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Из образца многолетнемерзлых отложений о. Западный Шпицберген выделен новый штамм метан-
образующих архей, названный нами VTT. Клетки штамма представлены изогнутыми неподвижны-
ми палочками размером 2.7‒5.3 × 0.3 мкм. Оптимальными условиями для роста были температура
20°C, pH 6.6, содержание NaCl 0.03‒0.05 M. Единственным используемым субстратом являлась га-
зовая смесь H2/CO2. В присутствии H2/CO2 рост стимулировался добавлением дрожжевого экстрак-
та и жидкости рубца. По результатам филогенетического анализа последовательностей гена 16S
рРНК штамм VTT отнесен к роду Methanobacterium с ближайшим родственником M. lacus 17A1T

(сходство 97.02%). Сравнение секвенированного и собранного генома штамма VTT с геномами дру-
гих видов рода подтвердило эти данные, а также показало их отличия на видовом уровне. По резуль-
татам проведенных исследований мы полагаем, что выделенный нами метаноген является предста-
вителем нового вида метанообразующих архей, для которого предложено название Methanobacteri-
um spitsbergensе sp. nov. с типовым штаммом VTT (=VKM B-3566T = JCM 39284T).
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Метанобразующие археи ‒ это таксономиче-
ски разнородные хемолитоавтотрофные облигатно
анаэробные микроорганизмы, получающие энер-
гию в процессе метаногенеза. Эта небольшая по-
лифилетическая группа ответственна за продук-
цию большей части биогенного метана на планете.
Культивируемые и некультивируемые представи-
тели этой группы прокариот распространены почти
во всех известных биотопах и могут составлять до
половины организмов сообществ экстремальных
местообитаний (Кадников и соавт., 2017; Vishivets-
kaya et al., 2018). Они играют ключевую роль в
анаэробном разложении биомассы и глобальном
углеродном цикле Земли, в том числе, в постоян-
но холодных местах обитания (Каллистова и со-
авт., 2017).

Многолетнемерзлые отложения (ММО) со-
держат в себе, по разным оценкам, от 25 до 50%
мирового пула углерода, при их таянии активизи-
руются процессы образования метана, увеличи-
вается его эмиссия в атмосферу, что вносит до-

полнительный вклад в глобальное потепление
(Hugelius et al., 2014; Schuur et al., 2015).

Биология микроорганизмов ‒ обитателей веч-
ной мерзлоты ‒ остается относительно неиссле-
дованной, однако недавние находки показывают,
что метаногенные сообщества в этой экстремаль-
ной среде включают в себя представителей наибо-
лее распространенных родов метаногенных архей с
общей биомассой, сопоставимой с почвенными
экосистемами умеренного климата (Wagner, Lieb-
ner, 2010). В ММО были обнаружены гены пред-
ставителей порядков Methanobacteriales, Methano-
pyrales, Methanomicrobiales, Methanococcales и Meth-
anosarcinales (Garcia et al., 2000; Hultman et al.,
2015; Shcherbakova et al., 2016; Rivkina et al., 2016).

ДНК, выделяемая из мерзлых почв и ММО, по
большей части, принадлежит некультивируемым
представителям микробных сообществ, и количе-
ство выделенных чистых культур остается достаточ-
но скромным. Из ММО выделены всего три новых
вида: Methanobacterium arcticum M2T (Shcherbakova
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et al., 2011), Methanobacterium veterum MK4T (Kriv-
ushin et al., 2010) и Methanosarcina soligelidi SMA-21T

(Wagner et al., 2013), а также новые штаммы уже
известных видов Methanosarcina mazei JL01 (Os-
hurkova et al., 2020), Methanosarcina mazei MT (Si-
mankova et al., 2003). Таким образом, микроорга-
низмы вечной мерзлоты остаются крайне мало
изученными, и потенциал поиска в ней новых ви-
дов и штаммов метанобразующих архей далеко не
исчерпан.

Архипелаг Шпицберген представляет собой
уникальный объект с ММО, расположенный на
границе Арктики и Атлантического океана. Око-
ло 60% суши покрыто ледниками, но остальная
территория содержит самую большую площадь
ММО в Европе за пределами России. В отличие
от других регионов с обширными площадями
ММО, таких как Сибирь и Северная Аляска, веч-
ная мерзлота на Шпицбергене, предположитель-
но, имеет молодой возраст (голоцен), особенно в
низкогорных районах вокруг центрального ост-
рова Шпицберген (Humlum et al., 2003).

Несмотря на постоянные отрицательные тем-
пературы (от ‒2.6 до ‒1.7°C), в ММО Шпицбер-
гена обнаружена микробная активность и опреде-
лена скорость сульфатредукции (Knoblauch et al.,
1999), сравнимая с таковой в отложениях умерен-
ных широт. Однако изучение биогеохимических
процессов, в основном, ограничивалось экоси-
стемами фьордов, торфяников и почв (Buongior-
no et al., 2019; Jørgensen et al., 2021). Исследованию
микробных сообществ ММО архипелага Шпиц-
берген посвящено лишь несколько работ (Hansen
et al., 2007; Singh et al., 2017; Xue et al., 2020).

Ранее нами в процессе микробиологического
исследования проб мерзлых отложений о. Запад-
ный Шпицберген, отобранных вблизи пос. Ба-
ренцбург, была определена численность культи-
вируемых аэробных и анаэробных микроорганиз-
мов, выделены 60 штаммов психрофильных и
психротолерантных бактерий. Впервые в исследо-
ванных образцах ММО было обнаружено присут-
ствие метаногенных архей и бактерий, образующих
ацетат из Н2 и СО2 (Трубицын и соавт., 2019).

Целью данной работы было исследование
морфологических, физиологических, филогене-
тических и геномных характеристик нового водо-
род-использующего штамма VTT, выделенного из
образца многолетнемерзлых пород о. Западный
Шпицберген и описание нового вида метанобра-
зующих архей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб и хранение образцов. Образцы мно-

голетнемерзлых отложений были отобраны в 2016 г.
вблизи пос. Баренцбург на побережье Гринфьорда
сотрудниками лаборатории криологии почв Инсти-

тута физико-химических и биологических проблем
почвоведения ПНЦБИ РАН. Геологическое опи-
сание района исследования проведено сотрудни-
ком ИФХиБПП РАН Н.Э. Демидовым (Демидов
и соавт., 2016). Предварительный газовый анализ
показал, что в некоторых образцах присутствова-
ли следовые количества метана, что указывало на
возможное наличие метанобразующих архей.

Получение чистой культуры. Накопительная
культура с метаногенной активностью была полу-
чена при 20°C из образца, отобранного из сква-
жины 3 (78°01′48′′ N, 14°19′25′′ E) с глубины 1.5 м
(Трубицын и соавт., 2019). Для этого использовали
среду DSMZ 141 c добавлением формиата и H2/CO2.
Культивирование проводили с использованием
техники Хангейта (Hungate, 1969). Чистая культу-
ра штамма VTT выделена при использовании ме-
тода десятикратных разведений с антибиотиками
(ванкомицином и стрептомицином, 0.5 и 0.2 мг/мл
соответственно).

Культивирование. Для культивирования штамма
VTT была использована среда следующего состава
(г/л): KCl ‒ 0.03, MgCl2 · 6H2O ‒ 0.4, MgSO4 · 7H2O ‒
0.345, NH4Cl ‒ 0.025, K2HPO4 ‒ 0.014, CaCl2 ‒
0.14 мл 10% р-ра, NaCl ‒ 0.2, NH2CO3 ‒ 0.5, дрож-
жевой экстракт ‒ 0.2, триптиказа ‒ 0.2, раствор
резазурина ‒ 1 мл 0.2% р-ра, раствор витаминов
по Волину ‒ 10 мл, раствор микроэлементов ‒ 10 мл.

Раствор микроэлементов включал в себя (г/л):
нитрилотриуксусную кислоту ‒ 1.5, MgSO4 · 7H2O ‒
3, MnSO4 · H2O ‒ 0.5, NaCl ‒1, FeSO4 · 7H2O ‒0.1,
CoSO4 · 7H2O ‒ 0.18, CaCl2 · 2H2O ‒ 0.1, ZnSO4 ·
· 7H2O ‒ 0.18, CuSO4 · 5H2O ‒ 0.01, KAl(SO4)2 ·
· 12H2O ‒ 0.02, H3BO3 ‒ 0.01, Na2MoO4 · 2H2O ‒ 0.01,
NiCl2 · 6H2O ‒ 0.03, Na2SeO3 · 5H2O ‒ 0.3 мг,
Na2WO4 · 2H2O ‒ 0.4 мг.

Состав раствора витаминов (мг/л): биотин ‒ 2,
фолиевая кислота ‒ 2, пиридоксин-HCl ‒ 10, ти-
амин-HCl ‒ 5, рибофлавин ‒ 5, никотиновая
кислота ‒ 5, Ca-D-пантотенат ‒ 5, витамин B12 ‒
0.1, p-аминобензойная кислота ‒ 5, α-липоевая
кислота ‒ 5.

Приготовление и разлив среды осуществляли
под током газовой смеси Ag/CO2 (при соотношении
газов 3 : 1). Восстановитель готовили по стандарт-
ной методике (Bryant, Boone, 1987) и добавляли пе-
ред посевом из расчета 0.2 мл на 10 мл питательной
среды. Субстрат (смесь H2/CO2 в соотношении 4 : 1)
подавали через бактериальный фильтр во флако-
ны или пробирки Хангейта после инокуляции
среды, создавая давление 1‒1.5 атм.

Для получения колоний на питательных сре-
дах использовали описанную выше среду с добав-
лением 1.5% (в/в) агара и метод вращающихся
пробирок (Hungate, 1969).
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Определение чистоты культуры. Для определе-
ния чистоты полученных культур использовали
разбавленный триптиказо-соевый бульон 1/4TSB
(“Difco”) или стандартные среды с добавлением
смеси глюкозы (10%) и пептона (10%) в объеме 0.1 мл
на 10 мл среды. Чистоту культур определяли визу-
ально под микроскопом.

Микроскопические исследования. Прямое на-
блюдение за клеточными культурами проводи-
лось в режиме фазового контраста на микроскопе
Axiostar PLUS (“Carl Zeiss”, Германия) при увели-
чении 1000×. Для дифференциального окраши-
вания клеток использовали метод Грама.

Ультратонкие срезы клеток получали по моди-
фицированному методу Рейнольдса, как было
описано ранее (Shcherbakova et al., 2005). Их иссле-
дование проводили на трансмиссионном электрон-
ном микроскопе JEM 100 (“Jeol”, Япония).

Содержание метана в газовой фазе измеряли на
газовом хроматографе Pye Unicam 304 (Великобри-
тания) с пламенно-ионизационным детектором.
Для определения была использована стеклянная
колонка (длина 1 м, внутренний диаметр 2 мм),
заполненная Парапаком Q, 80‒100 меш (“Fluka”,
Германия). Температура колонки, инжектора и
детектора были 90, 150 и 180°С соответственно.
Газ-носитель ‒ азот, скорость потока ‒ 20 мл/мин.

Исследования физиологии. Способность штам-
ма использовать для роста различные субстраты
исследовали на характерном для гидрогенотроф-
ных метаногенных микроорганизмов ряде субстра-
тов. Жидкие субстраты добавляли в среды после
стерилизации из стоковых растворов до конечных
концентраций 0.1% (об./об.). Газы задували до
давления 1 атм. Нейтральный уровень pH в про-
бах поддерживали с помощью гидрокарбонатного
(в случае с субстратами, компонентом которых
был углекислый газ) либо фосфатного буферов.

Для исследования влияния температуры куль-
тивирование проводили при температурах 0, 10, 20,
28, 36, 45°C. Оптимум pH был определен при ис-
пользовании K/Na фосфатного буфера в диапазоне
pH от 6.3 до 6.8. Исследование зависимости роста
штамма VTT от солености проводилось путем ва-
рьирования содержания NaCl в среде культиви-
рования. Результаты учитывались на третьем пе-
ресеве культур.

Для проверки стимуляции роста в минеральную
питательную среду помимо основного субстрата
H2/CO2 вносили формиат, ацетат, казаминовые
кислоты, дрожжевой экстракт, жидкость рубца,
кофермент M (CoM), триптиказный пептон.
Жидкость рубца вносили в количестве 20 мл/л,
конечная концентрация остальных стимулирую-
щих веществ в пробах составляла 0.1% (об./об.).
Стимулирующий эффект устанавливали во вто-
ром посеве на основании сравнения с контроль-
ной пробой, растущей без добавок.

Для определения устойчивости использовали
антибиотики различной химической природы в
следующих конечных концентрациях: амикацин –
0.001 мг/мл, бацитрацин – 0.005 мг/мл, ванкоми-
цин – 0.5 мг/мл, канамицин – 0.1 мг/мл, метици-
лин – 1 мг/мл, стрептомицин – 0.2 мг/мл, тетра-
циклин – 6.25 × 10–5 и эритромицин – 0.05 мг/мл.

Способность клеток штаммов к лизису оцени-
валась несколькими способами: экспозицией
культуры в 1% раствор SDS в течение 10 мин, цен-
трифугированием при 12000 g в течение 5 мин,
помещением клеток в гипотонические условия.

Выделение ДНК и анализ генов 16S рРНК и
mcrA. Клеточную биомассу отбирали в экспонен-
циальной фазе роста культуры и осаждали на цен-
трифуге при 6000 g. Выделение и очистку хромо-
сомной ДНК проводили по модифицированному
методу Мармура (Marmur, 1961).

Амплификация целевых генов проводилась на
амплификаторе Терцик (“ДНК-Технология”,
Россия). Суммарный объем реакционной смеси
составлял 25 мкл, в ее состав входили следующие
компоненты: 1× буфер для Taq-полимеразы
(“Fermentas”, Литва); 10 нг ДНК-матрицы; 50 мкM
каждого dNTP (“Fermentas”, Литва); 0.25 мкМ
каждого праймера.

Для амплификации фрагментов гена 16S рРНК
использовали универсальные архейные праймеры
21f (5'-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3') (DeLong,
1992) и 1378r (5'-TGTGCAAGGAGCAGGGAC-3').
Для амплификации фрагментов гена mcrA ис-
пользовали праймеры MCRF (5'-TAYGAYCAR-
ATHTGGYT-3') и MCRR (5'-ACRTTCATNG-
CRTARTT-3').

Успешность проведения ПЦР оценивали с по-
мощью горизонтального гель-электрофореза в
1% агарозном геле.

Для переосаждения ДНК использовался рас-
твор следующего состава (мкл): деионизованная
вода ‒ 4.7, 5 М CH3COONa ‒ 1.5, 96% этанол ‒
43.8. Раствор нагревали до комнатной температу-
ры и добавляли в соотношении 50 мкл на 10 мкл
ПЦР-продукта, перемешивали покачиванием и
оставляли при комнатной температуре в течение
20 мин. Получившийся осадок отделяли от супер-
натанта центрифугированием (12000 g, 20 мин),
промывали охлажденным 96% этанолом и высу-
шивали. После высыхания ПЦР-продукт раство-
ряли в деионизованной воде.

Полученные фрагменты ДНК были секвени-
рованы в Межинститутском Центре коллектив-
ного пользования “Геном” ИМБ РАН с помощью
набора реактивов ABI PRISM® BigDyeTM Termi-
nator v. 3.1. Анализ продуктов реакции произво-
дился на автоматическом секвенаторе ДНК ABI
PRISM 3730 Applied Biosystems. Подготовку ДНК
для секвенирования проводили согласно ин-
струкциям по пробоподготовке ЦКП “Геном”.
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Результаты секвенирования обрабатывали с
помощью пакета программ MEGA11. Для вырав-
нивания последовательностей использовали алго-
ритмы ClustulW и Muscle, для улучшения качества
выравнивания использовался алгоритм Gblocks.
Построение филогенетических деревьев по фраг-
ментам генов проводили тремя методами: Neigh-
bour Joining, Maximum Likelyhood и Minimum
Evolution. Построенные древа были подвергнуты
тестированию по методам Maximum Composite
Likelihood и “Tamura-Nei” с количеством циклов
1000 (“bootstrap”). Вероятность положения более
70% являлась значимой и указывалась у мест рас-
хождения ветвей. Полученные последовательно-
сти 16S рРНК и mcrA депонированы в базе данных
NCBI под номерами OK037044 и OM927980 соот-
ветственно.

Сравнительный геномный анализ. Сборку и ана-
лиз генома проводили на сервере Kbase, как было
описано ранее (Trubitsyn et al., 2022). Геном и
библиотеки ридов были депонированы в базе
данных NCBI под номерами GCA_019931065.1 и
SRA SRX12179610 соответственно.

Для сравнительного анализа полученных сбо-
рок вычисляли сравнительные коэффициенты
ANI, AAI и DDH. Для подтверждения филогене-
тического положения и поиска ближайших род-
ственных штаммов использовалась программа
GTDBtk. Филогенетические деревья с использо-
ванием 49 house-keeping генов были построены в
программе SpiecesTree v.2.2.0 (https://github.com/
kbaseapps/SpeciesTreeBuilder) из набора Kbase с

применением алгоритма Gblocks и метода Maxi-
mum Likelyhood для построения деревьев.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология, ультраструктурная организация
клеток и культуральные свойства. Клетки штамма
VTT представляли собой неподвижные изогнутые
палочки размером 2.7‒5.3 × 0.3 мкм, растущие
одиночно, парно, или формирующие нити из
10‒12 палочек (рис. 1а). Деление происходило пу-
тем образования перетяжек. По Граму окрашива-
лись отрицательно. Клеточная стенка, как следу-
ет из анализа ультратонких срезов, у большинства
клеток популяции очень тонкая, иногда ее тол-
щина составляет около 7 нм. Клеточная стенка
штамма VTT структурирована таким образом, что
имеет некоторое сходство с наружной мембраной
грамотрицательных бактерий, однако при этом не
имеет характерных извилистых контуров (рис. 1б).
Для клеток этого штамма характерно образование
внеклеточной слизи (ВС) и внутрицитоплазмати-
ческих мезосомоподобных мембранных структур
(МС) (рис. 1б). Клеточная стенка была устойчива
к лизису в гипотонических условиях, центрифу-
гированию и экспозиции в 0.1% растворе SDS в
течение 1 мин.

На жидких питательных средах культура росла
с образованием белого мутного осадка. На плот-
ной питательной среде в анаэробных условиях
были получены точечные (диаметр 0.4‒0.8 мм)
беловатые полупрозрачные колонии выпуклой

Рис. 1. Микрофотографии клеток штамма VTT: (a) ‒ фазово-контрастная микроскопия, видны делящиеся клетки с
перетяжкой; (б) ‒ ультратонкий срез клетки, трансмиссионная электронная микроскопия. Обозначения: Н – нуклео-
ид; ЦМ – цитоплазматическая мембрана; КС – клеточная стенка; МС – мезосомоподобные мембранные структуры;
ВС – внеклеточная слизь. Размер масштабной линейки: (а) ‒ 10 мкм; (б) ‒ 0.5 мкм.

(а) (б)

ВС

ЦМ

Н

КС
ВС

МС
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формы с ровными краями, гладкие, мягкой кон-
систенции.

Филогенетический анализ. Для определения
филогенетического положения штамма были се-
квенированы частичные нуклеотидные последо-
вательности гена 16S рРНК длиной 1205 п.н. и ге-
на mcrA длиной 503 п.н. (транслирована в амино-
кислотную последовательность длиной 167 а.о.).

Филогенетический анализ показал, что штамм
VTT кластеризуется с представителями рода Meth-
anobacterium, ближайшим к нему типовым штам-
мом является Methanobacterium lacus 17A1T, выде-
ленный из донных осадков пресноводного озера
Павин (Borrel et al., 2012), со сходством последо-
вательностей генов 16S рРНК и mcrA 97.0 и 97.6%
соответственно. Филодендрограммы, построен-
ные тремя различными методами, имели сходную
топологию, что подтверждает полученные дан-
ные (рис. 2 и 3).

Субстратная специфичность и стимулирующие
добавки. Methanobacterium sp. VTT использовал как
единственный источник углерода и энергии толь-
ко газовую смесь H2/CO2 и не рос на формиате,
метаноле, ацетате, этаноле/CO2, метаноле/H2, аце-

тате/H2, изопропаноле/CO2 и изобутаноле/CO2. В
присутствии H2/CO2 рост стимулировался добав-
лением дрожжевого экстракта и жидкости рубца.
Триптиказа, формиат, казаминовые кислоты и
кофермент М оказывали слабый стимулирующий
эффект, а ацетат не влиял на рост.

Оптимальные для роста параметры среды. Рост
штамма наблюдали в диапазоне от 10 до 37°C. Оп-
тимальный рост отмечался при 20°C. При 0°C и
температурах выше 45°C метаногенез не наблю-
дался. На данный момент это наименьшая опти-
мальная температура роста, обнаруженная среди
представителей рода Methanobacterium. Ранее са-
мые низкие оптимальные температуры роста 28 и
30°С были зафиксированы, соответственно, у
M. veterum MK4T (Krivushin et al., 2010) и M. lacus
17A1T (Borrel et al., 2012).

Зависимость роста от pH среды была определена
на узком диапазоне (от 6.2 до 7.2) с оптимумом при
6.6. Близкие значения оптимумов pH наблюдаются
у M. petrolearium Mic5c12T (6.5) и M. lacus 17A1T (6.5),
ближайшего типового штамма.

Было показано, что VTT способен расти на ис-
пользуемой среде без дополнительного внесения

Рис. 2. Филогенетическое бескорневое древо рода Methanobacterium с указанием положения нового штамма VTT, по-
строенное по частичным нуклеотидным последовательностям гена 16S рРНК (1205 п.н.). Построено по алгоритму
Maximum Likelyhood с повторностью 1000.
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Рис. 3. Филогенетическое бескорневое древо рода Methanobacterium с указанием положения нового штамма VTT, по-
строенное по частичным аминокислотным последовательностям С-концевого домена белка McrA (127 а.о.). Постро-
ено по алгоритму Maximum Likelyhood с повторностью 1000.
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NaCl, максимальная концентрация, при которой
происходил рост, составила 0.4 M (25 г/л). Наи-
большей скорости роста (0.48 сут–1) штамм достигал
при концентрации NaCl 0.03‒0.05 M (2‒3 г/л).

Чувствительность к антибиотикам. Новый штамм
был устойчив к действию метициллина, ванкоми-
цина и стрептомицина. Канамицин и эритромицин
вызывали угнетение роста; бацитрацин, амикацин
и тетрациклин полностью его ингибировали.

Анализ последовательности генома. Полученная
последовательность имела длину 2662706 п.н.,
включая 600 пропусков, и состояла из 18 скаф-
фолдов (24 контигов) с N50, равным 340 628 п.н.,
и L50, равным 3. Среднее покрытие составило
709.5 ± 147.9 при 87.38% картированных прочте-
ний. В геноме обнаружено 2788 генов, включая
2699 белок-кодирующих последовательностей, 39
псевдогенов, 44 тРНК, 4 рРНК (2 5S, 1 16S, 1 23S)
и 2 нкРНК. Коэффициент кодирования составил
82.03%, завершенность генома по CheckM 98.8%,
контаминация отсутствовала.

С помощью GTDBtk было показано, что наи-
более близким к VTT является таксономически не

описанный Methanobacterium sp. SMA-27 (Serrano
et al., 2014), выделенный в 2014 г. из мерзлых почв
о-ва Самойловский на побережье моря Лаптевых.
Сравнение репрезентативных геномов рода Meth-
anobacterium по коэффициентам ANI, AAI, DDH
и проценту пар G + C показало, что VTT намного
ближе штамму SMA-27 (табл. 1), чем другим орга-
низмам, в том числе используемому в исследова-
ниях вместо типового M. lacus AL-21.

При этом значения сравнительных коэффици-
ентов находятся ниже границы межвидовых раз-
личий, и новый штамм не может быть отнесен к
какому-либо из представленных в табл. 1 видов.
Это наглядно видно по филогенетическому дере-
ву, построенному на основе сравнения отдельных
групп house-keeping генов (рис. 4).

Фенотипическое сравнение. Штамм VTT фи-
зиологически отличается от типовых штаммов
ближайших видов, в том числе M. lacus 17A1T

(табл. 2). Он более холодолюбив, использует как
единственный источник углерода и энергии толь-
ко смесь H2/CO2. В отличие от M. lacus 17A1T, его
рост может стимулироваться дрожжевым экс-
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трактом и жидкостью рубца, но не ацетатом. Кро-
ме того, оптимальная соленость для VTT более
чем в два раза ниже, чем для 17A1T.

На основании морфологических, физиологи-
ческих, генотипических и филогенетических дан-
ных можно сделать вывод, что исследуемый

штамм является представителем нового вида рода
Methanobacterium.

Предложение нового вида метанобразующих архей.
Methanobacterium spitsbergensе (shpits.ber.gen’sis.,
N.L. neut. adj. spitsbergense, относящийся к
Шпицбергену).

Таблица 1. Сравнение геномов штамма VTT и представителей рода Methanobacterium

* Указанные коэффициенты являются результатом попарного сравнения с геномом штамма VTT.

Геномы (размеры, п.н.) Завершенность ANI*, % AAI*, % DDH*, % G + C, %

Штамм VTT (2662706) Скаффолды ‒ ‒ ‒ 32.53

Methanobacterium sp. SMA-27 (2490725) Полный 95.54 94.32 65.30 32.57

M. lacus AL-21 (2583753) Полный 73.94 73.24 19.00 35.83

M. paludis SWAN1T (2546541) Полный 73.10 69.52 20.10 35.73

M. congolense Buetzberg (2469575) Полный 72.15 68.07 20.40 38.51

M. formicicum Mb9 (2494510) Полный 69.52 64.30 18.80 41.14

M. subterraneum A8pT (2515817) Полный 69.46 64.44 19.00 39.40

M. arcticum M2T (3393923) Скаффолды 71.07 63.91 18.30 33.17

M. veterum MK4T (3369555) Скаффолды 71.07 63.88 18.30 33.21

M. oryzae FPiT (2449774) Скаффолды 71.06 64.89 17.90 31.40

M. bryantii M.o.H.T (3466370) Контиги 71.30 64.33 18.50 33.19

M. aggregans E09F.3T (2347771) Контиги 72.03 68.44 19.50 38.14

M. petrolearium Mic5c12T (2468550) Контиги 69.52 64.22 18.30 37.77

Рис. 4. Филогенетическое дерево рода Methanobacterium, построенное на основе сравнения 49 групп генов.
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Клетки представляют собой грамотрицатель-
ные, неподвижные, неспорообразующие, изогну-
тые палочки 0.3 мкм шириной и 2.7‒5.3 мкм дли-
ной. Клетки способны формировать нити до
10‒12 палочек. На плотной питательной среде
растет в виде точечных (0.4‒0.8 мм) беловатых
полупрозрачных колоний выпуклой формы с
ровными краями, гладких, мягкой консистенции.
Строгий анаэроб. Хемоавтотроф. Оптимальная
температура роста близка к 20°С. Рост не наблю-
дался при температуре ниже 10°С и выше 36°С.
Оптимальное значение pH для роста и метанооб-
разования составляет 6.6 при определенном диа-
пазоне от 6.2 до 7.2. Оптимальная соленость сре-
ды составляет 0.03‒0.05 М; способен расти без
NaCl в среде культивирования. Единственным
используемым субстратом является газовая смесь
H2/CO2, не использует формиат, ацетат, метанол,
ацетат/Н2, метанол/Н2, этанол/CO2, 2-пропанол,
2-бутанол, метиламин. Добавление дрожжевого
экстракта и жидкости рубца не требуется, но сти-
мулирует рост. Устойчив к действию метицилли-
на, ванкомицина и стрептомицина. Канамицин и
эритромицин ингибируют рост, а бацитрацин,
амикацин и тетрациклин полностью его подавляют.

Типовой штамм VTT (=VKM B-3566T = JCM
39284T) выделен из образца многолетнемерзлых
отложений, отобранного с глубины 1.5 м вблизи
п. Баренцбург на территории о. Западный Шпиц-
берген, Норвегия. Содержание Г + Ц в ДНК ти-
пового штамма составляет 32.53 мол. %.
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A New Methanogenic, Hydrogenotrophic Archaeon from Spitsbergen Permafrost
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Abstract—A new strain of methanogenic archaea, designated VTT, was isolated from a sample of Spitsbergen
permafrost. The cells were nonmotile curved rods, 2.7–5.3 × 0.3 μm. The optimal conditions for growth were
20°C, pH 6.6, and NaCl concentrations 0.03–0.05 M. The H2/CO2 gas mixture was the only substrate used.
In the presence of H2/CO2, growth was stimulated by addition of yeast extract or rumen f luid. Phylogenetic
analysis of the 16S rRNA gene sequences indicated that strain VTT belonged to the genus Methanobacterium
and was most closely related to M. lacus 17A1T (97.02% similarity). Comparison of the sequenced and assem-
bled genome of strain VTT with the genomes of other members of this genus confirmed these results and re-
vealed species-level differences. Our results indicate that this methanogenic isolate belongs to a new species
of methanogenic archaea, for which the name Methanobacterium spitsbergensе sp. nov. was proposed, with the
type strain VTT (=VKM B-3566T = JCM 39284T).

Keywords: methanogenic archaea, Methanobacterium spitsbergensе, Spitsbergen, permafrost deposits, phylo-
genetic analysis, genome sequencing
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