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Мета. Дослідити організацію та еволюцію ділянки ядерного геному IGS 5S рДНК чотирьох 
близькоспоріднених таксонів Tulipa, а також оцінити можливість її використання у молекуля-
рній таксономії цієї групи рослин. Методи. ПЛР-ампліфікація, клонування та сиквенування по-
вторюваної послідовності 5S рДНК, біоінформатичний та філогенетичний аналіз. Резуль-
тати. Сиквеновано повтори 5S рДНК видів T. graniticola і T. ophiophylla, які багато авторів ро-
зглядають як синоніми до T. sylvestris L. Також зібрано основні риботипи з повногеномних біб-
ліотек коротких рідів Illumina для двох споріднених до T. sylvestris видів, T. patens і T. saxatilis. 
Проведено порівняльний аналіз структури послідовностей 5S рДНК та філогенетичний 
аналіз на основі ділянки IGS. Висновки. Продемонстровано високий рівень мінливості IGS 5S 
рДНК у представників підроду Eriostemones роду Tulipa. Використання IGS 5S рДНК для філо-
генетичного аналізу дозволило чітко відокремити близькоспоріднені види T. saxatilis, T. patens 
та комплексний вид T. sylvestris, а також розмежувати між собою таксони із суперечливим 
статусом T. graniticola і T. ophiophylla. Отже, використання цієї ділянки ядерного геному є пер-
спективним підходом до молекулярної таксономії роду Tulipa. 

Ключові слова: генетичний поліморфізм, біорізноманіття, молекулярна філогенія та таксо-
номія, молекулярні маркери, Tulipa sylvestris. 

ступ. Рід Tulipa L. (Liliaceae) є проблемною у таксономічному відношенні групою 
рослин. Конвергентна подібність морфологічних ознак, інтрогресивна міжвидова 
гібридизація, поліплоїдія та нестатеве клональне розмноження є факторами, які 

ускладнюють ідентифікацію видів тюльпанів та визначення границь між ними 
(Botschantzeva, 1982; Van Eijk et al., 1991; Marasek-Ciolakowska et al., 2012). Через це 
досі немає єдиної думки стосовно таксономічного статусу багатьох представників роду 
Tulipa. Зокрема, T. biflora Pall., T. orphanidea Boiss. ex Heldr., T. sylvestris L. та деякі інші 
таксони часто розглядаються як комплексні види (Wilson, 2023). В Україні поширені 
п’ять представників роду Tulipa: T. graniticola (Klokov & Zoz) Klokov, T. hypanica Klokov & 
Zoz, T. ophiophylla Klokov & Zoz, та T. quercetorum Klokov & Zoz, T. scythica Klokov & Zoz 
із невизначеним таксономічним статусом, які відносять до комплексного виду 
T. sylvestris (Перегрим, 2012). Чотири перші таксони занесені до Червоної книги України 
у якості вразливих видів, тоді як T. scythica Klokov & Zoz — як зникаючий (Onyshchenko 
et al., 2022). Уточнення таксономічного статусу українських представників роду Tulipa є 
важливим кроком для оптимізації заходів щодо їх збереження у природі.  

Використання молекулярно-генетичних підходів у таксономічних і філогенетичних 
дослідженнях протягом останніх десяти років дозволило значно покращити знання про 
рівень спорідненості (Christenhusz et al., 2013; Turktas et al., 2013; Nikitina et al, 2023) та 
популяційну структуру (Pourkhaloee et al., 2018; Kritskaya et al., 2020) багатьох пред-
ставників роду Tulipa. Проте, тюльпани з території України залишаються практично 
недослідженими з використанням молекулярних підходів, за виключенням 
T. suaveolens (Kritskaya et al., 2020) та T. quercetorum (Tynkevich et al., 2022a). 
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Крім того, переважна більшість використа-
них у досліджені роду Tulipa маркерних ділянок 
ДНК мають хлоропластну локалізацію, а з ядер-
них маркерів активно використовується лише 
ділянка ITS1-5.8S-ITS2 35S рДНК (Christenhusz 
et al., 2013; Kritskaya et al., 2020). 

Отже, пошук та оцінка мінливості ділянок 
ядерної ДНК, які можна ефективно використо-
вувати для визначення таксономічного статусу 
близькоспоріднених форм роду Tulipa, є актуа-
льною задачею. 

Одним із найбільш інформативних молеку-
лярних маркерів ядерної локалізації є міжгенний 
спейсер (intergenic spacer — IGS) 5S рДНК. Послі-
довності IGS розділяють кодувальні ділянки 
(coding sequence — CDS) генів 5S рРНК, утворю-
ючи разом із ними тандемні повторювані одиниці 
(повтори), які зібрані у геномах рослин у кластери. 
Один кластер може вміщати від сотень до тисяч 
повторів. Зазвичай, у геномах покритонасінних 
рослин кластери 5S рДНК містяться в одному-
трьох хромосомних локусах на гаплоїдний набір 
хромосом (Besendorfer et al, 2005; Vozarova et al., 
2021; Stepanenko et al., 2022). Оскільки більша 
частина IGS позбавлена функціонального зна-
чення, мутації, які виникають в ньому, мають 
нейтральний характер та не елімінуються добо-
ром. Проте, вважається, що в межах геному 
відбувається гомогенізація повторів 5S рДНК. 
Внаслідок цього, в більшості випадків у геномах 
рослин присутні 1–2 основні класи повторів, в 
межах яких послідовності IGS відрізняються між 
собою незначно (Besendorfer et al, 2005; Tynkevich 
et al., 2022b; Wang et al., 2023).  

Завдяки високій швидкості молекулярної 
еволюції IGS 5S рДНК є привабливим маркером 
для дослідження близькоспоріднених таксонів. 
Додатковою перевагою цього маркера є збере-
ження в геномі гібридних таксонів особливостей 
організації послідовностей IGS, які характерні 
для батьківських видів (Garcia et al., 2020). Зав-
дяки цим властивостям IGS 5S рДНК був успіш-
но використаний у філогенетичних і таксо-
номічних дослідженнях багатьох груп рослин 
(Tynkevich and Volkov, 2019; Ishchenko et al., 
2021; Grabiele et al., 2021; Tynkevich et al., 
2022b). Для роду Tulipa дослідження 5S рДНК 
були більш зосереджені на хромосомній ло-
калізації та особливостях молекулярної еволю-
ції (Mizuochi et al., 2007; Liu et al., 2022).  

В цій роботі ми аналізуємо молекулярну 
організацію, поліморфізм та можливість викори-
стання IGS 5S рДНК у ДНК-баркодингу на при-

кладі представників двох українських таксонів 
комплексного виду T. sylvestris — T. graniticola і 
T. ophiophylla та двох споріднених до T. Syl-
vestris видів — T. patens Agardh. ex Schult. f. і 
T. saxatilis Sieber ex Spreng. 

Матеріали та методи  

Рослинний матеріал T. graniticola і T. ophio-
phylla був зібраний з природних місцезнаход-
жень навесні 2022 року (табл. 1). Загальну ге-
номну ДНК з гербарних зразків виділяли з вико-
ристанням цетавлону у якості детергенту 
(Porebski et al., 1997; Panchuk and Volkov, 2007). 

Повторювані одиниці 5S рДНК ампліфіку-
вали методом ПЛР з використанням компле-
ментарних до CDS 5S рДНК праймерів Pr5S-L і 
Pr5S-R. Ці праймери дозволяють ампліфікувати 
повний IGS разом із фланкуючими ділянками 
CDS (Tynkevich et al., 2020). ПЛР-ампліфікацію 
проводили як було описано раніше (Tynkevich 
and Volkov, 2019). Продукти ПЛР клонували в 
плазмідному векторі pJET 1.2/blunt за рекомен-
даціями виробників набору CloneJET PCR 
Cloning Kit (ThermoFisher Scientific, США). 
Скринінг рекомбінантних клонів проводили ме-
тодом ПЛР на колоніях з використанням прямо-
го та зворотного праймерів pJET 1.2. Зразки 
рекомбінантної плазмідної ДНК виділяли мето-
дом лужного лізису та використовували як мат-
риці для ПЛР ампліфікації вставок 5S рДНК. 
Очищення ПЛР-продуктів проводили екстрак-
цією хлороформом, після чого їх сиквенували за 
Сенгером із застосуванням праймерів pJET 1.2. 
Fd чи Rev на фірмі LGC Genomics, Німеччина. 
Перевірку якості та анотування нуклеотидних 
послідовностей проводили з використанням 
програмного забезпечення Chromas та пакету 
програм DNASTAR Lasergene 14.  

Асемблінг повторів 5S рДНК було виконано 
de novo з використанням попередньо відфіль-
трованих бібліотек парних рідів Illumina з необ-
роблених геномних даних для видів T. patens і 
T. saxatilis, доступних в базі даних Sequence 
Read Archive (SRA) (табл. 1). Ріди фільтрували 
шляхом зіставлення з фрагментами CDS 5S 
рДНК довжиною 20 нп, використовуючи вбудо-
ваний інструмент на сторінці завантаження 
послідовності: https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/ 
sra/sra.cgi?view=search_seq_name. 

De novo асемблінг проводили за допомо-
гою програми SeqMan NGen 14. Для бібліотеки 
відфільтрованих рідів проводили автоматичний 
трімінг за якістю, застосовуючи наступні пара-
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метри збирання (асемблінгу): довжина ділянки, 
що перекривається (mer size) — 31, мінімаль-
ний відсоток збігу (minimum match percen-
tage) — 100 % та порогове значення покриття 
(coverage threshold) — 20 рідів. 

Вирівнювання всіх послідовностей IGS 5S 
рДНК проводили на сервері MAFFT з викорис-
танням методу E-INS-i (Katoh et al., 2019). 
Отримані вирівнювання перевірялися та кори-
гувалися вручну в програмі UGENE (Oko-
nechnikov et al., 2012). Співвідношення швидко-
стей транзицій та трансверсій, значення транзи-
тивно / трансверсійного зсуву (transition / trans-
version bias), кількість варіабельних та парсимо-
ній-інформативних сайтів розраховували в про-
грамі Mega X (Kumar et al., 2018). Довжину всіх 
послідовностей IGS, вміст в них GC-пар та роз-
рахунок рівня подібності між ними визначали в 
програмі Geneious Prime 2023.2.1. 

Для філогенетичного аналізу модель най-
кращої відповідності нуклеотидних замін для 
вирівнювання IGS оцінювали інструментом Find 
Best-Fit Substitution Model програми Mega X 
(Kumar et al., 2018) за найменшим значенням 
Баєсового інформаційного критерію (BIC). Філо-
генетичне дерево було обраховано методом 
Maximum Likelihood за допомогою PhyML плагі-
ну для Geneious Prime 2023.2.1. Підтримка гілок 
розраховувалася за допомогою aLRT-Chi2 тесту 
(Anisimova and Gascuel, 2006). Отримане дере-
во було експортоване у форматі Newick та ано-

товано за допомогою онлайн-інструменту «Ін-
терактивне дерево життя» (iTOL v6). 

Результати та обговорення 

В результаті клонування та сиквенування 
нами було отримано три нуклеотидні послідов-
ності повторів 5S рДНК для T. graniticola та 
дві — для T. ophiophylla. Аналіз сиквенсів пока-
зав, що всі п’ять клонів містять повні ділянки 
IGS 5S рДНК, фланковані з обох боків фрагмен-
тами CDS включно із послідовностями викори-
станих для ПЛР праймерів. Також для отриман-
ня послідовностей IGS T. patens і T. saxatilis 
було використано збирання de novo з повноге-
номних бібліотек, сиквенованих методом 
Illumina. В результаті було виявлено шість 
варіантів повторів 5S рДНК (риботипів), 
найбільш розповсюджених у геномі T. patens та 
три — у геномі T. saxatilis.  

В результаті первинного аналізу послідов-
ностей IGS було встановлено, що їх довжина у 
досліджених представників роду Tulipa знахо-
диться в межах від 403 до 408 нп, а вміст GC-
пар — від 41,1 до 42,8 % (табл. 1). Такі значен-
ня цих показників знаходяться у типовому ін-
тервалі для більшості груп Покритонасінних 
(Saini and Jawali, 2009; Rusak et al., 2016; 
Tynkevich et al., 2020; Ishchenko et al., 2021; 
Tynkevich et al., 2022b). 

Таблиця 1. Характеристика рослинного матеріалу та послідовностей IGS 5S рДНК видів роду Tulipa. 

Вид Синонім 
Назва 
зразка 

Географічне 
походження 
зразка 

Номер 
клону / 
риботипу 

Параметри IGS 

Посилання Довжина, 
нп 

GC-
вміст, % 

T. sylvestris L. 

T. graniticola 

(Klokov & Zoz) 
Klokov 

TuGra1 
Ukraine/ 
Zaporizhzhia 
Oblast 

1 404 41,1 

Ця стаття 5 408 42,2 

6 407 42,3 

T. ophiophylla 
Klokov & Zoz 

TuOph1 
Ukraine/ 
Zaporizhzhia 
Oblast 

2 404 41,3 
Ця стаття 

3 404 42,6 

T. patens Agardh. 

ex Schult.f. 
— — 

China/ 
Shenyang 

C1R1 404 42,3 

Ця стаття;  
PRJNA834607 

C2R1 404 42,6 

C3R1 406 42,4 

C4R1 404 41,3 

C5R1 403 42,7 

C5R2 406 42,1 

T. saxatilis Sieber 
ex Spreng. 

— — — 

C1R1 407 42,8 
Ця стаття; Baker 
et al., 2022 

C2R1 406 42,6 

C3R1 403 41,9 
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Вирівнювання всіх отриманих послідовно-
стей 5S рДНК, включно з фланкуючими IGS 
фрагментами CDS, мало довжину 526 нп 
(Рис. 1). Довжина вирівнювання IGS становила 
413 нп. У фрагментах CDS виявлено 14 одно-
нуклеотидних замін: шість транзицій і вісім 
трансверсій. Лише дві з них є парсимоній-інфор-
мативними. Трансверсія G→C в позиції 
22 вирівнювання відрізняє клони TuGra1-2, 
TuGra1-5, TuOph1-2, TuOph1-3 від усіх інших 
послідовностей. Також, трансверсія C→A є 

спільною для всіх п’яти клонів з геномів україн-
ських представників комплексу T. sylvestris. В 
IGS, навпаки, спостерігається переважання 
транзицій над трансверсіями. Загалом, в IGS 
наявні 62 варіабельні сайти, з яких 35 — парси-
моній-інформативні. Більшість мутацій в 5S 
рДНК представників роду Tulipa представлена 
однонуклеотидними замінами. Проте, в позиціях 
213-219 нп у всіх трьох послідовностях 
T. saxatilis присутня ділянка, в якій розташовані 
сім нуклеотидних замін поспіль. 

 

 

Рис. 1. Структурна організація 5S рДНК видів роду Tulipa. A — схематичне зображення вирівнювання послідовностей 5S рДНК; 
B — порівняння послідовностей 5΄- та 3΄-ділянок IGS 5S рДНК.  

Розрахунки значення транзитивно / транс-
версійного зсуву для представників роду Tulipa 
показують, що цей показник був нижчим для 
CDS (R = 0,47) порівняно із IGS (R = 1,61). Не-
щодавно нами було показано, що для CDS 5S 
рДНК більшості представників триби Limonieae 
(родина Plumabaginaceae) значення транзитив-
но / трансверсійного зсуву становить 1,08, тоді 
як у псевдогенізованих CDS представників роду 
Goniolimon R = 2,97 (Tynkevich et al., 2023). Та-
ким чином, порівняно висока кількість трансвер-
сій в CDS тюльпанів є незвичайною особливіс-
тю цієї групи. Натомість, значення транзитив-

но / трансверсійного зсуву для IGS представни-
ків роду Tulipa потрапляє в широкі межі цього 
показника, які притаманні різним групам триби 
Limonieae.  

Крім нуклеотидних замін в IGS присутні та-
кож інсерції / делеції — індели. Загалом у вирів-
нюванні ідентифіковано п’ять інделів, два з яких 
однонуклеотидні і знаходяться в позиціях 146 та 
188 нп. Утворення трьох інших інделів пов’язане із 
різною довжиною мононуклеотидних послі-
довностей оліго-C, які знаходяться на границі між 
CDS та IGS та двох оліго-T послідовностей на 
початку IGS. На загал, кількість і довжина інделів 
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у IGS тюльпанів є меншими за такі для представ-
ників багатьох інших груп Покритонасінних 
(Besendorfer et al, 2005; Saini and Jawali, 2009; 
Tynkevich et al., 2022b; Tynkevich et al., 2023).  

На початку IGS у проаналізованих нами 
клонів 5S рДНК тюльпанів присутні дві згадані 
вище оліго-T послідовності, відстань між якими 
становить лише два нуклеотиди. З літератури 
відомо, що оліго-Т послідовності довжиною не 
менше 5 нп, які розташовані у IGS 5S рДНК без-
посередньо після CDS виконують роль терміна-
тора транскрипції 5S рРНК (Ciganda and Williams, 
2011; Tynkevich et al., 2020; Ishchenko et al., 2021; 
Tynkevich et al., 2022a). Раніше, для деяких груп 
рослин ми вже спостерігали дуплікацію оліго-Т 
послідовності на початку спейсера і припускали, 
що друга копія може відігравати роль «запасного» 

термінатора транскрипції (Tynkevich and Volkov, 
2019; Tynkevich et al., 2021). Отримані в цій роботі 
дані збільшують імовірність такого припущення. 
Цікавим є те, що у різних послідовностях 5S 
рДНК, навіть із одних і тих же геномів, термі-
наторна послідовність розташована на різній 
відстані від кінця кодувальної ділянки внаслідок 
різної кількості нуклеотидів в оліго-С ланцюжку на 
межі CDS та IGS. Така структурна особливість не 
спостерігалась раніше для інших груп рослин, і це 
наводить на думку про можливі відмінності у ме-
ханізмах процесингу первинних транскриптів 5S 
рРНК.  

Відомо також, що на 3΄-кінці IGS у рослин 
розташовуються зовнішні елементи промотора 
РНК-полімерази III. 

Таблиця 2. Рівень подібності (%) та показник дивергенції послідовностей IGS 5S рДНК 
представників роду Tulipa. 
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T.patens_C1R1  95.4 98.3 98.8 97.8 98.5 91.0 91.3 91.8 94.2 93.5 93.5 94.4 93.9 

T.patens_C2R1 3.8  94.7 94.2 94.7 95.2 92.3 92.5 93.0 94.7 95.6 95.6 95.9 95.6 

T.patens_C3R1 1.2 5.1  98.1 97.1 98.8 90.8 91.0 91.5 93.0 93.2 93.2 93.7 93.2 

T.patens_C4R1 1.2 5.2 1.5  97.1 98.3 90.3 90.6 91.0 93.5 92.7 92.7 93.7 93.2 

T.patens_C5R1 1.5 5.4 2.3 2.3  97.3 91.3 91.5 92.3 93.5 93.2 93.2 94.2 93.7 

T.patens_C5R2 1.0 4.6 1.2 1.2 2.0  91.0 91.3 91.8 93.2 93.5 93.5 93.9 93.5 

T.saxatilis_C1R1 6.3 6.0 7.1 7.1 6.8 6.8  99.8 98.3 91.5 93.7 93.2 92.3 91.8 

T.saxatilis_C2R1 6.3 6.0 7.1 7.1 6.8 6.8 0.0  98.5 91.8 93.9 93.5 92.5 92.0 

T.saxatilis_C3R1 6.6 6.2 7.4 7.4 6.8 7.1 0.2 0.2  92.3 93.9 93.9 93.0 92.5 

TuGra1-2 5.7 4.6 6.5 6.5 6.3 6.3 5.7 5.7 6.0  95.6 95.2 96.1 95.6 

TuGra1-5 5.5 3.6 6.2 6.3 6.0 6.0 4.9 4.9 5.1 3.0  99.0 97.3 97.1 

TuGra1-6 5.7 3.8 6.5 6.5 6.2 6.2 5.1 5.1 5.4 3.8 0.7  97.8 97.1 

TuOph1-2 5.4 3.8 6.2 6.2 6.0 6.0 5.4 5.4 5.7 3.6 1.8 1.5  98.3 

TuOph1-3 6.0 4.1 6.8 6.8 6.5 6.5 6.0 6.0 6.3 4.1 2.0 2.3 1.8  

Показник дивергенції  
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У Arabidopsis thaliana вони представлені 
мотивами: ТАТАТА, GC та C у позиціях -28, -13, 
-1, відповідно (Cloix et al., 2003; Douet and 
Tourmente, 2007). Проте, у багатьох груп рослин 
ці мотиви суттєво відрізняються від «ка-
нонічних» (Tynkevich and Volkov, 2019; De Souza 
et al., 2020; Tynkevich et al., 2023). У представ-
ників роду Tulipa в позиції -1 збережений цито-
зин, а в позиції -13 GC-динуклеотид замінений 
на GT. В позиції -28 у тюльпанів відсутня типова 
послідовність ТАТА-боксу. Зберігається лише 
високий вміст АТ-пар у відповідній області.  

На основі вирівнювання послідовностей IGS 
5S рДНК ми обрахували рівень подібності між 
ними (табл. 2). Цей показник коливається в межах 
від 90,3 % між риботипами T. patens (C4R1) та 
T. saxatilis (C1R1) до 98,9 % між окремими рибо-
типами з геномів цих же двох видів. 

Для того, щоб дати відповідь на питання, чи 
буде ефективним використання ділянки IGS 5S 
рДНК у молекулярній таксономії близькоспорідне-
них представників роду Tulipa, ми провели філо-
генетичний аналіз з використанням всіх отрима-
них в цій роботі послідовностей. На побудованому 
дереві (Рис. 2) візуалізуються три основні клади з 
високою статистичною підтримкою. В межах кож-
ної з цих трьох клад об’єднані послідовності, які 
належать одному з трьох загальновизнаних видів: 
T. saxatilis, T. patens та комплексному виду 
T. sylvestris. Риботипи T. saxatilis тісно згруповані, 
тоді як риботипи з геному T. patens утворюють 
довші індивідуальні гілки. Один з риботипів 
T. patens, C2R1, розташовується ізольовано та 
демонструє значно нижчу спорідненість до інших 
послідовностей з цього ж геному. По дві послідов-
ності T. graniticola і T. ophiophylla групуються в 
окремі таксон-специфічні клади, проте з невели-
кою дистанцією між ними. В той же час, 
послідовність TuGra1-2 виявилась сестринською 
до всіх інших послідовностей з геномів представ-
ників комплексного виду T. sylvestris. Наявність 
сильно дивергованих варіантів IGS для T. patens 
та T. graniticola свідчить про недостатню швид-
кість концертної еволюції в геномах представників 
роду Tulipa, що було раніше показано і для ге-
номів кількох інших груп рослин (Saini and Jawali, 
2009; Tynkevich et al., 2022b; Andreev et al., 2023; 
Tynkevich et al., 2023). 

Досліджені нами представники роду Tulipa 
вважаються близькоспорідненими таксонами. 
Всі вони належать до підроду Eriostemones, а 
T. patens деякі автори розглядають як синонім 
до T. sylvestris (Chen and Helen, 2000; POWO, 

2023). Тим не менш, використання ділянки IGS 
5S рДНК як молекулярного маркеру дозволило 
чітко розмежувати ці види, що узгоджується із 
останніми дослідженнями з використанням пов-
ногеномних даних (Wilson, 2023). Також, наші 
результати дозволили розділити T. graniticola і 
T. ophiophylla, які часто розглядаються як си-
ноніми у складі збірного виду T. sylvestris 
(Christenhusz et al., 2013; WFO, 2023). Таким 
чином, отримані нами результати свідчать, що 
використання IGS 5S рДНК є перспективним 
підходом для таксономічного розмежування та 
молекулярної ідентифікації близькоспоріднених 
видів роду Tulipa. 

 

Рис. 2. Невкорінена Maximum-Likelihood філодендрограма, 
отримана при порівнянні послідовностей IGS 5S рДНК 
представників роду Tulipa. 

Висновки 

Дані, отримані на основі порівняльного 
аналізу послідовностей IGS 5S рДНК свідчать 
про високий рівень мінливості цієї ділянки гено-
му у представників підроду Eriostemones роду 
Tulipa та наявність в ній великої кількості філо-
генетично-інформативних ознак. Використання 
IGS 5S рДНК для філогенетичного аналізу до-
зволило чітко розмежувати близькоспоріднені 
види T. saxatilis, T. patens та комплексний вид 
T. sylvestris, а також розділити між собою таксо-
ни із суперечливим статусом T. graniticola і 
T. ophiophylla, які часто вважають синонімами в 
складі збірного виду T. sylvestris. Отже, викори-
стання цієї ділянки ядерного геному є перспек-
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тивним підходом до молекулярної таксономії 
роду Tulipa.  
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THE USE OF THE 5S rDNA IGS REGION 
FOR DNA BARCODING 
AND MOLECULAR TAXONOMY 
OF TWO UKRAINIAN SPECIES 
OF THE GENUS TULIPA L. 
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I. I. Moysiyenko1,2, R. A. Volkov1 
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Taxonomic identification of closely related representa-
tives of the genus Tulipa L. is complicated by the con-
vergent similarity of morphological characters, interspe-
cific hybridization, polyploidy and asexual reproduction. 
Among the tulips in the flora of Ukraine, the most prob-
lematic is the status of taxa of the complex species 
T. sylvestris L. Aim. To examine the organization and 

evolution of the nuclear 5S rDNA IGS region for four 
closely related Tulipa taxa and to evaluate the possibility 
of its use in the molecular taxonomy of this plant group. 
Methods. PCR amplification, cloning and sequencing of 

5S rDNA repeat units, bioinformatic and phylogenetic 
analysis. Results. In this work, 5S rDNA repeats were 
sequenced for the species T. graniticola and 
T. ophiophylla, which are considered to be synonyms of 
T. sylvestris L. by many authors. We also assembled the 

main ribotypes from full-genome libraries of short Illumi-
na reads for T. patens, and T. saxatilis, the species 
related to T. sylvestris. A comparative analysis of the 
structure of 5S rDNA sequences and a phylogenetic 
analysis based on the IGS region were carried out. 
Conclusions. A high level of 5S rDNA IGS variability 

has been demonstrated for representatives of the sub-
genus Eriostemones of the genus Tulipa. The use of 5S 

rDNA IGS for phylogenetic analysis enabled the clear 
delimitation of the closely related species T. saxatilis, 
T. patens, and the complex species T. sylvestris, as well 
as the delineation of the taxa with the controversial sta-
tus, T. graniticola and T. ophiophylla. Therefore, the use 
of this region of the nuclear genome is a promising ap-
proach to the molecular taxonomy of the genus Tulipa. 

Keywords: genetic polymorphism, biodiversity, molecu-

lar phylogeny and taxonomy, molecular markers, Tulipa 
sylvestris. 
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