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Археологи во время раскопок исторических памятников находят разнообразные артефакты, свидетельствующие о жизни и быте наших далеких 
предков. Особое внимание уделяется останкам живых организмов. Они свидетельствуют не только о хозяйственной деятельности древних 
земледельцев, но и помогают выявлять филогенетические взаимоотношения и процессы доместикации в мировых центрах разнообразия. 
Зачастую из-за длительного нахождения палеообъектов в условиях, не способствующих их сохранности, они разрушаются и становится 
невозможным определить их видовую принадлежность. Поэтому археологи все чаще прибегают к помощи палеогенетиков. В России 
известны работы по изучению древней ДНК (дДНК) из останков человека и животных. Однако, палеогенетические исследования ископаемых 
остатков растений, таких как пыльца, семена, древесина, немногочисленны. На территории Усвятского городища (Псковская область) в 2019 
году были найдены карбонизированные зерновки зерновых культур. Находка датируется XII веком. В результате морфологического анализа 
смеси семян были обнаружены зерновки, степень разрушенности которых не позволяет определить видовую принадлежность по анализу 
микрорельефа. Поэтому целью данного исследования послужила разработка таксон-специфичных праймеров, дающих короткий продукт 
амплификации, для анализа фрагментированной дДНК разрушенных зерновок ячменя. В результате был разработан ПЦР-тест HORDELF, 
который рекомендуется к использованию при идентификации растительных остатков (карбонизированных семян), принадлежащих роду 
Hordeum L.
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During excavations of historical monuments, archaeologists find various artifacts that testify to the existence and everyday life of our distant ancestors. 
Particular attention is paid to the remains of living organisms. They not only provide evidence of the economic activity of ancient farmers, but also help 
to identify phylogenetic relationships and domestication processes in the world’s centers of diversity. Due to the long-term presence of paleontological 
objects in the environment that is not conducive to preservation, they often get destroyed and it becomes impossible to determine which species they 
belong to. Therefore, archaeologists increasingly resort to the help of paleogeneticists. The works on studies of ancient DNA (aDNA) from human 
and animal remains are known in Russia. However, paleogenetic studies of fossil plant remains such as pollen, seeds, and timber are few. In 2019, 
carbonized grains of cereal crops were found on the territory of the Usvyaty settlement in Pskov Region. The findings date back to the 12th century. 
The morphological analysis of the seed mixture resulted in finding grains, the degree of destruction of which prevented determination of the species 
they belong to by analyzing their microrelief. Therefore, the aim of this study was to develop taxon-specific primers that yield a short amplification 
product for the analysis of fragmented aDNA from the destroyed barley caryopses. As a result, a PCR test named HORDELF was developed, which is 
recommended for the identification of plant residues (carbonized seeds) belonging to the genus Hordeum L.
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Введение

Исследователи во время археологических раскопок 
находят растительные остатки (пыльцу, семена, древеси-
ну) разной степени целостности. При хорошей сохран-
ности внешней структуры возможно проанализировать 
внешний облик – форму, поверхность, цвет, и установить 
родовую и, редко, видовую принадлежность древних рас-
тений (Bouby, 2001). Много трудностей возникает при 
идентификации фрагментированного материала. Фраг-
ментированный материал сложно изучать c применением 
морфологических методов из-за поверхностного повреж-
дения и размытости видоспецифических признаков рас-
тений (Jacomet, 2006). В связи с этим, наряду с  иденти-
фикацией по морфологическим признакам, сегодня для 
исследования археологических находок растительного 
происхождения все чаще применяют методы молекуляр-
ной генетики (Pollmann et al., 2005; Fernandez et al., 2013; 
Bilgic et  al., 2016; Semilet et  al., 2023). Раскопки истори-
ческих памятников активно ведутся за рубежом, на тер-
ритории Плодородного полумесяца, и в ряде других оча-
гов мирового земледелия (Helback, 1959; Charles, Bogaard, 
2011; Lister et  al., 2013; Riehl et  al., 2014). Распростране-
ние культурных растений в ранние века и историю зем-
леделия в северных широтах до настоящего времени 
исследовали лишь при помощи методов идентификации, 
основанных на изучении морфологических признаков 
найденных растительных остатков. Анализ древней ДНК 
растений, найденных на территории России, не получил 
своего распространения, однако все новые археологи-
ческие находки представляют интерес для комплексных 
исследований.

При работе с древней ДНК растений необходимо учи-
тывать качество материала и подбирать методы исследо-
вания. Качество экстрагированного генетического мате-
риала зависит прежде всего от условий, из которых были 
изъяты образцы. На основании современных археологи-
ческих находок ученые отмечают, что семена сохраняют-
ся при высушивании, заболачивании, полном или частич-
ном обугливании, при этом семена «консервируются» 
в  результате пожаров природного или антропогенного 
происхождения, и минерализации, а точнее кальцифика-
ции (Fernandez et al., 2013; Wales, Kistler, 2019).

При помощи сравнительного анализа данных о гено-
ме разных таксонов растений осуществляют поиск так-
сон-специфичных участков генома – от различий в одну 
пн (Khlestkina et al., 2009; Benito et al., 2010) до крупных 
делеций/ инсерций (Wang et al., 2005; Khlestkina, Shoeva, 
2014). Такие подходы к идентификации растительно-
го материала, основанные на удобных методах лабора-
торного анализа, применяют при изучении отдаленных 
гибридов и интрогрессивных линий. Например, Адонина 
и соавторы (Adonina et al., 2011) для уточнения хромосом
ного состава генома гибридных растений, полученных 
от пшеницы и ржи, применяли в качестве таксон-специ-
фичных маркеров микросателлиты и маркеры, разрабо-

танные на основе нуклеотидных последовательностей 
генов. Удобными маркерами для дифференциации геном-
ного материала в гибридах зерновых культур считаются 
микросателлитные маркеры (Khlestkina et al., 2004; Benito 
et  al., 2010). Для идентификации родов и видов наибо-
лее широко используют методы ДНК-штрихкодирования 
(Kress, Erickson, 2012; Li et al., 2015; Grazina et al., 2020; 
Antil et al., 2023).

Однако методы, разработанные для анализа свежего 
материала или высушенных растительных остатков, дале-
ко не всегда подходят для изучения разрушенной древней 
ДНК (дДНК) из карбонизированного материала (Wales 
et al., 2014).

В последние годы для анализа дДНК, в том числе 
сильно фрагментированной, широко применяют мето-
ды NGS (англ. New Generation Sequencing). Однако толь-
ко для цели уточнения таксономической принадлежно-
сти поврежденных остатков карбонизированных семян 
из скоплений, которые содержат заведомо узкий пере-
чень искомых таксонов, применение NGS с последую-
щим анализом будет более трудоемким и избыточным. 
В этих случаях наиболее удобным подходом было бы 
ПЦР-тестирование. Разработка такого подхода требует 
наличия праймеров для получения коротких продуктов 
амплификации с учетом того, что ДНК-матрица фрагмен-
тирована (Bunning et al., 2012; Pérez-Escobar et al., 2022).

В данном исследовании показана возможность 
использования ПЦР-теста для идентификации разрушен-
ных зерновок XII века, предположительно являющихся 
ячменем. В качестве референса и разработки тест-систе-
мы был выбран ген Elf3, расположенный на хромосоме 
1H (Hemming et  al., 2012; Boden et  al., 2014; Deng et  al., 
2015; Huang et  al., 2017). На сегодняшний день хорошо 
изучена роль Elf3 в формировании ответа на длину све-
тового дня у ячменя и переходом к раннему колошению. 
Ген кодирует локализованный в ядре белок ELF3-like 
protein  2, важный для восприятия продолжительности 
светового периода и регуляции экспрессии генов циркад-
ных ритмов (Boden et  al., 2014). Elf3 (HORVU. MOREX.
r3.1HG0095050) состоит из четырех экзонов и трех интро-
нов общей длиной 4417 (Phytozome  13, 2024). На осно-
вании известных данных о строении гена, аллельных 
вариантов, связанных с формированием ответа на дли-
ну светового дня и консервативных участков, встречаю
щихся у разных форм растений рода Hordeum, Elf3 
был выбран в качестве тест-системы (Faure et  al., 2012; 
Zakhrabekova et  al., 2012; Boden et  al., 2014; Hill et  al., 
2016) (рис.1).

Поэтому целью данного исследования является разра-
ботка подхода для молекулярно-генетической идентифи-
кации карбонизированных остатков ячменя среди ископа-
емых растительных материалов, степень разрушенности 
которых не позволяет определить видовую принадлеж-
ность по анализу микрорельефа зерновок.
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Материалы и методы

Объектами исследования послужили карбонизи-
рованные зерновки XII  века, найденные в 2019 году при 
раскопке Усвятского городища (Псковская область). 
Выделение древней ДНК (дДНК) осуществляли из пула 
семян (в каждую пробирку помещали три зерновки). 
Для сравнения в исследование включена выборка совре-
менных образцов зерновых и зернобобовых растений 
из мировой коллекции ВИР: Pisum sativum  L. (к-6933), 
Triticum aestivum  L. (к-37178), Avena sativa  L. (к-14516), 
Secale cereale  L., Hordeum spontaneum (K.  Koch) Thell. 
(w-610), Hordeum vulgare L. (к-27605).

Методы исследования. Молекулярно-генетиче-
ские исследования осуществляли в одном из лабора-
торных помещений ВИР  – изолированном боксе для 
работы с  дДНК, оснащенном УФ-лампами, в котором 
были соблюдены все условия, исключающие контами-
нацию современным генетическим материалом. Выде-
ление дДНК осуществляли с помощью набора DNeasy 
Plant Mini Kit (QIAGEN, Германия). В протокол вне-
сены некоторые модификации: инкубация в морозиль-
ной камере (–23oC) до 2 часов, уменьшение объема буфе-
ра для промывки ДНК на колонке (400  мкл, вместо 
500  мкл), один этап элюции ДНК. Концентрацию ДНК 
измеряли спектрофотометрическим методом на прибо-
ре NanoPhotometer NanoDrop (IMPLEN, Германия). Для 
повышения количества ДНК была проведена рефрагмен-
тация с последующей амплификацией дДНК с исполь-
зованием набора Sigma-Aldrich GenomePlex Complete 
Whole Genome Amplification (WGA kit, Великобритания). 
Коммерческий набор для обогащения включает реактивы 
(ферменты) и универсальные олигонуклеотидные прай-
меры, позволяющие достроить ДНК по принципу ком-

плементарности и накопить пул фрагментов для исполь-
зования обогащенной ДНК в последующем анализе, 
в  том числе для повышения точности сборки исследуе-
мых областей генома.

Анализ последовательности генов осуществляли 
в  публичных базах данных нуклеотидных последова-
тельностей (GeneBank NCBI, 2024; Phytozome13, 2024). 
На основе найденных последовательностей сконструиро-
ваны праймеры для ПЦР-тестирования в программе Oligo 
Primer Analysis Software v. 6.71 (Offerman, 2003).

При создании праймеров учитывали следующие усло-
вия:
-  специфичность ПЦР-теста должна быть подтверждена 
на генетическом материале современных растений;
- продукт отжига не должен превышать размер в 300 пн.  
Работа с короткими фрагментами обусловлена поврежде-
нием структуры, характерным для дДНК.

Данные условия необходимо выполнять для последу-
ющего использования праймеров при постановке ПЦР 
с дДНК и секвенирования по методу Сенгера.

Амплификацию дДНК проводили по протоколу сту-
пенчатой ПЦР. Реакционная смесь объемом 20 мкл содер-
жала 200  нг матричной ДНК после рефрагментации; 
2,5  мМ dNTP; 1×  ПЦР-буфер  – 67  мМ TrisHCl, pH=8,8, 
10 мМ dNTPs, 0,01% Твин-20; 12 мМ MgCI2; 5 ед/мкл Taq-
Polymerase; по 1  мкМ прямого и обратного праймеров. 
Протокол ступенчатой ПЦР включал следующие стадии: 
денатурация в течение 2 мин при 94°С; 13 циклов, состо-
ящих из денатурации 15 с при 94°С, отжига 30 с при 65°С 
(со снижением температуры на 0,7°С/цикл) и полимери-
зации 45 с при 72°С; 24 цикла, состоящие из денатурации 
15 с при 94°С, отжига 30 с при 56°С, полимеризации 45 с 
при 72°С и финальной элонгации 10 мин при 72°С. Про-
дукты ПЦР разделяли в 1,5% горизонтальном агарозном 
геле, который был окрашен бромидом этидия. Результат 
анализировали в ультрафиолетовом свете с использова-

Рис. 1. Схема гена Elf3 Hordeum vulgare 
5’-UTR и 3’-UTR – нетранслируемые области; F – прямой праймер; 

R – обратный праймер тест-системы HORDELF
Fig. 1. Diagram of Elf3 gene of Hordeum vulgare 

5’-UTR and 3’-UTR – untranslated regions; F – forward primer;  
R – reverse primer of the HORDELF test system
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нием системы гель-документирования Gel Doc XR+ (Bio-
Rad, США) (Semilet et al., 2023).

Результаты и обсуждение

На первом этапе в результате BLAST анализа у ячме-
ня в базе данных Phytozome13 были найдены консер-
вативные последовательности Elf3 HORVU. MOREX.
r3.1HG0095050 в положениях 33-53 пн и 303-320 пн и раз-
работан ПЦР-тест HORDELF с праймерами, дающими 

короткий продукт амплификации. Также с помощью дан-
ного алгоритма был проведен локальный поиск участ-
ков гомологов гена Elf3 у разных зерновых (рожь, пшени-
ца, овес), зернобобовых культур (горох), который показал 
отсутствие идентичных фрагментов (рис. 2).

Тест-система позволяет с высокой вероятностью опре-
делять принадлежность растительного материала к роду 
Hordeum. Последовательности праймеров, температуры 
отжига и размер продукта ПЦР приведены в таблице.

Рис. 2. Выравнивание гомологов гена Elf3 у зерновых 
Красными рамками обозначены последовательности праймеров

Fig. 2. Alignment of homologs of Elf3 gene in cereals 
Primer sequences are framed in red

Таблица. Праймеры, использованные для определения принадлежности образца к роду Hordeum
Table. Primers used to identify the sample as belonging to the genus Hordeum

Название/ 
Marker name

Прямой праймер/ Forward primer 
sequence (5'→ 3') toC

Обратный праймер/
Reverse primer sequence

(5'→ 3')
toC

Продукт,
пн/ 

fragment
size, bp

HORDELF CACCAGAGACACAGACCCTT 56,5 GCCATGCTCACTCACTCA 54,9 288

Перед амплификацией осуществляли проверку кон-
центрации ДНК на спектрофотометре Nanodrop. До ре
фрагментации концентрация дДНК варьировала в диапа-
зонах от 1,45±0,0145 (нг/мкл) до 2,0±0,02 (нг/мкл). После 
обогащения качество препаратов повышалось, и концен-
трация ДНК в среднем составила 200,8±2,01 (нг/мкл). Для 
проверки работы ПЦР-теста были взяты современные об-

разцы зерновых и зернобобовых культур из коллекции 
ВИР: Pisum sativum, Triticum aestivum, Avena sativa, Secale 
cereale, Hordeum spontaneum, Hordeum vulgare (рис.  3). 
Постановка ПЦР с парами праймеров к  гену Elf3 под-
твердила специфичность амплификации у образцов рода 
Hordeum.
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Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации современных образцов ДНК зерновых 
и зернобобовых культур с геном Elf3 
по результатам ПЦР-теста HORDELF

Fig. 3. Electropherogram of amplification products of modern DNA samples from cereal and leguminous 
crops with Elf3 gene 

based on the results of the PCR test HORDELF 
 

 1 – Pisum sativum; 2 – Triticum aestivum; 3 – Avena sativa; 4 – Secale cereale;  
5 – Hordeum vulgare; 6 – H. spontaneum; М – Маркер молекулярного веса st100;  

К – отрицательный контроль/ M – Molecular weight marker st100; K – negative control.

На следующем этапе ПЦР-тест с полученными прай-
мерами HORDELF применялся для определения принад-

лежности разрушенных карбонизированных остатков 
к роду Hordeum L. (рис. 4).

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов амплификации дДНК из остатков семян с геном Elf3 
(ПЦР-тест HORDELF) 

1-3 – образцы древней ДНК, 4 – отрицательный контроль, M – маркер молекулярного веса St100
Fig. 4. Electrophoregram of amplified DNA products from remains of seeds with Elf3 gene  

(PCR test HORDELF) 
1-3 – ancient DNA samples, 4 – negative control, M – molecular weight marker St100
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При работе с дДНК особое внимание уделяют высоко 
вариативным участкам с короткими тандемными повто-
рами  – STR  – и с наличием однонуклеотидного поли-
морфизма  – SNP (Schubert et  al., 2014). При секвениро-
вании и сравнении этих участков возможно не только 
выявить генетическое сходство с современными организ-
мами, но и определить внешний облик образца, найден-
ного в регионе проведения археологических раскопок, 
и предположить его происхождение, (Pérez-Escobar et al., 
2022; Richards et al., 2022; Sadder et al., 2023; Vallebueno-
Estrada et  al., 2023; Pavlik et  al., 2024). Однако, эти мар-
керы не всегда возможно применить к сильно разру-
шенным, фрагментированным находкам. Современные 
методы секвенирования  – NGS  – и ДНК-штрихкодиро-
вания достаточно затратны, требуют много времени для 
проведения анализа и не всегда оправданы при неболь-
шом количестве материала.

Для более оперативного определения таксономиче-
ской принадлежности поврежденных карбонизированных 
образцов можно разработать и применять ПЦР-тесты. 
В данной работе показана возможность проведения моле-
кулярно-генетических исследований разрушенных от 
времени зерновок. ПЦР-тест HORDELF, применённый 
к фрагменту гена Elf3, доказал свою эффективность на 
выборке современных образцов культурных растений из 
коллекции ВИР. Дальнейшее применение теста к древ-
ним, разрушенным зерновкам позволило определить их 
принадлежность к роду Hordeum.

Заключение

В работе показана возможность молекулярно-гене-
тической идентификации карбонизированных остатков 
зерновок на основе ПЦР-теста HORDELF, специфично-
го для рода Hordeum, среди ископаемых растительных 
материалов, степень разрушенности которых не позво-
ляет определить видовую принадлежность по анализу 
микрорельефа зерновок.
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