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Аннотация. В мире существует более 3400 научных гербариев, насчитывающих около 390 миллионов об-
разцов, собранных за последние 400 лет, которые документируют растительное разнообразие Земли. Инфор-
мация, хранящаяся в виде гербарных коллекций, не устаревает со временем и создает фундамент для прове-
дения исследований по биоразнообразию. Настоящим прорывом в методологии изучения гербарных образцов 
в последние два десятилетия явилось привлечение ДНК-технологий, что стало возможным благодаря разра-
ботке все более совершенных методов выделения ДНК, ПЦР-анализа и секвенирования. Все чаще гербарные 
образцы становятся объектом комплексных исследований по систематике и филогении, изменению генетиче-
ской структуры популяций в различные исторические периоды, изучению генофонда и истории интродукций 
отдельных видов растений как с использованием классических ботанических методов, так и с привлечением 
методов молекулярной генетики. Для изучения исторических эпифитотий и ко-эволюции системы патоген-хо-
зяин проводятся параллельные исследования гербарных растений и сохранившихся на них вредных организ-
мов. В данном обзоре рассмотрены перечисленные выше направления исследований гербарных коллекций, 
выполненные с привлечением молекулярно-генетических методов.

Молекулярно-генетические исследования гербарных образцов сопряжены с рядом методических трудно-
стей. Анализ литературных данных указывает, что изменения ДНК могут быть вызваны различными при-
чинами и факторами, связанными как с гербаризацией растений, так и с длительным хранением гербарных 
образцов. В ряде работ показана зависимость качества выделенной ДНК от возраста гербарного образца, а 
также от состояния сохраняемых растений. При этом скорость фрагментации ядерной и пластидной ДНК у 
гербарных растений может различаться. Использование модифицированных методик, направленных на уда-
ление окисленных полифенолов и выделение даже небольших фрагментов, позволяет преодолевать проблемы 
загрязнения препаратов и потерь значительных фракций деградированной ДНК при выделении. Рассмотрены 
перспективы исследований гербарных коллекций с использованием методов секвенирования нового поколе-
ния (NGS-анализа), которое снимает многие методические ограничения.
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Summary. There are more than 3400 scientific herbaria in the world, with about 390 million specimens collected 
over the past 400 years, which document the Earth’s plant diversity. Information stored in the herbarium collections 
is not out of date over time and creates the basis for conducting and developing biodiversity research. The real break-
through in the methodology of studying herbarium specimens over the past two decades has been the use of DNA 
technology, which has become possible due to the development of more advanced methods of DNA extraction, PCR 
analysis and sequencing. More often, herbarium specimens are becoming the object of comprehensive studies on 
systematics and phylogeny, changes in the genetic structure of populations in different historical periods and on the 
analysis of the gene pool and in studying the history of the introduction of plant species, using both classical botanical 
methods and involving modern methods of molecular genetics. At the same time, parallel studies of herbarium plants 
and pathogenic organisms preserved on them are carried out to study historical epiphytoties and the joint evolution of 
the pathogen-host system. Present review summarizes the recent results of molecular genetic studies of the herbarium 
collections.

Molecular genetic studies of herbarium specimens are associated with a number of methodological difficulties. 
Analysis of the literature indicates that DNA changes can be caused by various reasons and factors associated with 
both plant herbarization and with long-term storage of herbarium specimens. In a number of studies, the dependence 
of the quality of isolated DNA on the age of the herbarium specimen, as well as on the state of the stored plants, has 
been demonstrated. Moreover, the rate of fragmentation of nuclear and plastid DNA in herbarium plants may vary. 
The use of modified techniques aimed at the removal of oxidized polyphenols and the extraction of even small frag-
ments allows to overcome the problems of drug contamination and the loss of significant fractions of the degraded 
DNA during isolation. The prospects for studies of herbarium collections using NGS analysis, which removes many 
methodological limitations, are considered. 

Введение

В начале XVIII века Жозеф Турнефор (Joseph 
Pitton de Tournefort) предложил использовать 
термин «гербарий» для обозначения коллекций 
сухих растений. Значительно раньше профессор 
ботаники университета Болоньи Лучо Гини (Luca 
Ghini) начал высушивать растения под прессом и 
монтировать их на бумаге для длительного хра-
нения (Bridson, Forman, 1995). По состоянию на 
1 декабря 2017 г. в мире существует более 3400 
гербариев, зарегистрированных в базе данных 
Index Herbariorum и насчитывающих около 390 
миллионов образцов, которые собраны за по-
следние 400 лет и документируют растительное 
разнообразие Земли (Thiers, 2008+). Гербарные 
коллекции включают в себя не только образцы 
ныне существующих и доступных для исследо-
ваний растений, но и материал от редких и уже 
вымерших видов и популяций (Thiers, 2008+). 
Информация, которая хранится в виде гербар-
ных коллекций, не устаревает со временем и соз-
дает фундамент для проведения исследований 
по биоразнообразию.

В число крупнейших гербариев мира входят 
коллекции: 

– Королевского ботанического сада Кью (K,  
г. Ричмонд, Великобритания) – 8,5 миллионов 
образцов; 

– Национального музея естественной исто-
рии (P, г. Париж, Франция) – около 8 миллионов 

образцов, из них около 6 миллионов образцов 
семенных растений; 

– Нью-Йоркского ботанического сада (NY, г. 
Нью-Йорк, США) – более 7,8 миллионов образ-
цов (6 миллионов образцов семенных растений);

– Ботанического института им. В. Л. Комаро-
ва РАН (LE, г. Санкт-Петербург, Россия) – около 
7,18 миллионов листов (6 млн образцов сосуди-
стых растений); 

– Центра биоразнообразия Naturalis (L, г. Лей-
ден, Нидерланды) – 5 миллионов листов (Thiers, 
2008+). 

Огромную историческую и научную цен-
ность представляют коллекции Карла Линнея 
(около 13000 гербарных листов), хранящиеся 
в Лондонском Линнеевском Обществе (LINN, 
Linnean Society of London). Значительная часть 
коллекции К. Линнея сохранилась также в герба-
риях Швеции (GB, S, SBT, UPS). 

Всего в России зарегистрировано более 170 
гербариев, и, таким образом, наша страна за-
нимает шестое место в мире по общему объему 
гербарных коллекций (Gureyeva, 2010). Старей-
шей гербарной коллекцией на территории Рос-
сийской Федерации является Гербарий имени 
Д. П. Сырейщикова биологического факультета 
Московского государственного университета 
(MW). Объем основных фондов составляет бо-
лее 1 миллиона образцов, собранных на терри-
тории бывшего СССР – из Европейской части, 
с Кавказа, Сибири и Дальнего Востока, Сред-
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ней Азии, Казахстана, а также из ряда зарубеж-
ных стран (Index Herbariorum Rossicum. URL: 
https://www.binran.ru/resources/current/herbaria/
herbariums/146-detail.html).

Крупнейшей российской гербарной коллек-
цией мирового значения по праву считается Гер-
барий Ботанического института им. В. Л. Кома-
рова (LE, г. Санкт-Петербург), в фондах которого 
сохраняются более 7 миллионов гербарных об-
разцов, что составляет примерно 40 % всех гер-
барных фондов нашей страны (Geltman, 2012). В 
коллекциях БИН наиболее полно представлены 
гербарные материалы из Евразии, однако хра-
нятся и ценные коллекции из других регионов 
Земного шара (Vascular Plants Herbarium of the 
Botanical Institute. URL: https://www.binran.ru/
resources/current/herbaria/herbariums/136-detail.
html).

Гербарий культурных растений, их диких ро-
дичей и сорных растений Всероссийского ин-
ститута генетических ресурсов растений имени 
Н. И. Вавилова (WIR, Санкт-Петербург) – спе-
циализированная гербарная коллекция мирового 
значения, которая в настоящее время насчитыва-
ет около 380000 гербарных листов культурных 
растений и их диких родичей, собранных в раз-
личных регионах земного шара (Smekalova et al., 
2012). 

Ценность фондов гербарных коллекций в зна-
чительной степени определяет наличие типовых 
(аутентичных) гербарных образцов, на основа-
нии которых были описаны новые таксоны. Эта 
часть гербарных коллекций имеет не только важ-
нейшее национальное, но и международное зна-
чение. Так, например, в гербарии WIR хранятся 
730 номенклатурных типов таксонов, описанных 
Н. И. Вавиловым, П. М. Жуковским, С. М. Бука-
совым, С. В. Юзепчуком, Е. Н. Синской, О. Н. 
Коровиной (Бондаренко), П. Н. Богушевским, 
В. Д. Кобылянским, Т. Н. Ульяновой и многими 
другими исследователями не только ВИР, но и 
сотрудниками других организаций (Smekalova et 
al., 2012).

Важным моментом при регистрации названий 
сортов (культиваров), групп сортов культурных 
растений является назначение номенклатурного 
стандарта. В соответствии с разделом V Между-
народного кодекса номенклатуры культурных 
растений, номенклатурным стандартом предпо-
чтительно является гербарный образец, который 
неразрывно связан с названием сорта и должен 
храниться в научном гербарии (International 
Code …, 2016). Номенклатурные стандарты име-

ют большое значение для предотвращения пута-
ницы в работе с исходным материалом, ошибок 
в документировании растительного материала и 
для сохранения авторских прав создателей сор- 
тов.

Хорошим правилом стало при проведении 
различных специальных исследований: карио-
логических, биохимических, молекулярно-ге-
нетических – документировать их ваучерными 
гербарными образцами, которые подтверждают 
таксономическую принадлежность изучаемых 
объектов.

Примеры исследований исторических  
гербарных образцов

К историческим принято относить гербарные 
коллекции, собранные, как правило, до начала 
XX в. и изученные выдающимися учеными бота-
никами. В данном обзоре важным признаком для 
понимания гербарного образца как историческо-
го является его возраст. Историческое значение 
имеет весь материал гербарного листа, в том 
числе информация гербарной этикетки, включа-
ющая оригинальное название образца (соглас-
но гербарной этикетке), географический пункт 
сбора, характеристику конкретных условий 
произрастания, дату сбора и автора(-ов) сбора –  
коллектора(-ов), а также полевой номер образ-
ца. Информация из гербарных этикеток о месте 
и дате сбора образца позволяет анализировать 
биоразнообразие в различные исторические пе-
риоды (Bebber et al., 2010; Wieringa, Sosef, 2011; 
Meineke et al., 2018), пути интродукции генети-
ческого материала (Delisle et al., 2003; Chauvel et 
al., 2006), а также фиксировать изменения, вы-
званные сменой климата (Sparks, Carey, 1995; 
Primack et al., 2004; Davis et al., 2015; Fazlioglu, 
2018). Например, на основании историко-гео-
графического анализа метаданных у 1200 гер-
барных образцов сорного растения амброзии 
полыннолистной (Ambrosia artemisiifolia L.), 
собранных во Франции и в других европейских 
странах, была получена информация о времени 
появления этого сорного растения в Европе и пу-
тях его интродукции. По мнению авторов, семе-
на сорняка были завезены во Францию из США 
в конце XIX–начале XX в. вместе с импортиру-
емыми культурными растениями, такими как 
картофель, пшеница и семена клевера (Chauvel 
et al., 2006).

Записи гербарных этикеток могут быть цен-
ным источником информации о реакции различ-
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ных видов растений на изменение климата. В 
2004 г. D. Primack с соавторами, используя ин-
формацию этикеток 372 гербарных листов 229 
растений – представителей 37 родов, произрас-
тающих в Дендрарии Арнольда Гарвардского 
университета с 1885 г., продемонстрировали для 
ряда видов существенный сдвиг к более ранним 
срокам цветения, который в период с 1980 по 
2002 гг. в среднем достиг 8 дней. Данное явление 
авторы объяснили повышением средней весен-
ней температуры воздуха на 1,5 °С в районе го-
рода Бостон за исследуемый период (Primack et 
al., 2004). Подобное исследование по оценке вли-
яния климатических изменений на сроки цвете-
ния растений было проведено F. Fazlioglu (2018), 
который проанализировал 7146 гербарных ли-
стов 142 видов растений, произрастающих в Су-
барктике, и продемонстрировал значительный 
сдвиг к более ранним срокам цветения в течение 
последних 100 лет. В зависимости от вида сдвиг 
варьировал от 8 до 26 дней. По мнению автора, 
это смещение связано с климатическими изме-
нениями, а также со значительно более ранним 
периодом таяния снега (Fazlioglu, 2018).

Настоящим прорывом в методологии изуче-
ния гербарных образцов явилось привлечение 
ДНК-технологий. Хотя возможность исполь-
зования ДНК, выделяемой из гербарных расте-
ний, была показана более 30 лет назад (Rogers, 
Bendich, 1985), массовый молекулярно-гене-
тический анализ стал широко использоваться 
в изучении гербарных коллекций в последние 
два десятилетия, что связано с разработкой все 
более совершенных методов выделения ДНК, 
ПЦР-анализа и секвенирования (Bieker, Martin, 
2018; Inglis et al., 2018). 

Чаще всего в молекулярных исследованиях 
используют многокопийные последовательно-
сти внутренних транскрибируемых спейсеров 
(ITS1 и ITS2) ядерных генов рРНК, а также гены 
и межгенные спейсеры пластидной и митохон-
дриальной ДНК (ndhN, rbcL, matK, trnL/trnF, 
др.). Это объясняется сильной деградированно-
стью ДНК гербарных растений; данная пробле-
ма будет рассмотрена ниже.

Такие исследования проводятся метода-
ми ПЦР (Ames, Spooner, 2008; Erkens et al., 
2008), ДНК-чипирования (SNP) (Yoshida et al., 
2015; Lundstrom et al., 2018) и секвенирования 
(Saltonstall, 2002), а в последнее время актив-
но используются методы NGS (Hart et al., 2016; 
Weiss et al., 2016; Magwe-Tindo et al., 2018).

С развитием методов ДНК-маркирования по-
явилась возможность включать гербарные образ-

цы в филогенетические исследования, а также 
проводить исследования генетического разноо-
бразия видов, изменений генетической структу-
ры популяций в различные исторические пери-
оды, изучать историю интродукций (Saltonstall, 
2002; Ames, Spooner, 2008). Изучение полимор-
физма различных последовательностей ДНК, 
выделенной из типового гербарного образца – 
первичного материала, послужившего основой 
для описания таксонов, открывает возможности 
для прояснения спорных вопросов филогении и 
систематики. 

Показательно исследование G. Chomicki и  
S. S. Renner (2014), которые провели молекуляр-
но-филогенетический анализ видов арбуза, от-
носящихся к роду Citrullus Schrad. ex Ecklon et  
C. Zeyh. и представителей других родов семей-
ства тыквенных, включив в анализ помимо об-
разцов арбуза из современных сборов в Бенине, 
Марокко, Намибии и ЮАР, типовой гербар-
ный образец Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. 
et Nakai, собранный в 1773 г. близ Кейптауна 
(ЮАР) учеником Карла Линнея Карлом Пете-
ром Тунбергом (C. P. Thunberg), из Гербария UPS 
(Museum of Evolution, Sweden, Uppsala). У ото-
бранных для исследований образцов авторы сек-
венировали высокоизменчивые участки ядерной 
ДНК – последовательности рДНК (ITS1, 5,8S 
рДНК, ITS2) и участки 10 генов и межгенных 
спейсеров пластидного генома (trnL (интрон), 
trnL/trnF, rpl20/rps12, trnR/atpA, trnG/trnS, Ycf9/
trnG, Ycf6/PsbM, ndhF, rbcL и matK). Результа-
ты анализа полиморфизма последовательностей 
ядерной и пластидной ДНК с использованием 
методов молекулярной филогении предостави-
ли убедительные доказательства независимой 
доместикации разных видов рода Citrullus в 
Южной и в Западной Африке, а также показа-
ли, что типовой образец C. lanatus, собранный 
К. П. Тунбергом в Южной Африке, не является 
близким родичем возделываемого арбуза. Этот 
типовой образец оказался генетически наиболее 
близок к Citrullus amarus Schrad., который был 
окультурен в Южной Африке, а также к дикора-
стущему виду Citrullus ecirrhosus Griffin, извест-
ному как «дыня тсамма» – южно-африканскому 
эндемику, растущему в полупустыне Калахари. 
Апоморфным признаком южно-африканских 
видов рода Citrullus является делеция 30 п. о. 
в межгенном спейсере trnS-trnG хлДНК, выяв-
ленная и в типовом гербарном образце 1773 г. 
В то время как одомашненные арбузы (Citrullus 
lanatus subsp. vulgaris (Schrad.) Fursa), культиви-
руемые в настоящее время и не имеющие этой 



108 Фомина Н. А. др. 
Гербарные коллекции в молекулярно-генетических исследованиях

делеции, формировали на филогенетическом 
древе отдельную кладу совместно с образцами 
C. lanatus из Бенина, Западная Африка, образуя 
сестринскую кладу с западно-африканским ви-
дом Citrullus mucosospermus – слизисто-семян-
ным арбузом, также произрастающим в Запад-
ной Африке от Нигерии до Сенегала. Ошибоч-
ная синонимизация южноафриканского Citrullus 
lanatus с Citrullus vulgaris Schrad. произошла в 
1930-х гг. (Bailey, 1930, цит. по: Chomicki, Renner, 
2014), что впоследствии было зафиксированно в 
многочисленных публикациях. Авторы статьи 
полагают, что в сложившейся ситуации лучшим 
решением является выбор нового типового об-
разца для C. lanatus (Chomicki, Renner, 2014). 

Гербарные образцы привлекались в филогео-
графические исследования, выполненные моле-
кулярно-генетическими методами (Roullier et al., 
2013; De Castro et al., 2015; Hardion et al., 2017), 
в том числе отечественными учеными. Так, в ра-
боте Г. Гусаровой с коллегами образцы из раз-
ных мировых гербариев, наряду с образцами из 
собственных сборов авторов, были использова-
ны для исследования филогеографии циркумпо-
лярного вида – смолевки бесстебельной (Silene 
acaulis L.). Результаты анализа генетической 
структуры S. acaulis, выполненного с использо-
ванием мультилокусных AFLP маркеров и дан-
ных секвенирования ряда последовательностей 
хлДНК (psbD-trnT, rpL32-trnL, trnL-trnF, trnL-
intron), позволили выявить две основные фило-
географические линии S. acaulis: европейскую 
и американо-берингийскую (Gussarova et al., 
2015). Т. Синицына с соавторами изучили по-
лиморфизм двух межгенных спейсеров хлДНК 
(trnQ-rps16, trnL-rpl32) и ядерных районов ITS 
1, ITS 2 у гербарных образцов рода Allium L. 
из секции Rhizirideum G. Don ex W. D. J. Koch. 
Результаты исследований указывают на произо-
шедшее в плиоцене четкое разделение секции 
Rhizirideum на «азиатскую» и «европейскую» 
географические группы, граница разделения ко-
торых проходит восточнее Уральских гор, при-
близительно вдоль 70 меридиана (Sinitsyna et al., 
2016).

В работе K. Saltonstall (2002) был изучен про-
цесс вытеснения местных аборигенных популя-
ций тростника Phragmites australis (Cav.) Trin. ex 
Steud. образцами неопределенного происхожде-
ния. Автор провела секвенирование последова-
тельностей межгенных спейсеров пластидной 
ДНК trnT-trnL и rbcL–psaI для исторических гер-
барных образцов P. australis, собранных в раз-

ных географических пунктах США за 150-лет-
ний период. Образцы, собранные до 1910 г., от-
носились к 27 гаплотипам хлДНК. Однако уже в 
последующие 20 лет (с 1920 по 1940 гг.) абори-
генные гаплотипы были полностью вытеснены 
одним гаплотипом «М». Быстрое распростра-
нение гаплотипа М по всему Атлантическому 
побережью США могло произойти в результате 
приобретения им селективных преимуществ, 
чему могли способствовать антропогенные из-
менения в ландшафте или другие неизвестные 
причины (Saltonstall, 2002).

Примером привлечения гербария для иссле-
дований истории интродукций является работа 
C. Roullier с соавторами (2013), проведенная на 
современных образцах из разных генбанков и на 
исторических гербарных образцах батата (Ipo-
moea batatas (L.) Lam.) из гербариев: BISH, BM, 
К, L, собранных в период с XVII до начала XX 
в. в различных областях Неотропики (Южная 
и Центральная Америки и острова Карибского 
бассейна), Океании (включая Меланезию, По-
линезию), Юго-Восточной Азии и Мадагаскара. 
Изучив полиморфизм пластидных и ядерных 
микросателлитов у 1245 образцов, авторы вы-
явили различные, четко дифференцированные 
гаплотипы в северных и южных регионах Не-
отропики как у гербарных, так и у современных 
образцов. Анализ исторического гербарного 
материала показал, что I. batatas был интроду-
цирован в Полинезию из Южной Америки (с 
территории современных Эквадора-Перу), воз-
можно, еще в доколумбовские времена. При 
этом подавляющее большинство современных 
полинезийских образцов I. batatas несут хлоро-
типы, не найденные в исторических гербарных 
образцах, собранных в этом же регионе. Среди 
современных полинезийских образцов превали-
руют гаплогруппы, характерные для северных 
регионов Неотропики. Таким образом, более 
поздние реинтродукции батата в Полинезию за-
местили начальные популяции, завезенные из 
Южной Америки. Напротив, в Юго-Восточной 
Азии и на Мадагаскаре генетическая структура 
популяций батата оставалась стабильной – и у 
гербарных, и у современных образцов I. batatas 
доминируют гаплогруппы, характерные для се-
верных районов Неотропики, откуда батат был 
интродуцирован изначально (вероятно, с тер-
ритории современной Мексики или Карибских 
островов) (Roullier et al., 2013). 

Для получения информации о таксономиче-
ском и генетическом разнообразии чилийских 
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видов картофеля Т. А. Гавриленко с соавторами 
(Gavrilenko et al., 2017) провели молекулярно-
генетические исследования уникальных аутен-
тичных образцов из гербария WIR, собранных 
на территории Чили в первой трети XX в. На 
основе этих образцов отечественные система-
тики описали ряд таксонов картофеля (Bukasov, 
1933; Juzepczuk, 1937) и предложили гипотезы 
полицентрической доместикации (Juzepczuk, 
Bukasov, 1929). После эпифитотии, затронув-
шей Чили в середине XX в., разнообразие або-
ригенного чилийского картофеля в значительной 
степени было утрачено (Correll, 1962), поэтому 
имеющиеся гербарные образцы, собранные в 
1920–1930-х гг. являются едва ли не единствен-
ными материалами, фиксирующими это раз-
нообразие. В работе был изучен полиморфизм 
15 пластидных микросателлитов у 116 гербар-
ных образцов чилийского культурного карто-
феля (S. chilotanum) и образцов S. leptostigma, 
S. molinae, S. ochoanum, S. zykinii, рассматрива-
емых отечественными систематиками в качестве 
предшественников S. chilotanum (из них 74 ли-
ста – лектотипы, 15 – голотипы, 6 – синтипы). 
Полученные результаты указывают на единоо-
бразие образцов Южного Чили, относящихся к 5 
таксонам, и свидетельствует в пользу аллохтон-
ного происхождения картофеля в Южном Чили 
(Gavrilenko et al., 2017).

Важно отметить, что типовой материал уни-
кален и незаменим, поэтому изоляция ДНК из 
типовых образцов должна быть минимизирова-
на. В связи с этим S. Lehtonen, M. Christenhusz 
(2010) отмечают, что отбор фрагмента ткани для 
молекулярных исследований должен быть огра-
ничен гербарными образцами, для которых име-
ется достаточное количество растительного ма-
териала, а также несколько изотипов (от которых 
отбор ткани предпочтителен). Когда типовой об-
разец недоступен, авторы рекомендуют исполь-
зовать материал из того же места сбора (locus 
classicus), откуда происходит типовой гербарный 
образец (Lehtonen, Christenhusz, 2010).

Изучение гербарных образцов картофеля из 
11 европейских гербариев (AAU, BM, G, K, L, 
LD, LY, MANCH, S, UPS, Z) позволило просле-
дить историю интродукций картофеля в Европу 
и ответить на вопрос, из каких регионов Юж-
ной Америки был завезен картофель в разные 
исторические периоды (Ames, Spooner, 2008). 
Известно, что чилийские и андийские абори-
генные сорта картофеля отличаются по типам 
пластидной ДНК. Для чилийского культурного 

картофеля характерен Т-тип (около 90% проана-
лизированных образцов), который детектирует-
ся по наличию специфической делеции 241 п. о. 
в межгенном спейсере trnV-UAC/ndh C хлДНК, 
выявляемой в ПЦР анализе с парой праймеров 
H1 (Hosaka, 2002); тогда как у андийских куль-
турных видов частота чилийского Т-типа не 
превышает 5 %. Эти данные были получены в 
исследованиях живых растений – южноаме-
риканских аборигенных сортов картофеля, со-
храняемых в полевых генбанках разных стран 
(Hosaka, 2002, 2004; Gavrilenko et al., 2013; 
Spooner et al., 2014). M. Ames и D. M. Spooner 
(2008) провели ПЦР анализ (с парой праймеров 
H1) гербарных образцов картофеля, собранных 
в разных европейских странах с 1700 по 1910 гг. 
Согласно полученным в этой работе результа-
там, у образцов ранних интродукций XVIII века 
чилийский Т-тип хлДНК отсутствовал, в этот 
период интродукция была связана с андийскими 
аборигенными сортами. Первые образцы с чи-
лийским Т-типом пластидной ДНК (с делецией 
241 п.о.) появились на европейском континенте 
после 1811 года, во второй половине XIX в. их 
частота достигла 50 %, а с начала XX в. Т-тип 
цитоплазмы имели все изученные гербарные об-
разцы картофеля. Авторы полагают, что причи-
на исчезновения интродуцированных в XVIII в. 
андийских аборигенных сортов связана с первой 
эпифитотией фитофтороза в Европе в 1845–1849 
гг., вызванной патогенным оомицетом Phytoph-
thora infestans (Mont.) de Bary. 

При изучении гербарных образцов растений 
молекулярными методами предоставляется так-
же возможность параллельного исследования 
сохранившихся на них патогенных организмов. 
В связи с этим, в настоящее время появилась 
специальная практика целенаправленной фикса-
ции патогена на закладываемом в гербарий об-
разце растения-хозяина (All-Russian institute of 
plant protection. URL: http://vizrspb.ru/struktura-
instituta/research/mikologii-i-fitopatologii/miko-
logicheskij-gerbarij-laboratorii-mikologii-i-fitopa-
tologii-vizr.html).

Отдельного внимания заслуживает исполь-
зование гербария для изучения исторических 
эпифитотий и совместной эволюции систе-
мы патоген-хозяин (Malmstrom et al., 2007; 
O’Gorman et al., 2008; Telle, Thines, 2008; Mar-
tin et al., 2013, 2015; Yoshida et al., 2013, 2014, 
2015; Saville et al., 2016). Изучение патогенов 
на гербарных образцах, собранных в различных 
регионах в разные исторические периоды, по-
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зволяет проследить пути появления и распро-
странения болезней. Кроме того, может быть 
исследована динамика изменений структуры 
популяций патогена в разные периоды в различ-
ных регионах. Интересны работы по изучению 
генетической структуры популяций P. infestans –  
возбудителя фитофтороза картофеля, родиной 
которого считается территория современной 
Мексики. Несколько лабораторий с использо-
ванием методов молекулярной филогенетики и 
сравнительной геномики провели анализ совре-
менных изолятов P. infestans, а также образцов 
патогена, сохранившихся на гербарных расте-
ниях, собранных в XIX в. в разных европейских 
странах, хранящихся в исторических коллекци-
ях гербариев K, BPI, UPS (May, Ristaino, 2004; 
Martin et al., 2013; Yoshida et al., 2013, 2014). 
Самый старый гербарный образец культурного 
картофеля относился к 1845 г. – времени первой 
эпифитотии фитофтороза в Северной Европе. 
По результатам исследований удалось выявить 
120359 SNP в кодирующих участках ядерной 
ДНК, по которым различались геномы штаммов 
P. infestans, сохранившихся на исторических гер-
барных образцах, и штаммов из современных 
изолятов патогена (Martin et al., 2013). Кроме 
того, выявлены различия в спектрах Avr генов, 
определяющих (а)вирулентность P. infestans и 
их аллелей. При сравнении «старых» образцов 
патогена, сохранившихся на гербарных расте-
ниях, с современными штаммами P. infestans 
также зафиксировано изменение плоидности от 
диплоидной к триплоидной (Yoshida et al., 2013, 
2014). Полученные результаты позволили рекон-
струировать историю интродукций P. infestans. 
По мнению авторов, эволюция P. infestans сопро-
вождалась сменой хозяина, то есть переходом от 
диких мексиканских видов на культурный карто-
фель (Martin et al., 2015). Примерно в 1842–1843 
гг. P. infestans была перенесена из Мексики в Се-
верную Америку, откуда вскоре попала в Евро-
пу (Martin et al., 2013; Yoshida et al., 2013, 2014). 
Историческая эпифитотия фитофтороза в Север-
ной Европе в 1845–1849 гг. была вызвана появ-
лением RFLP-генотипа HERB-1 (mtDNA гапло-
тип Ia) P. infestans, который, однако, появился за 
пределами Мексики (в Северной Америке) и со-
хранялся в Европе на протяжении последующих 
50 лет. В начале XX в. в Европе HERB-1 был 
вытеснен родственным RFLP-генотипом US-1 
(mtDNA гаплотип Ib) (Martin et al., 2013, 2015; 
Yoshida et al., 2013, 2014). Эта гипотеза, однако, 
была оспорена в работе A. C. Saville с соавтора-

ми, предположившими множественные интро-
дукции патогена в Европу (Saville et al., 2016).

Методические трудности в исследованиях 
гербарных образцов

Несмотря на все перспективы работы с гер-
барными коллекциями, существует ряд методи-
ческих трудностей в исследованиях гербарных 
образцов, на которых мы остановимся подроб-
нее. 

В тканях гербарных образцов возможны раз-
личные деструктивные процессы, приводящие к 
фрагментации молекул ДНК и к различным по-
вреждениям, ингибирующим работу полимераз 
и негативно влияющих на корректное включе-
ние нуклеотидов при проведении ПЦР (Staats 
et al., 2011; Weiss et al., 2016). Изменения ДНК 
могут быть вызваны различными причинами. На 
первых стадиях гербаризации, в процессе суш-
ки растений, повреждения ДНК обусловлены 
в основном действием нуклеаз, высвобождаю-
щихся при гибели клеток, а также микробными 
нуклеазами, выделяемыми микроорганизмами, 
заселяющими растение. При длительном хра-
нении гербарных образцов повреждения ДНК 
индуцируют гидролитические и окислительные 
реакции, которые происходят с гораздо меньшей 
скоростью, чем на первых стадиях (Staats et al., 
2011). 

Наиболее распространенные повреждения 
гербарной ДНК – это двухцепочечные разрывы, 
которые происходят в момент гербаризации рас-
тений (Staats et al., 2011; Weiss et al., 2016; Bakker, 
2017). Гербаризация вызывает гибель клеток от 
абиотического стресса, вызванного нехваткой 
влаги и высокими температурами (60–70 °С), 
при которых часто высушиваются гербарные 
образцы. Клеточный стресс способствует акти-
вации окислительных процессов; одновременно 
высвобождаются АФК, нуклеазы и другие фер-
менты, действие которых приводит к фрагмента-
ции молекул ДНК (Reape et al., 2008). При таких 
повреждениях ДНК уже не репарируется, как это 
происходит в живых растениях (Roldan-Arjona, 
Ariza, 2009). Разрывы цепей происходят в основ-
ном в месте нахождения пуринов, где происхо-
дит спонтанная депуринизация с последующим 
гидролизом сахарофосфатного остова ДНК пу-
тем β-элиминации, что показано для различных 
организмов (Lindahl, Andersson, 1972; Lindahl, 
Nyberg, 1972; Paabo, Wilson, 1991; Lindahl, 1993; 
Dabney et al., 2013; Weiss et al., 2016) (прил. 1, см. 
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сайт журнала). Действительно, при щелочной 
обработке ДНК, выделенной из древних тканей, 
обнаруживаются фрагменты с терминальными 
5'-фосфатными группами и 3'-альдегидными 
группами, типичные для β-элиминации (Jones et 
al., 1968).

Сильная степень фрагментированности гер-
барной ДНК указывает на то, что растительный 
материал высушивался слишком медленно и что 
растение переносило абиотический стресс в те-
чение длительного периода подготовки герба-
рия. Поэтому для получения качественного гер-
барного материала необходимо принимать меры 
по сокращению продолжительности стресса от 
нехватки влаги и использовать методы, обеспе-
чивающие быстрое высыхание растительных 
тканей (Chase, Hills, 1991). Наиболее пригод-
ными и распространенными при приготовлении 
гербария являются высушивание растительного 
материала силикагелем и его прессование между 
листами бумаги (Harris, 1993). 

При гербаризации и в процессе хранения об-
разцы обрабатываются различными химически-
ми веществами. Раньше частой практикой под-
готовки растений, особенно в тропиках, была 
фиксация материала смесью этилового спирта 
с добавлением метанола или при помощи 30%-
го формальдегида (Pyle, Adams, 1989). Многие 
использующиеся при этом реагенты: этанол, 
метанол, формалин, хлороформ и другие хими-
ческие вещества производят необратимое раз-
рушающее действие на ДНК уже через 24 часа 
после замачивания растений (Pyle, Adams, 1989). 
Кроме того, обработка растений этанолом сни-
жает общий выход выделяемой из них ДНК по 
сравнению с растениями, высушенными на воз-
духе (Sarkinen et al., 2012). К сильной деграда-
ции ДНК в клетке приводят также консерванты, 
используемые для анатомических или цитоло-
гических исследований (Doyle, Dickson, 1987; 
Srinivansan et al., 2002).

При длительном хранении гербарных образ-
цов на стабильность молекул ДНК воздействуют 
различные факторы окружающей среды, такие 
как температура, влажность и pH. В гербариях 
чаще всего создаются условия для поддержания 
постоянной температуры и влажности, но до сих 
пор огромное количество образцов гербария за-
креплены на кислотной бумаге, которая может 
увеличивать скорость депуринизации (Weiss et 
al., 2016).

Помимо двухцепочечных разрывов, в ДНК, 
выделяемой из гербария обнаруживаются сшив-

ки, которые могут образовываться между нитя-
ми ДНК, между различными фрагментами ДНК 
или между ДНК и другими молекулами (Sta-
ats et al., 2011; Weiss et al., 2016; Bakker, 2017). 
Также возникают абазические нуклеотиды и 
иные структурные изменения. Эти повреждения 
ДНК-молекул препятствуют движению ДНК-
полимераз по матрице, ингибируя амплифика-
цию и секвенирование (Hansen, 2006).

Еще одним видом повреждений ДНК, изоли-
рованной из гербарных образцов, сохраняемых 
длительное время или в ненадлежащих усло-
виях, являются однонуклеотидные замены. На 
концах фрагментов ДНК отмечается увеличение 
замен цитозина на тимин. Эти особенности воз-
никают из-за самопроизвольного дезаминиро-
вания остатков цитозина до урацилов, которые 
впоследствии считываются полимеразой как 
тимин (прил. 2, см. сайт журнала). M. Staats с 
коллегами, изучив гербарный материал в возрас-
те от 65 до 114 лет определили скорость замен 
C→T/G→A в пластидной ДНК как 1,53 ×10-6 на 
нуклеотид в год хранения (Staats et al., 2011). 
Переходы C→T/G→A являются наиболее рас-
пространенной типом мутаций и в древней ДНК 
из ископаемых останков животных (Briggs et al., 
2007; Brotherton et al., 2007; Dabney et al., 2013).

Поскольку повреждения ДНК гербарных об-
разцов могут быть вызваны действием многих 
факторов, оценить влияние продолжительности 
периода хранения гербария на деградацию ДНК 
достаточно трудно. Однако связь между степе-
нью фрагментации ДНК и продолжительностью 
хранения образца была установлена на основа-
нии изучения кинетики индуцирования двуните-
вых разрывов ДНК, происходящих за счет депу-
ринизации. В растительном гербарном материа-
ле скорость фрагментации оценивается как 1,66 ×  
10−4 нуклеотидов в год (Weiss et al., 2016), что 
значительно быстрее, чем скорость деградации 
древней ДНК в костных останках (Allentoft et al., 
2012).

Зависимость качества выделенной ДНК от 
возраста гербарного образца хорошо прослежи-
вается в работе N. de Vere c соавторами (2012). 
Авторы провели ДНК-штрих-кодирование для 
3607 образцов разных сроков сбора из гербария 
Welsh National Herbarium (NMW). В анализ были 
вовлечены участки генов пластидной ДНК – 
rbcL и matK, последовательности которых были 
амплифицированы и секвенированы. При этом 
успешность результатов напрямую зависела от 
времени хранения гербария. Для выборки све-
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жезаложенных гербарных образцов (1999–2008 
гг.) получены амплификационные продукты бо-
лее чем в 80 % ПЦР-реакций. У старых образцов 
(1899–1908 гг.) амплификация локуса rbcL была 
успешна лишь в 25 % случаях, а локуса matK – 
менее чем в 10 % (de Vere et al., 2012). В соот-
ветствии с доступной нам информацией, одним 
из самых старых гербарных образцов, успешно 
исследованных при помощи молекулярных ме-
тодов, можно считать образцы из гербария The 
Natural History Museum (BM), датированные 
1600 годом (Roullier et al., 2013).

По данным S. Lehtonen, М. Christenhusz 
(2010), помимо возраста гербарных образцов, 
отбираемых для исследования, следует обра-
щать внимание и на цвет тканей растений. Так, 
при использовании ДНК препаратов, выделен-
ных из зеленых гербарных растений, успешные 
результаты секвенирования спейсеров trnL–trnF 
(470 п.о.) и trnSGGA–rps4 (800 п.о.) хлДНК полу-
чены в 97,1 и 54,3 % случаев, соответственно. В 
то время как результаты амплификации и секве-
нирования этих же локусов у побуревших гер-
барных растений образцов составили 28,4 и 9 % 
(Lehtonen, Christenhusz, 2010). 

Скорость фрагментации ядерной и пластид-
ной ДНК у гербарных образцов различается. 

При сопоставлении результатов секвени-
рования исторических и современных гербар-
ных образцов скорость деградации хлДНК 
была оценена как 1,29×10−4 п.о./год, а ядерной 
ДНК – 1,66×10-4 п.о./год, то есть скорость рас-
пада ядерной ДНК была в 1,3 раза выше (Weiss 
et al., 2016). Относительно небольшая скорость 
распада ДНК органелл может быть следствием 
ее кольцевой структуры, что делает ДНК менее 
доступной для эндонуклеаз (Shapiro, Hofreiter, 
2014). Кроме того, геномы пластид отличают-
ся многокопийностью – число копий хлДНК у 
разных видов может достигать нескольких ты-
сяч (Bendich, 1987), деградация в разных копиях 
происходит не одномоментно, и какая-то часть 
молекул остается неповрежденной. Поэтому 
именно пластидная ДНК чаще всего использует-
ся для молекулярно-генетических исследований 
гербарных образцов, особенно при применении 
методов ПЦР-анализа (Savolainen et al., 1995; 
Saltonstall, 2002; Ames, Spooner, 2008; Erkens et 
al., 2008; De Vere et al., 2012; Roullier et al., 2013). 
Кроме того, при работе с ДНК гербарных образ-
цов анализируют короткие последовательности 
митохондриальных генов (CBOL Plant Working 
Group, 2009) и некоторые участки ядерной ДНК 

(Erkens et al., 2008; Roullier et al., 2013; Cho-
micki, Renner, 2014; Weiss et al., 2016; Couvreu 
et al., 2019). Наиболее часто используемые ДНК 
маркеры и методы анализа гербарных растений 
представителей различных семейств рассмотре-
ны в работе C. Bieker и M. D. Martin (2018).

Помимо изменения самой структуры моле-
кул ДНК, при работе с гербарными образцами 
существенной проблемой является присутствие 
в растениях большого количества полисахари-
дов и накопление окисленных вторичных ме-
таболитов, таких как окисленные полифенолы. 
На загрязнение препаратов окисленными поли-
фенолами указывает желтый или коричневый 
цвет раствора ДНК, а также низкие значения от-
ношения А260/А280 при спектрофотометриче-
ском анализе (Inglis et al., 2018). Эти соединения 
препятствуют нормальной работе полимераз и 
рестриктаз, и загрязненная ими ДНК малопри-
годна для дальнейшего молекулярного анализа 
(Savolaine et al., 1995; Inglis et al., 2018). 

В связи с вышеизложенным, экстракция ДНК 
из гербарных образцов требует применения спе-
циальных подходов, направленных на выделение 
даже коротких деградированных фрагментов и 
удаление загрязняющих веществ. В настоящее 
время разработано большое число методик выде-
ления ДНК из высушенного материала. В основе 
большинства методов лежит экстракция при по-
мощи бромида цетилтриметиламмония (ЦТАБ) 
с различными модификациями (Drabkova et al., 
2002; Zvyagin, 2010; Drabkova, 2013; Healey et 
al., 2014; Inglis et al., 2018). Эффективной моди-
фикацией ЦТАБ-метода является введение эта-
па предварительной промывки тканей растения 
сорбитолом. Образцы ткани замачиваются на не-
которое время в промывочном буфере на основе 
сорбитола, в состав которого входят также поли-
винилпирролидон (PVP-40) и β-меркаптоэтанол 
(Inglis et al., 2018). Данный буфер не вызывает 
лизиса клеток, промывка в нем способствует 
связыванию полифенолов на поливинилпирро-
лидоне, дополнительно β-меркаптоэтанол как 
восстановитель ингибирует их окисление. По-
сле удаления надосадочной жидкости проводят 
экстракцию по стандартному ЦТАБ протоко-
лу. Этап предварительной промывки буфером 
с сорбитолом добавляет всего 10–20 минут к 
стандартному протоколу ЦТАБ, при этом препа-
раты ДНК имеют хорошие спектральные харак-
теристики (соотношение A260/A280) и успешно 
амплифицируются (Inglis et al., 2018). Данный 
подход был с успехом применен для изучения 
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гербарных растений видов рода Lafoensia spp., 
а также живых растений, накапливающих в тка-
нях большое количество полифенолов (Inglis et 
al., 2018).

Хорошие результаты были получены при ис-
пользовании для ДНК-экстракции буфера на 
основе N-фенацилтиазолий бромида (PTB) с до-
бавлением дитиотреитола (DTT) (Gutaker et al., 
2017). PTB разрушает связи в молекулах гли-
копротеидов и может улучшить освобождение 
ДНК от полисахаридов. DTT разрушает дисуль-
фидные мостики, освобождая ДНК от связанных 
с ней белковых комплексов (Kistler, 2011). Экс-
тракция в буфере PTB способствовала извлече-
нию самых малых фрагментов ДНК – средний 
размер фрагментов оказался на 35 % меньше по 
сравнению с обычным методом ЦТАБ (соответ-
ственно 88 п.о. и 57 п.о.). Кроме того, молеку-
лы ДНК, выделенные методом PTB-экстракции, 
имели на 5’-концах значимо больше замен С→Т 
(t-тест, P = 1,2 × 10-6) по сравнению с ЦТАБ-
методом, что свидетельствовало о выделении 
даже поврежденных фрагментов (Gutaker et al., 
2017).

Улучшению качества препаратов ДНК гер-
барных образцов способствует их очистка с 
помощью мембран с диоксидом кремния или 
магнитных частиц (Sarkinen et al., 2012). При ис-
пользовании доочистки на магнитных частицах 
происходит увеличение содержания в препара-
тах фрагментов ядерной ДНК размером >300 
п.о. Выделение более длинных фрагментов по-
ложительно сказывается на результатах ампли-
фикации целевых последовательностей. Данный 
эффект особенно заметен на сильно поврежден-
ных образцах, изначально содержащих очень 
фрагментированную геномную ДНК (Krinitsina 
et al., 2015). Колонки с сорбентом из диоксида 
кремния доступны в коммерческих наборах для 
выделения ДНК. Следует, однако, иметь в виду, 
что эффективность выделения из гербарных об-
разцов ДНК-препаратов приемлемого качества 
при использовании наборов разных фирм раз-
лична, в некоторых случаях по выходу ДНК и по 
ее спектрофотометрическим характеристикам 
коммерческие наборы оказываются не способ-
ны превзойти результаты экстракции по стан-
дартному ЦТАБ протоколу (Sarkinen et al., 2012; 
Gutaker et al., 2017; Omelchenko et al., 2019).

Наряду с особыми методами выделения, ра-
бота с гербарной ДНК часто требует модифи-
кации условий проведения ПЦР. В частности, 
показана большая эффективность ПЦР-буферов 

с высокой концентрацией бычьего сывороточно-
го альбумина (Sarkinen et al., 2012). Кроме того, 
рекомендуют использовать полимеразы, не об-
ладающие 3’–5’ корректирующей способностью 
(Savolainen et al., 1995).

Практически все сложные моменты рабо-
ты с гербарными образцами позволяет решить 
привлечение в исследования методов секвени-
рования нового поколения (NGS). Характерная 
для древней ДНК фрагментированность явля-
ется даже положительным фактором, поскольку 
большинство NGS подходов использует в каче-
стве матрицы не протяженные интактные мо-
лекулы ДНК, а короткие фрагменты размером 
100–400 п.о. При NGS-анализе исследователей 
больше не ограничивают проблемы нестабиль-
ной амплификации поврежденных последова-
тельностей или загрязненных ДНК-препаратов. 
При наличии референсной последовательности 
могут быть изучены даже низкокопийные гены 
(Besnard et al., 2014). Кроме того, перестает быть 
проблемой относительно небольшое число локу-
сов, доступное для ПЦР-анализа у немодельных 
организмов, что особенно актуально для гербар-
ных образцов (Staats et al., 2013; Hart et al., 2016; 
Zeng et al., 2018). 

При работе с данными NGS-анализа гербар-
ных образцов необходимо учитывать возмож-
ность того, что некоторые SNP не являются ха-
рактерными отличиями определенных образцов, 
а возникли уже после гибели растения в про-
цессе деградации ДНК. Для преодоления этих 
методических проблем специально для работы 
с деградированными молекулами ДНК разрабо-
таны специальные пакеты программ (например, 
MapDamage, Jonsson et al., 2013) и программные 
конвейеры PALEOMIX (Schubert et al., 2014), 
EAGER (Peltzer et al., 2016), ATLAS (Link et al., 
2017).

Уже сегодня все большее число авторов с 
успехом использует NGS-анализ для исследова-
ния самых разных объектов (Zeng et al., 2018). 
Предложены различные методические походы 
для приготовления библиотек ДНК гербарных 
образцов и сборки геномов (Staats et al., 2013; 
Hart et al., 2016; Sanchez Barreiro et al., 2016; 
Zeng et al., 2018). Например, в работе F. Sanchez 
Barreiro с соавт. (Sanchez Barreiro et al., 2016) 
разработан метод REALbaits, позволяющий при-
менять для деградированной гербарной ДНК 
технологию RRL (Reduced Representation Library 
Sequencing), которая включает этап расщепления 
ДНК рестриктазами и, следовательно, требует 
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наличия высокополимерной ДНК. На примере 
гербарных образцов амброзии полыннолистной 
(собранных в период с 1835 по 1913 гг.) авторы 
показали, что при секвенировании полученных 
библиотек глубина покрытия таргетных локу-
сов возрастает во много раз (от 21 до 174 раз) 
по сравнению с методом «дробовика» (shotgun) 
(Sanchez Barreiro et al., 2016).

NGS-анализ гербарной ДНК начинают ис-
пользовать для изучения генетической структу-
ры популяций, динамики ее изменения и дрейфа 
генов, а также решения спорных вопросов фило-
гении с привлечением представителей различ-
ных семейств: Asteraceae (Sanchez Barreiro et al., 

2016), Brassicaceae (Exposito-Alonso et al., 2018), 
Fabaceae (Hart et al., 2016), Poaceae (Besnard et 
al., 2014; Olofsson et al., 2016). Очевидно, NGS-
анализ в будущем станет практически обязатель-
ным для изучения гербарных коллекций.
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