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ВВЕДЕНИЕ

Процесс фиксации молекулярного азота 
воздуха бобовыми растениями является резуль-
татом их симбиотического взаимодействия с 
бактериями родов Rhizobium, Sinorhizobium и 
Bradyrhizobium. У макро- и микросимбионтов 
имеются свои системы генов, контролирую-
щих формирование симбиоза и его функцио-
нирование, которые находятся в сложном взаи-
модействии друг с другом. В течение последних 
трех десятилетий много внимания было уделено 
исследованиям симбиотического процесса со 
стороны макросимбионта. При помощи со-
здания и изучения коллекций спонтанных и 
индуцированных симбиотических мутантов к 
настоящему времени у разных видов бобовых 
растений выявлено свыше 100 генов, мутации 
которых влияют на разные стадии становления 
и функционирования симбиоза. Самое боль-
шое число симбиотических генов, свыше 30, 
идентифицировано у гороха посевного (Pisum 
sativum L.), традиционного модельного объек-

та генетических исследований. Большинство 
из них определяют моногенный рецессивный 
характер наследования мутантных симбиотиче-
ских признаков, для многих из них установлена 
хромосомная локализация (LaRue, Weeden, 
1992; Сидорова, Ужинцева, 1992, 1994; Kneen 
et al., 1994; Sagan et al., 1994; LaRue et al., 1996; 
Сидорова, Шумный, 1997). Очевидно, что 
процесс нодуляции находится под контролем 
растения-хозяина, именно генотип растения 
определяет число формирующихся клубеньков, 
их размеры, морфологию и ультраструктуру 
бактероидной ткани. Способность формировать 
азотустойчивый симбиоз также зависит от ге-
нотипа макросимбионта.

Cпектр симбиотических мутантов растений 
включает несколько основных типов: бесклу-
беньковые (nod–), с ограниченной неустойчивой 
нодуляцией (nod+/–), с неэффективными клу-
беньками (nod+fi x–), с гипернодуляцией (повы-
шенным количеством клубеньков, в 2–4 раза 
выше нормы, высокой азотфиксацией и уме-
ренной устойчивостью к нитратам (Nod+fi x+), 
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суперклубеньковые (с избыточным количеством 
клубеньков, в 10–15 раз выше нормы, высокой 
азотфиксацией и высокой устойчивостью к 
нитратам, nod+++fi x++nts).

Последний тип мутантов представляет собой 
особый интерес, так как у него, очевидно, на-
рушен авторегуляционный контроль нодуляции, 
описанный у люцерны (Caetano-Anolles, Bauer, 
1988), затем изученный у суперклубенькового 
мутанта сои (Caetano-Anolles, Gresshoff, 1991; 
Gresshoff, 1993) и позднее в симбиотической 
системе горох – клубеньковые бактерии (Sagan, 
Gresshoff, 1995; Li et al., 2009). Суть его заклю-
чается в том, что в норме сформировавшиеся 
ранее клубеньки, когда их количество достигает 
определенного критического числа, сигналом 
в стебель, а затем ответным – из стебля в ко-
рень системно подавляют образование новых 
клубеньков в более молодых частях корневой 
системы, тем самым препятствуя избыточной 
нодуляции.

Факторы, влияющие на нодуляцию, могут 
продуцироваться в различных частях растений. 
При изучении симбиотических мутантов для 
установления места экспрессии генов, контро-
лирующих нодуляцию, метод прививок по типу 
«корень/стебель» одним из первых использовал 
Натман (Nutman, 1949, 1956). Он изучал взаимо-
действие с ризобиями химерных растений клеве-
ра лугового, надземная часть которых имела ге-
нотип мутантного типа, а корень – дикого типа и 
наоборот. Было установлено, что у этого вида от-
сутствие нодуляции (фенотип nod–), реализуемое 
при гомозиготности по аллелю r, определяется 
корнем. То есть химерные растения, имевшие 
корень дикого типа, формировали нормальные 
клубеньки, а растения, имевшие мутантный 
корень, были неспособны к нодуляции.

В последующем такие работы были прове-
дены на целом ряде культур. Было установлено, 
что фенотип nod– у изученных мутантов бобов, 
сои, фасоли и гороха в большинстве случаев 
определялся корнем, однако для гороха описан 
также контроль одновременно со стороны корня 
и стебля (Postma et al., 1988). Фенотип nod+/– в 
разных случаях определялся как корнем, так и 
стеблем. Фенотип fi x– у разных культур во всех 
изученных случаях зависел от корня. Супер-
клубеньковый фенотип nod+++ у первых иссле-
дованных мутантов сои зависел от стебля (Delves 

et al., 1986; Lee et al., 1991), затем был описан 
контроль этого признака со стороны корня, а 
также стебля и корня одновременно (Abd-Alla, 
2001; Ikeda, 2001). Точно так же у большинства 
изученных мутантов гороха признак суперноду-
ляции находится под контролем стебля (Sagan, 
Duc, 1996), однако для него отмечен и контроль 
этого признака со стороны корня (Postma et al., 
1988). У гороха описан случай, когда факторы, 
влияющие на нодуляцию, поступали в корень из 
семядолей (Phillips, 1971).

Таким образом, оказывается, что большин-
ство симбиотических генов бобовых экспрес-
сируются в корне и лишь немногие – в стебле, 
т. е. в данном случае контроль формирования 
симбиоза имеет системный характер. Как 
правило, такой контроль обнаруживается при 
изучении мутаций, вызывающих избыточную 
нодуляцию или, иначе, суперклубеньковость 
(фенотип nod+++).

В Институте цитологии и генетики СО РАН 
создана и поддерживается коллекция из 40 
константных симбиотических линий гороха 
М10–М12 поколений, представляющих все 
основные типы симбиотических мутаций 
(Сидорова, Шумный, 2003). Каждая линия 
создана на основе одного исходного мутант-
ного события. Кроме 40 мутантов, изолиро-
ванных непосред ственно по симбиотическим 
признакам в М2–М3 поколениях, в коллекции 
представлены мутанты М12–М17 поколений, 
которые были выделены по морфологиче-
ским признакам, а изменения в нодуляции и 
азотфиксации у них были обнаружены при 
дальнейшем изучении. 

Целью настоящей работы было установить, 
со стороны какого органа растения, корня или 
стебля осуществляется контроль нодуляции и 
азотфиксации разных типов симбиотических 
мутаций. Для этого были проведены экспери-
менты с использованием реципрокных прививок 
по типу «корень/стебель» или «стебель/корень» 
мутантов с их исходными формами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В опыты были включены 8 симбиотических 
мутантов М10–М12 поколений: бесклубень-
ковые (nod–) – К1005м, К20а; с отсутствием 
азотфиксирующей активности (nod+fi x–) – К287, 
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К1а; суперклубеньковые (nod+++fi x++nts) – К301, 
К10а, К12а, К22а, а также их исходные формы – 
сорта гороха Рамонский 77, Рондо и морфологи-
ческий мутант К511, обладающие нормальной 
нодуляцией и азотфиксацией (nod+fi x+).

Все мутанты были получены с использова-
нием метода химического мутагенеза. Супер-
клубеньковый мутант К301 (nod+++fi x+nts) и 
мутант с неэффективными белыми клубеньками 
К287 (nod+fi x–) были индуцированы из сорта 
гороха Рамонский 77 с использованием нитро-
зоэтилмочевины (НЭМ).

Бесклубеньковый мутант К20а (nod–) так-
же индуцирован из сорта Рамонский 77, но с 
использованием в качестве мутагена этилме-
тансульфоната (ЭМС).

Бесклубеньковый мутант К1005м (nod–) 
выделен из низкорослого мутанта К511, об-
ладающего нормальной нодуляцией (nod+), 
который ранее был получен из сорта Торсдаг 
при обработке семян ЭМС.

Мутант с неактивными клубеньками К1а 
(nod+fi x–), а также суперклубеньковые мутанты 
К10а, К12а и К22а (nod+++fi x++nts) индуциро-
ваны из сорта Рондо с использованием ЭМС. 
Вид корневой системы сорта Рондо и суперклу-
беньковых мутантов К10а и К22а представлен 
на рис. 1.

Все включенные в данную работу мутан-
ты представляют собой по отношению к их 
исходным формам моногенные рецессивные 
мутации. Мутанты К301 и К287 – с плейотроп-
ным эффектом. У суперклубенькового мутанта 
К301 в плейотропный комплекс входит признак 
фасциации стебля, у мутанта с неэффектив-
ными клубеньками К287 стебель с укорочен-
ными междоузлиями. Признак формы стебля 
наследуется у них вместе с симбиотическими 
признаками. С использованием суперклубень-
кового мутанта К301 идентифицирован и 
локализован на хромосомной карте гороха в V 
группе сцепления ген Nod4-nod4, рецессивный 

Рис. 1. Корни растений гороха. 

1 – сорт Рондо, 2 – суперклубеньковый мутант К10а (nod3), 3 – суперклубеньковый мутант К22а (nod6).
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аллель которого контролирует супернодуляцию 
(Сидорова, Ужинцева, 1992, 1994).

При проведении прививок за основу была 
принята методика, подробно описанная ис-
следователями из Нидерландов (Postma et al., 
1988). Семена мутантов и их исходных форм 
проращивали в предварительно прокаленном 
кварцевом песке, увлажняя его прокипяченной 
водопроводной водой. Операции прививок про-
водили, когда проростки достигали 4–5 см в вы-
соту методом клиновидной прививки с разрезом 
в области эпикотиля. Подвой и привой удержи-
вали вместе с помощью пластиковых трубочек 
длиной до 1 см, аккуратно надвигаемых на 
область прививки со стороны подвоя (рис. 2). 
После проведения прививок растения, обвер-
нутые влажной фильтровальной бумагой, не-
сколько дней выдерживали в условиях 100 %-й 
влажно сти в пластиковых контейнерах. 

Для определения влияния самой операции 
прививки на нодуляцию и азотфиксацию в 

Рис. 2. Химерные растения гороха в первые сутки после прививки.

качестве контроля использовали привитые 
растения, для получения которых в качестве 
привоя и подвоя использовали разные растения 
одного мутанта или сорта, т. е. прошедшие через 
прививки «сам на себя».

Инокуляцию клубеньковыми бактериями 
проводили перед высадкой химерных расте-
ний на постоянное место выращивания, ис-
пользуя штамм 250а Rhizobium leguminosarum, 
любезно предоставленный нам Всероссий-
ским научно-исследовательским институтом 
сельскохозяй ственной микробиологии (Санкт-
Петербург).

Растения выращивали в теплице на субстрате 
из смеси керамзита с вермикулитом, в стеллажах 
и в сосудах. В стеллажах использовали стан-
дартный для гидропонных теплиц питательный 
раствор (Чесноков, Базырина, 1957). При вы-
ращивании в сосудах вносили стартовую дозу 
азота только в начальный период роста в коли-
честве 20 % от полной нормы. Режим освещения 
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день/ночь – соответственно 16/8 ч. Температура 
20–22 °С днем и 15–17 °С ночью.

Анализ нодуляции и оценку азотфиксиру-
ющей способности проводили в стадии начала 
цветения растений. Активность нитрогеназы 
определяли ацетиленовым методом (Hardy et al., 
1968) на газовом хроматографе «Цвет-500». 

Таблица 1
Характер нодуляции и азотфиксации у химерных растений, полученных в результате 
реципрокных прививок между симбиотическими мутантами и их исходными формами, 

а также прививок «сам на себя» и орган, контролирующий их формирование

Стебель/корень Изучено 
растений

Тип нодуляции 
и азотфиксации

Контроль формирования 
симбиотических признаков

Бесклубеньковые мутанты (nod–)
К20а/К20а 13 К20а
Рамонский 77/К20а 17 К20а корень
К20а/Рамонский 77 19 Рамонский 77 корень
К1005м/К1005м 7 К1005м
К511/К1005м 12 К1005м корень
К1005м/К511 11 К511 корень

Мутанты с неэффективными клубеньками (nod+fix–)
К287/К287 18 К287
Рамонский 77/ К287 15 К287 корень
К287/Рамонский 77 16 Рамонский 77 корень
К1а/К1а 9 К1а
Рондо/К1а 19 К1а корень
К1а/Рондо 19 Рондо корень

Суперклубеньковые мутанты (nod+++fix++nts)
К10а/К10а 4 К10а
Рондо/К10а 12 К10а корень
К10а/Рондо 7 Рондо корень
К12а/К12а 13 К12а
Рондо/К12а 13 К12а корень
К12а/Рондо 16 Рондо корень
К22а/К22а 5 К22а
Рондо/К22а 10 Рондо стебель
К22а/Рондо 18 К22а стебель
К301/К301 18 К301
Рамонский 77/К301 20 Рамонский 77 стебель
К301/Рамонский 77 17 К301 стебель

Исходные формы (nod+fix+)
Рамонский 77/Рамонский 77 15 Рамонский 77
Рондо/Рондо 16 Рондо
К511/К511 14 К511

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение нодуляции и азотфиксации у хи-
мерных растений, полученных в результате ре-
ципрокных прививок симбиотических мутантов 
с их исходными формами, а также растений, про-
шедших через прививки «сам на себя» (табл. 1), 
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показало, что у бесклубеньковых мутантов 
К1005м и К20а (nod–), а также у мутантов с не-
активными клубеньками К287 и К1а (nod+fi x–) 
симбиотические признаки контролируются кор-
нем. На основании этого можно предположить, 
что гены, мутации которых определяют эти 
симбиотические признаки в данных случаях, 
экспрессируются в корне. Эти результаты со-
гласуются с многочисленными литературными 
данными, в которых у гороха и других бобовых 
культур отмечен контроль формирования этих 
симбиотических признаков со стороны корня.

У суперклубеньковых мутантов К301 и К22а 
(nod+++fi x++nts) проявление признака суперноду-
ляции зависит от стебля. Таким образом, гены, 
мутации которых приводят к супернодуляции в 
этом случае, предположительно экспрессируются 
в стебле, а контроль признака имеет системный 
характер и, скорее всего, связан с нарушением 
механизма авторегуляции нодуляции.

У суперклубеньковых мутантов К10а и К12а, 
напротив, характер нодуляции зависит от кор-
ня. Можно предположить, что у них мутации, 
определяющие признак супернодуляции, экс-
прессируются в корне, а не в стебле.

Сама операция прививки не оказывала вли-
яния на характер нодуляции, а также наличие 
или отсутствие азотфиксирующей активности 
клубеньков у растений мутантов и сортов, 
хотя и приводила к некоторому снижению их 
числа по сравнению с обычно наблюдаемым 
у растений того же мутанта или сорта при тех 
же условиях выращивания, что можно объяс-
нить ослаблением растений после операции 
и затратами ассимилятов на восстановление 
поврежденных тканей.

В рамках программы по выявлению симби-
отических генов нами ранее были проведены 
скрещивания изучаемых в данной работе 
мутантов как с исходными сортами, так и фе-
нотипически сходных мутантов между собой 
на аллелизм с привлечением в исследования 
симбиотических мутантов из американской кол-
лекции, маркированных разными sym-генами, а 
также скрещивания между мутантами разных 
типов. Было установлено, что мутанты К10а 
и К12а аллельны по мутантному гену, опреде-
ляющему супернодуляцию. Эти же мутанты 
оказались аллельными с суперклубеньковым 
мутантом nod3 из американской коллекции. 

Следует отметить, что наши суперклубеньковые 
мутанты были индуцированы на четыре года 
раньше, чем мы получили мутант nod3 из США. 
Было сделано заключение, что мутанты К10а 
и К12а, контролирующие супернодуляцию, 
представляют собой новый аллель гена nod3. 
Для мутанта nod3 в опытах с вегетативными 
прививками по типу «корень/стебель» иссле-
дователями из Нидерландов был установлен 
контроль нодуляции со стороны корня (Postma 
et al., 1988). Таким образом, наши данные под-
держивают сделанные ими выводы.

Другой суперклубеньковый мутант, К22а, 
также полученный из сорта Рондо, у которого 
признак супернодуляции оказался под контро-
лем стебля, как и у суперклубенькового мутанта 
К301, полученного из сорта Рамонский 77, по 
нашим данным, является неаллельным с мутан-
тами nod3 (K10a, K12a) и nod4 (К301). Мутация 
у него была обозначена символом nod6, ген 
локализован в VII группе сцепления (Sidorova 
et al., 2003). Очевидно, что гены nod4 (К301) и 
nod6 (К22а), с одной стороны, и ген nod3 (К10а, 
К12а), с другой стороны, контролируют разные 
механизмы и/или этапы формирования призна-
ка супернодуляции у гороха.

Многочисленные исследования свидетель-
ствуют о том, что фитогормоны участвуют в 
формировании и развитии клубеньков, а ино-
куляция бобовых клубеньковыми бактериями 
меняет их гормональный статус (Hirsch, Fang, 
1994; Павлова, Лутова, 2000; Stougaard, 2000). 
В частности предполагается, что ауксин играет 
особую роль в механизме авторегуляции клу-
бенькообразования и формировании признака 
супернодуляции у бобовых (Gresshoff, 1993). 
Эти выводы подтверждаются и данными по 
изучению уровней фитогормонов у разных 
типов симбиотических мутантов из нашей 
коллекции (Холодарь и др., 2001). По нашим 
данным, мутант К301 (nod4), у которого признак 
супернодуляции находится под контролем стеб-
ля, в фазу цветения по содержанию ауксина в 
корнях превышал исходный сорт Рамонский 77 
в 10 раз (154,5 ± 35,0 и 15,0 ± 2,0 нг/г сырой ве-
гетативной массы корня соответственно). Со-
держание ауксина в корнях в ту же фазу цвете-
ния у мутанта К10а (nod3), у которого признак 
супернодуляции определяется корнем, было 
практически на уровне его исходного сорта 
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Рондо (900 ± 100 и 950 ± 250 нг/г сырой массы 
корня соответственно). Следует отметить, что у 
мутантов К301 и К10а существенно отличались 
и сами величины этого показателя.

Наличие плейотропного эффекта у мутантов, 
у которых кроме нодуляции изменена форма 
стебля, а также особенностей мутантов, уста-
новленных при реципрокных прививках их с 
исходными сортами, объясняет появление в F2 
при скрещивании между собой мутантов раз-
ного типа, представляющих интерес в генети-
ческом отношении – двойных рецессивов. Так, 
в результате скрещивания суперклубенькового 
мутанта К301, имеющего фасциированный 
стебель, с мутантом К287 с неэффективными 
белыми клубеньками и компактным стеблем в 
F2 выщеплялись растения, которые имели фас-
циированный стебель, такой же, как у мутанта 
К301, и белые неэффективные клубеньки, как 
у мутанта К287. При скрещивании суперклу-
бенькового мутанта К301 с бесклубеньковым 
мутантом К1005м двойные рецессивы в F2 
имели следующий фенотип – фасциированный 
стебель и отсутствие клубеньков (табл. 2).

Реципрокные прививки и скрещивания сим-
биотических мутантов разных типов позволяют 
изучать контроль формирования симбиотиче-
ских признаков и взаимодействие разных сим-
биотических генов в одном генотипе.

Работа частично финансировалась по про-
грамме Президиума РАН № 25 подпрограммы 
11.9.  «Биоразнообразие и динамика генофон-
дов», проект № 26.27.3
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STUDY OF SYMBIOSIS FORMATION CONTROL IN PEA MUTANTS 
BY THE VEGETATIVE GRAFT METHOD

E.Yu. Vlasova, K.K. Sidorova, M.N. Glyanenko, T.M. Mishchenko

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia, 
e-mail: sidorova@bionet.nsc.ru

Summary

Eight symbiotic mutants of pea (Pisum sativum L.) induced by chemical mutagenesis have been studied by 
the vegetative graft method in a «stem/root» manner. It has been found that symbiotic traits are controlled 
by the root in nonnodulating mutants K20a and K1005m, mutants with ineffective nodules K287 and K1a 
and supernodulating mutants K10a and K12a. In contrast, in supernodulating mutants K301 and K22a 
these traits are controlled by the stem. It is concluded that different mechanisms control supernodulation in 
supernodulating mutants K10a and K12a, on the one hand, and K301 and K22a, on the other hand. 

Key words: pea, Pisum sativum, symbiotic mutants, nodulation, nitrogen fixation, vegetative grafts.


