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Проведен сравнительный анализ белков деградации углеводов, закодированных в доступных в настоя­
щее время геномных последовательностях бактерий семейства Sphaerochaetaceae, а именно Sphaero-
chaeta associata GLS2T, S. globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT, S. halotolerans 4-11T, S. halotolerans 585, 
Sphaerochaeta sp. S2, Sphaerochaeta sp. PS и Parasphaerochaeta coccoides SPN1T. Геномы сферохет коди­
руют средний по размеру и по разнообразию набор белков, потенциально участвующих в деградации 
разных классов углеводов, в основном олигосахаридов. Все исследованные геномы кодируют гли­
козил-гидролазы семейств GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, GH43, GH57, GH63, 
GH77, GH105 и карбогидратэстеразы семейств CE8 и CE9. У всех исследованных сферохет, за исклю­
чением P. coccoides SPN1T, в геномах закодировано много белков семейства GH31. У исследованных 
представителей Sphaerochaetaceae нет генов эндо-β-ацетилмурамидазы (лизоцима) семейства GH23, 
вовлеченной в процесс оборота пептидогликана. Однако геномы S. associata, S. globosa, Sphaerochaeta 
sp. PS и S. pleomorpha содержат ген экзо-β-ацетилмурамидазы (семейство GH171). Значительная 
часть генов, кодирующих ферменты деградации углеводов, имеет наиболее близкие гомологи среди 
представителей филумов Bacillota, Bacteroidota, Pseudomonadota. В геномах исследованных бактерий 
закодированы белки, которые потенциально могут участвовать в деградации пектина. Исследованы 
способность представителей Sphaerochaetaceae использовать для роста пектин, а также эволюционное 
происхождение генов, кодирующих потенциальные α-галактуронидазу (семейство GH4) и ненасы­
щенную глюкуронил/рамногалактуронил-гидролазу (семейство GH105), которые участвуют в дегра­
дации компонентов пектина.

Ключевые слова: Sphaerochaeta, горизонтальный перенос генов, гликозил-гидролаза, полисахаридлиаза, 
CAZy, GH4, GH105, α-галактуронидаза, ненасыщенная глюкуронил/рамногалактуронил-гидролаза
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Сравнительные исследования геномов микро­
организмов показали, что они содержат гены 
с разной эволюционной историей. Кроме высоко 
консервативных генов, так называемых “ядер­
ных” или универсальных генов, которые насле­
дуются главным образом вертикально, значитель­
ная доля генов, кодирующих периферические ме­
таболические функции и  транспортные белки, 
подвергается масштабным перемещениям как 
между близкими видами, так и между бактериями 
из далеких таксонов. Приобретение устойчивости 

к  антибиотикам и  токсинам, генов патогенно­
сти, способности использовать новые субстраты 
и  ксенобиотики являются следствием горизон­
тального переноса генов. Признано, что он играет 
ключевую роль в эволюции адаптации прокариот 
к изменяющимся условиям среды (Ochman et al., 
2000; Arnold et al., 2022). Ряд исследований ука­
зывает на важную роль самой окружающей среды 
в эволюции геномов бактерий и в их адаптации 
к  специфической экологической нише (Caro-
Quintero et al., 2011). Так, сравнительная геномика 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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штаммов молочнокислых бактерий Lactobacillus 
helveticus DPC4571 и L. acidophilus NCFM, име­
ющих 98.4% идентичности на уровне генов 16S 
рРНК, выявила наличие у них специфичных ге­
нов или баркодов, типичных для определенной 
экониши этих бактерий, молока или кишечника 
животных соответственно (O'Sullivan et al., 2009). 
Значительная доля генов, полученных в резуль­
тате горизонтального переноса, отмечена для 
геномов кокковидных неподвижных спирохет 
Sphaerochaeta globosa и S. pleomorpha из семейства 
Sphaerochaetaceae. “Химерные” геномы этих двух 
бактерий содержат более 10% универсальных генов 
(генов ядра) и более 50% генов, кодирующих вто­
ричные метаболические функции и транспортные 
белки, полученные, по-видимому, от  грамполо­
жительных бактерий Bacillota (Caro-Quintero et al., 
2012). Большинство генов приобретенных путем 
горизонтального переноса у исследованных сфе­
рохет относятся к категориям транспорта и мета­
болизма углеводов и аминокислот (Caro-Quintero 
et al., 2012).

В настоящее время в семействе Sphaerochaetaceae 
известны три рода, включающих восемь видов, 
а именно Sphaerochaeta associata GLS2T, S. globosa 
BuddyT, S. halotolerans 4-11T, S. pleomorpha GrapesT, 
Parasphaerochaeta coccoides SPN1T, Pleomorphochaeta 
caudata SEBR 4223T, P. naphthae SEBR 4209T 
и  P.  multiformis MO-SPC2T (Nazina et  al., 2022). 
К этому семейству принадлежат также некульти­
вируемые виды родов “Candidatus Aphodenecus”, 
“Ca. Ornithospirochaeta”, “Ca. Physcosoma”, опи­
санные на  основе метагеномных последова­
тельностей, полученных из  кишечного тракта 
птиц и млекопитающих (Gilroy et al., 2021, 2022; 
Gharechahi et  al., 2022). Предлагается выделить 
семейство Sphaerochaetaceae в отдельный порядок 
Sphaerochaetales в классе Spirochaetia (Chuvochina 
et  al., 2023). Последовательности генов сферо­
хет широко представлены в разнообразных ана­
эробных местообитаниях: морских и пресновод­
ных осадках, сточных водах, в нефтяных пластах, 
в биореакторах по переработке отходов, получе­
ния биогаза, в кишечном тракте насекомых, птиц 
и млекопитающих (Morrison et al., 2020; Tang et al., 
2020; Gilroy et al., 2021, 2022; Gharechahi et al., 2022; 
Nazina et al., 2022). Доступность полногеномных 
последовательностей близкородственных предста­
вителей Sphaerochaetaceae, выделенных из разно­
образных экологических ниш, позволяет понять, 
существует ли адаптация этих видов к специфиче­
ской среде обитания на генном уровне, а также из­
учить происхождение некоторых генов.

Все известные представители Sphaerochaetaceae, 
также как и таксономически близкие им бактерии 
из семейства Spirochaetaceae, являются хемоорга­
ногетеротрофами и используют углеводы в каче­
стве основного источника углерода и энергии. Это 

предопределило применение нами в работе между­
народной базы данных ферментов синтеза и ути­
лизации углеводов (Carbohydrate-Active Enzymes, 
CAZy, http://www.cazy.org/), а точнее ее разделов, 
посвященных трем группам ферментов: глико­
зил-гидролазам (GH), полисахаридлиазам (PL) 
и карбогидратэстеразам (CE) (Drula et al., 2022). 
Ферменты синтеза и деградации углеводов, клас­
сифицированные в базе данных CAZy, названы 
далее термином CAZy-мы. Для каждой из  этих 
групп ферментов классификация CAZy выделя­
ет семейства на основании гомологии аминокис­
лотных последовательностей их  каталитических 
доменов (Drula et al., 2022). Так, в случае глико­
зил-гидролаз различают почти две сотни семейств 
(GH1–GH189), более трети из которых объедине­
ны в 20 кланов (GH-A–GH-S-T). В пределах части 
семейств принято выделять подсемейства (напри­
мер, 49 подсемейств в семействе GH13: GH13_1–
GH13_49 или 39 подсемейств в семействе GH43). 
В предложенной нами ранее иерархической клас­
сификации гликозил-гидролаз (Наумов, 2011) 
почти все разнообразие каталитических доменов 
этих ферментов сведено к шести основным фол­
дам – крупным группам белков, имеющих одно­
типную пространственную структуру и предпола­
гаемую общность эволюционного происхождения. 
В  частности, гликозил-гидролазы с  каталитиче­
ским доменом в виде (α/α)6-бочонка представле­
ны в семи кланах (GH-G, GH-L, GH-M, GH-O, 
GH-P, GH-Q и GH-S), а также в целом ряде се­
мейств, не относящихся к кланам, в т.ч. в семей­
стве GH105. Это семейство объединяет ферменты, 
отщепляющие от своих субстратов ненасыщенные 
глюкуронильные или галактуронильные остатки. 
Гены белков этого семейства представлены в ге­
номах бактерий и грибов. Семейство GH4 явля­
ется редким примером семейства, не относящего­
ся ни к одному из шести основных фолдов, а ха­
рактеризуется наличием у него так называемой 
укладки Россманна. Ферменты этого и родствен­
ного ему семейства GH109 характеризуются не­
обычным для гликозил-гидролаз молекулярным 
механизмом с использованием НАД+ в качестве 
кофактора. Для ферментов семейства GH4 по­
казано большое разнообразие катализируемых 
ими активностей (Hall et al., 2009). Проведенный 
нами ранее филогенетический анализ позволил 
выделить в нем четыре монофилетические груп­
пы белков, характеризующихся различающимися 
ферментативными активностями (Березина и со­
авт., 2003). Гены белков этого семейства представ­
лены в геномах бактерий и архей. В 2013 году была 
установлена еще одна ферментативная активность 
для ряда белков семейства GH4, а именно актив­
ность α-галактуронидазы (Thompson et al., 2013).

Анализ в  базе CAZy профилей ферментов 
деградации и  синтеза углеводов (CAZy-мов) 
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у  некоторых известных представителей Spiro-
chaetia показывает, что они в значительной сте­
пени коррелируют с типом экологической ниши 
обитания микроорганизмов. Treponema rectale, 
T.  bryantii, изолированные из  кишечного тракта 
быка, Thiospirochaeta perfilievi, Spirochaeta ther-
mophila, Gracilinema caldarium, Salinispira pacifica, 
выделенные из микробных матов, имели разно­
образный и широкий набор CAZy-белков в отли­
чие от родственных им спирохет Entomospira culicis 
и  E.  entomophilus, изолированных из  комаров, 
а также многих патогенных трепонем и боррелий.

Цель настоящей работы заключалась в  срав­
нительном исследовании геномных профи­
лей ферментов деградации углеводов бактерий 
Sphaerochaetaceae, изучении способности пред­
ставителей этого семейства использовать пектин 
в  качестве источника углерода и  анализ эволю­
ционного происхождения генов потенциальных 
α-галактуронидазы и ненасыщенной глюкуронил/
рамногалактуронил-гидролазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали полные геномные после­
довательности S. associata GLS2T (GCF_022869165.1), 
S. globosa BuddyT (GCF_000190435.1), S. pleomorpha 
GrapesT (GCF_000236685.1), и  P. coccoides SPN1T 
(GCF_000208385.1) (Abt et al., 2012; Caro-Quintero 
et  al., 2012; Troshina et  al., 2024), а  также геном­
ные данные хорошего качества для S. halotolerans 
4-11Т (GCA_003429665.1) (Grouzdev et  al., 2018), 
S. halotolerans 585 (GCF_009823595.1) и  изо­
лятов Sphaerochaeta sp. PS (GCA_032144095.1), 
Sphaerochaeta sp. S2 (GCA_016406725.1).

Идентификацию CAZy-мов, кодируемых в ге­
номах исследуемых бактерий, проводили с помо­
щью ресурса dbCAN3 (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/), 
используя три алгоритма ‒ HMMER:dbCAN, 
DIAMOND:CAZy и HMMER:dbCAN-sub (Zheng 
et al., 2023). Только белки, найденные хотя бы дву­
мя из алгоритмов, рассматривали как CAZy-мы. 
Для сравнения использовали также данные CAZy 
для геномов S. associata GLS2T, S. globosa BuddyT, 
S.  pleomorpha GrapesT, P. coccoides SPN1T (http://
www.cazy.org/) (Drula et  al., 2022). Предсказа­
ние сигнальных пептидов проводили с  dbCAN3 
и Signal-BLAST (Frank, Sippl, 2008). Номера всех 
идентифицированных ферментов деградации 
углеводов исследованных геномов приведены 
в таблице S1 в приложении.

Поиск гомологов CAZy-мов, кодируемых 
в  геномах Sphaerochaetaceae, проводили с  по­
мощью BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
в  базе данных NCBI (раздел “non-redundant 
protein sequences”). При составлении таблицы 

по таксономическому положению ближайших го­
мологов выбирали только гомологи, принадлежа­
щие организмам с четким таксономическим по­
ложением, с покрытием не менее 80%. Если бли­
жайшие гомологи принадлежали одному виду, 
то отбирали только первую ближайшую последо­
вательность. Для построения филогенетических 
деревьев отбирали гомологи, имеющие макси­
мальное покрытие исследуемого белка и с четким 
таксономическим положением, а также ряд ме­
тагеномных последовательностей организмов се­
мейства Sphaerochaetacea. Для выравнивания по­
следовательностей, поиска моделей и построения 
филогенетических деревьев использовали пакет 
программ MEGA11 (Tamura et al., 2021). Деревья 
построены методом наибольшего правдоподобия 
(ML) по модели Le_Gascuel_2008 с дискретным 
гамма-распределением для моделирования раз­
личий в скорости эволюции между участками (5 
категорий (+G) и  модель изменения скорости 
позволила некоторым сайтам быть эволюционно 
неизменными [+I]). Статистическую надежность 
узлов филогенетических деревьев оценивали 
с помощью бутстреп-анализа, используя 500 ре­
плик. Для презентации филогенетических дере­
вьев использовали программу TreeViewer (https://
treeviewer.org) (Bianchini, Sánchez-Baracaldo, 
2024). Для идентификации гомологичных генных 
кластеров, кодирующих белки семейств GH88, 
PL12 и  PL33, использовали сервис CAGECAT 
(https://cagecat.bioinformatics.nl/#) (Gilchrist et al., 
2021). Анализ транспортных систем и ферментов 
метаболизма уроновых кислот проводили с по­
мощью ресурсов KEGG и BlastKOALA (Kanehisa 
et al., 2016).

Культуры S. associata GLS2T, S. globosa BuddyT, 
S.  pleomorpha GrapesT и  P. coccoides SPN1T выра­
щивали анаэробно в  атмосфере N2 в  пробирках 
Хангейта на  среде Пфеннинга (г на 1 л  дистил­
лированной воды): NH4Cl ‒ 0.33, KH2PO4 ‒ 0.33, 
KCl ‒ 0.33, MgCl2 . 6H2O ‒ 0.5, NaCl ‒ 1.0, CaCl2 

. 
6H2O ‒ 0.15, дрожжевой экстракт ‒ 0.5, казамино­
вые кислоты ‒ 0.5, витамины DSMZ 503 ‒ 1 мл, 
микроэлементы ‒ 1 мл (Кевбрин, Заварзин, 1992), 
L-цистеин гидрохлорид ‒ 0.4, пектин (полигалак­
туроновая кислота, CDH) ‒ 3.0. Для P. coccoides 
SPN1 количество дрожжевого экстракта и  ка­
заминовых кислот в  среде было увеличено до 
1.0 г на 1 л. Перед посевом в среду дополнительно 
вносили (г/л): Na2S . 9H2O ‒ 0.25, NaHCO3 1.0‒2.0. 
Культивирование проводили при 29°C. Рост оце­
нивали после четырех пересевов на среду с пекти­
ном путем измерений оптической плотности при 
длине волны 600 нм на спектрофотометре модели 
Cary 300 (“Agilent Technologies”, Австралия) и пу­
тем прямых подсчетов клеток с помощью фазово-
контрастной микроскопии, используя микроскоп 
AxiostarPLUS (“Carl Zeiss”, Германия).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенный анализ показал, что данные, по­
лученные в результате аннотации белков, кодиру­
емых в геномах S. associatа, S. globosa, S. pleomorpha 
и P. coccoides с помощью dbCAN3, и данные, приве­
денные для вышеназванных геномов в базе CAZy, 
совпали, за исключением нескольких карбокси­
эстераз из семейств СЕ1, СЕ4, СЕ14. Все иссле­
дованные представители Sphaerochaetaceae имеют 
средний по размеру и в основном сходный набор 
семейств CAZy c  незначительными различиями 
в  числе генов каждого семейства и  в профилях 
CAZy семейств (таблица). Все исследованные ге­
номы кодируют белки гликозил-гидролаз семейств 
GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, 
GH43, GH57, GH63, GH77, GH105 и карбогидра­
тэстераз CE8 и CE9. У всех сферохет, за исключе­
нием P. coccoides SPN1T, в геномах закодировано 

много белков семейства GH31. Геномы S. associata 
GLS2T, S. globosa BuddyT и изолята Sphaerochaeta sp. 
S2 кодируют наибольшее число белков  CAZy се­
мейств и число CAZy-мов (таблица).

Наиболее представленные гены белков семейств 
GH2, GH3, GH4, GH31 кодируют потенциальные 
β-галактозидазы, β-глюкозидазы, α-глюкозидазы, 
α-галактозидазы, α-ксилозидазы. У всех исследо­
ванных сферохет присутствуют гены, кодирующие 
белки, вероятно, обеспечивающие деградацию сое­
динений крахмала. Многие из этих белков относятся 
к семейству GH13. Согласно данным CAZy, белки 
семейства GH13 закодированы также в геномах мно­
гих представителей семейства Spirochaetaceae, напри­
мер, в геноме Spirochaeta africana содержится 31 ген, 
у Salinispira pacifica их 22 (http://www.cazy.org/).

Анализ CAZy-мов сферохет на предмет таксо­
номического положения наиболее близких гомо­
логов программой BLASTP показал, что многие 

Таблица. Численность закодированных белков из семейств CAZy для геномов S. associata GLS2T (1), S. globosa 
BuddyT(2), S. halotolerans 4-11T(3), S. halotolerans 585 (4), S. pleomorpha GrapesT(5), Sphaerochaeta sp. PS (6), 
Sphaerochaeta sp. S2 (7), P. coccoides SPN1T(8)

CAZy семейства Геномы
1 2 3 4 5 6 7 8

GH1 1 1 1 3 1 1 1 2
GH2 5 5 2 4 3 3 5 5
GH3 4 4 3 3 4 4 4 1
GH4 5 3 3 2 1 3 3 1
GH5 0 0 0 0 0 0 1 0
GH9 0 0 0 0 1 0 0 0
GH13 4 4 6 6 6 4 4 4
GH15 0 0 0 0 1 0 0 0
GH20 2 2 2 2 2 1 2 1
GH28 1 2 1 1 1 1 2 1
GH29 1 1 0 0 0 1 0 1
GH30 0 0 1 0 2 0 1 0
GH31 5 5 3 4 6 4 4** 0
GH36 1 1 1 1 1 1 1 2
GH38 1 0 1 3 0 0 0 1
GH42 0 0 0 1 0 0 1 0
GH43 4 2 2 2 1 1 2 1
GH50 0 0 0 0 1 0 0 0
GH51 1 1 1 1 0 1 1 1
GH52 0 0 0 0 0 0 0 1
GH57 2 2 2 2 2 2 3 3
GH57*** 1 1 1 1 1 1 1 1
GH59 0 0 0 0 0 0 0 1
GH63 1 1 1 1 1 1 1 1
GH65 0 0 2 2 2 1 2 1
GH66 0 0 0 0 1 0 0 0
GH67 0 0 0 0 0 0 0 1
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гены, кодирующие белки деградации углеводов, 
были, по-видимому, получены в результате гори­
зонтальных переносов из таксономически далеких 
таксонов Bacillota, Pseudomonadota и  Bacteroidota 
(табл. S2 в  приложении). Например, белки 
WP_244773140.1, WP_013606124.1, WP_117331179.1 
и WP_198892871.1 (вероятная α-галактозидаза, се­
мейство GH4) имеют высокий уровень сходства 
(около 74% идентичности) с гомологичными по­
следовательностями из  Bacillota. Только белки 

семейств GH1, GH57, GH63, GH77 и некоторые 
белки семейств GH4 и GH13 имеют среди ближай­
ших гомологов последовательности из Spirochaetota 
(табл. S2 в приложении).

У всех исследованных сферохет, в  отличие 
от других известных представителей Spirochaetota, 
не  обнаружены гены, кодирующие ферменты 
оборота пептидогликана, а именно пептидогли­
кан-лиазы и мурамидазы/лизоцима, которые от­
носятся к  семейству GH23. Однако S. associatа, 

CAZy семейства Геномы
1 2 3 4 5 6 7 8

GH77 2 2 2 2 2 2 2 2
GH78 1 1 1 1 0 0 1 0
GH88 2 1 0 0 0 1 1 1
GH94 1 1 0 0 0 0 0 0
GH97 0 0 0 0 0 0 0 1
GH105 4 3 3 3 1 2 2 3
GH106 1 0 0 0 0 1 0 0
GH109 0 0 0 0 0 1 0 0
GH112 2 1 0 0 0 0 1 0
GH125 0 0 1 1 0 0 1 0
GH127 1 2 0 1 0 2 1 0
GH130 0 0 1 1 0 0 0 0
GH151 0 0 0 0 1 1 0 0
GH171 1 1 0 0 1 1 0 0
GH172 0 0 0 0 0 0 0 1
GH179 0 0 0 0 0 0 0 1
PL12 3 1 0 0 1 1 1 2
PL26 0 0 0 0 0 0 0 1
PL33 1 1 0 0 0 1 1 1
PLnc 1 1 0 0 1* 1 1 0
CE1 1* 1* 0 0 1* 1 0 0
CE4 1* 1* 1 1 1* 0 0 0
CE8 1 1 1 1 1 1 1 1
CE9 3 3 1 1 3 3 2 1
CE12 1 1 1 1 0 0 1 1
CE14 1* 1* 1 0 1 1 1 0
CE15 0 0 0 0 1 0 0 0
CE20 0 1 0 0 0 0 0 0
Число генов  
GH + PL + СЕ 67 59 46 52 53 50 56 46

Число  
CAZy семейств 34 33 27 27 31 31 32 31

*Отмеченные белки не присутствуют в списках CAZy. Эти белки были аннотированы программой dbCAN3.
**Один из белков семейства GH31 (WP_304945009.1) представлен в виде фрагмента. Он не был идентифицирован с по­
мощью ресурса dbCAN3, он был идентифицирован BLAST.
***Белки отнесены к семейству GH57 программой dbCAN3. В базе CAZy гомологичные белки у S. associata GLS2T, S. 
globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT и P. сoccoides SPN1T отнесены к GHnc (неклассифицированные).

Окончание таблицы



	 Сравнительная геномика утилизации УГЛЕВОДОВ� 539

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 5 2024

S. globosа, S. pleomorpha и Sphaerochaeta sp. PS со­
держат гены, кодирующие белки с  относитель­
но высоким уровнем сходства (около 40% иден­
тичности) к  недавно охарактеризованному 
ферменту деградации пептидогликана экзо-β-N-
ацетилмурамидазе (семейство GH171; P40407.1 
в  базе https://www.uniprot.org/) (Müller et  al., 
2021). Ближайшими гомологами этих белков, 
кодируемых в геномах вышеупомянутых сферо­
хет, являются последовательности из  Bacillota 
(табл. S2 в приложении). Гены белков семейства 
GH171 есть также у  ряда представителей рода 
Treponema, а у многих представителей семейства 
Leptospiraceae (класс Spirochaetia) даже по 2 копии 
этого гена. Следует отметить, что набор предска­
занных гликозил-гидролаз у Leptospiraceae (дан­
ные из CAZy), как патогенных, так и свободножи­
вущих, является очень небольшим.

По сравнению с  другими сферохетами геном 
S. associata GLS2T имеет наибольшее число ге­
нов, кодирующих белки семейств GH43, GH88, 
GH105, PL12 и  PL33 (таблица). Эти белки ан­
нотированы как потенциальные ксилан-1,4-β-
ксилозидазы (GH43), α-N-арабинофуранозидаза 
(GH43), ненасыщенная глюкуронил-гидролаза 
(семейство GH88), гепариназа II/III подобные бел­
ки (семейства PL12, PL33). Белки WP_244772593.1 
и WP_244774031.1 из семейства GH88 у S. associata 
GLS2T обнаруживают, соответственно, 46.1 
и 45.0% идентичности в аминокислотной после­
довательности с биохимически охарактеризован­
ным ферментом хондроитиндисахарид-гидролазой 
из Streptococcus agalactiae (номер Q8E372.1 в базе 
https://www.uniprot.org/). Белок WP_244774018.1 
(семейство PL33) S. associata GLS2T имеет 
31.5% идентичности с белком AEW20097.1 из бак­
терии Tannerella forsythia (филум Bacteroidota), для 
которого была показана хондроитин-лиазная ак­
тивность (К.Ф. 4.2.2.5) (Nguyen et al., 2022). Гены, 
кодирующие белки семейств GH88, PL12 и PL33, 
находятся рядом в  геномах S. associata GLS2T, 
S.globosa BuddyT, P. coccoides SPN1T и Sphaerochaeta 
sp. PS (рис. S1 в приложении), что может свиде­
тельствовать об их функциональной взаимосвязи. 
Кластер генов вышеназванных белков, обнару­
живаемый в геномах многих сферохет, содержит 
также гены АВС-транспортных систем углево­
дов и гены белков двухкомпонентной регулятор­
ной системы транскрипции YesM/YesN (рис. S1). 
Ген еще одной глюкуронил-гидролазы семейства 
GH88 (WP_244772593.1) S. associata GLS2T также 
ко-локализуется с геном потенциальной гепари­
назы семейства PL12 (рис. S2). В этом локусе есть 
также гены сульфатаз и АВС-транспортных систем 
углеводов (белки WP_244772597.1, WP_244772598.1 
и WP_244772599.1) (рис. S2 в приложении). Белки 
транспорта углеводов, закодированные в данном 
кластере генома S. associata GLS2T, имеют высокую 

степень сходства (более 70% идентичности) с го­
мологами из Bacillota. Потенциальная сульфатаза 
из S. associata GLS2T (WP_244772595.1) обнаружи­
вает 33.0% сходства с охарактеризованной сульфа­
тазой из бактерии Bacteroides thetaiotaomicron VPI-
5482 (Q8A2F6.1), для которой показан гидролиз 
сульфатированных глюкозаминогликанов хондро­
итина и  дерматансульфатов (Ulmer et  al., 2014). 
Следует отметить, что штамм S. associata GLS2T 
был выделен из устойчивого консорциума с археей 
рода Methanosarcina (Troshina et al., 2015), которые, 
как известно, содержат в составе клеточных обо­
лочек метанохондроитин, состоящий из N-ацетил-
D-галактозамина и  D-глюкуроновой (или 
D-галактуроновой) кислоты в соотношении 2 : 1 
и со следующей структурой [→)β-D-GlcA-(1→3)-β-
D-GalNAc-(1→4)-β-D-GalNAc-(1→]n (Klingl et al., 
2019). Белки семейств GH88, PL12, PL33 у иссле­
дованных сферохет имеют среди ближайших го­
мологов последовательности представителей так­
сонов Pseudomonadota и Bacillota (табл. S2 в прило­
жении), и, по-видимому, гены этих белков были 
получены в результате горизонтальных переносов. 
Гепариназа II/III подобные белки семейства PL12 
сферохет имеют низкое сходство (около 25% иден­
тичности для белка WP_244772004.1) с биохими­
чески охарактеризованными гепаринсульфат-ли­
азами. Можно предположить, что эти белки, при 
условии их выделения и изучения каталитических 
свойств, могут проявлять новую ферментативную 
активность.

В геномах S. globosа, S. associatа, Sphaerochae-
ta sp. PS и Sphaerochaeta sp. S2 присутствует ген, 
кодирующий белок, который в  настоящее вре­
мя не  классифицирован в  CAZy. Его относят 
к  семейству PLnc. В  последовательности этого 
белка есть консервативная область рамногалак­
туронан-лиазы. Эти белки аннотированы алго­
ритмом HMMER в dbCAN3 как белки семейства 
PL11, но  как неклассифицированные белки се­
мейства PLnc алгоритмом DIAMOND. В геноме 
P. coccoides закодирована рамногалактуронан-экзо­
лиаза семейства PL26. Этот белок, так же как и бе­
лок семейства PLnc, возможно, участвует в  рас­
щеплении олигосахаридов рамногалактуронана I, 
одного из компонентов пектина. Образуемые в ре­
зультате действия рамногалактуронан-лиаз по типу 
β-элиминирования олигосахариды с  ∆-4,5-нена­
сыщенными α-галактуронопиранозными остат­
ками на невосстанавливающем конце в дальней­
шем являются субстратами для белков семейства 
GH105. Охарактеризованные к настоящему вре­
мени белки этого семейства катализируют гидро­
литическое отщепление ненасыщенного остатка 
α-галактуроновой или α-глюкуроновой кислот 
от олигосахаридов пектина или ульвана соответ­
ственно (http://www.cazy.org/GH105_characterized.
html). Впервые ферменты семейства GH105 были 
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выделены в 2006 году из Bacillus subtilis (Itoh et al., 
2006). Гомологи потенциальных ненасыщенных 
рамногалактуронил-гидролаз (К.Ф. 3.2.1.172) 
и d-4,5-ненасыщенной α-галактуронидазы (К.Ф. 
3.2.1.-) закодированы в  геномах исследованных 
Sphaerochaetaceae (семейство GH105, таблица). 
В то же время белки семейства GH105 есть толь­
ко у некоторых из аннотированных в базе CAZy 
представителей Spirochaetota, а  именно только 
у некоторых видов родов Treponema и Spirochaeta. 
Напротив, у  исследованных Sphaerochaetaceae 

этот ген присутствует в количестве от 1 до четы­
рех копий (таблица). То, что эти гены сохраняют­
ся в геномах сферохет и присутствуют в несколь­
ких копиях, свидетельствует о возможном значе­
нии продуктов этих генов в метаболизме сферохет. 
В геномах Sphaerochaetaceae нет генов секретируе­
мых белков, действующих на первых этапах дегра­
дации пектина, а  именно пектин- и  пектат-лиаз 
из семейств PL1 и PL9, рамногалактуронан эндо- 
и экзолиаз семейств PL11 и PL26, полигалактуро­
назы из семейства GH28 (табл. S1 в приложении). 

(а)
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В то же время в геномах практически всех сферо­
хет есть гены, кодирующие цитоплазматические 
белки, гомологичные полигалактуроназе (GH28), 

пектинметил-эстеразе (СЕ8), рамногалактуронан-
ацетилэстеразе (СЕ12), ненасыщенной рамнога­
лактуронил-гидролазе (GH105) и α-галактуронидазе 

Рис. 1 (а, б). Филогенетическое древо белков семейства GH105 гликозил-гидролаз, закодированных в  геномах 
Sphaerochaetaceae, построенное методом наибольшего правдоподобия: а ‒ рисунок отражает филогенетическое поло­
жение белка WP_244772448.1 из S. associata и его гомологов; анализ включал 94 аминокислотные последовательности; 
б ‒ рисунок отражает положение белков WP_244773341.1 , WP_244771860.1 , WP_244773955.1 из S. associata и их гомо­
логов. Анализ включал 74 аминокислотные последовательности. Цветовые обозначения для крупных таксонов указаны 
на рисунке вверху слева. Белки с определенной ферментативной активностью, а именно d-4,5-ненасыщенная рамнога­
лактуронил-гидролаза (WP_014906487.1, WP_003243366.1, WP_011109152.1) и d-4,5-ненасыщенная α-галактуронидаза 
(WP_008760990.1, WP_011107571.1, WP_123066362.1) обозначены. В точках ветвления указаны значения бутстрап-под­
держки ≥50%. Масштаб указывает на количество замен на одно положение аминокислотной последовательности. Для 
упрощения отображения деревьев некоторые кластеры были схлопнуты в треугольники со сторонами, соответствующи­
ми средней длине ветвей в данном кластере. Количество последовательностей указано рядом с кластерами. Номера по­
следовательностей и организмы в схлопнутых кластерах приведены в таблице S3 (по порядку сверху вниз) в приложении.

(б)
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(GH4) (таблица). Последний фермент осуществля­
ет гидролиз дигалактуронатов. Ген потенциальной 
α-галактуронидазы присутствует у всех исследо­
ванных сферохет, за  исключением S. pleomorpha 
GrapesT (таблица).

С целью изучения происхождения бел­
ков семейства GH105, кодируемых в  геномах 
Sphaerochaetaceae, был проведен филогенетиче­
ский анализ с использованием нескольких десят­
ков гомологов. В  геноме S. associata присутству­
ет 4 гена, кодирующих белки семейства GH105 
(табл. S1). Поиск ближайших гомологов этих бел­
ков в базах NCBI и UniProtKB/Swiss-Prot показал, 
что один из белков WP_244772448.1 из S. associata 
имел отличающийся спектр близких гомологов 
и низкий уровень сходства с остальными белками 
семейства GH105 из  S. associata (24.9% идентич­
ности с WP_244771860.1, 32.2% с WP_244773341.1 
и 30.1% с  WP_244773955.1). Кроме того, белок 
WP_244772448.1 и три остальных белка отличались 
в отношении их сходства с белками с известной 
ферментативной активностью. Множественное 
выравнивание и исследование филогении белков 
семейства GH105 из  Sphaerochaetaceae (рис. S3) 
показало, что WP_244772448.1 и его ближайшие 
гомологи образуют отдельный и далекий кластер. 
В связи с низким сходством белка WP_244772448.1 
с тремя остальными белками из S. associatа, для них 
были построены отдельные филогенетические де­
ревья (рис. 1а и 1б).

На филогенетических деревьях белки семей­
ства GH105 сферохет формируют три четко обо­
собленных кластера I-III (рис. 1а, 1б). Кластер I 
потенциальных ферментов семейства GH105 сфе­
рохет имеет сложную филогенетическую карти­
ну (рис. 1a). Попарное сравнение WP_244772448.1 
S. associata из этого кластера с известными экспе­
риментально охарактеризованными ферментами 
семейства GH105 показало, что он  имеет сход­
ство с d-4,5-ненасыщенной α-галактуронидазой 
Paenibacillus amylolyticus (WP_123066362.1, идентич­
ность 43.2% аминокислотных остатков), с d-4,5-
ненасыщенной α-галактуронидазой B.  thetaio-
taomicron (WP_011107571.1, идентичность 43.1%) 
и ненасыщенной рамногалактуронил-гидролазой 
YteR из B. subtilis (WP_014906487.1, идентичность 
36.9%) (Itoh et  al., 2006; Ndeh et  al., 2017; Keggi, 
Doran-Peterson 2020). На филогенетическом древе 
(рис. 1а) кластер I последовательностей сферохет 
состоит из двух подкластеров. Один из них обра­
зован из белков, закодированных в геномах куль­
тивируемых изолятов Sphaerochaetaceae. Второй 
образован последовательностями из метагеномов, 
изолированных из кишечного тракта птиц и мле­
копитающих. Кроме того, две последовательно­
сти из вида “Ca. Physcosoma equi” (MBQ0071733.1, 
MBQ0072301.1), для которого доступен лишь ге­
ном, созданный на  основе метагенома (MAG), 

группируются отдельно от остальных белков сферо­
хет, ближе к последовательностям из Spirochaetaceae 
(рис. 1а). Структура филогенетического древа 
не позволяет сделать однозначный вывод о проис­
хождении этой группы белков у Sphaerochaetaceae, 
так как кластер I  образует статистически плохо 
поддерживаемые кластеры с белками из Bacillota, 
Bacteriodota и некоторыми из Spirochaetaceae.

Две последовательности WP_244773341.1 
и WP_244771860.1 S. associata, вместе с ближайши­
ми гомологами из Sphaerochaetaceae и двумя бел­
ками из спирохет, образовали кластер II (рис. 1б). 
Последовательность MBQ0072344.1 из  некуль­
тивируемого вида “Ca. Physcosoma equi” оказа­
лась отдельно от сферохет, вместе с более эво­
люционно древними белками из Bacillota. Белки 
кластера II  имеют ближайшего общего эволю­
ционного предка с  представителями Bacillota 
(рис. 1б) и имеют сходство около 30% идентич­
ных аминокислотных остатков с ненасыщенной 
рамногалактуронил-гидролазой YesR B. subtilis 
(WP_003243366.1) (Itoh et al., 2006).

Кластер III составляют белки длиной около 
690 аминокислотных остатков (рис. 1б). Все экс­
периментально исследованные к настоящему вре­
мени белки из семейства GH105 имеют длину до 
400 аминокислотных остатков. Попарное сравне­
ние белка WP_244773955.1 S. associata с известными 
охарактеризованными белками семейства GH105 
показало низкий уровень сходства с ненасыщенной 
рамногалактуронил-гидролазой (WP_011109152.1 
идентичность 31.8%) и  с d-4,5-ненасыщенной 
α-галактуронидазой (WP_008760990.1, иден­
тичность 27.6%) B.  thetaiotaomicron. Белки 
из Sphaerochaetaceae, составляющие кластер III, на­
ходятся внутри большого статистически надежного 
кластера последовательностей Bacillota (рис. 1б), и, 
по-видимому, кодирующие их гены были получены 
в результате горизонтального переноса из Bacillota.

Потенциальная α-галактуронидаза семейства 
GH4 у  исследованных сферохет имеет примерно 
40% идентичности с гомологами из Thermoanaero-
bacterium saccharolyticum (WP_014757159.1) и B. subtilis 
(WP_003244472.1), для которых была впервые 
продемонстрирована ферментативная актив­
ность  ‒ отщепление остатка α-галактуроновой 
кислоты в дигалактуронатах/олигогалактуронатах 
(Thompson et al., 2013). Филогенетический анализ 
потенциальной α-галактуронидазы, кодируемой 
в геномах сферохет, указывает на общего ближай­
шего предка у этих белков с белками из верруко­
микробиот и протеобактерий (рис. 2).

Исследование роста S. associata, S. globosa, 
S.  pleomorpha, P. coccoides показало слабый, 
но  устойчивый рост на  пектине в  течение мно­
гих пересевов. Численность клеток в  культурах 
S. associata и S. globosa на среде с пектином была зна­
чимо выше, чем в контролях (рис. S4 в приложении). 
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Рис. 2. Филогенетическое древо потенциальных α-галактуронидаз семейства GH4, закодированных в геномах 
Sphaerochaetaceae, построенное методом наибольшего правдоподобия. Анализ включал 67 белковых последова­
тельностей. Значения бутстреп ≥50% указаны в точках ветвления. Масштабная линейка указывает на количество 
замен на одно положение аминокислотной последовательности. Цветовые обозначения для таксонов указаны 
на рисунке вверху слева. Белки с активностью α-галактуронидазы WP_003244472.1 и WP_012995698.1 обозна­
чены. Для упрощения отображения деревьев некоторые кластеры были схлопнуты в треугольники со сторона­
ми, соответствующими средней длине ветвей в данном кластере. Количество последовательностей указано ря­
дом с кластерами. Номера последовательностей и организмы в схлопнутых кластерах приведены в таблице S3 
в приложении.
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После 5-го пересева оптическая плотность OD600 
культуры S. associata GLS2T достигала 0.1 на 11 сут 
культивирования и дальше не возрастала. Слабый 
рост бактерий был обусловлен, по-видимому, ис­
пользованием олигогалактуронидов, присутствую­
щих в коммерческом препарате пектина.

Анализ транспортных систем олигогалактурони­
дов и путей метаболизма уроновых кислот у сферо­
хет с использованием KEGG (https://www.kegg.jp/
kegg/) и сервиса BlastKOALA (https://www.kegg.jp/
blastkoala/) показал, что исследуемые геномы сфе­
рохет имеют необходимые наборы генов для транс­
порта и метаболизма уроновых кислот (табл. S4, S5). 
Причем S. associata, S. globosa, S. halotolerans 4-11Т, 
Sphaerochaeta sp. S2 имели все потенциальные фер­
менты для деградации уроновых кислот, в том чис­
ле ненасыщенных остатков уроновых кислот, обра­
зуемых в результате гидролиза соответствующими 
гидролазами (семейства GH88 и GH105). В гено­
мах S. pleomorpha, S. halotolerans 585, Sphaerochaeta 
sp. PS  и P. coccoides не  было лишь одного белка 
2-дезокси-D-глюконат-дегидрогеназы (KduD), 
работающего на пути превращения ненасыщен­
ных остатков уроновых кислот. Следует отметить, 
что для метаболизма уроновых кислот в  геноме 
S. associata есть дополнительные копии генов, ко­
дирующих алтронат гидролазы (К.Ф. 4.2.1.7), глю­
куронат изомеразы (К.Ф. 5.3.1.12), маннонат деги­
дратазы (К.Ф. 4.2.1.8) (табл. S4). Эти белки имеют 
в качестве ближайших гомологов последовательно­
сти из таксонов Pseudomonadota и Bacillota и были 
получены, по-видимому, в результате горизонталь­
ных переносов соответствующих генов. Анализ ис­
следуемых геномов Sphaerochaetaceae также выявил 
многочисленные потенциальные транспортные си­
стемы АВС типа для разнообразных компонентов 
пектина (табл. S5).

В заключение следует отметить, что в  гено­
мах исследованных Sphaerochaetaceae закодирован 
умеренный по разнообразию набор ферментов де­
градации углеводов, среди которых наиболее пред­
ставлены гены потенциальных α- и β-галактозидаз, 
α- и β-глюкозидаз, α- и β-ксилозидаз, ненасыщен­
ной рамногалактуронил-гидролазы. Представители 
исследованных Sphaerochaetaceae имеют генетиче­
ский потенциал для транспорта и гидролиза оли­
госахаридов разной природы, как растительных, 
например, компонентов пектина, ксиланов, кси­
логлюканов, так и  олигосахаридов микробного 
происхождения метанохондроитина, альгината. 
Спектр закодированных белков деградации угле­
водов в  незначительной степени коррелировал 
со спецификой экологической ниши, из которой 
были выделены эти бактерии. В частности, геном 
S. associatа содержал повышенное число генов, 
продукты которых, вероятно, могут участвовать 
в деградации метанохондроитина, полисахаридно­
го каркаса метаносарцины, из тесной ассоциации 

с которой был изолирован штамм S. associatа. Эти 
микроорганизмы могут представлять интерес для 
дальнейшего исследования как источник новых 
ферментов деградации углеводов. Филогенети­
ческий анализ происхождения потенциальных 
α-галактуронидазы и ненасыщенной рамногалак­
туронил-гидролазы, закодированных в  геномах 
Sphaerochaetaceae, указывает на их приобретение 
от общего предка с Pseudomonadota (GH4) и пред­
ков разного таксономического положения для бел­
ков семейства GH105.
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EXPERIMENTAL ARTICLES 

Comparative Genomics of Carbohydrates Utilization  
in Bacteria of the Family Sphaerochaetaceae: Evolutionary Origin  

of the Genes Encoding Galacturonidase  
and Unsaturated Rhamnogalacturonyl Hydrolase
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Abstract. A comparative analysis of carbohydrate degradation proteins encoded in currently available 
genomic sequences of bacteria of the family Sphaerochaetaceae, namely Sphaerochaeta associata 
GLS2T, S. globosa BuddyT, S. pleomorpha GrapesT, S. halotolerans 4-11T, S. halotolerans 585, 
Sphaerochaeta sp. S2, Sphaerochaeta sp. PS and Parasphaerochaeta coccoides SPN1T was carried out. 
The genomes of Sphaerochaeta spp. encode a medium-sized and diverse set of proteins potentially 
involved in the degradation of different classes of carbohydrates, mainly oligosaccharides. All studied 
genomes encode glycoside hydrolases of the GH1, GH2, GH3, GH4, GH13, GH20, GH28, GH36, 
GH43, GH57, GH63, GH77 and GH105 families, as well as carbohydrate esterases of the CE8 and 
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CE9 families. All studied bacteria, with the exception of P. coccoides SPN1T, have many proteins of the 
GH31 family encoded in their genomes. The studied representatives of Sphaerochaetaceae do not 
have genes coding for endo-β-acetylmuramidase (lysozyme) of the GH23 family involved in the 
process of peptidoglycan turnover. However, the genomes of S. associata, S. globosa, Sphaerochaeta 
sp. PS and S. pleomorpha contain the exo-β-acetylmuramidase gene (GH171 family). A significant 
part of the genes encoding carbohydrate degradation enzymes have the closest homologues among 
representatives of  the phyla Bacillota, Bacteroidota, and Pseudomonadota. The genomes of  the 
studied bacteria encode proteins that could potentially be involved in the degradation of pectin. The 
ability of representatives of Sphaerochaetaceae to use pectin for growth, as well as the evolutionary 
origin of genes encoding potential α-galacturonidase (GH4 family) and unsaturated glucuronyl/
rhamnogalacturonyl hydrolase (GH105 family), involved in the degradation of pectin components, 
were studied.

Keywords: Sphaerochaeta, lateral gene transfer, glycoside hydrolase, polysaccharide lyase, CAZy, GH4, GH105, 
α-galacturonidase, unsaturated glucuronyl/rhamnogalacturonyl hydrolase
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