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ВВедение

С использованием методов классического генетического анализа у 
гороха посевного было выявлено более 40 генов, контролирующих раз-
витие симбиотических клубеньков (Борисов и др., 1998). C конца 1990-х 
годов исследования по выявлению симбиотических генов бобовых всту-
пили в новую стадию, когда стало возможным идентифицировать их нук-
леотидные последовательности (Schauser et al., 1999). Данный успех стал 
возможен благодаря активному использованию двух модельных бобовых: 
Lotus japonicus ((Regel.) K. Larsen) и диплоидной люцерны (Medicago 
truncatula Gaertn.), характеризующихся небольшими размерами гено-
мов и хорошо разработанными протоколами трансформации (Stougaard, 
2001). В результате за прошедшее десятилетие с использованием анализа 
геномной синтении были выявлены серии ортологичных симбиотических 
генов у ряда бобовых культур (Kouchi et al., 2010). У гороха посевного 
были определены нуклеотидные последовательности симбиотических ге-
нов sym7 (Dolgikh et al., 2011), sym8 (Edwards et al., 2007), sym9 (Lévy et 
al., 2004), sym10 (Zhukov et al., 2008), sym19 (Endre et al., 2002), sym28 
(Krusell et al., 2011), sym29 (Krussel et al., 2002), sym33 (Ovchinnikova 
et al., 2011), sym35 (Borisov et al., 2003) и sym37 (Zhukov et al., 2008). 
Тем не менее, у гороха не всегда оказывается возможным клонировать ген 
по гомологии с модельными бобовыми, т.к. у него известен ряд мутантов 
с фенотипическими проявлениями, не выявленными у модельных бобо-
вых. Таким образом, идентификация нуклеотидных последовательностей 
уникальных для гороха мутаций возможна лишь с помощью позиционного 
клонирования. Одним из таких мутантов является линия гороха Sprint–2-
Fix– , формирующая на корнях белые неэффективные клубеньки, получен-
ная после ЭМС-мутагенеза (Borisov et al., 1992). Генетический анализ по-
казал, что мутация произошла в неизвестном ранее локусе, обозначенном 
как sym31 (Borisov et al., 1997), а ультраструктурный анализ выявил, что 
данный ген гороха контролирует дифференциацию бактерий Rhizobium в 
эндоклеточные бактероиды (Borisov et al., 1992, 1997). Работы по лока-
лизации данного локуса на генетической карте гороха с использованием 
морфологических маркеров позволили поместить его в III группу сцепле-
ния гороха (Rozov et al., 1993, 1994), однако точное его местоположение 
оставалось неизвестным (Rozov et al., 1999), несмотря на попытку исполь-
зования в анализе молекулярных маркеров (Men et al., 1999).

Как уже отмечалось выше, в настоящее время активно развиваются молеку-
лярно-генетические исследования модельного бобового M. truncatula, сейчас ге-
ном этого растения практически полностью секвенирован (Cannon et al., 2009). 
Следует отметить, что M. truncatula и Pisum sativum характеризуются очень вы-
сокой степенью синтении геномов (Kalo et al., 2004), что позволяет разрабатывать 
молекулярные маркеры для гороха на основе последовательностей известных ге-
нов у M. truncatula.
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Таблица 2 
анализ расщепления по фенотипу растений поколения f2 от скрещивания рекомбинантной линии 23-1-1-1 
a2—unitac—sym31—st и линии JI15

Пары маркеров
Численность фенотипических классов Расстояние, 

сM ± ст. 
ошибка

Объединенный 
χ2 p 9:3:3:1aB ah ab aB ah ab Всего

sym31–unitac 55 1 0 13 69 1,58 ± 1,51 62,93 0,0001

sym31–a2 53 3 2 11 69 8,22 ± 3,48 40,98 0,0001

sym31–st 52 4 7 6 69 20,90 ± 5,62 12,96 0,0005

sym31–Mtnt_GEN_00097_03_1 43 22 12 1 68 22,77 ± 11,30 4,74 0,05

sym31–Max4(Rms1) 52 4 4 9 69 13,83 ± 4,54 26,60 0,0001

sym31–Tps1/64+ 50 6 4 8 68 17,96 ± 5,23 18,92 0,0001

sym31–Tps1/70+ 52 4 4 9 69 13,83 ± 4,54 26,60 0,0001

sym31– psmt_EST_00197_01_1 17 35 1 0 0 13 66 1,62 ± 1,56 60.13 0,0001

sym31–SN4TDR 55 1 0 13 69 1,58 ± 1,51 62,93 0,0001

sym31–calnexin 55 1 0 13 69 1,58 ± 1,51 62,93 0,0001

sym31–polyaden 53 3 3 10 69 10,11 ± 3,86 35,34 0,0001

sym31–G–protein 50 6 3 10 69 15,09 ± 4,75 25,97 0,0001

a,a — первый ген, B,b — второй ген, H — гетерозигота. Если оба гена доминантны, заглавные буквы обозначают 
доминантные аллели. Если второй ген является кодоминантным, заглавная А обозначает доминантную аллель первого 
гена, заглавная B обозначает в этом случае аллель второго гена, который находится в фазе притяжения с А. Если оба гена 
кодоминантны, заглавной буквой обозначена аллель первого родителя

Таблица 1
маркеры, основанные на аллель-специфичной пцр

маркер
Праймеры (прямой и 

обратный) 5’ 3’
Температура 
отжига, °С

Продукт, кодируемый 
соответствующим геном 
по: http://www.ncbi.nlm.

nih.gov

Источник 
последовательности

mtmt_GEN_00097_03_1
CCCaTaTGTCCaCCaCCTTC 
aTCCaCaTGCTGaTTTTCCC

61

EST638430 MTUS Medi-
cago truncatula cDNa 

clone MTUS 31E4, mRNa 
sequence

Ca920712

Max4(Rms1)
CaaGaaaGaTGGGaaGGaG
TGTCCaTCCTCaaaGTGaaG

57

Pisum sativum cultivar 
Terese dioxygenase Ra-

MOSUS1 (RMS1) gene, 
complete cds

aY557341

psmt_EST_00197_01_1
aaGTGaaaGGGCaGGGaaCT 
GCaGTGTCCTCGTCaTCaGa

60
Pisum sativum cDNa 

clone Wp009C09
CD861247

SN4TDR
TGTGaTTaTCaCTTTCTTTC 

CaCCTCCCaaGaCaTCTGTa
54

Pisum sativum SN4TDR 
mRNa for 110 kDa 4SNc 

Tudor domain protein
aB078603

calnexin
aGGaaaTaCaaaTTCTTCTGa 
TaCaaTaaTCTTCTCCTTTTG

54
Pisum sativum mRNa for 

calnexin
Y17329

polyaden
aCTTCTTTGTGCCCaTGaTG 
aGaCCTGTTGCTGCaTCaTT

60
Pisum sativum JI15 polya 

binding protein gene
EU271219

G protein
GGTGGaTTTaCTGGCaGCa 
GaGTTCaTTaCCaCGGGCaT

60
Pisum sativum pectin 

methylesterase (rcpme1) 
gene, complete cds

aF081457
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ранные в ходе ранее проведенных экспериментов по 
локализации симбиотического локуса sym31 относи-
тельно морфологических маркеров (Rozov et al., 1993, 
1994), и генетическая линии JI15 (Hall et al., 1997) из 
коллекции Центра Джона Иннеса (Норвич, Великоб-
ритания).

Выделение ДНК
Выделение ДНК проводили с использованием 

DNeasy 96 plant Kit согласно протоколу фирмы про-
изводителя (Qiagen, Германия).

SSAP
Для локализации были использованы SSap 

(sequence specific amplified polymorphism) маркеры 
(Schulman et al., 2004). Методика проведения SSap- 
анализа детально описана нами ранее (Цыганов и 
др., 2012). В потомстве от скрещиваний рекомби-
нантов a2–unitac–sym31–st и линии JI15 для лока-
лизации симбиотического гена sym31 можно было 
использовать 2 молекулярных маркера: Tps1/64+ и 
Tps1/70+.

ПЦР-маркеры, основанные на последователь-
ностях известных генов

В данное исследование были включены два марке-
ра, полученные в ходе реализации проекта «The Grain 
Legumes Integrated project» (http://www.pcgin.org/
GLIp/GLIp.htm): mtmt_GEN_00097_03_1 и psmt_
EST_00197_01_1 (любезно предоставлены Георгием 
Кишем — Институт генетики, Биологический научный 
центр, Сегед, Венгрия). Для второго маркера наблюда-
лась разница по электрофоретической подвижности ам-
плифицируемых фрагментов, что позволило проанали-
зировать данный маркер как кодоминантный (табл. 1). 
Остальные аллель-специфичные маркеры были разра-
ботаны на основе последовательностей известных генов 
гороха так, чтобы продукт амплифицировался у линии 
JI15, что позволило проанализировать данные марке-
ры и симбиотический локус sym31 в фазе сцепления 
(табл. 1). Секвенирование аллелей исследуемых генов 
для разработки аллель-специфичных маркеров прово-
дилось с использованием автоматического секвенатора 
CEQ 8000 (Beckman Сoulter, США).

ПЦР
ПЦР проводилась с использованием амплификато-

ра pTC 200 Thermo Cycler (MJ Research, США). Ре-
акционная смесь содержала 2,5 мМ MgCl2, 0,125 мМ 
каждого из дезоксирибонуклеотидов, 1 единицу Taq 
полимеразы (Invitrogen, США) и 0,5 мкМ прямого и 
обратного праймеров. Объем реакционной смеси со-
ставлял 20 мкл. Условия проведения ПЦР (оптимизи-
ровались для каждой пары используемых праймеров): 
начальная денатурация ДНК (94 °С — 5 мин), 30 цик-
лов амплификации: денатурация (94 °С — 30 с), отжиг 
праймеров (температура отжига праймеров подбира-
лась на основе свойств пары конкретных олигонуклео-
тидов в программе primer Select и варьировала в пре-

делах 54–60 °С — 30 с), синтез ДНК (72 °С — 40 с), 
окончание синтеза ДНК (72 °С — 10 мин).

Фрагменты амплификации и продукты рестрикции 
разделяли электрофоретически в 1,5 %-м агарозном 
геле в 0,5-кратном трис-ацетатном буфере и регис-
трировали с помощью системы Gell Doc ХR System 
(BioRad, США).

Анализ совместного наследования
Анализ расщепления в F2 по локусу sym31 и ис-

пользованных маркеров проводили с помощью ком-
пьютерной программы pLaNT (С. М. Розов, Инс-
титут цитологии и генетики СО РАН, Новосибирск). 
Построение генетической карты района локализации 
симбиотического локуса sym31 проводили с помощью 
программы antMap (Iwata, Ninomiya, 2006).

результаты

Рекомбинантные линии с генотипом a2–unitac–
sym31–st, отобранные в предыдущем гибридоло-

рис 1. Генетическая карта района локализации симбиотическо-
го локуса sym31.
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гическом анализе, были скрещены с линией JI15. В 
результате было получено 4 популяции растений F2. 
Для линии JI15 был описан целый ряд SSap марке-
ров, насыщающих генетическую карту гороха. Анализ 
расщепления в F2 после скрещивания рекомбинан-
тных линий 23–1–1–1, 42–1, 25–1–1, 56–3–4 
с генотипом a2–unitac–sym31–st и генетической 
линии JI15 выявил сцепление локуса sym31 с боль-
шинством из SSap, ПЦР и морфологических марке-
ров (табл. 2–5). Тем не менее, в разных популяциях 
величины сцепления несколько различались.

С использованием компьютерной программы 
antMap (Iwata, Ninomiya, 2006) на основе полученных 
данных была построена генетическая карта района III 
группы сцепления гороха, содержащего симбиотичес-
кий локус sym31. Карта построена с использовани-
ем методов ближайших соседей (nearest neighboring 
locus) и минимальной доли смежных рекомбинантов 
(sum of adjacent recombination fractions) (Lui, 1998). 

В целом, исследованный район составляет значи-
тельную часть III группы сцепления гороха — более 
100 cM, но основная масса проанализированных мар-

Таблица 4 
анализ расщепления по фенотипу растений поколения f2 от скрещивания рекомбинантной линии 56-3-4 
a2-unitac-sym31-st и линии JI15

Пары маркеров
Численность фенотипических классов Расстояние, 

сM ± ст. 
ошибка

Объединенный χ2 p 9:3:3:1

aB ah ab aB ah ab Всего

sym31–unitac 35 0 4 9 48 9,01 ± 4,37 29,82 0,0001
sym31–a2 25 3 3 5 36 19,39 ± 7,49 9,65 0,005
sym31–st 21 14 9 4 48 54,64 ± 11,37 0,34 0,6

sym31–Mtnt_GEN_00097_03_1 29 6 11 2 48 47,41 ± 11,13 0,02 0,9
sym31–Max4(Rms1) 30 5 5 8 48 22,63 ± 7,03 10,72 0,005

sym31– psmt_EST_00197_01_1 10 25 0 2 2 19 69 12,91 ± 5,13 30,12 0,0001
sym31–SN4TDR 35 0 4 9 48 9,01 ± 4,37 29,82 0,0001
sym31–calnexin 35 0 4 9 48 9,01 ± 4,37 29,82 0,0001
sym31–polyaden 34 1 3 10 48 8,71 ± 4,30 29,44 0,0001

sym31–G–protein 33 2 4 9 48 13,40 ± 5,35 21,65 0,0001
a,a — первый ген, B,b — второй ген. Если оба гена доминантны, заглавные буквы обозначают доминантные аллели. Если 
второй ген является кодоминантным, заглавная А обозначает доминантную аллель первого гена, заглавная B обозначает в 
этом случае аллель второго гена, который находится в фазе притяжения с А. Если оба гена кодоминантны, заглавной буквой 
обозначена аллель первого родителя

Таблица 3 
анализ расщепления по фенотипу растений поколения f2 от скрещивания рекомбинантной линии 25-1-1 
a2-unitac-sym31-st и линии JI15

Пары маркеров

Численность фенотипических классов
Расстояние, 

сM ± ст. ошибка
Объединенный χ2 p 9:3:3:1aB ah ab aB ah ab Всего

sym31–unitac 31 0 1 15 47 1,94 ± 2,03 42,69 0,0001
sym31–a2 23 1 2 9 45 8,32 ± 4,91 22,29 0,0001

sym31–st 26 5 9 7 47 32,30 ± 8,59 4,23 0,05

sym31–Mtnt_GEN_00097_03_1 24 7 15 1 47 28,40 ± 13,24 1,99 0,2
sym31–Max4(Rms1) 27 4 4 12 47 16,09 ± 5,94 18,12 0,0001

sym31–Tps1/64+ 27 4 3 13 47 13,76 ± 5,48 21,35 0,0001
sym31–Tps1/70+ 28 3 3 13 47 11,89 ± 5,09 24,08 0,0001

sym31– psmt_EST_00197_01_1 10 20 0 1 1 14 46 5,92 ± 3,57 37,79 0,0001
sym31–SN4TDR 31 0 3 13 47 6,07 ± 3,61 34,82 0,0001
sym31–calnexin 31 0 3 13 47 6,07 ± 3,61 34,82 0,0001

a,a — первый ген, B,b — второй ген, H — гетерозигота. Если оба гена доминантны, заглавные буквы обозначают доминант-
ные аллели. Если второй ген является кодоминантным, заглавная А обозначает доминантную аллель первого гена, заглавная 
B обозначает в этом случае аллель второго гена, который находится в фазе притяжения с А. Если оба гена кодоминантны, 
заглавной буквой обозначена аллель первого родителя
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керов сосредоточена в гораздо более узкой области — 
менее 40 cM (рис. 1). Как видно из построенной карты, 
с одной стороны локус sym31 ограничен 2 морфоло-
гическими (a2, Unitac) и 3 молекулярными маркерами 
(calnexin, SN4TDR, psmt_EST_00197_01_1), при-
чем calnexin отделяет от sym31 4,5 единицы карты, 
а маркеры psmt_EST_00197_01_1, SN4TDR и ген 
Unitac находятся от него на расстоянии всего 3,2 cM. 
С другой стороны локус sym31 фланкируется толь-
ко молекулярными маркерами polyaden, Tps/64+ и 
Tps/70+, причем ближайший к нему — polyaden — 
расположен на расстоянии 8,7 cM. 

Таким образом, в результате проведенных экс-
периментов было значительно уточнено строение 
района III группы сцепления гороха, содержащего 
симбиотический ген sym31 и определено его точное 
расположение относительно 8 молекулярных и 3 мор-
фологических маркеров, также позиционированных в 
этом районе.

обсуждение результатоВ

Принадлежность локуса sym31 к III группе сцеп-
ления гороха была установлена еще в 90-х годах про-
шлого века с использованием морфологических мар-
керов (Rozov et al., 1993, 1994), но морфологические 
маркеры давали только приблизительную картину 
строения этого района. В ходе проведенных исследова-
ний были отобраны рекомбинантные линии, несущие 
в гомозиготе несколько морфологических мутаций и 
мутантную аллель гена sym31. Данные рекомбинанты 
были скрещены с линией JI15, которая использова-
лась ранее в серии скрещиваний, и для которой был 
разработан широкий набор SSap-маркеров.

В ходе проведенного анализа было выявлено сцеп-
ление локуса sym31 с SSap-маркерами Tps1/64+и 

Tps1/70+ (табл. 2, 3). Величина сцепления оказа-
лась больше 10 сМ. Ранее метод SSap-анализа был 
успешно использован нами для первичной локализа-
ции мутации cdt в VI группе сцепления (Цыганов и 
др., 2012), в то же время, вероятно, для точной лока-
лизации генов данный метод не всегда приемлем, пос-
кольку не каждый район генетической карты гороха 
насыщен SSap-маркерами, как это было показано в 
данном исследовании.

Достижения в изучении генома M. truncatula позво-
лили использовать последовательности известных генов 
диплоидной люцерны для поиска гомологичных генов у 
гороха и разработки на их основе ПЦР-аллель-специ-
фичных молекулярных маркеров. Были найдены 3 моле-
кулярных и 1 морфологический маркер, фланкирующие 
локус sym31 с одного конца на расстоянии 3–4 сМ от 
него. С другой стороны ближайший маркер фланкирует 
ген sym31 на расстоянии приблизительно 8–10 сМ. 

Таким образом, в данной работе симбиотический 
локус sym31 был локализован относительно серии 
морфологических и молекулярных маркеров. Тем не 
менее, очевидно, что необходимо продолжение иссле-
дований для выявления более близко расположенных 
маркеров для создания условий для позиционного 
клонирования этого симбиотического гена.
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fINE LocaLIzatIoN of tHE SyM31  
LocuS IN pEa LINkagE group III

Tsyganov V. E., Rozov S. M., Knox M.,  
Borisov A. Yu., Ellis T. H. N., Tikhonovich I. A. 

Summary ` : analysis of joint inheritance of symbiotic locus sym31 

and 12 molecular and morphological markers of pea linkage group III 

was performed. the linkage between symbiotic locus sym31 and 11 

analyzed markers was observed. using theantmap software,adetailed 

genetic map of the sym31 locus was constructed and its fine position 

in linkage group III was determined.

k ` Ey WorDS: gene localization; symbiotic genes; genome synteny; 

SSap analysis; molecular markers.
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