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Впервые с помощью методов метагеномики проведено сравнительное исследование влияния дож-
девых червей двух видов (Aporrectodea caliginosa и Lumbricus terrestris) на состав прокариотного ком-
плекса дерново-подзолистой почвы. Прокариоты в почве и копролитах были представлены преиму-
щественно филами Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Plancto-
mycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia. Пассаж почвы через кишечник дождевых червей отражался
на обилии некоторых таксонов ее прокариотного блока, но не на общих показателях биоразнообра-
зия. В копролитах червей обоих видов регистрировали уменьшение обилия фил Acidobacteria и Gem-
matimonadetes, включающих преимущественно олиготрофные бактерии, в копролитах L. terrestris –
увеличение доли фил Actinobacteria и Firmicutes, представленных в основном копиотрофами и гидро-
литиками. Кроме того, в копролитах L. terrestris возрастало обилие анаэробных бактерий Clostridia-
ceae и способных к нитратному дыханию Flavobacterium, по-видимому, вследствие возникновения в
трансформированной червями почве анаэробных условий. В целом изменения таксономической
структуры прокариот в почве, обработанной L. terrestris, были более масштабными, чем в почве, об-
работанной A. caliginosa. Эти различия между копролитами червей изученных видов могут быть обу-
словлены особенностями функционирования их пищеварительных систем, приспособленных к
трансформации отличающихся по составу источников питания.
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ВВЕДЕНИЕ

Дождевые черви – одна из важнейших групп
почвенных животных, существенно влияющая на
плодородие почв и рост растений [12]. Благодаря
высокой локомоторной и пищевой активности,
дождевые черви модифицируют структуру почвы
и стабильность ее агрегатов, скорость гумифика-
ции органического материала и доступность эле-
ментов минерального питания растениям [10, 11].
В процессах минерализации органического веще-
ства ключевую роль играют почвенные микроорга-
низмы. Дождевые черви способны модифициро-
вать структуру и свойства микробного сообщества
почвы [2, 23], что в комбинации с непосредствен-
ным измельчением и перевариванием пищи этими
беспозвоночными животными стимулирует разло-
жение ими растительных остатков [22].

Молекулярно-генетический анализ микроор-
ганизмов открывает новые перспективы в изуче-
нии механизмов воздействия дождевых червей на
почвенные процессы. Исследования подобного
рода уже проводились в отношении червей от-
дельных видов, обитающих в некоторых почвах
[8, 9, 20]. Однако сравнительные молекулярно-
генетические исследования влияния на таксоно-
мический состав почвенных микроорганизмов
дождевых червей, принадлежащих к разным эко-
логическим группам, до сих пор не предпринима-
лись. Недостаточно исследован состав прокари-
отного комплекса копролитов двух самых рас-
пространенных на Северо-Западе России видов
дождевых червей: Aporrectodea caliginosa (Savigny)
и Lumbricus terrestris. Если A. сaliginosa – из группы
эндогейных дождевых червей, предпочитающих
поглощать почву [5], то L. terrestris – типичный

УДК 631.461

БИОЛОГИЯ ПОЧВ



430

ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 4  2021

ШАХНАЗАРОВА и др.

“норник”, питающийся в основном раститель-
ным опадом с поверхности почвы [6].

Цель работы – изучить влияние дождевых чер-
вей двух видов (A. caliginosa и L. terrestris) на био-
логическое разнообразие и таксономическую
структуру прокариотического сообщества дерно-
во-подзолистой почвы.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования. Исследовали дожде-

вых червей двух видов: A. caliginosa и L. terrestris,
отобранных вручную в Ломоносовском районе
Ленинградской области. В качестве субстрата
для содержания червей использовали гумусово-
аккумулятивный горизонт дерново-подзолистой
глееватой супесчаной почвы (Albic Glossic Retisol
(Epiarenic Endoloamic, Cutanic, Ochric)). Ее отбор
осуществляли в местах обитания дождевых червей
исследованных видов. Агрохимическая характе-
ристика почвы:  5.9, рНKCl 4.9, Cорг 2.4%,
Nобщ 0.1%, Р2O5 77.7 мг/кг, K2O 160.7 мг/кг. Общее
содержание азота и углерода в почве определяли с
помощью CHN-анализатора LECO CHN628
(США). Реакцию среды почв и копролитов изме-
ряли в водной вытяжке с помощью pH-метра.
Подвижные формы фосфора и калия извлекали
0.2 М раствором HCl при соотношении почва :
: раствор 1 : 5.

Инкубация дождевых червей в почве и получение
копролитов. Дождевых червей предварительно
выдерживали в воде при 6°С в течение трех суток
до полного очищения их пищеварительного трак-
та от почвы, поглощенной в местах обитания [1].
У дождевых червей газообмен осуществляется че-
рез покровы тела (кожное дыхание), и погруже-
ние этих беспозвоночных животных в воду не
приводит к нарушению их дыхания. С уменьше-
нием температуры растворимость в воде кислоро-
да возрастает. Поэтому низкая температура воды
способствовала сохранению высокой активности
дождевых червей в период очищения их пищева-
рительного тракта. Затем дождевых червей поме-
щали в наполненные почвой пластиковые сосуды
объемом 1 л и инкубировали их при комнатной
температуре 7 сут. Влажность почвы поддержива-
ли на уровне 60% от ее полной влагоемкости.
Контрольную почву инкубировали в идентичных
условиях, но без червей. Затем червей извлекали
из почвы, помещали в чашки Петри на увлажнен-
ную фильтровальную бумагу и инкубировали еще
в течение суток для получения копролитов и их
последующего анализа.

Микробиологическое исследование. Таксоно-
мический состав бактерий и архей в почве и ко-
пролитах определяли с помощью анализа нук-
леотидной последовательности фрагмента гена
16s рРНК. Сырой экстракт ДНК извлекали из

2Н OрН

почвы (0.25 г) экстрагирующим буфером (700 мкл)
и смесью фенола и хлороформа (1 : 1 по объему,
400 мл) при встряхивании с керамическими ша-
риками диаметром 0.1 и 0.5 мм в гомогенизаторе
FastPrep 24 (MP Medicals, США). В качестве экс-
трагирующего буфера использовали смесь двух
растворов: А − 200 мМ натрий-фосфатный буфер,
240 мМ гуанидин изотионат, рН 7.0; Б − 500 мМ
Tris-HСl, 1%-ный раствор додецилсульфата на-
трия в соотношении 1 : 1 (по массе к объему). Да-
лее образцы центрифугировали 5 мин при 14000 g,
отбирали супернатант и проводили повторную
экстракцию в хлороформ-изоамиловом спирте с
последующим центрифугированием. С целью оса-
ждения ДНК к супернатанту добавляли изопро-
пиловый спирт в объемном соотношении 1 : 1,
после чего полученную смесь перемешивали
встряхиванием и центрифугировали 5 мин до
получения плотного осадка ДНК. Осадок про-
мывали 70%-ным этанолом, высушивали при
комнатной температуре и растворяли в деионизи-
рованной воде в течение 10 мин при 65°С. Полу-
ченный сырой экстракт ДНК очищали при помо-
щи электрофореза в 1%-агарозном геле с после-
дующей сорбцией ДНК на SiO2.

Библиотеки ампликонов создавали методом
полимеразной цепной реакции с использованием
широкоспецифичных универсальных прайме-
ров на вариабельный участок V4 гена 16S рРНК
(ferier_F515: GTGCCAGCMGCCGCGGTAA/feri-
er_R806:GGACTACVSGGGTATCTAAT) с добав-
лением линкеров и уникальных баркодов [15].
Дальнейшую подготовку проб и пиросеквениро-
вание проводили на платформе Roshe GS Junior
(Roshe, Швейцария) в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Для обработки полученных
библиотек использовали инструментарий про-
граммного пакета QIIME: демультиплексирова-
ние, фильтрацию последовательностей по качеству
прочтения и количеству гомополимеров, объеди-
нение в операционные таксономические единицы
(ОТЕ) при пороге сходства 97%, удаление химер и
таксономический анализ [13]. Для оценки разнооб-
разия прокариотного сообщества рассчитывали
индексы Симпсона, Шеннона, Менхиника, Мар-
галефа, Чао и коэффициент выравненности [7].

Математическая обработка данных. Повтор-
ность опытов для анализа прокариотной ДНК пя-
тикратная. Достоверность различий между сред-
ними значениями долей амплифицированных
фрагментов ДНК оценивали с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа в програм-
ме IBM SPSS Statistics Version 25 с использованием
непараметрического Т3-критерия Даннета. Выбор
этого критерия был обусловлен неоднородностью
дисперсий данных, которую оценивали с помощью
критерия Левена. Достоверным считались разли-
чия при p < 0.05. В таблицах и тексте статьи приве-
дены средние значения ± стандартные отклонения.
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Среднеарифметические значения числа ОТЕ и
индексов биоразнообразия прокариотических
комплексов копролитов дождевых червей досто-
верно не отличались от таковых в контрольной
почве (табл. 1). Очевидно, пассаж почвы через
кишечник существенно не изменял биоразнообра-
зие ее прокариотного блока. Согласно расчетам, до-
ля ОТЕ бактерий в почве составила 98.5 ± 0.3%, в
копролитах А. caliginosa – 96.9 ± 1.8%, в копроли-
тах L. terrestris – 97.4 ± 1.6%. Доля архей, представ-
ленных в основном классом Thaumarchaeota, в поч-
ве, копролитах А. caliginosa и L. terrestris – 0.2 ± 0.4,
0.8 ± 1.6 и 0.8 ± 1.4% соответственно. Следова-
тельно, пассаж почвы через пищеварительную
систему дождевых червей не сопровождался зна-
чительными изменениями соотношения архей и
бактерий в ее составе.

Бактерии в почве и копролитах были преиму-
щественно представлены филами Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmati-
monadetes, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrucomi-
crobia (рис. 1, табл. 2). В копролитах червей обоих
видов доли фил Acidobacteria и Gemmatimonadetes
были в 2–3 раза меньше по сравнению с исходной
почвой, а в копролитах L. terrestris возрастала доля
фил Actinobacteria и Firmicutes.

По сравнению с исходной почвой в копроли-
тах червей обоих видов уменьшалась доля входя-
щих в филу Acidobacteria классов DA052, Acidobac-
teria, Acidobacteria-5, а также порядков Acidobacte-
riales. Кроме того, в копролитах L. terrestris
снижалась доля класса Acidobacteriia-6, а в копро-
литах A. caliginosa – Candidatus Koribacter. В составе
филы Actinobacteria также происходили зоогенные
изменения. В копролитах A. caliginosa возрастала
доля семейств Micrococcaceae, Intrasporangiaceae,
Iamiaceae и рода Iamia, в копролитах L. terrestris –
семейств Microbacteriaceae, Streptomycetaceae, Sino-
bacteraceae и рода Kribbella, в копролитах обоих

червей – классов Actinobacteria, порядка Actinomy-
cetales на фоне уменьшения обилия семейства Ko-
ribacteraceae. В филе Gemmatimonadetes оба червя
уменьшали доли классов Gemmatimonadetes и
Gemm-1, а L. terrestris – еще и порядка N1423WL. В
филе Chloroflexi доля порядка Roseiflexales и се-
мейства Kouleothrixaceae уменьшилась в копроли-
тах L. terrestris. Доля класса Pedosphaerae и порядка
Pedosphaerales (фила Verrucomicrobia), а также по-
рядка Myxococcales (фила Рroteobacteria) снизилась
после прохождения почвы через кишечный тракт
червей обоих видов. В то же время доля бактерий
класса Deltaproteobacteria (фила Рroteobacteria)
уменьшилась лишь в копролитах L. terrestris. Кро-
ме того, в копролитах L. terrestris возросла доля се-
мейства Clostridiaceae (фила Firmicutes), а также
класса Flavobacteriia, порядка Flavobacteriales, се-
мейства Flavobacteriaceae, рода Flavobacterium (фи-
ла Bacteroidetes). При этом снизилась доля класса
Phycisphaerae филы Planctomycetes. В то же время
обилие относящегося к этой филе рода Pirellula
уменьшилось в копролитах червей обоих видов.

Отмеченный эффект уменьшения под влияни-
ем A. caliginosa и L. terrestris обилия филы Acidobac-
teria характерен, по-видимому, для червей многих
видов. Недавно опубликованы аналогичные дан-
ные об сокращении обилия филы Acidobacteria в
копролитах A. caliginosa [9]. Снижение доли филы
Acidobacteria и входящих в нее класса Acidobacte-
ria-6, а также порядка iii1-15 обнаружено при пас-
саже почвы через кишечник Eisenia fetida [14] и
Lumbricus rubellus [21].

Фила Acidobacteria представляет собой типич-
ные некультивируемые почвенные бактерии, зна-
чительная часть которых – умеренные ацидофилы.
Для таких бактерий могут быть одинаково неблаго-
приятны как подщелачивание почвы при ее про-
хождении через кишечник дождевых червей [1, 3],
так и перемешивание в кишечнике червей почвы,
вызывающее уменьшение в ней количества локу-

Таблица 1. Индексы альфа-разнообразия и число ОТЕ прокариотного сообщества в почве и копролитах L. ter-
restris и A. caliginosa. Приведены средние значения ± стандартное отклонение. Идентичные буквы обозначают от-
сутствие достоверных различий между средними значениями обилия для данного таксона в вариантах опыта

Индекс Почва
Копролиты

L. terrestris A. caliginosa

Среднеарифметическое число ОТЕ 920 ± 198a 716 ± 36a 768 ± 49a

Менхиника 13.9 ± 2.8a 13.5 ± 0.8a 14.8 ± 2.2a

Маргалефа 61.6 ± 15.6a 54.8 ± 3.9a 61.6 ± 10.7a

Симпсона 0.992 ± 0.003a 0.993 ± 0.001a 0.993 ± 0.003a

Шеннона 5.5 ± 0.3a 5.5 ± 0.1a 5.6 ± 0.3a

Выравненности 0.91 ± 0.02a 0.93 ± 0.01a 0.93 ± 0.02a

Чао1 1095 ± 316a 948 ± 116a 1051 ± 184a
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Рис. 1. Доля фил прокариот в почве и копролитах L. terrestris и A. caliginosa.
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сов с низкими значениями рН. Отмеченное умень-
шение в копролитах обилия представителей Acido-
bacteria, а также филы Gemmatimonadetes и от-
дельных представителей фил Verrucomicrobia и
Planctomycetes может быть связано с зоогенной
активизацией в почве гидролитических процес-
сов [24]. В результате копролиты червей обога-
щаются лабильными формами органического
вещества, что и приводит к уменьшению доли
олиготрофов в почвенном сообществе микроор-
ганизмов. Не случайно, обилие олиготрофных
бактерий в копролитах A. caliginosa вновь возрас-
тает по мере их старения [9].

В отличие от филы Acidobacteria доля филы Acti-
nobacteria достоверно возрастала в копролитах
L. terrestris по сравнению с исходной почвой. Ана-
логичные результаты получены при изучении чер-

вя L. rubellus [16]. Многие представители Actinobac-
teria – активные гидролитики. По-видимому, пере-
мешивание и измельчение органических остатков
в процессе прохождения почвы и детрита через ки-
шечник дождевых червей способствует снабжению
этих бактерий более доступным пищевым субстра-
том и тем самым активизирует их развитие. Кроме
того, многие актинобактерии способны продуци-
ровать антибиотики. Интенсификация развития
Actinobacteria могла привести к уменьшению в ко-
пролитах доли ряда других фил из-за подавления
их развития антибиотиками актинобактерий [16].

Обнаружено достоверное увеличение в копро-
литах L. terrestris обилия бактерий филы Firmicutes
и относящегося к ней семейства Clostridiaceae.
Представители Clostridiaceae – одна из доминиру-
ющих групп бактерий в кишечнике и копролитах
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Таблица 2. Бактериальные таксоны в почве и копролитах L. terrestris и A. caliginosa, доля представителей которых
различалась достоверно (по непараметрическому критерию T3 Даннета, p < 0.05). Приведены средние арифме-
тические значения ± стандартное отклонение. Идентичные буквы обозначают отсутствие достоверных различий
между средними значениями обилия для данного таксона в вариантах опыта

Таксон Почва
Копролиты

L. terrestris A. caliginosa

Филы
Acidobacteria 11.5 ± 1.3a 5.0 ± 1.0b 6.2 ± 1.0b

Actinobacteria 31.0 ± 1.3a 40.4 ± 2.0b 37.2 ± 2.0ab

Firmicutes 0.9 ± 0.2a 1.9 ± 0.3b 1.6 ± 0.3ab

Gemmatimonadetes 5.2 ± 0.5a 1.3 ± 0.2b 1.8 ± 0.4b

Классы
DA052 (Acidobacteria) 0.7 ± 0.2a 0.1 ± 0.05b 0.1 ± 0.04b

Acidobacteria-5 0.3 ± 0.1b 0.1 ± 0.05a 0.2 ± 0.02a

Acidobacteria-6 2.8 ± 0.3a 1.6 ± 0.4b 2.0 ± 0.7ab

Acidobacteriia 5.2 ± 1.9a 1.9 ± 0.6b 1.5 ± 0.5b

Chloroflexi 1.0 ± 0.4a 0.2 ± 0.2b 0.4 ± 0.5ab

Anaerolineae 0.5 ± 0.1a 0.1 ± 0.06b 0.2 ± 0.06a

Gemm-1 (Gemmatimonadetes) 1.7 ± 0.7a 0.2 ± 0.2b 0.3 ± 0.2b

Gemmatimonadetes 3.5 ± 0.8a 1.1 ± 0.5b 1.4 ± 0.9b

Deltaproteobacteria 5.9 ± 0.8a 4.1 ± 0.6b 5.1 ± 0.9ab

Pedosphaerae 1.6 ± 0.5a 0.7 ± 0.6b 0.7 ± 0.4b

Actinobacteria 7.4 ± 0.4a 13.4 ± 1.2b 13.1 ± 0.8b

Phycisphaerae 0.7 ± 0.1a 0.2 ± 0.09b 0.5 ± 0.02a

Flavobacteriia 0.04 ± 0.02a 0.4 ± 0.08b 0.1 ± 0.07a

Порядки
iii1-15 (Acidobacteria) 2.6 ± 0.4a 1.5 ± 0.4b 1.9 ± 0.7ab

Acidobacteriales 5.1 ± 1.9a 1.9 ± 0.5b 1.5 ± 0.4b

Ellin6513 (Acidobacteria) 0.7 ± 0.3a 0.1 ± 0.1b 0.1 ± 0.1b

Actinomycetales 7.4 ± 0.8a 13.4 ± 2.6b 13.0 ± 1.8b

Flavobacteriales 0.02 ± 0.02a 0.4 ± 0.09b 0.1 ± 0.07a

Roseiflexales 0.9 ± 0.4a 0.1 ± 0.1b 0.3 ± 0.3ab

N1423WL (Gemmatimonadetes) 0.7 ± 0.4a 0.04 ± 0.05b 0.08 ± 0.08ab

Myxococcales 4.0 ± 0.2a 3.0 ± 0.2b 3.0 ± 0.2b

Pedosphaerales 1.6 ± 0.5a 0.7 ± 0.2b 0.7 ± 0.4b

Семейства
Microbacteriaceae 0.2 ± 0.2a 1.1 ± 0.4b 0.7 ± 0.4ab

Streptomycetaceae 0.4 ± 0.1a 1.2 ± 0.4b 0.7 ± 0.3ab

Sinobacteraceae 0.3 ± 0.1a 0.8 ± 0.4b 0.5 ± 0.2ab

Micrococcaceae 0.4 ± 0.1a 1.1 ± 0.4ab 1.8 ± 0.5b

Intrasporangiaceae 0.7 ± 0.09a 1.0 ± 0.5ab 1.5 ± 0.3b

Iamiaceae 0.02 ± 0.04a 0.02 ± 0.04a 0.12 ± 0.04b

Koribacteraceae 4.7 ± 1.8a 1.7 ± 0.7b 1.1 ± 0.4b

Kouleothrixaceae 0.8 ± 0.3a 0.1 ± 0.1b 0.2 ± 0.2ab

Clostridiaceae 0.02 ± 0.05a 0.3 ± 0.06b 0.06 ± 0.02a

Flavobacteriaceae 0.02 ± 0.02a 0.4 ± 0.09b 0.08 ± 0.03a

Роды
Iamia 0.02 ± 0.04a 0.02 ± 0.04a 0.12 ± 0.04b

Kribbella 0.1 ± 0.07a 0.28 ± 0.04b 0.12 ± 0.04a

Candidatus Koribacter 3.3 ± 1.2a 1.2 ± 0.5ab 0.7 ± 0.4b

Flavobacterium 0.02 ± 0.04a 0.4 ± 0.12b 0.08 ± 0.08a

Pirellula 0.2 ± 0.1a 0 ± 0.0b 0 ± 0.0b
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E. fetida [17]. Высокая метаболическая активность
этих бактерий отмечена в содержимом кишечни-
ка L. terrestris [26]. Развитию клостридий могут спо-
собствовать анаэробные условия в кишечнике
дождевых червей, наличие в нем растительных
остатков, в деструкции которых задействованы
Clostridiaceae и другие представители филы Firmic-
utes [25].

Обнаруженное увеличение доли флавобакте-
рий при пассаже почвы через кишечник L. terres-
tris отмечено и у червей A. trapezoides, обитающих
в почвах Австралии [19]. Кроме того, флавобакте-
рии выделены из кишечного гомогената A. caligi-
nosa [18]. Увеличение в кишечнике дождевых чер-
вей обилия флавобактерий связывают с их спо-
собностью к нитратному дыханию, что позволяет
этим бактериям не только адаптироваться к недо-
статку кислорода, характерному для этой среды
обитания, но и успешно конкурировать с микро-
организмами других видов [18].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Различия в составе прокариотного комплекса в
исходной почве и свежих копролитах дождевых
червей изученных видов были относительно неве-
лики, предположительно, из-за непродолжитель-
ного по времени прохождения почвы через пище-
варительную систему червей. Наиболее масштаб-
ные изменения в составе сообщества прокариот
отмечены после пассажа почвы через кишечник
L. terrestris, а не A. caliginosa. Возможно, это свя-
зано с различиями в пищеварительных системах
червей этих видов, приспособленных к транс-
формации отличающихся по составу источников
питания. Черви L. terrestris питаются преимуще-
ственно опадом, а A. caliginosa – более разложен-
ным детритом [4].
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Prokaryotic Complexes of Coprolites of Aprorectodea caliginosa and Lumbricus terrestris
V. Yu. Shakhnazarova1, 2, A. V. Yakushev3, *, K. L. Yakkonen1, A. A. Kichko2,
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For the first time, a comparative study of the influence of two species of earthworms (Aporrectodea caliginosa
and Lumbricus terrestris) on the composition of the prokaryotic complex of Umbric Albeluvisols was carried
out using the methods of metagenomics. Prokaryotes in the soil and coprolites were mainly represented by
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteo-
bacteria, and Verrucomicrobia. The passage of soil through the earthworm intestines significantly changed
the abundance of some taxa in the soil prokaryotic block, but not general indicators of its biodiversity. In the
coprolites of earthworms of both species, a decrease in the abundance of Acidobacteria and Gemmatimona-
detes phyla, including predominantly oligotrophic bacteria, was recorded. Coprolites of L. terrestris were
characterized by an increase in the proportion of Actinobacteria and Firmicutes phyla, which are mainly rep-
resented by copiotrophs and hydrolytics. In addition, the abundance of Clostridiaceae anaerobic bacteria and
Flavobacterium capable of nitrate respiration increased in the casts of L. terrestris, probably due to the appear-
ance of anaerobic conditions in the biogenically transformed soil. Generally, changes in the taxonomic struc-
ture of prokaryotes in the soil treated by L. terrestris were greater than those in the soil treated by A. caliginosa.
These differences among casts of different earthworm species could be due to the specificity of functioning of
their digestive systems adapted to transformation of different food sources.

Keywords: taxonomic composition, intestinal community, bacteria, taxonomic biodiversity
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