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В настоящее время установлено, что молекула ДНК бактерий, имею­
щая кольцевидную форму, реплицируется полуконсервативно в резуль­
тате инициации вилок репликации (1_3). Полуконсервативная реплика­
ция является последовательным процессом, реплпкацпонная вилка ини­
циируется один раз за цикл клеточного деления.

Существует предположение (4) о наличии у бактериальных штаммов 
специфической области инициации и направления синтеза хромосомы. 
В то же время из модели Nagata (5) следует, что начало репликации хро­
мосомы у Hfr штаммов локализуется в области внедрения F фактора, вме­
сте с тем у F- штаммов не существует определенной области для инициа­
ции синтеза ДНК. Исследования последних лет показали, что независи­
мо от половой полярности, имеется специфическая область инициации 
репликации бактериальной хромосомы, располагающаяся между 55— 
78 мин. генетической карты Е. coli К12 (6_7). Более точно, начало ини­
циации репликации бактериальной хромосомы у штаммов Е. coli В и К12 
было картировано в экспериментах (8,9), что позволяет считать строгую 
инициацию репликации ДНК в области гена ilv (74—76 мин. карты Tay­
lor (i0)).

Задачей настоящего исследования являлось изучение начала реплика­
ции хромосомы F~ штаммов Е. coli К12 методом частоты индуцированных 
мутации.

В экспериментах использовался супермутаген Х-нитрозо-К-метилмо- 
чевина (НММ). Ранее нами было показано, что НММ у штаммов Е. coli 
способна с высокой частотой индуцировать транзиции и трансверзии в обоих 
направлениях (”). Из бактериальных штаммов использовались: Е. coliK12 
РА206, gly, ser, thi, strr; F~ P673, th r, leu, thi, lac, gal, mal, mtl, ara, xyl,Tlr, 
T5r, strr.

Для получения синхронизированных культур штаммы выращивались 
на среде Т (12). После выращивания в среде Т до логарифмической фазы 
роста, культуры осаждались на мембранных фильтрах (Huts Synpor), 
промывались 0,9% NaCl и ресуспендировались в среде М-9 без глюкозы 
па 150—180 мин. при 37°. Затем, в среду добавлялась глюкоза (1%) и из­
быток аминокислот и тиамина в зависимости от ауксотрофности штам­
мов. Наряду с этим методом, применялась техника синхронизации, осно­
ванная на истощении факторов роста (13). Время репликации бактериаль­
ной ДНК в условиях синхронного роста определяли по включению 
3Н-тимидина (удельная активность 11,9 С/ммоль). Радиоактивность под­
считывалась на сцинциляциопном счетчике Intertechnique SL-30.

Мутагенез на растущих синхронно культурах под действием НММ, 
проводили по методу (“). Для этого пробы подвергали импульсному воз­
действию НММ в течение 5—10 мин. и клетки, быстро осажденные на 
мембранных фильтрах, промывали холодным фосфатным буфером 
(pH 9,0). Выделенные ауксотрофные мутанты идентифицировали ауксо- 
нографиеп. Картирование мутаций осуществлялось экспресс-тестом по 
/'14), с большим набором Hfr и F' штаммов.
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Наиболее эффективным методом синхронизации бактериальных попу­
ляций было истощение по факторам роста. Изучение времени репликации 
ДНК и кинетики клеточного деления в этих условиях показало, что пер­
вое клеточное деление наступает через 105 —110 мин., а инициация син­
теза ДНК паступает за 18—20 мин. до начала клеточного деления. После-

Рис. 1. Кинетика появления максимума му­
тантов во время второго репликацииого 
цикла под действием НММ на синхронно 
растущем штамме РА206: ilv (1), trp (2), 
tyrA (3), pro (4). Время начала синтеза 
ДНК - вертикальная пунктирная линия; 
время клеточного удвоения — вертикальная 
сплошная линия. В экспериментах с штам­
мом Р678 получены приблизительно ана­

логичные результаты

дующие клеточные деления проходят быстрее, за 50—60 мин. В этих усло­
виях синхронного роста клетки, как правило, проходят 4 цикла деления, 

Рис. 2. Модель двуна­
правленной репликации 
бактериальной хромосо­
мы в среде М-9 с глюко­
зой и аминокислотами. 
гер.о - область начала 
репликации; rep.t. тер­

минация репликации

после чего кривая роста переходит к экспоненте.
В первой серии экспериментов нами изучалось время, в течение кото­

рого будет наблюдаться наибольший выход мутантов по ilv, trp, pro, tyrA. 
Выбор этих генетических маркеров был обуслов­
лен тем, что по своей локализации на генетиче­
ской карте они равномерно удалены друг от дру­
га (14). В этих экспериментах максимум мутантов 
по ilv появлялся в самом начале реплпкационно- 
го цикла бактериальной хромосомы (рис. 1), мак­
симум мутантов по trp — в конце репликационно- 
го цикла, а наибольший выход мутантов по pro и 
tyrA наблюдался одновременно в середине реплп- 
кационного цикла бактериальной хромосомы.

Эти результаты свидетельствовали о том, что 
начало репликации бактериальной хромосомы в 
условиях данного метода синхронизации осуще­
ствлялось в области гена ilv, а терминация репли­
кации проходила в области гена trp. Одновремен­
ное появление максимума мутантов по pro и tyrA, 
расположенных в противоположных участках ге­
нетической карты Е. coli К12, свидетельствовало 
о том, что репликационная вилка движется в двух 

взаимноиротивоположных направлениях симметрично (рис. 2).
Во второй серии экспериментов для подтверждения полученных ре­

зультатов исследовалось появление максимума мутантов по генам 
Jin A, clilA, а у штамма РА206 дополнительно по thr и leu. Зная рас­
положение данных генов на генетической карте и начало репликационно- 
го цикла из предыдущих экспериментов, можно теоретически рассчитать 
время появления максимума мутантов по тому или иному гену. Теорети­
ческие расчеты удовлетворительно совпали с экспериментальными данны­
ми (рис. 3). На основании регрессионного анализа рассчитано, что начало 
репликации бактериальной хромосомы у штаммов РА206 и Р678 картиру­
ется на 73±3 минуте генетической карты Е. coli К12, а терминация реп­
ликации на 28±3 мин.

Таким образом, на основании полученных результатов следует заклю­
чить, что супермутагеи НММ способна индуцировать мутации более эф­
фективно в процессе репликации бактериальной хромосомы. Это свойство 
НММ может быть использовало на синхронных бактериальных культурах
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для построения репликационных карт. Ранее такая возможность была 
доказана для нитрозогуанидина (7,9).

Анализ репликации бактериальной хромосомы в синхронных культу­
рах, изученный нами по частоте индуцированных НММ мутаций, пока­
зал, что репликация хромосомы F" штаммов Е. coli К12 является двуна­
правленным процессом и начинается, по-видимому, в строго определенной 
точке, картированной на 73±3 мин. генетической карты. Эти результаты

Рис. 3. Время репликации хромосомы штамма РА206 как функция 
позиции генов на генетической карте Taylor, рассчитанной регрес­
сионным анализом. Аналогичное построение репликациопной моде­

ли было характерно и для штамма Р678.

хорошо согласуются с предположением, что инициация репликации бак­
териальной хромосомы штаммов Е. coli начинается с гена dnaA, ответст­
венного за синтез инициатора репликации (4, ’5), располагающегося на 
73 минуте генетической карты. Терминация репликации хромосомы так­
же полярна и заканчивается симметрично инициации на 28±3 мин. гене­
тической карты. Полученные нами результаты несколько отличаются от 
данных (“), где установлена по частотам реверсий, индуцированных нит- 
розогуапидипом, точка начала репликации на 75±4 мин. генетической 
карты, п удовлетворительно совпадают с данными (8), где начало репли­
кации бактериальной хромосомы отмечается па 74±3 мин. генетической 
карты.
Второй московский государственный медицинский институт Поступило
им. Н. И. Пирогова 17 V 1974
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