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Эффективность молекулярно-генетических методов 
исследования гербарных и археоботанических образцов

В работе представлены результаты молекулярно-генетического анализа гербарных образцов 
из коллекции ВИР и археоботанических находок из раскопа житного двора Свято-Троицкой 
Сергиевой Лавры (XV век). Рассмотрены особенности работы с генетическим материалом, 
полученным из гербарных образцов и растительных остатков. Отмечается ряд сложностей 
при экстракции фрагментов ДНК. При проведении молекулярно-генетических исследований 
апробировано несколько протоколов выделения нуклеиновых кислот из гербарных 
и  ископаемых образцов растений. Проведена амплификация с праймерами к участкам 
пластидных спейсеров psbK-psbI и trnL-trnF. У культур, хранящихся в гербарном фонде 
ВИР, выявлены продукты амплификации различных размеров. При сравнении результатов 
ПЦР выявлены идентичные по размеру продукты амплификации у засушенных растений 
и  древних образцов ДНК одного вида. Таким образом, данное исследование свидетельствует 
о возможности проведения дальнейшей работы с древней ДНК из археоботанических образцов 
XV века.

Ключевые слова: древняя ДНК, спейсеры, пластидный геном, D-Plants, DiamondDNA
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The effectiveness of molecular genetic methods in the study  
of herbarium and archeobotanical specimens

This paper presents the results of molecular genetic analysis of herbarium specimens from the VIR 
Herbarium collection (WIR) and archaeobotanical finds from the excavation of the grain yard of 
the St.  Sergius Trinity Lavra (15th century). The specifics of working with genetic material samples 
obtained from herbarium specimens and plant remains are considered. A number of difficulties in 
extracting DNA fragments are noted. Several protocols for nucleic acid extraction from herbarium 
and fossil plant samples have been tested and approved during the molecular genetic research. 
Amplification was performed with primers for the chloroplast spacer regions psbK-psbI and 
trnL-trnF. Amplification products of various sizes were detected in the crop plants preserved in the 
VIR herbarium. A  comparison of the PCR results revealed amplification products of identical size in 
dried plants and ancient DNA samples of the same species. Therefore, this study demonstrates the 
feasibility of further work with ancient DNA from 15th-century archaeobotanical samples.
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Введение

Современные генетические технологии 

открывают возможности для поиска генов, 

ассоциированных с хозяйственно-ценными 

признаками, а также изучить процессы домес

тикации и происхождение растений. Эти знания 

необходимы для успешного проведения селек‑

ционного процесса и создания новых сортов. 

Данные о возделывании староместных форм 

и произрастании диких родичей являются хоро‑

шим подспорьем для получения высокопро‑

дуктивных, устойчивых к болезням растений. 

Поэтому учёные всё чаще обращаются к гербар‑

ным коллекциям и археоботаническим наход‑

кам (Brown et  al., 2015; Gavrilenko, Chukhina, 

2020; Gavrilenko et  al., 2023; Agakhanov et  al., 

2024; Chukhina et al., 2024). Современные 

молекулярно-генетические подходы позволя‑

ют разработать эффективные методы выде‑

ления генетического материала из гербар‑

ных и  археологических материалов, устранить 

трудности при изучении древней ДНК, связан‑

ные с её фрагментированностью, контамина‑

цией, низкой эффективностью ПЦР и т.д. (Lister 

et al., 2008; Särkinen et al., 2012; Drabkova, 2014; 

Fomina et al., 2019; Antonova et al., 2020; Bakker 

et al., 2020; Carey et  al.; 2023; Gouker et  al., 

2023; Semilet et al., 2024 a, b).

Гербарный материал – ценный генетический 

ресурс и источник информации о таксономиче‑

ском разнообразии растений. Гербарный фонд 

является важным источником данных при срав‑

нительно-морфологическом анализе таксонов, 

исследовании биоразнообразия и изменений 

окружающей среды. Кроме того, изучение гер‑

барных образцов с помощью молекулярно-ге‑

нетических методов дает возможность отсле‑

дить эволюционный процесс, становление 

и  развитие флористических регионов, а также 

изучить динамику генома, что делает гербар‑

ный материал особо ценным. В настоящее вре‑

мя проводится изучение гербария в сравнении 

с современными образцами возделываемых 

культур. Эти исследования позволяют иденти‑

фицировать аллели генов, контролирующих 

хозяйственно ценные признаки. Однако возни‑

кает ряд трудностей, которые связаны с выде‑

лением нуклеиновых кислот из фиксированных 

растений на разных этапах (Doyle, Dickson, 1987; 

Srinivansan et  al., 2002; Zvyagin, 2010; Fomina 

et  al., 2019; Kates et  al., 2021; Marinček et  al., 

2022):

-  разрушение ядерного и пластидного гено‑

мов вследствие естественного старения (Doyle., 

Dickson, 1987; Fomina et al., 2019);

-  плохая сохранность, связанная с заклад‑

кой гербария и последующей обработкой 

(Srinivansan et al., 2002; Fomina et al., 2019);

-  классические методы сушки и фиксации 

растений (например, с использованием высо‑

ких температур или химических консервантов) 

приводят к фрагментации ДНК, что затрудняет 

ПЦР-амплификацию (Staats et  al., 2013; Fomina 

et al., 2019).

- содержащиеся следы химической обработ‑

ки, фенолы, дубильные вещества подавляют 

ферментативные реакции (Fomina et al., 2019);

-  воздействие генетического материала гри‑

бов и бактерий (Särkinen et al., 2012);

- сложный дизайн видоспецифических прай‑

меров к генам интереса для более точного 

секвенирования и исключения артефактов;

-  ограниченное количество материала, так 

как при работе с типовыми образцами в целях 

максимального сохранения всех систематиче‑

ски важных признаков образца авторы вынуж‑

дены отбирать минимальное количество расти‑

тельной ткани, что значительно снижает выход 

ДНК (Krinitsyna et  al., 2015; Gavrilenko et  al., 

2023).

На данный момент успешно выделены и изу‑

чены фрагменты ДНК из гербарных образцов 

картофеля с целью реконструкции эволюции 

генетического разнообразия и выяснения про‑

исхождения культурных форм картофеля (Ames, 
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Spooner, 2008; Gavrilenko et  al., 2023), гибри‑

дов тополя для восстановления утраченных 

элитных гибридных сортов-клонов (Lebedeva 

et  al., 2016), культурного арбуза для уточнения 

его филогенетического положения и пути одо‑

машнивания (Chomicki, Renner, 2015), некото‑

рых представителей рода Allium  L. (лук) для 

изучения его распространения (Sinitsyna et  al., 

2016). Эти исследования подтверждают значе‑

ние гербарных коллекций как ценных источ‑

ников генетической информации о видах и их 

распространении.

Особый интерес в этом контексте представ‑

ляют археоботанические находки, которые, 

подобно гербарным образцам, служат уни‑

кальным ресурсом для изучения доместика‑

ции, распространения растений. Однако из-за 

биотических и абиотических факторов, а так‑

же из-за и длительного хранения в почвенном 

слое материал повреждается, и точная иден‑

тификация видовой принадлежности становит‑

ся невозможной. Исходя из этого, к археобота‑

ническим находкам, кроме морфологического 

анализа, всё чаще стали применять палеогене‑

тические методы исследования (Blatter et  al., 

2002; Elbaum et al., 2006; Hansson, Foley, 2008; 

Kistler et  al., 2015; Filatova et  al., 2021; Perez-

Escobar et  al., 2022). При соблюдении установ‑

ленных норм создаются лаборатории для рабо‑

ты с древней ДНК, в которых соблюдаются все 

условия для предотвращения контаминации 

современной ДНК организмов (Brown  et  al., 

2015; Farrer et  al., 2021). На сегодняшний день 

учёными изучены фрагменты древней ДНК 

различных культурных растений из археоло‑

гических памятников Старого и Нового Света. 

Выделены и секвенированы фрагменты древ‑

ней ДНК из ископаемых остатков виноградных 

косточек и лоз (Malenica et al., 2014; Wales et al., 

2016), проведено высокопроизводительное 

секвенирование древних образцов ДНК рода 

Gossypium  L. (Palmer et  al., 2012). Особое вни‑

мание уделено изучению ископаемых остатков 

зерновых культур: пшеницы (Bilgic et al., 2016), 

ячменя (Badr et  al., 2000; Lister et  al., 2018), 

кукурузы (Goloubinoff et al., 1993), ржи (Filatova 

et  al., 2021), которые стали первыми возделы‑

ваться древними земледельцами при переходе 

от кочевого образа жизни к оседлому.

В настоящее время остается много вопросов 

о истории земледелия и возделывания культур‑

ных растений на территории России. Археологи, 

проводя раскопки на территории нашей стра‑

ны, зачастую находят много уникального мате‑

риала, который возможно идентифицировать 

и изучить с помощью морфологических и пале‑

огенетических методов исследования. Целью 

данного исследования является изучение рас‑

тительных остатков, найденных на террито‑

рии житного двора Свято-Троицкой Сергиевой 

Лавры (г.  Сергиев Посад, Московская область) 

с  помощью молекулярно-генетических мето‑

дов. Приводятся данные о подборе метода 

работы с древней ДНК и результаты сравни‑

тельного анализа с контрольными гербарными 

образцами.

Материалы и методы исследования

Объектом исследования стали раститель‑

ные остатки представителей родов Fragaria  L., 

Rubus  L., Cucumis  L., Fagopyrum Mill., Linum  L. 

(рис.  1). Карпологический материал был обна‑

ружен в ходе археологических раскопок на 

территории Свято-Троицкой Сергиевой Лавры 

(г. Сергиев Посад, Московская область).
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Рис. 1. Семена, обнаруженные при археологических раскопках в Свято-Троицкой Сергиевой 
Лавре: А) Fragaria sp.; B) Rubus sp.; C) Fagopyrum sp.

Fig. 1. Seeds discovered during archaeological excavations of the St. Sergius Trinity Lavra: A) Fragaria 
sp.; B) Rubus sp.; C) Fagopyrum sp.

Рис. 2. Семена из гербарных образцов: А) Fragaria vesca L.; B) Fragaria viridis Weston;  
C) Rubus idaeus L.; D) Fagopyrum esculentum Moench.; E) Linum usitatissimum L.

Fig. 2. Seeds from herbarium specimens: А) Fragaria vesca L.; B) Fragaria viridis Weston;  
C) Rubus idaeus L.; D) Fagopyrum esculentum Moench.; E) Linum usitatissimum L.
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Нами были отобраны гербарные образцы из 

коллекции Гербария культурных растений мира, 

их диких родичей и сорных растений (WIR) Все‑

российского института генетических ресурсов 

растений имени Н.И.  Вавилова, включающие 

Cucumis sativus L. (WIR-25550), Fragaria vesca L. 

(WIR-25312), F.  viridis  L. (WIR-35276), Rubus 

idaeus L. (WIR-43092а), Fagopyrum esculentum L. 

(WIR-0083342), Linum usitatissimum  L. (WIR-

32028). Семена Rubus idaeus  L. были допол‑

нительно представлены из археологического 

раскопа Земляного городища в Старой Ладоге.

Гербарный материал перечисленных куль‑

турных растений различался по дате и месту 

сбора (табл.  1), что объясняется доступностью 

материала. Разброс дат сбора позволяет оце‑

нить влияние возраста на качество выделенной 

ДНК. Археологические образцы были выбраны 

в качестве контрольной группы для сравнения 

с более ранними гербарными образцами.

При молекулярно-генетических исследо‑

ваниях была выявлена эффективность оте‑

чественных наборов при экстракции ДНК из 

семян образцов гербария.

Для выделения ДНК из материала Свято-Тро‑

ицкой Сергиевой Лавры и гербария из фон‑

да ВИР были выбраны отечественные наборы 

D-Plants («Биолабмикс», Россия) и DiamondDNA 

(OOO «НПФ «Алтайбиотех» Россия). Выделе‑

ние ДНК осуществлял и согласно протоколам 

производителей. Выбранные наборы отлича‑

ются этапами экстракции и степенью очист‑

ки ДНК. При выделении набором D-Plants 

Биолабмикс применяются спин-колонки, на 

которых происходит осаждение ДНК, очист‑

ка и последующая элюция. Протокол набо‑

ра Diamond подразумевает применение 

селективного сорбента вместо спин-колонок. 

Количество экстрагируемой ДНК определяли 

спектрофотометрическим методом на приборе 

NanoPhotometer NanoDrop (Implen, Германия).

На следующем этапе с полученными пре‑

паратами ДНК ставили пробную ПЦР с прай‑

мерами, разработанными для хлоропластной 

(пластидной) ДНК, являющихся межгенными 

участками (спейсерами): psbK-psbI и trnL-trnF 

(табл. 2).

Таблица 1. Гербарный материал, использованный в исследовании
Table 1. Herbarium material used in the study

Номер гербария / 
Herb.Cat.No. Вид / Species Место сбора / Collection site Дата сбора / 

Collection date

WIR-25550 Cucumis sativus Не указано 1962

WIR-25312 Fragaria vesca Не указано 1968

WIR-35276 Fragaria viridis Закарпатская обл. склон горы вблизи 
с. Холлицы, разнотравный луг 1975

WIR-43092а Rubus idaeus Старая Ладога  
(археологический раскоп, IX век) 2018

WIR-0083342 Fagopyrum esculentum Украина, Харьковская обл. 1930
WIR-32028 Linum usitatissimum Воронежская обл. 1920
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Амплификацию ДНК проводили реакци‑

онной смеси объемом 25  мкл, включавшей 

17,6  мкл очищенной от нуклеаз H2O, 2,5  мкл 

ПЦР-буфера (10X), 2,5 мкл MgCl2 (25 мМ), 1 мкл 

dNTP, 0,13  мкл прямого и обратного прайме‑

ра, 0,12 мкл Taq-полимеразы (4 е.а.), 1 мкл ДНК. 

Программа полимеразной цепной реакции 

состояла из следующих этапов: 1  – предвари‑

тельная денатурация при 95°С в течение 3 мин 

30  с; 37 циклов: денатурация при 95°С в  тече‑

ние 45  с, отжиг праймеров при 53°С 1  мин, 

полимеризация при 72°С – 1 мин 30 с, и завер‑

шение реакции при 72°С – 10 мин.

После ПЦР разделение фрагментов осущест‑

влялось методом гель-электрофореза в 1%-ном 

агарозном геле. Для оценки размеров ампли‑

фицированных фрагментов ДНК применяли 

маркёр молекулярного веса «ДНК Step100  bp» 

(«Биолабмикс», Россия). Визуализацию прово‑

дили ультрафиолетовым светом с использова‑

нием системы гель-документирования Gel Doc 

XR+ (Bio-Rad, США).

Результаты исследования

Выделение ДНК из гербарных образцов ВИР 

и археологического материала осуществляли 

при помощи наборов для выделения: Биолаб‑

микс и Diamond в соответствии с протоколами 

производителей. После выделения ДНК прово‑

дилась оценка концентрации нуклеиновых кис‑

лот методом спектрометрии (табл. 3).

Таблица 3. Результаты выделения ДНК из гербарных и археологических образцов
Table 3. Results of DNA extraction from herbarium and archaeological samples

Тип образца/ 
Sample type

Таксономическая 
принадлежность/ Taxonomic 

affiliation

Концентрация ДНК, нг/мкл во фракциях, 
выделенных с помощью разных наборов/ DNA 

concentration, ng/µl in fractions isolated using 
different kits

D-Plants
Биолабмикс

DiamondDNA
OOO «НПФ «Алтайбиотех»

Археологический Rubus sp. 0,85±0,008 2,1±0,021
Археологический Fragaria sp. 2,3±0,023 7,75±0,077
Археологический Cucumis sp. 3,6±0,036 0,7±0,007
Археологический Fagopyrum sp. 0,1±0,001 0,3±0,003
Археологический Fagopyrum sp. 0,05±0,0005 –
Археологический Linum sp. 0,015±0,00015 1,4500±0,0145
Гербарный Cucumis sativus 133,5±1,335 108,6±1,086
Гербарный Fragaria vesca 10,9±0,109 3,5±0,035
Гербарный Fragaria viridis 12,65±0,126 10±0,1
Гербарный Rubus idaeus 80,1±0,801 18±0,18
Гербарный Fagopyrum esculentum 144,6±1,446 277,5±2,775
Гербарный Linum usitatissimum 15,2±0,152 125±1,25

Так как концентрация ДНК, выделен‑

ной из части использованных археологиче‑

ских образцов (Fagopyrum sp., Linum sp.), 

показала критически низкие значения, эти 

образцы были исключены из дальнейше‑

го ПЦР-исследования. Для остальных образ‑

цов, концентрация ДНК в  которых оказалось 

достаточной, была проведена амплификация 

с использованием праймеров к межгенным 

спейсерам psbK-psbI и  trnL-trnF. Выбранные 

олигонуклеотиды  – фрагменты пластидной 

ДНК, которая в свою очередь является более 

стабильной в сравнении с ядерной и менее 

изменчива в ходе эволюции. Продукты ампли‑

фикации представляли собой фрагменты раз‑

личной длины, которые были разделены по 

длине. Полученные фрагменты имели длину от 

253 до 477 пар нуклеотидов. (рис. 3, 4).
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Рис. 3. Электрофоретические спектры продуктов амплификации археологической и гербарной 
ДНК (межгенный спейсер psbK-psbI): М – маркер молекулярного веса Step100 (Биолабмикс); 

археологические образцы: 1 – Rubus sp., 2 – Fragaria sp., 3 – Cucumis sp., 4 – Rubus sp.,  
5 – Fragaria sp., 6 – Cucumis sp.; гербарные образцы: 7 – Cucumis sativus, 8 – Fragaria vesca,  
9 – Fragaria viridis, 10 – Rubus idaeus, 11 – Fagopyrum esculentum, 12 – Linum usitatissimum,  

13 – Cucumis sativus, 14 – Fragaria vesca, 15 – Fragaria viridis, 16 – Rubus idaeus,  
17 – Fagopyrum esculentum, 18 – Linum usitatissimum

Fig. 3. Electrophoretic bands of amplification products of archaeological and herbarium  
DNA (psbK-psbI). M – Molecular weight marker St 100 (Biolabmix); archaeological samples:  

1 – Rubus sp., 2 – Fragaria sp., 3 – Cucumis sp., 4 – Rubus sp., 5 – Fragaria sp.,  
6 – Cucumis sp.; herbarium specimens: 7 – Cucumis sativus, 8 – Fragaria vesca, 9 – Fragaria viridis, 
10 – Rubus idaeus, 11 – Fagopyrum esculentum, 12 – Linum usitatissimum, 13 – Cucumis sativus,  

14 – Fragaria vesca, 15 – Fragaria viridis, 16 – Rubus idaeus, 17 – Fagopyrum esculentum,  
18 – Linum usitatissimum

Рис. 4. Электрофоретические спектры продуктов амплификации археологической и гербарной 
ДНК (локус trnL-trnF): М – маркер молекулярного веса ДНК Step 100 (Биолабмикс); археологиче-

ские образцы: 1 – Rubus sp., 2 – Fragaria sp., 3 – Cucumis sp., 4 – Rubus sp, 5 – Fragaria sp.,  
6 – Cucumis sp.; гербарные образцы: 7 – Cucumis sativus, 8 – Fragaria vesca, 9 – Fragaria viridis,  
10 – Rubus idaeus, 11 – Fagopyrum esculentum, 12 – Linum usitatissimum, 13 – Cucumis sativus,  

14 – Fragaria vesca, 15 – Fragaria viridis, 16 – Rubus idaeus, 17 – Fagopyrum esculentum,  
18 – Linum usitatissimum

Fig. 4. Electrophoretic bands of amplification products of archaeological and herbarium DNA (locus 
trnL-trnF): M – Molecular weight marker St 100 (Biolabmix); archaeological samples: 1 – Rubus sp.,  

2 – Fragaria sp., 3 – Cucumis sp., 4 – Rubus sp., 5 – Fragaria sp., 6 – Cucumis sp.; herbarium specimens: 
7 – Cucumis sativus, 8 – Fragaria vesca, 9 – Fragaria viridis, 10 – Rubus idaeus,  

11 – Fagopyrum esculentum, 12 – Linum usitatissimum, 13 – Cucumis sativus, 14 – Fragaria vesca,  
15 – Fragaria viridis, 16 – Rubus idaeus, 17 – Fagopyrum esculentum, 18 – Linum usitatissimum

Таким образом, результаты ПЦР демонстри‑

руют схожие продукты амплификации у архе‑

ологических и гербарных образцов по двум 

различным межгенным спейсерам (psbK-psbI 

и trnL-trnF), что подтверждает эффективность 

применяемых методов анализа. Межгенный 

спейсер psbK-psbI показал значительный раз‑

брос размеров длин амплифицируемых фраг‑

ментов между разными видами, в то время 

как trnL-trnF, напротив, демонстрирует более 

узкий диапазон длин продуктов амплификации 

(390–396  пн.). В обоих случаях контроль отри‑
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цательный, что свидетельствует об отсутствии 

неспецифических продуктов амплификации 

(контаминации). Несмотря на возраст археобо‑

танической находки и условий «погребения», 

успешные результаты экстракции и ампли‑

фикации говорят о сохранности генетической 

информации и возможности дальнейшего изу‑

чения изучение фрагментов древней ДНК.

Полученные результаты открывают пер‑

спективу для сравнительного анализа древ‑

них и гербарных образцов, поскольку доказаны 

эффективность применяемых методов выделе‑

ния и амплификации ДНК.

Обсуждение результатов

Нам удалось подобрать методы выделе‑

ния ДНК из археоботанических находок и гер‑

барного материала из коллекции ВИР, а также 

продемонстрировать возможность дальней‑

шей работы с генетическим материалом путём 

постановки ПЦР с праймерами к участкам пла‑

стидного генома.

Использованные при выделении с помощью 

набора D-Plants спин-колонки позволяют ДНК 

связаться с силикатной мембраной. Через мем‑

брану осуществляется отмывка нуклеиновых 

кислот от компонентов-ингибиторов (белки, 

полисахариды, фенольные соединения) и даль‑

нейшая элюция. Данный метод показал себя 

наиболее успешным при выделении древней 

ДНК из карбонизированных зерновок ячменя 

(Hordeum vulgare L.) археологического памятни‑

ка городища Усвяты XII века и позволило опре‑

делить архитектонику колосьев (Semilet et  al., 

2024 a).

В основе протокола Diamond лежит исполь‑

зование сорбента, который при контакте 

с  растительным материалом положительно 

влияет на количество выделенной ДНК. Этот 

набор показал наибольшую в сравнении с дру‑

гими образцами эффективность при экстракции 

древней ДНК для большинства археологиче‑

ских образцов (Rubus sp., Fragaria sp.).

При использовании протокола выделения 

ДНК на спин-колонках набора D-Plants (Биола‑

бмикс) наибольшее количество ДНК получено 

при экстракции из гербарных и археологиче‑

ских образцов рода Cucumis. Проведение ПЦР 

в молекулярно-генетических исследованиях 

археологических и гербарных образцов позво‑

ляет, во-первых, оценить эффективность ампли‑

фикации, во-вторых, доказать пригодность 

образцов для дальнейшего молекулярно-гене‑

тического исследования (Fernandez et  al., 2013; 

Milanesi et  al., 2016; Semilet et  al., 2024  a,  b;). 

В результате амплификации двух участков пла‑

стидной ДНК из гербарных и археоботаниче‑

ских образцов разных видов были получены 

фрагменты ожидаемого размера.

Выводы

При выборе протокола выделения ДНК из 

гербарных и археологических образцов важ‑

но учитывать степень сохранности материала 

и видоспецифические особенности растений. 

Полученные данные подтверждают необходи‑

мость использования индивидуального подхо‑

да при подборе метода выделения ДНК. Нам 

удалось экстрагировать древнюю ДНК из образ‑

цов, полученных при раскопках Свято-Троицкой 

Сергиевой Лавры. Несмотря на определён‑

ные сложности в работе, из гербарного мате‑

риала коллекции ВИР выделена ДНК хорошей 

концентрации, пригодная для ПЦР. При поста‑

новке амплификации с праймерами к участ‑

кам пластидного генома получены ампликоны 

одинаковых размеров у археоботанического 

материала и гербария ВИР. Представленные 

результаты дают возможность предположить, 

что дальнейшие палеогенетические исследо‑

вания образцов из Свято-Троицкой Сергиевой 

Лавры позволят выявить генетическое сходство 

с современными возделываемыми растения‑

ми.  
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