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Введение

Обеспечение устойчивого развития человеческого общества невозможно без стабильного состояния природной среды. Вода является необходимой частью среды обитания и оказывает существенное влияние на здоровье человека. В последние годы масштабы антропогенного воздействия стали соизмеримы со способностью гидросферы к самовосстановлению, что обострило проблему снабжения качественной питьевой водой. Одним из методов быстрой, эффективной и достаточно дешевой оценки состояния водоисточников является система экологического мониторинга.

В широком понимании экологический мониторинг (мониторинг окружающей среды) — это комплексная система наблюдений за состоянием окружающей среды, оценки и прогноза изменений состояния окружающей среды под воздействием природных и антропогенных факторов. Наземный мониторинг гидросферы возможен с использованием двух подходов: физико-химического и биоиндикационного. Биоиндикация позволяет судить о состоянии окружающей среды по наличию, количеству, а также особенностям в развитии различных организмов. Такие организмы называются биоиндикаторами, а условия, которые они помогают определить, - объектами биоиндикации.

Целью нашей работы являлось исследование возможности использования развития зародышей легочного моллюска большого прудовика (Lymnaea stagnalis L.) для биомониторинга водорастворимых загрязнителей.

Взрослые моллюски широко используются в экологических и токсикологических исследованиях (Harley, 2008; Salanki, 2000; Голубев и др., 2006). Так, например, в «Мосводоканале», начиная с 2010 года, в качестве биоиндикаторов используются двустворчатые пресноводные моллюски. По словам заслуженного профессора МГУ В. Петросяна, «моллюски являются весьма точными индикаторами и моментально реагируют на изменение окружающей их водной среды.» (Агентство РИАНовости. От 15.02.2010.). Известно, что наиболее чувствительными к различным внешним воздействиям являются зародышевые стадии. Большой прудовик хорошо содержится в лабораторной культуре. Постоянная температура, освещенность и питание позволяют получать необходимое количество экспериментального материала независимо от времени года. Кладки и яйца прудовиков прозрачные, в одной кладке содержатся до 100-150 яиц, в каждом яйце находится один зародыш, зародыши из одной кладки развиваются синхронно. Эти качества явились причиной того, что большой прудовик является классическим объектом нормальной и экспериментальной эмбриологии и биологии развития, его нормальное развитие подробно изучено (Raven, 1958; Мещеряков, 1975).

Задачами нашего исследования являлись:

- ознакомление с нормальным развитием зародышей большого прудовика

- выбор наиболее чувствительной к выбранным воздействиям стадии развития

- исследование изменений темпов развития зародышей и возникновения морфологических мальформаций при развитии в воде с детергентами и некоторыми солями

- исследование изменений темпов развития зародышей и возникновения морфологических мальформаций при развитии в дистиллированной воде, в воде из талого снега, взятого из районов г. Москвы с разной экологической обстановкой и в воде из талого снега, взятого на разном расстоянии от трех типов автомобильных дорог.

Методика

Объекты исследования

Объектами исследования служили развивающиеся зародыши пресноводного легочного моллюска большого прудовика  Lymnaea stagnalis L. (Mollusca, Pulmonata, Basommatophora). Кладки получали в течение всей работы от моллюсков, содержащихся в пластиковых аквариумах объемом 5 л. в отстоянной  аэрируемой водопроводной воде (t=23-25°C). Смену воды производили еженедельно. Животных кормили свежим салатом. Световой режим не контролировался. Для последующей работы с зародышами разных стадий развития коконы извлекали из аквариума и помещали в чашки Петри диаметром 90 мм с фильтрованной водопроводной водой. Определение возраста эмбрионов проводили на основании морфологических и поведенческих признаков, описанных в литературе (Мещеряков, 1975, Morrill, 1982). Стадии назывались согласно Мещерякову (1975).

Для экспериментов яйца с зародышами определенных стадий развития извлекали из коконов и аккуратно очищали от внутренней слизи кокона. Яйца с  мёртвыми или обводненными зародышами, а также содержащие по 2 зародыша в одной капсуле убирали.

Затем мы отбирали определенное количество яиц  (по 30) и помещали в чашку Петри диаметром  4,5 см. Все инкубации проводились в объеме воды 5 мл.   Чашка Петри ставились во влажную камеру и затем в термостат с постоянной температурой 25оС . 

Через неделю зародыши извлекались из термостата и рассматривались под стереоскопическим микроскопом МБС-10. Считали количество умерших зародышей, количество зародышей до, во время и после метаморфоза. В некоторых случаях для большей точности определения стадии развития мы измеряли размер раковины каждого зародыша в пробе.
Все наблюдения за зародышами проводили с помощью стереоскопического микроскопа МБС-10. Фотосъемка контрольных и экспериментальных эмбрионов осуществлялась при помощи микроскопа LasEZ фирмы Leica, оснащенного камерой  Olympus DP70.

Определение наиболее чувствительной стадии развития

Зародышей на стадиях развития 2-4 бластомера, бластулы (стадия 15), трохофоры (стадия 19), велигер (стадия 20) (по Мещерякову.) помещали в воду из разных источников:

· водопроводная вода из жилого дома в районе метро «Профсоюзная»

· та же водопроводная вода, после фильтрации с использованием   электролитическом фильтре () и фильтра «Барьер»

· та же водопроводная вода, профильтрованная электролитическим фильтром

· вода отстоянная аэрированная

· вода из родника «Кропотово»

· вода из родника «Боровского»

· минеральная вода «Дана»

Наиболее чувствительная стадия развития была отобрана для дальнейших экспериментов по тестированию следующих потенциальных загрязнителей сточных вод :

· моющее средство «Pril»

· моющее средство «Domestos»

· жидкое мыло «Красная линия»

· средство для дезинфекции «Санитарный» 

· ацетон

Концентрацию всех веществ принимали за 100%. Вещества были добавлены из расчета конечной концентрации в инкубационном растворе 0,001% .

Также зародыши были посажены в растворы различных солей:

· хлорид калия (ПДК- 20 г/м3)

· хлорид цинка (ПДК- 0,01 г/м3)

· нитрат натрия (ПДК- 45мг/л)

· азид натрия (ПДК-17.5мг/л)

Азид натрия брали в двух различных концентрациях: 1ПДК,0.5ПДК,нитрат натрия-в четырех различных концентрациях: 1ПДК,2ПДК,5ПДК,10ПДК. Остальные вещества брали в концентрации, равной 1ПДК.

Для удобства для каждой соли делали маточный раствор, содержащий данное вещество в концентрации, равной 100ПДК. Непосредственно перед использованием  маточный раствор разводили отстоянной водой до нужной концентрации.

Также зародыши инкубировались в талом снегу: 

· снег из района «Южное Бутово»

· снег из центра (район «Красносельский»)

· снег из 2 районов Битцевского лесопарка (урочище «Лысая гора», усадьба «Ясенево»,1км.)

· снег из района «Беляево»

· снег из района «Профсоюзная»

· дистиллированная вода

· дистиллированная вода смешанная с отстоянной водопроводной в равной пропорции

Также мы тестировали пробы снега, взятого на различном расстоянии от трех типов автомобильных дорог, расположенных в непосредственной близости друг от друга, но различающихся по плотности движения автотранспорта:

· просп. 60-летия Октября (плотность движения а/т высокая, дорога широкая)

· ул. Вавилова (плотность движения а/т средняя, дорога средней ширины)

· ул. Академика Несмеянова (плотность движения а/т низкая, узкая дорога)

Во всех случаях пробы снега брали следующим образом:  мы взрыхляли квадрат снега площадью 2,5 кв.м глубиной 10см, далее снег набирали в контейнеры (пластиковые, объемом от 200 до 500мл). Необходимый объем, полученной из снега воды, отбирали с верхней части пробы с помощью стерильных пипеток и переносили в чашки Петри. При заборе воды мы старались не взбалтывать её, чтобы в чашки Петри попал не осадок, а только растворенные в воде вещества.

Результаты

Наблюдение за нормальным развитием зародышей

В процессе выполнения данной работы мы наблюдали за нормальным развитием зародышей, все стадии которого подробно описаны у Мещерякова ( «Прудовик Lymnaea stagnalis L.»  1975. )

Сначала мы наблюдали зиготу, на которой постепенно становилась видна бороздка, свидетельствующая о делении зиготы на два бластомера. Через какое-то время два бластомера делились на четыре. На стадии 8 бластомеров можно четко различить макромеры и микромеры. После 12 бластомеров под стереомикроскопом уже невозможно различить отдельные клетки. Многоклеточный зародыш развивается до стадии сферической бластулы, которая непосредственно перед гаструляцией уплощается на полюсах (стадия 15). К стадии трохофоры (стадия 18) зародыш начинает вращаться. Сначала эти вращения довольно медленные (примерно 1 оборот в полторы минуты), но затем частота их увеличивается, достигая максимальной скорости (1 оборот в пять секунд) на стадии средней трохофоры (20). Зародыш округлый, почти прозрачный, вращается, становится заметным отдел ноги. После стадии трохофоры (19-21) следует стадия велигера (23). Её можно определить по обособленной ноге, замедляющемуся вращению, которое становится все менее и менее регулярным. При вступлении в метаморфоз у зародыша  начинает сокращаться сердце, видны красноватые, со временем темнеющие глаза. Далее следует стадия великонхи (25), для которой характерно широко открытое дыхательное отверстие в районе мантии. На стадии 26 зародыш может прятаться в раковину. На раковине появляется завиток, нога пигментирована. На стадиях 27-28 раковина увеличивает в размерах (примерно раза в три), зародыш перестает вращаться в капсулярной жидкости и начинает активно ползать по внутренней поверхности капсулы используя ногу, совершает жевательные движения. Эта стадия соответствует оседанию у зародышей, имеющих свободноплавающую личинку. Стадия 29 — стадия вылупления. На раковине зародыша 1,5 витка. Зародыш занимает всю капсулу, очень активно жует, «прогрызает» капсулу и выползает наружу, съедая оболочку капсулы.

Таким образом, мы считали зародышей, находящихся на стадиях раньше  23, не вступившими в метаморфоз (преметаморфоз), на стадиях с 24 по 26, находящимися в процессе метаморфоза (метаморфоз), и старше стадии 26 – прошедшими метаморфоз (постметаморфоз).
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Рис.1. Стадии развития большого прудовика (Lymnaea stagnalis).  А. Дробление. Стадия 2 бластомер.. Б. Стадия 4 бластомера. В. Формирование трохофоры.. Г. Стадия велигера.. Д. Вступивший в метаморфоз и осевший на стенку яйца велигер. Е. Прошедший метаморфоз и готовый к вылуплению зародыш.. 1 – борозда деления, 2 – бластомер, 3 – яйцевая капсула, 4 – ранняя трохофора, 5 – раковина, 6 – глаз, 7 – рот, 8 – нога, 9 – сердце. Увеличение на всех фотографиях одинаковое, линейка – 100 мкм.
Определение наиболее чувствительной стадии

Для предварительных экспериментов брали зародышей на стадии 20 и помещали в воду из разных источников. Хуже всего зародыши развивались в водопроводной воде, профильтрованной через два фильтра: сначала через электролитический, затем через фильтр «Барьер». Смертность в данной пробе составила 41,3%;  5,8 %  особей не прошли метаморфоз,  38,2% особей находились в процессе метаморфоза, 14,7% особей прошли метаморфоз. При этом в пробе с водопроводной водой профильтрованной только электролитическим фильтром смертность составила 2,9%. В преметаморфозе так же находилось 2,9 % особей, ни одна из особей не находилась в метаморфозе, 94,2% особей прошли метаморфоз. Наилучший результат мы наблюдали в пробе с минеральной водой «Дана» и в пробе с водой из родника «Боровского». Смертность составила 0%, 100% особей прошли метаморфоз. В пробе, взятой из родника «Кропотово», смертность составила 0%, 2,9% особей находились в преметаморфозе, 97,1% прошли метаморфоз.  Такой же результат наблюдался в пробе с водопроводной водой из дома в районе метро «Профсоюзная».

На основании полученных данных мы выделили три типа воды, в которых характеристики развития зародышей на наш взгляд наиболее подходят под определения: «хорошо», «плохо» и «нормально» . Характеристике «хорошо» соответствовали минеральная вода «Дана» и вода из родника «Боровского» - 0% смертность, 100% особей в постметаморфозе. Для проведения дальнейших экспериментов мы выбрали второе. Наихудшие результаты были получены в водопроводной воде, пропущенной через два фильтра — 41,3% смертность, 5,8 %  особей в преметаморфозе,  38,2% особей в процессе метаморфоза, 14,7% особей в постметаморфозе. И наконец средним или «нормальным» результатом была признана проба с водопроводной водой из дома в районе ст.м. «Профсоюзная» - смертность составила 0%, 2,9% особей в преметаморфозе, 97,1% в постметаморфозе. Эти три типа и использовались для определении наиболее чувствительной стадии развития у зародышей большого прудовика.

 Таблица №1. Инкубация со стадий развития: 2-4 бластомера, бластула - стадия 15, ранняя трохофора - стадия 19.

Фильтр №1 — электролитический фильтр

Фильтр №2 — фильтр «Барьер»

Водопровод — водопроводная вода из района «Профсоюзная»
Стадия 2-4 бластомера. Смертность в водопроводной воде, профильтрованной электролитическим фильтром и фильтром «Барьер» составила 77,7%, ни одна особь не находилась в постметаморфозе, 11,15% особей не вступили в метаморфоз, столько же особей находились в метаморфозе. Так же наблюдались мальформации раковины и ноги. В пробе «Водопровод» 5,5% особей не вступили в метаморфоз, столько же особей его прошли. 66,7% особей находились в метаморфозе, а смертность составила 22,3%. В пробе, взятой из родника «Боровского» ни одна особь не умерла, 100% особей прошли метаморфоз. 
Стадия 15 по Мещерякову. Смертность в водопроводной воде профильтрованной двумя фильтрами составила 55,6%. 33,3% особей не прошли метаморфоз, 11,1% особей — в метаморфозе, ни одной особи в постметаморфозе.

В пробе «Водопровод» ни одной умершей или не вступившей в метаморфоз особи не обнаружено. 22,2% особей — в метаморфозе, 77,8% особей прошли метаморфоз. В пробе, взятой из родника «Боровского», смертность составила 0%, все особи прошли метаморфоз.
Стадия 19 по Мещерякову. В пробе «фильтр№1+№2» смертность составила 5,6% . Ни одной особи в преметаморфозе,  11,1% особей — в метаморфозе, 83,3% особей прошли метаморфоз. В пробе «Водопровод» ни одной умершей или не вступившей в метаморфоз особи не обнаружено. 33,3% особей — в метаморфозе, 66,7% особей прошли метаморфоз. В пробе «Боровск» 100% особей прошли метаморфоз, ни одной умершей или мальформированной особи не обнаружено.
Исходя из полученных нами результатов, мы сделали вывод, что при инкубации со стадии развития 2-4 бластомера, зародыши острее реагируют на различные типы воды. В качестве подтверждения нашего предположения мы приводим гистограмму, на которой показан процент смертности зародышей в пробе «Фильтр №1+№2». Напомним, что эту пробу мы обозначали как «плохая», следовательно смертность зародышей в ней должна была быть наибольшей. Мы обнаружили, что при инкубации со стадии 2-4 бластомера в данной пробе погибает 77,8% зародышей, со стадии 15 — 55,6% зародышей, со стадии 19 — 5,6% зародышей. Таким образом мы считаем, что стадия 2-4 бластомера является наилучшей стадией для начала инкубации.  
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  Рис.2. Смертность зародышей большого прудовика в водопроводной воде из района метро «Профсоюзная», профильтрованной через электролитический фильтр и затем через фильтр «Барьер». Инкубация со стадий развития: 2-4 бластомера, бластула — стадия 15, ранняя трохофора — стадия 19
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Рис.3. Примеры наиболее характерной мальформации зародышей большого прудовика – обводнения.

Чувствительность зародышей к различным детергентам.

Таблица №2. Инкубация со стадии развития 2-4 бластомера.

	вода
	Умершие особи
	преметаморфоз
	метаморфоз
	постметаморфоз

	Прил
	2
	1
	20
	7

	Доместос
	2
	0
	25
	3

	Мыло
	2
	0
	21
	7

	Санитарный
	3
	3
	22
	2

	ацетон
	4
	2
	20
	4

	контроль
	1
	0
	26
	3


«Санитарный» - название санитарно-гигиенического средства

Мыло — жидкое мыло «Красная линия»

контроль — отстоянная вода

В пробе «Прил» смертность составила 6,7% особей, 3,3% особей не вступили в метаморфоз, 66,7% особей — в метаморфозе, 23,3% особей прошли метаморфоз.

В пробе «Доместос» смертность составила 6,7% особей, 0% особей не вступили в метаморфоз, 83,3% особей — в метаморфозе, 10% особей прошли метаморфоз.

В пробе «Мыло» смертность составила 6,7% особей, 0% особей не вступили в метаморфоз, 70% особей — в метаморфозе, 23,3% особей прошли метаморфоз.

В пробе «Санитарный» смертность 10% составила особей, 10% особей не вступили в метаморфоз, 73,3% особей — в метаморфозе, 6,7% особей прошли метаморфоз.

В пробе «Ацетон» смертность составила 13,3% особей, 6,7% особей не вступили в метаморфоз, 13,3% особей — в метаморфозе, 66,7% особей прошли метаморфоз.

В пробе «контроль» смертность составила 3,3% особей, 0% особей не вступили в метаморфоз, 86,7% особей — в метаморфозе, 10% особей прошли метаморфоз.

Инкубация зародышей в  растворах солей.
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Рис. 4. Средний размер раковины зародышей большого прудовика после инкубации в течение семи дней в растворах разных солей. Инкубация со стадии 2-4 бластомеров.

*-статистически достоверное отличие от контроля, p<0,05

Наименьший средний размер раковины наблюдался у особей находившихся в растворах азида натрия. В растворе с  азидом натрия взятым в 0.5 ПДК средний размер раковины составил 0,53 мм. Далее по нарастающей следует раствор с NaN3 взятым в ПДК —  средний размер раковины составил 0,56 мм, NaNO3 (5ПДК) — 0,91 мм, NaNO3 (2ПДК ) - 0,92 мм, NaNO3 (10ПДК) и NaNO3 (ПДК) — 0,94 мм,  ZnCl2 (ПДК) — 0,98 мм, KСl (ПДК) — 1,03 мм. Наибольший средний размер раковины у зародышей наблюдался в контроле — 1,07 мм.

 Таблица №3. Смертность зародышей растворах солей. Инкубация со стадии развития 2-4 бластомера.

	соль
	NaNO3  ПДК
	NaNO3 2ПДК
	NaNO3 5ПДК
	NaNO3 10ПДК
	NaN3     ПДК
	NaN3  0.5ПДК
	KСl         ПДК 
	ZnCl2    ПДК
	control

	Смертность (%)
	3,3%
	6,7%
	10%
	3,3%
	13,3%
	10%
	3,3%
	13,3%
	3,3%


Инкубация зародышей в талой воде из разных районов Москвы
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  Рис.5. Средний размер раковины зародышей большого прудовика после инкубации в течение семи дней в талой воде из разных районов Москвы. Инкубация со стадии 2-4 бластомеров. 
*-статистически достоверное отличие от пробы «Контроль», p<0,05

**-статистически достоверное отличие от  контроля и от *

*** - статистически достоверно отличается от всех

Наибольший средний размер раковины наблюдался у зародышей в контроле — 1,04мм.

Далее по убывающей:

· район «Южное Бутово» - 0,97мм

· Битцевский лесопарк. Лысая гора — 0,96мм 

· Битцевский лесопарк. Ясенево — 0,86мм

· район метро «Беляево» - 0,84мм

· Красносельский район — 0,81мм

· район метро «Ленинский проспект» - 0,69мм 

   Таблица №4. Смертность зародышей в талой воде из снега, взятого в разных районах Москвы. Инкубация со стадии развития 2-4 бластомера.

	Район взятия пробы
	Битцевский лесопарк. Ясенево
	Битцевский лесопарк. Лысая гора
	 Южное Бутово
	Беляево
	Ленинский проспект
	Красносельский район
	контроль

	Смертность (%)
	0,0%
	3,3%
	3,3%
	10,0%
	3,3%
	3,3%
	3,3%


Поскольку вода в любом агрегатном состоянии, выпадающая на землю в виде осадков, близка к дистиллированной, мы решили проверить, как зародыши отреагируют на дистиллированную воду, полученную в лабораторных условиях и на дистиллят смешанный с отстоянной водой в соотношении 1:1.

Таблица №5. Инкубация со стадии развития 2-4 бластомера.

	вода
	Умершие особи
	преметаморфоз
	метаморфоз
	постметаморфоз

	дистиллят
	1
	1
	28
	0

	½ дистиллят, ½ вода
	3
	1
	18
	8


В чистой дистиллированной воде смертность составила 3,3% . Ни одна особь не прошла метаморфоз, 93,4% особей — в метаморфозе, 3,3% особей не вступили в метаморфоз.

В пробе, где отстоянная вода была взята в равно пропорции с дистиллятом (1:1), смертность составила 10%. 3,3% особей не вступили в метаморфоз,  60% особей — в метаморфозе, 26,7% особей прошли метаморфоз.

Инкубация зародышей в талой воде из снега, собранного около автодорог с различной плотностью движения. [image: image6.png]o o o =
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Рис.6. Средний размер раковины зародышей большого прудовика после инкубации в течение семи дней в талой воде из снега, собранного около автодорог с различной плотностью движения. Инкубация со стадии 2-4 бластомеров.
*-статистически достоверное отличие от пробы «Контроль», p<0,05
# - статистически достоверное отличие от пробы, взятой на той же улице, на расстоянии четырёх метров от проезжей части, p<0,05

$ -статистически достоверно отличаются от пробы, взятой на той же улице на расстоянии, нуля метров от проезжей части и не различаются между собой, p<0,05
Наименьший средний размер раковины наблюдался у зародышей в пробе, взятой в непосредственной близости от дороги на улице Несмеянова — 0,61мм.
Далее по нарастающей:

· улица Вавилова 0м — 0,67мм

· улица Вавилова 4м — 0,81мм

· проспект 60-летия Октября 4м — 0,83мм

· улица Несмеянова 4м — 0,87мм

· проспект 60-летия Октября 0м — 0,96мм

· контроль — 1,04мм

Таблица №6. Смертность зародышей в талой воде из снега, взятого около разных типов дорог. Инкубация со стадии развития 2-4 бластомера.

	Улица и расстояние от дороги (м)
	Проспект 60-летия Октября 0м
	Проспект 60-летия Октября

4м
	Ул.Вавилова

0м
	Ул.Вавилова 

4м
	Ул.Несмеянова 0м
	Ул.Несмеянова 4м
	control

	Смертность (%)
	3,3%
	0,0%
	43,3%
	0,0%
	66,7%
	10,0%
	3,3%


Обсуждение результатов

 В развитии большого прудовика при стандартной температуре (25 С) в отстоянной водопроводной воде мы выделили несколько хорошо различимых стадий. 
Преметаморфоз можно разделить как минимум на три хорошо различимых этапа.

   1.Раннее дробление. Продолжительность стадии: от зиготы до 12 бластомеров. Отличительным признаком данной стадии являются хорошо различимые бластомеры, которые можно сосчитать и легко пронаблюдать их деление.

   2.Позднее дробление. Продолжительность стадии: от 12 бластомеров до стадии ранней трохофоры.   На данной стадии уже не видны отдельные делящиеся клетки, также практически невозможно визуально различить этапы позднего дробления. Единственный легко отличимый этап — уплощение зародыша на полюсах, т.е. образование плоской бластулы. 

   3.Трохофора. Основной отличительный признак стадии — вращение зародыша внутри яйцевой капсулы. Постепенно зародыш меняет форму, хорошо видны зачатки раковины, голова, нога и пока ещё светлые глаза. У большинства морских беспозвоночных именно на этой стадии зародыши выходят из яйца и переходят к свободноплавающему образу жизни. У некоторых видов личинка начинает самостоятельно питаться на этой стадии, а у других — использует запасы питательных веществ. Однако у большого прудовика и на стадии трохофоры и на стадии велигера  развитие происходит внутри яйца, а питается  зародыш яйцевой жидкостью, загоняя её в рот с помощью ресничек.

 Зародыша можно считать вступившим в метаморфоз, как только у него начинает сокращаться сердце. В процессе метаморфоза у зародыша заметно увеличивается нога, пигментируются глаза (из красно-бурых становятся черными), появляются головные щупальца. Раковина зародыша закрывает уже весь висцеральный комплекс органов. Особенностью поведения в процессе метаморфоза является неравномерное вращение, а также то, что зародыш приобретает способность прикрепляться к стенке яйца. Через какое-то время зародыш начинает ползать по стенке яйца,  и эту стадию обычно связывают с окончанием метаморфоза, т.к., она соответствует  оседанию на дно свободноплавающих личинок морских моллюсков (Мещеряков, 1975; Беклемишев, 1964).

Далее следует период постметаморфоза. В течение нескольких дней зародыш ползает внутри яйцевой капсулы, совершая активные жевательные движения. В какой-то момент зародыш прогрызает стенку капсулы и выползает наружу. В наших экспериментах нормальное развитие зародышей (то есть в отстоянной водопроводной воде при постоянной температуре) занимало чуть больше недели: посаженные на стадии 2-4 бластомеров, зародыши достигали через неделю последних этапов метаморфоза. 
Для определения стадии, на которой следует помещать зародышей в растворы тех веществ,  воздействие которых  мы хотели пронаблюдать, мы выбрали три хорошо различимых стадии преметаморфоза: 2-4 бластомера, плоской бластулы, ранней трохофоры, которые кратко описаны выше. Полученные в ходе данного предварительного эксперимента результаты свидетельствуют о том, что чем дольше в течение своего развития зародыши находятся в неблагоприятной среде (пример: проба «Фильтр №1+№2»), тем выше смертность зародышей в пробе. Казалось бы, такой результат вполне закономерен и очевиден, и необходимость в подобном предварительном эксперименте отсутствует. Однако, в течение всего развития, (в том числе и на ранних его этапах, до метаморфоза) организм проходит так называемые критические стадии развития. На этих стадиях организм становится уязвим к изменениям внешней среды, которые раньше он просто не способен был воспринимать по причине отсутствия или недостаточного развития у него нервной системы или какой-либо другой системы  органов. Несмотря на то, что ни на стадии 15, ни на стадии 19,  зародыши не были более чувствительны к неблагоприятной среде, мы полагаем, что подобная проверка была необходима, т.к. никаких конкретных литературных данных о чувствительности зародышей на разных этапах развития к различным загрязнителям нами найдено не было.

Растворы различных солей не оказали на зародышей практически никакого влияния, за исключением азида натрия, в растворах которого средний размер раковины зародышей был гораздо меньше, чем  у особей в контрольной пробе. Однако, согласно нашим результатам, данный эффект не был концентрационно зависимым, так как в растворе, содержащем  азид натрия в концентрации 0,5 ПДК, средний размер раковины зародышей был меньше чем у особей в растворе, содержащем NaN3 в 1 ПДК.

Результаты, полученные при помещении зародышей в растворы различных детергентов, имеют весьма важное практическое значение. Как видно из таблицы №1 ни одно вещество не оказало на зародышей ожидаемого негативного влияния. Следовательно, лабораторную посуду, в которой содержатся животные, можно мыть с использованием различных моющих средств и повторно использовать при работе с прудовиками. Невосприимчивость зародышей большого прудовика к детергентам  выгодно отличает  его от таких объектов биологии развития, как например личинки Platynereis dumerilii, морской полихеты, которые не переносят детергенты даже в самых незначительных концентрациях (Fischer, Dorrenstejn, 2004), что исключает возможность повторного использования лабораторной посуды в работе с данными объектами.

Поскольку зародыши большого прудовика не реагировали на дистиллированную воду, мы сочли возможным использовать их развитие для анализа вероятных загрязнителей снега (который, как мы уже писали, можно принять за дистиллят), попадающих в дальнейшем в талые и сточные воды. Мы выделили два способа загрязнения снега. Во-первых, снег способен собирать загрязнители, присутствующие в атмосферном воздухе. Во-вторых, на снег попадают вещества, используемые для ликвидации оледенений на тротуарах и проезжей части. Изучив экологическую карту Москвы (http://mosday.ru/maps/?ecology-2004-districs), мы взяли снег из разных по степени загрязненности районов города. Согласно карте, наихудшая ситуация из выбранных нами районов наблюдается в Красносельском р-не, а наилучшая — в Южном Бутово. Однако, наименьший размер раковины наблюдался у зародышей в пробе, взятой из района м. Ленинский проспект, а в пробе из Красносельского района размер раковины зародышей не сильно отличался от размера раковины в пробе из такого экологически благоприятного района как Битцевский лесопарк. Несмотря на некоторое несоответствие экологической карте города, мы можем выделить три группы районов: Южное Бутово и Битцевский лесопарк (Ясенево) с наименее загрязненным снегом; Битцевский лесопарк (Лысая гора), район метро «Беляево» и Красносельский район — со средней степенью загрязненности снега; район метро «Ленинский проспект» - с самым загрязненным снегом. Мы предполагаем, что результат, полученный в последнем случае, может быть обусловлен наличием ТЭЦ в данном районе, которая выбрасывает в атмосферу большое количество веществ, получаемых при сжигании используемого топлива. 
Результаты экспериментов со снегом, взятым у автодорог с различной плотностью движения, подтвердили наши предположения, что пробы, взятые ближе к дороге, как мы и ожидали, оказались менее благоприятными, чем взятые в 4 метрах от  дороги. Но этот результат был справедлив только для улиц с низкой и средней плотность движения, имеющих тротуары, непосредственно примыкающие к дороге. Напротив, в пробах с Проспекта 60-летия Октября (улица с плотным потоком движения, без прилегающего тротуара) результат был противоположным, и зародыши хуже развивались в снеге, взятом на расстоянии 4х метров от дороги. При этом развитие зародышей во всех пробах, взятых на расстоянии 4х метров от дороги, практически не отличалось друг от друга. Это говорит в пользу того, что потенциальное загрязнение от автотранспорта не зависит от плотности потока автомашин. Резкое замедление развития зародышей в воде из снега, взятого непосредственно рядом с автодорогами на двух улицах (с низкой и средней плотностью движения) возможно связано с тем, что только на этих улицах есть тротуары, которые посыпают различными веществами против обледенения. Мы хотели бы отметить недостаточную отработанность нашей методики, которая могла оказать значительное влияние на результаты. В дальнейшем, при проведении подобных экспериментов, необходимо увеличить площадь, с которой берется проба, установить более точные условия сбора пробы (до/после снегопада, наблюдалось ли повышение/понижение температуры и т.д.), сделать несколько проб в течение зимы, взять пробы на разных участках автодорог. 
Выводы
1) Развитие зародышей большого прудовика можно изучать в течение всего года в лабораторных условиях. Разные стадии развития четко различаются между собой по морфологическим и поведенческим признакам при наблюдении за живыми зародышами. 

2)Наибольшие изменения развития происходят при помещении зародышей в тестируемые растворы, начиная со стадии раннего дробления.

3)Зародыши не чувствительны к воздействию детергентов. К солям зародыши чувствительны, но нам не удалось установить корреляций степени нарушений развития с ПДК.  
4)Использование развития зародышей для оценки загрязненности снега является возможным, но при большем количестве повторных опытов и правильном соблюдении отработанной методики.

5)Для оценки влияния загрязнителей на развитие зародышей лучше всего использовать критерий среднего размера.

6)Развитие большого прудовика может быть использовано, как тест-система, при этом для оценки результатов критерий среднего размера лучше, чем критерий смертности.
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