
7LWOH����

0HWK\ODWLRQ� DW� WKH� &��� SRVLWLRQ� RI� KRSDQRLGV� LQFUHDVHV� ULJLGLW\� LQ� QDWLYH���

EDFWHULDO�PHPEUDQHV����

���

$XWKRUV�DQG�$IILOLDWLRQV���

&KLD�+XQJ�:XD�F��0DMD�%LDOHFND�)RUQDOD��DQG�'LDQQH�.��1HZPDQD�E�F�����

D'LYLVLRQ�RI�%LRORJ\�DQG�%LRORJLFDO�(QJLQHHULQJ��&DOLIRUQLD�,QVWLWXWH�RI�7HFKQRORJ\����

3DVDGHQD��&DOLIRUQLD��86$���

E'LYLVLRQ�RI�*HRORJLFDO�DQG�3ODQHWDU\�6FLHQFHV��&DOLIRUQLD�,QVWLWXWH�RI�7HFKQRORJ\����

3DVDGHQD��&DOLIRUQLD��86$����

F+RZDUG�+XJKHV�0HGLFDO�,QVWLWXWH��3DVDGHQD��&DOLIRUQLD��86$����

��7R�ZKRP�FRUUHVSRQGHQFH�VKRXOG�EH�DGGUHVVHG��GNQ#FDOWHFK�HGX����

����

&RQWULEXWLRQV����

&+:��0%�)��'.1��&RQFHSWLRQ�DQG�GHVLJQ��$QDO\VLV�DQG� LQWHUSUHWDWLRQ�RI�GDWD�����

'UDIWLQJ�RU�UHYLVLQJ�WKH�DUWLFOH���&+:��0%�)��$FTXLVLWLRQ�RI�GDWD�����

����

����
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$EVWUDFW����

6HGLPHQWDU\� URFNV� KRVW� D� YDVW� UHVHUYRLU� RI� RUJDQLF� FDUERQ�� VXFK� DV� �����

PHWK\OKRSDQH�ELRPDUNHUV��ZKRVH�HYROXWLRQDU\�VLJQLILFDQFH�ZH�SRRUO\�XQGHUVWDQG�����

2XU�DELOLW\�WR�LQWHUSUHW�WKLV�PROHFXODU�IRVVLO�UHFRUG�LV�FRQVWUDLQHG�E\�LJQRUDQFH�RI����

WKH�IXQFWLRQ�RI�WKHLU�PROHFXODU�DQWHFHGHQWV��7R�JDLQ�LQVLJKW�LQWR�WKH�PHDQLQJ�RI������

PHWK\OKRSDQHV��ZH�TXDQWLILHG�WKH�GRPLQDQW��GHV�PHWK\ODWHG�KRSDQRLG�VSHFLHV�LQ����

WKH� PHPEUDQHV� RI� WKH� PRGHO� KRSDQRLG�SURGXFLQJ� EDFWHULXP����

Rhodopseudomonas palustris 7,(����)OXRUHVFHQFH�SRODUL]DWLRQ�VWXGLHV�RI� VPDOO����

XQLODPHOODU� YHVLFOHV� UHYHDOHG� WKDW� KRSDQRLG� ��PHWK\ODWLRQ� VSHFLILFDOO\� UHQGHUV����

QDWLYH�EDFWHULDO�PHPEUDQHV�PRUH�ULJLG�DW�FRQFHQWUDWLRQV�WKDW�DUH�UHOHYDQW�in vivo�����

7KDW� KRSDQRLGV� GLIIHUHQWLDOO\� PRGLI\� QDWLYH� PHPEUDQH� ULJLGLW\� DV� D� IXQFWLRQ� RI����

WKHLU� PHWK\ODWLRQ� VWDWH� LQGLFDWHV� WKDW� PHWK\ODWLRQ� LWVHOI� SURPRWHV� ILWQHVV� XQGHU����

VWUHVV�� 0RUHRYHU�� NQRZLQJ� WKH� in vivo� ��0H��KRSDQRLG� FRQFHQWUDWLRQ� UDQJH� LQ����

GLIIHUHQW� FHOO� PHPEUDQHV�� DQG� DSSUHFLDWLQJ� WKDW� ��0H��KRSDQRLGV¶� ELRSK\VLFDO����

HIIHFWV�DUH�WXQHG�E\�WKH�OLSLG�HQYLURQPHQW��SHUPLWV�WKH�GHVLJQ�RI�PRUH�UHOHYDQW in ���

vitro�H[SHULPHQWV�WR�VWXG\�WKHLU�SK\VLRORJLFDO�IXQFWLRQV�����

����

����

����

� ����
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,QWURGXFWLRQ����

/LSLGV� SOD\� HVVHQWLDO� UROHV� LQ� FRPSDUWPHQWDOL]LQJ� FHOOV� IRU� VSHFLILF����

IXQFWLRQV�DQG�FUHDWLQJ�EDUULHUV�WKDW�DUH�VHOHFWLYHO\�SHUPHDEOH�WR�WKH�HQYLURQPHQW�����

7KH� FRPSRVLWLRQ� RI� OLSLGV� LQ� FHOO� PHPEUDQHV� YDULHV� VLJQLILFDQWO\� DQG� WKH� EDVLF����

ELRSK\VLFDO� SURSHUWLHV�RI�PHPEUDQHV�� VXFK�DV� ULJLGLW\�DQG�SHUPHDELOLW\�� FDQ�EH����

DGMXVWHG�EDVHG�RQ�JURZWK� FRQGLWLRQV� DQG�HQYLURQPHQWDO� VWUHVVRUV� �/LSRZVN\�	����

6DFNPDQQ�� ����� �� � /RV� 	� 0XUDWD�� ����� �� � 1HXEDXHU� HW� DO��� ������� 2QH� ZHOO����

VWXGLHG� H[DPSOH� LV� FKROHVWHURO� LQ� HXNDU\RWLF� PHPEUDQHV�� 7KLV� HVVHQWLDO� VWHURO����

SOD\V� GLYHUVH� UROHV� LQ� PDLQWDLQLQJ� PHPEUDQH� VWUXFWXUDO� LQWHJULW\�� PRGLI\LQJ����

PHPEUDQH� ULJLGLW\�� VHUYLQJ� DV� D� ELRV\QWKHWLF� SUHFXUVRU� IRU� VWHURLG� KRUPRQHV�����

YLWDPLQ�'��DQG�ELOH�DFLGV��RU�DFWLQJ�DV�D�SURWHLQ�PRGLILHU� IRU�VLJQDOLQJ�SDWKZD\V����

�*DOOHW�� ����� �� � +DQXNRJOX�� ����� �� � 6RQJ� HW� DO��� ������� � ,Q� DGGLWLRQ� WR� WKHLU����

LPSRUWDQW� ELRORJLFDO� IXQFWLRQV�� OLSLGV� DUH� RI� LQWHUHVW� EHFDXVH� WKH\� DUH� PRUH����

JHRVWDEOH� WKDQ� RWKHU� ELRPROHFXOHV�� � )RU� H[DPSOH�� KRSDQRLG� PROHFXODU� IRVVLOV�����

³KRSDQHV´�� GDWH� EDFN� RYHU� D� ELOOLRQ� \HDUV� �%URFNV� HW� DO��� ������� DQG� DUH� VR����

DEXQGDQW� WKDW� WKH� JOREDO� VWRFN� RI� KRSDQRLGV� WKDW� FDQ� EH� H[WUDFWHG� IURP����

VHGLPHQWDU\�URFNV�LV�HVWLPDWHG�WR�EH������RU������WRQV��PRUH�WKDQ�WKH�HVWLPDWHG����

����� WRQV� RI� RUJDQLF� FDUERQ� LQ� DOO� OLYLQJ� RUJDQLVPV� �2XULVVRQ� HW� DO��� ������� ,Q����

FRQWUDVW� WR� VWHURLGV�� KRSDQRLGV� DUH� D� OHVV� ZHOO�VWXGLHG� EXW� HYROXWLRQDULO\����

VLJQLILFDQW� DQG� FKHPLFDOO\� GLYHUVH� FODVV� RI� OLSLGV� WKDW� DUH� WKRXJKW� WR� EH� VWHURO����

VXUURJDWHV�LQ�EDFWHULD��)LJXUH�����5RKPHU�HW�DO�����������2XULVVRQ�HW�DO��������������
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7KH�ULFK�UHFRUG�RI�DQFLHQW�OLSLGV��LQFOXGLQJ�IRVVLO�KRSDQRLGV��KDV�ORQJ�EHHQ����

UHFRJQL]HG� WR� KROG� FOXHV� LQWR� WKH� HDUO\� KLVWRU\� RI� OLIH� DQG� SDVW� HQYLURQPHQWV����

�2XULVVRQ�HW�DO���������� �6XPPRQV�	�:DOWHU��������� �%URFNV�	�3HDUVRQ�������������

.QROO� HW� DO��� ������� � %XW� EHLQJ� DEOH� WR� FRQILGHQWO\� LQWHUSUHW� WKH�PHDQLQJ� RI� DQ\����

DQFLHQW�PROHFXODU� IRVVLO�SRVHV�FRQVLGHUDEOH�FKDOOHQJHV�� �)LUVW��ZH�PXVW�EH�DEOH����

WR� LGHQWLI\� SRWHQWLDO� VRXUFHV� IRU� WKHVH� FRPSRXQGV�� GHPDQGLQJ� XQDPELJXRXV����

FKHPLFDO�SDULW\�EHWZHHQ�PRGHUQ�DQG�DQFLHQW�VWUXFWXUHV���2QFH�WKLV�LV�DFKLHYHG�����

XQGHUVWDQGLQJ� ZKHWKHU� SDUWLFXODU� HQYLURQPHQWDO� FRQGLWLRQV� UHJXODWH� WKH����

SURGXFWLRQ� RI� VSHFLILF� KRSDQRLG� YDULDQWV� EHFRPHV� LPSRUWDQW�� � %XW� DUJXDEO\� WKH����

PRVW�FULWLFDO�JRDO� LQ�DGYDQFLQJ�RXU�XQGHUVWDQGLQJ�RI�DQFLHQW�OLSLGV�� LV�EHLQJ�DEOH����

WR� LGHQWLI\� VSHFLILF� ELRORJLFDO� IXQFWLRQV� IRU� WKHLU� FRXQWHUSDUWV� LQ� FHOOV� WRGD\������

0\ULDG� KRSDQRLG� VWUXFWXUHV� DUH� NQRZQ� WR� H[LVW� �2XULVVRQ� HW� DO��� ������� \HW� ZH����

RQO\�SRRUO\�XQGHUVWDQG�WKH�VLJQLILFDQFH�RI�WKLV�FKHPLFDO�GLYHUVLW\���)RU�PHDQLQJIXO����

OLQNDJHV� WR�EH�PDGH�EHWZHHQ�PRGHUQ� FRPSRXQGV�DQG�DQFLHQW� ELRPDUNHUV��ZH����

PXVW������VWXG\�WKRVH�KRSDQRLGV�WKDW�OHDYH�D�VSHFLILF�WUDFH�LQ�VHGLPHQWDU\�URFNV����

�e.g.� WKHLU� FKHPLFDO� PRGLILFDWLRQV� DUH� JHRVWDEOH��� ���� LGHQWLI\� WKHLU� in vivo ���

IXQFWLRQ�V��DQG�����HYDOXDWH�ZKHWKHU� WKH� UROHV�SOD\HG�E\� WKHVH� OLSLGV� LQ�PRGHUQ����

RUJDQLVPV�KDYH�EHHQ�FRQVHUYHG�RYHU�WKH�FRXUVH�RI�HYROXWLRQ������

)ROORZLQJ�WKH�UHFRJQLWLRQ�LQ�WKH�HDUO\�����V�WKDW�KRSDQHV�DUH�XELTXLWRXV�LQ����

VHGLPHQWDU\� URFNV�� WKH� RFFXUUHQFH� RI� KRSDQRLGV� LQ� GLYHUVH� RUJDQLVPV� ZDV����

GRFXPHQWHG�� DQG� LQVLJKWV� ZHUH� JDLQHG� LQWR� WKHLU� ELRV\QWKHVLV�� ELRSK\VLFDO����

SURSHUWLHV�� DQG� FHOOXODU� IXQFWLRQV� �2XULVVRQ�HW� DO��� ����� �� �2XULVVRQ�	�5RKPHU�����
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��������3HDUVRQ����������)RU�H[DPSOH��VWXGLHV�XVLQJ�KRSDQRLG�GHILFLHQW�PXWDQWV����

KDYH� VKRZQ� WKDW� KRSDQRLGV� SURPRWH� UHVLVWDQFH� WR� DQWLELRWLFV�� GHWHUJHQWV�����

H[WUHPH�S+�� DQG� KLJK� RVPRODULW\� �6FKPHUN� HW� DO��� ����� �� �0DORWW� HW� DO��� ����� ������

6iHQ]����������:HODQGHU�HW�DO�����������.XONDUQL�HW�DO����������%LRSK\VLFDO�VWXGLHV����

XVLQJ� PL[WXUHV� RI� KRSDQRLGV� DQG� PRGHO� OLSLGV� KDYH� GHPRQVWUDWHG� WKDW�� OLNH����

FKROHVWHURO��EDFWHULRKRSDQHWHWURO�F\FOLWRO�HWKHU�FDQ�FRQGHQVH�PHPEUDQHV�DW�KLJK����

WHPSHUDWXUHV�EXW�IOXLGL]H�PHPEUDQHV�DW� ORZ�WHPSHUDWXUHV��3RUDOOD�HW�DO�������������

6LPLODUO\�� EDFWHULRKRSDQHWHWURO� �%+7�� DQG� EDFWHULRKRSDQHPRQRO� FDQ� FRQGHQVH����

PRGHO�PHPEUDQHV��DQG�GLSORSWHURO� �'LS�� FDQ� IRUP� OLTXLG�RUGHUHG�PLFURGRPDLQV����

�.DQQHQEHUJ�HW�DO�������� �� �1DJXPR�HW�DO���������� �2XULVVRQ�	�5RKPHU������� ������

6iHQ]� HW� DO��� ������� $� UHFHQW� PROHFXODU� PRGHOLQJ� VWXG\� SRLQWHG� RXW� GLIIHUHQW����

EHKDYLRUV�EHWZHHQ�'LS�DQG�%+7�LQ�WKHLU�VSHFLILF�ORFDWLRQ�ZLWKLQ�OLSLG�ELOD\HUV�DQG����

WKHLU�FDSDFLW\� WR�FRQGHQVH�PHPEUDQHV��VXJJHVWLQJ�FRPSOH[� UROHV�RI�KRSDQRLGV����

GXH�WR�WKHLU�VWUXFWXUDO�GLYHUVLW\��3RJHU�	�0DUN���������7KHVH�ELRSK\VLFDO�VWXGLHV����

KDYH�SURYLGHG�LQVLJKWV�LQWR�WKH�SK\VLFDO�FDSDELOLWLHV�RI�WKHVH�KRSDQRLGV��+RZHYHU�����

ZKHWKHU� KRSDQRLGV� SOD\� WKH� VDPH� UROHV� in vivo� KDV� EHHQ� XQFOHDU� GXH� WR� WKH����

GLIIHUHQFHV� LQ� OLSLG� FRPSRVLWLRQ� DQG� FRQFHQWUDWLRQ� EHWZHHQ� PRGHO� DQG� FHOOXODU����

PHPEUDQHV������

$PRQJ�YDULRXV�KRSDQRLG�PRGLILFDWLRQV��PHWK\ODWLRQ�RI�&���RQ� WKH�$�ULQJ�����

KDV�GUDZQ�DWWHQWLRQ�IURP�(DUWK�VFLHQWLVWV�EHFDXVH�WKLV�PRGLILFDWLRQ�LV�SUHVHUYHG�����

HSLVRGLFDOO\� LQ� DQFLHQW� VHGLPHQWDU\� URFNV� GDWLQJ� EDFN� WR� ���� ELOOLRQ� \HDUV� DJR������

DFFRUGLQJO\�� LW� KDV� EHHQ� VXJJHVWHG� WKDW� ��PHWK\ODWHG� KRSDQHV� ��0H�KRSDQHV�������
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WKH�PROHFXODU�IRVVLOV�RI��0H�KRSDQRLGV��FRXOG�SRWHQWLDOO\�VHUYH�DV�ELRPDUNHUV�WR�����

LQWHUSUHW�HYHQWV�LQ�WKH�HDUO\�KLVWRU\�RI�OLIH��%URFNV�HW�DO�����������5DVPXVVHQ�HW�DO�������

������� )RU� D� WLPH�� LW� ZDV� WKRXJKW� WKDW� �0H�KRSDQHV� ZHUH� ELRPDUNHUV� RI�����

F\DQREDFWHULD��DQG�KHQFH�WKH�SURFHVV�RI�R[\JHQLF�SKRWRV\QWKHVLV��6XPPRQV�HW�����

DO����������EXW�ZH�QRZ�NQRZ�WKLV�QRW�WR�EH�WKH�FDVH��:HODQGHU�HW�DO�����������5LFFL�����

HW� DO��� ������� ,QWULJXLQJO\�� VSLNHV� LQ� WKH� &��� ��0H� KRSDQH� LQGH[� �UDWLR� RI�����

PHWK\ODWHG� VKRUW� KRSDQHV� WR� WRWDO� VKRUW� KRSDQHV�� WKURXJK� JHRORJLF� WLPH� DUH�����

FRUUHODWHG�ZLWK�HSLVRGHV�RI�RFHDQLF�DQR[LF�HYHQWV��2$(V���ZKLFK�DUH�WKRXJKW�WR�����

KDYH�LPSRVHG�KHLJKWHQHG�VWUHVV�RQ�WKH�ELRVSKHUH��.QROO�HW�DO����������������

7RZDUGV� WKH�JRDO�RI� ILQGLQJ�D� UREXVW� LQWHUSUHWDWLRQ� IRU��0H�KRSDQHV��ZH�����

KDYH� HOXFLGDWHG� WKH� ELRV\QWKHWLF� SDWKZD\� RI� �0H�KRSDQRLGV� �:HODQGHU� HW� DO�������

����� �� �:HODQGHU�HW� DO��� ������� OLQNHG��0H�KRSDQRLGV� WR� VSHFLILF� HQYLURQPHQWV�����

DQG�SURGXFHUV�WKURXJK��PHWD�JHQRPLF�VWXGLHV��5LFFL�HW�DO����������DQG�LGHQWLILHG�����

WKH�VWUHVV�UHVSRQVLYH�SDWKZD\�UHJXODWLQJ�WUDQVFULSWLRQ�RI�WKH���PHWK\ODVH��hpnP������

LQ�WKH�PRGHO�KRSDQRLG�SURGXFLQJ�EDFWHULXP�Rhodospeudomonas palustris 7,(�������

�.XONDUQL�HW�DO����������$�PDMRU�FKDOOHQJH� LQ�XQGHUVWDQGLQJ�WKH�IXQFWLRQ�RI��0H�����

KRSDQRLGV� KDV� EHHQ� WKH� ODFN� RI� D� FOHDU� SKHQRW\SH� in vivo, GHVSLWH� GHGLFDWHG�����

DWWHPSWV� WR� ILQG� RQH� IRU� WKH�hpnP PXWDQW� �.XONDUQL� HW� DO��� ������� � 5HFHQW� GDWD�����

VXJJHVW� WKLV� SKHQRW\SLF� VLOHQFH� UHVXOWV� IURP� FKDQJHV� WR� WKH� OLSLGRPH� WKDW�����

FRPSHQVDWH� IRU� WKH� ORVV� RI� �0H�KRSDQRLGV� �1HXEDXHU� HW� DO��� ������� 7R� LQIHU� D�����

VSHFLILF� in vivo IXQFWLRQ� IRU� �0H�KRSDQRLGV�� in vitro VWXGLHV� WKDW� PLPLF� FHOOXODU�����

FRPSRVLWLRQ�DUH�WKHUHIRUH�QHFHVVDU\�������
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:H� K\SRWKHVL]HG� WKDW� PHWK\ODWLRQ� DW� &��� ZRXOG� FKDQJH� KRSDQRLGV¶�����

SDFNLQJ� ZLWK� RWKHU� OLSLGV� DQG� SURWHLQV� DQG� DIIHFW� PHPEUDQH� ELRSK\VLFDO�����

SURSHUWLHV�VXFK�DV�ULJLGLW\��)XUWKHUPRUH��ZH�UHDVRQHG�WKDW�VXFK�DQ�HIIHFW�ZRXOG�����

GHSHQG� RQ� WKH� VSHFLILF� OLSLG� FRPSRVLWLRQ� RI� WKH� PHPEUDQH�� 7R� WHVW� WKHVH�����

K\SRWKHVHV�� ZH� WRRN� DGYDQWDJH� RI� WKH� H[LVWHQFH� RI� VSHFLILF� KRSDQRLG�PXWDQW�����

VWUDLQV��:HODQGHU�HW�DO�����������:HODQGHU�HW�DO����������DQG�UHFHQWO\�GHYHORSHG�����

SURWRFROV� DOORZLQJ� TXDQWLWDWLYH� DQDO\VLV� DQG� WKH� SXULILFDWLRQ� RI� KRSDQRLGV� DQG�����

WKHLU� ��PHWK\ODWHG� VSHFLHV� LQ� ODUJH� TXDQWLWLHV� �:X� HW� DO��� ������� � 7KLV�����

H[SHULPHQWDO�IRXQGDWLRQ�VHW�WKH�VWDJH�IRU�ZKDW�ZH�QRZ�UHSRUW��in vitro PHPEUDQH�����

VWXGLHV�WR�H[DPLQH�KRZ��0H�KRSDQRLGV�DIIHFW�PHPEUDQH�ULJLGLW\�LQ�WKH�FRQWH[W�RI�����

GLIIHUHQW� OLSLG� HQYLURQPHQWV� RI� UHOHYDQFH� WR� WKH� FHOO�� �2XU� ILQGLQJ� WKDW� KRSDQRLG�����

PHWK\ODWLRQ� HQKDQFHV� PHPEUDQH� ULJLGLW\� VXSSRUWV� WKH� LQWHUSUHWDWLRQ� WKDW� SDVW�����

LQWHUYDOV�RI�KHLJKWHQHG��0H�KRSDQH�DEXQGDQFH�UHFRUG�D�KLVWRU\�RI�VWUHVV������

�����

5HVXOWV�����

:KROH�FHOO�PHPEUDQH�IOXLGLW\�������

7R� WHVW� ZKHWKHU� ��PHWK\ODWLRQ� FKDQJHV� PHPEUDQH� ULJLGLW\�� ZH� PHDVXUHG� WKH�����

PHPEUDQH�ULJLGLW\�RI�VSHFLILF�KRSDQRLG�ELRV\QWKHWLF�PXWDQWV��7DEOH�����:HODQGHU�����

HW� DO��� ������ XVLQJ� IOXRUHVFHQFH� SRODUL]DWLRQ�� )LJXUH� �� VKRZV� WKH� ZKROH� FHOO�����

PHPEUDQH� ULJLGLW\� PHDVXUHG� DW� ��� °&� DQG� ��� °&�� $V� H[SHFWHG�� DW� KLJKHU�����

WHPSHUDWXUH�� WKH�FHOO�PHPEUDQH�EHFDPH� OHVV� ULJLG�DFURVV�DOO� VWUDLQV��$W���� °&������
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WKH�∆shc�PXWDQW��ZKLFK�ODFNV�DOO�KRSDQRLGV��KDG�WKH�OHDVW�ULJLG�PHPEUDQH��7KLV�����

FRXOG�EH�FDXVHG�E\�ERWK�WKH�DEVHQFH�RI�KRSDQRLGV�DQG�WKH�DFFXPXODWLRQ�RI�WKH�����

KRSDQRLG�ELRV\QWKHWLF�SUHFXUVRU��VTXDOHQH��7KH�UHVXOW�LV�DOVR�FRQVLVWHQW�ZLWK�WKH�����

REVHUYDWLRQ� WKDW� LQ� PRGHO� OLSLG� YHVLFOHV�� KRSDQRLGV�PDNH� WKH�PHPEUDQH�PRUH�����

ULJLG� �.DQQHQEHUJ�HW�DO���������� ,QWHUHVWLQJO\�� WKH�SURGXFWLRQ�RI�RQO\�VKRUW�FKDLQ�����

KRSDQRLGV� �ǻhpnH�� LV� VXIILFLHQW� WR� UHFRYHU� WKH� ULJLGLW\� OHYHO� FORVH� WR� WKDW� RI� WKH�����

:7��+RZHYHU��ZKHQ�DQ�DGHQRVLQH�PROHFXOH�LV�DWWDFKHG�WR�VKRUW�KRSDQRLGV�DQG�����

DFFXPXODWHV�LQ�WKH�∆hpnG�PXWDQW��ULJLGLW\�GHFUHDVHV�WR�∆shc�OHYHOV��)XUWKHUPRUH������

LQ�∆hpnN ZKHUH�KRSDQRLGV�DUH�XQDEOH�WR�EH�WUDQVSRUWHG�WR�WKH�RXWHU�PHPEUDQH�����

�'RXJKW\�HW�DO����������PHPEUDQH�ULJLGLW\�LV�VLPLODU�WR�∆hpnG��7KHVH�UHVXOWV�KDYH�����

WZR� LPSOLFDWLRQV�� )LUVW�� WKH� K\GURSKRELF� UHSRUWHU� G\H�ZH� XVHG� IRU� IOXRUHVFHQFH�����

SRODUL]DWLRQ� PHDVXUHPHQWV�� GLSKHQ\O� KH[DWULHQH� �'3+��� UHIOHFWV� PRVWO\� WKH�����

ULJLGLW\� RI� WKH� RXWHU� PHPEUDQH�� 6HFRQG�� WKH� W\SHV� RI� KRSDQRLGV� DQG� WKHLU�����

UHVSHFWLYH� ORFDOL]DWLRQ� EHWZHHQ� WKH� LQQHU� DQG�RXWHU�PHPEUDQHV�GLUHFWO\� LPSDFW�����

PHPEUDQH�ULJLGLW\��������

,QWHUHVWLQJO\�� QR� REYLRXV� LPSDFW� RQ� ULJLGLW\�ZDV� IRXQG� LQ� WKH� DEVHQFH� RI�����

HLWKHU�EDFWHULRKRSDQH�DPLQRWULRO� �∆hpnO�� RU���PHWK\OKRSDQRLG� �∆hpnP�� RU�ERWK�����

�∆hpnOP��FRPSDUHG�WR�:7��)LJXUH�����7KLV�REVHUYDWLRQ�FRXOG�KDYH�WZR�SRVVLEOH�����

H[SODQDWLRQV�� 2QH� LV� WKDW� WKHVH� VSHFLILF� KRSDQRLGV� GR� QRW� DIIHFW� PHPEUDQH�����

ULJLGLW\� LQ� FHOOV�� 7KH� RWKHU� H[SODQDWLRQ� LV� WKDW� WKH� FHOOV� PLJKW� V\QWKHVL]H� RWKHU�����

OLSLGV�WKDW�FRPSHQVDWH�IRU�WKHLU�HIIHFWV�VR�WKDW�QR�SKHQRW\SH�LV�REVHUYHG��:H�FDQ�����

GLVWLQJXLVK�EHWZHHQ� WKHVH� WZR�VFHQDULRV�E\�PHDVXULQJ�PHPEUDQH�ULJLGLW\�XVLQJ�����
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YHVLFOHV� PDGH� RI� PRGHO� OLSLGV� DQG� SXULILHG� KRSDQRLGV�� +RZHYHU�� WR� GHVLJQ�����

H[SHULPHQWV� WKDW� DUH� SK\VLRORJLFDOO\� UHOHYDQW�� ZH� ILUVW� QHHGHG� WR� TXDQWLI\�����

KRSDQRLGV� GLVWULEXWLRQ� LQ� ERWK� WKH� LQQHU� �,0�� DQG� RXWHU� PHPEUDQH� �20�� RI�R. ����

palustris 7,(��������

�����

4XDQWLILFDWLRQ� RI� KRSDQRLGV� LQ� WKH� LQQHU� DQG� RXWHU� PHPEUDQHV� RI� R. ����

palustris 7,(���������

,W�LV�ZHOO�DSSUHFLDWHG�WKDW�OLSLGV�FDQ�KDYH�GLIIHUHQW�VXEFHOOXODU�ORFDOL]DWLRQ��HYHQ�LQ�����

EDFWHULD� �0DWVXPRWR� HW� DO��� ������� 7R� XQGHUVWDQG� WKH� ELRORJLFDO� UROHV� RI�����

KRSDQRLGV�� HVSHFLDOO\� IRU� ��PHWK\OKRSDQRLGV�� ZH� PHDVXUHG� WKH� DPRXQWV� RI�����

GLIIHUHQW�KRSDQRLGV�LQ�WKH�,0�DQG�20�RI�R. palustris�7,(���:7�DQG�∆hpnP�XVLQJ�����

D�SUHYLRXVO\�GHVFULEHG�SURWRFRO��)LJXUH�����0RUHLQ�HW�DO�����������:X�HW�DO���������������

1HXEDXHU� HW� DO��� ������� 7DEOH� �� VKRZV� WKDW� WKH� WRWDO� \LHOG� RI� WKH� IUDFWLRQDWHG�����

PHPEUDQHV�ZDV�DERXW�����ZHLJKW�RI�GULHG�FHOOV��ZKLFK�LV�FRPSDUDEOH�WR������LQ�����

E. coli��1HLGKDUGW�	�&XUWLVV���������7KH�\LHOGV�RI�WKH�WRWDO�OLSLG�H[WUDFW��7/(��IURP�����

WKH�O\RSKLOL]HG�IUDFWLRQDWHG�PHPEUDQHV�ZHUH�a�������IURP�WKH�,0�DQG�a���IRU�����

WKH� 20�� 7KLV� \LHOG� LV� UHSURGXFLEOH� DQG� FRXOG� EH� GXH� WR� D� ODUJHU� SURSRUWLRQ� RI�����

PHPEUDQH� SURWHLQV� LQ�R. palustris 7,(���� ORZHU� UHFRYHU\� DIWHU� O\RSKLOL]DWLRQ�� RU�����

ORVV�RI�FHUWDLQ� OLSLG�FODVVHV�WKDW�ZHUH�QRW�TXDQWLWDWLYHO\�H[WUDFWHG�E\�SURFHGXUHV�����

RSWLPL]HG�IRU�KRSDQRLGV��7KH�7/(�\LHOG� LQ� WKH�20�ZDV�DW� OHDVW�����ORZHU� WKDQ�����

WKDW�LQ�WKH�,0��ZKLFK�LV�H[SHFWHG�EHFDXVH�WKH�RXWHU�OHDIOHW�RI�WKH�20�FRQVLVWV�RI�����
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PRUH�K\GURSKLOLF� OLSLG�$�DQG� OLSRSRO\VDFFKDULGHV� WKDW�DUH�QRW�H[WUDFWDEOH�E\� WKH�����

K\GURSKRELF�%OLJK�'\HU�OLSLG�H[WUDFWLRQ�PHWKRG�ZH�HPSOR\HG�������

7R� TXDQWLI\� KRSDQRLGV�� 7/(� IURP� ,0�DQG�20�ZHUH� DQDO\]HG� E\�*&�06�����

XVLQJ� DQGURVWHURQH� DV� DQ� LQWHUQDO� VWDQGDUG� DQG� WKH� GLIIHUHQFHV� LQ� LRQL]DWLRQ�����

HIILFLHQFLHV� EHWZHHQ� DQGURVWHURQH� DQG� KRSDQRLGV� ZHUH� FDOLEUDWHG� E\� H[WHUQDO�����

VWDQGDUGV� XVLQJ� SXULILHG� KRSDQRLGV� �)LJXUH� ���� � 6XFK� FDOLEUDWLRQ� ZDV� UHFHQWO\�����

VKRZQ� WR� EH� HVVHQWLDO� IRU� DFFXUDWH� KRSDQRLG� TXDQWLILFDWLRQ� �:X� HW� DO��� �����������

8VLQJ�WKLV�DSSURDFK��WKH�H[DFW�ZHLJKW��RI�HDFK�KRSDQRLG�LQ�7/(�ZDV�REWDLQHG������

+RZHYHU�� WR� SXW� WKH� QXPEHUV� LQ� FRQWH[W� DQG� FRPSDUH� WKH� YDOXH� LQ� PRO��� ZH�����

DVVXPHG�WKH�DYHUDJH�PROHFXODU�ZHLJKW�RI�WKH�WRWDO�OLSLGV�LV�����J�PRO��WKH�VDPH�����

DV� GLROHR\O� SKRVSKDWLG\OFKROLQH� �'23&�� DQG� E. coli SRODU� OLSLG� H[WUDFW� �3/(�������

%HFDXVH� ZH� FRXOG� RQO\� FRQILGHQWO\� TXDQWLI\� ��0H��'LS� DQG� ��0H��%+7�� ZH�����

IRFXVHG� RXU� DQDO\VHV� RQ� WKHVH� IRXU� KRSDQRLGV�� )LJXUH� �� VKRZV� WKH� KRSDQRLG�����

TXDQWLILFDWLRQ�UHVXOWV��,Q�ERWK�:7�DQG�∆hpnP��HDFK�W\SH�RI�KRSDQRLG�LV�HQULFKHG�����

LQ�WKH�20�FRPSDUHG�WR�WKH�,0��7KH�WRWDO�RI�WKHVH�IRXU�KRSDQRLGV�LQ�WKH�,0�LV�a��������

PRO��RI�7/(��ZKHUHDV�LQ�WKH�20��WKH�YDOXH�FDQ�UHDFK������PRO���)RU�LQGLYLGXDO�����

KRSDQRLGV�LQ�:7��WKH�PRO��LQ�,0�DQG�20�DUH����DQG����IRU�'LS�����DQG����������

IRU� �0H�'LS�� ����� DQG� ����� IRU� %+7�� DQG� ����� DQG� ����� IRU� �0H�%+7������

UHVSHFWLYHO\�� ,Q�∆hpnP�� WKH� ,0� DQG�20� YDOXHV� DUH� ��� DQG� ����� IRU� 'LS�� DQG�����

�����DQG������IRU�%+7��UHVSHFWLYHO\��)LJXUH������7KLV�TXDQWLWDWLYH�PHDVXUHPHQW�����

RI�KRSDQRLG�FRQWHQW�ZLWKLQ�WKH�,0�DQG�20�FDQ�EH�XVHG�WR�HYDOXDWH�WKH�LPSDFW�RI�����

��PHWK\ODWLRQ�XSRQ�KRSDQRLG�VXEFHOOXODU�GLVWULEXWLRQ������
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7KH�UDWLR�RI�WRWDO�KRSDQRLGV�LQ�WKH�20�YHUVXV�,0�LV���������DQG���������IRU�����

:7� DQG� ∆hpnP�� UHVSHFWLYHO\�� ZKLFK� LV� D� VLJQLILFDQW� GLIIHUHQFH� �P ������������

&RPSDULQJ� WKH� UDWLRV� EHWZHHQ� VKRUW� ���0H��'LS�� DQG� ORQJ� ���0H��%+7�� FKDLQ�����

KRSDQRLGV�UHYHDOHG�DQ�HQULFKPHQW�RI�ORQJ�FKDLQ�KRSDQRLGV�LQ�WKH�20�FRPSDUHG�����

WR�WKH�,0�LQ�ERWK�:7�DQG�∆hpnP��)LJXUH�����,QWHUHVWLQJO\��DERXW�HTXDO�DPRXQWV�RI�����

�0H�'LS�DQG�'LS�ZHUH�IRXQG�LQ�ERWK�,0�DQG�20��ZKHUHDV��0H�%+7�LV�����DQG�����

���RI�%+7� LQ� WKH� ,0�DQG�20�� UHVSHFWLYHO\�� VXJJHVWLQJ�KRSDQRLG���PHWK\ODWLRQ�����

KDV� QHLWKHU� VWURQJ� QRU� FRQVLVWHQW� HIIHFWV� RQ� WKH� SDUWLWLRQLQJ� RI� VKRUW� DQG� ORQJ�����

VSHFLHV� EHWZHHQ� WKH� ,0�DQG�20� �)LJXUH� ���� �+RZHYHU�� RXU� GDWD� GRHV� LQGLFDWH�����

WKDW���PHWK\ODWLRQ�LPSDFWV�WKDW�WRWDO�DPRXQW�RI�KRSDQRLG�HQULFKPHQW�LQ�WKH�20������

�����

0HPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�XVLQJ�PRGHO�OLSLG�689V�������

7R�SXW� WKHVH�QXPEHUV� LQ�FRQWH[W�DQG�JDLQ�D�GHHSHU�XQGHUVWDQGLQJ�RQ�KRZ� WKH�����

DPRXQW�� FKDLQ�OHQJWK�� DQG� ��PHWK\ODWLRQ� RI� KRSDQRLGV� LPSDFW� PHPEUDQH�����

ELRSK\VLFDO� SURSHUWLHV�� ZH� SHUIRUPHG� PHPEUDQH� ULJLGLW\� PHDVXUHPHQWV�� 6PDOO�����

XQLODPHOODU�YHVLFOHV��689V��DUH�FRPPRQO\�XVHG�IRU�VXFK�PHDVXUHPHQWV�EHFDXVH�����

LW�LV�VWUDLJKWIRUZDUG�WR�FRQWURO�WKHLU�OLSLG�FRPSRVLWLRQ��+RSH�HW�DO����������:H�XVHG�����

IOXRUHVFHQFH�SRODUL]DWLRQ�WR�PHDVXUH�WKH�IOXRUHVFHQFH�RI�'3+��D�UHSRUWHU�G\H��LQ�����

WKH� SUHVHQFH� RI�PRGHO� OLSLGV� DQG� SXULILHG� KRSDQRLGV�� )LJXUH� �� VKRZV� KRZ� WKH�����

PHPEUDQH� ULJLGLW\� RI� PRGHO� OLSLGV�� '23&� DQG� E. coli 3/(�� UHVSRQGV� WR� WKH�����

SUHVHQFH�RI�FKROHVWHURO��VTXDOHQH����0H��'LS��DQG���0H��%+7��%HFDXVH�WKH�WRWDO�����
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KRSDQRLGV� LQ� FHOO� PHPEUDQHV� DUH� a��� PRO�� �)LJXUH� ���� ZH� YDULHG� WKH�����

FRQFHQWUDWLRQ� RI� KRSDQRLGV� EHWZHHQ� �� WR� ��� PRO�� LQ� 689V�� ZKLFK� RXU�����

TXDQWLILFDWLRQ�UHVXOWV�VXJJHVW�DUH�SK\VLRORJLFDOO\�UHOHYDQW�FRQFHQWUDWLRQV��6WDUWLQJ�����

ZLWK� WKH� VLPSOHVW� VLQJOH� OLSLG� EDFNJURXQG�� '23&�� WKH� DGGLWLRQ� RI� FKROHVWHURO�����

LQFUHDVHV�PHPEUDQH�ULJLGLW\�DQG�WKH�PDJQLWXGH�RI�FKDQJH�LV�SURSRUWLRQDO�WR�WKH�����

DPRXQWV� RI� FKROHVWHURO� DGGHG� �EODFN� OLQH�� )LJXUH� �$��� 7KLV� REVHUYDWLRQ� LV�����

FRQVLVWHQW�ZLWK�WKH�OLWHUDWXUH�DQG�YDOLGDWHV�RXU�WHFKQLFDO�DSSURDFK��9DQEOLWWHUVZLMN�����

HW�DO����������,QWHUHVWLQJO\��WKH�DGGLWLRQ�RI�WKH�KRSDQRLG�SUHFXUVRU��VTXDOHQH��KDV�����

WKH� RSSRVLWH� HIIHFW� DV� FKROHVWHURO� DQG� PDNHV� WKH� PHPEUDQH� OHVV� ULJLG� LQ� D�����

FRQFHQWUDWLRQ�GHSHQGHQW�IDVKLRQ��PDJHQWD�OLQH��)LJXUH��$���+RZHYHU��ZKHQ�'LS�����

LV� DGGHG�� WKH� PHPEUDQH� ULJLGLW\� LV� XQDIIHFWHG� �GDUN� EOXH� OLQH�� )LJXUH� �$�������

6XUSULVLQJO\��JLYHQ�WKH�VWUXFWXUDO�VLPLODULW\�EHWZHHQ�FKROHVWHURO�DQG�'LS��'LS�GRHV�����

QRW� VHHP� WR� ULJLGLI\�'23&�DV�H[WHQVLYHO\� DV� GRHV� FKROHVWHURO��+RZHYHU��ZKHQ�����

'LS�LV�IXUWKHU�SURFHVVHG�E\�WKH�FHOO�WR�SURGXFH�%+7��LW�ULJLGLILHV�'23&�YHVLFOHV�LQ�����

WKH�VDPH�PDQQHU�DV�FKROHVWHURO��UHG�OLQH��)LJXUH��$���������

���PHWK\ODWLRQ�RI�ERWK�'LS�DQG�%+7�KDV�VWULNLQJ�HIIHFWV�RQ� WKHLU�DELOLW\� WR�����

ULJLGLI\�'23&��1RW� RQO\� GRHV���PHWK\ODWLRQ� LQFUHDVH�'23&�PHPEUDQH� ULJLGLW\������

EXW� DW� ��� PRO��� �0H�'LS� HYHQ� RXWSHUIRUPV� FKROHVWHURO� DQG� %+7� �OLJKW� EOXH������

)LJXUH� �$��� �0H�%+7� DOVR� LQFUHDVHV� PHPEUDQH� ULJLGLW\� VLPLODU� WR� FKROHVWHURO������

HYHQ�WKRXJK�WKH�GLIIHUHQFH�IURP�%+7�LV�PXFK�VPDOOHU�WKDQ�WKDW�EHWZHHQ�'LS�DQG�����

�0H�'LS� �RUDQJH� OLQH�� )LJXUH� �$��� 7KLV� UHVXOW� GHPRQVWUDWHV� PHWK\ODWLRQ� LWVHOI�����

FKDQJHV� WKH� ELRSK\VLFDO� SURSHUWLHV� RI� KRSDQRLGV�� ZKLFK� GLUHFWO\� LPSDFWV�����
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PHPEUDQH�IOXLGLW\��7KLV�REVHUYDWLRQ�UHLQIRUFHV� WKH� LQWHUSUHWDWLRQ� WKDW� WKH� ODFN�RI�����

SKHQRW\SH�LQ�WKH�∆hpnP�VWUDLQ�PD\�EH�GXH�WR�FHOOV�V\QWKHVL]LQJ�RWKHU�OLSLGV�WKDW�����

IXQFWLRQDOO\� FRPSOHPHQW� WKH� DEVHQFH� RI� �0H�KRSDQRLGV�� UDWKHU� WKDQ� GXH� WR� D�����

ODFN�RI�DQ�LPSDFW�DW�WKH�PROHFXODU�OHYHO�per se�������

7R� GHWHUPLQH� ZKHWKHU� WKH� HIIHFWV� RQ� PHPEUDQH� ULJLGLW\� E\� WKHVH�����

KRSDQRLGV�KROG� LQ�PRUH�SK\VLRORJLFDOO\� UHOHYDQW�HQYLURQPHQWV��ZH� UHSHDWHG� WKH�����

H[SHULPHQW�XVLQJ�E. coli 3/(�DV�WKH�PDLQ�FRPSRQHQW�WR�IRUP�689V��)LJXUH��%�������

E. coli 3/(� IURP�$YDQWL�3RODU�/LSLGV�FRQVLVWV�RI�����SKRVSKDWLG\OHWKDQRODPLQH�����

�3(���������SKRVSKDWLG\OJO\FHURO��3*���DQG������FDUGLROLSLQ��&/���LQ�ZHLJKW���������

DQG�KDV�DQ�DYHUDJH�PROHFXODU�ZHLJKW�LGHQWLFDO�WR�'23&������J�PRO���&RPSDUHG�����

WR�'23&�DORQH��WKH�689V�IURP�E. coli 3/(�DUH�PRUH�ULJLG��SUREDEO\�EHFDXVH�WKH�����

GLIIHUHQFH�LQ�IDWW\�DFLG�FKDLQ�VDWXUDWLRQ��JUHHQ�VTXDUH��)LJXUH��$�DQG��%���(YHQ�����

WKRXJK� E. coli 3/(� 689V� DUH� PRUH� ULJLG� WKDQ� '23&� 689V� WR� VWDUW� ZLWK�� ZH�����

REVHUYH� WKH� VDPH� WUHQG�� ZKHUH� DGGLQJ� FKROHVWHURO� ULJLGLILHV� WKH� YHVLFOHV�� DQG�����

VTXDOHQH�IOXLGL]HV�WKHP��+RZHYHU��WKH�FRQFHQWUDWLRQ�GHSHQGHQFH�RQ�WKH�ULJLGLW\�����

FKDQJH�LV�PRUH�GUDPDWLF�IRU�FKROHVWHURO�FRPSDUHG�WR�VTXDOHQH��EODFN�OLQH��)LJXUH�����

�%��� 8QOLNH� LQ� '23&�� 'LS� KDV� D� VPDOO� ULJLGLI\LQJ� HIIHFW� LQ� WKH� E. coli 3/(�����

EDFNJURXQG�� \HW� VLPLODU� WR� '23&�� QR� FRQFHQWUDWLRQ� GHSHQGHQFH� LV� REVHUYHG�����

�EOXH�OLQH��)LJXUH��%���������

�$GGLWLRQ�RI��0H�'LS�DOVR�ULJLGLILHV�E. coli�3/(��EXW�LQ�FRQWUDVW�WR�ZKDW�ZDV�����

REVHUYHG� IRU� '23&�� �0H�'LS� VKRZV� ORZHU� FDSDFLW\� WR� ULJLGLI\� WKH� PHPEUDQH�����

WKDQ� FKROHVWHURO� �F\DQ� OLQH�� )LJXUH� �%��� ,QWHUHVWLQJO\�� WKH� H[WHQGHG� KRSDQRLG������
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%+7��DOVR�ULJLGLILHV�WKH�PHPEUDQH��EXW�VHHPHG�WR�VDWXUDWH�DW����PRO���UHG�OLQH������

)LJXUH��%���6XUSULVLQJO\�� LQ� VKDUS�FRQWUDVW� WR� WKH�'23&�EDFNJURXQG���0H�%+7�����

VWURQJO\� ULJLGLILHV� WKH� E. coli� 3/(� PHPEUDQHV� DQG� KDV� D� FRQFHQWUDWLRQ�����

GHSHQGHQFH� �RUDQJH� OLQH�� )LJXUH� �%��� 7KLV� UHVXOW� VKRZV� WKDW� WKH� LPSDFW� RI� ������

PHWK\ODWLRQ� DQG� KRSDQRLG� H[WHQVLRQ� RQ� D� PHPEUDQH� ELRSK\VLFDO� SURSHUW\�����

GHSHQGV�RQ�WKH�VSHFLILF�OLSLG�HQYLURQPHQW��$V�H[SHFWHG��ZKHQ�WKHVH�H[SHULPHQWV�����

ZHUH� UHSHDWHG� DW� ��� °&�� PHPEUDQHV� ZHUH� OHVV� ULJLG� RYHUDOO�� +RZHYHU�� VLPLODU�����

WUHQGV� FRPSDUHG� WR� ��� °&� ZHUH� REVHUYHG� LQ� ERWK� '23&� DQG� E. coli 3/(�����

EDFNJURXQG��)LJXUH���ILJXUH�VXSSOHPHQW�����������

�����

4XDQWLILFDWLRQ�RI�SKRVSKROLSLG�FRPSRVLWLRQ�LQ�R. palustris 7,(���������

*LYHQ� WKDW� ��PHWK\ODWLRQ� RI� KRSDQRLGV� GLIIHUHQWLDOO\� LPSDFWV� PHPEUDQH� ULJLGLW\�����

EDVHG� RQ� WKH� OLSLG� FRQWH[W�� WR� XQGHUVWDQG� WKH� SK\VLRORJLFDO� HIIHFWV� RI� ������

PHWK\OKRSDQRLGV� LQ� WKH� ,0�DQG�20�RI�R. palustris�7,(����ZH�PXVW�FKDUDFWHUL]H�����

WKH�FRPSRVLWLRQ�RI�SKRVSKROLSLGV� LQ�QDWLYH�PHPEUDQHV�DQG�SHUIRUP�ELRSK\VLFDO�����

H[SHULPHQWV� XVLQJ� WKHVH�PHPEUDQHV�� 7R� GHWHUPLQH� WKH� H[DFW� TXDQWLW\� RI� HDFK�����

SKRVSKROLSLG�LQ�R. palustris 7,(����ZH�SXULILHG�WKH�,0�DQG�20�DV�GHVFULEHG�DERYH�����

DQG� DQDO\]HG� WKH� OLSLG� FRPSRVLWLRQ� E\� /&�06� XVLQJ� HOHFWURQ� VSUD\� LRQL]DWLRQ�����

�1HXEDXHU�HW�DO�����������0DORWW��HW�DO����������7KH�HOXWLRQ�SURILOHV�EHWZHHQ�VWUDLQV�����

DQG�PHPEUDQHV� ORRN�VLPLODU� �)LJXUH�����$� WRWDO�RI����PDMRU�SKRVSKROLSLGV�ZHUH�����

LGHQWLILHG�� LQFOXGLQJ����3&����3(����3*��DQG���&/� �7DEOH�����7R�GHWHUPLQH� WKH�����
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DEVROXWH�TXDQWLW\�RI�HDFK�SKRVSKROLSLG��H[RJHQRXV�VWDQGDUGV�RI�3&������������������

3(� ������������� DQG� 3*� ������������ WKDW� DUH� DEVHQW� LQ�R. palustris 7,(��� ZHUH�����

DGGHG� DV� LQWHUQDO� VWDQGDUGV� IRU� /&�06� DQDO\VHV�� $OWKRXJK� ZH� FDQ� GHWHFW�����

FDUGLROLSLQV��ZH�XQIRUWXQDWHO\�DUH�XQDEOH�WR�TXDQWLI\�WKHP�GXH�WR�WKH�ORZ�VROXELOLW\�����

RI�WKH�FDUGLROLSLQ�VWDQGDUG�LQ�WKH�/&�06�VROYHQW�������

7DEOH� �� VKRZV� WKH� ZHLJKW�� RI� HDFK� LGHQWLILHG� SKRVSKROLSLG� LQ� WKH� 7/(������

$PRQJ�WKH�LGHQWLILHG�SKRVSKROLSLGV��WKH�,0�LQ�:7�DQG�∆hpnP�KDV�a�����a���������

DQG� a������� RI� 3&�� 3(�� DQG� 3*�� UHVSHFWLYHO\�� ZKHUHDV� WKH� 20� LQ� :7� DQG�����

∆hpnP�KDV�a��������a��������DQG�a�������RI�3&��3(��DQG�3*��UHVSHFWLYHO\������

+RZHYHU�� ZKHQ� ZH� FDOFXODWH� WKH� WRWDO� LGHQWLILHG� SKRVSKROLSLG� DPRXQW�� LW� RQO\�����

DFFRXQWV� IRU� a������ ZHLJKW�� RI� WKH� RULJLQDO� 7/(� VDPSOHV� �7DEOH� ���� 7KLV� ORZ�����

YDOXH� FRXOG� EH� GXH� WR� ��� ORZ� VROXELOLW\� RI� FDUGLROLSLQV� DQG� RWKHU� XQLGHQWLILDEOH�����

OLSLGV� LQ� /&�06�� ��� GLIIHUHQFHV� LQ� WKH� LRQL]DWLRQ� HIILFLHQF\� RI� WKH� SKRVSKROLSLGV�����

ZLWK�GLIIHUHQW�FKDLQ�OHQJWK�RU�VDWXUDWLRQ��0\HUV�HW�DO����������DQG����WKH�LRQL]DWLRQ�����

VXSSUHVVLRQ�HIIHFWV�RFFXU�IURP�FR�HOXWLQJ�OLSLGV��%UXJJHU�HW�DO�����������)XUH\�HW�����

DO��� ������� 1HYHUWKHOHVV�� WKH� DYHUDJH� PROHFXODU� ZHLJKW� RI� WKH� SKRVSKROLSLGV�����

ZLWKRXW� FDUGLROLSLQ� LV� ���� J�PRO�� &RQVLGHULQJ� WKH� KLJKHU� PROHFXODU� ZHLJKW� RI�����

FDUGLROLSLQ��RXU� FDOFXODWLRQ� IRU� WKH�PRO��RI�KRSDQRLGV� LQ�7/(�XVLQJ�DQ�DYHUDJH�����

PROHFXODU�ZHLJKW�RI�����J�PRO�PD\�EH�YHU\�FORVH�WR�WKH�UHDO�YDOXH�LQ�R. palustris ����

7,(��������

�����
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0HPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�XVLQJ�OLSLG�H[WUDFW�IURP�R. palustris�7,(�������

LQQHU�DQG�RXWHU�PHPEUDQHV��������

'XH� WR� WKH� OLPLWDWLRQV� ZH� HQFRXQWHUHG� LQ� TXDQWLI\LQJ� QDWLYH� SKRVSKROLSLGV�� ZH�����

HOHFWHG� WR� JHQHUDWH�689V� GLUHFWO\� XVLQJ� WKH� 7/(� IURP� IUDFWLRQDWHG�R. palustris ����

7,(��� ,0� DQG�20� UDWKHU� WKDQ� UHFRQVWLWXWLQJ�689V� IURP� FRPPHUFLDOO\� DYDLODEOH�����

VRXUFHV���%HFDXVH�RXU�PDLQ�IRFXV�LV�RQ�WKH�HIIHFW�RI���PHWK\OKRSDQRLGV��ZH�XVHG�����

WKH�PHPEUDQHV�IURP�∆hpnP�DQG�DGGHG��������DQG����PRO��SXULILHG�KRSDQRLGV�WR�����

FRQVWLWXWH� WKH� 689� OLSLG� PL[WXUH�� :H� DOVR� LQFOXGHG� :7� ,0� DQG� 20� IRU�����

FRPSDULVRQ��)LJXUH���VKRZV�PHPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�DW����°&�XVLQJ�R. ����

palustris 7,(��� PHPEUDQHV�� ,Q� ERWK� :7� DQG� ∆hpnP�� WKH� 20� VKRZHG� KLJKHU�����

PHPEUDQH�ULJLGLW\�WKDQ�,0��ZKLFK�FRXOG�EH�GXH�WR�WKH�KLJKHU�KRSDQRLG�FRQWHQW�LQ�����

WKH�20��)LJXUH����DQG�GLIIHUHQFHV�LQ�SKRVSKROLSLG�FRQWHQW��&RPSDUHG�WR�:7��WKH�����

∆hpnP ,0�DQG�20�VKRZHG�GHFUHDVHG�ULJLGLW\��7KLV�FRQWUDVWV�ZLWK�RXU�ZKROH�FHOO�����

PHPEUDQH�ULJLGLW\�UHVXOWV�LQ�ZKLFK�QR�GLIIHUHQFH�LQ�ULJLGLW\�ZDV�REVHUYHG��)LJXUH�����

����7KLV�GLVFUHSDQF\�FRXOG�EH�GXH�WR�WKH�SUHVHQFH�RI�OLSLG�$�DQG�RXWHU�PHPEUDQH�����

SURWHLQV�WKDW�PD\�DIIHFW�WKH�RYHUDOO�PHPEUDQH�ULJLGLW\�LQ�ZKROH�FHOOV�������

� 6LPLODU� WR� RXU� REVHUYDWLRQV� LQ� PRGHO� OLSLGV�� WKH� DGGLWLRQ� RI� 'LS� KDV� QR�����

HIIHFW�RQ�PHPEUDQH�ULJLGLW\��ERWK�LQ�WKH�,0�DQG�20��+RZHYHU���0H�'LS�ULJLGLILHV�����

ERWK�,0�DQG�20�LQ�D�FRQFHQWUDWLRQ�GHSHQGHQW�PDQQHU��DV�VHHQ�LQ�WKH�PRGHO�OLSLG�����

689V�� ,QWHUHVWLQJO\�� XQOLNH� WKH� HIIHFWV� %+7� H[HUWV� LQ� PRGHO� OLSLGV�� LW� GRHV� QRW�����

ULJLGLI\�HLWKHU�WKH�,0�RU�20��:KLOH�LW�LV�SRVVLEOH�WKDW�%+7�KDV�QR�HIIHFW�RQ�QDWLYH�����
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PHPEUDQH� ULJLGLW\�� JLYHQ� WKDW�∆hpnP� PHPEUDQHV� FRQWDLQ� %+7�� LW� VHHPV�PRUH�����

OLNHO\� WKDW� HQGRJHQRXV� %+7� LV� VDWXUDWLQJ� LWV� PHPEUDQH� ULJLGLI\LQJ� FDSDFLW\������

VLPLODU�WR�ZKDW�ZH�REVHUYHG�IRU�E. coli 3/(��UHG�OLQH��)LJXUH��%��������

:KHQ� %+7� LV� PHWK\ODWHG�� LW� ULJLGLILHV� ERWK� WKH� ,0� DQG� 20�� +RZHYHU������

GLIIHUHQW� WUHQGV� FDQ� EH� VHHQ� EHWZHHQ� WKHVH� PHPEUDQHV�� LQ� WKH� ,0�� WKH� PRUH�����

�0H�%+7�SUHVHQW�� WKH�KLJKHU� WKH�PHPEUDQH� ULJLGLW\��\HW�20�PHPEUDQH� ULJLGLW\�����

DSSHDUV� WR� VDWXUDWH� E\� ��PRO���0H�%+7� DQG� UHPDLQV� FRQVWDQW� EHWZHHQ� ���������

PRO��RI��0H�%+7��)LJXUH��%���,W�LV�WHPSWLQJ�WR�VSHFXODWH�WKDW�WKH�UHDVRQ�OHVV�������

PHWK\ODWLRQ� RFFXUV� IRU� %+7� WKDQ� 'LS� LQ� WKH� 20� �)LJXUH� ��� ��� LV� EHFDXVH� OHVV�����

PHWK\ODWLRQ�RI�%+7�LV�QHHGHG�WR�VLJQLILFDQWO\�LPSDFW�20�ULJLGLW\�������

� :H�UHSHDWHG�WKHVH�H[SHULPHQWV�DW����°&�DQG�REVHUYHG�VLPLODU� WUHQGV�DV�����

VHHQ�DW����°&��)LJXUH���ILJXUH�VXSSOHPHQW�����+RZHYHU��ZH�KDG�ODUJHU�VWDQGDUG�����

GHYLDWLRQV� WKDQ� LQ� RXU� PRGHO� OLSLG� H[SHULPHQWV�� ZKLFK� FRXOG� EH� GXH� WR� KLJKHU�����

KHWHURJHQHLW\� LQ� WKH�VDPSOHV�H[WUDFWHG� IURP� ,0�DQG�20��1HYHUWKHOHVV��ZH� ILQG�����

FOHDU� SK\VLRORJLFDOO\� UHOHYDQW� GLVWLQFWLRQV� LQ� WKH� ULJLGLI\LQJ� HIIHFWV� RI� ERWK� VKRUW�����

DQG�ORQJ��0H�KRSDQRLGV�RQ�WKH�,0�DQG�20�RI�R. palustris 7,(���������

�����

'LVFXVVLRQ�����

8QWLO� QRZ�� D� VSHFLILF� UROH� IRU� �0H�KRSDQRLGV� LQ� OLYLQJ� FHOOV� KDV� HYDGHG�����

H[SHULPHQWDO� GHWHFWLRQ�� \HW� LWV� LGHQWLILFDWLRQ� KDV� EHHQ� RI� JUHDW� LQWHUHVW� IRU�����
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LQWHUSUHWLQJ� WKH� H[WHQVLYH� �0H�KRSDQH� IRVVLO� UHFRUG� �:HODQGHU� HW� DO��� ����� �������

.XONDUQL� HW� DO��� ������� 2XU� ILQGLQJV� WKDW� �0H�KRSDQRLGV� ULJLGLI\� PHPEUDQHV� WR�����

GLIIHUHQW� H[WHQWV� GHSHQGLQJ� ERWK� RQ� WKHLU� VSHFLILF� VWUXFWXUH� �VKRUW� RU� ORQJ�� DQG�����

OLSLG�FRQWH[W�QRW�RQO\�SURYLGH�D�FOHDU�ELRORJLFDO�IXQFWLRQ�IRU�WKHVH�FRPSRXQGV��EXW�����

DOVR�KHOS� UDWLRQDOL]H�ZK\�SUHYLRXV�HIIRUWV� WR� LGHQWLI\� VXFK�D� IXQFWLRQ�KDYH�EHHQ�����

FKDOOHQJLQJ�� � 7KDW� PHWK\ODWLRQ� per se FDQ� FRQWULEXWH� WR� ULJLGLI\LQJ� PHPEUDQHV�����

PD\�DOVR�KHOS�H[SODLQ�WKH�DVVRFLDWLRQ�RI�PHWK\ODWHG�KRSDQRLGV�LQ�FHUWDLQ�PRGHUQ�����

DQG�DQFLHQW�HQYLURQPHQWV������

8QGHU�ZKDW�FLUFXPVWDQFHV�ZRXOG�DGGLQJ�D�PHWK\O�JURXS�DW�WKH��¶�SRVLWLRQ�����

RI� KRSDQRLGV�� ZKLFK� VHHPV� D� UDWKHU� VPDOO� PRGLILFDWLRQ�� EH� EHQHILFLDO"� 0LJKW�����

WKHUH�EH�D�PHFKDQLVWLF�H[SODQDWLRQ� IRU� WKH�HQULFKPHQW�RI���0H�KRSDQHV�GXULQJ�����

VWUHVVIXO�2$(V��.QROO�HW�DO��������"�6HYHUDO�LQGHSHQGHQW�OLQHV�RI�HYLGHQFH�EULGJH�����

RXU�ELRSK\VLFDO�ILQGLQJV�ZLWK�WKH�DEXQGDQFH�SDWWHUQV�LQ�WKH�URFN�UHFRUG��WRJHWKHU�����

VXJJHVWLQJ�WKDW���PHWK\OKRSDQRLGV�FRQIHU�VWUHVV�UHVLVWDQFH��������0H�KRSDQRLGV�����

DUH� HQULFKHG� LQ� WKH� RXWHU� PHPEUDQH� RI� DNLQHWHV�� VXUYLYDO� FHOO� W\SHV� RI� WKH�����

F\DQREDFWHULXP� Nostoc punctiforme� �'RXJKW\� HW� DO�� ������� ���� D� VWUHVV�����

UHVSRQVLYH�SDWKZD\�XSUHJXODWHV� WKH�+SQ3�PHWK\ODVH� LQ�R. palusris �.XONDUQL�HW�����

DO��������������LQ�PRGHUQ�HQYLURQPHQWV��WKH�FDSDFLW\�IRU��0H�KRSDQRLG�SURGXFWLRQ�����

VLJQLILFDQWO\� FRUUHODWHV�ZLWK� RUJDQLVPV��PHWDEROLVPV� �e.g. QLWURJHQ� IL[DWLRQ�� DQG�����

HQYLURQPHQWV� WKDW� VXSSRUW� SODQW�PLFUREH� LQWHUDFWLRQV� �5LFFL� HW� DO��� ������� 7KLV�����

FRUUHODWLRQ�� WRJHWKHU� ZLWK� WKH� REVHUYDWLRQ� WKDW� ��0H��KRSDQRLGV� SURPRWH�����

V\PELRVLV� �6LOLSR� HW� DO��� ������� WHPSW� XV� WR� VSHFXODWH� WKDW� �0H�KRSDQRLGV�PD\�����
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LQGLUHFWO\� IDFLOLWDWH� QLWURJHQ� IL[DWLRQ� E\� HQKDQFLQJ� EDFWHULDO� VXUYLYDO� XQGHU� WKH�����

VWUHVVIXO�FRQGLWLRQV�WKDW�DFFRPSDQ\�WKH�HVWDEOLVKPHQW�RI�V\PELRVLV��*LEVRQ�HW�DO������

�������*RLQJ� IRUZDUG�� LW� LV�ZRUWK� FULWLFDOO\� H[DPLQLQJ� WKLV� K\SRWKHVLV�� LI� FRUUHFW������

VXFK�DQ� LQWHUSUHWDWLRQ�ZRXOG� LQGLFDWH� WKDW�VSLNHV� LQ� WKH��0H�KRSDQH� LQGH[�PD\�����

UHIOHFW� HSLVRGHV� RI� SDUWLFXODU� HQYLURQPHQWDO� VWUHVVHV� IDYRULQJ� WKH� JURZWK� RI�����

RUJDQLVPV�FDSDEOH�RI�ZLWKVWDQGLQJ�LW�XVLQJ���0H��KRSDQRLGV��������

+RZ� PLJKW� WKH� ��PHWK\ODWLRQ� RI� KRSDQRLGV� SHUPLW� VXFK� DQ� DGYHQWLWLRXV�����

DGDSWDWLRQ"� 0ROHFXODU� G\QDPLF� VLPXODWLRQV� RI� �0H�KRSDQRLG� ZLWKLQ� D� UHOHYDQW�����

OLSLG� FRQWH[W� DUH� UHTXLUHG� WR� XQGHUVWDQG� WKH� LQWHUDFWLRQV� RQ� DQ� DWRPLF� VFDOH������

+RZHYHU�� ZH� PD\� VSHFXODWH� DERXW� WKH� PHFKDQLVP� RI� ULJLGLILFDWLRQ� WKURXJK�����

OHVVRQV� OHDUQHG� IURP� VWXGLHV� RI� FKROHVWHURO�� LQ� ZKLFK� WKH� QXPEHU� RI� PHWK\O�����

JURXSV� FRQWURO� LWV� RSWLPDO� PROHFXODU� SDFNLQJ� WR� JHRPHWULFDOO\� FRPSOHPHQW�����

SKRVSKROLSLG�FKDLQV��%ORFK���������7KH�DGGLWLRQ�RU�UHPRYDO�RI�PHWK\O�JURXSV�RYHU�����

WKH� HYROXWLRQ� RI� WKH� FKROHVWHURO� OLSLG� IDPLO\� LV� WKRXJKW� WR� KDYH� RSWLPDOO\� WXQHG�����

FKROHVWHURO¶V�DELOLW\� WR�RUGHU�RU�FRQGHQVH�SKRVSKROLSLG�PHPEUDQHV� �0LDR�HW�DO�������

����� �� �5RJ�HW�DO����������:H�VXJJHVW� WKDW�ZKHQ�D�PHWK\O�JURXS� LV�DGGHG�RQWR�����

WKH��¶�SRVLWLRQ�RI�$�ULQJ�LQ�KRSDQRLG��WKH�VWHDULF�KLQGUDQFH�EHWZHHQ�WKH���PHWK\O�����

JURXS� DQG� WKH� PHWK\O� JURXSV� DW� WKH� �¶� DQG� ��¶� SRVLWLRQ� RI� WKH� $�ULQJ� FRXOG�����

WUDQVIRUP�WKH�ULQJ�IURP�D�FKDLU�WR�D�WZLVWHG�FRQIRUPDWLRQ��7KH�WZR�DGGLWLRQDO���������

GLD[LDO�LQWHUDFWLRQV�HOLFLWHG�E\�KRSDQRLG���PHWK\ODWLRQ�FRXOG�PLPLF�WKH�VPRRWKLQJ�����

DQG�RU� WLOWLQJ� HIIHFW� NQRZQ� IRU� FKROHVWHURO�� WKXV� UDWLRQDOL]LQJ� KRZ� ��PHWK\ODWLRQ�����

PD\�LPSURYH�WKH�DELOLW\�RI�KRSDQRLGV�WR�ULJLGLI\�PHPEUDQHV��5RJ�HW�DO����������������
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7KH� GLIIHUHQFHV� LQ� ��0H��KRSDQRLG� GLVWULEXWLRQ� EHWZHHQ� WKH� ,0� DQG� 20�����

SRVH� PDQ\� LQWHUHVWLQJ� TXHVWLRQV� DERXW� WKHLU� UROH� LQ� PDLQWDLQLQJ� PHPEUDQH�����

LQWHJULW\�DQG�KRPHRVWDVLV��&RPSDUHG�WR���0H��'LS��WKH�DGGLWLRQ�RI�D�K\GURSKLOLF�����

WDLO�WR�IRUP���0H��%+7�RU�HYHQ�%+7�JOXFRVDPLQH��)LJXUH����PD\�IDYRU�D�VWURQJHU�����

LQWHUDFWLRQ� ZLWK� WKH� RXWHU� OHDIOHW� RI� WKH� 20�� LQ� ZKLFK� WKH� OLSLG� KHDG� JURXS� LV�����

KHDYLO\� PRGLILHG� ZLWK� K\GURSKLOLF� PROHFXOHV�� 7KH� UHODWLYH� HQULFKPHQW� RI� ��0H������

%+7� LQ� WKH�20� LV�FRQVLVWHQW�ZLWK�VXFK�D�VFHQDULR��7KH�K\GURSKLOLF� WDLO�RI��0H�����

%+7�FRXOG�DOVR�DIIHFW�WKH�YHUWLFDO�SRVLWLRQ�RI�WKH���PHWK\O�JURXS�LQ�WKH�PHPEUDQH�����

FRPSDUHG� WR� �0H�'LS� �5RJ� HW� DO��� ����� �� � 3RJHU� 	� 0DUN�� ������� ZKLFK� PD\�����

H[SODLQ�WKH�GLIIHUHQFH�EHWZHHQ��0H�%+7�DQG��0H�'LS�LQ�ULJLGLI\LQJ�PHPEUDQHV�����

ZLWK� GLIIHUHQW� FRPSRVLWLRQV�� � )XWXUH� UHVHDUFK� ZLOO� LOOXPLQDWH� ZKHWKHU� WKHUH� DUH�����

DGGLWLRQDO�LQWHUDFWLRQV�EHWZHHQ�KRSDQRLGV�DQG�RWKHU�PHPEUDQH�FRQVWLWXHQWV��e.g. ����

SURWHLQV�RU�FHOO�ZDOO�FRPSRQHQWV��WKDW�IDFLOLWDWH�VXUYLYDO�XQGHU�VWUHVV������

)LQDOO\�� LW� LV� LPSRUWDQW� WR� NHHS� LQ� PLQG� WKDW� ��0H��KRSDQRLGV� PD\� DFW�����

ORFDOO\� UDWKHU� WKDQ� JOREDOO\� ZLWK� UHVSHFW� WR� LQIOXHQFLQJ� PHPEUDQH� ELRSK\VLFDO�����

SURSHUWLHV��,Q�RXU�in vitro H[SHULPHQWV��ZH�GLG�QRW�REVHUYH�D�VLJQLILFDQW�GLIIHUHQFH�����

LQ� PHPEUDQH� ULJLGLW\� ZKHQ� OHVV� WKDQ� ��� PRO�� RI� ��0H��KRSDQRLGV� ZHUH� XVHG�����

�)LJXUH�����7KLV�PD\�EH�GXH�WR�D�FULWLFDO�FRQFHQWUDWLRQ�QHHGHG�WR�WULJJHU�DQ�HIIHFW������

ZKLFK� LV� FRQVLVWHQW� ZLWK� PROHFXODU� G\QDPLF� VLPXODWLRQV� WKDW� GHPRQVWUDWH�����

FKROHVWHURO� VWDUWV� WR� VHOI�RUJDQL]H�ZLWKLQ�PHPEUDQHV�DW� FRQFHQWUDWLRQ�DERYH��������

PRO�� �0DUWLQH]�6HDUD� HW� DO��� ������� +RZHYHU�� ZH� KDVWHQ� WR� SRLQW� RXW� WKDW� WKH�����

PRO��RI���0H��KRSDQRLGV�LQ�WKH�QDWLYH�PHPEUDQH�H[SHULPHQW��)LJXUH����DUH�QRW�����
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GLUHFWO\�FRPSDUDEOH�WR�WKRVH�XVLQJ�PRGHO�OLSLGV��)LJXUH����GXH�WR�WKH�SUHVHQFH�RI�����

HQGRJHQRXV�KRSDQRLGV� LQ�∆hpnP�PHPEUDQHV��7KH�H[LVWHQFH�RI�%+7� LQ�∆hpnP�����

PD\�H[SODLQ�ZK\� WKH�PHPEUDQH� ULJLGLI\LQJ�HIIHFW�RI�H[RJHQRXVO\�DGGHG�%+7� LV�����

VDWXUDWHG�DW����PRO��LQ�WKH�E. coli 3/(�EXW�KDV�QR�LPSDFW�RQ�R. palustris 7,(�������

,0�DQG�20���,Q�WKLV�FRQWH[W��LW�LV�QRWHZRUWK\�WKDW�FDUGLROLSLQ�VLJQLILFDQWO\�LQFUHDVHV�����

LQ� WKH� DEVHQFH� RI� DOO� KRSDQRLGV� �1HXEDXHU� HW� DO��� ������� ,Q�E. coli�� FDUGLROLSLQ�����

ORFDOL]HV� WR� QHJDWLYHO\� FXUYHG� UHJLRQV� RI� WKH� FHOO� �5HQQHU� 	� :HLEHO�� �����������

/RRNLQJ�EH\RQG� WKH� IXQFWLRQ�RI�PHWK\ODWLRQ�� LW� LV�SRVVLEOH� WKDW� FHUWDLQ�KRSDQRLG�����

W\SHV�FRXOG�IXOILOO�WKH�JHRPHWU\�UHTXLUHPHQWV�RI�FXUYHG�PHPEUDQHV�DQG�IDFLOLWDWH�����

FHOO�GLYLVLRQ�RU�YHVLFOH� IRUPDWLRQ��FRQVLVWHQW�ZLWK�ERWK� WKH�PLFURGRPDLQ� IHDWXUHV�����

REVHUYHG�LQ�SULRU�VXEFHOOXODU�KRSDQRLG�ORFDOL]DWLRQ�VWXGLHV��'RXJKW\�HW�DO�������������

DQG� WKH� VWURQJ� FHOO� GLYLVLRQ� GHIHFW� GLVSOD\HG� E\� D�PXWDQW� ODFNLQJ� WKH� DELOLW\� WR�����

WUDQVSRUW� KRSDQRLGV� WR� WKH� 20� �'RXJKW\� HW� DO��� ������� *RLQJ� IRUZDUG������

FRQVLGHUDWLRQ� RI� RWKHU� UROHV� IRU� VWUXFWXUDOO\� GLYHUVH� KRSDQRLGV�� LQFOXGLQJ� WKH�����

SRVVLELOLW\� WKDW� VRPH�PLJKW� LQIOXHQFH�PHPEUDQH�SURWHLQ� IXQFWLRQ� �3KLOOLSV�HW� DO�������

�������PRGLI\�VSHFLILF�SURWHLQV�RU�FHOO�ZDOO�FRPSRQHQWV�WKURXJK�FRYDOHQW�OLQNDJHV�����

�-HRQJ�	�0F0DKRQ����������6LOLSR�HW�DO����������RU�HYHQ�SOD\�D�UROH�LQ�VLJQDOLQJ�����

SDWKZD\V� LQ� DQDORJ\� WR� FKROHVWHURO� DQG� SKRVSKDWLG\OFKROLQH� �.XZDEDUD� 	�����

/DERXHVVH�� ����� �� � $NWDV� HW� DO��� ������� ZLOO� HQKDQFH� RXU� DSSUHFLDWLRQ� IRU� WKLV�����

DQFLHQW�OLSLG�FODVV�������

�����

0DWHULDOV�DQG�0HWKRGV�����
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%DFWHULDO�VWUDLQV�DQG�FKHPLFDOV�������

Rhodopseudomonas palustris 7,(��� ZLOG� W\SH� �:7�� DQG� PXWDQW� VWUDLQV� ZHUH�����

JURZQ� DV� SUHYLRXVO\� GHVFULEHG� �:HODQGHU� HW� DO��� ������� 3XULILHG� KRSDQRLGV�����

���0H��GLSORSWHURO����0H��EDFWHULRKRSDQHWHWURO��%+7���ZHUH�REWDLQHG�E\�IROORZLQJ�����

WKH� SXULILFDWLRQ� SURWRFROV� �:X� HW� DO��� ������� �E. coli� SRODU� OLSLG� H[WUDFW� DQG� ��������

GLROHR\O�sn�JO\FHUR���SKRVSKRFKROLQH� �'23&��� ����GLKHSWDGHFDQR\O�sn�JO\FHUR�����

��SKRVSKRFKROLQH� �3&�������������� ����GLKHSWDGHFDQR\O�sn�JO\FHUR�������

SKRVSKRHWKDQRODPLQH� �3(�������������� ����GLKHSWDGHFDQR\O�sn�JO\FHUR�������

SKRVSKR���
�rac�JO\FHURO�� �3*������������� ZHUH� IURP� $YDQWL� 3RODU� /LSLGV������

6TXDOHQH�� FKROHVWHURO�� S\ULGLQH�� DFHWLF� DQK\GULGH��PRUSKROLQHSURSDQHVXOILF� DFLG�����

�0236��� �����K\GUR[\HWK\O����SLSHUD]LQHHWKDQHVXOIRQLF� DFLG� �+(3(6��� VRGLXP�����

VXFFLQDWH�� ����GLSKHQ\O�������KH[DWULHQH� �'3+��� 3HUFROO�� DQG� WHWUDK\GURIXUDQ�����

�7+)��ZHUH�IURP�6LJPD�$OGULFK��<HDVW�H[WUDFW�ZDV�IURP�+,0(',$��3HSWRQH�ZDV�����

IURP�%'�%LRVFLHQFHV���0HWKDQRO�DQG�GLFKORURPHWKDQH��'&0��ZHUH�+3/&�JUDGH�����

IURP�$OID�$HVDU������

:KROH�FHOO�PHPEUDQH�IOXLGLW\�PHDVXUHPHQWV�������

7R�SUHSDUH�EDFWHULDO�FHOOV�IRU�PHDVXUHPHQWV�RI�PHPEUDQH�IOXLGLW\��VLQJOH�FRORQLHV�����

RI�R. palustris�7,(���:7�DQG�PXWDQWV�ZHUH� LQRFXODWHG� LQWR����P/�<306�����������

\HDVW�H[WUDFW�������SHSWRQH�����P0�0236����P0�VXFFLQDWH��S+������DQG�JURZQ�����

DW� ��� °&������ USP� IRU� a���KU� WR� UHDFK� ODWH� VWDWLRQDU\� SKDVH� �2'���� a������ 7KH�����

FHOOV� �����µ/��ZHUH�VSXQ�GRZQ�DQG� WKH�FHOO� SHOOHWV�ZHUH�ZDVKHG�RQFH�ZLWK��������
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P0� +(3(6�� ��� P0� 1D&O�� S+� ���� �EXIIHU� $��� 3HOOHWV� ZHUH� UHVXVSHQGHG� LQ�����

GLIIHUHQW� DPRXQWV� RI� WKH� VDPH� EXIIHU� WR� DGMXVW� WKH� ILQDO� 2'���� WR� a����� 7R�����

PHDVXUH�PHPEUDQH�IOXLGLW\������µ/�RI�'3+������µ0�VWRFN�VROXWLRQ�LQ�HWKDQRO��WKH�����

FRQFHQWUDWLRQ� ZDV� GHWHUPLQHG� E\� ε���QP�  � ��� FP��P0��� LQ� PHWKDQRO�� ZDV�����

DGGHG�LQWR�����µ/�RI�WKH�FHOO�VXVSHQVLRQ��6DPSOHV�ZHUH�LQFXEDWHG�LQ�D����°&�RU�����

��� °&� ZDWHU� EDWK� ZLWKRXW� OLJKW� IRU� ��� PLQ�� IROORZHG� E\� PHDVXUHPHQWV� RI�����

IOXRUHVFHQFH� SRODUL]DWLRQ� �)OXRURORJ�� +25,%$� ,QVWUXPHQWV�� ,QVWUXPHQW�����

SDUDPHWHU��H[�����QP��VOLW� ���PP��HP�����QP��VOLW� ���PP��LQWHJUDWLRQ�WLPH� �������

VHF�� �/LQ� HW� DO��� ������� 7KUHH� ELRORJLFDO� UHSOLFDWHV� ZHUH� PHDVXUHG�� HDFK�����

FRQWDLQLQJ� ����� WHFKQLFDO� UHSOLFDWHV�� 7R� UHGXFH� ELDV� IURP� WKH� VWDELOLW\� RI� WKH�����

LQVWUXPHQW� DQG� WKH� VDPSOHV�� HVSHFLDOO\� DW� ��� °&�� ZH� UDQGRPL]HG� RXU� GDWD�����

DFTXLVLWLRQ� VHTXHQFH�� P� YDOXH� LQ� WKLV� PDQXVFULSW� UHSUHVHQWV� W�WHVW� XVLQJ� WZR�����

WDLOHG�HTXDO�YDULDQFH������

�����

0HPEUDQH�IUDFWLRQDWLRQ�XVLQJ�3HUFROO�JUDGLHQW�������

7R� SUHSDUH� FHOO� FXOWXUHV� IRU� PHPEUDQH� IUDFWLRQDWLRQ�� VLQJOH� FRORQLHV� RI� R. ����

palustris� 7,(��� :7� RU� ∆hpnP� PXWDQW� ZHUH� LQRFXODWHG� LQWR� ��� P/� <306� DQG�����

JURZQ�IRU�a��GD\V�DW����°&������USP��7KH�FXOWXUH������P/��ZDV�WKHQ�LQRFXODWHG�����

LQWR���/�RI�<306�LQ�D���/�IODVN�DQG�JURZQ�DW����°&������USP�IRU���GD\V�EHIRUH�����

KDUYHVWLQJ�E\�FHQWULIXJDWLRQ�DW��������J�IRU����PLQ�DW�57��7KH�W\SLFDO�\LHOG�ZDV�����

a���� J� RI�ZHW� FHOO� SDVWH� SHU� ��/� FXOWXUH��7R�HVWLPDWH� WKH� \LHOG� LQ� GULHG� FHOOV�� D�����
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VPDOO� DOLTXRW� RI� WKH� ZHW� FHOO� SDVWH� ZDV� O\RSKLOL]HG� XQWLO� WKHUH� ZDV� QR� IXUWKHU�����

FKDQJH�LQ�ZHLJKW��2Q�DYHUDJH�WKH�ZHLJKW�RI�GULHG�FHOOV�ZDV�RQH�WKLUG�RI�ZHW�FHOOV������

7KH�ZHW�FHOO�SDVWHV�ZHUH�VWRUHG�DW�����°&�EHIRUH�FHOO�O\VLV������

7R�O\VH�WKH�FHOOV�����P/�RI�EXIIHU�$�ZDV�DGGHG�LQWR�a����J�RI�FHOOV��IURP�������

/�FXOWXUH��DQG�SDVVHG� WKURXJK�D�)UHQFK�3UHVV� WZLFH�DW��������SVL�� IROORZHG�E\�����

VRQLFDWLRQ��6RQLF�'LVPHPEUDWRU������)LVKHU�6FLHQWLILF������LQFK�WLS��SRZHU�RXWSXW�����

�������VHF�RQ����VHF�RII�� WRWDO�RQ� WLPH���PLQ�DW���°&���7KH�FHOO�GHEULV�ZDV�VSXQ�����

GRZQ�DW��������J�����PLQ�DW���°&��7KH�VXSHUQDWDQW�FRQWDLQLQJ�FHOO�PHPEUDQHV�����

ZDV�WUDQVIHUUHG�LQWR���P/�XOWUDFHQWULIXJDWLRQ�WXEHV��a��P/�VDPSOH�SHU�WXEH��DQG�����

FHQWULIXJHG� DW� ������� USP� LQ� D� 7/$������� URWRU� IRU� �� KU� DW� �� °&� �2SWLPD�0$;�����

8OWUDFHQWULIXJH��%HFNPDQ�&RXOWHU���7KH�UHVXOWLQJ�PHPEUDQH�SHOOHWV�LQ�HDFK�WXEH�����

ZHUH�UHVXVSHQGHG�LQ�����µ/�EXIIHU�$�E\�SLSHWWLQJ�ZKLOH�EHLQJ�VRQLFDWHG�LQ�D�EDWK�����

VRQLFDWRU� �9:5�%����$�'7+����� N+]��5)�3RZHU����:���7KH� VXVSHQVLRQ�ZDV�����

FRPELQHG� LQWR� RQH� VLQJOH� WXEH� DQG� VRQLFDWHG� DJDLQ� XVLQJ� WKH� SUREH� VRQLFDWRU�����

�SRZHU�OHYHO��������VHF�RQ����VHF�RII��WRWDO�RQ�WLPH�����PLQ����°&��������

7R�VHSDUDWH�LQQHU�DQG�RXWHU�PHPEUDQHV��a����µ/�RI�PHPEUDQH�VDPSOHV�����

ZHUH� ODLG� RQ� WRS� RI� �� P/� ���� 3HUFROO� �Y�Y� LQ� EXIIHU� $��� IROORZHG� E\�����

XOWUDFHQWULIXJDWLRQ�DW��������USP�LQ�D�7/$�������URWRU�DW���°&�IRU����PLQ��0RUHLQ�����

HW�DO����������7KUHH�YLVXDOO\�GLVWLQFW�EDQGV�ZHUH�IRUPHG�DQG�D�SLSHWPDQ�ZDV�XVHG�����

WR�WDNH�LQ�VHTXHQFH�RI�WKH�WRS�EDQG����P/���ERWWRP�EDQG��a��������µ/��DQG�WKH�����

PLGGOH�EDQG��������P/���)LJXUH�����7KH�WRS�DQG�ERWWRP�EDQGV�FRQVWLWXWHG�WKH�,0�����



�
�
�

��

DQG� 20�� GHWHUPLQHG� E\� WKH� SUHVHQFH� DQG� DEVHQFH� RI� 1$'+�R[LGDVH� DFWLYLW\������

UHVSHFWLYHO\��7KH�EDQG�RQ� WRS�RI� WKH�20�ZDV� OHVV�GHILQHG�DQG�H[KLELWHG�VRPH�����

1$'+�R[LGDVH�DFWLYLW\��ZKLFK�PD\�EH�DQ�DUWLIDFW�IURP�VRQLFDWLRQ�VWHSV�WKDW�PL[HG�����

WKH� ,0� DQG� 20�� DQG� ZH� WKHUHIRUH� GLVFDUGHG� LW� LQ� RXU� VXEVHTXHQW� VWXGLHV�� 7R�����

UHPRYH�3HUFROO��VDPSOHV�IURP�WKH�VDPH�EDQG�ZHUH�FRPELQHG�DQG�FHQWULIXJHG�LQ�����

D�7/$�������URWRU�DW��������USP�DW���°&�IRU�����KU��$IWHU�FHQWULIXJDWLRQ��D�OD\HU�RI�����

WKH� IUDFWLRQDWHG� PHPEUDQH� ZDV� IRUPHG� RQ� WRS� RI� D� WUDQVSDUHQW� 3HUFROO� OD\HU�����

�)LJXUH� ���� 7KH� PHPEUDQH� OD\HUV� ZHUH� FROOHFWHG� E\� SLSHWWLQJ� JHQWO\� LQ� ZDWHU�����

DQG�RU�VFUDSHG�JHQWO\�XVLQJ�D�PHWDO�VSDWXOD��7KH�PHPEUDQH�VDPSOHV�ZHUH�WKHQ�����

IUR]HQ�DW� ���� °&�EHIRUH�EHLQJ� O\RSKLOL]HG��7KH� WRWDO� OLSLG�H[WUDFWLRQV� �7/(�� IURP�����

WKH� O\RSKLOL]HG� PHPEUDQHV� ZHUH� REWDLQHG� E\� PRGLILHG� %OLJK�'\HU� H[WUDFWLRQ�����

DFFRUGLQJ�WR�SXEOLVKHG�SURWRFROV��.XONDUQL�HW�DO���������������

�����

4XDQWLILFDWLRQ� RI� OLSLG� FRPSRVLWLRQV� RI� LQQHU� DQG� RXWHU�PHPEUDQHV� RI�R. ����

palustris 7,(���������

*&�06��7KHUPR�6FLHQWLILF�7UDFH�*&�,64�PDVV�VSHFWURPHWHU�ZLWK�D�5HVWHN�5[L�����

;/%�FROXPQ�����P�î������PP�î������µP���ZDV�XVHG�WR�TXDQWLI\�KRSDQRLGV�IURP�����

WKH�7/(�IURP�WKH� ,0�DQG�20��$Q� LQWHUQDO�VWDQGDUG��DQGURVWHURQH������QJ��ZDV�����

DLU�GULHG�ZLWK�����µJ�RI�WKH�7/(�RYHUQLJKW�DW�57�DQG�GHULYDWL]HG�ZLWK����µ/�DFHWLF�����

DQK\GULGH�DQG����µ/�S\ULGLQH�DW����°&�IRU����PLQ��IROORZHG�E\�*&�06�DQDO\VHV�����

DV�GHVFULEHG��:HODQGHU�HW�DO�����������.XONDUQL�HW�DO����������7R�DFFRXQW�IRU� WKH�����
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GLIIHUHQFH� LQ� LRQL]DWLRQ� HIILFLHQFLHV� EHWZHHQ� DQGURVWHURQH� DQG� KRSDQRLGV������

FDOLEUDWLRQ�FXUYHV�XVLQJ�DQGURVWHURQH�DQG�SXULILHG�KRSDQRLGV�ZHUH�JHQHUDWHG�WR�����

TXDQWLI\�KRSDQRLGV��:X�HW�DO���������������

/&�06� �:DWHUV� $FTXLW\� 83/&�;HYR� *��6� WLPH�RI�IOLJKW� PDVV�����

VSHFWURPHWHU�ZLWK� D�&6+�&��� FROXPQ� ����� [� ����PP�[� ����µP���ZDV� XVHG� WR�����

TXDQWLI\� ERWK� SKRVSKROLSLGV� DQG� KRSDQRLGV�� 3KRVSKROLSLG� LQWHUQDO� VWDQGDUGV�����

�3&�������������3(�������������3*������������� ��µJ�HDFK��ZHUH�PL[HG�ZLWK���������

µJ� RI� WKH�7/(� IURP� IUDFWLRQDWHG�PHPEUDQHV� DQG� DLU�GULHG� RYHUQLJKW� DW�57�� /&�����

VROYHQW�������/�� ,VRSURSDQRO�DFHWRQLWULOH�ZDWHU� ��������ZDV�WKHQ�DGGHG� LQWR� WKH�����

VDPSOHV��IROORZHG�E\�VRQLFDWLRQ�EHIRUH�DQDO\VHV�E\�/&�06�DV�GHVFULEHG�HDUOLHU�����

�0DORWW��HW�DO�����������:X�HW�DO����������7KH�FROXPQ�WHPSHUDWXUH�ZDV�PDLQWDLQHG�����

DW����°&��$�ELQDU\�VROYHQW�V\VWHP�FRQWDLQLQJ�VROYHQW�$��DFHWRQLWULOH�ZDWHU�������������

DQG� VROYHQW� %� �LVRSURSDQRO�DFHWRQLWULOH�� �������� ERWK� ZLWK� ��� P0� DPPRQLXP�����

IRUPDWH�DQG������IRUPLF�DFLG�ZDV�XVHG��7KH�IORZ�UDWH�ZDV�VHW�DW�����µ/�PLQ�DQG�����

WKH�HOXWLRQ�SURJUDP�VWDUWHG�DW�����%��LQFUHDVHG�OLQHDUO\�WR�����%�LQ���PLQ��WKHQ�����

WR�����%�LQ�����PLQ��IROORZHG�E\�D�OLQHDU�LQFUHDVH�WR�����%�RYHU�����PLQ��D�MXPS�����

WR� ���� %� LQ� ���� PLQ�� DQRWKHU� OLQHDU� LQFUHDVH� WR� ���� %� RYHU� ���� PLQ�� D�����

VXEVHTXHQW�GHFUHDVH�WR�����%�LQ�����PLQ��DQG�WKHQ�PDLQWDLQHG�DW�WKH�VDPH�OHYHO�����

IRU�����PLQ������

�7KH�HOXHQWV�IURP�WKH�FROXPQ�ZHUH�LRQL]HG�E\�HOHFWURVSUD\�LRQL]DWLRQ��(6,��������

06(�GDWD� IURP�����WR������P�]�ZDV�FROOHFWHG� LQ�HLWKHU� WKH�SRVLWLYH�RU�QHJDWLYH�����
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LRQ�PRGH��06(�FRQVLVWV�RI�ERWK�ORZ�HQHUJ\�DQG�KLJK�HQHUJ\�VFDQV�ZHUH�REWDLQHG�����

VLPXOWDQHRXVO\��'XULQJ�GDWD�DQDO\VLV�SURGXFW�LRQV�FDQ�EH�DVVRFLDWHG�ZLWK�SDUHQW�����

LRQV�LI�WKH\�DUH�FRLQFLGHQW�LQ�FKURPDWRJUDSKLF�WLPH��(OHFWURVSUD\�FRQGLWLRQV�ZHUH�����

FDSLOODU\� YROWDJH� ���� N9�� FRQH� YROWDJH� ��� 9�� VRXUFH� RIIVHW� ��� 9�� VRXUFH�����

WHPSHUDWXUH� ���� °&�� GHVROYDWLRQ� WHPSHUDWXUH� ���� °&�� FRQH� JDV� ��� /�K�� DQG�����

GHVROYDWLRQ� JDV� ���� /�K�� 7KH� 72)�06� ZDV� UXQ� LQ� UHVROXWLRQ� PRGH�� W\SLFDOO\�����

������� P�ǻP�� 7KH� PDVV� D[LV� ZDV� FDOLEUDWHG� ZLWK� VRGLXP� IRUPDWH� FOXVWHUV������

/HXFLQH�HQNHSKDOLQ�ZDV�XVHG�DV�D�PDVV�UHIHUHQFH�GXULQJ�DFTXLVLWLRQ��7KH�GDWD�����

ZHUH� FROOHFWHG� LQ� FRQWLQXXP� PRGH�� DQG� WKHQ� FRQYHUWHG� WR� FHQWURLG� PRGH� IRU�����

TXDQWLWDWLYH�DQDO\VLV�XVLQJ� WKH�4XDQO\Q[�SURJUDP� �:DWHUV�&RUSRUDWLRQ��0LOIRUG������

0$���:X�HW�DO��������������

�����

�����

0HPEUDQH�IOXLGLW\�PHDVXUHPHQWV�LQ�VPDOO�XQLODPHOODU�YHVLFOHV��689V��������

&KROHVWHURO��VTXDOHQH��DQG�KRSDQRLG�VWRFN�VROXWLRQV�ZHUH�SUHSDUHG�DW���PJ�P/�����

LQ�7+)�DQG�WKH�E. coli�3/(�DQG�'23&�ZHUH�SUHSDUHG�DW����PJ�P/�LQ�'&0��7R�����

SUHSDUH�OLSLG�PL[WXUH��D�WRWDO�RI���µPRO�RI�OLSLG�ZDV�DGGHG�LQWR�����P/�RI�'&0�DQG�����

GULHG�LQ�D�URWDU\�HYDSRUDWRU��%HFDXVH�DQ\�UHVLGXDO�VROYHQWV�FDQ�FDXVH�KLJK�HUURUV�����

LQ� IOXLGLW\�PHDVXUHPHQWV�� WKH� VDPSOHV�ZHUH� SODFHG� XQGHU� YDFXXP�RYHUQLJKW� WR�����

HQVXUH�FRPSOHWH�UHPRYDO�RI�RUJDQLF�VROYHQWV������
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7R� SUHSDUH� 689V�� �� P/� RI� EXIIHU� $� ZDV� DGGHG� LQWR� WKH� JODVV� YLDOV�����

FRQWDLQLQJ�GULHG�OLSLG�PL[WXUHV��6DPSOHV�ZHUH�VXVSHQGHG�E\�VRQLFDWLRQ�IRU���KU�DW�����

57� LQ� D� EDWK� VRQLFDWRU� �9:5� %����$�'7+�� ��� N+]�� 5)� 3RZHU� ��� :��� 7KH�����

VXVSHQGHG� OLSLGV� �PXUN\� JLDQW� PXOWLODPHOODU� YHVLFOHV�� ZHUH� WUDQVIHUUHG� LQWR� ��������

P/�HSSHQGRUI�DQG�IODVK�IUR]HQ�LQ�OLTXLG�QLWURJHQ�IRU���PLQ��IROORZHG�E\�WKDZLQJ�LQ�����

D� ��� °&�ZDWHU� EDWK� IRU� ��PLQ�� 7KLV� IUHH]H�WKDZ� F\FOH�� ZKLFK� EUHDNV� GRZQ� WKH�����

JLDQW� YHVLFOHV� LQWR� VPDOOHU� RQHV�� ZDV� UHSHDWHG� WZR� PRUH� WLPHV�� 689V� ZHUH�����

SUHSDUHG� E\� SDVVLQJ� WKH� VDPSOHV� WKURXJK� ���� µP� SRO\FDUERQDWH� PHPEUDQHV�����

�:KDWPDQ��XVLQJ�$YDQWL�PLQL�([WUXGHU�DW�57��$YDQWL�3RODU�/LSLGV���7KH�H[WUXVLRQ�����

ZDV� SHUIRUPHG� D� WRWDO� RI� ��� WLPHV� DQG� WKH� YHVLFOH� VXVSHQVLRQ� EHFDPH� FOHDU�����

GXULQJ� WKH� SURFHVV�� 7KH� VL]HV� DQG� VWDELOLW\� RI� WKH� 689V� ZDV� GHWHUPLQHG� E\�����

G\QDPLF� OLJKW� VFDWWHULQJ� �:\DWW� '\QD3UR� 1DQR6WDU�� ,QVWUXPHQW� SDUDPHWHUV������

DFTXLVLWLRQ�WLPH���VHF��QXPEHU�RI�DFTXLVLWLRQ�����ODVHU�ZDYHOHQJWK�����QP��ODVHU�����

SRZHU���������°&���7KH�DYHUDJH�VL]H�GLVWULEXWLRQ�RI�WKH�689V�ZDV�EHWZHHQ����WR�����

���QP�DQG�UHPDLQHG�VWDEOH�IRU�DW�OHDVW���KU�DW�57�������

689V� DIWHU� H[WUXVLRQ� ZHUH� GLOXWHG� ���� LQ� EXIIHU� $� WR� UHDFK� D� ILQDO�����

FRQFHQWUDWLRQ�RI� ����P0� �����µ/� WRWDO� YROXPH���'3+� �����µ/�RI������µ0�VWRFN�����

VROXWLRQ� LQ� HWKDQRO��ZDV�DGGHG� LQWR� WKH� VDPSOH�DQG� YRUWH[HG� LPPHGLDWHO\��7KH�����

689�'3+�VDPSOHV�ZHUH�LQFXEDWHG�LQ����°&�RU����°&�ZDWHU�EDWK�ZLWKRXW�OLJKW�IRU�����

DW� OHDVW� ��� PLQ� EHIRUH� WKH� IOXRUHVFHQFH� SRODUL]DWLRQ� ZDV� PHDVXUHG� XVLQJ� WKH�����

SDUDPHWHUV�GHVFULEHG�DERYH��7KH�FRQFHQWUDWLRQ�RI�WKH�IOXRUHVFHQFH�UHSRUWHU�G\H�����
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'3+�DQG�WKH�LQVWUXPHQW�SDUDPHWHUV�ZHUH�RSWLPL]HG�WR�KDYH�D�VWURQJ�DQG�OLQHDU�����

VLJQDO�RXWSXW�������

0HPEUDQH� IOXLGLW\�PHDVXUHPHQWV� XVLQJ� WRWDO� OLSLG� H[WUDFW� IURP� LQQHU� DQG�����

RXWHU�PHPEUDQHV�RI�R. palustris 7,(���������

'LIIHUHQW�DPRXQWV�RI�SXULILHG�KRSDQRLGV���������DQG����QPRO��ZHUH�DGGHG�WR���������

QPRO� RI� WKH� LQQHU� RU� RXWHU� PHPEUDQH� H[WUDFWV� RI� ∆hpnP� �DVVXPLQJ� DYHUDJH�����

PROHFXODU�ZHLJKW�LV�����J�PRO���7KH�VDPH�SURFHGXUHV�DV�GHVFULEHG�DERYH�ZHUH�����

IROORZHG�IRU�WKH�SUHSDUDWLRQ�RI�689V��%XIIHU�$������µ/��ZDV�XVHG�WR�VXVSHQG�WKH�����

GULHG�OLSLGV�VR�WKDW�WKH�ILQDO�OLSLG�FRQFHQWUDWLRQV�EHIRUH�WKH�DGGLWLRQ�RI�'3+�ZHUH�����

EHWZHHQ�������DQG�����P0������µ/�VDPSOH�YROXPH���7R�PHDVXUH�IOXRUHVFHQFH�����

SRODUL]DWLRQ��'3+������µ/�RI�����µ0�VWRFN�VROXWLRQ�LQ�HWKDQRO��ZDV�XVHG��WKH�ILQDO�����

FRQFHQWUDWLRQ�RI�'3+�ZDV������µ0��ZKLFK�ZDV�a�����PRO��RI�WKH�WRWDO� OLSLGV�LQ�����

WKH�VDPSOH���&RQWUROV�RI�PHPEUDQHV�IURP�:7�RU�∆hpnP�RQO\�ZLWKRXW�DGGLWLRQ�RI�����
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SUHFXUVRU�IRU�H[WHQGHG�KRSDQRLG�

SURGXFWLRQ�

1R�H[WHQGHG�KRSDQRLG�

SURGXFWLRQ��DFFXPXODWLRQ�RI�

&���KRSDQRLGV�

hpnG 5HPRYDO�RI�DGHQLQH�IURP�DGHQRV\O�

KRSDQH�

1R�%+7�DQG�DPLQR%+7�

SURGXFWLRQ��DFFXPXODWLRQ�RI�

DGHQRV\OKRSDQH�

hpnN $Q�,0�WUDQVSRUWHU�WKDW�WUDQVSRUWV�

KRSDQRLGV�WR�WKH�RXWHU�PHPEUDQH�

$EVHQFH�RI�KRSDQRLGV�LQ�WKH�

20�DQG�DFFXPXODWLRQ�RI�

KRSDQRLGV�LQ�WKH�,0��

hpnO 3URGXFWLRQ�RI�DPLQR%+7� 1R�DPLQR%+7�SURGXFWLRQ�

hpnP 0HWK\O�WUDQVIHU�WR�$�ULQJ�DW�&��� 1R�KRSDQRLG�PHWK\ODWLRQ�
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7DEOH����3XULILFDWLRQ�\LHOGV�RI�PHPEUDQH�IUDFWLRQDWLRQ�XVLQJ�3HUFROO�JUDGLHQW��7KH�����

\LHOGV�LQ�ZHLJKW��RI�PHPEUDQH�IUDFWLRQDWLRQ�(UURUV�UHSUHVHQW�VWDQGDUG�GHYLDWLRQ�����

IURP�WKUHH�ELRORJLFDO�UHSOLFDWHV�������

�����

� � :HLJKW���

PHPEUDQHV�LQ�GU\�FHOOV�

WRWDO� :HLJKW���

7/(�LQ�PHPEUDQHV�

:7� LQQHU� ���������� � �����������

� PL[� ���������� � ����������

� RXWHU� ���������� ����������� ����������

∆hpnP� LQQHU� ���������� � ���������

� PL[� ���������� � ����������

� RXWHU� ���������� ���������� ����������

�����

�����
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7DEOH����$QQRWDWLRQ�RI�SKRVSKROLSLGV�LGHQWLILHG�E\�/&�06�DQDO\VHV��VHH�)LJXUH���������

7KH�W\SHV�RI�OLSLGV��3&��SKRVSKDWLG\OFKROLQH��3(��SKRVSKRWLG\OHWKDQRODPLQH��3*������

SKRVSKDWLG\OJO\FHURO�� &/�� FDUGLROLSLQ�� F\F�� F\FORSURSDQDWLRQ�� WKH� ILUVW� QXPEHU�����

LQGLFDWHV� WKH� WRWDO� QXPEHU� RI� FDUERQ� RI� WKH� IDWW\� DFLG� FKDLQV� DQG� WKH� VHFRQG�����

QXPEHU�LQGLFDWHV�WKH�QXPEHU�RI�GRXEOH�ERQGV�LQ�WKHVH�FKDLQV��DQG�WKHLU�UHWHQWLRQ�����

WLPH��PLQ��DQG�P�]�YDOXH�RI�WKH�EDVH�SHDN�DUH�VKRZQ��)RU�3&�DQG�3(��WKH�EDVH�����

SHDN�LV�WKH�SURWRQ�DGGXFW�DQG�IRU�&/��WKH�EDVH�SHDN�LV�WKH�PPRQLXP�DGGXFW��)RU�����

3*��WKH�EDVH�SHDN�LQGLFDWHV�D�ORVV�RI�JO\FHURSKRVSKDWH�������P�]�������

�����

&RPSRXQG� 57��PLQ�� >0�+@�� >0�&�+�2�+32�@�� >0�1+�@��
3*����� ����� � ��������� �
3*����� ����� � �������� �
3&����� ����� ��������� � �
3*����� ����� � ��������� �
3*����� ���� � ��������� �
3(����� ����� ��������� � �
3&BF\F����� ����� ��������� � �
3*BF\F��� ����� � ��������� �
3*BF\F����� ����� � ��������� �
3&������� ����� ��������� � �
3(BF\F����� ����� ��������� � �
3&����� ����� ��������� � �
3&����� ����� ��������� � �
3*������������ ����� � ��������� �
3*����� ����� � ��������� �
3(����� ����� ��������� � �
3(����� ����� ��������� � �
3&BF\F��� ����� ��������� � �
3&BF\F����� ����� ��������� � �
3(BF\F��� ����� ��������� � �
3(BF\F����� ����� ��������� � �
3&������������ ����� ��������� � �
3&����� ����� ��������� � �
3(������������ ������ ��������� � �
3(����� ������ ��������� � �
3&BF\F��� ������ �������� � �
3(BF\F��� ����� ��������� � �
3&����� ������ �������� � �
3(��� ������ ��������� � �
3&����� ������ �������� � �
&/����� ������ � � ����������
&/����� ����� � � ����������
&/����� ������ � � ����������
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&/����� ������ ���������
&/����� ������ ����������
&/����� ������ ����������
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7DEOH� ��� 3KRVSKROLSLG� FRPSRVLWLRQV� LQ� WKH� LQQHU� PHPEUDQH� �,0�� DQG� RXWHU�����

PHPEUDQH��20��RI�R. palustris 7,(���:7�DQG�∆hpnP�DQDO\]HG�E\�/&�06�������

� :HLJKW���RI�7/(�
&RPSRXQG� 57� :7�,0� :7�20� ∆hpnP�,0� ∆hpnP�20�
3&����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&BF\F����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&����� ����� ���������� ������������ ������������ ������������
3&����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&BF\F��� ����� ������������ ������������ ������������ �����������
3&BF\F����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&������� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3&BF\F��� ������ ������������ ������������ ������������ ������������
3&����� ������ ��������� ��������� ������������ ������������
� 6XP� ������ ������ ������ ������
3(BF\F����� ����� ������������ ������������ ����������� ������������
3(����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(����� ������ ������������ ������������ ������������ ������������
3(����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(BF\F��� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(BF\F����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(BF\F��� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3(��� ������ ��������� ������������ ������������ ������������
� 6XP� ������ ����� ������ �����
3*����� ���� ������������ ������������ ������������ �����������
3*����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3*����� ����� ������������ ���������� ����������� ������������
3*BF\F����� ����� ������������ ������������ ������������ ������������
3*����� ����� ��������� ������������ ������������ ������������
3*BF\F��� ����� ��������� ��������� ������������ ������������
3*����� ����� ��������� ��������� ������ ���������
� 6XP� ����� �� ����� �����
3&�3(�3*� 7RWDO� ��
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)LJXUH�/HJHQGV�����

)LJXUH����6WUXFWXUHV�RI�VHOHFWHG�KRSDQRLGV��FKROHVWHURO�DQG�VTXDOHQH������

)LJXUH� ��� :KROH� FHOO� PHPEUDQH� IOXLGLW\�� (UURU� EDUV� UHSUHVHQW� WKH� VWDQGDUG�����

GHYLDWLRQ�IURP�WKUHH�ELRORJLFDO�UHSOLFDWHV��WRWDO�������WHFKQLFDO�UHSOLFDWHV�������

)LJXUH� ��� 0HPEUDQH� IUDFWLRQDWLRQ� DQG� KRSDQRLGV� DQDO\VLV� XVLQJ� *&�06�� � �$������

7KUHH�GLVWLQFW�EDQGV�ZHUH� IRUPHG�DIWHU�XOWUDFHQWULIXJDWLRQ� LQ�D�3HUFROO� JUDGLHQW������

�%�� 7KH� EDQGV� ZHUH� UHFRYHUHG� DQG� UHVXVSHQGHG�� �&�� 6DPSOHV� ZHUH�����

XOWUDFHQWULIXJHG� WR� SHOOHW� GRZQ� WKH� SXULILHG� PHPEUDQHV�� ZKLFK� VDW� RQ� WRS� RI� D�����

WUDQVSDUHQW� VROLG� 3HUFROO� OD\HU�� �'�� *&�06� RI� IUDFWLRQDWHG� PHPEUDQHV� RI� R. ����

palustris 7,(���:7�DQG�∆hpnP������

)LJXUH����0RODU�SHUFHQWDJH�RI�KRSDQRLGV�LQ�WKH�LQQHU�PHPEUDQH��,0��DQG�RXWHU�����

PHPEUDQH��20��RI�:7�DQG�∆hpnP�GHWHUPLQHG�E\�*&�06���(UURU�EDUV�UHSUHVHQW�����

WKH�VWDQGDUG�GHYLDWLRQ�IURP�WKUHH�ELRORJLFDO�UHSOLFDWHV��7RWDO�KRSDQRLGV� �VXP�RI�����

��0H��'LS�DQG���0H��%+7������

)LJXUH� ��� 3DUWLWLRQLQJ� RI� KRSDQRLGV� LQ� WKH� LQQHU� PHPEUDQH� �,0�� DQG� RXWHU�����

PHEUDDQH� �20�� RI�R. palustris 7,(���� � �$��0RODU� UDWLR� EHWZHHQ� VKRUW� �'LS� DQG�����

�0H�'LS��DQG�ORQJ��%+7�DQG��0H�%+7��KRSDQRLGV�LQ�:7�DQG�∆hpnP���%��0RODU�����

UDWLR� EHWZHHQ� PHWK\ODWHG� DQG� GHVPHWK\ODWHG� KRSDQRLG� LQ� :7�� (UURU� EDUV�����

UHSUHVHQW�WKH�VWDQGDUG�GHYLDWLRQ�IURP�WKUHH�ELRORJLFDO�UHSOLFDWHV��
P� ��������

P�����
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)LJXUH� ��� 0HPEUDQH� ULJLGLW\� PHDVXUHPHQWV� DW� ��� °&� XVLQJ� PRGHO� OLSLGV�� �$������

GLROHR\O�SKRVSKDWLG\OFKROLQH��'23&��DQG��%��E. coli�SRODU�OLSLG�H[WUDFW��3/(��ZHUH�����

PL[HG�ZLWK� GLIIHUHQW�PRO�� RI� FKROHVWHURO�� VTXDOHQH�� DQG� KRSDQRLGV�� (UURU� EDUV�����

UHSUHVHQW� WKH� VWDQGDUG� GHYLDWLRQ� IURP� WKUHH� ELRORJLFDO� UHSOLFDWHV� �WRWDO� �������

WHFKQLFDO�UHSOLFDWHV�������

)LJXUH���ILJXUH�VXSSOHPHQW����0HPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�DW����°&�DQG�����

���°&�XVLQJ�PRGHO�OLSLGV���$��'23&�DQG��%��E. coli�SRODU�OLSLG�H[WUDFW��3/(��ZHUH�����

PL[HG�ZLWK� GLIIHUHQW�PRO�� RI� FKROHVWHURO�� VTXDOHQH�� DQG� KRSDQRLGV�� (UURU� EDUV�����

UHSUHVHQW� VWDQGDUG� GHYLDWLRQ� IURP� WKUHH� ELRORJLFDO� UHSOLFDWHV� �WRWDO� ��� WHFKQLFDO�����

UHSOLFDWHV�������

)LJXUH����/&�06�SURILOHV�RI�WKH�LQQHU�PHPEUDQH��,0��DQG�RXWHU�PHPEUDQH��20������

RI�R. palustris 7,(���:7�DQG�∆hpnP�������

)LJXUH����0HPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�DW����°&�XVLQJ�WRWDO�OLSLG�H[WUDFW�IURP�����

R. palustris 7,(���LQQHU�PHPEUDQH��,0��DQG�RXWHU�PHPEUDQH��20���7KH�,0��$��RU�����

20� �%�� IURP�∆hpnP� ZHUH�PL[HG� ZLWK� GLIIHUHQW� PRO�� RI� KRSDQRLGV�� (UURU� EDUV�����

UHSUHVHQW� WKH� VWDQGDUG� GHYLDWLRQ� IURP� WKUHH� ELRORJLFDO� UHSOLFDWHV� �WRWDO� �������

WHFKQLFDO�UHSOLFDWHV���
P����������UHODWLYH�WR�∆hpnP�������

)LJXUH���ILJXUH�VXSSOHPHQW����0HPEUDQH�ULJLGLW\�PHDVXUHPHQWV�DW����°&�XVLQJ�����

WRWDO� OLSLG� H[WUDFW� IURP� R. palustris 7,(��� LQQHU� PHPEUDQH� �,0�� DQG� RXWHU�����

PHPEUDQH� �20��� 7KH� ,0� �$�� RU�20� �%�� IURP�∆hpnP�ZHUH�PL[HG�ZLWK� GLIIHUHQW�����
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PRO�� RI� KRSDQRLGV�� 6PDOO� XQLODPHOODU� YHVLFOHV� IURP� WKH� OLSLG� PL[WXUHV� ZHUH�����

SUHSDUHG�DQG�WKH�PHPEUDQH�ULJLGLW\�ZDV�PHDVXUHG�E\�IOXRUHVFHQFH�SRODUL]DWLRQ�����

RI� D� UHSRUWHU� G\H� GLSKHQ\O� KH[DWULHQH�� (UURU� EDUV� UHSUHVHQW� VWDQGDUG� GHYLDWLRQ�����

IURP�WKUHH�ELRORJLFDO�UHSOLFDWHV��WRWDO����WHFKQLFDO�UHSOLFDWHV�������
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