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ВВЕДЕНИЕ
Хотя использование пластиковых материалов 

принесло огромные социальные выгоды, “пла-
стиковый век” наступил с  большими проблема-
ми (Wagner et  al., 2014). Одна из  новых проблем, 
вызывающих все большую озабоченность,  — на-
копление пластика в  морских и  пресноводных 
экосистемах. Особую тревогу вызывает огромное 
количество микропластика (частицы от  1 мкм 
до  5  мм), плавающего на  поверхности океана 
(Jambeck et  al., 2015; Wagner, Lambert, 2018), ко-
торое в настоящее время оценивается от десятков 
до сотен тысяч тонн (Weiss et al., 2021; Pedrotti et al., 
2022). Считается, что большая часть морского ми-
кропластика (mPl), поступает из наземных источ-
ников, включая поверхностные воды рек, озер 
и водохранилищ (Ильина и др., 2021; Ivanova et al., 
2021; Frank et al., 2021; Lisina et al., 2021; Weiss et al., 
2021; Pedrotti et al., 2022; Nava et al., 2023).

Микропластик представляет собой гетеро-
генный класс загрязняющих веществ с широким 
спектром действия. Разнообразные характеристи-
ки микропластика (тип материала, размер частиц 
и форма частиц) делают их потенциально доступ-
ными для широкого круга нейстонных (плавучие 
материалы, плотность  <1 г/см3), пелагических 
(материалы во  взвешенном состоянии) и  бен-
тосных видов (осадочные материалы плотностью  
>1 г/см3) (Scherer et al., 2018). Это позволяет ми-
кропластику легче проникать в водные пищевые 
сети, чем более крупным частицам.

Известно, что широкий спектр организмов, 
включая зоопланктон (ракообразных Daphnia 
magna Straus, 1820; Gammarus pulex L., 1758; 
Notodromas monacha O. F. Müller, 1776 и брюхоно-
гих моллюсков Potamopyrgus antipodarum J.E. Gray, 
1843), рыб и китообразных, способен поглощать 
микропластик. Считается, что коловратки, кла-
доцеры и мидии особенно склонны к проглатыва-
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ДЕМИН и др.

нию микропластика, поскольку обычно питаются 
взвешенными твердыми частицами. Например, 
коловратки (Anuraeopsis fissa Gosse, 1851) и кладо-
церы (Daphnia sp.) могут охотно питаться пласти-
ковыми шариками (Cózar et al., 2014; Van Sebille 
et  al., 2015). Фильтраторы (например, дафниды) 
используют развитый фильтрационный аппарат 
для фильтрации взвешенных частиц, а копеподы 
активно захватывают и перерабатывают взвешен-
ные частицы модифицированными придатками 
(Wagner et al., 2014).

При попадании в организм микропластик мо-
жет оказывать разнообразное негативное воздей-
ствие на  водные организмы в  виде физических  
и/или химических повреждений (Wagner et  al., 
2014; Wagner, Lambert, 2018). К настоящему вре-
мени исследования потенциальных неблагопри-
ятных последствий, вызванных воздействием 
микропластика, по сравнению с морскими вида-
ми, для пресноводных организмов немногочис-
ленны, и в основном проведены на фильтраторах 
Daphnia magna (Besseling et  al., 2014; Ogonowski 
et al., 2016; Rehse et al., 2016), амфиподах Hyalel-
la azteca Saussure, 1858 (Au et al., 2015) и Gammarus 
pulex L., 1758 (Weber et  al., 2018), пресноводных 
улитках Potamopyrgus antipodarum J.E. Gray, 1843 
(Romero-Blanco et  al., 2021), а  также нескольких 
рыбах (Karami et al., 2016; Lu et al., 2016; Rochman 
et al., 2013). В то время как имеющиеся исследо-
вания показывают, что широкий спектр водных 
таксонов подвержен неблагоприятным послед-
ствиям проглатывания микропластика, токсико-
логические последствия для пресноводных видов 
почти не изучены.

Исследования на  морских видах показали не-
достаток питательных веществ, вызванный ин-
тенсивным поглощением микропластика, заме-
няющим часть естественного рациона (Cole et al., 
2015; Phuong et al., 2016; Welden, Cowie, 2016). Кро-
ме того, обнаружены дополнительные эффекты, 
связанные с  питанием: закупорка и  повреждение 
желудочно-кишечного тракта (Wright et al., 2013), 
воспалительные реакции (Von Moos et  al., 2012) 
и десорбция ксенобиотиков (Browne et al., 2013). 
Значительное сокращение потребления водоро-
слей морскими веслоногими рачками Centropages 
typicus при воздействии микропластика влияет 
на рост и развитие плодовитость и выживаемость 
организмов (Svetlichny et al., 2021).

При длительном воздействии микропластиком 
нарушается динамика размножения и выживание 
популяции (Browne et al., 2015), что может иметь 
серьезные последствия для пищевых цепочек, 
поскольку фильтраторы находятся в  основе пи-
щевых цепей и, в конечном итоге, привести к на-
рушению экологического баланса (Li et al., 2016). 

Имеются данные, что негативное воздействие 
на  водные организмы усугубляется способно-

стью частиц микропластика сорбировать широ-
кий спектр стойких органических загрязнителей 
и  микроэлементов из  окружающей среды. В  об-
зорной работе (Сапрыкин, Самойлова, 2021) 
дан подробный анализ многочисленных лабора-
торных исследований о  негативных последстви-
ях воздействия химических веществ, связанных 
с микропластиком, — вызывают клеточную ток-
сичность, отрицательно влияют на  популяции 
рыб, энергетические запасы прибрежных крабов, 
скорость метаболизма и выживаемость азиатских 
зеленых мидий, а также на рост, развитие и выжи-
ваемость дафний. 

Имеются данные о  положительной корреля-
ции между обилием микропластика в  морской 
воде и  общей численностью зоопланктона, осо-
бенно копепод (Vasilopoulou et  al., 2021). Кроме 
того, фильтраторы более уязвимы для воздей-
ствия взвешенных микропластиков (Scherer et al., 
2018), и их индивидуальное поведение может из-
меняться в  ответ на  загрязнители окружающей 
среды или стрессоры. Изменения в поведении — 
сигналы раннего предупреждения о  последстви-
ях, которые могут повлиять на  всю экосистему, 
поскольку они связывают физиологические из-
менения в организмах и экологические процессы 
в системе (Wong, Candolin, 2015). 

На  фоне измененного физиологического со-
стояния гидробионтов при воздействии загряз-
няющих веществ, в  том числе микропластика 
(Mattsson et  al., 2017), изменяется реакция эв-
ригалинного зоопланктона на  фотостимуляцию 
(Dyomin et  al., 2020, 2021). Хотя механизм дан-
ного воздействия на зоопланктон до настоящего 
времени остается малоизученным, проведенные 
нами исследования показали, что парная фото-
стимуляция позволяет обнаруживать появление 
поллютантов в  водной среде по  поведенческим 
реакциям (Morgalev et al., 2022).

Современная тенденция в мониторинге миро-
вого океана с использованием погружных прибо-
ров, осуществляющих регистрацию параметров 
поведенческих реакций автохтонных организмов 
в реальном масштабе времени in situ, обеспечива-
ет высокую репрезентативность выборки и досто-
верную биоиндикацию (Dyomin et al., 2019a). 

Созданное в  Томском государственном уни-
верситете оборудование (цифровые гологра-
фические камеры и  гидробиологические зонды 
на их основе) (Dyomin et al., 2019б) обеспечивает 
измерение параметров отдельных частиц, но  от-
личается от  известных аналогичных устройств 
возможностью фотостимуляции аттракторным 
(привлекающим) излучением, вызывающим фо-
тотропную реакцию зоопланктона (Dyomin et al., 
2020). Наряду с ранним обнаружением загрязне-
ний пресноводных экосистем микропластиком, 
к  числу преимуществ данного метода относится 
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оперативный контроль состояния природных во-
доемов, позволяющий зарегистрировать негатив-
ное воздействие на  биоту поллютантов в  низких 
концентрациях, которое, как правило, не удается 
обнаружить аналогичными устройствами и  тра-
диционными методами биоиндикации.

Цель работы — выявить возможность, особен-
ности и  условия использования метода парной 
фотостимуляции для раннего обнаружения кон-
таминации акваторий микропластиком.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследуемые организмы. Исследования прове-

дены с использованием двух видов пресноводно-
го зоопланктона  — ветвистоусых ракообразных 
(Cladocera) Daphnia magna и Daphnia pulex. Куль-
тура D. magna получена от ООО “Европолитест” 
(Россия). Особи D. pulex выделены из природной 
популяции в  окрестностях г.  Томск и  адаптиро-
ваны к лабораторным условиям в течение 8 мес. 
Введение диких видов в  лабораторную культуру 
описано нами ранее (Dyomin et  al., 2021). Со-
держание культур и  эксперименты проводили 
в  условиях, согласно рекомендациям методи-
ки (ISO 6341, 2012)1: температура 22 ± 2°С, pH 
7.0–8.5, культивационная среда — вода питьевая 
(СанПиН 2.1.3684-21)2, содержание O2 6  мг/дм3, 
фотопериод 12 ч свет/12 ч темнота. 

Поллютанты. В качестве поллютантов исполь-
зовали вещество с  выраженной токсичностью  — 
стандартный модельный токсикант K2Cr2O7 
(Merck KGaA, Germany), а также микропластик, 
изготовленный из  материалов, биологически 
инертных в  макроформе. Микропластик гото-
вили по методике, разработанной в нашей лабо-
ратории, из  волокон тканых полипропиленовых 
мешков (OOO “Терра”, Россия), состаренных 
в  естественных условиях на  протяжении 12  лет 
(Morgalev et  al., 2022). Концентрацию и  размер 
микрочастиц определяли на снимках, полученных 
с  помощью конфокального микроскопа (Zeiss, 
LSM 780 NLO) при возбуждении лазером с дли-
ной волны 405  нм. Автолюминесценция частиц 
микропластика исключает учет частиц из других 
материалов. В слоях размером 850 × 850 × 2.7 мкм 
(рис.  1а) частицы микропластика визуализи-
ровались как компактные группы с  площадью  
1÷25 пикселей (0.7÷19 мкм2). Подсчитывали ко-

1 ISO 6341:2012 “Water quality – Determination of the 
inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, 
Crustacea) – Acute toxicity test”.
 

2 СанПиН 2.1.3684–21 “Санитарно-эпидемиологические 
требования к содержанию территорий городских и сельских 
поселений, к водным объектам, питьевой воде и питьевому 
водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам, жилым по-
мещениям, эксплуатации производственных, общественных 
помещений, организации и проведению санитарно-проти-
воэпидемических (профилактических) мероприятий”.

личество частиц с  размерами  <10 пикселей (ди-
аметр круга с эквивалентной площадью ~4 мкм) 
и >10 пикселей (рис. 1б). Содержание в слое частиц 
размером  <10 пикселей составило 15.4 ± 1.4 шт.  
и более крупного размера 6.7 ± 1.3 шт. (70 и 30% 
соответственно). Концентрация микропласти-
ка в полученной исходной суспензии составляла 
~107 частиц/дм3 (200 мг/дм3).

Цифровая голографическая камера. Конструк-
ция погружной цифровой голографической каме-
ры (DHC) подробно описана ранее (Dyomin et al., 
2020). DHC позволяет регистрировать голограм-
мы контролируемого объема, который просвечи-
вается лазерным пучком (рис.  2), с  дальнейшим 
последовательным численным восстановлени-
ем изображений слоев среды с  заданным шагом 
и исследованием частиц, находящихся в этих сло-
ях. Использовали лазеры с длиной волны 532 нм 
для фотостимуляции двигательной активности 
планктона и 650 нм для регистрации голограмм. 
Длина волны аттракторного освещения для фо-
тостимуляции близка к  локальному максимуму 
спектра отражения микроводорослей  — основ-
ного источника питания зоопланктона. Макси-
мальная мощность излучения лазера на  выходе 
из  иллюминатора освещающего модуля (рис. 2) 
составляла 4 мВт и  регулировалась изменением 
управляющего напряжения. Это создавало мак-
симальную освещенность 4600 лк. 

При проведении лабораторных эксперимен-
тов DHC помещали в  емкость объемом 90  дм3, 
заполненную 50  дм3 исследуемой водной среды, 
что обеспечивало нахождение оптической части 
ниже уровня жидкости. 

Принципы метода парной фотостимуляции. Ис-
пользование фототропной реакции планктона 
в качестве индикатора воздействия, не вызываю-
щего необратимых изменений планктонного со-
общества, предполагает регистрацию динамики 
реакции на фотостимуляцию (ΔR) по сравнению 
с фоновой. 

Стандартный способ измерения этого пока-
зателя  — величина изменения реакции (количе-
ства рачков) на единицу прироста интенсивности 
освещения (ΔR/ΔI). Поскольку реакция биоло-
гических систем на  возрастающий по  интенсив-
ности стимул отличается от  линейной, в  зави-
симости от  интенсивности воздействия можно 
получить широкий спектр значения ΔR/ΔI. Кро-
ме того, точность определения показателя ΔR/ΔI 
снижается по  нескольким причинам: ненулевая 
вариабельность поведенческой реакции план-
ктона в  фоне (межиндивидуальный разброс); 
повышение вариабельности поведенческой реак-
ции в  случае недостаточной интенсивности фо-
тостимуляции, не приводящей к активации сис
тем, обеспечивающих реализацию поведенческой 
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реакции. Ранее проведенные лабораторные и по-
левые эксперименты показали, что один из вари-
антов выхода из данной ситуации — применение 
метода парной фотостимуляции (Morgalev et  al., 

2022). Первое, меньшее по  интенсивности воз-
действие, активирует функциональную систе-
му, ответственную за  поведенческую реакцию 
(Anokhin, 1974), соответственно снижаются меж
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Рис. 2. Схема пучков, формирующих контролируемый объем для регистрации голограммы (а), фотография столбов 
света с гидробионтами (б). 1 – DHC, 2 – регистрирующий модуль DHC, 3 – освещающий модуль DHC, 4 – емкость 
с водой, 5 – контролируемый объем (РО), ограниченный пучками регистрирующего (красный) и аттракторного (зе-
леный) света, 6 – зеркально-призматическая система формирования рабочего объема, 7 – полупроводниковый ла-
зерный диод (λ = 650 нм), 8 – полупроводниковый лазерный диод (λ = 532 нм), 9 – оптоволоконный мультиплексор, 
10 – расширитель луча, 11 – иллюминаторы, 12 – селективный фильтр, 13 – принимающая линза, 14 – CMOS камера.
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индивидуальный разброс и  энтропия в  системе 
(Morgalev, Morgaleva, 2007). Второе, более интен-
сивное воздействие, вызывает движение рачков 
со скоростью, соответствующей их физиологиче-
скому состоянию. Применение парной фотости-
муляции существенно снижает ошибку экстра-
поляции и позволяет увеличить точность оценки 
степени воздействия на зоопланктон, в том числе 
степени токсического воздействия. 

Дизайн эксперимента. В  день эксперимента 
за 1 ч до начала синхронизированную односуточ-
ную культуру рачков кормили водорослями Chlo-
rella vulgaris B. согласно прописи методики (ISO 
6341, 2012). Через 1 ч в аквариум с камерой DHC 
переносили рачков в количестве 200 ± 10 экз., что 
соответствовало концентрации в  естественных 
водоемах (4000 экз./м3). Эксперименты проводи-
ли после адаптации рачков (через 1 ч) с регистра-
цией фототропной реакции в  чистой (контроль) 
и контаминированной (опыт) среде в течение 3 ч.

Растворы или  дисперсные суспензии поллю-
тантов в культивационной воде вносили в объеме 
0.5 дм3.

Динамику фототропной реакции регистри-
ровали в  течение восьми циклов: первый цикл 
(фон) до введения культивационной воды (в кон-
трольной серии) или поллютанта (в опытных се-
риях) и семь последовательных циклов через 10, 
30, 60, 90, 120, 150 и 180 мин после внесения воды 
или поллютанта. Каждый цикл составлял 15-ми-
нутную непрерывную регистрацию 30 голограмм 
и был разделeн на три равных 5-минутных интер-
вала с  регистрацией по  10 голограмм: без вклю-
чения аттракторного освещения (I0); при аттрак-
торном освещении с интенсивностью I1 (1150 лк); 
при последующей второй фотостимуляции с  ос-
вещенностью I2 (3450 лк). После каждого цикла 
(кроме второго) следовала 15-минутная пауза без 
освещения для восстановления численности рач-
ков. 

По  результатам обработки десяти последо-
вательно зарегистрированных голограмм вы-
числяли среднюю концентрацию рачков за  вре-
мя первой и  второй ступени фотостимуляции  
(С1 и  С2 соответственно), а  также отношение 
прироста концентрации рачков при переходе 
от  первой ко  второй интенсивности к  концен-
трации рачков во  время второй интенсивности:  
ΔС/С2 = (С2 – С1)/( С2 × 100 п.п.). 

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы Statistica v.10 (Stat-
Soft, Inc, USA). После проверки на нормальность 
распределения по  Shapiro–Wilk’s W-test разли-
чия средних значений определяли по t-критерию 
Стьюдента для независимых переменных (двусто-
ронний p-уровень). 

Данные приведены в виде M ± m, где m — стан-
дартная ошибка среднего M. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Пороговая интенсивность фотостимуляции для 

появления поведенческой реакции рачков. Рач-
ки начинали собираться в  освещенном столбе 
водной среды при мощности аттракторного из-
лучения 200 ± 15 мкВт, что соответствовало 5% 
максимальной мощности излучения лазера. Ста-
бильные результаты получены при аттракторном 
освещении с мощностью излучения ≥20% макси-
мальной мощности излучения лазера. Учитывая 
полученные данные, в  дальнейших исследова-
ниях применяли следующие градации освещен-
ности: 25, 50, 75 и 100% максимальной, что соот-
ветствовало освещенности 1150 лк, 2300 лк, 3450 
лк и 4600 лк соответственно. Важно подчеркнуть, 
что лазер с длиной волны 650 нм, используемый 
для регистрации голограмм, не  вызывал сбора 
рачков даже при длительном непрерывном воз-
действии (15 мин), а длительность его включения 
в условиях эксперимента была ≤50 мкс/мин.

Выбор параметров парной фотостимуляции. Для 
использования парной фотостимуляции необхо-
димо определить способность ансамбля рачков 
перестраиваться за время действия второй экспо-
зиции. 

При ступенчато нарастающей по интенсивно-
сти пятиминутной фотостимуляции регистриро-
вали ступенчатое нарастание концентрации рач-
ков в контролируемом объеме (рис. 3а).

При отсутствии аттракторного освещения 
(фон) почти все рачки находились вне наблюда-
емых столбов водной среды, и  их  концентрация 
в  рабочем объеме (C) в  среднем за  5  мин была  
0.1 ± 0.1 экз./дм3. После включения аттракторно-
го освещения с интенсивностью 25% максималь-
ной мощности излучения лазера в  освещенных 
столбах водной среды фиксировали единичные 
особи (C = 0.6 ± 0.4 экз./дм3). Начиная с  осве-
щенности 50%, отмечали выраженный положи-
тельный фототаксис рачков, их  концентрация 
существенно возрастала (C = 5.0 ± 1.2 экз./дм3  
(р = 0.001, df = 18)), достигая при интенсивно-
сти освещения 75 и 100% C = 14.0 ± 1.4 экз./дм3  
(р  <0.0001, df = 18) и  C = 24.6±1.4 экз./дм3 

(р <0.0001, df = 18) соответственно. Следует отме-
тить, что с  возрастанием интенсивности аттрак-
торного освещения снижается вариабельность 
концентрации рачков со  100% в  фоне до  6 при 
максимальной освещенности.

При ступенчатом нарастании интенсивности 
фотостимуляции с  пятиминутными перерыва-
ми между каждым пятиминутным освещением 
аттракторным светом не  происходило полного 
восстановления концентрации рачков в периоды 
отсутствия аттракторного освещения (рис. 3б).

Степень восстановления концентрации рач-
ков зависела от  интенсивности аттракторного 
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освещения. При интенсивности аттракторного 
света 25% максимально возможной для данно-
го лазера, концентрация рачков за  5-минутный 
перерыв снижалась на  92.3% среднего значения 
в  период фотостимуляции, при интенсивности 
50% — на 74.1%, при 75 – на 68.7. После фотости-
муляции с интенсивностью 100% в зоне регистра-
ции оставалось 50% рачков, т.е. в перерывах про-
исходит рассредоточение части рачков из  зоны 
регистрации. Поэтому целесообразно предъяв-
лять вторую по интенсивности фотостимуляцию 
непосредственно после действия первой, без пе-
рерыва между ними. 

Для выбора интенсивности первой ступени 
фотостимуляции (I1) определяли порог фототак-
сиса рачков в интервале аттракторного освещения 
5–50% максимальной мощности с шагом нараста-
ния 5%. В диапазоне выше пороговой определяли 
интенсивность, при которой происходит локаль-
ное снижение коэффициента вариации концен-
трации рачков. Это значение использовали как I1.

При различных сочетаниях интенсивности ат-
тракторного освещения первой и  второй ступе-
ней парной фотостимуляции уровень прироста 
реакции различен. Наибольший относительный 
прирост концентрации рачков (211 ± 27%) на-
блюдали при сочетании уровня освещенности 
25–75% (рис. 4).

Выявлены следующие особенности в поведен-
ческих реакциях рачков: максимальный прирост 
концентрации рачков в ответ на вторую фотости-
муляцию был при сочетании интенсивности ат-
тракторного освещения первой и второй ступеней 
парной фотостимуляции 25–75% максимальной 
интенсивности; восстановление исходного состоя-
ния ансамбля рачков происходило за >10 мин, по-

этому минимальный промежуток времени до сле-
дующего тестирования должен превышать 15 мин. 

C учетом полученных данных разработана схе-
ма последующих серий экспериментов.

Реакция на  нарастающую концентрацию мо-
дельного токсиканта K2Cr2O7. После регистрации 
параметров фототаксиса в фоне, поэтапно, через 
каждые 30 мин повышали концентрацию токси-
канта до  0.06  мг/дм3, 0.12  мг/дм3 и  0.24  мг/дм3. 
Время воздействия поллютанта при каждой кон-
центрации было 30 мин.

Снижение концентрации рачков Daphnia mag-
na в  контролируемом объеме происходило при 
фотостимуляции как низкой интенсивности, так 
и  высокой (рис.  5). Однако эти изменения кон-
центраций рачков были недостоверными из-за 
большой вариабельности значений. Результиру-
ющая модель множественной регрессии при ос-
вещении I1 = 1150 лк (25% максимальной) и I2 = 
3450 лк (75% максимальной):

Токс = 2.51 · ΔС — 1.60 · C1 – 0.37 · ΔС/С2 + 17.32,

где Токс — произведение концентрации на время 
действия токсиканта, ΔС = С2 – С1 – разница кон-
центрации рачков (экз./дм3) за 5 мин фотостиму-
ляции при второй и первой интенсивности фото-
стимуляции, C1 – концентрация рачков (экз./дм3) 
за  5  мин фотостимуляции с  интенсивностью I1,  
C2 – концентрация рачков (экз./дм3) за 5 мин фо-
тостимуляции с  интенсивностью I2, ΔС/С2 – от-
ношение ΔС к концентрации при второй интен-
сивности, объясняет связь с предикторами на 74% 
(adjusted R2 = 0.74) с  точностью 0.55 (p  <0.0001). 
Это позволило отказаться от скоростных характе-
ристик перемещения рачков.
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Рис. 3. Концентрация рачков (экз./дм3) при ступенчатом непрерывном (а) и ступенчатом прерывистом (б) нарастании 
интенсивности аттракторного освещения (I, % от максимального).
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Показатель ΔС/С2 градуально снижался 
по  мере нарастания концентрации токсикан-
та, т.е. наблюдали угнетение фототропной ре-
акции. Достоверное снижение этого показателя  
(с 48.0 ± 5.3 п.п. в фоне до 29.0 ± 3.2 п.п., p <0.0001, 
df = 18) происходило при концентрации токси-
канта 0.12 мг/дм3.

Динамика фототаксиса при экспозиции планкто-
на в  контаминированных средах. Моделирование 
различной токсичности среды может осущест-
вляться двумя способами: увеличением концен-
трации токсиканта или  увеличением времени 
нахождения рачков в среде с его неизменной кон-
центрацией. 
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Рис. 4. Концентрация рачков (C, экз./дм³) в зависимости от соотношения интенсивности аттракторного освещения 
(I, % максимальной) при первой (1) и второй (2) ступенях парной фотостимуляции.
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Контрольная серия (внесение культивационной 
воды). Предварительное исследование показа-
ло, что внесение 0.5  дм3 культивационной воды 
без поллютанта не  приводило к  достоверному 
изменению показателей, в  том числе показателя  
ΔС/С2. 

Контаминация бихроматом калия. Внесение 
бихромата калия в  количестве, создающем в  ак-
вариуме концентрацию 0.12  мг/дм3, приводило 
к  изменению показателя ΔС/С2 рачков D. magna 
(рис. 6а): до внесения поллютанта значение ΔС/С2 
было 86 ± 12 п.п.; после внесения наблюдали уве-
личение вариабельности показателя и только че-
рез 120 мин он достоверно снижался до 56 ± 7 п.п. 
(р = 0.04, df = 18). Дальнейшее снижение дости-
гало 48 ± 5 п.п. (р = 0.009, df = 18) через 150 мин 
и 53 ± 6 п.п. (р = 0.02, df = 18) до 180 мин. Таким 
образом, этот показатель фототаксиса отражал 
нарастание кумулятивной дозы токсиканта.

У  D. pulex динамика показателя ΔС/С2 носила 
более сложный характер. При фоновом значении 
51 ± 4 п.п., показатель снижался до  36 ± 5 п.п.  
(р = 0.03, df = 18) через 60 мин, и почти не изме-
нялся до  120  мин. Далее значение ΔС/С2 повыша-
лось до начального уровня (рис. 6б). 

Контаминация микропластиком. Частицы микро-
пластика в концентрации 5·105 ед./дм3 (0.5 мг/дм3)  
приводила к разнонаправленному изменению по-
казателя ΔС/С2 рачков D. magna (рис. 6а). До вне-
сения поллютанта значение ΔС/С2 достигало  
67 ± 4 п.п. После внесения поллютанта этот пока-

затель снижался до 51 ± 3 п.п. (р = 0.004, df = 18)  
через 60 мин и до 48 ± 4 п.п. (р = 0.003, df = 18) 
через 90 мин. Через 1.5 ч происходило увеличение 
показателя через 120 мин до 64 ± 6 п.п. (р = 0.68, 
df = 18) и  дальнейшее снижение до  59±5 п.п.  
(р = 0.2, df = 18) к  через 150  мин и  до  48±6  п.п.  
(р = 0.017, df = 18) через 180 мин. Таким образом, 
как и при действии бихромата калия, показатель 
фототаксиса отражал возрастание кумулятивной 
дозы поллютанта.

Внесение микропластика приводило к  раз-
нонаправленному изменению ΔС/С2 у  рачков  
D. pulex (рис.  6б). После внесения поллютанта, 
после недостоверного повышения до 74 ± 5 п.п. 
(р = 0.01, df =18) на  десятой минуте, показатель 
снижался до 51 ± 6 п.п. (р = 0.001, df = 18) через 
60  мин; до  49 ± 5 п.п. (р = 0.002, df = 18) через 
90 мин и до 48 ± 4 п.п. (р = 0.001, df = 18) через 
120 мин. После этого наблюдался подъем показа-
теля до 67 ± 8 п.п. (р = 0.46, df = 18) через 150 мин 
и до 68 ± 12 п.п. (р <0.65, df = 18) через 180 мин. 
Изменение показателя С/С2 происходило анало-
гично его изменению при контаминации бихро-
матом калия.

Следует отметить, что по  результатам дан-
ных, полученных с помощью DHC, после внесе-
ния микропластика в  ответ на  фотостимуляцию 
наблюдали различную динамику численности 
рачков D. magna и  D. pulex (рис.  7). Если за  вре-
мя пребывания в  контаминированной среде 
в  контролируемом DHC объеме концентрация 
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Рис. 6. Динамика показателя ∆С/С2 рачков Daphnia magna Straus (а) и Daphnia pulex (б) при внесении культивационной 
воды (1) и K2Cr2O7  (2) и микропластика (3). 
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D. magna на  первой и  второй ступенях фотости-
муляции оставалась приблизительно постоянной  
(5.1 ± 0.5 экз./дм3 и  11.7 ± 0.5 экз./дм3 соответ-
ственно), то  концентрация D. pulex снижалась 
на первой ступени с 7.7 ± 2.9 экз./дм3 (30 мин) до  
1.3 ± 0.6 экз./дм3 (180 мин), и на второй ступени — 
с 21.9 ± 2.0 экз./дм3 (30 мин) до 4.0±1.2 экз./дм3  
(180 мин).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В доступной нам литературе отсутствуют дан-

ные об  использовании парной фотостимуляции 
при биоиндикации загрязнения водных экоси-
стем. Однако имеются многочисленные дан-
ные о  светозависимой миграции зоопланктона 
(Overholt et  al., 2016; Kim et  al., 2018; Colangeli 
et al., 2019; Moeller et al., 2019; Simão et al., 2019; 
Sha et  al., 2021). Причем эта миграция меняется 
вплоть до инверсии знака фототаксиса при конта-
минации водной среды (Maher et al., 2014; Colan
geli et al., 2019; Simão et al., 2019; Bedrossiantz al., 
2020; Sha et  al., 2021), в  том числе фотореактив-
ными частицами, такими как нанооксид цинка 
и микропластик (Bhuvaneshwari et al., 2017; Lehut-
so et al., 2021). 

Имеются данные о наличии корреляции фото-
тропной реакции с  длиной волны, интенсивно-
стью и продолжительностью предъявляемых све-
товых стимулов (Mimouni et al., 1993; Storz et al., 
1998; Maher et al., 2014; Overholt et al., 2016). Кро-
ме того, выявлены различия в  поведении весло-
ногих раков как на межвидовом, так и на внутри-
видовом уровне (Overholt et al., 2016).

Бихромат калия считается модельным токси-
кантом в  большинстве стандартных биотестов 
(OECD 202, 200443; ISO 6341:2012; OECD 236, 
20134; OECD 203, 20195) для определения чувстви-
тельности гидробионтов, поэтому используется 
многочисленными авторами в качестве тестирую-
щего воздействия при проведении лабораторных 
исследований. Реакция на  токсическое воздей-
ствие K2Cr2O7 в возрастающей концентрации од-
нозначна и градуальна, что позволяет сравнивать 
чувствительность тест-организмов и  тест-реак-
ций при проведении биотестирования.

В нашей работе установлено, что при контами-
нации среды модельным токсикантом и частица-
ми микропластика общая закономерность  — уг-
нетение фототропной реакции рачков D. magna 
и D. pulex на парную фотостимуляцию. 

Аналогично формуле Габера: Э = C∙t, где Э — 
эффект, С и  t – концентрация и время действия 
(цит. по: Ержанова, 2023), кумулятивная доза воз-
действия может быть вычислена как D = C  ∙  tex,  
где C  — концентрация токсиканта, tex  — время 
экспозиции рачков в контаминированной среде. 
Для D. magna и D. pulex при проверке чувствитель-
ности к  модельному токсиканту в  соответствии 

3 OECD (2004), Test No. 202: Daphnia sp. Acute Immo-
bilisation Test, OECD Guidelines for the Testing of Chem-
icals, Section 2, OECD Publishing, Paris, https://doi.
org/10.1787/9789264069947-en.
 

4 OECD, 2013. Test No 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) 
Test. OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section, 2, 
1-22. https://doi.org/10.1787/20745761. 
 

5 OECD, 2019. Test no. 203: Fish, acute toxicity test. OECD 
guideline for the testing of chemicals. OECD. OECD Publishing, 
Paris. https://doi.org/10.1787/9789264069961‑en. 
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с (OECD 202, 2004) 50%-ная смертность насту-
пает в  течение 24  ч в  диапазоне концентраций 
0.9÷2.0 мг/дм3, т.е. полулетальная доза (LD50) на-
ходится в диапазоне 21–48 мг/дм3 ∙ ч. Тогда пре-
дельно допустимое воздействие, не вызывающее 
достоверную реакцию (<10%) LD10, достигает 
~3 мг/дм3 ∙ ч. 

В  нашем эксперименте реакция на  внесение 
токсиканта проявлялась у D. magna через 2 ч экс-
позиции, у D. pulex — через 1 ч. Это соответствует 
кумулятивным дозам воздействия 0.24  мг/дм3 ∙  ч 
и  0.12  мг/дм3  ∙  ч, что существенно меньше LD10 
~3  мг/дм3  ∙  ч, определенной по  гибели рачков. 
Таким образом, чувствительность особей D.  pu-
lex выше, у  них регистрируется более ранняя, 
но транзиторная реакция, что необходимо учиты-
вать при создании систем раннего реагирования.

Различия в  фототропной реакции сообществ 
D.  magna и  D. pulex при контаминации среды 
микропластиком не  столь велики. Достоверная 
реакция на  внесение микропластика проявля-
лась у D. magna через 30 мин экспозиции, у D. pu-
lex  — через 60  мин. Это соответствует кумуля-
тивным дозам воздействия 2.5 ∙ 105 частиц/дм3 ∙ ч  
и 5 ∙ 105 частиц/ дм3 ∙ ч. Как и в случае контамина-
ции бихроматом калия, у  D. pulex регистрирова-
ли транзиторную реакцию, у D. magna угнетение 
фототаксиса на  парную фотостимуляции имело 
нарастающий характер. В  то  же время, скорость 
снижения показателя ΔС/С2 (тангенса угла накло-
на линии, аппроксимирующей динамику этого 
показателя (Morgalev et al., 2022)) у D. pulex в пер-
вые два часа после внесения поллютанта суще-
ственно больше (14.4 ± 0.5 п.п./ч), чем у D. magna  
(5.6 ± 0.7 п.п./ч, p >0.0001), что указывает на их бо-
лее высокую чувствительность.

Полученные предлагаемым нами методом 
данные о повышенной чувствительности D. pulex 
к  молекулярному токсиканту K2Cr2O7, аналогич-
ны результатам, полученным с  использованием 
стандартных методов биотестирования. Различие 
заключается в большей чувствительности метода 
парной фотостимуляции в  начальные сроки по-
сле внесения токсиканта. 

Можно предположить, что при увеличе-
нии размера частиц микропластика и  уменьше-
нии их  биодоступности они перестанут пред-
ставлять опасность для данного звена пищевой 
цепи, по крайней мере, в качестве антинутриен-
та или  балластного вещества, адсорбирующего 
и концентрирующего вредные вещества.

Таким образом, токсичность пластиков для 
мезопланктона зависит от видовой принадлежно-
сти рачков. На связь чувствительности с видовой 
принадлежностью, размерами и даже пищевыми 
предпочтениями рачков указано в  работе (Bai 
et  al., 2021). Из  данного факта вытекает необхо-

димость учета интегральной реакции всего мезо-
планктонного сообщества, что возможно только 
при регистрации реакций автохтонного планкто-
на in situ.

Сопоставление с  данными литературы пред-
ставляет большую трудность из-за разного ди-
зайна экспериментов, и, главным образом, 
с  ограниченным количеством данных по  фото-
тропной реакции рачков. В  связи с  разнообра-
зием применяемых исследователями частиц ми-
кропластика невозможно определить, насколько 
предложенный нами метод более чувствителен 
к  контаминации микропластика. Однако сам 
факт наличия зависимости реакции на  парную 
фотостимуляцию от  кумулятивной дозы частиц 
микропластика, причем в  достаточно короткое 
время, показывает перспективность применения 
этого метода для оперативного обнаружения за-
грязнения акватории.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В лабораторных экспериментах показано, что 

контаминация среды обитания микропластиком 
приводит к  изменению параметров поведенче-
ской фототропной реакции мезозоопланктона. 
Для повышения чувствительности данного спо-
соба обнаружения малых сублетальных концен-
траций микропластика разработан метод парной 
фотостимуляции поведенческой реакции мезо-
зоопланктона, заключающийся в последователь-
ном предъявлении световых стимулов нарастаю-
щей интенсивности. Определены оптимальные 
параметры и  режимы аттракторного освещения. 
Применение парной фотостимуляции существен-
но повышает чувствительность метода выявления 
загрязнений по  поведенческим реакциям автох-
тонного мезопланктона. Чувствительность фото-
тропной реакции при парной стимуляции к нали-
чию поллютантов превосходит чувствительность 
метода определения токсичности среды по гибе-
ли тест-организмов. Минимальная вариабель-
ность и  максимальный отклик при воздействии 
поллютантов характерны для показателя ΔС/С2 –  
отношения разницы концентрации рачков при 
первой и  второй интенсивности фотостимуля-
ции к  концентрации рачков при второй интен-
сивности. Выполненные исследования показали 
перспективность использования фототропной 
реакции зоопланктона для мониторинга качества 
среды его обитания с целью ранней диагностики 
загрязнений акваторий микропластиком.
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Early Detection of Contamination with Microplastics by Changing the Phototaxis  
of Freshwater Mesozooplankton to Paired Photostimulation
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Our previous studies showed that the change in the plankton response to light could be an indicator of 
environmental pollution. This study experimentally reveals that the response of Daphnia magna Straus and 
Daphnia pulex plankton ensembles to photostimulation depends on the intensity of the attracting light. This 
makes it difficult to identify the occurrence and change of pollutant concentration. The large variability in 
the magnitude of the behavioral response is caused by the nonlinear response of plankton ensembles to the 
intensity of the attractor stimulus. As the intensity of the photostimulation increases, the variability of the 
phototropic response passes through increase, decrease and relative stabilization phases. The paper proposes 
a modification of the photostimulation method — paired photostimulation involving successive exposure 
to two photostimuli of increasing intensity. The first stimulus stabilizes the behavioral response, while the 
increase in response to the second stimulus makes it possible to more accurately assess the responsiveness of 
the plankton ensemble. The study demonstrates good reliability and increased sensitivity of this method of 
detecting changes in environmental toxicity compared to single photostimulation or traditional bioindication 
through the survival rate of test organisms. 

Keywords: zooplankton, behavioral response, paired photostimulation, water pollution monitoring, 
submersible holographic camera
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