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Реферат. Флора Узбекистана характеризуется высоким разнообразием яснотковых и насчитывает около 240 
видов, принадлежащих 40 родам. 30 видов семейства Lamiaceae занесены в Красную книгу Узбекистана. Редкие 
виды требуют регулярного мониторинга и всестороннего изучения как классическими методами, так и метода-
ми молекулярно-генетического анализа. Данные исследования направлены на изучение видового разнообразия 
флоры Узбекистана с использованием ДНК-маркеров. Материалом для исследований служили виды семейства 
Lamiaceae, произрастающие на территории Узбекистана. Видовая идентификация выполнена по двух-четы-
рехлокусным комбинациям ДНК маркеров (ITS, rbcL, trnL-trnF, matK, psbA-trnH). Полученные 76 консенсусных 
нуклеотидных последовательностей ITS региона использовано для молекулярно-филогенетического анализа се-
мейства. Представлены филогенетические взаимоотношения 26 родов, сгруппированных в четыре подсемейства: 
Nepetoideae, Lamioideae, Scutellarioideae, Ajugoideae, на основании нуклеотидной вариабельности. 
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Summary. The flora of Uzbekistan is characterized by a high diversity of Lamiaceae and has about 240 species belonging 
to 40 genera. 30 species of the family Lamiaceae are listed in the Red Book. Rare species require regular monitoring and 
comprehensive study, both by classical methods and by methods of molecular genetic analysis. This study is aimed at 
assessment the species diversity of the flora of Uzbekistan using DNA markers. The material for the research was the 
species of the family Lamiaceae growing on the territory of Uzbekistan. Species identification was performed using two-
four-locus combinations of DNA markers (ITS, rbcL, trnL-trnF, matK, psbA-trnH). 76 consensus nucleotide sequences 
of the ITS region are used for molecular phylogenetic analysis of the family. The phylogenetic relationships of 26 genera 
grouped into four subfamilies: Nepetoideae, Lamioideae, Scutellarioideae, Ajugoideae are presented based on nucleotide 
variability.

Key words. DNA-barcoding, ITS, Lamiaceae, matK, psbA-trnH, rbcL, trnL-trnF. 

Введение. Своеобразные климатические условия, различная зональность, высотные пояса 
обусловили фенотипическое многообразие представителей растительного мира Узбекистана (Тожи-
баев и др., 2016). Среди растений местной флоры именно группы редких, эндемичных и реликтовых 
видов наиболее адекватно отражают направления миграционных потоков при формировании флор 
и процессы видообразования на ограниченных территориях (Tojibaev, 2010). Чрезвычайное разноо-
бразие морфо-экологических характеристик в свою очередь усложняет систематику семейств. Иден-
тификация таксонов, а также оценка филогенетических и эволюционных отношений между видами 
являются одними из важнейших задач биологии. Современная систематика дикорастущих растений 
в Узбекистане использует преимущественно классические методы ботаники; базируясь на сравнении 
морфо-анатомических признаках и кариологических данных, проводится естественная классифика-
ция таксонов, отражающая их филогенетическую историю (Sennikov et al., 2016). В настоящее время 
отечественные исследования с использованием генетических методов для идентификации видов, про-
яснения эволюционных взаимоотношений, а также оценка генетического разнообразия дикой флоры 
Узбекистана немногочисленны (Juramurodov et al., 2021; Shchegoleva et al., 2022). Семейство Lamiaceae 
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Martinov является космополитом, включая в себя более 7800 видов, образующих 245 родов (The Plant 
List URL: http://www.theplantlist.org/1.1/browse/A/Lamiaceae/). Важность инвентаризации дикорасту-
щих видов Lamiaceae обусловлена необходимостью оценки видового разнообразия некоторых родов 
семейства на основе классических и молекулярных методов. На территории Узбекистана произрастают 
представители четырех подсемейств: Nepetoideae (Dumortier) Luerssen, Lamioideae Harley, Scutellarioideae 
(Dumortier) Caruel, Ajugoideae Kostel.

Цель нашего исследования – молекулярно-генетическая инвентаризация дикорастущих видов 
семейства Lamiaceae флоры Узбекистана с помощью комбинации ДНК-маркеров. В работе использо-
ваны хлоропластные маркеры rbcL, matK, trnL-trnF, psbA-trnH и один маркер ядерной последователь-
ности ITS. С целью максимальной эффективности идентификации и высокой достоверности результа-
тов, для всех видов выполнено 2–4-локусное генотипирование. Данное исследование является началом 
изучения флоры Узбекистана методом ДНК-штрихкодирования, включающим в себя секвенирование 
филогенетически значимых последовательностей.

Материалы и методы. Для анализа использовали свежий, высушенный в силикагеле листовой 
материал. А также материал гербарных образцов, хранящийся в коллекции Национального гербария 
Узбекистана (TASH). Суммарную ДНК выделяли в трех биологических повторностях коммерческим 
набором GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, США) в соответствии с про-
токолом производителя, с использованием поливинилполипирролидона (PVPP) в качестве сорбен-
та. Концентрацию и чистоту тотальных нуклеиновых кислот определяли спектрофотометрически в 
Thermo Scientific NanoDrop 8000 (США). Чистоту ДНК оценивали по коэффициенту поглощения рас-
творов со значениями оптической плотности (ОП) в области длин волн 260/280 нм. 

Согласно Kress (Kress et al., 2005), потенциальные маркеры ДНК-штрихкодирования должны 
удовлетворять критерию достаточно короткой длины последовательности (300–800 п. н.). Для при-
готовления реакционной смеси ПЦР использовали 2X PCR Taq Plus MasterMix с красителем (Applied 
Biological Materials Inc., Канада), вносили 1 мкл матрицы ДНК в концентрации 20 нг/мкл; реакцию про-
водили в финальном объеме 25 мкл. Амплификация проводилась в термоциклере Thermal Cycler 2720 
(Applied biosystems). Результаты амплификации проверяли в 1,2%-м агарозном геле. Наиболее эффек-
тивны для амплификации внутренние транскрибируемые спейсерные области (ITS) ядерной рибосом-
ной ДНК и комбинация штрихкодов областей хлоропластной ДНК – rbcL, matK, широко используемые 
в качестве основных ДНК-штрихкодов для наземных растений благодаря доступности и эффектив-
ности секвенирования и высокого уровня таксономического разрешения (Kress et al., 2005). Реакцию 
амплификации проводили на термоциклере C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad, США). Условия ПЦР 
были оптимизированы.

Для успешной амплификации маркерных последовательностей в образцах ДНК изучаемых рас-
тений использовали универсальные праймеры: ITS1-18S (5ʹ-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3ʹ), ITS4-26S 
(5ʹ-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ); matK-390F (5ʹ-CGATCTATTCATTCAATATTTC-3ʹ), matK-1326R 
(5ʹ-TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT-3ʹ); trnL-F_F (5ʹ- CGAAATCGGTAGACGCTACG-3ʹ), trnL-F_R 
(5ʹ- ATTTGAACTGGTGACACGAG-3ʹ); rbcLaF (5ʹ-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3ʹ), rbcLaR 
(5ʹ-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3ʹ); psbA3_F (5ʹ-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3ʹ), trnHf_05 
5ʹ-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3ʹ.

За время работы определены 102 нуклеотидные последовательности для 36 видов семейства 
Lamiaceae. Некоторые депонированы впервые в международную базу данных GenBank (табл.).

Выравнивание пар последовательностей проведено в редакторе BioEdit Sequence Alignment 
Editor v.7.0.01. Полученные консенсусные последовательности ДНК сохраняются в формате FASTA. Для 
филогенетического анализа выравнивание нуклеотидных последовательностей проводили по алгорит-
му ClustalW в программе MegaX. Подбор модели проводили с помощью программы jModelTest2.1.10 
(Darriba et al., 2012). По результатам анализа ITS последовательностей было реконструировано фило-
генетическое дерево в программе Mr. Bayes v3.1.2 методом Байеса (Huelsenbeck, Ronquist, 2001). Расчет 
апостериорной вероятности реализовался с использованием алгоритма Монте-Карло с марковской 
цепью (MCMC) при числе репликаций равном 1 000 000 до получения среднего стандартного отклоне-
ния (average standard deviation) в пределах 0.01. Визуализация результирующего графического изобра-
жения производилась в программе FigTree v1.4.0 (Rambaut, 2012).
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Результаты и обсуждение. Результаты генотипирования по четырем консенсусным последова-
тельностям демонстрируют высокий уровень воспроизводимости результатов амплификации по всем 
маркерам. Показаны результаты сравнения нуклеотидных последовательностей для Dracocephalum 
adylovii I. I. Malzev и Salvia submutica Botsch. et Vved., узких эндемиков Узбекистана (табл.). Было проде-
монстрировано сходство с аналогичными последовательностями в базе данных BLAST, с достоверно-
стью 97–99 %. Полученные консенсусные последовательности по филогенетически значимым марке-
рам (ДНК-штрихкодам) депонированы в международную базу данных Генбанк (GenBank. URL: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) с присвоением ID номеров.

Таблица
Результаты идентификации Dracocephalum adylovii и Salvia submutica с использованием 4-локусной панели

ДНК-штрих-
код

Консенсусная нуклеотидная последовательность ID номер в 
GenBank

Результат иденти-
фикации в BLAST(п. н.)

ITS

1 caaggtttcc gtaggtgaac ctgcggaagg atcattgtcg aaacctgcaa agcagaccgc
61 gaacccgtgc ataacgaacc acgtgtggcg cggcgtgggg gcgacccccc gtcgagccac
121 cgtatccccg ccggcgtcgt cctccgggcg gcgtcgtgcg ggctaacgaa ccccggcgcg
181 gaatgcgcca aggaaaacaa aaacgaagcg tccgcccccc gctccccgtt cgcggagcgt
241 gcgggggacc ggccgtctat caaaatgtca taacgactct cggcaacgga tatctcggct
301 ctcgcatcga tgaagaacgt agcgaaatgc gatacttggt gtgaattgca gaatcccgtg
361 aaccatcgag tctttgaacg caagttgcgc ccgaagccat taggccgagg gcacgtctgc
(693 bp)

GenBank
Sequence ID: 
MW858379.1

AJ420999.1 
Dracocephalum 
grandiflorum 5.8S 
rRNA gene, internal 
transcribed spacer 1 
(ITS1) and internal 
transcribed spacer 2 
(ITS2) 
Identities: 97.86 %

matK

1 attagatata ctaatacctc gctctgttca tgtggaaatc ttgattcaaa ctattcgccg
61 ttgggtaaaa gatgtttctt ttttacattt attacgagtc tttctcaacg aatacgaata
121 ttggaatagt cttcttactc caaagaaagt aagtttctct ttgtcaaaaa gaaatcaaaa
181 gttgtttttt ttcttatata attctcatgt atgtgaatat gaatctattt tcgtctttct
241 acgtaaccaa tcttttcatt tacgatcaac atcttctgga gttcttcttg aaagaattta
301 tttctctata aaaatagaac gtcttgtgaa cgtctttgtt aaagatttta gggagaacct
361 gtggttggtc gaggaaccct gcatgcatta tattaggtat caaagaaaat ccattatggc
(849 bp)

GenBank
Sequence ID:
MW924790.1

MG224977.1 
Dracocephalum 
parviflorum maturase 
K (matK) gene
Identities: 99 %

rbcL

1 agcaagtgtt ggattcaaag cgggtgttaa agagtacaaa ttgacttatt atactcctga
61 atatgaaacc aaagatactg atatcttggc agcattccga gtaactcctc aacctggagt
121 tccgccggaa gaagcagggg ccgcggtagc tgccgaatct tctactggta catggacaac
181 tgtgtggacc gatggactta ccagccttga tcgttacaaa gggcgatgct accacattga
241 gcccgttcct ggagaaaaag atcaatatat ctgttatgta gcttaccctt tagacctttt
301 tgaagaaggt tctgttacta acatgtttac ttccattgta ggaaatgtat ttggattcaa
361 agccttacgt gctctacgtc tggaagatct gcgaattcct cctgcttaca ttaaaacttt
(916 bp)

GenBank
Sequence ID:
MW924793.1

Z37390.1 
Dracocephalum 
ruyschiana chloroplast 
rbcL gene
Identities: 99.13 %

trnL-trnF

1 taattggatt gagccttggt atggaaactt actaagtgat aactttcaaa ttcagagaaa
61 ccccggaatt aataaaaatg ggcaatcctg agccaaatcc tgttttctca aaacaaaggt
121 tcaaaaaacg acaaaaaagg ataggtgcag agactcaatg gaagctgttc taacgaatgg
181 agttggctgc gccggtagag gaatctttcc atggaaattt tagaaaggat gaaggataaa
241 cgcatctatt gaatactata tcaaattttt aatgttggcc cgaatctgtt tttttaatat
301 ttaatatgaa aataaaaaaa aataagtgtg aatttatttc acgttgaaga aaaaatagaa
361 tattcatcaa ctcattcact ccatagtccg gtagatcttt taaagaactc attaatcgga
(875 bp)

GenBank
Sequence ID:
MW924794.1

JQ669038.1 
Dracocephalum 
parviflorum
trnL-trnF intergenic 
spacer
Identities: 98.27 %

ITS

1 tcgaacctgc aaagcagacc gcgaacacgt ctccaacacc aaccgacggt gcatggcgtg
61 ggggcgaccc ccgtcctgtt cccgtcaccc ccgcccgcgt gttcccatcg ggtcacgtcg
121 tgtgggctaa cgaaccccgg cgcggaatgc gccaaggaaa accaaacgaa gcatcctccc
181 ccccgcgccc cgttcgcgga gtgcgcgggg gtgtcggatg tctatcaaat gtcaaaacga
241 ctctcggcaa cggatatctc ggctctcgca tcgatgaaga acgtagcgaa atgcgatact
301 tggtgtgaat tgcagaatcc cgtgaaccat cgagtctttg aacgcaagtt gcgcccgaag
361 ccattaggcc gagggcacgt ctgcctgggc gtcacgcatc gcgtcgcccc cccactccgt
(676)

GenBank
Sequence ID:
MW588814.1

MK213202.1
Salvia 
dracocephaloides,
internal transcribed 
spacer 1 (ITS1) and 
internal transcribed 
spacer 2 (ITS2)
Identities: 99.52 %

matK

1 catttaaatt ttgtattaga tatgctaata cctcgctctg tccacgtgga aatcttgatt
61 caaactttgc gccattggat aaaagatgtt tcttctttgc atttattacg agtctttctc
121 aaccaatatt ggaattgcag tagtcttctt actccaaaga aagccagctt ctctttgtca
181 aaaagaaatc aaaggttatt ttttttctta tataattctc atgtatgtga atacgaatct
241 attttcgtct ttctacgtaa ccaatctttt catttacgat caacgtcttc tggagttctt
301 cttgaacgaa tctatttcta tataaaaata gaacgtctta tgaacacctt tgttaaggat
361 tttaaggcga acctagggtt ggtcgaggaa ccctccatgc attatattag gtatcaaaga
(845)

GenBank
Sequence ID:
MW633173.1

MK228117.1
Salvia aegyptiaca 
maturase K gene, 
Identities: 97.37 %
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Продолжение табл.

ДНК-штрих-
код

Консенсусная нуклеотидная последовательность ID номер в 
GenBank

Результат иденти-
фикации в BLAST(п. н.)

rbcL

1 aaattgactt attatactcc tgaatacgaa accaaagata cggatatctt ggcagcattc
61 cgagtaactc ctcaacctgg agttccgcct gaagaagcag gggccgcggt agctgccgaa
121 tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgatggac ttaccagcct tgatcgttac
181 aaagggcgat gctaccacat tgagcccgtt gctggagaaa aagatcaata tatctgttat
241 gtagcttacc ctttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt
301 gtaggaaatg tatttggatt caaagcccta cgtgctctac gtctggaaga tctgcgaatt
361 cctcctgctt atattaaaac tttccaaggc ccgcctcatg ggatccaagt tgagagagat
(540)

GenBank
Sequence ID:
MW633181.1

MW633185.1
Salvia margaritae
chloroplast rbcL gene
Identities: 99.23 %

psbA-trnH

1 tcgaagctcc aacaaatggc taagactttt ttttagtgtg taggcgtttt tgaaaataga
61 atagataagg agctataaac cctcttttga tagaacaaga aagggtttat tgctccttta
121 ttttcttttc aattggagtc cttttctata ttttcgagta gtattggact tacctagaat
181 tattctttcc attagagaat aaagaaagaa gataaaaaat gattgaaatt ctatcttttg
241 ttttacaatt tctacaaaaa tttaaattca aaaagtaaat aaatataaaa attctaaata
301 gaattttaga gtacaggggc ggatgtagcc aagtggatca aggcagtgga ttgtgaatcc
361 accatgcg
(368)

GenBank
Sequence ID: 
MW633189.1

MW633191.1
Salvia tianschanica 
psbA-trnH intergenic 
spacer
Identities: 99.28 %

Уровень видового разнообразия семейства Lamiaceae флоры Узбекистана оценивали с помо-
щью последовательностей ITS региона, маркерами являлись внутренние транскрибируемые спейсе-
ры (ITS1 и ITS2) участка 18S–26S ядерной рДНК. Проведено сравнение результатов секвенирования 
представителей семейства Lamiaceae. Регион ITS обычно используется для идентификации растений 
различного географического происхождения из-за его способности к высокой изменчивости. 36 после-
довательностей участка ITS, используемые для построения филогенетической дендрограммы, получе-
ны как результат нашего анализа, 40 последовательностей были загружены из базы данных GenBank, 
всего в филогенетический анализ вовлечены 76 таксонов. Область целевого маркера размером 661 п. н. 
В качестве внешней группы нами использован вид Pedicularis korolkowii Regel семейства Orobanchaceae 
Vent. Таксономическое название родов приведено согласно Plants of the World Online (URL: https://powo.
science.kew.org). На полученной дендрограмме выделены две достоверно различающиеся суперклады, 
состав родов которых соответствует четырем из семи выделенных Harley (Harley et al., 2004) подсемей-
ствам флоры Узбекистана: Lamioideae, Nepetoideae, Scutellarioideae и Ajugoideae.

Генетическое разделение подсемейства Lamioideae образовало субклады триб с высоким значе-
нием апостериорной вероятности (posterior probability, PP = 99 %), сгруппировав представителей ро-
дов: Hypogomphia Bunge, Stachys L., в трибу Stachydeae; виды Lamium L. в Lamieae, виды Lagochilus Bunge 
ex Benth. и Leonurus L. в трибу Leonureae; Phlomis L., Eremostachys Bunge, Phlomoides Moench в трибу 
Phlomideae; Moluccella L., Marrubium L. образовали трибу Marrubieae.

Подсемейство Nepetoideae, наиболее богатое по численности видов в таксоне и представленное 
в нашей работе четырьмя родами, образует отдельную кладу со значением 100. Молекулярные данные 
подтвердили разделение подсемейства на подтрибы: Salviinae, Menthinae, Nepetinae, Lycopinae, объеди-
ненные в трибу Mentheae.

По результатам филогенетического анализа подтриба Salviinae сгруппировала виды Salvia L., 
Rosmarinus L., Perovskia L., Melissa L. в отдельную группу. Виды родов Thymus L., Origanum L., Mentha L., 
Ziziphora L. объединены в одну субкладу, относящуюся к подтрибе Menthinae. Представители родов 
Dracocephalum L., Hyssopus L., Lallemantia Fisch. et C. A. Mey, Hymenocrater Fisch. et C. A. Mey., Drepanocaryum 
Pojark., Nepeta L. образовали субкладу в пределах подтрибы Nepetinae. Род Scutellaria L. представляет 
подсемейство Scutellarioideae. Ajuga L. и Teucrium L. являются представителями подсемейства Ajugoideae. 

Установлены эволюционные взаимосвязи между видами и уровни межродовой дивергенции 
внутри семейства Lamiaceae. При этом подтвержден монофилетичный статус семейства и представ-
ленных в исследовании подсемейств (Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Scutellarioideae) (рис.). Таким 
образом, данное разделение определило хорошо различимые виды Lamiaceae на межродовом уровне 
и согласуется с принятой классической таксономией семейства. Результаты наших исследований де-
монстрируют эффективность использования ITS региона в качестве молекулярно-филогенетического 
маркера для оценки видового разнообразия флоры Узбекистана. Топология представленной дендро-
граммы, построенная на основе сравнения последовательностей ITS региона, совпадает с разделением 
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видов и их группированием в клады, полученных по результатам анализа последовательностей хлоро-
пластного участка matK (Nikitina et al., 2022).

Рис. Дендрограмма семейства Lamiaceae, построенная по локусу ITS, методом MrBayes. Показана апостериорная 
вероятность байесовского вывода (BIPP). *– виды, проанализированные в данной работе.
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