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Проведен сравнительный филогенетический анализ генов НАД+-зависимых формиатдегидрогеназ
(НАД+–ФДГ), которые обнаружены во всех доступных геномах метилотрофов родов Ancylobacter,
Starkeya и Angulomicrobium, а также у других бактерий семейства Xanthobacteraceae (Xanthobacter,
Aquabacter, Azorhizobium). Отмечено, что расположение представителей Xanthobacteraceae на дереве,
построенном на основании сравнения аминокислотных последовательностей НАД+–ФДГ, корре-
лирует с филогенией по гену 16S рРНК. Выявлено, что последовательности белка НАД+–ФДГ ро-
дов Ancylobacter, Starkeya и Angulomicrobium имеют уровень идентичности 87.8–98.3%, что свидетель-
ствует о высокой консервативности этого белка в пределах данной группы метилотрофов. Впервые
анализ функциональных генов НАД+–ФДГ рекомендован в качестве дополнительного критерия
для межвидовой дифференциации метилотрофных бактерий рода Ancylobacter.
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НАД+-зависимые формиатдегидрогеназы
(НАД+–ФДГ) обнаружены у бактерий, дрожжей,
грибов, растений и позвоночных (Alekseeva et al.,
2011). У растений, патогенных бактерий и грибов
этот фермент является стрессовым белком, у
аэробных метилотрофных бактерий (метилотро-
фов) и дрожжей играет ключевую роль в снабже-
нии клеток энергией (Hatrongjit, Packdibamrung,
2010; Alekseeva et al., 2011). Окисление формиата
до CO2, сопряженное восстановлением НАД+ до
НАДН, катализируется НАД+–ФДГ и является
завершающей стадией цепи реакций прямого С1-
окисления у метилотрофов. НАД+–ФДГ относится
к надсемейству D-специфических дегидрогеназ
2-оксикислот, имеет гомодимерную структуру,
не содержит в активном центре простетических
групп и ионов металлов (Shabalin et al., 2010).
Данный фермент распространен у метилотрофов
с рибулозобисфосфатным путем С1-ассимиляции
(Троценко с соавт., 2010). Типичным примером
являются представители рода Ancylobacter (семей-
ство Xanthobacteraceae, порядок Hyphomicrobiales),
выделяемые из водной среды, донных осадков,
активных илов, почвы и растений. В настоящее
время род включает 11 валидно описанных видов

(https://lpsn.dsmz.de/genus/ancylobacter), очень близ-
ких по физиолого-биохимическим, хемотаксоно-
мическим свойствам и последовательностям генов
16S рРНК, поэтому актуален поиск новых генетиче-
ских маркеров, позволяющих осуществить быструю
дифференциацию представителей данного рода
без привлечения геномного анализа. Известно, что
аминокислотные последовательности НАД+–ФДГ
довольно консервативны и уровень их сходства у
разных организмов составляет ~50%, а у растений
эти ферменты имеют до 80% идентичности (Ha-
trongjit, Packdibamrung, 2010; Alekseeva et al., 2011).
Ранее фермент НАД+–ФДГ исследовали только у
одного представителя рода Ancylobacter – A. aqua-
ticus KNK607M (Nanba et al., 2010), но значение
соответствующего функционального гена в так-
сономии бактерий не рассматривалось.

Цель данной работы – оценка эффективности
использования сравнительного анализа последо-
вательностей генов НАД+–ФДГ в таксономии
метилотрофных бактерий рода Ancylobacter.

В работе использовали новые метилотрофные
изоляты штаммы Ancylobacter sp. VT, Starkeya sp.
3С и 1А, выделенные ранее авторами данной ра-
боты, а также ближайший родственник штаммов

КРАТКИЕ
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3С и 1А – штамм Starkeya sp. HF14-78462, геном
которого найден в базе данных NCBI GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (CACSAS000000000).
Поиск последовательностей генов 16S рРНК, бел-
ков НАД+–ФДГ и геномов проводили в базах дан-
ных NCBI GenBank и JGI (https://img.jgi.doe.gov/),
филогенетический анализ осуществляли с помо-
щью пакетов программ BLAST (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov), ClustalW (Thompson et al., 1997) и
MEGA5 (метод neighbor-joining) (Tamura et al.,
2011), надежность построенных деревьев прове-
рена значением “bootstrap” для 1000 деревьев.
Средние значения идентичности нуклеотидов
(ANI) и ДНК-ДНК гибридизации in silico (dDDH)
рассчитывали с использованием программ Spe-
cies 1.2.1 (Richter, Rosselló-Móra, 2009) и GGDC
2.1 (https://ggdc.dsmz.de/ggdc.php) (Meier-Kolthoff
et al., 2013) соответственно. Амплификацию и се-
квенирование гена НАД+–ФДГ для штамма 1А
проводили с использованием “вырожденных”
праймеров, разработанных на консервативные
аминокислотные участки НАД+–ФДГ. Анализ
доступных аминокислотных последовательно-
стей фермента НАД+–ФДГ из A. aquaticus, Star-
keya sp. 3C и ряда других гомологичных ФДГ фер-
ментов из NCBI GenBank позволил выделить две
консервативные аминокислотные области, на ос-
нове которых составлена пара “вырожденных”
праймеров fmd (F2-vir); TGCGTTCTYTACGAY-
GAYСС и fmd (R-vir); TCTTCCGARCCGC-
CAGTSGCRTT. Амплифицирован участок гена
1170 п.н., кодирующий фермент НАД+–ФДГ из
метилотрофного изолята штамма 1А. Секвенирова-
ние и анализ полученного фрагмента выявил 99.9%
идентичности аминокислотной последовательно-
сти с ферментом НАД+–ФДГ из Starkeya sp. 3C.

Гены НАД+–ФДГ выявлены нами у некоторых
представителей семейства Xanthobacteraceae – ро-
дов Xanthobacter, Aquabacter, Azorhizobium, а также
во всех доступных геномах метилотрофных бак-
терий родов Ancylobacter, Starkeya и Angulomicrobi-
um. Установлено, что распределение представи-
телей Xanthobacteraceae на дереве, построенном на
основании сравнения аминокислотных последова-
тельностей НАД+–ФДГ, коррелирует с филогенией
по гену 16S рРНК (рис. 1). При этом выявлено не-
сколько кластеров на дереве, построенном по ре-
зультатам сравнительного анализа последова-
тельностей белков НАД+–ФДГ, объединяющих
представителей семейства Xanthobacteraceae:
(1) группа Ancylobacter, Starkeya и Angulomicrobium;
(2) группа Xanthobacter; (3) группа Aquabacter и
Azorhizobium.

В группе (1) сходство между видами на основа-
нии сравнения нуклеотидных последовательностей
генов 16S рРНК составляет 96.2–98.5%, а амино-
кислотные последовательности белка НАД+–ФДГ
проявляют уровень межвидовой идентичности

87.8–98.3% (табл. 1), что свидетельствует о высо-
кой консервативности белка НАД+–ФДГ у пред-
ставителей родов Ancylobacter, Starkeya и Angulomi-
crobium. Поиск ближайших родственников Ancy-
lobacter по сходству НАД+–ФДГ выявил также
метилотрофа Pseudomonas sp. 101 (91.3–92.8%)
(Filippova et al., 2006), НАД+–ФДГ которого явля-
ется одной из самых изученных ФДГ среди бакте-
рий (Alekseeva et al., 2011). По всей видимости,
данный штамм также является представитем Star-
keya или Ancylobacter, однако идентификация,
проведенная в 1970-х гг. (коллекция кафедры
микробиологии Московского государственного
университета) (Egorov et al., 1979), устарела и тре-
бует пересмотра.

Интересно, что претенденты на новые виды
новые изоляты штаммы 3С, 1А, HF14-78462
(~99.9–100% сходства по гену 16S рРНК) и штамм
VT также хорошо дифференцируются на видовом
уровне по генам НАД+–ФДГ, что коррелирует с
их филогенетическим положением по гену 16S
рРНК (рис. 1). Анализ геномов штаммов 3С
(VMBP00000000) и VT (JAHCQH000000000) под-
тверждает принадлежность этих микроорганиз-
мов к новым видам, поскольку значение сходства
по генам 16S рРНК, уровень ANI и dDDH соста-
вило, соответственно: 99.3–99.4, 86.4 и 28.3%
между штаммом 3С и S. novella DSM 506T, и 98.3–
98.5, 78.0–80.6 и 22.1–24.0% между штаммом VT и
ближайшими представителями рода Ancylobacter,
что ниже пороговых значений, принятых для раз-
деления видов (ANI = 95%, dDDH = 70%) (Richter
et al., 2009; Chun et al., 2018).

Таким образом, показано, что топология фило-
генетического дерева по белку НАД+–ФДГ корре-
лирует с таксономическим положением предста-
вителей рода Ancylobacter и семейства Xanthobacte-
raceae, проведенным на основании сравнения
последовательностей генов 16S рРНК. Анализ
этих достаточно консервативных функциональ-
ных генов может быть рекомендован в качестве
дополнительного критерия для межвидовой диф-
ференциации прежде всего бактерий рода Ancylo-
bacter.

Предложение использовать функциональные
гены ферментов, вовлеченных в метаболизм ме-
тилотрофов, не является уникальным. Известно,
что у метилотрофов ген mxaF (кодирует большую
субъединицу метанолдегидрогеназы) высоко
консервативен и используется в качестве функ-
ционального гена для их идентификации в раз-
личных средах обитания (McDonald, Murrell,
1997). Также в качестве молекулярных проб при-
меняют гены xoxF (Ramachandran, Walsh, 2015;
Taubert et al., 2015), но известные последователь-
ности филогенетически разнообразны, делятся
на пять групп (XoxF1−5) (Chistoserdova, 2011), а их
идентичность в пределах одной группы ~65–70%
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(Keltjens et al., 2014). Анализ аминокислотных по-
следовательностей белка НАД+–ФДГ представите-
лей Xanthobacteraceae выявил уровень идентичности
в пределах семейства 84.0–98.3%, а среди ближай-
ших родственников обнаружены только Methylocella

silvestris BL2T (89–90%) и Rhizobium leguminosarum
Vaf10 (84.7–86.7%), однако на дереве они держат-
ся обособленно (табл. 1, рис. 1). Кроме того, пред-
ставители родов Angulomicrobium и Starkeya по ис-
следуемым генам НАД+–ФДГ образуют единый
кластер с представителями Ancylobacter, что согла-
суется с результатами секвенирования генов 16S
рРНК и демонстрирует высокое родство представи-
телей этих трех родов. Таким образом, впервые
предложено использовать НАД+–ФДГ в качестве
функционального маркерного гена для дальней-
шего поиска и идентификации метилотрофов ро-
да Ancylobacter, обнаруживаемых в различных ме-
стах обитания.
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Abstract—Comparative phylogenetic analysis of NAD+-dependent formate dehydrogenases (NAD+–FDH)
genes, which have been detected in all available genomes of methylotrophs of the genera Ancylobacter, Star-
keya and Angulomicrobium, as well as in other members of the family Xanthobacteraceae (Xanthobacter,
Aquabacter, Azorhizobium), was carried out. The position of Xanthobacteraceae on the tree constructed based
on comparison of NAD+–FDH amino acid sequences was found to correlate with the 16S rRNA gene-based
phylogeny. The sequences of the NAD+–FDH proteins of the genera Ancylobacter, Starkeya, and Angulomi-
crobium exhibited 87.8–98.3% identity, indicating that this protein is very conservative within this group of
methylotrophs. For the first time, analysis of the NAD+–FDH functional genes is recommended as a sup-
plementary criterion for interspecies differentiation between methylotrophic bacteria of the genus Ancylo-
bacter.

Keywords: methylotrophs, Ancylobacter, family Xanthobacteraceae, NAD+-dependent formate dehydroge-
nases


