
Введение
Инвазионные растения часто являются вредо-

носными, нанося ущерб экономике и здоровью
человека, а также влияя на биоразнообразие. Для
некоторых растений, являющихся сорняками,
возможно выражение прямого исчисляемого эко-
номического ущерба на сельское хозяйство. При
этом указывается, что сорные растения имеют
более высокий потенциал вредоносности для
сельскохозяйственных культур по сравнению с
вредителями и возбудителями болезней [13], но
отличаются возможностью эффективного управ-
ления в агроценозах. Одним из наиболее эффек-
тивных методов управления сорняками является
применение карантинных мер – предотвращение
распространения сорных растений на свободные

от них территории. В Российской Федерации сор-
ные растения с высокой прогнозируемой вредо-
носностью и отсутствующие или ограниченно
распространенные на территории внесены в пере-
чень карантинных объектов. Как мера предотвра-
щения распространения карантинных объектов
используется проведение лабораторных исследо-
ваний образцов продукции для выявления засоре-
ния карантинными объектами в соответствии со
статьей 26 Федерального закона от 21.07.2014
N 206-ФЗ «О карантине растений» с дальнейшей
выбраковкой или обеззараживанием засоренных
партий.

Непреднамеренное распространение сор-
ных растений человеком обычно происходит с
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помощью диаспор (семян, плодов, соплодий,
реже вегетативных частей), что создает затруд-
нения для лабораторной диагностики их таксо-
номической принадлежности, так как абсолют-
ное большинство существующих методов иден-
тификации растений основаны на анализе при-
знаков всего растения. Дополнительную слож-
ность для морфологической идентификации ди-
аспор создает необходимость наличия квалифи-
цированных специалистов-ботаников (герболо-
гов) в каждой испытательной лаборатории, рабо-
тающей в области карантина растений. В Рос-
сийской Федерации имеется более 100 подоб-
ных лабораторий, и подготовка кадров для каж-
дой является сложной задачей. Выход можно
найти в разработке методов идентификации, при-
менимых к любой части растения, требующих
незначительного объема растительного матери-
ала и имеющих высокую объективность без кри-
тической зависимости от научной квалифика-
ции исполнителя.

Идентификация растений на основе молеку-
лярно-генетических признаков видится подхо-
дящим решением, но при внедрении в практику
работ современных испытательных лаборато-
рий подобных методов имеется несколько осо-
бенностей. Методы, основанные на выявлении
нуклеотидной последовательности (секвениро-
вание), широко применяемые в науке, малопри-
годны для практического применения из-за дли-
тельности, довольно большой ресурсоемкости и
высокой стоимости оборудования. Методы, осно-
ванные на проведении полимеразной цепной
реакции (ПЦР) с детекцией целевого продукта
методом электрофореза («классическая ПЦР»)
требуют недорогого оборудования, но обладают
относительно невысокой чувствительностью,
низкой пропускной способностью и высокой
ресурсоемкостью. «Золотым стандартом» для
производственных лабораторий, сочетающим
не очень дорогое оборудование, высокую произ-
водительность, низкую ресурсоемкость и уме-
ренные требования к квалификации персонала в
данный момент является ПЦР с детекцией ре-
зультата реакции в «реальном времени» (рвПЦР,
qPCR). В то же время, работ по разработке по-
добных методов идентификации растений в на-
учном обществе практически не ведется.

Использование подобных методов молеку-
лярно-генетической идентификации растений

также востребовано при определении состава
растительной продукции, в фармакогнозии и в
криминалистике.

Многие растения, принадлежащие к роду
Bidens PsilocarpaeaL. sect. DC., являются при-
знанными вредоносными сорными растениями.
В Единый перечень карантинных объектов
ЕАЭС [5], действующий и на территории Рос-
сийской Федерации, внесено два вида секции:
Bidens bipinnata B. pilosaL. и L., при этом авто-
рами на основе анализа основных информаци-
онных ресурсов и сводок [6, 8, 10, 15], а также
собственных наблюдений в экспедициях, выяв-
лено еще не менее 6 морфологически сходных
сорных видов секции: (L.) DC.,B. alba
B. bigelovii B. biternataA. Gray, (Lour.) Merr. &
Sherff., Cav., Willd.,B. odorata B. parviflora
B. subalternans DC. Самостоятельность ряда ви-
дов ( и ) отдельными исследова-B. alba B. odorata
телями не признается [10, 11], для других
( , ) самостоятельность ста-B. bigelovii B. biternata
вится под сомнение авторами данного исследо-
вания, но остаются, как минимум, широко рас-
пространенные «хорошие» виды иB. parviflora
B. subalternans, плоды которых необходимо отли-
чать от карантинных видов. До недавнего време-
ни методики морфологическ й идентификациио
плодов сорных черед секции не существовало,
но в 2015 г. авторами были разработаны методи-
ческие рекомендации, позволяющие идентифи-
цировать плоды от остальных видов поB. pilosa
морфологическим признакам [2, 3]. Недостат-
ком разработанных рекомендаций является не-
возможность отличить плоды отB. bipinnata
близких видов ( и ) иB. parviflora B. subalternans
недостаточная лабораторная правильность при
идентификации плодов , оценочно со-B. pilosa
ставляющая 69,4 %, что ниже требуемой лабора-
торной правильности в 95 %.

Цели и задачи исследований
Целью исследования было изучение молеку-

лярно-генетических особенностей сорных
Bidens PsilocarpaeaL. sect. DC. для разработки
метода их диагностики.

Объекты и методики исследований
Материалом исследования выступали гер-

барные экземпляры и экземпляры карпологиче-
ской коллекции Федерального государственного
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бюджетного учреждения «Всероссийский центр
карантина растений» (далее – ФГБУ «ВНИИКР»)
в количестве 78 образцов из более чем 50 пунк-
тов сбора (Северная и Южная Америка, Европа,
Африка, Юго-Восточная Азия, Дальний Восток).
Все образцы были надежно идентифицированы
до вида по комплексу морфологических призна-
ков, для чего проводилось выращивание черед из
плодов в карантинной теплице и фитотронах
ФГБУ «ВНИИКР» до стадии цветения и плодо-
ношения. ДНК образцов выделяли модифициро-
ванным методом Дойля [9]. Для амплификации
целевых фрагментов применялись модифициро-
ванные авторами праймеры:

N d h F - r p l 3 2 – B i d / n d h - F
AAAAGGTATTATCCACGCRTATT и Bid/rpl32-
R CCCATATCCTTTCCTTTTCCAA (модифика-
ция праймеров ndhF и rpl32-R [14]);

I T S 1 - 5 . 8 S - I T S 2 – I T S - p 5 ( b i d )
CCTTATCATTTAGAGGAAGGA и ITS-u4(bid)
AGTTTCTTTTCCTCCGCTTA (модификация
праймеров ITS-p5 и ITS-u4 [7]).

Расшифровку нуклеотидных последователь-
ностей проводили на генетическом анализаторе
Genetic Analyzer AB-3500 методом капиллярно-
го электрофореза. Работу с генетическими дан-
ными проводили в среде Unipro UGENE. Для
проведения генетических исследований «in
silica» также использовали генетические после-
довательности депозитария GenBank [12].

Результаты исследований и их обсуждение
На первом этапе исследований проводился

поиск высоковариабельных для видов секции
локусов в хлоропластном геноме. Были исследо-
ваны 8 различных локусов, рекомендуемых для
изучения у цветковых растений [14, 16]: NdhF-
rpl32, trnH -psbA, rpl32-trnL, trnK-matK,

GUG

trnT -trnL , Rpl16, rbcL, trnV-ndhC. Высокая
UGU UAA

вариативность выявлена в локусе NdhF-rpl32,
низкая в локусах trnH -psbA и trnT -trnL .

GUG UGU UAA

В остальных локусах вариативность не выявле-
на. Дальнейшее изучение проводилась с исполь-
зованием локуса NdhF-rpl32. В исследуемых по-
следовательностях выявлено девять гаплотипов.

Гаплотип A: образцы с крайне от-B. pilosa
личным от остальных образцов вида генотипом.
Имеется 16–23 отличных нуклеотидов в регио-
не, кроме того, имеются две уникальные инсер-
ции (9 нуклеотидов и 15 нуклеотидов). Выявле-

но три образца происхождением из Гавайев,
Мексики и Перу.

Гаплогруппа B характеризуется различием
внутри группы до 9 нуклеотидов и вне группы
не менее 11 нуклеотидов. Трактуется нами как
основной объем вида .B. pilosa

Гаплотип B1: от иных гаплотипов B. pilosa
(кроме гаплотипаA) различается 3–8 нуклеотида-
ми и наличием характерной крупной делеции
(197 нуклеотидов) и инсерции (7 нуклеотидов).
10 образцов происхождением из Мексики, Кении,
Аргентины, Индонезии. Образцы морфологиче-
ски различны, но обычно это крупные прямосто-
ячие растения с однаждыперистым или дважды-
перистым листом. Возможно, представляют со-
бой часть вида, выделяемого как .B. odorata

Гаплотип B2: от иных гаплотипов B. pilosa
(кроме гаплотипа A) различается 3–5 нуклеоти-
дами. Делеция в 14 нуклеотидов общая с гапло-
типом B3. 6 образцов из Аргентины, Перу, Мек-
сики, Марокко и Таиланда.

Гаплотип B3: от иных гаплотипов B. pilosa
(кроме гаплотипа A) различается 4–9 нуклеоти-
дами и наличием уникальной инсерции в 27 нук-
леотидов. Делеция в 14 нуклеотидов общая с
гаплотипом B2. 6 образцов из Аргентины, Ки-
тая, Индонезии. Морфологически однообраз-
ны – растения без язычковых цветков и с однаж-
дыперистым листом. Соответствуют вB. pilosa
узком смысле ( var. ).B. pilosa pilosa

Гаплотип B4: от иных гаплотипов B. pilosa
(кроме гаплотипаA) различается 5–9 нуклеотида-
ми и наличием уникальной инсерции в 22 нуклео-
тида. 8 образцов из Вьетнама, Гавайев, Китая, Таи-
ланда. Морфологически однообразны – растения
с крупными белыми язычковыми цветками и укло-
няющимся, практически ползучим стеблем.

Гаплогруппа C характеризуется различием
внутри группы до 2 нуклеотидов и вне группы
не менее 11 нуклеотидов. Данная группа тракту-
ется нами как комплекс «желтоцветковых» ви-
дов , , . ОтB. subalternans B. bipinnata B. biternata
B. pilosa B. parvifloraи группа также отличается
наличием делеции в 9 нуклеотидов и инсерции в
6 нуклеотидов.

Гаплотип C1: 23 образца из Аргентины, Пе-
ру, Парагвая, Мексики, Кореи, Китая, Танзании,
Грузии, Абхазии, относящихся, как минимум,
к двум видам: и .B. subalternans B. bipinnata
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Гаплотип C2: 2 образца из депозитария
GenBank, определенных как из Ки-B. biternata
тая. От гаплотипов C1 и C3 отличаются соответ-
ственно 1 и 2 нуклеотидами.

Гаплотип C3: 4 образца изB. subalternans
Аргентины и Черногории. От гаплотипов C1 и C2
отличаются соответственно 1 и 2 нуклеотидами.

Гаплотип D: значительно отличающаяся от
всех иных гаплотипов (не менее 14 отличных ну-
клеотидов, уникальные инсерции в 19 и 12 ну-
клеотидов, делеция в 13 нуклеотидов) .B. parviflora

Таким образом, обнаружено значительное
генетическое отличие образцов от близ-B. pilosa
кородственных видов, как и отличие B. parviflora
от других видов. В то же время, внутри группы
«желтоцветковых» видов ,B. subalternans B. bi-
pinnata B. biternataи различия малы или отсут-
ствуют. Внутри вида выявлено крайнеB. pilosa
высокое генетическое разнообразие по данному
локусу, в случае выделения гаплотипа A, превы-
шающее межвидовые различия. При этом морфо-
логических различий для растений данного гап-
лотипа от других видов не выявлено. Какой-либо
выраженной географической привязки гаплоти-
пов не выявлено, что, возможно, объясняется зоо-
хорией в распространении плодов сорных черед.

На втором этапе проводились исследования
по изучению участка ядерного генома ITS1-
5.8S-ITS2, широко используемого при изучении
биоразнообразия и филогении растений, а также
применяемого для идентификации [1, 4, 7].
В результате среди образцов выявлены нижеука-
занные гаплогруппы.

Гаплогруппа A имеет разницу не более 12
нуклеотидов внутри группы и не менее 19 ну-
клеотидов вне группы, при этом всегда имеется
пара членов группы с разницей не более 9 нукле-
отидов. В данную гаплогруппу входят все образ-
цы с морфологическими признаками .B. pilosa
В группу входят 5 подгрупп с соответствующим
нуклеотидным полиморфизмом внутри под-
группы / между подгруппами: A1 (3/4), A2 (3/4),
A3 (5/7), A4 (0/5), A5 (3/4). Явных морфологи-
ческих и географических особенностей под-
групп не выявлено, кроме принадлежности к
подгруппе A3 образцов только из Центральной
Америки.

Гаплогруппа B имеет разницу не более
5 нуклеотидов внутри группы и не менее 17 вне
группы. В данную гаплогруппу входят образцы

с морфологическими признаками B. subalter-
nans B. bipinnataи . При этом исследованные об-
разцы образуют две подгруппы по видам с нук-
леотидным полиморфизмом внутри подгруппы /
между подгруппами: B1 – (2/3) иB. subalternans
B2 – (0/3).B. bipinnata

Гаплогруппа C не имеет внутреннего поли-
морфизма, а от иных гаплогрупп отличается не
менее 17 нуклеотидами. К данной гаплогруппе
принадлежат два образца, определенных по мор-
фологическим признакам как , со-B. subalternans
бранные в высокогорьях Анд (Аргентина и Перу).

Гаплогруппа D без внутреннего полимор-
физма и с отличием не менее 55 нуклеотидов от
остальных групп представлена образцами
B. parviflora.

При этом показано, что совпадения класте-
ризации образцов по генетическомуB. pilosa
разнообразию изученных хлоропластного и
ядерного генома не наблюдается.

Выводы
Отсутствие совпадения кластеризации об-

разцов по генетическому разнообразиюB. pilosa
изученных хлоропластного и ядерного генома
позволяет сделать предположение о свободной
гибридизации растений внутри вида (единство
ядерного генома), а также о наличии нескольких
обособленных популяций до начала эпохи мас-
сового перемещения людей и грузов (несколько
значительно отличающихся хлоропластных ге-
номов) и массовой интродукции растений раз-
личных популяций в современное время.

По локусу хлоропластного генома локуса
NdhF-rpl32 невозможно идентифицировать ка-
рантинный вид от близкого некаран-B. bipinnata
тинного . может бытьB. subalternans Bidens pilosa
дифференцирован от всех иных видов методом
секвенирования, но из-за высокого разнообразия
внутри вида отсутствует возможность разработки
тест-системы для идентификации ПЦР с детекци-
ей «в реальном времени». Дальнейшее изучение
полнохлоропластных сиквенсов в депозитарии
GenBank [12] показало низкую перспективность
возможности разработки метода идентификации
на основе хлоропластного генома.

В то же время выраженные генетические от-
личия в участке ядерного генома ITS1-B. pilosa
5.8S-ITS2 позволяют создать тест-систему по
определению данного вида методом ПЦР с де-
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текцией продуктов «в реальном времени», что
подтверждено дальнейшими разработками авто-
ров. Имеется выраженное отличие B. bipinnata
от близкого вида , которое, воз-B. subalternans
можно, также позволит разработать практиче-
скую тест-систему.
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STUDY OF THE MOLECULAR GENETIC CHARACTERISTICS OF
BIDENS PSILOCARPAEAL. SECT. DC. (ASTERACEAE)

FOR THE DEVELOPMENT OF IDENTIFYING METHODS
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Invasive weeds often pose a significant threat to agriculture. As a countermeasure, quarantine measures are
used, the effective implementation of which requires methods for identifying diaspores (seeds, fruits) of
plants in transported products. The use of molecular genetic identification methods as reliable and objective
is highly promising.At present, there are practically no developed methods for use in laboratories, including
for the listed quarantine objects L. and L. A study was carried out of the geneticBidens bipinnata B. pilosa
diversity of weeds of the genus L., section DС. at chloroplast (NdhF-rpl32) andBidens Psilocarpaea
nuclear (ITS1-5.8S-ITS2) loci. A conclusion is made about the practical inapplicability of identification by
chloroplast loci and the suitability of identification by nuclear ones.

Key words: PCR, chloroplast genome, NdhF-rpl32, ITS1-5.8S-ITS2, plant quarantine, laboratory
identification
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