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Введение
В цивилизованных странах осуществляется экологический контроль над деятельностью промышленных предприятий. Изучение влияния различных химических загрязнителей на живые организмы проводиться на различных модельных объектах. Для этого используются мыши, морские свинки, овес, кукуруза и другие организмы. Модельный объект должен отвечать определенным требованиям: большая плодовитость при коротком сроке развития, широкие пределы наследственной изменчивости (мутации), простота в разведении и содержании.
Со времен Т.Х.Моргана классическим объектом исследования изменчивости стала плодовая мушка дрозофила (Drosophila melanogaster). Это связанно с её следующими исключительными качествами:
1. Короткий срок развития от яйца до взрослого организма (около 10 дней) при температуре 24-25оС
2. Высокая плодовитость-до 100 яиц за одну кладку от одной самки.

3. Богатство наследственных рас, отличающихся окраской тела и глаз, длинной и формой крыльев, количеством  и формой щетинок и другими признаками.
4. Малое количество хромосом (всего 4 пары).

5. Простота разведения - достаточно пробирок или пенициллиновых флаконов с питательной средой.

Все это делает дрозофилу незаменимым модельным объектом при изучении влияния различных веществ на живые организмы, поэтому она была использована и в нашей работе. [6]
Окружающая среда человека загрязнена, и потребление разных лекарственных препаратов загрязняет наш организм. Не всегда лекарства приносят желаемый результат людям. Лекарственные вещества синтетического происхождения в отличие от пищевых веществ являются для организма чужеродными. Многие из них могут вызывать побочные реакции, например аллергию. Поэтому при лечении больных следует обязательно учитывать состав и качество пищи для больного, нормы питания, режим, влияние пищи на организм. [4]

           В последнее время поступает много информации о некачественных лекарственных препаратах и даже подделок. В работе в качестве лекарственного препарата мы решили взять антигриппин, т. к. обычно в этот период времени появляется большое количество человек, заболевающих гриппом, ОРВИ или ОРЗ. Многие употребляют антигриппин для профилактики.
Цель работы: 

Определение влияния лекарственного препарата антигриппина на развитие плодовой мушки  дрозофилы.
Задачи: 

1. Изучить литературу по данному вопросу.
2. Провести скрещивание плодовой мушки дрозофилы с использованием среды, содержащей антигриппин.
3. Провести анализ результатов эксперимента.

Литературный обзор

Биология дрозофилы:
В природных условиях обитает, так называемый, дикий тип или нормальный тип (Normal). Она питается ферментируемыми фруктами и овощами и может быть отловлена без особого труда. В лабораторных условиях дрозофила разводится на питательных средах. В частности, на ней получено большое число мутантных жизнеспособных линий, изучена локализация и природа гена, проблема пола, изучается генетическая структура популяции и многие другие вопросы.

В лабораторных условиях оптимальной температурой считается +24-25 оС, при которой цикл развития дрозофилы от яйца до взрослой мухи  равен десяти суткам. При температуре +27 оС цикл развития сокращается до девяти суток. Развитие яйца длится примерно сутки, развитие личинки и куколки – четыре-пять суток. При низких температурах (около +10 оС) личиночный период длится около двух месяцев, а куколочный – 13-14 дней. Продолжительность жизни взрослой мухи в лабораторных условиях равна одному месяцу, что зависит от температуры, пищи, влажности, плотности населения и т.д.
Мутации у дрозофилы чаще всего касаются цвета глаз и их форм, строения крыла и щетинок. Пигментация глаз у разных мутантов изменяется от цвета бордо до белого со всевозможными переходами (абрикосовый, коралловый и т.д.) Форма глаза дрозофилы обусловлена степенью развития глазных фасеток. Редукция последних приводит к образованию плосковидных (Bar), лопастных (Zobe) глаз и даже к полному их исчезновению (eyeless). При редукции глаз уменьшается размер головы мух.
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                                                   Рисунок № 1            Мутации крыла выражаются в изменении его конфигурации, размеров жилкования. У нормальных мух крыло плоское. У мутантов оно может быть изогнуто в виде арки (arc), лыжи (ski) или загнуто к низу (curved). Размеры крыла колеблются от появления вырезок на них (eut), до сильной редукции (vestigial) и полного 
                                  Внешний вид самки-дрозофилы                               исчезновения (apterous). Изменение жилкования выражается в появлении добавочных и в исчезновении одной или нескольких жилок. Щетинки у дрозофилы имеют значение систематического признака. При мутациях они могут исчезнуть или добавиться на голове, груди и щитке. Другие мутации вызывают изменение цвета тела: черное, темное или желтое. 

        Жизненный цикл развития дрозофилы:
Оплодотворенная самка дрозофилы откладывает на питательную среду яйца, вытянутые, длиной примерно 0,5 мм, которые видны невооруженным глазом поблизости от стенок пробирки. Яйцо защищено двумя оболочками: внутренней – желточной и  наружной – хорионом. Хорион образует два выроста – филоменты, которые предохраняют  яйцо от погружения в жидкую среду. На переднем конце яйца имеется отверстие – микропиле, служащее для проникновения в него сперматозоидов. Примерно через 24 часа из яйца выходит личинка, ползает по питательной среде, обильно питаясь, затем погружается в глубь и выходит на стенку пробирки  перед окукливанием. Переходя в стадию куколки, она приобретает боченкообразную форму и фиксируется на стенке пробирки. На стадии куколки происходят сложные процессы метаморфоза, когда все органы и ткани, кроме нервной и половой, претерпевают обратное развитие и замещаются другими, которые формируются из определенных зачатков эмбриональной ткани, называемой имагинальными дисками, или примордиев. К концу третьего дня через покров куколки видны очертания глаз, а через еще сутки – все очертания органов мухи. Выход мухи из покровов куколки происходит благодаря разрыву оболочки в области лобного пузыря, когда муха выделяет капельку жидкости. Вышедшая из оболочки муха слабо пигментирована, имеет смятые крылья, однако, часов через шесть она приобретает фенотип взрослой мухи. Через 12 часов дрозофила становится половозрелой и может копулировать. После оплодотворения через сутки, самка откладывает яйца, и цикл повторяется. Одна самка откладывает от 200-300 яиц, а в оптимальных условиях до 2000 (в опытах Бриджеса).

Морфология дрозофилы:
Самки и самцы дрозофилы несколько отличаются по ряду морфологических признаков:

1. Самка несколько крупнее самцов.

2. Брюшко у самки несколько более округлое, с заостренным концом. У самца оно более цилиндрическое, с притупленным  концом (округлое).
3. У самки имеется восемь хорошо видимых темных пластинок (тегритов), у самца их шесть, два последних слиты и образуют широкую полосу со спинной стороны.

4. У самцов на первом членике лапки передних ног имеет половые гребешки, состоящие из хитиновых щетинок, служащие для удержания самки во время копуляции.

5. Наружные половые органы самки состоят из влагалища, по сторонам которого расположены две вагинальные пластинки, а сзади них – анальный бугорок, состоящий из двух анальных пластинок.     Наружные половые органы самца состоят из генитальной пластинки и пениса с прилегающими к нему частями. [1]
В состав антигриппина входят:
· Рутин 0,02
· Димедрол 0,02

· Кислота аскорбиновая 0,3
· Кальция глюконат 0,1

Рутин - витамин Р. Совместно с аскорбиновой кислотой участвует в окислительно - востановительных реакциях, предохраняет от окисления аскорбиновую кислоту и адреналин.
Димедрол – может использоваться в качестве успокаивающего и снотворного средства. 

Побочные действия: головокружение, головная боль, сонливость, общая слабость.
Аскорбиновая кислота – имеет важное значение для жизнедеятельности организма. Участвует в регуляции окислительно-восстановительных процессов, углеводного обмена, свертывания крови, нормальной проницаемости капилляров. Повышает устойчивость организма к инфекциям.
Побочные действия-при недостатке инсулина - развитие сахарного диабета, может повышаться уровень сахара в крови.
Кальция глюконат -  необходим для осуществления процессов передачи нервных импульсов, сокращения скелетных мышц, мышц сердца, для формирования костной ткани, свертывания крови и нормальной деятельности других органов и систем.
Побочные действия: при подкожном введении в редких случаях наблюдается тошнота, рвота, понос, замедление пульса.   [5]
Методика
Материалы и оборудование:

Для работы с дрозофилой требуется относительно простое и недорогое оборудование:

1. Стаканчики или пробирки и вата для пробок. Наиболее удобными являются стаканчики емкостью 100 см3 (диаметр 4 см, высота 10см). За неимением их, можно использовать пробирки той же высоты, но меньшего диаметра.
2. Эфир и морилка. Морилкой может служить та же пробирка, которая     используется для размножения мух. Для экономии эфира к пробке морилки     приделывается ватный шарик с внутренней стороны, который смачивается перед наркозом.
3. Тонкий (глазной) пинцет для разборки мух. Его можно заменить либо кисточкой для рисования, либо перышком птиц.
4. Стекло, размером 8×8 см (или другие близкие параметры), для разборки мух. Желательно, покрасить стекла в белый свет.

5. Увеличительные стекла для детальных анализов – бинокуляры.

6. Мясорубка, кастрюля, нагревательный прибор для приготовления питательной среды.

7. Весы, мензурка для отвешивания составных компонентов питательной среды.

8. Карандаш по стеклу.

9. Термостат для стерилизации посуды.

10. Препаровальные иглы.

11. Шкаф для хранения дрозофил, желательно с терморегулятором на 24-25 оС и подогревом, которые регулируются.
Обращение с дрозофилой

Исследование признаков у дрозофилы проводится под наркозом. Для наркоза лучше использовать серный эфир, в крайнем случае – раствор аммиака (но мухи хуже его переносят).


Перетряхивание мух из культуры в морилку и наркотизирование требует навыков. Нужно осторожным встряхиванием или  постукиванием пальцами о стенки пробирки перегонять мух подальше от пробки, затем быстро открыть ее и также быстро подставить к отверстию морилки. Легким постукиванием о стенки стряхивать в морилку оставшихся мух и закрывают пробками сначала морилку, затем исходную.

Как только мухи перестают двигаться, их вытряхивают из морилки на стекло. От большой дозы наркоза они быстро погибают. Об этом можно судить по растопыренным кверху и в стороны крыльям и вытянутым лапкам. Анализ мух проводится либо с помощью лупы, либо бинокуляра, когда требуется детально рассмотреть оттенки окраски глаз, тела. 

Если во время просмотра мухи начинают просыпаться от наркоза, их надо вновь поместить в морилку или дать небольшую долю наркоза крышкой от морилки.

Подготовка мух и постановка опытов

После спаривания сперма может сохраняться в сперматеке самки течении нескольких суток. Поэтому для скрещивания необходимо брать только виргинных (девственных) самок, не старше 10-12 часов после вылупления. Для этой цели из культур, из которых хотят взять виргинных самок, за сутки до начала выхода мух, удаляют родительские особи. Затем следует просматривать через каждые 6-8 часов, чтобы отобрать и изолировать виргинных самок для постановки опытов. Получение девственных самок в пределах указанных сроков рекомендуется особенно начинающим, так как большая часть неудач в их опытах связана с несоблюдением именно этих условий.

В каждую пробирку, емкостью около 100 мл с 25 мл питательной среды сажают 3-4 самки; число самцов не влияет на плотность населения в культуре, их можно класть больше. Кладка яиц начинается с конца вторых суток после рождения мухи и продолжается в течение всей жизни. Одна самка откладывает около 200-300 яиц. Кладка яиц лучше происходит на среду, где хорошо проросли дрожжи. Заготавливать пробирки с кормом надолго не рекомендуется, а готовые с кормом пробирки хранят в холодильнике.  
Питательные среды и их приготовление:


Главными составными частями для разведения дрозофил, являются сахар и дрожжи. Сахар вносится в виде изюма, патоки или сахара, который необходим для развития дрожжей, которые предохраняют среду от поражения плесенью. Кроме того, необходимо вносить агар-агар для придания среде желеобразной консистенции.
На 33 (тридцать три) пробирки необходимо:

· Воды - 233 мл
· Желатина - 15 г

· Пекарских дрожжей САФ (сухих) – 4 г.
· Сахарного песку – 8 г.
· Манной крупы  - 8 г.
Все составные части среды отвешиваются на технических весах.    
Варка питательной среды:


Варить среду рекомендуется в алюминиевой посуде, так как в эмалированной среда, как правило, пригорает. 

К навеске Агара (предварительно замоченного и набухшего желатина) подливают соответствующее количество холодной воды и при периодическом помешивании доводят до кипения и до растворения Агара.
В кипящий раствор Агара прибавляют размельченные дрожжи, вновь доводят до кипения и при постоянном помешивании кипятят на слабом огне еще 40 минут. Во время кипения в открытой посуде вода испаряется, и по мере выкипания доливают горячую воду до первоначального объема. Затем прибавляют сахарный песок и манную крупу при постоянном помешивании, чтобы не образовались сгустки манной крупы и не было пригорания; доводят до кипения и кипятят еще 15 минут. После окончания варки охлаждают до 70 оС и разливают в пробирки при помощи воронки диаметром около 15 см с натянутой на конец резиновой трубкой, на которую надет зажим Мора. Воронку укрепляют на штативе, Охлаждение необходимо, так как горячую среду трудно равномерно разлить в пробирки; кроме того, среда долго остывает и стенки пробирок сильно запотевают. После полного охлаждения среды в пробирках производят засев (смазывание) ее поверхности дрожжами. Для смазывания берут только свежие пекарские дрожжи, которые разбалтывают в водопроводной, а лучше в дистиллированной воде и наносят тонким слоем при помощи кисточки на среду в пробирке так, чтобы вся поверхность была смазана равномерно. Раствор дрожжей по консистенции должен напоминать молоко. [1]
Внесение антигриппина на среду:

Мы высыпали содержимое пакетика с антигриппином (0,44) в химический стаканчик. Добавили дистиллированной воды до полного растворения. В пробирки со средой внесли:

№ МП-А-1, 2, 3 – по 1 капле лекарственного препарата,
№ МП-В-1, 2, 3 – по 2 капли лекарственного препарата,
№ МП-С-1, 2, 3 – по 3 капли лекарственного препарата,
№ МП-D-1, 2, 3 – контроль
Результаты и их обсуждение
При обозначении: 

МП-А - пробирки, среда которых содержит одну каплю антигриппина;

МП-В - пробирки, среда которых содержит две капли антигриппина;

МП-С - пробирки, среда которых содержит три капли антигриппина;

МП-D - контроль.

Экспериментальные данные

                                                                                                                           Таблица № 1
	Микропопуляции
	Подсчет 
яиц на 2-й день
	Подсчет

личинок на 5-й день
	Подсчет

куколок на 8-й день
	Подсчет

имаго на 10-й день

	Всего пробирок
МП-А-3 шт. В среднем в одной пробирке МП-А
	7
	3,3
	     _
	 _

	Всего пробирок
МП-В-3 шт. В
среднем в одной
пробирке МП-В
	        _
	_
	     _
	 _

	Всего пробирок
МП-C-3 шт. В среднем в одной пробирке МП-С
	4,6
	2,2
	      _
	 _

	Всего пробирок
МП-D-3 шт. В среднем в одной пробирке МП-D
	125
	101,6
	66
	60


Из сведений таблицы получаем, что на питательной среде, содержащей антигриппин, мухи плохо себя чувствуют. Успевают отложить яйца только те, которые были оплодотворены. Дрозофилы погибают раньше, чем произойдет оплодотворение. Поэтому мы наблюдали отложение яиц в пробирках № МП-А; МП-С, где мухи успели отложить яйца и произошел выход личинок. Личинки, вышедшие из яиц погибли на 8 день после закладки опыта (на 3 день после вылупления). 
           На основе проделанной нами работы, можно предположить, что вещества, входящие в состав антигриппина:

1. Оказывают влияние на поведение мух.

2. Оказывают влияние на цикл развития мух, удлиняя его.

3. Оказывают влияние на жизнеспособность мух.

Выводы и рекомендации
Выводы:

1. Изучили литературу по биологии дрозофилы и по методике  исследований на основе мушки дрозофилы. 

2. Провели скрещивание плодовой мушки дрозофилы на питательной среде, содержащей антигриппин.

3. Результаты показали, что на питательной среде, содержащей антигриппин, мухи и личинки не живут, процесс развития из яйца в личинку затягивается.

4. Можно предположить, что вещества, содержащиеся в антигриппине, влияют на поведение мушек, на их цикл развития и на жизнеспособность. 

          Рекомендации: 
Расчет дозировки антигриппина при приеме внутрь с лечебной целью основывается на данных веса человека (для взрослого  суточная доза составляет 3 порошка в день, т.е. 1,32 г)  Поэтому для более точного и полного исследования воздействия антигриппина на цикл развития и жизнеспособность мушек необходимо провести дополнительные эксперименты с менее концентрированным раствором антигриппина (с учетом дозировки относительно веса мушки).
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Рисунок № 2

Внешний вид мухи дрозофилы
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Приложение № 2

Рисунок № 3

Определение пола у  мухи дрозофилы
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