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АБСТРАКТ

Семейство Fabaceae в Казахстане насчитывается 42 рода и около 650 видов. Бобовые культуры, такие как бобы, фа-
соль, соя, горох, а также кормовые растения – клевер, люцерна, эспарцет и донник – имеют высокое содержание белка 
и широко используются в пищевой и кормовой промышленности. Они также используются для производства биораз-
лагаемых материалов, масел, красителей и биодизельного топлива. ДНК-баркодирование эффективно для идентифи-
кации видов Fabaceae, несмотря на их морфологическую изменчивость, что подчеркивает важность сохранения их 
разнообразия. Для оценки генетического разнообразия 15 видов Fabaceae в Карагандинской области использовались 
три пары праймеровю. Применялись хлоропластные маркеры matK и rbcL, а также ядерный маркер ITS. Получен-
ные последовательности были проанализированы в Vector NTI и MEGA11, зарегистрированы в базе данных GenBank 
NCBI, ваучерные образцы хранятся в гербарии Национального центра биотехнологии в Астане. Исследование демон-
стрирует эффективность ДНК-баркодирования для идентификации видов Fabaceae на основе анализа маркеров ITS, 
rbcL и matK методом maximum likelihood. Результаты подчеркивают значимость выбора маркеров с учетом их измен-
чивости для точного филогенетического анализа и необходимость дальнейших популяционных исследований для со-
хранения биологического разнообразия в Казахстане.
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ВВЕДЕНИЕ

Семейство Fabaceae, широко известное как бобовые, 
имеет важное экологическое, экономическое и культур-
ное значение во всем мире, в том числе в Казахстане, где 
оно представлено многочисленными местными и куль-
тивируемыми видами. Казахстан, обладая разнообразной 
флорой и обширными территориями, может похвастаться 
богатым ботаническим наследием, включающим различ-
ные экосистемы – от засушливых степей до альпийских 
лугов [1]. Семейство бобовых насчитывает около 650 ро-
дов и 18 000 видов, распространенных по всему земному 
шару, являясь одним из крупнейших семейств мировой 
флоры [2]. На евразийском континенте встречается более 
110 родов и около 1700 видов, из которых в Казахстане 
произрастает 42 рода и около 650 видов [3]. 

Семейство Fabaceae является третьим по величине се-
мейством цветковых растений в мире после Orchidaceae 
и Asteraceae [4, 5]. С точки зрения экономики семейство 
бобовых (Fabaceae) занимает второе место по значимости 
после семейства злаковых, (Poaceae) в сельском хозяй-
стве. Зерновые бобовые составляют 27% от общего миро-
вого производства сельскохозяйственных культур и обе-
спечивают 33% потребляемого человеком пищевого белка 
[6]. Благодаря высокому содержанию белка бобовые куль-
туры, такие как бобы, фасоль, соя, горох, а также кормо-
вые растения, включая клевер, люцерну, эспарцет и дон-
ник, нашли широкое применение в пищевой и кормовой 
промышленности. Бобовые также активно используются 
в промышленности для производства биоразлагаемых ма-
териалов, масел, красителей и биодизельного топлива [7]. 

В современном мире проблема сохранения биоразно-
образия становится всё более актуальной. Одним из важ-
ных аспектов этой проблемы является идентификация и 
изучение видов растений. Исследования, направленные на 

изучение современного состояния и генетического разно-
образия эндемичных, редких, исчезающих и хозяйственно 
ценных видов растений, до сих пор проводились, опира-
ясь исключительно на морфологические признаки с при-
менением ботанических методов. Однако эти подходы не 
всегда обеспечивают достаточную точность и требуют 
значительных физических усилий [8].

В последние десятилетия молекулярные методы 
стали неотъемлемой частью современной систематики 
растений, предоставляя исследователям инструменты 
для точной идентификации и классификации видов [9]. 
Баркодирование ДНК представляет собой новый метод 
идентификации, характеризации и классификации биоло-
гических образцов или видов организмов. Он основан на 
использовании короткой консервативной последователь-
ности ДНК, охватывающей как ядерную, так и геномную 
ДНК органелл организма. Эти генетические коды могут 
быть сохранены в цифровой библиотеке и применены для 
идентификации неизвестных видов [10-12].

Баркодирование ДНК может преодолеть ограниче-
ния, связанные с морфологическими характеристиками, 
и ускорить процесс идентификации видов растений и жи-
вотных, поскольку данным способом, возможно, опреде-
лить организмы на любой стадии их роста. По данным 
Elansary H.O. и др. [13] морфологическая идентифика-
ция не эффективна, особенно для сложных таксономиче-
ских групп, таких как Fabaceae [14], Convolvulaceae [15, 
16], Ranunculaceae [17]. Данная методика направлена на 
создание общего ресурса в виде последовательностей 
ДНК, который может быть использован для идентифи-
кации или таксономической классификации организмов 
в любом сообществе [18, 19]. Метод призван уменьшить 
возможные ошибки, которые могут возникнуть при тради-
ционной идентификации [20]. Быстрое и точное определе-
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ние видов играет ключевую роль в сохранении растений, 
исследовании биоразнообразия и оценке экологического 
состояния [21]. Баркодирование ДНК также может при-
меняться для охраны редких эндемичных видов, находя-
щихся под угрозой исчезновения, а также для изучения 
эволюции, экологии и сохранения растений. Это осо-
бенно важно, учитывая, что биоразнообразие подверга-
ется угрозе из-за антропогенной деятельности, загрязне-
ния окружающей среды, вырубки лесов и эксплуатации 
природных ресурсов [22].

Цель данного исследования заключается в использо-
вании последовательностей ДНК для оценки эффектив-
ности ДНК баркодов matK, rbcL и ITS в идентификации 
растений семейства Fabaceae, а также в оценке их точно-
сти в реконструкции филогенетических отношений между 
выбранными видами. Наши исследование представляют 
собой только небольшую часть литературы, посвящен-
ной идентификации растений семейства Fabaceae с ис-
пользованием молекулярного баркодирования и стремится 
расширить и углубить наше понимание этой проблемы, 
внести свой вклад в развитие методов идентификации 
растений семейства Fabaceae на основе современных 
молекулярных технологий. В данной работе будут рас-
смотрены основные результаты таких исследований и их 

вклад в сохранение биоразнообразия Казахстана.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Отбор проб и сбор данных
Растительный материал был собран в Карагандинской 

области учеными-ботаниками Карагандинского государ-
ственного университета имени академика Е.А. Букетова 
под руководством Ишмуратовой М.Ю. Растительный ма-
териал был идентифицирован ботаниками с применением 
специального идентификационного ключа ботанической 
базы данных [23]. Подробный список образцов приведен 
в Таблице 1.

Соответствующие ваучерные образцы хранятся в 
гербарном фонде Национального центра биотехноло-
гий (Астана, Казахстан). Нуклеотидные последователь-
ности контрольной внешней группы Cladrastis sikokiana 
(Makino), Myrocarpus frondosus (Allemao) взятые из 
GenBank, также представлены в электронных дополни-
тельных материалах [24]. Образцы контрольной внеш-
ней группы были выбраны на основе их соответствую-
щей длины и простоты выравнивания.

Таблица 1. Представители семейства Fabaceae, включая данные о трех использованных маркерах и 
соответствующих инвентарных номерах NCBI. 

№ Виды растений
Инвентарные номера в NCBI

matK rbcL ITS
Astragalus sulcatus (L.)* OR683687 OR640487 OR676310
Astragalus cornutus Pall.* OR644024 OR640485 OR676320
Astragalus danicus Retz.* OR683689 OR640486 OR676321
Sophora alopecuroides (L.)* OR644015 OR640476 OR676311
Onobrychis arenaria (Kit.) DC.* OR683688 OR640477 OR676312
Trifolium lupinaster (L.)* OR644017 OR640478 OR676313
Trifolium repens (L.)* OR644018 OR640479 OR676314
Oxytropis pilosa (L.) DC* OR644019 OR640480 OR676315
Caragana halodendron (Pall.) Dum.Cours.* OR644021 OR640482 OR676317
Caragana frutex (L.) K. Koch* OR678648 OR678662 OR687291
Melilotus officinalis (L.) Lam.* OR644023 OR640484 OR676318
Melilotus officinalis (L.) Lam.* OR678653 OR678669 OR687297
Medicago platycarpos (L.) Trautv.* OR644022 OR640483 OR676319
Medicago sativa subsp. falcata (L.) Arcang.* OR644020 OR660064 OR676316
Glycyrrhiza uralensis Fisch. ex DC.* OQ722366 OQ722367 OR364050
Oxytropis coerulea (Pall.) DC. MH714120 MH713905 LR898460
Onobrychis pulchella Schrenk ex Fisch. & C.A.Mey. AB854599 MT931459 MT923631
Glycyrrhiza glabra L. PP798191 OR703725 PP158762
Sophora chrysophylla Chock ON996783 ON996708 ON228727
Melilotus albus Medik. MT918280 MT931452 MT923624
Medicago sativa subsp. falcata (L.) Arcang. MT918266 MT931443 MT923616
Medicago laciniata (L.) Mill. MK290560 KX282879 GQ246120
Trifolium pratense L. KX676980 MW497159 OR428717
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Выделение ДНК, амплификация и секвенирование
Геномную ДНК выделяли из образцов гербарных рас-

тений модифицированным методом CTAB [25]. Извлечен-
ную ДНК проверяли на целостность, гомогенность и чи-
стоту с помощью электрофореза в 2% агарозном геле при 
120 В в течение 30 мин. ДНК хранили при –20°С до ис-
пользования на следующем этапе эксперимента. Экстрак-
цию геномной ДНК из образцов проводили с использова-
нием трех и более независимых повторов. Все отобранные 
образцы имели ДНК высокого качества и достигали кон-
центрации выше 50 нг/мкл.

Выбор универсальных праймеров для баркодирования 
основывался на соответствующей литературе, подробная 
информация представлена в Таблице 2.

Все праймеры были синтезированы в Лаборатории ор-
ганического синтеза Национального центра биотехноло-
гии (г. Астана, Казахстан). ПЦР проводили в общем объ-
еме реакции 40 мкл, содержащем 2 мкл геномной ДНК (50 
нг), 4 мкл 25 мМ MgCl2 (Thermo Scientific), 4 мкл 10-крат-
ного Taq-буфера (Thermo Scientific), 1 мкл 10 мМ дНТФ 
(Thermo Scientific), 1 мкл прямого и обратного праймеров 
(10 мкмоль/л стокового раствора), 27,6 мкл дистиллиро-
ванной воды и 0,4 мкл 10-кратной Taq-полимеразы (Gen 
Lab). ПЦР амплификацию проводили в термоциклере 
T100 (Bio-Rad) с использованием следующей программы 
ПЦР: 5 минут при 95 °C для начальной денатурации (один 
цикл), 30 циклов по 1 минуте при 95 °C для денатурации, 
1 минуте при оптимальной температуре отжига для каж-
дого праймера (50 °C–58 °C; Таблица 2) и 1 минуте при 72 
°C для элонгации; наконец, один цикл 10 минут при 72°C 
для увеличения количества копий целевого фрагмента по-
следовательности ДНК, за которым следует хранение при 
4 °C. Полученные продукты ПЦР проверяли с помощью 
электрофореза в 2% агарозном геле, проводимого в тече-
ние 30 минут при 120 В, и очищали с использованием на-
бора для быстрой экстракции ДНК из геля PureLink от 
Invitrogen. На основе экспериментальных данных темпе-
ратура отжига праймеров была установлена на уровне 50 
°C для matK, 58 °C для rbcL и 55 °C для ITS. Очищенные 
продукты ПЦР секвенировали методом Сэнгера на ана-
лизаторе ДНК 3730xl (Applied Biosystems). Полученные 

последовательности прямых и обратных праймеров из 
каждого образца были анализировали с использованием 
программного обеспечения ContigExpress от Invitrogen 
(Vector NTI Advance 11.5) [30], а контиги собрали для ми-
нимизации возможных ошибок чтения. Собранные после-
довательности сравнивали с существующими последова-
тельностями ДНК с помощью инструмента BLASTn [31] 
платформы Национального центра биотехнологической 
информации (NCBI) GenBank [32].

Анализ данных
Последовательности были выравнены в программе 

MEGA 11 [33] с использованием автоматического выбора 
алгоритма и стандартных настроек. Выравненные после-
довательности проверяли в BioEdit v. 7.2 [34] и перепро-
веряли вручную. Выравнивания доступны в электронных 
дополнительных материалах (доп. Приложение S1–S3). 

Анализ Maximum likelihood (ML) был выполнен в 
MEGA 11 с использованием стандартных настроек. Те-
стирование моделей проводилось автоматически в MEGA 
11 с помощью Model Test. Наилучшие модели для дан-
ных nrDNA были: ITS K2+G, для последовательностей 
cpDNA: CDS rbcL T92+G, matK T92+G. Ветви с поддерж-
кой бутстрепа менее 95% считались неподдержанными.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Электрофореграмма агарозного геля, представляющая 

ПЦР-продукты, показала, вариабельность длины ампли-
конов для различных ДНК маркеров: rbcL варьировался 
от 564 до 590 bp, matK – от 598 до 732 bp, ITS – от 607 до 
744 bp (Рис. 1). Эффективность амплификации ДНК-бар-
кодов составила 98%. Полученные последовательности 
ДНК представителей семейства Fabaceae из Казахстана 
были депонированы в базе данных NCBI, их номера до-
ступа указаны в Таблице 1.

Основные характеристики генетического межродового 
разнообразия были проанализированы, включая содержа-
ние консервативных (C), полиморфных (V) и однонукле-
отидных (S) регионов (Таблица 3). Регионы ITS (ITS1, 
полный ген 5.8S рДНК, ITS2 и небольшая часть гена 26S 
рДНК) демонстрировали наибольшее расхождение (0.16), 
при этом 59.2% составляли консервативные регионы, а 

Astragalus alopecurus Pall. MF543487 MF572163 MF543756
Cladrastis sikokiana MN497640 LC690939 JQ676968
Myrocarpus frondosus MG718721 MG718178 MH432197

Примечание: Звездочкой (*) отмечены исследуемые в этой статье виды растений семейства бобовых.

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров ПЦР, используемых для ДНК-баркодирования

Название 
праймера Нуклеотидная последовательность (5’-3’) Целевой локус Т °C отжига

3F_KIMf [26] CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG matK 50

1R_KIMr [26] ACCCCATTCATCTGGAAATCTTGGTTC matK 50

rbcLa_F [27, 28] ATGTCACCAACAAACAGAGACTAAAGC rbcL 58

rbcLa_R [27, 28] GTAAAATCAAGTCCACCRCG rbcL 58

ITS4 [29] TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS1 and ITS2 55

ITS5 [29] GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG ITS1 and ITS2 55
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доля полиморфных регионов варьировалась в пределах 
34.5%. Регионы rbcL проявили более высокую степень 
консерватизма (0.07), с 85.3% консервативных и 14.7% ва-
риабельных регионов. Регионы matK характеризовались 
средними показателями (0.07), с 75.5% консервативных 
и 24.5% вариабельных регионов. Содержание G+C после 
множественного выравнивания анализируемых маркеров 
варьировалось от 31.8 до 51.8 %.

Использование инструмента BLAST для поиска иден-
тичных последовательностей в базе данных NCBI пока-
зало ограниченную эффективность на уровне вида для 
хлоропластных ДНК-маркеров rbcL и matK. Поиск в 
базе данных NCBI с использованием ДНК-маркеров 
(ITS, rbcL и matK) успешно идентифицировал только 
виды Glycyrrhiza uralensis (Fisch.), Caragana frutex (L.), 
Melilotus officinalis (L.), Astragalus sulcatus (L.), Sophora 
alopecuroides (L.), Trifolium lupinaster (L.), Trifolium repens 
(L.), Oxytropis pilosa (L.), Medicago sativa subsp. falcata 
(L.) на уровне рода с точностью 100%. Однако наблюда-

лись расхождения для некоторых видов видов, таких как 
Onobrychis arenaria (Kit.) DC. (100% сходства с Trifolium 
lupinaster (L.)), Caragana halodendron (Pall.) Dum.Cours. 
(100% сходства с Halimodendron halodendron (Pall.) Voss., 
98.80% с Caragana gerardiana Benth.), Melilotus officinalis 
(L.) Lam. (99.83% сходства с Melilotus polonicus (L.) 
Pall.), Medicago platycarpos (L.) Trautv. (100% сходства 
с Medicago sativa (L.)), Astragalus cornutus Pall. (99.61% 
сходства с Astragalus austriacus Jacq.), что подтверждает 
необходимость дальнейших исследований для уточнения 
таксономических связей этих видов. Тем не менее, все ис-
следованные ДНК-баркоды успешно идентифицировали 
виды на уровне рода с точностью 100%. Все маркерные 
гены были успешно секвенированы с точностью 100%. 

Регион ITS 
Топология, полученная в результате анализа методом 

максимального правдоподобия ML (Рис. 2) на основе 26 
последовательностей ядерной ДНК региона ITS, в целом 
демонстрировала высокую статистическую поддержку, 
хотя некоторые ветви имели более низкую поддержку 
(<95% BS). Полученное дерево показывает, что таксоны 
разделены на несколько основных клад с различной сте-
пенью поддержки. Первая клада включает представите-
лей родов Trifolium, Melilotus и Medicago, принадлежа-
щих к трибе Trifolieae. Образец Onobrychis arenaria из 
трибы Hedysareae также попал в эту кладу, что. Кроме 
того, согласно дереву ML, образец Onobrychis arenaria де-
монстрирует близкое родство к Trifolium repens, что под-
тверждается и анализом BLASTn в базе данных NCBI. 
Это объясниется тем, что роды Trifolium, Melilotus и 
Medicago являются близкородственными по морфоло-
гическим признакам (строение соцветий) и географиче-
скому происхождению. Род Onobrychis также достаточно 
таксономически близок к роду Melilotus, а также к родам 
Oxytropis и Hedysarum. Также исзвестно, что Onobrychis 
arenaria имеет множество синонимов, включая Hedysarum 
arenarium, Onobrychis sativa, Onobrychis vicifolia, и 
Onobrychis tanaitica, что подчеркивает его сложную таксо-
номическую историю. География распространения этого 
вида простирается от Европы и Кавказа до степных участ-
ков Сибири, Средней Азии и Казахстана. Широкий ареал 
обитания привел к высокой полиморфности вида.

Вторая клада включает представители трибы Galegeae 
(род Astragalus, Glycyrrhiza, Oxytropis) и Caraganeae 

Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР продуктов, амплифици-
рованных с соответствующими праймерами (ITS, matK, rbcL)

Таблица 3. Характеристики выровненных последовательностей для анализов rbcL, matK и ITS

Параметры
Маркеры

rbcL matK ITS

Количество таксонов 15 15 15

Длина после выравнивания (bp) 476 612 495

Консервативные участки (C) 406 462 293

Вариативные сайты (V) 70 150 171

Потенциально информативные участки 42 56 114

Однонуклеотидные полиморфизмы (S) 28 94 57

Соотношение G + C (%) 43.9 31.8 51.8
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Рисунок 2 – Филогенетическое дерево, построенное методом maximum likelihood, на основе набора последовательностей ITS, с 
указанием значений бутстрепа (BS > 50%) над каждой ветвью. Звездочкой (*) отмечены исследуемые казахстанские виды расте-

ний семейства бобовых.

Рисунок 3 – Филогенетическое дерево, построенное методом maximum likelihood, на основе набора последовательностей rbcL, с 
указанием значений бутстрепа (BS > 50%) над каждой ветвью. Звездочкой (*) отмечены исследуемые казахстанские виды расте-

ний семейства бобовых.
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(Caragana). Следует отметить, что все исследуемые роды, 
за исключением рода Sophora, относятся к таксономиче-
ской кладе, накапливающей не-белковые аминокислоты 
– NPAAA clade (Non-protein amino acid-accumulating 
clade). Род Sophora относится к трибе генистоид в широ-
ком смысле (genistoids sensu lato), что отчетливо видно на 
филогенетическом дереве (BS = 88%).

Регион rbcL
Для построения филогенетического дерева на основе 

более консервативного региона rbcL было использовано 
26 последовательностей. Результаты показывают распре-
деление последовательностей по родам со средней под-
держкой (Рис. 3). Образцы рода Sophora были идентифи-
цированы как представители отдельной трибы Sophoreae 
(BS = 100%). Далее дерево разделяется на две основные 
клады с высокой степенью поддержки (BS = 91%). 

Первая клада включает представителей трибы 
Galegeae (род Astragalus, Glycyrrhiza, Oxytropis) и 
Caraganeae (Caragana). Образец Oxytropis pilosa де-
монстрируют близкое родство к представителям рода 
Astragalus. 

Вторая клада с высокой поддержкой (BS = 96%), со-
стоит из представителей трибы Trifolieae: роды Trifolium, 
Melilotus и Medicago. Однако, в отличие от дерева ITS, об-
разец Onobrychis arenaria демонстрирует близкое родство 
к Medicago platycarpos. образец Trifolium repens показы-
вает родство к Medicago laciniata.

Регион matK
Филогенетическое дерево, построенное на основе 26 

последовательностей matK, разделилось на две основ-
ные клады, представляющие трибы Galegeae и Trifolieae, 
а также отдельное ответвление образцов рода Sophora, 
представляющее трибу Sophoreae (BS = 100%) (Рис. 4). 
Образцы рода Glycyrrhiza также выделены в отдельную 
таксономическую кладу с высокой поддержкой (BS = 
100%), формируя ответвление от трибы Galegeae.

В первой кладе чётко сгруппированы представители 
трибы Trifolieae: роды Trifolium, Melilotus и Medicago (BS 
= 98%).

Структура второй клады включает экземпляры трибы 
Galegeae (роды Astragalus, Glycyrrhiza, Oxytropis) и 
Caraganeae (род Caragana) (BS = 61%). Образец Oxytropis 
pilosa демонстрирует близкое родство с представителями 
рода Astragalus (BS = 85%). Однако, в анализе региона 
matK, образец Onobrychis arenaria сгруппирован вместе 
с видами рода Caragana (BS = 64%).

ОБСУЖДЕНИЕ

Метод ДНК-баркодирования полезен для точной иден-
тификации видов и является важным первым шагом в пла-
нах по сохранению видов, находящихся под угрозой ис-
чезновения. У растений для баркодирования чаще всего 
используют пластидную ДНК (районы rbcL, matK, trnL и 
trnH-psbA) и ядерную ДНК (регионы ITS1 и ITS2) [35]. 
В данном исследовании были проанализированы после-
довательности генов matK, rbcL и ITS с целью оценки их 
потенциала для точной идентификации представителей 
семейства Fabaceae.

Рисунок 4 – Филогенетическое дерево, построенное методом maximum likelihood, на основе набора последовательностей matK, 
с указанием значений бутстрепа (BS > 50%) над каждой ветвью. Звездочкой (*) отмечены исследуемые казахстанские виды рас-

тений семейства бобовых.
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В ходе филогенетического анализа семейства бобо-
вых (Fabaceae) на основе данных баркодирования по трем 
ДНК-маркерам мы обнаружили, что образец Onobrychis 
arenaria из трибы Hedysareae был размещен вместе с 
представителями родов Trifolium, Melilotus и Medicago, 
принадлежащих к трибе Trifolieae. Более того, сгенери-
рованное дерево на основе данных анализа максималь-
ного правдоподобия (ML) подтверждает, что Onobrychis 
arenaria демонстрирует близкое родство с Trifolium 
repens. Эти результаты также подтверждаются анализом 
BLASTn в базе данных NCBI. Объясняется это тем, что 
роды Trifolium, Melilotus и Medicago являются близкород-
ственными на основании строения соцветий и происхож-
дения. В истории классификации были случаи, когда неко-
торые виды ботаники фенотипически относили как к роду 
Melilotus (донник), так и к роду Medicago (люцерна), что 
свидетельствует о таксономической близости этих родов. 
Род Onobrychis также достаточно таксономически близок 
к роду Melilotus, а также к родам Oxytropis и Hedysarum 
[36].

Onobrychis arenaria имеет множество синони-
мов, включая Hedysarum arenarium, Onobrychis sativa, 
Onobrychis vicifolia, и Onobrychis tanaitica, что подчерки-
вает его сложную таксономическую историю. Этот вид 
отличается крайне широким распространением, встреча-
ясь в Европе, на Кавказе, на степных участках Сибири, 
в Средней Азии и Казахстане. Первоначальный ареал 
группы видов, от которых произошел Onobrychis arenaria, 
приходится на территорию северной части Балканского 
полуострова. Широкий ареал обитания привел к высокой 
полиморфности вида [36].

Наши результаты показывают, что matK является 
наиболее подходящим локусом для идентификации ви-
дов внутри Fabaceae, и он особенно точен для некото-
рых родов, таких как Melilotus, Caragana и Astragalus. В 
исследовании [37] из 1355 образцов растений, собранных 
у 1079 видов, принадлежащих к 409 различным родам, 
matK точно идентифицировал примерно 80% на уровне 
вида и 96% на уровне рода. На основании характеристик 
отдельных баркодов и их комбинаций рекомендуется ис-
пользовать ген matK как один из лучших баркодов для 
идентификации растений рода Vicia [38]. Таким образом, 
наши исследования подтверждают, что область matK яв-
ляется ценным маркером для идентификации видов рас-
тений внутри семейства Fabaceae.

Результаты наших исследований показывают, что об-
ласть гена ITS у родов Melilotus, Medicago и Caragana 
является хорошим кандидатом для исследований по 
ДНК-баркодированию. Этот маркер проявляет высокую 
вариабельность и отлично подходит для определения род-
ственных видов, что делает его популярным инструмен-
том в филогенетических исследованиях и идентифика-
ции традиционных видов лекарственных растений [39]. 
Многие авторы подтверждают, что область ITS, являю-
щаяся одним из основных регионов ДНК растений для 
баркодирования, позволяет различать большинство родов 
растений, даже сложных [40-43]. Например, маркер ITS 
рекомендуется для молекулярной идентификации лекар-
ственных видов Astragalus, несмотря на сложности в мор-
фологических различиях. Область ITS обычно полезна 

для различения видов. 
Наши данные показали, что область гена rbcL эффек-

тивно различает роды Melilotus и Caragana, однако об-
ладает низким разрешением по сравнению с ITS и matK. 
Регион rbcL полезен для исследования филогении по-
крытосеменных, поскольку его легко амплифицировать 
и секвенировать в большинстве таксонов покрытосемен-
ных, но его генетическая изменчивость относительно не-
велика [44]. Этот регион широко используют для фило-
генетического анализа, демонстрируя лучшие результаты 
на уровне семейства и класса, однако на уровне видов его 
способность распознавания умеренна [45-47]. В данном 
исследовании идентификация видов была наименее эф-
фективной с использованием rbcL по сравнению с дру-
гими исследованными регионами. Молекулярная иден-
тификация видов Fabaceae показала лучшие результаты 
при использовании гена matK по сравнению с rbcL, а ис-
пользование мультилокусного подхода matK+rbcL улуч-
шило эффективность идентификации [48].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, наш анализ подтверждает, что matK 
и ITS являются наиболее эффективными маркерами для 
идентификации видов в семействе Fabaceae. Эти маркеры 
продемонстрировали высокую степень разрешающей спо-
собности, позволяя точно определять виды и роды вну-
три данного семейства. В частности, matK показал вы-
сокую эффективность в идентификации видов родов 
Melilotus, Caragana и Astragalus, а ITS проявил высокую 
вариабельность, что делает его полезным для определе-
ния родственных видов и проведения филогенетических 
исследований.

Ген rbcL, несмотря на его консервативность и легкость 
амплификации, продемонстрировал ограниченную эффек-
тивность при самостоятельном использовании для иден-
тификации видов на уровне вида, но показал хорошие 
результаты при различении родов. Однако его низкая раз-
решающая способность по сравнению с matK и ITS ука-
зывает на необходимость его использования в комбинации 
с другими маркерами для повышения точности идентифи-
кации. Комбинация matK и rbcL улучшила эффективность 
молекулярной идентификации видов Fabaceae, что под-
тверждается нашими результатами.

Таким образом, для точной и надежной идентифика-
ции видов в семействе Fabaceae рекомендуется использо-
вать мультилокусный подход, включающий маркеры matK 
и ITS, а также rbcL в комбинации с другими маркерами. 
Такой подход обеспечит высокую точность и надежность 
молекулярной идентификации, что является важным для 
сохранения биологического разнообразия и проведения 
дальнейших филогенетических исследований. Обнаруже-
ние близкого родства Onobrychis arenaria с представите-
лями трибы Trifolieae в нашем филогенетическом анализе 
может быть объяснено исторической и морфологической 
близостью этих родов. Полиморфность и широкое рас-
пространение Onobrychis arenaria также могут способ-
ствовать его расположению в филогенетическом дереве 
рядом с видами, имеющими схожие эволюционные черты. 
Эти результаты подчеркивают необходимость комплекс-
ного подхода к таксономии, учитывающего как генетиче-
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ские, так и морфологические данные.
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ABATRACT

The Fabaceae family in Kazakhstan comprises 42 genera and about 650 species. Leguminous crops, such as beans, peas, 
soybeans, and peas, as well as forage plants like clover, alfalfa, sainfoin, and sweet clover, are rich in protein and widely used 
in the food and feed industries. They are also utilized in the production of biodegradable materials, oils, dyes, and biodiesel 
fuel. DNA barcoding is effective for species identification within Fabaceae despite their morphological variability, highlighting 
the importance of preserving their diversity. To assess the genetic diversity of 15 Fabaceae species in the Karaganda region, 
three pairs of primers were used. The chloroplast markers matK and rbcL, as well as the nuclear marker ITS, were employed. 
The obtained sequences were analyzed using Vector NTI and MEGA11, registered in the GenBank NCBI database, and 
voucher specimens are stored in the herbarium of the National Center for Biotechnology in Astana. The study demonstrates the 
effectiveness of DNA barcoding for species identification of Fabaceae based on the analysis of ITS, rbcL, and matK markers 
using the maximum likelihood method. The results underscore the significance of selecting markers considering their variability 
for accurate phylogenetic analysis and the necessity of further population studies to preserve biological diversity in Kazakhstan.
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АБСТРАКТ

Fabaceae тұқымдасы Қазақстанда 42 туыс және 650-ге жуық түрі бар. Бұршақ, фасоль соя, сияқты бұршақ дақыл-
дары, сондай – ақ жемшөп өсімдіктері – беде, жоңышқа, эспарцет пен донник-ақуызға бай және тамақ және жем өнер-
кәсібінде кеңінен қолданылады. Олар сондай-ақ биологиялық ыдырайтын материалдарды, майларды, бояғыштарды 
және биодизельді өндіру үшін қолданылады. ДНҚ баркодтау морфологиялық өзгергіштігіне қарамастан Fabaceae 
түрлерін анықтауда тиімді, бұл олардың әртүрлілігін сақтаудың маңыздылығын көрсетеді. Қарағанды облысын-
дағы Fabaceae тұқымдасының 15 түрінің генетикалық әртүрлілігін бағалау үшін үш жұп праймер қолданылды. matK 
және rbcL хлоропласт маркерлері, сондай-ақ ITS ядролық маркері қолданылды. Алынған тізбектер Vector NTI және 
MEGA11-де талданды, GenBank NCBI дерекқорында тіркелді, ал ваучерлік үлгілер Астанадағы Ұлттық биотехнология 
орталығының гербарийінде сақталады. Зерттеу maximum likelihood әдісімен ITS, rbcL және matK маркерлерін талдау 
негізінде Fabaceae түрлерін анықтау үшін ДНҚ баркодтау тиімділігін көрсетеді. Нәтижелер нақты филогенетикалық 
талдау үшін олардың өзгергіштігін ескере отырып, маркерлерді таңдаудың маңыздылығын және Қазақстанда биоло-
гиялық әртүрлілікті сақтау үшін одан әрі популяциялық зерттеулердің қажеттілігін көрсетеді.

Түйін сөздер: Fabaceae, ДНҚ баркодтау, matK, rbcL, ITS
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