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Ab s t r a c t  

Th e l i popo l y s a c ch a r i d e s  ( L P S ) f r om Rh i zo b i um f r e d i i  

U SDA 2 0 5  a n d  i t s n o d - mu t a n t , H C  2 0 5 ,  wh i ch h a s  b e e n 

c u r e d  o f  t h e  1 9 2 - MD a  s ymb i o t i c  p l a s m i d ,  we r e  i so l a t e d  b y  t h e  

ph e n ol-wat e r  e x t r a c t i o n  me t h o d . Th e L P S  f r om t h e  w i l d - t yp e  

s t r a i n  wh i ch w a s  g r own in a s s o c i a t i o n w i t h  h o s t - p l a n t  r o o t  

e x t r a c t  o r  a f l a v o n e  a n a l o g t o  a c o n s t i t u e n t  o f  t h e  r o o t  

e x t r ac t , wh i ch i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  i nd u c t i o n o f  a t  l e a s t  a 

p o r t i o n  o f t h e  n o d u lati o n  g e n e s , was a l s o  i so l a t e d . Th e 

c o ndit i o n s  r eq u i r e d  f o r  t h e  i n du c t i o n of  t h e  n o d  ge ne s 

we r e  de t e r m i n e d  b y wo r k  w i t h  a n o d - mu t a n t  o f  R .  f r e d i i 

U S DA 2 0 1  wh i ch c on t a i n s a Mu - l a c  i n s e r t i o n  u n d e r  t h e  

c on t r o l  o f  a n o d u l a t i o n ge n e  p r omo t e r .  The i so l a t e d  L P S s  

we r e  p u r i f i e d  b y  c o l umn c h r oma t o g r aphy a n d  p a r t i a l l y  

a n aly z e d  b y  p r o t o n-NMR, g a s  c h r oma t o g r ap h y  ( G C ) , c o l o r m e t r i c  

a s s ay s , a n d  p o l y a c r y l am i d e  ge l e l e c t r oph o r e s i s  ( PAGE ) 

e mp l oy i n g e i t h e r  s o d i u m d o d e c y l  s u l f a t e  ( SD S ) o r  

7 - d e o xy ch o l i c  a c i d  (DOC) a s  a d e t e r ge n t . S i gn i f i c a n t  

d i f f e r ence s we r e  seen i n  t h e  D OC- PAGE b a n d i n g p a t t e r n s o f  

t h e  i n d u c e d  LP S s a m p l es wh e n  c omp a r e d  t o  t h e  n on - i n d u c e d  

L P S s . Th e mo s t  impo r t a n t  d i s t i nc t i o n  be i ng a r e l a t i ve 

r e d u c t i o n  i n  o v e r �ll LPS mo l e c u l a r  we i gh t  by d i s c r e e t  

i n c r eme n t s  f o r  t h e  i n du c e d  L P S  f r om U S DA 2 0 5 .  Th i s  wa s 

a c c omp a n i e d  b y  sma l l  mo l e c u l a r  we i gh t  d i f f e r e n c e s i n  t h e  

p r e d o m i nant b a n d s  of s i m i l a r  mo l e c u l a r  w e i gh t .  G C  a n d  

c ol o r m e tric ana l y s i s  i n d i c a t e  th a t  t h e  p o l y s a c ch a r i d e 
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p o r t i o n o f  t h e  L P S s  o f  a l l s am ple s i s  c o mp o s e d  p r e d om i n a n t ly 

o f  ga l a c t o s e  a n d  2 - k e t o - 3 - d e o xyo c t o n i c  a c i d  ( KD O ) , a c ommo n 

c o n s t i tu e n t  o f  g r am - n e g a t i v e  b a c t e r i al L P S s . T h e r e  we r e  

s ome c ompo s i t i o n a l  d i f f e r e n c e s b e twe e n  t h e  i nd u c e d  a n d  

n o n - i nd u c e d  L P S s  bu t t h e  s i gn i f i c a n c e  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s 

r e ma i n s u nc l e a r  a t  t h i s  t i m e . 
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INTRODUCTION 

I n  t h e  U n i t e d  S t a t e s ,  t h e  S ov i e t  Un i o n  a n d  o t h er 

deve l op e d  c ou n t r i e s  o f  t h e  wor l d  t h e  u s e  o f  n i tr o g e n 

f e r t i l i z er i s  b o t h  w i de spr e a d  a n d  e s s e n t i a l  i n  n e a r l y  a l l  

aspe c t s  o f  a gr i c u l t u r e . I n  or der t o  me e t  t h e  f o o d  d e ma n d s  

o f  t h e ir gr ow i n g popu l a t i on s  t h e s e  c ou n tr i e s  mu s t  c on t i nu e  

t o  dr aw o n  b o t h  t h e ir f i n a nc i a l  a n d  e n er g y  r e s o ur c e s  t o  

manu f a c t u r e  a n d  d i s tr i bu t e t h e s e  n i t r og e n f e r t i l i z e r s . 

I n  m u c h  o f  t h e  Th ird Wor l d , p a r t i cu l a r l y A fr i c a a n d  

S o u t h  Amer i c a ,  f er t i l i z er s  may be pr oh i b i t i ve l y  ex pe n s i v e or 

n o t  a v a i l a b l e  a t  a l l . N i tr o g e n i s  l i t e r a l l y  t h e  l i m i t i ng 

f a c t or o f  a gr i c u l t u r a l pro d u c t i o n  t hrou g h o u t t h e  wor l d  a t  

th i s  t i me . 

Amo u n g  t h e  e s s e n t i a l  f o o d  cr o p s  o f  t h e  wor l d  a r e  t h e  

u b i q u i t o u s memb er s  o f  t h e  f am i l y  L e gu m i n o s e a e  ( be a n s , 

soybe a n s , c l ov er ,  e t c . ) .  Memb er s  o f  th i s  f am i l y  ar e u n i q u e  

i n  t h e ir a b i l i t y t o  f orm a symb i o t i c  r e l a t i o n s h i p  w i th h o s t  

spec i f i c  memb er s  o f  t h e  b a c t er i a l  ge nu s Rh i z ob i um . O n c e  

t h e  b a c t e r i a  h a ve e s t a b l i s h e d  t h e m s e l v e s i n  n o d u l e s  on  t h e  

r o o t s  o f  t h e ir r e sp e c t i ve h o s t s  t h e y  exh i b i t  t h e  a b i l i ty t o  

c on v e r t  ( o r  f ix )  a t m o s ph er i c  d i n i t r o g e n i n t o  ammo n i a ,  a f orm 

o f  n i t r og e n wh i ch i s  e a s i l y  me t a bo l i z e d  by h i g h er p l a n t s . 

The a b i l i ty t o  f ix n i t r og e n i s  f ou n d i n  o t h e r  pro k a r yo t e s ,  

s u c h  a s  Cl o s tr i d i um p a s t e u r i a n u m  a n d  A z o t o b a c t e r s p. , 

bu t o n l y  Rh i z ob i um l i ve s  i n  t h i s  mu t u a l l y  b e n e f i c i a l 

c ir c u m s t a nc e , ex tr a c t i n g ph o t o s yn t h a t e  a n d  pro v i d i n g 

me t a bo l i z ab l e  n i t r o ge n ,  w i t h  h i g h er p l a n t s . I t  i s  



p r e c i s e l y t h i s  r e l a t i o n s h i p  w ith s u ch e th no bo t a n i c a l l y  

i mpo r t a n t p l a n t s  th a t  h a s  be e n  t h e  i mp etu s f o r  i n t e n s i ve 

s t u dy o f  Rh i z o b i um a n d  t h e  p r o c e s s  o f  n o d u l a t i o n  ( 4 ) . 

S o y be a n s  c o mmo n t o  t h e a m e r i c a n m i d we s t  ( G l y c i n e  m a x ) 

a r e  n od u l a t e d b y  t h e  b a ct e r i a l  s pe c i e s  R h i z o b i um j a p o n i c u m 

( n ow r e f e r r e d  t o  a s  B r a dy r h i z o b i um j ap o n i c u m ) .  Th i s  

ba c t e r i u m  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  mu c h  s t u dy . Re c e n t l y a 

f a s t  g r ow i n g  g r o u p  o f  b a c t e r i a  f r om t h e  P e op l e' s  R ep u b l i c  o f  

Ch i na wh i ch o n l y  n o d u l a t e  t h e  Gl yc i n e m a x  c u l t i v a r  P e k i ng 

and Gl yc i ne s o j a  h a ve b e e n  ch a r a c t e r i z e d  b y  K e y s e r  e t  a l  

( 1 9 ) . Th e y  h a v e  be e n  d e s i g n a t e d  Rh i z o b i um f r e d i i .  I n  t h e  

bac t e r i a l s t r a i n  Rh i z ob i um f r e d i i U SDA 2 0 5 m a ny o f  t h e  

g e n e s n e c e s s a r y  f o r  t h e  s ymb i o t i c  p r o c e s s  appe a r  t o  b e  

l oc a t e d  o n  a 1 9 2 - MDa p l a sm i d ( 2 8 ) . Th i s  h a s  b e e n  

demo n s t r a t e d  b y  t h e  c u r i ng ( i . e .  r emo v a l )  o f  t h e  p l a sm i d ,  

wh i ch r e s u l t s  i n  a n  o r g a n i sm t h a t  i s  u n a b l e  t o  n od u l a t e  i t' s  

typ i c a l  h o s t . Th i s  N o d  o r g a n i sm h a s  be e n  d e s i gn a t e d  

Rh i z o b i um f r e d i i  HC 2 0 5 a nd h a s  b e e n  f ou n d t o  b e  v e r y  

u s e f u l ,  f o r  c o m p a r i s o n t o  t h e  p a r e n t s t r a i n ,  i n  t h e a n a l ys i s  

o f  s y mb i o t i c  ge n e  e x p r e s s i o n . Th e u s e f u l ne s s  o f  t h i s m u t a n t  

s t r a i n  f o r  c omp a r i s o n  a n d  t h e  f a s t  g r ow i n g  n a t u r e  o f  t h i s  

spe c i e s  m a k e t h i s  o r g a n i sm a n  i d e a l  s u b j e c t  o f  s t u dy . 

T h e p r o c e s s  o f  n o d ul a t i o n i s  a m u l t i - s t e p  p r o c e s s wh i c h 

i n volve s t h e  i n d u c t i o n a n d  r ep r e s s i o n o f  ma ny ge n e s i n  b o t h  

t h e  b a ct e r i a  a n d  t h e  h o s t  p l a n t . The  i n it i a l  e ve n t  appe a r s 

to  be  c e l l u l a r  r e c o g n it i o n  a t  t h e p l a n t  r oo t . The r e  i s  

ev i de n c e  t h a t  t h e  h o s t - s ymb i o n t  r e c o gn i t i o n  m a y  be  l e c t i n  
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me d i a t e d . L e c t i n s a r e  p r o t e i n s o r  g l y c op r o t e i n s wh i ch 

spe c i f i c a l l y b in d  t o  c e l l  s u r f  a ce s .  I t  h a s  be e n  p o s tu l a t e d  

th a t  t h e  l e c t i n s p r e s e n t  a t  t h e  p l a n t  r oo t  s u r f  a c e  i n t e r ac t  

w i th po l y s a c ch a r i de s  a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  Rh i z o b i um c e l l  

t o  i n it i a t e  n od u l a t i on (29) . v a r i o u s  c l a s s e s  o f  Rh i z o b i um 

c e l l  s u r f a c e  p o l y s a c ch a r i de s  h a v e  b e e n  de s c r i be d . The s e  

i nc l u de e x op o l y s a c ch a r i de s  ( E P S } , c ap s u l a r  p o l y s a c ch a r i de s  

( CP S } , an d l i po p o l y s a c ch a r i de s  ( L P S } a s  we l l  a s  a v a r i e t y o f  

g l u c a n s  ( 4 , 6 ) . 

R e c og n i t i o n  i s  f o l l o w e d  by a t t a c hm e n t ,  p o s s i b l y  v i a t h e  

po l y s a c ch a r i d e b i n d i n g  l e c t i n s , a t  a n  i n f e c t i b l e  r o o t  

su r f a c e  s i t e .  Th e f i r s t  n o t a b l e  r e su l t  o f  t h e  p l a n t 

b a c t e r i a l i n t e r a ct i on i s  t h e  c u r l i ng o f  p l a n t  r o o t  h a i r s  

wh i c h l e a d s  t o  t h e  e n c l o s u r e  o f  t h e  a t t a c h e d  r h i z ob i a i n  a 

pock e t  o f  p l a n t  mat e r i a l . F r om w i t h i n  t h i s  p o c k e t  a n  

i n f e c t i o n  t h r e a d ( a  t u bu l a r  s t r u c t u r e } d e v e l op s  a n d  

eve n t u a l l y  e n t e r s  t h e  r o o t  c o r t i c a l  t i s s u e  c a r r y i ng t h e  

i nf e c t i ng r h i z o b i a w it h i n . F r om w i t h i n  t h e  r o o t  c o r t e x  a 

nodu l e  c a n  t h e n  be f o r me d  ( 4 ) . 

O n e  t h e o r y  i s  th a t  t h e  b a c t e r i a  a r e  a lt e r e d  i n  s ome 

way , a f t e r c o n t a ct w ith t h e  h o s t p l a n t  r o o t  or a f t e r  

a s s o c i a t i on w i t h  a h o s t  p l a n t  r o o t  e x u d a t e . The  a l t e r a t i o n  

a l l ow s  t h e m  t o  a v o i d  d e t e c t i o n  a n d  a t t a c k  b y  t h e  h o s t p l a n t 

de f e n s e  s y s t e m  ( 1 4 ) . T h e  f a c t  t h a t  t h e  ou t e r mo s t  

po l y s a c ch a r i de o f  t h e  c e l l  wa l l  i s  t h e  mo l e c u l a r  c omp o n e n t  

of  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  mo s t  c o mmo n l y  r e c o g n i s e d  i m p l i e s  a 

ch a n g e  i n  t h e  e x t e rn a l  c ompon e n t s  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l . 



r ep e a t i n g o l i go s a c c h a r i de ,  k n ow n  a s  t h e  a- a n t i ge n ,  l oc a t e d  

a t  t h e  ex t e r n a l  t e r m i nu s  ( 2 4 ) . T h e  a - a n t i ge n  i s  t h a t  

c ompon e n t  of  t h e  L P S  wh i ch i s  mo s t  o f  t e n  a n t i ge n i c .  The 

l i p i d  p o r t i o n  i s  c o n n e c t e d  to the p o l y s a c ch a r i de by a 

k e to s i d i c  b o n d  i n vo l v i ng 2- k e t o - 3 - d e oxyo c t on i c  a c i d  ( KOO ) . 

P r e v i ou s  s t u d i e s  o f  t h e  Rh i z o b i um l e gum i n o s a r um c e l l  wa l l  

have s hown i t  t o  h a v e  a m a k e u p  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  E .  c o l i 

and S a l mo ne l l a , i n  t h a t  t h e r e  i s  a l i p i d - A , a 

po l y s a c ch a r i de po r t i o n  a nd KOO (7 ). 

One u n i q u e  f e a t u r e  o f  t h e  L P S  o f  R .  f r e d i i t h a t  h a s  

b e e n  n o t e d  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s  i s  a n  u nu su a l l y h i gh KOO 

con t e n t  w h e n  c omp a r e d t o  t h e  s l owe r g r ow i ng r e l a t i v e 

Br ady r h i z ob i um j ap o n i c u m , wh i ch a l s o  n o du l a t e s  s o y  b e a n s  

( 9 ) . The  o n l y  o t h e r s pe c i e s  o f  Rh i z o b i um wh i ch h a s  b e e n  

r epo r t e d  t o  h a v e  l a r ge amo u n t s  o f  KOO i s  R .  m e l i l o t i . 

Car l s o n  a n d  Y a d a v  h a ve f o u n d  t h e  L P S  o f  R .  f r e d i i  t o  

c on t a i n  a b o u t 8 %  KOO , wh i ch i s  s i m i l a r  t o  L P S s wh i ch l a c k  

t h e  0- a n t i ge n  p o r t i o n  o f  t h e  L P S  ( 9 ) . 

I t  i s  ch a n g e s i n  t h e  s u r f  a c e  c h e m i s t r y wh i ch h ave b e e n  

po s t u l a t e d  t o  b e  i nv o l ve d  i n  d e t e r m i n i n g t h e  h o s t 

s pe c i f i c i t y o f  R h i z o b i u m  ( 2 9 ) . A s  s t a t e d  b e f o r e  i t  i s  a l s o  

pos s i b l e  t h a t  c h a n g e s i n  s u r f  a c e  c h e m i s t r y a r e  i n v o l ve d  i n  

t h e  p r o t e c t i o n  o f  t h e  m i c r oo r g a n i sm f r om t h e  h o s t p l a n t  

de f e n s e  r e sp o n s e s  a n d  u l t i ma t e l y i n  t h e  p r o c e s s  o f  

n o du l a t i o n . I n  o r de r  t o  i nve s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  th e  L P S  i n  

t h e  n o d u l a t i o n p r o c e s s  i t  i s  i mp o r t a n t  t o  exam i ne t h e  

i s o l a t e d  L P S  f r om t h e  w i l d  t y p e  pa r e n t  s t r a i n  a s  we l l  i t' s  



n on-n od u l a t i n g ( n o d
-

} m u t a n t ,  w h i c h  i s  m i s s i n g  t h e  p l a sm i d  

kn own t o c on t a i n  m a ny o f  t h e  ge n e s r e spo n s i b l e  f o r  

nodu l a t i o n  ( 2 5 ) . Th i s  h a s  a l r e ad y  b e e n  d o n e  i n  p a r t by 

Ca r l s o n  and Y a d a v  ( 9 ) . In a d d i t i o n  i t  i s  a l s o i mp o r t a n t  t o  

e xami ne b o t h  s t r a i n s a f t e r a s s o c i at i o n  w i t h  t h e  h o s t p l a n t  

r o ot  ma t e r i a l wh i ch indu c e s t h e  n o d u l a t i o n  g e ne s . 

O f t e n  i n  t h e  s t u d y  o f  ge n e t i c s , p a r t icu l a r l y  b a c t e r i a l 

gene t i c s , i n  o rd e r t o  u n d e r s t a n d  t h e  b e h a v i o r  o f  a ge n e , 

l oc a t e  t h e  ge n e , a n d  i s o l a t e  t h e  ge n e  p r o d u c t  i t  i s  

in dispe n s ab l e  t o  h a v e  a c omp l e me n t a r y  o r g a n i sm wh i ch i s  

i de n t i c a l  t o  t h e  s u b j e c t  o r g a n i sm w i t h  t h e  exc e p t i o n  o f  a 

mu t a t i o n i n  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t . One  f r eq u e n t l y u s e d  

me thod o f  mu t a ge ne s i s i n v o l v e s  t h e  i n s e r t i o n  o f  a DNA 

e l e me n t  i n t o  a c h r omo s o m a l or e p i soma l ge n e , t h e r e b y  

d i s r u p t i n g t h e  b a s e - p a i r s e q u e n c e  a nd t y p i c a l l y  i n a c t i v a t i ng 

t h e  ge n e  p r od u c t , e i t h e r  who l l y o r  i n  p a r t .  Th i s  i n s e r t i o n  

may b e  t h e  r e su l t  o f  s e v e r a l m e c h a n i sms . F o r  s e v e r a l  ye a r s  

t r a n s p o s o n s  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  mu t a ge n e s i s .  T h e  t r a n s p o s o n  

i s  s i m i l a r  t o  a n  i n s e r t i o n s eq u e n c e  ( I S e l e me n t} w i t h th e  

a d d i t i o n o f  a ma r k e r  ge n e  ( s u ch a s  t h e  ge n e  f o r  k a n a my c i n  

r e s i s t a n c e  f ou n d  i n  t h e  t r a n s p o s o n  T n 5 }  wh i ch a l l o w s  f o r  t h e  

s e l e c t i o n  o f  t h o s e  o r g a n i sms w h i ch h a v e  r e c e i ve d  t h e  

i n s e r t i o n  ( 1 2 } . 

F o r  u nd e r s t a n d i n g  t h e  c on t r o l  of a p a r t i c u l a r  ge n e  

t h e r e  i s  n o  b e t t e r  m u t ag e n i c  v e c t o r  c u r r e n t l y  a v a il a b l e  t h a n  

t h e  m i n i -Mu - d I  ( K an , l ac ) t r an s p o s o n  ( Mu - l a c} . I n  

R 
a d d i t i o n  t o  t h e  K a n- ge n e  f o r  s e l e c t i o n , t h e  Mu - l a c 



a l s o  c a r r i e s  th e oper on ( m i nu s  t h e  p r omo t e r ) f o r  t h e  

p r o du c t i o n o f  B - g al a c t o s i d a s e  ( B- g a l ) ,  wh i ch c a n  e a s i l y  b e  

qua n t i f i e d  v i a  a s i mp l e  a s s ay ( 1 1 ) . T h e  e l i m i n a t i on o f  t h e  

ope r o n p r omo t e r  l e a v e s t h e  o p e r on u n de r t h e  c on t r o l o f  t h e  

h o s t p r omo t e r f o r  e xp r e s s i o n  o f  t h e  g e n e  i n t o  wh i ch t h e  

Mu - l a c  h a s  b e e n  i n s e r t e d . U s i n g  t h i s  b i o - t e c h n o l og y  V e r ma 

e t  a l  h a v e  d e mo n s t r a t e d  t h e  i n du c i b i l i ty o f  t h e  n od u l a t i o n 

g e n e s i n  s e v e r a l  s p e c i e s  o f  R h i z o b i u m  (26) . B y  t h e  u s e o f  

Mu- l a c m u t a n t  o r g a n i sms s e n t  t o  u s  by Ve r m a , we h av e  b e e n  

able t o  o p t i m i z e  t h e  c o n d i t i o n s  f o r  n o d  i nd u c t i on i n  o u r 

l a bo r a t o r y  w i t h  t h e  s u b s eq u e n t  i so l a t i o n o f  L P S , E P S  a n d  

p r o t e i n  f r om i n d u c e d  c u l t u r e s . Th e s e  c ompo u n d s  h a ve s i nc e  

b e e n  p a r t i a l l y a n a l y z e d . 

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  u s e o f  c o n ve n t i o n a l  a n a l y t i c a l  

t e c h n i qu e s  s u ch a s  G C , N M R  a n d  c o l o r me t r i c  t e s t s , t h e r e  h a v e  

b e e n  a n u mb e r o f  s t u d i e s  c on d u c t e d  u s i n g  a n t i bo d i e s . 

Al t ho u gh t h e s e  a n t i b o d i e s  c a n b e  r a i s e d  i n  a v a r i e ty o f  

sma l l  o r  l a r g e  a n i ma l s , t h e  r ab bi t  h a s  p r ov e n  i t s e l f  t o  b e  

o n e  o f  t h e  mo s t  e f f e c t i v e  me d i a  f o r  t h i s  pu r p o s e . Rabb i t s  

a r e  e a sy t o  ma i n t a i n  a n d  p r o d u c e  a r e l a t i v e l y  l a r ge amou n t  

o f  b l o o d  s e r a  c omp a r e d  t o  r a t s  o r  m i ce ;  i n  a d d i t i o n  th e y  a r e  

h a r dy a n i ma l s  a n d  c a n  b e  i n j e c t e d  w i t h a w i d e v a r i e ty o f  

s amp l e s  w i t h o u t s u f f e r i n g o r  dama ge . They may b e  i n j e c t e d  

w i t h w h o l e  b a c t e r i a l  c e l l s ,  wh i ch wou l d  r e su l t  i n  t h e  

d e ve l opme n t  o f  a n t i b o d i e s  t o  m a ny c omp o n e n t s  o f  t h e  c e l l ,  o r  

i s l o l a t e d  c ompo n e n t s  s u ch a s  p o l y s a c ch a r i d e s  o r p r o t e i n s  may 

b e  u s e d  as a n t i ge n s . The r e s u l t a n t  a n t i b o d i e s  c a n  t h e n  be  



u s ed t o  t e s t  f o r  s u b t l e  d i f f e r e n c e s o r  s i m i l a r i t i e s  th r ou gh 

the u s e o f  a n  e n z yme - l i nk e d  i mmu n o s o r be n t  a s s a y ( E L I SA )  

( 2 , 1 3 ) . I n  t h i s  a s s ay t h e  we l l s  o f  a s p e c i a l  p o l y s t y r e n e  

mi c r op l a t e  a r e  c o a t e d  w i t h  a s amp l e  a n t i ge n ,  t h e  a n t i bo d i e s  

a r e  t h e n  appl i e d ,  i n  t h e  f o r m  o f  d i l u t e  a n t i s e r u m ,  a n d  t h e y  

p r e f e r e n t i a l l y  b i n d  t o  t h e  a n t i ge n . Th i s  i s  f o l l ow e d  by t h e  

i n t r o du c t i o n  o f  a g o a t  a n t i - r ab b i t I e n z yme c omp l e x  wh i ch 

b i n d s  t o  a l l  a n t i ge n  b o u n d  r a bb i t ge n e r a t e d  a n t i b od i e s . 

Af t e r t h e  a d di t i o n  o f  t h e  e n z yme s u b s t r a t e  a c o l o r  w i l l  

deve l op wh i ch c a n  b e  u s e d  a s  a q u a n t i t a t i ve i nd e x o f  

an t i b o d y  p r e f e r e n c e  f o r  t h e  s amp l e  a n t i ge n .  

W e  h a ve a d a p t e d t h e  E L I SA f o r  u s e  i n  o u r l a bo r a t o r y a n d  

we h a ve b e g u n t h e  l on g  a n d  a r du ou s  p r o c e s s  o f  g e n e r a t i n g ,  

i s o l a t i ng ,  pu r i f y in g , a n d  t e s t i n g a n t i b o d i e s  f o r  Rh i z o b i um 

f r e d i i U S D A 2 0 5  an d Rh i z o b i um f r e d i i  H C  2 0 5  ( b o t h  i n d u c e d  

and n o n - i n du c e d ) to a i d  i n  t h e  s tu dy o f  t h e s e  b a c t e r i a . 



MATERIALS AND METHODS 

E L I SA 

GEN ERAL PROC E D U R E  

The e n z yme -l i nked i mmu n o s o r be n t  a s s ay ( E L I SA )  w a s  

adap t e d  f o r  u se i n  ou r l a bo r a t o r y  f r om F uh r m a n n  a nd Wo l l um 

( 1 3 ) . Th e bu f f e r s  and a n  ou t l i ne o f  t he p r o ce d u re a r e  

de s c r i be d i n  A p pe n d i x 11 . W h o l e  ce l l s  u s e d  a s  a n t i g e n s  w e re 

f i r s t  r emov e d  f r om wo r k i n g s l a n t s  w i t h c a . 3 m L  o f  0 . 8 5 % 

NaCl . The y  we r e  t he n  he a t  t re a te d  f o r  1 5  m i nu t e s  i n  a 

l 0 0
°

c w a t e r  b a t h . A f t e r  c o o l i ng t o  r o om t e mpe r a t u r e  t h e  

a n t i ge n  s u s pe n s i o n s  we re d i l u te d  t o  a n  o p t i c a l  d e n s i ty o f  

c a . 0 . 5  a b s o r ba n c e  u n i t s  a t  6 0 0 nm w i t h c o a t i ng bu f f e r . 

O . lm L  o f  t h i s  s u s p e n s i o n w a s  t h e n  d e l i ve r e d t o  t he 

app r op r i a t e  we l l s  o f  a p o l y s ty r e ne m i c r op l a t e  ( Co o ke 

mi c r o t i t e r ; Dyn a t e ch L a bo r a t o r i e s ) . The p l a t e s  we re t h e n  

i nc u ba t e d  o v e r n i gh t  a t  4
°

c o r  f o r  o n e  h o u r a t  3 7°c .  

Exce s s  a n t i ge n  wa s s h aken ou t a n d  t h e  p l a t e s  we r e  wa s h e d  

t h re e  t i me s  w i t h  P B S - Twee n by f i l l i ng e a ch we l l  i n d iv i d u a l l y  

w i t h  a p i pe t t e . T h e  f i r s t  w a s h  w a s  emp t i e d  i mme d i a t e l y  

wh i l e t h e  l a s t  t w o  we r e  l e f t f o r  5 m i nu t e s . R a b b i t  

a n t i-Rh i z o b i um a n t i s e r a  w a s  t he n  a d d e d  t o  e a c h  we l l  

( 0 . lm L ) a f t e r  s e r i a l  d i l u t i on i n  P B S -Twe e n . D i l u t i o n r a n g e  

v a r i e d  w i t h e a c h  e xp er i me n t . T h e  p l a t e s  we re t h e n  i nc u b a t e d  

f o r 1 h a t  r o om t e mp e r a t u r e . T h e  w a s h i n g  p r o c e du r e  wa s t h e n  

r ep e a t e d  a n d  O . lm L  o f  g o a t  a n t i - r ab b i t g l obu l i n  I a l k a l i ne 

ph o s ph a t a s e  c o n j u g a t e  ( S i gm a  Chem i c a l  Comp a n y ) d i l u t e d  i n  



PB S- Twe e n  wa s a d d e d  t o  e a c h  we l l. T h e  p l a t e s we r e  c o v e r e d 

and i n c u b a t e d  f o r  3 h a t  3 7°c o r  o v e rn i gh t  a t  4
°

c .  T h e  

w a sh i ng p r o c e d u r e  w a s  t h e n  r ep e a t e d . A s u b s t r a t e  s o l u t i o n  

c on s i s t i ng o f  p -n i t r op h e n y l  ph o s ph a t e  d i l u t e d  i n  s ub s t r a t e  

bu f f e r  w a s  a d d e d t o  e a c h we l l  ( 0 . l m L ) . T h e  p l a t e s  w e r e  l e f t  

a t  r o om t e mp e r a t u r e  t o  d e v e l op .  A f t e r  s u f f i c i e n t  ye l l ow 

c o l o r  h ad d e v e l op e d  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t oppe d w i t h  a d d i t i on 

of  S OU L  o f  3 M  N a O H  s o l u t i o n . T h e  c on t e n t s  o f  e a c h  w e l l  w e r e  

r emo v e d t o  t e s t  t u be s  c on t a i n i n g  2 . 0m L  a
2

o .  The  

ab s o r ba n c e  at  4 0 5 n m  wa s t h e n  r e ad o n  a n  L K B  U l t r a s p e c  4 0 5 0  

and t h e  r e su l t s  w e r e  p l o t t e d  o n  a g r aph. A l t h o u gh t h e  

i nc u b a t i o n  pe r i o d s  m a y  v a r y , t h e  t i me s g i v e n  i n  t h e App e n d i x 

we r e  f ou n d t o  be t h e  mo s t  e f f ec t i v e  a n d  p r a c t i c a l. 

RABB I T  AN T I - RH IZ OB I UM AN T I BODY DEVE L OPME N T  

The  c e l l s  we r e  g r own a t  r o om t empe r atu r e , o n  a s h ak e r , 

i n  4 0  m L  o f  a t yp i c a l  ye a s t  e x t r a c t  me d i um ( s e e  Appe n d i x 

1 4 ) .  Wh e n  t h e y  r e a c h e d  a n  O . D. o f  c a . 1. 8 5  a t  6 2 0 nm ( R
f 

U S DA 2 0 5 ,  1 . 7 5  a t  6 2 0 nm a n d  R
f 

H C  2 0 5 , 1 . 9 8 a t  6 2 0 n m )  t h e y  

we r e  h a r ve s t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  9 1 5 0 x g  i n  s t e r i l e t u b e s 

a n d  wa s h e d  i n  s t e r i l e 0 . 8 5 % NaCL . A f t e r  r ep e l l e t i n g  t h e  

c e ll s  w e r e  re s u s p e n d e d  i n  l O m L  o f  P B S  ( l O m M  N aP 0
4

* 7 H
2

o I 

1 5 0m M  N a C l ) .  Th i s  w a s  u s e d  a s  t h e  s t o c k  f o r  t h e  

i n o c u l a t i o n  o f  t h e  r ab b i t s. A l l b act e r i a l c u l t u r e s  we r e  

t e s t e d  f o r  pu r i ty b y  s t r e ak i ng o n  p l a t e s  o f  D i fe o  Ba c t o  

Nu t r i e n t  A g a r a n d  G r am s t a i n  a n a l y s i s. 

T h e  r ab b i t s  r e c e i v e d  i n j e c t i o n s  i n  t h e  ma r g i na l  e a r  



ve i n  o n  a r e gu l a r  s ch e d u l e  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  appe n d i x. 

Seve n t e e n  d a y s  a f t e r  t h e  i n i t i a l  i n j e c t i on t h e  r ab b i t s  w e r e  

k i l l e d a n d  t h e  b l oo d  r emov e d  d i r e c t l y f r om t h e  h e a r t a n d  

p l a c e d i n  t e s t  t u be s. T h e  b l oo d  wa s a l l owe d t o  c l o t  a t  r o om 

tempe r a t u r e  f o r  t w o  h o u rs b e f or e  be i ng s t o r e d o v e r n i gh t  a t  

4°c. T h e  s e r a  p o r t i on o f  t h e  b l o o d  w a s  c a r e f u l l y r emo v e d  

wi th a P a s t e u r p i p e t t e  a n d  t h e  c l o t s  w e r e  c e n t r i f u ge d  a t  

2 0 0 0 r pm t o  i so l a t e  t h e  r ema i n i ng s e r a. T h e  s u p e r na t e n t  w a s  

adde d t o  t h e  o t h e r  s amp l e  a n d  s t o r e d  i n  lmL a l oqu o t s  a t  

- 2 0°c. 

P UR I F I CA T I ON O F  T H E  RA BB I T  ANT I - R H IZOB I UM V I A  

ADSORP T I ON 

I n  o r de r  t o  i n c r e a s e  t h e  s p e c i f i c i t y o f  a p a r t i cu l a r  

a n t i s e r u m  i t  w a s o f t e n  ne c e s s a r y  t o  r emo v e  c o mmo n a n t i b o d i e s  

th r ou gh a p r oc e s s  o f  a d s o r p t i o n. T o  a c c omp l i s h  t h i s  a 

v o l u m e  o f  a n t i s e r a  w a s  c o mb i ne d  w i t h  t h e  c e l l s  f r om a c r o s s  

r e ac t i ng s t r a i n. The  c e l l s  we r e  r emo v e d  f r om t h e  w o r k i n g 

s l a n t  w i t h 2 - 3 m L  o f  l M  N a C l , t h e y  we r e  v or t e x e d  t o  s ep e r a t e  

c l ump s  a n d  r emo v e  c ap s u l a r  ma t e r i a l. T h e  s u s p e n s i o n w a s  

t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 3 , 0 0 0 r pm f o r  3 0  m i nu t e s. T h e  

s u pe r n a t e n t  w a s  d i s c a r de d  a n d  t h e  p e l l e t  wa s c omb i ne d  w i t h  

t h e  a n t i s e r a  t o  be p u r i f i e d . T h e  m i x t u r e  wa s i n c u b a t e d  a t  

3 7°c f or t h r e e  h ou r s. T h e  c r o s s  r e a c t i n g b a c t e r i a  

agg l u t i na t e d  a n d  s e t t l e d  o u t  a n d  t h e  s u pe r n a t e n t  w a s  

r e mo v e d. T h e  p r o c e s s  w a s  r ep e a t e d  o n  t h e  s u p e r n a t a n t  u n t i l  

t h e r e  w e r e  n o  mo r e  c r o s s r e a c t i n g a n t i b od i e s  a s  i n d i c a t e d  by 



a l a c k  o f  a g g l u t i n a t i o n. 

A l th o u g h  the p r o c e du r e  d e s c r i be d  a b o v e  i s  a d eq u a t e  f o r  

sma l l  q u a n t i t i e s  ( l - 2mL ) o f  a n t i s er a  o r  f o r  ba c t e ri a l  

s tr a in s  w h o s e  c r o s s  r e a c t i o n  i s  l i m i t e d , i t  p r ov e d  t o  b e  t o o  

s l ow and m u ch t o o  c u mb e r s ome f o r l arge q ua n t i t i e s  o f  h e a v i l y  

cros s r e a c t i ng a n t i s er a  s u c h  a s  t h o s e  d e v e l op e d  a g a i n s t  R. 

fre d i i  HC 2 0 5 a nd U S DA 2 0 5. F o r  t h e s e  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  

pur i f y  l Om L  v o l u me s  o f  a n t i s e r a  b y  gr ow i n g 4 0m L  c u l t u r e s  o f  

t h e  c r o s s r e a c t i n g s t r a i n  t o  a n  O.D. o f  c a . 1. 5 a t  6 2 0 n m. 

The  c e l l s  we r e  t h e n  p e l l e t e d  a n d wa s h e d  3 t i m e s w i t h  s a l i ne. 

The f i n a l  p e l l e t  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  t h e  a n t i s e r a  a n d  t h e  

who l e  v o l u me o f  m i x t ur e  w a s  i n c u b a t e d  a s  d e s c r i b e d. A f t er 

the ad s o r p t i o n  pro c e s s  w a s  c omp l e t e d  t h e  pu r i ty o f  t h e  

a n t i s e r a  w a s  t e s t e d  by p er f orm i n g a n  E L I SA. A l l  c u l t u r e s  

were t e s t e d  f o r  pur i t y  a s  d e s c r i be d  a b o v e. 

I SOLAT I ON OF L I POPOLY SACCHAR I DE S  

B a c t e r i a l l i po l y s a c ch a r i de ( LP S ) was i s o l a t e d  by t h e  

mo d i f i e d  h o t  ph e n o l /wa t er me t h o d  ( 8 ) . A l arge b a t ch o f  

c e l l s  wa s g r own i n  e i t h er a n  8 . 0 L b o t t l e  w i t h s t er i l e  a i r  

b u bb l e d  t h r ou gh or i n  s i x t e e n  5 0 0m L  c u l t u r e s  o n  a s h ak e r. 

The c e l l s  wer e  har v e s t e d  by c e n tr i f u g a t i o n  ( 2 0 m i nu t e s  a t  

8 0 0 0  r pm )  a n d  c h e c k e d  f or pur i ty o n  N u tr i e n t  A g ar a n d  by 

Gr am s t a i n. A s u s pe n s i o n  of  b a c t e r i a  was s u b j e c t e d  t o  

d i sru p t i o n b y  b l e n d i n g  i n  a Wa r i n g b l e n d e r f o l l owe d by 

s on i c a t i o n . T h e  s u sp e n s i o n  was tre a t e d w i t h  l y s o z ym e , RN a s e  



and DN a s e  a f t e r wh i ch i t  w a s  h e a t e d  a n d  c omb i ne d  w i t h  h o t  

ph e n o l. S u b s eq u e n t  c e n t r i f u g a t i o n  r e s u l t e d  i n  t h e  d i v i s i o n  

o f  t h e  m i x t u r e  i n t o t wo l a ye r s , t h e  ph e n o l  l a y e r wh i ch 

c on t a i n e d  b a c t e r i a l d i s c a r d  a n d  t h e  wa t e r  l aye r whi c h  

c on t a i n e d  t h e  LP S . Af t e r r emo v a l  o f  t h e  w a t e r  l a y e r t h e  

ph e n o l  l a y e r  wa s r e -e x t r ac t e d u s i ng f r e s h h o t  w a t e r . T h e  

c omb i n e d  w a t e r  l a ye r s  we r e  d i a l y z e d  a g a i n s t  wa t e r  a n d  

f i na l l y l y o ph i l i z e d  ( s e e  Appe n d i x  1 3  f o r  d e t a i l s ) .  T h e  LPS 

was pu r i f i e d  f r om t h e  wa t e r  l a y e r by c o l u m n  c h r oma t o g r aphy , 

f i r s t  o n  a S e ph a r o s e  4B c o l umn o f  4 0 c m  i n  l e n g t h  by 6 c m  i n  

d i ame t e r a n d  l a t er o n  a n o t h e r  4 B  c o l u mn o f  l l O c m i n  l e ng t h  

by l. 8 c m  i n  d i ame t er .  T h e  l e n g t h  o f  t h i s  s e c on d  c o l u mn 

p r ov i d e s  f o r  be t t er r e s o l u t i o n . T h e  d e s i r e d  p e ak s ,  a s  

de t e c t e d  b y  qu a l i t a tive c o l o r me t r i c  a s s ay s  f o r  K D O  ( 3 1 )  a n d  

h e x o s e , we r e  t h en c o l l e c t e d , d i a l y z e d  a g a i n s t  w a t e r a n d  

l yoph i l i z e d . De t a i ls o f  t h e s e  c o l o r me t r i c  a s s ay s  may b e  

f o u n d  i n  Appe n d i c e s  5 a n d 6 .  

QUAN T I TAT IVE CO L ORME TR I C  A S SAYS O F  L I P OPOLY SACCHAR I DE 

SAMP L E S  

A l . Om g/mL s o l u t i on o f  f r e e z e - d r i e d LP S in  wa t e r  w a s  m a d e  

f o r  a l l  s amp l e s . E a c h  L P S  s amp l e  wa s t h e n  a n a l y z e d  b y  

qu a n t i t a t i ve c o l orme tr i c  a s s ay s  f o r  KDO ( 3 1 ) , u r o n i c  a c i d  

( 3 ) ,  p y r u v y l  g r oup s ( 18 ) , a c e t y l  g r ou p s  ( 1 5 ) , a n d  h e x o s e ( by 

t h e  a n t h r o n e  me t h o d ) . E a ch a s s ay i n c l u de d  a s e t o f  

s t a n d a r d s  f o r  c omp ar i s o n . T h e  r e s u l t s  o f  t h e  a s s ay s  we r e  



then s ub j e c t e d  t o  l i n e ar r e gr e s s i on a n a l y s i s  a n d  a per c e n t  

o f  to t a l m a s s  w a s  c a l c u l a t e d f or e a ch . D e t a i l s  o f  t h e  a s s a ys 

may be f ou n d  i n  Appe n d i ce s  5 - 9 .  

POLYACRYLAM I DE G E L  E L ECTROPHORE S I S  O F  LP S SAMP L E S  

T h e  LP S s amp l e s were a n a l y z e d  by po l y a c r y l am i d e  ge l 

e l e c t r op h or e s i s ( PAG E ) a s  de s cr ib e d  i n  app e nd i x 1 .  A 

l . Omg/mL s o l u t i o n  o f  e a c h  s amp l e  wa s pre p ar e d; 3 0 u L  o f  t h i s  

s o l u t i o n  wa s l yoph y l i z e d  t h e n  r e d i s s o l ve d  i n  2 5 u L  o f  s amp l e  

bu f f er ( s e e  appe n d i x  1 )  a n d  h e a t  tre a t e d  i n  s e a l e d  t ube s a t  

i o o
0

c .  T h e  s amp l e s we r e  a l l owe d t o  c o o l , t h e n  r u n  o n  a 

1 2 % t o  1 5 %  p o l ya c r y l a m i d e  ge l c on t a i n i n g e i t h er s od i um 

dode cy l s u l f a t e  ( SD S ) ( 21 ) , T r i t o n  X l O O , or d e o xy ch o l i c  a c i d  

( DOC ) ( 2 0 )  a s  a d e t erge n t . I n  s ome c a s e s  a g r ad i e n t  ge l 

fro m 1 0 %  t o  2 0 % a c r y l a m i d e  w a s  u s e d . u s u a l  r u n n i n g  t i m e  w a s  

abo u t  3 h our s a t  a c o n s t a n t  c urr e n t  o f  ab o u t 2 0m a  o n  1 2cm 

Hoe f er S c i e n t i f i c  I n s trume n t s  S E  5 0 0  S l ab U ni t  f or SDS a n d  

Tr i t o n  ge l s . F or D O C  ge l s  t h e  c urr e n t  w a s  k ep t  c on s t a n t  a t  

1 8ma t hrou gh t h e  s t a c k i n g ge l a n d  2 5m a  t hro u g h  t h e  ru n n i n g 

ge l .  Th e DOC ge l s  we r e  r u n  o n  e i t h er a 1 6 c m  H oe f er 

Sc i e n t i f i c  I n s trume n t s  S t u r d i er S E  4 0 0  S l ab U n i t ( ab o u t 3 . 5  

hour s  ru n n i n g t i me )  or a S t urd i er S E  4 2 0 3 2 c m  S l ab U n i t 

( 4 . 5 - 5 . 5  hours ru n ni ng t i me ) . Wh e n  t h e  br omph e n o l  b l u e  dye 

r e a ch e d  th e b o t t o m  of t h e  ge l t h e  ge l wa s r emo v e d  from t h e  

appar a t u s a n d  s t a i n e d  f or LP S b y  t h e  s i l v er s t a i n i n g me t h o d  

o f  T s a i  a n d  Fr i s ch ( 3 0) .  S e e  ap p e n d i x  2 .  S t a i n e d  g e l s  we r e  



0 s t or e d  i n  S ar an wr ap a t  4 c .  A l l ge l s  wer e  c a l ibr a t e d  by 

the  i nc l u s i on o f  a we l l  c o n t ai n i n g LP S f r om w i l d  type 

Salmone l l a  a n d  LP S from a r o u gh mu t a n t  o f  S a l m o ne l l a . 

PROTON NUCL EAR MAGNE T I C  R E SONANCE ( NMR ) ANALY S I S  

O F  T H E  L IPOLY SACCHAR I D E S  

Pro t o n  N MR s t u d i e s  wer e  perf orme d o n  a Ge n er a l  E l e c tr i c  

Q E- 3 0 0  NMR a t  t h e  U n i vers i ty o f  I l l i no i s  ( Ch a mpa i g n - Urb a na ) .  

Th e pre p ar a t i o n  o f  t h e  s amp l e s c on s i s t e d  o f  d i s s o l v i n g 

1 0 - 2 0m g  o f  fre e z e -dr i e d s amp l e  i n  2 . 0m L  d e u t er i um o x i de , 

lyoph y l i z a t i o n , a n d  r e d i s s o l v i n g o f  t h e  s amp l e  i n  a n o t h er 

2. 0 m L  o f  o
2

o .  T h e  m or e  c o n c e n tr a t e d  t h e  s am p l e  t h e  b e t t er 

t h e  r e s o l u t i o n . F or t h o s e  s amp l e s  wh i ch pro d u c e d  a 

re l a t i v e l y  c l e ar s pe c tr a , 3 0 0  aqu i s i t i o n s  pro v e d  a d eq u a t e; 

howev er s ome s amp l e s requ ir e d  6 0 0  or 9 0 0  aq u i s i t i o n s . The 

s amp l e  s p i n  r a t e  wa s ma i n t a i ne d  b e t we e n  2 0  a nd 3 0  RP S. 

ANALY S I S  O F  LP S BY GA S CHROMA TOGRAPHY 

G a s  c hroma t o gr a phy s t u d i e s  w er e  p er f orme d o n  a c e ty l a t e d  

s amp l e s. S amp l e s  wer e  s ub j e c t e d  t o  h o t  a c i d  h y dr o l y s i s  

f o l l owe d by r e d u c t i o n  w i t h  s o d i u m  b orohydri d e . The  s amp l e  

w a s  t h e n  tr e a t e d  w i t h  me t h a n o l  a n d  a c e t i c  a c i d t o  remo v e  t h e  

NaBH
4

• Th e r e d u c e d  s amp l e  wa s tr a n s f orme d i n t o  a l d i t o l  

a c e t a t e s  b y  tre a t me n t  w i t h a c e t i c  a n h y dr i de a n d  pyr i d i ne . 



The a l d i t o l  a c e t a t e s  we r e  t h e n  e x tr a c t e d  ( s ep a r a t e d  f r om 

s a l t s  f o r m e d  d u r i ng th e t r e a tme n t ) w i t h  c h l o r o f o r m . A f t e r  

evapo r a t i ng t h e  CHC 1
3 

b y  b l ow d r y i ng w i t h  fil t e r e d a i r , 

the  s amp l e  wa s d i s s o l ve d  i n  d i ch l o r ome t h a n e  a n d  a n a l y z e d  o n  

a Hew l e t t - Pa c k a r d  5 8 9 0 A G a s  Ch r oma t o g r ap h  i n t e r f a c e d  w i t h  a n  

App l e  rre comp u t e r. T h e  c o l u mn u s e d  w a s  a 1 5  m e t e r S P 2 3 3 0  

f u s e d  s i l i c a c ap i l l a r y  c o l u mn . The  r u n  w a s  f r om 1 9 0
°

c t o  

2 4 o
0

c a t  a r a t e  o f  1 0° p e r m i nu t e , f o l l owe d b y  a 1 5  

mi nu t e h o l d  a t  2 4 0
°

c ( s e e  Appe n d i x 1 0  f o r  d e t a i l s )  ( 1 ) . 

F o r  s amp l e s w i t h  a h i gh KDO c o n t e n t  a s pe c i a l  p r o c e du r e  

wa s u s e d  i n  t h e  a c e tylat i o n p r o c e s s  ( ap p e n d i x  1 0 ) ( 3 2 ) . 

I NDUCT I ON ANALYS I S  OF MU- LAC I NSERT I ON MUTANTS 

I n  o r de r  to op t i m i z e  t h e  i n du c t i o n  c o n d i t i o n s  to be 

u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s  of Rh i z ob i u m f r e di i  U S DA 2 0 5 a nd i t' s  

nod mu t a n t  Rh i z ob i um f r e d i i H C  2 0 5 ,  i t  wa s f i r s t  

n e c e s s a r y  t o  e x a m i ne t h e  i n du c t i o n  ph e n ome n o n  

qu a n t i t a t i v e l y. Th i s  w a s  a c c omp l i s h e d  b y  t h e  u s e  o f  a 

c l o s e l y  r e l a t e d  b a c t e r i a l s t r a i n  wh i ch c on t a i n s  a Mu- l a c 

g e n e  i n s e r t i o n  t h a t  r e s u l t e d  i n  t h e  e l i m i n a tion o f  t h e  

ab i l i ty o f  t h i s  s t r a i n  t o  n o d u l a t e  i t s n a t u r a l  h o s t. 

Th r e e  mu t a n t  ( n o d
-

) s t r a i n s o f  Rh i z ob i um f r e d i i  

USDA 2 0 1  we r e  s e n t  t o  u s  f r om t h e  l a b o r a t o r y  o f  De s h  P a l  s. 

Ve rma ( Mc G i l l  U n i v e r s i t y ,  Mo n t r e a l , Q u eb e c ,  C a n a d a ) .  T h e  

s t r a i n  Rh i z ob i um f r e d i i U SDA 2 0 l : : Mu - d  ( KAN , l a c ) w a s  

i n n o c u l a t e d  i n t o  4 0m L  o f  ye a s t  e x t r a c t  me d i a  ( YE M ) wh i ch 



c on t a i n e d  5 0 u g /mL o f  k a n amyc i n. Th i s  c u l t u r e  wa s g r own a t  

2 6
°

c o n  a s h ak e r  t o  a n  O . D .  o f  0. 5 7  a t  6 0 0 nm. F r om t h i s  

f l ask l Om L  o f  c u l t u r e  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  two du p l i c a t e  

s e t s  of  two f l a s k s. E a ch s t e r i l e 5 0m L  f l a s k c on t a i ne d  l O m L  

o f  Y EM w i t h  5 0 u g/mL of K a n amy c i n. T h e  e xp e r i me n t a l  f l a sk s  

a l s o  c on t a i n e d  lm g/mL o f  r o o t  e x t r ac t , f o r  a f i n a l  

c o n ce n t r a t i o n  o f  0. 5 m g/mL a f t e r  a d d i t i o n o f  t h e  s t a r t e r  

cu l t u r e. T h e  t i me o f  i n o c u l a t i o n o f  t h e  e xp e r i me n t a l  a n d  

c on t r o l  f l a s k s  wa s t ak e n  t o  be t i me z e r o  ( T= O ) .  A t  t h i s  

t i me t h e  f i r s t  s amp l e  ( l. 5mL ) wa s r emo v e d  f r om e a ch f l a s k  

and s u b j e c t e d  t o  t h e  B - g a l a c t o s i d a s e  a s s ay d e s c r i be d  i n  

Appe nd i x  1 5 . S a mp l e s  we r e  t h e n  t ak e n  a f t e r  t h r e e  h ou r s  

( T= 3 ) , s i x  h o u r s  ( T= 6 ) , e i gh t  h o u r s  ( T= B ) , t e n h o u r s  ( T = l O ) , 

twe l ve h ou r s  ( T= l 2 ) , a n d  t we n ty - f ou r  h ou r s  ( T= 2 4 ) . T h e  

r e su l t s  we r e  p l o t t e d  a s  t h e  a c t i v i ty u n i t s o f  

B- g a la c t o s i d a s e  v e r s u s  t i me. T h e  g r o w t h  c u r ve wa s a l s o  

f o l l ow e d  ( O . D .  a t  6 0 0 nm ) .  A s u b s eq u e n t  e xp e r i me n t  w a s  

p e r f o r me d  i n  t h e s a m e  ma n n e r  w i t h a f i v e  f o l d  i nc r e a s e  a n d  a 

f i ve a n d  t we n ty - f i v e f o l d  de c r e a s e  i n  t h e  r o o t  e x t r a c t  

c o n ce n t r a t i o n  ( 2 6 ) . 

T h e  i n du c t i o n  o f  a l a r ge c u l t u r e  ( 4 L )  w a s  t e s t e d  u s i n g 

l a r ge b o t t l e s  o f  Y EM b r o t h  w i t h  s t e r i l e a i r  f o r c e d  t h r ou gh 

a n  a i r s t o n e  t o  p r ov i de o x y ge n . T h e  r o o t  e x t r a c t  wa s 

p r o v i de d  t o  t h e  e xp e r i me n t a l  b o t t l e  a t  0. 5mg/mL a n d  

k a n a m yc i n  wa s a d de d t o  bo t h  e x p e r i m e n t a l  a n d  c on t r o l bo t t l e s  

a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0 u g/mL . 

T h e  e f f e c t  o f  ap i ge n i n  o n  i n d u c t i o n  o f  t h e  n o d u l a t i o n 



gene s w a s  a l s o t e s t e d  u s i n g a s i m i l a r  e x pe r i me n t . F o u r 

f l a s k s c on t a i n i n g 4 0mL Y E M  we r e  i n n o c u l a t e d  f r om a s t a r t e r  

f l a s k  i n  s t a t i o n a r y  ph a s e . T h e n e g a t i v e c on t r o l f l a s k  

con t a i n e d  t h e  me d i u m a n d  5 0 u g/mL o f  k a n amyc i n ,  wh i l e  t h e  

pos i t v e  c on t r o l  c o n t a i ne d  t h e  k a namyc i n  a s  we l l  a s  0 . 5mg/mL 

of r o o t  e x t r a c t . T h e  e xp e r i me n t a l  f l a s k  c o n t a i ne d  t h e  

k a n amyc i n  p l u s 3 u g /mL o f  s t e r i l e ap i ge n i n . I n  a d d i t i o n 

th e r e  w a s  a n  i nh i b i t i o n  t e s t  p e r f o r me d w i t h  k a n amyc i n  a n d  

l O O u g/mL o f  a p i ge n i n . S amp l e s we r e  a s s ay e d  a s  befo r e  f o r  

B-g a l a ct o s i d a s e  a c ti v i t y .  T h i s  l a s t  e x p e r i me n t wa s r ep e a t e d  

u s i ng a l l  t h r e e  s tr a i n s  o f  Rh i z o b i um f r e d i i  U S DA 

2 0 1 : : Mu - l a c . 

F o r  a s u mm ary of a l l  b a c t e r i a l s t r a i n s  u s e d  i n  t h e  

wr i t i ng o f  t h i s  p a p er s e e  t a b l e  1 .  

S TRA I N  D E S CR I PT I ON 

Rh i z o b i um f r e d i i U S DA 2 0 5  

R .  f r e d i i  U SDA 2 0 5  ( I N D )  

R .  f r e d i i HC 2 0 5 

R. f r e d i i U SDA 2 0 1 1 1G2 

R. f r e d i i  U SDA 2 0 1  2 10 5  

R. f r e d i i U SDA 2 0 1 2 2Gl 

S a l m o n e l l a  m i n n e s ota 

s. m i n n e s o t a  R 6 0 

Wi l d - Type ( n o d+ )  

W- T  a f t e r  n o d  i ndu c t i o n  

L a c k s sym p l a sm i d ( n o d - )  

Mu - l a c mu t a n t  ( n o d - )  

Mu - l a c mu t a n t  ( no d - )  

Mu - l ac mu t a n t  ( n od - )  

Wi l d - Type 

R a  mu t a n t , l a c k s o- a n t i ge n  

TABL E 1. B a c t e r i a l  s tr a i n s u s e d  i n  t h e  c ou r s e  o f  t h i s  

s t u d y . O n l y  t h e  L P S  from S a l m o ne l l a  m i n n e s o t a  w a s  u s e d . 



RE SULTS 

A DAPTA TI ON OF E L I SA AND D EVEL OPME N T , I S O LAT I O N ,  PU R I F I CA T I ON 

AN D T E S T I NG O F  AN T I B O DI E S  

EL I SA 

Af t e r p e r f o r m i n g t h e  E L I SA s e v e r a l  t i me s t h e p r o c e d u r e  

ou t l i ne d  i n  me t h o d s  w a s  f ou n d  t o  b e  t h e  mo s t  r e l i a b l e . A s  

c a n  be s e e n  i n  f i g u r e  1 t h e  E L I SA demo n s t r a t e s  a v e r y  

de f i n i t e  s p e c i f i c ity wh e n  u s i ng t w o  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  

r h i z ob i a ( R .  j ap o n i c u m  v s . R .  t r i f o l i i ) .  Howe v e r wh e n  

u s i ng two d i f f e r e n t  s t r a i n s o f  t h e  s ame s p e c i e s  (R. 

j apon i c u m  1 2 3  v s . R. j a p o n i c um 1 1 0 ) t h e d i f f e r e n c e s i n  

spe c if i c i ty a r e  n o t  a l wa y s  s o  d r ama t i c  ( f i gu r e  2 ) . I n  t h i s  

c a s e  i t  i s  n e c e s s ary t o  pu r i f y t h e a n t i s e r u m by a d s o r p t i o n  

i n  o r de r t o  o b t a i n  s t r a i n  s p e c i f i c  a n t i s e r u m . The  r e su l t  

( f i gu r e  3 )  i s  a v e r y  de f i n i t e i n c r e a s e  i n  s p e c i f i c i t y 

a l t h o u gh i t  i s  a c c ompa n i e d b y  app r o x i ma t e l y  a t h r e e - f o l d  

d r op i n  a c t i v i t y .  T h e  s p e c i f i c i ty h o we v e r i s  t h e  i mp o r t a n t  

a spe c t . N o t e  t h a t  t h e  op t i mu m  d i l u t i o n  f o r  s p e c i f i c i ty i s  

abou t a 1 / 8 0 0  ( l og a t  2 . 9 ) d i l u t i o n o f  t h e  a n t i s e r u m ,  th i s  

p r ov e d t o  b e  t h e optimum d i l u t i o n  i n  m a ny o f  t h e  E L I SA t e s t s  

pe r f o r me d , p a r t i c u l ar l y  t h o s e  t h a t  r eq u i r e d  l i t t l e o r  n o  

a d s o r p t i o n pu r i f i c a t i o n . Afte r l e n g t hy a d s o r p t i o n 

pu r i f i c a t i o n  t h e  o p t i mu m  d i l u t i o n  d r op s  t o  a r a nge of 1 / 2 5  

t o  1 / 1 0 0  ( l og a t  1 . 4  t o  2 . 0 ) d u e  t o  t h e  a gg l u t i na t i o n  a n d  

r emov a l  o f  m a n y  o f  t h e  a n t i b o d i e s  f r om t h e  a n t i s e r a .  



ANT I S  ERA 

T h e  d e ve lopme n t  o f  t h e  a n t i b o die s a g a i n s t  Rh i z o b i um 

f r e d i i U S DA 2 0 5  a n d  Rh i z o b i um f r e d i i HC 2 0 5 y i e l d e d  c a . 

44m L o f  s e r a  f r om e a ch r ab b i t .  A p o r t i o n  o f  e a c h  a n t i s e r u m  

w a s  p u r i f i e d  b y  ad s o r p t i o n  a n d  a n  E L I SA w a s  p e r f o r me d  u s i n g 

b o t h  a d s o r b e d  a n d  u n a d s o r be d  a n t i s e r a .  Th e u n a d s o r be d  

a n t i s e r u m  i s  t h a t  wh i ch i s  u s e d  a s  e x t r a c t ed f r om t h e  r a b b i t  

and t h e  a d s o r be d  a n t i s e r u m i s  t h a t  wh i ch h a s  b e e n  i nc u b a t e d  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c r o s s r e a c t i n g  s t r a i n  o f  b a c t e r i a  

un t i l  c ommo n  a n t i b o d i e s  h a v e  a g g l u t i na t e d  a n d  s e t t l e d  o u t 

c omp l e te l y .  A n  e x amp l e  o f  t h i s  pu r i f i c a t i o n p r o c e s s  i s  t h e  

i nc u b a t i o n  o f  t h e  a n t i s e r um p r o d u c e d by t he r a b b i t  wh i c h w a s  

i n j e c t e d  w i t h  U SD A  2 0 5 i n  th e p r e s e n c e  o f  HC 2 0 5  b a c t e r i a . 

Th i s  p r o c e s s  m a y  b e  r ep e a t e d  u n t i l  t h e r e  i s  n o  f u r th e r  

a g gl u t i n a t i o n . T h e  r e s u l t s  o f  a n  E L I SA p e r f o r me d w i t h  

an t i s e r a  t o  H C  2 0 5  a n d  U S DA 2 0 5  wh i ch h a s  b e e n  pu r i f i e d  i n  

th i s  f a s h i o n  ( s h own i n  f i g u r e  4 )  s h o w  s ome s p e c i f i c i ty by 

the pu r i f i e d  a n t i s e r a ,  t h o u gh v e r y  l i t t l e  ( o n l y  abou t a 

th r e e -f o l d  d i f f e r e n c e  i n  s p e c i f i c i ty f o r  U SDA v s . H C  a s  

c ompa r e d t o  a f o r t y- f o l d  d i f f e r e n c e  i n  f i gu r e  1 a n d  a t e n

f ol d  d i f f e r e n c e  i n  f i gu r e  3 ) . Th i s  i s  t o  s a y  t h a t  t h e r e  i s  

m i no r  p r e f e r e n t i a l  c o l o r  d e ve l opme n t  i n  t h e  m i c r o t i t e r  we l l s  

wh i ch h a v e  b e e n  c o a t e d  w i t h t h e  U S DA 2 0 5  b a c t e r i a  a n d  

i ncu b a t e d  w i t h U S DA 2 0 5  a n t i s e r a  t h a t  h ad b e e n  t r e a t e d  w i t h  

HC 2 0 5  b a c t e r i a . 

A t  t h e  t i me o f  t h i s  wo r k  we we r e  n o t  ye t awa r e  o f  t h e  

ne c e s s i ty f o r  i n du c t i o n  o f  t h e  n o d u l a t i on g e ne s .  S i n c e  t h e  



d i f fe r e n c e  be twe e n  t h e  tw o s t r a i n s ( HC 2 0 5  a n d  U SDA 2 0 5 )  i s  

th e l a c k  of t h e  s ymb i o t i c  p l a s m i d i n  H C  2 0 5  i t  i s  n o t  a t  a l l  

su rp r i s i ng t h a t  t h e y  d o  n o t  d e mo n s t r a t e  a s i gn i f i c a n t  

d i f fe r e n c e  i n  a n t i ge n i c i ty w i t h o u t p r i o r  i nd u c t i o n  o f  t h e  

c u l t u r e . I t  i s  k n own t h a t a t  l e a s t  s o me o f  t h e  ge n e s o n  t h e  

p l a smi d a r e  n ot a c t i v e  w i t h o u t i n du c t i on ( 2 7 )  a n d  t h e r e f o r e  

any ge n e  p r od u c t s  f r om t h e s e  ge n e s t h a t  m i gh t  b e  a n t i ge n i c  

a r e  n o t  a c c ou n t e d  f o r  i n  t h e  a n t i s e r u m t o  U SDA 2 0 5 .  

Gene r a t i o n  o f  a n t i b o d ie s  t o  i nd u c e d  c e l l s  wa s pe r f o r me d  i n  

t h e  s ame f a s h i o n  a s  o t h e r  a n t i bo dy de v e l op me n t . T h e  r a b b i t s 

we r e  i nn o c u l a t e d  w i t h  c e l l s  t h a t  we r e  g r own i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  ap i ge n i n  a s  p e r i n du c t i o n  a n a l y s i s  ( b e l ow ) . The  

i n je c t i o n  s ch e d u l e  wa s the  s ame as  f o r  the  o t h e r r ab b i t s . 

When a n  E L I SA wa s p e r f o r me d o n  t h e  i nd u c e d  a n t i b o d i e s  a s  

we l l  a s  t h e  U SDA n o n - i nd u c e d  a n t i bo d i e s  t h e r e  w a s  n o  c o l o r  

dev e l opme n t  i n  e i t h e r  t h e  e xp e r i me n t a l  we l l s  o r  t h e  c on t r o l  

we l l s . I t  i s  n o t  c l e a r  i f  t h e  p r ob l em wa s w i t h t h e  E L I SA 

bu f f e r s  i n  s t o c k  o r  t h e  a n t i s e r a  o b t a i ne d  f r om t h e s e  

r ab b i t s . D u e  t o  t i me c o n s t r a i n t s  t h e  t e s t  c ou l d  n o t  be 

rep e a t e d . H owe v e r ,  the r e su l t s  a l r e a d y  o b t a i ne d  w i l l  be 

impo r t a n t  i n  the f u t u r e  a n a l y s i s  o f  the d a t a  f r om t h e  

i nd u c e d  a n t i ge n s . 

I N DUCT I ON ANALYS I S  

The re s u l t s  o f  t h e  i n i t i a l  indu c t i o n  e xp e r i me n t s  w i t h  

t h e  R h i z o b i u m  f r e d i i U S D A  2 0 l : : Mu - l a c 1 1 G 2  N o d m u t a n t  
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s t r a i n  s h o w  B - g a l a c t o s i d a s e  a c t i v i ty ( i nd i c a t i ng B- g a l  

p r o d u c t i o n ) i n  t h e  f l a s k  c o n t a i n i n g r o o t  e x t r a c t  t ha t  i s  

ne a r l y  t e n -f o l d  h i gh e r  t h a n  t h e  c on t r o l ( f i gu r e  5 ) . The  

act i v i t y  i s  c a l c u l a t e d  i n  a c t i v i t y u n i t s  a c c o r d i n g  t o  th e  

f o l l ow i n g e q u a t i on ; 

ACT I V I TY U N I T S = O . D .  @ 4 2 0 n m  
T x V x O . D .  @ 6 0 0 nm 

whe r e  T e q u a l s  t h e  t i me o f  i n c u ba t i o n o f  t h e  s amp l e  t ak e n  

( s ee appe n d i x 1 5 ) , a n d  v eq u a l s  t h e  v o l u me o f  s amp l e  t ak e n . 

The r e  i s  a l a g  t i me o f  app r o x i ma te l y  t h r e e  h ou r s  a s  

shown i n  f i gu r e  5 a f t e r  w h i c h  t h e  a c t i v i t y i n  t h e  i n d u c e d  

c u l t u r e  r i s e s  s h a r p l y .  Th e s e  d a t a  a r e  v e r y s i m i l a r  t o  t h o s e  

in t h e Ve r m a p a p e r ( 2 6 ) , a l t h o u gh m o r e  d a t a  p o i n t s  a f t e r t h e  

1 2 ho u r  t i me p e r i o d we r e  s h o w n  i n  t h a t  w o r k  w h i ch i nd i c a t e  a 

p r e c i p i t o u s d r op i n  a c t i v i ty f o r  a s h o r t  t i me f o l l ow e d  by a 

r e t u r n  t o  t h e  h i gh l y  i nd u c e d  l e ve l s  ( 2 6 ) . F o r  ou r pu r po s e s  

ou r da t a  a r e  s u f f i c i e n t  t o  d i c t a t e  p r o t o c o l  f o r  t h e  

i ndu c t i o n  o f  a l a r ge r  b a t c h w i t h t h e  a i m o f  i s o l a t i n g a 

wo r k a b l e  q u a n t i ty o f  LP S f r om Rh i z ob i um f r e d i i U S DA 2 0 5 

and R .  f r e d i i HC 2 0 5 . I n  o r de r  t o  v e r i f y t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  r o o t  e x t r a c t  u s e d  i s  op t i ma l a n  e xp e r i me n t  

o f  v a r i e d c on c e n t r a t i o n  wa s de s i g n e d . The  0 . 5mg/mL 

c o n c e n t r at i o n  o f  r o o t  e x t r a c t  u s e d  i n  the p r e v i ou s  

e xp e r i me n t  i s  c o n s i d e r e d  t h e  p o s i t i v e c on t r o l  a n d  a ga i n  

t h e r e  i s  a f l a s k w i t h o u t r o o t  e x t r a c t  a s  t h e  n e g a t i ve 

c on t r o l . A f i v e  f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  e x t r a c t  c o n c e n t r a t i o n  

i s  i n t r o d u c e d  i n t o  o n e  f l a s k  a s  we l l  a s  a f i v e  a n d  a 

t we n ty - f i ve fold decrease i n  two  o t h e r  f l a s k s . Th e r e su l t s  



(da t a  n o t  s h own ) i nd i c a t e  t h a t  t h e  op t i ma l c o n c e n t r a t i o n  

l i e s  be twe e n  O . Smg/mL a n d  O . lm g/mL . Th e r e  i s  some 

i nh i b it i o n  at the  h i gh e r  ( 2 . Smg/mL ) c on c e n t r a t i o n in  t h e  

f i r s t  f ew h o u r s  o f  s amp l i ng .  T h e  t we n t y - fi v e  f o l d  d e c r e a s e  

(0 . 0 2m g/mL ) i n  c o n c e n t r a t i o n  d o e s n o t  s h o w  a n  a c t i v i ty o f  

mo r e  th a n  t w i c e  t h a t  o f  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l . 

F o l l ow i n g t h i s  e x pe r i me n t , wh i ch u s e s  c u l t u r e s  of  o n l y  

2 0mL , a n  e xp e r i me n t  w a s  s e t  u p  w i t h  4 L  c ui t u r e s  i n  l a r ge 

(6L) b o t t l e s . I n  a d d i t i o n  t o  t h e  l a r ge r  v o l u me o f  me d i um 

i n  wh i ch t h e  c e l l s  a r e  g r own , t h e s e  b o t t l e s  a r e  a e r a t e d  by 

f o r c e d  f i l t e r e d a i r  a n d  not  by s h a k i n g  as  a r e  the  s ma l l e r  

f l a s k s .  Th e i ndu c e d  c u l t u r e  d o e s demo n s t r a t e  B- g a l  

p r o d u c t i o n  bu t n o t  a t  t h e  l e ve l s  de s i r e d ( d a t a  n o t  s h o wn ) . 

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  i s  n o t  a s  mu c h  b a c t e r i a l  

i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e i n du c i ng a ge n t  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

shak i ng . A n o t h e r  p o s s i b i l i ty i s  t h a t  t h e  f o r c e d  f i l t e r e d 

a e r a t i o n  s y s t e m  emp l o y e d  w i t h  t h e  l a r ge b o t t l e s  ma i n t a i n s  a n  

o
2 

l e ve l  w h i c h  i s  i n h i b i t o r y  t o w a r d s  i n d u c t i o n . I t a p p e a r s  

t h a t  t h e  be s t  r e s u l t s  c a n  be  o b t a i n e d  f r om S O Om L  c u l t u r e s  

t h a t  a r e  g r own i n  lOOOmL c u l t u r e  f l a sk s  o n  a s h ak e r . 

I n f o r ma t i o n f r o m o t h e r  s o u r c e s  ( 2 7 )  i nd i c a t e  a t  th i s  

t i me t h a t  t h e  i n du c i n g a g e n t  i n  c l o v e r r o o t  e x t r a c t  m i g h t b e  

a f l a vo n e , a p i g e n i n .  T o  t e s t  t h i s i n  s o y b e a n s  a n  e x p e r i m e n t  

w a s  c o n du c t e d  u s i n g t h e  O . Smg/mL c o n c e n t r a t i o n  o f  r o o t  

ex t r a c t  a s  t h e  p o s i t i v e c o n t r o l  a n d  a f l a s k  w i t h n o  i n d u c i ng 

age n t  a s  t h e  n e g at ive c o n t r o l . Th e e xp e r i me n t a l  f l a s k  

c o n t a i ne d  f i l t e r  s t e r i l i z e d  a p i ge n i n  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  



3ug/mL . A n  i nh i b i t i o n  t e s t  w a s  a l s o  r u n  u s i n g a l O O u g/mL 

c o n c e n t r a t i o n of a p i gen i n . Th e r e s u l t s  show a B - g a l  

act i v i ty i n  t h e  3 u g/mL ap i ge n i n  c u l t u r e  t h a t  i s  n e a r l y  

ide n t i c a l  t o  t h a t  i n  t h e  r o o t  e x t r a c t  c o n t r o l  ( 1 4 0  a c t i v i t y 

u n i t s  f o r  3 u g/mL ap ige n i n  a t  h i gh e s t  a c t i v i t y l e ve l a s  

c omp a r e d  t o  1 2 7  a c t i v i ty u n i t s  f o r  lO O u g/mL a t  h i gh e s t  

act i v i ty l e ve l ) . Gro w t h  i nh i b i t i o n  i s  d r ama t i c a l l y 

demo n s t r a t e d  i n  t h e  l O O u g /mL a p i ge n i n  t e s t  f l a s k  wh i ch s h o w s  

no r e a l  g r o w t h  t h r ou gh o u t t h e  e xp e r i m e n t .  Upon  t h e  

comp l e t i o n o f  t h e  e xp e r i me n t  c e l l s ,  f r om t h i s i nh i b i t e d  

c u l t u r e  we r e  s t r e a k e d  ou t o n  Y E M  p l a t e s  w i t h n o  ap ige n i n  t o  

f i nd o u t i f  t h e  a p i g e n i n  a t  s u c h  h i gh c o n c e n t r a t i o n  i s  f a t a l 

or  me r e l y i nh i b i t ory . Th e t r a n s f e r e d c e l l s  g r ow o n  t h e  

pl a t e s  w i t h o u t ap i g e n i n ,  i n d i c a t i ng t h a t  t h e  h i gh 

c o n c e n t r a t i o n  o f  a p i ge n i n  i s  n o t  f a t a l . 

T h e  s i m i l a r i ty i n  B - g a l  p r o d u c t i o n  by t h i s  Mu - l a c 

mu t a n t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  r o o t  e x t r a c t  o r  a p i ge n i n  

demo n s t r a t e s t h a t  e i t h e r  o n e  may b e  u s e d  f o r  t h e  i nd u c t i o n  

o f  l a r ge b a t c h e s  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  symb i o t i c  ge n e  

p r o d u c t s . T o  f u r t h e r  s i mp l i f y  th e p r o c e du r e  f o r l a r ge s c a l e  

i ndu c t i o n  of R. f r e d i i 2 0 5  o r  2 0 1 ,  a n  e xp e r i me n t  w a s  

perfo r m e d t h a t  c omp ar e d  t h e  l e v e l  o f  i n du c t i o n  i n  a c u l t u r e  

c on t a i n i n g 3 u g/mL a p i ge n i n  wh i ch h ad b e e n  f i l t e r e d 

s t e r i l i z e d  w i t h  a c u l t u r e c o n t a i n i ng a n  i d e n t i c a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a p i ge n i n  wh i ch h a d  b e e n  a u t o c l a ve d  a l on g  

w i t h t h e  m e d i um . T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s t e r i l i z a t i o n  

p r o c e s s  h a s  n o  s ig n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  a b i l i ty o f  t h e  



c ompou n d  t o  i n d u c e  t h e  � g e n e . 

I n  t h i s  exp e r i m e n t t w o  o t h e r Mu - l a c  m u t a n t s  t h a t  w e r e  

se n t  t o  u s  b y  D r . Ve r m a  we r e  a l s o s u b j e c t e d  t o  i nd u c t i o n  

ana l y s i s  v i a b o t h  r o ot e x t r ac t  a n d  ap i ge n i n .  su r p r i s i ng l y  

ne i t h e r  s h o w s  i n d u ct i on o f  a ny s i gn i f i c a nc e . S i n c e  n o n e  o f 

the t h r e e  s t r a i n s h a d  b e e n  t e s t e d  by ve r ma' s  l a b  i t  s e em s  a 

f o r t u i t ou s d e c i s i o n t o  u s e  t h e  l l G 2  s t r a i n  f r om t h e  ou t se t . 

The o b j e c t  o f  t h e  e xp e r i me n t  i s  n o t  t o  a n a l y z e  t h e  b e h a v i o r  

of t h e  2 0 1  m u t a n t s , bu t r a t h e r  t o  c onf i r m o r  s u p po r t  

i n t e r c h a n g a b i l i ty o f  a p i g e n i n  a n d  r o o t  ex t r a c t . T o  t h i s  e n d  

t h e  l a c k  o f  i n du c t i o n  o f  e i t h e r  o f  t h e  o t h e r  s t r a i n s d o e s 

not r e f u t e  t h e  c o nc l u s i o n t h a t  t h e  two i ndu c i n g a ge n t s  may 

be u s e d  i n t e r ch a n g a b l y . 

L I POPOLYSACCHAR I DB I SOLAT I ON AND PUR I F I CAT I ON 

Th e L P S  f r om Rh i z o b i um f r e d i i USDA 2 0 5 ,  i n du c e d  a n d  

n o n - i n du c e d , a n d  Rh i z o b ium f r e d i i H C  2 0 5 we r e  i s o l a t e d  a s  

de s c r i b e d  i n  t h e  me t h o d s  s e c t i o n . Th e f i n a l  l yoph i l i z e d  

we i gh t s  o f  t h e  i s o l a t e d  L P S s  ( n on - i n d u c e d )  we r e  1 7 6 . 0m g  f o r  

R f  U SDA 2 0 5 a nd 3 2 3 .Sm g  f o r  H C  2 0 5 .  T h e y  we r e  s u b s eq u e n t l y  

pu r i f i e d  b y  c o l umn c h r oma t o g r aphy , f i r s t  o n  a l a r ge v o l ume 

Seph a r o s e  4B c o l u mn and t h e n  on a s e c o n d , h i g h e r  r e s o l u t i o n ,  

Seph a r o s e  4 B  c o l u mn . T h e  f i r s t  pu r i f i c a t i o n s t e p  w a s  

f o l l o w e d  b y  a h e x o s e  a s s a y  a n d  a K DO a s s ay . Th e r e s u l t s a r e  

shown i n  f i gu r e s  6 - 8 . T h e  s e c o n d  p e a k  i n  e a ch c a s e  was  

c omb i n e d , r e d u c e d  i n  v o l ume a n d  f r e e z e -d r i e d . It  w a s  th i s  



pe ak t h a t  w a s t h e n  r u n  t h r ou gh t he h i gh r e so l u t i o n  4 B  

col umn. A KDO a s s ay wa s t h e n  p e r f o r me d  o n  t h e  f r a c t i o n s  

col l e c t e d. Th e s e  a s s ay s  r e su l t e d  i n  l a r ge p e a k s ( s h own i n  

f i gu r e s  9 t h r ou gh 1 1 )  wh i ch exh i b i t e d  a n a t u r a l  s ep a r a t i o n 

po i n t  a t  a s h o u l de r  i n  t h e  p r of i l e s  o f  U SDA 2 0 5  a n d  H C  2 0 5  

and a r a t h e r  s yme t r i c a l  p e a k  i n  t h e  p r o f i l e o f  t h e  U SDA 2 0 5 

( IND ) .  Th e  f r a c t i o n s  f r om U SDA 2 0 5 a nd H C  2 0 5  we r e  

sep a r a t e d  i n t o  two s amp l e s  a t  t h e  r e s p e c t i v e  s h o u l d e r s. 

A l t hou gh t h e  p r o f i l e  f o r  U S DA 2 0 5 ( IND ) d i d  n o t  exh i b i t a 

po i n t o f  d e l i ne a t i o n , f o r  c ompa r a t i v e pu r p o s e s  i t  a l s o  w a s  

d i v i d e d  i n t o  t w o  s ep a r a t e  s amp l e s  a t  t h e  s ame p l a c e  a s  t h e  

non- i n du c e d  U S DA 2 0 5 .  

A me t h o d  f o r  f u r t h e r  s ep a r a t i o n  w a s  t e s t e d  u s i ng a 

f o r m a t e  c o l u mn bu f f e r a t  pH 3 . 3 , bu t i t  p r ov e d u n s u c c e s s f u l. 

D u e  t o  t h e  h i g h  r e l a t i v e  q u a n t i t y  o f  K D O  i n  t h e s a mp l e s  

t h e r e  i s  t h e  d a n ge r  o f  a c i d  hy d r o l y s i s  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i de 

w i th t h i s  s l i gh t l y a c i d i c bu f f e r . Th e  ! a b i l i ty o f  t h e  L P S  

h i n de r s  a t t e m p t s t o  s e p a r a t e  t h e  f r ac t i o n s  f u r t h e r. H o w e v e r 

the s ep a r a t i o n a ch i e v e d  wa s mo r e  t h a n  a d e q u a t e  f o r  i n i t i a l  

GC a n d  N MR a n a l y s i s  a s  we l l  a s  f o r  t h e  v a r i ou s  q u a n t i t a t i v e  

c o l o r me t r i c t e s t s p e r f o r m e d . S e v e r a l a l t e r n a t i ve me t h o d s  o f  

i mp r o v i ng s ep a r a t i o n  h a ve b e e n  c o n s i de r e d  a n d  w i l l  b e  t e s t e d  

i n  t h e  f u t u r e. They w i l l  b e  d i s c u s s e d  s h o r t l y. 

The L P S  I a n d  L P S  I I  f r a c t i o n s , s o  d e s i gn a t e d  by 

pos i t i o n s  i n  t h e  4B c o l u mn p r of i l e ( s e e  f i gu r e s  9 and 1 0 ) , 

f r om e a c h  o r g a n i sm we r e  r e d u c e d  i n  v o l ume a n d  f r e e z e -d r i e d . 

lmg/mL s o l u t i o n s  we r e  t h e n  u s e d  a s  t h e  s t o c k  s o l u t i o n s  f o r  



.C. I 

f u r th e r  a n a l y s i s ;  th e r ema i n d er w a s  s t o r e d  a t  -21
°

c .  

COLORMETR I C  ANALY S I S  OF PUR I F I E D  LPS I AND LPS II I SOLATED 

FROM RH IZOBIUK FRE D I !  USDA 205 ( IND AND N ON- IND) AND 

RH I ZOBIUK FRE D I I HC 205 

Qu a n t i t a t i v e  c o l o r me t r i c  t e s t s  we r e  pe r f o r me d  o n  a l l  

LPS samp l e s  i s o l a t e d . Th e t e s t s  i n c l u de d  a s s ay s  f o r  a c e t y l  

g r oups ( ACE ) , py r u v a l  g r ou p s  ( PYR ) , KDO , u r o n i c  a c i d  CURO ) , 

and h e x o s e  ( HE X ) . Th e r e s u l t s  a r e  e xp r e s s e d i n  pe r c e n t  of  

to t a l  we i g h t  as c a l c u la t e d  f r o m  a s t a n d a r d  c u r ve ge ne r a t e d  

f r om t h e  a s s ay s  of s t a n d a r d  s u g a r s  f o l l ow e d  by l i n e a r  

re g r e s s i o n  a na l y s i s .  De t a i l s  o f  e a c h  a s s ay p r o ce d u r e  a r e  

fou n d  i n  appe n d i c e s  5-9 . T h e  r e s u l t s  o f  t h e  t e s t s  a r e  

con t a i ne d  i n  t h e  f o l l ow i ng t a b l e ; 

LPS SAMP L E % T O TAL WT . 
--�- --,--�-

p y R A c E u R 0 K D 0 H E x -----

HC 2 05 L P S  I---------- 2 . 2 0 . 8 4 . 4  5 3 . 8  29 . 2  

HC 2 0 5  L PS II--------- 1 . 8  0 .7 2 . 0  41.2 3 8 . 0  

USDA 2 0 5  L PS I-------- 1.7 1 .  0 3 .  5 5 2 . 4  1 6 . 0  

USDA 2 0 5 L PS I I-----·- - 2 . 1  0 . 9  2. 2 52 . 2  2 5.7 

USDA 2 0 5  ( IND ) L P S  I-- 0 . 4  0 .8 1. 2 4 3 . 3  27.9 

USDA 2 0 5  ( I N D )  L PS II- 0 .9 0 . 8 5 . 1  51 . 7 29. 2 

TABL E 2. Re l a t i v e  pe r c e n t  c ompos i t i o n  o f  L PS s a mp l e s  

a s  s h o w n  by c o l o r me t r i c  a na l y s i s  ( f or d e t a i l s  s e e  t e x t ) . 



NMR ANALY S I S  OF LPS 

S t r i c t  i n t e r p r e t at i o n  of t h e  r e s u l t s  f r om NMR a n a l y s i s  

of the  L P S  s amp l e s  i s  ve r y  d i f f i cu l t  d u e  t o  t h e  c omp l ex i t y  

of  th e s am p l e s  a n d  t h e  l a c k o f  d o c u me n t e d d a t a  i n  t h i s  a r e a . 

Howe v e r t h e  s pe c t r a  d o  g i v e s ome u s e f u l  i n f o r ma t i o n ( t h e  

spe c t r a  a r e  l o c a t e d  i n  f i gu r e s  1 2  t h r ou gh 1 7 ) . 

T h e  p r o t on -NMR s pe c t r a  f o r  H C  2 0 5 L P S  I a n d L P S  II s h o w  

on ly o n e  d i f f e r e n c e  wh e n  c ompa r e d t o  o n e  a n o t h e r . The  

peak a t  c a . 1.4 P PM i s  s omewh a t  r e d u c e d  i n  h e i gh t  a n d  a r e a  

in t h e  L P S  II s p e ctrum .  Th i s  p e a k  i s  o f t e n  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  p r e s e n c e  o f  a pyruval g r ou p .  T h i s  d i f f e r e n c e  ma y n o t  b e  

in t r i n s i c a l l y  s i gn i f i c an t  b e c a u s e  r e s u l t s  o f  o t h e r  

expe r i me n t a t i o n  (see P A G E  r e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n ) h av e  

impl i e d t h a t  t h e  L PS I I  may s i mp l y  b e  L P S  wh i ch w a s  

f r a gme n t e d  du r i ng the i s o l a t i o n  o r  pu r i f i c a t i on p r o ce s s e s . 

Th e p e a k s a t  c a . 2 . 0  PPM a n d  c a . 2 . 5  PPM a r e  i n d i c a t i v e o f  

th e  me t hy l e n e  p r o t on s  o f  K D O  ( s e e  f i gu r e  1 2 ) . Th e s e  p e a k s 

appe a r  a s  d o u b l e t s or t r i p l e t s i n  t h e  s pe c t r a  f r om H C  2 0 5 

LPS I a n d  L P S  II. The K D O  me thy l e n e c a r bo n  ( C- 3 )  p e a k  a t  

c a . 2 . 0  ( f r om t h e  a x i al p r o t o n < C- 3 /H >) wh i ch appe a r s  a s  
a 

a t r i p l e t i s  a c t ually a d o u b l e t  o f  d ou b l e t s  w h i c h  i s  du e t o  

t h e  n e a r l y  i d e nt i c a l  c ou p l i ng c on s t a n t s  o f  t h e  e q u a t o r i a l 

p r o t o n o n  t h e s a me c a r b o n  ( C- 3 / H  ) a n d  t h e  ax i a l p r o t o n  o n  
e 

t h e a d j a c e n t  carbon (C-4/H
a

). T h e p e a k  a t c a . 2 . 5  i s  f r om 

th e ax i a l  p r o t on on the me t h y l ene c a r bo n  a n d  appe a r s a s  a 

d o u b l e t be c au s e  t h e  c o u p l ing c on s t a n t  b e twe e n  t h i s  p r o t on 



a n d  t h e  C- 4 / H  p r o t o n  i s  m u ch s m a l l e r an d c o n s eq u e nt l y t h e  
a 

sh i f t  i s  mu c h  sma l l e r . 

Th e s ame p at t e r n  ex i sts f o r  t h e  s pe c t r a  f r om U SDA 2 0 5  

LPS I a n d  L P S  II, a lth o u g h  t h e  p e a k  a t  1 . 4 P P M  i s  ne a r l y  th e 

same s i z e i n  b oth o f  t h e s e  s p e c t r a .  T h e  s e r i e s  o f  p e a k s 

be twe e n  3 . 4  PPM a n d  4 . 4  P PM a r e  d u e  to th e v a r i ou s  p r oton s  

a t t a c h e d  t o  th e r i n g s t r u c t u r e s o f  t h e  v a r i ou s  s u g a r s  i n  t h e  

samp l e .  Th e p o l yme r i c  n atu r e  o f  th e s e  s amp l e s i s  

respon s i b l e f o r  t h e  c omp l ex i t y  o f  t h e s e  s p e ct r a .  Downf i e l d 

f r om th e l a r ge g r o u p  o f  p e ak s ,  at a b o ut 4 . 8  PPM , i s  a p e a k  

due  t o  th e H
2

o i n  t h e  s o l ve n t . A t  c a . 5 . 1 5 PPM i s  a p e a k  

wh i ch appe a r s  t o  be t h e  r e s u l t  o f  th e a n ome r i c  p r o t o n s  o f  

ga l a cto s e . 

The  s p e ct r a  f o r  t h e  L P S  f r om i n du c e d  c u l t u r e s  o f  U S DA 

205 s h o w  t h e  r e g i o n b e twwe n 1 . 0  PPM a n d  3 . 3  PPM and d o  n o t  

appe a r  to d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r om t h e  s p e ct r a  o f  t h e  f ou r  

non - i n d u c e d  s amp l e s .  T h e  s ma l l  peak s at c a . 1 . 2  a r e  d u e  t o  

contam i n at i o n by T E A . T h e  pe ak a t  2 . 0  P P M  appe a r s  s omewh a t  

mo r e  c omp l ex t h a n  i n  th e n o n - i n d u c e d  s p e c t r a . T h e  r e a s o n  

f o r  t h i s  i s  n o t  c l e a r , h o we v e r i t  m a y  b e  t h at th e r e  i s  s ome 

mo d i f i c at i o n  of t h e  KDO o r  t h e r e  m i ght be a d i f f e r e n c e  i n  

the a r r a n g e me nt o f  th e p o l yme r . 



LIPOPOLYSACCHAR IDB SAMPLB ANALYS I S  BY GAS CHROMATOGRAPHY 

The s amp l e s  we r e  p r ep a r e d a s  d e s c r i be d  i n  t h e me tho d s  

a n d  a ppe n d i x  1 0 . T h e  s t a n d a r d  r u n  f a i l e d  t o  g i v e  a K D O  p e a k  

f o r q u a n t i f i c a t i o n o f  K D O  i n  t he s a mp l e s ,  how e v e r a s ep a r a t e  

r u n  of s t a n da r d  d i d  g i ve t h e  r e t e n t i o n  t i me f o r  KDO . Thi s 

prov i d e s  s o me v e r y  i mpo r t a n t  d a t a . 

The GC p r of i l e s  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e s  1 8  t h r ou gh 2 3. 

Inos i t o l  wa s a d d e d t o  e a ch s amp l e  a s  a n  i n t e r na l  s t a n d a r d . 

The x y l o s e  { XY L ) a n d  r h am n o s e { R H A )  p e ak s d o  n o t  appe a r  

to b e  s i gn i f i c an t  a n d  r em a i n  m i n o r  t h r o u gho u t  the p r o f i l e s . 

The pe ak  b e twe e n  7 9 0  a n d  8 0 0  s e c o n d s  i s  t h e  p e a k  f o r  

mo nome r i c  K D O  a s  d e t e r m i n e d  b y  s e p a r a t e  a n a l y s i s .  The  p e a k  

at  2 6 7  h a s  b e e n  s h ow n  by GC- Ma s s  Spe c a n a l ys i s t o  be  a 

me thy l -he x o s e , a l t ho u gh t h e  e x a c t  type i s  n o t  k n own ( 5 ) . 

Tab l e  3 c on t a i n s  t h e  q u a n t i t a t i v e d a t a  o b t a i n e d  f r om the GC 

ana l y s i s .  

C l o s e  i n s pe c t i o n  o f  the p r o f i l e s  f r om 7 5 0  s e c o n d s  t o  

8 7 5  s e c o n d s  i n  r e t e n t i o n  t i me r e ve a l s  t h e  mo s t  i n t e r e s t i ng 

f e a t u r e  of  the s e  d a t a , a sha r p  r e d u c t i o n  i n  t h e  r e l a t i v e 

peak s i z e f o r  K D O  i n  t h e  p r of i l e s  f r om t h e  i nd u c e d  s amp l e s  

w h e n c ompa r e d t o  t h e p r o f i l e s  f r om U S DA 2 0 5 .  T h i s  r e d u c t i o n  

i n  the K D O  p e a k  i s  i n  c o n c e r t  w i th the appe a r a n c e  o f  a n e w  

a nd v e r y  s i gn i f i c a n t  p e a k  a t  8 6 0 - 8 6 5  s e c o n d s  i n  t h e U S D A  2 0 5 

{ I N D ) ; i t  i s  mo s t  p r o n o u n c e d i n  the L P S I I  s am p l e . A l t ho u gh 

th i s  p e a k  i s  p r e s e n t  i n  t he p r of i l e s  f r om U SDA 2 0 5 a n d  H C  

2 0 5 ,  i t  i s  a t  l e v e l s  wh i ch a r e  mu ch r e du c e d  a n d  i t  



L P S  SAMP LE % TOTAL WT . 

R H A 

HC2 0 5 L P S I-- - - ---- -- - 0 . 1 

X Y L 

HC2 0 5 L P S I I--------- - 0 . 2  0 . 1  

USDA2 0 5 L P S I-- -- - -- -- 0 . 1 0 . 0  

USDA2 0 5 L P S I I--- - - --- 0 . 2 

U SDA2 0 5 ( I N D ) L P S I-- - - 0 . 2  0 . 2  

U SDA 2 0 5 ( I N D ) L P S I I--- 0 . 1  0 . 1  

M A N 

1 . 1  

1 . 7  

0 . 7  

0 . 8  

1 . 0  

1 . 0  

G L C M H X 

2 . 9  2 . 4 

2 . 6 3 . 3  

1 . 9  2 . 4  

0 . 6  2 . 8  

4 . 5  3 . 1  

4 . 5  2 . 3  

TABLE 3 .  Re a t i ve p e r c e n t  c ompo s i t i o n  o f  L P S  s amp l e s  a s  

shown b y  g a s  c h r oma t o g r aph i c  a n a l y s i s  (GC) . T h e  

G A L 

1 7 . 6  

2 5 . 6  

2 0 . 1  

2 1 . 7  

1 5 . 2  

1 8 . 9  

ab r e v i a t i o n s  u s e d  a r e : RHA , r h amno s e ;  XYL , x y l o s e ; MAN , 

m a n o s e ;  GL C ,  g l u c o s e ; MH X , me t h y l h e x o s e ; a n d  GAL , g a l a c t o s e . 

All p e r c e n t  c om p o s i t i o n s  we r e  ge n e r a t e d  f r om s t and a r d  s u g a r s  

e x e p t  t h e me t hy l h e x o s e  p e r c e n t  wh i ch wa s c a l c u l a t e d  by 

c ompa r i s o n  to g l u c ose . 

appe a r s  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  a n o t h e r  p e a k  o f  n e a r l y  t h e  

same r e t e n t i o n  t i me . In t h e  p r of i l e s  f r om a l l  s i x  s am p l e s  

t h e r e  is a p e a k  a t  a b o u t 7 6 0  s e c o n d s  wh i ch i s  c o n s i s t e n t l y 

s i m i l a r  i n  he i gh t  a n d  a r e a  t o  t h e  K D O  p e a k . In t h e  i ndu c e d  

samp l e s  t h i s  p e a k  i s  re d u c e d  b y  t h e  s ame m a gn i t u d e  a s  i s  

KDO . A l t h o u gh t h e s e  p e a k s h av e  n o t  b e e n  i d e n t i f i e d  a t  t h i s  

t i me , t h e r e  a r e  t h r e e  l i ne s  o f  e v i d e nc e  t h a t  s u g ge s t  t h a t  

t h e y  a r e  c l os e l y  r e l a t e d t o  KDO : 1 )  Th e r e t e n t i on t i me f o r  

t h e s e  p e a k s a r e  r e l a t i ve l y  c l o s e  t o  t h a t  o f  K D O . T h e  p e a k s 

fo r t h e  v a r i ou s  h e x o s e s  a l l  appe a r  b e f o r e  4 7 5  s e c on d s  i n  

t h e s e  p r o f i l e s , and as d e t e r m i n e d  b y  sep a r a t e  a na l y s i s  ( d a t a  



not shown ) ,  a c ommo n hep t o s e  w o u l d  sho w  a p e a k  i n  the a r e a  

of 6 0 0  s e c on d s . The r e f o r e  the f a c t  t h a t  the s e  p e a k s a r e  

sepa r a t e d  b y  a b o u t 5 0  s e c o n d s  i n  r e t e n t i o n t ime f r om KDO 

i nd i c a t e s th a t  they a r e  p r o b a b l y  e i ght c a r bo n  s u ga r s . 

2 )  The c o l o r me t r i c  r e su l t s i n d i c a t e  tha t the p e r c e n t  

compos i t i o n o f  KDO ( o r a r e l a t e d  c ompo u n d  tha t wou l d  t e s t  

po s i t i ve i n  t h e  p r o c e d u r e  u s e d ) i s  app r o x i ma t e l y t h e  s a me i n  

b o t h  t h e  i ndu c e d a n d  n o n - i n du c e d s amp l e s .  3 )  T he t o t a l  a r e a  

of the f ou r  p e a k s f r om 7 6 0 - 8 6 5  s e c o n d s  r ema i n s r e a l t i ve l y  

con s t a n t  i n  a l l  s i x  p r o f i l e s ; the r e  i s  s i mp l y  a shi f t  i n  

propo r t i o n  be twe e n  t h e  i n d u c e d  a n d  n o n - i nd u c e d  s amp l e s . 

P OLYACRYLAM I DB GE L E LE C TROPH OR E S I S OF L I P OPOLYSACCHAR I D E S  

FROM U SDA 205 ( INDUCED AND NON- I NDUCE D )  AND HC 20 5 

T h e  L P S s  f r om Rh i z ob i u m f r e d i i  U SDA 2 0 5  ( i n d u c e d  a n d  

non - i n d u c e d ) a n d  Rhi z ob i um f r e d i i  H C  2 0 5  we r e  a n a l y z e d  b y  

po l ya c r y l a m i de ge l e l e c t r opho r e s i s  ( PAG E )  a s  d e s c r i b e d  i n  

t h e  ma t e r i a l s a n d  me tho d s  s e c t i o n  o f  thi s pape r . T h e  

spe c i f i c  p r o c e d u r e s  may b e  f ou n d  i n  appe n d i c e s 1 a n d  2 .  A 

1 3 - 1 5 %  a c r y l am i d e  ge l w a s  u s e d  f o r  L P S s  a n d  t he f i n i s h e d ge l 

w a s  s i l v e r  s t a i n e d  b y  the m e thod o f  T s a i a n d F r a s ch ( 3 0 ) . A 

r ep r od u c t i o n  o f  o n e  ge l may b e  f ou n d  i n  f i gu r e  24 . A s  w i th 

the  N MR and GC r e s u l t s  t h e r e  i s  a n o t ab l e  q u a l i t a t i ve 

d i f f e r e n c e  b e twe e n  t h e  r e s u l t a n t  p a t t e r n  o f  the U S DA 2 0 5  

s amp l e  a n d  the i n d u c e d  U S DA 2 0 5 s amp l e . 

I n  f i gu r e 24 l a ne s  1 a n d  2 c o n t a i n  U SDA 2 0 5  L P S  I a n d  



LPS I I ,  r e spe c t i ve l y . A s  i n  p r e v i ou s wo r k  w i th the s e  

samp l e s t h e  L P S  I I  shows l i t t l e  o r  n o  s t a i n i n g ( 9 ) . Thi s i s  

al so the c a s e  f o r  l a ne s  5 a nd 6 whi c h  c o n t a i n  H C  2 0 5 L P S  I 

and L P S  I I ,  r e sp e c t i ve l y .  Howe v e r t h e  l a ne s  c o n t a i n i n g 

i nd u c e d  U S DA 2 0 5  L P S  I ( l a n e  3 ) a n d  L P S  I I  ( l a ne 4 )  b o th 

show s t a i n i ng , w i th l a ne 4 s t a i n i n g s l i ght l y  d a r k e r . Th i s  

i s  n o t  a n  a n omo l ou s  f i n d i n g whe n i t  i s  t ak e n  i n t o  

cons i d e r a t i o n  tha t t h e  c o l u mn chr oma t o g r aphy p r o f i l e s  f o r  

t h e s e  s amp l e s ( f i g u r e s  9 & 1 0 ) show a n a t u r a l s h o u l d e r  f o r  

U SDA 2 0 5  a n d  H C  2 0 5  b u t n o t  f o r  the L P S  f r o m  t h e  i ndu c e d  

c u l t u r e .  T h e s e  c h r o m a t o g r a p h y  p r o f i l e s  a r e  s i m i l a r  t o  tho s e  

of p r e v i ou s  wo r k  ( 9 )  i n  the c a s e  o f  the n o n - i n d u c e d  s amp l e s  

and o f  wo r k  pe r f o r me d  m o r e  r e c e n t l y  i n  the c a s e  o f  the 

i nd u c e d  s amp l e  ( 1 0 ) . 

L a n e  7 c o n t a i n s  t h e L P S  f r o m  S a l m o n e l l a  w h i c h i s  u s e d  

a s  a k n own c on t r o l . A m i x t u r e  o f  L P S  f r om w i l d  type 

Salmone l l a  a n d  a mu t a n t  a r e  u s e d . The w i l d  type 

S a l m o n e l l a p r o d u c e s an  L P S t h a t  c o n t a i n s  an  o - a n t i g e n  m a d e  

up o f  mu l t i p l e s  o f  i d e n t i c a l  u n i t s  o f  p o l y s a c ch a r i de . Any 

g i ve n  c e l l  may p r o d u c e  0- a n t i ge n  c o n t a i n i n g v a r i ou s  numb e r s  

o f  the s e  r ep e a t i n g u n i t s ,  wh i c h u po n  i s o l a t i o n , pu r i f i c a t i o n  

a n d  a n a l y s i s  b y  P A G E g i v e a cha r a c t e r i s t i c  l a d de r - l i k e  

band i ng p a t t e r n .  Th e mu t a n t  S a l m o n e l l a  s t r a i n  i s  l a ck i n g 

t h ese r ep e a t i n g u n i t s  a n d  s h o w s  o n e  l a r g e  b a n d o f  r e l a t i v e l y  

l ow mo l e c u l a r  w e i g h t . 

L a n e  8 i s  t h e  s ame as l a ne 4 ,  e x c e p t  tha t i t  c o n t a i n s  

d ou b l e  the amo u n t  o f  s amp l e  m a t e r i a l . 



A s  s e e n  i n  f i g u r e  2 4  U S DA 2 0 5 LP S I ( l a n e  1 )  a n d H C  2 0 5  

LPS I ( l a n e  5 )  s how a s i m i l a r  b a nd i n g  p a t t e r n , tho u gh H C  2 0 5  

appe a r s  t o  c o n t a i n  mo r e  s amp l e  m a t e r i a l . B o t h  U SDA 2 0 5  a n d  

HC 2 0 5 a r e  n o t a b l y  d i f f e r e n t  f r om t h e  l a n e s whi ch c on t a i n  

the i nd u c e d  s amp l e s , l a ne 3 ( U SDA 2 0 5  L P S  I < I N D > ) a n d  l a ne 

4 ( U SDA 2 0 5 L P S  I I  < I N D> ) . 

A s p r e v i ou s l y n o t e d  t he o r i g i n a l  L P S  s amp l e  f r om the 

i nd u c e d  U SDA 2 0 5  wa s s ep a r a t e d  i n t o  t w o  f r ac t i o n s  f o r  

c omp a r a t i ve pu r p o s e s  o n l y . F r om f i gu r e  2 4  i t  appe a r s tha t 

thi s s ep a r a t i o n  wa s u n n e c e s s a r y . The o n l y  v i s i b l e  

d i f f e r e n c e  b e tw e e n  t he U S DA 2 0 5 L P S  I ( I N D )  a n d  the U SD A  2 0 5  

LPS I I  ( I N D )  i s  t h e  i n t e n s i ty o f  the b a n d s . The s ep a r a t i o n  

o f  the n o n - i n du c e d  s amp l e s  wa s b a s e d  o n  a s h ou l d e r whi ch 

appe a r e d  i n  t h e  p r o f i l e ge n e r a t e d  a f t e r  pu r i f i c a t i o n by 

c o l um n  ch r oma t o g r aphy . F r om the e v i d e n c e  of PAGE , i n  whi ch 

t h e  L P S  I I s of the n o n - i n d u c e d  s amp l e s r u n  t o  the bo t t o m  o f  

the ge l ,  a n d  o the r d a t a ,  whi ch s how e i the r n o  d i f f e r e n c e  

be twe e n  the L P S  I a n d  L P S  I I  s amp l e s o r  s i mp l y  a r e d u c t i o n  

i n  the p e r c e n t  c omp o s i t i o n  o f  t h e  p o l y s a c ch a r i de mo i e ty o f  

the L P S , i t  i s  v e r y  p r o b a b l e  tha t the L P S  I I  i s  me r e l y the 

LPS whi c h  w a s  f r a gme n t e d  o r  t r u n c a t e d  i n  t h e  i s o l a t i on 

p r o c e d u r e . Thi s i s  f u r the r s u ppo r t e d  by the f a c t  tha t the 

L P S  I p o r t i o n  of t h e  L P S  may e i the r c omp r i s e t h e  g r e a t e r  

po r t i o n  o f  t h e  t o t a l  L P S , a s  s hown b y  the c o l umn 

c h r oma t o g r aphy p r o f i l e ,  or  t he l e s s e r  p o r t i o n  o f  the t o t a l  

L P S  a n d  p r od u c e  t h e  s ame r e s u l t s  u po n  a n a l y s i s  ( d a t a  f r om 

p r e v i ou s  wo r k  < 9 > a n d  s u b s eq u e n t  wo r k  < 1 0 a n d  1 6 > , a s  we l l  



� , }  

as wo r k  f o r  t h i s  pape r ) .  I t  wou l d  s e em t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  

u nde r w h i ch t h e  b a c t e r i a  a r e  g r own ( 8 L  b o t t l e  w i t h  f o r c e d  

f i l t e r e d a e r a t i o n  o r l L  f l a s k o n  a s h ak e r ) o r  h a r ve s t e d  

( pe l l e t i ng o f  b a c t e r i a  du r i ng g r o w t h  ph a s e  o r  r e s t  ph a s e , 

e t c . ) o r  ( a n d ? ) t h e  c a r e  t ak e n  du r i n g t h e  L P S  i s o l a t i on 

p r o c e s s  a r e  mo r e  i mpo r t a n t  i n  de t e r m i n i n g t h e  r e l a t i ve 

qua n t i t i e s  o f  L P S  I a n d  L P S  I I  t h a n  i s  a n y  i n t r i n s i c  

mo l e c u l a r  d i f f e r e nc e  b e twe e n  t h e  t w o . I t  appe a r s  t h e n  t h a t  

L P S  I c on t a i n s t h e  c o mp l e t e  L P S  a n d  L P S  I I  c o n t a i n s 

f r agme n t s . 

I n  t h e  a n a l y s i s  o f  f i g u r e  2 4  o n l y  t h r e e  l a ne s  w i l l  be  

c o n s i de r e d : HC 2 0 5  L P S  I ( l a ne  5 ) , U SDA 2 0 5  L P S  I ( l a n e  1 ) , 

and U SDA 2 0 5  L P S  I I  ( I N D )  ( l a n e  4 ) . L a n e  4 i s  u s e d  r a t h e r  

than l a n e  3 s i mp l y  be c au s e  i t  s t a i ne d  d a r k e r . 

B a n d  " A "  i s  p r e s e n t  o n l y  i n  H C  2 0 5  L P S  I a n d  U SDA 2 0 5 

LPS I .  Th i s  h i gh mo l e c u l a r  we i gh t  b a n d  i s  c omp l e te l y  ab s e n t  

i n  th e i n d u ce d U S DA 2 0 5 L P S  I I . B a n d  " B "  i s  p r e s e n t  i n  a l l , 

bu t appe a r s  t o  b e  mu c h  mo r e  h e av i l y s t a i ne d  i n  H C  2 0 5  L P S  I 

a nd U S DA 2 0 5  L P S  I t h a n  i t  i s  i n  t h e  i n d u c e d  s amp l e . D u e  t o  

t h e  r e l a t i ve l y l a r ge q u a n t i ty o f  m a t e r i a l  a t  b a n d  " B "  a n d  

b a nd " C " i n  H C  2 0 5  L P S  I a n d  U S DA 2 0 5  L P S  I ,  i t  i s  d i f f i cu l t  

t o  d i s c e r n  two s e p a r a t e  b a nd s . Howe v e r ,  i n  U SDA 2 0 5  L P S  I I  

( I N D )  t h e r e  a r e  two s ep a r a t e  b a nd s . B a n d  " D "  a n d  b a n d  " E "  

appe a r  t o  b e  p r e s e n t  i n  a l l  t h r e e  s amp l e s ,  t h o u gh i t  i s  

d i f f i c u l t  t o  d i s t i nq u i s h t h e  two i n  H C  2 0 5  L P S  I .  



Th e mo s t  i n t e r e s t i n g b a n d  i s  " F ". Th o u gh p r e s e n t i n  

a l l  t h r e e , i t  i s  d r ama t i c a l l y  d a r k e r  i n  t h e  l a ne c o n t a i n i n g 

i nd u c e d  s amp l e  t h a n  i n  e i t h e r  o f  t h e  o t h e r s . Th i s  i s  i n  

sp i t e of  t h e  i n d i c a t i o n  g i ve n  by t h e  bo t t o m  mo s t  b a n d  t h a t  

both H C  2 0 5 L P S  I a n d  U SDA 2 0 5  L P S  I a r e  mo r e  h e av i l y 

s t a i ne d  o v e r a l l , wh i ch s u gge s t s  t h a t  t h e y  p r o b a b l y  c o n t a i n  

mo r e  s amp l e  m a t e r i a l . 

B a n d  " G " i s  mu c h  d a r k e r  i n  t h e  n o n - i n du c e d s a mp l e s  t h a n  

i n  t h e  i nd u c e d  U SDA 2 0 5 .  

D u e  t o  t h e  s me a r i ng o f  t h e  b a n d s  i n  t h i s  ge l ,  i t  w a s  

r a t h e r d i f f i c u l t t o  d r aw a n y  c on c l u s i on s  a s  t o  t h e  n a t u r e  o f  

the samp l e s .  C l e a r l y  wh a t  wa s n e e d e d  w a s  a t e ch n i qu e  w h i ch 

p r e ve n t s  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  L P S s  i n  o r de r  t o  o b t a i n  mo r e  

r e s o l u t i o n . Th i s  wa s a c h i e v e d  b y  u s i n g a d i f f e r e n t  

de te r ge n t , de o xy ch o l i c  a c i d  ( DOC ) i n  p l a ce o f  t h e  S D S  ( 2 0) .  

F i g u r e  2 5  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  a 1 6 c m  D OC- PAGE ge l 

( s e e  c ap t i o n  f o r  l a ne i de n t i f i c a t i o n ) . Compa r i so n  o f  t h i s  

ge l w i t h  t h e  S D S  ge l d e s c r i be d  a b o v e  s h o w s  t h a t  t h e  h i ghe s t  

mo l e cu l a r  we i gh t  b a n d , wh i ch i s  p r e s e n t  o n l y  i n  t h e  

n o n - i n d u c e d  samp l e s ,  a c t u a l l y  c o n s i s t s  o f  t w o  b a n d s  l o c a t e d  

ve r y  c l o s e  t o ge t h e r . Th a t  a r e a  wh i ch wa s l a b e l e d  b a n d  

" B "  i n  f i gu r e  2 4  i s  n ow s h own t o  b e  two  o r  p o s s i b l y  t h r e e  

s ep a r a t e  b a n d s , o n l y  o n e  o f  wh i ch i s  h e a v i l y s t a i n e d i n  U SDA 

2 0 5 L P S  I I  ( I N D ) . Wh a t  we r e  l a be l e d  b a n d s  " C "  a n d  " D " i n  

f i gu r e  24 a r e  mo r e  e a s i l y d i s ce r na b l e  i n  t h e  n o n - i n du c e d  

l a n e s  i n  f l g u r e 2 5 .  O n l y  o n e o f  th e s e  b a n d s a p p e a r s  i n  U S DA 

2 0 5 L P S  I I  ( I N D) .  Th i s  i s  f o l l ow e d  by a b a n d  wh i ch i s  



p r e se n t  o n l y  i n  U SDA 2 0 5  LP S I a nd L P S I I . I n t e r e s t i n g l y  i t  

i s  mo r e  i n t e n s e  i n  t h e  L P S  I I . B e l ow t h i s  a r e  two b a n d s  

pre s e n t  o n l y  i n  t h e  i nd u c e d  s amp l e . Tab l e  4 s u mma r i z e s  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  D O C  g e l f o r  t h e  U SDA 2 0 5 L P S  I ,  H C  2 0 5  L P S  I ,  

a n d  O SDA 2 0 5  ( I N D ) L P S I I  s amp l e s .  Th e b a n d  l a be l s  a r e  f r om 

f i gu r e  

L a n e  8 i n  f i g u r e  2 5  c o n t a i n s  t h e  L P S  f r om c e l l s  wh i ch 

we r e  g r own i n  t h e  p r e s e nce o f  ap i ge n i n  bu t w i t h  f o r c e d  

f i l t e r e d  a e r a t i o n a n d  n o t  o n  a s h ak e r . I n  p r e v i ou s  

expe r i me n t a t i o n  t h i s  me t h o d  w a s  s h own t o  p r od u c e  l i m i t e d  

i nd u c t i o n  ( s e e  pa ge 2 3 ) . Th e b a n d i n g  p a t t e r n  o f  t h i s s am p l e  

appe a r s  t o  b e  a n  i n t e r m e d i a t e  b e t we e n  t h a t  o f  t h e  p r e v i o u s l y  

d i s c u s s e d  i nd u c e d  a n d  n o n - i n d u c e d  p a t t e r n s . 

B a n d  U S D A 2 0 5 L P S I H C 2 0 5 L P S I  O S D A 2 0 5 ( I N ) L P S I I  

A ++ + +  

B + + 

c + + +  + + +  + 

D + ++ + + +  + +  

E + +  + 

F + ++ + +  + +  

G + 

H + + +  

I + ++  
-

TAB L E  4 .  Summ a r y  o f  b a n d s  f r om D OC- PAG E ( l 6 c m )  s h own i n  

f i g u r e  Symb o l s : +++ ,  v e r y  i n t e n s e ; + + ,  i n t e n s e ; + , 

p r e s e n t ; - , n o t  p r e s e n t ; .:t. I m a r g i na l . 



A 3 2c m  DOC- PAG E ( 1 3 %  a c r y l a m i d e ) w a s  r u n  t o  g a i n  s t i l l  

mo r e  s ep a r a t i o n  ( f i gu r e  n o t  s h o wn ) . I t  r e ve a l e d  t h a t  t h e  

t h o s e  b a n d s l a be l l e d  " C "  a n d  " D "  i n  f i gu r e  2 4  a r e  a c t u a l l y 

f i ve d i s c r e te b a n d s  s e p a r a t e d  by v e r y  sm a l l  m o l e c u l a r  w e i gh t  

d i f f e r e n c e s . 

T h e  3 2c m  D OC- P AG E  w a s  f o l l ow e d  b y  1 5 % a c r y l am i d e  ( 1 6 c m )  

DOC- PAGE wh i ch wa s s u b j e c t e d  t o  p r e -e l e c t r op ho r e s i s .  The  

p u rp o s e  o f  p r e - e l e c t r op h o r e s i s i s  to  e l i m i n a t e  r e s i d u e s  f r om 

t h e  g e l  ma t r i x .  F i gu r e s 2 6 ,  2 7 , a n d  2 8  s h o w  ph o t o s  t ak e n  o f  

th i s  ge l a t  v a r i o u s  d e g r e e s  o f  d e s t a i n i ng ( d e s t a i n i ng w a s  

done u s i n g K o d a k  r ap i d  f i x e r ) . A d r aw i ng o f  t h e  b a nd i ng 

p a t t e r n  wa s ge n e r a t e d  ( f i gu r e 2 9 )  f r om t h e s e  p h o t o s  ( a s we l l  

as  o t h e r s  n o t  s h o w n ) a n d  c ompa r e d  t o  t h e  b a nd i n g p a t t e r n  

f r om S a l mo n e l l a  m i n n e s o t a . E a ch r e p e a t i n g u n i t  o f  

S a l m o ne l l a m i n n e s o t a  L P S  c o n t a i n s  f i v e  s u g a r r e s i d u e s : t wo 

g a l a c t o s e  r e s i d u e s ,  two N - a c e t y l - g a l a c t o s am i n e  r e s i du e s  a n d  

o n e  N - a c e ty l -g l u c o s am i n e  r e s i du e  ( 2 2 ) . The s e  r epe a t i ng 

u n i t s  h a v e  a mo l e c u l a r  we i gh t  o f  c a . 9 3 4  ( t h e  wa t e r r e l e a s e d  

i n  t h e  f o r ma t i o n  o f  t h e  g l yc o s i de b o n d s  mu s t  b e  s u b t r a c t e d ) 

and t h e  d i s t a n c e  o f  s e p a r a t i o n  o f  e a ch o n e  o n  t h e  ge l h a s  

b e e n  t e r m e d  o n e  s a l  u n i t ( o r 1 s a l ) . I n  f i g u r e  2 6  t h e  l a ne 

c on t a i n i n g U SDA 2 0 5 L PS I s h o w s  t h a t  t h e  f i r s t  g r ou p  o f  

b a n d s  o c c u r s  a pp r o x i ma t e l y  f ou r  t o  f i v e  s a l  u n i t s  f r om t h e  

bo t t o m  o f  t h e  ge l ,  w i t h  t h e  m a j o r  b a nd s a l mo s t  e xa c t l y  o n e  

s a l  u n i t ap a r t ( t h e s e  a r e  b a n d s  " B " , " C " , a n d  " D "  i n  f i gu r e 

2 5 ) . E i gh t  t o  n i n e s a l  u n i t s  a b o v e  t h e s e  b a n d s  ( a t 1 2- 1 3  

s a l  u n i t s  f r o m t h e  bo t t om ) i s  a n o t h e r  g r ou p  o f  b a n d s  i n  



wh i ch t h e  ma j o r  b a n d s  a r e  a l s o  o n e  s a l  u n i t  ap a r t ( t h i s  

g r o u p  i s  b a n d  " A "  i n  f i g u r e  2 5 ) . A b o v e  t h e  b a n d s a t  1 2- 1 3  

s a l u n i t s t h e r e  a r e  two  m o r e  g r ou p s  o f  b a n d s , e a ch s e p a r a t e d  

b y  e i gh t t o  n i ne s a l  u n i t s . Th e s e  b a n d s  d i d  n o t  appe a r  i n  

a n y  p r e v i o u s  PAGE r e s u l t s  a n d  b e c ame e v i de n t  i n  t h i s  ge l 

o n l y  a f t e r v e r y  h e avy s t a i n i n g . W i t h i n  th e s e  c l u s t e r s  o f  

ma j o r  b a nd s , e a ch s e p a r a t e d  by o n e  s a l  u n i t ( M . W . = 9 3 4 ) , a 

s e r i e s  o f  l e s s  i n t e n s e  b a n d s  s ep a r a t e d  b y  v e r y  sma l l  

i n c r eme n t s  a r e  p r e s e n t . T h e s e  a r e  mo s t  p r o n o u n c e d  b e twe e n  

f ou r  a n d  s i x  s a l  u n i t s  f r om t h e  bo t t o m  ( s e e  l a ne 7 < U S D A  2 0 5 

L P S  I> i n  f i g u r e  2 7  a n d  2 8 ,  a n d  l a ne 1 i n  t h e  d r aw i n g  i n  

f i g u r e  2 9 ) , bu t a r e  a l s o p e r c e p t i b l e  be twe e n  o t h e r  m a j o r  

b a nd s . T h e r e  appe a r  t o  b e  f i v e  m i n o r  b a n d s wh i ch a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  e a ch ma j o r  b a n d  i n  t h i s  r e g i o n . Th i s  i s  

s i g n i f i c a n t  be c au s e  e a ch r ep e a t i ng u n i t o f  S a l m o ne l l a  

m i n n e s o t a  L P S  i s  c o mp r i s e d  o f  f i ve s u g a r r e s i d u e s  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i be d . Wh e n  i t  i s  t ak e n  i n t o  c o n s i de r a t i o n  

t h a t  e a ch o f  t h e  m a j o r  b a n d s  o f  Rh i z o b i um f r e d i i U S DA 2 0 5  

L P S  I ( n on - i n d u c e d ) m i g r a t e  c o - o r d i n a t e l y  t o  t h o s e  o f  s. 

m i n n e s o t a , t h i s  b a n d i ng p a t t e r n  s u g ge s t s  t h a t  whe r e  t h e  

ma j o r  b a n d s f r om R .  f r e d i i  m a y  r e p r e s e n t  a n  

o l i g o s a c ch a r i de o f  a p p r o x i ma t e l y  t h e  s ame mo l e c u l a r  we i gh t  

a s  t h e  r ep e a t i n g u n i t o f  s. m i n n e s o t a , t h e  m i n o r  b a n d s  

may r e p r e s e n t  v a r i a t i o n s  o f  o n e  s u ga r  r e s i du e . 

Th e s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  f ou r  t o  f i ve s a l  u n i t s pa c i n g 

be twe e n  t h e  l owe s t  b a n d  a n d  t h e  f i r s t  c l u s t e r  o f  b a n d s  a n d  

t h e  e i gh t  t o  n i n e s a l u n i t s pa c i n g b e twe e n  t h e  s u b s eq u e n t  



4 U  

c l u s t e r s  o f  m a j o r  b a n d s  i s  n o t  k n own , a l t h o u gh i t  i s  n o t  

u nc ommo n i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s  f o r  a b i o s y n t h e t i c  p r o d u c t  t o  

b e  a s s emb l e d  i n  o n e  l o c a t i o n a n d  t r a n s l o c a t e d  t o  a n o th e r  

when a c e r t a i n  c r i t e r i o n  ( o r  s e t  o f  c r i t e r i a )  i s  me t ,  su c h  

as ch a i n  l e n g t h . Wh a t  i s  v e r y  s i gn i f i c a n t  i n  r e l a t i o n  t o  

t h i s s pa c i n g o f  t h e  c l u s t e r s  i s  t h a t  t h e l a n e  c on t a i n i ng R .  

f r e d i i U SD A  2 0 5  L P S  I I  ( I N D ) i s  t o t a l l y  d e v o i d  o f  a ny b a n d s  

pa s t  t h e  g r o u p  o f  a s s o c i a t e d  b a n d s  a t  t h e  f i f t h s a l  u n i t .  

Th i s  h e l d  t r u e  e v e n  wh e n  t h e  ge l w a s  a l l owe d t o  d e v e l op a 

ve r y  d a r k  s t a i n  f o r e v e n  t h e  mo s t  m i n o r  o f  b a n d s . O f  e q u a l  

s i gn i f i c a n c e  i s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  l a n e  wh i ch c o n t a i n s L P S  

f r om R .  f r e d i i U S DA 2 0 5  wh i ch w a s  g r own u n de r c o n d i t i o n s  

wh i ch a l l ow e d  o n l y  l i m i t e d  i ndu c t i o n  ( l a n e  5 i n  f i g u r e s  2 6  

and 2 7 )  s h o w s  a s t e p w i s e  r e du c t i o n  i n  t h e  mo l e c u l a r  we i gh t s  

o f  t h o s e  b a n d s  mo s t  i n t e n s e l y s t a i n e d . Th e r e  we r e  n o  b a n d s  

of h i gh e r  mo l e c u l a r  we i gh t  t h a n  e l e v e n  o r  t w e l v e  s a l  u n i t s . 

U n l i k e  t h e  n on - i n d u c e d  L P S , t h e  p a r t i a l l y i nd u c e d  s amp l e  

p r o du c e d  b a n d s  b e twe e n  f i ve a n d  twe l v e  s a l  u n i t s . A s  i n  

o t h e r g e l s  t h e  b a n d i n g p a t t e r n  o f  t h e  p a r t i a l l y i nd u c e d  

s amp l e  appe a r e d a s  a n  i n t e r me d i a t e  be twe e n  t h a t  o f  th e 

i nd u c e d  a n d  t h a t  o f  t h e  n o n - i n d u c e d . I n  b o t h  t h e  pa r t i a l l y  

i ndu c e d  a n d  i n du c e d  s amp l e s t h e r e  we r e  b a n d s  a t  1 ,  2 ,  a n d  3 

s a l  u n i t s  wh i ch w e r e  e i th e r  n o t  p r e s e n t  o r  b a r e l y 

pe r c e p t i b l e  ( a t 3 s a l  u n i t s ) i n  t h e  n o n - i n d u c e d  l a ne . 

I n  t h e  r e g i o n  o f  b a nd i n g a t  f ou r  t o  s i x  s a l  u n i t s  f r o m  

t h e  b o t t o m  i n  t h e  l a ne c o n t a i n i n g U SDA 2 0 5  L P S  I ( n on

i n du c e d ) ,  t h e r e  i s  a d i f f e r e n c e  i n  t h e  s pa c i n g  o f  t h e  ma j o r  



band s i n  r e l a t i o n  t o  t h e  m i n o r  b a n d s w i t h  wh i ch t h e y  a r e  

a s s o c i a t e d . T h e  m a j o r  b a n d  a t  5 s a l  u n i t s  f r om t h e  b o t t o m  

( wh i c h  i s  t h e  m o s t i n t e n s e l y s t a i ne d  b a n d  f o r  t h i s  s amp l e  i n  

a l l  PAGE e xp e r i me n t s  p e r f o r me d ) i s  a s s o c i a t e d  w i t h  f i v e  

mi n o r  b a nd s , a l l  l o c a t e d  a b o v e  i t .  Howe v e r t h e  m a j o r  b a n d  

at  4 s a l  u n i t s  ( t h e  s e c o n d  m o s t  i n t e n s e l y s t a i ne d  b a n d  f o r  

th i s  s amp l e  i n a l l  ge l s ) , a l s o a s s o c i a t e d  w i t h  f ou r  o r  f i v e  

m i n o r  b a nd s , i s  l oc a t e d  n o t  a t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g r ou p  bu t 

one o r  t w o  b a n d s a b o v e  t h e  b o t t om ( s e e  f i g u r e  2 8 , l a n e  7 1  

a nd l a n e  1 i n  t h e  d r a w i n g , f i g u r e  2 9 ) . A l t h o u g h s om e  o f  t h e  

m i n o r  b a n d s a s s o c i a t e d  w i t h  o t h e r  m a j o r  b a n d s a r e  v i s i b l e  i n  

t h i s  ge l ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  a r r a n g e me n t  

i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  g r ou p  a t  5 s a l  u n i t s ,  t h e g r o u p  a t  

4 s a l  u n i t s , o r  i f  t h e y  h a v e  a n  e n t i r e l y d i f f e r e n t  

a r r a n ge m e n t . Th e l o c a t i o n o f  t h e  ma j o r  b a n d s w i t h i n  t h e s e  

g r o u p s  wou l d  appe a r  t o  be o f  g r e a t  i mp o r t a n c e  b e c au s e  i t  

imp l i e s  t h a t  t h e r e  i s  a n  a d d i t i o n o r  d e l e t i o n o f  a s u ga r  

r e s i d u e  o r  p o s s i b l y  a m o d i f i c a t i o n  o f  a s u ga r  r e s i d u e  a t  t h e  

t e r m i n a l  e n d o f  a l o n g  p o l y s a c c h a r i d e c h a i n .  S i n c e t h e  m o s t  

i n t e n s e l y  s t a i ne d  b a n d s  r ep r e s e n t  p r e d om i n a n t  mo l e cu l a r  

s p e c i e s  o f  s p e c i f i c  mo l e c u l a r  we i gh t s , t h e s e  a d d i t i o n s , 

de l e t i o n s  o r  mo d i f i c a t i o n s  o f  t e r m i na l  s u ga r s  may p l ay a 

r o l e  i n  t h e p r o mo t i o n  o r  t e r m i n a t i o n  o f  p o l y s a c ch a r i de c h a i n  

e x t e n s i o n . 

Wh e n  t h e  t w o  ma j o r  b a n d s a t  4 a n d  5 s a l  u n i t s  i n  t h e  

l a ne c o n t a i n i n g USDA 2 0 5  ( n o n - i n d u c e d ) L P S  I a r e  c l o s e l y 

c ompa r e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g b a n d s  i n  t h e  l a ne c o n t a i n i n g 



U S DA 2 0 5 L P S  I I  ( I N D ) , i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e s e  b a n d s  a r e  

not pe r f e c t l y  a d j a c e n t t o  o n e  a n o t h e r  ( f i gu r e s  2 8  a n d 2 9 ) . 

I n  ad d i t i o n , t h e  v e r t i c a l  d i s t a n c e  wh i ch s e p a r a t e s th em i s  

l e s s  t h a n  t h e  d i s t a n c e  wh i ch s e p a r a t e s t h e  m i n o r  b a n d s  f r om 

one  a n o t h e r  a n d  f r om the  m a j o r  b a n d s  i n  U SDA 2 0 5  L P S  I .  

Th i s  i nd i c a t e s  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s t r u c t u r e  ( a n d  

c on s e q u e n t l y  t h e d i f f e r e n c e  i n  mo l e c u l a r  we i g h t )  b e twe e n  t h e  

c o r r e s p o n d i ng b a n d s  i n  U SDA 2 0 5 ( n o n - i n d u c e d )  a n d  U SDA 2 0 5  

( i nd u c e d ) i s  n o t  s i mp l y  t h e  r e s u l t  o f  t h e  a d d i t i o n  o r  

de le t i o n  o f  a s i n g l e  s u g a r  r e s i d u e  bu t t h e  c o n s eq u e n c e  o f  

e i t h e r a mo d i f i c a t i o n  o f  a s u ga r r e s i du e  ( o r  r e s i du e s )  

or  a c ompo s i t i o n a l  mo d i f i c a t i o n o f  a n  e n t i r e  c ompo n e n t  

o l i go s a c c h a r i de . T h e  mo d i f i c a t i o n  appe a r s  t o  b e  t h e  r e su l t  

o f  t h e  i nd u c t i o n  o f  ge n e s i n v o l ve d  i n  t h e  s ymb i o t i c  p r o c e s s  

a n d  a l s o  appe a r s  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l a ck o f  h i gh e r  

mo l e c u l a r  we i gh t  mo l e c u l e s i n  t h e  i n du c e d  s amp l e . Th i s  

t h e o r y  i s  s u ppo r t e d  by t h e  i n t e r me d i a t e  n a t u r e  o f  t h e  

par t i a l l y i nd u c e d  s amp l e  ( l a ne a ,  f i gu r e  2 7 ) . 

Th e s e  r e s u l t s  may h e l p  t o  e xp l a i n  t h e  l a c k  o f  a 

shou l d e r i n  t h e  c o l u m n  c h r oma t o g r aphy p r o f i l e f o r  t h e  

i nd u c e d  s a mp l e ( s e e  f i gu r e  1 0 ) . S i n c e  t h e  a v e r a ge l e n g t h  o f  

th e p o l y s a c ch a r i d e mo i e ty i s  ma r k e d l y  r e d u c e d  i n  t h e  L P S  

f r om t h e  i n d u c e d  c e l l s ,  t h e  s amp l e  wou l d  b e  mu c h  l e s s  p r on e  

t o  f r agme n t a t i o n  o r  t r u n c a t i o n  d u r i n g t h e  L P S  i s o l a t i o n  

p r o c e s s . T h e r e f o r e  a ny f r agme n t a t i o n  t h a t  d oe s t ak e  p l a c e 

wou l d  b e  o n  a sma l l e r  s c a l e  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s i z e 

be twe e n  t h e  w h o l e  L P S  a n d  t h e  t r u nc a t e d  L P S  wou l d  b e  mu c h  



le s s . 

I f t h e L P S  i s  i n d e e d  m a d e  u p  o f  i de n t i c a l  r ep e a t i ng 

u n i t s  t h e n  t h e r e  wou l d  b e  c e r t a i n  bon d s , a t  r e gu l a r  

i n t e r v a l s ,  wh i c h  a r e  mo r e  l a b i l e  t h a n  o t h e r s . Th i s  c o n c e p t  

i s  su ppo r t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e p e r c e n t c om p o s i t i o n  o f  th e  

LPS I I  s amp l e s ,  a s  de t e r m i n e d  b y  G C  a n d  c o l o r me t r i c  

ana l ys i s ,  r em a i n s r e a s o n a b l y  h omoge ne ou s i n  s p i t e o f  t h e  

f a c t  t h a t  t h e y  appe a r t o  be f r a gme n t s  o f  wh o l e  L P S  ( s e e  GC , 

MNR , a n d  c o l o r me t r i c  r e su l t s , t h i s  s e c t i on ; a c l a r i f i c a t i o n 

of th i s  p o i n t i s  i n  t h e  d i s c u s s i o n s e c t i o n  o f  t h i s  pape r ) .  

I n t e g r a t i o n  o f  t h e N MR p e a k s ( d a t a  n o t  s h own ) h a s  g i v e n  

a d d i t i o n a l  s u ppo r t t o  t h e  h omo ge n e i ty o f  c ompo s i t i o n . 



D I SCUS S I ON 

F r om t h e  e v i d e n c e  p r e s e n t e d  i n  t h e  r e su l t s  po r t i o n  o f  

th i s  pape r i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n o f  Rh i z o b i um 

f r e d i i w i t h p l a n t  r o o t  m a t e r i a l , o r  i n  t h i s  c a s e  a p i ge n i n , 

r e su l t s  i n  s t r u c t u r a l  a l t e r at i o n s  i n  t h e  l i po po l y s a c ch a r i de 

po r t i o n o f  t h e  c e l l  wa l l . Th e mo s t  c ompe l l i ng e v i d e n c e  i s  

f r om t h e  PAGE r e su l t s . A l t h o u gh a c ompa r i so n  o f  HC 2 0 5 a n d  

USDA 2 0 5  wa s t h e  o r i g i n a l  i n t e n t  o f  t h i s  r e s e a r c h , i t  i s  

d i f f i cu l t  t o  a s ce r t a i n  wh a t  t h e d i f f e r e n c e s  m i gh t  be be c au s e  

t h e  ge l pa t t e r n  o f  H C  2 0 5  i s  mu c h  l e s s  r e v e a l i n g t h a n  t h o s e  

o f  t h e  U SDA 2 0 5 a n d  t h e  U S DA 2 0 5 ( I N D ) . Th i s  i n  i t s e l f  may 

be s i gn i f i c a n t . Wh a t  i s  n e e d e d  i s  HC 2 0 5  L P S  s amp l e s  f r om 

i nd u c e d  a n d n on - i n d u c e d  c u l t u r e s  wh i ch h a v e  b e e n  g r own u n d e r 

t h e  s ame c o n d i t i o n s  a s  t h e  o t h e r  s amp l e s . I n  t h i s  wo r k  t h e  

HC 2 0 5 wa s g r ow n  i n  a n B L b o t t l e  wh i l e t h e  o t h e r s  we r e  g r own 

i n  lL f l a s k s o n  a s h a k e r . Th i s  o c c u r r e d  b e c au s e  t h e  H C  2 0 5 

L P S  wa s i s o l a t e d  be f o r e  t h e  ne e d  f o r  i nd u c t i o n  w a s  k n own , 

and i t  w a s  t h e  i nd u c t i o n  p r o c e s s th a t  r eq u i r e d  t h e  u s e  o f  

t h e  s h ak e r . Th e r e  a r e  d i f f e r e n c e s be twe e n  t h e  e xp e r i me n t a l  

r e s u l t s  o f  H C  2 0 5 a n d U S DA 2 0 5 ,  b u t  w i t h d i f f e r e n t  c u l t u r e  

me th o d s  a n d  h a r ve s t i ng me t h o d s  t h e s e  d i f f e r e n c e s c a n  n o t  b e  

g i ve n  a n y  we i gh t  ( c u l t u r e s  g r own i n  l a r ge b o t t l e s  r eq u i r e 

much mo r e  t ime t o  r e a ch t h e  s ame O . D .  a s  a n  i d e n t i c a l  

c u l t u r e  g r own i n  a l L  f l a s k  o n  a s h ak e r , a n d  t h e  h a r ve s t i n g 

o f  t h e  c e l l s  a t  t h e s ame O . D .  d o e s n o t  me a n  t h a t  t h e y  w i l l  

b e  h a r ve s t e d  u n d e r t h e  s ame phys i o l og i c a l  c o n d i t i o n s ) .  Th e 



U SDA 2 0 5 a nd U S DA 2 0 5 ( I N D )  o n  t h e  o t h e r  h a n d  we r e  c a r e f u l l y 

gr own u nd e r e x a c t l y  t h e  s ame c o n d i t i o n s  ( th a t  p o r t i o n  mo s t  

of t e n  u s e d  i n  t h e s e  e xp e r i me n t s ) .  Co n s eq u e n t l y  t h e  

d i f f e r e n c e s n o t e d  i n  t h e  c ou r s e  o f  t h i s  s t u d y  be twe e n  t h e s e  

two s amp l e s m a y  b e  g i ve n  mu ch mo r e  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  f i na l  

ana l y s i s  t h a n  a n y  d i f f e r e n c e s s e e n  i n  t h e  H C  2 0 5 L P S . 

P r e c i s e l y  wh a t  t h e  d i f f e r e n c e s  m i gh t  be c an n o t  y e t  b e  

de te r m i n e d . Th e r e  mu s t  b e  f u r t h e r  r e s e a r ch i n  t h e  a r e a  o f  

samp l e  pu r i f i c a t i o n a n d  a n a l y s i s  be f o r e  a c l e a r  p i c t u r e  o f  

the  L P S  c a n  b e  e l u c i d a t e d . A t  t h i s  t i me w e  a r e  i n  t h e  

p r o c e s s  o f  s u b j e c t i n g  L P S  t o  m i l d  a c i d  h yd r o l y s i s  f o l l ow e d  

b y  pu r i f i c a t i o n  o f  t h e  r e s u l t a n t  o l i g o s a c c h a r i d e s  t h r ou gh a n  

ge l - f i l t r a t i o n  c o l u m n . Th e s e  o l i go s a c ch a r i d e s  w i l l  y i e l d  

mu ch c l e a r e r  N MR a n d  G C  r e s u l t s . Howe v e r ,  g i ve n  t h e  d a t a  

f r om t h i s  r e s e a r ch , s ome c o n j e c t u r e  a s  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

c h an g e s  b r ou g h t  a b o u t b y  t h e  i n d u c t i o n  o f  t h e  n o d  g e n e s i s  

wa r r an t e d . 

Th e L P S  o f  b a c t e r i a  i s  c ommo n l y  c omp o s e d  o f  t h r e e  

pa r t s : 1 )  L i p i d  A c o n t a i n s  t h e  f a t t y a c i d  c ompo n e n t  

at t a c h e d  t o  a d i me r  o f  D- g l u c o s am i n e  ( i n  S a l mo n e l l a  

typh i mu r i um )  ( 2 2 ) . G l y c e r o l  i s  mo r e  c ommo n i n  o t h e r  

sys t e m s . 2 )  Th e c o r e  r e g i on i s  a t t a c h e d  t o  t h e  l i p i d  A .  

I t  i s  a n  o l i g o s a c ch a r i d e who s e  s t r u c t u r e  i s  c o n s e r ve d  i n  

s ome s pe c i e s  o f  b a c t e r i a  a n d  i s  v a r i a b l e  i n  o t h e r s  ( 2 2 ) . 

Th e l i p i d  A a n d  o l i g o s a c ch a r i de c o r e  mak e u p  t h e  R c o r e . 

3 )  T h e o s i d e  c h a i n  o r  o - a n t i g e n  i s  t y p i c a l l y  m a d e  u p  o f  

r ep e a t i n g  u n i t s  o f  i d e n t i c a l  o l i go s a c ch a r i de s  a s  d e s c r i be d  



f o r  S a l m o n e l l a  i n  t h e  PAGE r e s u l t s  s e c t i o n  of  t h i s  pape r . 

I t  i s  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d r e g i o n s  wh i ch a r e  t h e  f o c u s  

o f  th i s  d i s cu s s i o n . H o w e v e r ,  w i t h o u t t h e  s t r u c t u r e , o r  a t  

l e a s t t h e  c omp o s i t i o n  o f  t h e  O s i de ch a i n  r ep e a t i n g u n i t s , 

i t  i s  d i f f i c u l t  t o  d i s t i ng u i sh be twe e n  t h e  p o r t i o n o f  t h e  

d a t a  wh i ch i s  d u e  t o  t h e  o s i de c h a i n  a n d  t h a t  wh i ch i s  d u e  

t o  t h e  c o r e  r e g i o n . 

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  D OC- PAG E a n a l y s i s s h o w  t h a t  t h e r e  i s  

i n d e e d  a r ep e a t i n g u n i t wh i ch c omp r i s e s  t h e  o s i d e  c h a i n  o f  

Rh i z o b i um f r e d i i .  Th e s e p a r a t i o n  o f  b a n d s  by i nc r em e n t s  

wh i ch a r e  ne a r l y  e q u a l  t o  t h o s e  t h a t  s ep a r a t e  t h e  r ep e a t i ng 

u n i t s  o f  S a l mo n e l l a  i n d i c a t e s  t h a t  a u n i t o f  c a .  9 0 0 - 9 5 0  

M . W .  i s  t h e  b a s i c  u n i t o f  t h e  R .  f r e d i i  U SDA 2 0 5  ( n o n 

i nd u c e d ) 0- a n t i ge n . I n  a d d i t i o n ,  t h e  8 - 9  s a l  u n i t s p a c i n g 

b e t w e e n  c l u s t e r s o f  b a n d s i nd i c a t e s  t h a t  u n l i k e  S a l mo n e l l a  

t h e r e  i s  a n o t h e r l a r ge r  s c a l e  e n z ym a t i c  f o r c e a t  w o r k  i n  t h e  

a s s emb l y  o f  t h e  L P S  o f  R .  f r e d i i .  

T h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m i g r a t i o n  p o i n t s  o f  t h e  

p r e d om i n a n t  b a n d s  ( a t  4 a n d  5 s a l  u n i t s ) i n  U S DA 2 0 5 a n d  

U SDA 2 0 5  ( I N D )  i nd i c a t e s  t h a t  t h e  mo l e c u l a r  we i gh t s  o r  

s t r u c t u r e s  o f  t h e s e  mo l e c u l e s  a r e  d i f f e r e n t .  T h e  d i f f e r e n c e  

i s  s ma l l  i n d e e d  b u t n o t  i n s i g n i f i c a n t . A s  s t a t e d  a ny 

c ompo s i t i o n a l  d i f f e r e n c e  b e t we e n  t h e  two may b e  t h e  r e a s o n  

f o r  t h e  l a c k o f  o- a n t i ge n  e x t e n s i o n i n  t h e  i nd u c e d  s amp l e .  

T h e  d a t a  g a t h e r e d  f r o m c o l o r me t r i c  a n a l y s i s  a n d  t h e  

q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e G . C .  r e s u l t s  i nd i c a t e  s ome th i n g o f  t h e  

ove r a l l  c ompo s i t i o n  o f  t h e  L P S . G . C .  r e s u l t s  s h o w  t h a t  



t h e r e  i s  a sma l l bu t c o n s i s t a n t amo u n t  o f  m a n n o s e  i n  a l l t h e  

LPS s amp l e s . I t  h a s  b e e n  s ho w n  i n  p r e v i o u s  s t u dy t h a t  t h e  

c o r e  r e g i o n s  o f  o t h e r  Rh i z o b i um s pe c i e s  c o n t a i n a m a n n o s e  

r e s i du e  ( 6 ) , a n d  t h e  r e l a t i v e  p e r c e n t  o f  m a n n o s e  i n  t h e s e  

data  i nd i c a t e  t h a t  t h e r e  i s  o n l y  o n e  ma n n o s e  r e s i du e  i n  

t h e s e  L P S  s amp l e s . Th i s  e l i m i na t e s  a r ep e a t i n g 

o l i g o s a c ch a r i d e a s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  m a n n o s e a n d  i nd i c a t e s  

th at  i t  i s  i n  t h e  c o r e . Th e d a t a  o n  t h e  me t hy l -h e x o s e  i s  

n o t  a s  r e l i ab l e  a s  t h a t  f o r m a n n o s e  b e c a u s e  i t  w a s  ge ne r a t e d  

not b y  a s t a n d a r d  r u n  bu t b y  c omp a r i s o n  t o  a n o th e r  s u g a r  

( GLC ) . Howe v e r t h e  r e s u l t s  wou l d  i nd i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  

a t  l e a s t  o ne i f  n o t  t w o  o f  t h e s e  r e s i du e s ,  a g a i n  p o i n t i ng t o  

t h e  c o r e  r e g i o n  a s  t h e i r  l o c a t i o n  i n  t h e L P S . T h e r e  a p p e a r s  

t o  b e  s o me g l u c o s e  i n  t h e s amp l e , b u t f r om p r e v i ou s  wo r k  i t  

i s  k n ow n  t h a t  a B - g l u c a n ( p r o b a b l y  f r om t h e  p ep t i d o - g l y c a n ) 

i s  a c ommo n c o n t a m i n a n t  o f  t h e s e  p r ep a r a t i o n s . I f  i t  i s  n o t  

a c o n t am i n a n t  t h e n  i t  wou l d  a l s o b e  l o c a t e d  i n  t h e  c o r e . 

Gal a c t u r o n i c  a c i d  h a s  b e e n  s h own t o  b e  a c ommo n c o n s t i t u e n t  

o f  t h e  c o r e  r e g i o n s  o f  o t h e r  r h i z o b i a  ( 6 )  a n d  appe a r s  b y  

c o l o r me t r i c  a n a l y s i s  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e n o n - i n d u c e d  L P S I I  

samp l e s a t  l e ve l s  wh i ch wou l d  i n d i c a t e  n o  mo r e  t h a n  o n e  

r e s i du e  i n  t h e  c o r e  r e g i o n  o f  t h e  n o n - i nd u c e d  s amp l e s i f  i t  

i s  p r e s e n t  t h e r e  a t  a l l .  aowe v e r ,  th e r e  i s  a d e c r e a s e  i n  

t h e r e l a t i ve pe r c e n t  o f  u r o n a t e  i n  t h e  L P S  I I  o f  b o th H C  2 0 5  

and U S DA 2 0 5 wh e n  c o mp a r e d  t o  t h e  L P S  I d a t a  f r om t h e s e  

s amp l e s . Th i s  s u g ge s t s  t h a t  a v e r y  sma l l  amo u n t  o f  u r o n i c  

ac i d  i s  p r e s e n t  i n  t h e  0- a n t i g e n  s i n c e  t h e  L P S  I I  s amp l e s  



are p r e s u me d  t o  be t r u nc a t e d  o r  i n c omp l e t e  L P S  { s e e  r e s u l t s  

sect i o n ) wh i ch wou l d  c on t a i n a h i gh e r  r e l a t i ve p e r c e n t  o f  

cor e s u g a r s .  B a s e d  o n  t h e  k n own mo l e c u l a r  we i gh t s  { f r om 

PAG E ) o f  t h e  L P S  i n  t h e s e  s amp l e s  a n d  u s i ng t h e  p r op o r t i o n s  

of l i p i d  A ,  c o r e , a n d  a- a n t i ge n  p r e s e n t  i n  S a l m o n e l l a  

m i nne s o t a  { wh i ch a r e  typ i c a l  o f  mo s t  g r am n e g a t i ve 

ba c t e r i a ) , t h e  a pp r o x i ma t e l y 4 %  u r o n i c  a c i d  i n  t h e  L P S  I o f  

the n o n - i nd u c e d  s amp l e  wo r k s  o u t t o  two r e s i du e s  o f  u r o n i c  

ac i d  pe r f i v e  r epe a t i n g u n i t L P S , o f  wh i ch o n e  wou l d  be 

l oc a t e d  i n  t h e  c o r e . Th i s  i mp l i e s  t h e  mo d i f i c a t i o n  o r  

subs t i t u t i o n  o f  o n e  s u g a r  i n  o n e  r ep e a t i n g  u n i t o f  a n  L P S  

"mon ome r "  { t h a t  i s  t h e  f ou r t o  f i ve r ep e a t i ng u n i t L P S s  

shown t o  be  t h e  p r e d o m i n a n t  s p e c i e s  f o r H C  2 0 5 a n d  U SDA 2 0 5  

< n on - i n du c e d > i n  t h e P A G E  r e s u l t s ) .  I t  may b e  i n  f a c t  t h a t  

t h e  a d d i t i o n o f  a c a r b o xy l a t e d  s u g a r r e s i du e  t o  t h e t e r m i n a l  

pos i t i o n o f  t h e  a- a n t i ge n i s  o n e  f a c t o r  t h a t  p r e ve n t s  t h e  

a d d i t i o n o f  a n o t h e r  4 - 5  r ep e a t i n g  u n i t g r ou p . Th i s  t h e o r y  

i s  s u p p o r t e d  b y  th e 5 . 1 % u r o n a t e  c o mp o s i t i o n  d e m o n s t r a t e d  by 

U SD A  2 0 5  { I ND ) L P S I I .  Th e p r e d o m i n a n t  b a n d s  i n  t h e  i n d u c e d  

samp l e  a r e  o f  l owe r mo l e c u l a r  we i gh t  a n d  t h e  a d d i t i o n  o f  a 

c a r bo xy l a t e d  r e s i d u e  t o  t h e s e  s h o r t e r  L P S s  wou l d  s h o w  u p  a s  

a h i gh e r  p e r c e n t  o f  u r o n i c  a c i d . The r e  i s  a n  a n omo l ou s  

r e s u l t  f o r  · t h e  L P S  I o f  t h e  i n d u c e d  L P S  wh i ch s h ow s  a l owe r 

p e r c e n t  t h a n  f o r  t h e  L P S  I I  { t h e  c o l o r me t r i c  r e s u l t s f o r t h e  

U SDA 2 0 5  { I N D )  L P S  I s h o w  a l ow e r p e r c e n t  c ompo s i t i o n  f o r  

a l l s u g a r s  t e s t e d  e x c e p t  t h e  a c e t y l  g r ou p  a s s ay ) . 

C o l o r me t r i c  a n d  N MR d a t a  i n d i c a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  sma l l  



amou n t s  o f  py r u v i c  a c i d  ( py r u v a l  g r o u p s ) i n  a l l  s amp l e s . 

Th i s  sma l l  amou n t  s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  a l s o  l o c a t e d  i n  t h e  

c o r e . Th e c o l o r me t r i c  r e s u l t s  s h ow t h a t  t h e  i nd u c e d  s amp l e  

( LPS I I )  c o n t a i n s  app r o x i ma t e l y  h a l f  a s  m u c h  py r u v a t e  a s  d o  

th e n on - i n d u c e d  s amp l e s . P o s s i b l y  t h e  c o r e  o f  t h e  i nd u c e d  

LPS i s  a l s o mo d i f i e d  i n  s ome way . 

D a t a  f r om c o l o r me t r i c ,  G . C . , a n d  N MR ( w i th i n t e g r a t i o n  

o f  pe ak s < d a t a  n o t  s h o w n > ) s t u d i e s  a l l  i n d i c a t e th e p r e s e n c e  

o f  l a r ge amo u n t s o f  K D O  o r  a c l o s e l y  r e l a t e d  s u ga r , a s  we l l  

a s  m o d e r a t e l y l a r ge amo u n t s  o f  g a l a c t o s e . Mo r e  r e c e n t  G . C .  

ana l y s e s  ( w i t h q u a n t i f i c a t i o n o f  K D O  by a s t a n d a r d ) h av e  

y i e l de d  t h e  s ame r e s u l t s . G . C . , c o l o r me t r i c ,  a n d  N MR 

a n a l y s e s  a l l  i n d i c a t e  t h a t  KDO a n d  g a l a c t o s e  c omp r i s e 6 0 - 7 5 % 

o f  t h e t o t a l  L P S  we i gh t i n  a r a t i o  o f  2- 3 : 1  ( KD O : g a l a c t o s e ) . 

Th i s  g i v e s  d i r e c t  e v i de n c e  t h a t  th e s e t w o  s u g a r s  a r e  p r e s e n t  

i n  b o t h  t h e  c o r e  a n d  t h e  0- a n t i ge n ,  a n d  m a y  i n  f a c t  b e  t h e  

e xc l u s i ve c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  r ep e a t i n g  u n i t s  ( w i t h t h e  

e x c ep t i o n  o f  a mo d i f i e d t e r m i na l r e s i du e  a s  p r e v i ou s l y  

d i s c u s s e d ) . K D O  h a s  l on g  be e n  k n own t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  

L P S  o f  n e a r l y a l l  g r am - n e g a t i ve b a c t e r i a  ( 2 4 ) , a n d  i t s 

p r e s en c e  h e r e  a l o n g  w i t h  g a l a c t o s e  i s  n o t  a t  a l l  u nu s u a l . 

Wh a t  i s  u nu s u a l  i s  t h e G . C .  d a t a  wh i ch s h o w  n o t  o n l y  t h e 

p r e s e n c e  o f  K D O  wh e n  c ompa r e d  t o  t h e  s t a n d a r d  b u t a l s o  

pe a k s ve r y  c l o s e  t o  t h e  K D O  pe a k , a r e s u l t  wh i ch s u gge s t s  

t h a t  t h e y  a r e  r e l a t e d  c ompo u n d s . T o  d a t e  t h e r e  i s  n o  

e v i de n c e  t o  s u g ge s t  wh e t h e r  t h e s e  a r e  i n  f a c t  p r o du c t s  o f  

L P S  syn t h e s i s  o r  byp r o du c t s  o f  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  



,.pl oye d . I f  t h e y  a r e  b yp r odu c t s  o f  t h e  i s o l a t i o n  a n d  

•na lyt i c a l  p r o c e d u r e s  u s e d , t h e n  t h e f a c t  t h a t  t h e y  o n l y  

appe a r s i g n i f i c a n t  i n  t h e  G . C .  p r of i l e s  f r om t h e  n o n - i n du c e d  

iampl e s  wou l d  i n d i c a t e  a d i f f e r e nc e  b e twe e n  t h e s e  two . A t  

thi s t i me L P S  s amp l e s  a r e  b e i n g p r e p a r e d  f o r  m a s s  s p e c . 

ana lys i s  t o  d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  p r o du c t s .  

Th e  e v i d e n c e  g a t h e r e d t o  d a t e  s u gge s t s  t h a t  t h e  ma j o r  

di f f e r e nc e s b e twe e n  t h e  i nd u c e d  a n d  n o n - i n d u c e d  L P S s  l i e  i n  

the ov e r a l l  s i z e o f  t h e  L P S  u n i t s ( sma l l e r  a f t e r  i ndu c t i o n )  

and e i th e r  a mo d i f i c a t i o n o f  s ome s u g a r  r e s i d u e s  i n  t h e  L P S  

o r  a mo d i f i c a t i o n  o f  t h e  a r r angeme n t  o f  t h e  r e s i du e s  a f t e r  

indu c t i o n . T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  t o  s u gge s t  th a t  t h e  

ad d i t i o n  o f  a c a r bo xy l a t e d  s u g a r  r e s i d u e  ( p r o b a b l y  

ga l a c t u r on i c  a c i d ) may t e r m i na t e  o- a n t i ge n  c h a i n  g r o w t h . 

Th e PAGE r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  o n e  " g r ou p "  o f  4 - 5 0 - a n t i ge n  

repe a t i n g u n i t s  i s  l i n k e d  t o  th e  c o r e  r e g i o n a n d  t h a t  i f  

th e r e  a r e  s u i t a b l e  c o n d i t i o n s  ( e . g .  t h e  l a c k  o f  a 

c a r bo xy l a t e d  t e rm i n a l s u g a r ) a d d i t i o n a l  o - a n t i ge n  i n  t h e  

f o r m  o f  two 4 - 5 r ep e a t i ng u n i t " g r ou p s "  l i nk e d  t o ge th e r  may 

be a d d e d to c o n t i n u e  c h a i n  g r o w t h . A f t e r  i n du c t i on t h e  

su i t ab l e  c o nd i t i o n s  f o r  c h a i n  g r owth , a s  we l l  a s  t h e  

c on d i t i o n s  n e c e s s a r y  f o r  p r o d u c t i o n  o f  c omp l e te 4 - 5  

r epe a t i ng u n i t " g r ou p s " , wou l d  b e  l i m i t e d  o r  e l i m i na t e d . 

Th i s  hypo t h e s i s  i s  n o t  ou t o f  l i n e w h e n  i t  i s  t ak e n  

i n t o  c o n s i de r a t i o n  t h a t  t h e  b a c t e r i a l c e l l  wa l l  i s  thou gh t 

t o  p l a y a r o l e  i n  h o s t r e c o gn i t i on o f  t h e  c e l l  a nd p l a n t  

l e c t i n  b i nd i ng o f  t h e  c e l l  p r i o r  t o  r o o t  h a i r c u r l i ng a n d  



n o d u l a t i o n ( 1 7 ) . P o s s i b l y  a p l a n t r oo t  e x u d a t e  wo u l d  i n d u c e  

the mo d i f i c a t i o n o f  a f r e e  l i v i n g " w i l d  type " c e l l  t o  

produ c e  a c e l l  d i f f e r e n t  i n  ge n e t i c  a c t i v i ty a n d  mo l e c u l a r  

mo rpho l ogy t h a t  i s  s u b s eq u e n t l y  r e c o gn i z e d  a n d  b o u n d  b y  t h e  

hos t p l a n t  r o o t s . Th i s  i s  n o t  t o  s ay t h a t  t h e  b a c t e r i a l 

ce l l  h a s  be e n  mu t a t e d  t o  p r o d u c e  a d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  b u t 

r a th e r  t h a t  i t  h a s  b e e n  a l t e r e d  i n  s u c h  a r ad i c a l  way 

( pa r t i c u l a r l y i n  ge n e t i c  a c t i v i ty )  as to p r od u c e  an o r g a n i sm 

wh i ch i s  ve r y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  f r e e - l i v i ng a n t e c e d e n t . 

I n  a d d i t i o n  i t  h a s  l on g  b e e n  n o t e d  t h a t  i n  t h e  b a c t e r o i d  

s t a t e  t h e r e  i s  a r e d u c t i o n  i n  t h e  c e l l  wa l l  t h i c k ne s s  o f  

rh i z o b i a l  c e l l s  ( 14 ) . I n  f a c t  wo r k  w i t h  R .  l e gum i n o s a r um 

h a s  i nd i c a t e d  t h e  c omp l e t e a b s e n c e  o f  t h e  o - a n t i ge n  ( 5 ) . 

P r e s u ma b l y  t h i s  r e d u c t i o n  f a c i l i t a t e s ,  a mo u ng o t h e r  t h i ng s , 

the  t r a n s po r t o f  u s a b l e  ( i . e . , f i x e d ) n i t r o g e n o u t o f  t h e  

bac t e r o i d  a n d  t h e  i n f l u x  o f  h o s t -p l a n t  p h o t o s y n t h e t a t e  i n t o  

t h e  ba c t e r o i d . 

Th i s  p r o c e s s  o f  m o d i f i c a t i o n o f  t h e  r h i z ob i a l  c e l l  t o  

p r o d u c e  a p h y s i o l o g i c a l l y  a n d  m o r ph o l og i c a l l y  c ompa t i b l e  

symb i o n t  i s  n o t  a t  a l l u n l i k e  t h e  p r o c e s s  o f  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n a n d  u p o n  r e f l e c t i o n  appe a r s  t o  be  a v e r y  

u n r e f i ne d  a n d  i n c omp l e t e  s i b l i ng o f  t h e  p r o c e s s  th a t  i s  

t h o u g h t t o  h a v e  b r o u gh t a b o u t t h e  i n c l u s i o n  o f  a b l u e - g r e e n  

a l g a  i n t o  a n o n -p h o t o s y n t h e t i c  c e l l , r e su l t i ng i n  t h e  

ch l o r op l a s t s  o f  h i g h e r  p l a n t s . 

I n  o r de r  t o  g a i n  E u r t h e r d a t a  a n d  c l a r i f y t h a t  wh i ch 

h a s  a l r e a dy b e e n  g a t h e r e d , s e v e r a l e xp e r i me n t s  h a ve a l r e ady 



been i n i t i a t e d  a n d  o t h e r s  a r e  i n  t h e  p l a n n i n g  s t a ge . 

A s  me n t i o n e d  p r e v i ou s l y  t h e  L P S  s amp l e s  ( c a . 3 0 - 4 0m g )  

h ave b e e n  s u b j e c t e d  t o  m i l d  a c i d  h y d r o l y s i s  ( 1 % a c e t i c  a c i d ,  

l o o
0

c f o r  l h ) , w h i c h  h y d r o l i z e s  t h e k e t o s i d i c  bo n d s a t  t h e  

redu c i n g e n d  o f  KDO r e s i du e s  ( t h e s e  b o n d s  a r e  m u c h  mo r e  

l a b i l e  t h a n  t h e g l y c o s i d i c b o n d s  o f  o t h e r  s u ga r s  a n d  a t  

oth e r  l oc a t i o n s  o n  t h e  K D O  mo l e c u l e ) ,  f o l l owe d by 

ce n t r i f u ga t i o n  to r em o v e  t h e  l i p i d  p r e c i p i t a t e . Th i s  i s  

f o l l ow e d  b y  s ep a r a t i o n  o f  t h e  r e s u l t a n t  o l i g o s a c ch a r i d e s  o n  

a ge l f i l t r a t i o n  ( P 2 )  c o l u m n  a n d c o l l e c t i o n o f  t h e  f r a c t i o n s  

f o r  N MR ,  G . C . , a n d  c o l o r m e t r i c  a n a l y s e s . Th e l i p i d  pe l l e t  

i s  pu r i f i e d  b y  c h l o r o f o r m -wa t e r  e x t r a c t i o n  t o  r emo v e  a ny 

f r e e  p o l y s a c ch a r i d e t h a t  m i gh t  h a v e  a dh e r e d  t o  t h e  pe l l e t . 

Th i s  w i l l  be  a na l y z e d  f o r  f a t t y a c i d  c o n t e n t  a n d  p o s s i b l y  

t h e  e l u c i d a t i o n o f  t h e  l i p i d  A b a c k b o n e  a n d  t h e  f i r s t  f ew 

c o r e  s u g a r s  i f  t h e y  a r e  n o t  K D O . 

F u r th e r  E L I SA t e s t s  a r e  b e i n g  p e r f o r m e d  a t  t h i s  t i me t o  

t e s t  t h e  l e v e l o f  s p e c i f i c i ty be twe e n  a n t i b o d i e s  f o r i n du c e d  

and n on - i n d u c e d  c e l l s . I f  r e a s o n a b l e  s p e c i f i c i t y i s  f ou n d  

t h e  a n t i s e r a  w i l l  be  e m p l o y e d  i n  i mmu n ob l o t a s s ay s  o f  

DOC- PAG E ge l s . 

S a mp l e s  o f  L P S  a r e  n ow b e i n g p r e p a r e d  f o r  a n a l y s i s  by 

m a s s  s p e c . w i th t h e  g o a l  of i d e n t i f y i ng t h o s e  p e a k s f r o m  t h e  

G . C .  a n a l y s i s  wh i ch h a v e  ye t t o  b e  i d e n t i f i e d . 

O t h e r  e x p e r i me n t s  c o n c e r n e d  w i t h  s t r u c t u r a l a n a l y s i s  o f  

th e L P S  i n c l u de : t h e i s o l a t i o n  o f  U SDA c e l l s  f r om a c t u a l  

n o d u l e s  t o  d e te r m i n e  ( by P A G E ) i f  t h e 0- a n t i ge n  i s  



c omp l e t e l y  e l i m i n a t e d  i n  t h e  i n  v i v o b a c t e r o i d ; l a r g e 

sc a l e  i s o l a t i o n  o f  H C  2 0 5  a n d  i n du c e d  H C  2 0 5 t o  c omp a r e  t o  

the U SDA r e s u l t s  a n d  d e t e r m i n e  i f t h e  ge n e s r e s p o n s i b l e f o r  

th e s t r u c t u r a l  mo d i f i c a t i o n s  n o t e d  i n  th i s  s t u d y  a r e  l o c a t e d  

o n  t h e  p l a sm i d wh i ch i s m i s s i ng i n  H C  2 0 5 ; a n d  t h e  

me thyl a t i o n  o f  o l i go s a c ch a r i d e s  a n d  wh o l e  L P S s  f o l l owed b y  

ace t y l a t i o n  a n d  G . C . -m a s s  s pe c . a n a l y s i s  t o  de t e r m i n e t h e  

seq u e n c e  o f  t h e  0- a n t i ge n a n d  c o r e  r e g i o n . 

O th e r  wo r k  p l a n n e d  f o r  t h e  f u tu r e  i nc l u de s  t h e  

i so l a t i o n  of  t h e  e n z yme s r e sp o n s i b l e  f o r  t h e  L P S  

mo d i f i c a t i o n s  i n  t h e  i n d u c e d  c e l l s  a n d  u l t i ma t e l y t h e  

i de n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  g e ne s  r e sp o n s i b l e  f o r  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  e n z yme s . 
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F I GU R E  1 .  E L I S A r e s u l t s  u s i n g  t w o  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  

b a c t e r i a ;  Rh i z o b ��j apo���� U S DA 1 1 0  ( � j l l O ) a n d  

Rh i z ob i um t r i f o l i i  A N U  8 4 3  ( A N U 84 3 ) ,  a n d  a n t i s e r a  

g e n e r a t e d  aga i n s t  t h e m  ( < A - 1 10 >  a nd < A- 8 4 3 > r e sp e c t i ve l y ) . 

Uppe r g r aph , a n t i - 1 1 0 ; l owe r g r aph , a n t i - 8 4 3 . 
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R .  j ap o n i c u m U SDA 1 2 3 . Th e a n t i s e r a  i s  a n t i - U SD A  1 1 0 

( A- 1 1 0 ) .  
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F I GURE 3 .  E L I SA o f  t w o  d i f f e r e n t  s t r a i n s o f  t h e  s ame 

s pe c i e s , Rh i z ob i um j a p o n i c u� U SDA 1 1 0  a n d  U S DA 1 2 3 ,  a f t e r  

a d s o r p t i o n  pu r i f i c a t i o n  o f  t h e  a n t i s e r a  ( A- 1 1 0  i n c u b a t e d  

w i t h  U SDA 1 2 3  c e l l s ) . N o t e  t h e  i nc r e a s e d  s p e c i f i c i ty 

a c c ompa n i e d  by a r e d u c t i o �  o f  o v e r a l l  a b s o r b a n c e  wh e n  

c ompa r e d  t o  F i g u r e  2 .  
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F I GURE 4 .  ELISA o f  Rh i z o b i u m fredii U S DA 2 0 5 a n d R .  
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F I G U R E  2 4 . D r a w i n g o f  S D S - P AG E  g e l .  L a n e s : 1 )  O S DA L P S  I ; 

2 ) U S DA L P S  I I ;  3 )  U S DA ( I N D )  L P S  I ;  4 )  O S D A  ( I N D )  LP S I I ;  

5 ) HC L P S  I ;  6 )  H C  L P S  I I ;  7 )  S t a n d a r d ,  S a l m o n e l l a  L P S ; 

8 ) U S DA ( I N D )  L P S  I I ,  2 X  s am p l e .  L e t t e r s  t o  t h e  l e f t o f  

f i g u r e  r e p r e s e n t b a n d  a r e a s  a s  d i s c u s s e d  i n  t e x t . 



7 8  

F I GURE 2 5 . 1 6 c m , 1 3 % a c r y l am i d e  D OC- PAGE ge l .  L a ne s : 1 )  

H C  L P S  I ;  2 )  HC L P S  I I ;  3 )  U SDA L P S  I ;  4 )  U S DA L P S  I I  

( f r om s amp l e  n o t  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ) ; 5 )  U S DA L P S  I I ;  6 )  

U S DA ( I N D )  L P S  I ;  7 )  U S DA ( I N D )  L PS I I ;  8 )  U SDA ( p a r t i a l l y 

i nd u c e d ) L P S ; 9 )  U S DA ( I N D )  L P S  ! + I I ;  1 0 ) S t a n d a r d , 

S a l m o n e l l a  L P S . Le t t e r s  r e f e r  t o  b a n d  a r e a s  ( s e e  t e x t ) . 



I �  

F I G URE 2 6 .  1 6 CM , 1 5 % a c r y l am i d e  D OC- PAG E ge l ,  h e a v y  s t a i n .  

L a ne s : 1 )  S t an d a r d , S a l m o n e l la L P S ; 2 ) Emp ty ; 3 )  U SDA 

L P S  I I ;  4 )  HC L P S I I ;  5 )  U S DA ( p a r t i a l l y  i n d u c e d ) L P S ; 6 ) 

U SDA ( I N D )  L P S  I I ;  7 )  U S DA L P S  I ;  8 ) HC L P S  I .  S e e  t e x t  

f o r  e xp l a na t io n  o f  f i g u r e  a n d  d e s t a i n i ng p r o c e d u r e . 



o v  

1 2 3 4 5 .6 7 8 

• •  

F I GURE 2 7 . S ame a s  f i g u r e  2 6 ,  m e d i u m s t a i n .  
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F I GURE 2 9 . Comp o s i t e  d r aw i n g o f  t h r e e  l a n e s f r om t h e  1 6 c m ,  

1 5 % a c r y l am i d e  ge l s h o w n  i n  f i g u r e s  2 6 , 2 7 , a n d  2 8 . T h e  

d r aw i n g w a s  p r o d u c e d  f r om t h e  ph o t o s  s h o w n  i n  f i g u r e s  2 6 - 2 8  

a s  we l l  a s  o t h e r s  n o t  s h o w n . L a n e s : l )  S t a n d a r d , L P S  f r om 

S a l m o n e l l a  ( l a n e l i n  f i g u r e  2 6 ) ; 2 )  U S DA L P S  I ( l a n e  7 

i n  f i g u r e  2 6 ) ; 3 )  U S DA ( I N D )  L P S  I I  ( l a n e  6 i n  f i gu r e  2 6 ) . 



A P P EN D I X  0 1  

D I SCONTINU OU S  POLYACRYLAM IDE GEL ELECTROPH ORE S I S  

S t o c k  s o l u t i o n s : 

A .  R u n n i n g  g e l b u f f e r ; 2 2 . 7 l g T r i z ma b a s e  I 7 5 m L  a
2

o I p H  

t o  8 . 8  w i t h  H C l  I a 2 o t o  t o t a l  v o l ume o f  l O Om L . 

B .  S t a c k i n g g e l  b u f f e r ; 7 . 6 9 g T r i z ma b a s e  I 7 5 m L  a
2

o I p H  

t o  6 . 8  w i t h  H C l  I a 2 o t o  t o t a l  v o l ume o f  l O O m L . 

c .  A c r y l am i d e  s o l u t i o n ; 2 5 . 0 g Ac r y l am i d e  / 0 . 6 2 5g B i s  

a c r y l am i d e  I a 2 o t o  t o t a l  v o l ume o f  5 0m L . 

D .  S o d i um d o d e cy l s u l f a t e  ( SD S ) s o l u t i o n ;  2 . 5 g S D S  I 2 5m L  

H 2 0 .  

E .  S amp l e  b u f f e r ; 4 . 0 m L  S t a c k i ng ge l b u f f e r  I 2 . 0 g S u c r o s e  

I 0 . 4 g S D S  I 5 . 0 m g  B r omph e n o l  b l u e  / l . Om L  

Me r c ap t o e t h a n o l  I a
2

o t o  2 0  m L . 

F .  Ru n n i n g  bu f f e r ; 2 1 . 6 g G l y c i ne I 4 . S g T r i z m a  b a s e  I l . 5 g 

S D S  / 1 . 5  L H
2

o .  

P r o c e d u r e : 

1 .  A s s emb l e  t h e  ge l e l e c t r op h o r e s i s appa r a t u s .  

2 .  P r e p a r e  2 5 m L  o f  a 1 2 % a c r y l am i d e  r u n n i n g  g e l a s  f o l l o w s ; 

A )  5 . 0 m L  S o l u t i o n  A I 6 . 0m L  S o l u t i o n  c I 0 . 2 5m L  S o l u t i o n  

D I  1 3 . 7 5m L  H 2 o  I 2 . S g s u c r o s e . M i x t h o r ou gh l y . 

B )  Ju s t  p r i o r  t o  po u r i n g t h e  ge l a d d  0 . 0 5m L  o f  a f r e s h l y  

p r e p a r e d  1 0 % ammo n i u n  p e r s u l f a t e  s o l u t i o n a n d  0 . 0 2m L  

o f  T E ME D  t o  t h e  a b o v e  s o l u t i o n  a n d  m i x .  

C )  C a r e f u l l y pou r t h e  s o l u t i o n  i n t o  t h e  ge l appa r a t u s  



u s i ng a P a s t e u r p i p e t t e . D o  n o t  i n t r od u c e  bu b b l e s .  

D )  Ca r e f u l l y o v e r l a y  t h e  ge l s o l u t i o n  w i t h  H
2

o ( u s i n g 

a s y r i n g e ) u n t i l  H 2 o  j u s t s c ov e r s  s u r f a c e . 

E )  A l l ow ge l t o  p o l yme r i z e . 

3 .  P r ep a r e  l Om L  o f  5 %  a c r y l am i d e  s t a c k i n g ge l a s  f o l l ow s ; 

A )  2 . 0 m L  So l u t i o n  B I l . Om L  S o l u t i o n C I O . lm L  So l u t i o n  

D I 6 . 9m L  a
2

o I l . O g S u c r o s e . M i x  t h o r ou gh l y .  

B )  Remo v e  H
2

o f r om t op o f  r u n n i n g ge l w i th pape r 

t o we l . 

C )  Ju s t  p r i o r  t o  p o u r i n g t h e  s t ac k i ng ge l a d d  0 . 0 5m L  o f  

a f r e s h l y  p r e p a r e d  ammo n i um p e r s u l f  a t e  s o l u t i o n a n d  

0 . 0 2m L  T E ME D  a n d  m i x .  

D )  c a r e f u l l y pou r t h e  s o l u t i o n  u s i n g a P a s t e u r p i pe t t e . 

E )  C a r e f u l l y i n s e r t t h e  we l l - f o r me r  a t  a n  a ng l e  t o  

p r e ve n t  b u b b l e s  f r om be c om i n g  t r appe d b e n e a t h  i t .  

F )  A l l ow t o  p o l yme r i z e . 

4 .  P r e p a r e  s amp l e s a s  f o l l ow s ; 

A )  Ad d a pp r op r i a t e  v o l u me o f  s amp l e  t o  s ma l l  P a s t e u r 

p i pe t t e  t u b e s a n d  f r e e z e -d r y . 

B )  Add 0 . 0 2 5m L  o f  s o l u t i o n  E 

C )  He a t  i n  bo i l i n g wa t e r  b a t h  f o r  5 m i nu t e s . 

D )  F i l l  t h e  u ppe r r e s e r v o i r o f  t h e  ge l a p p a r a t u s  w i th  

s o l u t i o n F and r e mo ve the  we l l - f o r me r . 

E )  Us i ng a s y r i nge , app l y  t h e s am p l e s  t o  t h e  a pp r op r i a t e  

we l l s . 

5 .  Ru n t h e  ge l a s  f o l l ow s ; 

A )  F i l l  t h e  l owe r r e s e r vo i r  w i t h  s o l u t i o n  F a n d  



c omp l e t e l y a s s emb l e  t h e  app a r a t u s . 

B )  Ru n a t  c o n s t a n t  c u r r e n t  o f  2 0m a /ge l u n t i l  t h e  dy e h a s 

r e a ch e d  t h e  b o t t e m  o f  t h e  ge l .  

6 .  S t a i n  t h e  ge l f o r  t h e  a pp r op r i a t e  ma c r omo l e cu l e s . 

N o t e : F o r  T r i t o n  X l O O  ge l s  s u b s t i t u t e a n d  amo u n t  o f  T r i t o n  

X l O O  e q u a l  t o  t h a t  o f  s o s . 

F o r  s od i u m  d e o x y c h o l a t e  ( DO C )  g e l s  t h e  S DS i s  om i t t e d  

a n d  0 . 5 % DOC i s  u s e d  i n  t h e  s t a c k i n g a n d  r u n n i n g  

g e l s  a n d  0 . 2 5 % DOC i s  u s e d  i n  t h e  r u n n i ng b u f f e r . 

Th e s amp l e  bu f f e r  c o n t a i n s  1 7 5m M  T r i z m a  b a s e , 1 0 %  

g l yc e r i n e ,  a n d 0 . 2 5 % DOC , pH 6 . 8 .  Th e ge l s  a r e  r u n  

a t  1 8 ma o f  c o n s t a n t  c u r r e n t  t h r ou gh t h e  s t a c k i n g ge l 

a nd 2 5m a  o f  c o n s t a n t  c u r r e n t t h r ou g h  t h e  r u n n i n g ge l .  

Th e r u n n i n g  o f  t h e  s amp l e  s h o u l d  b e  p r e c e d e d  b y  p r e 

e l e c t r o ph o r  e s  i s . A d d  a s m a l l  a mo u n t  o f  s a mp l e  b u f f e r  

t o  two  we l l s  a t  d i f f e r e n t  e n d s  o f  t h e  ge l a n d  r u n  a t  

2 0m a  u n t i l  t h e  dye h a s  p a s s e d  t h r ou gh t h e  ge l .  

D i s c a r d  t h e  r u n n i ng b u f f e r  a n d  w i pe t h e  e l e c t r o d e s  

c l e a n . Ad d f r e s h  r u n n i n g b u f f e r  a n d  r u n  a s  d e s c r i be d  

a bo ve . Th e ge l s h o u l d b e  u s e d  i mm e d i a t e l y a f t e r  p r e 

e l e c t r oph o r e s i s .  



A P P EN D I X  0 2  

S I LVER STA I N I NG PROCEDURE F OR L I POPOLYSACCHAR I DE S  

S t o c k  s o l u t i o n s : 

A .  0 . 1  M N a O H  s o l u t i o n . 

B .  F i x i ng s o l u t i o n ; 2 5 0m L  i s op r opa n o l  I l O O m L  g l a c i a l  

a c e t i c  a c i d  I 6 5 0m L  H
2

o .  

c .  2 0 %  AgN 0
3 

s o l u t i o n . 

D .  S o d i um me t ap e r i o d a t e  s o l u t i o n ; l . O Sg N a r o 4 I 4mL 

F i x i ng s o l u t i o n  I 1 5 0m L  H
2

o .  

E .  Amm o n i u m  h yd r o x i d e s o l u t i o n ; 1 1 5m L  H
2

o I 2 8 m L  s o l u t i o n 

A I SmL s o l u t i o n C I lmL f r e s h c o n c e n t r a t e d  N H
4

0 H  I 

m i x a nd a d d  c o n c e n t r a t e d  NH
4

0 H  d r opw i s e ( wh i l e 

s t i r r i ng )  u n t i l  b r o w n  p r e c i p i t a t e  j u s t  d i s appe a r s .  

F .  C i t r i c  a c i d  s o l u t i o n ; 0 . 0 5 g c i t r i c  a c i d  I O . Sm L  o f  3 7 % 

f o r m a l d e h y d e  I 5 0 0m L  H
2

o .  

P r o c e d u r e : 

1 .  P l a c e  ge l i n  e n o u g h  o f  s o l u t i o n  B t o  c ov e r a n d  a l l ow t o  

s h a k e  o v e r n i gh t .  D r a i n a n d  r i n s e  w i t h  H
2

o .  D r a i n  

a g a i n .  

2 .  P l a c e  i n  s o l u t i o n  s o l u t i o n  D f o r  5 m i nu t e s  wh i l e  

s h a k i n g . 

3 .  Remo v e  t h e  ge l f r om s o l u t i o n  a n d  a d d  H
2

o , a l l ow t o  

s h a k e f o r  3 0  m i n u t e s . Repe a t  t h i s  s t e p  two mo r e  t i me s . 

4 .  P l a ce g e l i n  s o l u t i o n  E f o r  1 0  m i nu t e s  w i th s h a k i n g . 

5 .  Remo v e  t h e  ge l f r om s o l u t i o n  a n d  a d d  H
2

o , a l l ow t o  



O I 

s h ak e  f o r  3 0  m i nu t e s . Rep e a t  t h i s  s t e p  t wo mo r e  t i me s . 

6 .  P l a ce g e l i n  s o l u t i o n F u n t i l  b a n d s  d e v e l op .  Remo v e  

f r om s o l u t i o n  a n d  r i n s e  t h r e e  t i me s w i t h  H 2 o . 

No t e : F o r  D OC ge l s  t h e  f i x i ng s o l u t i o n i s  c ompo s e d  o f  4 0 %  

e th a n o l  a n d  5 %  a ce t i c  a c i d . T h e  g e l s  a r e  l e f t  i n  

f i x i ng s o l u t i o n  f o r  a t  l e a s t t w o  d a y s  w i th a t  l e a s t  

t w o  c h a n g e s o f  s o l u t i o n . Th e o x i d i z i n g  s o l u t i o n 

( s o l u t i o n D )  i s  0 . 7 % Na r o
4 

i n  4 0 %  e th a n o l  a n d  5 %  

a c e t i c  a c i d . 



S t o c k  s o l u t i o n s : 

8 8  

A P P EN D I X  0 3  

PROTE I N  STA I N I NG PROCEDURE 

A .  S t a i n i n g s o l u t i o n ;  S O Om L  a 2 o  I 5 0 0m L  Me t h a n o l  I l O Om L  

G l a c i a l  A c e t i c  a c i d  / 0 . 1 % Cooma s s i e  B l u e . 

B .  De s t a i n i ng s o l u t i o n ; 8 0 0m L  a 2 o I l O OmL Me t h a n o l  I 

l O OmL G l a c i a l  A c e t i c  a c i d . 

P r o c e d u r e : 

1 .  Pu t t h e  g e l i n  e n ou gh s o l u t i o n  A t o  c o v e r a n d  a l l ow t o  

s h a k e f o r  s e v e r a l h o u r s  t o  o ve r n i gh t . 

2 . Remo v e  t o  e n ou gh s o l u t i o n  B t o  c ov e r a n d  a l l ow t o  s h a k e 

f o r  1 h ou r . D r a i n  a n d  r i n s e  w i t h  a 2 o . A d d  mo r e  

s o l u t i o n  B a n d  r ep e a t  u n t i l  o n l y  b a n d s  s h o w  b l u e  c o l o r . 



Re a ge n t s : 

A P P EN D I X  0 4  

LOWRY PROTE I N  ASSAY 

A .  A l k a l i ne c oppe r r e a ge n t ; lmL  o f  1 %  cu s o
4

* 5 H
2

o / lmL 

of  2%  S o d i u m t a r t a t e I 9 8m L  o f  2 %  Na c o
3 

in  0 . 1  N N a O H . 

B .  Ph e n o l  R e a g e n t  S o l u t i o n ,  2 N ( F o l i n - C i o c a l t e a u ) .  

P r o c e du r e : 

1 .  S e t u p  a s e t  o f  s t a n d a r d  t u be s u s i n g l m g/mL BSA . 

2 .  T o  0 . 5m L  o f  s a mp l e a n d  s t a n d a r d s  a d d  3 . 0m L  o f  r e a g e n t  A .  

M i x . A l l ow t o  s t a n d  f o r 1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m pe r a t u r e . 

3 .  A d d 0 . 2mL o f  r e a ge n t  B .  M i x .  A l l ow t o  s t a n d  f o r  3 0  

m i nu t e s  a t  r o om t e mp e r a t u r e . 

4 . Me a s u r e  ab s o r b a n c e  a t  6 5 0 n m . 



Re a ge n t s : 

APPEN D I X  0 5  

ANTHRONE A S SAY F OR HEXOSE 

A .  An t h r o n e  r e a g e n t ; 0 . 2 % An t h r o n e  i n  c o n c e n t r a t e d  

H
2

s o
4

• 

P r o c e d u r e : 

1 .  P r ep a r e  a s e t  o f s t a n d a r d s  w i t h a l m g/mL s o l u t i on o f  

g l u c o s e . 

2 .  To 0 . 5m L  o f  s a m p l e a n d  s t a n d a r d s  a d d  l . Om L  o f  r e a g e n t  A .  

Vo r t e x . 

3 .  H e a t  t h e  t u b e s i n  a b o i l i n g w a t e r  b a t h  f o r  5 m i nu t e s . 

4 .  Re a d  a b s o r b a n c e  a t  6 2 0 nm . 

N o t e : F o r  q u a l i t a t i v e  a s s ay whe r e  t h e  s amp l e s  c on t a i n  a 

h i gh c o n c e n t r a t i o n  o f  s u ga r , s t e p  3 m a y  b e  o m i t t e d . 



Re a ge n t s : 

A P P E N D I X  0 6 

2-KBT0- 3-DEOXYOCTON I C  AC I D  ( KDO ) ASSAY 

A .  0 . 4 N H2 s o4 

B .  0 . 0 4 N H I 0
4 

i n  0 . 4 N H 2 s o 4  

C .  2 % N a A s 0
2 

i n  O . S N H C l  

D .  0 . 3 %  Th i o b a r b i t u r i c  a c i d  

P r o c e du r e : 

1 .  P r e pa r e  a s e t  o f  s t a n d a r d s  f r om a O . lm g/mL s o l u t i o n o f  

K D O . 

2 .  To 0 . 2m L  o f  s amp l e  a n d  s t an d a r d s  a d d  2 0 u L  o f  r e a g e n t  A .  

vo r t e x . H e a t  i n  bo i l i ng w a t e r  b a t h  f o r  3 0  m i nu t e s . 

3 .  Ad d 2 5 0 u L  o f  r e a ge n t  B .  vo r t e x . L e t s t a n d  a t  r o om 

t e mp e r a t u r e  f o r  a t  l e a s t  4 0  m i nu t e s . 

4 .  Add S O O u L  o f  r e a ge n t  c .  vo r t e x . L e t s t a nd a t  r oom 

t e mpe r a t u r e  f o r  5 m i nu t e s . 

5 .  Add 2 . 0 m L  of  r e a ge n t  D .  vo r t e x . P l a c e  i n  h o t  w a t e r  

b a t h  f o r  2 0  m i nu t e s .  

6 .  Re a d  a b s o r b a n c e  i mmed i a t e l y  a t  5 4 8 nm .  



A P P E N D I X  0 7 

PYRUVIC ACI D  ASSAY 

Re a ge n t s : 

A .  5 0 0  u mo l e s  o f  2 , 4 - d i n i t r op h e n y l h y d r a z i n e  ( DN P ) i n  1 0 0  m L  

of  2 . 0 N hyd r o ch l o r i c  a c i d . Mak e f r e s h e a ch t i me . 

B .  2 . 2 N N a O H . 

C .  2 .  O N  H C l . 

D .  T o l u e ne . 

E .  1 0 . 0 % NaC0
3

• 

P r o c e d u r e : 

1 .  P r ep a r e  a s e t  o f  s t a n da r d s  f r om a 0 . 5mg/mL s o l u t i on o f  

p y r u v i c  a c i d . 

2 .  T o  0 . 2m L o f  s a mp l e a n d  s t a n d a r d s  a d d 0 . 3 m L o f  r e a g e n t  c .  

3 • 
0 

H e a t  i n  s e a l e d t u be s f o r  3 h o u r s  a t  1 0 0  c .  

4 .  Rem o v e  a n d  a d d  O . l m L  o f  r e a ge n t  A .  vo r t e x . L e t s t a n d  

a t  r o o m  t e mp e r a t u r e  f o r  3 0  m i nu t e s . 

5 .  A d d  0 . 6 m L  o f  r e a ge n t  D a n d  v o r t e x . 

6 .  Remo v e  t h e  bo t t o m l a y e r a n d  d i s c a r d . To t h e t op l a ye r 

a d d  0 . 6 m L  o f  r e a ge n t  E a n d  v o r t e x . 

7 .  D i s c a r d  t h e t op l a y e r a n d  t o  t h e b o t t em l a ye r a d d  0 . 4m L  

o f  H 2 o a n d  l . O m L  o f  r e a ge n t  B .  vo r t e x . 

8 . Re a d  a b s o r b a n c e  a t  4 1 6 nm .  



A P P E N D I X  0 8  

ACBTYL GROUP ASSAY 

Re a ge n t s : 

A .  

B .  

c .  

D .  

E .  

0 
2 . 0 M hyd r o xy l am i n e -hyd r o ch l o r i d e ( s t o r e  a t  4 C } . 

3 . S M N a O H . 

1 pa r t  c o n c e n t r a t e d  H C l  i n  2 p a r t s H
2

o .  

0 . 3 7 M F e C 1
3 

i n  O . l N H C l . 

O . Smg/mL g l u c o s e  pe n t a c e t a t e  i n  me t h a n o l . 

P r o c e d u r e : 

1 .  P r ep a r e  a s e t  o f  s t a n d a r d s  f r om r e a ge n t  E .  

2 .  M i x  e q u a l  p a r t s  o f  r e a ge n t  A a n d  r e a ge n t  B j u s t  b e f o r e  

u s e . 

3 .  T o  0 . 4m L  o f  s amp l e  a n d  s t a n d a r d s  a d d  0 . 4m L  o f  t h e  

r e a ge n t  m a d e  i n  s t e p  2 .  vo r t e x  a n d  l e t  s t a n d  a t  r o om 

t empe r a t u r e  f o r  a t  l e a s t  1 m i nu t e . 

4 .  Ad d 0 . 2m L  o f  r e a ge n t  C a n d  v o r t e x . 

5 .  A d d  0 . 2m L  o f  r e a ge n t  D a n d  v o r t e x . 

6 .  R e a d  a b s o r b a n c e  a t  5 4 0 nm . 



Re a ge n t s : 

A P P EN D I X  0 9  

URON I C  AC I D  AS SAY 

A .  0 . 0 1 2 5 M N a
2

a 4 o 7
* 1 0 H

2
o i n  c on c e n t r a t e d  s u l f u r i c  

a c i d .  

B .  0 . 1 5 % m - hyd r o xy d i ph e ny l  i n  0 . 5 % Na O H . 

P r o c e d u r e : 

1 .  P r ep a r e  a s e t  o f  s t a n d a r d s  f r om a O . l m g/mL s o l u t i o n o f  

g l u cu r on i c  a c i d . 

2 .  T o  0 . 2m L  o f  s a mp l e  a n d  s t a n d a r d s  a d d  l . 2m L  o f  r e a ge n t  A .  

3 .  Vo r t e x  a n d  h e a t  i n  b o i l i n g w a t e r  b a t h  f o r  5 m i nu t e s . 

4 .  Remo v e  a n d  c o o l  i n i ce b a t h f o r  2 m i nu t e s . 

5 .  A d d  0 . 0 2m L  o f  r e a ge n t  B a n d  v o r t e x . A l l ow t o  s t an d  a t  

r o om t e mpe r a t u r e  f o r  5 m i nu t e s . 

6 .  Re a d  a b s o r b a n c e  a t  5 2 0 nm .  

N o t e : I f  s amp l e s  t u r n  b r own i n  s t e p  5 p r e p a r e  a d u p l i c a t e  

s e t  o f  s amp l e s  w i t h  0 . 5 % N a O H  b u t w i t h o u t 

m -h y d r o xyd i ph e n y l . Ru n a s  f o r  o t h e r s  a n d  r e a d 

a b s o r b a n c e  a t  5 2 0 nm . Wh e n  f i n i s h e d  s u b t r a c t  t h e  

d u p l i c a t e  s e t  r e ad i ng s  f r om t h e  r e g u l a r  s e t  r e ad i n g s . 



9 5  

A P P EN D I X  1 0  

ACETYLAT I ON PROCEDURE 

So l u t i o n s  a n d  r e a ge n t s : 

A .  l . Om g/mL i n o s i t o l . 

B .  S t a n d a r d  s u g a r s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  l . Om g/m L  of  e a c h  

s u g a r . 

c .  2 . 0 M t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d  ( TF A ) 

D .  l O m g/m L  s o d i u m  b o r o h y d r i de ( o r  N a  b o r o d e u t e r i d e ) i n  l . O M 

NH
4

0 H  

E .  G l a c i a l a ce t i c  � c i d . 

F .  Me O H/ HAc ( 9 / 1 ) . 

G . Me t h a n o l . 

H .  Py r i d i ne . 

I • l\ c e t i c  a n h y d r i d e . 

J .  Ch l o r of o r m . 

K .  D i ch l o r ome t h a n e . 

P r o c e du r e : 

l .  F r e e z e  d r y  t h e  s t a n d a r d  s u g a r s  a n d  s amp l e s . 

2 .  P r ep a r e  a l . O m g/m L  s o l u t i o n  o f  t h e  s amp l e  

p o l y s a c ch a r i d e . 

3 .  De te r m i ne t h e p e r c e n t  h e x o s e  o f  s amp l e u s i n g  t h e  

a n th r o n e  a s s ay ( s e e  appe n d i x 0 5 ) . 

4 .  P r ep a r e  t h e  s t a n d a r d  s u g a r  s o l u t i o n . S t o r e  i n f r e e z e r  

a f t e r  e a ch u s e . 

5 .  P l a c e  a v o l u me o f  t h e  s a mp l e eq u i v a l e n t  t o  n o t  m o r e  t h a n  



2 S O u g  o f  h e x o s e  i n  a s c r e w - c a p  t e s t  t u be . I n a n o t h e r  

tube p l a ce l O O u L  o f  t h e  s t a n d a r d  s u g a r s o l u t i o n . Add  

2 0 u L  o f  i n o s i t o l  s o l u t i o n  to  e a ch t u b e . F r e e z e -d r y  

s amp l e  a n d  s t a n d a r d s . 

6 .  Ad d S O O u L  o f  s o l u t i o n  C t o  e a ch t u b e . S e a l  w i th 

t e f l on - l i ne d  s c r ew c ap a n d  h e a t  a t  1 2 1
°

c f o r  2 h ou r s . 

7 .  Remo v e  t u b e s a n d  b l ow-d r y  a t  4 0 - s o
0

c .  

8 .  Ad d 2 S O u L  o f  s o l u t i o n D ,  m i x a n d  a l l ow t o  s t an d  f o r  1 

h o u r a t  r o om t e mp e r a t u r e . 

9 .  A d d  S O U L  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  o b s e r v e . Vi g o r ou s  

b u bb l i ng s ho u l d  t ak e  p l a ce . Rep e a t  t w o  mo r e  t i me s . 

1 0 . A d d  S O O u L  o f  s o l u t i o n  F t o  e a ch t u b e  t h e n  b l ow - d r y  u s i n g 

f i l t e r e d a i r .  R e p e a t  4 t i me s . 

1 1 . A d d  S O O u L  o f  me t h a n o l  t o  e a ch t u b e  t h e n  b l ow- d r y  u s i n g 

f i l t e r e d a i r . Repe a t  4 t i me s . 

1 2 .  A d d  S O U L  o f  py r i d i ne a n d  S O U L  o f  a c e t i c  a nh y d r i d e t o  

e a ch t u be . M i x ,  s e a l  t h e t u b e s w i t h t e f l o n - l i ne d  c ap 

a n d  h e a t  a t  1 2 1 ° C f o r  3 0  m i nu t e s . 

1 3 . Co o l  t u b e s o n  i c e  a n d b l ow - d r y  a t  r o om t empe r a t u r e . 

E x t r a c t  by a d d i ng S O O u L  o f  H
2

o a n d  S O O u L  o f  

c h l o r o f o r m . vo r t e x . Ce n t r i f u ge i n  A d a m s  a n a l y t i c a l  

c e n t r i f u g e  f o r  S m i nu t e s . Remo v e  t h e  c h l o r o f o r m l ay e r 

w i t h  a P a s t e u r p i pe t t e  a nd t r a n s f e r  t o  a n o t h e r  t u be . 

Re e x t r a c t  wa t e r  l a y e r w i t h S O O u L  o f  c h l o r o f o r m  a n d  

c omb i ne t h e c h l o r o f o r m  l a ye r s  f r om t h e  t w o  e x t r a c t i o n s . 

B l ow- d r y  ch l o r o f o r m  l a y e r s  w i t h  f i l t e r e d  a i r . 

1 4 .  A n a l y z e by d i s s o l v i n g i n  2 0  t o  l O O u L  o f  d i c h l o r ome n th a n e  



a n d  i n j e c t i ng 1 t o  S U L  o f  t h i s  s o l u t i o n i n t o  th e g a s  

c h r oma t o g r aph . 

N o t e : Th e s e  a d d i t i o n a l  s t ep s a r e  n e c e s s a r y  f o r  s amp l e s  

c o n t a i n i n g a h i gh pe r c e n t a ge o f  2 - k e to - 3 -

d e o xyo c t on a t e  ( K DO ) . 

1 .  To 4 0 0 - S O O u g  o f  f r e e z e -d r i e d s amp l e  a d d  l . Om L  o f 1 %  

a c e t i c a c i d  a n d  2 0 u L  o f  s o l u t i o n  A .  

2 .  H e a t  a t  l o o
0

c f o r  2 h ou r s . 

3 .  B l ow- d r y  3 0  m i nu t e s  t o  1 h o u r a t  4 o
0

c .  I t  mu s t  b e  

d r y . 

4 .  Ad d 1 5 0 u l  o f  s o l u t i o n  D a n d  l e a v e  a t  r o om t e mpe r a t u r e  

f o r  1 h ou r . 

5 .  Ad d S O U L  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  s h a k e . A d d  S O U L  

6 • 

7 .  

mo r e  g l a c i a l  a c e t i c a c i d . 

0 
Ad d S O O u L  o f  s o l u t i o n  F a n d  b l ow- d r y  a t  4 0  c .  Repe a t  

4 t i me s . 

0 
A d d  S O O u L  of  me t h a n o l a n d  b l ow - d r y  a t  4 0  C .  

t i me s . 

Repe a t  4 

8 .  B e g i n  r e gu l a r  a c e ty l a t i o n  p r o c e du r e  a t  s t e p  6 .  



Buf f e r s : 

A P P EN D I X  1 1  

BL I SA 

A .  C o a t i n g  b u f f e r ; l . 5 9 g N a
2

c o
3 

I 2 . 9 3 g N a H c o
3 

I 0 . 2 g 

N a N
3 

I l L  a
2

o ( f i na l  p H , 9 . 5 8 ) . 

B .  Ph o sp h a t e - b u f f e r e d  s a l i ne w i t h twe e n  ( PB S - tw e e n ) ; 8 . 0 g 

N a C l  I 0 . 2 g K H
2

P o
4 

I 2 . 2 g N a
2

H P 0
4

* 7 H
2

o I 0 . 2 g 

K C l  I 0 . 2 g N a N
3 

I 0 . 5 m L  T w e e n - 2 0  I l L  H
2

o ( f i n a l p H , 

6 . 6 0 ) . 

c .  Su b s t r a t e  b u f f e r ; 7 . 5 l g  G l yc i ne I 0 . 2 g MgC1
2

* 6 H
2

o I 

0 . 1 3 6 g z n c l 2 I l L  a 2 o  ( f i n a l  p H , 1 0 . 5  w i t h  N a OH ) . 

P r o c e d u r e : 

1 .  Re mo v e  c e l l s f r om w o r k i n g  s l a n t w i t h  3m L o f  0 . 8 5 % s a l i ne 

s o l u t i o n  a n d  h e a t  t r e a t  f o r  1 5  m i nu t e s  i n  b o i l i n g w a t e r  

b a t h . 

2 .  D i l u t e t o  O . D .  o f  0 . 5  a t  6 0 0 n m  w i t h b u f f e r  A .  A d d  O . l m L  

o f  t h i s  s u sp e n s i o n t o  e a ch we l l  o f  m i c r o t i t e r  p l a t e . 

3 .  I n c u b a t e  o v e r n i gh t  a t  4
°

c .  

4 .  Em p ty e x c e s s  a n d wa s h  3 t i m e s  w i t h b u f f e r  B ,  l e a v i n g  t h e  

bu f f e r  i n  t h e  we l l s  f o r  5 m i nu t e s  t h e  l a s t  t w o  t i me s . 

5 .  A d d O . lm L  o f  a n t i s e r a  d i l u t e d  i n  bu f f e r  B t o  t h e  

a pp r op r i a t e  we l l s . 

6 . I n c u b a t e  f o r  1 h o u r s  a t  r o o m  t empe r a t u r e . 

7 .  Repe a t  s t e p  4 ( wa s h i n g ) . 

8 .  A d d  O . lm L  of  g o a t  a n t i - r ab b i t * a l k a l i ne p h o s ph a t a s e  



9 .  

d i l u t e d  i n  B u f f e r B ( 1/ 1 0 0 0 ) t o  e a ch we l l . 

0 
I n c u b a t e  f o r  3 h o u r s  a t  3 7  c .  

1 0 . Rep e a t  s t e p  4 .  

1 1 . Ad d O . lm L  o f  p -n i t r op h e n y l  ph o s ph a t e  s u b s t r a t e  d i l u t e d  

i n  bu f f e r  c ( lm g/m L ) t o  e a ch we l l  u s e d . 

1 2 .  A l l ow t o  d e ve l op a me a s u r ab l e  amo u n t  o f  y e l l ow c o l o r  a t  

r o om t e mp e r a t u r e . 

1 3 . S t op t h e  r e a c t i o n  w i t h  S O U L  o f  3 M  N a OH . 

1 4 .  Remov e  c o n t e n t s  o f  e a c h  we l l  t o  t e s t  t u b e s c on t a i n i ng 

2mL o f  a
2

o a n d  r e a d a b s o r ba n c e  a t  4 0 5 n m . 

N o t e : N e g a t i ve c on t r o l  we l l s  may b e  e s t a b l i s h e d  b y  l e a v i n g 

o u t t h e  a n t i b o d i e s . 



A P P EN D I X  1 2  

ANT I BODY DBVOLOPMBNT 

B u f f e r : P h o s ph a t e  b u f f e r e d  s a l i n e ( P B S ) ; l O m M  N a P 0
4

* 7 H
2

o 

I l S Om M  N a C l . 

P r o c e du r e : 

1 .  Th e a n t i ge n s  we r e  g r own i n  Y E M  t o  a n  O . D .  o f  c a . 1 . 8 5 

a n d  h a r ve s t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0 r pm f o r  1 0  

m i nu t e s ) . 

2 .  Pe l l e t s we r e  r e s u sp e n d e d  i n  P B S  a n d  s t o r e d  a t  4
°

c t o  

b e  u s ed a s  s t o c k  i n o c u l u m . 

3 .  S t o c k  wa s d i l u t e d  be f o r e  e a ch i n j e c t i o n  w i t h P B S . 

4 .  R a b b i t s we r e  i n t r a v e n o u s l y  i n j e c t e d  i n  t h e  ma r g i na l 

e a r  ve i n  a c c o r d i n g t o  t h e  f o l l ow i ng s c h e d u l e ; Day 

1 - - 0 . Sm L  o f  s t o c k  i n o c u l u m  d i l u t e d  t o  1 . 0  a b s  a t  6 2 0 nm 

Day 2 - - 1 . 0 m L  o f  s t o c k  a t  1 .  2 a b s  a t  6 2 0 n m  

D a y  3 - - 1 . 0 m L  o f  s t o c k  a t  1 . 6  a b s  a t  6 2 0  

Day 8 - - 1 . 0 m L  o f  s t o c k  a t  1 . 6  a b s  a t  6 2 0 nm 

Day 9 - - 1 . 0 m L  o f  s t o c k  a t  2 . 1  a b s  a t  6 2 0 nm 

Day 1 0 - 1 . 0mL of  s t o c k  a t  2 . 1  a b s  a t  6 2 0 nm 

Day 1 8 -Rab b i t s  k i l l e d  a n d  b l oo d  r e mo v e d . 



A P P EN D I X  1 3  

MOD I P I BD L I POPLYSACCBARI DE E XTRACT I ON PROCEDURE 

S o l u t i o n s  a n d  r e a ge n t s : 

A .  E DTA s o l u t i o n ;  0 . 0 5 M N a
2

H P 0 4 * 7 H
2

o / 0 . 0 0 5 M E D TA / 

0 . 0 5 % NaN
3 

( f i n a l  p H , 7 . 0 ) . 

B .  Ph e n o l . 

C .  0 . 0 4 M MgC1
2

* 6 H
2

o .  

d .  E n z yme s ; l y s o z yme , RNa s e , DNa s e . 

P r o c e d u r e : 

1 .  P l a c e  1 5 0m L  of  s o l u t i o n  A i n  a 6 0 0 m L  be a k e r  a n d  p l a c e i n  

c o l d  r o om o n  c r u s h e d  i ce .  

2 .  A d d  2 0 - 3 0 g  o f  b a c t e r i a l p e l l e t  a n d  s t i r  t o  s u s p e n d . 

3 .  B l e nd t h e  m i x t u r e  i n  a Wa r i n g b l e n d e r i n  t h e  c o l d  r o om 

f o r  one m i n u t e . L e t s t a n d  one m i nu t e . Rep e a t  two mo r e  

t i me s . 

4 .  S o n i c a t e  t h e  m i x t u r e  i n  t h e  c o l d  r o om u s i n g a B r o n s o n  

s o n i c  d i s r u p t o r  w i t h  t h e  l a r ge s t  p r o b e . S o n i c a t e  f o r  

3 0 s  a t  7 0 %  m a x i mu m  powe r . P a u s e  f o r  1 m i nu t e . Repe a t  

t h i s  s o n i c a t i o n  p r o c e d u r e  1 0  t i me s i n  t o t a l . 

5 .  Ad d 1 5m g  o f  l y s o z ym e  a n d a l l o w t o  s t i r  o v e r n i g h t  i n  c o l d  

r o om ( 4
°

C ) . 

6 .  H e a t  t h e  m i x t u r e  t o  3 7
°

c w i t h  s t i r r i ng a nd a l l ow t o  

s t i r  f o r  2 0  m i n u t e s . 

7 .  Re p e a t  s t e p  4 .  

8 .  A d d  5 0m L  o f  s o l u t i o n  c ,  l O rn g  o f  DNa s e  a nd l O Om g  o f  



1 0 2  

RNa s e . 

9 .  
0 

I n c u b a t e  f o r  1 0  m i nu t e s  a t  3 7  C f o l l ow e d  by a 1 0  

m i nu t e i n c u b a t i o n a t  6 0
°

c .  

1 0 . H e a t  m i x t u r e  t o  6 5
°

c a n d  a d d  t o  2 0 0 m L  o f  9 0 % ph e n o l  

wh i ch h a s  be e n  p r eh e a t e d  t o  6 5
°

c .  

1 1 . A l l o w m i x t u r e t o  s t i r  a t  6 5
°

c f o r  1 5  m i n u t e s . C o o l  o n  

i c e f o r  1 5  m i nu t e s . Ce n t r i f u ge a t  9 1 5 0 x g  f o r  2 0  

m i nu t e s . 

1 2 . Remo v e  t h e  wa t e r  l ay e r t o  a s ep a r a t e  f l a s k . Add 2 0 0mL 

o f  a
2

o , wh i ch h a s  be e n  p r e h e a t e d  to  6 5
°

c ,  t o  the  

p h e n o l  l a ye r . R ep e a t  s t e p  1 1 . C om b i n e  w a t e r l a ye r s  a nd 

r e d u c e  v o l ume by r o t a r y  e v ap o r a t i o n . 

1 3 . D i a l y z e  a g a i n s t  a 2 o .  R e d u c e  v o l u me a s  b e f o r e  a n d  t h e n  

f r e e z e  d r y . 



1 0 3 

A P P EN D I X  1 4  

YEAST EXTRACT MED IUM 

I n g r e d i e n t  Qu a n t i t y 

K
2

H P 0 4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 . 5  g / L  

Mg S 0 4 * 7 H
2

o- - - - - - - - - - - - - - 0 . 2 g / L  

N a C l - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 . l  g / L  

Ma n n i t o l - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5 . 0  g / L 

G l u c o n i c  a c i d - - - - - - - - - - - - - - - 5 . 0  g / L 

Ye a s t  e x t r ac t - - - - - - - - - - - - - - - 0 . 5 g / L  

Ad j u s t  t h e  p H  t o  6 . 7 - 7 . 0  w i t h  H C l  b e f o r e  a u t o c l a v i n g . 

N o t e : F o r  s o l i d  me d i um a d d  1 5 . 0  g / L  o f  a g a r b e f o r e  

a u t o c l a v i n g . 

F o r  i n du c t i o n me d i u m a d d  3 m g / L  o f  ap i ge n i n  

be f o r e  a u t o c l a v i ng . 



i u 4 

A P P EN D I X  1 5  

8-GALACTOS I DASE AS SAY 

S o l u t i o n s  a n d  r e a ge n t s : 

A .  S a mp l e  bu f f e r ; 1 6 . l g N a
2

H P 0
4

* 7 H
2

o I 5 . S g 

N a H
2

P o
4

* a 2 o  I 0 . 7 5 g K C l  I 0 . 2 4 6 g  M g S 0
4

* 7 H
2

o I 

2 . 7m L  B-me r c ap t o -e t h a n o l  I l . O L a
2

o ( f i n a l  p H , 7 . 0 ) . 

B .  Ch l o r of o r m . 

c .  S u b s t r a t e  s o l u t i o n ; 4 0m g  

o -n i t r oph e ny l - B - D - g a l a c t op y r a n o s i d e  i n  l O m L  O . l M 

ph o s ph a t e  b u f f e r  ( ph ,  7 . 0 ) . 

D . l . O M s o d i um c a r bo n a t e . 

P r o c e du r e : 

1 .  T o  O . Sm L  o f  c u l t u r e  s amp l e  a d d  O . Sm L  o f  s o l u t i o n A a n d  

O . lm L  o f  c h l o r of o r m . vo r t e x  f o r  1 0  s e c o n d s . 

2 .  A d d  0 . 2m L  o f  s o l u t i o n  C a n d  v o r t e x  b r i e f l y . 

3 .  I n c u b a t e  a t  2 a 0 c  f o r  a me a s u r e d  t i me . T h e  t ime o f  

i n c u b a t i o n  s h o u l d  b e  l o n g  e n o u g h  f o r  t h e  d e v e l opme n t  o f  

s u f f i c i e n t  y e l l ow c o l o r  f o r  me a s u r eme n t  w i t h  a s pe c t r o

p h o t ome te r . T o o  mu c h  c o l o r d e v e l opme n t  s h o u l d  b e  

a vo i de d . Th i s  " i n c u b a t i o n  t i me " w i l l  b e  r ep r e s e n t e d  b y  

t h e  s ymb o l  T i n  t h e  a s s ay e q u a t i o n .  

4 .  Ad d O . S m L  o f  l . O M s o d i u m  c a r b o n a t e  t o  s t o p  t h e  r e a c t i o n .  

vo r t e x  b r i e f l y . 

5 .  Ce n t r i f u g e  f o r  1 5  m i nu t e s  i n  a n  Adams a n a l yt i c a l  

c e n t r i f u ge . 

6 .  Remo v e  s u pe r na t e n t  w i t h  a P a s t e u r p i pe t t e  a n d  me a s u r e  



t h e  a b s o r b a n c e  a t  4 2 0 nm . 

7 .  ca l c u l a t e  t h e  a c t i v i t y w i t h  t h e f o l l ow i n g e q u a t i o n : 

ACT I V I TY UN I T S =  O . D .  @ 4 2 0 nm 
T x V X O . D . @ 6 0 0 n m  

w h e r e  T = t i me o f  i nc u b a t i o n  ( s e e  s t ep 3 )  a n d  V=v o l ume o f  

s amp l e u s e d . 
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