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У роботі порівнюються дендрограми, одержані на основі аналізу даних за SSR, ISSR та RAPD маркерами. 

Здійснено порівняння супердерева із використанням різних масивів молекулярних даних та узгодженого дерева, 

побудованого із застосуванням одного загального масива даних. Обговорюються особливості кластерізації сор-

тів конюшини лучної на одержаних деревах у складі 2-3 кластерів, залежно від типу дендрограми. Чіткого групу-

вання  сортів згідно походження не виявлено.   
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Вступ. Вивчення генетичної структури ресур-

сів рослин проводять у декілька етапів – опис 

фенотипової, біохімічної або молекулярної мін-

ливості, розрахунок показників подібності або 

генетичних відстаней та візуалізація даних шля-

хом побудови дендрограм. Дендрограми – наоч-

ний спосіб представлення даних про спорідне-

ність біологічних об’єктів, а також їх генетичних 

взаємовідносин. При цьому на основі різних ма-

сивів даних, одержаних  при описі одного і того 

ж вихідного матеріалу, дослідники часто отри-

мують дендрограми з неоднаковою топологією. 

Крім цього, такі дендрограмми можуть недоста-

тньо повно класифікувати вивчаємі об’єкти. То-

му при наявності різних масивів даних їх можна 

об’єднати в єдиний масив із наступним  створен-

ням узгодженого дерева або ж порівняти дендро-

грами із використанням  різноманітних статис-

тичних алгоритмів для генерування супердерева 

(Baker et al., 2009; Bininda-Emonds et al., 2002). 

Побудова узгодженого дерева є найбільш при-

йнятним способом для  класифікації вихідного 

матеріалу рослин, оскільки  різні типи даних 

об’єднуються у єдину матрицю, на основі якої 

розраховується  загальний критерій подібності.     

В наших експериментах з вивчення генетич-

ної структури сортів конюшини лучної одержані 

дані з SSR, ISSR та RAPD маркерами, тобто  ва-

ріабельність геному конюшини була досліджена 

по різним ділянкам ДНК (Дугарь, Попов, 2011; 

Дугарь, 2012; Дугарь, Попов, 2012). Використані 

ДНК-маркери характеризувались високим рівнем 

поліморфізму, що дозволило достатньо повно 

описати генетичні взаємовідносини між сортами 

конюшини  із візуальною демонстрацією у ви-

гляді дендрограм. При цьому  представляє інте-

рес подальша класифікація сортів конюшини 

шляхом побудови супердерева та узгодженого 

дерева, що є метою даного дослідження. 

Матеріали та методи. Як рослинний матері-

ал використали 15 сортів конюшини лучної укра-

їнської селекції. Умови виділення ДНК, прове-

дення ПЛР та електрофорезу продуктів ампліфі-

кації описані у попередніх роботах (Дугарь, По-

пов, 2011; Дугарь, 2012; Дугарь, Попов, 2012).  

По кожному типу молекулярних маркерів 

створювалась матриця даних, на основі якої роз-

раховувались генетичні дистанції. За частотними 

даними мікросателітної мінливості пораховані 

генетичні дистанції по Nei (Nei, 1972), а на осно-

ві бінарних матриць, складених із залученням 

полілокусних систем  (ISSR, RAPD), розрахову-

вали генетичні дистанції по Nei і Li (Nei, Li, 

1979). Для побудови узгодженого (консенсусно-

го) дерева створювали об’єднану матрицю моле-

кулярних даних і метод Majority rule extended 

(Mre) у програмі «Consense», яка входить у пакет 

філогенетичних програм «Phylip-3.69» 

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). 

Для вивчення генетичних взаємовідношень 

між сортами конюшини лучної будували дендро-

грами методом найблищих сусідів (Neighbor-

joining, NJ) (Saitou, Nei, 1987). У якості зовніш-

ньої групи використовували місцевий сорт із Ка-

рпат UDS00131. Статистичну обробку даних 

проводили із використанням пакету філогенети-

чних програм «Phylip-3.69».  

Супердерево генерували у програмі «CLANN 

3.0.0» методом Most similar supertree (dfit) 

mailto:jndugar@gmail.com
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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(http://bioinf.may.ie/software/clann/). Бутстреп-

аналіз здійснювали  при 1000 повтореннях. 

Результати та їх обговорення. Генетичне рі-

зноманіття українських сортів конюшини лучної 

охарактеризоване із застосуванням  трьох типів 

ДНК-маркерів: SSR, ISSR та RAPD, що дозволи-

ло більш детально вивчити  генетичну структуру 

конюшини, підтвердити гетерогенну природу ці-

єї перехреснозапильної, ентомофільної культури.  

Виявлений рівень поліморфізму різнився в за-

лежності від типу використаних ДНК-маркерів. 

Всі типи молекулярних маркерів були високопо-

ліморфними, але найвищим рівнем поліморфізму 

характеризувалась полілокусна система ISSR. Рі-

вень поліморфизму цієї маркерної системи склав 

78,8 % (таблиця).  

Дослідження варіабельності геному конюши-

ни за трьома типами ДНК-маркерів дозволило 

розрахувати показники подібності та побудувати 

дендрограми, які відображають особливості ге-

нетичних взаємовідносин між сортами конюши-

ни лучної. 
Табл.  

Результати аналізу генетичного поліморфізму 

сортів конюшини лучної. 

Tab. 

The results of genetic polymorphisms analysis of 

meadow clover. 
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SSR 2 10/87* 10 100-280 67,0 

ISSR 3 75 59 105-1591 78,8 

RAPD 2 134 96 141-2024 71,6 
Примітка: * у чисельнику - загальна кількість локусів, а у 

знаменнику – загальна кількість алельних варіантів.  

 
Note: * the numerator - the total number of lo-kusiv, and the 

denominator - the total number of all-allelic riantiv. 

 

На основі мікросателітної мінливості побудо-

вана дендрограма, на якій сорти конюшини роз-

поділились у два кластери. Так, в першому клас-

тері сгрупувались сорти, створені у різних регіо-

нах України: Політанка, Анітра, (Віницька обл.), 

Миронівська 45 (Київська обл.), Агрос 12 (Черні-

гівська обл.), Тернопільська 3, Тернопільська 4, 

UDS00131 (західний регіон). У другому кластері 

знаходились сорти, одержані в Інституті земле-

робства (Київська обл.): Дарунок, Полянка, Мару-

ся, Кумач, Поліс, а також сорти конюшини, одер-

жані в різних селекційних установах (Спарта, 

Фалкон, Полтавська 75) (рис.1). Дендрограма, яка 

отримана за даними аналізу ISSR локусів, склада-

лась з трьох кластерів. Особливістю першого кла-

стеру було то, що у нього увійшли 2 чернігівські 

сорти (Агрос 12 та Фалкон), які об’єднані у пару, 

а також 3 зразка (Тернопільська 4, Спарта та По-

ліс) різного походження. Другий кластер був 

представлений сортами конюшини з різних регіо-

нів України – Тернопільська 3 (Тернопільська 

обл.), Полянка (Київська обл.), Анітра (Вінницька 

обл.) та Полтавська 75 (Полтавська обл.). У тре-

тьому кластері розташувались  6 сортів конюши-

ни, з яких основна частина – сорти київської селе-

кції (Дарунок, Кумач, Миронівська 45, Маруся). 

Виключенням були 2 зразки – UDS00131 (Карпа-

ти) та Політанка (Вінницька обл.) (рис.2).  

 

 
Рис.1. Дендрограма на основі даних SSR – аналізу. 

Fig. 1. Dendrograms based on SSR data analysis. 

 

При обробці матриці даних, отриманої на ос-

нові поліморфізму RAPD – локусів одержана ден-

дрограма, яка мала у своєму складі 2 кластери. У 

першому кластері згрупувались усі сорти київсь-

кої селекції (Миронівська 45, Поліс, Кумач, Ма-

руся, Дарунок), тернопільської селекції (Терно-

пільська 4, Тернопільська 3), а також сорти з ін-

ших регіонів (Полтавська 75, Спарта).  

Другий кластер сформували сорти селекції рі-

зних установ: Анітра, Політанка, Агрос 12, По-

лянка, UDS00131. Сорт Фалкон займав проміжне 

положення, але найбільше тяжів до першого кла-

стеру (рис.3).  

При генеруванні супердерева у програмі 

«CLANN 3.0.0» з трьох дендрограм (Creevey, 

McInerney, 2005) одержане дерево зі значеннями 

достовірності вузлів 33,3 % (рис. 4). Це свідчить 

про те, що кожне дерево генетичних взаємовід-

носин сортів конюшини є рівновірогідним.  

http://bioinf.may.ie/software/clann/
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Крім цього, одержані молекулярні дані були 

використані для створення узгодженої матриці з 

подальшим створенням узгодженого (консенсус-

ного) дерева методом Majority rule extended 

(Mre). Цей метод дозволяє побудувати узгоджене 

дерево з дендрограм, у яких співпадає не менше, 

ніж 50% топології та найпоширеніших вузлів до 

тих пір, поки не будуть включені усі гілки  

(Tuimala, 2006). 

 
Рис.2. Дендрограма на основі даних ISSR-аналізу. 

Fig. 2. Dendrograms based on ISSR data analysis. 
 

Не дивлячись на те, що дендрограми, в основ-

ному, відрізнялись одна від одної, були виявлені 

деякі спільні особливості у групуванні сортів. 

Так, сорти Дарунок, Маруся, Кумач входили до 

складу одного кластеру на усіх деревах. Ці сорти 

створені у одному селекційному центрі – Інсти-

туті землеробства (Київська обл.), усі кормового 

використання, але різняться за типом розвитку 

(ярий, озимий, весінньо-осінній). Сорти Політан-

ка та UDS00131 також групувались у одному 

кластері на всіх 6 дендрограмах.  

Дендрограми на основі трьох видів ДНК-

маркерів відрізнялись топологією, кількістю та 

складом кластерів. Тому для уточнення генетич-

них взаємовідносин між сортами конюшини бу-

ли побудовані супердерево та узгоджене дерево.  

З використанням трьох маркерних систем 

(SSR, ISSR, RAPD) нами одержані різні резуль-

тати генетичних взаємовідносин сортів конюши-

ни, що можна пояснити тим, що аналізувались  

різні ділянки ДНК (тандемні повтори, тандемні 

повтори з інвертованими нуклеотидами на кінці 

та довільні ділянки ДНК). 

Узгоджене дерево складалось з двох класте-

рів. До першого кластеру увійшли сорти різного 

походження: усі сорти київської селекції – Дару-

нок, Кумач, Маруся, Миронівська 45, Поліс; тер-

нопільської селекції - Тернопільська 3, Терно-

пільська 4, а також сорти з інших регіонів: Пол-

тавська 75, Спарта, Фалкон. В цьому кластері 

збереглись деякі тенденції другого кластеру ден-

дрограми, побудованої на основі SSR-маркерів: 

поруч розташувались сорти Маруся та Полтавсь-

ка 75 (рис. 5). У другому кластері знаходились 

два сорти вінницької селекції (Політанка, Ані-

тра), а також сорти із різних областей: Агрос 12, 

Полянка, UDS00131. Представлений кластер за 

набором сортів подібний другому кластеру денд-

рограми із використанням  RAPD-маркерів, але 

відрізняється топологією гілок (рис.3). 

 
Рис.3. Дендрограма на основі даних RAPD – аналізу. 

Fig. 3. Dendrograms based on RAPD data analysis. 

 
Рис.4. Супердерево. 

Примітка: цифри відповідають значенням достовір-

ності вузлів у %. 

Fig. 4. Supertree. 

Note: the numbers correspond to the values of 

significance units in %. 
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Рис. 5. Узгоджене дерево, побудоване методом NJ 

Fig. 5. Coordinated tree constructed by NJ 

 

 
 

Рис.6. Узгоджене дерево після бутстреп-аналізу. 

Цифри відповідають значенням бутстреп-

підтримок у %. 
 
Figure 6. Coordinated tree after bootstrap analysis. 

The numbers correspond to the value-bootstrap 

supports in%. 

 

Отже, побудова узгодженого дерева із залу-

ченням молекулярних даних аналізу різних діля-

нок ДНК конюшини дозволило нам найбільш 

повно оцінити взаємозв’язки між українськими 

сортами та встановити, що зберігаються деякі 

тенденції у кластерізації цих сортів.  

Для перевірки достовірності кладограм часто 

використовують бутстреп аналіз, який ґрунтуєть-

ся на методі повторних виборок (resampling) 

(Felsenstein, 2004). Для статистичної оцінки дос-

товірності консенсусного дерева ми здійснили 

бутстреп-аналіз при 1000 повтореннях. Значення 

бутстреп-підтримок у різних вузлах дендрограми 

були менші або більші заданого порогу в 70% 

(Лукашов, 2009). Вузли дерева із значеннями  

бутстреп-підтримки  <70% свідчать про те, що у 

топології дерева теоретично може бути інший по-

рядок розташування гілок дерева. Узгоджене де-

рево після бутстреп-аналізу, загалом зберегло 

свою топологію, але також були деякі зміни. Так, 

змінив своє положення сорт Кумач. Для цієї денд-

рограми були характерними як низькі (13-56%), 

так і високі бутстреп-підтримки (71-100%) (рис.6).  

Висновки. Таким чином, об’єднання дендро-

грам із створенням супердерева дозволило нам 

зробити висновок, що дендрограми, побудовані  

на основі SSR, ISSR та RAPD є рівновирогідни-

ми. Узгоджене дерево, побудоване на основі 

єдиної матриці молекулярних даних, найбільш 

повно відображало генетичні взаємозв’язки 15 

сортів конюшини лучної української селекції. 

Чіткої кластерізації сортів конюшини згідно їх 

походження не виявлено, що, можливо, 

пов’язано з їхньою вузькою генетичною осно-

вою. Дослідження молекулярної мінливості сор-

тів конюшини колекцій з інших країн доповнять 

одержані нами результати аналізу та дозволять 

виявити особливості генетичний взаємовідносин 

між сортами конюшини лучної.  
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GENETIC RELATIONSHIPS OF UKRAINIAN RED CLOVER  

VARIETIES REVEALED BY DNA-MARKERS 
 

Yu. M. Dugar  
 

The paper compares dendrograms obtained by analyzing the data using SSR, ISSR and RAPD markers. Comparison 

of supertree using different sets of molecular data and consensus tree constructed using a common data sets is per-

formed. The features clustering clover varieties on trees within 2-3 clusters, depending on the type of dendrogram is 

discussed. A clear grouping according to the origin of varieties haven’t been identified. 

 

Key words: Trifolium pratense L., SSR, ISSR, RAPD, supertree, consensus tree 
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