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В настоящее время особый интерес представляют растения, характеризующиеся высокой скоростью нарастания 
надземной вегетативной массы и имеющие практическое применение в качестве источника биоэтанола и целлю-
лозы, например, виды рода Miscanthus Anderss. (веерник). Цель данного исследования – молекулярно-генетическая 
идентификация и гистохимический анализ видов рода Miscanthus: M. sacchariflorus (Maxim.) Benth., M. sinensis Anderss. 
и M. purpurascens Anderss. коллекционного генофонда Центрального сибирского ботанического сада СО РАН для вы-
явления перспективных технических сырьевых растений. Для формирования, изучения и идентификации коллек-
ционного генофонда рода Miscanthus применялся мультидисциплинарный подход, заключавшийся в следующем: 
при сборе образцов в природе использовались традиционные методы классической систематики и геоботаники 
(сравнительно-морфологический и фитоценологический); при выделении форм под конкретные ресурсные (био-
энергетические), технологические задачи применялись биоморфологические подходы и проводилось описание 
микроэкологических условий с акцентом на наименее благоприятные для произрастания факторы. Молекулярно-
генетические исследования были направлены на уточнение таксономической принадлежности и анализ генетиче-
ских дистанций между представителями трех видов Miscanthus. По результатам ISSR-анализа изученные образцы 
трех видов мискантуса разделились на две клады: Sinensis и Sacchariflorus, что хорошо согласуется с видовой при-
надлежностью большинства образцов. Исключение составили растения M. purpurascens_I и II, которые по данным 
молекулярно-генетического анализа отнесены к кладе Sacchariflorus, что может служить подтверждением гибрид-
ного происхождения данного вида. Клада Sinensis разделилась на две субклады. В субкладу I вошли образцы, произ-
раставшие в наименее благоприятных микроэкологических условиях – на более засоленных почвах, а в субкладе II 
сосредоточены наиболее габитуально мощные образцы. Эти данные позволяют предположить, что среди образцов 
субклады I  могут оказаться доноры устойчивости, а среди образцов субклады II – доноры продуктивности. Извест-
но, что из-за повышенного содержания лигнина снижается технологическая ценность сырья. Согласно проведенно-
му нами гистохимическому анализу, мощность механической лигнин-содержащей ткани различается у разных рас-
тений мискантуса, поэтому наиболее целесообразен селективный отбор особей, накапливающих меньше лигнина 
(с наименее развитой склеренхимой). Выявленные молекулярные признаки разных видов мискантуса могут быть 
использованы для идентификации и паспортизации перспективных форм и линий в качестве альтернативного ис-
точника биотоплива и целлюлозы.
Ключевые слова: род Miscanthus; ISSR-анализ; гистохимический анализ; биоморфология; микроэкология; кластерная 
дендрограмма; биоэтанол.
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Several species of the genus Miscanthus Anderss. (elephant grass) characterized by a high rate of growth of the above-
ground vegetative mass are currently in the focus of attention due to their high practical application as a source of bioetha-
nol and cellulose. The main goals of this study were: (1) molecular genetic identification and (2) histochemical analysis of 

© Дорогина О.В., Васильева О.Ю., Нуждина Н.С., Буглова Л.В., Жмудь Е.В., Зуева Г.А., Комина О.В., Кубан И.С., Гусар А.С., Дудкин Р.В., 2019

ГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕСУРСЫ РАСТЕНИЙ
Оригинальное исследование / Original article
УДК 633.282:58.084.2

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2019;23(7):926-932
DOI 10.18699/VJ19.568

Пятая международная научная конференция PlantGen2019



Изучение коллекционного  
генофонда Miscanthus 

О.В. Дорогина, О.Ю. Васильева, Н.С. Нуждина … 
И.С. Кубан, А.С. Гусар, Р.В. Дудкин

2019
23 • 7

927ГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕСУРСЫ РАСТЕНИЙ / PLANT GENETICS RESOURCES

the genus Miscanthus Anderss. species in the collection of Central Siberian Botanical Garden SB RAS in order to identify the 
most perspective and technically valuable individuals. To study the collection of Miscanthus samples, a multi-disciplinary 
approach was applied. To collect the samples of different species from native habitats, traditional systematic and geobota-
nical methods (comparative morphological and phytocenological) were used. According to the results of the ISSR-analysis, 
16 samples of three Miscanthus species were divided into two clades: Sinensis and Sacchariflorus, the former including 
two subclades. For the samples of M. purpurascens_I and II, a hybrid origin of this species was confirmed by ISSR data. The 
molecular data obtained from the study allowed us to hypothesize that the samples involved in the subclade I of the Sinen-
sis clade could be used as donors of resistance to adverse environments, and the samples of the subclade II, as donors of 
high biomass productivity. Based on histochemical analysis, sclerenchyma cells were characterized by the most lignin-rich 
 thickened membranes, so the most appropriate direction in Miscanthus selection should be based on identification and 
using less lignin-containing samples.
Key words: Miscanthus; ISSR analysis; histochemical analysis; biomorphology; microecology; cluster dendrogram; bio-
ethanol.
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Введение
Среди представителей растительного мира нашей плане ты 
Miscanthus (веерник) считается одним из наиболее эф
фективных аккумуляторов солнечной энергии (Dohle man, 
Long, 2009). Высокое содержание целлюлозы и значи
тельная биомасса растений позволяют рассматривать его 
как перспективный альтернативный источник энергии 
(Lewandowski et al., 2000; McCalmont et al., 2017; Van Der 
Weijde et al., 2017). Физиологи и биохимики считают виды 
мискантуса уникальными высокопродуктивными источ
никами возобновляемого сырья для получения этилена и 
целлюлозы (Слынько и др., 2013). 

Веерник является также ценной мелиоративной куль
турой. Высокие темпы роста растений, неприхотливость 
к почвенным условиям, выраженная засухоустойчивость 
способствовали широкому применению мискантуса для 
стабилизации и снижения интенсивности процессов эро
зии почв (Kahle et al., 1999, 2001).

В конце прошлого века многие отечественные и за
рубежные ботанические сады начали вводить в культуру 
M. sacchariflorus и M. sinensis в качестве декоративных 
злаков. Соответственно перспективам их использования 
в ландшафтной архитектуре разрабатывались критерии 
отбора ex situ – ритмологический и онтогенетический. 
В XXI в. вышеназванные виды, а также M. × giganteus 
были признаны мировым научным сообществом основ
ными ресурсными видами для разработок в области аль
тернативной энергетики.

В Центральном сибирском ботаническом саду СО РАН 
(ЦСБС СО РАН, Новосибирск) изучение видов веерника 
проводилось с конца 1990х гг. в составе коллекции га
зонных и декоративных злаков. В последнее время фор
мирование и исследование коллекционного генофонда ро
дового комплекса Miscanthus в соответствии с мировыми 
тенденциями ведется в двух направлениях: декоративном 
и биоэнергетическом. Поиск в природе перспективных 
форм и дальнейшее изучение их биоэнергетического по
тенциала за пределами естественного ареала потребова
ли разработки дополнительных критериев отбора, оценки 
хозяйственнобиологических признаков и свойств.

Регион наших экспедиционных работ по изучению 
внутривидового полиморфизма видов Miscanthus и поис ку 
перспективных образцов – российский Дальний Восток, 

где M. sacchariflorus приурочен к северным местообита
ниям, а M. sinensis произрастает южнее. Так, в 2013 г. кол
лекционный генофонд пополнился образцами M. sinensis 
с пова Гамова (Хасанский район Приморского края). 
В 2017 г. M.  sacchariflorus был собран в Чугуевском, а 
M. sinensis и, предположительно, M. purpurascens – в Ха
санском районе Приморского края. Кроме того, собран 
живой материал на островах Курильской гряды – Шико
тане, Кунашире, Итурупе.

В качестве критериев отбора образцов в природе нами 
выделены биоморфологический и микроэкологический. 
Во время экспедиций проведен отбор вегетативных частей 
(часть корневища) у растений с наиболее мощной над
земной вегетативной массой. Одновременно отмечались 
микроэкологические условия произрастания. К небла
гоприятным были отнесены: засоленная зона заплеска; 
участки с засушливой уплотненной почвой; открытые, 
подверженные ветрам вершины холмов. Растения, отли
чающиеся в данных местообитаниях нормальным побе
гообразованием, вполне могут обладать высоким адап
тивным потенциалом в более суровых климатических 
условиях культивирования.

Накопленное в коллекционном генофонде внутриви
довое и формовое разнообразие потребовало изучения 
генетического полиморфизма и проведения ДНКиден
тификации. Целью настоящего исследования была моле
кулярногенетическая идентификация и гистохимический 
анализ коллекционного генофонда ЦСБС СО РАН видов 
рода Miscanthus для выявления перспективных форм в 
качестве технических сырьевых растений.

Материалы и методы
В работе применялся комплексный мультицисциплинар
ный подход к формированию и паспортизации коллекци
онного генофонда. При выборе районов исследований и 
сборе образцов различных видов в природе использова
лись традиционные методы классической систематики и 
геоботаники. В естественных местообитаниях при вы
делении форм для решения конкретных ресурсных задач 
применялись биоморфологические подходы и проводи
лось описание микроэкологических условий. У образцов, 
выбранных для молекулярногенетических исследований, 
учитывались фитоценотическая приуроченность, коор
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динаты и высота над уровнем моря. В ряде случаев дана 
характеристика микроэкологических условий.

В исследование был взят материал 16 образцов трех 
видов: M. sinensis, M.  sacchariflorus и M. рurpurascens 
(табл. 1). Образцы M. sacchariflorus были привезены из 
Чугуевского района СихотэАлиня, а также из окрестно
стей северной части национального парка «Зов тигра», 
территория которого включает участки Чугуевского, Оль
гинского и Лазовского районов. Этот вид растет здесь на 
открытых ровных пространствах и залежах, являющихся 
вторичными сукцессиями.

Сборы M. sinensis и M. purpurascens проводились в 
Ха санском районе Приморского края, где виды произ
растали в составе кустарниковоразнотравных группи
ровок. Отдельные образцы были взяты в редкостойном 
кустарниковоразнотравном дубняке (Quercus dentata 
Thunb.) на склоне к бухте Теляковского. Основные работы 
выполнялись на пове Гамова, на абсолютных высотах 
от 14 до 112 м, где наблюдался широкий спектр микро
экологических условий.

Для молекулярногенетического анализа с целью уточ
нения таксономического положения и идентификации 
образцов использовали высушенные листья растений 
трех видов мискантуса: M. sinensis, M.  sacchariflorus и 
M. purpurascens, собранные с 15 растений, произрастаю
щих в естественных природных популяциях (см. табл. 1).  
Кроме того, проанализирован образец M. purpurascens из 
Коллекции живых растений ЦСБС СО РАН (см. табл. 1, 
M. purpurascens_I, УНУ № USU 440534).

Экстракцию ДНК проводили с помощью NucleoSpin 
Plant II kit (Macherey and Nagel, США). Чистоту и концен
трацию полученных экстрактов ДНК определяли спект
рофотометрически с помощью Spectrophotometer kinetic 
и микрокюветы μcuvette (Eppendorf, Германия). Чистоту 
ДНК рассчитывали как соотношение величин оптической 
силы раствора при длине волн 260 и 280 нм.

Реакционная ПЦРсмесь объемом 25 мкл состояла из: 
2.7 мМ MgCl2, 1.25 мМ праймера, 0.4 мМ мононуклео
тидов, 1x PCRбуфера, 1.5 ед. Taq ДНКполимеразы 
(«Ме диген», Россия) и 20–30 нг матрицы. В программу 
амплификации входили следующие этапы: денатурация 
ДНК: 90 с при 94 °C; 35 циклов амплификации: 40 с при 
94 °C, 45 с при 41–58 °C (отжиг праймера) и 90 с при 
72 °C; 5 мин при 72 °C. Амплификация выполнялась в 
С 1000 Thermal Cycler (BioRad Laboratories, США). Про
дукты амплификации разделяли методом электрофоре
за в 0.8 % агарозном геле в 1x TBEбуфере. Полученные  
ISSR фрагменты окрашивали SYBRGreen (« Медиген»), 
визуализировали с помощью системы гельдокументи
рования Gel Doc XR+ и анализировали с помощью про
граммного обеспечения Image Lab Software (BioRad La
bora tories).

Размер идентифицированных ISSRфрагментов опре
деляли с помощью молекулярного маркера массы («Ме
ди ген»). Каждый амплифицированный фрагмент рас
сматривался как доминантный маркер, и для каждого из 
сравниваемых образцов отмечалось его наличие (1) либо 
отсутствие (0).

Таблица 1. Происхождение образцов трех видов Miscanthus, проанализированных в работе

Название образца Место сбора, геогр. координаты 

M. sinensis

M. sinensis_I П-ов Гамова, Хасанский район. Смотровая площадка по дороге на бухту Витязь. 42°36’24” с. ш., 131°09’56” в. д. 

M. sinensis _II П-ов Гамова, Хасанский район. По дороге на маяк

M. sinensis_III П-ов Гамова, Хасанский район. По дороге на маяк

M. sinensis_IV П-ов Гамова, Хасанский район. Бухта Витязь. 42°60’65” с. ш., 131°16’59” в. д.

M. sinensis_V П-ов Гамова, Хасанский район, 2017. Плато над бухтой Витязь. 42°60’88” с. ш., 131°19’48” в. д.

M. sinensis_VI П-ов Гамова, Хасанский район. Плато над бухтой Витязь. 42°61’51” с. ш., 131°17’89” в. д.

M. sinensis_VII П-ов Гамова, Хасанский район, 2017. Зона заплеска в бухте Теляковского. 42°35’25” с. ш., 131°17’74” в. д.

M. sinensis_VIII П-ов Гамова, Хасанский район

M. sinensis_IX П-ов Гамова, Хасанский район

M. sinensis_X П-ов Гамова, Хасанский район. Заправка на повороте на с. Андреевка. 42°40’33” с. ш., 131°06’17” в. д. 

M. sacchariflorus

M. sacchariflorus_I Сихотэ-Алинь. Одна из самых северных точек ареала. Чугуевский район, не доезжая до р. Покровка.  
Трасса А181. 44°51’21” с. ш., 134°52’95” в. д.

M. sacchariflorus_II Сихотэ-Алинь. В той же популяции

M. sacchariflorus_III Сихотэ-Алинь. Окрестности национального парка «Зов тигра». 43°33’3” с. ш., 134°66’7” в. д.

M. sacchariflorus_IV Сихотэ-Алинь. 43°53’24” с. ш., 134°12’57” в. д.

M. purpurascens

M. purpurascens_I Российский Дальний Восток. Коллекция живых растений ЦСБС (УНУ № USU 440534)

M. purpurascens_II П-ов Гамова, Хасанский район, гора Туманная. 42°33’54” с. ш., 131°12’34” в. д.
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Статистическая обработка данных, построение кластер
ной дендрограммы и анализ главных компонент (Principal 
Сomponents, PCO) выполнены в программе PAST (Hammer 
et al., 2001).

Для гистохимического анализа были отобраны сухие 
вегетативные побеги на заключительной стадии веге
тации от трех образцов (IV, V и VI ) M. sinensis и одного 
образца (II ) M. рurpurascens, привезенных живыми кор
невищами из четырех популяций Хасанского района и 
Приморского края России. Последующая вегетация про
ходила в однотипных условиях в составе биоресурсной 
научной коллекции ЦСБС – USU № 440534. Для анализа 
брали части стебля длиной 10 см от минимальной про
мышленной высоты – 10 см от уровня почвы.

Дальнейшие исследования проводили в центре кол
лективного пользования ЦСБС СО РАН. Побеги, начиная 
от нижней стороны, продольно нарезали скальпелем на 
бруски длиной около 3 мм, помещали на замораживающий 
микротом и выполняли продольные сечения 60–90 мкм. 
Окрашивание осуществляли флороглюцином в соляной 
кислоте и альциановым синим в уксусной кислоте по стан
дартным методикам (Барыкина и др., 2004). Кроме того, 
проверяли возможность дифференцированной окраски 
этими красителями.

Микроcкопирование с фотосъемкой выполняли на све
товом микроскопе Carl Zeiss Axio Scope A1.

Результаты

Молекулярно-генетический анализ
В исследовании было предварительно испытано 16 ISSR
праймеров, из которых для выполнения анализа в даль
нейшем использовали девять (табл. 2), отличавшихся 
наибольшим количеством и полиморфизмом амплифи
цированных фрагментов и пригодных для изучения ге
нетической изменчивости растений рода Miscanthus на 
внутри и межвидовом уровне.

В экстрактах ДНК мискантуса, полученных из высу
шенных листьев, концентрация равнялась 3–24 нг/мкл. 
Чистота экстрактов ДНК, выраженная соотношением 

A260/A280, варьировала в пределах от 1.25 до 1.83.. Анализ 
межмикросателлитных участков ДНК исследованных 
об разцов с помощью девяти ISSRпраймеров позволил 
иден тифицировать 177 амплифицированных фрагмен
тов дли ной от 270 до 1800 п. н. о. На рис. 1 представлен 
ISSRпрофиль образцов, полученный при амплификации 
с праймером 17899B. 

По результатам ISSRанализа 16 образцов мискантуса 
разделились на две клады: Sinensis и Sacchariflorus (рис. 2), 
что согласуется с видовой принадлежностью каж дого 

Таблица 2. Характеристики ISSR-праймеров,  
испытанных и выбранных (выделены жирным шрифтом)  
для исследования генетического полиморфизма  
видов рода Miscanthus

Праймер Нуклеотидная  
последовательность, 5’-3’

Тотж , °С

814 (CT)8TG 51

17898A (CA)6AC 45

17898B (CA)6GT 48

17899A (CA)6AG 48

17899B (CA)6GG 42

844A (CT)8AC 44

844B (CT)8GC 42

M1 (AC)8CG 56

M2 (AC)8YG 58

M7 (GAC)5 46

М11 (CA)6AR 39

M14 (GACA)4 47

HB10 (GA)6CC 48

HB12 (CAC)3GC 41

HB14 (CTC)3GC 42

UBS826 (AC)8C 53

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных при амплификации ДНК трех видов Miscanthus и ISSR-праймера 
17899B.
С(+) – положительный контроль; М – маркер веса. Обозначения образцов Miscanthus см. в табл. 1.
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образца (величина бутстрепподдержки равна 55). При 
этом M. purpurascens_I и II распределились внутри 
клады Sacchariflorus (см. рис. 2). Принимая во внима
ние предположительно гибридное происхождение вида 
M. purpurascens, мы склонны оценить полученные данные 
как подтверждение гипотезы (Jiang et al., 2013).

Примечательно крайне тесное генетическое родство 
образцов M. sacchari florus_I и II (см. рис. 1 и 2). Эти об
разцы были собраны из одной популяции и имеют почти 
идентичные ISSRпаттерны, что может свидетельствовать 
о происхождении обеих особей в результате вегетативного 
размножения исходного растения.

На основании анализа данных ISSRмаркирования 
методом главных компонент (PCO) определена дис
танция между двумя группами образцов внутри клады 
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Рис. 2. Кластерная дендрограмма, отражающая величину генетиче-
ских дистанций между 16 образцами трех видов Miscanthus.
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Рис. 3. Распределение 16 образцов трех видов Miscanthus по резуль-
татам ISSR-маркирования методом главных компонент (PCO).

Рис. 4. Срез стебля образцов M. sinensis_VI (а) и M. sinensis_IV (б).
Окрашивание флороглюцином – альциановым синим.

Sacchariflorus (рис. 3). Первая группа включает M. sac
chari florus_I и II, вторая – M.  sacchariflorus_III, IV  и 
M. pur purascens_I и II. 

Гистохимический анализ
С целью изучения сезонной динамики и особенностей 
одревеснения соломин были предприняты гистохими
ческие исследования. Результаты химического анализа, 
выполненного ранее в Институте проблем химикоэнерге
тических технологий СО РАН (г. Бийск), выявили у ряда 
образцов повышенное содержание лигнина, достигающее 
28.1 ± 0.5 % в пересчете на а.с.с. (Дорогина и др., 2018). 
Обнаружено, что при повышенном содержании лигнина 
снижается технологическая ценность сырья (Доро гина 
и др., 2018).

50 мкм100 мкм

а б
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Проведенный гистохимический 
анализ показал, что строение побегов 
у представителей M. sinensis сходно с 
таковым у представителей семей ства 
Poaceae. Соломина снаружи покрыта 
тонким однослойным эпидермисом, 
присутствуют слои из радиально рас
положенной механической ткани с 
толстыми лигнифицированными обо
лочками клеток (рис. 4). Наиболее бо
гаты лигнином утолщенные оболочки 
клеток склеренхимы, расположенные 
в два слоя вокруг проводящих пучков 
(см. рис. 4). Мощность механической 
лигнинсодержащей ткани различа
ется у разных растений: у растения 
из популяции № 3 лигнифицирован
ная склеренхима менее выражена по 
сравнению с образцом из популяции 
№ 24 (см. рис. 4, а, б ). 

Обсуждение 
Клада Sinensis разделилась на две 
суб клады (см. рис. 2), причем в суб
кладу I вошли образцы, произрас
тавшие в наименее благоприятных 
микроэкологических условиях. Так, 
образец M. sinensis_VII собран в бух  
те Теляковского в зоне заплеска или 
супралиторали, находящейся на гра
нице моря и суши, выше уровня мак 
 симального прилива, что подразуме
вает более засоленные микроэколо
гические условия (рис. 5). 

Образец M. sinensis_X был собран 
в техногенно нарушенном местооби
тании, в районе автозаправки при по
вороте на с. Андреевка, где возможно 
повышенное воздействие выхлопных 
газов (см. табл. 1).

Примечательно, что образцы, во
шедшие в субкладу II, представляют 
собой наиболее габитуально мощные 
растения. По своим морфологиче
ским параметрам особо выделялись 
M. sinensis_V и M. sinensis_VI, про
израставшие в кустарниковоразно
травной группировке на плато над 
бухтой Витязь (рис. 6).

Заключение
Проведенный кластерный анализ 
позволяет предположить, что среди 
образцов субклады I могут оказаться 
растения, характеризующиеся ус
той чивостью и потому являющиеся 
донорами устойчивости, а среди об
разцов субклады II – доноры продук
тивности. Выявленные молекуляр ные 
признаки разных видов мискантуса 

могут быть использованы для идентификации и паспортизации форм и линий, 
перспективных для получения экономически доступного растительного сырья, 
пригодного для применения в качестве экологически безопасного альтерна
тивного варианта биотоплива.

На основании гистологического анализа побегов M. sinensis можно предпо
ложить, что некоторые экземпляры накапливают большое количество лигнина 
в сухих, завершивших вегетацию соломинах, что, вероятно, затруднит про
мышленную переработку. Поэтому необходимы дополнительные исследования 
молодых побегов для изучения динамики накопления лигнина. В связи с этим, 

Рис. 5. Местообитание M. sinensis_VII  в зоне заплеска в бухте Теляковского. 

Рис. 6. Общий вид M. sinensis_V и M. sinensis_VI, произрастающих в кустарниково-разнотрав-
ной группировке на плато над бухтой Витязь, Приморский край.
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возможно, продуктивнее будет ранняя уборка вегетатив
ной массы, а наиболее целесообразен селективный отбор 
особей, накапливающих меньше лигнина (с наименее 
развитой склеренхимой).
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