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Ферменты, «опознающие» определенные последовательности нуклеоти­
дов на молекуле ДНК и разрушающие ее в этих участках, так называемые 
рестриктазы, нашли широкое применение в генной инженерии для полу­
чения фрагментов ДНК определенной величины, т. н. рестриктов. Недавно 
было установлено (4), что обработка ДНК Bacillus subtilis посредством ре­
стриктазы Есо RI снижает трансформирующую активность ДНК, но сте­
пень этого снижения неодинакова для разных маркеров. В настоящей ра­
боте мы попытались использовать высокую специфичность действия ре­
стриктазы Есо RI, «опознающую» последовательность.

5' ГААТТЦ 3' 
3' ЦТТААГ 5' 

для нахождения локальных различий в нуклеотидных последовательностях 
ДНК близкородственных микроорганизмов, способных к генетической 
трансформации.

Методика выделения и очистки рестриктазы описана раньше (2). Были 
взяты следующие близкородственные бациллы: Вас. subtilis 168, Вас. 
aterrimus, W23 и NRS 231. Вас. subtilis 168 — лабораторный штамм, гене­
тически хорошо маркированный и считающийся «эталонным» штаммом 
Вас. subtilis. Вас. aterrimus (синоним — Вас. subtilis var. aterrimus) 
обычно считается подвидом Вас. subtilis (3). W 23 —один из лаборатор­
ных штаммов бацилл, похожий на Вас. subtilis 168, но отличающийся по 
некоторым свойствам (4). NRS 231 (названный так по первым буквам 
наименования коллекции, из которой он происходит) также очень похож 
на Вас. subtilis 168, но несет так называемые протофаги иного типа (5). 
У Вас. subtilis 168 ГЦ-состав ДНК равен 43,9 (3); у W23 — 45,6; около 
90% ДНК этой бациллы гибридизируется с ДНК Вас. subtilis 168 (4). 
Соответствующими данными по Вас. aterrimus и NRS 231 мы не распо­
лагаем. ДНК из стационарной культуры всех этих бацилл была выделена 
по методу Мармура (6), обработана рестриктазой (2), затем подвергалась 
фенольной депротеинизации, переосаждалась спиртом и растворялась в 
0,05 М трис-буфере (pH 7,2).

Мы испытывали трансформирующую активность ДНК перечисленных 
бацилл по 10 различным ауксотрофным маркерам до и после обработки 
рестриктазой. В качестве реципиентов были взяты мутанты Вас. subti­
lis 168: BD25 PurA16 leu8 MetB5 Nic38, BD71 his Al ArgC4 Ural, SB25 
trpC hisB2, SB25' trpC thil. Видно (табл. 1), что образцы ДНК всех четы­
рех бацилл обладали при трансформации нативной ДНК по одному и тому 
же маркеру сходной эффективностью. Разница была не более чем дву­
кратной, причем частота гетерологичной трансформации иногда даже 
превышала частоту гомологичной, особенно при использовании ДНК 
Вас. aterrimus. Это явление описывалось и раньше (7), и осталось без 
объяснения.
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Таблица 1
Сравнительная эффективность трансформации по различным маркерам мутантов 

Вас. subtilis 168 посредством нативной и обработанной рестриктазой Есо RI 
гомологичной и гетерологичной ДНК

Маркеры

Вас. aterrimus W23 NRS 231 Остаточная 
активность 
рестрициро­
ванной ДНК 
Вас. subtilis 

168, % от 
активности 
нативной

ДНК
до обра­
ботки

после 
обработки

до обра­
ботки

после 
обработки

до обра­
ботки

после 
обработки

met В5 1,7 0,1 1,3 1,9 1,7 1,8 0,2
nic 38 1,8 0,4 1,0 1,0 1,0 0,8 1,2
leu 8 0,9 0,9 1,1 0,8 1,1 0,5 0,007
ura 1 0,7 0,3 0,9 0,4 1,0 0,2 0,3
arg C4 0,8 о,з 1,1 0,6 0,7 0,7 0,01
hie Al 0,7 0,05 1,1 0,3 0,9 0,2 4
his B2 1,5 0,15 1,0 0,7 1,0 0,3 6
trpC 2,1 0,2 1,1 1,3 1,3 1,0 5
his B2-trp C 1,2 0,02 1,3 1,3 1,4 1,0 2 /
thi 1 0,5 2,0 0,6 1,0 0,9 0,1 4

Примечание. Сравнительная эффективность трансформации равнялась отношению чис­
ла трансформантов, полученных под действием гетерологичной ДНК, к числу трансформантов, 
полученных под действием гомологичной ДНК. В случае нативной ДНК абсолютное число 
трансформантов в 1 мл компетентной культуры колебалось, в зависимости от маркера, в пре­
делах 60 тыс.— 10 тыс. Конечная концентрация нативной ДНК при трансформации равнялась 
1 мкг/мл, рестрицированной ДНК 4 мкг/мл. Приведенные в таблице величины вычислены на 

•основании данных одного из трех идентичных опытов.

Обработка рестриктазой снижала трансформирующую активность по 
разным маркерам от 0,01 до 6% от исходного уровня. При этом активность 
одного и того же маркера в ДНК разных бацилл в ряде случаев менялась 
неодинаково. Например, у рестриктов Вас. aterrimus трансформирующая 
активность маркера metB5 была меньше в 10 раз, маркера hisAl — 
в 20 раз, а при совместной передаче маркеров trpC и hisB2 — в 50 раз, чем 
у рестриктов Вас. subtilis 168. Вместе с тем, у рестриктов Вас. aterrimus 
активность маркера thil упала относительно меньше, чем у Вас. subti­
lis 168. Напротив, активность этого маркера у рестриктов NRS 231 снизи­
лась весьма сильно. Наибольшим сходством по относительному падению 
активности испытанных маркеров обладали рестрикты Вас. subtilis 168 
и W23. В общем, каждый маркер после обработки рестриктазой имел 
свою характеристику падения активности, и, в зависимости от того, 
из какой бациллы была получена ДНК, эти характеристики могли сильно 
различаться.

Несомненно, что инактивация трансформирующей ДНК происходит 
из-за ее фрагментирования рестриктазой. Фрагментирование, в первую 
очередь, влияло, видимо, на эффективность включения участка ДНК с 
тем или иным маркером в ДНК клетки-реципиента. Вероятно, чем ближе 
рестрицируемый участок лежит к маркеру, тем сильнее инактивируется 
этот маркер. Нельзя исключить и того, что компетентные клетки могли 
в неодинаковой мере поглощать длинные и короткие рестрикты, что, ко­
нечно, также влияло на уровень биологической активности соответствую­
щих маркеров. Таким образом, разрывы могли влиять на разные этапы 
трансформации, хотя, скорее всего, они действовали в основном на ста­
дии рекомбинации. •

Рестрицируемые последовательности нуклеотидов, видимо, образуют 
на любой ДНК специфический, неповторимый узор, который является 
одной из видовых, или даже популяционных, характеристик. Картирова­
ние рестрицируемых участков, как нам кажется, может служить одним
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ИЗ методов гёносйстёматйки микроорганизмов, у которых возможна гене­
тическая трансформация или трансфекция. Этот метод мог бы оказаться 
особенно полезным в случае близкородственных микроорганизмов, когда 
такие признаки геносистематики, как определение валового нуклеотид­
ного состава и степени гомологии ДНК, практически не дают различий. 
В какой-то мере это может походить на цитологический анализ делеций 
и инверсий в хромосомах высших организмов, с успехом применяемый в 
генетике популяций (8). Если будут найдены способы, позволяющие опре­
делить местонахождение участков рестрикции на генетической карте 
иными путями, помимо трансформации и трансфекции, то этот метод мо­
жет найти более широкое применение.

Мы выражаем благодарность М. В. Кажуро за большую помощь в ра­
боте.
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