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Определена и проанализирована полная последовательность генома облигатного термотолерантного ме-
танотрофа Methylococcus sp. Concept-8, который является производной долгосрочного хранения, селек-
ции и очистки промышленной культуры Methylococcus capsulatus БСВ-874, использованной в СССР в ка-
честве штамма-продуцента для производства белка на основе метана. Размер генома штамма Concept-8
составил 3.46 млн пар нуклеотидов. В ходе его аннотации идентифицированы 3266 открытые рамки счи-
тывания, кодирующие белки. Ближайшим филогенетическим родственником штамма Concept-8
является Methylococcus capsulatus Bath (98.7% сходства последовательностей генов 16S рРНК). Срав-
нение геномов этих метанотрофов выявило 88.39% средней идентичности нуклеотидных последо-
вательностей, что свидетельствует о принадлежности штамма Concept-8 к новому виду рода Methy-
lococcus. Геномы штаммов Bath и Concept-8 содержат по две копии оперонов рРНК и мембранной
метанмонооксигеназы pmoBAC и по одной копии оперона растворимой метанмонооксигеназы
mmoXYBZDC. Рост на метаноле обеспечивается присутствием двух комплементарных метанолде-
гидрогеназ – MxaFJGIRACKLD и XoxF. Набор генов, кодирующих ферменты основных путей ме-
таболизма С1-соединений у этих метанотрофов также высоко сходен. В геноме Methylococcus sp.
Сoncept-8 обнаружено 2 региона, ассоциированных с профагами семейства Siphoviridae. Найденные
в геноме Mc. capsulatus Bath профаговые регионы также гомологичны последовательностям вирусов
семейства Siphoviridae, однако отличаются от выявленных в геноме штамма Сoncept-8.
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таболизм С1-соединений, профаги
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Метанотрофные бактерии – это метаболически
уникальная группа прокариотных микроорганиз-
мов, способных использовать метан в качестве
единственного источника углерода и энергии (Han-
son, Hanson, 1996; Гальченко, 2001; Trotsenko, Mur-
rell, 2008; Khmelenina et al., 2018). Эта метаболиче-

ская особенность метанотрофов лежит в основе их
применения в качестве продуцентов белка на основе
метана (Григорян, Горская, 1970; Linton, Buckee,
1977; Hamer, Harrison, 1980; Лалов, 1991). Мас-
штабное промышленное производство кормово-
го белка (Гаприна) из природного газа с исполь-
зованием термотолерантного метанотрофа Meth-
ylococcus capsulatus БСВ-874 было реализовано в
СССР в середине 1980-х годов. Данные о после-
довательности генома этого метанотрофа получе-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365620030131 для авторизованных
пользователей.
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ны не были, однако они доступны для другого
штамма этого вида – Mc. capsulatus Bath, который
с момента его описания в 1966 году (Foster, Davis,
1966) широко используется в качестве модельно-
го микроорганизма для исследования метанотро-
фии. Геномная последовательность штамма Bath
была опубликована в 2004 году и явилась первым
геномом, определенным для метанотрофных бак-
терий (Ward et al., 2004). Многочисленные фунда-
ментальные исследования метаболических процес-
сов окисления метана Mc. capsulatus Bath, в том числе
с использованием протеомики (Kao et al., 2004),
транскриптомики (Larsen, Karlsen, 2016) и метабо-
лического моделирования (Lieven et al., 2018),
сделали его одним из наиболее детально изучен-
ных метанотрофов. Mc. capsulatus Bath использу-
ется в качестве штамма-продуцента в современ-
ных технологиях производства кормового белка
из метана, реализованных в Дании и Норвегии.

Штамм Concept-8 является производной дли-
тельного хранения и селекции промышленной
культуры Mc. capsulatus БСВ-874, поддерживаемой
на протяжении последних десятилетий в ООО
“Газпром ВНИИГАЗ”. Культура демонстрирует
высокие скорости роста и высокий выход биомас-
сы на метане, что позволяет рассматривать ее в ка-
честве перспективного штамма-продуцента. В со-
временной биотехнологии анализ последователь-
ности генома является необходимым условием
обоснованного выбора штамма-продуцента, так
как позволяет получить информацию о метабо-
лическом потенциале целевого организма и воз-
можностях его оптимизации.

Настоящее исследование ставило целью опре-
деление полной последовательности генома
штамма Concept-8 и сравнение ее с таковой у
Mc. capsulatus Bath для выявления возможных от-
личий метаболической организации этих метано-
трофов и установления точного филогенетиче-
ского положения Concept-8.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Источник культуры и ее очистка от ассоцииро-
ванных микроорганизмов. Исходная культура
штамма Concept-8, содержащая около 10% клеток
сопутствующих гетеротрофных микроорганиз-
мов, была предоставлена специалистами ООО
“Газпром ВНИИГАЗ”, где она поддерживалась
путем периодических пересевов на среде, использо-
ванной ранее для целей промышленного культиви-
рования этого метанотрофа. Состав среды включал
следующие компоненты (г л–1): NaNO3, 1; MgSO4 ·
· 7H2O, 0.2; CaCl2 · 2H2O, 0.02; Na2HPO4 · 5H2O, 1.5;
KH2PO4, 0.7 и 1 мл раствора микроэлементов
(Гальченко, 2001). Очистка метанотрофа от со-
путствующих микроорганизмов была достигнута
с помощью чередования серий предельных разве-

дений культуры в жидкой среде NMS 1 : 5 и рассе-
ва суспензии клеток на агаризованную среду
NMS 1 : 5 для получения колоний. Среда NMS 1 : 5
включала (г л−1): KNO3, 0.5; MgSO4 · 7H2O, 0.4;
CaCl2 · 2H2O, 0.1; 20 мл 0.1 М фосфатного буфера
(рН 7.0) и 1 мл раствора микроэлементов (Галь-
ченко, 2001). Для приготовления предельных раз-
ведений использовали серии флаконов объемом
60 мл, содержащие 10 мл среды и 30% метана в га-
зовой фазе. Флаконы инкубировали на качалке
(100 об./мин) при 42°С. Суспензию культур из
флаконов с наибольшими разведениями рассева-
ли на агаризованную среду NMS 1 : 5, чашки по-
мещали в эксикаторы с 30% метана в газовой фазе
и инкубировали в течение 2-х недель при 37°С.
Формирующиеся колонии отсевали во флаконы с
жидкой средой, полученные культуры проверяли
на чистоту с помощью фазово-контрастной мик-
роскопии и вновь рассевали на агаризованную
среду до получения чистой культуры.

Получение биомассы для геномного секвениро-
вания. Полученную чистую культуру штамма
Concept-8 выращивали во флаконах объемом
500 мл, содержащих 100 мл среды NMS 1 : 5 и 30%
метана в газовой фазе. После 2-суточной инкуба-
ции на качалке (100 об./мин) при 42°С клетки
осаждали центрифугированием и использовали
для выделения ДНК.

Выделение ДНК и секвенирование генома. Пре-
парат геномной ДНК выделяли с помощью на-
бора DNeasy Power Soil Kit (“Qiagen”). Всего бы-
ло выделено около 5 мкг ДНК. Последователь-
ность генома штамма Concept-8 была получена с
помощью комбинированной стратегии, включа-
ющей использование двух платформ высоко-
производительного секвенирования – Illumina
(MiSeq) и мономолекулярного секвенирования
на MinIon (“Oxford Nanopore”). Для приготовле-
ния геномной библиотеки, пригодной для се-
квенирования на приборе MiSeq (“Illumina”),
использовали набор NEBNext ultra II DNA Li-
brary kit (“New England Biolabs”). Всего было по-
лучено 1.1 млн парных прочтений (2 × 300 нт),
суммарная длина которых составила 662 млн нт.
Для секвенирования на приборе MinIon (“Oxford
Nanopore”) геномную библиотеку готовили с помо-
щью набора 1D Ligation Sequencing Kit SQK-LSK108
и секвенировали с использованием ячейки
FLO-MIN106 v R9.4.1. Было получено 39915 чте-
ний со средней длиной 14686 нт. Сборку генома
проводили с использованием всех полученных
прочтений с помощью Unicycler (Wick et al., 2017).

Аннотация и анализ генома. Поиск и аннота-
цию генов проводили с использованием сервера
RAST v. 2.0 (“Rapid Annotation using Subsystem
Technology”) (Overbeek et al., 2014), Prokka (See-
mann, 2014) и GhostKOALA (Kanehisa et al., 2016),
с последующей проверкой и коррекцией аннота-
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ции вручную в результате сравнения предсказан-
ных генов с базами данных NCBI (National Center
for Biotechnology Information) (Altschul et al.,
1997), Uniprot (https://www.uniprot.org/) и KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa
et al., 2014). Гены транспортных и рибосомальных
РНК определяли с использованием tRNAScan-SE
(Lowe, Eddy, 1996) и RNAmmer (Lagesen et al., 2007)
соответственно. Поиск инсерционных последо-
вательностей выполняли на ISsaga server (Varani
et al., 2011).

Сравнительный геномный и филогенетические
анализы. Последовательность генома Mc. capsulatus
Bath была получена из базы данных GenBank (но-
мер доступа AE017282.2). Показатели общего сход-
ства геномов штамма Concept-8 и Mc. capsulatus Bath
рассчитывали с использованием ANI calculator (Ro-
driguez-R, Konstantinidis, 2014) и Genome-to-Ge-
nome-Distance-Calculator (Meier-Kolthoff et al.,
2013). Филогенетическую дендрограмму на основе
сравнения геномов строили с использованием
платформы Genome Taxonomy Database (GTDB)
и программы GTDB-Tk, версия 04-RS89 (https://
github.com/Ecogenomics/GtdbTk) (Parks et al., 2018).
Полногеномное выравнивание осуществляли с
использованием алгоритма Nucmer, встроенного
в программу Mummer (Marçais et al., 2018). Откло-
нения в составе пар Г + Ц рассчитывали по стан-
дартному алгоритму в программе GenSkew (http://
genskew.csb.univie.ac.at/). Кластеры ортологичных
генов определяли с помощью алгоритма Orthomcl
программы Get_homologues (Contreras-Moreira,
Vinuesa, 2013). Данные выравнивания и отклоне-
ния состава Г + Ц, а также координаты кластеров
ортологичных генов использовали для построе-
ния круговой диаграммы сравнения двух геномов
в программном пакете Circos (Krzywinski et al.,
2009).

Выявление профагов. Для поиска потенциаль-
ных регионов профагов использовали сервер
PHASTER (http://phaster.ca/) с использованием
настроек, описанных в работе Arndt et al. (2016).
Функции генов определяли по гомологии с из-
вестными вирусными белками в базе данных NCBI
GenBank и пакетом VirFam (http://biodev.cea.fr/
virfam/), используя настройки, описанные в ста-
тье Lopes et al. (2014). Сравнение распределения
генов в профаговых последовательностях прово-
дили с помощью пакета tblastx и визуализировали
программой Easyfig (Sullivan et al., 2011).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общая характеристика генома и установление

филогенетического положения штамма Concept-8.
Геном штамма Concept-8 состоит из кольцевой
хромосомы 3455527 п.н., кодирующей 3264 пред-
полагаемых белков; среднее содержание пар Г + Ц
составляет 62.3%. Плазмид выявлено не было.

Размер генома Mc. capsulatus Bath несколько
меньше (3304697 п.н.), а среднее содержание пар
Г + Ц немного выше (63.6%), чем у штамма Con-
cept-8. Общие характеристики геномов этих двух
метанотрофов высоко сходны (табл. 1). В геномах
штаммов Bath и Concept-8 имеется по две копии
оперона рРНК. Сходство последовательностей
генов 16S рРНК этих метанотрофов составляет
98.7%, что соответствует пределу различий видо-
вого уровня (Chun et al., 2018). Сравнение полных
геномных последовательностей штаммов Bath и
Concept-8 с помощью Genome-to-Genome-Dis-
tance-Calculator и ANI calculator, однако, выявило
лишь 37.2 и 88.39% сходства соответственно, что
свидетельствует о принадлежности штамма Con-
cept-8 к новому виду рода Methylococcus (Chun et al.,
2018). На рис. 1 представлено графическое
изображение выравнивания геномов штамма
Concept-8 и Mc. capsulatus Bath, демонстрирую-
щее многочисленные регионы сходных участков
последовательностей. В результате идентификации
ортологов алгоритмом Orthomcl было обнаружено
2415 ортологичных кластера, что свидетельствует о
единстве функций подавляющего большинства ге-
нов, кодируемых геномами Mc. capsulatus Bath и
штамма Concept-8.

Филогеномный анализ с использованием базы
данных GTDB показал, что штаммы Bath и Con-
cept-8 формируют единый филогенетический
кластер рода Methylococcus (рис. 2). Другими бли-
жайшими филогенетическими родственниками
являются представители родов Methylocaldum,
Methylomagnum, Methyloterricola и Methylogaea.

Ферменты цепи окисления метана. Штамм Con-
cept-8 обладает двумя формами ключевого фермента
окисления метана – мембранной и растворимой ме-
танмонооксигеназами (мММО и рММО соответ-
ственно). В геноме этого метанотрофа обнаружены
две копии полного кластера pmoBAC (peg. 123–125 и
1332–1334, см. файл с дополнительными матери-
алами), кодирующего мMMO. Две аналогичные
копии pmoBAC присутствуют в геноме Mc. capsu-
latus Bath, при этом последовательности pmoA у
этих метанотрофов близки (99% идентичности
транслированных аминокислотных последова-
тельностей). Геном штамма Concept-8 имеет так-
же дополнительную копию pmoC (pmoC3, peg.
1112), почти идентичную pmoC3 из Mc. capsulatus
Bath. Гены pmoC3, как правило, составляют опе-
рон с генами, кодирующими три белка неизвест-
ной функции, предположительно имеющими от-
ношение к окислению метана (Ward et al., 2004).
Компоненты рMMO у штамма Concept-8 кодиру-
ются генным кластером mmoXYBZDC (peg. 2925–
2930), аналогичным таковому у Mс. capsulatus
Bath, и обнаруживают высокую гомологию по-
следовательностей MmoX (98% идентичности). В
том же локусе хромосомы расположены гипоте-
тический белок (peg. 2931) и четыре открытые
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рамки считывания mmoGQSR (peg. 2932–2935),
предположительно кодирующие большую субъ-
единицу бактериального шаперонина GroEL
(mmoG), двухкомпонентную сенсорно-регулятор-
ную систему (mmoQ и mmoS) и активатор тран-
скрипции (mmoR) (Csáki et al., 2003).

Геном штамма Concept-8 кодирует две мета-
нолдегидрогеназы (МДГ), катализирующие вто-
рую стадию окисления С1-субстрата. Структурные
компоненты гетеродимерной Ca2+-зависимой
метанолдегидрогеназы с пирролохинолинхиноном
(PQQ) в активном центре, и белки, необходимые

Таблица 1. Характеристики геномов штамма Concept-8 и Mc. capsulatus Bath

Характеристика генома Concept-8 Mc. capsulatus Bath

Размер генома, млн п.н. 3.46 3.30
Число контигов 1 1
Доля Г + Ц, мол. % 62.3 63.6
Открытые рамки считывания 3266 3167
рРНК (5S, 16S, 23S) 2, 2, 2 2, 2, 2
тРНК 49 51
CRISPR 2 2
мMMO оперон 2 2
рMMO оперон 1 1
Инсерционные последовательности 64 61
Профаги 2 2

Рис. 1. Графическое изображение выравнивания геномов штамма Concept-8 (желтый полукруг) и Mc. capsulatus Bath
(голубой полукруг). Зеленые и сиреневые линии соединяют регионы сходных участков последовательностей длиной
более 3000 и менее 3000 нуклеотидов соответственно. Концентрические окружности от центра к краю показывают:
(1) график отклонений в составе пар Г + Ц, (2) кластеры ортологичных генов.

Concept-8 Bath

1.2

1.5

1.8

2.1

2.4

2.7

3.03.3

0.9

0.
6

0.
30

1.2

1.5

1.8

2.1

2.4

2.7

3.0

3.3

0.9

0.
6

0.
3 0



328

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 3  2020

ОШКИН и др.

для ее каталитической функции, кодируются кла-
стером MxaFJGIRACKLD (peg. 2400–2410), орга-
низация генов которого у Concept-8 и Mс. capsulatus
Bath полностью идентична. Данный кластер
включает гены mxaFI большой и малой субъ-
единиц метанолдегидрогеназы и ген mxaG цито-
хрома cL – специфического акцептора электро-
нов, а также гены белков, необходимых для встра-
ивания Ca2+ в активный центр фермента
(mxaACKL), и белков с неизвестными функциями
(mxaRS) (Vuilleumier et al., 2009; Chistoserdova, 2011).
Геномный анализ выявил наличие у штамма Con-
cept-8 и Mс. capsulatus Bath альтернативной одно-
субъединичной метанолдегидрогеназы XoxF-МДГ,
которая содержит вместо кальция редкоземель-
ный элемент в активном центре (peg. 1107) (Hibi et
al., 2011).

Окислительные превращения формальдегида
обеспечиваются ферментами тетрагидрофолат-
ного (ТГФ) пути. В этом пути N5,N10-метилен-
ТГФ, образующийся спонтанной конденсацией
СН2О с ТГФ, с участием метилен-ТГФ-дегидроге-
назы (peg. 810) окисляется в N5,N10-метенил-ТГФ, а
последний метенил-ТГФ-циклогидролазой (peg. 810)
модифицируется в N5-формил-ТГФ, и, наконец,
формил-ТГФ-циклолигаза (peg. 1243) образует
свободный формиат. На уровне метенил-ТГФ
и/или формил-ТГФ С1-субстрат вступает в процесс
синтеза серина и реакции серинового цикла асси-

миляции углерода. Генетические детерминанты
ТГФ-пути у штамма Concept-8 и Mс. capsulatus Bath
практически идентичны.

Анализ генома штамма Concept-8 показал на-
личие полного набора ферментов тетрагидроме-
таноптерин (ТГМП)-зависимого пути окисления
формальдегида в СО2, включая метилен-ТГМП
дегидрогеназу (peg. 1610–1611) и метенил-ТГМП
циклогидролазу (peg. 1341), а также формил-ме-
танофуран-формилтрансферазу (peg. 1336) и
ABC-субъединицы формил-метанофурандегидро-
геназы (peg. 1337–1338, peg. 1335). Перечисленная
последовательность ферментов, использующих ко-
факторы ТГМП и метанофуран, присутствует так-
же у Mс. capsulatus Bath.

У штамма Concept-8 присутствуют гены трех-
субъединичной формиатдегидрогеназы, катализи-
рующей последнюю стадию окисления метана до
CO2 (peg. 2339–2341). Штамм имеет также пяти-
генный оперон, кодирующий формиатдегидроге-
назу (peg. 17–21), гомологичную цитоплазматиче-
ской NAD+-зависимой формиатдегидрогеназе из
Rhodobacter capsulatus, состоящей из (abc)2 субъ-
единиц и катализирующей обратимую реакцию
окисления формиата в СО2 (Hartmann, Leim-
kühler, 2013). Помимо структурных белков фер-
мента, оперон кодирует полипептиды FdsC и
FdsD, участвующие в модификации молибдено-
вого кофактора и его встраивание в фермент. Од-

Рис. 2. Филогенетическое положение штамма Concept-8 по данным сравнительного анализа геномов представителей
семейства Methylococcaceae, выполненного с помощью Genome Taxonomy Database toolkit, версия 04-RS89 (Parks et al.,
2018). Бутстрeпы рассчитаны методом “maximum-likelihood” путем построения 100 альтернативных дендрограмм. По-
казаны значения бутстрепов более 70%. В качестве корня использованы 16 геномов метанотрофов семейства Methylo-
cystaceae. Маркер – 0.1 замена на одну аминокислотную последовательность.
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нако у штамма Concept-8 отсутствует гомолог
двухсубъединичной формиатдегидрогеназы, ко-
торая имеется у Mс. capsulatus Bath (MCA2576-
2577).

У штамма Concept-8 в окислении формальде-
гида до СО2 могут участвовать также компоненты
РМФ-пути. В окислительном РМФ-цикле фор-
мальдегид реагирует с рибулозо-5-фосфатом с
образованием гексулозо-6-фосфата, последний
изомеризуется во фруктозо-6-фосфат и далее в глю-
козо-6-фосфат. Штамм кодирует четыре изофор-
мы глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (peg. 1745,
peg. 1388, peg. 1965 и peg. 2738) и две 6-фосфоглю-
конатдегидрогеназы/декарбоксилазы (peg. 384,
peg. 2737), которые производят молекулу CO2,
восстанавливая две молекулы НАД(Ф) и регене-
рируя рибулозо-5-фосфат. В отличие от штамма
Concept-8, Mс. capsulatus Bath имеет только две
изоформы глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и
одну 6-фосфоглюконатдегидрогеназу (Ward et al.,
2004).

Пути ассимиляции углерода. Рибулозомонофос-
фатный (РМФ) цикл. Аналогично Mс. capsulatus
Bath, штамм Concept-8 имеет по две идентичные
копии генов гексулозофосфатсинтазы и гексуло-
зофосфатизомеразы, а также ген, кодирующий
слитый белок гексулозофосфатсинтаза/изомера-
за (peg. 1212). Компоненты РМФ-цикла линейно
дуплицированы: нуклеотидная последователь-
ность длиной 4946 п.н. имеет почти идентичный
повтор с геном трансальдолазы в центральной ча-
сти (peg. 1646), окруженным генами гексулозо-
фосфатизомеразы (peg. 1645, peg. 1651), гексуло-
зофосфатсинтазы (peg. 1650, peg.1644), фрук-
тозобисфосфатальдолазы (peg. 1648, peg. 1641) и
транскетолазы (peg. 1640, peg. 1647). Структура
генного кластера РМФ-цикла у двух метилокок-
ков аналогична. Кроме данных штаммов, только
у Methylomarinum vadi и Methylomicrobium buryat-
ense 5G выявлена мультикопийность генов hps и
phi. Дупликация гена hps (но не phi гена) характер-
на также для представителей рода Methylomonas.
Как отражается мультикопийность ключевых ге-
нов РМФ-цикла на ростовые характеристики ме-
танотрофов – важный предмет последующих ис-
следований.

Сериновый путь. Штамм Сoncept-8 имеет гене-
тические детерминанты, по крайней мере, части
ферментов серинового пути С1 ассимиляции.
Кластер sga-hpr-gck3 (peg. 3–5) кодирует серин-
глиоксилат аминотрансферазу, гидроксипирува-
тредуктазу и 3-глицераткиназу – индикаторные
ферменты серинового пути, а также малил-КоА
лиазу и малаттиокиназу (peg. 194–196) – фермен-
ты, участвующие в синтезе глиоксилата – пред-
шественника глицина, реакция которого с мете-
нил-ТГФ и/или формил-ТГФ приводит к синтезу
серина. Однако у штаммов Сoncept-8 и Bath от-

сутствует ФЕП-карбоксилаза – один из ключе-
вых ферментов серинового пути. Восполнение
С4-метаболитов цикла Кребса, по-видимому,
осуществляет пируваткарбоксилаза, кодируемая
последовательностью peg. 1178–1179. Однако ген
пируваткарбоксилазы отсутствует у штамма Bath
(Ward et al., 2004). Кроме реакции, катализируе-
мой малил-КоА лиазой, регенерация акцептора
С1-единиц, глицина, может происходить как резуль-
тат превращений фосфогликолата, образуемого в
оксигеназной реакции Рубиско через гликолат и
глиоксилат с участием фосфогликолатфосфатазы
(peg. 2032), гликолатоксидазы (peg. 3306–3308), и
серингдиоксилат аминотрансферазы (peg. 3).

Цикл Кальвина. Геномный анализ выявил у
Methylococcus Concept-8 гены, кодирующие боль-
шую (cbbL) и малую (cbbS) субъединицы рибуло-
зо-1,5-бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (Ру-
биско) (peg. 1217–1218), а также ген cbbQ (peg. 1220),
кодирующий полипептид с предполагаемой функ-
цией посттрансляционного активатора Рубиско
(Baxter et al., 2002). Аналогично СbbL из других
представителей Proteobacteria, включая Mс. capsu-
latus Bath и цианобактерий, у штамма Concept-8
данный фермент относится к “зеленому” типу
Рубиско (clade A) (Baxter et al., 2002).

Пути распада фосфосахаров. Геном штамма
Concept-8 кодирует несколько путей распада С6-
фосфосахаров – первичных продуктов ассимиля-
ции в РМФ цикле, в числе которых гликолиз, путь
Энтнера–Дудорова (ЭД) и фосфокетолазный
путь.

Штамм Concept-8 имеет полный набор фермен-
тов модифицированного пути Эмбдена–Мейерго-
фа–Парнаса, в котором реакция образования фрук-
тозо-1,6-фосфата из фруктозо-6-фосфата обратима
и катализируется ФФн-зависимой фосфофрук-
токиназой (peg. 3029). Этот фермент, а также
ФФн-зависимая пируватфосфатдикиназа (peg.
1612), обеспечивают полную обратимость глико-
литической последовательности, при этом ФФн-
фосфофруктокиназа компенсирует отсутствие
фруктозобисфосфатазы, как это показано ранее
для Mс. capsulatus Bath (Reshetnikov et al., 2008).

В геноме штамма Concept-8 присутствуют также
все ферменты ЭД пути распада фруктозо-6-фосфа-
та в глицеральдегид-3-фосфат и пируват: глюкозо-
6-фосфатизомераза (peg. 3024), четыре глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (peg. 1745, peg. 1388, peg. 1965
и peg. 2738), две 6-фосфоглюконолактоназы (peg.
1744, peg. 1387), 6-фосфоглюконатдегидратаза
(peg. 1748) и 2-кето-3-дезокси-6-фосфоглюкона-
тальдолаза (peg. 1749). Следует отметить, что у
штамма Bath имеются только два изомера глюко-
зо-6-фосфатдегидрогеназы.

У штамма Сoncept-8 присутствуют генетиче-
ские детерминанты альтернативного пути распа-
да сахаров с участием фосфокетолазы (peg. 3117),
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катализирующей образование глицеральдегид-3-
фосфата/эритрозо-4-фосфата и ацетилфосфата
из первичных продуктов С1-ассимиляции –
фруктозо-6-фосфата и/или ксилулозо-5-фосфа-
та. В результате дальнейшего метаболизма аце-
тилфосфата с участием ацетаткиназы (peg. 3115)
образуются ацетат и АТФ (Rozova et al., 2015; He-
nard et al., 2017), или напрямую ацетил-КоА с уча-
стием фосфоацетилтрансферазы (peg. 3288). По-
следняя имеется у штамма Сoncept-8, но отсут-
ствует у штамма Bath. Оба метилококка кодируют
ацетил-КоА синтетазу (EC 6.2.1.1, peg. 478), катали-
зирующую синтез ацетил-КоА, сопровождающийся
распадом АТФ до АМФ. Следует отметить, что фос-
фоацетилтрансфераза у Methylococcus Сoncept-8
имеет низкую гомологию с ферментами из других
метанотрофных бактерий и, по-видимому, была
приобретена в результате горизонтального пере-
носа генов.

Синтез запасных соединений углерода. Штамм
Сoncept-8 кодирует ферменты, необходимые для
синтеза гликогена: 4-α-глюканотрансферазу
(амиломальтазу) – глюкозо-1-фосфат аденилил-
трансферазу – 1,4-α-глюкан разветвляющий
фермент GlgB – гликоген синтазу 1 – АДФ-ри-
бозопирофосфатазу, соответствующие гены орга-
низованы в кластере peg. 3328–3332, аналогичном
таковому у Mс. capsulatus Bath (MCA1473–1477).
Дополнительный генный кластер кодирует гли-
коген синтазу 2 и α-амилазу (peg. 2009–2010).
Две гликогенсинтазы могут стать мишенью для
модификации штамма-продуцента для предот-
вращения расхода углерода на синтез запасных
углеводных соединений и повышения относи-
тельного содержания белка в биомассе.

Выявление профагов. В геномах штаммов
Mc. capsulatus Bath и штамм Concept-8 c помощью
сервера PHASTER обнаружено по 2 потенциаль-

но полных профаговых региона (рис. 3). При этом
последовательность генов одного из профаговых
участков в геноме штамма Concept-8 имела высо-
кое сходство с частью второго профага в этом же
геноме (99.6% сходства кодируемых аминокислот-
ных последовательностей). Вероятно, в данном
случае имела место дупликация участка последо-
вательности исходного профага. Обратная карти-
на наблюдалась в геноме Mc. capsulatus Bath, где
профаговые регионы выглядят как 2 разделенных
участка одного исходного вирусного генома. Как
для Mc. capsulatus Bath, так и для штамма Concept-8 в
профаговых регионах были найдены гены, кодиру-
ющие вирусные структурные белки, характерные
для представителей отряда Caudovirales (хвостатые
бактериофаги). Однако генов, обеспечивающих ре-
пликацию ДНК и РНК профагов и лизис клетки-
хозяина на поздних стадиях инфекции обнаруже-
но не было. Как правило, это свидетельствует о
потере данными профагами способности к ин-
дукции, но их влияние на регуляцию метаболиз-
ма бактерии хозяина и возможность репликации
с помощью полимераз клетки-хозяина не могут
быть исключены без проведения дополнитель-
ных исследований.

Таким образом, результаты анализа генома
штамма Concept-8 подтвердили его принадлеж-
ность к роду Methylococcus, однако указали на
его существенные, видового уровня отличия от
Mс. capsulatus Bath. Сравнительный анализ мета-
болических путей, кодируемых в геномах этих
двух метанотрофов, также выявил ряд отличий,
уровень проявления которых нуждается в даль-
нейшей экспериментальной проверке.

Рис. 3. Структура генных кластеров, ассоциированных с профагами, в геномах Mc. capsulatus Bath (1, 2) и штамма Con-
cept-8 (3, 4).
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дыш, В.Н. Хмелениной, В.О. Поповым и Н.В. Пимено-
вым. Все авторы участвовали в обсуждении результатов.
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Abstract—The complete genome sequence of a thermotolerant obligate methanotroph Methylococcus sp.
Concept-8 was determined and analyzed. This strain was obtained by long-term storage, selection, and puri-
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fication of an industrial culture of Methylococcus capsulatus BSV-874, which was used for methane-based pro-
tein biosynthesis in the Soviet Union. The size of the Concept-8 genome is 3.46 Mb. Genome annotation
identified 3266 open reading frames that encode proteins. The closest phylogenetic relative of strain Concept-
8 is Methylococcus capsulatus Bath (98.7% identity of 16S rRNA gene sequences). Comparison of the genomic
sequences of these methanotrophs revealed 88.39% average nucleotide sequence identity, indicating that
Concept-8 represents a novel species of the genus Methylococcus. The genomes of the strains Bath and Con-
cept-8 both contain two copies of rRNA operons and pmoBAC operons for particulate methane monooxy-
genase, as well as a single copy of the soluble methane monooxygenase operon mmoXYBZDC. Growth on
methanol was possible due to the presence of two complementary methanol dehydrogenases: MxaFJGI-
RACKLD and XoxF. The two methanotrophs also possess highly similar sets of genes encoding enzymes of
the major pathways of the metabolism of C1 compounds. The genome of Methylococcus sp. Сoncept-8 was
found to contain two regions associated with prophages of the family Siphoviridae. The prophage regions de-
tected in the genome of Mc. capsulatus Bath are also homologous to viral sequences of the family Siphoviridae
but differ from those identified in the genome of Сoncept-8.

Keywords: methanotrophic bacteria, Methylococcus, genome analysis, methane monooxygenase, metabolism
of C1 compounds, prophage
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