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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы. В настоящее время гидробионты подвер-
жены прессу негативных воздействий различного характера. Без специ-
альных мер охраны некоторые виды животных не могут выжить. Особое
значение это приобретает для осетровых и лососевых рыб, которые попа-
ли в категорию редких и исчезающих (Павлов, 1990).

В сложившейся ситуации искусственному воспроизводству этих рыб
отводят ведущую роль, в результате чего для каждого этапа рыбоводного
процесса необходимо создавать условия максимально приближенные к ес-
тественным. Согласно технологии, разработанной классиками осетровод-
ства (Державин, 1947; Гербильский, 1962; Кожин, 1964; Казанский, 1986;
Милыитейн, 1982), до последнего десятилетия подращивание личинок
осетровых на рыбоводных заводах производили в бассейнах Улановского
или ВНИРО, т.е. в серых бетонных емкостях на течении, создаваемом
флейтами. Такая технология подращивания экологически более адекватна,
чем ныне принятая, когда личинок от вылупления до начала потери мела-
ниновых пробок содержат в белых пластиковых бассейнах в стоячей воде с
принудительной аэрацией, а затем выпускают в пруды.

Не маловажна проблема и защиты организма рыб от неблагоприятного
воздействия факторов среды различной природы. Рыбохозяйственные ПДК
фенолов, детергентов, тяжелых металлов и в частности меди, превышены в
несколько раз в воде р. Волга и р. Мзымта, которые являются нересто-
выми для осетровых и лососевых рыб (Новоженин, Пигалев, 1990; Распо-
пов и др., 1991, 1997; Никоноров, 1996; Земков и др., 1998; Алтуфьев,
1999; Журавлева и др., 2002; Молдавская и др., 2003). В результате на ры-
боводные заводы поступает вода, содержащая огромный спектр загряз-
няющих веществ, очистка от которых представляет собой сложный и доро-
гостоящий процесс. Актуальным в этой связи является поиск относи-
тельно более дешевого способа защиты половых продуктов, личинок и мо-
лоди рыб посредством токсикопротекции, тем более, что в онтогенезе ры-
бы наиболее уязвимы в начальные периоды развития: эмбриональный, ли-
чиночный и мальковый. В это время, как правило, и осуществляется регу-
ляция численности вида в естественной среде. Именно они являются "уз-
кими местами" в рыбоводстве. В связи с этим, подавляющее большинство
экзогенных биорегуляторов при искусственном воспроизводстве объектов
аква- и марикультуры используют на начальных этапах онтогенеза с целью
получения жизнестойкого потомства высокого качества. Одним из таких
биорегуляторов является эпибрассинолид, показавший свои положитель-
ные качества на осетровых рыбах (Витвицкая, Егоров, 1998; Егоров, Вит-
вицкая, 1995,1997; Витвицкая и др., 1995,1997).

Как правило, в этих работах обработку эпибрассинолидом произво-
дили на стадии осеменения и обесклеивания икры осетровых. Неиз-
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вестным оставался вопрос, насколько эффективной окажется подобная об-
работка на более поздних стадиях онтогенеза, в частности, в период от вы-
лупления до перехода на экзогенное питание.

Цель исследования - изучить влияние загрязняющих веществ неор-
ганической и органической природы: сульфата меди, фенола и трех синте-
тических моющих веществ отечественного и зарубежного производства, на
жизнестойкость сперматозоидов и предличинок севрюги и черноморского
лосося. Оценить возможности эпибрассинолида в качестве токсикопротек-
тора от этих препаратов и выяснить влияние течения на развитие севрюги.

Для достижения цели работы были поставлены следующие задачи;
1. Установить степень токсичности сульфата меди, фенола и детер-

гента «Лотос» при действии на сперматозоиды севрюги и черноморского
лосося.

2. Установить оптимальные концентрации эпибрассинолида, обеспе-
чивающие максимальное время жизни спермиев черноморского лосося и
севрюга.

3. Определить оптимальное время обработки эпибрассинолидом пред-
личинок севрюги до перехода на активное питание.

4. Оценить защитные свойства эпибрассинолида при действии ука-
занных веществ на рыбоводные показатели предличинок исследуемых ви-
дов рыб.

5. Сравнить токсичность препаратов CMC «Лотос», «Миф» и «Ariel»
путем оценки их влияния на время подвижности спермиев севрюги.

6. Установить возможности защиты предличинок севрюги от дейст-
вия различных моющих средств при помощи эпибрассинолида.

7. Проанализировать влияние скорости течения воды на массу и пове-
денческие показатели личинок и молоди севрюги.

Научная новизна. Впервые определены оптимальные стадии предли-
чинок севрюги для обработки эпибрассинолидом в концентрации мг/л,
показана возможность его использования в качестве токсикопротектора
половых продуктов и предличинок севрюги и черноморского лосося от
воздействия токсикантов разной природы, установлено положительное
влияние течения воды на массу и поведенческие показатели личинок и мо-
лоди севрюги при содержании в искусственных условиях.

Научно-практическая значимость работы. Полученные результаты
дополняют данные о токсическом влиянии веществ различной природы на
сперму, предличинок севрюги и черноморского лосося, а также сведения
об использовании эпибрассинолида в качестве протектора от загрязняю-
щих веществ. Материалы работы могут быть применены на осетровых и
лососевых рыбоводных заводах в случаях залповых выбросов токсических
веществ с промышленных и сельскохозяйственных предприятий, а также
на практических и лекционных занятиях студентов биологических специ-
альностей ВУЗов.
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Апробация работы. Результаты диссертации докладывались и обсу-
ждались на студенческих научно-технических конференциях Астра-
ханского государственного технического университета 1998-2001 гг., на
конференции "Астраханская область в XXI веке; Взгляд молодого поко-
ления" (Астрахань, 1999), на профессорско-преподавательских конферен-
циях АГТУ 2000-2002 г., на II Международной научно-практической кон-
ференции «Аквакультура осетровых рыб: достижения и перспективы раз-
вития» (г. Астрахань 21-22 ноября 2001г.).

Публикации. По теме диссертации опубликовано 9 работ.
Структура диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора

литературы, описания материалов и методов, трех глав, содержащих опи-
сание результатов и обсуждения собственных исследований, заключения,
выводов и научно-практических рекомендаций. Общий объем диссертации
137 страниц с 2 рисунками и 16 таблицами. Список литературы включает
190 источника, из них 70 иностранных.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКИ ИССЛЕДОВАНИЙ

Работа выполнена в течение пяти лет - 1998-2002 гг. на производст-
венных участках осетрового рыбоводного завода "Лебяжий" (ЛОРЗ) Сев-
каспрыбвода, Адлерского производственно-экспериментального рыбовод-
ного лососевого завода (АПЭРЛЗ) Кубанрыбвода, в аквариальных усло-
виях лаборатории осетроводства Астраханского государственного техни-
ческого университета (АГТУ) и в лабораторных условиях Естественного
института Астраханского государственного университета (АТУ).

Молодь рыб выдерживали в пластиковых аэрируемых бассейнах объ-
емом 2 м3 - в заводских условиях постановки экспериментов. Всего в ра-
боте согласно экспериментальным задачам использовано: севрюги
(Acipenser stellatus Pallas): предличинок - 2800 особей, молоди - 225 осо-
бей; черноморского лосося (Salmo trutta Labrax) - 480 особей предличинок,
а также проанализировано 540 препаратов спермы севрюги и 405 препара-
тов спермы черноморского лосося.

Продолжительность опытов и их серий в зависимости от поставлен-
ных задач составляла от 1-15минут до 8 дней (Щеглов и др., 2001; Щеглов,
2003).

Изучали влияние токсических веществ на поведенческие реакции ис-
следуемых видов рыб. Рабочие концентрации (дозы) и время воздействия
каждого из приведенных в работе веществ (сульфата меди, фенола, детер-
гентов и др.) подобраны эмпирическим путем и на основе существующих
исследований (Лакин, 1968; Лесников, 1973; Лукьяненко, 1983; Земков и
др., 1990; Журавлева и др., 1991), а также исходя из возраста животных,
массы их тела и (Лазарев, Левина, 1976; Викторов, Менькин, 1991).
Условия содержания для рыб в работе определяли исходя из литературных

5



источников (Лукьяненко, 1987; Флеров, 1989 и др.) и на основе собствен-
ных наблюдений (Щеглов и др., 2001).

Рабочую концентрацию раствора эпибрассинолида готовили в соот-
ветствии с требованиями разработанного метода экспресс-тестирования
(Егоров, 1998). Серией последовательных разведений готовили рабочий
раствор мг/л, добавляя его в емкости с рыбами из расчета 1 мл/л воды
и, получая окончательную концентрацию мг/л (Егоров, Витвицкая
2002). Для установления действия вещества в качестве токси-
копротектора, его добавляли до установленной концентрации в растворы
детергента, сульфата меди и фенола. Активировали сперму растворами
токсикантов с эпином и без него. При определении подвижности сперма-
тозоидов разведение спермы составляло 1:200. Пробу микроскопировали
регистрируя время остановки последнего сперматозоида в поле зрения
микроскопа (Цветкова, 1967; Витвицкая, 1997).

Для выявления действия температуры на время подвижности спермы,
последнюю активировали чистой водой в разных условиях: холодной во-
дой (4-10°С) и водой комнатной температуры (18-25°С). Определяли время
до остановки последнего сперматозоида.

Обработка эпибрассинолидом предлнчинок севрюги
В эксперименте использовали предличинку в возрасте от момента вы-

лупления до перехода на смешанное питание (7-8 сутки). Опыты реализо-
вывали в 4-х пластиковых аквариумах объемом 4 л. Каждый аквариум был
разделен на части перегородками из планктонной сетки.

Применяли рабочий раствор эпибрассинолида в концентрации
мг/л на основании ранее полученных данных (Егоров, 1998) и собственных
экспериментов на сперматозоидах рыб.

Однодневных предличинок рассаживали по 50 особей в отгороженные
отсеки аквариумов. Предличинки в первом отсеке служили контролем; од-
нодневных предличинок из второго отсека помещали на 1 час в емкость с
раствором эпибрассинолида. Предличинок из третьего отсека подвергали
аналогичной обработке на вторые сутки после выклева, из четвертого от-
сека - на третьи и т.д.

Методика исследования действия токсических веществ и токсикопро-
текторных эффектов эпибрассинолида на предличинок севрюги и

черноморского лосося
Для проведения исследований использовали пластиковые емкости

объемом 3 л, из них: 2 емкости - контроль, 2 - детергент "ЛОТОС', кон-
центрацией 1 мг/л; 2 - сульфат меди, ( 0.1 мг/л); 2 - фенол (1 мг/л). В
емкости помещали по 20 предличинок, в первую из пары - интактных, во
2-ю - обработанных эпибрассинолидом в концентрации мг/л, экспози-
ция 1 час. Время опыта 7 суток. За этот период ежедневно регистрировали
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отход посадочного материала, меняли растворы токсикантов и воду, изме-
ряли температуру и рН среды. В начале и в конце опыта особей контроль-
ных и опытных групп тестировали в тесте "открытое поле" (Витвицкая,
1993). По окончании опыта определяли стадии развития личинок, процент
и типы аномалий оставшихся в живых особей (Детлаф и др., 1981; Казаков,
1982,2000).

Методика оценки влияния эпибрассинолида на выживаемость пред-
личинок севрюга в растворах различных моющих средств

В экспериментах были использованы детергенты: CMC "Лотос",
"Миф", "Ariel" в концентрациях 1 мг/л.

Использовали 7 пластиковых емкостей. Первая служила контролем
(200 мл чистой воды № 1), №№ 2,3 - раствор CMC "Лотос" (1 мг/л), №№ 4,
5 - раствор CMC "Миф" (1 мг/л), №№ б, 7 - раствор CMC "Ariel" (1 мг/л).

В емкости №№ 1,3,5,7 помещали по 20 особей однодневных предли-
чинок, в емкости №№ 2, 4, 6 — предличинок (по 20 особей), обработанных
в растворе эпибрассинолида мг/л.

За период опытов ежедневно регистрировали отход, рН среды и тем-
пературу воды. Воду и растворы детергентов в пластиковых емкостях за-
меняли каждые два дня. Каждый вариант опыта выполнен в трех повтор-
ностях.

Выявление действия CMC на молодь севрюги
Для реализации опыта использовали 27-ми дневную молодь, отлов-

ленную из выростных прудов.
Исследование проводили в 60 литровых пластиковых аквариумах, из

которых № 1 служил контролем, №№ 2,3 - растворы стирального порошка
«Лотос» (1 мг/л), №№ 4,5 - растворы CMC «Миф» (1 мг/л).

Перед началом эксперимента молодь севрюги измеряли и взвешивали.
В аквариумы №1, №3 и №5 молодь по 15 шт. рассаживали без обработки, а
30 особей предварительно обрабатывали 1 час в растворе эпибрас-
синолида, а затем по 15 шт. помещали в аквариумы №№ 2 и 4.

Контролировали состояние среды как описано в предыдущих исследо-
ваниях. По окончании семидневной экспозиции проводили повторное из-
мерение и взвешивание молоди, а затем оценивали ее поведение в тесте
«открытое поле» (Витвицкая, 1993).
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Методики изучения влияния течения воды на рост и поведение личи-
нок и молоди севрюги

При выполнении данных работ на базе инкубационного аппарата
«Осетр» была смонтирована установка для создания различных скоростей
течения воды (Щеглов, 2003). В средней части лоток был разделен сетча-
той перегородкой, образуя два отсека различающихся между собой вели-
чинами скоростей течения, за счет турбулентного торможения потока и
сопротивления сетчатой перегородки (рис. 1). Скорость течения в водопо-
дающем желобе составляла 250 мм/с, в первом отсеке лотка-100 мм/с, а во
втором- 20 мм/с. Скорости течения измеряли методом конфетти (Гидрав-
лическое моделирование, 1965).

Рис.1 Инкубационный аппарат «Осетр» без ячеек-инкубаторов.

Однодневных личинок в количестве 500 особей помещали в каждый
отсек опытной установки. Расход воды в течение всего опыта постоянно
увеличивали. В первый день он составлял- 0,7 л/мин., второй- 7,5 л/мин,
третий- 10 л/мин. С четвертого по семнадцатый день опыта расход воды
был постоянным - 10л/мин., а с восемнадцатого и до окончания опыта на
двадцать третий день жизни исследуемой молоди составлял 0.5 л/с.

В качестве контроля служили 500 предличинок из стандартного плас-
тикового бассейна шведского типа, объемом 2 м3, освещенностью 1200 лк,
при отсутствии течения с принудительной аэрацией. После перехода на
активное питание молодь из этого бассейна подращивали без переса-
живания в пруды в искусственных условиях содержания.

Кормление личинок обоих групп осуществляли стартовым кормом
ОСТ-4 (10 раз в сутки), а также живыми кормами - дафнией (1 раз в сутки).
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Подрощенную молодь кормили осетровым комбикормом, дафнией, хиро-
номидами, гаммарусами.

За период опыта систематически проводили тестирование личинок и
молоди севрюги из опытных и контрольной партий, методом функцио-
нальных нагрузок (Лукьяненко и др., 1984), (тест на выживаемость с соле-
ностью 12 ), тесты "открытое поле" и "условный рефлекс" (Витвицкая,
1989), а также определяли весовые характеристики исследуемых объектов.

В тесте "условный рефлекс" у молоди севрюги, вырабатывали услов-
ный рефлекс избегания предпочитаемой освещенности при тактильно-
болевом подкреплении (Витвицкая и др., 1989). Тестирование реализо-
вывали в установке «Ихтиотест» (Тихомиров, 1995; Егоров 2002). Регист-
рировали коэффициент обучения (Коб.,%) и коэффициент сохранения вы-
работанного навыка (Ксохр.,%).

По окончанию опыта молодь из контрольной и опытных партий была
протестирована на ее сопротивляемость течению воды в гидродинамиче-
ском лотке (в сбросном желобе стойки инкубационного аппарата "Осетр").
Тестирование проводили, фиксируя время, в течение которого испытуемая
молодь была способна сопротивляться току воды (от момента помещения
рыбы в желоб до момента ее выноса в личинкоуловитель). Скорость пото-
ка в желобе составляла 41,7 см/с.

Все полученные результаты исследований обработаны статистически
(Плохинский, 1970; Венчиков, Венчиков, 1982).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Глава 3. ИССЛЕДОВАНИЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ТОКСИКАНТОВ ОРГАНИЧЕ-
СКОЙ II НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ПРИРОДЫ НА СПЕРМАТОЗОИДЫ И ЛИЧИ-

НОК СЕВРЮГИ И ЧЕРНОМОРСКОГО ЛОСОСЯ И ВОЗМОЖНОСТИ ЗАЩИ-
ТЫ ИХ ПРИ ПОМОЩИ ЭПИБРАССИПОЛИДА

В настоящее время на рыбоводных заводах очистка технологической
воды осуществляется в прудах-отстойниках от взвесей и некоторых орга-
нических соединений лишь на 50%. В связи с этим, проблема предохране-
ния рыбоводной продукции от токсических веществ, попадающих на заво-
ды вместе с водой из естественных водоемов, до сих пор остается актуаль-
ной. Ряд случаев 100-процентной гибели посадочного материала на Волж-
ских ОРЗ показали, что подобная угроза реальна (Тихомиров, Витвицкая,
2001).

3.1. ВОЗДЕЙСТВИЕ ЗАГРЯЗНЯЮЩИХ ВЕЩЕСТВ НА СПЕРМУ СЕВ-
РЮГИ И ЧЕРНОМОРСКОГО ЛОСОСЯ

Для удобства сравнения данных различных видов (севрюга и черно-
морский лосось), полученные результаты выражены в процентах от кон-
троля.
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Из рисунков 2 и 3 видно, что для сперматозоидов севрюги и черно-
морского лосося по степени токсичности испытываемые вещества распре-
деляются в одинаковом порядке, т.е. наиболее токсичным оказался детер-
гент - CMC "Лотос", самым низким по токсичности - сульфат меди и сред-
ним по токсичности - фенол.

Интересен тот факт, что в концентрациях от 0.001 до 0.1 мг/л раство-
ры сульфата меди оказали стимулирующее воздействие, повысив время
жизни спермы черноморского лосося в концентрациях соответственно на
59.0 и 25.9 % (при статистически значимых различиях [р<0.001]), а в кон-
центрации 1 мг/л на 273 процента (рис. 3).
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Детергент "Лотос" укорачивал время жизни сперматозоидов черно-
морского лосося по сравнению с контролем на 8.1% (концентрация CMC
0.001 мг/л), 18.4% (0.01 мг/л), 25.6% (0.1мг/л) и 32.5 % (10 мг/л).

В более высоких концентрациях 100, 1000 мг/л сульфат меди вызвал
быструю остановку сперматозоидов, CMC "Лотос" достоверно снизил
время жизни последних в аналогичных концентрациях на 32.7,47.5%, при-
чем в концентрации 1000 мг/л сульфата меди, так же как, и в опыте со
спермой севрюги вызвал мгновенную смерть сперматозоидов черномор-
ского лосося.

Фенол, в концентрациях 10 и 100 мг/л, достоверно снизил время ак-
тивности спермиев на 21.4 и 29.9 % соответственно. Концентрация 1000
мг/л вызвала мгновенную смерть сперматозоидов.

Что касается отрицательного влияния повышенных концентраций рас-
твора сульфата меди на продолжительность жизни спермиев исследованых
рыб, то на наш взгляд, это связано с чрезмерно малым рН этих растворов, а
так же с действием ионов Сu2+ на мембранный потенциал клеток. Так, из-
вестен способ "калиевого" отбора родительских гамет (Ушаков, Васильева,
1980), основанный на зависимости подвижности спермиев от величины
электрического потенциала на их поверхностной мембране. С повышением
концентрации ионов калия во внешней среде происходит деполяризация
гамет, при этом спермин с низким потенциалом (наименее жизнестойкие,
травмированные, уродливые) первыми теряют подвижность и не участву-
ют в оплодотворении. Повидимому, эти механизмы и лежат в основе взаи-
модействия ионов меди с клеточными мембранами.

По результатам проведенных опытов доказано, что сперматозоиды
черноморского лосося, по сравнению с таковыми севрюги, более чувстви-
тельны к присутствию фенола. Концентрация этого вещества 1000 мг/л вы-
звала быструю их смерть, а спермин севрюги при этом сохранили подвиж-
ность, хотя и достоверно меньшую на 24.3% по сравнению с контролем
(при р<0.01). Очевидно, что это связано с изначально большей жизнестой-
костью сперматозоидов осетровых, так как они сохраняют свою подвиж-
ность гораздо более продолжительное время по сравнению с таковыми ло-
сосевых.

3.2 ВЛИЯНИЕ ЭПИБРАССШЮЛИДА НА ВРЕМЯ ПОДВИЖНОСТИ СПЕРМА-
ТОЗОИДОВ СЕВРЮГИ II ЧЕРНОМОРСКОГО ЛОСОСЯ

Результаты влияния эпибрассинолида на сперматозоиды севрюги и
черноморского лосося приведены на рисунке 4. Полученные данные согла-
суются с воздействием этого препарата на сперму других видов осетровых
(Егоров, 1998).

Из рисунка 4 видно, что влияние эпибрассинолида на сперму черно-
морского лосося схоже с таковым для севрюги. Наибольший эффект пре-
парата наблюдали в обоих случаях при концентрации мг/л, при кото-

11



рой зафиксировано достоверно более продолжительное время актив-ности
спермы черноморского лосося по сравнению с контролем на 11.1%
(р<0.01). Дальнейшее повышение концентрации эпина также оказывает
положительный эффект, однако он не так велик, как в концентрации
мг/л и постепенно снижается от концентрации до мг/л соот-
ветственно увеличивая время жизни спермы на 8.3 - 3.5% по сравнению с
контролем. Согласно полученным данным, оптимальной концентрацией
эпибрассинолида как для спермы черноморского лосося, так и для спермы
севрюги является мг/л.

Все вышесказанное свидетельствует о возможности использования

эпибрассинолида для продления времени активности сперматозоидов сев-
рюги и черноморского лосося, что важно в случае плохого качества произ-
водителей. Это особенно актуально для черноморского лосося, так как
время движения сперматозоидов лососевых рыб значительно меньше, не-
жели таковое осетровых.

3.4 ПОИСК ОПТИМАЛЬНЫХ СТАДИЙ РАЗВИТИЯ ЛИЧИНОК СЕВРЮ-
ГИ ДЛЯ ОБРАБОТКИ ЭПИБРАССИНОЛИДОМ

В работе Л.В. Витвицкой и М.А. Егорова (1998) показано, что для по-
вышения процента оплодотворения и выклева обработку эпибрассино-
лидом производили на стадии осеменения и обесклеивания икры осетро-
вых. В то же время, неизвестным оставался вопрос, насколько эффектив-
ной окажется подобная обработка на более поздних стадиях онтогенеза, в
частности, в период от вылупления до перехода на экзогенное питание.

Полученные результаты по изменению выживаемости предличинок
опытных и контрольных партиях севрюги в период развития с 1-го по 7-й
день после вылупления представлены на рисунке 5.
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Рис.5 Выживаемость опытных партий личинок за период желточного питания под
влиянием эпина при концентрации мг/л

Выявлено, что в постэмбриональный период, наиболее благоприятные дни
для обработки эпибрассинолидом предличинок севрюги являются 1 и 5 день
после выклева. В 1-й день жизни свободные эмбрионы обладают повышенной
резистентностью к внешним воздействиям (Детлаф и др., 1981). На 5-й день
жизни наблюдается подготовка к непосредственному переходу на активное пи-
тание. Именно в это время целесообразно применение эпибрассинолида для ин-
тенсификации физиологических функций организма. При обработке предличи-
нок в 1-й день жизни у последних, на наш взгляд, наблюдается общая активация
и как следствие, ослабление воздействия неблагоприятных факторов внешней
среды, что повышает их общую выживаемость. На 5-й день обработки происхо-
дит активизация уже сформировавшихся органов (Детлаф и др.,1981), и тогда
эпибрассинолид резко повышает выживаемость предличинок.

Оценивая влияние эпибрассинолида при обработке личинок на 3-й день
после выклева, можно предположить, что в "критические" периоды развития
воздействие препарата может приводить к десинхронизации онтогенеза,
включению тех биохимических процессов, которые на данный момент време-
ни не адекватны условиям внешней среды, что и приводит к повышенной
смертности в данных партиях предличинок. В этой связи применение эпибрас-
синолида в период 2 - 4 дня после вылупления нецелесообразно.

Полученные результаты заслуживают внимания в плане изучения био-
химических механизмов онтогенеза, а также имеют практическое значение,
позволяя вычислять наиболее благоприятные стадии обработки личинок рыб
биологически активными веществами.
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3.5. РАЗВИТИЕ ЛИЧИНОК СЕВРЮГИ
И ЧЕРНОМОРСКОГО ЛОСОСЯ В РАЗЛИЧНЫХ ТОКСИЧЕСКИХ

УСЛОВИЯХ И ПРИ ДЕЙСТВИИ ЭПИБРАССИНОЛИДА
Одной из задач исследований явилась проверка возможности защиты

предличинок севрюги и черноморского лосося от указанных ранее ток-
сикантов путем обработки их, сразу же после вылупления, эпибрассино-
лидом в оптимальной концентрации мг/л, экспозиция 1 час. Результаты
опытов приведены в таблице 1.

Таблица 1
Размерно-весовые характеристики предличинок разных рыб после 7

суток выдерживания в различных экспериментальных условиях
(М±m)

Во всех аквариумах, кроме тех, где находились ионы меди, выжива-
емость личинок севрюги составила 100 процентов. Проведенный анализ их
размерно-весовых характеристик показал, что содержание в неблагоприят-
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ных условиях не только задерживает их морфологическое развитие, но и
отрицательно сказывается на росте. Детальное изучение морфологического
строения личинок севрюги и определение стадий их развития позволило
обнаружить также некоторое опережение в развитии предличинок в кон-
троле по сравнению с опытом (табл. 1).

Предварительная обработка предличинок эпином вызвала статисти-
чески достоверное выравнивание показателей длины и массы по отноше-
нию к контролю у предличинок севрюги, содержавшихся в растворе фено-
ла. В растворе же сульфата меди такого эффекта не обнаружено. Вероятно,
в случае с ионами меди проявляются негативные последствия действия ме-
талла, который проникает через покровы личинок. Как известно, обработка
эпибрассинолидом увеличивает проницаемость мышечной ткани для ио-
нов Си2+(3агрийчук, 2000).

Личинки севрюги, содержавшиеся в растворе детергента, как обрабо-
танные БАВом, так и не обработанные, достоверно не отличались от конт-
рольных по показателям длины и массы.

Воздействие ионов привело к 100 % гибели предличинок черно-
морского лосося, как интактных, так и обработанных эпибрассинолидом.
Следует отметить, что предварительная обработка предличинок черно-
морского лосося эпином дала ощутимые результаты существенно снизив
процент отхода в растворе фенола по сравнению с личинками не прошед-
шими предварительной обработки в 1.98 раза, а в растворе детергента наб-
людали 100% выживаемость.

Таким образом, темпы линейного роста и повышение массы тела пред-
личинок как севрюги, так и черноморского лосося существенным образом
зависят от условий внешней среды и замедляются при воздействии небла-
гоприятных факторов. Обработка личинок эпибрассинолидом в концен-
трации мг/л на первые сутки после выклева нивелирует негативное
влияние токсикантов, что выражается в повышении процента выживших
особей.

Глава 4. ВЛИЯНИЕ МОЮЩИХ СРЕДСТВ
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ СПЕРМЫ, ЛИЧИНОК И МОЛОДИ

СЕВРЮГИ И ВОЗМОЖОСТЬ ИХ ЗАЩИТЫ
ПРИ ПОМОЩИ ЭПИБРАССИНОЛИДА

За последнее десятилетие на рынке нашей страны появилось значи-
тельное количество синтетических моющих средств различного состава и
качества, причем, если ранее их основу составляли высокомолекулярные
вещества одной группы (например, CMC «Лотос»- анионактивные СПАВ),
то сейчас в одном моющем средстве представлены все три группы - анион-
активные, катионактивные и неионогенные вещества (CMC «Миф», CMC
«Ariel»). Попадание этих веществ вместе с бытовыми стоками в водоемы
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реально, между тем их влияние на гидробионтов и в частности рыб изуче-
но крайне мало.

4.1 ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ ДЕТЕРГЕНТОВ НА
ВРЕМЯ ПОДВИЖНОСТИ СПЕРМИЕВ СЕВРЮГИ

Результаты по исследованию влияние детергентов на выживаемость
предличинок осетровых в период желточного питания и возможность ис-
пользования эпибрассинолида в качестве протектора от этой группы ток-
сикантов приведены на рисунке 6.

Из исследуемых детергентов при низких концентрациях
мг/л) наименее токсичным является CMC "ЛОТОС", среднее место по ток-
сичности при аналогичных концентрациях занимает CMC "МИФ" и наибо-
лее токсичным оказался CMC "ARIEL", который достоверно снизил вре-
мя жизни сперматозоидов севрюги по сравнению с контролем в кон-
центрациях: 0.001 мг/л на 16.7%, 0.01 мг/л - на 23.4%, 0.1 мг/л - на 27.2%.

При концентрации детергентов 1 мг/л различия в их влиянии на под-
вижность спермы незначительны и составляют 0.4-2.2%, а при 100 мг/л
"ARIEL" снизил время подвижности спермы по сравнению с контролем на
68%, тогда как "ЛОТОС и "МИФ" - всего на 52.7% и 50.5%, соответст-
венно.

Наконец, при концентрациях детергентов 1000 мг/л все три вещества
проявили крайне высокую токсичность: CMC "ЛОТОС снизил время
жизни сперматозоидов на 89.4%, т.е. почти в 10 раз, CMC "МИФ - на
83.8% (в 6 раз), CMC "ARIEL" - на 86.6% (в 7.5 раз).

Очевидно, что различная степень токсичности использованных мою-
щих средств связана с их химическим составом.
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4.2. ВЛИЯНИЕ ЭПИДРАССИНОЛИДА НА ВЫЖИВАЕМОСТЬ
ПРЕДЛИЧИНОК СЕВРЮГИ

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ РАЗНЫХ ДЕТЕРГЕНТОВ

Результаты исследования по выяснению влияния эпибрассинолида
на выживаемость предличинок севрюги на фоне воздействия трех синтети-
ческих моющих веществ (CMC) - "ЛОТОС", "МИФ" и "ARIEL" приведены
на рисунке 7.

В целом за период опыта отход предличинок в растворах всех ис-
пользованных моющих средств был достоверно выше, чем в контроле: в
"ЛОТОС" в 2.1 раза, в "МИФ" - в 1.8 раза, а в "ARIEL" - в 1.9 раза. Эти зна-
чения значимо не различаются между собой, т.е. для предличинок севрюги
указанные детергенты в концентрации 1 мг/л токсичны в равной степени.

Токсикопротекторный эффект, после предварительной обработки эпи-
ном обнаружен только при выдерживании предличинок в CMC "МИФ",
где отход среди обработанных особей достоверно не отличается от таково-
го в контроле и значимо (в 1.6 раза) ниже, чем у необработанных особей в
том же детергенте. В растворе CMC "ARIEL" наблюдали обратную зако-
номерность: гибель предличинок, прошедших предварительную обработку
этим БАВ, оказалась достоверно выше (в 1.4 раза) чем в необработанной
партии.

Беря во внимание вышеизложенные факты можно предположить, что
эпибрассинолид не оказывает протектирующего действия на личинок сев-
рюги против собственно детергентов анионактивной группы, что особенно
ярко проявилось при использовании отечественного препарата "ЛОТОС",
не содержащего иных групп детергентов органической и неорганической
природы к базовому поверхностно активному веществу. Отрицательный
эффект эпибрассинолида на выживаемость предличинок в растворе CMC
"ARIEL", возможно, объясняется тем, что этот препарат усиливает актив-
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ность биодобавок (энзимов), кроме того данное моющее средство содер-
жит в своем составе кроме анионактивных ПАВ (15-30 %), неионногенные
ПАВ, катионные ПАВ, поликарбоксилаты, кислородсодержащие отбелива-
тели (все вещества в сумме <5%), фосфаты, которые весьма эффективно
разрушают органические вещества. Положительный эффект эпибрассино-
лида, полученный при использовании его против CMC "МИФ" можно объ-
яснить значительно меньшим компонентным составом последнего, так как
он не содержит поликарбоксилаты и кислородсодержащие отбеливатели.

43. ВЛИЯНИЕ СИНТЕТИЧЕСКИХ МОЮЩИХ СРЕДСТВ НА ПО-
ВЕДЕНИЕ МОЛОДИ СЕВРЮГИ В ТЕСТЕ "ОТКРЫТОЕ ПОЛЕ"

В эксперименте на молоди севрюги нами установлено, что в раство-
рах детергентов ("ЛОТОС, "МИФ") с концентрацией 1 мг/л отход в пар-
тиях обработанной и необработанной эпибрассинолидом молоди отсутст-
вовал. Средняя длина молоди в начале опыта составляла 73±6 мм и не из-
менилась к концу эксперимента, а исходная масса составляла в среднем
963±35 мг и к концу опыта снизилась до 902+24 мг в связи с отсутствием
кормления во время опыта.

Вероятно, повышенная жизнеспособность молоди севрюги именно в
возрасте 35-40 дней явилась причиной почти полного отсутствия отхода
мальков в растворах всех детергентов ("ЛОТОС", "МИФ"), т.е. концен-
трации этих токсикантов 1 мг/л, летальные при воздействии в течение 7
дней для предличинок севрюги, для молоди оказались сублетальными.

В связи с тем, что токсическое воздействие целого ряда загрязня-
ющих веществ в сублетальных концентрациях, не вызывающих гибели
рыб, тем не менее существенно сказывается на деятельности центральной
нервной системы, как наиболее сложноорганизованной и чувствительной,
а следовательно, и на поведенческих реакциях. В связи с этим, предпри-
нята попытка исследовать влияние детергентов на характеристики поведе-
ния молоди севрюги в тесте "открытое поле". Эксперименты выполнены
для CMC "ЛОТОС", который выбран как препарат традиционно приме-
няемый в России и CMC «МИФ», представляющий моющие вещества «но-
вого поколения».

Двигательную активность молоди севрюги после недельного содержа-
ния в растворе CMC "ЛОТОС" и CMC «МИФ», без применения и с приме-
нением предварительной обработки эпибрассинолидом исследовали в тес-
те «открытое поле» (рис. 8).

Интоксицированная CMC «ЛОТОС» молодь, не подвергавшаяся обра-
ботке БАВ, в тесте "открытое поле" постоянно сохраняет достоверно вы-
сокую фоновую двигательную активность по сравнению с контрольной на
10,09 ед./мин (р<0.001). Возможно, это связанно с раздражением рецеп-
торов после воздействия детергента, определенными болевыми ощущения-
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ми от разъедания слизистых оболочек поверхностно активным веществом
и некоторой дезориентацией в пространстве. Противоположная картина
наблюдается при воздействии CMC «МИФ» на молодь; фоновая актив-
ность, которой оказалась достоверно ниже контрольной на 3,05 едУмин. В
этом случае наблюдали угнетение двигательной активности молоди. Срав-

нивая токсичность двух моющих средств возможно отметить, что CMC
«МИФ» проявляет более сильный токсический эффект по сравнению с
CMC «ЛОТОС».

Данные по изучению адекватных реакции (реакция на виброакустиче-
ский раздражитель - удар (РА1) и реакция на имитацию хищника РА2) у
молоди, подвергавшейся действию CMC «ЛОТОС», достоверно не отлича-
лись от контрольной группы рыб (р>0.05), а при воздействии CMC «МИФ»
полученные результаты достоверно ниже контрольных в 1,8 раза. Вероят-
но, это связано с повреждением зрительной и акустиколатеральной рецеп-
ции под действием растворенного в воде детергента, который разрушает
мембраны клеток.

Молодь, подвергнутая предварительной обработке эпибрассинолидом
и содержащаяся в растворе детергента CMC «ЛОТОС», не показала досто-
верных различий с контролем по всем показателям теста (Рис. 8). Эпибрас-
синолид выступил в качестве токсикопротектора от данного вещества. За-
щитный эффект в случае с CMC «МИФ» проявляется не в полной мере, так
у молоди прошедшей предварительную обработку БАВ наблюдали фоно-
вую двигательную активность достоверно не отличающаяся от контроль-
ной, но реакции на внешние стимулы у нее также, как и в случае отсутст-
вия обработки БАВ заметно понижены РА1 на 6,0 ед./мин (р<0.01), а РА2
на 4,67 едУмин (р<0.01). Эти показатели значительно отличаются от соот-
ветствующих значений у необработанных особей севрюги, испытавших на
себе воздействие CMC «МИФ».
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Таким образом, полученные данные согласуются с результатами ран-
них работ (Загрийчук, 2000; Хабумугиша, 2000) и подтверждают представ-
ление о том, что обработка эпибрассинолидом предотвращает отрицатель-
ные изменения деятельности центральной нервной системы (ЦНС) молоди
осетровых рыб, вызываемые воздействием CMC «ЛОТОС».

Глава 5. ВЛИЯНИЕ ТЕЧЕНИЯ ВОДЫ НА РОСТ И ПОВЕДЕНИЕ
ЛИЧИНОК И МОЛОДИ СЕВРЮГИ

Результаты весовых промеров личинок и молоди севрюги, выращен-
ных в разных условиях, за период опыта представлен в таблице 2.

При одинаковом содержании при переходе на активное питание, ли-
чинок контрольной и опытных групп, рост особей, содержавшихся на бо-
лее быстром течении (вариант 2), происходил достоверно быстрее, чем в
контроле и первом варианте опыта (личинки, содержавшиеся на слабом
течении).

В возрасте 23 дня масса контрольных личинок составляла 369.2±44.6
мг, опытных на слабом течения 366.0+27.9 мг, а на сильном течении -
672.0±25.2 мг (р<0.001), что в 1.8 раза больше контроля.

Следует отметить, что в тесте «открытое поле», при тестировании ли-
чинок и молоди севрюги на 4-й, 17-й, и 23-й день жизни, во всех трех слу-
чаях в опытных партиях ориентировочная активность молоди при попада-
нии в новую среду выше, чем в контрольной (таблица 2).

Таблица 2
Весовые характеристики личинок и молоди севрюги, выращен-

ной в разных условиях, мг

Так, в 4-х дневном возрасте, ориентировочная активность личинок
севрюги, выдерживаемых на сильном протоке, достоверно превышала кон-
трольную в три раза (р<0.05). Эта тенденция сохраняется и к концу опыта
-ориентировочная активность молоди второго варианта на 23-й день жиз-
ни достоверно выше контрольной в 1.6 раза (р<0,01).

Оценивая фоновую активность опытных и контрольной партий в тесте
«открытое поле», следует отметить, что личинки и молодь севрюги, содер-
жавшиеся на повышенной скорости водного потока (опыт 2), имели досто-
верно меньшие значения данного показателя относительно контроля (таб-
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лица 3), причем с течением времени воздействия наблюдали ярко выра-
женное снижение различий между контрольной и опытной выборкой.

Так, если на 4-й день жизни личинки севрюги фоновая активность вы-
борки из второго варианта опыта достоверно была меньше контрольной в
2.3 раза (р<0.05), то к 17-му дню различия уменьшились до 1.7 раза
(р<0.001), а на 23-й день составили \2 раза (р<0.05). Отличия фоновой ак-
тивности в первом варианте опыта по отношению к контролю были недос-
товерны.

Таблица 3.
Показатели поведения в тесте «открытое поле» севрюги, выращенной <

в разных условиях, ед./мин.

Суммируя данные, полученные в тесте «открытое поле», можно сде-
лать заключение о том, что в опытных партиях ориентировочная актив-
ность молоди при попадании в новую среду выше, чем в контрольной, что
свидетельствует о лучшем развитии сенсорных систем, в частности, зри-
тельной и акустиколатеральной. Фоновая активность после привыкания к
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новым условиям у личинки и молоди севрюги, выращенной в условиях
сильного течения, была достоверно ниже, чем у контрольной. Это отра-
жает более "экономный" характер движений при отсутствии внешних разд-
ражителей, причем, с течением времени, наблюдается нивелирование раз-
личий между контрольной и опытной партией по этому показателю.

Показатели поведения выборок опытных и контрольной партий при
выработке условного рефлекса избегания исходно предпочитаемой осве-
щенности отражены на рисунке 9.

Видно, что все тестируемые рыбы как опытные так и контрольные
имели положительный фототаксис, что доказывается изначальной кон-
центрацией основной части молоди (более 50%) на освещенной стороне.
Необходимо подчеркнуть, что положительный фототаксис характерен для
молоди осетровых рыб в возрасте 23 суток (Витвицкая и др., 1989). В этой
связи необходимо было выработать у 23-х дневной севрюги условный
рефлекс пассивного избегания освещенной стороны экспериментальной
установки, чтобы оценить способность молоди к обучению новым навы-
кам в изменяющихся условиях среды.

Анализируя полученные результаты, можно утверждать, что особи,
выращивавшиеся на сильном течении воды, обладали существенно более
высокими способностями к обучению, чем содержавшиеся в стоячей воде.
При выработке условного рефлекса коэффициент обучения (Коб.) в опыте
2 составлял 37.0%, коэффициент сохранения выработанного навыка (К
сохр. - 33.7%. В контроле Коб. = 10.0%, Ксохр. - 5.0%, в опыте 1 - 10.0% и
1.3%, соответственно. Различия между контролем и слабым течением не-
достоверны, между контролем и опытом сильным течением - достоверны
(р<0.001).

В результате, сравнивая и различных групп личинок видно,
что выращенная на сильном течении молодь севрюги обладала в 3,7 раза
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большей способностью к обучению по сравнению с контрольной и сохра-
няла выработанный навык в 6,7 раза дольше, чем контрольная молодь.

В гидродинамическом лотке время сопротивления течению у 23-днев-
ных севрюг, выращенных на сильном течении, составило 20.8 + 231 сек.
(опыт 2), выращенных на слабом течении (опыт 1) - 12.4 + 1.12 сек, а в
контроле 11.8 + 1.46 секунд. Таким образом, молодь во втором варианте
опыта показала повышенную по отношению к контролю и первому вари-
анту плавательную способность, достоверно отличаясь от контроля в 1.8
раза(р<0.01).

Очевидно, что повышенная скорость течения активизирует развитие
акустико-латеральной рецепции осетровых рыб, что в свою очередь спо-
собствует развитию ЦНС личинок и молоди осетровых, а следовательно,
их адекватной реакции на изменения внешней среды и, как следствие, их
росту, что и проявляется в активизации ориентировочной активности и ре-
активности молоди на раздражители, а фоновая активность при этом сни-
жается, что отражает более "экономный" характер плавательной актив-
ности в стоячей воде после выращивания на интенсивном течении.

Молодь, выращенная на сильном течении, отличается от интактной
повышенными показателями условно-рефлекторной деятельности ( ,

) и высокой плавательной способностью, что указывает на ее повы-
шенную экологическую адекватность,

ВЫВОДЫ

1. Использованные в экспериментах на сперме севрюги и черноморс-
кого лосося загрязняющие вещества разной природы по степени токсич-
ности для обоих видов проходных рыб распределяются в следующем по-
рядке: наиболее токсичным является детергент - CMC "Лотос", наименее -
медный купорос и средним по токсичности - фенол. В концентрациях от

до мг/л растворы сульфата меди оказали стимулирующее воздей-
ствие, повысив время жизни спермы черноморского лосося в концентраци-
ях , , мг/л соответственно на 59.0,25.9,273 %.

2. Установлено, что оптимальной концентрацией эпибрассинолида,
обеспечивающей максимальное время жизни спермиев черноморского ло-
сося и севрюги, является концентрация мг/л.

3. Доказано, что при обработке предличинок севрюги эпибрассиноли-
дом на 1-й и 5-й день после выклева наблюдается тенденция к повышению
их выживаемости за период до перехода на активное питание, подобная
обработка в остальные дни предличиночного развития отрицательно ска-
зывается на выживаемости рыб.

4. Выявлено, что содержание предличинок севрюги и черноморского
лосося в неблагоприятных условиях ( , фенол, CMC «Лотос») в течение
7 суток отрицательно сказывается на их росте. Отмечено снижение массы
по сравнению с контролем у севрюги на 035-12.51 мг, у черноморского
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лосося на 1.98 - 2.78 мг и длины у севрюги на 0.30 - 5.86 мм; у черно-
морского лосося на 0.92 - 1.08 мм. Предварительная обработка предличи-
нок эпином значительно нивелирует эти нарушения в их развитии и повы-
шает выживаемость севрюги в присутствии Си2+ - на 3.3 %, черноморского
лосося в феноле - на 6.6 %, в CMC «Лотос» - на 40 %.

5. При реально существующих в водоемах концентрациях CMC наи-
менее^ токсичным является CMC "ЛОТОС, снизивший время подвиж-
ности спермиев севрюги по сравнению с контролем на 4.2-18.5 %; средним
по токсичности оказался CMC "МИФ", сокративший время жизни спермы
на 11.7-19.7 %, а наиболее токсичным - CMC "ARIEL", вызвавший сокра-
щение времени ее жизни на 16.7-27.2 %.

6. Установлено, что для предличинок севрюги, использованные мою-
щие средства в концентрации 1 мг/л токсичны примерно в равной степени.
Предварительная обработка предличинок сразу после вылупления эпи-
брассинолидом оказала токсикопротекторный эффект только при содержа-
нии их в CMC "МИФ", где отход среди обработанных предличинок за 8
дней после вылупления был в 1.6 раза ниже, чем у необработанных особей.

7. Показано, что выдерживание личинок и выращивание молоди при
интенсивном течении по сравнению с их содержанием при слабом течении
и стоячей водой вызывало: достоверное увеличение массы личинок в 1.2
раза, а молоди в 1.8 раза; увеличение в 3 раза ориентировочной активности
в возрасте 4-х дней от выклева, и снижение фоновой активности в 2.3 раза.
Коэффициент обучения, при выработке условного рефлекса повышался
при высоких скоростях течения в 3.7 раза, коэффициент сохранения навы-
ка в 6.7 раза. К концу опыта при выращивание личинок и молоди севрюги
в разных условиях плавательная способность 23-х дневной молоди выра-
щенной на течении увеличивалась по сравнению с содержавшейся в стоя-
чей воде в 1.8 раза.

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
На основании результатов проделанной работы для интенсификации

биотехнологии искусственного воспроизводства проходных видов рыб це-
лесообразно рекомендовать:

1.Примененять на рыбоводных заводах эпибрассинолид в концентра-
ции 10 мг/л, для обеспечения максимального времени жизни спермиев
осетровых и лососевых рыб во время оплодотворения икринок.

2.Обрабатывать предличинок севрюги эпибрассинолидом в концен-
трации мг/л в первый день после вылупления, для повышения процен-
та их выживания.

З.Для увеличения адаптивных свойств личинок и молоди осетровых
рыб использовать проточные бассейны и пруды в процессе их выдержива-
ния и выращивания.
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