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Метод ДНК-штрихкодирования был предложен 15 лет назад и набрал значительную популярность.
В этой работе дается обзор методических подходов в данной области и их прогресса за прошедшие
годы. Рассматриваются прямой и обратный подходы к ДНК-штрихкодированию и их перспектив-
ность в связи с развитием методов секвенирования.
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ВВЕДЕНИЕ
ДНК-штрихкодирование отсчитывает свое на-

чало с момента выхода статьи “Biological identifica-
tions through DNA barcodes” в 2003 г. (Hebert et al.,
2003a). При этом на тот момент само по себе при-
менение последовательностей ДНК для опреде-
ления видовой принадлежности новым назвать
было нельзя: считается, что принципы использо-
вания нуклеиновых кислот и белков для филогене-
тических исследований введены в 1965 г. (Zucker-
kandl, Pauling, 1965), а использовать ДНК для иден-
тификации видов предложено в 1982 г. (Nanney,
1982) в статье о Tetrahymena (в которой речь шла
еще не о последовательностях, а о ДНК–ДНК-ги-
бридизации и картах рестрикции). Секвенирова-
ние ДНК достигло довольно больших масштабов
в 1990-е гг. и было совершенно рутинным занятием
к 2003 г. Тем не менее, выдвинутое в 2003 году
предложение (Hebert et al., 2003a) привлекло
большое внимание, так как был введен новый
красивый термин “ДНК-штрихкодирование” и
была предложена амбициозная цель подвергнуть
подобной процедуре все 10–15 млн потенциально
существующих видов животных (Hammond, 1992;
Hawksworth, Kalin-Arroyo, 1995) при обещанной
100%-ной эффективности идентификации, а так-
же при возможности использовать метод для обна-
ружения новых видов.

Последний пункт вызвал особенно бурную ре-
акцию у систематиков, так как позволял неспеци-
алистам вторгаться в систематику групп и изме-

нять ее (несмотря на то, что данный подход много-
кратно использовался ранее самими систематиками).
Недовольство вызвало и то, что авторы предпола-
гали, что ДНК-штрихкодирование неизбежно
превзойдет морфологический анализ. Последо-
вали критические статьи (DeSalle et al., 2005; Will
et al., 2005; Cameron et al., 2006) и ответы на них
(Hebert, Gregory, 2005; Hajibabaei et al., 2007). Дан-
ные работы обсуждаться здесь не будут, так как ме-
тод ДНК-штрихкодирования давно устоялся, стали
очевидными и его достоинства, и ограничения.

Хеберт с соавт. предполагали (Hebert et al.,
2003a), что на получение ДНК-штрихкодов 10–15
млн видов животных уйдет 20 лет. Несколько поз-
же (Ratnasingham, Hebert, 2007) авторы оценива-
ли, что 100 современных центров секвенирования
(а сейчас их функционирует гораздо больше) смо-
гут решить подобную задачу за 10 лет. На уровне
современных технологий предполагаемые 10 млн
сиквенсов можно получить гораздо быстрее. В не-
давней работе (Hebert et al., 2016) было исследова-
но 1085000 образцов, для 939000 из которых были
получены последовательности ДНК. Тем не менее,
очевидно, что исходно заявленные цели ДНК-
штрихкодирования еще далеки от достижения. В
данной статье мы рассмотрим некоторые методи-
ческие аспекты ДНК-штрихкодирования и пер-
спективы применения технологий секвенирова-
ния нового поколения.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МАРКЕРЫ
ДЛЯ ДНК-ШТРИХКОДИРОВАНИЯ

Для ДНК-штрихкодирования принципиально
иметь подходящую маркерную последователь-
ность ДНК, удовлетворяющую ряду условий: она
должна легко и надежно амплифицироваться
(иными словами, необходимо иметь универсальные
праймеры, подходящие широкому кругу видов);
быть достаточно изменчивой, чтобы различать
близкородственные виды, но в то же время иметь
не слишком большую скорость замен внутри ви-
дов (Шнеер, 2009а,б). Еще одно важное пожелание
к ДНК-штрихкоду – отсутствие изменчивости по
длине, которая может привести к проблемам с
выравниванием и идентификацией.

Более того, большинство эукариот – диплоиды,
то есть имеют в геноме по две копии каждого ло-
куса. Если последовательности двух аллелей от-
личаются, на секвенограммах в соответствующих
местах будут совпадающие пики (в случае точечных
замен) или сдвиги (в случае инсерций/делеций).
В результате маркеры обычно выбирают среди
незначительной части генома клетки, а именно в
геномах органелл (митохондрий и пластид), кото-
рые являются гаплоидными, хотя в некоторых
случаях различающиеся геномы могут сосуще-
ствовать в одном организме (гетероплазмия), а
также в кластерах ядерной рибосомальной РНК
(рРНК). Последние имеют несколько преиму-
ществ. Как известно, рибосомы эукариот вклю-
чают в себя четыре функциональных рРНК: 28S,
18S, 5.8S и 5S. Так как рРНК составляет около по-
ловины РНК клетки, каждый из генов, кодирую-
щих данные рРНК, представлен множеством (от
десятков до десятков тысяч) копий (Richard et al.,
2008). При этом первые три гена объединены в
одну транскрибируемую единицу (рисунок), то
есть они транскрибируются в виде одной длин-
ной молекулы, представляющей из себя гены,
окруженные внешними (ETS, external transcribed
spacers) и внутренними (ITS, internal transcribed
spacers) спейсерами, которая затем разрезается на
отдельные рРНК. Копии таких транскрибируе-
мых единиц расположены тандемно и разделены
нетранскрибируемыми спейсерами NTS (non-
transcribed spacer). Спейсеры (внешние и внут-
ренние) имеют более высокую скорость замен;
более того, внутри генов рРНК выделяют не-
сколько функциональных доменов. Таким обра-
зом, в пределах кластера чередуются более и менее
консервативные участки, что дает возможность
подбирать различные маркерные последователь-
ности для разделения таксонов разного ранга,
при этом консервативные участки дают возмож-
ность подбирать универсальные праймеры. Как
уже было сказано, каждый локус генома эукариот
представлен в двух копиях, последовательности
которых могут отличаться. Но хотя копий рРНК

сотни, они обычно идентичны друг другу, что яв-
ляется следствием так называемой согласованной
эволюции; копии единицы кластера РНК гомоге-
низируются за счет генной конверсии или же не-
равного кроссинговера (Eickbush, Eickbush, 2007).
Кроме того, так как трансляция – один из самых
важных клеточных процессов, считается, что для
генов рРНК почти не характерен горизонтальный
перенос (Gogarten, Townsend, 2005). Таким обра-
зом, как будет показано ниже, почти все маркеры
для ДНК-штрихкодирования относятся либо к ге-
номам органелл, либо к кластеру ядерной рРНК.

Животные

В случае с животными выбор подходящего мар-
кера был сделан быстро: мишенью ДНК-штрихко-
дирования стал фрагмент митохондриального гена
цитохром оксидазы I (cox1 или COI). Выбор мито-
хондриальной ДНК очевиден, так как у Metazoa
она характеризуется очень высокой скоростью
замен, в несколько раз выше по сравнению с
ядерным геномом, а также отсутствием рекомби-
нации, затрудняющей анализ. Причины этого, а
также возможные исключения подробно изложе-
ны в обзорах (Ballard, Whitlock, 2004; Bernt et al.,
2013). В принципе, любой митохондриальный ген
можно было бы использовать с той же целью по-
чти с тем же успехом (ген cox1 – не самый быстро
эволюционирующий ген мтДНК животных), од-
нако решающим стало следующее обстоятель-
ство: в данном гене существуют консервативные
участки, к которым можно подобрать универ-
сальные праймеры, подходящие к большому чис-
лу видов. Так, универсальные праймеры (Folmer
et al., 1994; Lobo et al., 2013) успешно работают на
самых разных типах Metazoa. Кроме того, суще-
ствуют и более специфические наборы прайме-
ров для отдельных групп (Hebert et al., 2004; Rad-
ulovici et al., 2009; Ivanova et al., 2013). Участок,
ограниченный этими праймерами, составляет
около 650 п.н., а это как раз длина надежного чте-
ния стандартной реакции секвенирования по
Сэнгеру, то есть можно получить максимум ин-
формации за одну реакцию секвенирования.
Иными словами, стандартный фрагмент гена cox1
оказался идеальным маркером для Metazoa, за ис-
ключением базальных ветвей, в пределах которых он
не всегда обладает необходимым разрешением
(Huang et al., 2008; Shearer, Coffroth, 2008; Vargas et al.,
2013).

Растения

Растениям с подходящими для ДНК-штрихко-
дирования маркерами повезло гораздо меньше.
Несмотря на огромные усилия, действительно
подходящего маркера подобрать не удалось. В от-
личие от животных, мтДНК растений имеет очень
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низкую скорость замен по сравнению с ядерным
и пластидным геномами при довольно высокой
скорости перестроек (Wolfe et al., 1987; Drouin et al.,
2008), в связи с чем митохондриальные гены для
ДНК-штрихкодирования растений не применя-
ются. Ядерные гены имеют (в среднем) более вы-
сокую скорость замен по сравнению с пластид-
ными, однако их использование затрудняется
сложностью подбора универсальных праймеров,
а также тем, что большинство растений – палео-
полиплоиды (Jiao et al., 2011; Li et al., 2015b).
В особенности это касается покрытосеменных,
где все семейства, за исключением нескольких
базальных ветвей, прошли как минимум два со-
бытия удвоения генома (Soltis et al., 2015). Пла-
стидные геномы стали компромиссным выбором:
скорость замен в них несколько ниже, чем в ядер-
ных, однако набор генов более или менее постоя-
нен, и ко многим из них можно подобрать универ-
сальные праймеры. Таким образом, в настоящее
время в качестве маркеров для ДНК-штрихкоди-
рования растений используются более десятка
пластидных генов и последовательности ядерно-
го рибосомального кластера.

Тем не менее, оказалось, что при использова-
нии отдельных маркеров количество успешно
разделяемых при помощи ДНК-штрихкодирова-
ния видов в пределах отдельных родов и семейств
иногда не превышает 50% (Fazekas et al., 2008;
Hollingsworth et al., 2011). Настолько низкое раз-
решение, очевидно, не может быть приемлемо, в
связи с чем обычно используют несколько марке-
ров одновременно. Были сделаны независимые
попытки стандартизировать набор маркеров для
ДНК-штрихкодирования растений (Chase et al.,
2007; Kress, Erickson, 2007; Ford et al., 2009).
В конце концов, рабочая группа по ДНК-штрих-
кодированию растений (CBOL Plant Working
Group, 2009) приняла в качестве стандарта фраг-
менты двух пластидных генов: большой субъеди-
ницы рибулозо-1,5-бифосфаткарбоксилазы (rb-
cL) и матюразы K (matK). Это компромиссное ре-
шение: маркер для ДНК-штрихкодирования
должен легко амплифицироваться универсаль-
ными праймерами и характеризоваться высокой
скоростью замен. В предложенной комбинации
rbcL легко амплифицируется, но имеет наимень-
шую скорость эволюции среди пластидных генов,
в то время как последовательность matK быстро
эволюционирует, но плохо амплифицируется (Li
et al., 2015a). В связи с вышесказанным данные по
этим маркерам обычно дополняют вспомогатель-
ными маркерами, из которых наиболее часто ис-
пользуют различные пластидные последователь-
ности (спейсеры между генами trnH и psbA, atpF и
atpH, psbK и psbI; фрагменты генов rpoC1, rpoB, ac-
cD, ndhJ, ycf1), различные фрагменты ядерного
рибосомального кластера, а также таксон-специ-
фические ядерные гены (Wang et al., 2011; Shek-

hovtsov et al., 2012). Предлагается также использо-
вать в качестве супер-баркода весь пластидный
геном в целом (Kane, Cronk, 2008; Li et al., 2015a).
При использовании технологий секвенирования
нового поколения этот подход становится вполне
доступным; некоторым препятствием является не-
обходимость выделения органелл (для этого надо
иметь живые растения), однако возможно соби-
рать пластидные геномы и по результатам секве-
нирования тотальной ДНК (Nock et al., 2011).

Грибы

Для грибов ДНК-штрихкодирование стало
еще более актуальным методом, чем для живот-
ных и растений. Число видов грибов велико. На
сегодня описано около 100000 видов, в то время
как по разным оценкам общее число видов гри-
бов составляет от 700000 до нескольких миллио-
нов (Hawksworth, 1991; Schmit, Mueller, 2007; Be-
gerow et al., 2010), причем систематике грибов уде-
ляют заметно меньше внимания, чем животным и
растениям. При этом большинство видов грибов
отличается сравнительной морфологической про-
стотой. Неудивительно, что множество исследо-
ваний ДНК обнаружили значительную генетиче-
скую изменчивость у различных групп грибов
(Weiss et al., 2004; Crespo, Lumbsch, 2010).

Как и у растений, у грибов последовательность
митохондриального гена cox1 не стала основным
маркером для ДНК-штрихкодирования. Причин
этому несколько: отсутствие консервативных по-
следовательностей, пригодных для подбора прай-
меров; малое количество нуклеотидных отличий
между близкородственными видами; присутствие
интронов – до 18 у Agaricus bisporus (Férandon et al.,
2013); отсутствие митохондрий у некоторых групп
(Bullerwell, Lang, 2005; Gilmore et al., 2009). Это
место занял ITS, транскрибируемый спейсерный
регион рРНК: спейсеры ITS1 и ITS2, разделен-
ные геном 5.8S рРНК (рисунок). Плюс этой по-
следовательности в том, что ее фланкируют кон-
сервативные гены 18S и 28S рРНК, в которых легко
подобрать универсальные праймеры. Последова-
тельность ITS имеет самую высокую успешность
амплификации по сравнению с прочими марке-
рами (Schoch et al., 2014; Xu, 2016). У данного мар-
кера, правда, есть и определенные недостатки: в
некоторых случаях он не дает достаточного разре-
шения (Xu et al., 2000); иногда встречается гетеро-
генность между копиями в геноме. Тем не менее,
Международный Консорциум по ДНК-штрихкоди-
рованию Грибов (International Fungal Barcoding
Consortium) признал ITS главным маркером для
ДНК-штрихкодирования грибов (Schoch et al.,
2014).
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Протисты
Сказанное выше о перспективности ДНК-

штрихкодирования для грибов в равной степени
относится и к протистам. Число описанных ви-
дов, по разным оценкам, варьирует от 40 тыс.
(Hoef-Emden et al., 2007) до 75 тыс. (Pawlowski et al.,
2012). Общее предполагаемое число видов пока с
трудом поддается оценке и может составлять при-
мерно от 150 тыс. до 1.5 млн (Adl et al., 2005).

Как и в случае грибов, наиболее подходящей
мишенью для ДНК-штрихкодирования проти-
стов является кластер рРНК. Однако протисты –
группа парафилетическая и гораздо более разно-
образная генетически. В связи с этим в качестве
главного маркера был взят не регион ITS, а ген
18S рРНК, точнее, его домен V4 (Pawlowski et al.,
2012). Кроме того, часто применяют и другие мар-
керы, например, ITS или вариабельные домены
5'-конца 28S рРНК; митохондриальный ген cox1 –
для протистов, имеющих митохондрии; для фото-
синтезирующих протистов используются пла-
стидные гены, например, 23S рРНК и rbcL.

Прокариоты
К прокариотам (бактериям и археям) термин

“ДНК-штрихкодирование” почти никогда не при-
меняется. Тем не менее, мы не можем не упомя-
нуть о том, что определение и описание новых ви-
дов и штаммов прокариот в настоящее время в
большой степени строится на 16S рРНК, входящей
в состав малой субъединицы рибосом и гомоло-
гичной 18S рРНК эукариот (Stackebrandt, Goebel,
1994). Иными словами, ДНК-штрихкодирование
протистов и прокариот имеет одну основу. Правда,
в связи с малым размером генома последних, по-
добные работы все больше заменяются метагеном-
ными исследованиями, а в последнее время – се-
квенированием полных геномов из единичных
особей прокариот (Rinke et al., 2013).

ДНК-ШТРИХКОДИРОВАНИЕ:
ПРЯМОЙ ПОДХОД

Обычно при ДНК-штрихкодировании явно
или неявно применяют так называемый прямой
подход: образцы предварительно сортируют по

морфологическим признакам, проводится выде-
ление и секвенирование выбранного маркера и
сравнение его последовательности с рефе-
ренсной библиотекой.

Успех ДНК-штрихкодирования в наибольшей
степени зависит от качества обработки выборки и
референсной библиотеки. В наилучшем варианте
работа будет выглядеть таким образом: несколько
исследовательских лабораторий в разных учре-
ждениях работает над определенной группой.
Полученные результаты сверяются, и лишь в слу-
чае совпадения результаты принимаются. Все
морфологические определения производятся си-
стематиками, специализирующимися по данной
группе организмов, причем в качестве референс-
ных используются и типовые образцы. В боль-
шинстве случаев, правда, это сложно или вовсе
невозможно из-за большого их возраста, методов
хранения, ведущих к деградации ДНК, или не-
возможности изъятия материала для ДНК-анали-
за без ухудшения внешнего вида образца. Тем не
менее, есть множество примеров использования
различных методик для анализа образцов ДНК из
типовых и музейных образцов (Rohland et al.,
2004; Hajibabaei et al., 2006; Gilbert et al., 2007).

Более того, даже если секвенировать типовые
образцы для всех видов, достоверное определе-
ние требует еще и анализа внутривидовой измен-
чивости. Таким образом, действительно надеж-
ным источником данных можно считать работы
профессиональных систематиков, использую-
щих секвенирование ДНК лишь как вспомога-
тельный метод в дополнение к детальному
морфологическому анализу. Подобные работы
включают в себя исследование генетической из-
менчивости изучаемого вида по всему ареалу, а
также сестринских видов.

При работе с исследуемой выборкой ее обыч-
но явно или неявно предварительно сортируют на
морфологически различающиеся группы, так на-
зываемые морфовиды (morphospecies), или от-
дельные таксономические единицы (recognizable
taxonomic units, RTU) (Krell, 2004). Затем прово-
дят выделение ДНК, ПЦР и секвенирование.

Если все вышеописанные процедуры выпол-
нены наилучшим образом, остается проблема

Схема строения структурной единицы кластера рРНК. 18S, 5.8S, 28S – гены рРНК; ITS1 и ITS2 – внутренние транскри-
бируемые спейсеры; ETS – внешние транскрибируемые спейсеры; NTS – нетранскрибируемый спейсер, разделяющий
структурные единицы кластера рРНК.

NTS NTS
ETSETS

ITS

18S 5.8S 28S
~1800 п.н. ~ 150 п.н. 4000–5000 п.н.

50–2500 п.н. 50–1500 п.н.
ITS1 ITS2
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анализа последовательностей. Например, мы по-
лучили последовательность от некоего неиденти-
фицированного образца и сравниваем его с рефе-
ренсной библиотекой, которая (представим себе
идеальный случай) составлена из последователь-
ностей типовых образцов абсолютно всех видов
рода. Скорее всего, сравниваемая последователь-
ность будет отличаться от всех референсных по-
следовательностей некоторым количеством замен.
Как определить, к какому виду она относится? До-
пустим, наш образец гораздо ближе к одному виду
(одна замена), чем к остальным (10–20 замен); мы
скажем, что мы определили наш образец до вида.
Если же нет (скажем, от одного вида он отличается
пятью заменами, а от другого – шестью), заклю-
чим, что, может быть, обнаружили новый вид.

Получается, что эту задачу мы решаем, не
имея четких критериев, в то время как неплохо
было бы иметь формализуемый алгоритм. Еще с
самых первых работ по ДНК-штрихкодированию
использовали программы для построения филоге-
нетических деревьев методом ближайшего соседа
(neighbor-joining), такие как MEGA, PAUP и т.д.
Соответственно, образец можно считать принад-
лежащим к некому виду в том случае, если его по-
следовательность входит в кластер, образованный
референсными последовательностями данного
вида. Такой подход называют методом, основан-
ным на расстояниях (distance-based methods).

Часто упоминают правило так называемого
barcoding gap (штрихкодового промежутка): меж-
видовые различия должны превышать внутривидо-
вые более чем в 10 раз (Hebert et al., 2004; Čandek,
Kuntner, 2015). Правило это опять же сформули-
ровано приблизительно. Для одних групп живот-
ных это правило работает, для других – нет (Hue-
mer et al., 2014; Čandek, Kuntner, 2015); но даже в
первом случае бросается в глаза большой охват
видов и крайне малый – внутривидовой изменчи-
вости. Скорее всего, если взять для каждого вида
выборку из различных точек с границ ареала, ве-
личина промежутка сильно снизится. В то же вре-
мя, как показано выше, при ДНК-штрихкодиро-
вании растений выявляемые различия настолько
низки, что правило barcoding gap, очевидно, не
работает.

Существует и альтернативный подход (DeSalle
et al., 2005), который заключается в использова-
нии характерных последовательностей нуклеоти-
дов. В наиболее простом варианте применительно к
двум сестринским видам одного рода он выглядит
так: если, например, данная последовательность
содержит А в позиции 180, Т в позиции 350 и С в
позиции 600, данный образец следует определить
как вид Х, а если в тех же позициях стоят соответ-
ственно G, С и Т, то это вид Y. Очевидно, что
можно придумать множество нестрогих вариан-

тов подобных критериев. Такой подход называют
основанным на признаках (character-based).

Понятно, что какой бы подход мы не исполь-
зовали, можно встретить образец, не укладываю-
щийся в критерии. Соответственно, при работе с
малоизученными (с точки зрения внутривидовой
генетической изменчивости) видами приходится
время от времени пересматривать критерии.

Таким образом, кроме возможных методиче-
ских ошибок, ДНК-штрихкодирование включает
в себя два этапа преобразования выборки: произ-
вольный выбор образцов на стадии ее формиро-
вания и морфологического анализа (мы берем в
анализ только те образцы, которые мы выбрали
по субъективным и не всегда явно сформулиро-
ванным критериям) и на стадии разделения полу-
ченных последовательностей ДНК на виды или
иные категории, например, OTU (operational tax-
onomic units) (Blaxter et al., 2005). В зависимости
от принятых на этих этапах методик результаты
анализа могут заметно отличаться.

Проиллюстрируем эти проблемы на примере
хорошо известных организмов – дождевых чер-
вей. Эта группа достаточно неплохо изучена и не
слишком богата видами: в фауне России всего 57
видов и подвидов (Всеволодова-Перель, 1997).
Однако первые же молекулярно-генетические ра-
боты на самых широко распространенных и хоро-
шо изученных видах показали, что в каждом из
них можно выделить несколько кластеров гапло-
типов COI, различающихся на 10–15% (King et al.,
2008; Shekhovtsov et al., 2013). Такой уровень явля-
ется достаточно высоким даже для различных ви-
дов в пределах одного рода (Hebert et al., 2003b).
Напрашивается вывод о том, что это виды-двой-
ники, однако данные по ядерной ДНК или не
позволяют сделать окончательного заключения,
или полностью опровергают это предположение
(Shekhovtsov et al., 2016; Martinsson et al., 2017).
Проблема усугубляется частыми случаями невер-
ного определения материала, связанными с тем,
что значительная внутривидовая морфологиче-
ская изменчивость перекрывается межвидовыми
различиями, а также случаями интрогрессии мтДНК
(Dupont et al., 2016). Создание референсной биб-
лиотеки затруднено тем, что дождевых червей
фиксируют в формалине, который сшивает моле-
кулы ДНК и белков, делая их недоступными для
анализа.

Таким образом, ДНК-штрихкодирование
внесло заметный вклад в изучение экологии дож-
девых червей, показав, что реальное видовое раз-
нообразие заметно выше, чем считалось на основа-
нии только морфологического анализа: оценочное
видовое разнообразие некоторых регионов оказа-
лось выше на 30–100% (Шеховцов и др., 2016; Porco
et al., 2018; Shekhovtsov et al., 2018). В то же время
такие работы не позволяют использовать получаемые
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ДНК-штрихкоды для однозначной видовой иденти-
фикации образца. Таким образом, ДНК-штрихкоди-
рование выполняет свою задачу с точки зрения эко-
логов, но не систематиков.

ДНК-ШТРИХКОДИРОВАНИЕ
ПРИ ПОМОЩИ МЕТОДОВ 

СЕКВЕНИРОВАНИЯ ДНК НОВОГО 
ПОКОЛЕНИЯ И ОБРАТНЫЙ ПОДХОД

Хотя секвенирование по Сэнгеру (Sanger et al.,
1977) все еще преобладает в работах по ДНК-
штрихкодированию, с момента выпуска первой
коммерчески успешной платформы в 2005 г. (Kul-
ski, 2016) методы секвенирования ДНК нового по-
коления NGS (next-generation sequencing) не только
стали общепринятыми в исследованиях геномов и
транскриптомов, но и находят все большее приме-
нение в прочих областях. Приборы, основанные
на различных технологиях NGS, способны выда-
вать суммарно от миллионов до 1012 нуклеотидов
за один запуск, причем цена одного нуклеотида
на много порядков ниже, чем при традиционном
секвенировании по Сэнгеру.

Конфликт с целями ДНК-штрихкодирования
в том, что методы NGS предназначены для полу-
чения больших объемов данных о последователь-
ностях для одного образца, а ДНК-штрихкодиро-
вание нуждается в получении последовательности
коротких фрагментов ДНК для большого количе-
ства образцов.

Существуют подходы, позволяющие решить
это противоречие.

Первый – метабаркодинг – проведение ДНК-
штрихкодирования не одной особи, а целого сооб-
щества. Для этой цели выделяют суммарную ДНК,
содержащую фрагменты ДНК множества видов,
амплифицируют ее при помощи универсальных
праймеров, секвенируют ее и по полученным дан-
ным реконструируют состав сообщества.

Примерами применения такого подхода явля-
ются, например, исследования сообществ проти-
стов (Geisen et al., 2015; Massana et al., 2015; Pawlows-
ki et al., 2016), однако данный метод может детекти-
ровать и крупные многоклеточные организмы.
Таким образом была исследована фауна амфибий
и костистых рыб в различных водоемах (Valentini
et al., 2016). Для этого через фильтр пропускали до
100 л воды, проводили ПЦР с собранной ДНК с
последующим секвенированием. Параллельно с
этим проводили традиционную оценку видового
разнообразия путем визуального наблюдения и
ловли особей. По данным авторов, для большин-
ства водоемов метабаркодинг выявлял заметно
большее число видов, чем традиционные методы
оценки, что говорит о его большой перспектив-
ности для экологических исследований. Другая
область применения данного метода – исследова-

ние состава диеты при помощи фекалий (De Barba
et al., 2014; Kaunisto et al., 2017) или содержимого
пищеварительной системы (McClenaghan et al.,
2015; Harms-Tuohy et al., 2016).

Нельзя не отметить, что для метабаркодинга
зачастую используется деградированная ДНК, в
связи с чем обычные маркеры для ДНК-штрихко-
дирования в данном случае не подходят. Для дан-
ных работ существуют универсальные праймеры,
амплифицирующие короткие фрагменты ДНК
(70–200 п.н.) ядерной, рибосомальной, митохон-
дриальной или пластидной ДНК, которые содер-
жат достаточное количество информации для
идентификации видов (Taberlet et al., 2012, 2018).

Другой подход к применению методов NGS
для ДНК-штрихкодирования в качестве первых
этапов включает обычное выделение ДНК и ам-
плификацию необходимого маркера. При этом,
однако, в праймеры добавляют специфическую
последовательность-метку. После проведения се-
квенирования данная метка позволяет соотнести
каждую полученную последовательность с исход-
ным образцом.

Стоимость секвенирования при помощи мето-
дов NGS велика, однако с каждым годом умень-
шается, в связи с чем данный подход становится
все более привлекательным. Так, по оценкам
(Wang et al., 2018), ДНК-штрихкодирование одно-
го образца в Канадском центре ДНК-штрихкоди-
рования составляет около 18 $, в то время как в
работе данных авторов секвенирование одного
образца на платформе Illumina MiSeq оценивает-
ся в 0.5 $. В данной оценке есть некоторая субъек-
тивность, так как авторы включили в эту сумму
только стоимость реактивов без учета трудозатрат
и стоимости прибора. Тем не менее, высокая сто-
имость секвенирования при помощи методов
NGS компенсируется заметно более низкими
трудозатратами, так что при одновременном ис-
следовании нескольких сотен или тысяч образцов
может иметь преимущество перед секвенирова-
нием по Сэнгеру.

Одно из главных отличий ДНК-штрихкодиро-
вания на платформах NGS состоит в том, что мы
получаем не одну последовательность, а десятки
тысяч, которые методами биоинформатики объ-
единяются в одну консенсусную последователь-
ность. Эта особенность позволяет детектировать
случаи гетероплазмии (то есть присутствия в ге-
номе нескольких функциональных копий данной
последовательности – молекул митохондриаль-
ной или пластидной ДНК или различных копий в
кластере ядерной рРНК), а также случаи присут-
ствия NUMTs и NUPTs (ядерных митохондриаль-
ных и пластидных псевдогенов) или иных конта-
минирующих последовательностей (Cruaud et al.,
2017). Таким образом, можно уменьшить количе-
ство ошибок и увеличить количество получаемой
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функциональной информации. Более того, в ра-
боте (Cruaud et al., 2017) от 13 до 28% ДНК-штрих-
кодов (для различных использованных маркеров)
было получено из реакций ПЦР, продукты кото-
рых не были видны на электрофореграммах, то
есть в обычных исследованиях не были бы учтены
при анализе.

Еще более важное преимущество данного под-
хода – снятие ограничений на количество образ-
цов. Если стоимость обычной работы прямо про-
порциональна количеству образцов, то при NGS
мы платим за запуск прибора вне зависимости от
числа взятых в анализ образцов. Этим, например,
воспользовались при исследовании (Wang et al.,
2018) видового разнообразия муравьев. Процеду-
ра предварительной сортировки выборки и иден-
тификации образцов ставит работу в зависимость от
взгляда конкретного систематика, что может приве-
сти к некоторым искажениям в результатах, которые
уже невозможно будет скорректировать на последу-
ющих этапах. Обратный подход к ДНК-штрихкоди-
рованию дает возможность непосредственно оцени-
вать реальное видовое и генетическое разнообразие.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на обильную критику, метод ДНК-
штрихкодирования устоялся и находит все новые
области применения. Хотя с момента его введения
методы секвенирования ДНК заметно продвину-
лись, традиционный прямой подход все также
ограничен малой скоростью морфологического
анализа. В то же время методы секвенирования
нового поколения дают возможность принципи-
ально ускорить данный процесс за счет примене-
ния обратного подхода, то есть без предварительной
сортировки и идентификации образцов. Таким об-
разом возможно достичь заявленных глобальных
целей ДНК-штрихкодирования, но без точной при-
вязки к таксономии.
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