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РЕСТРИКЦИОННЫЙ АНАЛИЗ И ЛОКАЛИЗАЦИЯ 
ФРАГМЕНТА ХРОМОСОМЫ Bacillus subtilis, 
ЧАСТИЧНО СУПРЕССИРУЮЩЕГО МУТАЦИИ В ГЕНАХ 
recB recC Escherichia coli 

Φ. Ш. Гизатуллин, Б. И. Барабанщиков 

Введение. Мутации в генах recB recC Е. coli приводят к снижению 
активности АТФ-зависимой ДНКазы и нарушению процессов репара-
ции и гомологичной рекомбинации [1, 2]. Аналогичные мутации описа-
ны и для Вас. subtilis [3, 4], однако с биохимической и генетической 
точек зрения они изучены менее полно по сравнению с мутациями 
E. со IL 

Ранее мы сообщили, что нам удалось клонировать в плазмиде 
pBR322 фрагмент хромосомы Вас. subtilis, полностью восстанавливаю-
щий экзонуклеазную активность АТФ-зависимой ДНКазы клеток Е. co-
li гесВ21 гесС22. Присутствие гибридной плазмиды pKUl повышало 
устойчивость мутантных клеток к митомицииу, но практически не 
влияло на частоту рекомбинации при конъюгации [5]. В данной ра-
боте приведены результаты по дальнейшей характеристике клониро-
ванного фрагмента, установлению его местоположения на хромосоме 
Вас. subtilis и комплементации описанных ранее для данного микро-
организма мутаций гесЕ5 [3] и гесН342 [4], снижающих активность 
АТФ-зависимой ДНКазы и нарушающих процессы репарации и ре-
комбинации. 

Материалы и методы. В работе использованы штаммы Вас. subtilis 168 (прото-
троф), SB-25 (recH342), ІА334 (гесЕд), QB934 (tre glyB argC trpC), а также штаммы 
Е. coli JC5519 (recB21 recC22), JC1583 (recB21 recC22 sbcB). 

Хромосомную ДНК выделяли по Мармуру [6], плазмидную — щелочным мето-
дом [7]. Трансформацию клеток Е. coli плазмидами проводили по Коэну [8], получе-
ние компетентных клеток Вас. subtilis — по модифицированному методу Спицайзена 
[6], трансдукцию фагом AR9 — по [9]. 

Активность АТФ-зависимой ДНКазы определяли по [5]. 
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Рестрикцию и лигирование ДНК-электрофорез в 0,8 %-ном лгарозном геле, пе-
ренос ДНК на нитроцеллюлозные фильтры, блот-гибридизацию осуществляли, как 
описано в [10]. 

Результаты и обсуждение. Плазмида pKUl, введение которой в 
клетки мутанта recB recC E. coli восстанавливало активность АТФ-
зависимой ДНКазы и частично супрессировало мутантный фенотип, 
содержала фрагмент хромосомы Вас. subtilis [5]. На рис. 1 представ-
лены результаты гибридизации по Саузерну Д Н К плазмиды pKUl и 

Рис. 1. Радиоавтограф, полученный после гибридизации 32Р-меченной плазмиды pKUl 
с ДНК Вас. subtilis, расщепленной рестриктазой SalGI: / — ДНК плазмиды pKUl; 2 — 
ДНК Вас. subtilis 
Fig. 1. Hybridization of plasmid pKUl with Вас. subtilis chromosomal DNA: 1 — plasmid 

pKUl digested with SalG 1, 2 — chromosomal DNA digested with SalGI 
Рис. 2. Рестрикционная карта плазмиды pKUl (закрашен встроенный фрагмент хро-
мосомы Вас. subtilis) 
Fig. 2. Restriction enzyme map of plasmid pUKl (the thick line indicate the chromoso-
mal fragment) 

хромосомной Д Н К из клеток Вас. subtilis, которые четко показывают, 
что данная плазмида действительно содержит фрагмент хромосомы 
Вас. subtilis. 

Рестрикциониый анализ плазмиды pKUl, результаты которого сум-
мированы на рис. 2, позволил установить, что размер плазмиды сос-
тавляет 11,3 тысяч пар оснований (т. п. о.), а клонированный в ней 
фрагмент хромосомы Вас. subtilis равен 6,9 т. п. о. и содержит по 
одному сайту для рестриктаз EcoRI и PstIi два сайта — ClaI и три — 
HindIII. В векторной части плазмиды имеется уникальный сайт для 
рестриктазы SalGI. 

Плазмида pKUl содержит оті плазмиды ColEI и поэтому в клет-
ках Вас. subtilis не может реплицироваться, что затрудняет ее ис-
пользование для поиска и комплементации мутантов Вас. subtilis со 
сниженной активностью экзонуклеазы V. 

Наличие в плазмиде pKUl протяженного района (6,9 т. п. о.), го-
мологичного хромосомной ДНК, позволило применить ее в качестве 
интегративного вектора, поскольку было показано, что в клетках Вас. 
subtilis часто происходит встраивание клонированного фрагмента в 
гомологичный участок хромосомы [11]. Однако использование плазми-
ды pKUl в качестве интегративного вектора осложнялось тем обсто-
ятельством, что находящийся в плазмиде ген устойчивости к ампи-
циллину экспрессировался только в клетках Е. coli и не проявлялся 
в клетках Вас. subtilis [12]. Это лишало плазмиду удобного селектив-
ного маркера, позволяющего следить за передачей клонированного 
фрагмента хромосомы Вас. subtilis. Для устранения данного затруд-
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нения было решено встроить в плазмиду pKUl ген устойчивости к 
хлорамфениколу, находящийся в плазмиде рС194у который нормально 
экспрессируется как в клетках Е. coli, так и в клетках Вас. subtilis. 

Д Н К плазмиды рС194 обрабатывали рестриктазами MspI и 
HindIII. Образующийся в этом случае фрагмент содержит ген устой-
чивости к хлорамфениколу [13]. Фрагмент был встроен по уникально-
му сайту SalGIi находящемуся в векторной части плазмиды pKUl 
(рис. 2). Полученная в итоге плазмида была обозначена нами как 

pKUIO. Клонирование данной 
плазмиды вели в клетках эф-
фективно трансформирующего-
ся штамма JC1583 Е. coli. 

Плазмида pKUIO, как и 
pKUl, восстанавливала устой-
чивость к митомицину мутант-
ных клеток recB recC штамма 
JC5519 Е. coli. Это показыва-
ло, что встраивание гена ус-
тойчивости к хлорамфениколу 
произошло в векторной части 
плазмиды, и функционирова-
ние хромосомных генов Вас. 
subtilis при этом не нарушено. 

Плазмиду pKUIO исполь-
зовали для комплементации 
описанных ранее мутаций 

гесЕ5 и гесН342 Вас. subtilis со сниженной активностью АТФ-зависи-
мой ДНКазы [3, 4]. После трансформации мутантных клеток с помо-
щью Д Н К плазмиды pKUIO отбирали клоны, приобретшие устойчи-
вость к хлорамфениколу, и проверяли у них активность фермента. 
Частота трансформации составляла 1,2· IO -5 для мутанта гесЕ5 и 
2 - Ю - 4 для гесН342у что соответствовало частоте хромосомной транс-
формации у этих штаммов. Это показывает, что в ходе трансформации 
плазмида pKUIO встраивается внутрь бактериальной хромосомы по 
району гомологии. Модели, объясняющие механизм интеграции пла-
змид, содержащих гомологичные хромосоме участки, предполагают 
дупликацию такого участка с одновременным встраиванием негомоло-
гичного района плазмиды [16]. В этом случае можно было ожидать, 
что встраивание плазмиды pKUIO приведет к появлению дополнитель-
ной копии гена, определяющего экзонуклеазную активность АТФ-зави-
симой ДНКазы. Действительно, как показывают данные, представлен-
ные в табл. 1, введение плазмиды приблизительно в два раза повышает 
эту активность по сравнению с бесплазмидными штаммами. Активность 
фермента в мутантных штаммах, содержащих плазмиду, приближалась 
к таковой бесплазмидных клеток дикого типа, но была приблизительно 
в два раза ниже по сравнению с теми же клетками, содержащими 
плазмиду pKUIO. Это объясняется тем, что мутации гесЕ5 и гесН342 
снижают экзонуклеазную активность фермента. Повышение активно-
сти фермента у мутантных штаммов до уровня бесплазмидных клеток 
дикого типа тем не менее не восстанавливало устойчивости их к ми-
томицину. Следовательно, находящийся на плазмиде pKUIO ген (или 
гены) не комплементирует мутации гесЕ5 и гесН342. 

Полученные данные позволяют предположить, что, кроме генов 
гесЕ5 и гесН, структура АТФ-зависимой ДНКазы контролируется еще 
дополнительным геном, клонированным нами в составе плазмиды 
pKUIO. Такое предположение согласуется с данными биохимического 
анализа, показавшими, что АТФ-зависимая ДНКаза Вас. subtilis сос-
тоит из пяти субъедипиц [15]. Более веские доводы в пользу выска-
зываемого предположения получены после проведения картирования. 

Интеграция плазмиды pKUIO приводит к встраиванию находяще-
гося в ней гена устойчивости к хлорамфениколу, что позволяет кар-

т а б л и ц а 1 
Влияние плазмиды pKUIO на экзонуклеазную 
активность АТФ-зависимой ДНКазы 
Influence of plasmid pKUIO on the exonuclease 
activity of ATP-dependent deoxyribonuclease 

Штамм 

Удельная активность 
фермента 

Штамм в лизатах 
бесплазмид-

ных кле-
ток 

в лизатах 
клеток, содер-
жащих плаз-

миду 

168 (rec+) 3,81 7,88 
SB-25 (recH342) 2,02 4,16 
IA334 (recE5) 2,62 4,29 
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тировать сайт интеграции этой плазмиды в хромосому Вас. subtilis 
и тем самым определить локализацию на генетической карте клониро-
ванного гена. С этой целью мы получили препарат трансдуцирующего 
фага AR9> выращенного на прототрофном штамме 168, содержащем 
интегрированную плазмиду pKUlO. В табл. 2 приведены данные по 
частоте совместной трансдукции гена устойчивости к хлорамфенико-
лу с некоторыми хромосомными маркерами при использовании в ка-
честве реципиента штамма QB934 (tre glyB argC trpC). Полученные 

Рис. 3. Место интеграции плазмиды pKUlO в хромосому 
Вас. subtilis 
Fig. 3. The site of integration of pKUlO on the Вас. sub-
tilis chromosome 

результаты показывают, что сайт интеграции плазмиды pKUlO нахо-
дится в районе гена glyB, как это показано на рис. 3. Расстояния 
на генетической карте приведены в виде относительного размера 
трансдуцирующего фрагмента, вычисляемого на основании данных, 
представленных в табл. 2. 

Т а б л и ц а 2 
Частота котрансдукции маркеров при картировании интегрированной плазмиды pKUlO 
Cotransduction index of the markers on the mapping of integrated plasmid ρKU10 

Рекомбинантные классы 
Селектируе-
мый маркер Crnr tre шіув argC С t 

Cmr + — + — 0,75 6,8 
+ — — + 0,50 18,6 
+ + — — 0,42 23,6 

ё 1 У в +
 + _ + _ o,78 5,6 

+ — + + 0,43 23,0 
argC+ + — — + 0,49 19,3 

+ + — + 0,23 40,0 

П р и м е ч а н и е . Относительное расстояние между генами (t) определяли по форму-
ле: C = I — / + / ( I n / ) , где С — частота котрансдукции маркеров [19]. 

Результаты генетического анализа показали, что клонированный 
геи располагается в другом районе хромосомы Вас. subtilis по срав-
нению с мутациями гесЕ5 и гесН342 и тем самым подтвердили, что 
нами клонирован новый ген, контролирующий экзонуклеазную актив-
ность АТФ-зависимой ДНКазы. Этот ген, расположенный на 75° гене-
тической карты Вас. subtilis, мы предлагаем обозначать как recQ. 
По предварительным данным, полученным в лаборатории Венемы, в 
данном участке хромосомы картированы мутации, снижающие экзо-
нуклеазную активность АТФ-зависимой ДНКазы [16], что хорошо со-
гласуется с нашими данными. 

Таким образом, к настоящему времени для Вас. subtilis извест-
ны три гена, контролирующие структуру АТФ-зависимой ДНКазы: 
гесЕ5, гесН и recQ. Поскольку тщательного биохимического анализа 
этого фермента не проводили, трудно судить о том, какие субъединицы 
кодируются тем или иным геном. Можно предположить, что ген recQ 
контролирует структуру экзонуклеазы, входящей в комплекс АТФ-за-
висимой ДНКазы. Этот ген скорее всего аналогичен гену recD Е. coli, 
мутации в котором снижают экзонуклеазную активность АТФ-зависи-
мой ДНКазы, но не влияют на рекомбинационную способность [17]. 
Гены гесВ и recD Е. coli образуют один оперон, в котором мутация 

75 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.— 1989.—Т. 5, Ns 1 



recB21, являясь инсерцией, обладает полярным эффектом. Это при-
водит к уменьшению синтеза продукта гена recD и, как следствие, 
к снижению экзонуклеазной активности фермента [18]. Поскольку про-
дукт гена recD не играет существенной роли в рекомбинации [18], 
повышение экзонуклеазной активности не приводило к восстановлению 
рекомбинационной способности клеток мутанта recB21 recC22 Е. coli 
при введении плазмид ρ KUl и pKUIO [5]. Это позволяет считать, что 
плазмиды несут ген Вас. subtilis, аналогичный гену recD Е. colL 

Экзонуклеазная активность АТФ-зависимой ДНКазы Вас. subtilis 
проявляется только в полноценном комплексе, о чем свидетельствует 
неполное ее восстановление при введении плазмиды pKUIO в клетки 
мутантов гесН342 и гесЕ5 (табл. 1). Для выяснения функционального 
значения гена recQ необходимо изучить соответствующие мутации. Эта 
работа проводится нами в настоящее время. 

Авторы выражают благодарность Ф. К. Хасанову за помощь в вы-
полнении экспериментов по блот-гибридизации. 

RESTRICTION ENZYME ANALYSIS AND LOCALIZATION 
OF BACILLUS SUBTILIS CHROMOSOMAL FRAGMENT PARTIALLY 
SUPPRESSING recB recC MUTATIONS OF ESCHERICHIA COLI 

F. Sh. Gizatullin, В. I. Barabanschikov 
V. I. Ulyanov-Lenin State University, Kazan, USSR 

S u m m a r y 

The original plasmid pKUl partially suppressing recB21 recC22 mutations of E. coli 
contains a 6.9 kb chromosomal fragment of Вас. subtilis. Using this plasmid an inte-
grative vector for Вас. subtilis was constructed. The complementation analysis revealed 
that the cloned fragment contained a new Вас. subtilis gene, which codes the exonuclea-
se activity of ATP-dependent DNAse and differs from recES and recH genes. The new 
gene, designated as recQ, has been located in glyB region on 75° of the Вас. subtilis ge-
netic map. 
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