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ВВедение

В течение последних десятилетий генетический контроль формирования 
азотфиксирующих клубеньков бобовых со стороны растительного генома яв-
ляется предметом углубленного изучения. В 1940–1970 гг. основным методом 
исследований был поиск полиморфизма по признакам клубенькообразования 
в природных популяциях бобовых культур, что позволило выявить ряд спонтан-
ных мутаций, приводящих либо к полной неспособности к клубенькообразова-
нию, либо к аномальному развитию клубеньков у таких традиционных бобо-
вых растений как горох, соя, люцерна и других (Борисов и др., 1998). С конца 
1970 гг. применение мутагенеза привело к созданию больших коллекций инду-
цированных мутантов для ряда важных сельскохозяйственных бобовых расте-
ний: гороха, люцерны, сои и донника (Борисов и др., 1998; Bhatia et al., 2001).

Генетический анализ позволил выявить серии генов бобовых культур, вов-
леченных в контроль различных стадий развития симбиотических клубеньков 
(Borisov et al., 2004; Борисов и др., 2011). Тем не менее, проблемы, характер-
ные для традиционных бобовых культур, связанные с большим физическим 
размером геномов и трудностями при разработке эффективных протоколов 
трансформации, до недавнего времени делали невозможным клонирование 
выявленных симбиотических генов. В последние 15 лет активно развивает-
ся генетика двух модельных бобовых растений: лядвенца японского (Lotus 
japonicus (Regel.) K. Larsen) и диплоидной люцерны (Medicago truncatula 
Gaertn.) (Stougaard, 2001). Оба вида характеризуются небольшими размера-
ми генома и детально отработанными протоколами трансформации (Barker et 
al., 1990; Handberg, Stougaard, 1992; Udvardi, 2001). За последние годы для 
этих модельных бобовых были получены большие коллекции мутантов с ис-
пользованием химического, Т-ДНК- и инсерционного мутагенеза (Stougaard, 
2001; Stacey et al., 2006). Использование геномной синтении и микросинте-
нии позволило перейти от клонирования первого симбиотического гена бобо-
вых растений — гена Nin (Nodule inception) у лядвенца японского (Schauser 
et al., 1999) к клонированию серий ортологичных симбиотических генов как 
у модельных бобовых, так и у традиционных бобовых культур (Борисов и др., 
2011; Oldroyd, Downie, 2004; Stacey et al., 2006; Kouchi et al., 2010).

Использование анализа геномной синтении для клонирования и после-
дующего секвенирования симбиотических генов сельскохозяйственно-важ-
ных бобовых культур невозможно без детального генетического анализа 
коллекций симбиотических мутантов. У гороха на основе 7 различных ге-
нотипов различными группами исследователей было индуцировано более 
200 независимых мутантов (Borisov et al., 2004). Мутанты данных коллек-
ций были вовлечены в комплементационный анализ, в результате которо-
го было выявлено более 40 генов, вовлеченных в контроль развития азот-
фиксирующего симбиоза у гороха (Borisov et al., 2004). Важно отметить, 
что полученные мутанты распределены по группам комплементации нерав-
номерно, имеются как «горячие точки» мутагенеза, так и группы компле-
ментации, представленные только единичными мутациями. Кроме того, для 
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ряда идентифицированных генов были описаны серии 
мутаций, полученные только на основе одного опре-
деленного исходного генотипа. Вероятно, существует 
генотипическая специфичность, влияющая на возник-
новение мутаций в тех или иных симбиотических генах 
данного генотипа. С другой стороны, большой интерес 
представляет вопрос об общем количестве генов, вов-
леченных в контроль азотфиксирующего симбиоза, 
которые могут быть выявлены с помощью методов ин-
дуцированного мутагенеза. Не смотря на то, что у го-
роха имеются обширные коллекции симбиотических 
мутантов, использование различных генотипов пока не 
дает возможности ответить на эти вопросы. Поэтому 
проведение дальнейших исследований с применением 
мутагенеза, направленных на получение новых симби-
отических мутантов с использованием ограниченного 
набора исходных генотипов представляется важной 
задачей, решение которой позволит выявить общее 
количество симбиотических генов, а также проверить 
предположение о существовании генотипической спе-
цифичности мутагенеза. В настоящее время программы 
по мутагенезу не завершены и продолжаются на двух 
исходных генотипах гороха: Frisson во Франции и SGE 
в ГНУ ВНИИ сельскохозяйственной микробиологии. 
Для обоих генотипов сейчас уже получен большой на-
бор пока еще генетически не охарактеризованных сим-
биотических мутантов.

Данная статья посвящена описанию новой програм-
мы мутагенеза гороха с целью выявления симбиотичес-
ких мутантов на основе линии SGE, а также генетичес-
кому анализу ряда полученных мутантов.

Материал и Методы исследоВаниЯ

Растительный материал
Для проведения мутагенной обработки была ис-

пользована лабораторная линия гороха SGE (Kosterin, 
Rozov, 1993). Она характеризуется средним сроком со-
зревания семян, крупными эффективными клубенька-
ми розового цвета и высокой репродуктивной способ-
ностью — до 100 семян с растения.

Методика проведения мутагенеза и отбора му-
тантов

В качестве мутагена был использован этилме-
тансульфонат. Методика проведения мутагенной обра-
ботки была описана нами ранее (Борисов и др., 1994). 
Для проведения скрининга мутантов семена поколения 
M2 были высажены в сосуды с кварцевым песком (8 кг/
сосуд) с минеральным питанием без азота (Борисов и 
др., 1994). Для инокуляции растений клубеньковыми 
бактериями был использован производственный штамм 
Rhizobium leguminosarum bv. viceae CIaM1026 из 
коллекции ВНИИ сельскохозяйственной микробиоло-
гии (Safronova, Novikova, 1996). Инокуляцию проводи-

ли водной суспензией бактерий при разведении 107–108 
клеток на 1 растение.

Поиск мутантов с нарушениями в развитии азотфик-
сирующих клубеньков проводился на стадии 4-неде-
льных растений по признакам азотного голодания (ос-
тановка растений в росте, пожелтение нижних листьев) 
и при визуальном осмотре корневых систем растений. 
Отобранные потенциальные мутанты были высажены 
обратно в субстрат с минеральным питательным рас-
твором, содержащим азот (Борисов и др., 1994) для 
получения семян М3. Также были посажены все родс-
твенные растения из семьи, где наблюдалось растение 
с потенциальной мутацией для получения от них семян 
М3. В дальнейшем эти семена были использованы в ка-
честве материала для повторного поиска мутаций в слу-
чаях, если не удавалось получить семена с потенциаль-
ного мутанта, отобранного при скрининге растений М2.

Генетический анализ
Для выяснения генетической детерминации мутантных 

фенотипов были использованы классические методы гиб-
ридологического и комплементационного анализов. При 
проведении комплементационного анализа Fix– мутантов 
в качестве тестерных линий были использованы Fix– 
мутанты из коллекции ГНУ ВНИИСХМ (http://www.
arriam.spb.ru/rus/lab9/collections.html), представляющие 
все идентифицированные к настоящему времени гены, 
контролирующие поздние стадии развития клубеньков: 
sym13 (E135f) (индуцирована на сорте Sparkle) (Kneen 
et al., 1990), sym23 (p59), sym24 (p60), sym25 (p61), 
sym27 (p12) (индуцированы на сорте Frisson) (Sagan et 
al., 1993), sym31 (индуцирована на лабораторной ли-
нии Sprint-2) (Borisov et al., 1992), sym33 (SGEFix–-2), 
sym40 (SGEFix–-1) (индуцированы на лабораторной ли-
нии SGE) (Tsyganov et al., 1994), sym32 (RisFixL), sym41 
(RisFixa) и sym42 (RisFixV) (индуцированы на сорте 
Finale) (Engvild, 1987). Для проведения тестов на алле-
лизм каждый выявленный мутант, вовлеченный в компле-
ментационный анализ, был реципрокно скрещен со всеми 
тестерными линиями. Результаты тестов на аллелизм по-
лучали при анализе растений поколения F1.

результаты исследоВаниЯ

Выделение симбиотических мутантов
В ходе скрининга мутантов по симбиотическим при-

знакам было проанализировано 425 семей (2069 рас-
тений) поколения М2. При визуальном осмотре корне-
вых систем растений было выявлено, что большинство 
растений формировали крупные розовые клубеньки, 
характерные для исходной линии SGE. В то же вре-
мя наблюдались растения с различными отклонени-
ями от фенотипа клубеньков исходной линии. Были 
выявлены 13 потенциальных мутантов, неспособных 
формировать клубеньки (фенотип Nod–) и 2 потенци-
альных мутанта, формирующих единичные клубеньки  
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(фенотип Nod+/–) (табл. 1). Кроме того, были обнару-
жены 30 потенциальных мутантов, формирующих неэф-
фективные клубеньки (фенотип Fix–). Последний класс 
мутантов был представлен растениями с различными 
аномалиями в окраске клубеньков (табл. 1). Не от всех 
выявленных потенциальных мутантов M2 были получены 
семена М3. Поэтому дальнейший скрининг мутантов, от 
которых не удалось получить семена M3, был продолжен 
для растений М3, полученных от родственных потенци-
альным мутантам растений.

Большинство выявленных потенциальных мутан-
тов были размножены до поколения M5, после чего 
был проведен повторный анализ фенотипов формируе-
мых на корнях растений клубеньков (табл. 1). Некото-
рые потенциальные мутанты не подтвердили мутантный 
фенотип — это линии SGE-215, SGE-219, SGE-241, 
SGE-276, SGE-305. Для первоначально выделенного по 
признакам Fix– мутанта SGE-330 позднее был показан 
фенотип Nod–.

Гибридологический анализ
В гибридологический анализ были вовлечены потом-

ки потенциальных мутантов из семей М2 — мутантные 
растения поколения М5, показавшие стабильность про-
явления мутантного фенотипа в ряду 3 поколений.

Для мутанта SGE-330 было показано моногенное на-
следование и рецессивное проявление признака неспо-
собности к клубенькообразованию (табл. 2).

Для Fix– мутантов SGE-103, SGE-249, SGE-268 и 
SGE-403 было показано моногенное наследование и 
рецессивное проявление признака формирования не-
эффективных симбиотических клубеньков (табл. 3). 
У мутанта SGE-192 были выявлены 2 мутации в двух 
не сцепленных симбиотических генах, одна из которых 
определяет образование уменьшенного количества клу-
беньков (Nod+/– фенотип), а другая — формирование 
неэффективных клубеньков (Fix– фенотип) (табл. 4).

При анализе расщепления F2 от скрещивания му-
тантов с исходной линией были отобраны сегреганты с 
проявлением мутантных фенотипов, на основе которых 
после селекции в ряду пяти поколений были созданы 
мутантные линии SGENod–-9, SGEFix–-5 SGEFix–-6, 
SGEFix–-7, SGEFix–-8 и SGEFix–-9 (табл. 1).

Комплементационный анализ
В ходе комплементационного анализа, в который 

были включены 11 тестерных мутантных линий, было 
показано, что мутантный фенотип линии SGEFix–-5 оп-
ределяется мутацией в гене sym33, линии SGEFix–-6 — 
мутацией в гене sym40, линии SGEFix–-7 — мутаци-
ей в гене sym27, линии SGEFix–-8 — мутацией в гене 
sym25.

обсуждение результатоВ

В данной статье дается описание программы хими-
ческого ЭМС-мутагенеза лабораторной линии гороха 

SGE, направленной на получение новых мутантов по 
симбиотическим признакам. Ранее линия SGE уже была 
успешно использована для получения такого рода мутан-
тов (Tsyganov et al., 1994). Метод негативной селекции, 
в результате которого потенциальные симбиотические 
мутанты отбираются по признакам азотного голодания, а 
также извлечение растений из субстрата для визуального 
осмотра их корневых систем, приводят к снижению жиз-
неспособности отобранных мутантов и снижению веро-
ятности получения от них семян поколения М3. Высокая 
урожайность линии SGE (Kosterin, Rozov et al., 1993) 
позволяет уменьшать негативные последствия исполь-
зуемой системы скрининга. Действительно, семена М3 
были получены нами от 71,7 % отобранных потенциаль-
ных мутантов. Следует отметить, что в данном исследо-

Таблица 2 
анализ расщепления по фенотипу растений 
поколений f1 и f2 от скрещиваний исходной линии 
SgE и Nod– мутанта гороха.

Скрещивание 
(♀ × ♂)

F1 F2 χ2 
(3 : 1)

Nod+ : Nod– Nod+ : Nod–

SGE-330 × SGE 5 : 0 60 : 21 0,04

SGE × SGE-330 3 : 0 41 : 13 0,02

Таблица 3 
анализ расщепления по фенотипу растений 
поколений f1 и f2 от скрещиваний исходной линии 
SgE и fix– мутантов гороха

Скрещивание
(♀ × ♂)

F1 F2 χ2 
(3:1)Fix+ : Fix– Fix+ : Fix–

SGE × SGE-103 3 : 0 25 : 7 0,17

SGE-103×SGE 4 : 0 54 : 17 0,04

SGE-249 × SGE 9 : 0 103 : 37 0,15

SGE × SGE-249 5 : 0 36 : 16 0,92

SGE-268 × SGE 5 : 0 35 : 10 0,19

SGE × SGE-268 4 : 0 25 : 6 0,53

SGE-403 × SGE 7 : 0 45 : 16 0,05

SGE × SGE-403 3 : 0 26 : 10 0,15

Таблица 4 
анализ расщепления по фенотипу растений 
поколений f1 и f2 от скрещиваний исходной линии 
SgE и SgEfix–-9 мутанта гороха

Скрещивание 
(♀ × ♂)

F1 F2

χ2 
(9:3:3:1)Fix+ : Fix– Fix+ : Fix– : Nod+/– : 

Nod+/– Fix–

Fix––9 × SGE 6 : 0 90 : 39 : 24 : 17 7,694



СИМБИОГЕНЕТИКА

` экологическая генетика     ТОМ X   № 1   2012 ISSN 1811–0932

24

вании наблюдалась очень высокая частота возникнове-
ния потенциальных симбиотических мутантов — 2,17 % 
(45 мутантов на 2069 проанализированных растений 
М2). Эта частота превышает величины, описанные в 
ходе проведения других программ по мутагенезу гороха 
(Borisov et al., 1992; Duc, Messager, 1989; Engvild, 1987; 
Jacobsen, 1984; Kneen, LaRue, 1988; Sagan, Duc, 1996; 
Tsyganov et al., 1994). В то же время следует отметить, 
что не все потенциальные мутанты подтвердили стабиль-
ность проявления мутантного фенотипа в ряду поколе-
ний, что может объясняться, прежде всего, сложностью 
проявления симбиотических признаков, зависящих от 
взаимодействия генотипов макро- и микросимбионтов, а 
также сильного влияния окружающей среды на прояв-
ление данных признаков. Аналогичная картина наблюда-
лась и при анализе большой коллекции мутантов, инду-
цированных на основе сорта Finale (Engvild, 1987), при 
детальном анализе которой не для всех мутантов были 
подтверждены мутантные фенотипы (Novák, 2003).

В данном исследовании были выявлены мутанты по 
всем основным фенотипическим классам, известным 
для симбиотических мутантов (Sagan et al., 1994): Nod–, 
Nod+/–, Fix–. Не были получены только мутанты, форми-
рующие повышенное, по сравнению с исходной линией, 
количество клубеньков, так называемые суперклубень-
кообразующие мутантны (Nod++) (табл. 1).

Гибридологический анализ линии SGE-192 пока-
зал, что данный мутант несет мутации в двух несцеп-
ленных симбиотических генах, один из которых оп-
ределяет образование уменьшенного количества 
клубеньков (Nod+/– фенотип), а другой — формиро-
вание неэффективных клубеньков (Fix– фенотип) в от-
вет на инокуляцию клубеньковыми бактериями. Ранее 
в литературе были описаны случаи возникновения в 
геноме после экспериментального ЭМС-мутагене-
за мутаций в двух различных симбиотических генах. 
Так, гибридологический анализ мутанта гороха E135F 
(sym13), характеризующегося Fix– фенотипом, пока-
зал, что растения данной линии несут в гетерозиготе 
рецессивную мутацию в другом гене — sym14, опре-
деляющую Nod– фенотип (Kneen et al., 1990). После 
экспериментального ЭМС-мутагенеза растений Lotus 
japonicus (Regel.) K. Larsen была получена линия 
LjEMS40, которая несла мутации в двух несцеплен-
ных генах: Ljsym22 и Ljsym34. Установлено, что обе 
мутации характеризуются рецессивным проявлением. 
Мутация в гене Ljsym22, определяет Nod– фенотип, а 
мутация в гене Ljsym34 — формирование клубеньков, 
количество которых в несколько раз превышает число 
клубеньков у растений «дикого типа» (Nod++ фенотип) 
(Szczyglowski et al., 1998). Таким образом, методом ин-
дуцированного ЭМС-мутагенеза могут быть получены 
в одном геноме мутации в нескольких не сцепленных 
симбиотических генах, контролирующих различные 
стадии симбиотических взаимоотношений.

Большая часть мутантов, полученных в данном иссле-
довании, была распределена по 4 группам комплемента-
ции. Ранее по гену sym33 были описаны 2 мутации: у му-
танта SGEFix–-2 (Tsyganov et al., 1998), индуцированная 
c использованием линии SGE, а также у мутанта RisFixU, 
полученная на сорте Finale (Engvild, 1987; Borisov et al., 
2004). Для гена sym40 ранее была известна лишь одна 
уникальная мутация у мутанта SGEFix–-1 (Tsyganov et 
al., 1998), полученная на основе линии SGE. Для гена 
sym27 известны 2 мутации: у мутанта p12, индуцирован-
ная на сорте Frisson (Duc, Messager, 1989; Borisov et al., 
2004), и у мутанта RisFixQ, полученная на основе сорта 
Finale (Engvild, 1987; Borisov et al., 2004). Ранее были 
описаны 4 мутанта по гену sym25, все они были индуци-
рованы на сорте Frisson (Duc, Messager, 1989; Borisov 
et al., 2004).

Таким образом, нами были выявлены новые мутации 
в поздних симбиотических генах sym25, sym27, sym33 
и sym40. Данные мутации представляют большой ин-
терес для решения вопроса о возможной генотипичес-
кой специфичности мутагенеза. К настоящему времени 
программы по мутагенезу гороха были проведены с ис-
пользованием 7 генотипов (Borisov et al., 2004). При 
анализе распределения полученных с их использова-
нием мутаций по группам комплементации становится 
ясным, что часть групп комплементации представлена 
единичными, уникальными мутациями, выявленными 
лишь у одного генотипа. Также были выявлены груп-
пы комплементации, например sym5, sym29, sym34, 
представленные сериями независимых мутаций, но 
индуцированные лишь на одном генотипе (Borisov et 
al., 2004). В эту же группу попадали и мутации по гену 
sym25, однако в ходе данной работы была выявлена му-
тация в этом же гене, индуцированная на линии SGE. 
Поэтому представляется целесообразным проведение 
дальнейшего поиска новых симбиотических мутаций с 
использованием определенных генотипов (наиболее 
перспективными являются SGE и Frisson, для кото-
рых проведение мутационных программ продолжается 
в настоящее время) и вовлечение полученных новых 
мутантов в комплементационный анализ. Это позволит 
получить более представительные коллекции мутантов 
с использованием одного конкретного генотипа, что, в 
свою очередь, даст возможность ответить на вопрос о 
возможной генотипической специфичности мутагенеза 
в отношении симбиотических генов гороха.

В ходе данной работы проанализированные мутан-
ты были отнесены к ранее описанным группам ком-
плементации, при этом не было выявлено ранее не 
идентифицированных симбиотических генов гороха. 
Данный факт свидетельствует, по-видимому, о близости 
решения задачи — выявления полного круга симбио-
тических генов гороха, выявляемых методами экспери-
ментального мутагенеза. Таких генов, на сегодняшний 
день, обнаружено чуть более 40 (Borisov et al., 2004). 
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В то же время следует отметить, что в ходе детального 
и близкого к завершению комплементационного ана-
лиза коллекции симбиотических мутантов, индуциро-
ванных на сорте Finale (Engvild, 1987), проводимого 
в 3 различных лабораториях, было выявлено 9 ранее 
неидентифицированных генов гороха (Borisov et al., 
2004; Tsyganov et al., 2001; Novák, 2003). Генетический 
анализ коллекции мутантов, описываемой в данной ста-
тье, также еще не завершен, поэтому не исключено, что 
неописанные ранее симбиотические гены гороха еще 
будут обнаружены в ходе дальнейших исследований. 
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NovEL SErIES oS pEa SymbIotIc mutaNtS  
INDucED IN tHE SgE LINE

Tsyganov V. E., Voroshilova V. A., Rozov S. M.,  
Borisov A. Yu., Tikhonovich I. A.

Summary ` : using ethylmethansulphonate the chemical mutagen-

esis of the pea laboratory line SgE was performed. During analysis of 

425 families (2069 plants) of м2 progeny 45 putative mutants were 

selected, among them 30 mutants forming ineffective nodules (fix– 

phenotype), 13 mutantsunable to form nodules (Nod– phenotype), 

and 2 mutants forming a few nodules (Nod+/– phenotype). for 1 

Nod– and 5 fix– mutants monogenic inheritance and recessive phe-

notype manifestation were demonstrated. for fix–mutant SgEfix–

–9 an additional mutation leading to Nod+/– phenotype was shown. 

complementation analysis showed that the mutant phenotype of 

the SgEfix––5 line is caused by a mutation in the sym33 gene, of 

theSgEfix––6 linein the sym40 gene, of the SgEfix––7 line in the 

sym27 gene, and of the SgEfix––8 linein the sym25 gene.

k ` Ey WorDS: chemical mutagenesis; symbiotic mutants; symbi-

otic genes; nodulation; Pisum sativum L.
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