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Среди имеющихся в природе более 20 видов колючещетинника для Российской Фе-
дерации особое значение приобретает Ценхрус длинноколючковый (Cenchrus longispinus 
(Hackel ex Kneuck.) Fernald) – однолетний злак североамериканского происхождения. 
Это растение широко распространено в странах умеренного климата как сорное рас-
тение. Засоряет посевы пропашных, овощных и бахчевых культур, виноградники и сады. 
Является карантинным объектом для Российской Федерации и стран Евразийского эко-
номического союза. На территории нашей страны имеются небольшие разрозненные
очаги, локализованные по железнодорожным путям и городским территориям. Иденти-
фикация объекта в прегенеративном состоянии трудна из-за морфологической схоже-
сти сорняка с другими злаками. Для ранней диагностики сорняка предлагается исполь-
зовать молекулярно-генетический подход – на основе применения ISSR-маркеров. Целью
данного исследования является поиск молекулярных ISSR-маркеров для дифференциации
видов рода Cenchrus и идентификации карантинного вида C. longispinus. Исследовано 15 
образцов, относящихся к 8 видам рода Cenchrus, полученных из коллекции ФГБУ «Всерос-
сийский центр карантина растений» (ФГБУ «ВНИИКР»). Для выявления межвидового
генетического разнообразия использован набор из 21 ISSR-маркера, из которых по 6 мар-
керам установлен полиморфизм, позволяющий провести идентификацию изучаемых ви-
дов рода Cenchrus. Видоспецифические профили ампликонов данных ISSR-маркеров по-
зволяют идентифицировать изучаемые виды. По ряду маркеров выделены видоспецифи-
ческие бэнды C. longispinus.

Ключевые слова: Cenchrus, колючещетинник, ценхрус длинноколючковый, C. longispi-
nus, C. echinatus, C. ciliaris, Cenchrus myosuroides, C. spinifex, C. brownii, C. palmeri, C. pilosus, 
ПЦР, ISSR-маркеры, молекулярные маркеры.

Введение

Род Ценхрус, Колючещетинник, объединяет более 20 видов однолетних и мно-
голетних злаков, часть из которых являются злостными сорными растениями, широ-
ко распространяющимися за пределы своего естественного ареала (Hitchcock, Chase, 
1950; DeLisle, 1963; Stieber, Wipff, 2003; Mabberley, 2008). Одним из таких сорных 
растений является ценхрус длинноколючковый.
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Cenchrus longispinus (Hackel ex Kneuck.) Fernald – Ценхрус длинноколючковый 
– сорное растение, вклю ченное в Единый перечень карантинных объектов Евразий-
ского экономического союза (Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 30.11.2016 № 158). Является крайне опасным карантинным растением, которое 
может причинять вред культурным растениям в агроценозах, домашним животным 
– на пастбищах, человеку – в городской среде. Ограниченно присутствует на терри-
тории Российской Федерации (Национальный доклад, 2018).

Несмотря на наличие в литературе различных названий карантинных видов 
ценхруса, распространенного на территории Российской Федерации, специалистами 
ФГБУ «ВНИИКР» установлено, что все представленные образцы являются предста-
вителями вида Ценхрус длинноколючковый, C. longispinus (Тохтарь, 2010; Кулаков, 
Кулакова, 2014).

Вредоносность C. longispinus связана с формированием колючих соплодий, 
которые при легком соприкосновении с шерстью животных или кожей человека, от-
деляются от материнского растения и вонзаются в живой объект. Колючки сопло-
дия легко цепляются к колесам автотранспорта, одежде и обуви человека, шерсти 
и коже животных и таким путем распространяются в новые ареалы. На значительные 
расстояния соплодия разносятся с различными видами подкарантинной продукции 
– семенами, посадочным материалом; соевыми бобами и шротом, сеном, соломой, 
шерстью и шкурами, а также с почвой, песком и гравием. Большой урон ценхрус спо-
собен наносить на пастбищах – попадание колючих соплодий в корм крупного рога-
того скота приводит к повреждению слизистой ротовой полости животных, вплоть 
до образования язв и опухолей. Соплодия ценхруса ухудшают техническое качество 
шерсти овец из-за невозможности ее очистки.

Ценхрус длинноколючковый засоряет пропашные культуры (посевы кукурузы, 
подсолнечника и пр.), где его обилие может достигать 200 растений на 1 кв. м, а по-
тери урожая доходят до 35% (Москаленко, Кудрявцева, 1987).

Растения ценхруса достаточно плодовиты, одно растение в среднем за сезон 
может образовывать до 3000 зерновок. Зерновки, заключенные в колючую обертку, 
прорастают в течение ряда лет, образую банк семян в почве. Обертки ценхруса об-
ладают аллелопатическим потенциалом, так как содержат вещества, тормозящие 
прорастание семян других растений. В лабораторных опытах было установлено, что 
соплодия ценхруса действовали отрицательно на прорастание семян кукурузы (Мо-
скаленко, Кудрявцева, 1985).

В составе импортной подкарантинной продукции растительного происхожде-
ния могут встречаться разные виды ценхрусов. Поэтому выявление C. longispinus 
и возможность достоверно отличить его от других морфологически близких видов 
является крайне актуальной задачей диагностики карантинных лабораторий. Раз-
витие молекулярно-генетических методов позволяет проводить такого рода анализ. 
Анализ последовательностей ДНК может дать устойчивые характеристики орга-
низма, практически пригодные как для идентификации индивидуальной особи, так 
и выявления внутривидового, межвидового и межродового разнообразия. Для иден-
тификации таких различий применяют различные подходы, включающие анализ ну-
клеотидных последовательностей мтДНК, хлДНК и ядерной ДНК. Ранее была по-
казана возможность использования последовательностей хлДНК для характеристики 
видов ценхруса (Кулакова, Кулаков, 2015; Kulakova et al., 2015). Последовательности 
ядерной ДНК на примере SSR-, STS-, RAPD-маркеров использовали для выявления 
генетического разнообразия на разных объектах и для различных целей – включая 
культурные, сорные и древесные растения, насекомые и бактерии (Дивашук и др., 
2010; Камаев и др., 2015; Крупин и др., 2011; Мазурин и др., 2010; Кулакова, Кулаков, 
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2015; Kulakova et al., 2015; Сахарова и др., 2011; Семенов и др., 2016; Соболев и др., 
2009; Сурина и др., 2015; Хавкин, 1997; Чакина и др., 2010; Bartoš et al., 2008; Eivazi 
et al., 2008; Korzun et al., 1997).

ISSR-маркеры нашли достойное применение для оценки генетического разно-
образия. Имеется ряд работ, выполненных на разных объектах, включая как сель-
скохозяйственные культуры, так и редкие и исчезающие виды (Боронникова, 2009; 
Гришин, Заякин, 2012; Соболев и др., 2009).

Цель работы заключается в поиске видоспецифичных ISSR-маркеров для диф-
ференциации видов рода Cenchrus и идентификации карантинного вида ценхруса 
длинноколючкового Cenchrus longispinus.

Материал и методы

В работе исследованы 15 образцов растений, которые представлены 8 видами 
рода Cenchrus (табл. 1).

Таблица 1
Исследуемые виды рода Cenchrus

№ пп Вид №№ проб 
в эксперименте Примечание

1 C. longispinus (Hackel ex Kneuck.) Fernald 1, 3, 4, 5, 8 карантинный

2 C. spinifex Cav. 2

3 C. echinatus L. 6, 10

4 C. myosuroides Kunth 7

5 C. ciliaris L. 9.1, 9.2

6 C. brownii Roem. & Schult 11

7 C. palmeri Vasey 12, 13

8 С.pilosus Kunth 14

Исходные образцы некарантинных видов представляли собой зрелые сопло-
дия или листья от дикорастущих растений, собранных специалистами ФГБУ «ВНИ-
ИКР» в ходе экспедиций и мониторинговых мероприятий. В случае карантинного 
объекта ценхруса длинноколючкового ФГБУ «ВНИИКР» предоставил образцы ДНК, 
выделенные из растений, собранных в очагах на территории РФ и Украины. Все вау-
черные экземпляры хранятся в гербарной коллекции ФГБУ «ВНИИКР». В качестве 
отрицательного контроля использовали объединенные образцы ДНК Echinochloa 
crus-galli, Setaria viridis, собранные на территории Москвы и Московской области.

Молекулярно-генетические исследования выполнены на базе ФГБНУ 
ВНИИСБ.

Выделение ДНК проводили набором реагентов «ДНК ЭКСТРАН-3» производ-
ства компании «Синтол» (Россия).

В работе был апробирован 21 ISSR-маркер, последовательности праймеров ко-
торых представлены в таблице 2.
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Таблица 2
Список ISSR-маркеров, использованных в работе

№ п/п Маркер Последовательность нуклеотидов Tm, oC

1 ISSR1 (AG)8YG 54

2 ISSR2 (AC)8G 52

3 ISSR3 (GA)8C 52

4 ISSR4 (CA)8A 50

5 ISSR5 (CA)7RC 53

6 ISSR6 (AG)7YT 48

7 ISSR7 (AG)8G 56

8 ISSR8 (GA)8T 46

9 ISSR9 (TC)8C 54

10 ISSR10 (TC)8G 48

11 ISSR11 (AC)8C 58

12 ISSR12 (GA)8YT 49

13 ISSR13 (AC)8YG 56

14 ISSR14 (GA)8YC 54

15 ISSR15 (AC)8YA 54

16 ISSR16 (CA)8GT 52

17 ISSR17 (AG)8C 52

18 ISSR18 (TG)8G 58

19 ISSR19 (CT)8G 52

20 ISSR20 (GT)8T 50

21 ISSR21 (GT)8YT 52

ПЦР-амплификацию осуществляли по индивидуально модифицированным ре-
жимам для каждой пары праймеров в стандартной ПЦР-смеси (PCR Protocol for Taq 
DNA Polymerase with Standard Taq Buffer).

ПЦР-продукты были исследованы методом гель-электрофореза в 2% агароз-
ном геле. Детекцию проводили c использованием системы гель-документирования 
Gel DocTM XR+ (производство компании Bio-Rad).



23

Результаты и обсуждение

Первым этапом анализа был подбор маркеров для выявления межродовых разли-
чий. В качестве примера приведена электрофореграмма продуктов амплификации марке-
ра ISSR1 (рис. 1). Данная электрофореграмма показывает наличие специфичных бэндов 
для Echinochloa crus-galli и Setaria viridis, которые отличают эти виды от видов рода Cen-
chrus и различают между собой. Данные виды были использованы как сорные растения, 
обитающие в том же ареале, имеющие сходное фенотипическое проявление с ценхру-
сом. Однако данный маркер имеет достаточно много общего для всех изучаемых видов 
рода Cenchrus, что не дает возможности его использовать для видовой идентификации.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации ISSR-маркера: 
1 – C. longispinus; 2 – C. spinifex; 3 – C. echinatus; 4 – C. myosuroides; 5 – C. ciliaris; 

6 – C. brownii; 7 – C. palmerii; OKO – отрицательный контрольный образец, 
М – маркер молекулярного размера (100–1000 п.н.), 

М1 – маркер молекулярного размера (250–10000 п.н.), 
А1, A2 – Echinochloa crus-galli, В1, В2 – Setaria viridis

Из использованных 21 ISSR-маркера только маркеры ISSR2, ISSR3, ISSR6, 
ISSR12, ISSR14 и ISSR19 дали профили, позволяющие проводить видовую иденти-
фикацию и выявлять внутривидовой полиморфизм.

Анализ результатов электрофоретического разделения ампликонов маркера 
ISSR2 показывает, что все изучаемые образцы C. longispinus имеют продукты ампли-
фикации размером около 300 и 900 п.н. и, напротив, у них отсутствует фрагмент раз-
мером более 1000 п.н. Так на рисунке 2 можно наблюдать внутривидовое разнообразие 
карантинного объекта C. longispinus разных мест произрастания (образцы 1, 3, 4, 5, 8).

Рис. 2. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR2: 
М – маркер молекулярного размера (100–1000 п.н.), 1, 3, 4, 5, 8 – C. longispinus; 

2 – C. spinifex; 6, 10 – C. echinatus; 7 – C. myosuroides; 9.1, 9.2 – C. ciliaris; 
11 – C. brownii; 12, 13 – C. palmeri; 14 – С.pilosus)
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Видоспецифические профили по маркеру ISSR2 наблюдаются у образцов 
C. echinatus и C. ciliaris. В то же время образцы C. palmeri имели только один общий 
четко выраженный бэнд размером около 900 п.н., а по другим имели отличия. Слож-
ность идентификации видов заключается в целом в очень схожей молекулярной ор-
ганизации геномов по ISSR-локусам родственных видов.

Анализ результатов электрофореза продуктов амплификации маркера ISSR3 по-
казал сходные профили у всех образцов C. longispinus, имевших бэнды размером более 
500, более 700 и около 900 п.н. (рис. 3). В то же время, все образцы других изученных 
видов имеют либо дополнительные бэнды, и/или у них отсутствует какой-либо из ука-
занных. На рисунке 3 выделена линия бэндов размером около 900 п.н., совпадающих 
как с образцами карантинного вида (1, 3, 4, 5, 8), так и с образцами некарантинных – 6, 
7, 10, 11, 12, 13, 14. Однако 6, 7, 10 и 11 образцы имеют второй специфичный бэнд. Если 
рассматривать другие виды, которые представлены несколькими образцами, то можно 
сказать, что образцы каждого из изученных видов C. echinatus, C. ciliaris и C. palmeri 
имели свои специфичные для вида профили (рис. 3).

Рис. 3. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR3. Здесь и далее: 
М1 – маркер молекулярного размера (250–10000 п.н.), 

М – маркер молекулярного размера (1 00–1000 п.н.), 1, 3, 4, 5, 8 – C. longispinus; 
2 – C. spinifex; 6, 10 – C. echinatus; 7 – C. myosuroides; 9.1, 9.2 – C. ciliaris; 

11 – C. brownii; 12, 13 – C. palmeri; 14 – С.pilosus)

Сходная картина по результатам электрофореза продуктов амплификации 
была получена и при использовании маркера ISSR6 (рис. 4). Каждый из видов имел 
специфичный спектр продуктов амплификации. На рисунке 4 бэнд размером 650 ну-
клеотидов специфичен только для образцов карантинного объекта C. longispinus (об-
разцы 1, 3, 4, 5, 8). В то же время следует отметить, что среди видов, у которых были 
проанализированы не менее двух образцов, только у образцов вида C. palmeri были 
обнаружены разные профили продуктов амплификации.

Рис. 4. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR6. 
Описание см. рис. 3
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Анализ результатов электрофореза продуктов амплификации маркера ISSR12 
(рис. 5) позволил выделить фрагмент размером 650 п.н., специфичный только для 
карантинного вида C. longispinus (образцы 1, 3, 4, 5, 8). В целом все образцы этого 
вида имели сходный рисунок бэндов. Видоспецифичность рисунка бэндов прояви-
лась и в отношении образцов C. echinatus (образцы 6, 10) и C. ciliaris (образцы 9.1, 
9.2). Образцы C. palmeri (образцы 12 и 13) так же как и в случае маркера ISSR6 имели 
совершенно различный профиль продуктов амплификации (рис. 5).

Рис. 5. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR12. 
Описание см. рис. 3

Анализ результатов гель-эллектрофореза ПЦР-продуктов маркера ISSR14, 
представленный на рис. 6, позволил также выделить специфичный для карантинного 
объекта C. longispinus (образцы 1, 3, 4, 5, 8) бэнд длиной приблизительно 190 п.н.

Рис. 6. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR14. 
Описание см. рис. 3

Возможно, бэнд длиной около 220 п.н. у карантинных объектов может быть схожим 
с образцами C. echinatus (6, 10), C. brownii (11) и C. palmeri (12). Следует отметить со-
хранение видоспецифичного распределения бэндов в отношении представителей видов 
C. longispinus, C. echinatus и C. ciliaris, что было отмечено и для маркеров ISSR6 и ISSR14.

Рис. 7. Гель-электрофорез ампликонов маркера ISSR19. 
Описание см. рис. 3
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Результаты электрофореза ампликонов маркера ISSR19 показывают наличие 
видоспецифических продуктов для всех изученных образцов (рис. 7). Бэнд длиной 
около 650 п.н. проявляется у карантинных объектов C. longispinus (образцы 1, 3, 4, 5, 
8), который возможно отличается от других образцов, что требует уточнения. Бэнд 
длиной 1100 п.н. так же встречается у всех карантинных образцов, совпадает с об-
разцами C. ciliaris (образцы 9.1, 9.2) и немного отличается от C. spinifex (образец 2).

Выводы

По шести маркерам – ISSR2, 3, 6, 12, 14 и 19 получены видоспецифические про-
фили, позволяющие идентифицировать образцы карантинного вида C. longispinus.

Для маркеров ISSR12, 14, 19 выделены видоспецифические бэнды, характер-
ные только для C. longispinus, которые будут использованы в дальнейшей работе.

При исследовании нескольких образцов различного географического про-
исхождения установлен внутривидовой полиморфизм C. longispinus, C. echinatus 
и C. ciliaris.
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APPLICATION OF ISSR-ANALYSIS TO IDENTIFY SPECIES 
OF THE CENCHRUS GENUS

S.V. SYKSIN1, 2, 3, S.A. BLINOV2, 3, A.S. YASHKIN3, V.G. KULAKOV4, 
YU.YU. KULAKOV4, O.N. ALADINA1, A.A. SOLOVIEV1, 2

(1 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy; 
2 All-Russian Research Institute of Agricultural Biotechnology; 

3 LLC Syntol; 4 All-Russian Center for Plant Quarantine)

Among more than 20 existing types of longspine sandbur, (Cenhrus longispinus (Hackel 
ex Kneuck.) Fernald), an annual cereal of North American origin, is of particular importance 
for the Russian Federation. This plant is widely distributed in temperate countries as a weed plant. 
It contaminates farm crops, vegetables and melons, vineyards and gardens. It is a quarantine object 
for the Russian Federation and the countries of the Eurasian Economic Union. On the territory 
of our country there are small disparate foci localized along railway lines and within urban areas. 
Identification of the object in the pre-generation state is difficult due to the morphological similar-
ity of the weed with other grasses. For the early detection of the weeds, it is proposed to use a mo-
lecular genetic approach based on the use of ISSR markers. The purpose of this study is to search 
for molecular ISSR markers to differentiate species of the Cenchrus genus and identify the quar-
antine species of C. longispinus. The authors studied fifteen specimens belonging to eight species 
of the Cenchrus genus and obtained from the collection of the All-Russian Plant Quarantine Center 
(VNIIKR). To identify interspecific genetic diversity, a set of twentyone ISSR markers was used. 
Six of the markers showed polymorphism, which allows identifying the studied species of the Cen-
chrus genus. The species-specific profiles of the amplicons of these ISSR markers allow identifying 
the considered species. For a number of markers, species-specific C. longispinus bands have been 
identified.

Key words: Cenchrus, longspine sandbur, long-thorned sandbur, C. longispinus, C. echina-
tus, C. ciliaris, Cenchrus myosuroides, C. spinifex, C. brownii, C. palmeri, C. pilosus, PCR, ISSR 
markers, molecular markers.
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