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Аннотация. Представлены результаты исследования современной филогеографической 
структуры неморального реликта Anemone baicalensis Turcz. на хр. Хамар-Дабан с ис-
пользованием пластидного ДНК-маркера trnL-trnF. Показана генетическая дифференци-
рованность популяций из западной и восточной частей ареала. Выявленные филогео-
графические паттерны подтверждают частичную фрагментацию ареала A. baicalensis и 
сохранение популяций в микрорефугиумах на хр. Хамар-Дабан в течение последних 
плейстоценовых похолоданий. Определена предполагаемая зона вторичного контакта 
популяций из «восточной» и «западной» филогеографических групп и их возможной 
гибридизации после наступления благоприятных условий в голоцене. Результаты позво-
ляют предположить, что географическая обособленность популяций A. baicalensis на 
восточном пределе распространения вида вдоль хр. Хамар-Дабан, наблюдаемая в низо-
вьях рек, относительна, а зона их вероятного контакта с основной частью ареала нахо-
дится в субальпийском и горнотаёжном поясах. 

Ключевые слова: неморальный реликт, рефугиум, оледенение, ветреница байкальская 
Anemone baicalensis, молекулярно-генетические маркеры, молекулярно-биологические 
методы, trnL-trnF. 

Для цитирования: Филогеографическая структура Anemone baicalensis (Ranunculaceae) на основе поли-
морфизма пластидной ДНК (trnL-trnF) как подтверждение существования плейстоценовых микрорефу-
гиумов на хр. Хамар-Дабан / М. В. Протопопова, В. В. Павличенко, Д. А. Орлова, В. В. Чепинога // Изве-
стия Иркутского государственного университета. Серия Биология. Экология. 2019. Т. 30. С. 3–15. 
https://doi.org/10.26516/2073-3372.2019.30.3 

Введение 

Глобальные климатические изменения являются одним из определяю-
щих факторов формирования и динамики растительного покрова. Так, серия 
плейстоценовых оледенений в течение последних 2,5 млн лет привела к 
фрагментации евроазиатского пояса широколиственных (неморальных) ле-
сов на европейский и восточноазиатский участки. Вследствие этого дизъ-
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юнкция неморальной зоны в современном растительном покрове Евразии 
приходится на большую часть Сибири. Поддержание преемственности рас-
тительности на территории Южной Сибири оказалось возможным за счёт 
отсутствия здесь покровного оледенения и наличия рефугиумов, в которых 
растения смогли пережить неблагоприятные периоды, связанные с измене-
ниями климата [Ивановский, 2006; Положий, Крапивкина, 1985; Реликтовые 
комплексы растительности … , 2009]. Одним из важнейших рефугиумов на 
территории Байкальской Сибири является северный макросклон хр. Хамар-
Дабан, протянувшийся вдоль южного и юго-восточного побережья 
оз. Байкал. Вопрос о масштабах горно-долинного оледенения на хр. Хамар-
Дабан и моделях выживания растений в течение неблагоприятных периодов 
все ещё остаётся открытым [Ивановский, 2006; Chepinoga, Protopopova, 
Pavlichenko, 2017]. Результаты анализа характера современного распростра-
нения неморальных реликтовых видов, проведённого нами ранее, позволили 
предположить существование плейстоценовых микрорефугиумов на север-
ном макросклоне хр. Хамар-Дабан, приуроченных к поймам крупных рек 
[Chepinoga, Protopopova, Pavlichenko, 2017]. Очевидно, в периоды похолода-
ний распространение реликтовых видов было более ограниченным, чем в 
настоящее время, а популяции из различных микрорефугиумов, вероятно, 
оставались изолированными друг от друга. В благоприятные периоды рас-
тения имели возможность расселяться вдоль макросклона и соединяться с 
популяциями из соседних микрорефугиумов. Наши последние исследования 
показали, что ареалы большинства неморальных реликтов на хр. Хамар-
Дабан являются относительно непрерывными [Новые данные о … , 2015; 
Chepinoga, Protopopova, Pavlichenko, 2017]. Одним из характерных и массо-
вых реликтовых растений Байкальской Сибири с весьма обширным ареалом 
на хр. Хамар-Дабан является ветреница байкальская (Anemone baicalensis 
Turcz., Ranunculaceae), благодаря чему вид является удобным модельным 
объектом для изучения динамики популяций неморальных реликтов в пре-
делах рефугиума. Северный макросклон хр. Хамар-Дабан является основ-
ным южносибирским участком ареала A. baicalensis, из которого он и был 
описан. Второй участок ареала вида на территории Южной Сибири нахо-
дится в Западном Саяне [Красная книга Красноярского ... , 2012]. Согласно 
последней таксономической ревизии рода Anemone ветреница байкальская 
отнесена к роду Anemonastrum и переименована в Anemonastrum baicalense 
(Turcz.) Mosyakin [Mosyakin, 2018]. Однако в данной работе мы придержи-
ваемся традиционной таксономической концепции, т. е. рассматриваем вид 
в рамках рода Anemone s.l. 

A. baicalensis приурочен к пойменным лесам в низовьях рек, а в низко- 
и среднегорьях хорошо представлен в тёмнохвойных горнотаёжных лесах, 
достаточно часто встречается на субальпийских лугах [Новые данные о рас-
пространении … , 2015]. A. baicalensis трактуется как южносибирский эн-
дем, неморальный реликт неогенового возраста [Растительность Прибайка-
лья как …, 2006] и относится согласно классификации М. М. Ильина [1941] 
к пацифической группе, представители которой связаны происхождением с 
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Восточной Азией. На территории российского Дальнего Востока и стран 
Восточной Азии A. baicalensis имеет ряд близкородственных видов 
(A. flaccida F. Schmidt, А. glabrata (Maxim.) Juz., А. rossii S. Moore, 
A. kansuensis W. T. Wang, A. saniculiformis C. Y. Wu ex W. T. Wang), которые 
рядом авторов принимаются в качестве внутривидовых таксонов 
A. baicalensis s.l. В этом случае A. baicalensis трактуется как вид, имеющий 
широкое южносибирско-восточноазиатское дизъюнктивное распространение. 

Ареал A. baicalensis на северном макросклоне хр. Хамар-Дабан прости-
рается примерно на 150 км от р. Безымянная на западе и, по меньшей мере, 
до р. Мантуриха на востоке [Новые данные о … , 2015]. Также известно 
изолированное местонахождение в пойме р. Большая Речка [Красная книга 
Республики ... , 2013], расположенное в 30 км к северо-востоку от Мантури-
хи. Учитывая низкую морфологическую вариабельность и стабильный уро-
вень плоидности в популяциях [Использование генетических маркеров … , 
2015], без привлечения более чувствительных молекулярно-генетических 
методов анализа сложно судить как о наличии возможной изоляции между 
популяциями A. baicalensis, так и о степени лимитированности возможного 
потока генов между ними на протяжении четвертичного периода. Это, в 
свою очередь, затрудняет формирование концепции распространения и дина-
мики этого вида на хр. Хамар-Дабан. Цель настоящей работы – изучение со-
временной филогеографической структуры A. baicalensis на хр. Хамар-Дабан 
с целью определения особенностей динамики и путей распространения попу-
ляций вида на протяжении четвертичного периода. 

Материалы и методы 

Сбор образцов проводили из популяций в долинах рек, стекающих с 
северного макросклона хр. Хамар-Дабан (табл.). Свежие неповреждённые 
листья растений помещали в индивидуальные бумажные пакеты из филь-
тровальной бумаги (23 г/м2) и высушивали в силикагеле. Обезвоженные об-
разцы перемещали в свежий дегидратированный силикагель и хранили в 
темноте до момента проведения анализов. Отбирали листья с не менее чем 
пяти экземпляров растений из каждой популяции. 

Суммарную ДНК выделяли из образцов СТАВ-методом [Doyle, Doyle, 
1987] с авторскими модификациями [Перспективы использования внутрен-
них … , 2016; DNA Barcoding … , 2019]. В качестве молекулярно-
генетического маркера использовали последовательность пластидного меж-
генного спейсера trnL-trnF. Амплификацию (ПЦР) проводили в финальном 
объёме реакционной смеси 20 мкл с использованием ДНК-полимеразы 
GoTaq Flexi (Promega, США) и универсальных праймеров [Universal primers 
for … , 1991] с финальной концентрацией каждого 250 нМ, отжиг которых 
проводили при 56 °С в течение 30 с. Полученные ампликоны электрофоре-
тически отделяли от компонентов реакции в агарозном геле и очищали с 
помощью набора GenJet Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Определение нуклеотидных последовательностей ампликонов проводили по 
методу Сэнгера с использованием набора реагентов для терминирования 
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BigDye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems, США) на автоматическом ге-
нетическом анализаторе 3500 (Applied Biosystems, США). 

Таблица 
Характеристики точек сбора образцов A. baicalensis  

на северном макросклоне хр. Хамар-Дабан 

Обозначение 
популяции 

Место сбора Координаты 
Абсолютная 

высота 
(м над у. м.) 

BZ р. Безымянная N51.59352°, E103.90825° 482
S1 р. Снежная N51.37372°, E104.64567° 499

S2 
р. Тальцинка  
(бассейн р. Снежная) 

N51.35611°, E104.61691° 922 

M1 р. Бол. Мамай, точка 1 N51.43532°, E104.79750° 517 
M2 р. Бол. Мамай, точка 2 N51.38947°, E104.85219° 954 
V р. Выдриная N51.48558°, E104.84890° 458
BR р. Большая Речка N51.95788°, E106.35214° 469

Ручную корректировку полученных нуклеотидных последовательно-
стей проводили в SnapGene Viewer v.2.6.2. Маркирование участков генов 
trnL и trnF и межгенного спейсера проводили с использованием аннотиро-
ванной последовательности A. narcissiflora L. (GenBank: AB219591.1). В ка-
честве референтной также использовали последовательность trnL-trnF близ-
кородственного вида A. flaccida (GenBank: LC435034.1). Выравнивание по-
лученных нуклеотидных последовательностей проводили с помощью алго-
ритма MUSCLE при стандартных настройках и дальнейшей ручной коррек-
тировки в MEGA v. 7.0.16 [Kumar, Stecher, Tamura, 2016]. Для дальнейшего 
анализа использовали фрагмент выравнивания, соответствующий межген-
ному спейсеру trnL-trnF референтного вида A. narcissiflora на участке от 33 
до 376 п. о. включительно. Таким образом, общая длина выравнивания (с 
учётом участков инсерций/делеций), используемая для построения филоге-
нетической реконструкции, составила 366 п. о. Делеции/инсерции рассмат-
ривались как отдельные эволюционные события, которые для каждой по-
следовательности были закодированы как «1» (наличие делеции) и «0» (от-
сутствие делеции) и включены в конец нуклеотидного выравнивания. В об-
щей сложности в виде бинарной матрицы были закодированы 12 участков 
выравнивания (позиции выравнивания: 13, 14, 15, 16, 25, 144–147, 160–163, 
178, 197–208, 274–281, 282–291, 292–304). Филогенетическую реконструк-
цию проводили байесовским методом (Bayesian inference, BI) на основе ме-
тода Монте-Карло для марковских цепей с использованием общей реверси-
онной модели (general time reversible model, GTR) для нуклеотидных после-
довательностей и модели F81 [Felsenstein, 1981] для бинарных данных (де-
леции/инсерции) в MrBayes v. 3.2.5 и методом максимального правдоподо-
бия (maximum likelihood, ML) с использованием 3-параметрической модели 
Тамуры [Tamura, 1992] в MEGA. Оценку достоверности ML-филогении 
проводили с использованием bootstrap-метода при 1000 повторений. Байе-
совскую реконструкцию проводили при 1 000 000 генераций четырёх мар-
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ковских цепей с отбором деревьев после каждых 100 генераций. Определе-
ние оптимальных моделей нуклеотидных замен (с использованием BIC-
критерия) и параметров филогенетической модели (Prset) проводили в 
MEGA. 

Результаты и обсуждение 

Размер амплифицированного фрагмента региона trnL-trnF без учёта 
длины праймеров (последовательности которых не учитывались в анализе) у 
представителей A. baicalensis из разных популяций варьировал от 401 до 
403 п. о., из которых размер межгенного спейсера составил 359–361 п. о. 
Полиморфизм региона trnL-trnF у A. baicalensis выражается в различном 
количестве оснований в полиТ-регионе (от 9 до 11 п. о.), расположенном на 
участке между 45 и 55 основаниями включительно от начала спейсера 
(рис. 1). Нуклеотидных замен в гаплотипах у A. baicalensis обнаружено не 
было. У популяций с хр. Хамар-Дабан выявлены три гаплотипа trnL-trnF 
(рис. 2, А). Первый гаплотип trnL-trnF (H1), наиболее близкий к предковой 
последовательности, характерен для популяций из восточной части ареала 
A. baicalensis (р. Большая Речка) и в западном направлении обнаружен в по-
пуляциях вплоть до р. Большой Мамай (рис. 2, Б). В исследованных популя-
циях на левобережье р. Снежная (см. табл.), расположенной всего в 10 км от 
р. Бол. Мамай, и западнее гаплотип H1 не найден. 

Рис. 1. Участок выравнивания нуклеотидных последовательностей региона trnL-
trnF у популяций A. baicalensis на хр. Хамар-Дабан. В качестве референтной последова-
тельности использован участок trnL-trnF региона A. flaccida (верхняя строка). Точками 
обозначены позиции, идентичные референтной последовательности; буквами – позиции, 
имеющие отличия относительно референтной последовательности; дефисными линия-
ми – пропуски нуклеотидов (gaps) при выравнивании относительно референтной после-
довательности. Серым цветом отмечен полиморфный полиT-участок, в котором наблю-
дали отличия между гаплотипами (H1–H3). Цифрами обозначены порядковые номера 
позиций в выравнивании  

Два других гаплотипа, H2 и H3, объединяются в общую гаплогруппу 
(см. рис. 2, A), производную от H1, и характерны для популяций из условно 
западного участка ареала (р. Безымянная – р. Снежная). Один из этих гапло-
типов (H3) распространяется восточнее р. Снежная и встречается в популя-
циях по меньшей мере до р. Выдриная (см. рис. 2, Б). Таким образом, рас-
пределение гаплотипов между популяциями указывает на наличие по мень-
шей мере двух филогеографических групп A. baicalensis на хр. Хамар-Дабан 
(западной и восточной), которые, наиболее вероятно, возникли в результате 
фрагментации ареала вида в результате плейстоценовых похолоданий.  
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Рис. 2. Разнообразие гаплотипов trnL-trnF и их филогенетический анализ у попу-
ляции A. baicalensis на хр. Хамар-Дабан. А – консенсусное (50 %) филогенетическое 
дерево гаплотипов, построенное с использованием байесовского анализа. Длина ветвей 
приведена в относительных единицах. Значения апостериорной вероятности указаны 
над ветвями; значения bootstrap-поддержки соответствующих узлов на ML-дереве ука-
заны под ветвями; Б – географическое распределение гаплотипов вдоль северного мак-
росклона хр. Хамар-Дабан. Обозначения популяций приведены как в таблице: BZ – 
р. Безымянная; BR – р. Большая Речка; M1 – р. Бол. Мамай, точка 1; М2 – р. Бол. Мамай, 
точка 2; S1 – р. Снежная; S2 – р. Тальцинка (бассейн р. Снежная); V – р. Выдриная 
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Зона вторичного контакта и перекрывания ареалов популяций из разных 
филогеографических групп, образовавшаяся после наступления благоприят-
ных условий, приходится на участок от р. Бол. Мамай до р. Выдриная, на 
котором встречаются популяции как с восточным (H1), так и с западным 
(H3) вариантами гаплотипов. Однако нельзя исключать, что зона перекры-
вания в действительности имеет более широкую протяжённость и по мень-
шей мере на западе может достигать правого берега Снежной. На участке 
контакта можно также ожидать образование гибридной зоны между разны-
ми филогеографическими группами. В то же время, поскольку в работе был 
использован маркер пластидной ДНК, наследуемый только по материнской 
линии, на основе имеющихся данных пока сложно установить точную ги-
бридизационную картину на этом участке. 

Следует также принять во внимание, что большинство проанализиро-
ванных нами образцов собраны в предгорной шлейфовой полосе, где между 
популяциями из соседних речных пойм встречаются довольно широкие ди-
зьюнкции на невысоких водоразделах, таким образом они остаются относи-
тельно изолированными друг от друга. Перекрывание ареалов популяций 
наблюдается только в районе выраженного сводового поднятия вплоть до 
субальпийского пояса, где популяции достаточно часто образуют сплошной 
пояс на склонах различной экспозиции, прерываясь только на их перегибах 
(Чепинога, Протопопова, Павличенко, неопубл.). По всей видимости, имен-
но в этой области и имеет место основной поток генов между популяциями.  

Таким образом, включение в анализ дополнительных сборов из обла-
стей средних и больших высот поможет детализировать картину географи-
ческого распределения гаплотипов и, возможно, расширить зону контакта 
между восточной и западной филогеографическими группами. Однако уже 
сейчас очевидно, что отсутствие общих гаплотипов у особей из дистально 
расположенных популяций даже в области низких высот указывает на их 
частичную генетическую изоляцию относительно друг от друга. Разделение 
популяций на восточную и западную филогеографические группы также со-
гласуется с нашими предварительными результатами о полиморфизме регио-
на ядерной ДНК ITS1-ITS2 [Использование генетических маркеров … , 2015]. 

Наличие дифференцированных филогеографических групп A. baicalensis 
свидетельствует о частичной фрагментации ареала вида в периоды критиче-
ского похолодания и сохранения популяций в микрорефугиумах [Chepinoga, 
Protopopova, Pavlichenko, 2017]. Судить о длительности возникшей изоля-
ции между группами на основе имеющихся данных пока не представляется 
возможным, однако это событие не могло произойти позднее максимума 
последнего оледенения. Вероятней всего, фрагментация происходила неод-
нократно и усиливалась в периоды похолоданий. В межледниковье локаль-
ные популяции реколонизировали участки дизъюнкций, соединяясь с попу-
ляциями из соседних микрорефугиумов. Несмотря на то что в настоящее 
время ареал A. baicalensis вдоль хр. Хамар-Дабан является относительно не-
прерывным [Новые данные о … , 2015; Chepinoga, Protopopova, Pavlichenko, 
2017], времени с момента окончания последнего оледенения, очевидно, ока-
залось недостаточно для генетической гомогенизации популяций. 
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Наличие общего гаплотипа (H1) и одинакового уровня плоидности 
[IAPT chromosome … , 2018; IAPT/IOPB chromosome … , 2016, 2017] у по-
пуляций A. baicalensis из крайнего восточного места нахождения (р. Большая 
Речка) и условно центрального (р. Бол. Мамай – р. Выдриная) участков аре-
ала показывает, что географическая изолированность первых имеет относи-
тельный характер. Большая часть известных местонахождений вида на 
хр. Хамар-Дабан находится в легкодоступных местах в низовьях рек вдоль 
автодороги Р-258 [Новые данные … , 2015]. Так, дизъюнкция ареала вида на 
участке от р. Мантуриха до р. Большая Речка была выявлена только в низо-
вьях, где находится заболоченный предгорный участок, непригодный для 
произрастания вида. Очевидно, ввиду труднодоступности верховий рек по-
иски популяций A. baicalensis на этом участке ранее не проводились. Отсут-
ствие же генетической изоляции между популяциями A. baicalensis с 
р. Большая Речка и её основным ареалом подтверждает наше предположе-
ние, что предгорные фрагменты ареала могут объединяться в единую об-
ласть обитания в поясе горной тайги и субальпийского пояса [Chepinoga, 
Protopopova, Pavlichenko, 2017]. 

Заключение 

Выявлены три гаплотипа trnL-trnF пластидной ДНК у популяций 
A. baicalensis с северного макросклона хр. Хамар-Дабан. Первый гаплотип 
характерен для популяций из восточного участка ареала, два других – из 
западного. Распределение гаплотипов между популяциями указывает на 
наличие по меньшей мере двух филогеографических групп A. baicalensis на 
хр. Хамар-Дабан, которые, наиболее вероятно, возникли в результате фраг-
ментации ареала вида в результате плейстоценовых похолоданий. Зона вто-
ричного контакта популяций из разных филогеографических групп, образо-
вавшаяся после наступления благоприятных условий, распространяется на 
участок от р. Бол. Мамай до р. Выдриная, на котором встречаются популя-
ции как с «восточным», так и с «западным» вариантами гаплотипов. Нали-
чие общего гаплотипа у популяций с восточного предела ареала (р. Большая 
Речка) и популяций из центрального участка ареала позволяет предполо-
жить, что географическая изолированность восточных популяций носит от-
носительный характер и они могут соединяться с основным ареалом в поясе 
горной тайги и субальпийского пояса. 
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цами. В 2017–2018 гг. исследования выполнялись при частичной поддержке 
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Phylogeographic Structure of Anemone baicalensis 
(Ranunculaceae) Based on Plastid DNA Polymorphism 
(trnL-trnF) as an Evidence of Pleistocene Microrefugia  
Existence on the Khamar-Daban Ridge (Southern Baikal 
Region) 
M. V. Protopopova1, 2, V. V. Pavlichenko1, 2, D. A. Orlova1,2,  
V. V. Chepinoga2,3 
1 Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
2 Irkutsk State University, Irkutsk, Russian Federation 
3 V. B. Sochava Institute of Geography SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 

Abstract. The study presents the results of the modern phylogeographic structure of Anemone 
baicalensis Turcz. on the Khamar-Daban Ridge using trnL-trnF plastid DNA marker. Being 
one of nemoral relict species with the longest ranges along the Khamar-Daban Ridge, A. bai-
calensis is a convenient model species to study the possible isolation of relict species popula-
tions in microrefugia during the last Pleistocene glaciation, followed by their recolonization 
during subsequent climate change. The complete trnL-trnF region was amplified using GoTaq 
Flexi DNA Polymerase (Promega) and the universal primers for the flank regions of trnL and 
trnF plastid DNA genes. Gel-purified amplicons were sequenced by the Sanger method using 
3500 Genetic Analyzer. The multiple alignments of nucleotide sequences were prepared by the 
MUSCLE algorithm followed by manual editing. The indels were considered as evolutionary 
events and included as a separate binary data partition to the end of matrix. Phylogenetic re-
constructions were performed by both the maximum likelihood and Bayesian inference meth-
ods. Three trnL-trnF haplotypes were revealed in A. baicalensis populations on the Khamar-
Daban Ridge. The first haplotype was typical for the populations from the eastern part of the 
range, two others – for populations from the western part. The haplotypes found in the popula-
tions from the western part of the range formed a well-supported haplogroup according Bayes-
ian inference analysis. The described phylogeographic patterns confirm the partial fragmenta-
tion of A. baicalensis range and preservation of populations in microrefugia on the Khamar-
Daban Ridge during the latest Pleistocene cooling. The zone of secondary contact and possible 
hybridization of the populations from the different phylogeographic groups appeared after the 
onset of favorable conditions is located on the site between the Bolshoi Mamai and Vydrinaya 
rivers, where both ‘eastern’ and ‘western’ haplotype variants were revealed. The presence of a 
common haplotype in populations in the eastern border (the Bolshaya Rechka river) and the 
central part of the range suggests that the geographical isolation of eastern populations is cur-
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rently not absolute and they can contact with the main part of the range in mountain taiga and 
subalpine zones. 

Keywords: nemoral relict, refugium, glaciation, molecular genetic markers, techniques of 
molecular biology, trnL-trnF, Anemone baicalensis. 

For citation: Protopopova M.V., Pavlichenko V.V., Orlova D.A., Chepinoga V.V. Phylogeographic Structure of 
Anemone baicalensis (Ranunculaceae) Based on Plastid DNA Polymorphism (trnL-trnF) as an Evidence of 
Pleistocene Microrefugia Existence on the Khamar-Daban Ridge (Southern Baikal Region). The Bulletin of 
Irkutsk State University. Series Biology. Ecology, 2019, vol. 30, pp. 3-15. https://doi.org/10.26516/2073-
3372.2019.30.3 (in Russian) 
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