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Аннотация. Межвидовая гибридизация ярко представлена среди видов рода Pulsatilla. Для выявления 
гибридов в настоящее время помимо классических методов ботаники широко используются генетические. 
Авторами были обнаружены сборы прострелов, по морфологии занимающие промежуточное положение между 
видами P. multifida и P. turczaninovii. Исследование этих образцов методом ISSR-PCR подтвердило гибридное 
происхождение данных образцов. Секвенирование по Сэнгеру региона ITS1-5.8S-ITS2 рДНК исследуемых 
образцов показало наличие нескольких полиморфных сайтов, что также может свидетельствовать об их 
гибридном происхождении. На основе морфологических и молекулярно-генетических данных предлагается к 
обнародованию нотовид Pulsatilla chemalensis.
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Pulsatilla chemalensis (Ranunculaceae), a new nothospecies from Altai
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Summary. Interspecific hybridization is clearly represented among the species of the genus Pulsatilla. In addition to 
classical botanical methods, genetic methods are currently widely used to identify hybrids. The authors found pasque-
flowers that morphologically occupy an intermediate position between the species P. multifida and P. turczaninovii. A 
study of four populations using the ISSR-PCR method confirmed the hybrid origin of these samples. Sanger sequenc-
ing of the ITS1-5.8S-ITS2 region of rDNA of the samples studied showed the presence of several polymorphic sites, 
which may also indicate their hybrid origin. Based on morphological and molecular genetic data, the nothospecies 
Pulsatilla chemalensis is proposed for publication. 

Введение

Представители рода Pulsatilla Mill. (про- 
стрел) – раннецветущие многолетние травя-
нистые растения, произрастающие преиму-
щественно в умеренных широтах Северного 
полушария. Систематика рода Pulsatilla весьма 
сложна, поскольку идентификация его пред-
ставителей затрудняется как высокой степенью 
внутривидовой морфологической изменчиво-
сти, что не всегда возможно проверить без об-
ширных сборов материала в полевых условиях, 
так и часто отмечаемой межвидовой гибридиза-
цией (Akeroyd, 1993; Bakin, 2005, Stepanov, 2014; 
Li et al., 2019; Sramko et al., 2019; Valuyskikh et al., 
2020, Zaikov et al., 2024). В европейской части 
России уже описана серия гибридов (нотовидов):  
P. intermedia (Lasch) G. Don fil. (P. patens (L.)  
Mill. × P. vernalis (L.) Mill.), P. spuria Camus (P. ver-
nalis × P. pratensis L.), P. hackelii Rchb. (P. patens ×  
P. pratensis). Их отличия были показаны не толь-
ко на основе сравнения морфологических дан-
ных, но и по результатам генетических исследо-
ваний специалистами Ботанического института 
им. В. Л. Комарова (Punina et al., 2019; Punina 
et al., 2024). В настоящее время известен ното-
вид с Дальнего Востока: P. kissii Mandl (P. cernua 
(Thunb.) Bercht. et J. Presl × P. chinensis (Bunge) 
Regel). С территории Южной Кореи описан  
P. yanbianensis H. Z. Lv (P. dahurica (Fisch. ex DC.) 

Spreng. × P. cernua (Thunb.) Bercht. et J.  Presl)  
(Lv et al., 2018). В 2014 г. Николай Витальевич 
Степанов обнародовал нотовид P.  herba-somnii 
Stepanov, являющийся гибридом P. orientali- 
sibirica Stepanov × P. turczaninovii (Stepanov, 2014).

В настоящее время помимо традиционных 
методов ботаники, основанных на морфологи-
ческих признаках, для идентификации видов и 
выявления гибридов довольно широко приме-
няются генетические методы (Sun et al., 2014; Li 
et al., 2019; Takaishi et al., 2019; Zhang et al., 2019; 
Pinaeva et al., 2020; Zhivotov et al., 2023; Xue et al., 
2024). Елизавета Ольгердовна Пунина с коллега-
ми в 2024 году изучили три вида и три межви-
довых гибрида прострелов с европейской части 
России и показали возможность выявления гиб- 
ридогенных прострелов на основе сравнитель-
ного анализа последовательностей внутренних 
транскрибируемых спейсеров 35s рДНК (ITS) 
(Punina et al., 2024).

Во время экспедиционных работ в Респу-
блике Алтай в 2024 году нами была обнаружена 
примечательная популяция прострелов в окр. 
с. Чемала. В ходе её изучения было отмечено, 
что представленная популяция характеризует-
ся дискретной неоднородностью. Детальный 
осмотр всей площади показал, что на представ-
ленном луговом участке произрастают два вида:  
P. multifida (E. Pritz.) Juz. и P. turczaninovii Krylov 
et Serg. Более того, также были обнаружены про-
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Таблица 1. Местонахождение исследованных популяций прострелов

Популяции Вид Точка сбора Координаты

Pop1 P. multifida Россия, Алтайский край, Усть-Пристанский 
р-н, окр. с. Клепиково. 52°31' с. ш. 83°46' в. д.

Pop2

P. multifida
P. turczaninovii
Гибридные образцы  
(P. chemalensis)

Россия, Республика Алтай, Чемальский р-н, 
долина р. Катунь, 2 км южнее с. Чемал. 51°10' с. ш. 86°07' в. д.

Pop3 P. turczaninovii
Россия, Республика Алтай, Чемальский р-н, 
правый берег долины р. Катунь в  
1 км ниже устья р. Бийка.

51°22' с. ш. 86°01' в. д.

Pop4
P. multifida
P. orientali-sibirica
P. turczaninovii

Россия, Алтайский край, Первомайский 
р-н, правый берег долины р. Обь между 
с. Мыльниково и пос. Кармацким г. 
Новоалтайска.

53°26' с. ш. 83°48' в. д.

стрелы, занимающие по ряду морфологических 
черт промежуточное положение между этими 
видами. Для прояснения ситуации мы решили 
изучить данные переходные образцы с исполь-
зованием молекулярно-генетических методов.

Материалы и методы

Материалами для исследования послужи-
ли гербарные образцы уже хорошо известных 
видов (P.  multifida, P. turczaninovii), собранных 
в окрестностях с. Чемал, а также образцы с 

переходными между этими двумя видами при-
знаками и образцы из одновидовых популяций  
(P. multifida и P. turczaninovii). Дополнительно для 
анализа использованы образцы из окр. пос. Кар-
мацкого города Новоалтайска Алтайского края, 
где были обнаружены не только P. multifida и  
P. turczaninovii, но и P. orientali-sibirica (близкий 
вид P. multifida) (табл. 1). Местонахождение по-
пуляций представлено на рисунке 1. Исследова-
ние морфологии проводилось с помощью специ-
ализированной научной литературы (Timokhina, 
1993; Yuzepchuk, 1937).

Рис. 1 / Fig. 1. Местоположение исследованных популяций прострелов.
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Для выявления генетической структуры ис-
следуемых образцов был выбран ISSR-PCR ме-
тод. Из первой популяции было отобрано 10 
образцов, из второй – 12, из третьей – 19, из чет-
вертой – 14. Экстракция ДНК осуществлялась 
из высушенных листьев с помощью коммерче-
ского набора DiamondDNA по инструкции про-
изводителя (ООО «Научно-производственная 
фирма “Алтайбиотех”», г. Барнаул). Амплифи-
кацию проводили в 20 мкл реакционной смеси 
с помощью набора для проведения ПЦР Био-
Мастер HS-Taq ПЦР-Color (2×) (ООО «Биолаб-
микс», г. Новосибирск) в следующем составе на 

один образец: 8 мкл H2O; 10 мкл 2х ПЦР буфера; 
1 мкл 10 мМ праймера; 1 мкл тотальной ДНК. 
Амплификация осуществлялась в термоцикле-
ре BioRad MyCycler по следующему протоколу:  
95 °C (5 мин); 30 циклов: 95 °C (20 с), 55 °C с 
понижением на 0,7 °C (35 с), 72 °C (90 с); 72 °C  
(7 мин). Электрофорез продуктов амплифика-
ции проходил в 2 % агарозном геле, а результаты 
визуализировали с помощью трансиллюминато-
ра. Для анализа полученных результатов были 
отобраны самые информативные праймеры  
(табл. 2).

Таблица 2. ISSR праймеры, использованные в исследовании

Название 
праймера

Нуклеотидная Последовательность 
праймера (5’–3’)

Число 
амплифицированных 

фрагментов ДНК

Число полиморфных 
фрагментов ДНК (%)

ISSR 1 AGGAGGAGGAGGAGG 32 93,75
17899B CACACACACACAGT 31 90,3
17899A CACACACACACAAG 29 89,7

M27 GAGAGAGAGAGAGAGAC 23 82,6

Электрофореграмму трансформировали в 
бинарную матрицу данных. Наличие или от-
сутствие фрагмента ДНК (условно признака) 
обозначалось как 1 или 0 соответственно. Полу-
ченную матрицу анализировали с помощью про-
граммы STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard, Donnelly, 
2000) со следующими параметрами: admixture 
model с allele frequencies correlated, burn-in 
100.000 и длиной прогона 100.000 MCMC, чис-
лом кластеров (K) от 2 до 12. Оптимальное коли-
чество кластеров, выявленное с помощью про-
граммы STRUCTURE HARVESTER составило 
3 (Evanno et al., 2005). Матрица кластеризации 
была обработана с помощью программы Clust-
Vis (Metsalu et al., 2015).

Для семи образцов предполагаемых ги-
бридов и их родителей был секвенирован 
ITS ядерный фрагмент ДНК. Для ITS фраг-
мента были использованы праймеры ITS-for 
(5’-CGTAACAAGGTTTCCGTAG-3’) и ITS-rew 
(5’-GGAATCCTTGTAAGTTTCTTT-3’) (Kutsev et 
al., 2014). 

Полимеразную цепную реакцию проводи-
ли в 50 мкл реакционной смеси с помощью на-
бора для проведения ПЦР Биомастер HS-Taq 
ПЦР-Color 2x (ООО «Биолабмикс», г. Новоси-
бирск) в следующем составе на один образец: 25 
мкл готовой РСR-смеси, 21 мкл H2O, по 1 мкл 

10 мМ соответствующих праймеров, 2 мкл то-
тальной ДНК. Протокол амплификации: 95 °C  
(3 мин); 35 циклов: 95 °C (20 с), 57 °C (30 с),  
72 °C (30 с); 72 °C (5 мин). Очистку продуктов 
амплификации осуществляли с помощью ми-
кроколонок (Alove School Supplies Store, China). 
Секвенирование проводили методом Сэнгера 
с помощью секвенатора ABI PRISM 3500 XL. 
Полученные нуклеотидные последовательно-
сти были выровнены с помощью алгоритма 
ClustalW в программе MEGAX (Kumar et al., 
2024) c оценкой качества прочтения вручную. 
Нуклеотидные последовательности загружались 
в генбанк National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) (P. multifida – PV445685, PV445686;  
P. turczaninovii – PV445690, PV445691; гибридные 
образцы (P.  chemalensis) – PV445687, PV445688, 
PV445689). В качестве внешней группы исполь-
зовался вид Anemone sylvestris L. (MN151396.1). 
Филогенетическое дерево строилось методом 
максимального правдоподобия в MEGAX.

Результаты и обсуждение

В ходе настоящего исследования популя-
ций представленных видов методом ISSR-PCR 
было использовано 4 наиболее информативных 
ISSR праймера. Суммарно выявлено 115 ISSR-
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фрагментов для 55 образцов. Наибольшее коли-
чество амплифицированных фрагментов ДНК 
принадлежит праймеру ISSR 1 – 32 фрагментов, 
наименьшее праймеру M27 – 23 фрагмента. С 
помощью алгоритма Байеса был проведен ана-

лиз популяционной структуры в программе 
STRUCTURE (рис. 2). Полученная кластерная 
матрица обрабатывалась в программе ClustVis 
(рис. 3). 

Рис. 2 / Fig. 2. Генетическая структура изученных популяций прострелов (при K = 2). По оси Х – номера об-
разцов и обозначения популяций, по оси Y – доля частот соответствующего кластера. Буквами обозначены 
виды: PT – Pulsatilla turczaninovii; PM – P. multifida; PO – P. orientale-sibirica; PH – предполагаемые гибриды.

Фрагментный анализ методом ISSR-PCR по-
казал слабое внутрипопуляционное генетиче-
ское разнообразие видов P. multifida и P. tur- 
czaninovii. Между тем, полученные результаты 
указывают на гибридное происхождение не-
скольких образцов во второй популяции (окр. 
с. Чемала) (образцы 14, 15, 25, 26, 27). Исследо-
вание морфологии этих образцов подтверж-
дает это. Вилы P.  multifida и P.  turczaninovii хо-
рошо отличаются друг от друга по рассечению 
пластинки прикорневых листьев. У P.  multifi- 
da – пальчаторассеченные, у P. turczaninovii – 
трижды-непарно-перисторассеченные. Так, об-
разцы 14, 15, 25, 26, 27 морфологически, несо-
мненно, близки к P.  turczaninovii. Прикорневые 
листья их перисто-рассеченные, но с меньшим 
количеством боковых сегментов (рис. 4). Цветки 
синевато-фиолетовые, но меньше по размерам, 
чем у P. turczaninovii. 

Сложнее интерпретируются результаты ана-
лиза четвертой популяции. В ней, помимо P. tur-
czaninovii и P. multifida, присутствует P. orientali-
sibirica. Гибридный образец (57) отличался от 
P. turczaninovii меньшим количеством боковых 
сегментов. Кроме того, внешняя сторона цвет-
ка имела характерный синеватый оттенок, вну-
тренняя – желтоватый. Генетические различия 
между P.  multifida и P. orientali-sibirica, хотя и 
минимальные, были также отмечены. Для вы-
явления более значимых отличий между этими 
видами потребуется отдельное исследование с 
большей выборкой, поэтому в данном исследо-
вании мы намеренно не берёмся делать выводы 
по этим таксонам.

Дополнительно мы секвенировали ITS фраг-
менты семи образцов P. multifida, P. turczaninovii, 
а также гибридные образцы. Выровненная по-
следовательность их ITS фрагмента имела длину 
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Рис. 3 / Fig. 3. Тепловая карта сходства популяций прострелов (ClustVis).

554 п. н. Виды P.  multifida и P.  turczaninovii от-
личались 13 видоспецифичными нуклеотидны-
ми заменами: 2 транзиции A/G и G/A, 7 C/T; 2 
трансверсии С/А и A/C; 1 T/A, 1 G/T. Предпо-
лагаемые гибриды характеризовались наличием 
полиморфных сайтов в позициях 54, 316, 366, 
408, 472, 517, 538, 546, что подтверждает нашу 
точку зрения на происхождение изучаемых об-

разцов от скрещивания P.  multifida и P.  turcza-
ninovii (табл. 3). На филогенетическом дереве 
гибридные образцы оказались ближе к виду  
P. turczaninovii (рис. 5).

Основываясь на морфологических и молеку-
лярно-генетических данных, мы предлагаем к 
обнародованию новый для науки нотовид:

Таблица 3. Полиморфные сайты в ITS фрагменте ядерной ДНК исследуемых образцов Pulsatilla

Вид/позиция 9 17 40 54 55 58 71 73 77 80 159 316 366 379 406 408 472 517 538 546
C G C A C C A C C C C C G – C T T C G C

P. multifida – – – – – – – – – – – – – –  – C – – – –
P. multifida – – – – – – –  – – – – – – – – C – – – –
Гибрид (14) – K – R A – C – – – – Y R – T Y W Y K Y
Гибрид (15) Y – – R A – C Y – – T T A G T – W Y T Y
Гибрид (25) – – – R A – C – – – Y Y R G Y Y W Y K Y
P. turczaninovii – – Y G A T C – M T T T A G T – A T T T
P. turczaninovii Y – Y G A Y C Y M T T T A G T – A T T T
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Рис. 4 / Fig. 4. Форма пластинки прикорневых листьев и мутовки стеблевых листьев прострелов из окр.  
с. Чемала (2 популяция): 1 – Pulsatilla turczaninovii; 2 – P. chemalensis; 3 – P. multifida.

Рис. 5 / Fig. 5. Филогенетическое дерево, построенное на основе ITS фрагмента ядерной ДНК для образцов 
второй популяции (MEGAX).
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Рис. 6 / Fig. 6. Внешний вид Pulsatilla chemalensis.

Pulsatilla chemalensis Zaikov et Shmakov,  
notosp. nov.

Herbaceous taproot multi-headed perennial. 
Generative shoots are 18–25 cm high, lengthening 
when bearing fruits. The plant body is pubescent 
with soft white hair. Basal leaves are rosette, petiolate. 
The leaf blade is broadly ovate in outline, randomly 
odd-pinnately dissected. Segments of the 1st order 
are broadly ovate in outline, odd-pinnately dissec- 
ted. Segments of the 2nd order are linear, entire or, 
less often, trifoliate-dissected, 0.7–1.5 cm wide. Stem 
leaves (involucre) of the generative shoot are sessile, 
a complex whorl of three palmately dissected leaves 
fused at the base. Their segments are entire, rarely 
with 2–3 lobes at the apex. The peduncle (the part of 
the generative shoot above the wrapper) is straight 
or slightly curved, with a flower 34–45 mm long. The 
flower is erect. The perianth is simple, consisting of 

6 light lilac leaflets about 30 mm long and 7–10 mm 
wide, appressed-pubescent on the abaxial (outer) 
side and naked on the adaxial (inner) side. The an-
droecium contains nectar-bearing staminodes at the 
base, the higher ones are replaced by large numbers 
of stamens with yellow anthers. The gynoecium con-
sists of a large number of tightly compressed final 
carpels. The fruit is a polynutlet. Nutlets with a long 
beak covered with silky-pubescent white simple 
hairs (fig. 6).

Holotype: “Russia, Republic of Altai, Chemal 
district, Katun river valley, right bank, 2 km south 
of Chemal village, steppe slope and rock outcrops, 
51°22'26.62"N, 86°01'09.50"E, h = 436 m above 
sea level. 9 V 2024. A. I. Shmakov, A. V. Anisimov,  
V. F. Zaykov. SHAZ No. 73” (ALTB1100082975,  
iso – ALTB1100083258).
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Рис. 7 / Fig. 7. Голотип Pulsatilla chemalensis (ALTB 1100082975).
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Distribution: occurs in places of contact of pa-
rental species. Republic of Altai.

Relationship: differs from P. multifida in the 
odd-pinnate, rather than palmate, blade of the basal 
leaves; from P. turczaninovii, partly consists of pairs 
of lateral segments of the basal leaves and almost al-
ways entire segments of the whorled leaves.

Травянистый стержнекорневой многогла-
вый многолетник. Генеративные побеги 18–25 
см выс., при плодах удлиняющиеся. Растение 
целиком опушено белыми мягкими волосками. 
Прикорневые (розеточные) листья черешчатые. 
Листовая пластинка в очертании широкояйце-
видная, дважды непарно-перисторассечённая. 
Сегменты 1-го порядка в очертании широко-
яйцевидные непарно-перисторассечённые. Сег-
менты 2-го порядка линейные цельные или, 
реже, тройчаторассечённые, 0,7–1,5 см шири-
ны. Стеблевые листья (обёртка) генеративного 
побега сидячие, формируют мутовку из трёх в 
основании сросшихся пальчато-рассечённых 
листьев. Их сегменты цельные, редко на верхуш-
ке с 2–3 лопастями (рис. 4). Цветоножка (часть 
генеративного побега выше обёртки) в период 
цветения прямая или слегка изогнутая, 34–45 
мм длины. Раскрытый цветок прямостоячий. 
Околоцветник простой из 6 светло-сиреневых 
листочков около 30 мм дл. и 7–10 мм шир., с 
абаксиальной (внешней) стороны прижато-опу-
шённых, c адаксиальной (внутренней) – голых. 
Андроцей в основании имеет многочисленные 
нектароносные стаминодии (метаморфизиро-
ванные тычиночные нити), выше сменяемые 
большим числом тычинок с жёлтыми пыль-
никами. Гинецей из большого числа плотно 

сжатых свободных плодолистиков. Плод – 
многоорешек. Орешки с длинным носиком шелко-
висто-опушённые белыми простыми волосками  
(рис. 6).

Голотип: «Россия, Республика Алтай, Чемаль-
ский р-н, долина р. Катунь, правый берег, 2 км 
южнее с. Чемал, остепненный склон и выходы 
скал, 51°22'26.62" с. ш. 86°01'09.50" в. д., h = 436 м 
над ур. м. 9 V 2024. А. И. Шмаков, А. В. Аниси-
мов, В. Ф. Зайков. ШАЗ № 73» (ALTB 1100082975, 
изо – ALTB 1100083258) (рис. 7).

Распространение: Республика Алтай. Встре-
чается в местах контакта родительских видов.

Родство: от P. multifida отличается непарно-
перисторассечённой, а не пальчаторассеченной 
пластинкой прикорневых листьев, от P. turcza-
ninovii – меньшим количеством пар боковых 
сегментов прикорневых листьев и почти всегда 
цельными сегментами мутовчатых листьев.
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