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Аннотация: В обзоре рассмотрены наиболее часто используемые для идентификации видов растений и животных ДНК-
маркеры. Показаны особенности их применимости, преимущества и недостатки при изучении близких видов и для выявления 
межвидовых гибридов. При наибольшей популярности методов, основанных на анализе митохондриальных и хлоропластных 
маркеров, тем не менее существенный акцент сделан на участки генов рРНК, так как для них внутри- и межвидовая изменчи-
вость различается более контрастно.
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Abstract: This review is devoted to most often used DNA markers for plant and animal species identification. We considered features of 
their suitability, advantages and disadvantages in differentiation on close species and interspecific hybrids. Now, the most popular are 
methods that are based on mitochondrial and chloroplast markers, however, we made an accent to fragments of rRNA genes, because 
intra- and between- species diversity are more contrast for them.
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Надежная идентификация близких видов организмов  – 
важная прикладная задача. Такая задача акутальна, напри-
мер, при оценке эпидемиологической опасности, если пере-
носчиком заболевания является одна часть видов из группы 
видов-двойников, а другая часть видов этой группы в каче-
стве переносчиков малоэффективна. Аналогичные задачи 
могут ставиться и при необходимости разделять сходные 
виды растений, различающиеся по хозяйственно ценным 
признакам, например содержанию биологически активных 
веществ. Такие задачи могут ставиться при отдаленной ги-

бридизации – одном из основных подходов для селекции 
растений (Колчанов и др., 2017). Можно отметить, что виды 
могут быть легко различимы на каких-то определенных 
стадиях развития, но неразличимы на других. Например, 
часть палеарктических видов малярийных комаров группы 
Anopheles maculipennis легко различима по окраске яиц. В то 
же время на стадиях личинок и имаго различия между об-
разцами разных видов этой группы носят количественный 
характер (Сибатаев, Шабанова, 2007). Точно так же для рас-
тений: легко выявляемые видодиагностические признаки 
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присутствуют не на всех стадиях жизненного цикла. Более 
того, болотные растения, в зависимости от того, растут ли 
они полностью под водой или же находятся в основном в 
воздушной среде, могут значительно менять внешний вид. 
Такие морфологические и анатомические вариации просле-
жены на примере представителей многих групп, например 
представителей родов Echinodorus, Ludwigia и Helosciadium 
(Costa, Forni-Martins, 2004; Billet et al., 2018; Herden, Friesen, 
2019).

В связи с этим, в целях определения видовой принадлеж-
ности, актуально применение молекулярно-генетических 
методов. Их важная особенность состоит в независимости 
результатов от стадии развития организма и его физиче-
ской целостности. Они также позволяют обнаружить новые 
виды в тех случаях, когда методы морфологического анали-
за мало применимы. Отметим, что для хорошо различимых 
видов морфологические методы намного проще и дешевле, 
по сравнению с многоступенчатыми молекулярно-генети-
ческими. Данная работа представляет собой краткий обзор 
особенностей применимости анализа последовательности 
различных участков ДНК для разделения видов как расте-
ний, так и животных.

Одним из очевидных критериев подбора видодиагон-
стических маркеров является возможность получения 
качественных результатов секвенирования изучаемой ну-
клеотидной последовательности ДНК. В этом отношении 
удобны участки геномов цитоплазматических органелл 
(митохондрий и хлоропластов), а также тандемные повторы 
ядерных генов рРНК. Эти участки ДНК, в связи с высоким ко-
личеством копий на клетку, легко нарабатываются с помо-
щью полимеразной цепной реакции (ПЦР) и секвенируются. 
Несмотря на большую копийность, «генетическое разно-
образие» внутри одного организма, как правило, не затруд-
няет получение качественных результатов секвенирования. 
Для ДНК хлоропластов и митохондрий действует механизм, 
приводящий к потере гетероплазмии в клетках и сходный с 
дрейфом генов в популяциях (Birky, 2001). Для генов рРНК 
высокое сходство между копиями как внутри одного орга-
низма, так и внутри вида, по-видимому, связано с процес-
сами кроссинговера (Nei, Rooney, 2005). В ряде случаев в 
качестве маркерных участков для идентификации видов 
используют другие участки ДНК; например, для разделения 
видов комаров Culex pipiens и C. quinquefasciatus диагности-
ческим считается участок гена ace-2 (Bourguet et al., 1998). 

Своеобразный «бум видодиагностики» у животных 
начался с анализа изменчивости митохондриального 
гена COI (субъединицы I цитохромоксидазы). Показа-
но, что в большинстве случаев внутривидовая изменчи-
вость ДНК по этому гену не превышает 1%, а межвидовая,  
как правило, более 2% (Hebert et al., 2003). Этот двухпро-
центный уровень изменчивости обычно и используют как 
критерий видовой принадлежности. С помощью анализа 
последовательности COI находят новые криптические виды 
животных, например кровососущих насекомых (Hernández-
Triana et al., 2012).

Высокая эффективность методов разделения видов по 
последовательности COI привела к идее использования 
аналогичных методов на растениях. Изменчивость митохон-

дриального гена COI у растений оказалась очень низкой, по-
этому видодиагностика по ДНК-маркерам связана, в первую 
очередь, с хлоропластной ДНК. Проведенный масштабный 
анализ изменчивости и возможности получения качествен-
ных прочтений показал, что наиболее удачными участка-
ми являются фрагменты генов rbcL (большой субъ единицы 
рибулозы 1.5 бисфосфат карбоксилазы/оксигеназы) и matK 
(матуразы K) (CBOL Plant Working Group, 2009). Более из-
менчивые межгенные спейсеры psbK–psbI (между генами 
низкомолекулярных пептидов K и I фотосистемы II) и TrnH–
psbA (между геном гистидиновой транспортной РНК и геном 
полипептида D1 фотосистемы II) давали менее надежные 
прочтения. В ряде случаев межгенные спейсеры обогащены 
блоками повторяющихся одинаковых нуклеотидов, что за-
трудняет качественное секвенирование методом Сэнгера.

Тем не менее тестирование возможности различных 
участков хлоропластной ДНК разделять виды растений дает 
противоречивые результаты. На примере группы растений 
семейства кутровые (Apocynaceae) было проведено срав-
нение эффективности для видодиагностики участков rbcL, 
matK, trnH–psbA и спейсера trnL-trnF (между транспортными 
РНК лейцина и фенилаланина). При этом продемонстриро-
вана высокая возможность получения более качественных 
сиквенсов для кодирующих участков ДНК, чем для межген-
ных спейсеров (Cabelin, Alejandro, 2016). Так, для rbcL и matK 
удалось получить качественные прочтения для 76.9% об-
разцов, для спейсера trnH–psbA – для 69.2%, а для спейсера 
trnL-trnF – только для 53% образцов; полное разделение на 
конспецифические ветви достигалось только по маркеру 
matK.

Другие авторы при тестировании участков rbcL, matK и 
trnH–psbA на пригодность для идентификации видов водных 
растений: представителей родов Myriophyllum, Ludwigia, Ca-
bomba и семейства Hydrocharitaceae (Водокрасовые) – от-
метили низкую пригодность matK для разделения видов в 
связи с низкой способностью давать ПЦР-продукт для даль-
нейшего секвенирования, и участок trnH–psbA был признан 
наиболее эффективным для этих целей (Ghahramanzadeh et 
al., 2013).

Метод идентификации видов, или баркодинга по цито-
плазматическим маркерам, основан на предположении, что 
в двух рассматриваемых группах организмов после возник-
новения репродуктивной изоляции под действием мутаци-
онного процесса и дрейфа генов сформировались разные 
наборы нуклеотидных замен. В то же время из-за гибриди-
заций или предкового полиморфизма такая картина измен-
чивости может нарушаться, приводя к невозможности раз-
деления видов по цитоплазматическим маркерам. Яркий 
пример – группа видов комаров, составляющих афротропи-
ческий комплекс Anopheles gambiae. Образцы, относящиеся 
к разным видам этой группы, случайным образом комбини-
руются на филогенетических деревьях по митохондриаль-
ной ДНК (Besansky et al., 1994). Данные полногеномного сек-
венирования видов этой группы указывают на обширные 
интрогрессии геномов (Fontaine et al., 2015). Таким образом, 
разделение видов по цитоплазматическим маркерам, не-
смотря на свою общую эффективность, во многих случаях 
не дает результатов.
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Другая крайность состоит в разделении группы особей 
на отдельные, далеко разошедшиеся ветви (гаплотипы) ми-
тохондриальной ДНК, при отсутствии других причин счи-
тать носителей разных гаплотипов представителями разных 
видов (Шеховцов и др., 2020).

Ко второй группе маркеров, используемых для иденти-
фикации видов, относятся участки генов рРНК. Гены рРНК 
являются тандемными повторами и так же, как и гены хло-
ропластов и митохондрий, в большом количестве копий 
присутствуют в клетке. Благодаря тандемной организации 
и процессам неравного кроссиговера копии генов рРНК в 
высокой степени сходны между собой как внутри одного 
организма, так и в пределах группы свободно скрещиваю-
щихся между собой особей, то есть вида, при существенных 
межвидовых различиях (Sonnenberg et al., 2007). Поэтому 
гены рРНК могут быть более эффективны для разделения 
близких видов, чем цитоплазматические маркеры, по кото-
рым полиморфизмы могут перекрываться. 

Чаще всего в работах с генами рРНК используют участок 
ITS2 (транскрибируемый спейсер 2), реже ITS1 (транскриби-
руемый спейсер 1), а также 28S (участок, соответствующий 
28S рРНК). У покрытосеменных растений участок, включаю-
щий ITS1 и ITS2, в высокой степени консервативен по дли-
не и составляет 500–700 п.н. (Матвеева и др., 2011). В ряде 
работ показано, что участок ITS2 более эффективен для ви-
додиагностики растений, чем хлоропластные маркеры, в 
связи с большим разрывом между внутри- и межвидовыми 
дистанциями (Gao et al., 2010; Luo et al., 2010), и последова-
тельность этого участка ДНК может быть предложена как 
основная для видодиагнотики растений (Yao et al., 2010).

Для представителей семейства зонтичных (Apiaceae) был 
проведен сравнительный анализ различных участков ДНК 
(rbcL, matK, спейсера trnH-psbA и ITS1-ITS2) по способности 
различать виды (Liu et al., 2014). При этом наиболее обще-
принятая комбинация маркеров rbcL-matK смогла разде-
лить только 40% видов, а ITS1-ITS2 – 73.3%; комбинация ITS1-
ITS2 и trnH-psbA продемонстрировала эффективность в 80%.

Аналогичные результаты получены для представителей 
семейства кленовых (Aceraceae) (Han et al., 2016). В  этой 
работе сопоставлена эффективность участков matK, rbcL и 
спейсера trnS-trnG (между хлоропластными генами тРНК се-
рина и глицина), а также участка ITS1-ITS2. При изучении от-
дельных локусов наибольшую способность различать виды, 
то есть размещать на дендрограмме копспецифические об-
разцы в отдельную ветвь, продемонстрировал именно ITS1-
ITS2 (в 50% случаев). Наибольшую эффективность имела 
комбинация ядерных и хлоропластных маркеров ITS1-ITS2 
плюс trnS-trnG (90.5%), использование же всех четырех мар-
керов разрешающую способность более не увеличивало.

У животных последовательности ITS1 и ITS2 значительно 
вариабельнее по длине, чем у растений. Например, пред-
ставленная в базе данных ДНК NCBI последовательность, 
ITS2 у вида Anopheles beklemishevi (номер HE659701) имеет 
длину 744 п.н., а у относительно близкого вида An. messeae 
(номер HE659702 ) – 395 п.н. Известно, что РНК-транскрипт, 
соотвествующий ITS2, образует определенную структуру 
из шпилек; на примере обширного набора групп близких 
видов высших растений, водорослей и животных было по-

казано, что структура из 30 пар нуклеотидов в основании 
шпильки Helix III строго коррелирует с репродуктивной изо-
ляцией (Coleman, 2009), то есть замена пары нуклеотидов в 
этом участке шпильки всегда (на примере представителей 
30 групп близких видов разных таксонов) соответствовала 
несовместимости гамет. Тем не менее A.W. Coleman (2009) 
считает, что какого-то особого механизма в данном случае 
нет и имеет место сходство темпов расхождения генов, не-
посредственно предопределяющих репродуктивную изо-
ляцию и накопления замен в этом относительно консерва-
тивном элементе ITS2.

Последовательности ITS2 широко использовали для 
выделения многочисленных видов малярийных комаров 
(Harbach, 2004). Например, при анализе ITS2 пары видов 
Anopheles funestus и An. rivulorum было выделено три вари-
анта последовательности этого участка ДНК для образцов 
An. rivulorum, эти варианты характеризовались определен-
ными ареалами распространения и маркировали скрытые 
видовые формы (Hackett et al., 2000). Аналогичная работа 
по изучению связи вариации ITS2 с морфологическими 
признаками у комаров группы An. bancroftii позволила вы-
явить шесть вариантов этой последовательности, которые 
продемонстрировали отсутствие привязки к небольшим 
морфологическим вариациям, характеризовались опреде-
ленными ареалами распространения и, по-видимому, соот-
ветствуют отдельным близким видам (Beebe et al., 2001).

У последовательностей генов рРНК в качестве маркеров 
видовой принадлежности есть важные недостатки. При на-
личии двух или более блоков тандемных повторов генов 
рРНК в геноме эволюционные процессы в них могут ока-
заться мало согласованными. Если такого рода вариации 
носят характер инсерций/делеций, то полноценное прочте-
ние последовательности без дополнительных манипуляций 
(клонирования) становится невозможным. При высокой 
эффективности анализа участка ITS1-ITS2 у растений встре-
чающийся внутригеномный полиморфизм также может за-
труднять применимость этого участка ДНК для разделения 
видов растений (Матвеева и др., 2011).

В качестве альтернативы для животных предлагается 
анализ более консервативного участка генов рРНК – участ-
ка D1-D2, относящегося к фрагменту, кодирующему 28S 
рРНК (Sonnenberg et al., 2007). В то же время относительно 
высокая консервативность этого участка может не позво-
лить различить виды, разошедшиеся по другим маркерам. 
Аналогичных работ применительно к растениям нам найти 
не удалось.

Удачная комбинация ядерных и цитоплазматических 
маркеров использовалась при масштабном анализе мура-
вьев, происходящих из Пале- и Неарктики с целью ответа 
на вопрос о существовании «неподразделенных» видов, 
имеющих голарктический ареал (Schär et al., 2018). В этой 
работе основным типом ДНК-маркера был COI, но при на-
личии внутри одного вида нескольких четко выраженных 
филогенетических ветвей по этому маркеру изучали разно-
образие по двум кодирующим генам и участку D2 28S. На ос-
новании расхождения по комплексу маркеров и строилось 
представление о конспецифичности/неконспецифичности 
образцов. Исследователи сделали вывод о действительном 
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существовании «цельных» видов с голарктическим ареа-
лом, а также случаях антропогенной интрогресии видов.

В связи с тем что анализ последовательностей методом 
секвенировния ограничивается его высокой стоимостью и 
трудоемкостью, альтернативой служит разделение видов 
по каким-либо единичным вариациям нуклеотидов – SNP 
(single nucleotide polymorphism – мононуклеотидные заме-
ны или небольшие встройки/делеции) в диагностических 
последовательностях. Для выявления SNP в диагностиче-
ских последовательностях используется ряд основных ме-
тодов, например, для разделения видов палеарктической 
группы малярийных комаров Anopheles maculipennis раз-
работаны методы разделения по сайт-специфической ПЦР 
(Kampen, 2005), рестрикционному анализу (Ваулин, Нови-
ков, 2010) и с помощью вариации Real-Time PCR (Lühken et 
al., 2016). Виды этой группы различаются по мононуклеотид-
ным заменам и инсерциям/делециям в ITS2 при обширных 
и, в одном случае, перекрывающихся полиморфизмах по 
COI (Ваулин, Новиков, 2016). Из-за этих различий виды могут 
быть разделены по спектрам рестрикции или же, при под-
боре праймеров под участки инсерций/делеций, – с помо-
щью сайт-специфической ПЦР.

В качестве своеобразной модификации ПЦР для опре-
деления видовой принадлежности образцов используется 
Real-Time PCR – в этом случае сигнал считывается при посад-
ке меченого зонда на ДНК-матрицу. Эффективность приве-
денного метода заключается в возможности количественно 
оценить видовой состав выборки при постановке единич-
ной реакции со смесью ДНК от разных особей. Аналогичная 
вариация Real-Time PCR ITS2 предложена для идентифи-
кации возбудителей кокцидоза кур (одноклеточные рода 
Eimeria), а также случаев заражения разными видами возбу-
дителей болезни (Morgan et al., 2009). 

При анализе цитоплазматических маркеров высокий 
уровень их полиморфизма или перекрывание разнообра-
зия по этим маркерам между близкими видами могут при-
вести к ошибкам при разделении образцов разных видов 
по SNP. Своеобразное исключение составляют птицы, для 
которых внутривидовая изменчивость по COI крайне мала 
и в среднем различия между особями одного вида равны 
0.27%, то есть примерно две замены на диагностический 
участок в 658 п.н. (Hebert et al., 2004).

С разделением видов связано также выявление образ-
цов, предположительно имеющих гибридное происхож-
дение. Митохондриальная ДНК у животных наследуется по 
материнской линии и не может указывать на видовую при-
надлежность отца. Хлоропласты цветковых растений насле-
дуются в большинстве случаев и от материнского растения. 
Однако примерно в 20% родов цветковых растений встре-
чается наследование от обоих родителей (Zhang, 2010), а у 
голосеменных хлоропластная ДНК обычно наследуется от 
отцовского растения. Гены рРНК оказываются более удоб-
ны для выявления гибридов, чем цитоплазматические, так 
как гибридные особи могут получать гены рРНК от обоих 
родителей. В этом случае результаты секвенирования генов 
рРНК или сайт-специфические манипуляции (рестрикция 
или сайт-специфическая ПЦР) будут давать спектры нало-
жения паттернов, характерных для разных видов.

Приведенный обзор в общих чертах сопоставляет мето-
ды разделения видов растений и животных по последова-
тельностям ДНК и может способствовать формированию 
цельной картины принципов этих методов для организмов 
разных групп. Цитоплазматические маркеры, соответству-
ющие кодирующим участкам ДНК – COI (для животных) и 
rbcL+matK (для растений), дают хорошо читаемые сиквенсы, 
и поэтому они наиболее практичны для разделения видов. 
Но в отличие от животных, чаще имеющих выраженную 
границу между внутри- и межвидовым разнообразием, 
для растений эта граница более размыта, а дивергенция 
между близкими формами относительно мала. Поэтому в 
ряде случаев разделение близких видов связано с исполь-
зованием более вариабельных межгенных спейсеров в ДНК 
хлоропластов. Внутренние транскрибируемые спейсеры 
генов рРНК более эффективны для разделения видов как 
растений, так и животных, но наличие нескольких блоков 
генов рРНК в геноме с различными вариантами последова-
тельности ITS1 и ITS2 ограничивает возможность получения 
качественных прочтений и, как следствие, применение этих 
участков генома для разделения видов. В случае с животны-
ми в качестве более удобной для прочтения замены спей-
серам генов рРНК предлагаются вариабельные участки, 
относящиеся к 28S рДНК, – D2 или D1-D2. По-видимому, наи-
более удачна для разделения видов комбинация ядерных и 
цитоплазматических маркеров. В любом случае важно соот-
нести расхождение по ДНК-маркерам с реально существу-
ющими объектами исследования – их ареалами, особенно-
стями микрогеографического распространения, поведения 
и тому подобными. Если же за небольшим расхождением по 
ДНК-маркерам не прослеживается связи с расхождением по 
другим видовым критериям, то придание ДНК-формам ви-
дового статуса мало обосновано.
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