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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы: Огромное количество людей в современном мире отдаёт своё свободное время аквариумистике. Аквариум приобрёл популярность у людей разных возрастов и занятий, вошёл в культуру общественных организаций, стал неотъемлемой принадлежностью живых уголков в учебных заведениях и особенно школах. Для правильного ухода за аквариумом и получения более подробных сведений о его обитателях аквариумистам-любителям и лицам, занимающимся разведением рыб, необходимы определённые знания и рекомендации [1, 2].
Стоит открыть форум аквариумистов, как непременно наткнёшься на вопрос: «чем кормить мальков?». При разведении промысловых рыб фермеры тоже задаются этим вопросом. Выкармливание мальков и молоди в процессе разведения аквариумных рыб имеет определённые трудности, возникающие из-за особенностей того или иного вида. Например, мальки живородящих карпозубых − меченосцев, моллинезий и др. − рождаются довольно крупными и в первые дни своей жизни способны питаться измельчённой сухой дафнией, концентратами и резаным трубочником [3].
Мальки большинства рыб, даже таких крупных, как цихлиды, разновидности золотой рыбки, не говоря уже о мелких, в основном харациновых, появляются на свет едва заметные невооружённым глазом и требуют корма соответствующего размера [1]. На первом этапе таким кормом является инфузория туфелька (Paramécium caudátum) [3].

Инфузории активно продают. Можно увидеть объявления о продаже инфузорий, в качестве стартового корма для мальков во многих городах России, но в Крыму и Севастополе эта ниша свободна. Предложений по продаже нет, а советы по выведению и разведению культуры очень противоречивы [4-6]. Создать собственную ферму, пользуясь советами из сети Интернет, оказалось не так просто. Актуальность проведения данного исследования очевидна: инфузория нужна и востребована авкариумистами.

Цель работы – создать рабочую ферму по разведению инфузории туфельки (Paramécium caudátum) в домашних условиях.
Для достижения поставленной цели решались следующие задачи:

· изучить особенности строения и жизнедеятельности инфузории туфельки;

· выявить факторы, влияющие на инфузорий, а также их значение в природе;

· выяснить технологическую схему культивирования инфузории туфельки;

· провести отработку технологической схемы в домашних условиях;

· разработать рекомендации по культивированию инфузорий.

Объект исследования – инфузория туфелька Paramécium caudátum. 
Предмет исследования – способы разведения инфузорий в домашних условиях.
Методы исследования – методы микробиологии и биотехнологии (для выделения и культивирования микроорганизмов), наблюдение, эксперимент, анализ полученных данных.
Практическое значение полученных результатов состоит в возможности использовать разработанные рекомендации для получения корма малькам как для светолюбивых, так и для тенелюбивых пород рыб, а также в качестве объекта изучения на уроках биологии и внеурочной деятельности.
Личный вклад учащегося. Комиренко Павел Сергеевич принимал непосредственное участие в разработке темы «Инфузория туфелька дома: миф или реальность?»: подбирал литературу по выбранной теме, осваивал микробиологические и биотехнологические методики. Подготовка посуды, сред и все этапы культивирования инфузорий проводились учащимся самостоятельно по рекомендациям Дорошенко Ю. В. дома под непосредственным руководством родителей. Постановка экспериментов, обработка полученных данных, а также интерпретация результатов выполнены лично согласно инструкциям научного руководителя.
Структура и объём работы. Научная работа изложена на 16 страницах машинописного текста, состоит из введения, двух разделов, заключения, списка литературы, который содержит 13 источников, 2 приложений. Текст работы иллюстрирован 6 рисунками.

РАЗДЕЛ 1

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Краткая характеристика простейших и их роль в природе
Простейшие – это очень мелкие одноклеточные организмы, диапазон их размеров от 1 микрометра до нескольких сантиметров, но большинство не превышает одной десятой миллиметра. К простейшим относится около 200 тыс. видов, среди которых морские (40 тыс.) и пресноводные, почвенные и паразитические (20 тыс.) формы [7].

Для многих простейших характерна стадия цисты. Клетка покрывается специальной защитной оболочкой, что позволяет ей переживать неблагоприятные условия. Для простейших характерно бесполое размножение путем деления. Процесс протекает достаточно быстро, за сутки одна клетка простейших может дать несколько поколений. Простейших делят на несколько типов, наиболее широко распространенные и значимые из них Саркодовые, Жгутиковые, Споровики и Инфузории [8].

Несмотря на маленькие размеры, простейшие составляют значительную долю общей биомассы нашей планеты и оказывают заметное влияние на окружающую среду. У одноклеточных относительно быстро протекают метаболические процессы, поэтому они вносят большой вклад в круговорот веществ в биогеоценозе, особенно в круговорот углерода.

Инфузории, заглатывая и переваривая бактерии, ускоряют процесс обновления состава бактериального населения. Растительноядные и хищные одноклеточные выполняют важную функцию в экосистеме, непосредственно участвуя в расщеплении растительного и животного материала [9].

Многочисленные виды инфузорий являются основными компонентами пресноводного планктона, служат пищей кишечнополостным, некоторым червям, мелким рачкам, малькам рыб. Для многих небольших животных и их личиночных стадий простейшие часто являются единственным видом пищи. В последнее время простейшие широко используются в биотехнологии. Разводят инфузорий для кормления мальков ценных пород рыб. Некоторые инфузории обитают в сложном желудке коров, помогая им переваривать целлюлозу, содержащуюся в растениях [7, 8].

1.2. Особенности строения и жизнедеятельности инфузории туфельки
Инфузории по сравнению с другими простейшими имеют наиболее сложное строение. Инфузория туфелька обитает в пресных водоёмах. Их можно обнаружить в аквариумной воде. Среди простейших инфузории туфельки – довольно крупные организмы от 0,2 до 0,3 мм. Своё название инфузория туфелька получила из-за формы тела, напоминающего стопу ноги человека.
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Рис. 1.1 Строение инфузории туфельки [11]
Инфузории всё время находятся в движении, плавая тупым концом вперёд. Скорость передвижения этого животного достигает от 2 до 2,5 мм в секунду. На поверхности тела у них имеются органоиды движения – реснички.
Организм инфузории устроен сложно. Тонкая эластичная оболочка, покрывающая инфузорию снаружи, сохраняет постоянную форму её тела. Этому же способствуют хорошо развитые опорные волоконца, которые находятся в прилегающем к оболочке слое цитоплазме.

На поверхности тела инфузории расположено около 15000 колеблющихся ресничек. У основания каждой реснички лежит базальное тельце. Движение каждой реснички состоит из резкого взмаха в одном направлении и более медленного, плавного возвращения к исходному положению. Реснички колеблются примерно 30 раз в секунду и, словно вёсла, толкают инфузорию вперёд. Волнообразное движение ресничек при этом согласованно. Когда инфузория туфелька плывёт, она медленно вращается вокруг продольной оси тела.

Туфелька питается бактериями и водорослями. На её теле имеется углубление – клеточный рот, который переходит в клеточную глотку. На дне глотки пища попадает в пищеварительную вакуоль. В пищеварительной вакуоли пища переваривается в течение часа, вначале при кислой, а затем при щелочной реакции. Пищеварительные вакуоли перемещаются в теле инфузории током цитоплазмы. Не переваренные остатки выбрасываются наружу в заднем конце тела через особую структуру – порошицу, расположенную позади ротового отверстия [4, 10].
Дыхание происходит через покровы тела. Кислород поступает в цитоплазму через всю поверхность тела и окисляет сложные органические вещества, в результате чего они превращаются в воду, углекислый газ и некоторые другие соединения. При этом освобождается энергия, которая необходима для жизни животного. Углекислый газ в процессе дыхания удаляется через всю поверхность тела.

В организме инфузории туфельки находятся две сократительные вакуоли, которые располагаются у переднего и заднего концов тела. В них собирается вода с растворенными веществами, образующимися при окислении сложных органических веществ. Достигнув предельной величины, сократительные вакуоли подходят к поверхности тела, и их содержимое изливается наружу. 

Инфузории туфельки собираются к скоплениям бактерий в ответ на действие выделяемых ими веществ, но уплывают от любого раздражителя, например, такого, как поваренная соль [8-10].
1.3. Влияние среды обитания на жизнедеятельность инфузорий

Температура является одним из важнейших факторов, определяющим развитие организмов. В [10] указано, что инфузории лучше всего развиваются и живут при температуре воды 20–25°С. А что будет, если понизить или повысить температуру?
Многие инфузории выдерживают значительное понижение температуры. При 0 ˚С парамецея продолжает делиться, но в замедленном темпе, деление происходит 1 раз в 18–19 дней. Также инфузории обладают способностью адаптироваться к высоким температурам. Например, парамецея живёт в горячих источниках Японии при температуре 36–40 ˚С [6]. Эти исследования говорят о широком диапазоне устойчивости инфузорий к температурному фактору: от 1 до 40 ˚С, что способствует их широкому распространению в природе.
Реакция среды (рН) оказывает большое влияние на рост, размножение и питание инфузорий. Оптимальное рН для P. caudatum – 6, 5–7,5. Но она не погибает при рН 4,5–9,0. Инфузории устойчивы по отношению к понижению содержания растворенного в воде кислорода, оптимальное значение которого находится в пределах 6–8 мгл [6].
Светочувствительность инфузорий можно регулировать и питанием. Инфузории, выращенные на бактериях обладают положительным фототаксисом, т.е. стремятся к свету, а выращенные на водорослях – отрицательным фототаксисом и стремятся в темноту [8].
1.4. Культивирование инфузории туфельки в искусственных условиях
Культивирование инфузории–туфельки может происходить как в лабораторных, так и в домашних условиях.
Но рост и развитие инфузорий влияют количество и качество пищи; рН-среды; температура; содержание кислорода и т.д.
При культивировании инфузорий туфелек применяют различные питательные среды:
· бактериальные;
· водорослевые;
· дрожжевые.
Наиболее часто используется сенной настой, на котором обильно развивается сенная палочка (Bacillus subtilis) и другие бактерии, служащие пищей для простейших. Кроме того, средой для разведения инфузорий могут служить кожура бананов, кожура яблока, тыква, листья салата, очистки картофеля, капустный настой, морковь. Чтобы исключить попадание в питательную среду вместе о овощами вредных болезнетворных организмов, их ошпаривают кипятком [1].
Отдельное место в питании инфузорий занимают водоросли. Инфузорий можно выращивать на водорослевой суспензии сценедесмуса и хлореллы. От того, чем питаются инфузории, зависит их поведение [4].
РАЗДЕЛ 2
ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

2.1.Технологическая схема разведения инфузории туфельки

2.1.1. Подготовка воды и посуды

Для аквариумиста-любителя, желающего развести какой-либо вид аквариумных рыб, достаточно иметь "батарею" из трёх-четырёх трёхлитровых банок с инфузориями. Банки предварительно прополаскивают кипятком или стерилизуют на водяной бане [1].
Водопроводную воду нужно отстоять не менее 3х дней. После чего прокипятить.
2.1.2. Выделение чистой культуры инфузории

Для разведения инфузории туфельки надо иметь чистую линию. Получить её можно, отделив от массы других микроорганизмов. Для этого нужно взять предметное стекло и поместить на него 2 капли воды, причём одна взята из открытого водоёма, а вторая – из водопроводного крана – чистая и отстоявшаяся некоторое время.
В каплю из водоёма добавить несколько крупинок соли. Затем построить тонкую «дорожку» из воды между каплями с помощью стеклянной палочки, острого конца заточенной спички (или зубочистки). Все пресные микроорганизмы начнут двигаться к чистой, несолёной воде. Туфелька, за счёт своих ресничек, гораздо быстрее передвигается. Именно поэтому в водном мостике первой окажется инфузория. При помощи пипетки нужно отправить её в резервуар с чистой водой, для дальнейшего разведения [5].
Для данной работы понадобилось следующее оборудование: пробирка, пипетка, предметное стекло, микроскоп, стеклянная палочка, соль.

Воду взяли из декоративного пруда, где живёт черепаха (рис. 2.1). Разглядывая каплю этой воды под микроскопом (рис. 2.2), можно увидеть много микроорганизмов. Распознать их всех не удалось. Однако, учитывая тот факт, что инфузории, благодаря ресничкам передвигаются быстрее, их удалось выделить в каплю чистой воды при помощи соли.
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Рис. 2.1 Декоративный пруд с черепахой
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Рис. 2.2 Комиренко П. Работа с микроскопом
Особь инфузории поместили в стеклянную трёхлитровую банку, подготовленной пресной воды. Стекло хорошо пропускает солнечный свет, что улучшает рост культуры.
Комнатная температура 20–25 °С отлично подходит для того, чтобы начать процесс разведения микроорганизмов. Банку оставили открытой, т.к. инфузориям необходим кислород. Чтобы на воду не садилась мошка, прикрыли банку марлей, но нельзя укупоривать её слишком плотно.
Через неделю количество инфузорий было уже достаточно для дальнейшего эксперимента.
2.2. Кормление инфузорий
Средой для разведения инфузорий могут служить кожура бананов, сено, листья салата, очистки картофеля, горох, фасоль. Отдельное место в питании инфузорий занимают водоросли. Инфузорий можно выращивать на водорослевой суспензии сценедесмуса и/или хлореллы.

Чтобы выбрать оптимальный вариант корма, я приготовил сразу несколько растворов для кормления в условиях домашней лаборатории, чтобы выяснить какой лучше. 

· Бутыль №1 – настой сенной палочки.
· Бутыль №2 – в качестве основного корма используется банановая кожура.

· Бутыль №3 – основной корм капустный лист.

· Бутыль №4 – на молочнокислых бактериях.
2.2.1. Приготовление питательной среды для разведения бактерий
· Корм, приготовленный из сена
Нужно взять 25 г сена, мелко нарезать, поместить в колбу и залить 1 литром уже отстоянной воды. Для нейтрализации в колбу добавить щепотку мела и кипятить в течение 20 мин. Споры сенной палочки при такой стерилизации не погибают. Они выдерживают кипячение в течение 2 часов [6].

Далее получаем культуру сенной палочки. Для этого полученный отвар сена, цвета чая, средней густоты необходимо поставить в тёплое место. Через 2–3 суток жидкость сначала помутнела, а затем покрылась беловатой плёнкой, состоящей из сенных бактерий (споры превращаются в бактерии) (см. рис. 2.3).

	Приготовление сенного отвара
	Помутнение раствора
	Появление бактериальной плёнки
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Рис. 2.3 Получение культуры сенной палочки

Можно кормить инфузорию и этим настоем, но он имеет неприятный запах. К тому же его приготовление требует много времени и он не долго хранится.

· Корм из банановой кожуры

Для создания питательной среды можно использовать сушёную банановую кожуру. Для этого кожуру спелого банана, чтобы исключить появление личинок насекомых в корме, высушить в духовке при температуре 70 ˚C. Хорошо высушенная кожура долго хранится в сухой банке под плотной крышкой. Корм всегда под рукой. На трёхлитровую банку достаточно положить кожуру от одного банана [1]. Через две недели кожура перегниёт и осядет на дно, а вода в банке приобретает цвет чая. После этого можно вносить культуру инфузории туфельки. Держать в затенённом месте. Такой вариант корма не имеет неприятного запаха и удобен для домашней фермы.
· Корм из капустного листа

Для приготовления данного корма, взяли 1 лист белокочанной капусты, нарезали и залили 1 литром отстоянной кипячёной воды. Можно даже горячей. Через 3–4 дня появились бактерии. Настой покрылся плёнкой, появился неприятный запах брожения (см. рис. 2.4). Для кормления нужно несколько капель в 2–3 дня.
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Рис. 2.4 Настой капустного листа

Раствор годен для кормления и прост в приготовлении, но из-за неприятного запаха мы отказались от этого способа приготовления питательной среды для инфузорий.

· Корм из молочнокислых бактерий
Еще один способ прокормить инфузорию – молоко и молочные продукты. Лучше всего подходит обезжиренное молоко или сгущённое. В раствор вносили по 2 капли в неделю. Инфузории-туфельки питаются не самим молоком, а кисломолочными бактериями.
Способ удобный, не требует особых приготовлений. Нет неприятного запаха. Достаточно 1–2 капли кисломолочного продукта в 2–3 дня.
Недостаток этого способа – возможно появление жирной плёнки на поверхности воды, что может привести к гибели колонии из-за недостатка кислорода.
Когда подкармливаем культуры нужно помнить, что при перенасыщении раствора бактериями, инфузории начинают погибать от недостаточного количества воздуха. Чтобы избежать такой ситуации необходимо тщательно следить за порциями бактерий, попадающих в резервуар к туфелькам.
Оптимальным для выращивания инфузорий на бактериях можно считать корм, приготовленный из банановой кожуры, т.к. он обладают рядом преимуществ: прост в приготовлении, хорошо хранится в прохладном месте, а также не имеет запаха и не создаёт жирную плёнку на поверхности.
2.2.2. Культивирование хлореллы для кормления инфузорий
Инфузорий можно выращивать на водорослевой суспензии хлореллы. Chlorella vulgaris обитает в пресноводных водоёмах, лужах, канавах и в почве. Водоросль хлорелла богата белками, в ней содержатся незаменимые аминокислоты, витамины, группы A, B, C, E и микроэлементы (Mg, Fe, Zn, Ca, J). Хлорелла является фототрофным организмом,  поэтому для процесса фотосинтеза ей необходим углекислый газ, вода, минеральные соли и свет [12].
Для разведения хлореллы нужно взять чистую культуру. Проще всего найти в продаже живую культуру хлореллы в суспензии. Она используется как удобрение для растений, или для придания декоративным прудам красивого изумрудного цвета. Однако надо знать методику культивирования хлореллы. Для получения наибольшей биомассы хлореллы её нужно выращивать на среде Тамия, подвергая аэрации, перемешивании и при достаточном освещении [13]. Состав среды Тамия приведён в Приложении А.

Для отработки методики культивирования микроводорослей мы использовали Chlorella vulgaris из коллекции ФИЦ ИнБЮМ.
Для того, чтобы выращивать микроводоросли подойдет 3-х литровая банка (рис. 2.5А). 
А  [image: image5.jpg]


    Б [image: image6.jpg]



Рис. 2.5 Культивирование хлореллы:
А − начальный этап: внесение культуры в подготовленную питательную среду, 
Б − Заключительный этап: готовая культура
Нужно взять охлажденную кипячёную или дистиллированную воду и на ней приготовить питательную среду Тамия. Налить 1,5 л питательной среды 500 мл суспензии хлореллы и подключить аэрацию. Банку поставить на окно и сверху прикрыть марлей для того, чтобы в неё не попал мусор.

После того, как водоросли адаптируются и начнут расти, вода приобретёт яркий изумрудный оттенок, появятся хлопья и осадок (рис. 2.5Б).  Один раз в несколько дней надо доливать кипячённую или дистиллированную воду, которая испаряется. Когда цвет банки с хлореллой станет тёмно-зелёным, примерно треть нужно слить (можно использовать как удобрение для комнатных цветов), добавить такой же объём свежей питательной среды.

При кормлении инфузорий хлореллой были замечены следующие особенности поведения:
Растительная пища очень нравится инфузориям, они едят её очень активно.
Прозрачная оболочка одноклеточного организма не препятствует процессу фотосинтеза. Поглощённая инфузорией водоросль продолжает воспроизводить кислород внутри её тела. Молекулы кислорода довольно крупные для такого маленького организма, как инфузория-туфелька. В итоге тело одноклеточного раздувается что причиняет ей дискомфорт чтобы замедлить процесс фотосинтеза инфузория, поглотившая водоросли устремляется в тень для переваривания.

Изучение данных особенностей питания может быть использовано в практических целях, на пример для кормления тенелюбивых организмов.
Основным правилом при выращивании инфузорий является то, что нельзя допускать передозировки в питании. Также необходимо знать, что инфузории, выращенные на бактериях, обладают положительным фототаксисом, т.е. стремятся к свету, а выращенные на водорослях – отрицательным фототаксисом, стремятся в темноту. Это свойство можно использовать при выращивании тенелюбивых мальков рыб. 

2.3 Ресурсное обоснование

Реализация проекта возможна в условиях любого производства аквакультуры, в домашних условиях, а также в школе в рамках внеурочной деятельности по направлению биология при незначительных финансовых затратах.
ВЫВОДЫ
В процессе работы были изучены особенности строения и жизнедеятельности инфузории туфельки. Установлено, что на воспроизводство инфузории туфельки существенное влияние оказывает: освещение, химический состав воды, а также питание. Были испробованы несколько видов корма, полученные самостоятельно в домашних условиях. 
Освоены методики по приготовлению питательных сред для разведения бактерий на основе сена, банановой кожуры, капустных листьев и молока. Оптимальным для выращивания инфузорий на бактериях можно считать корм, приготовленный из банановой кожуры, т.к. он обладают рядом преимуществ: прост в приготовлении, хорошо хранится в прохладном месте, а также не имеет запаха и не создаёт жирную плёнку на поверхности.
Отработана методика культивирования микроводорослей Chlorella vulgaris в домашних условиях. Опытным путём было установлено, что вскормленные хлореллой инфузории туфельки стремятся в тень. Данное свойство инфузорий может быть использовано для кормления донных и тенелюбивых мальков рыб.

Разработаны рекомендации по культивированию инфузорий в домашних условиях.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Среда «Тамия»

в модификации Кузнецова, Владимировой, 1964

· Компоненты:







г/л




1. KNO3








5.0

2. MgSO4 × 7 H2O






2.5

3. KH2PO4 × 3 H2O






1.25

4. Na2EDTA







0.037

5. FeSO4 × 7 H2O






0.009

6. Микроэлементы






1мл

· Состав раствора микроэлементов:








1. H3BO3








2.860

2. MnCl2 × 4 H2O






1.810

3. ZnSO4 × 7 H2O






0.222

4. MoO3








0.015

a. (NH4)6Mo7O24×4H2O 




0.023

5. NH4VO3







0.023

Вид водорослей:












Chlorella vulgaris


Комментарий:












Для приготовления среды используется дистиллированная или кипяченая вода

ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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