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Ціль. Тюльпан дібровний (Tulipa quercetorum) — включена до Червоної книги України у статусі 
вразливого виду рослина. Міжнародна ботанічна таксономія вважає T. quercetorum синонімом 
T. sylvestris, широкоареального поліморфного виду. Необхідність та характер природоохорон-
них заходів, спрямованих на збереження українських популяцій T. quercetorum залежить від йо-
го таксономічного трактування. Відповідно, ми використали хлоропластний маркер psbA-trnH 
для аналізу таксономічного статусу українських популяцій тюльпану дібровного. Методи. 
ПЛР-ампліфікація, сиквенування спейсерної ділянки psbA-trnH, біоінформатичний аналіз. Ре-
зультати. Нами сиквеновано чотири послідовності psbA-trnH для зразків тюльпану дібровно-
го з різних частин його українського ареалу. Порівняння з послідовностями psbA-trnH 
T. sylvestris s. l. показало, що відмінності у спейсерній послідовності psbA-trnH пов’язані у пер-
шу чергу із олігонуклеотидними інделами. Три з чотирьох зразків T. quercetorum з українських 
популяцій містять в спейсері psbA-trnH специфічний варіант інверсії в районі петлі 3’ UTR 
мРНК psbA, який не характерний для зразків T. sylvestris s. l. Висновки. Отримані нами данні 
свідчать про генетичну унікальність українських популяцій T. quercetorum, проте для точного 
визначення його таксономічного статусу потрібно використання додаткових молекулярних 
маркерів, бажано ядерної локалізації.  

Ключові слова: psbA-trnH, ДНК-баркодінг, Tulipa quercetorum Klokov et Zoz, Tulipa sylvestris s. l. 

ступ. Інтрогресійна селекція тюльпанів з використанням дикорослих видів останнім 
часом стає основним методом підвищення морфологічної мінливості культурних 

сортів та привнесення нових корисних ознак (Marasek-Ciolakowska et al., 2012, Qu et al., 
2018, Xing et al., 2020, Miri, 2020). Отже, генетичні ресурси дикорослих представників 
роду Tulipa являють собою резервуар потенційно важливих рис для селекції культур-
них тюльпанів та потребують різностороннього вивчення та збереження. Рід Tulipa 
розповсюджений від Південно-Західної Європи до Південно-Західного Китаю (Wilford, 
2006). Основними центрами різноманіття роду вважаються Тянь-Шань, Паміро-Алай та 
Кавказькі гори (Botschantzeva, 1962). Генетичні ресурси тюльпанів в різних регіонах ви-
вчені дуже нерівномірно. Особливо це стосується використання методів молекулярної 
філогенії та таксономії. Останнім часом з’явилися дослідження місцевих форм роду з 
Туреччини (Turktas et al., 2013), Балканського регіону (Hajdari et al., 2021), Ірану 
(Pourkhaloee et al., 2018, Asgari et al., 2020), Китаю (Li et al., 2021, Liu et al., 2022) та де-
яких інших регіонів (Kritskaya et al., 2020, Nikitina et al., 2021). Проте, для багатьох тери-
торій молекулярна характеристика місцевих форм досі відсутня. 
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Зокрема, це актуально і для України, тери-
торією якої проходить північна межа поширення 
роду Tulipa у Європі (Botschantzeva, 1962).  

Найбільше різноманіття тюльпанів в Украї-
ні спостерігається у південних областях прилег-
лих до узбережжя Азовського моря. Загалом в 
Україні зростає сім видів роду, які занесені у 
Червону книгу України у статусі вразливих або 
зникаючих видів (Didukh, 2009; Перегрим, 2012). 
Зниження чисельності цих рослин пов’язане з 
агро- та урботрансформацією природних ареа-
лів, а наразі, і з веденням військових дій в їх 
межах. Таке становище робить збереження 
біорізноманіття українських представників роду 
Tulipa особливо актуальним. Для вирішення цієї 
задачі необхідно охарактеризувати рівень уні-
кальності генетичних ресурсів українських тю-
льпанів. Адже п’ять з семи видових епітетів 
українських тюльпанів в міжнародній ботанічній 
номенклатурі вважаються синонімами T. syl-
vestris L. subsp. australis (Link) Pamp. (Chris-
tenhusz et al., 2013, WFO, 2022). Один з цих 
видів — тюльпан дібровний (T. quercetorum 
Klokov et Zoz), найбільш широко розповсюдже-
ний в Україні (Didukh, 2009).  

Використання молекулярних маркерів на 
основі порівняння послідовностей ДНК за 
останні 30 років стало методом вибору у філо-
генетичних та таксономічних дослідженнях рос-
лин (Small et al., 2004; Grimm et al., 2005; Smith 
and Brown, 2018; Zhuang et al., 2022). Найчасті-
ше використовуються послідовності хлороплас-
тного геному, завдяки простоті їх ампліфікації та 
можливості прямого сиквенування ПЛР-про-
дуктів (Kelchner et al., 2013; Wang et al., 2020). 
Для більшості досліджених таксонів вищих рос-
лин найбільш мінливою ділянкою хлоропласт-
ного геному виявився міжгенний спейсер (inter-
genic spacer — IGS) psbA-trnH, що зумовило 
активне використання цього маркеру у таксоно-
мічних та філогенетичних дослідженнях рослин 
в останні роки (Jenks et al., 2013; Simeone et al., 
2018; Idrees et al., 2021; Tynkevich et al., 2022a, 
Tynkevich et al., 2022b,). В цій роботі ми викори-
стали IGS psbA-trnH у якості молекулярно-
генетичного маркеру для визначення таксоно-
мічного статусу тюльпану дібровного. 

Матеріали і методи 

Рослинний матеріал з чотирьох географіч-
но-віддалених популяцій T. quercetorum був 
зібраний з природних місцезнаходжень навесні 
2022 року (табл. 1). Номенклатуру таксону на-

ведено за Перегрим (2012) та WFO (2022). За-
гальну геномну ДНК з гербарних зразків виділя-
ли з використанням цетавлону у якості детерге-
нту (Porebski et al., 1997; Panchuk et al., 2007). 
Для ампліфікації ділянки IGS psbA-trnH викори-
стовували праймери, з послідовністю, компле-
ментарною до фланкуючих спейсер кодуваль-
них ділянок генів psbA та trnH. Реакційна суміш 
для ПЛР містила наступні компоненти: 30 нг 
ДНК, 4 мкл полімеразної суміші FIREPol 
5× Green та 0.5 мкМ кожного з двох праймерів. 
Загальний об’єм складав 20 мкл. ПЛР проводили 
за допомогою ампліфікатора BioRad T100 
(BioRad, США) за такою програмою: (1) початко-
ва активація ДНК-полімерази та денатурація 
ДНК — 95 °С, 2 хв; (2) денатурація ДНК — 95 °С, 
30 с; (3) гібридизація праймерів — 57 °С, 30 с; 
(4) синтез ДНК — 72 °С, 30 с; (5) завершення 
ампліфікації — 72 °С, 7 хв; припинення реакції — 
4 °С; загальна кількість циклів ампліфікації — 37. 
Результати ампліфікації перевіряли за допомо-
гою електрофорезу у 2 % агарозному гелі. ПЛР-
продукти очищали екстракцією хлороформом. 
Для сиквенування зразків застосовували прай-
мери, використані при ампліфікації. Сиквенуван-
ня проводили на фірмі LGC genomics (Німеччи-
на). 

Перевірку якості, анотування нуклеотидних 
послідовностей та розрахунок рівнів подібності 
послідовностей проводили за допомогою про-
грамного забезпечення Chromas та пакету про-
грам DNASTAR. Отримані послідовності були 
депоновані в базу даних GenBank під номера-
ми, наведеними в таблиці 1. 

Для геномів видів Tulipa, доступних в базі 
даних повногеномних сиквенованих послідов-
ностей (Sequence Read Archive — SRA), був 
виконаний de novo асемблінг ділянок psbA-trnH 
з використанням бібліотек попередньо відфіль-
трованих рідів, які фільтрували шляхом зістав-
лення з фланкуючими міжгенний спейсер фраг-
ментами генів psbA та trnH довжиною 20–25 нп. 
Фільтрацію рідів проводили за допомогою вбу-
дованого інструменту на сторінці завантаження 
послідовностей. De novo асемблінг здійснювали 
за допомогою програми SeqMan NGen 14 (пакет 
DNASTAR Lasergene). Відфільтровані ріди були 
автоматично обрізані за якістю. Асемблінг про-
водився за наступних параметрів: k-mer size — 
31, minimum match percentage — 100 %, mini-
mum coverage — 50 рідів. В отриманих контігах 
було ідентифіковано та анотовано по одному 
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варіанту ділянки psbA-trnH для кожного аналі-
зованого геному. 

Для порівняння з сиквенсами, отриманими 
в цій роботі ми використали всі наявні в базі 
даних GenBank послідовності psbA-trnH для 
T. sylvestris L., які депоновані як під визнаним 
ботанічним ім’ям, так і під синонімічним 
T. patens Agardh. ex Schult.f. Алгоритм E-INS-I 
використовували для вирівнювання послідовно-
стей psbA-trnH в онлайн-версії програми MAFFT 
v7 (Katoh et al., 2017). Згенероване вирівнюван-
ня було перевірене та відредаговане вручну за 
допомогою програмного забезпечення UGENE 
(Okonechnikov et al., 2012). 

Результати та обговорення 

Нами було сиквеновано ПЛР-продукти ділян-
ки хлоропластного геному psbA-trnH для чотирьох 
зразків T. quercetorum, які репрезентують центра-
льну частину його ареалу в Україні (Запорізька 
обл.), крайню західну (Чернівецька обл.) та край-
ню східну межі (Луганська обл. — табл. 1). 

Довжина сиквенованих послідовностей IGS 
psbA-trnH для трьох зразків (TuQue2, TuQue3, 
TuQue4) дорівнює 386 нп, тоді як для TuQue1 
вона становить 371 нп. Різниця у довжині 
пов’язана із інделом довжиною 15 нп в першій 
половині послідовності спейсера. 

Послідовності зразків TuQue2–4 виявились 
ідентичними по всій довжині (Рис. 1, табл. 2).  

 

Таблиця 1. Походження використаних в роботі послідовностей psbA-trnH 

Вид Підвид чи синонім 
Назва зраз-
ку 

Географічне походжен-
ня зразку 

Genbank / SRA 
acc. 

Посилання 

Tulipa 
sylvestris L. 

Syn. T. quercetorum 
Klokov et Zoz 

TuQue1 Ukraine / Luhansk Oblast OP806294.1 Ця стаття 

TuQue2 Ukraine / Chernivtsi Ob-
last 

OP806295.1 Ця стаття 

TuQue3 Ukraine / Zaporizhzhia 
Oblast 

OP806296.1 Ця стаття 

TuQue4 Ukraine / Luhansk Oblast OP806297.1 Ця стаття 

subsp. australis 
(Link) Pamp. 

T22 
Kosovo MZ147064.1 

Hajdari et al., 
2021 

subsp. sylvestris 

T21 
Kosovo MZ147063.1 

Hajdari et al., 
2021 

T23 
Kosovo MZ147065.1 

Hajdari et al., 
2021 

— 

TUAUAR01-
210514 

Northwest Italy MF543700.1 Unpublished 

— 
Germany / Saxony-Anhalt AJ585047.1 

Peterson et al., 
2004 

— —  MT261172.1 Do et al., 2020 

TROM_V_96
623 

Norway ERR5555064 Unpublished 

Syn. Tulipa patens 
Agardh. ex Schult.f. 

— —  NC_061194.1 Unpublished 

— China / Buerjing County, 
Xinjiang Province 

MT327740.1 Ju et al., 2021 

LJ20190515-
2 

China / Yuming county, 
Xinjiang Uygur Autono-
mous Region 

MW077739.1 Li et al., 2021 

CL; SRA: 
SRS128842
61 

China / Shenyang, Liao-
ning Province 

SRR19070079 Unpublished 

Tulipa gesneria-
na L. 

— 
— China / Yunnan province, 

Kunming 
ON041137.1 Yuan et al., 2022 

Tulipa clusiana 
Redouté 

— 
— 

— EU939290.1 Zarrei et al., 2009 

Tulipa uniflora 
Besser ex Baker 

— 
— 

— EU939292.1 Zarrei et al., 2009 
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Рис. 1. Схема вирівнювання нуклеотидної послідовності IGS psbA-trnH для представників роду Tulipa. 

 

Таблиця 2. Рівень подібності (%) IGS psbA-trnH видів роду Tulipa 
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          100.0  100.0  100.0  99.8  100.0  94.9  97.1  98.3 10 

           100.0  100.0  99.8  100.0  94.9  97.1  98.3 11 

            100.0  99.8  100.0  94.9  97.1  98.3 12 

             99.8  100.0  94.9  97.1  98.3 13 

              99.8  94.7  96.9  98.1 14 

               94.9  97.1  98.3 15 

                92.0  93.2 16 

                 97.8 17 

                  18 
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TuQue1 крім згаданого інделу відрізняється 
від решти зразків чотирьома нуклеотидними 
замінами, які виникли внаслідок інверсії послі-
довності, що відповідає петлі в районі 3΄UTR 
psbA мРНК. Інверсії в цій позиції часто трапля-
ються в різних групах рослин і можуть відбува-
тись багаторазово у одній і тій же еволюційній 
лінії, наприклад, в межах одного виду (Štor-
chová, H., and Olson, 2007; Logacheva et al., 
2008; Whitlock et al., 2010; Pang et al., 2012). 
Відповідно, утворені в результаті таких інверсій 
множинні нуклеотидні заміни можуть призводи-
ти до хибних висновків у філогенетичному ана-
лізі (Whitlock et al., 2010; Pang et al., 2012). Про-
те, наявність інверсій у близькоспоріднених 
внутрішньовидових груп вказує на їх генетичну 
гетерогенність і може бути корисним маркером 
для баркодінгу. Таким чином, можна констату-
вати наявність генетичного поліморфізму в 
українських популяціях T. quercetorum за послі-
довністю psbA-trnH. Несподіваною виглядає 
присутність обох виявлених нами варіантів 
спейсера на території Луганської області. Мож-
ливим поясненням цього може бути участь лю-
дини у розселені лісового тюльпану, адже ін-
тродукція цього виду на території Центральної 
та Північної Європи була поширена ще у 
IV сторіччі (Kowarik and Wohlgemuth, 2006; 
Christenhusz et al., 2013; Stefanaki et al., 2022). 
На території України зустрічаються природній 
ареал лісового тюльпану з інтродукованим 
(Stefanaki et al., 2022). 

Оскільки в сучасній таксономії T. querceto-
rum вважається синонімом T. sylvestris, ми ви-
рішили порівняти українські зразки тюльпану 
дібровного зі зразками тюльпану лісового різно-
го географічного походження. Для цього ми 
провели пошук в базі даних GenBank викорис-
тавши метод Blast. Серед результатів пошуку 
шість послідовностей psbA-trnH були анотовані 
в базі даних як T. sylvestris (з них дві як subsp. 
sylvestris та одна як subsp. australis). Також, три 
зразки були анотовані синонімічною назвою 
T. patens (табл. 1). Крім того, спейсерна послі-
довність psbA-trnH була зібрана нами з коротких 
Illumina рідів повногеномних бібліотек, депоно-
ваних в SRA для двох зразків T. sylvestris та 
T. patens (табл. 1). Для порівняння ми викорис-
тали послідовності спейсера трьох представни-
ків інших підродів роду Tulipa, а саме: subgenus 
Orithyia — T. uniflora Besser ex Baker, subgenus 
Clusianae — T. clusiana Redouté та subgenus 
Tulipa — T. gesneriana L.  

Аналіз вирівнювання отриманого набору 
послідовностей показав, що різниця між ними в 
більшості випадків пов’язана із наявністю оліго-
нуклеотидних інделів. В цілому, вирівнювання 
містить десять таких інделів при лише трьох 
точкових нуклеотидних замінах. Довжина інде-
лів складає від однієї до 15 нп, проте, найбільш 
розповсюдженою є довжина 5-6 нп, яка зустрі-
чається у п’яти випадках. Середній попарний 
рівень подібності між всіма вирівняними послі-
довностями становить 96,5 %, при цьому, най-
нижчий рівень подібності — 92,0 % виявлений 
між T. gesneriana та T. clusiana (табл. 2). В той же 
час, окремо між послідовностями T. sylvestris s. l. 
середній попарний рівень подібності дорівнює 
97,5 %.  

Всі мутації, наявні в IGS psbA-trnH, крім 
однієї однонуклеотидної інсерції, присутньої 
виключно в послідовності T. sylvestris-
MT261172.1, розташовані в частині спейсерної 
послідовності до позиції 200 нп. Знайдені нами 
для T. quercetorum два варіанти інверсії послі-
довності (InvA та InvB), яка відповідає петлі в 
районі 3΄UTR psbA, присутні також і у віддалено 
споріднених видів роду Tulipa. Так варіант InvA, 
характерний для TuQue1, знайдений і у пред-
ставника найбільш базальної групи роду — 
T. uniflora. Варіант InvB, характерний для біль-
шості зразків тюльпану дібровного, знайдений 
також у представників двох інших підродів роду 
тюльпан: T. clusiana та T. gesneriana, однак 
відсутній у всіх інших зразків T. sylvestris s. l. 
Таким чином, наш аналіз підтверджує думку про 
недоцільність використання інверсії в psbA-trnH 
як ознаки для філогенетичного аналізу, як в 
межах роду Tulipa, так і T. sylvestris s. l. зокре-
ма. Проте, наявність цієї ознаки лише у пред-
ставників українських популяцій T. sylvestris s. l. 
є свідченням їх генетичної унікальності.  

Окрім описаної інверсії, в послідовності 
IGS psbA-trnH присутня лише одна спільна для 
декількох зразків ознака — 15 пн індел в позиції 
158 вирівнювання. Оскільки інсерція в цій пози-
ції характерна лише для частини зразків 
T. sylvestris s. l., можна припустити, що вона 
відбулась вже після відокремлення цього виду. 
Крім українських зразків тюльпану дібровного 
ця інсерція трапляється лише у представників 
лісового тюльпану з території Косово та Північ-
но-Західної Італії (Рис. 1, табл. 1). Послідовності 
psbA-trnH зразків T. sylvestris s. l. з Центральної 
та Північної Європи, а також, з Китаю не містять 
цієї інсерції. Отже, гіпотетично, цю ознаку мож-
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на в подальшому використовувати в якості мо-
лекулярного маркеру для аналізу процесів міг-
рації тюльпану лісового.  

Висновки 

Отримані нами данні на основі порівняння 
нуклеотидної послідовності psbA-trnH предста-
вників українських популяцій T. quercetorum з 
представниками T. sylvestris s. l. свідчать про 
генетичну відмінність / унікальність популяцій 
тюльпану дібровного, проте для точного визна-
чення його таксономічного статусу потрібно 
використання додаткових молекулярних марке-
рів, бажано ядерної локалізації. 
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Aim. Tulipa quercetorum is included in the Red 
Data Book of Ukraine as a vulnerable species. The 
International Botanical Taxonomy considers 
T. quercetorum synonymous with T. sylvestris, a 
wide-ranging polymorphic species. The necessity 
and type of conservation measures aimed at 
preserving Ukrainian populations of T. querce-
torum depend on its taxonomic interpretation. 
Accordingly, we used the chloroplast marker psbA-
trnH to analyze the taxonomic status of the 
Ukrainian populations of T. quercetorum. Me-
thods. PCR amplification, sequencing of the psbA-
trnH spacer region, and bioinformatic analysis. 
Results. We have sequenced psbA-trnH of four 
accessions of T. quercetorum representing dif-
ferent regions of its distribution area in Ukraine. 
Comparison with the sequences of T. sylvestris s. l. 
showed that the differences in the psbA-trnH 
spacer are mainly represented by oligonucleotide 
indels. Three out of four samples of T. quer-
cetorum from Ukrainian populations contain a 
specific variant of inversion in the loop region of 
the 3’ UTR of psbA mRNA, which is not charac-
teristic for samples of T. sylvestris s. l. Conc-
lusions. The data obtained indicate the genetic 
uniqueness of Ukrainian populations of 
T. quercetorum, however, for the accurate 
determination of its taxonomic status additional 
molecular markers, preferably of nuclear loca-
lization, are required. 

Keywords: psbA-trnH, DNA-barcoding, Tulipa 
quercetorum, Tulipa sylvestris s. l. 


