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Потребности в безошибочной идентификации 
с  точностью до вида или рода образцов живых 
растений в природе или видовой принадлежности 
продуктов растительного происхождения в науке 
и на практике не удовлетворяются ввиду нехватки 
опытных экспертов. Поэтому области применения 
ДНК-штрихкодирования в ботанике и экспертной 
службе весьма разнообразны. В науке это иденти-
фикация трудно определяемых видов (например, 
коротко- и  редкоцветущих, особенно древес-
ных), более точное определение видового состава 
локальных флор и растительных сообществ, выяв-
ление новых, в том числе криптических, видов. 
Практическое использование ДНК-штрихкоди-
рования многообразно и продолжает расширяться 
по мере достигаемых успехов: охрана биоразно-
образия и редких видов, в том числе пресечение 
их сбора и незаконной торговли, проверка расти-
тельного сырья, травяных сборов, меда и других 
коммерческих продуктов, контроль за сорняками, 
инвазионными видами, растениями-источниками 
аллергенов и др.

Между тем с самого начала реализации между-
народной программы CBOL (Consortium for the 

Barcodes of Life) на пути ДНК-штрихкодирования 
растений встретилось много трудностей. Так как 
стандартный ДНК-штрихкод большинства живот-
ных – фрагмент митохондриального гена СО1 – 
оказался неприменим для растений ввиду низкой 
и  неравномерной скорости мутирования у  них 
митохондриальной ДНК, была поставлена задача 
выбрать штрихкод из хлоропластных участков 
генома. Была организована специальная группа по 
поиску ДНК-штрихкода растений (Plant Working 
Group CBOL). Поиск велся среди нескольких 
перспективных хлоропластных последовательно-
стей-кандидатов – кодирующих: matK (матураза), 
rpoB (b-субъединица РНК полимеразы), rpoC1 
(b'-субъединица РНК полимеразы), accD (b'-субъе-
диница ацетил-КоА-карбоксилазы), ndhJ (субъеди-
ница никотинамиддегидрогеназы), ccsA (кодирую-
щий белок, участвующий в биосинтезе цитохрома 
с), rbcL (большая субъединица фермента 4.1.1.39 
рибулозодифосфат-карбоксилаза) и некодирую-
щих: спейсеры trnH–psbA, atpF–atpH, psbK–psbI, 
позже к  ним были добавлены участки внутрен-
них транскрибируемых спейсеров ITS ядерных 
рибосомных генов. Эти участки тестировались на 
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Поиск универсального ДНК-штрихкода растений оказался очень сложной задачей. Одного участка 
(или комбинации из нескольких), по которому можно было бы определить конкретный вид, не най-
дено. Хотя обычно комбинация, рекомендованная в 2009 г. как стандарт (rbcL + matK+ITS), позво-
ляет отнести вид к соответствующему роду. Вариабельность отдельных маркеров не одинакова в раз-
ных таксономических группах, что, как правило, позволяет подобрать ДНК-штрихкод (иногда даже 
укороченный мини-штрихкод) для конкретной группы, особенно в случае задач прикладного харак-
тера. Методы секвенирования нового поколения (NGS) дают перспективу массового получения про-
тяженных ДНК-штрихкодов (последовательностей полных хлоропластных геномов и рибосомных 
генов), позволяющих преодолеть ограничения стандартных ДНК-штрихкодов. Очень важно, что 
NGS существенно повышает возможность использования гербарных образцов. Поиски ДНК-штрих-
кодов для растений продолжаются.

Поступила в редакцию 30.03.2018 г.

1Ботанический институт им. В.Л. Комарова РАН, Санкт-Петербург, Россия 
2Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия 

E-mail:*shneyer@rambler.ru,**avrodionov@mail.ru

© 2018 г.    В. С. Шнеер1,*, А. В. Родионов1,2,**

ДНК-ШТРИХКОДЫ РАСТЕНИЙ

УДК 575.852.113:575.858:57.082.13



	 УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ	 том 138	 № 6	 2018

532	 ШНЕЕР, РОДИОНОВ

разных группах растений, проверялось, насколько 
хорошо они амплифицируются с  универсаль-
ными праймерами и как хорошо дифференцируют 
виды. Довольно скоро стало ясно, что нет одного 
участка, который мог бы служить штрихкодом для 
всех растений, нужна была комбинация. Началь-
ные этапы поисков и  особенности участков, 
позже выбранных в  качестве ДНК-штрихкодов, 
были достаточно подробно описаны нами ранее 
(Шнеер, 2009). Стоит добавить, что поиски заняли 
гораздо больше времени, чем поначалу планирова-
лось, и вряд ли можно сказать, что они завершены.

В 2009 г. Исполнительный Комитет CBOL пред-
ложил в качестве ДНК-штрихкодов растений ком-
бинацию двух хлоропластных участков: фрагмент 
гена rbcL длиной около 600 нуклеотидов и фраг-
мент гена matK длиной около 800 нуклеотидов 
(Hollingsworth et al., 2009). В некоторых работах 
сообщалось о  том, что эта комбинация хорошо 
разрешает виды (Burgess et al., 2011), но во мно-
гих других разрешение было явно недостаточным, 
например, в родах Crocus, Berberis, Primula (Seberg, 
Petersen, 2009; Roy et al., 2010; Yan et al., 2011). 
Cпециальное сравнительное исследование про-
вели китайские ученые, которые секвенировали 
5 разных последовательностей – потенциальных 
ДНК-штрихкодов 6286 образцов растений, пред-
ставляющих 1757 видов 141 рода. Комбинация мар-
керов matK + rbcL была видоспецифична в 49.7% 
случаев (Li  et al., 2011). При этом в  некоторых 
работах разрешение в родах значительно повыша-
лось при добавлении или участка ITS, например, 
у  пальмовых (Jeanson et al., 2011), или спейсера 
trnH–psbA, например, у губоцветных (De Mattia et 
al., 2011). Некоторые авторы еще раньше выступали 
за то, чтобы разносторонне исследованный уча-
сток ITS вошел в число ДНК-штрихкодов (Feliner, 
Rosselló, 2007), а ряд китайских авторов, по резуль-
татам анализа данных по ITS для тысяч видов из 
разных семейств, нашли, что ITS2 является весьма 
эффективным ДНК-штрихкодом (Ren et al., 2010; 
Gao et al., 2010). В результате в 2011 г. было пред-
ложено добавить к стандартным ДНК-штрихко-
дам хлоропластный спейсер trnH–psbA (его долго 
именовали как альтернативный ДНК-штрихкод) 
и ядерные ITS1 и ITS2 и использовать их в слу-
чае необходимости (Hollingsworth, 2011; Li et al., 
2011). При этом было ясно, что у этих маркеров 
есть определенные ограничения, замечалось, что, 
возможно, хорошие результаты могли бы быть 
получены с высоковариабельными низкокопий-
ными ядерными генами, но из-за их неодинаковой 
у разных таксонов вариабельности и ряда других 
проблем (Шнеер, 2009) выбрать какие-то из них 
в качестве ДНК-штрихкодов было невозможно.

В последующие годы были проведены многочис-
ленные исследования, где использовался весь или 
почти весь рекомендованный набор, изредка к ним 
добавляли другие маркеры, по большей части хло-
ропластные. Объекты выбирались как по систе-
матическому принципу (виды одного или близ-
ких родов, семейства), так и по флористическому 
(виды какой-либо территории, заповедника). Было 
показано, что ген rbcL, хотя и амплифицируется, 
как правило, лучше остальных, обладает низким 
разрешением и далеко не всегда увеличивает видо-
вое разрешение в комбинации с другими марке-
рами, хотя обычно позволяет отнести вид к соот-
ветствующему роду. Ген matK для амплификации 
нуждается в большем количестве праймеров (осо-
бенные проблемы возникают с мхами и папорот-
никами), но, как правило, обладает более высоким 
разрешением. Спейсер trnH–psbA демонстриро-
вал много инделей и инверсий, его длина могла 
существенно варьировать даже у близких видов, 
что весьма затрудняло выравнивание, так было, 
например, при исследовании рода Gentiana (Liu 
et al., 2016). Но в тех случаях, когда таких измене-
ний не было или было мало, он (или комбинация 
trnH-psbA + ITS) иногда давал лучшее разрешение, 
чем rbcL и/или matK (Costion et al., 2011; Parmentier 
et al., 2013; Christina, Annamalai, 2014; Huan et al., 
2018). Впрочем, в ряде других исследований trnH–
psbA лишь незначительно увеличивал разрешение, 
полученное с локусами rbcL + matK (Burgess et al., 
2011).

По мере того, как в  GenBank появлялось все 
больше полностью отсеквенированных хлоро-
пластных геномов, активизировались поиски 
участков, более вариабельных и лучше дифферен-
цирующих виды, чем стандартные ДНК-штрих-
коды. Так, появилось сообщение о том, что ген 
ycf1, второй по величине в хлоропластном геноме, 
длиной почти 6  тыс. нуклеотидов, показал луч-
шее разрешение, чем комбинация rbcL + matK + 
trnH–psbA, в выборке из 420 видов из 67 семейств, 
включавшей мхи, голо- и покрытосеменные (Dong 
et al., 2015). Хорошие результаты были получены 
с этим геном и при анализе видов рода Paris (Song 
et al., 2017). Однако при анализе видов дубов из 
Китая (Yang et al., 2017) и маревых из рода Kalidium 
(Liang et al., 2017) этот ген не обнаружил высокой 
разрешающей способности.

Однако во многих работах констатировалось, что 
все примененные хлоропластные маркеры давали 
низкое разрешение видов (Roy et al., 2010; Arca et 
al., 2012; Federici et al., 2013; Alves et al., 2014; Wu et 
al., 2017). Наблюдалась их высокая внутривидовая 
и низкая межвидовая вариабильность, отсутствие 
штрихкодового разрыва между видами. Полной 
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неудачей закончилась попытка ДНК-штрихкоди-
рования 71 вида ив (Salix) при использовании до 7 
хлоропластных маркеров: только для одного вида 
удалось получить уникальный штрихкод (Percy et 
al., 2014). Наиболее вероятной гипотезой, объяс-
няющей такую картину, эти авторы сочли «вымета-
ние отбором», когда при отборе полезной мутации 
вместе с нею отбираются сопутствующие аллели, 
а другие аллели удаляются, обедняя общий поли-
морфизм. Другое объяснение – низкий поток 
генов между популяциями (Petit, Excoffier, 2009; 
Federici et al., 2013), так как поток генов, обеспе-
чиваемый лишь семенами (а органеллы переда-
ются по большей части семенами), меньше, чем 
семенами и пыльцой. Рекомендовалось усилить 
поиск ядерных маркеров для достижения большего 
успеха в разрешении видов при ДНК–штрихкоди-
ровании (Naciri et al., 2012).

Действительно, участок ядерного ITS в  ряде 
работ давал лучшее разрешение, чем хлоропласт-
ные маркеры (Vivas et al., 2014; Liu et al., 2016). При 
исследовании бразильских видов малоизученного 
семейства Sapotaceae, преимущественно тропиче-
ских вечнозеленых деревьев и кустарников, для 
видовой идентификации которых нужны цветки, 
являющиеся короткоживущими и поэтому редко 
доступными, ITS обладал наибольшим разреше-
нием, которое не увеличивалось при добавлении 
хлоропластных маркеров (Vivas et al., 2014). В то же 
время у аллополиплоидных видов иногда наблю-
дался внутригеномный полиморфизм ITS из-за 
непрошедшей концертной эволюции (Zarrei et al., 
2015).

Во многих публикациях, особенно в  работах 
прикладного характера, в частности, по анализу 
лекарственных растений, констатировалось, что 
ITS2 обладает лучшим разрешением, чем ITS1 
и даже ITS1+2 (Chen et al., 2010; Han et al., 2012; 
Michel et al., 2016; Wang et al., 2016). Виды семей-
ства зонтичных Apiaceae плохо различаются 
неспециалистами, но среди них есть лекарствен-
ные растения. Были разработаны видоспецифич-
ные праймеры для ITS2-участка для тех массовых 
видов зонтичных, которые могут быть спутаны 
с  лекарственными, и  создана система для про-
верки соответствующего растительного материала 
(Kim et al., 2016). Тем не менее, это не является 
общим правилом. Участок ITS1+2, один и в ком-
бинации с остальными использованными в работе 
ДНК-штрихкодами, превосходил по разрешению 
ITS2, одного и в комбинациях, у видов Primula (Yan 
et al., 2015) и у таксонов семейства Lauraceae (Liu 
et al., 2017). Участок ITS1 давал лучшее разрешение 
видов, чем ITS2 и ITS1+2, при исследовании мхов 
сложного комплекса Racomitrium canescens (Stech 

et al., 2013) и группы бобовых подтрибы Cassiinae 
(Mishra et al., 2016). Таким образом, применимость 
участков даже с  примерно равными скоростью 
и характером эволюции может варьировать в зави-
симости от задач.

Иногда в рамках одной работы разные группы 
растений давали наилучшее разрешение видов раз-
ными локусами. В работе, где исследовались виды 
двух семейств из одного региона, оказалось, что ITS 
лучше разрешает виды семейства злаков Poaceae, 
а matK – виды маревых Chenopodiaceae (Yao et al., 
2017). Разные результаты были получены в иссле-
дованиях двух родов, Ocimum и Thymus, из одного 
подсмейства Nepetoideae семейства Lamiaceae. 
Виды обоих родов не разрешались локусами rbcL 
и  matK, но участок trnH–psbA разрешал виды 
Ocimum и не разрешал – Thymus. В самом масштаб-
ном на настоящее время проекте по ДНК-штрих-
кодированию растений «ДНК-штрихкодирование 
сосудистых растений Канады», включившем 96% 
от 5108 видов (Braukmann et al., 2017; Kuzmina et 
al., 2017), использовали три участка – rbcL, matK 
и  ITS2. Все ДНК-штрихкоды верно относили 
виды к  родам (91–98% успеха), но разрешение 
видов у них было разным – 81% у matK, 72% у ITS2 
и лишь 44% – у rbcL (Braukmann et al., 2017). При 
этом разрешение видов из канадской Арктики 
было хуже, чем видов из более южных, лесных рай-
онов, хотя последние богаче по видовому составу.

Были и  работы, где ни один из стандартных 
ДНК-штрихкодов или их комбинации не привели 
к успешному разрешению видов. Так было у неко-
торых мхов (Hassel et al., 2013), жузгуна Calligonum 
из бобовых (Li et al., 2014), боярышника Crataegus 
(Zarrei et al., 2015). Ограничения стандартных 
штрихкодов не раз были обсуждены (Hollingsworth 
et al., 2016; Coissac et al., 2016). Для многих при-
кладных целей стандартные штрихкоды обеспечи-
вают вполне удовлетворительное разрешение, но 
определять любые виды, как изначально задумы-
валось, даже не всех растений, но крупных таксо-
номических групп или региональных флор, они не 
могут.

Особенно низким бывало разрешение всех стан-
дартных маркеров в эволюционно молодых груп-
пах, таких как макаронезийские виды рода Lotus 
(Ojeda et al., 2014). Попытка использовать для 
такой группы (гавайские виды из двух родов – 
Clermontia из семейства Campanulaceae и Cyrtandra 
из семейства Gesneriaceae) два низкокопийных 
ядерных гена к  успеху не привела (Pillon et al., 
2013). Из-за высокой внутривидовой изменчиво-
сти, удержания предковых аллелей и других факто-
ров они разрешали виды еще хуже хлоропластных 
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участков. Несмотря на неоднократные попытки, 
на использование стандартных ДНК-штрихкодов 
и дополнительно еще нескольких хлоропластных 
участков, не удавалось добиться разрешения видов 
рода Araucaria с островов Новой Каледонии – обла-
сти, известной как горячая точка биоразнообразия 
(Escapa, Catalano, 2013; Gaudeul et al., 2014; Kranitz 
et al., 2014). Возникла идея использовать для этого 
полные хлоропластные последовательности. Еще 
несколько лет назад об этом нельзя было мечтать. 
Но новые технологии – секвенирование нового 
поколения NGS (next-generation sequencing) – 
дали такую возможность. Для 11 видов Araucaria 
из 13 произрастающих на острове, представлен-
ных двумя–тремя образцами, методами NGS были 
секвенированы полные хлоропластные геномы 
(Ruhsam et al., 2015). Дополнительно к этому были 
секвенированы 11 одно- и низкокопийных вари-
абельных ядерных генов, и проведено сравнение 
разрешения видов, получаемого с помощью хло-
ропластных геномов (около 147 тыс. нуклеотидов) 
и 11 ядерных генов (суммарно более 6 тыс. нукле-
отидов). В первом случае оно было выше, чем во 
втором, хотя не полностью удовлетворило авторов, 
так как более половины видов не были монофиле-
тичны (Ruhsam et al., 2015). Был сделан вывод, что 
для разрешения молодых, активно радиирующих 
видов нужно использовать больше вариабельных 
ядерных генов. Тем не менее, использование пол-
ных хлоропластных геномов представлялось очень 
привлекательным.

Вскоре после появления методов NGS возникли 
предложения использовать получаемые последо-
вательности для ДНК-штрихкодирования (Nock 
et al., 2011). Однако анализы с применением NGS 
весьма дороги. Разрабатывались более дешевые 
приемы, позволяющие получать эти последова-
тельности (Stull et al., 2013). Методы NGS харак-
теризуются глубиной покрытия (глубина секве-
нирования) – это показатель того, сколько раз 
прочитан нуклеотид в данном положении; чем он 
больше, тем выше вероятность избежать ошибок 
при сборке участка генома или целого генома. Был 
предложен подход, названный геномным ским-
мированием (неглубокое покрытие секвенирова-
ния). При этом путем моделирования подбирается 
нужная небольшая глубина покрытия и  каче-
ство прочтений тотальной ДНК, достаточные 
для удовлетворительной сборки повторяющихся 
участков – рибосомных генов и геномов органелл, 
и именно она задается при секвенировании, даю-
щем в результате примерно 1 Гб последовательно-
стей (Straub et al., 2012). Такой подход удешевляет 
анализ, давая возможность анализировать тысячи 
образцов. Кроме того, метод позволяет исключить 

редкие варианты и ошибки разного происхожде-
ния. Геномное скиммирование в этом уподобляют 
секвенированию по Сэнгеру, где редкие варианты 
не улавливаются (Bakker et al., 2016). Как мы пока-
зывали выше, часто у  разных таксономических 
групп растений самыми вариабельными и, соот-
ветственно, дающими наилучшее разрешение, 
оказывались разные маркеры. Последовательность 
хлоропластного генома будет включать участки 
стандартных ДНК-штрихкодов, а кроме них, еще 
все остальные гены и спейсеры, из которых можно 
будет выбрать наиболее вариабельные для данной 
группы.

Для секвенирования низкокопийных ядер-
ных генов предполагается использовать другой 
прием – таргетное или целевое обогащение, когда 
с помощью олигонуклеотидных зондов получают 
нужные последовательности генов из образцов 
геномной ДНК и затем их секвенируют методами 
NGS (Nicholls et al., 2015; Hollingsworth et al., 2016).

Так, по мере быстрого прогресса в технологиях 
секвенирования, возникли идеи использования 
для ДНК-штрихкодирования геномных данных 
нового формата, сформулирован так называемый 
двуединый подход, включающий: 1) накопление 
стандартных ДНК-штрихкодов и их библиотек; 2) 
активную разработку и применение расширенных 
штрихкодов с использованием геномного ским-
мирования (Coissac et al., 2016). Расширенный или 
протяженный штрихкод – хлоропластный геном + 
рибосомные гены, последовательности, получае-
мые с использованием NGS.

ДНК-штрихкодирование нередко не может 
обойтись без привлечения гербарных образцов, 
которых в  мире накоплено десятки миллионов. 
Между тем часто из них могут быть выделены 
только короткие (до 250–400 нуклеотидов) фраг-
менты ДНК. Для получения ДНК удовлетвори-
тельной чистоты и  количества приходится под-
бирать реагенты и условия (Särkinen et al., 2012). 
Было показано, что успешность выделения зави-
сит не только от возраста образца (заметно пони-
жается у  образцов старше 50  лет), но и  от того, 
как он был высушен, какими химикатами обра-
батывались помещения от вредителей, а  также 
от систематической принадлежности. Напри-
мер, особо плохо выделялась ДНК из гербарных 
образцов семейства Boraginaceae (Kuzmina et al., 
2017). Для анализа по Сэнгеру материалов, в кото-
рых ДНК может быть сильно повреждена (старые 
гербарные образцы, обработанное растительное 
сырье, консервы), разрабатываются мини-штрих-
коды – последовательности, более короткие, чем 
стандартные, например, менее 200 нуклеотидов. 
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Поиск таких участков в гене rbcL проводился in 
silico, и  они позволяли определить образец до 
семейства (Little, 2014). Когда известны последо-
вательности хлоропластных геномов, для реше-
ния прикладных задач, касающихся определенных 
видов, находятся частные решения в  результате 
поиска наиболее вариабельных у этих видов участ-
ков. Так, было показано, что Panax ginseng (жень-
шень) можно достоверно отличить от близких 
видов по участку в 60 нуклеотидов гена ycf1a, в 100 
нуклеотидов гена ycf1b или в 280 нуклеотидов гена 
rps16 (Dong et al., 2014).

Важное преимущество методов NGS – воз-
можность прочитать последовательности ядер-
ных и  хлоропластных маркеров сразу несколь-
ких видов, что особенно существенно, если стоит 
задача раскрыть видовой состав растительных сме-
сей, что актуально при оценке качества раститель-
ного сырья в фармакогнозии (Ivanova et al., 2016).

Так как методы NGS используют фрагмен-
тированную ДНК, была исследована возмож-
ность использовать для этого гербарные образцы, 
и результат был положительный (Bakker et al., 2016), 
то есть можно получать расширенные штрихкоды 
из старых образцов, среди которых особый инте-
рес представляют типовые. Массовый анализ ДНК 
музейных, в том числе гербарных, образцов обо-
значают теперь специальным термином музео-
мика (Chomicki, Renner, 2015). Деградированная 
ДНК присутствует не только в образцах гербарных 
коллекций, но и,  например, в  травяных лекар-
ственных сборах и  другом растительном сырье. 
Большая эффективность методов NGS по сравне-
нию с секвенированием по Сэнгеру при проверке 
аптечных сборов лекарственных растений уже 
была продемонстрирована (Ivanova et al., 2016).

На заре ДНК-штрихкодирования осознава-
лась и обсуждалась вероятность того, что близкие 
виды нельзя будет дифференцировать с помощью 
ДНК-штрихкодов (Шнеер, 2009). Но теперь, когда 
появилась возможность использовать в качестве 
ДНК-штрихкодов полные хлоропластные последо-
вательности и участки рибосомных генов, секве-
нируемые с применением NGS, было предложено 
распространить ДНК-штрихкодирование и  на 
более низкие таксономические уровни – подвиды 
и разновидности – и назвать это ультра-штрихко-
дированием (Kane et al., 2012).

Поиск оптимальных ДНК-штрихкодов растений 
продолжается.

Работа выполнена в соответствии с Программой 
фундаментальных исследований РАН 41 «Биораз-
нообразие природных систем и  биологические 

ресурсы России». Тема «Генетический полимор-
физм родов и видов злаков и других дикорасту-
щих покрытосеменных, выявляемый при срав-
нительном исследовании высокоизменчивых 
районов ядерного и  хлоропластного геномов» 
(АААА-А18-118020190240-8)
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Universal plant DNA barcodes proved to be a big challenge. A single site or several ones that could be 
used to determine a particular species was not found, although the combination (rbcL + matK + ITS) 
recommended in 2009 as the standard allowed to refer the species to the definite genus. The variability 
of some markers varies in different taxonomic groups, which, as a rule, permits to select a DNA barcode 
(sometimes a mini-barcode) for a specific group, especially in the cases of applied nature. New sequencing 
technologies (NGS) are prospective to gain extended DNA barcodes (sequences of complete chloroplast 
genomes and of ribosomal genes), which can overcome the limitations of the current DNA barcodes. It is 
important that with NGS technologies, the sequence data are recoverable when using herbarium specimens. 
The search for plant DNA barcodes is still ongoing.
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