigial в ходе длительной направленной селекции. Повреждения типа 

«вырезки» на крыле получали двумя способами: выращивали особей линий дикого типа на среде, содержащей 
метотрексат, или скрещивали с особями мутантной линии vestigial (признак рудиментарные крылья). Используя 

морфометрический анализ крыла, мы показали линейные различия, проявляющиеся в ответ на направленную 

селекцию. Таким образом, выдвинуто предположение об изменении активности транспозонов, наличие и лока-
лизацию во всех хромосомах которых подтвердили с помощью ПЦР и FISH-методов. Появление мутаций у гиб-

ридов, гетерозиготных по аллели vestigial, также свидетельствует в пользу данного предположения.  
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Drosophila melanogaster использована для изучения 

последствий длительной направленной селекции бла-

годаря короткому жизненному циклу и быстрой смене 

поколений. Частота повреждений типа «вырезка» на 

крыле колеблется в ходе направленной селекции в при-

сутствии метотрексата, что связывают с активностью 

фермента дигидрофолатредуктаза. Интенсивность 

апоптоза определили, используя морфометрический 

анализ крыловой пластинки по 24 показателям. В рабо-

те использовали ряд линий дикого типа, отловленных в 

природе и культивируемых впоследствии в лаборатор-

ных условиях. Применяли как косвенные методы опре-

деления нестабильности генома, так и прямые, такие 

как ПЦР-анализ и FISH-анализ. Таким образом, пока-

зано изменение копийности транспозонов при воздей-

ствии метотрексатом.  

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

В работе использован ряд гибридных линий и ли-

ний дикого типа D. melanogaster: «Биос-3×vg», 

«Host×vg» и «vg×Дегтярск», «Белгород×vg», «Host», 

«Белгород», «Биос-3». Метотрексат добавляли в пита-

тельную среду в концентрации 2 мкг/кг среды. Отбор 

вели на наличие повреждений на обоих крыльях типа 

«вырезка». Применяли морфометрический анализ кры-

ловой пластинки по 24 параметрам (18 линейных и 6 

двумерных). Использовали дискриминантный анализ 

(Statistica 6.0). Изменение копийности hobo и hobo-

подобных элементов определяли с помощью ПЦР-

метода. Наличие транспозонов Р и hobo устанавлива-

лось с помощью FISH-метода.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

В линии «Биос-3» (Двуреченск, 2007) частота по-

вреждений максимальна лишь в самом начале экспе-

римента, после чего она стабилизировалась и держа-

лась практически на одном уровне. Что касается линии 

«Host» (Екатеринбург, 2005), частота повреждений, 

наблюдаемая в ходе отбора, всегда была выше, чем в 

линиях «Биос-3» и «Белгород». В линии «Белгород» 

(Белгород, 2006) частота повреждений типа «вырезка» 

на крыле максимального значения достигла незадолго 

до гибели всех особей в данной линии в ходе направ-

ленной селекции. 

В работе провели анализ жизнеспособности и из-

менения пространственной структуры крыла у линий 

дикого типа, изменяющиеся при воздействии метот-

рексатом, усиливающим апоптоз и изменением геноти-

пической среды, в присутствии мутантной аллели ves-

tigial, также усиливающей апоптоз.  

Исходное наличие транспозонов в используемых 

линиях определялось при помощи флуоресцентной 

гибридизации in situ. Было показано наличие как hobo, 

так и P элемента во всех 4 хромосомах. Использовали 

линию «Биос-3» и «Host».  

Обнаружены транспозоны, локализацию которых 

удается определить, например, в линии «Биос-3», в Х-

хромосоме заметно расположение в начале трех Р-эле- 
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Рис. 1. Препарат слюнных желез личинок линии «Host». Ло-

кализация Р-элемента показана закрашенными стрелками, 
локализация hobo – элемента показана контурными стрелками 

 

 

ментов, затем три hobo-элемента, средний из которых 

упакован между двумя Р. 

Что касается линии «Host», то можно наблюдать в 

начале Х-хромосомы чередование hobo-P-hobo-P-hobo-

hobo-hobo-hobo (рис. 1).  

Подтверждение присутствия транспозонов hobo и Р 

в используемых в работе линиях послужило для ис-

пользования этих линий в дальнейших исследованиях, 

посвященных длительной направленной селекции на 

повреждение крыла типа «вырезка», наличие которой 

является одним из показателей генотоксического и 

тератогенного эффекта при воздействии метотрексата. 

Данный показатель применялся на трех линиях дикого 

типа «Биос-3», «Белгород» и «Host». Наибольшая час-

тота встречаемости повреждений типа «вырезка» на 

крыле наблюдается в течение всего отбора, в линии 

«Host» F54 она достигает 80,7 %. Изменение активности 

мобильных генетических элементов как в ходе дли-

тельного отбора при воздействии факторов стресса, так 

и при единичном воздействии косвенно демонстрирует 

морфометрический анализ крыла [1]. Данный анализ 

использовали для обнаружения различий в линейных 

параметрах и площадях крыловых ячеек особей после 

воздействия метотрексатом дозой 2 мкг/кг, а также 

метотрексатом на протяжении нескольких десятков 

поколений. В линиях «Биос-3» и «Host» после дли-

тельной направленной селекции все площади ячеек 

крыла изменяются относительно контрольной группы 

и поколения, впервые выращенного на метотрексате. 

В линии «Белгород» изменению подлежат лишь па-

раметры верхней части крыловой пластинки.  

Таким образом, на основании результатов, полу-

ченных в ходе дискриминантного анализа морфомет-

рических показателей крыла, установили, что линия 

дикого типа «Белгород» отличается от линий дикого 

типа «Биос-3» и «Host» в отношении уровня онтогене-

тической и генотипической адаптации при воздействии 

факторов стресса. Для определения геномной неста-

бильности использовали ПЦР-метод, в ходе которого 

оценивали изменение копийности hobo и hobo-

подобных элементов. Копийность hobo и hobo-

подобных элементов (относительно гена scalloped) 

после первичного воздействия метотрексатом у всех 

трех линий дикого типа уменьшается, но впоследствии 

в ходе длительной направленной селекции линейные 

различия становятся более выраженными, т. к. количе-

ство hobo и hobo-подобных элементов изменяется в 

линиях по-разному (табл. 1).  

Полученные нами результаты свидетельствуют о 

влиянии метотрексата как на генеративные, так и на 

соматические клетки у D. melanogaster. Как известно 

из литературных данных [2], при влиянии внешних 

стрессовых факторов в первую очередь воздействию 

фактора стресса подвергаются именно генеративные 

клетки, вплоть до полной стерилизации особи. Влияние 

же на соматические клетки (в т. ч. и дорзально-

мезоторакального диска) долгое время оспаривалось, 

но теперь получен ряд данных, свидетельствующих в 

пользу предположения о том, что соматические клетки 

так же подвергнуты влиянию стресса, как и генератив-

ные клетки [3]. Известно, что именно hobo-элемент 

наиболее распространен и активен в линиях дикого 

типа, отловленных в природе, что демонстрируется в 

ряде работ на линии Умань, наличие и активность hobo 

и P элементов в которой определяется с использовани-

ем как ПЦР, так и флюоресцентной гибридизации in 

situ [4]. Также в ряде других работ, проведенных как на 

особях дикого типа, так и на мутантных лабораторных 

линиях, показана активная роль транспозонов в фор-

мировании адаптации [5–6]. Результаты, полученные в 

ходе эксперимента, направленного на воздействие ме-

тотрексата в течение длительной направленной селек-

ции на усиление апоптоза в крыле, также позволяют 

сделать, хотя и косвенный, вывод об изменении акти-

визации мобильных генетических элементов. Молеку-

лярно-генетический анализ копийности hobo-элемента 

подтвердил уменьшение количества hobo и hobo-

подобных элементов в линии «Белгород», что можно 

объяснить возможностью эксцизии транспозонов [7]. 

Две линии дрозофилы характеризуются увеличением 

количества hobo-элементов при инбридинге, а одна 

линия имеет обратную тенденцию, что можно объяс-

нить возможностью эксцизии транспозонов [7]. После-

дующая селекция привела к тому, что особи данной 

линии откладывали единичные яйца, практически не 

развивающиеся либо неоплодотворенные, что впослед-

ствии привело к гибели линии, достигшей 74 поколе-

ния отбора. Высокая частота встречаемости поврежде-

ний типа «вырезка» на крыле, наблюдаемая в течение 

последних нескольких поколений, и соответствую- 

 

 

Таблица 1 

 

Количество копий hobo и hobo-подобных элементов в экспериментальных группах дрозофилы 

 

Генотип Количество Генотип Количество Генотип Количество 

Host Контроль 165140 ± 2,49 Белгород Контроль 2431362 ± 1,42 Биос-3 Контроль 554182 ± 3,68 

Host Р 2568 ±3,43 Белгород Р 94629 ± 1,38 Биос-3 Р 441892 ± 1,38 

Host F60 536543 ± 1,67 Белгород F72 6039 ± 3,73 Биос-3 F76 9200835 ± 2,25 
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щая направленная селекция на повреждение крыла 

привели к тому, что были отобраны особи с высокой 

степенью апоптоза и крайне низким количеством ко-

пий hobo-элементов, что в условиях стресса могло 

спровоцировать гибель особей. 

Результаты длительной направленной селекции на 

метотрексате сравнили с результатами исследований 

гетерозигот, полученных с использованием линии, 

характеризующейся рецессивной морфологической 

мутацией vestigial (vg, II: 57,0 сМ), выделенной в 1912 г. 

В 1970-е гг. во Франции была осуществлена серия ре-

ципрокных скрещиваний мутантной линии vg с 18 ли-

ниями дикого типа, отловленных в природе [8]. В ходе 

этих экспериментов было обнаружено, что в отдельных 

скрещиваниях уже в F1 дистальная часть крыла гетеро-

зиготных мух обнаруживала дефекты в виде «вырезок» 

на крыле. Частота появления повреждения крыла у 

гетерозиготных особей vg+/vg в зависимости от линии 

дикого типа изменялась в пределах от 0,2 до  

74,4 % [8–9]. Известно, что в ходе нормального разви-

тия крылового диска взаимодействуют продукты генов 

scalloped (sd, X:1-51,5 сМ) и vestigial. Направленный 

отбор на повреждение крыла типа «вырезка» привел к 

появлению мутаций в трех линиях из четырех исполь-

зуемых в работе. Индуцированный мутагенез наблю-

дался в линиях «Биос-3×vg», «Host×vg» и «vg×Дег- 

тярск». В линии «Белгород×vg» за 148 поколений от-

бора не обнаружено явления возникновения мутаций. 

В линии «Биос-3×vg» обнаружена в F50 мутация white, 

характеризующаяся отсутствием пигмента в глазах 

дрозофилы. В линии «Host×vg» обнаружена мутация 

scalloped, проявляющаяся в зазубренном крае крыла у 

дрозофилы. И в линии «vg×Дегтярск» обнаружена му-

тация yellow, определяемая как желтое тело у дрозофи-

лы. Последние 2 мутации возникли еще до 20 поколе-

ния направленного отбора, т. е. на начальных этапах 

селекционного процесса. С помощью морфометриче-

ского анализа крыла установили, что при длительной 

направленной селекции различия в крыловых парамет-

рах становятся более выраженными с ходом отбора. В 

экспериментах с линиями «Дегтярск» и «Host» экспе-

риментальные выборки отчасти перекрываются, что 

связано, как мы предполагаем, с малой продолжитель-

ностью отбора гибридных особей. В линиях «Биос-3» и 

«Белгород» различия более явные и выборки не пере-

крываются, ведь отбор в этих линиях ведется почти 150 

поколений.  
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

На основании результатов морфометрического ана-

лиза показано изменение пространственной структуры  
 

крыла у гибридных линий, полученных с использова-

нием линий дикого типа и мутантной линии vestigial, 

подвергнутых длительной направленной селекции с 

изменением пространственной структуры крыла с ли-

ниями, подвергшимися длительной направленной се-

лекции в присутствии метотрексата. Несмотря на то, 

что в обоих случаях происходит изменение активности 

дигидрофолатредуктазы, пространственная структура 

крыла в случае химического стресса отличается от та-

ковой при направленном отборе на усиление апоптоза 

в крыловом имагинальном диске у гетерозигот по ves-

tigial. Возникновение мутаций в ходе селекции под-

твердило наше предположение о возможной активиза-

ция транспозонов. 
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Drosophila melanogaster is a convenient model object for studying of consequences of the long directed se-

lection because it has a short life cycle and fast alternation of generations. Many factors of a stress of the 

chemical and physical nature are capable to cause activization of movement of mobile genetic elements by 

the purpose of this work was to establish change of transpozon’s activity at a number of the D. melanogaster 

strains at methotrexate influence, or when crossing with the mutant strain vestigial during the long directed 

selection. The injuries like “cutting” on a wing were received in 2 ways: grew up individuals of wild type 

strains on the medium, which containing a methotrexate or crossed to individuals of the mutant vestigial (a 

sign rudimentary wings). Using the morphometric analysis of a wing showed the linear distinctions which are 

shown in response to the directed selection. Thus, the assumption of change of activity of transpozons is 

made, existence and localization in which all chromosomes were confirmed by PCR and FISH method. 

Emergence of mutations in hybrids, heterozygotic vestigial, also testifies in favor of this assumption.  

Key words: methotrexate; transposons; vestigial 
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