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Проведена оценка влияния различных концентраций салициловой кислоты на динамику ро-
ста Isochrysis galbana Parke, 1949 в накопительной культуре. Культивирование осуществляли
в монокультуре. Прирост биомассы водорослей находили по увеличению числа клеток, про-
считанных в каждом опыте в камере Горяева в трёх повторностях под световым микроско-
пом. Продолжительность экспериментов составляла 7 суток. Установлено, что концентрации
салициловой кислоты от 2,8 × 10−7 до 5,6 × 10−7 моль·л−1 оказывали стимулирующее воздей-
ствие на динамику роста клеток I. galbana по сравнению с контрольной группой. Максималь-
ный прирост клеток в культуре отмечен при добавлении салициловой кислоты в концентрации
2,8 × 10−7 моль·л−1, причём удельная скорость роста при данной концентрации на 7-е сутки экс-
перимента была в 1,2 раза выше, чем в контрольной группе. Проведена оценка биохимических
показателей культуры водорослей I. galbana с добавлением салициловой кислоты в концентра-
ции 2,8 × 10−7 моль·л−1 в течение 7 суток эксперимента в сравнении с показателями контроль-
ной группы. Максимальное содержание белка в экспериментальной группе зарегистрировано
на 7-е сутки опыта. Увеличение составляло 76,9 % по сравнению с начальным значением. Пока-
зано, что максимальный рост содержания липидов и углеводов в экспериментальной группе при-
ходился на 5-е сутки опыта. Прирост значений по этим показателям составлял 41,7 и 87 % соот-
ветственно. Содержание хлорофилла росло на протяжении всего времени опыта как в контроль-
ной, так и в экспериментальной группе, при этом наибольшее значение показателя отмечено
для экспериментальной группы.
Ключевые слова: микроводоросли, культивирование, Isochrysis galbana, фитогормоны,
салициловая кислота

Морские микроводоросли играют фундаментальную роль в питании рыб и моллюсков,
особенно в прибрежной зоне. Isochrysis galbana Parke, 1949 (Haptophyta) — одна из наибо-
лее широко используемых микроводорослей в аквакультуре из-за высокого содержания в ней
полиненасыщенных жирных кислот [Sánchez et al., 2013].

I. galbana в основном применяют для кормления личинок и ранней молоди двустворчатых
моллюсков. Стадии искусственного разведения большинства личинок приходятся на периоды
высоких температур, что может изменять липидный состав I. galbana и влияет на её питательную
ценность.
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Получение культур со стабильным составом питательных компонентов осложняется широкой
его вариативностью под влиянием способов и условий среды культивирования. Так, было отмече-
но, что повышение солёности с 5 до 50 г·л−1 снижает продукцию общих липидов I. galbana в 2 ра-
за [Cañavate et al., 2020]. В то же время увеличение времени светового режима при культивирова-
нии способствует росту выработки водорослью докозагексаеновой кислоты в 1,6 раза [Tzovenis
et al., 1997].

Между тем производство культуры в открытых бассейнах нестабильно и требует оптимизации
основных параметров (pH и объём культуры, газообмен, скорость потока), что в конечном счёте
влияет на продуктивность фотосинтеза [Van Bergeijk et al., 2007]. Одним из способов регуля-
ции эффективности культивирования микроводорослей и их биохимического состава является
использование фитогормонов. Эти вещества рассматривают в качестве экзогенных биорегулято-
ров, воздействующих на устойчивость микроводорослей к факторам окружающей среды, а также
на процессы биосинтеза липидов и пигментов [Романенко и др., 2016; Priyadarshani, Rath, 2012],
однако влияние фитогормонов на разные виды микроводорослей может значительно различать-
ся. Сведения о воздействии этих химических соединений различных групп на физиологические
и биохимические показатели микроводорослей остаются фрагментарными, и значения зависят
от их концентраций в различные фазы роста.

Исследования фитогормонов микроводорослей, являющихся пищевыми объектами моллюс-
ков и беспозвоночных, единичны и касаются в основном разработки методов их культивирования
с целью извлечения биологически активных метаболитов (каротиноидов, хлорофиллов). Оста-
ются малоизученными вопросы влияния экзогенных стимуляторов роста на культуры микрово-
дорослей, их биохимический состав. Между тем знание физиологических эффектов действия
фитогормонов открывает промышленную перспективу их использования в марикультурных
хозяйствах [Ковалев и др., 2021].

Целью настоящей работы было оценить влияние различных концентраций салициловой
кислоты на рост и биохимический состав I. galbana в накопительной культуре.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использовали культуру микроводорослей I. galbana из коллекции Научно-

производственного департамента марикультуры ФГБОУ ВО «Дальрыбвтуз». Водоросль вы-
ращивали в накопительном режиме на питательной среде f/2, которую готовят на основе
фильтрованной и стерилизованной морской воды с добавлением растворов ряда минераль-
ных солей (NaNO3; NaH2PO4·H2O; Na2SiO3·9H2O), микроэлементов (CuSO4·5H2O; ZnSO4·7H2O;
CoCl2·6H2O; MnCl2·4H2O; Na2MoO4·2H2O; ЭДТА-Na2; FeCl3·6H2O) и витаминов (B1; B7;
B12) [Guillard, 1975]. Культуру водорослей содержали при постоянных условиях — температу-
ре +21…+23 °C, освещённости 8–10 кЛк, фотопериоде 8 : 16 ч (свет : темнота) и периодическом
перемешивании (4–5 раз в сутки).

В опытах салициловую кислоту («НеваРеактив», Россия) применяли в качестве фитогормо-
на в четырёх концентрациях: 2,8 × 10−7; 5,6 × 10−7; 8 × 10−7 и 11,2 × 10−7 моль·л−1. I. galbana
во время экспериментов содержали в стеклянных термостойких конических колбах объёмом 1 л.
В стерильные колбы заливали 400 мл чистой фильтрованной и стерилизованной морской воды,
2 мл питательной среды и 100 мл культуры водорослей. В четыре из них в начале эксперимента
был добавлен фитогормон, пятая колба была контрольной, то есть культура росла без добавления
стимулятора.

Культивирование осуществляли в монокультуре. Прирост биомассы водорослей определя-
ли по увеличению числа клеток, просчитанных в каждом опыте в камере Горяева в трёх
повторностях под световым микроскопом. Продолжительность эксперимента составляла 7 дней.
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Для определения содержания общих углеводов пробу взвеси водорослей подвергали кислот-
ному гидролизу. При нём образовавшиеся моносахаридные единицы переходят в фурфурольные
производные, формирующие при добавлении в раствор L-триптофана окрашенные комплексы,
которые поглощают свет при длине волны 540 нм [Laurens et al., 2012].

Пробоподготовку для определения белка проводили согласно Герберту с соавторами [Herbert
et al., 1971]. Содержание белка определяли методом Лоури [Lowry et al., 1951].

Определение общего содержания липидов проводили методом, в основе которого лежит цвет-
ная реакция ванилина в кислой среде с липидами с образованием интенсивного окрашивания.
Хромогенными группами выступают гидроксильные и карбонильные [Johnson et al., 1977].

Сумму хлорофиллов выделяли методом экстракции ацетоном из предварительно заморожен-
ной биомассы водорослей [Carneiro et al., 2019]. Количественное содержание хлорофиллов опре-
деляли спектрофотометрически при длинах волн 630, 647, 664 и 750 нм. В качестве контроля
использовали 90%-ный ацетон [Aminot, Ray, 2000].

Расчёт удельной скорости роста проводили по [Тренкешу, Лелеков, 2017].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проанализировано влияние различных концентраций салициловой кислоты на динамику

роста I. galbana в накопительной культуре.
Показано, что салициловая кислота в концентрациях от 2,8 × 10−7 до 5,6 × 10−7 моль·л−1 стиму-

лировала рост культуры. Наибольший эффект салициловая кислота оказывала при концентрации
2,8 × 10−7 моль·л−1: рост культуры составлял 935,4%. Рост контрольной культуры за этот же пери-
од — 744,7 % (рис. 1). Следует отметить, что различия плотности культуры I. galbana контроль-
ной группы и экспериментальной, выращиваемой при 2,8 × 10−7 моль·л−1 салициловой кислоты,
составили 190,7 %, или 1,84 млн кл.·мл−1.

Рис. 1. Динамика роста культуры Isochrysis galbana с использованием салициловой кислоты
(× 10−7 моль·л−1) (К — контроль)
Fig. 1. Growth dynamics of Isochrysis galbana culture using salicylic acid (× 10⁻⁷ mol·L⁻¹) (К denotes
control)

Положительные значения удельной скорости роста являются косвенным подтверждением
скорости синтеза основных биохимических компонентов микроводорослей. На начальных эта-
пах роста культур клеток исследователи отмечают изменение биохимического состава мик-
роводорослей, тогда как в экспоненциальной фазе биохимический состав микроводорослей
не меняется [Тренкешу, Лелеков, 2017].
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Расчёт значений удельной скорости роста (µ) микроводоросли показал его линейность в пер-
вые 2 суток культивирования. Удельная скорость роста культуры в течение 5 суток культивиро-
вания с использованием салициловой кислоты в концентрации 2,8 × 10−7 моль·л−1 не отличалась
от таковой для контрольной группы (рис. 2).

В экспериментальной группе I. galbana, культивируемой с использованием салициловой кис-
лоты в концентрации 2,8 × 10−7 моль·л−1, на 7-е сутки опыта удельная скорость роста была выше
в 1,2 раза, чем в контрольной группе (рис. 2).

Рис. 2. Удельная скорость роста культуры Isochrysis galbana с использованием салициловой кислоты
(2,8 × 10−7 моль·л−1) (К — контроль)
Fig. 2. Specific growth rate of Isochrysis galbana culture using salicylic acid (2.8 × 10⁻⁷ mol·L⁻¹) (К denotes
control)

В первые 5 суток культивирования в контрольной группе отмечено увеличение белка в куль-
туре на 23 %. В экспериментальной группе с использованием салициловой кислоты содержание
белка выросло на 69 %. Дальнейшее культивирование микроводоросли (до 7 суток) приводило
к снижению концентрации белка в контрольной группе и к росту на 4,5 % в экспериментальной
группе (табл. 1).

Динамика изменения концентрации углеводов в культуре за 5 дней культивирования схо-
жа с динамикой изменения содержания белка. В контрольной группе отмечен рост показате-
ля на 21,5 %, в опытной — на 87,9 %. Дальнейшее культивирование приводило к снижению
концентрации углеводов в контрольной группе на 11,5 %, в опытной — на 22,9 % (табл. 1).

Проведённое исследование показало, что в процессе культивирования контрольной группы
I. galbana содержание липидов снижалось, причём максимальное уменьшение было отмечено
на 5-й день и составило 18,8 % по сравнению с содержанием липидов в стартовой культуре.
Между тем в культуре I. galbana, выращенной с использованием салициловой кислоты, рост кон-
центрации липидов за 5 дней составил 41,7 %; дальнейшее культивирование сопровождалось
снижением показателя на 10,3 % (табл. 1).

Отмечена положительная динамика роста содержания хлорофилла в обеих группах в те-
чение всего времени культивирования. Рост концентрации хлорофилла в контрольной группе
на 5-е сутки составил 308,3 %, а на 7-е — 441,7 %. Значения для экспериментальной группы —
391,7 и 533,3 % соответственно (табл. 1).
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Таблица 1. Влияние салициловой кислоты (2,8 × 10−7 моль·л−1) на биохимические показатели
Isochrysis galbana

Table 1. Effect of salicylic acid (2.8 × 10⁻⁷ mol·L⁻¹) on Isochrysis galbana biochemical parameters

Показатель Белок,
мкг·мл−1

Углеводы,
мкг·мл−1

Липиды,
мкг·мл−1

Хлорофилл,
мкг·мл−1

Плотность
культуры,
млн кл.·мл−1

0 суток
К 3,9 10,7 4,8 0,12 0,78С

5 суток
К 4,8 13,0 3,9 0,49 1,64
С 6,6 20,1 6,8 0,59 2,02

7 суток
К 4,3 11,5 4,2 0,65 1,89
С 6,9 15,5 6,1 0,76 3,73

Примечание: К— контроль; С — салициловая кислота.
Note: К denotes control; С denotes salicylic acid.

ОБСУЖДЕНИЕ
Морские микроводоросли I. galbana нашли широкое применение в качестве живого корма

для объектов аквакультуры. Биохимический состав микроводорослей может изменяться в зави-
симости от условий их культивирования (фазы роста культуры, режима культивирования, темпе-
ратуры, освещённости, состава питательной среды и т. д.). Знание биохимического состава мик-
роводорослей как живого корма имеет большое значение: темп роста и выживаемость личинок
двустворчатых моллюсков зависят от качества корма, а оно определяется составом водорослей—
содержанием белка, углеводов и липидов [Shields, Lupatsch, 2012].

Рассматриваемый вид по своим размерным и биохимическим параметрам оптимален в соста-
ве рациона питания двустворчатых моллюсков. Однако культивирование I. galbana в фотобиоре-
акторных системах зависит от многих факторов и является затратным и нестабильным по коли-
честву и качеству производимой биомассы [Табельская, Калинина, 2021; Alkhamis, Qin, 2013].

Одним из вариантов снижения производственных затрат в аквакультуре морских микроводо-
рослей является использование сред с добавлением стимуляторов роста. Применение таких ре-
гуляторов — новая стратегия промышленного выращивания микроводорослей для улучшения
показателей роста и синтеза биопродуктов.

Проведённое исследование показало, что салициловая кислота стимулировала количествен-
ный рост культуры I. galbana на 378 %. В то же время ранее было отмечено, что салициловая
кислота в концентрации 3,75 × 10−5 моль·л−1 стимулировала количественный рост культуры
Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher, 1959 (Chlorophyta) на 415 %. Очевидно, что физиологические
эффекты салициловой кислоты на микроводоросли имеют видоспецифичный характер.

В процессе эксперимента выявлен максимальный рост концентрации углеводов и липидов
на 5-е сутки культивирования с применением салициловой кислоты. Между тем в ходе ранее
проведённых исследований было установлено, что использование для I. galbana среды с вне-
сением сельскохозяйственных удобрений и среды f/2 для культивирования приводило к сни-
жению этих показателей в течение первых 5 дней, но к накоплению максимального количе-
ства белка [Valenzuela-Espinoza et al., 2002]. Наши работы продемонстрировали, что дальней-
шее культивирование (до 7 дней) не влияет на содержание белка в культуре. Следует отме-
тить, что ростостимулирующая концентрация салициловой кислоты снижала содержание белка
и липидов в T. suecica при длительности культивирования 14 дней.
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Липиды являются главным источником энергии в период развития личинок двустворчатых
моллюсков. Для завершения метаморфозаMagallana gigas (Thunberg, 1793) содержание липидов
в корме должно достигать определённого уровня. При кормлении спата устриц микроводорос-
лями с высоким содержанием липидов зарегистрированы более высокие скорость роста и выжи-
ваемость личинок. Следует отметить, что в миксотрофных условиях культивирования I. galbana
рост и количественное содержание липидов исследователи стимулировали внесением в среду
глицерина в качестве дополнительного источника углерода [Danesh et al., 2019].

Содержание хлорофилла возрастало в течение всего времени культивирования I. galbana
как в экспериментальной группе, так и в контрольной. Однако более значительный рост концен-
трации хлорофилла при культивировании I. galbana с внесением в среду салициловой кислоты
свидетельствует об интенсифицирующем воздействии данного стимулятора, что, как следствие,
оказывает влияние на биохимический состав биомассы микроводоросли.

Производные салициловой кислоты также являются стимуляторами биохимических про-
цессов у микроводоросли. Так, Мадани с соавторами [Madani et al., 2020] показано,
что 2,4-дихлоруксусная кислота в концентрации 2 мг·л−1 значительно увеличивает содержание
белка и полиненасыщенных жирных кислот в I. galbana.

Данные этих же авторов [Madani et al., 2021] свидетельствуют об эффективности улучшения
роста I. galbana при использовании гиббереллиновой кислоты в концентрации 4 мг·л−1. При этом
было отмечено, что увеличение концентрации фитогормона с 2 до 6 мг·л−1 приводило к увели-
чению содержания липидов, но к снижению содержания углеводов в пересчёте на сухую массу
водоросли. Концентрация хлорофилла не изменялась.

Проведённое исследование показало, что максимальное содержание белков, липидов и уг-
леводов отмечено при культивировании I. galbana с присутствием в среде 2,8 × 10−7 моль·л−1
салициловой кислоты на 5-е сутки. Полученные результаты могут иметь практическое значе-
ние при их промышленном применении — для оптимизации культивирования микроводоросли
для целей марикультуры.

Выводы:
1. Оценено влияние различных концентраций салициловой кислоты на ростовые и биохими-

ческие показатели миксотрофной культуры Isochrysis galbana. Салициловая кислота в кон-
центрации от 2,8 × 10−7 до 5,6 × 10−7 моль·л−1 стимулировала количественный рост клеток
микроводоросли, а в концентрациях больше 8,0 × 10−7 моль·л−1 — угнетала.

2. Эффективная концентрация салициловой кислоты (2,8 × 10−7 моль·л−1) стимулировала на-
копление белка в культуре на 23 %, углеводов на 87,9 % и липидов на 41,7 % на 5-й день
культивирования.

3. Культивирование I. galbana более 5 дней сопровождалось снижением показателей биохими-
ческого состава. Это необходимо учитывать при использовании микроводоросли в качестве
корма при культивировании беспозвоночных.
Работа выполнена в рамках государственного задания № 121031300015-5.
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GROWTH OF ISOCHRYSIS GALBANA PARKE, 1949 (HAPTOPHYTA)
UNDER MIXOTROPHIC CONDITIONS

USING SALICYLIC ACID

N. N. Kovalev, S. E. Leskova, and E. V. Mikheev

Far Eastern State Technical Fisheries University, Vladivostok, Russian Federation
E-mail: kovalevnn61@yandex.ru

The effect of salicylic acid at different concentrations on growth dynamics of Isochrysis galbana
Parke, 1949 in the batch culture was estimated. The cultivation was carried out in monoculture. The rise
in algal biomass was evaluated by an increase in cell abundance (cells were counted in each experiment
in the Goryaev chamber in triplicate under a light microscope). The experiments lasted for 7 days.
As found, salicylic acid at concentrations from 2.8 × 10⁻⁷ to 5.6 × 10⁻⁷ mol·L⁻¹ had a stimulating effect
on the growth dynamics of I. galbana cells, compared with the control group. Themaximum cell growth
in culture was recorded with the addition of 2.8 × 10⁻⁷ mol·L⁻¹ of salicylic acid, and the specific growth
rate at a given concentration on the 7ᵗʰ day of the experiment was 1.2 times higher than in the control
group. Biochemical parameters of I. galbana culture with salicylic acid added (2.8 × 10⁻⁷ mol·L⁻¹)
during 7 days of the experiment were estimated in comparison with parameters of the control group.
In the experimental group, the maximum protein content was noted on the 7ᵗʰ day of the experiment.
A rise was 76.9% compared to the initial value. As shown, themaximum increase in the content of lipids
and carbohydrates in the experimental group occurred on the 5ᵗʰ day. A rise in the values of these indi-
cators was 41.7 and 87%, respectively. Chlorophyll content increased throughout the entire experiment
both in the control and experimental groups, and the highest value was registered for the experimental
group.
Keywords: microalgae, cultivation, Isochrysis galbana, phytohormones, salicylic acid
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