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Выделение новых видоопределяющих признаков актуально для систематики мискантуса и маркирования гено-
типов гибридов. Культивируемый в мире гибрид мискантуса Miscanthus × giganteus является аллополиплоидом, 
содержащим геномы Miscanthus sacchariflorus (в качестве материнского) и M. sinensis. В работе проведен хемо-
таксономический анализ образцов M. sinensis и M. sacchariflorus, собранных на Дальнем Востоке, и гибридных 
образцов как природного происхождения, так и полученных искусственно. В экстрактах 11 образцов мисканту-
са методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС) обнаружено 153 соединения, из которых 143 
идентифицировано. Из этих соединений в соответствии с их химическим строением были выделены группы ал-
канов (20 соединений), жирных кислот (34), фенолов (13), стеролов (18), токоферолов (8), нортерпеноидов (12) 
и фитолов (13) вместе с их производными. Основные компоненты экстрактов образцов мискантуса – жирные 
кислоты и их производные (общее содержание 19.94–41.02 %), с преобладанием пальмитиновой и линолено-
вых кислот, а также стеролы (особенно β-ситостерол, стигмастерол и α-амирин), на долю которых приходится 
17.15–31.73 %. Значения «индекса нечетности» CPI для алкановых компонентов экстракционных смесей были в 
диапазоне 1.55–7.18, причем экстракты из листьев дальневосточных образцов характеризовались значениями 
нижней половины этого диапазона (1.55–2.74), тогда как экстракты из листьев гибридов – значениями верхней 
половины (5.78–7.18). Анализ экстракционных профилей методом главных компонент позволил выявить три от-
четливо разделенных кластера, объединяющих образцы M. sinensis, M. sachariflorus и их гибридов, и уточнить 
таксономическое отнесение одного из гибридов. Хемотаксономическое отнесение в целом согласуется с резуль-
татами молекулярно-генетического анализа последовательности фрагмента пластидного генома мискантуса, 
который позволил также подтвердить видовую природу материнских растений, использованных для получения 
этих гибридов. Хемотаксономический анализ с использованием метода ГХ-МС может оказаться эффективным 
дополнительным инструментом в таксономическом отнесении различных морфологических форм мискантуса к 
M. sinensis или M. sachariflorus, а также для хемотаксономической характеристики гибридов. 
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Chemotaxonomy as a system approach deals with intra- and interspecific polymorphism of a group of taxa in order to 
clarify their taxonomic positions or to select material for selection or introduction. In this study we performed chemo-
taxonomic analysis of specimens of Miscanthus sinensis and M. sacchariflorus collected in the Russian Far East and of 
hybrid plants of both natural and artificial origin. We found 153 substances and identified 143 of them in extracts of 
eleven Miscanthus plants by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). These substances can be grouped into 
alkanes (20 compounds), fatty acids (34), phenols (13), sterols (18) toсopherols (8), norterpenoids (12), and phytols (13), 
as well as their derivatives. The main components of the extracts of miscanthus samples are fatty acids and their deriva-
tives (total content 19.94–41.02 %), dominated by palmitic and linolenic acids, and sterols (mainly β-sitosterol, stigma-
sterol, and α-amyrin), which constitute 17.15–31.73 %. The values of the CPI “oddness index” for the alkane components 
of the extracts were within 1.55–7.18, with extracts from leaves of the Far Eastern samples characterized by the lower 
half of this range (1.55–2.74), while extracts from leaves of hybrids fell to the upper half (5.78–7.18). Principal compo-
nent analysis of extraction profiles allowed us to separate three distinct clusters: M. sinensis, M. sachariflorus, and their 
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hybrids, as well as to verify the origin of one of the natural hybrids. The results of chemotaxonomic analysis mostly 
matched those of DNA sequencing of a fragment of the plastid genome, which, moreover, allowed us to identify the 
species nature of the maternal plants used to obtain these hybrids. Chemotaxonomic analysis using GC-MS was found 
to be an efficient additional technique to delimit various morphological forms of M. sinensis, M. sachariflorus, and their 
hybrids.
Key words: Miscanthus; leaves; taxonomy; GC-MS; PCA; plastid genome.
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Введение
В хемотаксономии основной критерий разделения ор-
ганизмов – биохимическая характеристика вторичных 
метаболитов, пути синтеза которых складываются в ходе 
эволюционного развития. В качестве маркеров использу-
ют такие соединения, как сесквитерпеноиды (для тыся-
челистника) (Покровская и др., 2009), фитоэкдистероиды 
(для сем. гвоздичные (Caryophyllaceae Juss.)), (Дармограй 
и др., 2016), летучие терпеновые соединения при ана-
лизе подвидов облепихи Hippophae rhamnoides (Soca-  
ci et al., 2013), алкалоиды (для сем. Annonaceae) (Silva et 
al., 2016). Хемотаксономические маркеры представля-
ют интерес для систематики близкородственных видов. 
Например, сесквитерпеновые соединения из эфирных ма-
сел оказались дополнительными хемотаксономически-
ми критериями установления видового статуса различных 
по лыней (Namzalov et al., 2019). Выделение новых видо-
определяющих признаков актуально для родов и семейств 
растений, объединяющих большое количество видов. 

Одним из таких растений является мискантус (веер-
ник), широко используемый в ландшафтном дизайне. Все 
виды мискантуса – многолетние корневищные злаки. Вы-
сота стебля у некоторых видов достигает 7 м (Chen, Ren-
voize, 2006). В настоящее время в мире происходит уве-
личение площадей культивирования мискантуса и разра-
батываются новые технологии на основе его биомассы. 
Промышленное значение имеют три таксона мисканту-
са: Miscanthus sachariflorus, M. sinensis и M. × giganteus. 
M. × gi ganteus представляет собой стерильный гибрид 
M. sinensis × M. sacchariflorus (Hodkinson, Renvoize, 2001). 
На территории России в дикой природе распространены 
мискантус сахароцветный (M. sacchariflorus) и мискантус 
китайский (M. sinensis). 

Культивируемый в Европе и Новой Зеландии гибрид 
M. × giganteus является триплоидным (Linde-Laursen, 
1993) и морфологически по соцветию более похож на 
M. sacchariflorus, а по структуре ризом и корневища – на 
M. sinensis. У мискантуса сахароцветного нижняя цвет-
ковая чешуя с короткой прямой остью, волоски хохолка 
белые, иногда красноватые, корневища тонкие, ползу-
чие. Мискантус китайский имеет укороченные толстые 
корневища. Колосковые чешуи несут длинные волоски. 
Волоски хохолка негустые, сильно оттопыренные,  грязно- 
белые, но нередко бывают красноватые (Hodkinson et al., 
2016).

В настоящей работе проведен хемотаксономический 
анализ образцов M. sinensis и M. sacchariflorus, собранных 
на Дальнем Востоке, и гибридных образцов как природ-
ного происхождения, так и полученных искусственно. 

Материалы и методы
Образцы растений. Из коллекции, собранной во время 
экспедиции в Приморском крае, взяты образцы мискан-
туса M. sinensis и M. sacchariflorus и, предположительно, 
дикие гибриды (Hodkinson et al., 2016). Коллективом, 
реа лизующим проект GrassMargins, на основе M. sinensis 
и M. sacchariflorus получен межвидовой гибрид M. × gi
ganteus.

Корни образцов, выкопанные во время экспедиционной 
поездки в Приморский край в сентябре 2014 г., в октябре 
того же года были высажены в гидропонную теплицу 
Института цитологии и генетики Сибирского отделения 
Российской академии наук. Листья мискантуса были сре-
заны 9 сентября 2018 г. и высушены на воздухе в течение 
трех дней до постоянного веса. 

Данные по происхождению образцов мискантуса све-
дены в табл. 1. Образцы 07–11 получены в проекте Euro- 
 pean Framework Programme 7, grant number 289461 (Grass-
Margins). Природные образцы 01–06 были классифи-
цированы по морфологическим признакам (см. табл. 1) 
(Hod kinson, et al., 2016). 

Методы анализа. Определение экстрактивных ве-
ществ: 5.00 г воздушно-сухого материала экстрагировали 
100 мл смеси этилацетат + хлороформ в объемном соот-
ношении 1:2 в аппарате Сокслета, экстракт фильтровали 
через плотный стеклянный фильтр, промывали фильтр 
этилацетатом до общего объема 50 мл, добавляли 0.25 мл 
раствора стандартного вещества (5,6,7,8-тетрафторбен-
зобаррелена) в этилацетате (1.00 мг/мл), отбирали 1 мл, 
отгоняли основную часть растворителя, остаток наносили 
на окись алюминия III ст. акт., смоченную этилацетатом, 
и элюировали этилацетатом до объема 5.0 мл. Элюент 
анализировали методом газовой хроматографии-масс-
спектрометрии (ГХ-МС).

Условия проведения анализа: хроматограф Agilent Tech-
nologies 6890 с масс-спектрофотометрическим детекто-
ром 5973; хроматографическая колонка – капиллярная 
DB-1 J&W с внутренним диаметром 0.25 мм и длиной 
30 м; скорость газа-носителя (гелий) – 1.0 мл/мин; темпе-
ратура нагревателя ввода пробы 250 °С; температура тер-
мостата программировалась от 50 до 250 °С со скоростью 
25 °С/мин; скорость ввода пробы 1.0 мл/мин. Ввод пробы 
(1 мкл) в хроматографическую колонку осуществляли без 
деления потока. Специфичность (селективность) опреде-
ляли путем введения растворителя с целью подтвердить, 
что не было ложных пиков в течение целевого времени 
удерживания.

Хроматографический масс-спектрометрический ана-
лиз образцов для измерения полного ионного тока выпол-
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няли как в режиме сканирования в диапазоне масс 10–  
800 а. е. м., так и в режиме селективного сканирования 
ионов. Индексы удерживания RI определяли с исполь-
зованием данных хроматографического анализа смеси 
гомологичных линейных алканов (C8–C32) и рассчитывали 
из времен выхода пиков по (Dool, Kratz, 1963). Площади 
пиков всех компонентов рассчитывали с помощью про-
граммы Xcalibur 2.0. Идентификацию компонентов про-
водили с использованием встроенной базы масс-спектров 
The NIST Mass Spectral Search Program for the NIST/EPA/
NIH Mass Spectral Library Version 2.0a, а также сравнением 
полученных значений RI со значениями из расширенного 
варианта той же базы (https://webbook.nist.gov/chemistry/
gc-ri/). 

Массовую долю определяемого компонента смеси 
(мкг/г экстракта) находили через соотношение площадей 
пиков стандартного и определяемого веществ. Прини-
малось, что фактор отклика для каждого отдельного со-
единения одинаков для всех расчетов.

В сводке данных не учитывали хроматографические 
пики, принадлежащие веществам с очевидным антро-
погенным происхождением: 2,5-ди-трет-бутил-p-бензо-
хи нон (время удерживания RT 9.398 мин); 3-трет-бу-
тил-4-гидроксианизол (RT 9.765 мин), н-додецилакри-
лат (RT = 10.396 мин), дибутилфталат (RT 11.517 мин), 
бис(2-этил гексил)фумарат (RT 13.044 мин), ди-(2-этил-
гексил)фталат (15.972 мин).

Многофакторный анализ был выполнен в программе 
Past 3, версия 3.25 (Hammer et al., 2001). ДНК мискан-
туса была экстрагирована из свежих либо сухих листьев 
мискантуса в соответствии с методикой, описанной в 

статье (Shekhovtsov et al., 2012). Для амплификации пла-
стидного гена tRNA-Leu(UAA) и фланкирующих после-
довательностей использовали праймеры Misc-Leu-Fw 
(5ʹ-TGGAA-GCTGT-TCTAA-CGAAT-C-3ʹ) и Misc-Leu- Rv 
(5ʹ-AATGG-GACTC-TCTCT-TTATC-CTC-3ʹ). В состав ре- 
 ак ции входили: 60 мМ Tris-HCl (pH 8.5), 1.5 мМ MgCl2, 
25 мМ KCl, 10 мМ 2-меркаптоэтанол, 0.1 % Тритон X-100, 
0.7 мМ праймеров, 1 ед. полимеразы TaqSE («CибЭнзим»,  
Новосибирск). Реакцию ПЦР проводили со следующим 
профилем реакции: 3 мин при 94 °С; 35 циклов, вклю-
чающих 15 с при 94 °С, 15 с при 54 °С и 25 с при 72 °С; 
финальный цикл синтеза – 5 мин при 72 °С. Секвениро-
вание ДНК проводили в Межинститутском центре сек-
венирования СО РАН.

Результаты
Согласно анализу ГХ-МС (рис. 1), в экстрактах 11 об-
разцов мискантуса было обнаружено 152 соединения, 
из которых идентифицировано 143, представленных в 
Приложении1. Из этих соединений в соответствии с их 
химическим  строением были выделены группы алканов 
(20 соединений), жирных кислот (34), фенолов (13), стеро-
лов (18), то ко феролов (8), нортерпеноидов (12) и фитолов 
(13) вместе с их производными. 

Содержание алканов в экстрактах из образцов листьев 
мискантуса было в диапазоне 2.40–18.55 %, причем мак-
симальные значения были характерны для гибридов мис-
кантуса. Среди алканов в экстрактах из листьев дальне-
вос точных образцов наибольшее содержание наблюда-
1 Приложение см. по адресу:  
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2019-23/appx24.pdf

Table 1. Specimens examined

Specimen Species* Sampling site Parents

01 Miscanthus sinensis N42.702491, E130.814686 Khasan raion, 
eastern outskirts of Kraskino Village, 50 m 
north of highway 189

02 Natural hybrid N42.612412, E130.722623
Khasan raion, south of Mayachnoye Village, 
250 m east of highway 189

03 M. sacchariflorus N43.761063, E131.454047
Ussuri city district, 2.0 km north  
of Monakino Village

04 M. sacchariflorus N44.473862, E135.950393
Dalnegorskiy city district, west  
of the Ze Langou camping site,  
100 m north of highway 181 

05 M. sacchariflorus N44.401283, E131.774052  Pogranichnyy 
raion, south of Nesterovka Village, 300 m 
east of highway 183

06 M. sacchariflorus N44.669587, E131.667229  Khasan raion, 
north of Mayachnoye Village, 250 m east  
of highway 183

07 M. sinensis × M. sacchariflorus Ru-Msi (M. sacchariflorus) × D-M7GoFal (M. sinensis) 

08 M. sinensis × M. sacchariflorus (M. sacchariflorus) × Ru-Msi 18 (M. sinensis) 

09 M. sinensis × M. sacchariflorus Ru-Msi (M. sacchariflorus)  × 18 (M. sinensis)

10 M. sinensis × M. sacchariflorus Ru-Msi (M. sacchariflorus) × D-82 (M. sinensis) 

11 M. sinensis × M. sacchariflorus Ru-Msi (M. sacchariflorus)  × D-82 (M. sinensis)

Note. Specimens 01–06 were identified using morphological characters as described in (Hodkinson et al., 2016).
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лось у гептакозана (кроме образца 01), в то время как у 
гибридов лидером был нонакозан. 

В группе жирных кислот и их производных ожидаемо 
доминировали кислоты с четным количеством атомов уг-
лерода и их эфиры. Пальмитиновая (С16:0) и линолевая 
(C16:2ω9,12) кислоты обладали наибольшим содержа ни-
ем среди кислот, однако экстракты из листьев M. sinen sis 
(образцы 01 и 02) содержали их в количестве 7.74–9.95 и 
5.13–5.96 % соответственно, тогда как содержание этих 
кислот в остальных образцах было существенно выше: 
11.20–15.49 %. 

Фенолы же, напротив, имели максимальное содержа-
ние в образцах 01 и 02 – 11.78 и 16.20 % соответственно, 
тогда как их суммарное содержание в прочих образцах 
не превышало 7.54 %, а наименьшими концентрациями 
характеризовались гибриды (не более 4.19 %). Из фено-
лов наибольшие концентрации были зарегистрированы 
у 2-гидрокси-5-метилацетофенона, ранее обнаруженном 
только в табаке и кофе (Buckingham, 1996).

Сходное, но более сглаженное распределение харак-
терно для фитостерольной фракции, в которой вполне 
ожидаемо превалировали β-ситостерол, стигмастерол и 
кампестерол (Winkler-Moser, 2012). Поверхностный ана-

лиз не выявляет каких-либо закономерностей в распре-
делении этих соединений.

Представители группы нортерпеноидов, часто опреде-
ляющих аромат растений, открыты в экстрактах из  листьев 
мискантуса в относительно небольшом количестве, при-
чем наибольшим содержанием отмечены образцы экстрак-
тов из M. sinensis (3.54–5.54 %), а наименьшим – экстракты 
из листьев гибридов (0.75–1.24 %). Отнесение пиков изо-
меров мегастигматриен-3-она выполнено в соответствии 
с данными работы (Osorio et al., 2003).

Примерно одинаковым содержанием в экстрактах ха-
рактеризуются пики токоферолов. Максимальная концен-
трация у витамина Е: 1.99–2.59 %. Подобная картина у 
производных фитола, причем самые характеристические 
соединения в данной группе – это сам фитол (1.58–4.45 %) 
и продукт его дегидратации неофитадиен. Последний 
имеет выраженную область низких (1.09–2.30 % для экс-
трактов из листьев гибридов) и высоких (4.72–6.62 % 
для экстрактов из листьев M. sachariflorus) значений. Из 
неклассифицированных соединений (см. Приложение, 
«Прочие») обращает на себя внимание наличие в экс-
трактах листьев дальневосточных видов мискантуса азот-
содержащих продуктов взаимодействия алифатических 

Fig. 1. Chromatograms of Miscanthus extracts: a – specimen 01, M. sinensis; b – specimen 04, M. sacchariflorus; c – specimen 09, 
M. sinensis × M. sacchariflorus.
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альдегидов С3 и С4 с алифатическими аминами. Подоб-
ные соединения в экстрактах из листьев гибридов не за-
регистрированы. 

Обсуждение 
При изучении объектов растительного мира как в живой 
природе, так и в палеонтологических отложениях про-
филь содержания алкановых соединений может снаб-
дить ис следователя важной информацией. н-Алканы 
способствуют гидрофобным свойствам листового воска 
и служат частью первого барьера защиты растения от 
внешней среды, спасая листья от потери воды в результате 
испарения (Jetter et al., 2006). Растения производят ряд 
н-алканов обычно с сильным превалированием нечетного 
числа атомов углерода над четным и одной или двумя до-
минирующими длинами цепей (Eglinton, Hamilton, 1967). 
Так, постулировано, что преобладание в смеси алканов 
гентриаконтана C31 является характеристичным для трав, 
в то время как максимумы для C27 и C29 более свойствен-
ны деревьям и кустарникам (Yi Duan, Jinxian He, 2011). 
Применительно к нашему исследованию это положение 
выполняется для гибридных образцов мискантуса 07–11, 
в то время как в хроматограммах экстрактов из образцов 
M. sacharoflorus 04–06 превалирует нонакозан С29, а в 
образцах 01 и 02 поиски гентриаконтана не увенчались 
успехом. 

Еще один характеристичный таксономический пара-
метр – так называемый индекс нечетности (carbon pre-
ference index, CPI), представляющий собой отношение 
содержания нечетных гомологов н-алканов к четным. Как 
правило, в растениях содержание нечетных алканов, об-
разующихся главным образом при метаболическом декар-
боксилировании более распространенных жирных кислот 
с четным числом атомов углерода, естественным образом 
должно превалировать над содержанием алканов с четным 
числом атомов. Действительно, рассчитанные значения 
CPI для алкановых компонентов экстракционных смесей 
лежали в диапазоне 1.55–7.18, причем экстракты из ли-
стьев дальневосточных образцов характеризовались зна-
чениями нижней половины этого диапазона (1.55–2.74), 
тогда как экстракты из листьев гибридов – значениями 
верхней половины (5.78–7.18).

Было полезным сравнить наши результаты с данны-
ми, полученными в сходных исследованиях. Газ-хрома-
то графический анализ экстрактов листьев M. sinensis 
впервые был выполнен G.V. Weißmann и W. Lange (1991). 
Хотя авторы не привели численных значений содержания 
алканов, они отметили, что в экстрактах превалировали 
пентакозан, гептакозан и нанокозан. В работе (Villaverde 
et al., 2009) при описании состава экстрактов из стеблей 
и влагалищных листьев M. × giganteus среди 63 идентифи-
цированных соединений алканы не упоминаются вовсе.

Анализ методом главных компонент (PCA) был рассчи-
тан путем нормализации 142 переменных на основе 142 
идентифицированных веществ по евклидовым расстоя-  
ниям и средней связи основных компонентов первого 
дерева (рис. 2). Совокупная дисперсия первых двух ком-
понентов составляет 75.77 %. Этот анализ позволяет вы-
явить три отчетливо разделенных кластера, объединяю-
щих образцы M. sinensis, M. sachariflorus и их гибридов, 

причем бóль шая площадь кластера, принадлежащего 
M. sachariflorus, объясняется большим расстоянием между 
точками сбора образцов и, соответственно, принадлеж-
ностью к разным популяциям и различными условиями 
их произрастания. Следует отметить, что ареалы распро-
странения M. sinen sis и M. sachariflorus пересекаются и, 
вполне естественно, может произойти межвидовая гибри-
дизация. Однако образец 01, отнесенный по морфологи - 
ческим признакам к гибридному, по хемотаксономиче-
ским параметрам тесно кластеризуется вместе с M. sinen
sis, что дает основания предполагать их общую природу.

Представляло интерес сравнить результаты, получен-
ные при использовании различных методов видоопреде-
ления. Молекулярно-генетические подходы считаются 
од ними из наиболее надежных и достоверных. Мы полу-
чили последовательности фрагмента пластидного гено-
ма для девяти из одиннадцати исследованных образцов.  
Из табл. 2 следует, что два образца имеют гаплотип, ти-
пичный для M. sinensis, шесть – типичный для M. saccha
riflorus и один – редкий гаплотип, встречающийся у 
единичных образцов M. sinensis, а также M. capensis. При 
интерпретации результатов необходимо помнить, что ха-

Table 2. Variable positions in the alignment  
of Miscanthus plastid sequences

Specimen Position Species

109 227 232

01 G A T M. sacchariflorus

03 G A T »

04 G A T »

05 G A T »

06 G A T »

07 T A A M. sinensis

08 T A A »

09 G A T M. sacchariflorus

10 T C A Intermediate
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рактер пластидных последовательностей гибридов указы-
вает на видовую принадлежность материнского растения. 

Интерпретация совокупности результатов не дает за-
вершенной картины. Описанное в работе (Hodkinson et 
al., 2016) отнесение образцов 03–06 к M. sacchariflorus 
по морфологическим признакам, подтвержденное хемо-
таксономическим анализом; об этом же свидетельствуют 
результаты, полученные молекулярно-генетическим ме-
тодом. Аналогично последним методом подтверждена ви-
довая природа материнских растений, использованных для 
синтеза гибридов 07–09. В образце 10 видовое отнесение 
материнского растения к M. sinensis не выглядит однознач-
ным. Отнесение образца 01 к M. sinensis, выполненное по 
хемотаксономическим признакам, ре зультатами, получен-
ными молекулярно-генетическим мето дом, не подтверж-
дается. Для объяснения всех имеющихся противоречий, 
связанных с установлением видовой природы образца 01, 
можно предположить, что это растение является природ-
ным гибридом различных видов мискантуса, обладающим 
хемотаксономическим профилем, отличным от таковых у 
искусственных гибридов.

Заключение
Хемотаксономический анализ с использованием метода 
ГХ-МС в совокупности с данными, полученными други-
ми методами, может оказаться эффективным дополни-
тельным инструментом в таксономическом отнесении 
различных морфологических форм мискантуса к виду 
M. si nensis или M. sachariflorus. Эти данные имеют также 
прикладное значение, поскольку виды M. sachariflorus и 
M. sinensis используются для создания промышленных 
гибридов Miscanthus × giganteus. Изучение хемотаксоно-
мических характеристик гибридов позволит разработать 
«химические паспорта» технологически перспективных 
сортов мискантуса.
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