
ДНК Таксономия и современные 

методы изучения последовательностей 

ДНК (секвенирование).



Дидезокси метод секвенсирования ДНК по Зангеру

Sanger F. et al. (1977): Nucleotide sequence of bacteriophage phi X174 DNA. In: Nature. Bd. 265, S. 687–695



Флуоресцентные метки и автоматизированное 

чтение геномов

До 1000 бп за одно прочтение 96-capillary ABI 3730XL



Современные методы секвенирования  второго и третего поколения

Next-generation DNA sequencing NGS

the Roche/454 FLX Pyrosequencer

(http://www.454.com/enabling- technology/the-system.asp)

the Illumina/Solexa Genome Analyzer (7) 

(http://www.llumina.com/pages.ilmn?ID=203)

Applied Biosystems SOLiD TM System 

(http://marketing.appliedbiosystems.com/images/Product / SolidKnowledge / flash 

/102207/solid.html).

Helicos Heliscope TM (www.helicosbio.com)

Pacific Biosciences SMRT (www.pacificbiosciences.com) instruments.

И многие другие ........

Анонсированы



Общий принцип секвенирования нового («второго») 

поколения



Сравнение этапов первого и второго поколения методов 

секвенирования   

Shendure1& Hanlee (2008) Nature Biotechnology 26, 1135 - 1145

http://www.nature.com/nbt/journal/v26/n10/full/nbt1486.html#a1


Секвенаторы «нового поколения» —

высокопроизводительные секвенаторы ДНК, не 

использующие метод терминации цепи Сэнгера и 

капиллярный электрофорез. Принципы работы приборов 

различаются от производителя к производителю. 

Производительность таких секвенаторов на несколько 

порядков превосходит производительность самых мощных 

капиллярных приборов и достигает сотен млрд. пар 

оснований за запуск



Технологии секвенирования второго поколения: Roche 454



Технологии секвенирования второго поколения: Illumina 

(Solexa)



Технологии секвенирования второго поколения:

Applied Biosystems SOLiD



Длина 

прочтения 

одного 

фрагмента 

454-FLX

Titanium

Illumina 

HiSeq SOLiD 5500

240–400-

700

2x100 2 x 50

Количество 

прочтенных 

фрагментов 

за одну 

реакцию 

500 тысяч 2 миллиарда 2 миллиарда

Сравнение проиводительности секвенаторов второго 

поколения



Новые горизонты  и ограничения в применении 

секвенирования второго и третьего поколения в 

систематике и филогенетике

•Секвенирование хлоропластного Генома любых видов (наличие 

реферативной  последовательности )

• Снип  метод

•Довольно быстрое определения Микросателитных примеров

•И многое другое .......

Чтобы «собрать» геномную последовательность из нескольких 

миллиардав коротких отсеквенированных фрагментов, 

необходимы очень мощные компьютеры и также наличие 

реферативного  (уже) отсеквенированного ранее 

близкородственного генома.

Для дикорастущих видов  растений с большим геномом это 

практически еще  проблематично.



Отличия последовательности ДНК размером в один нуклеотид 

(A, T, G или C) в геноме (или в другой сравниваемой 

последовательности) представителей одного вида или между 

гомологичными участками гомологичных хромосом.

Если две последовательности ДНК — AAGCCTA и AAGCTTA —

отличаются на один нуклеотид, в таком случае говорят о 

существовании двух аллелей: C и T. 

SNP возникают в результате точечных мутаций.

Single nucleotide polymorphism, SNP

Однонуклеотидный полиморфизм (ОНП или снип)



DNA Тaxonomy and

Barcoding

Botanical Garden of the University of Osnabrueck



Три важнейщих задач Таксономии

1. Опредление и описание новых видов.

Названия видов – это основа для любых флористических списков

2. Классификация

Выяснение таксономического статуса и номенклатуры

3. Создание алгоритмов (пособий) для определение видов

(Определители и Флоры; Ключи для видов, родов и т. д........

• Определение видов это достаточно трудоемкий и сложный 

процесс, который часто требует высокой квалификации.

• К этому еще дополняется проблемма перепроверки – без 

сравнительного материала (т. Н. „Vouchers“), любое название

растения, независимо от того, где оно опубликовано, в лучщем  

случае является предположением.

Очень важную роль здесь играют Гербарии.



Barcoding

Возможность определения любого таксона с помощью 

прочтения одного или двух фрагментов ДНК.

Для этого необходимо создание Базы данных с сиквенсами 

этих фрагментов.



ДНК штрих-код (Barcodes)

First International Conference for the Barcoding of Life Februar 2005

First International Conference for the Barcoding of Life Februar 2005



ДНК из растений и других 

организмов

Клонирование

ДНК из почвы, из воды в пруду, из 

озера или реки 

Секвенсирование

MOTU (molekulare Taxa Unit)

Филогенетический анализ

Сравнение с близкородственными видами

0.1

2735ramosum
2755ramosum

2454tuberosum
6000gilgiticum

5000oreoprason
3643oreoprason

100
95

6086kingdonii
2104mairei

100

6080A-spicatum
6081A-spicatum
100

2824cyatophorum
6100weschnjakovii
2825cyathophorum
68
100

100

87

5089przewalskianum
2539polyrrhizum

6004subangulatum
100

81

3163czemalense
2365bidentatum

100

2373mongolicum
5091dentigerum

84
79

6 9

2745eduardii
2761eduardii

100

3192vodopjanovae
5402vodopjanovae

3249tenuiss imum
2349anisopodium

100
100

100

3764incensiodorum
2778angulosum
5736flavescens
3470albidum
2927lus itanicum

50

3401rubens
1968spirale
2744tuvinicum
3161nutans
5738stellerianum

2747austros ibiricum
2750senescens

67

100

67

84

3339litvinov ii
5796haneltii

5243eremoprasum
2903schoenoprasoides

3735caeruleum
3688elegans
2561caes ium

97
100

100

5802kopendagense
5336cupanii

2369macranthum
3092melanantherum

3230flavum
78

98

3828paniculatum
5302rupestre

2579kunthianum
100

85

100

99
100

87

5049turkestanicum
3366turkestanicum

100

6057pamiricum
6029setifolium

63

6054moschatum
5752inaequale

100

6033teret ifolium
3779tanguticum

10047

77

65

6058margaritae
5055parvulum

3660grif fitianum
2646umbilicatum

68
100

5037brevidens
3674filidens

3662crystalinum
2573filidentiforme

100
100

5337sphaerocephalon
5376atrov iolaceum
1319sativum

65

2290scorodoprasum
5772dregeanum

100

2198ampeloprasum
3969iranicum

98

95

100

99

84

61

80

3898scabriscapum
6048sulphureum

3998trachyscordum
99

100

6027oreoprasoides
6022drobov ii

82

2791drepanophy llum
1070xiphopetalum

6030sordidiflorum

77

5703kuramense
6032tenuicaule

6079minorens is
1330jodanthum

66
47

86

100

90

100

2769ubsicolum
5816lineare

6024lineare
89

3390montibaicalense
6003montibaicalense

100
68
90

6044flavidum
6045cham arense
6053malyschevii

3384splendens
3165clathratum
5737rupestristepposum

5404strictum
6060leucocephalum

71
92
87

87

98
73

79

100

98

6063condensatum
5619condensatum

100

3158obliquum
3040petraeum

3376talassicum

100
100

57

5616petraeum
2396ambliophyllum
2905platispathum

100

3140filifolium
2570carolinianum

2418kaschianum
3135hymenorrhizum

100
61

68
100

65

6084forrest ii
6089henryi

2211beesianum
6093aciphyllum
3872cyaneum
6070sikkimense

3849cyaneum
57

94
55

100
100

6046komarovianum
1963thunbergii

2015chinense
3407chinense

100
100

100

2912atrosanguineum
6043monadelphum

98

6028semenovii
6018fedschenkoanum
2560fedschenkoanum

93
67

100

2333gunibicum
1547ericetorum

1741daghes tanicum
100

2827ochr-pseudosu
5578ochroleucum

1603suaveolens
82

100
98

98

3446schoenoprasum
5226schmitz ii
3201oliganthum

5432sch-lat iorifolium
0433altyncolicum
3170ledebourianum
2592karelinii
2772maximow iczii

80
50

53

9 2

100

5152roy lei
3900asarense

5238vavilov ii
5239vavilov ii
A878cepa
1810cepa-aggreg

65

75
83

100

1994pskemense
5712praemixtum
5016oschaninii

89
73

1729galanthum
5561altaicum

2760altaicum
9174fistulosum
0266fistulosum
0339altaicum

100
97

52

97

100

50

62

71

100

100

100

96

ITS   Rhizirideum + Allium ,

without Anguinum

16.02.01

PCR

Секвенсирование

Ваучер в Коллекциях

Например в Гербарии

ДНК штрихкод (Barcodes)

PCR



Примеры из практики Ботанического сада

Университета Оснабрюк

В коллекции Ботатического сада находится целый ряд растений без 

названия



Пример 1
86-09-0064-10

Boraginaceae 1985 из Мексики



>nn-Boraginaceae?

TGCGAGCCTCGCGAAAACAAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAATACCATAGACGAGGGCCTTCCTTTCCCCGCCCCGTCCGCGGAGCGTGGGGC

GAGGCAACGGCATCTTCTCGAATGAAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTCGCATCGATGAAGGACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTG

TGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCGTCAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGC

GTCGCCTCCCGCACTCCCCGCCCTTCCAGGGTGCATCGGCTAGTGCGCGGGGGCGGATTGTGGCCTCCCGTGCCCTTCGTTCGGCGCGGTTGGCCGA

AATACGAGTCCGGGGCGAAGGACGTCRCGACGAGTGGTGGTTGGAACTTTCAACTCTCGTGTTGCCGTGCCGTGTCCTGTTGCTCGACCGAGACTGA

GGAGACCCTGACGCGCTTGTCTCGTTCCGACGGGAGGAGCCACGCGCTACGACCGCGACCCCAGGTCAG

Пример 2.



Cordia sonorae Rose

Boraginaceae из 86-09-0064-10



Растение под номером 84-00-0313-80 с 1984 года находится в коллекции

Ботатического сада без названияю

ITS 1

Пример 2



>nn

TCGTCGTCACCCGCACTTCGTGGAGTTCGGGAGACGGATGTTGGCCTCCCGTGCCCCTGCGGTGCG

GCCGGCCTAAATGCGAGTCCTCGGCTCGGGACGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACTCATCAACTCG

TTTGCTGTCTTGACGACGCCCGTCGCCGGTGAACGGCTCGATCGACCCGAGAGCCCCGAAAAGGGC

CTTCGAAC



Coprosma montanum Hillebr. Rubiaceae



Gattung Galanthus L.



Для G. elwesii (Турция) и G. woronowii (Грузия) каждый год 

определяются комиссией CITES квоты на сбор в природе. 

Род Galanthus включен с 18.01.1990 в приложение II 

Вашингтонского соглашения о защите видов

Торговля видами рода возможна тлолько с определенными 

ограничениями.

Например для G. woronowii в 2004 году квота была 15 миллионов 

луковиц.

Только три вида разрещены к торговле: G. nivalis, G. elwesii und G. 

woronowii.

G. nivalis должен предлагаться в торговле только из культуры.



Federal Agency for Nature Conservation supported a research project 

F+E-Vorhabens 803 82 020 in  BG Osnabrueck (01.10.2003 –

30.06.2005 ) „Entwicklung eines artspezifischen DNA-Marker-Systems 

für die Schnellbestimmung bestimmter wildentnommener 

Schneeglöckchen (Galanthus) Arten.“

Aim:
Developing molecular based identification tools for Galanthus species, 

which are included in legal and  illegal commercial trade



Methods

cpDNA, ITS, RAPD, DNA sequencing, cloning

cpDNA: matK, trnT-trnL spacer,  trnL-trnF spacer

Выявить видоспецифичные фрагменты ДНК и разработать 

ПЦР праймеры для амплификации этих фрагментов.



19 видов

1999, reprinted 2000





II. Types of vernation Transverse sections 

through leaves at bud stage.

A – applanate vernation; B – explicative 

vernation; C – supervolute vernation

Important morphological characters for species identification in the genus Galanthus

III. Leaf colour: green, green-matt or glaucous 

I. Inner perianth segments of Galanthus species:



Nivalis - Clade

Elwesii - Clade

Krasnowii - Clade

Woronowii - Clade

Alpinus - Clade

cpDNA 
trnL - trnF

G. elwesii
G. peshmenii
G. peshmenii

G. elwesii
G. elwesii
G. elwesii
G. elwesii 

G. cilicicus
G. elwesii var. monostyctus

G. elwesii 
G. elwesii
G. elwesii
G. gracilis

G. reginae-olgae
G. nivalis

G. plikatus
G. nivalis var. scharlockii

G. nivalis
G. nivalis
G. nivalis
G. nivalis

99

55

G. woronowii
G. woronowii
G. woronowii

100

G. rizehensis
G. rizehensis

74

100

G. ketzkowelii 
G. lagodechianus

G. artjuschenkoae
G. ketzkovelii

G. lagodechianus

100

G. transcaucasicus
G. angustifolius

G. alpinus
G. caucasicus

G. kemularia
G. kemulariae
G. schaoricus
G. rizehensis

G. alpinus
G. alpinum
G. alpinus

G. bortkewitsheanum
G. alpinus
G. alpinus

60

71

G. platyphyllus
G. platyphyllus

G. krasnovii
G. krasnovii

96

98

Leucoum aestivum

58

Genus 

Galanthus

99

G. krasnovii (G159)
G. krasnowii (G19)
G. krasnovii (AY101300)
G. platyphyllus (AY101303)

G. platyphyllus (G58)
G. krasnovii (G164)
G. krasnovii (G160)

G. platyphyllus (G200)

100

100

Leucojum aestivum (G166)

Leucojum vernum (AY101293)

G29 nivalis France
G nivalis AY101302
G137 nivalis
G138 nivalis scharlokii
G24 nivalis florepleno
G124 nivalis scharlokii

G23 nivalis2 BerggartenH

64

G141 nivalis Austria
G271 nivalis Austria
G142 nivalis Austria
G regia olg vern AY101306

82

100

G190 reginae olgae
G6 reginae olgae
G reginae olgae AY101305

94

59

G. plicatus (G1)
G. plicatus (AY101304)

100

100

G. elwesii (G288)
G. elwesii (G294)
G. peshmenii (G297)
G. elwesii (G2)
G. elwesii (G21)
G. caucasicum var. huemalis (G129 )
G. elwesii (G276)
G. elwesii (G10)

G. peshmenii (G181)
G. elwesii (AY101296)
G. elwesii var. monostictus (G290)
G. elwesii var. monostictus (G189)
G. elwesii var. monostictus (G136)
G. elwesii (G132)

G. platyphylum? (G82)
G. peshmenii (G298)

98

G. elwesii (G8)

54

G. cilicius (G188)
G cilicicus (AY101295)

100

60

G. gracilis (G97)

55

G. gracilis (G90)

84

G gracilis (AY101298)

100

G. ikariae (G183)
G. ikariae (AY101299)

100

100

G. woronowii (G13) 
G woronowii (AY101308)

G. woronowii (G16)
G. woronowii (G157)
G. woronowii (G20)
G. woronowii (G155)
G. woronowii (G12)
G. rizehensis (G163)
G. rizehensis (G162)
G161 rizehensis

99

G198 kemulariae lc
G194 ketzkovelii
G36 artjuschenkoae
G18 lagodechianus
G125 lagodechianus

96

98

G126 fosteri
G fosteri AY101297

100

90

G32 angustifolius
G47 angustifolius
G197 alpinum
G196 caucasicus lc
G151 alpinus
G150 alpinus
G alpinus AY101294
G transcaucasicus AY101307

G168 bortkevichianus
G31 bortkevichianus
G30 transcaucasicus

86

G43 transcaucasicus

100

G185 koenianus
G193 koenianus lc

100

99

79

ITS

Genus 

Galanthus



Метод

SCARs

Niv1F

TACACCTGTGGGGAGAATCC



Тест с Galanthus nivalis-праймерами
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a)  Niv1F - Niv1R b)  Niv2F - Niv1R
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RAPD: Operon Primer R14



ДНК Таксономия в ближайшем 

(и не совсем ) будующем.



atpF-atpH spacer, matK gene, rbcL gene, rpoB gene, rpoC1 gene, psbK-psbI 

spacer, and trnH-psbA spacer

A DNA barcode for land plants

CBOL Plant Working Group1

PNAS  August 4, 2009 vol. 106  no. 31б 12794–12797

rbcL,  matK

Проанализировано 397 видов растений из всех 

таксономических груп. 


