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Изучен температурный диапазон роста штамма Rhodococcus sp. SMB37, выделенного из почвы района раз-
работок Верхнекамского месторождения калийно-магниевых солей. Показано, что исследованный штамм 
рос при температуре от 0 до 35° C, оптимальной для роста являлась температура 25° C. Изучено накопление 
клетками штамма осмолитов при низкой температуре (5° C) как без засоления, так и в присутствии хлорида 
натрия в концентрации 5 %. Методом высокоэффективной жидкостной хроматографии показано, что в 
условиях низкой температуры данный штамм аккумулировал эктоин в количестве 0,19 мкмоль/мг сухого ве-
са (мкмоль/ мг СБ), при этом содержание гидроксиэктоина было низким и составляло 0,003 мкмоль/мг СБ. 
Совместное воздействие низкой температуры и повышенной солености (5 % NaCl) приводило к значитель-
ному увеличению внутриклеточной концентрации гидроксиэктоина до 0,1 мкмоль/мг СБ. Кроме того, воз-
растало содержание эктоина до 0,32 мкмоль/мг СБ. На матрице ДНК исследованного штамма амплифициро-
ван фрагмент ect-оперона, включающий ген, кодирующий диаминобутиратаминотрансферазу. Наиболее вы-
сокий уровень сходства, равный 99 %, аминокислотная последовательность диаминобутиратаминотрансфе-
разы обнаруживала у представителя вида Rhodococcus artemisiae.  
Ключевые слова: соленость, низкая температура, эктоин, гидроксиэктоин, Rhodococcus. 
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Введение 

 
Разработка Верхнекамского месторожде-

ния солей (ВКМС) сопровождается транс-
формацией природного ландшафта и изме-
нением физико-химических характеристик 
почв (Горбунова и др., 1990; Бабошко, Бачу-
рин, 2009). Одним из основных селективных 
факторов, оказывающих давление на автох-
тонную микрофлору, в этой экосистеме яв-
ляется засоление. Помимо этого, регион ха-
рактеризуется коротким вегетационным пе-
риодом, начало которого часто сопровожда-
ется возвратом заморозков. Поэтому здесь 
способны выживать бактерии, обладающие 
эффективными механизмами защиты от од-
новременного действия высокого осмотиче-
ского давления и холода. Действие на клетки 
бактерий гиперосмотического и гипотерми-
ческого стрессов в некоторых аспектах име-

ет одинаковый эффект: приводит к дегидра-
тации, инициируя развитее окислительного 
стресса (Chattopadhyay et al., 2011; Uysal et 
al., 2022). Поэтому в адаптации к этим эко-
логическим факторам задействован одинако-
вый механизм совместимых веществ (осмо-
протекторов) – накопление низкомолекуляр-
ных соединений, не нарушающих метабо-
лизм клетки (Chattopadhyay et al., 2011; Uysal 
et al., 2022). 

Из техногенных экосистем (шламохрани-
лища), а также прилегающих к ним засолен-
ных почв района солеразработок ВКМС 
(г. Березники, Пермский край) выделены га-
лотолерантные грамположительные бакте-
рии рода Rhodococcus (Anan’ina et al., 2011; 
Ананьина и др., 2025). Бактерии рода 
Rhodococcus обладают устойчивостью к воз-
действию неблагоприятных факторов среды. 
Они обнаружены в различных засоленных 
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экосистемах, таких как моря, почвы мангро-
вых лесов, нефтяные рассолы и нефтезагряз-
ненная почва (Bell et al., 1998; Claverías et al., 
2015). Несмотря на высокий интерес к пред-
ставителям рода Rhodococcus, сведения о 
механизмах адаптации к неблагоприятным 
факторам среды ограничены отдельными 
статьями и касались изучения роли амино-
кислот и трегалозы (Комарова и др., 1998; 
Комарова и др., 2002; Cappelletti et al., 2016). 

Целью исследования являлось изучение 
роли эктоина и его гидроксипроизводного в 
ответ на совместное воздействие низкой 
температуры и повышенной солености среды 
на примере галотолерантного штамма 
Rhodococcus sp. SMB37, способного к де-
струкции полиароматических углеводородов 
(Anan’ina et al., 2011). 

 
Материалы и методы исследования 
 

Объект исследования. В работе исполь-
зовали штамм Rhodococcus sp. SMB37 из 
разлагающего нафталин консорциума бакте-
рий SMB3, выделенного из техногенной за-
соленной почвы района солеразработок 
ВКМС (Пермский край, Россия) (Anan'ina 
et al., 2022). Штамм идентифицирован на ос-
нове анализа почти полной нуклеотидной 
последовательности гена 16S рРНК (Anan'ina 
et al., 2022). Бактериальная культура хранит-
ся в рабочей коллекции Лаборатории микро-
биологии техногенных экосистем «ИЭГМ 
УрО РАН», а также во Всероссийской кол-
лекции микроорганизмов под номером 
Rhodococcus sp. SMB37 (=Ac-2603). 

Среды культивирования. В исследовании 
использовали минеральную среду Раймонда 
(МСР) (Плотникова и др., 2011), где источ-
ником углерода и энергии служила глюкоза. 
При необходимости в среду добавляли хло-
рид натрия в конечной концентрации 2 или 
5 %. Для получения плотной среды вносили 
агар в количестве 18 г/л. 

Условия культивирования. Изучение ро-
ста при разных температурах (0, 5, 25, 35, 
40° C) проводили, культивируя штамм бакте-
рии на плотной МСР, содержащей 2 % хло-
рида натрия и глюкозу в конечной концен-
трации 1 г/л. Инокулятом служила культура, 
выращенная до стационарной фазы в жидкой 
МСР с тем же количеством хлорида натрия и 

ростового субстрата. Инкубирование осу-
ществляли на шейкере УВМТ-12-250 
(«ЭЛИОН», Россия) при 100 об./мин. Био-
массу на плотную питательную среду нано-
сили штрихом микробиологической петлей. 
Культивирование осуществляли в термоста-
тируемых шкафах ТС-1/80 СПУ (Россия) или 
холодильной камере.  

Подготовка биомассы для экстракции 
органических соединений. Бактерию выра-
щивали на плотной МСР как без хлорида 
натрия, так и в его присутствии в концентра-
ции 5 %. Глюкозу вносили в среду до конеч-
ной концентрации 1 г/л. Инкубирование 
осуществляли при 5º C. После завершения 
инкубирования с поверхности плотной сре-
ды биомассу собирали микробиологической 
петлей и переносили в 1 мл 80 %-ного рас-
твора этанола. Далее из клеток проводили 
экстракцию органических соединений со-
гласно методике, описанной (Bernard et al., 
1993). Высушенные экстракты хранили при 
5º С до проведения анализа. Осадок клеток, 
полученный после экстракции, сушили и 
определяли массу.  

Анализ состава вторичных метаболи-
тов клеток. Соединения разделяли высоко-
эффективной жидкостной хроматографией 
(ВЭЖХ) на приборе Shimadzu prominence 
LC-20AD (Shimadzu corporation, Япония), 
снабженном UV/VIS-детектором CPD-20A 
(Shimadzu corporation, Япония), на колонке 
Сепарон SGX 100 NH2, 4,6×150 мм, 5 мкм 
(Dr. Maisch GmbH, Германия) согласно ме-
тодике, описанной (García-Estepa et al., 
2006). Идентификацию соединений прово-
дили сравнением времени удерживания с 
коммерческими препаратами эктоина и гид-
роксиэктоина (Fluka, Германия). Количество 
совместимых веществ рассчитывали на мг 
сухого веса биомассы (мг СБ).  

Амплификация ect-генов. Амплификацию 
ect-генов на матрице ДНК исследуемого 
штамма проводили на приборе С1000 Touch 
(Bio-Rad, США), используя пару праймеров 
G2F/G2R при условиях, описанных (Ананьи-
на и др., 2018). Секвенирование генов прово-
дили с помощью праймера G2R, коммерче-
ского набора реактивов GenSeq («Синтол», 
Россия) на приборе «Нанофор 05» («Синтол», 
Россия), следуя инструкциям фирмы-
производителя. 
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Биоинформационный анализ. Сравни-
тельный анализ полученной нуклеотидной 
последовательности с типовыми штаммами 
видов рода Rhodococcus осуществляли с по-
мощью программы Blastn 
(http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi). Вы-
равнивание нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей велось с помощью про-
граммы Mega 2.0. 

 
Результаты и их обсуждение 
 

Изучен температурный диапазон роста 
штамма Rhodococcus sp. SMB37 при 
культивировании на плотной минеральной 
среде, в которой глюкоза служила един-
ственным источником углерода и энергии. 
Галотолерантный штамм Rhodococcus sp. 
SMB37 рос в температурном диапазоне 0–
35º C, оптимальной для роста являлась тем-
пература 25º C (табл. 1). В связи с тем, что 
штамм проявил свойство сохранять физио-
логическую активность при 0º C, его можно 
отнести к группе психротолерантных бакте-
рий. Интересным наблюдением было то, что 
для штамма не характерны высокие показа-
тели роста при 5º C, но тем не менее он рос 
при 0º C. 

Поскольку галотолерантная бактериаль-
ная культура Rhodococcus sp. SMB37 была 

способна к росту при 0º C, было изучено 
накопление ее клетками осмолитов при низ-
кой температуре. Показано, что в условиях 
низкой температуры (5º C) данный штамм 
аккумулировал в клетках эктоин в количе-
стве 0,19 мкмоль/мг СБ, при этом содержа-
ние гидроксиэктоина было низким и состав-
ляло 0,003 мкмоль/мг СБ, отмечена высокая 
вариабельность его количества в биологиче-
ских повторах (табл. 1). Таким образом, про-
демонстрирована роль эктоина в адаптации 
родококков к низкой температуре. Ранее для 
бактерий рода Rhodococcus в условиях холо-
да было показано увеличение внутриклеточ-
ного количества трегалозы (Комарова 
и др., 1998). 

Совместное воздействие низкой темпера-
туры (5º C) и повышенной солености (5 % 
NaCl) приводило к значительному увеличе-
нию внутриклеточной концентрации гидрок-
сиэктоина до 0,1 мкмоль/мг СБ. Кроме того, 
возрастало содержание эктоина до 
0,32 мкмоль/мг СБ. Ранее накопление клет-
ками бактерий рода Rhodococcus эктоина и 
гидроксиэктоина было отмечено в условиях 
дегидратации, т.е. в условиях засухи (Alvarez 
et al., 2004). Однако в этих условиях количе-
ство гидроксиэктоина значительно превос-
ходило содержание эктоина.  

 
Таблица 1. Характеристика штамма Rhodococcus sp. SMB37 
 

Признак Результат
Филогенетически близкородственный ти-

повой штамм вида по гену 16S рРНК* 
Rhodococcus artemisiae YIM65754T 

Рост при разных температурах 

Температура, °C/Длительность культивирования, сут. 

0/28 5/21 25/7 35/7 40/7 

± + +++ ++ ─

Накопление эктоина и гидроксиэктоина 
(мкмоль/мг СБ) при 5° C 

Без NaCl 5 % NaCl 

Эктоин 
Гидрокси-

эктоин 
Эктоин Гидроксиэктоин 

0,19 
±0,06

0,003±0,003 
0,32 

±0,09
0,1± 0,03 

Амплификация фрагмента ect-оперона 
Прай-
меры 

Длина 
ожидаемого 

фрагмента ДНК

Длина амплифицированного 
фрагмента ДНК 

G2F/G2R Около 800 п.о. Около 800 п.о. 
Примечание: «–» – отсутствие роста; «±» – едва видимые колонии диаметром менее 1 мм в основании штриха; «+» – множество мелких 
колоний диаметром менее 1 мм в основании штриха; «++» – видимые колонии по штриху; «+++» – пигментированные колонии по штриху; 
«п.о.» – пар оснований; * – согласно Anan’ina et al., 2022. 
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Проведена амплификация фрагмента ect-
оперона, кодирующего ферменты синтеза 
эктоина, на матрице ДНК-штамма Rhodococ-
cus sp. SMB37. Получен фрагмент ожидае-
мой длины (табл. 1). Определена нуклеотид-
ная последовательность полученного участка 
ДНК. Сравнение нуклеотидной последова-
тельности фрагмента ect-оперона штамма 
Rhodococcus sp. SMB37 с таковыми из пуб-
личного банка данных выявило наиболее вы-
сокий уровень сходства с нуклеотидными 
последовательностями гена, кодирующего 
диаминобутиратаминотрансферазу бактерий 
рода Rhodococcus. Этот фермент катализиру-
ет первую реакцию биосинтеза эктоина: пе-
ренос аминогруппы с глутамата на L-
аспартат-β-полуальдегид с образованием 

L-2,4-диаминобутирата. 
Проведен сравнительный анализ 

филогенетических деревьев, построенных на 
основе гена 16S рРНК и фермента 
диаминобутиратаминотрансферазы (рис. 1, 
2). На филогенетическом 16S рДНК-дереве 
штамм SMB37 входил в кластер 
«Rhodococcus rhodochrous» (рис. 1). Штамм 
SMB37 с представителем вида R. artemisiae 
образовывал группу с высоким значением 
достоверности ветвления (99 %), формируя 
отдельную ветвь. Уровень сходства штаммов 
в группе Rhodococcus rhodochrous находился 
в пределе 95,2–99,3 % (табл. 2). Наиболее 
высокий уровень сходства штамм проявил к 
типовому штамму вида R. artemisiae 
YIM65754T.  

 

 
Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе нуклеотидных последовательностей гена 
16S рРНК с использованием алгоритма ближайшего соседа 
 
 

 
 

Рис. 2. Дендрограмма, построенная на основе аминокислотных последовательностей фермента ди-
аминобутиратаминотрансферазы с использованием метода невзвешенной попарной группировки с 
усреднением 
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Таблица 2. Уровни сходства нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК и аминокислотных 
последовательностей фермента диаминобутиратаминотрансферазы 
 

Вид  Штамм 

C
U

B
 6

87
 

A
T

C
C

 
13

80
8 

W
49

37
 

P
D

B
9 

Y
IM

 
65

75
4 

S
M

B
37

 

T
G

9 

D
W

15
1

B
 

A
C

T
12

 

N
C

T
C

 
11

39
7 

Rhodococcus 
coprophilus  

NCTC10994  97,4 95,6 96,9 95,2 95,4 96,3 95,2 н.д. 91,4 

Rhodococcus 
rhodochrous  

NCTC10210 93,1  96,7 97,6 96,2 96,5 98,2 97,1 н.д. 91,4 

Rhodococcus 
gordoniae  

NCTC13296 92,6 96,7  98,0 96,9 96,9 98,5 97,4 н.д. 89,9 

Rhodococcus 
pyridinivorans  

AK37 93,1 99,3 97,4  96,9 96,9 99,1 98,0 н.д. 90,3 

Rhodococcus 
artemisiae  

н.д. 89,5 88,5 89,0 88,5  99,3  96,9 96,5 н.д. 91,0 

Rhodococcus sp.  SMB37 89,5 89,3 89,3 89,6 99,0 96,9 96,5 н.д. 91,4 
Rhodococcus 
biphenylivorans  

TG9 н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д.  98,9 н.д. 89,8 

Rhodococcus 
lactis  

DW151B н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д.  н.д. 89,8 

Streptomyces 
pactum  

ACT12 67,5 69,5 69,5 69,5 67,3 67,8 н.д. н.д.  н.д. 

Corynebacterium 
diphtheriae  

NCTC 
11397 

н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д. н.д.  

Примечание: н.д. – нет данных. Курсивом выделен уровень сходства аминокислотных последовательностей диаминобути-
ратаминотрансферазы. Полужирным шрифтом выделен уровень сходства 16S рДНК. 
 

В публичных базах данных проведен по-
иск аминокислотных последовательностей 
диаминобутиратаминотрансферазы типовых 
штаммов видов из кластера Rhodococcus 
rhodochrous. Для видов Rhodococcus lactis и 
Rhodococcus biphenylivorans они не были об-
наружены в базах данных. На филогенетиче-
ском дереве, построенном на основе амино-
кислотной последовательности белка, штамм 
SMB37 группировался c представителем ви-
да R. artemisiae с высоким уровнем досто-
верности (100 %), формируя отдельную ли-
нию на дереве (рис. 2). Уровень сходства 
между видами кластера варьировал от 88,5 
до 99,0 % (табл. 2). Наиболее высокое значе-
ние, составляющее 99,0 %, штамм SMB37 
имел с видом R. artemisiae. Полученные дан-
ные подтверждают филогенетическое род-
ство исследованного штамма и представите-
лей вида R. artemisiae. 

 
Заключение 

 
Проведенные исследования показали, что 

штамм-деструктор полиароматических угле-
водородов Rhodococcus sp. SMB37 обладает 

эффективными механизмами защиты от од-
новременного действия высокой солености 
среды и холода. Полученные данные можно 
учитывать при разработке технологий реме-
диации территорий с применением биопре-
паратов на основе бактерий рода 
Rhodococcus с целью увеличения их выжива-
емости и сохранения биодеградационного 
потенциала. 

 
Исследование осмолитов в клетках бак-

терии выполнено при финансовой поддерж-
ке РНФ и Министерства образования и 
науки Пермского края в рамках научного 
проекта № 24-26-20070; молекулярно-
биологическая часть выполнена в рамках 
государственного задания АААА-А19-
119112290008-4. При выполнении работы 
использовали оборудование ЦКП «Исследо-
вания материалов и вещества» ПФИЦ УрО 
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The temperature range of the Rhodococcus sp. SMB37 strain was studied. It was shown that the strain grew from 0 
to 35 oC, showing an optimum at 25 oC. The accumulation of osmolytes by the strain cells was studied at low tem-
perature (5 oC) both without salinity and in the presence of salt at a concentration of 5 %. Using high-performance 
liquid chromatography, it was shown that under low temperature this strain accumulated ectoine in an amount of 
0.19 μmol/mg DW, the content of hydroxyectoine was quite low and was 0.003 μmol/mg DW. The combined effect 
of low temperature and high salinity (5 % NaCl) led to a significant increase in the intracellular concentration of hy-
droxyectoine to 0.1 μmol/mg DW. In addition, the ectoine content increased to 0.32 μmol/mg DW. A fragment of 
the ect-operon, which includes the gene encoding diaminobutyrate aminotransferase, was amplified on the DNA 
template of the studied strain. The sequence of amino acid in the diaminobutyrate aminotransferase had the highest 
level of similarity, 99 %, to that of the species Rhodococcus artemisiae. 
Key words: salinity; low temperature; ectoine; hydroxyectoine; Rhodococcus. 
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