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ВВЕДЕНИЕ

Вопросы эффективной идентификации видов растений, а также отслежи-
вания их филогенетических отношений вызывали интерес на всем протяже-
нии развития биологической науки. Возможность отличать представителей 
близких видов друг от друга может быть осложнена высоким полиморфизмом 
внутри каждого из видов, или напротив высоким межвидовым морфологичес-
ким сходством (как в случае видов-двойников). В то же время важность дан-
ной процедуры не вызывает сомнений.

По мнению А. Л. Тахтаджяна (1974): «Вид представляет собой важней-
шую таксономическую категорию не только для систематики, но и для всей 
биологии вообще. Каждое растение, с которым имеет дело исследователь, 
должно быть определено с точностью до вида, а во многих случаях даже 
точнее. Не меньшая точность требуется при хозяйственном или медицин-
ском использовании растений, например, в лесном хозяйстве и при сборе 
лекарственных растений. К сожалению, вид, как, впрочем, и все другие так-
сономические категории, с трудом поддается сколько-нибудь точному логи-
ческому определению. Очень трудно, в частности, дать такое определение 
вида, которое одинаково хорошо подходило бы как к растениям, размножа-
ющимся половым путем, так и к растениям, размножающимся бесполым 
путем. В одном случае вид представляет собой систему популяций, а в дру-
гом случае он есть система клонов. Но в обоих случаях вид характеризуется 
некоторой целостностью и определенной биологической обособленностью 
от других видов. Целостность видов выражается в том, что входящие в их 
состав клоны или популяции связаны между собой переходами. Как бы ни 
была велика внутривидовая изменчивость, и как бы резко не различались 
крайние формы, при наличии достаточного материала всегда можно распо-
ложить представителей вида таким образом, что они составят непрерывный 
ряд форм. Обособленность же вида заключена в том, что даже группа близ-
ких видов представляет собой прерывистый, дискретный комплекс, где, как 
правило, нет переходных форм».

Умение точно и эффективно определять видовую принадлежность ис-
следуемых организмов очень важно и в эколого-генетических исследова-
ниях. В последние десятилетия развитие молекулярных методов дало воз-
можность применять молекулярные маркеры для видоидентификации и 
филогенетических исследований. Конечно, данные методы не могут полно-
стью вытеснить классические подходы, но способны эффективно их допол-
нить. В основе молекулярных подходов лежит закономерность, согласно 
которой степень родства между живыми организмами обычно коррелиру-
ет с уровнем сходства в гомологичных последовательностях нуклеиновых 
кислот и белков.

Молекулярная филогения использует такие данные для построения фи-
логенетического древа, которое отражает гипотетический ход эволюции 
исследуемых организмов.

По своей природе молекулярные маркеры, используемые в таких исследо-
ваниях можно подразделить на две группы.

К первой группе относятся маркеры, представляющие собой продукты сек-
венирования таксономически значимых районов. Ко второй группе относятся 
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маркеры, базирующиеся на полиморфизме продуктов 
ПЦР различного происхождения или рестрикционных 
фрагментов. В исследованиях, посвященных видоиден-
тификации и изучению филогении, вторая группа марке-
ров может быть использована, лишь как вспомогатель-
ная, в дополнение к первой. Остановимся подробнее на 
первой группе маркеров.

ДНК-штРИхКоД

Для универсализации подходов к видоидентифика-
ции живых организмов в 2003 году канадский ученый 
Пол Хеберт (Hebert, 2003 a, b) предложил использо-
вать короткие стандартные последовательности ДНК 
(ДНК-штрихкод, DNA barcode). В 2004 году был осно-
ван международный консорциум «Штрихкод жизни» 
(«Consortium for the Barcode of Life, CBOL http://www.
barcodeoflife.org). Россия присоединилась к этому проек-
ту в 2005 году (elementy.ru/news/164539).

Программа «Штрихкод жизни» особенный упор де-
лает на стандартизацию и координирование работы. 
«Штрихкод жизни» предполагает создание библиотеки 
ДНК-штрихкодов (Днк-шк) для всех видов, живущих 
на планете, путем прочтения одного и того же участка 
генома каждого из них. Основные требования к эталон-
ному участку ДНК:
1) небольшой размер (от 500 до 600–800 нуклеотидов);
2) последовательность нуклеотидов ДНК-ШК должна 

быть одинаковой у особей одного вида и достоверно 
различаться у особей разных видов;

3) во избежание ошибок последовательность нуклеоти-
дов должна быть прочитана в обоих направлениях (с 
обеих цепочек ДНК);

4) необходимо знать прямой и обратный праймеры, что-
бы можно было без труда выделить нужный участок 
ДНК из клеток исследуемого организма;

5) количество полиморфных (т. е. различающихся у раз-
ных особей одного и того же вида) позиций (нуклеоти-
дов) в последовательности не должно превышать 1 %.
По такому ДНК-ШК можно опознать живое су-

щество даже по крошечному фрагменту любой ткани, 
практически не повреждая организм. Определение по 
штрихкоду особенно актуально в случаях, когда клас-
сические методы «не работают». Например, если име-
ются внешне неотличимые виды-двойники, или, наобо-
рот, виду присущ половой диморфизм. Важно и то, что 
выбранные участки ДНК будут совпадать у особей на 
любой стадии развития: от яиц или семян до взрослых 
половозрелых организмов (Hebert et al., 2003). Кроме 
того, сравнение штрихкодов разных видов позволит 
сделать вывод, в каких филогенетических отношениях 
они находятся.

Создатели программы «Штрихкод жизни» предпо-
лагают возможность существования универсального 
для всех организмов (или по крайней мере для эукариот) 

ДНК-ШК и предлагают в качестве эталона использовать 
5'-фрагмент первой субъединицы митохондриального 
гена, кодирующего белок цитохром-С-оксидазу (СО1) 
(Hebert et al., 2003).

В группу каталогизируемых живых организмов не 
попадают пока прокариоты (по причине отсутствия 
у них митохондрий как таковых). У грибов длина СО1 
существенно варьирует из-за присутствия интронов , 
поэтому в филогенетике грибов используют различные 
последовательности ядерной ДНК. Для растений фраг-
мент СО1 не подходит в качестве эталона в силу низкой 
и очень неравномерной вариабельности этой последо-
вательности (Шнеер, 2009). Применительно к расте-
ниям в настоящее время обсуждают следующие районы 
ДНК в качестве кандидатов на роль ДНК-ШК: ядерные 
последовательности — ITS1 и ITS2, пластидные после-
довательности — rpoB, rpoC1, rbcL, matK, psbK-psbI, 
trnH-psbA, atpF-atpH (Kress et al., 2005, 2007; Chase 
et al., 2005; Lahaye, 2008a; CBOL Plant Working Group, 
2009; Chen, 2010).

В данном обзоре мы рассмотрим молекулярные мар-
керы, используемые для видоидентификации растений и 
описания их филогенетических взаимоотношений.

КРИтЕРИИ оцЕНКИ молЕКуляРНого маРКЕРа 

При выборе оптимального маркера принято прибе-
гать к следующим критериям оценки:

универсальность:•  какие из последовательностей 
могут быть амплифицированы и отсеквенированы в 
максимальном количестве растительных таксонов. 
В первую очередь этот показатель зависит от возмож-
ности подобрать универсальные для широкого круга 
организмов праймеры для амплификации фрагмента, 
который впоследствии подлежит секвенированию.
качество сиквенса и степень перекрывания:•  какие 
из локусов наиболее пригодны для получения пере-
крывающихся сиквенсов с прямого и обратного прай-
меров с минимумом или отсутствием неоднозначнос-
тей прочтения нуклеотидов. 
способность различать виды:•  какие из локусов дают 
возможность различить как можно большее количес-
тво видов? Оптимальной является ситуация при кото-
рой внутривидовой полиморфизм ниже межвидового, 
а формы, относящиеся к одному виду кластеризуются 
отдельно от форм других видов (Шнеер, 2009) 
Исходя из предложенных критериев, рассмотрим 

различные молекулярные маркеры подробнее. Начнем 
рассмотрение с цитоплазматических (хлоропластных) 
маркеров.

хлоРопластНыЕ маРКЕРы

Хлоропластными маркерами, широко используемы-
ми для идентификации видов и филогенетических ис-
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следований являются последовательности генов rpoB, 
rpoC1, rbcL, matK, и межгенных спейсеров psbK-psbI, 
trnH-psbA, atpF-atpH.
matK

Ген MatK кодирует матуразу К. Это один из наиболее 
быстро эволюционирующих пластидных генов расте-
ний, который сохранился в том числе и у всех проана-
лизированных на настоящий момент бесхлорофильных 
растений (Chase et al., 2003). При помощи праймеров 
к matK можно амплифицировать фрагмент и получить 
хорошие cиквенсы, однако, по данным CBOL Plant 
Working Group (2009), показатель «универсальность» 
этого маркера составляет около 90 % для покрытосе-
менных растений при использовании следующих прай-
меров к matK:

3F_KIM f CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG 
1R_KIM r ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 
Вместе с тем, в той же работе данным методом уда-

лось проанализировать только 83 % видов голосемен-
ных и около 10 % видов споровых растений (CBOL Plant 
Working Group, 2009). 

rbcL
rbcL — ген большой субъединицы рибулозобисфосфат-

карбоксилазы — наиболее подробно охарактеризованный 
хлоропластный ген растений. Детальные исследования его 
последовательности на разных объектах позволили разра-
ботать праймеры, с использованием которых можно амп-
лифицировать фрагменты на ДНК разных видов растений 
(rbcLa_R — GTAAAATCAAGTCCACCRCG, rbcLa_F — 
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC). При этом качес-
тво сиквенса с прямого и обратного праймеров является 
приемлемым, а разрешающая способность недостаточна 
для самостоятельного использования данного маркера. 
Вместе с тем, данный ген является хорошим кандидатом 
для совместного использования с каким-либо другим мар-
кером для идентификации видов (Newmaster et al, 2006; 
CBOL Plant Working Group, 2009).

rpoB и rpoC1 
Маркеры rpoB и rpoC1 кодируют субъединицы РНК-

полимеразы и характеризуются высокой универсальнос-
тью праймеров (rpoB: 2f ATGCAACGTCAAGCAGTTCC 3r 
CCGTATGTGAAAAGAAGTATA; rpoC: 2f GGCAAAGAGG-
GAAGATTTCG, 4r CCATAAGCATATCTTGAGTTGG) для 
их амплификации, но уступают маркерам, описанным 
выше, по способности различать виды (CBOL Plant 
Working Group, 2009).

psbK-psbI
Гены psbK и psbI консервативны от водорослей до 

покрытосеменных и контролируют синтез двух низ-
комолекулярных полипептидов K и I соответственно, 
являющихся компонентами фотосистемы II (Meng et 
al., 1991). Маркер psbK-psbI является продуктом сек-

венирования межгенного спейсера. Данный фрагмент 
может быть легко амплифицирован с помощью прай-
меров psbK — TTAGCCTTTGTTTGGCAAG, psbI — 
AGAGTTTGAGAGTAAGCAT. По комплексу признаков 
(способность различать виды, универсальность, качес-
тво сиквенса) он лишь незначительно уступает маркеру 
matK (Lahaye et al., 2008, б). Как и matK, данный маркер 
имеет ограничения по применению в отношении голо-
семенных по причине недостаточной универсальности 
праймеров (CBOL Plant Working Group, 2009).

trnH-psbA
Маркер trnH-psbA является продуктом секвениро-

вания межгенного спейсера между генами гистидино-
вой транспортной РНК и геном, контролирующим син-
тез белка D1 фотосистемы II. Он хотя и является не 
очень протяженным (длина около 450 по), считается 
самым вариабельным фрагментом пластидной ДНК, 
кроме того, он может быть легко амплифицирован с 
тотальной ДНК многих видов растений при помощи 
праймеров psbA3f GTTATGCATGAACGTAATGCTC, 
trnHf_05 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC (CBOL 
Plant Working Group, 2009; Kress et al., 2005). Не-
достатком является то, что для данного фрагмента не 
всегда можно получить сиквенсы высокого качества 
(CBOL Plant Working Group, 2009), а также сущес-
твенная вариабельность данного маркера по длине, 
что затрудняет процедуру выравнивания последова-
тельностей. Кроме того, данная последовательность 
не обнаружена у бесхлорофильных растений (Lahaye 
et al., 2008 a, b) и недостаточно вариабельна у орхид-
ных (Chang et al., 2006.).

atpF-atpH 
Cпейсер atpF-atpH находится между генами, коди-

рующими субъединицы АТФ-синтазы. Как и trnH-psbA, 
он обладает высокой вариабельностью, на ДНК покры-
тосеменных легко амплифицируется с использованием 
праймеров atpF ACTCGCACACACTCCCTTTCC, atpH 
GCTTTTATGGAAGCTTTAACAAT, но имеет следующие 
недостатки: недостаточная универсальность (CBOL 
Plant Working Group, 2009), вариабельность по длине, 
отсутствие у бесхлорофильных растений (Lahaye et al., 
2008а).

Подводя итог вышесказанного, можно отметить, что 
выбор хлоропластного маркера для исследования во 
многом может зависеть от целей работы и той таксо-
номической группы растений, в пределах которой про-
водится исследование. Для повышения разрешающей 
способности метода многие исследователи рекомендуют 
комбинировать нескольких маркеров в одном исследо-
вании (Chase et al., 2003; CBOL Plant Working Group, 
2009; Шнеер, 2009).

Вместе с тем, у хлоропластных маркеров есть общие 
недостатки: 
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наследование по материнскому типу недостаточно • 
полно отражает историю вида, особенно, если в ходе 
его становления имела место межвидовая гибридиза-
ция, хотя позволяет проследить происхождение ци-
топлазмы у межвидовых гибридов (Антонова, Гаври-
ленко, 2006);
наличие обмена генетического материала между ор-• 
ганеллами, и/или между органеллами и ядром затруд-
няют интерпретацию результатов (Cowan et al., 2006, 
Шестаков, 2009);
существование горизонтального переноса хлороплас-• 
тных генов, особенно между паразитическими рас-
тениями и их хозяевами (Richardson, Palmer, 2007) 
может повлечь за собой ошибки в построении фило-
генетического древа.

яДЕРНыЕ послЕДоВатЕльНостИ iTS

В настоящее время одними из наиболее популярных 
последовательностей для филогенетических исследова-
ний растений является последовательности внутренних 
транскрибируемых спейсеров рибосомальных генов (ITS 
internal transcribed spacer). Мотив ITS локализуется меж-
ду структурными генами рибосомальной РНК 18S, 5,8S 
и 26S. Рибосомальные гены представляют собой единый 
кластер ядерных генов, организованный в виде тандемно 
расположенных повторов. Каждый кластер рибосомаль-
ных генов состоит из транскрибируемой области (гены 
18S, 5.8S и 26S рРНК), внутренних транскрибируемых 
спейсеров, расположенных по обе стороны от 5.8S рРНК, 
эти спейсеры называются: ITS1 и ITS2, и фланкирующих 
внешних транскрибируемых спейсеров — (ETS1 и ETS2) 
(рис. 1).

Предполагается, что ITS, как любые некодирую-
щие последовательности, эволюционировали с вы-
сокой скоростью. Следовательно, они могут сильно 
отличаться даже у близкородственных организмов, по-
этому их используют для филогенетических и биогеог-
рафических исследований (Baldwin et al., 1995; Alvarez 
et al., 2003). ITS широко используются в качестве фи-
логенетического маркера для классификации растений 
на разных таксономических уровнях: родовом, видовом 
и подвидовом (Feliner and Rossello, 2007). Также есть 
данные, что ITS могут быть использованы и на более 
высоком уровне систематического анализа (Schultz et 
al. 2006).

Как мы уже отмечали, участок генома, используемый 
в качестве филогенетического маркера, должен удовлет-
ворять ряду требований. Он должен присутствовать у 
всех особей таксономической группы, быть одинаковым 
в пределах одного вида, но достаточно вариабельным для 
эффективного различения близкородственных групп. 
Кроме того, он должен быть достаточно коротким и со-
держать на 5’ и 3’ — концах консервативные последо-
вательности для удобства анализа. Последовательности 

внутренних транскрибируемых спейсеров соответствуют 
перечисленным требованиям, а также обладают рядом 
преимуществ перед митохондриальными и хлоропласт-
ными маркерами:
1. универсальность. ITS локализованы в пределах ри-

босомального кластера в ядерном геноме и, в отличие 
от хлоропластных маркеров, ITS присутствуют у всех 
групп живых организмов. 

2. высокая вариабельность. Последовательности ITS 
высоко вариабельны и позволяют легко отличать 
близкородственные организмы. Высокая степень ва-
рьирования обусловлена тем, что данные последова-
тельности являются некодирующими, следовательно, 
могли не подвергаться давлению отбора. Накопление 
синонимичных замен у ITS могло протекать с прибли-
зительно одинаковыми скоростями у разных видов, 
тогда как в митохондриальных генах скорости накоп-
ления замен и перестроек варьируют у разных видов 
растений. Причем данные скорости у маркеров мито-
хондрий значительно ниже, чем у последовательности 
ITS (Drouin et al, 2008). У хлоропластных последова-
тельностей, используемых в качестве филогенетичес-
ких маркеров, также могут сильно варьировать ско-
рости эволюции. В ряде случаев она оказалась низкой 
при расхождении близких видов, что ограничивает 
возможность использования таких маркеров (Шнеер, 
2009).

3. наличие консервативных границ. Внутренние 
транскрибируемые спейсеры фланкированы кон-
сервативными участками (генами 18S и 26S рРНК). 
Это позволяет использовать универсальные прай-
меры (ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC, ITS5 
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG) для обнаружения 
данных мотивов у отдаленных групп организмов 
(Baldwin et al., 1995).

4. высокая копийность. Последовательности ITS вы-
соко копийны — до 30000 копий на клетку (Dubouzet 
and Shinoda 1999), и организованы тандемно в виде 
повторов. Большое число повторов позволяет легко 
изолировать и амплифицировать последовательности 
ITS, по сравнению с низкокопийными генами. Кро-
ме того, возможно проведение анализа при крайне 
малых количествах исходного материала, а также на 
гербарном, палеонтологическом или сильно дегради-
ровавшем материале.

5. протяженность ItS. Длина анализируемого участка 
(ITS1-5.8S-ITS2) удобна для ПЦР-анализа и сек-
венирования. У покрытосеменных протяженность 
составляет 500–700 п. о. (Baldwin et al., 1995) и 

рис. 1. Рибосомальный кластер (Lewin, 1980) ETS — внешние 
транскрибируемые спейсеры; ITS — внутренние транс-
крибируемые спейсеры; 18S, 5.8S, 26S — гены рРНК
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1500–3700 п. о. у голосеменных (Bobola et al., 1992; 
Germano and Klein, 1999; Liston et al., 1996; Maggini 
et al., 2000; Marrocco et al., 1996, цит. по Alvarez et 
al., 2003). Протяженность мотивов ITS относительно 
консервативна у разных видов растений, в то время 
как хлоропластные и митохондриальные маркеры мо-
гут сильно варьировать по длине и подвержены круп-
ным перестройкам. 

6. Двуродительское наследование. Важным отличи-
ем внутренних транскрибируемых спейсеров явля-
ется двуродительское наследование ITS, поскольку 
в случае однородительского (цитоплазматического) 
наследования маркера (митохондриальных и хлороп-
ластных мотивов) невозможно точно идентифициро-
вать недавно возникшие гибриды и определить про-
исхождение полиплоидов (Alvarez et al., 2003).
Тем не менее, у столь удобных последовательностей 

для филогенетических исследований есть недостатки.
1. Гены, кодирующие структурные единицы рибосом, 

присутствуют в ядре растительной клетки в виде 
множества копий, которые могут быть локализова-
ны на разных хромосомах. Отдельные копии могут 
эволюционировать более или менее независимо 
друг от друга. Следовательно, ITS могут варьиро-
вать по длине и по количеству вставок и делеций. 
В пределах одного генома возможно присутствие 
паралогов, которые могут появляться в результате 
неполной согласованной эволюции (Burckler et al., 
1997; Alvarez et al., 2003). Таким образом, возможно 
наличие внутривидового или даже внутриорганиз-
менного полиморфизма. Как правило, преобладает 
какой-либо один тип, тем не менее, в ряде случаев 
было выявлено присутствие нескольких функцио-
нальных копий (Rapini et al., 2006). 

2. Гомоплазия. Последовательности ITS характеризуют-
ся более высоким уровнем гомоплазии по сравнению 
низкокопийными генами. И в некоторых случаях пос-
ледовательности ITS могут оказаться недостаточно 
информативными для филогенетических исследований 
(Hodges et al., 1994; Sang et al., 1995, цит. по Шнеер, 
2009; Alvarez et al., 2003; Cronn et al., 2002).
В завершение этого раздела можно сказать, что не-

смотря на имеющиеся недостатки, в настоящее время 
ITS являются наиболее востребованными маркерами 
для видоидентификации и филогенетики растений.

ДНК-фИНгЕРпРИНтИНг 

После детальной характеристики маркеров для ДНК-
штрихкодирования рассмотрим маркеры, которые могут 
быть использованы, как вспомогательные при исследо-
вании межвидовых взаимоотношений, но чаще исполь-
зуются для описания внутривидового полиморфизма. 
К ним относятся маркеры RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA), SSR (simple sequence repeats) или STR (short 
tandem repeats), а также ISSR (inter simple sequence 
repeats) (Kema et al., 2002; Selkoe, Toonen, 2006). 

Вне зависимости от деталей методики результатом 
эксперимента будет набор фрагментов ДНК, число ко-
торых и электрофоретическая подвижность различаются 
между генотипами. Идеальной является ситуация при 
которой каждый генотип характеризуется своим набо-
ром фрагментов. Определение профиля фрагментов 
ДНК получило название генетический фингерпринтинг 
(Рысков и др., 1999). Чем больше совпадающих фраг-
ментов в полученных профилях, тем более родственны 
исследуемые генотипы.

Остановимся подробнее на данных методах.

полиморфизм длин рестрикционных 
фрагментов (пдрФ) (RFLP — Restriction 
Fragment Length Polymorphism)

Процедура ПДРФ включает в себя фрагментацию 
ДНК посредством рестриктазы (фермента, узнающего 
и разрезающего специфическую последовательность 
ДНК в ходе процесса, называемого рестрикцией). Да-
лее продукты рестрикции разделяются электрофоре-
тически, переносятся на нитроцеллюлозную, или ней-
лоновую мембрану (процесс Саузерн-блоттинга) после 
чего их гибридизуют с мечеными ДНК-зондами. Далее 
сравнивают размеры прогибридизовавшихся фраг-
ментов у разных генотипов (рис. 2). Различные длины 
фрагментов свидетельствуют о различиях на уровне 
последовательности ДНК — мутациях в районе рест-
рикционных сайтов, делециях, захватывающих рестрик-
ционные сайты, инсерциях в области, гибридизуемой с 
зондом (Botstein et al., 1980; Landry, Michelmore, 1987). 
Примером удачного использования данного подхода для 
целей филогении является работа Ямазаки с соавтора-
ми (Yamazaki et al., 1993). Авторы изучали филогению 
растений рода Lupinus и наряду с основной задачей по-
казали корреляцию определенных гибридизационных 
паттернов с содержанием алкалоидов в исследуемых 
объектах.

В последнее время этот метод употребляется все 
реже ввиду трудоемкости, невозможности автоматиза-
ции процесса и необходимости наличия большого коли-
чества ДНК для анализа (Сулимова, 2004).

AFLP (или AFLP-PCR — Amplified Fragment 
Length Polymorphism PCR — полиморфизм 
длин амплифицированных фрагментов)

AFLP — подход, разработан для ДНК-фингерприн-
тинга в начале 90-х годов ХХ века (Zabeau, Vos, 1993). 
В ходе процедуры AFLP проводят рестрикцию геномной 
ДНК двумя рестриктазами, далее лигируют два вариан-
та адаптеров к продуктам рестрикции. После этого по-
лученные фрагменты амплифицируют с использованием 
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праймеров, один из которых радиоактивно, или флуорес-
центно мечен. Каждый из праймеров комплементарен 
одному из адаптеров, последовательности рестрикци-
онного сайта, а также содержит еще несколько произ-
вольных нуклеотидов на 3’ конце. Амплифицированные 
фрагменты могут быть визуализированы после электро-
фореза в полиакриламидном геле в денатурирующих ус-
ловиях (рис. 3).

Достоинством метода является достаточно широкий 
спектр фрагментов ДНК, подлежащих анализу в резуль-
тате эксперимента. При этом доля полиморфных фраг-
ментов является существенной (Сулимова, 2004; Ка-
лендарь, Глазко, 2004) Примером использования метода 
AFLP в филогенетических исследованиях является рабо-
та Гоберта с соавторами (Gobert et al., 2006). В данном 
исследовании метод AFLP был использован совместно 
с анализом ISSR маркеров, а также сиквенсов ITS для 
выяснения родства между дикими видами и культурными 
формами мяты (Minta).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — 
случайно амплифицированная полиморфная 
днк)

Методика основана на использовании 10-нуклео-
тидных праймеров случайной последовательности 
для амплификации фрагментов ДНК (Williams et al., 
1990). Праймеры находят зоны комплементации в 
разных частях генома. В тех случаях, когда места по-
садки праймеров находятся на небольшом расстоянии 
друг от друга (до 2000 п. о.) на разных цепях ДНК, 
становится возможным прохождение ПЦР (рис. 4). 
Поскольку таких сайтов отжига праймеров оказыва-

ется много, в результате амплификации получается 
серия фрагментов разной длины. Достоинствами ме-
тода являются невысокая стоимость анализа, неболь-
шие количества ДНК, требуемой для работы, отсутс-
твие необходимости в предварительной информации 
об исследуемых генотипах (Кочиева, Оганисян, 2000; 
Matveeva et al., 2003; Сулимова, 2004; Календарь, 
Глазко, 2004) (рис. 4).

Недостатком метода является то, что результат ре-
акции сильно зависит от концентрации и качества вы-
деления ДНК, а также концентрации праймеров. Кроме 
того, неспаренности праймера и матрицы могут приво-
дить как к полному отсутствию продукта ПЦР, так и к 
его слабой амплификации. Вследствие этого результа-
ты RAPD трудно воспроизводить и интерпретировать 
(Сулимова, 2004).

Попыткой исправить ситуацию является использо-
вание полуслучайных (semi-specific) праймеров. Полу-
случайные праймеры состоят из двух частей: 5’ концевая 

рис. 2. Завершающий этап RFLP анализа. Варианты гибриди-
зационного паттерна в случае полиморфизма последо-
вательностей ДНК (у аллели 2 отсутствует один из сай-
тов рестрикции в области, перекрывающейся с зондом)

рис. 3. Схема одного из вариантов AFLP анализа (Zabeau, Vos, 
1993)
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часть комплементарна интрон-экзонной границе, 3’ кон-
цевой участок имеет случайную последовательность. За 
счет консервативной части увеличивается длина прайме-
ра, что повышает воспроизводимость метода (Gawel et 
al., 2002, Матвеева и др., 2008).

Удачным примером использования RAPD анализа 
для целей филогении является работа Форте с соавтора-
ми (Forte et al., 2001), где для изучения филогении диких 
яблонь были удачно скомбинированы методы анализа 
последовательностей ITS1, 5,8S rRNA, ITS2 и гена хло-
ропластной матуразы matK, а также RAPD-маркеров и 
морфологических признаков. 

SSR (simple sequence repeats — простые 
повторяющиеся последовательности) 
или STR (short tandem repeats — короткие 
тандемные повторы)

SSR (simple sequence repeats) и STR (short tandem 
repeats) — это синонимы. По сути это одна методика. 
Разница заключается лишь в области применения по-
нятий: в исследованиях растений используют аббреви-
атуру SSR, животных и человека — STR (Сулимова, 
2004). 

SSR представляют собой короткие последователь-
ности длиной от 2 до 6 п. о., тандемно повторяющиеся 
в геноме несколько раз (Tautz, Renz, 1984). Фланкиру-
ющие последовательности микросателлитных локу-
сов обычно идентичны у разных индивидуумов одного 
вида, поэтому к ним легко подбирать праймеры. SSR 
локусы идеальны для использования в генетических и 
популяционных исследованиях, поскольку представ-
ляют собой кодоминантные маркеры и амплифициру-
ются с помощью специфических праймеров, в связи с 
этим результаты SSR анализа являются надежными, 
воспроизводимыми и могут быть однозначно интерпре-
тированы (рис. 5). Кроме того, SSR маркеры отличают-

ся относительно высоким уровнем полиморфизма, а 
процесс их анализа может быть частично автоматизи-
рован. К числу недостатков данного метода можно от-
нести необходимость наличия данных о нуклеотидных 
последовательностях генома, содержащих простые 
повторяющиеся последовательности, для того чтобы 
подобрать специфические праймеры. На сегодняш-
ний день SSR маркеры обладают наибольшей разре-
шающей способностью для описания внутривидового 
полиморфизма (Blouin et al., 1996; Palombi, Damiano, 
2002). 

Одним из примеров использования для филогене-
тических исследований SSR маркеров является иссле-
дование филогенетических отношений между видами в 
пределах рода Cucumis. SSR маркеры совместно с сик-
венсами ITS и RAPD-маркерами были использованы в 
этой работе (Staub et al. 1992; Jobst et al. 1998; Chung 
et al., 2006). Важное значение в данном исследовании 
имели хлоропластные SSR маркеры (Chung et al., 2006). 
Характеристика хлоропластных маркеров особенно оп-
равдана в тех случаях, когда в эволюции видов сущест-
венную роль играла межвидовая гибридизация. Так для 
выяснения особенностей филогенетических отношений 
представителей рода Solanum хлоропластные SSR мар-
керы были также с успехом использованы в работе Анто-
новой и Гавриленко (2006). 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
ISSR маркеры были разработаны как альтернатива 

RAPD. Данный метод основан на амплификации последо-
вательностей, ограниченных двумя микросателлитными 
повторами в присутствии праймера, комплементарного к 
последовательности данного микросателлита (4–12 еди-
ницам повтора) и несущие на одном из концов последо-
вательность из двух-четырех произвольных нуклеотидов 
(так называемый «якорь») (Zietkiewicz et al. 1994; Gupta 

рис. 4. Схема RAPD анализа (Williams et al., 1990) рис. 5. Схема SSR анализа (Tautz, Renz, 1984)
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et al. 1994; Bornet, Branchard, 2001). Такие праймеры 
позволяют амплифицировать фрагменты ДНК, которые 
находятся между двумя достаточно близко расположен-
ными микросателлитными последовательностями (как 
правило, это уникальная ДНК). В результате амплифи-
цируется большое число фрагментов, представленных на 
электрофореграмме дискретными полосами (ISSR-фин-
герпринтинг). Полученные паттерны ПЦР-продуктов 
в значительной степени видоспецифичны, кроме того, 
они значительно надежнее RAPD-маркеров (Zietkiewicz 

рис. 6. Схема ISSR анализа (Zietkiewicz et al., 1994; Gupta 
et al., 1994; Bornet, Branchard, 2001)

Название Последовательности праймеров Особенности

matK 3F_KIM f: cgtacagtacttttgtgtttacgag
1R_KIM r: acccagtccatctggaaatcttggttc

Высокая вариабельность внутренней последовательности, хорошее 
качество сиквенса, ограничения по применению для споровых растений

rbcl rbcLa_R gtaaaatcaagtccaccrcg, 
rbcLa_F atgtcaccacaaacagagactaaagc

Высокая универсальность праймеров, хорошее качество сиквенса, 
но не достаточная разрешающая способность для самостоятельного 

использования

rpoB 2f   atgcaacgtcaagcagttcc
3r   ccgtatgtgaaaagaagtata

Высокая универсальность праймеров,  
низкая разрешающая способность при различении видов

rpoc1 2f   ggcaaagagggaagatttcg,
4r   ccataagcatatcttgagttgg

-“-

psbK-psbI psbK ttagcctttgtttggcaag, 
psbI agagtttgagagtaagcat

По комплексу признаков незначительно уступает matK, имеет огра-
ничения в использовании в отношении голосеменных

trnH-psbA psbA3f gttatgcatgaacgtaatgctc, 
trnHf_05 cgcgcatggtggattcacaatcc

Самый вариабельный фрагмент пластидной ДНК  
(в том числе и по длине), часто дает низкое качество сиквенса

atpF-atpH atpF actcgcacacactccctttcc 
atpH gcttttatggaagctttaacaat

Высокая вариабельность (в том числе по длине), недостаточная  
универсальность, отсутствие у бесхлорофильных растений

ItS1-5.8S-
ItS2

ITS4 tcctccgcttattgatatgc,
ITS5  ggaagtaaaagtcgtaacaag

Высокая универсальность праймеров, вариабельность внутренней 
последовательности, высокая копийность, двуродительский тип 

наследования, но возможен внутривидовой и внутриорганизменный 
полиморфизм, гомоплазия выше, чем у уникальных последовательностей

Таблица 1 
основные особенности молекулярных маркеров, используемых для Днк-штрихкодирования растений

et al., 1994; Gupta et al., 1994; Prevost, Wilkinson, 1999; 
Боронникова, 2009) ISSR-маркеры относятся к марке-
рам доминантного типа наследования (рис. 6). Они де-
шевы в использовании, не требуют предварительных 
знаний о последовательности ДНК и вместе с тем дают 
более воспроизводимые результаты, чем RAPD-маркеры 
(Wolfe et al., 1998). 

ISSR-маркеры являются наиболее распростра-
ненными маркерами, используемыми в настоящее 
время в филогенетических исследованиях совместно 
с методами ДНК-штрихкодирования. Так ISSR-мар-
керы совместно с данными секвенирования ITS с ус-
пехом использовали для исследования филогении сек-
ции Melanium в пределах рода Viola (Yockteng et al., 
2003). ISSR-маркеры совместно с комплексом мар-
керов ДНК-штрихкодирования использовали для ре-
конструкции филогенетических отношений в пределах 
рода Encephalartos сем. Cycadaceae (Treutlein et al., 
2005), а также для целого ряда родов в пределах сем 
Asphodelaceae (subfamily Alooideae) (Treutlein et al., 
2003а, б).

ИзучЕНИЕ НоВообРазоВаННых  
ИлИ эВолюцИоННо НЕДаВНо пРИВНЕсЕННых 
В гЕНомы фРагмЕНтоВ ДНК

В некоторых случаях для детального исследова-
ния филогенетических взаимоотношений оказывается 
весьма эффективным использование уникальных но-
вообразованных или эволюционно недавно привнесен-
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ных в геномы фрагментов ДНК-последовательностей 
(последовательностей характерных для конкретного 
таксона). Такой подход позволяет не только макси-
мально достоверно расположить отдельные виды в 
кластеры, но и отследить взаимоотношение видов 
внутри кластеров. Полезен такой подход и для опреде-
ления вида (популяции) основателя кластера. В пер-
спективе наибольшую ценность такой подход может 
представлять для детального изучения эволюционных 
скачков (ароморфозов).

Так, у некоторых представителей рода Nicotiana, об-
наружены последовательности, гомологичные Т-ДНК 
агробактерий, как результат горизонтального переноса, 
имевшего место в эволюции данного рода (White et al., 
1982). Эти последовательности были использованы как 
детализирующий метод для изучения филогении рода 
(Suzuki et al., 2002).

заКлючЕНИЕ

Таким образом, в настоящее время молекулярные 
маркеры очень активно используют для решения раз-
личных вопросов, связанных с определением видовой 
принадлежности, выяснения степени родства различ-
ных групп растений. Вместе с тем до последнего време-
ни ведутся активные дискуссии о том, какой из марке-
ров лучше подходит на роль ДНК-штрихкода растений 
(особенности молекулярных маркеров, используемых 
в качестве ДНК-штрихкода растений сведены в табли-
це 1), в то время как для животных в данном вопросе 
консенсус уже достигнут. Вероятно, новые исследова-
ния, корректировка последовательностей праймеров 
с целью повышения их универсальности для ампли-
фикации перспективных с точки зрения филогенети-
ки последовательностей позволят уже в ближайшем 
будущем продвинуться в решении проблемы выбора 
универсального маркера для ДНК-штрихкодирования. 
Вместе с тем, это не означает необходимости отказа от 
остальных подходов, поскольку использование в работе 
нескольких типов маркеров повышает разрешающую 
способность метода.

Работа выполнена при поддержке Российского 
Фонда Фундаментальных исследований, грант 08-04-
01005-а.
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molEculAR mARKERS FoR plANt  
SpEcIES IDENtIFIcAtIoN AND pHYloGENEtIcS

Matveeva T. V., Pavlova O. A., Bogomaz D. I., Lutova L. A., 
Demkovich A. E.

SummARY ` : In this review we summarized the information on ap-

plication of molecular markers for plant species identification and 

phylogenetics: positive sides and limitations of main markers, repre-

senting sequencing data of taxonomically important chloroplast and 

nuclear DNA regions. markers, based on polymorphism of pcR and 

restriction products, are also discussed as accessorial markers in phy-

logenetic studies. 

K ` EY woRDS: molecular markers; plants; DNA barcode; DNA-finger-

printing.
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