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Проведено исследование действия метил-обогащенной диеты на проявление количественных признаков 
Drosophila melanogaster. Обнаружена обратно пропорциональная полиномиальная зависимость между 
концентрацией донора метильных групп бетаина в питательной среде и показателями плодовитости и 
жизнеспособности. Действие минимальной концентрации (1,3·10-5%) приводит к повышению 
жизнеспособности, плодовитости и к снижению гибели во время метаморфоза. Концентрация бетаина 5% 
в среде обусловливает снижение плодовитости и жизнеспособности линий, повышение уровня 
эмбриональной смертности, вызывает снижение экспрессивности мутантного признака radius incompletus 
(прерванная радиальная жилка крыла) у самцов. Жизнеспособность потомства (F1) особей, 
содержавшихся на среде с бетаином (1,3·10-1% и 5%) снижена по сравнению с контрольной группой. 
Концентрация бетаина 10% в среде является летальной для данного вида. 
 
Ключевые слова: дрозофила, метил-обогащенная диета, бетаин, метилирование, компоненты 
приспособленности, экспрессивность признака radius incompletus. 
 

Зміни кількісних ознак Drosophila melanogaster при впливі донора 
метильних груп – бетаїну. І. Аналіз компонентів пристосованості та 

експресивності ознаки radius incompletus 
Н.Є.Волкова,  Н.С.Філіпоненко, В.В.Костенко, Л.В.Ісіпенко, Д.С.Євстаф’єв, В.В.Навроцька, 

Л.І.Воробйова  
 
Проведено дослідження впливу метил-збагаченої дієти на прояв кількісних ознак Drosophila melanogaster. 
Виявлена зворотно пропорційна поліноміальна залежність між концентрацією  донора метильних груп 
бетаїну у поживному середовищі та показниками плодючості і життєздатності. Вплив мінімальної 
концентрації (1,3·10-5%) призводить до підвищення життєздатності, плодючості і до зниження загибелі 
особин під час метаморфозу. Концентрація бетаїну 5% у середовищі зумовлює зниження плодючості і 
життєздатності ліній, підвищення рівня ембріональної летальності, викликає зниження експресивності 
мутантної ознаки radius incompletus (перервана радіальна жилка крила) у самців. Життєздатність 
потомства особин (F1), які утримувались на середовищі з бетаїном (1,3·10-1% і 5%) також знижена 
порівняно з контрольною групою. Концентрація бетаїну 10% у середовищі є летальною для даного виду. 
 
Ключові слова: дрозофіла, метил-збагачена дієта, бетаїн, метилування, компоненти 
пристосованості, експресивність ознаки radius incompletus. 
 

Changes of Drosophila melanogaster quantitative traits at the influence of the 
donor of methyl groups – betaine. I. Analysis of adaptability components and 

expressiveness of the trait radius incompletus 
N.Ye.Volkova, N.S.Philiponenko, V.V.Kostenko, L.V.Isipenko, D.S.Yevstafiev, V.V.Navrotskaya, 

L.I.Vorobyova 
 

The study of methyl-enriched diet influence on Drosophila melanogaster quantitative traits manifestation has been 
conducted. Reverse proportional polynomial dependence between concentration of a methyl group donor betaine 
in the nutritive medium and parameters of fertility and viability has been revealed. The influence of minimal 
concentration (1,3·10-5%) results in increase of fertility and viability and in decrease of lethality at metamorphosis. 
5% concentration of betaine  in the medium decreases fertility and viability, and expressiveness of mutant trait 
radius incompletus (disrupted wing radial vein) in males; but increases embryonic lethality level. The offspring 
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(F1) of flies kept on the medium with betaine (1,3·10-1% and 5%) has been shown to be less viable as compared 
with the control. Betaine concentration of 10% in the medium was found to be lethal for this species. 
 
Key words: drosophila, methyl-enriched diet, betaine, methylation, adaptability components, expressiveness of 
radius incompletus trait. 

 
Введение  
На сегодняшний день известно, что процессы метилирования и деметилирования являются 

важными составляющими метаболизма многих биоорганических соединений, в норме протекающими 
практически во всех живых организмах (Колотова и др., 2004). Кроме того установлено, что эти 
процессы задействованы в преобразовании ксенобиотиков (Куценко, 2002). 

Одна из наиболее распространенных в природе функций метилирования – участие в так 
называемом клеточном «иммунитете». Для бактерий, например, это один из элементов системы 
распознавания «свой-чужой», что позволяет клетке отличать собственный генетический материал от 
инородных молекул и способствует поддержанию определённого уровня генетической стабильности 
вида (Noyer-Weidner, Trautner, 1993). Аналогичная функция сохраняется и у эукариот. Так, известно, 
что стабильное подавление транскрипции интегрированных вирусных последовательностей и 
транспозонов, препятствующее дальнейшему их распространению по геному, в клетках человека и 
грызунов происходит посредством метилирования (Barlow, 1993; Bestor, Tycko, 1996), а у мышей при 
помощи этого механизма часто происходит инактивация трансгенов (Sasaki et al., 1993). Однако у 
эукариот роль метилирования не ограничена защитой клетки от потенциально опасной ДНК. 
Предполагают, что в ходе эволюции при усложнении генома в ряду от низших эукариот к высшим 
имеет место функциональная переориентация системы метилирования (Bird, Tweedie, 1995; Bird, 
1995; Bird et al., 1995). Если у беспозвоночных она в основном сводится к подавлению активности 
потенциально опасных последовательностей ДНК, у позвоночных другим ее назначением становится 
стабильная репрессия собственных генов (например, гены инактивированной Х-хромосомы, 
импринтированные гены). В таком случае метилирование выступает в роли компенсаторного 
механизма организации всей ДНК сложных геномов в транскрипционно активные и неактивные 
области, в связи с чем наличие метилирования становится необходимым условием нормальной 
регуляции экспрессии генов в онтогенезе. 

Кроме того, многие белки (актин, миозин, рибосомальные белки и др.) подвергаются 
метилированию посттрансляционно по остаткам лизина, аргинина и гистидина (N-метилирование), а 
также по остаткам глутаминовой и аспарагиновой кислот (О-метилирование). В качестве 
метилирующего агента обычно выступает S-аденозилметионин. Хроматин также модифицируется 
путем добавления посттрансляционых модификаций в гистонах, таких как присоединение метил-, 
ацетил-, фосфорил- и АДФ-рибозидных групп (The enzymology of posttranslational modification …, 1980; 
Walsh et al., 2005). 

В последнее время Drosophila melanogaster стала активно использоваться в исследовании 
вопросов, связанных с эпигенетической регуляцией активности генов, в частности метилирования 
генома как одного из таких механизмов. Известно, что в геноме дрозофилы закодированы белки 
семейства ДНК-метилтрансфераз (Hung et al., 1999; Tweedie et al., 1999). Метилирование ДНК можно 
обнаружить на всех этапах развития D. melanogaster. Метилирование ДНК у дрозофилы преобладает 
во время раннего эмбрионального развития и уменьшается на более поздних этапах (Reddy et al.,  
2003). В геноме D. melanogaster обнаружен метилированый С (цитозин), доля которого у взрослых 
мух составляет 0,05–0,1 %, в отличие от млекопитающих, для которых она составляет 2–10 %. 
Высококонсервативная ДНК-метилтрансфераза второго типа – Dnmt2 (фермент, обнаруженный у 
дрозофилы) обладает слабой, по сравнению с другими ДНК-метилтрансферазами, активностью и 
метилирует в большей степени CpT и СрА, чем CpG (Dnmt3 млекопитающих тоже может 
метилировать CpT и СрА, хотя и предпочитает CpG). Мутанты по гену Dпmt2 D. melanogaster 
жизнеспособны. Установлено, что dDnmt2 – полипептид, экспрессирующийся в организме 
D. melanogaster, гомологичен карбоксильному концу, каталитической области ДНК-метилтрансферазы 
позвоночных, и бактериальному dcm ферменту (Hung et al., 1999; Tweedie et al., 1999). Аналог dDnmt2 
также существует в геноме млекопитающих (Okano et al., 1998; Yoder, Bestor, 1998; Dong et al., 2001). 
Несмотря на интенсивные исследования метилирования у дрозофилы, его функциональное значение 
для контроля макропризнаков, особенно сложных количественных адаптивно значимых, остается 
неопределённым. В связи с вышесказанным и была определена цель настоящего исследования: 
изучить изменение ряда количественных признаков, характеризующих приспособленность разных 
линий D. melanogaster, в связи с метил-обогащённой диетой. В качестве донора метильных групп 
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3 группа: 2 мг/150 г питательной среды (концентрация – 1,3·10-3%); 
4 группа: 20 мг/150 г питательной среды (концентрация – 1,3·10-2%); 
5 группа: 200 мг/150 г питательной среды (концентрация – 1,3·10-1%); 
контрольная группа: добавку в среду не получала. 

Среду готовили путём последовательного десятикратного разведения раствора с 
концентрацией 1,3·10-1%. 

Для проведения второй серии экспериментов использовали повышенные концентрации – 5% и 
10%. 

Исследовали такие основные компоненты приспособленности как плодовитость, смертность на 
стадии куколки, жизнеспособность, относительная приспособленность, соотношение полов, доля 
семей без потомства, уровень доминантных летальных мутаций на ранних стадиях эмбриогенеза 
(ДЛМ), а также экспрессивность признака ri. Плодовитость линии определяли как среднее 
количество особей, доживших до стадии куколки (по числу пупариев) в потомстве одной родительской 
пары. Для этого виргинных самок и самцов каждой экспериментальной группы помещали в пробирки 
со средой (2 мл) в количестве 2 ♀ и 2 ♂. Период яйцекладки составил 5 суток. Затем родительских 
особей изымали. Фиксировали общее количество потомков на стадии куколки. Результат выражали в 
количестве потомков на 1 родительскую пару. Жизнеспособность линий определяли аналогично 
(Кайданов, 1979). Но учитывали общее количество имаго на одну родительскую пару. Для каждой 
экспериментальной группы параллельно было поставлено по 5–10 пробирок, данные по которым 
усредняли. Родительские особи были выбраны в коллекции случайным образом. Заметим, что 
некоторые авторы применяют иные термины для обозначения данного признака, например, «выход 
имаго» (Журавльова та ін., 2002), «плодовитость» (Левчук, Тоцький, 1998; Рарог и др., 1998). Мы в 
своей работе руководствовались определением (Hirsh, 1967, p.6) жизнеспособности как вероятности 
доживания особей с определённым генотипом до репродуктивного возраста. Смертность на 
стадии куколки оценивали по количеству (в процентах от общего количества пупариев) 
невышедших (погибших) на момент завершения периода выхода имаго из пупариев в потомстве двух 
родительских пар. Относительную приспособленность особей рассчитывали для каждой 
опытной группы как отношение среднего числа потомков от одной пары особей данной опытной 
группы к среднему числу потомков от одной пары особей контрольной группы соответствующего 
поколения. Соотношение полов учитывали как соотношение потомков женского и мужского пола в 
потомстве каждой экспериментальной группы. В качестве критерия изменений, происходящих в 
гаметах имаго, использовали показатель частоты доминантных летальных мутаций (ДЛМ) 
на ранних стадиях эмбриогенеза. Для этого виргинных имаго разделяли по полу в течение 1-х 
суток после вылета и выдерживали раздельно до половозрелого возраста (трое суток) на временной 
среде. Затем самцов и самок помещали вместе на 12 часов для спаривания. Осеменённых самок 
помещали в чашки Петри (d=4 см) с временной средой в количестве 5-ти штук на чашку на 8 часов 
для получения кладок яиц. По истечении заданного времени подсчитывали яйцепродукцию. Учет 
проводили при помощи бинокуляра МБС-10. Затем полученные кладки яиц помещали в термостат 
(t=23°С) на 48 часов. По истечении заданного времени проводили учёт доминантных летальных 
мутаций по следующим параметрам: белые яйца – ранние летали (первые 6–9 часов эмбрионального 
развития); жёлтые и коричневые – поздние летали (Тихомирова, 1990; Проблемы генетики в 
исследованиях…, 1977). Частоту доминантных летальных мутаций определяли как отношение числа 
неразвившихся яиц к общему числу яиц. Для каждого варианта эксперимента было выполнено по 5 
измерений. Экспрессивность количественного признака ri оценивали по отношению длины 
проксимального участка радиальной жилки крыла к проекции её полной длины. Измерение 
осуществляли на фотографиях имаго, выполненных с помощью стереоскопического микроскопа NTX-
20, цифровой камеры Digital Eyepiece и программного обеспечения Image Analyse (GloryTM). 
Обработка фотографий производилась с помощью программного обеспечения ImageJ, а 
вычисления – Homacosoft XQR2. Результат выражался в долях. Следует уточнить, что 
экспрессивность мутантного признака тем выше, чем короче присутствующий проксимальный 
фрагмент и чем меньше результирующее соотношение. 

Все показатели учитывали в двух последовательных поколениях (F0 и F1): F0 – особи, 
непосредственно получавшие добавку в питательную среду; F1 – потомство особей, получавших 
добавку бетаина, но развивающееся на стандартной среде. 

Результаты были проанализированы при помощи статистических методов. В первой серии 
экспериментов случайным образом из 209 пар было отобрано 22 пары в контрольную, а остальные 
187 – в опытные группы. Поскольку группы имели численность до 30 дат, проверку на нормальность в 
первом и во втором поколении осуществляли с помощью критерия Шапиро-Уилка (W). Оценивали 
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среднее значение каждого показателя и его ошибку, дисперсию и стандартное отклонение. Влияние 
фактора на показатели оценивали при помощи непараметрического дисперсионного анализа 
(критерий Краскела-Уоллиса – H). Для анализа связи между концентрацией бетаина в среде и 
компонентами приспособленности использовался коэффициент корреляции рангов Спирмена (rs) и 
регрессионный анализ. Соответствие соотношения полов теоретически ожидаемому (1:1) 
устанавливали методом χ2 (Атраментова, Утевская, 2008). Для проведения второй серии 
экспериментов из каждой родительской линий были случайным образом отобраны по 40 пар особей. 
Из них по 20 пар каждой линии составили контрольные группы, а по 20 – опытные. Кроме 
вышеуказанных методов статистического анализа, для оценки влияния различных факторов на 
экспрессивность признака ri использовали дисперсионный анализ количественных признаков. 
Статистический анализ выполнен с использованием пакетов программного обеспечения Microsoft 
Office Excel 2003 и Statistica 6.0. 

 
Результаты и обсуждение  
В первой серии экспериментов, при определении действующих концентраций бетаина, были 

выявлены следующие изменения показателя плодовитости линии дикого типа на протяжении двух 
поколений развития (табл. 1). Во всех группах, кроме 1ой (минимальная концентрация), отмечено 
снижение изучаемого показателя при развитии особей на среде, содержащей бетаин (F0). В 
следующем поколении среднее количество потомков от одной родительской пары значительно не 
отличается от контрольной группы. 

 
Таблица 1. 

Изменения показателя «плодовитость» линии Canton-S в связи с метил-обогащенной 
диетой 

 

Группа (концентрация бетаина) 
F0 F1 

n x±Sx S2 S n x±Sx S2 S 
Контроль (0) 22 55,55±9,35 1923,33 43,86 5 29,80±2,19 24,08 4,91 
Группа 1 (1,3·10-5) 15 87,13±13,34 2669,55 51,67 - - - - 
Группа 2 (1,3·10-4) 47 32,29±5,14 1240,29 35,22 9 22,72±3,81 130,63 11,43
Группа 3 (1,3·10-3) 46 40,93±5,81 1550,33 39,37 11 20,41±2,63 75,94 8,71 
Группа 4 (1,3·10-2) 47 38,63±5,55 1447,41 38,04 16 21,69±2,62 109,43 10,46
Группа 5 (1,3·10-1) 32 23,67±4,95 783,61 27,99 13 25,50±2,84 104,54 10,22
 

Анализируя результаты, можно сделать вывод, что максимальная концентрация оказывает 
наибольшее угнетающее действие на особей, развивающихся в среде с бетаином, в связи с чем до 
стадии куколки доживает около 50%. Минимальная концентрация, наоборот, оказывает 
стимулирующее влияние. Для промежуточных концентраций (1,3·10-4–1,3·10-2) характерно умеренное 
угнетающее действие бетаина. При этом изменяются не только абсолютные значения показателя 
(x±Sx), но и его вариабельность (S2, S). Так, изменчивость в опытной группе, получавшей добавку в 
минимальной концентрации, гораздо больше, по сравнению со всеми остальными группами, включая 
контрольную. С другой стороны, в опытной группе, получавшей добавку в максимальной 
концентрации, наблюдается значительно более низкий уровень изменчивости. На наш взгляд, это 
может свидетельствовать, о том, что с повышением концентрации бетаина в среде происходит более 
интенсивная гибель особей на предкуколочных стадиях развития (эмбриональной и личиночной), что, 
в свою очередь, позволяет предполагать токсическое действие высоких концентраций бетаина на 
данный вид, хотя ранее его токсического действия на другие виды животных выявлено не было. Это 
предположение отчасти подтверждают данные, полученные по плодовитости особей, выживших на 
среде с бетаином. При выращивании потомства этих особей на стандартной среде значимых 
различий по данному показателю в контрольной и опытных группах не наблюдается. Т.е. 
существенных аномалий, влияющих на плодовитость, в гаметах особей, выживших на среде, 
содержащей бетаин, не происходит. 

При действии бетаина наблюдаются изменения показателя «смертность на стадии куколки», 
среди особей, развивающихся на среде с добавкой (табл. 2). Во второй, третьей и пятой опытных 
группах количество особей, погибающих во время метаморфоза, больше по сравнению с контрольной 
группой. Четвёртая опытная группа значимо не отличается от контроля по данному показателю. 
Исключение составляет первая опытная группа (минимальная концентрация добавки в среде), где 
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доля летальных куколок меньше по сравнению с контрольной. Следует отметить, что добавление 
бетаина в среду в концентрациях 1,3·10-4–1,3·10-1 приводит к увеличению изменчивости групп по 
данному показателю, по сравнению с контрольной, в то время как минимальная концентрация, 
наоборот, способствует её снижению. Смертность на стадии метаморфоза среди потомков особей, 
получавших добавку бетаина (F1), от контроля не отличается. Т.е., как и при анализе плодовитости, 
можно предположить, что в гаметах особей, выживших на среде, содержащей бетаин, не происходит 
существенных аномалий, сказывающихся на работе генов, обусловливающих метаморфоз. 

 
Таблица 2. 

Изменение показателя «смертность на стадии куколки» линии Canton-S в связи с метил-
обогащенной диетой 

 

Группа (концентрация бетаина) 
F0 F1 

n x±Sx S2 S n x±Sx S2 S 
Контроль (0) 22 10,40±2,02 89,68 9,47 5 18,32±2,26 25,61 5,06 
Группа 1 (1,3·10-5) 15 6,44±1,49 33,50 5,79 - - - - 
Группа 2 (1,3·10-4) 47 24,59±4,07 778,49 19,89 9 16,78±4,12 73,63 8,58 
Группа 3 (1,3·10-3) 46 14,04±2,65 323,92 27,90 11 14,86±4,83 58,40 7,64 
Группа 4 (1,3·10-2) 47 10,24±1,93 175,78 18,00 16 16,25±3,26 67,23 8,20 
Группа 5 (1,3·10-1) 32 17,45±3,52 395,46 13,26 13 20,81±2,16 67,23 8,20 
 

Анализ изменений жизнеспособности линии в связи с добавлением в среду метилирующего 
агента показал (табл. 3), что в случае использования максимальной концентрации (из диапазона 
исследованных) количество особей, которые доживают до стадии имаго, снижается более чем в 2 
раза по сравнению с контролем. Действие минимальной концентрации, напротив, приводит к 
увеличению жизнеспособности особей относительно контрольной группы (примерно в 2 раза). 

  
Таблица 3. 

Изменение показателей «жизнеспособность» и «относительная приспособленность» 
линии Canton-S в связи с метил-обогащенной диетой 

 
Группа (концентрация  
бетаина) 

F0 F1 

n x±Sx S2 S w n x±Sx S2 S w 
Контроль (0) 22 48,82±8,58 1620,61 40,26 1 5 24,50±2,46 30,25 5,50 1 
Группа 1 (1,3·10-5) 15 80,53±12,58 2372,84 48,71 1,65 - - - - - 
Группа 2 (1,3·10-4) 47 28,18±4,93 1141,36 33,78 0,58 9 16,78±2,86 73,63 8,58 0,68 
Группа 3 (1,3·10-3) 46 36,96±5,49 1387,58 37,25 0,76 11 14,86±2,30 58,40 7,64 0,61 
Группа 4 (1,3·10-2) 47 34,89±5,22 1281,46 35,80 0,71 16 16,25±2,05 67,23 8,20 0,66 
Группа 5 (1,3·10-1) 32 19,97±4,49 646,14 25,42 0,41 13 20,81±2,27 67,23 8,20 0,85 
 

Причем это увеличение обусловлено как большим количеством особей, доживающих до стадии 
куколки (табл. 1), так и более низким уровнем смертности во время метаморфоза (табл. 2). Для 
промежуточных концентраций (1,3·10-4–1,3·10-2) характерно умеренное угнетающее действие на 
данный показатель. Отметим также, что, как и в случае показателя плодовитости, минимальная 
концентрация бетаина в среде вызывает всплеск изменчивости внутри соответствующей группы, в то 
время как максимальная концентрация приводит к её уменьшению. Это может также отражать 
увеличение уровня смертности особей на всех предимагинальных стадиях развития в связи с 
повышением концентрации бетаина в среде. В потомстве особей, содержавшихся на среде с 
бетаином (F1), также отмечается отдаленный эффект – умеренное (в среднем на 30%) снижение 
жизнеспособности по сравнению с контрольной группой (в отличие от ранее обсуждаемых 
показателей, для которых аналогичного эффекта не наблюдалось). 

В табл. 3 показано также изменение относительной приспособленности (w) линии дикого типа 
вследствие действия различных концентраций бетаина. Если говорить о том поколении, которое 
проходит весь цикл развития на среде с бетаином, то можно отметить, что добавление агента в среду 
в концентрации 1,3·10-4–1,3·10-1 приводит к снижению относительной приспособленности. В случае же 
действия минимальной концентрации относительная приспособленность, наоборот, повышается. Что 
касается потомков этих особей, уровень их относительной приспособленности несколько снижен по 
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сравнению с контролем. 
Все полученные данные проверяли на нормальность распределения (табл. 4). Так, в F0 

распределение данных показателя плодовитости для контрольной и 1 опытной (минимальная 
концентрация агента) групп соответствует нормальному, в отличие от 2–5-ой опытных групп. В F1 в 
контрольной и 4-ой группах распределение не соответствует нормальному, а в остальных – наоборот.  

 
Таблица 4. 

Проверка на нормальность распределений (критерий Шапиро-Уилка) 
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бетаина) 

П
л
од
ов
и
то
ст
ь 

F
0 

П
л
од
ов
и
то
ст
ь 

F
1 

 С
м
ер
тн
ос
ть

 н
а 

ст
ад
и
и

 к
ук
ол
ки

 (
%

) 
F

0 

С
м
ер
тн
ос
ть

 н
а 

ст
ад
и
и

 к
ук
ол
ки

 (
%

) 
F

1 

Ж
и
зн
ес
по
со
б
но
ст
ь 

F
0 

Ж
и
зн
ес
по
со
б
но
ст
ь 

F
1 

W p W p W p W p W p W p
Контроль (0) 0,93 0,13 0,67 0,001 0,89 0,02 0,79 0,06 0,93 0,13 0,74 0,03 
Группа 1 (1,3·10-5) 0,89 0,07 - - 0,88 0,04 - - 0,90 0,104 - - 
Группа 2 (1,3·10-4) 0,83 0,001 0,92 0,36 0,82 0,001 0,95 0,74 0,81 0,001 0,92 0,41 
Группа 3 (1,3·10-3) 0,88 0,001 0,90 0,19 0,70 0,001 0,99 0,99 0,87 0,001 0,97 0,91 
Группа 4 (1,3·10-2) 0,86 0,001 0,82 0,005 0,73 0,001 0,92 0,18 0,84 0,001 0,89 0,07 
Группа 5 (1,3·10-1) 0,80 0,001 0,95 0,53 0,76 0,001 0,98 0,95 0,76 0,001 0,91 0,16 

 
Анализ распределения данных по показателю смертности на стадии куколки показал, что в F0 

только в 1 группе (минимальная концентрация бетаина) характерно нормальное распределение, а во 
всех других – распределение не соответствует нормальному. В F1 для всех групп характерно 
нормальное распределение признака. Что же касается показателя жизнеспособности, установлено, 
что в F0 для контрольной и первой опытной групп характерно нормальное распределение, а для всех 
других – распределение, не соответствующее нормальному. Распределение во всех группах F1 
соответствует нормальному. Изменение типа распределения, на наш взгляд, также может 
свидетельствовать в пользу отбора определённых генотипов под действием фактора избытка 
доступных метильных групп в питательной среде. 

При помощи непараметрического критерия Краскелла-Уоллиса (аналог дисперсионного 
анализа) было доказано, что в F0 концентрация бетаина в питательной среде влияет (H=17,7; 
p=0,003) на плодовитость D. melanogaster. В то же время имаго, выжившие на среде с различной 
концентрацией бетаина, по плодовитости (F1) (в стандартных условиях) не отличаются от 
контрольной группы (H=4,54; p=0,338). Аналогично, показано влияние изучаемого фактора на 
показатель «смертность на стадии куколки» в F0 (H=11,08; p=0,049). В F1 (H=2,72; p=0,605) анализ 
результатов подтвердил, что данный показатель в опытных группах не отличается от контрольных 
значений. Добавление бетаина в заданных концентрациях в питательную среду D. melanogaster также 
влияет и на жизнеспособность особей (H=17,910; p=0,003). Потомки же особей, получавших 
различные дозы бетаина, но развивающиеся на стандартной среде, по жизнеспособности не 
отличаются от контрольной группы (H=7,404; p=0,116). 

Увеличение плодовитости и жизнеспособности в 1-ой опытной группе можно объяснить тем, что 
малые дозы бетаина в среде могли простимулировать яйцекладку у родителей опосредованно через 
изменение метаболизма дрожжей, которые синтезируют необходимые для жизнедеятельности и 
нормального гаметогенеза дрозофилы предшественники гормонов (Бондаренко и др., 1989). С другой 
стороны, можно предположить, что минимальная доза оказывает стимулирующее действие на 
организм личинки, развивающейся в среде с бетаином, вследствие чего та часть особей, которая в 
норме погибает в контрольной группе, в 1 группе доживает до стадии куколки. Снижение же 
количества особей, доживающих до той или иной стадии, на метил-обогащенной диете можно 
объяснить с позиции действия бетаина как стресс-фактора. Подобные результаты были установлены 
при изучении воздействия других биологически активных веществ, например кофеина (Горенская, 
2010). Также для интерпретации полученных данных можно  рассматривать эпигенетическое влияние 
бетаина на функции организма, т.е. влияние избытка доступных метильных групп на регуляцию 
работы генов, активных на ранних стадиях онтогенеза дрозофилы. 
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Для выяснения, соответствует ли соотношение полов у исследуемого объекта Drosophila 
melanogaster теоретически ожидаемому, использовали критерий χ2. При сравнении опытных значений 
критерия с табличным (χ2

табл=3,841) не было установлено значимых различий между 
экспериментально полученными соотношениями полов в каждой группе и теоретически ожидаемыми. 
Следовательно, можно сделать вывод, что добавление бетаина в разной концентрации в 
питательную среду не влияет на соотношение полов Drosophila melanogaster, как в поколении, 
которое проходит полный цикл развития на среде с добавкой, так и в следующем поколении. Иными 
словами, бетаин в заданных концентрациях, по всей видимости, не обладает дифференциальным 
(пол-специфическим) летальным действием. 

Анализ связи между концентрацией бетаина в среде и компонентами приспособленности, 
распределение которых не подчиняется нормальному закону, проводили с помощью коэффициента 
корреляции рангов Спирмена. В поколении, непосредственно употреблявшем бетаин в составе пищи, 
получены такие результаты: между концентрацией добавки в среде и показателями плодовитости и 
жизнеспособности существует обратно пропорциональная зависимость (rs=-0,77; р=0,07 для обоих 
показателей): чем больше концентрация бетаина в питательной среде (из исследованных вариантов), 
тем меньше плодовитость и жизнеспособность линии. Полученные значения коэффициентов 
корреляции, однако, не позволяют говорить о строгой линейности данной зависимости. Между 
концентрацией добавки в среде и показателем смертности на стадии куколки значимой 
корреляционной связи не обнаружено. Статистическая незначимость коэффициентов корреляции 
может свидетельствовать либо об отсутствии функциональной связи между данными показателями, 
либо о её существенной нелинейности (Экспериментальная психология, 2000). Так, например, более 
детальный анализ зависимости плодовитости линии от концентрации бетаина в среде показал, что, 
скорее всего, она носит полиномиальный характер (рис. 2), и в соответствии с таким типом 
зависимости летальной для данного вида насекомых должна быть концентрация приблизительно 
1,3·101%, что было проверено во второй серии экспериментов. Зависимость жизнеспособности линии 
от концентрации метилирующего агента в среде, по-видимому, будет иметь не менее сложный 
характер. 

В связи с тем, что в потомстве особей, развивавшихся на среде с бетаином (F1), ни для одного 
из изучаемых показателей не было доказано влияния концентрации бетаина, на наш взгляд, оценить 
достоверно связи этих показателей с действующей концентрацией агента не представляется 
возможным. 

На следующем этапе работы было изучено действие более высоких (5% и 10%) концентраций 
бетаина на показатели приспособленности линий D. melanogaster и проанализированы изменения 
экспрессивности признака ri в связи с метил-обогащенной диетой. 

Установлено достаточно сильное угнетающее действие обеих концентраций на развитие 
особей (рис. 3). Следует отметить, что разные генотипы реагируют на присутствие бетаина в среде 
сходным образом. При этом более чувствительной к действию фактора оказалась мутантная линия, 
так как изначально именно она характеризовалась более высоким значением показателя 
жизнеспособности. Отдельно следует отметить, что 10 %-ная концентрация оказалась летальной для 
обеих использованных линий. 

Чтобы установить причину отсутствия потомства у особей на среде с концентрацией бетаина 
10% (родительские особи не откладывают яйца на среде или из отложенных яиц не развивается 
потомство), были проанализированы кладки яиц, отложенных осемененными самками из 
родительских линий на среду с концентрацией бетаина 10% (аналогично методике учёта ДЛМ на 
ранних стадиях онтогенеза). Результаты показали (табл. 5), что, как для линии C-S, так и для линии ri 
справедливы оба предположения. С одной стороны, существенно снижается количество отложенных 
яиц на момент времени учета, а с другой – те личинки, которые всё-таки выходят из яиц, погибают на 
стадии первого возраста (рис. 4). 

Снижение яйцеоткладки после воздействия может быть сигналом зачаткового отбора, 
элиминации клеток в ходе гаметогенеза (Проблемы генетики в исследованиях…, 1977). Причем, 
следует учитывать, что в ооцитах 7–14 стадий возможное участие отбора в его классической форме – 
элиминации крупных хромосомных повреждений – является минимальным, так как эти клетки уже не 
делящиеся, и мейотическое расхождение хромосом происходит после оплодотворения (Илясов, 
Шварцман, 1974). И, по-видимому, более вероятным будет механизм зачаткового отбора, связанный 
с резорбцией ооцитов за счет повреждений вителлогенеза, в результате блокады синтеза ДНК в 
питающих клетках. Такой эффект ранее был показан преимущественно для сильных мутагенов. 
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Рис. 2. Зависимость плодовитости линии дикого типа Canton-S от концентрации бетаина 

в питательной среде 
 

 
Рис. 3. Плодовитость и жизнеспособность линий в зависимости от концентрации бетаина 

в среде (F0) 
 
Снижение плодовитости после воздействия, как отмечалось и выше, может указывать на 

возникновение стресс-реакции дрозофилы. Воздействие экстремальных факторов на имаго 
дрозофилы вызывает снижение деградации ювенильного гормона у самок и, как следствие, 
возрастание его уровня; эта гормональная реакция приводит к задержке откладки яиц (Раушенбах, 
1997). Уровень яйцеоткладки может повыситься в дальнейшем или же оставаться сниженным. 

Кроме того, анализ смертности на стадии куколки среди особей, получавших добавку бетаина в 
концентрации 5% (рис. 5), не выявил значимых различий по сравнению с соответствующими 
контрольными группами. Такие результаты, на наш взгляд, свидетельствуют о более жестком отборе 
на более ранних стадиях, особенно на стадии личинки – стадии наиболее активного потребления 
пищи. 
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У особей мутантной линии, прошедших полный цикл развития на среде с бетаином (5%), 
исследовали проявление мутации ri. Анализ изменений экспрессивности признака ri в связи с 
действием бетаина (рис. 6) показал, что для самок этой линии характерна билатеральная 
асимметрия степени вариабельности экспрессивности изучаемого признака. При этом большая 
изменчивость наблюдается для экспрессивности признака на левом крыле самок. У самцов 
мутантный фенотип выражен ярче (т.е. присутствующий проксимальный участок радиальной жилки 
крыла короче; экспрессивность мутантного признака выше). При добавлении в среду бетаина в 
каждом учитываемом классе наблюдается снижение вариабельности данного признака. При этом 
степень выраженности признака у самцов и у самок становится одинаковой (а именно за счет того, 
что присутствующий проксимальный участок радиальной жилки крыла у самцов становится более 
длинным; экспрессивность мутантного признака у самцов снижается). Дисперсионный анализ 
подтвердил, что экспрессивность признака на левом крыле зависит от пола особи (F=6,56; p<0,05), а 
экспрессивность его на правом крыле изменяется под действием бетаина (F=14,59; p<0,05). 

 

 
Рис. 6. Межполовые различия экспрессивности признака ri в зависимости от действия 

бетаина (F0) 
 

Поскольку данная модель оказалась чувствительной к действию метилирующего агента в 
заданной концентрации, она может быть использована для дальнейшего более тщательного 
изучения. 

На следующем этапе проводили анализ отдаленных последствий употребления особями 
дрозофилы бетаина (5%) вместе с пищей, а именно исследовали компоненты приспособленности и 
экспрессивность признака ri в потомстве имаго, прошедших полный цикл развития на среде с 
добавкой. 

Установлено (рис. 7), что добавление в среду бетаина в концентрации 5% приводит к 
существенному повышению уровня ранней эмбриональной смертности среди потомства особей 
линии дикого типа, развивавшихся на среде с бетаином. Причём основной вклад в суммарный 
уровень смертности вносят ранние ДЛМ. Мутантная линия оказалась более устойчивой к действию 
данного фактора, но тенденция к повышению уровня смертности наблюдается и для неё. Следует 
отметить, что для мутантной линии отмечается значимое повышение уровня именно поздних ДЛМ, 
которые, как считают некоторые авторы, являются более адекватным критерием хромосомных 
аберраций (Литвинова, 1977; Шварцман, 1972). Поскольку ДЛМ в целом, определяемые как 
отношение числа погибших эмбрионов к числу учтенных, являются сборной группой, в которую 
входят зиготы, погибшие как в результате повреждения генетического аппарата, так и в силу других 
причин, например подавления синтеза ДНК (Алексеевич и др., 1979). 

 

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

левое крыло правое крыло левое крыло правое крыло

самки ri самки ri самцы ri самцы ri

Э
кс
п
р
е
сс
и
вн

о
ст
ь 
п
р
и
зн
ак

а
ri
 

Экспериментальные группы

0

5%



Н.Є.Волкова,  Н.С.Філіпоненко, В.В.Костенко, Л.В.Ісіпенко, Д.С.Євстаф’єв, В.В.Навроцька, Л.І.Воробйова 21 
N.Ye.Volkova, N.S.Philiponenko, V.V.Kostenko, L.V.Isipenko, D.S.Yevstafiev, V.V.Navrotskaya,  L.I.Vorobyova  

 

Вісник Харківського національного університету імені В.Н.Каразіна. Серія: біологія 

The Journal of V.N.Karazin Kharkiv National University. Series: biology 
 

 
Рис. 7. Влияние бетаина на раннюю эмбриональную смертность разных линий 

дрозофилы (F1) (опытные варианты – кладки особей, развивавшихся на среде с бетаином, на 
стандартную среду)  

 
По показателю плодовитости (рис. 8) особи линии дикого типа, выжившие на среде с бетаином, 

не отличаются от контрольной группы. Если учитывать, что для этой линии отмечено существенное 
повышение ранней эмбриональной смертности (рис. 7), то можно предположить, что в опытной 
группе либо повышается  общее количество откладываемых самками в течение 5 суток яиц, либо 
происходит снижение уровня личиночной смертности. Для мутантной линии (рис. 8) отмечаются 
более выраженные отдаленные эффекты: до стадии куколки доживает чуть более 70% особей. Обе 
линии (мутантная – в большей степени) при этом характеризуются снижением жизнеспособности 
(рис. 8). По всей видимости, в гаметах особей, прошедших полный цикл развития на среде, 
содержащей бетаин в концентрации 5%, происходят изменения, способствующие не только 
повышению уровня ранней эмбриональной смертности, но также приводящие к гибели особей на 
более поздних стадиях онтогенеза. 

 

 
 

Рис. 8. Плодовитость и жизнеспособность особей, прошедших полный цикл развития на 
среде с бетаином (5%) – F1 
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Эти предположения отчасти подтверждают данные, полученные для показателя «смертность 
на стадии куколки» (рис. 9). Для обеих линий, в среднем, отмечается повышенный уровень гибели 
особей во время метаморфоза. 

 

 
Рис. 9. Смертность на стадии куколки в потомстве особей, прошедших полный цикл 

развития на среде с бетаином (5%)  – F1 
 
К сожалению, в рамках данного исследования четко установить природу изменений, 

происходящих в гаметах особей, выживших на среде, содержащей бетаин (5%), не представлялось 
возможным. Однако характер используемого агента позволяет предполагать, что одной из причин 
может быть нарушение баланса процессов метилирования и деметилирования генома. Отметим, что 
ярко выраженное действие фактора на гаметы особей, содержавшихся на метил-обогащенной диете, 
можно наблюдать как раз на тех стадиях развития потомков, на которых происходит наиболее 
активная смена программ экспрессии генома (ранний эмбриогенез и метаморфоз). 

Анализ экспрессивности признака ri у потомков родителей, развивавшихся на среде с добавкой 
бетаина (рис. 10), не выявил резких колебаний данного показателя в связи с метил-обогащенной 
диетой. 

 

 
 
Рис. 10. Межполовые различия экспрессивности признака ri в потомстве особей, 

прошедших полный цикл развития на среде с бетаином (5%) – F1 
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Однако отмечаются четко выраженные межполовые различия по данному признаку, что 
подтверждают и результаты дисперсионного анализа (F=9,2; p=0,003). Для самцов характерна 
большая экспрессивность мутантного признака по сравнению с самками. Это может указывать на 
наличие в Х-хромосоме некого рецессивного модификатора, регулирующего экспрессивность гена ri, 
что, впрочем, нуждается в проведении дополнительных исследований. 

 
Выводы  
В ходе проведенного исследования влияния метил-обогащенной диеты на проявление 

количественных признаков Drosophila melanogaster обнаружено, что  концентрация донора метильных 
групп бетаина в питательной среде и показатели плодовитости и жизнеспособности линии дикого 
типа связаны между собой обратно пропорциональной полиномиальной зависимостью. Установлено, 
что добавление в среду бетаина в минимальной концентрации (1,3·10-5%) приводит к повышению 
жизнеспособности особей, увеличению количества особей, доживающих до стадии куколки и к 
снижению гибели особей во время метаморфоза. При добавлении агента в концентрации 5% 
отмечается снижение плодовитости и жизнеспособности линий, повышение уровня эмбриональной 
смертности и снижение экспрессивности мутантного признака radius incompletus (прерванная 
радиальная жилка крыла) у самцов. Установлена концентрация бетаина в среде, которая является 
летальной для данного вида – 10%. Обнаружено также снижение жизнеспособности по сравнению с 
контрольной группой в потомстве особей, содержавшихся на среде с бетаином (1,3·10-1% и 5%). 
Таким образом, бетаин в различных концентрациях может быть использован в качестве регулятора 
численности Drosophila melanogaster и модулятора экспрессивности количественных признаков.  
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