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Новые аэробные факультативно-метилотрофные бактерии выделены из воды пресного озера
(штамм F30LT), ризосферных почв клевера белого Trifolium repens L. (штамм 1ТСT) и моркови дикой
Daucus carota L. (штамм Dau2). Изоляты представлены грамотрицательными аспорогенными непо-
движными плеоморфными/палочковидными клетками, размножающимися бинарным делением,
являются факультативными метилотрофами, поскольку наряду с метанолом используют широкий
спектр полиуглеродных соединений. Оптимально растут при 25‒29°С, рН 7.0‒7.5, 0.5% (об./об.)
СН3OH, 0.05% (в./об.) NaCl. Штаммы реализуют рибулозобисфосфатный путь С1-метаболизма.
Доминирующими фосфолипидами являются фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфати-
дилглицерин и дифосфатидилглицерин. В жирнокислотном составе клеток преобладают C18:1 ω7c,
C19:0 ω8c cyclo, C16:0 и С18:0 кислоты. Основной убихинон Q-10. На основании секвенирования генов
16S рРНК штамм F30LT имеет наибольший уровень сходства с Ancylobacter dichloromethanicus DM16T

(97.8%), тогда как штаммы 1ТСT и Dau2 близки A. oerskovii DSM 18746Т (98.6%). Сходство нуклео-
тидных последовательностей гена 16S рРНК между штаммами 1ТСT и Dau2 составило 99.4%.
ДНК‒ДНК гибридизация штамма F30LT с A. dichloromethanicus DM16T выявила только 22% гомоло-
гии, штамма 1ТСT с A. oerskovii DSM 18746Т 27%, тогда как штаммы 1ТСT и Dau2 между собой имели
77% гомологии. Основываясь на полученных данных, штамм F30LT идентифицирован как новый
вид рода Ancylobacter – Ancylobacter lacus sp. nov. (ВКМ В-3280Т = DSM 106439T). Штаммы 1ТСТ и
Dau2 (=ВКМ В-3227 = CCUG71988) отнесены к новому виду Ancylobacter plantiphilus sp. nov. с типо-
вым штаммом 1ТСТ (=ВКМ В-3219Т = DSM 106438T).

Ключевые слова: Ancylobacter lacus sp. nov., Ancylobacter plantiphilus sp. nov., метилотрофные бактерии,
новые виды
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Аэробные метилотрофные бактерии (метило-
трофы) используют метанол, метиламин и другие
окисленные и замещенные производные метана,
но не метан, в качестве источников углерода и
энергии. В настоящее время описано более 50 ро-
дов метилотрофов, относящихся к Alpha-, Beta- и
Gammaproteobacteria, Verrucomicrobia, Firmibacteria,
Actinobacteria и Flavobacteria (Троценко и соавт.,
2010). Помимо таксономического разнообразия
они проявляют поразительное экофизиологиче-
ское и цитобиохимическое разнообразие.

Из воды пресного озера г. Пущино (Москов-
ская область, Россия), ризосферных почв клевера

белого (Trifolium repens L.) г. Москва (Россия) и
моркови дикой (Daucus carota L.) г. Пущино
(Московская область, Россия) нами на среде с
метанолом выделены новые факультативно-ме-
тилотрофные штаммы ‒ F30LТ, 1ТСТ и Dau2 со-
ответственно. Секвенирование генов 16S рРНК
выявило принадлежность новых изолятов к роду
Ancylobacter.

Род Ancylobacter входит в семейство Xanthobac-
teraceae, пор. Rhizobiales, кл. Alphaproteobacteria.
Представители рода Ancylobacter ‒ факультатив-
но-метилотрофные аэробные бактерии, пред-
ставлены плеоморфными/палочковидными или

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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бобовидными клетками с грамотрицательным ти-
пом клеточной стенки. В настоящее время род
включает 9 валидно описанных видов, согласно
LPSN (www.bacterio.net): Ancylobacter aquaticus
(Ørskov, 1928; Raj, 1983), A. rudongensis (Xin et al.,
2004), A. polymorphus (Xin et al., 2006), A. vacuolatus
(Xin et al., 2006), A. oerskovii (Lang et al., 2008),
A. dichloromethanicus (Firsova et al., 2009), A. defluvii
(Poroshina et al., 2013), A. sonchi (Agafonova et al.,
2017) и A. pratisalsi (Suarez et al., 2017). Представи-
тели этих видов были выделены из различных ис-
точников, таких как водная среда, донные осад-
ки, почва, ризосфера растений.

Цель данной работы ‒ физиолого-биохимиче-
ская и таксономическая характеристика новых
изолятов F30LT, 1ТСT и Dau2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования и условия культивирова-
ния. Штамм F30L выделен из воды небольшого
пресного озера г. Пущино, Московская область,
Россия (54°49′13.8′′ с.ш., 37°34′42.5′′ в.д.). Штамм
1ТСТ выделен из ризосферной почвы клевера бе-
лого (Trifolium repens L.) г. Москва, Россия, а
штамм Dau2 выделен из ризосферной почвы мор-
кови дикой (Daucus carota) г. Пущино, Москов-
ская область (Россия). Образцы проб природной
воды, ризосферных почв помещали в колбы Эр-
ленмейера (750 мл) с 200 мл среды “К” и 0.5%
(об./об.) метанола. Среда “К” содержала (г/л):
KH2PO4 – 2.0; (NH4)2SO4 − 2.0; NaCl – 0.5; MgSO4 ·
· 7H2O – 0.1; FeSO4 · 7H2O – 0.002; pH 7.4. После трех
пассажей в течение 2 сут на качалке (180 об./мин)
при 29°C суспензию накопительных культур ме-
тилотрофов высевали истощающим посевом на
агаризованную (“Difco”, США, 2%) среду “К” с
метанолом. Реизолированные колонии пересева-
ли на скошенный агар. Чистоту выделенных
культур контролировали световой и электронной
микроскопией, а также по однородности коло-
ний на агаризованной среде с метанолом и R2A.

Изучение культуральных и физиологo-биохими-
ческих свойств изолятов. При описании колоний,
изучении морфологии и подвижности клеток ис-
следуемые штаммы выращивали на агаризованной
среде “К”. Образование индола из триптофана
(1 г/л) определяли колометрически на модифи-
цированной среде “К”, где (NH4)2SO4 был заменен
на 1 г/л KNO3, используя реактив Сальковского
(Gordon, Weber, 1951). Калибровочную кривую
строили со стандартными растворами индо-
лилуксусной кислоты. Гидролиз крахмала оцени-
вали по реакции с раствором Люголя после выра-
щивания культуры на агаризованной среде “К” c
добавлением 0.2% (в./об.) растворимого крахмала.
Наличие оксидазы определяли, используя 1%
(в./об.) раствор тетраметил-р-фенилендиамин

дигидрохлорида. Активность каталазы выявляли,
нанося 3%-ный раствор перекиси водорода на
штрих исследуемых культур, выращенных на ага-
ризованной среде.

Температурный диапазон роста определяли,
выращивая культуры в жидкой среде “К” с мета-
нолом в герметично закрытых флаконах на качал-
ке (120 об./мин) при температуре 4‒42°C, а также
на среде R2A. Рост изолятов при различных зна-
чениях pH исследовали на среде “К” в диапазоне
pH 5.0‒10.0. Значения pH устанавливали добав-
лением 5 M NaOH и 5 н HCl.

При изучении способности изолятов использо-
вать различные органические соединения в каче-
стве источника углерода и энергии в минеральную
среду вместо метанола вносили 0.3% (в./об.) испы-
туемого вещества, инокулировали аликвотой
культуры из логарифмической фазы роста и ин-
кубировали 14 сут при оптимальной температуре.
Все летучие вещества вносили в количестве 0.5%
по объему.

Для определения спектра используемых суб-
стратов и выявления некоторых биохимических
свойств исследуемых штаммов использовали так-
же API тесты (API 20Е, API 20NЕ; “BioMerieux”,
Франция), следуя инструкции производителя.
Рост в атмосфере метана, дихлорметана или
H2/CO2/O2 анализировали, как описано ранее
(Kaparullina et al., 2017).

При исследовании способности культур ис-
пользовать различные источники азота в среду
“К” вместо сульфата аммония вносили эквива-
лентные по азоту количества тестируемых ве-
ществ.

Устойчивость к антибиотикам определяли с
помощью дисков (“Bioanalyse”, Турция), пропи-
танных следующими антибиотиками (мкг/диск):
линкомицин (10), эритромицин (15), пеницил-
лин (10), оксациллин (5), налидиксовая кислота
(30), гентамицин (10), хлорамфеникол (30), кана-
мицин (30), стрептомицин (10), новобиоцин (30),
тетрациклин (30) и неомицин (30).

Микроскопия. Изучение морфологии и по-
движности клеток в режиме фазового контраста
проводили с помощью оптического микроскопа
Nikon Eclipse Ci (“Nikon”, Япония), оснащенного
камерой ProgRes SpeedXT core5 (“Jenoptik”, Гер-
мания). Электронно-микроскопический анализ
проводили на сканирующем электронном микро-
скопе JSM-6510LV (“Jeol”, Япония). Образцы
фиксировали в 1.5%-ом растворе глутарового аль-
дегида в 0.05 М какодилатном буфере (рН 7.2) при
4°C в течение 1 ч, затем трижды отмывали в том
же буфере. Далее образцы дополнительно фикси-
ровали в 1%-ом растворе OsO4 в 0.05 М какодилат-
ном буфере (рН 7.2) в течение 3 ч при 20°C. После
обезвоживания в серии спиртов возрастающей
концентрации (начиная с 50 до 100% в течение
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20 мин на каждом этапе) клетки дополнительно
пропитывали в трет-бутиловом спирте (tert-Buta-
nol, “Sigma-Aldrich”) в двух сменах по 20 мин при
26°C. Далее образцы замораживали в трет-бути-
ловом спирте и проводили процедуру заморажи-
вания‒высушивания в установке JFD-320
(“Jeol”, Япония) в соответствии с рекомендация-
ми фирмы-производителя. На поверхность высу-
шенных образцов наносили золото в напылитель-
ной установке JFC 1100 (“Jeol”, Япония).

Хемотаксономический анализ. Убихиноны экс-
трагировали из лиофильно-высушенных клеток,
очищали по методу Коллинса (Collins, 1985) и
анализировали на масс-спектрометре Finnigan
МАТ 8430 MS (Германия).

Жирнокислотный состав клеток, выращенных
на среде R2A в течение 48 ч, определяли извест-
ным методом (Doronina et al., 2012). Фосфоли-
пидный состав клеток, выращенных на среде “К”
с метанолом, анализировали двумерной тонко-
слойной хроматографией (Doronina et al., 2012).

Энзимологический анализ проводили в бескле-
точном экстракте, как описано ранее (Trotsenko
et al., 1986; Доронина и соавт., 2018). Активность
ферментов выражали в наномолях потребленного
субстрата или образованного продукта за 1 мин в
пересчете на 1 мг белка. Количественное опреде-
ление белка проводили методом Лоури (Lowry
et al., 1951).

Выделение и анализ ДНК. ДНК выделяли с ис-
пользованием набора ZR Fungal/Bacterial DNA
MiniPrep (“Zymo Research”, США) в соответ-
ствии с рекомендациями фирмы-производителя.

Г + Ц состав ДНК определяли тепловой дена-
турацией на спектрофотометре “Beckman DU-8B”
(США) при скорости нагрева 0.5°С/мин и рас-
считывали, используя уравнение: мол. Г + Ц =
= (Tпл × 2.08) – 106.4. В качестве стандарта ис-
пользовали ДНК Escherichia coli K-12. ДНК‒ДНК
гибридизацию проводили, как описано ранее
(Lang et al., 2008).

Ген 16S рРНК амплифицировали ПЦР, ис-
пользуя универсальные для прокариот праймеры
27f и 1492r (Lane, 1991).

Филогенетический анализ. Предварительный
филогенетический скрининг сходства последова-
тельностей генов 16S рРНК проводили по базе
данных GeneBank [NCBI] с помощью пакета про-
грамм BLAST [http://ncbi.nlm.nih.gov]. Для более
точного определения филогенетического поло-
жения изолятов нуклеотидные последовательно-
сти генов 16S рРНК выравнивали c последова-
тельностями референтных штаммов ближайших
прокариот с помощью программы CLUSTAL W
(Thompson et al., 1997). Филогенетический анализ
выполнен при помощи программы MEGA 5 (Tamu-
ra et al., 2011). Филогенетические деревья (фило-
граммы) строили методом присоединения соседей

(“neighbor-joining”) (Saitou, Nei, 1987). Статистиче-
скую достоверность ветвления оценивали с помо-
щью “bootstrap-анализа” 1000 альтернативных
филограмм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология. Исследуемые в работе изоляты
представлены грамотрицательными клетками.
Клетки штамма F30LТ имели грушевидную форму
(рис. 1а, 1в), клетки штаммов 1ТСТ и Dau2 были
представлены короткими овоидными палочками
(рис. 1б, 1г). Для клеток штамма 1ТСТ характерно
наличие капсулы. Все штаммы на 3 сут роста на
агаризованной среде “К” с 0.5% метанола при
29°С образовывали точечные колонии с ровным
краем, гладкой поверхностью, однородной струк-
турой, белые (штамм F30LТ), светло-бежевые
(штаммы 1ТСТ и Dau2). Спор и простек не обра-
зовывали, размножались бинарным делением.

Культуральные, физиолого-биохимические и хе-
мотаксономические свойства. Изучаемые штаммы
росли в жидкой среде “К” с метанолом без агрега-
ции клеток, пигмент не образовывали. Изоляты
оксидазо-, каталазо- и уреазоположительные,
желатин не разжижали. На тестовых средах
все штаммы гидролизовали эскулин и обладали
β-галактозидазой, но не образовывали сероводо-
род. Все исследуемые в работе штаммы
росли на глюкозе, лактозе, фруктозе, мальтозе,
манните, инозите, метаноле и этаноле, но не рос-
ли на α-кетоглутарате. В отличие от штамма
F30LT, штаммы Dau2 и 1ТСТ росли на арабинозе,
метиламине, диметиламине, формальдегиде, ди-
метилсульфоксиде и глицерине. Штамм F30LT

слабо рос на ксилозе, фруктозе, малате, ацетами-
де, N-ацетил-D-глюкозамине. Штамм Dau2 не
рос на сахарозе и серине, а рост на малате, сукци-
нате натрия, N-ацетил-D-глюкозамине и алани-
не отсутствовал у штамма 1TCT. Слабый рост на
сукцинате натрия, формальдегиде и диметил-
сульфоксиде выявлен у штамма Dau2. Штамм
1ТСТ слабо рос на формиате натрия, серине, аце-
тамиде, формальдегиде и диметилсульфоксиде.
Все изоляты оптимально росли при 25‒29°С и
pH 7.0‒7.5, при 0.01‒3% (оптимально 0.5%)
(об./об.) СН3OH, содержании NaCl 0.05%
(в./об.); 2% NaCl в среде полностью ингибирова-
ло рост.

В жирнокислотном составе клеток преоблада-
ли C18:1 ω7c, C19:0 ω8c cyclo, C16:0 и С18:0 кислоты
(табл. 1).

Штаммы F30LT, 1ТСT и Dau2 синтезировали
индолпроизводные на среде с триптофаном (2;
2.2 и 8 мкг/мл соответственно, при OД600 культу-
ры 1.0).
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Рис. 1. Морфология клеток исследуемых штаммов. Фaзοвый кοнтpaст клеток штаммов: F30LT (a), 1ТСТ (б), длинa
мaсштaбнοй мeтки 10 мкм. Скaниpующaя элeктpοннaя микpοскοпия клеток штаммов: F30LT (в), 1ТСТ (г). Длинa
мaсштaбнοй мeтки ‒ 1 мкм.

(а) (б)

(в) (г)

Таблица 1. Состав жирных кислот клеток исследуемых штаммов и типовых видов рода Ancylobacter (% от общего
содержания)
Штаммы: 1 ‒ F30LT; 2 ‒ 1TCT; 3 ‒ Dau2; 4 ‒ A. sonchi VKM B-3145T (Agafonova et al., 2017); 5 ‒ A. dichloromethanicus
VKM B-2484T (Firsova et al., 2009); 6 ‒ A. oerskovii DSM 18746T (Lang et al., 2008); 7 ‒ A. rudongensis DSM 17131T (Xin
et al., 2004); 8 ‒ A. aquaticus DSM 101T (Ørskov, 1928; Raj, 1983); 9 ‒ A. vacuolatus DSM 1277T (Xin et al., 2006); 10 ‒
A. polymorphus DSM 2457T (Xin et al., 2006); 11 ‒ A. pratisalsi E130T (Suarez et al., 2017); 12 ‒ A. defluvii DSM 29296T

(Poroshina et al., 2013)

Примечание. Клетки выращены на среде R2A (DSMZ среда 830) при 28°С в течение 2 дней. “‒” ‒ не обнаружено; сл. ‒ следы.
Сумма жирных кислот 3 содержит С16:1 ω7c и/или изо-С15:0 2-OH; сумма жирных кислот 7 содержит С19:0 ω10с cyclo, С19:1 ω10с
и/или неизвестные эквивалентной длины цепи 18.846.

Жирные кислоты 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Неизвестные 13.957 Сл. Сл. Сл. 0.8 0.4 0.3 0.2 0.5 – 0.3 ‒ Сл.

Сумма жирных кислот 3 0.5 0.5 0.5 0.6 0.8 0.4 1.3 1.6 0.7 0.4 3.6 0.6

16:0 2.4 5.4 3.6 6.8 3.2 4.9 4.8 5.9 4.9 6.8 12.7 4.8

17:0 ‒ 0.4 0.1 0.7 ‒ 0.5 0.5 1.0 1.1 0.9 ‒ 0.5

18:1 ω7c 96.1 82.6 86.2 81.4 69.1 82.7 60.9 75.8 76.1 71.5 64.4 85.0

18:0 1.1 1.3 1.2 0.8 0.5 1.6 1.5 1.0 1.2 2.0 1.6 1.1

18:1-11 methyl ω7c ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 2.2 – 1.0 0.4 ‒ ‒

Сумма жирных кислот 7 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ – – – 0.8 ‒ ‒

19:0 ω8c cyclo ‒ 9.9 8.4 ‒ 26.0 9.1 27.9 13.7 14.7 16.3 7.7 8.1

20:1 ω11c ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ – – – – ‒ ‒

20:2 ω6,9c ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 0.2 0.4 – – 0.2 ‒ ‒
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Характеристики новых штаммов в сравнении с
типовыми видами рода Ancylobacter представлены
в табл. 2.

Метаболическая характеристика. Для выясне-
ния путей первичного С1-метаболизма исследуе-
мых штаммов определяли активности соответ-
ствующих ферментов в экстрактах клеток, выра-
щенных на средах с метанолом или глюкозой.

Поскольку ферментные профили всех культур
были сходными, в табл. 3 приведены активности
ферментов только для штамма 1ТСТ. Исследуе-
мые изоляты окисляли метанол классической ме-
танолдегидрогеназой, проявляющей активность с
феназинметосульфатом (ФМС) и активируемой
цианидом или ионами аммония. Окисление фор-
мальдегида до формиата осуществлялось НАД-за-
висимой формальдегиддегидрогеназой, активность
которой обнаружена также у клеток, выращен-
ных на среде с глюкозой. Активность формальде-
гиддегидрогеназы с ФМС была очень низкой.
Формиат далее подвергался превращению до СО2
формиатдегидрогеназой, активной как с ФМС,
так и с НАД+. Активность этого фермента отсут-
ствовала в экстрактах клеток, выращенных на
глюкозе. При исследовании путей первичной ас-
симиляции углерода метанола не удалось выявить
активности специфических ферментов сериново-
го и гексулозофосфатного путей С1-ассимиляции:
серин-глиоксилатаминотрансферазы и гексулозо-

фосфатсинтазы (табл. 3). В то же время обнаруже-
на оксипируватредуктаза и фосфорибулокиназа,
активность которых была одинакова в экстрактах
клеток, выращенных на метаноле и глюкозе. На-
против, рибулозобисфофаткарбоксилаза инду-
цировалась только при росте на С1-субстратах.
Аммоний ассимилировался восстановительным
аминированием α-кетоглутарата и через глута-
матный цикл.

Генотипическая характеристика. На основании
секвенирования генов 16S рРНК штамм F30LT

имел наибольший уровень сходства с Ancylobacter
dichloromethanicus DM16T (97.8%), тогда как штам-
мы 1ТСT и Dau2 близки A. oerskovii DSM 18746Т

(98.6%) (рис. 2). Сходство нуклеотидных последо-
вательностей гена 16S рРНК между штаммами
1ТСT и Dau2 составило 99.4%. ДНК‒ДНК гибри-
дизация штамма F30LT с A. dichloromethanicus
DM16T выявила только 22% гомологии, штамма
1ТСT с A. oerskovii DSM 18746Т ‒ 27%, тогда как
штаммы 1ТСT и Dau2 между собой имели 77% го-
мологии, что свидетельствует о принадлежности
к одному виду.

Филогенетическое дерево (рис. 2) свидетель-
ствует о существенной полифилетичности рода
Ancylobacter, и очевидно, что после секвенирова-
ния геномов всех типовых представителей можно
будет провести его ревизию.

Таблица 3. Активность ферментов первичного окисления, ассимиляции С1-соединений и азотного метаболизма
у штамма 1ТСТ, выращенного на разных субстратах (нмоль/мин/мг белка)

Фермент Кофактор Метанол Глюкоза

Метанолдегидрогеназа ФМС 174 3

Формальдегиддегидрогеназа ФМС 4 1

НАД+ 60 25

Формиатдегидрогеназа ФМС 28 0

НАД+ 44 0

Рибулобисфосфаткарбоксилаза 135 0

Фосфорибулокиназа 223 230

Оксипируватредуктаза НАДН 120 120

НАДФН 160 157

Серин-глиоксилатаминотрансфераза НАДН 0 0

НАДФН 0 0

Гексулозофосфатсинтаза 0 0

Глутаматдегидрогеназа НАДН 0 0

НАДФН 19 20

Глутаматсинтаза НАДН 8 5

Глутаминсинтетаза Mg2+ 18 16
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Согласно современным рекомендациям по си-
стематике прокариот необходимо секвенирова-
ние генома нового таксона и сравнение его иден-
тичности нуклеотидных последовательностей
(ANI) и уровня ДНК‒ДНК гибридизации in silico
c наиболее близкими представителями по дан-
ным секвенирования генов 16S рРНК. Однако ге-
номы A. dichloromethanicus DM16T и A. oerskovii
DSM 18746Т пока не секвенированы. В то же вре-
мя считается, что если уровень сходства по генам
16S рРНК с известными типовыми представите-
лями рода менее 98.7%, то есть полное основание
для отнесения исследуемого штамма к новому ви-
ду (Chun et al., 2018).

Таким образом, проведенные исследования
позволяют идентифицировать штамм F30LТ как
новый вид Ancylobacter lacus sp. nov., а исследуе-
мые штаммы 1TCT и Dau2 как новый вид Ancylo-
bacter plantiphilus sp. nov., поскольку они отличались

от ближайших представителей – A. dichlorometh-
anicus DM16T и A. oerskovii DSM 18746Т соответ-
ственно, по филогенетическим (уровень сходства
по 16S рРНК <98.6% и уровень ДНК‒ДНК гомо-
логии <70%) и фенотипическим характеристикам
(дифференцирующие характеристики новых
штаммов представлены в табл. 2). В отличие от бли-
жайшего представителя, штамм F30LТ не рос при
5% NaCl, на дихлорметане, глюконате, формиате,
глицерине и арабинозе, но рос на лактозе, образо-
вывал уреазу и ассимилировал малат. В отличие от
ближайшего представителя A. oerskovii DSM 18746Т,
типовой штамм 1ТСT гидролизовал эскулин и
обладал β-галактозидазой, рос на глицерине.

Описание Ancylobacter lacus sp. nov.
Ancylobacter lacus (la’cus. L. masc. gen. n. lacus из

озера, указывающий на источник выделения это-
го организма).

Рис. 2. Филогенетическое положение штаммов F30LT, 1ТСT и Dau2, основанное на результатах сравнительного ана-
лиза нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК. Масштаб соответствует 2 нуклеотидным заменам на каж-
дые 100 нуклеотидов (эволюционное расстояние). Использован метод “neighbor-joining”. Корень определен включе-
нием последовательности Escherichia coli O157:H7 (AY513502) в качестве внешней группы.

Ancylobacter rudongensis JCM 11671T (AY056830)
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Грамотрицательные неспорообразующие не-
подвижные грушевидные клетки (1.0‒1.5 ×
× 2.0‒2.2 мкм), размножаются бинарным делением.
На минеральной агаризованной среде с метанолом
колонии точечные, матовые, белые, с выпуклым
профилем, гладкой поверхностью и однородной
структурой. Аэроб, образует каталазу, оксидазу и
уреазу. Оптимально растет при 25–29°C,
pH 7.0‒7.5 и 0.5% (об./об.) СН3OH, в присутствии
0.05‒1.5% NaCl. Растет на глюкозе, лактозе,
мальтозе, раффинозе, фруктозе, сукцинате на-
трия, манните, инозите, сорбите, D,L-пролине,
этаноле и метаноле. Слабо растет на ксилозе, са-
харозе, малате, ацетамиде и N-ацетил-D-глюко-
замине. Не обнаружен рост в атмосфере
H2/O2/CO2, на дихлорметане, глюконате, араби-
нозе, α-кетоглутарате, формиате натрия, серине,
метиламине, диметиламине, формальдегиде, ди-
метилсульфоксиде и глицерине. В качестве источ-
ников азота использует соли аммония и нитраты.
Синтезирует индолы из триптофана на среде, со-
держащей нитраты в качестве источников азота.
Желатин не разжижает, не выделяет сероводород.
Образует ацетоин. Крахмал не гидролизует. Реа-
лизует рибулозобисфосфатный путь С1-метабо-

лизма. В ассимиляции  принимают участие
глутаматдегидрогеназа и глутаматный цикл (глу-
таматсинтаза, глутаминсинтетаза).

Клетки устойчивы к действию тетрациклина,
стрептомицина, налидиксовой кислоты, пеници-
лина, линкомицина, хлорамфеникола. Чувстви-
тельны к новобиоцину, неомицину, эритромицину,
гентамицину, канамицину. В жирнокислотном со-
ставе клеток преобладают С18:1 ω7с (91.6%), С16:0
(2.4%) и С18:0 (1.1%) кислоты. Основной убихинон ‒
Q10. В фосфолипидном составе клеток преоблада-
ют фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин,
фосфатидилглицерин и дифосфатидилглицерин.
Содержание пар Г + Ц в ДНК штамма F30LТ со-
ставляет 67.5 мол. % (Tпл).

Типовой штамм F30LТ (ВКМ В-3280Т = DSM
106439T) изолирован из воды пресного озера
г. Пущино (Московская область, Россия).

Последовательность гена 16S рРНК штамма
F30LТ депонирована в GenBank под номером
MK931436.

Описание Ancylobacter plantiphilus sp. nov.

Ancylobacter plantiphilus (plan.ti.phi’lus, L.n. planta,
a plant; Gr. aji. philos, loving; M. L. masc. n. plantiph-
ilus, plant-loving, живущий, растущий или находя-
щийся на растениях).

Грамотрицательные неспорообразующие не-
подвижные короткие овоидные палочки (0.5‒0.6 ×
1.0‒1.2 мкм), размножаются бинарным делением.
На минеральной среде с метанолом колонии то-

4NH+

чечные, непрозрачные, светло-бежевые, блестя-
щие, круглые, с выпуклым профилем, гладкой
поверхностью и однородной структурой. Строгий
аэроб, образует каталазу, оксидазу, уреазу. Опти-
мально растет при 25–29°C, pH 7.0‒7.5 и 0.5%
(об./об.) СН3OH, в присутствии 0‒0.5% NaCl.
Растет на арабинозе, глюкозе, ксилозе, лактозе,
мальтозе, фруктозе, малате, манните, инозите,
ацетамиде, аланине, диметилсульфоксиде, мета-
ноле, метиламине, диметиламине, этаноле и гли-
церине. Не растет в атмосфере H2/O2/CO2, на са-
харозе, дихлорметане, α-кетоглутарате и серине.
В качестве источников азота использует соли ам-
мония, нитраты, метиламин. Синтезирует индолы
из триптофана на среде, содержащей нитраты в ка-
честве источников азота. Желатин не разжижает,
не выделяет сероводород. Не образует ацетоин.
Крахмал не гидролизует. Реализует рибулозобис-
фосфатный путь С1-метаболизма. В ассимиляции

 принимают участие глутаматдегидрогеназа
и глутаматный цикл (глутаматсинтаза, глутамин-
синтетаза).

Клетки устойчивы к действию налидиксовой
кислоты, пеницилина, линкомицина, эритроми-
цина, хлорамфеникола. Чувствительны к тетра-
циклину, стрептомицину, новобиоцину, неоми-
цину, канамицину, гентамицину. В жирнокис-
лотном составе клеток преобладают С18:1 ω7с

(82.6%), С19:0 ω8c cyclo (9.9%) и С16:0 (5.4%) кислоты.
Основной убихинон ‒ Q10. В фосфолипидном со-
ставе преобладают фосфатидилхолин, фосфати-
дилэтаноламин, фосфатидилглицерин и дифос-
фатидилглицерин. Содержание пар Г + Ц в ДНК
штамма 1ТСТ составляет 67.1 мол. % (Tпл).

Типовой штамм 1ТСТ (=ВКМ В-3219Т = DSM
106438Т) изолирован из ризосферной почвы клеве-
ра белого (Trifolium repens L.), г. Москва (Россия).

Последовательность гена 16S рРНК штамма
1ТСТ депонирована в GenBank под номером
MK931437.

К данному виду относится также штамм Dau2,
выделенный из ризосферной почвы моркови дикой
(Daucus carota L.) (ВКМ В-3227 = ССUG71988).

Последовательность гена 16S рРНК штамма
Dau2 депонирована в GenBank под номером
MG947384.
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Настоящая статья не содержит результатов каких-
либо исследований с использованием животных в ка-
честве объектов.
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ANCYLOBACTER LACUS SP. NOV. И ANCYLOBACTER PLANTIPHILUS SP. NOV. 51

Ancylobacter lacus sp. nov. and Ancylobacter plantiphilus sp. nov., Novel Aerobic 

Facultative Methylotrophic Bacteria
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Abstract—Novel aerobic facultatively methylotrophic bacteria were isolated from the water of a freshwater
lake (strain F30LT), soil sample of rhizosphere of white clover Trifolium repens L. (strain 1TCT), and rhizo-
sphere of carrot Daucus carota L. (strain Dau2). The isolates were gram-negative, non-spore-forming,
nonmotile, pleomorphic/rod-shaped cells, propagating by binary fission; they were facultative methy-
lotrophs, using a broad range of polycarbon compounds, apart from methanol. Optimum growth occurred at
25–29°C and pH 7.0‒7.5, 0.5 vol % СН3OH, and 0.05 vol % NaCl. The strains employ the ribulose bisphos-
phate pathway for C1 assimilation. The predominant phospholipids are phosphatidylcholine, phosphatidy-
lethanolamine, phosphatidylglycerol, and diphosphatidylglycerol. In the whole-cell fatty acid pattern of
strains, C18:1 ω7c, C19:0 ω8c cyclo, C16:0 and С18:0 acids were predominant. The major ubiquinone was Q-10. Ac-
cording to the 16S rRNA gene sequencing, strain F30LT exhibited high similarity to Ancylobacter dichloro-
methanicus DM16T (97.8%), while strains 1ТСT and Dau2 were closely related to A.oerskovii DSM 18746T

(98.6%). The 16S rRNA gene sequence similarity between strains 1TCT and Dau2 was 99.4%. DNA–DNA
hybridization of the strain F30LT with A. dichloromethanicus DM16T revealed only 22% homology; homology
for strain 1ТСT and A.oerskovii DSM 18746T was 27%, while DNA‒DNA homology between strains 1TCT

and Dau2 was 77%. Based on the data obtained, strain F30LT was identified as a new species within the genus
Ancylobacter, Ancylobacter lacus sp. nov. (VKM В-3280Т = DSM 106439T). Strains 1ТСТ and Dau2 (=ВКМ
В-3227 = CCUG71988) represent a novel species of the same genus, for which the name Ancylobacter plan-
tiphilus sp. nov. is proposed, with the type strain 1ТСТ (=VKM В-3219Т = DSM 106438T).

Keywords: Ancylobacter lacus sp. nov., Ancylobacter plantiphilus sp. nov., methylotrophic bacteria, new species
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