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Стаття присвячена дослідженню популяцій конюшини лучної (Trifolium pratense L.) природних трав’яних фіто-
ценозів в умовах м. Суми та Сумської області (природний заповідник «Михайлівська цілина») з використанням 
методів молекулярної біології, зокрема ПЛР-діагностики з участю олігонуклеотидних RAPD-праймерів, з метою 
встановлення генетичного різноманіття виду на рівні популяцій. Вивчення генетичної структури популяцій виду 
є складовою комплексного популяційного аналізу, який, у тому числі, включає дослідження вікової та онтогене-
тичної, статевої, розмірної та віталітетної структур, репродукції та ростових процесів, що дозволяє розкрити 
механізми стійкості виду у тих чи інших умовах зростання, оцінити перспективи його існування та зробити 
висновок щодо генетичного різноманіття його популяцій.

З агрономічної точки зору конюшина лучна – надзвичайно цінна польова культура, оскільки використовується 
як корм для худоби, а її здатність фіксувати атмосферний азот у ґрунті забезпечує трави-супутники цим еле-
ментом живлення. З цієї причини конюшина лучна є гарним попередником для зернових культур. У межах природ-
них фітоценозів частка конюшини лучної може складати до 20% травостою, що разом з іншими видами трав 
формує високопродуктивні луки. Дослідження природних угруповань конюшини лучної на молекулярному (геном-
ному) рівні дозволяє максимально точно оцінити ступінь біорізноманіття виду, селекційний потенціал сортів як 
джерела цільових генів для добору зокрема та генетичної плазми загалом. Молекулярний аналіз також дозволить 
оцінити втрати генетичних ресурсів конюшини лучної внаслідок агресивних бойових дій. 

Об’єктом дослідження були зразки конюшини лучної, зібрані у різних локаціях трав’яних фітоценозів м. Суми 
та природного заповідника «Михайлівська цілина». Генетичний матеріал (ДНК) виділяли з використанням 
сіль-ферментної екстракції з подальшим очищенням та висадженням нуклеїнової кислоти. Ампліфікацію ДНК 
здійснювали з використанням RAPD-праймерів Ver_1 AATCGGGCTG та Ver_2 GTTGCGATCC з подальшою візу-
алізацією продуктів реакції в агарозному гелі у присутності бромистого етидію. Характер ампліконів свідчить 
про задовільну якість препаратів нуклеїнових кислот. Ампліфікація фрагментів виявила високий ступінь полі-
морфізму по обох маркерах (17 поліморфних локусів з 18), а дослідження спорідненості зразків конюшини лучної 
з використанням кластерного аналізу встановило тісну спорідненість між зразками, що росли у межах міста 
Суми у суміжних локаціях, а також природного заповідника «Михайлівська цілина».

Ключові слова: Trifolium pratense L., RAPD-аналіз, природні трав’яні фітоценози, популяції, генетичне різно-
маніття, праймер.
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Конюшина лучна (Trifolium pratense L.) є однією 
з найважливіших багаторічних кормових видів рослин 
Європи. Він є складовою як природних угруповань, так 
і вирощується у складі штучних агрофітоценозів. Зав-
дяки своїй здатності до фіксації атмосферного азоту, T 
. pratense дає багатий на білок корм, а при вирощуванні 
у складі травосумішок забезпечує додатковий азот для 
трав-супутників. Через свої властивості T. pratense також 

є добрим попередником для зернових культур (Amdahl, 
2016). Відзначається господарська ефективність зла-
ково-бобових сумішок, які забезпечують високу якість 
кормів для худоби, а також перешкоджають вимиванню 
азоту з ґрунту та підвищують стійкість до посухи (Collins 
et al., 2012).

Конюшина лучна (T. pratense) – трав'яниста бага-
торічна рослина. Вид включає два підвиди: T. pratense 
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ssp. praecox і T. pratense ssp. serotinum. Від T. pratense 
слід відрізняти інший вид – конюшину посівну (Trifolium 
sativum  (Shreb.) Crome), яка характеризується відсут-
ністю опушення, а також прямими і порожнистими сте-
блами, порівняно з T. pratense, рослини якого опушені 
й мають висхідні та щільні стебла. Зазвичай, T. sativum 
зустрічається на сіяних луках (Dluhošová et al., 2017; 
Drebot et al., 2018).

T. pratense має стрижневу кореневу систему із знач-
ною кількістю вторинних коренів. Надземні пагони виду 
прямостоячі або висхідні. Для виду характерний монопо-
діальний тип відновлення, коли центральний пагін зали-
шається вкороченим протягом всього життєвого циклу 
і зберігається у вигляді прикореневої розетки листків, 
навколо якої розташовуються бічні генеративні та веге-
тативні пагони. Кількість пагонів, що формують рослину, 
значною мірою варіює залежно від умов зростання від 
1 до 10 і навіть до 18. Пагони T. pratense озимого типу, 
цвітіння яких спостерігається на другий рік життя. Листки 
трійчасто-складні, цілокраї, нижні листки мають довгий 
черешок, а верхні – короткий. Як листки, так і стебла 
мають опушення. Листки мають прилистки, які зрослися 
з листковими черешками (Ištvánek et al., (2017). Взимку 
рослина має декілька зелених листків на головній розетці 
і невелику кількість листків на бічних пагонах розетко-
вого типу. Навесні наступного року ці листки відмирають 
(Naydenova & Vasileva, 2019).

T. pratense у природних умовах є полікарпічною 
рослиною, тривалість життя якої складає до 20 років із 
вираженими перервами у цвітінні. Суцвіття – голівка із 
двома невеликими сидячими листками в її основі. Закла-
даються пізно восени. Цвітіння одного суцвіття триває 
2–3 тижні, а однієї рослини – від 40 до 50 днів. Плід – 
одно- або двонасінний біб. Всі генеративні пагони восени 
засихають. Для виду характерне повторне цвітіння при 
відростанні отави за рахунок розеток третього порядку. 
Зрізання генеративних пагонів стимулює ріст головної 
розетки й розгортання бічних розеток, що обумовлює 
високу стійкість конюшини лучної на сінокосах (Petkovic 
et al., 2017). Однак за старіння рослин, кількість генера-
тивних пагонів знижується, головний пагін засихає і роз-
виваються лише бічні розетки, які вже менш потужні. Для 
T. pratense характерним є наявність твердого насіння до 
55–67%, що обумовлює можливість формування видом 
ґрунтового банку насіння. Насіння зберігає життєздат-
ність протягом 20 років Запилення перехресне. У ньому 
беруть участь бджоли, джмелі, а також кропив'янка, 
метелик-білан капустяний, перлівниця, павине око.  
T. pratense у лісостеповій зоні розмножується виключно 
насінням, а в умовах Півночі відмічається і вегета-
тивне розмноження за допомогою кореневих паростків 
(Polevoy et al., 2021; Zanotto et al., 2022, Osterman et al., 
2021).

У формуванні короткозаплавних лучних фітоценозів 
T. pratense відіграє вагоме значення і періодично домі-
нує разом із злаками, іншими видами бобових і різно-
трав’я. Причому частка T. pratense у травостої за роками 
може змінюватися від незначної її кількості до вираже-
ного домінування – так звані «конюшинові» роки, що дає 

підстави вважати її типовим ценоциклофлюктуентом. 
У складі лучного травостою частка виду нерідко складає 
10–20 % (Polevoy et al., 2021).

T. pratense відрізняється гнучкою еколого-ценотич-
ною стратегією. Так, у вологих умовах вид проявляє 
властивості патієнта і має більшу масу вегетативних 
органів, а у посушливих – віолента і має більшу масу 
генеративних органів. Вид стійкий до низьких темпера-
тур і весняних температурних коливань. Погано витри-
мує погіршення аерації ґрунту, що пов’язано з заболо-
чуванням, ущільненням ґрунту, задернінням, а також 
утворенням мохового покриву. Негативно реагує на засо-
лення і надлишок вологи, а також тривале затоплення 
талими водами (більше 10–15 днів) (Zanotto et al., 2021). 
T. pratense – це сінокісна рослина, яка добре відростає 
після скошування. Найбільша частка фітомаси припа-
дає на стебла, ознаки яких у першу чергу змінюються за 
зміни екологічних умов. По відношенню до випасання 
вид є помірно стійким (Tucak et al., 2009; Polevoy et al., 
2021).

За поживністю сіно з T. pratense поступається лише 
сіну з люцерни. Вміст білків у ньому у півтора рази вище 
за злакове. У зеленій масі багато каротину і вітаміну С, а 
вміст сирого протеїну складає 16,0–21,9% (іноді до 25%). 
Урожайність сіна досягає 40–50 ц з 1 га. Відмінний медо-
нос (Verwimp et al., 2018). 

Центрами походження T. pratense є південь Європи, 
Близький Схід, Північна Африка та Центральна Азія. 
Пізніше він був завезений до більшості регіонів світу 
з помірним кліматом в якості кормової культури. Фер-
мери високо оцінили конюшину лучну, коли помітили, що 
у сівозміні вона набагато ефективніша за пар через під-
вищення врожайності та більшої доступності поживних 
речовин на полях (Osterman et al., 2022). Відтак аграрії 
почали збирати насіння T. pratense для використання 
у сівозміні або для покращення пасовищ. Це призвело 
до створення численних місцевих сортів, найкраще при-
стосованих до конкретних умов вирощування. Багато 
з цих сортів збереглися як натуралізовані популяції, 
які стали джерелом вихідного матеріалу для сучасних 
селекційних програм (Trněný et al., 2022). 

Комплексний популяційний аналіз передбачає все-
бічне вивчення біології виду на популяційному рівні 
і передбачає дослідження росту, репродукції, онтоге-
нетичної або вікової, віталітетної, статевої та розмір-
ної структур популяцій (Zlobin et al., 2022). Популяційні 
дослідження проводилися у межах різних типів рослин-
них угруповань, а отримані результати дозволили зро-
бити низку важливих висновків щодо порогів стійкості 
виду залежно від умов зростання і врахувати це під час 
організації режиму користування і збереження тих чи 
інших фітоценозів (Zlobin et al., 2022; Zlobin et al., 2021; 
Kovalenko et al., 2019; Skliar et al., 2019; Bondarieva et 
al., 2019; Bondarieva & Kyrylchuk, 2023; Kyrylchuk, 2007; 
Kyrylchuk, 2017; Kyrylchuk, K.S. & Bashtovyi, 2018; Kyryl-
chuk, 2021; Tykhonova et al., 2021; Zubtsova, 2023; Yaros-
henko & Skliar, 2023). Комплексному популяційному ана-
лізу бобових, у тому числі популяцій T.  pratense також 
присвячено низку робіт (Kyrylchuk, 2007; Kyrylchuk, 2017; 
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Kyrylchuk, K.S. & Bashtovyi, 2018; Kyrylchuk, 2021). Однак 
в останні роки у популяційному аналізі трав’яних фітоце-
нозів активно застосовуються молекулярні методи дослі-
джень, які дозволяють оцінити генетичну різноманітність 
особин популяцій виду на рівні конкретних локусів ДНК 
(Collins et al., 2012; Duhar, 2013; Duhar & Popov, 2013; 
Jones et al., 2020). Тому дослідження генетичного різно-
маніття популяцій T. pratense у складі природних трав’я-
них фітоценозів Сумської області та м. Суми з викорис-
танням олігонуклеотидних ДНК-маркерів як доповнення 
до результатів комплексного популяційного аналізу 
даними вивчення генетичної структури популяцій виду, 
а також у перспективі – пошук генетичних донорів ство-

рення вихідного матеріалу для селекції даної культури, 
є актуальним і з наукової, і з практичної точок зору.

Матеріали і методи досліджень. В якості об’єкта 
досліджень використовували рослинні зразки T. pratense, 
відібраних з різних локацій міста Суми та Сумської області 
(рис. 1–2). Тут і далі вони позначені відповідними цифрами 
для зручності опису: 1 – ділянка перед природним заповід-
ником «Михайлівська цілина», 2 – природний заповідник 
«Михайлівська цілина», 3 – природний заповідник «Михай-
лівська цілина», 4 – природний заповідник «Михайлів-
ська цілина» (нова територія), 5 – природний заповідник 
«Михайлівська цілина» центральний офіс, 6 – озеро Чеха, 
7 – вулиця Харківська, 8 – мікрорайон Баранівка.

 Рис. 1. Локації заповідника «Михайлівська цілина», в яких здійснювали відбір зразків T. pratense

 Рис. 2. Локації міста Суми, в яких здійснювали відбір зразків T. pratense
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Виділення геномної ДНК з рослинного матеріалу 
проводили за протоколом, запропонованим групою 
науковців (Kim et al., 1997) з незначними модифіка-
ціями. Рослинний матеріал переносили до пробірок 
Eppendorf об’ємом 1,5 мл., додавали 700 μл лізуючого 
буфера (2% SDS, 0,1мМ TrisHCl EDTA та 0,5 М NaCl. 
(pH 8,1) і подрібнювали матеріал скляною паличкою. 
Пробірки з сумішшю інкубували у твердотілому тер-
мостаті при t 65°C протягом 30 хв. З метою кращого 
виходу ДНК у розчин пробірки періодично струшу-
вали вручну. Після інкубації пробірки центрифугували  
10 хв. зі швидкістю 12000 об/хв. По завершенні цен-
трифугування відбирали 300–400 μл надосадової 
рідини (супернатанту) і переносили до чистих пробі-
рок. З метою депротеїнізації препарату ДНК використо-
вували розчин протеїнази К (20 мкг/мл), додаючи по 
5μл у кожну пробірку, а також 250 μл розчину NaCl 6M  
для висадження SDS. Отриману суміш перемішували, 
а потім центрифугували протягом 15 хв. зі швидкістю 
12000 об/хв. Очищений супернатант переносили у чисті 
пробірки. Осадження ДНК проводили додаванням охо-
лодженого етилового спирту (96% при -20°С) з подаль-
шим центрифугуванням протягом 15 хв. зі швидкістю 
12000 об/хв. Відмивання отриманого осаду ДНК про-
водили з використанням етанолу (70%) та центри-
фугуванням протягом 5 хв. зі швидкістю 12000 об/хв.  
Після видалення спирту препарат ДНК висушували 
у термостаті при t 65°C протягом 3 хв. і розчиняли у  
100 μл ТЕ-буфера (TrisHCl EDTA), рН 8,0.

Ампліфікація ДНК проводилася з використанням 
термоциклера Bio-Rad Т100 (США) та готової реак-
ційної сумішшї (ArtTaq ДНК-полимераза, 10-кратний 
буфер та 50 мМ MgCl2). Кінцeвий oб’єм рeaкційної 
суміші склав 20 мкл. Для проведення полімеразної 
ланцюгової реакції (далі – ПЛР) використовували олі-
гонуклеотидні RAPD-праймери з довільною послідовні-
стю, що зчеплені з ознакою насіннєвої продуктивності: 
Ver_1 AATCGGGCTG та Ver_2 GTTGCGATCC (роз-
робник – Eurofins Genomics). ПЛР проводили у такому 
режимі: початкова денатурація тривала 12 хв. при тем-
пературі 95 С°, наступні 30 відбувалися циклів у наступ-
ному режимі: дeнaтyрaцiя 95 С° – 30 с, відпaл прaймерів 
при 32 С° ‒ 1 хв., елонгацiя при 72 С° ‒ 30 с.

Розділення продуктів ампліфікації проводили мето-
дом горизонтального електрофорезу у 2% агароз-
ному гелі в присутності бромистого етидію. В якості 
електродного буфера використовували 1,0% ТБЕ-бу-
фер. Візуалізацію продуктів ампліфікації проводили 
за допомогою трансілюмінатора Bio-Rad UV Uviev 
Mini з подальшим фотографуванням гелю. В якості 
маркера молекулярної ваги використовували pUC19 
DNA / Kzo9I. Маркер являє собою плазміду, гідролізо-
вану ферментом з утворенням 15 фрагментів та вклю-
чає від 955 до 8 пар нуклеотидів.

Статистичну обробку даних з побудовою дендрограм 
проводили з використанням програми «STATISTICA 8.0».

Результати. Перед проведенням ампліфікації ДНК 
зразків конюшини лучної було здійснено оцінку якості 
препаратів нуклеїнових кислот, отриманих за зазначе-

ним вище протоколом (рис. 3). Отримані смужки ДНК 
(бенди) виявилися різної товщини та інтенсивності, але 
сліди нуклеїнових кислот виявлені в усіх підготованих 
препаратах. Загалом, якість отриманих препаратів ДНК 
задовільна.

Генетична структура популяції конюшини лучної 
природних лучних угруповань зазначеного вище регі-
ону дослідження була проаналізована за допомогою 
RAPD-праймерів (фрагментів ДНК, підібраних у вигляді 
випадкових послідовностей нуклеотидів). У результаті 
отримували ряд продуктів ампліфікації (ампліконів), 
компліментарно відповідних тій чи іншій послідовності 
молекули ДНК. Один амплікон спектра розглядався як 
один локус ДНК. Поліморфізм кожного локусу оцінювали 
за наявністю чи відсутністю фрагмента певної довжини 
у спектрі. 

При використанні двох декамерних олігонуклеотид-
них праймерів спостерігалося від одного до трьох амп-
ліконів; в деяких випадках продуктів ампліфікації не 
виявлено взагалі. Варто зазначити, що всі ампліфіковані 
фрагменти розподілено цілком рівномірно і вони мають 
довжину ~ 341 н.п (табл. 1). 

З 9 виявлених ампліконів з використанням прай-
мера Ver_1 всі виявилися поліморфними; поліморфізм 
за праймером Ver_2 виявився на рівні 88,9%. Це дуже 
високий показник, який може залежати від нуклеотидної 
будови праймерів, а також генних модифікацій в угрупо-
ваннях досліджуваних рослин, оскільки конюшина лучна 
є перехреснозапильною рослиною-ентомофілом. Також 
варто зазначити, що відібраний матеріал неможливо від-
нести до селекційного.

З метою всебічної оцінки генетичної різноманітності 
досліджуваних популяцій конюшини лучної нами про-
ведено кластерний аналіз за принципом «найближчого 
сусіда». Було отримано матрицю генетичних відстаней 
між зразками і побудовано відповідну дендрограму 
(рис. 5).

Розрахунками виявлено два кластери, що демон-
струють розподіл зразків. Найбільш тісною спорід-
неністю відзначаються зразки 6 та 7, тобто зразки, 
зібрані в районі озера Чеха та вул. Харківської. Такий 
ступінь спорідненості цілком закономірний, оскільки 
дані локації розташовані дуже близько одна до одної. 
Зразки 1 та 4 не виявляють жодної спорідненості по 
кожному з праймерів. Це рослини, зібрані у локації 
перед Михайлівською цілиною та новою територією 
заповідника відповідно. Подібна особливість гіпоте-
тично може свідчити про наявність алелів культурної 
конюшини у генотипі рослин зазначених локацій, які 
могли з’явитися внаслідок перехресного запилення 
або навіть механічного потрапляння. Найбільш тісна 
подібність простежується між зразками 2, 3, 5 та 8. 
Перші три зразки були зібрані на території заповід-
ника, тому їх спорідненість цілком логічна. Виклю-
чення складає лише зразок 8, відібраний на терито-
рії м. Суми у мікрорайоні Баранівки (дачний масив). 
Найбільш ймовірно, що зразок являє собою дикий 
різновид конюшини лучної, який не зазнав запилення 
культурними сортами. 
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Рис. 3. Стан препаратів ДНК, отриманих зі зразків Trifolium pratense L.
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Рис. 4. RAPD-спектри досліджуваних зразків Trifolium pratense L., отримані з використанням праймерів 
Ver_1 та Ver_2: М – маркер молекулярної маси 1000 пар нуклеотидів, -К – негативний контроль, 1 – 8 зразки 

Trifolium pratense L., відібрані з різних локацій м. Суми та Сумської області

Таблиця 1
Рівень генетичного поліморфізму зразків конюшини лучної м. Суми та Сумської області

Праймер Кількість смуг продуктів ампліфікації (ампліконів), шт Кількість поліморфних 
ампліконів, шт

Ступінь 
поліморфізму, %1 2 3 4 5 6 7 8

Ver_1 0 2 3 0 2 0 0 2 9 100,0
Ver_2 0 3 3 0 1 0 0 2 8 88,9

 Рис. 5. Дендрограма спорідненості зразків конюшини лучної, зібраної на території м. Суми та Сумської 
області (природний заповідник «Михайлівська цілина»)
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Таким чином, найбільшим ступенем споріднено-
сті між собою відзначаються зразки конюшини лучної, 
зібрані в м. Суми, а також зразки з території природного 
заповідника Михайлівська цілина.

Обговорення. Дослідження генетичної різноманітно-
сті конюшини лучної, як селекційних сортів, так і попу-
ляцій природних угруповань, відбувається, в основному, 
з використанням або поліморфних фрагментів (RAPD), 
або мікросателітних повторів (ISSR), але не обмежу-
ється ними.

Наприклад, Řepková & Nedělník (Řepková & Nedělník, 
2014) в огляді досліджень про генетичне різноманіття 
конюшини лучної відзначають метод оцінки вмісту ядер-
ної ДНК і про її міжвидову варіативність. Мікроскопічне 
дослідження каріотипу виявляє відмінності у довжині 
прометази різних видів і демонструє величини від 5,1 до 
7,4 мкм. Також автори відзначають використання маркерів 
типу AFLP, RAPD та ISSR для оцінки мінливості зародко-
вої плазми та ідентифікації селекційних сортів, при цьому 
випадково підібрані поліморфні фрагменти ДНК (RAPD) 
найкраще підходять для вивчення біорізноманіття виду.

У дослідженнях Charlotte Jones (Jones et al., 2020) 
також використовувалися праймери RAPD для дослі-
джень зародкової плазми конюшини лучної різного еко-
лого-географічного походження, зокрема Азії, Об’єд-
наного королівства та Іспанії. Було встановлено, що 
ступінь спорідненості європейських зразків більш тісний 
між собою, ніж з азійськими популяціями.

De Vega зі співавторами провели кластеризацію 
40868 генів конюшини лучної після секвенування син-
тетичної популяції з 86 генотипів (De Vega et al., 2015). 
Метою роботи було визначення граничного числа мар-
керів для селекційних досліджень. Ампліфікація гене-
тичного матеріалу з використанням маркерів SSR для 
встановлення однонуклеотидного поліморфізму SNP 
популяції дозволила встановити різні частоти алелів для 
видів норвезької конюшини.

У вивченні генетичного різноманіття селекційних 
сортів конюшини лучної української селекції активно 

використовується домінантна система маркерів RAPD, 
про що зазначають Ю. Дугарь та В. Попов (Duhar, 2013; 
Duhar & Popov, 2013). Автори відзначають високу резуль-
тативність маркерних систем та їх ефективність для 
селекційної роботи. За результатами досліджень 15 сор-
тів конюшини виявлено 134 локуси, з яких 96 – полімор-
фні, а загальний ступінь поліморфізму складає 71,6%. 
Довжина фрагментів ДНК в електрофореграмі складає 
від 2024 до 141 нп.

Petrauskas зі співробітниками зібрали зародкову 
плазму конюшини з природних фітоценозів – всього було 
досліджено 12 фенотипових ознак, зокрема загальна 
висота рослин, а також вміст сирої клітковини та білку. 
За результатами компонентного аналізу ознак було 
визначено три групи конюшини лучної, а саме «сорти», 
«дикі форми» та «межеумки». Такий підхід, за словами 
авторів, дозволяє визначити потрібні для селекції гено-
типи (Petrauskas et al., 2023).

Дослідниками з КНР було здійснено повногеномне 
секвенування (прочитання послідовності нуклеотидів 
у молекулі ДНК) 10 зразків конюшини лучної, відібра-
них з природних фітоценозів (Chao et al., 2018). Метою 
роботи був пошук нових, унікальних генів та кластериза-
ція геномів для потенційного їх використання у молеку-
лярно-генетичних дослідженнях та селекції. 

Висновки. За результатами молекулярної діагнос-
тики 8 зразків конюшини лучної, відібраної із фітоцено-
зів м. Суми та Сумської області з використанням дека-
мерних RAPD-праймерів, було виявлено 18 локусів, 17 
з яких полімерні. Таким чином, обидва праймери від-
значаються практично однаковим ступенем полімор-
фізму. За ступенем генетичної спорідненості виявлено 
два великі кластери: перший – зразки з фітоценозів  
м. Суми та другий – зразки з території природного запо-
відника «Михайлівська цілина» з Михайлівської цілини. 
Отже, застосування ПЛР-діагностики з використан-
ням RAPD-праймерів для оцінки генетичних ресурсів 
з їх подальшим використанням у молекулярній біології 
та селекційних програмах є достатньо ефективним. 
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RAPD-analysis in the system of complex ecological and analytical monitoring of red clover populations 

of meadow grass phytocoenosis of the Sumy region
The article is devoted to the study of populations of red clover (Trifolium pratense L.) in natural herbaceous phytocoenoses 

in Sumy city and Sumy region (Nature Reserve Mykhailivska Tsilyna) using molecular biological methods, in particular PCR 
diagnostics with the participation of oligonucleotide RAPD primers, in order to establish the genetic diversity of the species 
at the population level. The study of the genetic structure of species populations is a component of a comprehensive 
population analysis, which, among other things, includes the study of age and ontogenetic, sexual, size and vitality 
structures, reproduction and growth processes, which allows us to reveal the mechanisms of species resistance in certain 
growth conditions, assess the prospects for its existence and draw conclusions about the genetic diversity of its populations.

From an agronomic point of view, red clover is an extremely valuable field crop, as it is used as fodder for livestock, and its 
ability to fix atmospheric nitrogen in the soil provides companion grasses with this nutrient. For this reason, meadow clover 
is a good precursor for cereals. Within natural phytocoenoses, the share of meadow clover can be up to 20% of the grass 
stand, which, together with other grass species, forms highly productive meadows. The study of natural communities of red 
clover at the molecular (genomic) level allows us to assess the degree of biodiversity of the species, the breeding potential 
of varieties as a source of target genes for selection in particular and genetic plasma in general. Molecular analysis will also 
make it possible to estimate the loss of genetic resources of the red clover as a result of aggressive military operations. 

The object of the study was red clover samples collected in different locations of herbaceous phytocoenoses in Sumy 
and the Nature Reserve Mykhailivska Tsilyna. Genetic material (DNA) was extracted using salt-enzyme extraction, followed 
by purification and nucleic acid precipitation. DNA amplification was performed using RAPD primers Ver_1 AATCGGGCTG 
and Ver_2 GTTGCGATCC followed by visualization of reaction products in an agarose gel in the presence of ethidium 
bromide. The nature of the amplicons indicates the satisfactory quality of the nucleic acid preparations. Amplification 
of fragments revealed a high degree of polymorphism at both markers (17 polymorphic loci out of 18), and the study 
of the affinity of red clover samples using cluster analysis established a close relationship between samples growing within 
the city of Sumy in adjacent locations, as well as the Nature Reserve Mykhailivska Tsilyna.

Key words: Trifolium pratense L., RAPD analysis, natural herbaceous phytocoenoses, populations, genetic diversity, 
primer.


