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Аннотация. Дождевые черви – важная экологическая группа, которая оказывает значительное влияние как на 
состав почвенной фауны, так и на растительность. Генетическое разнообразие и филогения дождевых червей 
при этом остаются относительно слабо изученными. В настоящее время большинство работ по генетическому 
разнообразию дождевых червей основывается на единичных митохондриальных и ядерных генах. В связи с этим 
для реконструкции филогенетических отношений у дождевых червей перспективными становятся митохон­
дриальные геномы. Почти все работы по этой теме посвящены видам из Западной Европы или Восточной Азии, 
другие регионы практически не затронуты. В настоящей работе мы провели секвенирование, сборку и анализ 
митохондриального генома Dendrobaena tellermanica Perel, 1966. Этот вид ранее входил в состав кавказского 
вида D. schmidti (Michaelsen, 1907) – политипического вида, в пределах которого выделяли множество таксонов. 
Геном был собран в виде одного контига длиной 15 298 п. н., содержащего типичный набор генов: 13 белок-коди­
рующих генов (три субъединицы цитохромоксидазы, семь субъединиц NADH дегидрогеназы, две субъединицы 
АТФ синтетазы, цитохром b), гены 12S и 16S рибосомальной РНК и 22 гена тРНК. Все гены были расположены на 
одной цепи ДНК. На контрольный регион, находящийся между генами tRNA-Arg и tRNA-His, приходилось 727 п. н. 
Контрольный регион содержал множество шпилек, а также тандемные повторы мономера AACGCTT. Филогене­
тический анализ на основе полных митохондриальных геномов показал, что род Dendrobaena является базаль­
ным в семействе Lumbricidae. D. tellermanica оказалась довольно далеким родственником космополитного вида 
D. octaedra, что говорит о высоком генетическом разнообразии в этом роде. Вид D. schmidti был парафилетичным 
по отношению к D. tellermanica. Поскольку для D. schmidti характерна очень высокая генетическая изменчивость, 
можно рассматривать эти данные как свидетельство в пользу разделения D. schmidti на несколько видов.
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Abstract. Earthworms are an important ecological group that has a significant impact on soil fauna as well as plant 
communities. Despite their importance, genetic diversity and phylogeny of earthworms are still insufficiently studied. 
Most studies on earthworm genetic diversity are currently based on a few mitochondrial and nuclear genes. Mitochon­
drial genomes are becoming a promising target for phylogeny reconstruction in earthworms. However, most studies 
on earthworm mitochondrial genomes were made on West European and East Asian species, with much less sampling 
from other regions. In this study, we performed sequencing, assembly, and analysis of the mitochondrial genome of 
Dendrobaena tellermanica Perel, 1966 from the Northern Caucasus. This species was earlier included into D. schmidti 
(Michaelsen, 1907), a polytypic species with many subspecies. The genome was assembled as a single contig 15,298 bp 
long which contained a typical gene set: 13 protein-coding genes (three subunits of cytochrome c oxidase, seven sub­
units of NADH dehydrogenase, two subunits of ATP synthetase, and cytochrome b), 12S and 16S ribosomal RNA genes, 
and 22 tRNA genes. All genes were located on one DNA strand. The assembled part of the control region, located 
between the tRNA-Arg and tRNA-His genes, was 727 bp long. The control region contained multiple hairpins, as well 
as tandem repeats of the AACGCTT monomer. Phylogenetic analysis based on the complete mitochondrial genomes 
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indicated that the genus Dendrobaena occupied the basal position within Lumbricidae. D. tellermanica was a rather dis­
tant relative of the cosmopolitan D. octaedra, suggesting high genetic diversity in this genus. D. schmidti turned out to 
be paraphyletic with respect to D. tellermanica. Since D. schmidti is known to contain very high genetic diversity, these 
results may indicate that it may be split into several species.
Key words: earthworms; Lumbricidae; Dendrobaena tellermanica; mitochondrial genomes.
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Введение
Дождевые черви – важная экологическая группа, занимаю­
щая в некоторых биотопах одно из первых мест по био­
массе среди почвенных животных (Hendrix et al., 2008). 
Представители этой группы перерабатывают раститель­
ный опад, переводя его в гумус почвы и возвращая орга­
нику в круговорот веществ (Blouin et al., 2013). Дождевые 
черви также формируют структуру почвы, что оказывает 
важное влияние как на состав почвенной фауны, так и на 
растительность (Lavelle et al., 2016). В связи с этим они 
во многом определяют продуктивность экосистем.

Тем не менее слабо изученными остаются генетическое 
разнообразие и филогения дождевых червей (Marchán 
et al., 2018). В настоящее время большинство работ по 
генетическому разнообразию дождевых червей основы­
вается на единичных митохондриальных и ядерных генах 
(Jamieson et al., 2002; Marchán et al., 2022). Мультигенный 
анализ на базе множества ядерных генов затруднен частой 
полиплоидией, характерной для данной группы (Viktorov, 
1997; Всеволодова-Перель, Булатова, 2008; Межжерин и 
др., 2018), поэтому крайне сложно выявить и амплифи­
цировать подходящие для этой цели ортологи.

Вследствие этого перспективной основой для рекон­
струкции филогенетических отношений у дождевых чер­
вей становятся митохондриальные геномы. В последние 
годы появились работы по секвенированию и анализу 
митохондриальных геномов дождевых червей (Zhang L. 
et al., 2014–2016a, b; Wang et al., 2015; Conrado et al., 2017; 
Hong et al., 2017; Shekhovtsov, Peltek, 2019; Zhang Q. et al., 
2019; Liu et al., 2020; Seto et al., 2021; Csuzdi et al., 2022; 
Kim, Hong, 2022), а также по филогении определенных 
групп (Shekhovtsov et al., 2020a; Liu et al., 2021). Практи­
чески все данные работы посвящены видам из Западной 
Европы или из Восточной Азии, другие регионы почти 
не затронуты.

В настоящей работе мы провели секвенирование, 
сборку и анализ митохондриального генома Dendrobaena 
tellermanica Perel, 1966. Этот вид ранее входил в состав 
D. schmidti (Michaelsen, 1907) – политипического вида, в 
пределах которого выделяли множество подвидов (Mi­
chaelsen, 1907; Квавадзе, 1985). Ранее D. tellermanica счи­
тали партеногенетической формой D. schmidti (Перель, 
1966). Т.С. Всеволодова-Перель (2003) показала, что мно­
гие популяции D. tellermanica размножаются путем ам­
фимиксиса, и, таким образом, представляют собой от­
дельный вид. D. tellermanica отличается от D. schmidti 
отсутствием пигментации, положением пояска и формой 
пубертатных валиков (Всеволодова-Перель, 2003).

На данный момент в базах данных присутствует ми­
тохондриальный геном только одного вида рода Dendro-

baena, космополитного D. octaedra (Savigny, 1826). Ми­
тохондриальный геном D. tellermanica будет представлять 
собой первую известную последовательность кавказского 
вида дождевых червей и сыграет важную роль при изуче­
нии филогении люмбрицид.

Материалы и методы
Образцы D. tellermanica собраны в Карачаево-Черкесской 
Республике (правый берег р. Учкулан, дорога на пере­
вал Чипер, высота 1483 м над уровнем моря, 4–5 км от 
пос. Актюбе, манжетково-гераниевый луг, N 43.410944, 
E 42.174538). Образцы были зафиксированы в этиловом 
спирте. Определение по морфологическим признакам 
проводили по ключу Т.С. Всеволодовой-Перель (1997).

ДНК экстрагировали стандартным фенол-хлороформ­
ным методом и фрагментировали на соникаторе Cova­
ris M220 с расчетной средней длиной фрагментов 350 п. н., 
после чего очищали с применением 1.2 объема реагента 
AMPureXP (Beckman Coulter, США). Концентрацию об­
работанной ультразвуком ДНК определяли флуометри­
чески на приборе Qubit. Геномные библиотеки были 
получены из 100 нг ДНК набором Roche KAPA Hyper 
Prep в соответствии с протоколом производителя с при­
менением двойных баркодов KAPA UDI Adapter. Качество 
и молярность полученной геномной библиотеки  опре­
деляли на биоанализаторе BA2100 набором Agilent DNA 
High Sensitivity. Библиотека была секвенирована на при­
боре Illumina NextSeq550 набором Mid Output Kit v. 2.5 
(300 Cycles) парными чтениями 2×150 п. н.

Для обработки данных, полученных после секвениро­
вания, использована программа TrimmomaticPE (Bolger et 
al., 2014) с опциями ILLUMINACLIP:TruSeq3-SE:2:30:10 
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36. Для сборки конти­
гов использована программа SPAdes v. 3.14.1 (Bankevich 
et al., 2012) с опцией --isolate. Против собранного генома 
при помощи blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) были 
выровнены последовательности митохондриальных ге­
номов, взятых из базы данных NCBI для поиска контига, 
представляющего собой митохондриальную последова­
тельность. 

Предварительную аннотацию генома выполняли с по­
мощью программы MITOS 2 (Bernt et al., 2013), после чего 
вручную было проведено сравнение с аннотированными 
геномами дождевых червей. Митохондриальный геном 
D. tellermanica размещен в базе данных GenBank под но­
мером ON960857. Карта генома построена при использо­
вании программы Benchling (https://www.benchling.com/).

Вторичные структуры участков мтДНК реконструи­
ровали с помощью программы MITOS 2 (Bernt et al., 
2013). Строение контрольного региона установлено с при­
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менением RNAfold Web Server (http://rna.tbi.univie.ac.at/
cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) и forna (http://rna.tbi.
univie.ac.at/forna/forna.html) (Gendron et al., 2001). Поиск 
тандемных повторов проводили с программой Tandem 
Repeats Finder (Benson, 1999). Выравнивание выполнено 
при использовании программы Clustal Omega (https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/); контрольный регион не 
был включен в выравнивание митохондриальных геномов. 
Затем программой gblocks 0.91b (Castresana, 2000) удаляли 
неоднозначно выровненные участки. Последовательности 
митохондриальных геномов дождевых червей и гена COX1 
рода Dendrobaena были взяты из базы данных GenBank. 
Филогенетические деревья были построены при помощи 
метода максимального правдоподобия (Maximum likeli­
hood) в программе RAxML v. 8.2.12 (Stamatakis, 2014); при 
построении деревьев была взята модель нуклеотидных 
замен GTRCAT. Проведено 1000 бутстрепных реплик.

Результаты
По результатам полногеномного секвенирования paired-
end получено 4.2 млн парных ридов. После обработки 
осталось 3.4 млн парных ридов. Медиана покрытия кон­
тигов генома длиной более 500 п. н. – 6 (среднее покры­
тие – 20), медианное покрытие митохондриального кон­
тига составило 20 (среднее – 30).

Собранный контиг имел длину 15 298 п. н. и содер­
жал типичный набор генов: 13 белок-кодирующих генов 
(3 субъединицы цитохромоксидазы, 7 субъединиц NADH 
дегидрогеназы, 2 субъединицы АТФ синтетазы, цито­
хром b), гены 12S и 16S рибосомальной РНК и 22 гена 
тРНК. Все гены были расположены на одной цепи ДНК 
(рис. 1). AT-состав генома – 65.3 %. Кодирующая цепь 
содержит 31.1 % А, 34.2 % Т, 13.9 % G и 20.8 % C. Гены 
ND4 и ND4L перекрывались на 7 п. н. В качестве старт-
кодона использовали только ATG. Три белок-кодирующих 
гена (COIII, ND1 и ND2) имели укороченный стоп-кодон. 
Гены тРНК имели длину от 60 до 69 п. н. Предполагаемые 
структуры тРНК показаны на рис. 2.

На контрольный регион, находящийся между генами 
tRNA-Arg и tRNA-His, приходилось 727 п. н. Контиг не 
замкнулся, т. е. контрольный регион был собран не полно­
стью. Его АТ-состав (63.5 %) был сходным со средним по 
геному. Контрольный регион содержал множество шпи­
лек (см. рис. 2). Кроме того, в его составе присутствовал 
участок AACGCTT, тандемно повторенный 11 раз.

Обсуждение

Строение митохондриального генома  
дождевых червей
Долгое время знания о митохондриальных геномах 
дождевых червей ограничивались работой J.L. Boore и 
W.M. Brown (1995) по Lumbricus terrestris. Митохондри­
альный геном этого вида имел длину 14 998 п. н. и содер­
жал обычный набор генов, характерный для большинства 
животных. Отличительным признаком митохондриальных 
геномов кольчатых червей (за единичными исключения­
ми) является то, что все гены располагаются на одной 
цепи (Weigert et al., 2016). Предположительно, митохонд­

риальный геном дождевых червей экспрессируется в виде 
одного транскрипта (Vallès, Boore, 2006). В этом случае 
следует ожидать, что любые инверсии и большинство 
транслокаций окажутся нежизнеспособными, что ведет к 
фиксации положения генов в геноме. И действительно, ор­
ганизация митохондриального генома у аннелид довольно 
консервативна. В частности, у всех представителей отря- 
да Clitellata, в который входят и дождевые черви, одинако­
вый порядок генов. Мы также ожидаемо не обнаружили 
отклонений от этого правила.

На фоне кодирующих районов митохондриальной ДНК 
контрольный регион (он же – D-петля) отличается своей 
высокой изменчивостью. Контрольный регион митохон­
дриальной ДНК выполняет функцию точки инициации 
репликации, промотора и регуляторной области для экс­
прессии митохондриального генома (Clayton, 1992). 

У разных дождевых червей строение контрольных ре­
гионов значительно различается. Так, у представителей 
семейств Glossoscolecidae и Megascolecidae эти  регио­
ны короткие, обычно не превышающие 500 п. н. в длину 
(Zhang L. et al., 2016a; Hong et al., 2017; Zhang Q. et al., 
2019; Seto et al., 2021; Kim, Hong, 2022), в то время как 
у двух видов рода Drawida (сем. Moniligastridae) эти по­
следовательности полностью отсутствовали (Liu et al., 
2020). При этом у представителей семейства Lumbrici­
dae длина контрольного региона заметно варьирует: от 
400 п. н. у L. terrestris до 2000 п. н. – у Eisenia fetida. Для 
многих видов H. Zhao с коллегами не смогли получить 
полную последовательность контрольного региона даже 
при помощи NGS-секвенирования (Zhao et al., 2022), и 
амплифицировать его также не удается (Shekhovtsov et 
al., 2020a). В нашей работе мы также не сумели ампли­
фицировать недостающую часть контрольного региона 
D.  tellermanica. Возможно, это связано с его большой 
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Рис. 1. Организация митохондриального генома D. tellermanica.
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длиной или же со сложной вторичной структурой: можно 
видеть, что почти вся ее последовательность входит в со­
став шпилек (см. рис. 2).

Филогения дождевых червей на основе 
митохондриальных геномов и положение D. tellermanica
На полученном филогенетическом дереве (рис. 3) показа­
но, что семейство Moniligastridae находится на значитель­
ном генетическом расстоянии от прочих семейств дожде­
вых червей. Семейство Glossoscolecidae, представленное 
в выборке единственным видом Pontoscolex corethrurus, 
было базальной группой в отряде Crassiclitellata. Два наи­
более хорошо исследованных семейства, Megascolecidae 
и Lumbricidae, оказались сестринскими группами.

В пределах семейства Lumbricidae, к которому относит­
ся и D. tellermanica, род Dendrobaena оказался сестрин­
ским ко всем остальным родам этого семейства. В роде 
Dendrobaena последовательности митохондриальных 
геномов известны пока только для двух видов, космопо­

литного D. octaedra и изученного в нашей работе D. tel
lermanica. Род D. tellermanica объединяется в одну ветвь с 
D. octaedra, однако их разделяют довольно значительные 
генетические расстояния. 

Таким образом, настоящее исследование представляет 
собой первый шаг в изучении базальных ветвей семейства 
Lumbricidae. Особый интерес в этом отношении вызывают 
кавказские виды рода Dendrobaena, на которые приходит­
ся значительная часть его видового разнообразия.

Ранее мы проводили анализ генетического разнообра­
зия морфологических форм D. schmidti (Шеховцов и др., 
2020), в результате которого выявлено, что D. schmidti 
представляет собой как минимум два отдельных вида. 
На филогенетическом дереве, построенном по гену COX1 
(рис. 4), показано, что D. tellermanica оказывается внутри 
одной из ветвей D. schmidti. Здесь необходимо отметить, 
что на уровне семейства отдельные митохондриальные 
гены, включая COX1, не пригодны для реконструкции 
филогенетических отношений (Klarica et al., 2012; She­
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Рис. 2. Вторичные структуры тРНК и контрольного региона мтДНК D. tellermanica.
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Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное по гену COX1 образцов рода Dendrobaena методом максимального  
правдоподобия. 
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Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по митохондриальным геномам дождевых червей методом максимального правдоподобия. 
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khovtsov et al., 2016, 2020b): отсутствует какое-либо до­
стоверное разрешение отношений между видами, вне за- 
висимости от используемых деревьев, и не поддержи­
вается монофилия большинства родов. При этом ген COX1 
полезен для поиска относительно близкородственных ви­
дов/филогенетических линий. Кроме того, в базах дан­
ных есть тысячи последовательностей COX1 и только еди­
ничные митохондриальные геномы; в частности мтДНК 
D. schmidti пока не секвенирована. В связи с этим дерево 
на рис. 4 приведено только для демонстрации близости 
D. tellermanica и D. schmidti. 

Заключение
Полученные предварительные результаты указывают на 
то, что можно было бы рассматривать D. tellermanica как 
подвид D. schmidti, как считалось ранее, либо разделить 
D. schmidti на несколько видов. Вторая точка зрения име­
ет право на жизнь, если принять во внимание большую 
генетическую и морфологическую изменчивость внутри 
этого вида. Следует отметить, что для таких выводов по­
требуется анализ на основе нескольких генов, включая 
ядерные.
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