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Статья обобщает современные данные по методам, результатам и проблемам генетиче-
ского картирования генов гороха посевного (Pisum sativum L.), участвующих в развитии и регу-
ляции арбускулярно-микоризного и бобово-ризобиального симбиозов. С помощью мутационного 
анализа у модельных и сельскохозяйственно ценных бобовых выявлено множество регуляторных 
симбиотических генов (Sym-генов), в частности у гороха — более 40 Sym-генов. Некоторые из 
них клонированы и секвенированы, для различных видов бобовых показано структурное и функ-
циональное сходство ортологичных Sym-генов. Их функции разнообразны и включают контроль 
рецепции сигнальных молекул микросимбионта, активации сигнального каскада, общего для бо-
бово-ризобиального и арбускулярно-микоризного симбиозов, и последующих транскрипционных 
изменений в коре корня. Для идентификации последовательностей генов гороха, затронутых му-
тациями, применяют подход, основанный на сравнительном генетическом картировании и поиске 
генов-кандидатов в геноме близкородственного бобового растения люцерны слабоусеченной 
(Medicago truncatula Gaertn.). На сайте http://www.phytozome.net (D.M. Goodstein с соавт., 2012) 
представлено текущее состояние работы по секвенированию генома люцерны в формате совре-
менного геномного браузера, что облегчает поиск гомологичных генов и анализ последовательно-
стей генов-кандидатов. Высокое сходство геномов гороха и люцерны позволяет создавать гено-
специфичные молекулярные маркеры на основе последовательностей генов люцерны, сопостав-
лять полученные генетические карты гороха с геномом люцерны и (в случае нахождения мутаций 
со сходным фенотипическим проявлением) клонировать гены гороха. На настоящий момент боль-
шинство известных Sym-генов гороха картированы в геноме, что позволило идентифицировать у го-
роха последовательности 14 симбиотических генов. В частности, авторам настоящего обзора уда-
лось секвенировать гены гороха Sym35 (гомолог NIN лядвенца японского Lotus japonicus (Regel.) 
K. Larsen) (A.Y. Borisov с соавт., 2003), Sym37 (гомолог NFR1 лядвенца) (V.A. Zhukov с соавт., 
2008), Sym33 (гомолог IPD3 люцерны слабоусеченной) (E. Ovchinnikova с соавт., 2011), Cochleata 
(гомолог NOOT люцерны слабоусеченной) (J.M. Couzigou с соавт., 2012). В последние годы, с 
развитием современных технологий секвенирования следующего поколения (Next Generation Se-
quencing — NGS) и массового генотипирования, прослеживается лавинообразное накопление 
данных по картированию геноспецифичных маркеров у гороха. Насыщение генетической карты 
маркерами, несомненно, упростит работу по картированию симбиотических генов и выявлению 
их последовательностей, что поможет расширить понимание того, как функционирует система 
генов гороха, контролирующих взаимодействие с полезными почвенными микроорганизмами. 
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Взаимовыгодные (мутуалистические) взаимодействия с микроорга-
низмами обусловили эволюционно успешную стратегию наземного образа 
жизни растений (1, 2). Преимущества, приобретаемые растениями в ре-
зультате вступления в симбиоз, заключаются в облегчении минерального 
питания и усилении защиты от патогенов и абиотических стрессов (3, 4). 
Самый распространенный эндосимбиоз, характерный для 80-90 % назем-
ных растений, — арбускулярная микориза (АМ), или симбиоз с грибами 
отдела Glomeromycota. АМ обеспечивает ассимиляцию питательных (в ос-
новном фосфор- и азотсодержащих) веществ из почвы (4). Среди азот-
фиксирующих растительно-микробных симбиозов наиболее известен сим-
биоз между растениями семейства Бобовые (Fabaceae) и клубеньковыми 
бактериями, или ризобиями (альфа-, бета- и гаммапротеобактериями). 
При формировании бобово-ризобиального симбиоза (БРС) на корнях рас-
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тений развиваются специализированные структуры — клубеньки, заселен-
ные бактериями, фиксирующими атмосферный азот (3). АМ и БРС имеют 
немало общих черт, указывающих на их эволюционное родство (5, 6). Для 
обоих типов симбиозов характерна высокая степень генетической и мета-
болической интеграции партнеров. Развитие АМ и БРС включает ряд чет-
ко взаимосвязанных молекулярных и клеточных процессов у партнеров с 
постоянным обменом сигналами и метаболитами (6, 7).  

Для изучения механизмов, лежащих в основе формирования и 
функционирования мутуалистических растительно-микробных симбиозов, 
широко применяют экспериментальный мутагенез. В частности, получе-
ны обширные коллекции мутантов бобовых, позволившие идентифициро-
вать несколько десятков регуляторных симбиотических генов (8-11), или 
так называемых Sym-генов (от англ. symbiosis — симбиоз) (12). Многие из 
них клонированы и секвенированы, и для различных видов бобовых пока-
зано структурное и функциональное сходство ортологичных Sym-генов. 
Функции этих генов разнообразны и включают контроль рецепции сиг-
нальных молекул микросимбионта, активацию общего (для БРС и АМ) 
сигнального каскада (ОСК) и последующих транскрипционных измене-
ний в коре корня (6, 7, 13).  

Горох посевной (Pisum sativum L.) относится к важнейшим бобовым 
сельскохозяйственным культурам в России и в мире (14). У гороха полу-
чено более 100 независимых мутантов, несущих мутации в 44 Sym-генах, 
приводящие к нарушению развития БРС (реже АМ) (1, 8, 9, 15-21). Од-
ним из перспективных способов установления последовательности таких 
генов считается их точная локализация на генетической карте и последую-
щее клонирование на основании поиска генов-кандидатов в геноме мо-
дельных бобовых растений люцерны слабоусеченной Medicago truncatula 
Gaertn. и лядвенца японского Lotus japonicus (Regel.) K. Larsen (8, 22-24).  

Цель настоящей статьи — представить обзор современных данных 
по генетическому картированию Sym-генов гороха, включая результаты, 
полученные во Всероссийском НИИ сельскохозяйственной микробиоло-
гии (ВНИИСХМ). 

М е т о д о л о г и я  г е н е т и ч е с к о г о  к а р т и р о в а н и я. Генети-
ческое картирование базируется на методах классической генетики — 
определении групп сцепления и частот рекомбинации. Единицей измере-
ния расстояний между генами служат проценты рекомбинации, или сан-
тиморганы (сМ) (25). Построение генетических карт проводится на осно-
вании статистической обработки массива данных, соответствующих рас-
щеплению по аллельным состояниям маркеров в определенном поколении 
после проведения скрещивания. Для этого разработано не менее десятка 
программных средств, например, MAPMAKER 3.0, MapL98, JoinMap 4.1 и 
многие другие (26-30). 

Для генетического картирования генов гороха используются мор-
фологические и молекулярные маркеры (белковые и ДНК-маркеры). Со-
здание масштабных генетических карт с высоким разрешением стало воз-
можным лишь с вовлечением в генетический анализ ДНК-маркеров (31). 
За последние 25 лет с применением молекулярных маркеров были созданы 
различные варианты генетических карт генома гороха (22, 32-43).  

Для работы по картированию генов гороха, идентифицированных с 
помощью экспериментального мутагенеза, наиболее подходящими пред-
ставляются геноспецифичные маркеры, основанные на амплификации фраг-
ментов экспрессирующихся последовательностей (так называемые EST-
маркеры — от англ. expressed sequence tag). Известная последовательность 
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EST используется для дизайна праймеров. Если детекция аллельного со-
стояния продукта амплификации осуществляется посредством воздействия 
эндонуклеазой рестрикции, сайт узнавания которой совпадает с сайтом од-
нонуклеотидного полиморфизма, то маркеры относят к типу CAPS (от англ. 
cleaved amplified polymorphic sequences). Аллельный полиморфизм таких 
маркеров проявляется в виде разного числа и размера рестрикционных 
фрагментов при электрофорезе в агарозном геле (44).  

Применение геноспецифичных маркеров для картирования у бобо-
вых растений позволяет эксплуатировать феномен синтении геномов для 
переноса данных, получаемых для модельных бобовых (лядвенец, люцер-
на), на экономически значимые сельскохозяйственные культуры, к кото-
рым относится и горох посевной (24, 45). Под термином «синтения» пони-
мают одинаковый порядок следования гомологичных генов на хромосомах 
различных видов. Если этот порядок наблюдается лишь в пределах класте-
ров из нескольких близко расположенных генов, то имеет место микросин-
тения, если же такая закономерность характерна для целых хромосом или 
их протяженных участков, то употребляют термин «макросинтения». 

Исследования, направленные непосредственно на создание новых 
геноспецифичных маркеров и построение генетических карт с их исполь-
зованием у бобовых, подтвердили наличие как макро-, так и микросинте-
нии их геномов (22, 40). Обнаружение высокой синтении геномов у гороха 
и люцерны слабоусеченной стало новым стимулом для развития генетики 
гороха, в особенности после успешного секвенирования генома люцерны. 
Высокое сходство геномов позволяет использовать знания о генах люцер-
ны для изучения генов гороха, создания геноспецифичных маркеров и 
клонирования генов в случае нахождения гомологичных мутаций (то есть 
мутаций со сходным фенотипическим проявлением) (24). На сайте Plant 
Comparative Genomics portal of the Department of Energy’s Joint Genome 
Institute (США, http://www.phytozome.net) (46) представлено текущее со-
стояние работы по секвенированию генома люцерны в формате современ-
ного геномного браузера, что облегчает поиск гомологичных генов и ана-
лиз генов-кандидатов. 

Генетическое картирование как инструмент для  иден-
тификации  последовательностей симбиотических  генов  го -
роха. За последние 10 лет во ВНИИСХМ был создан набор из более чем 
100 геноспецифичных молекулярных маркеров для картирования Sym-ге-
нов, локализованных во всех группах сцепления у гороха. Для создания 
молекулярных маркеров использовали EST, позиция которых в геноме 
известна из данных литературы (так называемые якорные маркеры — от 
англ. anchor markers).  

На основании полученных из базы данных National Center for 
Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) нуклеотид-
ных последовательностей выбранных EST были созданы олигонуклеотид-
ные праймеры для проведения ПЦР и амплификации целевых фрагментов 
ДНК у различных генетических линий гороха. С использованием создан-
ного набора маркеров была впервые определена или уточнена локализация 
десяти симбиотических генов (20, 47, 48). На рисунке представлена обоб-
щенная схема, суммирующая все данные по картированию симбиотиче-
ских генов гороха, включая полученные во ВНИИСХМ (9, 20, 47, 48, 49).  

Результаты генетического картирования мутантных генов с исполь-
зованием геноспецифичных маркеров позволили идентифицировать после-
довательности 13 Sym-генов гороха. Многие из них были определены од-
новременно с последовательностями ортологичных генов других бобовых, 
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Позиции симбиотических (Sym) генов гороха (P. sativum L.) на генетической карте: I-VII — 
номер группы сцепления гороха. В скобках указана позиция гена Sym17, требующая допол-
нительного подтверждения (50). Черным цветом обозначены гены, положение которых 
определено или подтверждено во Всероссийском НИИ сельскохозяйственной микробиоло-
гии (г. Санкт-Петербург), серым — гены, локализованные другими исследователями. Взаим-
ное расположение следующих генов не определено: Coch—Sym38, Sym16—Sym27, Sym14—
Sym22, Sym11—Sym13, Sym15—Sym29. 
 

включая модельные виды (20, 48, 51-57). Обобщенная схема определения 
последовательности гена гороха включала четыре этапы: локализацию гена 
на генетической карте гороха; поиск известных генов в синтенном регионе 
генома модельного бобового (Medicago truncatula или Lotus japonicus); отбор 
генов-кандидатов на роль гомологов искомого гена гороха на основании 
сравнения фенотипа мутантов гороха и модельного бобового; амплифика-
цию и секвенирование последовательности гороха с использованием прай-
меров, созданных на основе последовательности гена-кандидата модельно-
го бобового (8). 

Последовательности семи генов гороха идентифицированы во 
ВНИИСХМ, в том числе в сотрудничестве с ведущими лабораториями 
мира. В частности, ген Sym33 был секвенирован на основании гомологии 
с геном люцерны слабоусеченной IPD3 (56), ген Sym35 — на основе го-
мологии с геном лядвенца японского NIN (52), ген Sym37 — гомологии с 
геном NFR1 (54). Эти гены кодируют соответственно белок, взаимодей-
ствующий с кальций/кальмодулин-зависимой киназой (центральный ком-
понент ОСК); специфичный для БРС транскрипционный фактор, зависи-
мый от ОСК; рецептор бактериального сигнала (Nod-фактора) (6). Было 
установлено, что ген гороха Sym40 — гомолог ранее известного гена, коди-
рующего транскрипционный фактор из группы факторов этиленового отве-
та EFD у люцерны (48), а мутация, соответствующая гену Sym41, представ-
ляет собой слабое аллельное состояние другого симбиотического гена горо-
ха — Sym19, кодирующего рецепторную киназу (компонент ОСК) (20). 
Также недавно показано, что ортологичные гены Cochleata и NOOT, управ-
ляющие активностью клубеньковой меристемы, — это гомологи генов BOP1 
и BOP2 Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn., вовлеченных в морфогенез листьев и 
цветков (57). Все шесть перечисленных генов гороха были секвенированы 
на основании результатов генетического картирования. Исключение состав-
ляет ген Sym34 с неизвестной локализацией, который секвенирован на ос-
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новании гомологии с геном люцерны слабоусеченной NSP1 (ген общего для 
БРС и АМ транскрипционного фактора, зависимого от ОСК), предполо-
женной лишь на основании фенотипа мутанта гороха (21).  

Таким образом, у гороха на настоящий момент известны нуклео-
тидные последовательности 14 Sym-генов, что составляет лишь треть от 
идентифицированных с помощью мутационного анализа, то есть многие 
гены еще предстоит картировать и секвенировать. 

Те хнологии  « следующего  п о к о л е н и я »  и  п е р с п е к т и -
в ы. В последние годы с развитием технологий секвенирования следующего 
поколения и массового генотипирования происходит лавинообразное накоп-
ление данных по картированию геноспецифичных маркеров у гороха. Так 
называемые технологии секвенирования «следующего поколения» (next gen-
eration sequencing — NGS) позволяют с высокой скоростью прочитывать 
огромное число фрагментов, что делает возможным анализ полиморфизма 
тысяч последовательностей, рассматриваемых в качестве потенциальных 
маркеров. Массовое генотипирование, осуществляемое, например, с помо-
щью микрочипов GoldenGate («Illumina», США), делает возможным едино-
временный анализ до нескольких тысяч создаваемых маркеров. С использо-
ванием этих подходов в последние два года на генетическую карту гороха 
были нанесены несколько тысяч геноспецифичных маркеров (43).  

Безусловно, работа по генетическому картированию симбиотиче-
ских генов гороха будет значительно облегчена после секвенирования ге-
нома P. sativum. Пока, однако, горох, как и многие другие бобовые культу-
ры, ожидает своего шанса пополнить список видов с секвенированным ге-
номом (58), и секвенирование ограничивается его транскриптомом (59-62).  

Итак, использование геноспецифичных маркеров для картирования 
у бобовых растений позволяет использовать феномен синтении геномов 
для переноса данных, получаемых для модельных бобовых (лядвенец, лю-
церна), на экономически значимые сельскохозяйственные культуры, к ко-
торым относится и горох посевной. Создание новых, «межвидовых» марке-
ров (то есть полученных на основе пар ортологичных генов у различных 
бобовых растений) и насыщение генетической карты гороха, очевидно, 
способны значительно помочь при осуществлении сборки полного генома 
гороха на основании результатов секвенирования следующего поколения 
(NGS). В свою очередь, картирование симбиотических генов и выявление 
их последовательностей поможет расширить понимание того, как функци-
онирует система генов гороха, контролирующих взаимодействие с полез-
ными почвенными микроорганизмами. 
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A b s t r a c t  
 

This article presents a review of current data on genetic mapping of pea (Pisum sativum L.) 
genes participating in development and regulation of arbuscular-mycorrhizal and legume-Rhizobial 
symbioses. By means of mutational analysis several regulatory symbiotic genes (Sym-genes) were 
identified in model and crop legumes, particularly, among them more than 40 pea Sym-genes. Some 
of them are already cloned and sequenced, and structural and functional similarity was demonstrated 
for orthologous Sym-genes in different legume species. The functions of these genes are diverse and 
include the control of perception of the microsymbiont’s signal molecules, activation of the signal 
cascade (which is common for both legume-rhizobial and arbuscular-mycorrhizal symbioses), and 
consequent transcriptional changes in root cortex. To identify the sequence of mutated pea genes, an 
approach is used that is based on comparative genetic mapping and search for candidate gene in the 
genome of closely related legume plant barrel medic (Medicago truncatula Gaertn.). The web site 
www.phytozome.net (D.M. Goodstein et al., 2012) presents the current state of the barrel medic’s 
genome sequencing in the form of genome browser, which facilitates the search for homologous 
genes and the sequence analysis of candidate genes. Significant similarity of pea and barrel medic 
genomes allows development of gene-based molecular markers, comparison of obtained pea genetic 
map with M. truncatula genome, and pea gene cloning after finding mutations with similar phenotyp-
ic manifestation. Currently, most of pea Sym-genes are mapped in genome; that resulted in identifi-
cation of the sequences of 14 symbiotic genes. In particular, authors of the present review were able 
to sequence the pea genes Sym35 — the homologue of NIN of Lotus japonicus (Regel.) K. Larsen 
(A.Y. Borisov et al., 2003), Sym37 — the homologue of NFR1 of L. japonicus (V.A. Zhukov et al., 
2008), Sym33 — the homologue of IPD3 of barrel medic (E. Ovchinnikova et al., 2011), Coch-
leata — the homologue of NOOT of barrel medic (J.M. Couzigou et al., 2012). In recent years, con-
sidering the development of modern technologies of Next Generation Sequencing and massive geno-
typing, an avalanche of data on mapping pea gene-based data is being accumulated. Saturation of 
pea genetic map with markers, undoubtedly, will facilitate mapping of symbiotic genes and identifi-
cation of their sequences; this will help to broaden the understanding of how the system of genes, 
which control interactions with beneficial soil microorganisms, functions in pea. 
 

Keywords: legumes, legume-rhizobial symbiosis, arbuscular mycorrhiza, symbiotic plant 
genes, genetic mapping, synteny, gene-based molecular markers. 
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