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Лаборатория систематики и филогенетики насекомых
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Технологии секвенирования

Секвенирование по Сэнгеру
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Illumina Oxford Nanopore



Стафилиниды Западной Сибири
Исследуемые подсемейства - Staphylininae и Paederinae. Материал собран в 2022–2023 
годах в 96 точках Западной Сибири.

4



Секвенирование на Oxford Nanopore MinION
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Праймеры с нуклеотидными тегами
К праймерам добавляются короткие нуклеотидные теги.

Например:
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Праймер  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

Тег + праймер AGCAATCGCGCACGGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

У каждого образца — уникальная комбинация прямого и обратного тегов.



Протокол обработки данных
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При помощи программы ONTbarcoder проводится демультиплексирование 
(разделение по тегам на образцы) и получение баркода (путем объединения 
нескольких последовательностей образца в одну консенсусную)



Возникла проблема

Секвенировали 95 образцов подсемейства Staphylininae. После обработки 
данных корректные COI-баркоды удалось получить только для 80 образцов.
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Проблемные случаи

3 - ошибки сборки 
консенсуса

9

7 - последовательности 
Wolbachia

3 - Bos taurus

2 - несоответствие 
морфологическому 

определению



Дополнительный этап - картирование

Картирование — сопоставление 
прочтений с эталонными 
последовательностями. 

Использовалось для разделения 
смеси прочтений на две группы - 
“жук” и “wolbachia”. 
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Прочтения одного образца

Картирование на базу 
данных

Распределение 
последовательностей по 

группам “жук” и “wolbachia”

Объединение 
последовательностей в 

каждой группе в итоговый 
консенсус



Дополненный протокол обработки данных
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Результаты после картирования

● корректные баркоды стафилинид 
получены для 92 из 95 образцов

● дополнительно получены для 28 
образцов последовательности 
Wolbachia

● 3 неуспешных случая связаны с 
малым количеством прочтений 
или необходимостью 
дополнительной таксономической 
проверки 
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Применение картирования к другому типу смешанных проб

Объект исследования - краснотелковые 
клещи Trombiculidae, ассоциированные с 
рукокрылыми.

При выделении ДНК из клеща в пробе может 
присутствовать ДНК хозяина.

Такая проба содержит две биологически 
значимые группы последовательностей - 
клеща и рукокрылого.
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Результаты обработки данных по Trombiculidae

COI-баркоды клещей получены для 35 из 35 
образцов.

Для 24 из этих образцов дополнительно 
получены COI-баркоды рукокрылых.

Одна смешанная проба может дать не только 
целевой баркод, но и дополнительную 
информацию о хозяине.
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Проблемные результаты Сэнгера
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Чистая хроматограмма Наложение пиков



Перспективы использования подхода 

Метод может быть полезен при работе с образцами, содержащими ДНК:
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Эндосимбионтов Хозяев и паразитов Объектов питания Загрязнителей 

Подход позволяет повысить выход корректных COI-баркодов при работе с 
проблемным материалом
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