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В геноме облигатно метанотрофной бактерии Methyloferula stellata AR4 закодировано три десятка
гликозил-гидролаз. Подавляющее большинство из них в качестве ближайших гомологов имеет бел-
ки из других бактерий класса Alphaproteobacteria. Два исключения составляют гены белков семейств
GH39 и GH65, которые появились предположительно за счет горизонтального переноса из неблиз-
кородственных бактерий. Настоящая работа посвящена исследованию эволюционной истории
этих двух генов. В случае с представителем семейства GH65 гликозил-гидролаз этот сценарий не
подтвердился. Кодируемая этим геном фосфорилаза коджибиозы является типичной для альфапро-
теобактерий. Предполагавшийся горизонтальный перенос гена оказался направленным в противо-
положную сторону: в одну из эволюционных линий класса Betaproteobacteria. Потенциальная глико-
зил-гидролаза семейства GH39 является единственной, чей ген имеет непротеобактериальное про-
исхождение. Обсуждается роль горизонтальных переносов в эволюции генов гликозил-гидролаз и
их гомологов у метанотрофов и других бактерий.
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Methyloferula stellata AR4 – аэробный ацидо-
фильный облигатный метанотроф из семейства
Beijerinckiaceae класса Alphaproteobacteria (Vorobev
et al., 2011). В отличие от подавляющего большин-
ства известных метанотрофных бактерий и по-
добно метанотрофам рода Methylocella, в клетках
Methyloferula отсутствует мембранная метанмоно-
оксигеназа, а окисление метана осуществляет
растворимая форма этого фермента. M. stellata
AR4 растет на метане и метаноле, но не может
расти ни на одном субстрате, содержащем C–C
химическую связь, в том числе на углеводах. Сле-
довательно, можно предположить, что все имею-
щиеся у этой бактерии гликозил-гидролазы ис-
пользуют исключительно субстраты, которые
синтезируется внутриклеточно. Геномная после-
довательность M. stellata AR4 была определена в
Joint Genome Institute и аннотирована нами ранее
(Dedysh et al., 2015). Анализ генома выявил 30 ге-
нов потенциальных гликозил-гидролаз, относя-
щихся к семействам GH2, GH3, GH10, GH13,
GH15, GH23, GH25, GH39, GH65, GH77, GH94,
GH102, GH103 и PF06202 (Naumoff, 2017). Ис-
пользование каталитических доменов каждой из

них в качестве запроса при скрининге базы дан-
ных аминокислотных последовательностей по-
чти во всех случаях выявляло белки представите-
лей Alphaproteobacteria в качестве ближайших го-
мологов (исключение составили лишь два белка
из семейств GH39 и GH65 гликозил-гидролаз).
Полученные данные указывали на малую роль го-
ризонтального переноса генов гликозил-гидро-
лаз в эволюции облигатных метанотрофов. Это до
сих пор является уникальным случаем среди бак-
терий, так как спектр закодированных гликозил-
гидролаз обычно очень зависит от занимаемой
экологической ниши (доступных углеводных суб-
стратов) и может существенно отличаться даже у
близкородственных микроорганизмов (Наумов,
2011). Согласно полученным нами ранее данным
(Naumoff, 2017), предполагаемая β-галактозидаза
M. stellata (GenPept, WP_020173696.1) из семей-
ства GH39 имела в качестве ближайших гомоло-
гов (23–31% идентичности аминокислотных по-
следовательностей) белки ряда бактерий филумов
Actinobacteria и Firmicutes, а карбогидрат-фосфо-
рилаза (WP_020177329.1) из семейства GH65 –

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



244

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 3  2023

НАУМОВ, ДЕДЫШ

белки из бактерий класса Betaproteobacteria (60–
64%).

Целью настоящей работы было исследование
эволюционного происхождения генов этих двух
нетипичных для метанотрофов белков.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Геномная последовательность Methyloferula

stellata AR4 (GenBank, ARWA00000000.1) была ис-
пользована в настоящем исследовании. Ближайших
гомологов белков M. stellata искали по алгоритму
blastp на сайте NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Списки экспериментально охарактеризованных
представителей для анализируемых семейств гли-
козил-гидролаз составляли на основании информа-
ции, имеющейся в базе данных CAZy (Drula et al.,
2022).

Для филогенетического анализа отбирали по
несколько десятков ближайших гомологов исследу-
емых белков бактерии M. stellata AR4. Множествен-
ное выравнивание аминокислотных последователь-
ностей проводили вручную в программе-редакторе
BioEdit (https://bioedit.software.informer.com/7.2/),
при этом учитывали результаты попарных вырав-
ниваний с помощью программы blastp.

В качестве внешней группы при исследовании
филогении семейства GH65 использовали четыре
наиболее близких к белку из M. stellata эксперимен-
тально охарактеризованных ферментов (GenPept:
AAC74398.1, ABP66077.1, ACL68803.1 и BAB97300.1).
Для семейства GH39 специально внешняя группа
не подбиралась; при визуализации древа в каче-
стве внешней была выбрана наиболее дивергент-
ная группа из числа проанализированных белков.

Результаты множественного выравнивания (по-
сле удаления наиболее вариабельных участков по-
следовательностей) использовали для построения
филогенетических деревьев с помощью программы
PROTPARS (метод максимальной экономии, Protein
Sequence Parsimony method, MP) из пакета PHYLIP
(http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html). Ста-
тистическую надежность узлов древа оценивали с
использованием бутстреп-анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Семейство GH65 гликозил-гидролаз. С целью

проверки ранее выдвинутой нами гипотезы (Nau-
moff, 2017) о возможном получении Methyloferula
stellata гена потенциальной карбогидрат-фосфо-
рилазы от бетапротеобактерий (ближайшим го-
мологом в базе данных NCBI в то время являлся
белок SEE89066.1 из Burkholderia sp. WP9 с уров-
нем идентичности аминокислотных последова-
тельностей 61%) был проведен филогенетический
анализ с использованием пяти десятков ближай-
ших ныне известных гомологов. Среди них пре-

обладали белки альфапротеобактерий. Бетапро-
теобактериальных белков оказалось существенно
меньше, и все они принадлежали представителям
только трех родов семейства Burkholderiaceae: Bur-
kholderia, Caballeronia и Paraburkholderia (согласно
таксономии GTDB эти таксоны относятся к классу
Gammaproteobacteria; Parks et al., 2018). Мы допол-
нительно провели скрининг базы данных NCBI
среди бетапротеобактериальных белков, не при-
надлежащих бактериям этих трех родов, и обна-
ружили в качестве самого близкого гомолога бе-
лок бактерии Herbaspirillum sp. ST 5-3 (семейство
Oxalobacteraceae; согласно таксономии GTDB –
семейство Burkholderiaceae), который был также
включен в выборку для филогенетического ана-
лиза. Для более надежного предсказания энзима-
тической активности исследуемой фосфорилазы
M. stellata было проведено ее попарное сравнение
со всеми экспериментально охарактеризованны-
ми белками семейства GH65. Четыре ближайших
гомолога из Caldicellulosiruptor saccharolyticus
(Yamamoto et al., 2011), Escherichia coli (Mukherjee
et al., 2018), Halothermothrix orenii (De Beul et al.,
2021) и Thermoanaerobacter brockii (Yamamoto et al.,
2004) оказались обладателями одной и той же ак-
тивности (К.Ф. 2.4.1.230) фосфорилазы коджиби-
озы (англ. kojibiose phosphorylase); они были взяты
нами для филогенетического анализа в качестве
внешней группы. На основе полученных данных
можно предположить, что все проанализирован-
ные в работе белки семейства GH65 обладают
этой же энзиматической активностью.

На построенном филогенетическом древе се-
мейства GH65 (рис. 1) белки бетапротеобактерий
трех родов семейства Burkholderiaceae сформирова-
ли четко обособленный субкластер I (100% бут-
стреп-поддержки) внутри альфапротеобактериаль-
ного кластера (100%). Другой крупный субкластер
IV (95%) внутри него сформировали метилотрофы,
представители близкородственных родов Methy-
lobacterium и Methylorubrum. Вне субкластера IV
оказался белок из Methylobacterium sp. BTF04
(NEU14609.1). Белки метанотрофов Methylocapsa
palsarum NE2 (SFK64348.1) и Methyloferula stellata
AR4 (WP_020177329.1), а также филогенетически
близкой алканокисляющей бактерии из газовых
сипов Candidatus Rhodoblastus alkanivorans (Haque
et al., 2022) не проявили существенной склонно-
сти к кластеризации. Белок из бетапротеобактерии
Herbaspirillum sp. (WP_136416394.1) занял внешнее
по отношению к альфапротеобактериальному
кластеру положение, примыкая к аутгруппе. На-
блюдаемая топология филогенетического древа
свидетельствует о том, что горизонтальный перенос
гена карбогидрат-фосфорилазы был осуществлен
от альфапротеобактерий к бетапротеобактериям
семейства Burkholderiaceae, а белок M. stellata име-
ет типичное для альфапротеобактерий происхож-
дение.
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Семейство GH39 гликозил-гидролаз. Для иссле-
дования эволюционного происхождения гена по-
тенциальной β-галактозидазы M. stellata (GenPept,
WP_020173696.1) был проведен сравнительный
анализ с использованием трех с половиной десятков
ближайших гомологов. При этом самым близким
из них на основании попарного сравнения ока-
зался белок из Candidatus Melainabacteria bacteri-
um GWF2_37_15 (OGI03707.1), который содержал
два гомологичных домена (31 и 29% идентично-
сти аминокислотных последовательностей для
N- и C-концевого домена соответственно). Для
более надежного предсказания энзиматической
активности исследуемого белка M. stellata было
проведено его попарное сравнение со всеми из-
вестными экспериментально охарактеризованны-
ми белками семейства GH39. Однако сколько-ни-
будь близких гомологов среди них обнаружено не
было. Ближайшими оказались эндо-гликозидаза
PslG из Pseudomonas aeruginosa PAO1 (AAG05625.1;

Yu et al., 2015) с 21% идентичности аминокислот-
ных последовательностей (E-value = 0.003) и
β-ксилозидаза XynB2 из Caulobacter vibrioides
CB15 (AAK24328.1; Corrêa et al., 2012) с 25% иден-
тичности (E-value = 0.065). Такой низкий уровень
сходства последовательностей не дал возможно-
сти использовать их для проведения филогенети-
ческого анализа, а также не позволил сделать ка-
ких-либо заключений относительно возможной
субстратной специфичности фермента из M. stel-
lata. Наши предварительные выводы о предпола-
гаемом наличии β-галактозидазной активности
(Naumoff, 2017) следует считать необоснованным
предсказанием (англ. overprediction).

На построенном филогенетическом древе се-
мейства GH39 (рис. 2) гликозил-гидролаза M. stel-
lata попала в один кластер (83.7% бутстреп-под-
держки) с белками из филумов Actinobacteria,
Chloroflexi и Firmicutes, что хорошо согласуется с
ранее полученными нами данными (Naumoff,

Рис. 1. Филогенетическое древо семейства GH65 гликозил-гидролаз, построенное методом максимальной экономии.
Статистическую надежность узлов древа оценивали с помощью бутстреп-анализа, около каждого узла указано число
подтверждающих псевдореплик из 100. Красным цветом указан белок из M. stellata (GenPept, WP_020177329.1). Под-
писаны названия организмов-хозяев для белков, обсуждаемых в тексте (все неподписанные белки принадлежат аль-
фапротеобактериям). Треугольниками обозначены четыре кластера ветвей (I–IV), внутри каждого треугольника ука-
зана бутстреп-поддержка соответствующего кластера, а справа от него – число относящихся белков. Кластер I, закра-
шенный оранжевым цветом, содержит 8 белков из бактерий трех родов семейства Burkholderiaceae: Burkholderia
(EIF33191.1 и SEE89066.1), Caballeronia (OTP72132.1, OXC75000.1 и SAL64053.1) и Paraburkholderia (CAB3772267.1,
WP_175773125.1 и WP_244146697.1). Кластер II содержит 4 белка альфапротеобактерий (MBV8092699.1, MBV8522152.1,
MBV9117068.1 и SHH85324.1) и по одному метагеномному белку, проаннотированному как принадлежащему к Del-
taproteobacteria (MBV8360260.1) и Verrucomicrobia (MBV8815903.1). Кластер III содержит 5 белков альфапротеобактерий
(MBB3873090.1, MBU2167958.1, PZO03164.1, PZO38736.1 и VDC48943.1). Кластер IV содержит 12 белков метилотрофов
из родов Methylobacterium (ACA17291.1, ACL60972.1, ACL62778.1, AIQ92494.1, APT32891.1, AWV15942.1, KQQ21384.1,
MBA9064749.1, MBO1021890.1, SFV05091.1 и UHC19996.1) и Methylorubrum (CAX21997.1), а также один белок из акти-
нобактерии Streptomyces purpurogeneiscleroticus NRRL B-2952 (KOX54615.1).
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2017) о предполагаемом переносе соответствую-
щего гена от грамположительных бактерий. Два
других взятых в анализ белка из протеобактерий –
бетапротеобактерии Cupriavidus sp. Bin_4_1 (Gen-
Pept, TXI83497.1; согласно таксономии GTDB –
класс Gammaproteobacteria) и дельтапротеобактерии
Desulfuromonas sp. BM515 (PLX95112.1; согласно
GTDB – филум Desulfobacterota) – оказались за
пределами этого кластера. Оба они закодированы
в метагеномах, поэтому к указанной таксономи-
ческой принадлежности их хозяев надо относить-
ся с осторожностью. В правой части рисунка мы
видим еще два стабильных кластера. Один из них
(98.9%) состоит исключительно из белков фирми-
кут семейства Bacillaceae, а второй (82.2%) имеет
крайне гетерогенный состав, указывающий на мно-
жественные горизонтальные переносы. Таким
образом, эта уникальная потенциальная глико-
зил-гидролаза демонстрирует нетипичную для
M. stellata эволюционную историю: кодирующий
ее ген, вероятно, был получен из какой-то бакте-
рии совсем другой филогенетической группы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Семейство Beijerinckiaceae, к которому принад-
лежит M. stellata, включает бактерии метаболи-
чески различных групп, таких как облигатные и
факультативные метанотрофы, факультативные
метилотрофы, хемоорганотрофы и даже анокси-
генные фототрофы (Dedysh et al., 2016). Иссле-
дование эволюции этого семейства на основании
сравнительного геномного анализа позволило
сделать предположение о происхождении его

представителей от общего метанотрофного пред-
ка (Tamas et al., 2014). Ряд членов этого семейства,
таких как классический хемоорганотроф Beijeri-
nckia indica, в ходе эволюции утратили метано- и
метилотрофный потенциал и приобрели способ-
ность к росту на широком спектре углеводных
субстратов. По всей видимости, все гены глико-
зил-гидролаз этой бактерии, обеспечивающие
рост на углеводах, были получены в результате
эволюционно недавних горизонтальных переносов.
В частности, в геноме B. indica закодировано два
белка семейства GH32 (ACB94959.1 и ACB95642.1) и
по одному белку семейств GH25 (ACB95246.1),
GH68 (ACB95643.1), GH108 (ACB96931.1) и GH144
(ACB96038.1) гликозил-гидролаз (Drula et al., 2022).
Все эти семейства не представлены у M. stellata.
Белок семейства GH39 из B. indica (ACB96331.1)
имеет лишь 22% идентичности аминокислотных
последовательностей со своим гомологом из
M. stellata (WP_020173696.1). Будущие исследования
происхождения всех этих генов B. indica позволят
лучше понять эволюцию бактерий семейства Beijer-
inckiaceae. Наши предварительные данные показы-
вают, что один из генов β-фруктозидазы семейства
GH32 (ACB94959.1), вероятно, имеет эукариотиче-
ское происхождение (49% идентичности амино-
кислотных последовательностей с энзиматически
охарактеризованной экзоинулиназой из Penicilli-
um sp. TN-88; BAC16218.1), в то время как другой
(GenPept, ACB95642.1) был получен от бетапро-
теобактерий.

Исследование возможного эволюционного
происхождения закодированных в геноме Methy-
loferula stellata генов трех десятков гликозил-гид-

Рис. 2. Филогенетическое древо семейства GH39 гликозил-гидролаз, построенное методом максимальной экономии.
Статистическую надежность узлов древа оценивали с помощью бутстреп-анализа, около каждого узла указано число
подтверждающих псевдореплик из 1000. Красным цветом указан белок из M. stellata (GenPept, WP_020173696.1). Тре-
угольником обозначен кластер ветвей, содержащий 13 белков филы Planctomycetota (HCO96457.1, KPL25053.1,
MBL7154686.1, MBL7188229.1, MBN2312629.1, OHB65322.1, OHB72897.1, OHB81953.1, TKJ39371.1, TSA53485.1,
UCC98674.1, UCE46477.1 и UCF13893.1). Внутри треугольника указана бутстреп-поддержка (99.7%). Белок из Candi-
datus Melainabacteria bacterium GWF2_37_15 (OGI03707.1) содержит два гомологичных домена семейства GH39 глико-
зил-гидролаз.
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ролаз показало, что почти все они либо наследо-
вались строго по вертикали, либо были переданы
горизонтальным переносом от других представи-
телей класса Alphaproteobacteria (Naumoff, 2017).
Это резко контрастирует с огромным массивом
накопленных данных о характере эволюции ге-
нов гликозил-гидролаз у хемоорганотрофных
бактерий (Наумов, 2011). Играя ключевую роль в
утилизации разнообразных углеводных субстратов,
гликозил-гидролазы являются очень динамичной
группой ферментов: их гены легко приобретаются
посредством горизонтальных переносов от дру-
гих обитателей той же экологической ниши, за-
тем часто подвергаются дупликациям и дальше
элиминируются при смене среды обитания. Даже
у штаммов одного вида наблюдаются существен-
ные различия в пуле закодированных в геноме
гликозил-гидролаз. Лишь часть из этих ферментов
отвечает за внутриклеточные функции и поэтому
обладает большей эволюционной стабильностью.
По всей видимости, у облигатных метанотрофов
имеются гликозил-гидролазы только этого типа.

Проведенный нами ранее анализ (Naumoff,
2017) позволил выявить лишь два гена предпола-
гаемых гликозил-гидролаз, для которых тогда не
нашлось близких гомологов среди других альфа-
протеобактерий. Это могло объясняться либо ма-
лым числом доступных тогда геномов, либо отра-
жать имевший место относительно недавно гори-
зонтальный перенос гена от неблизкородственной
бактерии. Результаты настоящего исследования
продемонстрировали, что в случае с семейством
GH65 имел место первый сценарий. Горизон-
тальный перенос был направлен в противопо-
ложную сторону: бетапротеобактерии семейства
Burkholderiaceae получили ген от альфапротеобак-
терий. Однако это не отменяет того факта, что
данный ген является относительно редким среди
последних. Так, из известных метанотрофов он
оказался только в геномах Methylocapsa palsarum
NE2 (Miroshnikov et al., 2017) и Methyloferula stella-
ta AR4 (Dedysh et al., 2015). Это свидетельствует в
пользу того, что функция закодированной в нем
фосфорилазы коджибиозы является факульта-
тивной и у метанотрофов, и у других альфапро-
теобактерий.

В случае с семейством GH39 мы, очевидно, на-
блюдаем пример дальнего горизонтального перено-
са гена в геном M. stellata. Кодируемый им белок яв-
ляется очень дивергентным представителем этого
семейства. Даже со своими наиболее близкими
гомологами он проявляет низкий уровень сходства
аминокислотных последовательностей (около 30%).
Среди этих белков нет ни одного эксперименталь-
но охарактеризованного, что не позволяет сделать
достоверного предсказания о возможной суб-
стратной специфичности фермента. Аннотации
этих белков настолько противоречивы, что остав-
ляют возможность усомниться в их принадлеж-

ности к обсуждаемому семейству. Однако, по
крайней мере, один из них (GenPept, ADF37974.1;
см. рис. 2) нам удалось обнаружить в списке се-
мейства GH39, приведенном на сайте CAZy (Dru-
la et al., 2022). Это позволяет рассматривать их как
отдельное подсемейство в рамках этого семей-
ства. Не исключено, что все эти белки не обладают
какой-либо энзиматической активностью, вы-
полняя иную биологическую функцию. Хорошо
известны примеры из ряда белковых семейств,
когда гомологи гликозил-гидролаз утрачивали
ферментативные активности и превращались в
ингибиторы, лактальбумины, рецепторы, транс-
портеры и т.д. (Coutinho et al., 2003; Stam et al.,
2006; Drula et al., 2022). Если обсуждаемый белок
M. stellata (GenPept, WP_020173696.1) тоже утра-
тил гликозил-гидролазную активность, то это бы-
ло бы хорошим объяснением, почему его ген име-
ет принципиально иную эволюционную историю
в сравнении с генами других гликозил-гидролаз
этого организма.

Следует отметить, что ранее нами (Наумов,
2016) был обнаружен другой редкий пример вер-
тикального наследования генов, кодирующих го-
мологи гликозил-гидролаз. Все исследованные
геномы гетеротрофных планктомицетов содер-
жат ген, кодирующий белок семейства GH10 гли-
козил-гидролаз. Его филогения хорошо согласу-
ется с таксономической принадлежностью орга-
низмов-хозяев генов (см. рис. 2 в работе (Наумов
и соавт., 2014) и рис. 3 в работе (Наумов и соавт.,
2022)). Детальное исследование первичных струк-
тур этих белков позволило показать, что они име-
ют разрушенный активный центр – в них отсут-
ствуют два ключевых остатка Glu (см. рис. S1 в ра-
боте Rakitin et al., 2021), выполняющих роль
донора протона и нуклеофила, – что делает не-
возможным наличие у них какой-либо фермента-
тивной активности.

Полученные нами результаты указывают на
необычный характер наследования генов глико-
зил-гидролаз у метанотрофных бактерий. Можно
ожидать, что их близкие гомологи из хемооргано-
трофных организмов тоже не вовлечены в утили-
зацию внеклеточных субстратов, а отвечают за
внутриклеточные функции.
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Glycoside Hydrolases of the Obligate Methanotroph Methyloferula stellata: 
an Unusual Evolutionary Strategy not Involving Distant Lateral Transfers
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Abstract—The genome of the obligately methanotrophic bacterium Methyloferula stellata AR4 encodes thirty
glycoside hydrolases. The closest homologues for most of these proteins belong to other members of the class
Alphaproteobacteria. Two exceptions are represented by the genes encoding glycoside hydrolases of the fami-
lies GH39 and GH65, which presumably appeared in M. stellata AR4 due to the lateral transfer from distantly
related bacteria. This work was devoted to the study of the evolutionary history of these two genes. In the case
of a member of the GH65 family of glycoside hydrolases, this scenario was not confirmed. Kojibiose phos-
phorylase encoded by this gene is common among Alphaproteobacteria. The suggested lateral transfer of the
corresponding gene had an opposite direction, into one of the evolutionary lineages of the class Betaproteo-
bacteria. The potential glycoside hydrolase of the GH39 family was shown to be the only one which gene is
not of proteobacterial origin. The role of lateral transfers in the evolution of glycoside hydrolases and their
homologues in methanotrophs and other bacteria is discussed.

Keywords: glycoside hydrolase, glycoside phosphorylase, GH39 family, GH65 family, methanotrophs, Meth-
yloferula stellata, Beijerinckiaceae, Burkholderiaceae, protein phylogenetic tree, protein evolution, lateral
gene transfer, search for homologues, gene annotation
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