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INTRODUcriON 

Background . 

. ' ·. 

,, The bacte.rial_· ri'bosome 1pos!;esses a. compl~x · structure_, 

coritaini'ng. in E. coLi ·a· ·~otai · of · · fift:Y-t.hr~~-- -~J1i.que. 
• • •• ·.- • • • • •• ' • • • • •• ' • 1 • 

r-pr~teins and .three different rRNAs ~ " The . accumulation of: 
-:" . . ~ . . . . .' . . ,· . . . . : . 

·these rlbosoinai comp~nents exhibit~ bOth . ·a . sttict.· coordi..; . . . ~ 

nation among individual species (l) ( ari~ · ·a collective 

sensitivity to demands of .cellular. growth rate (2) · and 

c.onditions of amino acid ·starvat-ion (3) . . 

Our understanding · of the mechanisms underlying this 
b .'. . . 

regulated eKpression of ribosomal genes, both_r-proteins 

and ·.r!ffiA, has improved con~lderabl; . in recent years (see 

4)_ lar.gely as a result of the ·development an~ us.e of a 
. . 

. variet~ of novel genetic methods. -These methods hav~ 

" dep~nd~d ·to a large c:Iegree upon- the availability· of ribos

omal genes isolated in the form of speciaLised )\ tJ;"ansduc- · 

ing phages • . Th'e · main. advantage afforded·by the use of · 

:thes~ phages has be_en _their freedom from ~he p~oblemA. 

posed to · g'eneti.c . ana:lyses by the .ribosome • s . complexity and 

indispepsability f~~ eeil viabi~ity. 

· The apprbac~es 'taken in .the ·isolati on of these t;ransd'\l

cing ·phages. ·and . the range of context.s : il,l which they· have 

proved·· valuable is d~scussed below :j..n · referen.ce to the 

• • Q 

.. ·. ·. ·. ··'), .. ·-.. . 
. ill 

.. ·r-' ' '";• 

• 
\ 

. ' 

. . .. ·r 
~-
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. I 

study of r-protein genes. ~ 

J I, 

Transducing phages containing ribosomal pro~ein genes 

Isola.tior1 of transducing phages' · 
·. ' 

t); . 

The creat.~_o·l) .of ~ ·transduc±ng ph~ge·s :· ~o0:~a:ining. :a· .pa'Ft-:· 
' : ·. : .; J . •· .. .• ' : ' ' ' ' . . .. J ' ·.· ' ; - ·d' ' • . . • . ·.. • • . " ~ . • ' 

icuiar pact.eria~ T~C?u~~ · occurs : i~ ·mo~t inst.a~ces only. as .· a· .· ·· ·· 
' ._ ' •' ' ' ' . ' ' ' ' ' ' ' •, I • • : • o • > • ,_; : ' • : · • I ' ' ~- • ~ I o ' I j .'; ' • ' • ' ' ' ' \ : o 

:rare .. event, owing··to· .a :requirement·;for. ·two in .themselves · 
. . . . . . ' . . ' . 

. . . '• . 

ra~e .occur~~~ces ': phage i,nteg'ratj,o:rl at a .chromc:;·somal ·site 

close :to the gene of interest, and aberrant · ~x~ision of · 

' the prophage from this site to produce a phage including 
'· . . < ~ 

an appropriate segment of· bacterial DNA. The frequency. of 

.·aberrant excisio~ qf A p~o·phage i .s generally ·of the order 

of 10-4 p~r • .ir1duce_d .. lysogenic .cell · (5) .: The ·frequency of· . · ... - . . 

prophage integration at·-·sit·es · aroui,ld ·the chromosome .. varies 

g;eatly ·fr~~ .site · t~ s'it·~ -·- ·but is. ge~erally. ~e·~~ th~n {<i-·· 
· of t}ie ~r.~q~e~cy .of: ,~ntegratto~ at .th~ ~~imar.y _ ,~ - int.egr~~~ ~ ·:: 

. ion site (atU)' (S ,G·). The combined ratene·~s of these two 

events ·ha~ usuaily demanded. that powe~ful selec~io'n metho-· 
. . ~ . ' . ' . . . 

~s be available to allow. isolation 'of transd~cing phages· 

·containi~g~aiti.cular; loc.i · {5) ·~ 
. . . . . . . . . . . .·. 

The lack of -selectabie ·~utant phen~types. ·' has·. in : most . . ' . : . . . . ' : .~ ~ .. . . : . ; . ' . . . 

instance·s ·precluded th~ . USe 'of di:rect.·. sel~ctiori· . ttt'ethods '.in : . . . . . ' . . . .· .. .- ·.: ·. • ' . . . ....... .· 
th.~ · i .solation of phages 'conta·i~ing ·r-prote~ri · .gefl:es. I'nste-. . ·. .. .. . 

ad;. incii'rect .approa9hes to· sele~tion hav.e had . ho . be ado}?t;.:.. 

. i 
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' 
· ed base:.d upon the. knowledge where available of the positi-

on of the desired locus ~n relation to surroundin~ select-
" 

able chromosomal -markers. The select~on methods employed . -
in tlfeS(;!, indirect approaches. have involve~ tWO overall 

:st~~t~gies . , In .tQe : ·first, . lys~ge~s ~9ri.taining prtiphage · 

· . - :·~~t~g~~ted ·. :·~~ poin~s .. pr9,xi~~1. ~o. the ·. 16·cus . ~f · ipt"~rest . .. 
•. . . . · : . . . . . -· . 

·, • • • . ·' • ~• · ' ' , t • '. f • I o ' •, ' ':• ' • , ' ' , • • ' : ' •: • • , 

/ 

.' : have· ' b.~_en . select~d ; :(7 ·,' .8) :·.·In th.e .~econd, ·,·phag~s · ·co·ntair1ihg :; .... · 

·. · :· .. · - ~ ... · · .. J)~~te·~ia~.-'.::~N~.- · ~:~~~'·:the··· ~·e·~i~e~···· c·h-;~m~s·o~~i ·:.~~-~:~~n .'~a~e·: . 
: · b~en ~el.e~~;{ii?~ ~ ·'mi~~~ ~Y~at"e (?; 9~ti/ nOt~. siiategi-

1 

··, 

. '·es. hZt~~· ~.idv:~ri:~hiy ' :;_n;;i~~ed . u~e ~i:·.' h~~~. strains . dele~ed . ' 

fo~~ .. --.~~t.:(\ . ·~n>wh·~·ch · t 'h'e ~eiati~e ~·r~~uen~y of' 'rare i~~oge-
. ~ ' ~ . . . ' . ' . . - . ·. · . . . : ~. ·'· ,. . . . 

ns is cinhanced approxilnateiy. ·2oo~fold. (s ' .6> • 

I ' 

· ( 

~ · 

~pe app~.t~:at·i;o~ o·f ·these te~h.niques. to -t-he · ~ask of 

isolating. r-protein genes has ·.in general prayed r~markably 
' ' . . . 

·successful. Of . the fif~y-two loci encoding r-prot.eins in. 

E • . coli all but · eleven .(possibly . 'ten) , h·av~ . been ·obtained-
· I . . (~ . ' . . . . . . .. 

' '. · ·. ·i'n ·-the form of . s~~ci.aii~~d· X transductng :~hages. ('i'~ble 1) . 

· , < 

' : . . ~ 

" ·' 

. ·.; 

.... . . 
', .-· 

,.··.:::·. . . 

. . . ' . . 
,. .,. . . . . '!t. . 

bee attributed :Ln· 
_->' ' ' I f l 

··p~rt . a.lso t ·o · the· . clu~ter~d dist,rikn.ition of·---~~ny r~protein_ . 

: The magni-tude of ~ thi~ . suc·ess. must· however 

. . · .. _ .. , 
. \ . •• • • ~ • • '! • . .' ' • . • . • • 0 • ' • ' • 

-g~nes ·~n several · areas of. the chromosome·._. .. Th:J.s cluster.1.ng 
it , ' • .. . .~ ~ . '. _:.1_~~ . . .. . . . - ' ~ _ , .. · . . : . : 

··has allow~d · th~ fortuitous . t'solc:ttion ·of ·~any _· r-pr~tein . . . . .. ' . ~ . . 

. . i .. 

. •. 

. ge·nes within -phages sei'ec_ted ·sp_ecif.ica,lly, . albeit ind.ire.;.. 

·, ctly ~ : 'f-~r ot~~:S , ~·l~:s~lY." l ,i -nked 0 , ' C - ''";~~- • .- '" I.' 
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Table 1. ~ransducing phages containing ribosomal I?rotein· 
cjen·e·s. 

Transducipg .... 
: _pha_ge 

,• . 

~ • • • p ' .• 

Selected· 
. ... ~~r~e·r•· 

•. 

Re-ference: · 

···' . 

' .' 

. . ·· . .. . . 

~ . : 
, ', I•' 

..... : 

·. :. 

· .. ·. 

.. .,. 
., . 

., :. . . 
' · 

• • • 4 • .' 

·· : . . . : 

. . · ·:. 

. ' 

. .! ' · 

.. · . ,·. 

... · .. · ..... · ·.·' 

. ·:i\tyrA 

ArpoD .-·· 

Afusi'· . 

.. · 
. · 

.. 

i2. (rplB) ;. . . a,"i:oE ('p·>·. ::. · 9,. 16 . 
: S4(!E!:) _: L3(rplC),· . · · .. :trkA'.(plti' . · .. ·:- :, . . ·· 
-ss (rpsE . · L4 (rplD) . · · . , ~A(p) · .· ·-· ·· 

· ~7 (rps~) · LS (rpl~) · ·· · · ·•· . . 
.. . · SB((psH 6((j>lF) . L . . ·: · . . , . 

·. . ' S'lO ·rpsi·) .. .' Ll4, rpfN). · . ·~ . .. . . .· . . . .. .. 

. . , ... · ... . . . · .. ' 

.. '· . 

.: . · ... · 

. :·'· :·· ., 

_ .. ... . · . . -. .. 
. . . : ..... -~' ' ; .. . . . .. ~ . ·,, 

. ·~ .. ., · . .. . ·:· 

· ,, . ., ... 
. : .. r; . 

. .···· . _)Hl (rpsK) · :Ll5 " (;:E_!~) ·. '· : . · .. : · ·· . .. 
'· · . ~12 .(rpsL) Ll6 (rplP.) · · .. · ·· ·· · ·.· · . . .. .. ·: ;· · ·.. : :. ;: · J. 
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:·~.:,,~··toward ' e;~.~- ii,sh:L'ri~·- ~~~0-~d~r."a~~-: ~~ou~i~~;- ~f - r~~rote-~ri · ..... · .. • . 
':-,::··_ .... · .. .. • ·.: .. ·:·_·:_ .· ~·- :· . ·;·· •. · .. ~~- -j : :_:~: :~~:. ... . ·· ·.:·. ·· .. · •.. .. . _ .. :. ~ ~\·· ·. · ~- .:. \'} '-; ;-"::··_ ; _ ·_; :·:--~·:_>~- .. ·· ::' ._ ... . 1> .. · .... : i . • ~ •. • \, 

. ·\·. , <J~ne_s .. of_ . :e~c reg.t·on~ .':t'his iu~ · was .)lp~ne.ved· ·by the· :u.se: of ; . . . .,• 

~ ,. ':· ... '.' ·.· :.-:; .. ,·. · · _,._ .<~~~~~~~~~i~:': - ~6 ·~~p;o~~h~·~ ~~ \·ir·s~·· , : . : ·the \,,:ri·~;;·~is: .. qf=. prot~-i~->: ·.;.'·:. :: ·, 
·' ·:· · ~.:.· .. '· - ~ .~ · - ~:: .: , .. :._ ·~: .. - ~ · · .. :· ·.> ·:'. ·. ·. :. :·'_:·: ~~- - ' ... _:\ .. ' .. ·:~ '.';_· .... ,·. -.: ~·:·.:·: :, ... ·-~- ·:· .. __ · ' __ :. ·._-... ~~ ··.: ·:-· 

. 1 • .. " ·.'· '-'· · ' .: • ;_·ns synthesis d .. in ,(]VL irriJ,diated:.' c'ell!r,..- lysogemii;:' and :non.:.. ·, . ·.·. .·· .. . 
.. . . . .. . ·., ~< :· ' .... ::-·. ·:·': ...... ··:·:··· ... .-";'.'\.' ·:::>.:·_ :· .·· .~ :: . :, ·.·- .·,_··,:_\:.: ':, ·: .. ·:' : ... ;·.": .· :· ' .-::> ·.·· .. · . 

. , ·-.,. · :. : · .. . ; ... ·lysogenic::-~· .iJfec~ed with .. ~he .'~~r(mt~~ :phages.·and··t:heir · · · 

·•·· .. ·.·. · · ···· · · ..... . . > < d~~·i~a de'?~~ru;~~ (16, 3~~4~ l . ~ee6~?, ' ~~~ .~~ly~;~ ~t ·, > ·. .· 
. . '· .. · . ..... :·J?r~~:'b3 · s_ynth~sis~d i~ . in · vitro · ceil. ftee . · ~Y-~t·ems . p~irit~d · · . ·. i 

· .. • .. · · · · . : .:.±h ind i vtaui 1 :re~tr t e;u~n ' t r ag111en ~~ P rapared i;~,," eOcii ·. . . · J 
, ... ·. :\. .. · · ·· Ph~ge (45~47) "\. Mo~e r~~~nt1y,_ ~tUdJ:s usi~q .the, s~e · tranc · 
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:.: ·. ·· . · · ··-' .-. . :~ ~qr·~'~.n~- .P~~<J~.~t · qr·-~a;~- .. E~e.~.i~ely .·,s~~.clon:.-~ ·.7o~~~in.i_n~ .. .. I 
'· :.· .. · ~ -: .. ;e~t·fi~t~on· fi::agmerit;..s derfved 'from· them, ·h~ve ·· provide'! a .. ·. /. 
. . :· .··'' ' ' . ·,:,:.··· . ... , .. · :. '' \·' ...... : : ··~ . ?'~ .. · .... , .. '~:;,,., _..,. . ..: · .. ·.··: . ..... :;.~· ' .. -.. ( : 

· · . !-· ~ · JllO+e d~~a~ ~ed 1J:,c~~.re -' ~~-~: .. t~e : ~-eve;,l . of ~~~le()_t.~d,e~ _ seq:u~~~e, . : . . . _, .. . ( · . . : 

·_:_ ~f ::th~ ·:: !~in~ ·· g.:ti~c.tu~e_· ~~. :.~~~ .. :>~~~·~~~.~~~~·~-~n_a~ . ·~~~t-~:: \~;_l~: ; ':;: · _· .. :_·.-.::_ . ~ ..... . 
· . . "?hi~l), : . _r.;.pro,~ein : g~~es o_f . :th~se .. ·r~gion~. · are group~d . -·(~8:-52). · .:. . .-. · .:· 

... ·" ·~·· ·: ·: · <, · ·ri~~se .. i.riv~sJi~~~i~n~ have :· i·~ ~o~bi~at.io.n : ~l·i6~ed .· fo~ ··: ~· ..... ,-
·. ' ... ·_, -~ . . : : .... · ... ·: .l ' : ' . . ' :::_ · .. ·. ' ·.". ' ; ·~ .-·. : ' :.;'_:\ . ·.: -';.; .. :,_. ':.· . : . :' :. :; . 

. . precJ.se def.J.nJ.ta.on . of features · of·. -the· ·or.gan.tsat.ton of both 
·'· :.·;·. : ·:<:·· · .. ,?'.'.. ·.: ·.·=-·.· .. _. .•. :·, ·\ .' .· .. -:~:. · .. ·. ,. ·- ... : .. · .. .. :. ·:,., : ·, .· .. ·. , . · -- - ~ . . . . /. ·. ,, · . ... 

.. , . .-· .... .. , ,,~ . ., .... :;::::pro~e~n . g~n.e,:~lu~.t,~r-~·}~P9rtari:t;. fC?l;' th~ir ··regulad~~:l 
j ' ' ' > • ~ ' ' ' • I o • • ' • [ o ~ : • • : ' ' •' ' I ' , > o · , ' to' ' :' : ' I ', o • f ' 

;::· · .~ ... · .... ' ... ·· .. :;·:. :.~:.:_~:···~*:4'i~.6~~6~·~;~-~:~· - :J·.·· .:. -· . :·. :,-,. , . . ·' -_., ... _ '.!· • .. _ ~ _·; : .... _~_. · •. . -;:: · :~ • _.:: ~->-:: ·.: 
. . ·. - - ~. ~; . . . • . ' . ? ••• - . ~ . ' . •.. • • . - ; . - - . .-', ! • • • • 

.. . · .. ' ,/ ' ;:.: '' . . ·: .... .. ' . - · ~~-: .. ·,.,:: ·-:·\ · . . ' ··::._ ' ,, ·. · .··. . ' . . .· .. 
. , . ., - : -: ..... '_ .. : ., . . .'. . .. . ' . . . ··- .-.. ' -. 

·- _, .... : . .-· . .-·> . ___ . . .· ... . ·_:·::_ .. .. ~.> · .~r:· ... . ·_ .. ,_ ... . ·:: .··· .. ·: .. 
• , ~- ' • , • • ;:: ,. • ' , • ;.- • • ' . ; ,.,r . . . ' , :, ·• ,• . ' . :.:. •• 

I ":. : ,I '•,'' : ( .~. , ,.'•, ;, •- ,\ ' ,< ~- ~"'":. ~·· · ,•:<• ,", ' ·.:-: ',, 
, , r ~ ;" ' , '· , , 0 : 0 ' , ! , : • ' : • ,,· 1 • : :• ;_, 1 ' , ' • ; ; "t . ·'.~ ~. •', : 1 .:...... l , ' , • ~ 
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Studies of the regulation of riboso~al ·protein gerie . 

expres'Sion 

~ 

_;: ;· ·.·~e -~egul~t~ry · mechan~sm~ ens~ring.- ~h~ · cc;)ti:r~·i~~tion ··o£ ·. ' ' · · : .... 

. ,'. .. . · . . :synth~s is' of :i~di ~i:~u~i . :~~p:r6£~~-~~ - --~~d : c~li~cti:v~.··. :~e~·~·i·ti'~":· ... · · · ·· .,. ... ... _ · . 
·· ~ · · ~-t' ' ·~ ···\ .. • .. · . ~ . .' ···>·_ :;. ·:,·· · ~ · ·, .': .·· · .~ :~ -;, · · ~·- ·,; , ? ~·. :• ... -~ .-/.:: - · .. ~: .. n.~ . < . -: .:·· ... ·.· - <~·'·: · ~. ~ ·_,. ·.'· .~ ... ; i ~ ' 

.. . - : :~. .·: . Vity .o~ ·- .t'tiese synthe~H:i·s .' to COnditions· o:f : cell< grow~h ' · have · ~ · :· .. -•. . : .. :- ··.: ;:...- .. -. 
-·:. • . .. · .~ ........ . _ . .. .. ... .. · .. ·:·· " .~:~·.:. . .. :· · . ·· . .-: -~-~··- . -~· -· ... · . ' ,· .. , . . ,-_; ,· . . _ · : ~ . ..... t ·· . ..... _ .. ·· . 

_;· .. '·, .. ._.: : : .. ... · ·-·~: · ~ .. ~~~? ~.~~~ -~$u.~j::c(~:f ,- ip~~:~~~- - : :f~;?:a.r~~:.· ~_:t.~:~7s_~ .f~-~ -~ -~~.b,~~ :· . .-:·::;··_. ·'·;:_:::·.~:_>·~ . 
· .. · -\ ... . :· .• :· .. ·.·: .. .. : .. · .:. : .9£·_._-_Y~·~r~ : ··. (see :4> ~ :._~p:e9~a-~is~d -~ .·.~ra::sdut?~-~~-.': P,t}~:e.s ... · c?n~~~~~:- ~ - :··:· ;_:··>·::· ... _. ~ l.-' :_.:; 

·.: .. .-':::-- · .. . · ; . -·. :· --·:_: > 'nj:n~i>:r-p·~-~~-~in' -~ene's_ hav~ . se'rved -in "·a ·-~~r.iety· of: . caP.a9.~ti~. ::..· ._: .-·~:· .:.- ._· :· ' ( .. 
... , ( .. _._;·_~. : --~.. -··. · :, ... ... -~.- ~· ... -: ... -. ~ ·.·· · · :· .. ·· ... . ·. ·- · .. : .. · . .. :- ~- .-_ .. 1; .. ,·. ~ : ··. . 

. · ......... · ... -:e· s·.- .~ ·n · th. e 's·e: .,s· t 'u.dJ.···e .. s·· .. · ' .' · ·· · · · · ·_.-./~ ... ·. .··: .··. · ·:_:·::>.: · ' · __ :_' .·.· ...... .. ... . , . . . :· . . -~- .. , .. . ' . ' ' . . : . . -· . . ' . : .- ' .·.~ · · . , ., .. 
~- : · . . ·-· .. · -~ .': · .. )··· .. ~ • ' . . 

' .... . ... . . - ~- ·· ' .· .. . · .. ... . :', .. -. . ~. ' -· . --....- •' ·, . . _·:: .: ' . ~ .' ... ' 

' : : · :i'h~- an~ly~i~ !=>f 'mecha~ismS: ' :iu:ld,~rlying coor~ination of .·-; ... ,. . \.• ·.. -~ ·-: : .. 
• '• ' • • • • • • ', • • •• {'0 ' · , • • ·. ' · · -- : • 

,. -: · · . expres~ioii has · i-n'voJ..V':ed<tw~ ·pr .. indip.ai ·.approa·ciie·s.:.·rn··:the··,::'.--: . . : ·_· 1 ... 

. ·.f-~rst··, · · · e~pioyin~· . --t-ra~-~~~-~ing·_ ·· P~~-ges: ~nd · ·ih,~~r-·:·-~~i~v~~±v~~- - -· · . :· .. ~-:,-_ .·.l', .- ,. 
• • • • • • < .. • • • • • • • • • • • • • ; • ••• • •• !-: .. 

. .bo.th .in th~ . const'J::u'ction of> mero'diplb'id's.-_ and ·. i~ .':the . _rol~ ' ... .. . ,~: . . : . r : 
o·i:.>m~A ; ~y~·r~di~ation _: prob~~-~ -· -~h~, inf,f~~~ce ._:·o-f : .. ~-~-n~ ,'-~~PY .. ·" , .. : .. :.:. _:_ 

• . . ; ' . ' - .. -.. ' . ' : :' . . : .... ::::-:_ .. : .:- -_:: .·· ·. ·. : .... • .. _ .. ·. 
:. - ~4mb~~- ~ii th~· ·_express.i6~. of" spec~fi'ci r..;protein :genes·. "at . :' .· ··.. . . ' ." 

# .. . ; ••• -·· •• • · ·- ~ • ••• \' _- · .··: · • • : ~- • •• • • -~ .. ~~~-- ~·- . • •••• ·- : 

· . . t-iaris.cr.i,p_t~onal ari~ post.:...trahsciriptional · le.vel~ has · been- . · .. ·, ·, ·· . .'~.:· ~·: · ·:·. · 
;_ ' . ...... ··: . : - . • • .--•• ::, •• • · _· .· : ·.~. ·-.·.: .• : · · : •.• . _ . .. . __ ·- • .'~ ... .. : _. . . ... _,_·- , .: - . • - - • • ~- · ;_ :-· · •• _ - -: - _. · :.·· ~· .-' J ~ _ ·: _ ··. : ·_ • • • .: .' '· . · • • .'. .· ·:···.· : "' . ~·- . • - · · 

-;-.. ·.· _.·: . ' :analysecf iiv viv.o . (53~56).. -l:Q'_:·_the. secoi?-il',·, 'uslng t.ran~dpcinq. . . . ·.-·-: .• '. 

.. . -~· - ·: {~·; -P~:~e .. ·o~A~ --.~~~-- ~~P.l~_t;~ ... fo~ :i;·~n~·~,r~p~io~:. :·:a~~ -~~-~~si·~~~ri~ ·_, --::: ·_· .. .. / : .. :- ~ · 
.·,· _. ,.· ;· .. ~· in - ~~~-~·h ,~- -~~e· ~:f~~~~-,- o£.·~- ~~diJid~al -- _r-:-~f~l't~L~r>-:~~:~n .;·e~;~;~s~ · <.·-: :·. ·-· .. ··.·· ~-.. :· . 

. . . : .. . . : .. · .. · :.· : ·· .. ~ . · . -.. . ' ~ .. . · .'· . . ... )', ·. ._'"·. ·. ·.· . .. :·_ . . : :/ . . . ::·;.: -~~ -- ·: ·.· .· ... . . . .. · . . : ......... . ·. •. .. . . ~ .. ·· · ~. .. . . 
·. . · .->sJ.on .of ·specJ.f.J._c · r":'proteJ.n. op~rons has been · examined - -~~s~ :~. ·.;.-_·~·:· :·_:.·:-:..-:.·.::·: . _. ·. 

· • · :,\i? Th~ .;~~I~~\~~~ of t~;~e /a.~f1ro~~h~s ·h~s ; ~~ ~~9"e~~!.- ·• · .. ·. : . · ···... . . .: . 
,· . .''·:· . : :: ._ .... - ~g. t:h~ .. :·~xi_shence ' o'f' -. ~n -~ss'e~Qly-~o'Ijd;i.:tio·n~d. -~-~e4b~ck .. ··reg~·.;._·._ :,_- -: .. ·. ' . ' '· \ ' . 

: : . : . '. : · · ... · ... · . .. , . ~~t~'l' ,.:~h~ni sm .~ (W~ rll~11g :~\,~ ~~~t~~~ •. ~<i 6~: . i~Pr~~o~i n~ C · ·· · : , . : "' 
. ·· _-.. ···-: :· · · ·. -· . . : .. · · · (·~eY.i:ewed · i .n · . 62>.' ~ : .. sign'i.fic~ntiy ' , enha~c-ed··· ·our .. und~rsta~di-ng ·:::. : .. : .. :_. . - ··.:-. .-· , -

.. · .· . .- .---:. ·:.·:· ' ·· .. df-'.·tll~ · ~e:~-~~·· , by ;:··-~h~~h : -~6~-;aiO:~-~ed:. ·~~-c~n\~i~-f;~-~~~-.;.;~.f .; ·iih~~~~~:· .: ... : -:~)·:·._ :-~·- :. ;' ,·/.:: .. 
.... • ·::: ... . : •.. ; . • .· . • ~ •• ' J . • • • • ' •• • :· · ·. • • • • • · .• :. \ '-t: . .' ::''; .. ·: · . '.: ·.·. ·· .. ··. : : . . ·:..-- . . 

:. ' .-'· . -'.:-. ·, .· . • , . . · . . . . . , . . • ·. ·. t.··. -~ ~' .. ·.· · ... · . . . ·.. ..-: . . .. :- ; .· .. :·:. · . .. ·· . .. 
' ' ' • ' ' '; ' ... ' ' ' • ~ •o ' '• I 0 ' • , .. "' ",I • , ' 0 o • ,. ' •' I 

· · :·· . ·••·· .... :· ~ ~ . • • . · -·· • . , . ·· . ~.• . • .·. '.·• : ·:-.,- :·· - ~ :-_-··:. ,: · :::· •. :· · ~ ";\,:;_.: . ;·,-: .. t r " 

' ,•' ,• ·:' • • o ' ' • ' , ' ' , '~ .. • • ' : ' • .- ~ • ',' I ,· • ' '• . •' ' .,. ' ' t' • ' ' ' ' ' ' ' . J-: 
' • • , r• , • • : ·:-, : ':· ' !., • ". • ,; ' , · , ' .": ' , •, , ' : • •, . •, ' , .._ ,' : , . :. '. ' H 

' I ': : ~ . • ' ' .": . •, • ~' ', •' .:.',· : -~ .; ' ' . :.'_'. ' • • • . ' ' •,.'· ' . • ' ~·' 
' . ', . .. . ' ':•/-' ·, ':.. • :, J • •• ' • ' · ' ';' •• ,·~ ' •• •' •'.~ · ::. ; • :,. · , ...... I, , •, ' , 1) ·.' ,_ ' · ' •' :•' ••• ·r .'• 

. ' :-· . . . ' . , . . .· . . ' . . . . ::. .. . :. · .. .. ~. -~ .. .. : -: ... " - ~· ~ ... . . ' : . . ·. .· ._.·: .: . 
· .. ~ .. ~-.;.:_ ... ·· -_ . . !._, ::_-........ ·. ~ .. ···,', _. ... . . .- _ .. : ·:/· .- _.: .. .. · ,·.·.:·: .. -_:: .... · .:-.-... •· .. ·: · .·:· .. ' _; -· .. ·: ·.- : . . ··. ··.-. :,_.. . .. 

• ' • • ' ·.: ••• ' .. • • ' • 1 • • • • •• :· • • ; .. • • • • ' • • • • J ·~· . • • ( • ~ • • • • ' : . ••• •• _: . ·' :·_.·.:. ·, ~- - . ••• :_ ' .· . •• :.. . • • ' · ' • .•' •• . ... ·. ':- .:. ·.-... ·< . . . ' . · .. • ., .. • . . _. ; ~ . . . . . . .... ·. , .. ~ 
•• '''."·.' : ._': · , .·~· . .' , • • •, ~ ··' ''•'.' , .,.,, :•·"' ..... , ' - · ·r • ' " • , ' ' • • • - •.t, .. •. :~ •. .:·.,· -•,, " · .• , • •; ,-' ', '.' '·. :~ ··~:-\, ::. ,· .~ > •.,.· ... t ,'': .:......... 
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~t · ~6rnp~~e.~·~s .. ~ight be a6compiished •. : .. ··. . . 
. • • ...~.. ~. . ~ .•• :. 1' : -: •• ' -·~ :· . • . .... ~. • 

. ~h~' analy·s.i$ of ' m~ch;inisms · u~der'i:Ying: · the :.~ffec.ts·_ . of , 
. . ·_ . . ' . · .. · .. : . . ·... . . .-·· ~- .·.· ·-.·. ·· .. ··-~ ~ _:. . : , .. ·· .. ... ·: ·. ·. .:· > . ,. -~· .... ~ ·. ~ -.· ,_~ . :: ··: ; • 

-grow.th .rate ,and amJ.no ac1.d starvat1.9n upon r-prote.1n gene 

.ex~res~'i~~~ - wh~ch:.".~~·~· .. i~~~i~·~ci' a~ va~i~~~: _:of-·-:·~-~~:~~~6h~·s·:/·: 
,., . . - .. . ' . . . . . ... : - ·· . '. ; . . . '. . . : 

~ · · · · · haS ";ilso·: .. re~l.-ea: he~v.iJ.~ -'u~;~·~ .th~?u·~.e · o~: :t~.an~duc·~ri~ . -~~~~¢~ ~ : < -_. .. · ·. : 
..... . · .. , . . -~= .• .· : :' . . ~· · .... '· : .. · . . .. _: · . . ' .. , .. : .. :. .. ._ ... .. ;:;, . ~:·:·_ -~ . .... ·' ~ - -~~-- . . :- ':'· - : ·~·; . ;. ·: ··... ···: ·· . ... ' .. 

·. < ·_.,-.,.-. __ 0 

~s ~~~ hyh~id~.s~tion:. P.~qbes (6_~-66.)'..~·.: ~na ·.;,a,s- templa~~·s · . fo.r.-.: :. - ~ : ·.:: .. } :··_:.-. 

· · ·:_ ... · .. . ··; ... : ·:·-,.;. ~:i~n·~d~1~ti-cm :_. ~ri~·. t~~~~lati~·~: in:-~,i~~o··;·:c.G7·-6~l ·~ .... ·. ··<· . ·~. · '·:'_':.'· : :.'::···. · :··. ·. ·.·.·. 
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Relevanti characteris.tics of bacterial and phage 
strains. 

Relevant genotype and 
· · characteristics · 

8159 :1ysogenised with ).papc;t 
.. (8.4) . 

suPF; tonA; · ~erini~:s·i ve f'or S7 · . 
mu:tahts (S) · · · .· _ · · 

' \; ~ 

~Wl315 lysogenised with both 
i\ci857xis6S7nin5bS15.b519 and 

· its ded.vative, t.aroA1338., ·. a 
'· defec'tive trani?.duCiilg pha;ge · 

complementing'the aroJr muta
ti·on. 

Source 

J. Friesen 

J. Friesen 

·R. Weisberg 

R. Weisberg 

c 

R. Weisberg 

C600 ·,:;. F - (85) 
··;·· . , ·--~ ' ' ~· Bachmanp ., ,.. 
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/r., \ 
' '-· 

0.3 ml aliquots of this mixture were added each to 3 ml 

TB 0.3% agar and immediately poured in overlay onto fresh 

TB 1.5% agar ·plat~s. The plated mixtures of phage and 

host were .incubated at 37°C for 5-6 hr to confluent lysis, 

harvested arid treated with 1% chloroform over 15 min a't 

··4°C to contplete the releas~ of phages. Crude lysates of 

~ helper were t~en cl~ared of . agar and cell debris by' 

cEm·t·~i~uga.~i.on ·.firstly at · 6 ,·sa·o· ·rp~/S . mi~/4°.C .t .hen at 

10 ,·ooa· ~;~/20 ·· .. ~ini4.0c ·' (s~r~~l~~ SS34·) •· . 
• • • t • 

~. ' . -

·P~rif.ied · ~ helpe·r was prepared.· f .rom pr~de .:ly.sates by a 
, . . , . I . · ., .. 

colnbination ·¢f differential · and Cscl density gradient . 

centrifugation. Phage·s were pelleted by cen.trifugation at 

15,000 rpm/4 - hr/4 11 C (Beckman; Type 30), and the pellets 

'shaken dry then overlayed with small," volumes of TM buffer. 

After gently mixing for 18-24 hr at 4 °C, the resuspended 

material ~as pooled in . 2 ml total volume and cleared of 
•. 

·aggregates by c~ntrifugation at 6·, soo rpm/5 t:nin/4° c. 

(Sorv~ll; S~·34) • The super~atant was. adj':J..S·ted with . ~atura-

. 
\ 

' 

.·· 
.·, 

. .. ' . 

ted· cscl soluti~n·p = l. '52' ·g/ml and spun to' equiiibri.~m ~t \ . 
. . : ·~I 

40,000 rpm/20 hr/4.0 'C ('Beckman; SWSO.l). A ban~ representi-· ' 

. ng ·~urified A. helper phage. was then . co~lected · by ,l~te·ral 

puncture in 1 rnl and dialysed twice ag.ainst 200 vo'tumes of 

TM buffer. 

The pha~e concentration in .. purified_. ·p_reparations produ

. ced from 2~ pl~tes. of . confluent lysate wer~ usually of the 

order of 3'. 5 . X IO u plaque formin,g urii ts/rnr' . 

• J 

... . , .... ·· : .. .... , J .. .- .. · . .. ' :• 
. . · ; . . · . 

.. 

·: 
·--· . ..:...t .• 
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AaroA transducing phage 

Crude lysates of the ' defective transducing phage AaroA 

were prepared by thermal induction of the lysogen RW1338. 

Str~in.RW133S was grown for this purpose in M9G medium, an 

M9 mini.mai salts ·~edium laC:king. arom~tic. amino acids but 

containing per litre;_ ~ 9 N~,_HPO-+. , 3 g' KH;,_ro..,, 5 .9 NaCl,··. 

1 cJ NH4Cl~ o.2s_ g: Mg~o~._7H~o, o.o~ g cacl1.2H_;a.~ · supplemen· .... _ 

. ted- ~it~---t:hia.ml~e ·- ~if,~/m~j· -~_nci: . 5ilu.co~e · ·/o.~. 4 _%), iri-o~d-er,_ :: ~~ . .'- ·.·· · 

t~ .selec.t . ~g~:i.~s·t :th~ .lo·s~· -of. ~hi's .·· ti:ari~~u~·itlg.-' pha~;~·.'r~~o-· :·.· ..... · .. 
'·,, . 

. . . ·. \l .. · .. .... ' ·· . ' .. . . . . ·: .·. ·. - . . .. . . . ..... 
. r 'ted j:o':oc·cur·· urtd~r 'i.;~_s : ex~cting : riut'rftipnal ~ondit.ipns ·. . .. : . - .: 

·{~·~ -w~·is·b~r~> pe{son~i ··c~nuimr:icafi~~;·, . : ·_ .. ·~ . .. · .· · .. -: . . . . .. 
. . . . . ' . .. . 

Cultures (SOO ml) g_ro~ in M9G med'imn at · 30°C to . 
•, . 

. ' . , 
' A.~00= · o. so,· were heat~d· r~pidly. to . 42°.C fo~ 15 min then · 

· cooled anci incubate·d.· at>37°C ' fc;)r '4 hr. ·<:rude lysates_: ... of ·· 
· .. • 

· the lysis ·. def~ctive )..aroA were ·obta~ned f_rom .concentra~ed 
. . . . ~ 

cell suspensions prepared ·at the end of · t~~s ±ncUbat~?n by 
' ' ' • ' • ' • I 

·'pel:I.eting "a~ .s, .ooQ rpm/?0 rniJ?-/4~C ('Sorvc:lll; ·'GS?\)'«_and : 

· :re_s\tspending, in TM , bu.ff~r (20 inl). Ly~is pf th~se c~lls · 
. . ,: . . . 

was ·accomplished· by the addition of . chloroform (~% .·) .· and:: 
' ' I ' o' ' 

p_eriodic agi fation over 30. min· a~ . '4 ~<::-~ · arid:· resul,·~ng ; p~q,ge: ' . .: 
, \. . . . 

prepar::atic;;ns 'were cleared ' -0~. dell deb;is, and chiordform. by : 
. . • ' ' , f, . · . 

ce~tr:i,f\l<Jation at 8,~00 rpm/~0--30 · min/4°_C . . (So~all; c;;s~,>. 

.P\l~ffl.ed pre~ara~·ions .of . ph.age ·Aaro·A ~ere: . p~od~c~d .:by 
, . . . · . .. ~ . ' '·· · 

. . . . ' . . 

· :differerttial 'then cscl .densi:ty. gradient · centi:.if~glition· ()£ · . 

. cr~de- lysa~~:· ~a~~r~a.1 ~s.- wi~~ ·-~- h~~~er. · . I~ . e~-~ri J~-~t~nce 
. . . . ., . . ·. . . . '.-~, \ . ' ·. ; ; . . . . . . ·. . . . . . . . ' . .. ::. . . 

this pr.oced~r:e y{~lded' _a si~gle. Ci3C:l · phage band_ .. c.drrespon-

- ·· 

. ' ' . . . 

·. . . 
,·' 

' _: . - . . 
'·.·- ·· . , .. .. · . 

. • . 
, .. _' 

:·· .. -.· ...... . .. . .... . - . - ·--.-.. . . 
," '. ' ' , :• • , , • ~ • , ' I . .... . '· - ~ 

.. . · '- . ·-:l ··· ·, -._ .. 

. ,· 

/ ' ' .. 

:,: . 

' .. : . ' 
'! , . " 

. . ' 
... ···.· 

. _:. ·. 

,• . ~ ' . 

' . 
. _.: .' . . · . . .. . .. . : . ~ ... 
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ding to the defect.ive ·transducing phage, as anticipated ' ,..I , • ' . 

from the reported ~oor ~ffici~ncy _ of inductio~ of 'A help~r 
from this strain (R. Weisberg, ,Personal COJ:ri!RUnication) . 

Concentrations of phages In pure suspen:;;ions p~epared in 

this way we,re gener.:_ally of the orde'r of 1.0 ~~ phages/ml, as . 
. . 

.. judged by ·qompar..i,son of · th,e i~ensi ~ies of bands: in cscl 
. . ,. ' . } . . . 

·. o£ the trans~l,lcing . ~u\d a-: titrat~ble phage . . 
. . ' :' . ·.,.f· . ' . . ' . ·_ . . ' . . 

·· .·.: . 
. ·. ,• . 

. : · . . uyi. · i~radi.~t,_i~ri:· : ~-~a : f~fectip~ o~ :~a~-~~ri·a· 

.37°c· in M9M 'medium ·. (30 ml): . M9 minimal salts ·m~dium suppl

. . ernented wi:th tliiam~ne ( 1 .}':-9'/rnl) and .~alto.s~ (0 •. 4%) , in 

-~ual label experime~~s 'wit}), the ad~ition o'l.- (.c.?·, . .-_ •+c) 

-lysine (338 mCi/ltllnol) at an early · s..tage to prelabel. 
: . - . . -

4 . - • - . . • ' -~ • • . . 

exponent.i;al phas·e.,· at ·]1.6CX> ~ · 0. 40, .cul1;:u,~es 

. .. 

our.ing the in±d 

of -each ·. strain we_:i:e . chili~·d . arid ' th_e .'c~lls· ·co'ncent;~fed by' . ... 

pelleting .10·,000 · rpm/10 min/4C?c .'and·: ~esuspe~d·i~g at .· . . 
' . . . ' . '•. . . . . ., . .. . 

Ac.co= :t.o ·in M9M medi'imt.-·~ont~_ining -~o· liiM. MgSO~. : A ~o·iUn!e ·,· 
. ' . . . . .. -· . . . . 

of ea~~ ~ell · su.s.pen.sion (4 ml) ·was ·then· tra_ns_ferred for 

· ·i:rra?i~tion into a . 9i~ss J?.etri . ·ni's:h·,_ ·~nd. e;xposed even·l-y · .t9. 
' . . . ·... . ' ' 

:· 

UV. light ·. (Ul tr~v.iol~t: ·Pr'oducts Inc~·. : : UVS54) 'to---a c;io·sag~ -' bf 
. ' ·... ' ' :· .'' ' . ' . .: . : . . :,_ ~ . . . ' ·. . - ' . ~ . ". ·. '. -
. , · s~OQ · J/Il\.2.: I~ed~<t'tedy ther~after. s~~pl_es·:. ( 3.00 f.l) : of the 

.· . -~~~adi~t.~d · c:uit~r~:~ ·.wer~ -~e~qv~.d- ~~·r: :·~ri~~~~-~ion· at · 37°c . 

.. for :15 - ~.i,n, · with the·:~·imultaneou.s · ad~f:tt·i~~ - of T~i ~ b~ffer t~)-' 
' ' - ~ ' . . ' 

.. 
. ' . . . ... 

' ' . -· 
.. . 

. '. ~ . 
~ .... t 12 • • 

~ :· . 
'. 0 • • • 

' .· -· · ... , . ' • .. · 

- , 

. . , · 
· . . .. · 

. ·. ·...: 
; 

, · · ... • • c . -, , • .. 
. . :-: .. ... ~ ~: .. . : . . .,. .·: . ..: -... :--.-· -· :.' ..... :.·_ ._· .. , ~ -~ - :· · . . 1. ·' •,' , . , t . · ·. · ' 

' , - ' • •• o ' • • ' I <,' ' ' ·,_. ., , . , , ' I 
. . ; ·.-

· : ,...;_.:..-...,. ,· 
.. ·; ·: ·.' 

.. . •h · ' · :· · . • - . ' ·:-. 

. . . .. , ... 

. . . • ' • ·. ' • 
\ :·'. ,· . . ··· ' . , ... ·' ' • .,, ', . .. ·· . 
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• .. - . 
'• ' .. 

• • h • • 

the unin;fected samples, or of. purified ).. helper or t:x:;ansd

ucing phage at a multiplicity of_ in.feci_ti·on ·s_-10 · CH> .fl)-l to . 

those intend'ed for infebtio~. At ·the end of this preadsor-· 
·. ·' · . . . 

ption period._ all .cultures ~ere diiuted 5';;-f-o--ld _with P.-:z::e 

war~e-d· M9~ · med,i.~ (-:1-. i --~ll co~t~-i:rii~g either L~· (16 __ S) ._.·~~t~~-. ·;. --~.# .-_. •, . . ·.·.. . . - . . . ! 

.• 

. -.. 
.... · ... 
. . 

., ' . . 

I 
I 

-- ' .. _··':: . .. 

ic;>~i~e -."{1.013._ 9 Cl/mmo~) ," ' ~r ._.-ih du~l;· i~.pei: exper-i~e_nts_.··:~ ,·. _. _ 
• • • , '~ •• • • ' :' '• , . t :' • •, I • • " ,· • ' • ' '" • ' ' ' • ,' ; · , f - I •:•: I •' '': .: -: , ~ , • r • •' ' :' 

· · .J:i;.,.~(4:;5--~H(N)') . .. lysine ·:(78 •. 1 Gi/mmo._l)·, ' and , the· incubation at.··.·-.·.·. 
. .· . -.. ' .· . ' · .. :: ~ .. : : ·.·. . ~ . . . -. . .· ·. :: . . . •, . ':'····, , : . ~- . : '. ... . . ~ · 

-.. : ' : 37°c: con:tinti~d 'for ·30 miij ·'tci .puise ·.i'abe"i' ..... 'i:ncorp~)ration . of _: : . . ;·:· 
' ' , :··. .., ' ' , ':• • ,' • I '._,.,• •. .• - ; 1: . ,' • • .: • ', ' ' ,.. ,.• " ' :'. ,.'., • .-··.~ ' ::'• '\ . . ·, •. , .· ', ' • .. " ' • . ' .. ,'·~: 

. ' . :· ;I . . '· -" . ... . ·. . . . : . . . . . . . . . . . _.·- . . . . . . . (. . : . . . ·. • . ' _. ·- ·• .. . . . • : ·. ·.. .·- . · .•. ~ • . . . .. . . . . . . . ·- ' . 
. . _ lab~l owas "then term~nated .-b:V," ' chi-11~ng· )::a_p:tdly,~._.. follpwed_ . : .. - .· ... . :~ .. . ' :· ·:·; . 

: ... · :.· . · .... . ' h~d~~~eiby ~h~ ~ddit;i~~. o;a : l~P~~bi1 ~xH•: ~{~~~:i <: L ·:;: f . 
. ,, . ·· ·: .. =- . · approEriate: non_ radioa·ctive · amiho ·acid plu·s· l'o ·.m.~ ·sodi\:im:" , ._ . .- . , , ... 

- .. .. 

•: . . 

·' . ~ 
'· . ,; 

·-:. 

.· 
'. :, 

• ~1 ·-·. 
' ' . 
·' . 

• • 1·'· . 

·. -· · ·· .. . 
. ·.-:' .·. :.. 

•. 

.. · .. 

' .... · .. 

-
' ·. 

.. . '\ ... 

, ~ . , 

. ·.' 

. . . · ... · ~: .·.· .:: .. . --., .·: .. : .. ·. : · .. . ·· · -: ~·:> ·. ~~ : : ' -:. ': ... , '. --: .. • ~ · :- ·_'.i,:· · :~.· :· · · .• 

·. ·a:z_~_de . i~ ~ .: s~~ll:·~~~e:: ri~s-:'~)- ._ .... _·: :,. . . ---:_:-.:\· .. -- .. ~.- - . . .;: 
· Sam~les .. (_250-·).U:-) taken . ~-t;. this . st~g~ .for · so,s. po~y.~·c~yl:- ·. · 

·. ·. amide. ge:i-• ~l'ect;roph~r~sis . \o~er~ ·--qu~c-~-ly -~eacted. ~:l;th ·c~ii'l- . 
: -~d- _10~ . ~r·~·c_hlor_~_ac·~-~-i~ ~acid' (2'50 .-~-) -. ov~~:' ··~·:.'-~~-- a't : _Q'~~-~ - ~h~ .: .- . . 

-· re-sultant: pr~~ipi.t!!'te!;' ~e~e - pell-e;ted'·at 12·,--~--00 ~~5- -~in/4·c· , ' .. _. : : ·. 
': .. '. . .. .. ~· _.:_ . . .: '• . . ·' - . . . . ' . . ' . . . "· . ' . :. . . . . .· : : 

. -· ' wa:shed with ice,..:C!old ·. acetone' '(-1 .lni) ,- then ·s.oiubilised. in ' . :, :: .. 
. . ". . . . . ' ' .. : . ' . . . . ·: . . . . . . ~ : ~ .. . ~ . . . . ~ . . . . . . ·_ :,- . ; . . ·. . . . ·.. . ·~ . . . . . . 

· :: . sns~sanip~e····buffer··- ~ro·o _rl)- >~y ~~ati:ng - to 10a~c._ ~qr 4-~_rniri · •.. · :· .. ·': .. · _._. .. 

Th~s · ~~~~rial ,-~-~s '--~·tbf.ed. ~t.- ..::2:o~·¢t· until- : req~i.;~d ·: for --~:nal- · ·;·· · .- · ·_ . 
p ·.. . ~ . ' • • • • • • •I' 

' . . ys·is .. · . . , • 
. . . 

• .. 

.. . . ...... 

r,, , ,• 

'. ; 

-· . .. . 

•' . ' 

·.• . .. 
·,. 

: ,. -.,~ ·· 
·. .. . . 

' ·. ·. 

. ·· . . . . ! '. -. · . 

. . . . ·.: ·. . ~ 
. . . :.· 
·' I · , ' .. ' • .. :• .· .. 

·.- · . Determin~tion·· q£. radiba~ti;;i.t~-- i.~c~rporat-~d .. in'tc) . P7_o_t'e-~n ' 
• : \ , I • ' : • ' ' • ~~ • : ' . • • ~~ : • • • : ' ' • • o ' 

.· .. 
. . ,' 

. . . .· : . : . ·. ·: 
-.:· .. ' . . •· • ·- .· .. · .. . ' . • • : . tr .'·.· 

. ·,... . . . . · . . : ' · .. 
M·ea-sur~eilt~. 9£. total .i-ncorp~~a~·~ori .~t .. \a'ciioac'ti;.:,ity · i_~to :. _ ··· ·. -· · ~:- ~ -

··pro~e.in -~~~e· m~~e·: ~~in9 : '~· ;~on~-en~i~j~~r:-i{~'t:~~·· .d·i~~ .. - ~~-th~d .. . ::. ~-; _. . .- · _.:._-_- ·· ' .. -~ 

·, .• ·--:-~ . . : ~: ' ·. '. :_' ·. ·:· ·.·.-.· · ... -._ · ·~ ·· ~ .. . ·-· . .' .. · · ... . · .... . . .. . ..... ~ - -·_;· _:·.. . t:.- ··· . 
.-. aci~~ted .fro~ . _th~t . d~veloped-· by M<;lns t · N:ovel~j: ·:· (86_) .. . _ , : _ ~ - .. . '--- . 
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. . .: .. ,:._ . . ... .... . ·, :._ . .-: .. · ·-.· · 

.• • :' . · ! . •. • •• •• . . ; .• . " .. . . ; . . :i .... ,... -... ~.-..... - _,.. . _ .. _·:_.:.: . j ... . .. ... ..... . ~....~ .• -. ~ • •• • ... ·' ...... ~ ... • 
·~·· •, ' 'I • ',_ •• , ' ;• , ;" 

~ .. - . 

' "' , I 

; ·: · ~·: 

' ,:' ,• : ~ • ,' • I ' ,:, 

: .. ·: '· ~ . . ·: ' .... :·. 
........ ·-..: 

. -' . •' . . • . . · .. · , ... . ·. ·-·. 

; . . 

. . _···· ·:, .- .. · ... : . .. .-· .·. ,· •.· :. :.. . 
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19 ... 
Saxnpie:s ( ·~O j.U) were removed,_ d~ied . onto· filter .discs 

. ' 

(w.hat,xnan · 934AH), and ~he disc~.: then ·wash~d twi~e. for 60. 

min ' at' occ . in ·:10% trichldr~acetic . acid :. c~mtainin~ .a . l'ooo- .. . . . . . . .. / . . 
· · . . • • , . ,' ' • •. I; .' . • ' 

:·, fold .excess. <;>f the . app~opriat·e non r '?t.dioact:ive arnin.o acid . . 

e.... : · ... Eaq~'·d~,~~ -~a~. ~in~ed . wi-th thr.ee~· ~~~ri~e·s . o~f - .5% .·t~{c~·ioro~~-. 

·, 
• 

' 
-.·,. -~ . . · . . · ~t~~ ·- ac·~~,· f.i~~~-- -~~ -. ·0°.c . -~o~ .s ·~i~~ ·.th~~ ~~~<100~~ f.bi .. :3o: ~-.. · · :. ··· .·.··· · ... ·. . · · .:-. .-~.: ·.: ... : .. - ~~~·--.~=~: -~i-~~·ii~·: ~g~~n ~t ·Q~~~--'f~r ·s· m2~'. ·Af~~; · ~-~~~ihg·_i6·~· .. ,.·_ .·: · ... ., : . 
::,_) > ." .. : ·. :: .... -~ -~ . :'_: .- ·:·· -~~30 ~iri . a~. - ~·i·~~c ; _·i~=:· t~6~· _:c~~~~es .... 6£· ·-.~~h~~ol:; . · ·~~h~ . di~~~-- we.re·· .... :: .· --~ -;· ·.· . .. ·: ... . _:· 

•.·- ; .• ·•· • .. ··· .·• .··>··· ..•...• :•.•. ; ;::;::b~;rr::~~:::~::,:c:utL:r;r,~;::r::;:~~:i:.z~;;t••i.;i L· .. • \::··· · •. · ( • 
. . ·. ···. .. ,.·· :45_-. c .. for ·: ~,2_.' h~~-. yol~~s · . ·?.t: g~ac~al:' a~e'tic, acid'·· ~so .... &>· .a~d .. . . ·., ... ·· .. · · ..... 
' . . . • . .•: . ·. . .. . . . .. ·:· . . ·. ' ·. ·· . . .··: .. .. ·.·. . :· .· . . ; : . . .. ......... ~ ..... . · .. .. ·· ·. 

: . .- .t~lueiu~·-:-DJ#liflu~r .. li:quid . scin.ti~h:nt : · (N~w England ·N~clear)··· . . ' .-: . . 
• .. 

,·: 

, . 

. · ·.·· ' " 

. . · 
•. 

.. . · :ho · ~if:, · -~e~.e ~·tpe~ :··-~d~~~ ·:·tb ,.·~a~~ --~ial~·:;~~d :~·he· .. :~am~:les . . · -~ · . . ·. 
o ... ' ' - I ' o o o ,:• • / • ' ' ' o 

'cqUrited. 
~ ·.· . 

·: ·. ' '•'. .. ·. 
:. .. "-~: . ~ . . . 

' .. : 

. .. .... -
., · .. , .. : _. : 

. ' . ····· . • J ' - ~-... 

• ••• 0 

· , _.· : . . · · . :.:: l~~~p:recipi~~tion··:?.f_ .. s·~·. · .. · .. · ··.: :·._._::· 
: .; . 

·.- _:. . -. ·' · . .: . ... 
o' ' i· ', , o ·. ·· ' . 

•, ·, . ~ .. ,·: . ' ••' . . 
• " . •• 0 

.· . 

' . ' 
• • : _ • • • • 1. • i ·_; · • • ' . . . •• . . .. . · ··:· . . ·. - ·:- · ' , ~· -~ . . .. _· .. · 

. .;1 ' . . • . :- . ' 

' · .. ,· :: · ::~-r~pa~ati~n- _ o·£ ." deii ·:· · ~-~tract~ .· · . · ·. :··:··. . .~ .. ... ·: .·.· .. 
• ' ' ,' • ' • • ' •' ' • ' , : • • ' • ' • ,.' 

0

) 

0 ~- I ~. • ·, ,.} • ~ ' I ' ' : ' ~ 0
0 

° 

.. ·. 
,•. : .. 

. . I 

:···.' :: :; · .. · .. ··. _·: E:~~r~ci:t.~ to . ·b~ z:e.acte~· with .~nti ·ffe:rum .:Wex-e· pr~pareci · .... : : · ... :; ; ' . . . . ·· '· . ~c~p~di~g tb ~ ~dif~c~~io~ o£ ti.~ ~~ thOd of ~i~~j ;:;.;;. & · . ·. • •·· .·. . \. ~ , 

.::. .. . . ··· ... ·.K~z~~(:? . (a·o·)· ·; .· _sa~pt~s ·--~·f ·_.fia6~: :c~ii ; s\i~p.~~si.'~n _ <~1.0~ .... ~~ were .. ::_· 

.. -:: . · 

.. . ,· · ·.. -. :c~~t£~~~·ge.cf ~t: .i·2 ·, ;ari:o :. 9;~it min'/.4°c > -~·he ' 6~'1.1 piil:ll~t!ii .;. r~su~ . .. .-.:: -.· .. ·. · . .. ·: · . 
~:':/:. ..:::· ·:· ,>.: . ': ' :: . .< ,-- . . : -·.:· . .-~ ... · .. ·_ . . :· . . _.' ; . · ·~· ·._ .. -'. :·'·.·_·: .· .,. _. · . . . ···: . . ... ·.: · .. ~·:· : .. · .·. · . • 

/· .· .. · . .' . .. .. spe~de.d _ _.. ~~-or~':l9.hl~:: ~i~ .·?~. ·-~·: tt:i:s .•. Hc;r· (_~~.: 8 _. _0) ., (_~o :-~>. ·_:_- .:: ·. ·.;: .. .'. ;. : · . . . · · 
. :·· ... ' .··:··< .:-.· . .6~~:t~i~ln:~ : 2~%~.:- -~~~i::o~!3;~ a-~~ .. :~: · v~i'~~ ~- (-+·6·'}4>'.' ~:~:· -a ' :~-r~~h ' . _ .. ·:·.· · .. · .. <: ' ' ... - ,.-.· i·· 

· · ·· · _ ... · ·. _· · · .. · ·i ·:l ·:~~~~u~e· ·:~{ ~Y~~:6.~:~~ :::_::c2 i s· . ::~g:;~i>in -'~·~·1~:.: ~-~~r5-.a~i; . · ·- .·.·: .. ··.~ : _. ~ :: .. ~ ·. 

··:-
.. .. 

. .. .· :.· ·pii .. a· ~ ·c>·> -pl~~ ~2s:· _mM .;(Na)~ EriTF~ ·; <.~~ ~:-9-} .added. ·A£ter· a.: 10 .- · ·:·.·, .. ·· .· ~: . .. '· .. 
' I 1 < ' o ' o • o '•, o 0 t • : : 4 ~ ' ' ~ • ' o • • o • f ' , o • o ) •' ;: ' o \ ' :. o ' 0,.. • OJ ~ • o • o I ; I o • 

,, . ' I : ' ' o • •: ' o I • . ' ' . I o ' .. ' ~ 

~ ~· ::· : :._ :~"- ' _ .. :·1 . ..• . ·-. . . . - ~- . :. . • -. . ·. ; __ - . 
7, :'' ' - , • ' t • ' : • • • ,; ~ ' • ~ • .; I ''" ,· • • 

'' •; ·~ • . ; • • I • ' . • · ' • ' r , · ' ' .. • ·~ , ~ ""... • ' • - • . I' •: 

·"· ' : 

'- .. 
~- • I o ' o" ~ ' •' ,, , • o I o .' • o o • o o o ' : 0 ' : ' : : • o ' ~ o I .' • ~' f , 0 

I 
0 

.- \ ~ • •, • • • • ' • • 
0 

0 

0 
0 I ~ 0 ' • ' • ' : : 

: . l · . . . .::. . ~' . . ~ • : .. . . • . • . • • . • • • 

•. J(,L .·' .· .: .. •·.•. ·. · ... ·. -·••·.·; ··;~ • :.:: •. >, \ . .. ,/ ~{ · '\.:::_::; .. /·.:·,·:·· .. ': .. :_.:_-·:· .. : · _.:,~ .. ·-·::_:·:···:: .,_.·. ·., .... 
· · · , :.·:~~~ : · ·.: ~ ·r·· · · .~ .-:-~ :. :·-, )~ ~ ·: . . : :. : : .. ... -. ,;: ;.~ · .. ,.. . .. 

...... ' . ··: '• .·:_· ··; -: . . . ~. ·.:~ . 
. ' J • • 

.• i - _ . ·:. . . _ .. : 
~ . • I ' 

"· ... 

; . 
. •' . ... . , 

. . · ..... _,'.:;. . . . 
:· .. .. · . 

. . _·: .~.:.-r · · . . ·, 
I.· • ' , o• 



;., 

. • ' .. _, 

. . . 
--. -...... ,. .. . . -~ . .. · .. ~-. ·-

2o .: · 

l.' . 
I • ' • ., · ', ' 

• ' ' I ' 

.. . . . -~ ' ~ .. -
. : ~ . ~ .. 

· .. ·-· 
'· 

. . : ·. 

min in~ub~~i~n ·a~ 0°c,· these · suspe'nsions ' ' ~~'re ·treat~c(with .' ·. .. 

a ·lysis so1_ut~qn'.-· .(LS) ~!.·:(j2: '~)\. 'co~ta·~!l~n~; : ;~:.: ~P~4~, DN~~e ;.. .. . ~ . · . .. ··(' :<. 

(80 ~/ml') .: ~n~ · .~a_se_ · ·· (46o''ni~ij .·in- . 40_ :·~ ... ~g~l~ ·,_ .. ·o::: a."·~ K,Cl.. . r · .. ·.: '• 
for ~ ~-_- fu.rthei 15 : ~iri· . .-~~ 31~c . .- Celi ... ~ys~~~s·

1

:wer~ .. then· ·-~il~-- .·. ~ :_·:~ ·:. -: ~: · ... · l. -'. ··: 
·: ... ~. ~· ,··:·.: • :: .. '· :,· ·, '• • • '• I"'~.': ' ·: ·,, :··'· ,.·.' ·: . :' .. ~ ·. '.· .. ·.· ... . ( · ~, ·- ~ ~ ·•' ' ' ·.; '' ,• 
·ted 5-f~~d· ~n · N~4·~ - -~~f'f~r .. (~12 _jd) cd~pr_ising)' _..2S ' ~,_pot?- ;. . . . ·· ·:- ; · :~· 

l '•, • , ,' '' •' '• ' • ' •' · ·: • _ ; ', • , 1 ' • ' , , ' ' •
1 

," • ' '
1 

I , ~ , · ,: ' ' , •:' ' .• :. • / . • ' , •, 
1 

• • ' r: • ,' o, I. • , •, • -~: •' ' 

~- :_!, .- :. ·• ... , : ·:. .. ·:-:: · /, ·- ·~. ~-~~~~ :-p.~os.~ha.~~.:- -~~H .'. : ,-~-;~-~ -: ,>o .,~ .. · ~ .... ~ .. a-~~- -~ '.: 1 ·:~ .. :·:(~~-):~ ~n,~;;~~~-. ~- ···>-.-:',·:_.· ;' ... ,:- _: . .-:;;: . ·· :· ~· ~: 
·· .. :. . . :: .'· ; .;. : _,· .. - O~ .s~_- NP:7~P;.. a.nd·:·: .Gle!lr~~ : ~>'f ' 9:el·l·· del:::?ri~;l;>:y_· centr~.'fug~~'i,on . :~.~ : - : ·• ·: :.::;. ·. • ·.···:· .. ... 

.. ·.: · ... ·. · : '·:·· ~ .-~ ';, ... ·,· ·.::._ •. · . .• • ' . ......... · • ·· .·.-.·.· .. : •·. ~ .•. ·' .. ':-. .' . . .. :; · .• ·. ·. · .,~·: •• :.:·· ~ : : ·~- .. ·.·: ... • . • ::. l:'l . ... :: . ~ .. ·1:' ·. ·,.,{:· 
.. . ·: · ·. · : ~ . · : · ... :· .. ... ''at .·.27.-,ooo·rprn/30 .. miri/~0 c : ... .'(l~eckiUan;'· .' 7sTi) ·~ .. Th~ :.re.su·l.tant .. :; :.·:·:. ·· ·:.-·:. · ··: .:'· · .··.:- :< 

·• .•••. ;•·•.•··· •·• _· •.•···· •·· ..•. ;:···:•· .•. ~~~er~~~•nts :,~~e ·~o-~d . ~f :7;~pr;~:·[~.~~·· · .; ·r; •. :\:::·;;i;:::'!{":;~~··t, f~~ 
· · ·• · . . ·· Immun9precipit~t~on·. · . . ... ··. : ;:·· .·~· :o-:.-·:;: · · · :>•: . -:; .. , ... ·. ·; ; ~_ .. · .. -.: .. ~ · .. ·.; .. ·. ~.' .. /> 

' t - ·~- . .: ·' • : .· .. . ' ·.,OJ . -· ~ . • . . : . -.. • •• - • . • •• • :·.6 . .. .. ,. ' ·· ..... .. .. t • • • • - • • • .. ·f ••• • • 1 ,: •• '' ·. •' .·~.-.~ ... ·· ·· .... >. · ::·.·_.·. ·:_..·:-.s~et~aif~.~~s·: ~··(2o:~·~:l) ·.·: ~cij·ti.~~~~.--\:o . ~ ·:.~~~~l -~~~ ; {2_o.·A~>::;::< .( ·· .. ::·:·<:·•.:.: .. : .. ·: .... ,:;· .: 
· .... : .. · . ' · .' .. -:: -~ ·. ~ ~ . ;· ' .. ·· ·. · ·: .· ~ . ..... :- .· .. ····.- : . .. : : . .. : .-: . ... .. ... ... : : .... .. . ·:· · . :_ · ·'·!· . .. : 

.. and 'd;ispensed iri · Eppendorf t~bes . were· reac:ted wi:th ·a .'volu..:. · . .. :·.::· .···... .. . .. 
··:·_ · .. ·.··. 'c.:_ · .. · -: • . ·:·:_:.· :::\· ·:' ·-·~·.:·._ .: ·: . . ·-:.>>·.::~·_ :,._ ·! :~;:-·.·- ~::~: .. -.;.:-: ._ .. :._· ... · .. · :. ::· ... -..... \.~ .. .. : .· .... . · .·.··~·· . ~ ·.-..... ~ . . _ : :~:-~ :~.~ -~ 

. .. ··. · ·me . .-cif .~·~nti,s~r~ ·.~_o_ :·sl:--(2,.0 ~.L'~reJ?,resentir:ig ·-~~~V:~l~nc;~· , . ·. · ::.: - ~; ·. :.: _.' .. :·_., : :: .:.. .. ,_ ·. 
w 0 o 00 ' • , • , · ' ~ :,:. , "•,, 

0 

•''.,, • 

0 

::·,'••'•'' ~-~ · :: : , . •: • • ,·' ·~f.~~ .. : ,:,,,•;',":, .. .: · ;:~'~, :: •,,' , t •, ' I ' • ' ; · ~:· .. '.•:' :I,-: , •:, 
~du·iifig ·a. -is .min i'ncubat±·on' af·::··p·~c:·. 'T-ile.:'ieat.te·d ~·.mixture·s· :-<:: . •. :,_. .. , · . . ,.·~ ·. ,; .. · 
\ t . ' . .' • • ·''' a ·,, , 0 ~' • ~ .. , , ' ' ' ' : ,. , o', 1 . ~ ," · ' . ... 0 I!' .. • ::, .' • .'· ,, ' • ' .. · ' : 1 • :: ~~ : , , ' • ' : : ~ • ' ' I 

. 'w~·re . th.en· .. :treafed ~i~h .. _a .. s.usp~n~,i~n' .~{ f.~~-~h-iy · wash~d · .. ·: ~ ::.:· ·.- . . : ' .: . . . : ·. ·. . . 

.·· 

••• · • · -.. .. . ! . . ... •• · ... .. · - : · . · . • • • • • • : _ : · . : • • :..~·:-~ . . .. .. ':· . \· •• ·- · .· -~.· · -: ~·· ': , . •. · · .·_ . .. _· · ·. · , • .-: . ... •• 

.· · : ... ·· · ... ·.·.. · · · · ·: p~ot.Edn .A--sE!ph.aros·e _ .. cL.;:;4s (PilarJ,n~ciaL (s'% >.·· in ·NP4o buffe·r> ·. ·:··.. ·. · ... · .· . _.... 
·· .. :;_:·:.. .. ·. ·.·.: ' ' ·':· : .. ........ , . . ..... ·. ·· ·: . .-· . ·:. ··. ·' ........ :·· ... ,.; · .. · .... · ... -.·. _.·: .. · ,· .:·.:·· ::·: ... .-.. . · ... : . . · ·· ; .: . ... .. 

.-.·, . . < < : · . . ·,. : (150 ' pi> to . ad~or~ th¢ : ~mmu~e:- CC?mpl~~~s·;·. az:1d ·ineubated·· ·'for · .. <·· 
0 ' • • I •' ' , • '• ' ',,._ ' <> •t • ~ •' ..... •. ' ' ' • "' • 0 

: 
1 

' ' • • _.' '·.• . : : ,' ' ·, , , ' 't, : :· , • , . _. \ • · , • ' • · ~ ' ' ' • "" 

. : __ · _._ .. . : · · · ... · .. · .. · · . . _.· a :further· ·rs· min ·at: '.o0c .... l:~uhc:i.P~ecipitates · ~~r~ . pellet~ci . _. : .. _. .. ·· .;:. . :: .·· 
- ~ . . . . :.·.: .. ~ ',·· .. ::.' .f' .· .... .'. · ... ·: . .... ~~:·.- · ·- ~: - ~ · ·_· l ',;. ~. '· .. .. ~ .. ·-·· -~; . ·:. -' . ·::..· : · ~ -!·1 .. :··:_.~ · . . ·: . . . · :·~ · .-.. . · ._-. ''.. ~ ... ~. · .... --:· 

,.: ' ·· · -.:_ ... .-.· · .-·by._c~n~ri~uga~ion . a.t : l2· ;: soo. ,g/.~9 S!i!C · .at· · room; ·temperat~-i::e - . · ·. ·.:,'. ,-__ ,_ .. ~ ~·· 
..... : ' , ~ -- --~!. ~-;· .... ·'=:· . · . .. :. ·. '· :~ ·- . . -... ~ ---:. ~ -·.· ·.·: . . . ~ _ .. ~- . -_,·· . . ·.· ·' ·.·· · .. =. : · ·.· ... .. \ :' •! ; · •. ·.\ .. -

... · · · : .-.. ··. ·(Eppendort .mi'c'r9.fugef, : and wa.~;thed .s.ix 'tim~s · · in :Tss buf.f~er· ; ,· . .... < > .. .. ·:. : ·• .. 

. · .··.· :· ··' ·. ··· · ..•.•. · ·•· ·,·.· ··•···. · .~~.1 mt~:=~~r{:1'::~ .::tl::~::~td::~!:::~~:::::?··~ ·.i,.;: •.• : \ .•. e· .. ·.· .. •• •··.•••••· : ••... · 

-~<. :.;/ .. ·... . . ·. : .. ·: .'· · ~>:·s~~; ::.Foi1~~i·ri·9· :·~~c:,,.·-.~~~~~~·:.·in ·· ~~e . ~~rit~·. ~u-ff~r· ·1~~~l~~·.-~~~~~.: ... ·.·. · :'·. · · · .. · ... :. -'·::; .·- ·~·: 
. · . .'. ·. . . " . '':'' .· . : ·, · .... ·. _: ' :·: .. : . -_.:": ···,::.:·:·_ ·. _.-.._·, .. · . .' . . :. '~1,- .~·; ._._ .. ~·.; . ~ . ' . . · .. · :,_: :.·· . .':. ·/·.~. ·.·. ::.. :";_. ·. :'· <. ·.' ,: . ' :· . . · ... , .. 

·. · . ·. :. ·. "rgent .. (1 -inl) , _·.- each· · prec~pitate · was resusp~pded ·1J1-,-a v:cHume · · . ·. .· ·.-. ·. ,:; 

. . ~·: ·. · ·. ··. : .· ... ·. )~ :s~s~~~~~{,; ~ui~_·e_ .: ~ :(Io!itl,).:: · .-·~. ~~~~"~·.~;.·· .,_:~_2.~5·_·,._~ __ :.:.-~ ..... :r. i.~ ~ k9~.• ··· :·.:.:_.:·.·.'·..... , <L 
. . 

.. . ;:, ·:· . .. . . ... : . . ' ·:·.: .· ,_ .'. - ' '. ,' . . . : ,. ;. . . " .. 
• ' ' ' ''• • _:,·,' -• < ,• • .r, ,· .', .• • •' "t • ,' ' ' ' ' · ' , ', ~··_.,. J ' ~ • • : f•:: •o • ' ·,, : . .-· .:,·.:, ,.: :..-• ~·:,'.·~·· ,·,,.· 

' ' ·.1' - . . 11 " \, • ' •, 1 ,1 • ' ' • ~: ' 
' • ' • I " • o • •, ' ' • • : ., ; • • ' ' - ,, I o ' , • ·:. ;,,· • • •• ·, ~ " .' "• . ; • • 

. ' · ~\_ •• .- · • • • • .-.::. ~.:-. • . !, • .•• . • ~ · ::·. : . • . • • ·,· .... ·,. '.· ·' ' · •• _.: ' . _· ,·: • • 

.. . .. 
:, -:·; '... ' ' . ' .:. . .. . . ' . . .. . '.. ' • "'; ' ', ~ : . ' . • ' • ' • ' ' ' • " • ' ' • • ' •, o • ' • • ,',' • •: • :- • • :·, : ' : - I,. • , • • .. , . • : ~ ::.' 
- ~·;. · ·· ;'.', • ~~·.--. ·· .. . • .. . . .... : · • • -~· •• · , ••• • • • • : · ,;· lo '· ' : ,: • •• 1 · .:--. •. ·, . . ...... ··. · • · :,-·. ·.:: . • • · ,' .-· ' • . _, 

:·:· ·.':_ ;_·. :. ·_:; .. _...... ~·. -~- ': ' ~.' ~..: . .>:.· ·: . ·.. . . ::::.- ... ' . . : ·:.:· .. ·.. ,; ·.>: . ·:;: ......... · .. < :· .. ~; · :··· :;: : :,_._ ...... ,·:, .' ,/;::_: _:·_:.~: . :·<-:::· . . . . . : . ·-.... .· .-~ ... 
::: .. :· -:~, .:-:: · . . . · .·· - ~ · .. · ' . . · .- . ~ •, : . " . ·- ·:: . ' ~ · . . · .. ·. ~ ·-." .. , ... · \ ·.-.;~ ~ · - .·~ .. ... ·_; ._· .. _.:: . ~ ~~-~~\.: ... , ... <_._·~; · . . ·-~·: . .. . ·.... .. ... : -_' ;:' :·~· ·. :>:... ,•, ~ - _.- ~ . ··.=-_·. _.·······:· :~~ - ~: ' ...... ·: .. :. ';·.· ._::.-.. · ·-- ! ~"':~·:·:· ~,:~/"'-.. :·~----~ .. :·-: · - . • . . · ... . 

. ,. 
· ': . . ,•: . _ ·.·.·· · · . - . ·.: . ._ .. ::-:_ . : . ~- ~. ,. . . ... ~ ... . -.· · .. . , ., -- ~ -.. :· .. ·~ _.' .. ·.· .· .~ . .... _: ~- .. · ... · ·-·-~· .. . ___ ·,·_;_· .. ·· .... ~· :· ~- ... .. :~ . ·.....:.... _ ._- '· , _ . . ~- - - .. - ~ 



•, :. ~~ \ ·. · . .. ~ . - . .... . =~- ' . . . . ' . . .. . 

. ;~~- _..: ::· '' ... ~ . . 
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;· 

~ 

.· . ·: ,:,;?,fP,tf-6·:~~ a} · ,.. · l% giycero-1, . S% ·2-inerc~ptoet})anol and 1 ·.5. % SDS, . 
.• ·,~·-• r.'~ ... ~~f: · . .•':· .·,. • ,. ' 
:>~;-~hd. he-at·~~- . · to 100°C fo:r 4 ·min · to·.-!;oiubilise· tne pre·cipita-
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1}, 0.375 ~ tris.HCl (P~. l.Bl, 0.1% sos. ~xpon~ntia1 grad
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·ion, 'Samples .wer~ chilled and reactions halted b1 the 

addition of a volume of solution (5 ~) containing; 5 mM 

tris.HCl (pH 7.0), 50% glycerol, ·5 mM (Na)iEDTA, 0.125% 

' " 
bromophenol blue, which ·facilitateq . both sample ·loading: 

and tracking durincj' · su~s-equent electrophoretic analy_sis, 

& . 1r9aros~ gel eleCtrOi~·ho·res~'~ · of . D~~ . 
. " . ' -: 

• • C:.· ·.· . . . I 

·.- -· ... . . . . . . ' . 
. . .... ' . " . ·. :.' . ' .·. ' . ,.: .:;·· . . . : ' . ' 

Eledtrb·pl;toretic:: .anal~s!s_ of . re.~t-~.i:c't;i_on .. e!ld.onuclease 
.. . .-· .: ' 

d~ge_sted :pha~e :DNA was ·p~rforrned ··in o. {f% a~a~ose ho:pizo.nt-
.. ; ··: . . • ' . : . ' . ·. ' . , . ; 

al gels ._(Be~hesda Research :r,.abs; · HO ). •.. The gel and tris .'. . 
• 1) • • • • 

acetate ·(TA) . elect:roae· buffer conta.i,.n~d; 40 mM tris.a~eta.:.. 
. · r · . , . 

. " 
te (pH 8. 2.) I ~ ~ . ~odium 'ace'tat~, 1 mM (Na),). EDTA, supplern

_.ented with ._· o. 5 f-9/ml e:thidiurn bromide' ,~o stain the DNA 

fragments. Samples were loaded carefully into we lis set . . ' . . .· 

int'o .e~·ch gel·, ·. he'~eath a covering layer· .of· electrode · buff-
• • . . • • . , a 

er ~ ;·a~tcl' el~ctrophor~!?~d· at. be.t:~o~ee·n 3-4· V/cfr:. to·· the· desired 

e~te~t -)ls .indicated .by Il}iqration of the trac~ing dy~/ . Gel_s 

wer~· .th.~.n reni~ved j:~ be ·photographed .through a Wra_tt~n 23A 
' • < ' • ':' 4 

fii'te# using .Pola~~i·d film ·imp. uv iiliuni~ation .. 

Generally, ·o:4,..o:.s ~ pN_A· per · ~ell. pr~ved ~u-fficient . 
• • • • , 4 ' 

. -~·or: · .t~~- vis~:~i'isat~on of · ~;ragrnents: repres~nting· as .·little 

·. · -a·s . 0. Ol ' laritbda ,genpme eq'Uivalen:ts •. ·, . 

' ·. 
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0 0 
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' 
Hybridisation analysis of .bacterial DNA sequences conta,in-

·--
. " 

Preparation of E. coli C609 DNA . -
High molecular weight E. coli Kl2 (C600} DNA was prep.a-

. . 
:.:ed ~sing .a modification· of the methods ·.'o~ M~rmu7 :.(91) and 

'._-sa'ito :& Miura . (92) ~ 
- . ) ' . . . ·. ·. . . 

A. · cult_ur~ .c~f E:. cbli C:600')j~own ·. to : an, . A ·E.cx)::: .· o. -~0 .i .n.:-: ·.· 

-: Lur~~ brei:~~ (l . ·litre.f.wa~-; ·har.v.~s·_ted by p~lieti~g · a~· s.,.o~o 
. . . . . ' ' ' . . . ,. ~ ·' ' ' . ' . . 

.: -~pm;~o· ·mtri/4°C :·(.s~r~al~,; _.GSA)··,. anci·, t .he -~~11~·- ~r~zem :r~pid- · · .. 
. ¥ '' y . ' ' 

• • . . '•.! . 

ly in liquid N2. -then. transferred in so· mM tris.Hct (-pH: 

' \ 

' • . 

8: 0) . (10 ml) con_tainil'lg f:;,uc:;os~· and 1 mM (Na.}.z EDT~, ~nd 
. .~ 

chilled. Vo~umes 0~ 0 0 2s-' M .'(Na).,i EDTA (pH 7. 0) <,2 . ml) I 

fresh lyso~yine. (5 mg/ml in· _25 mM tris • HCl, pH ·. 8. 0) :·(1 m1) . 
. . . . 

and RNase (·10 mg/m1 in 0 .• 1 M sodium ac~tate, pH- 7. 0) ( 0 .·1 

'ml) /' pr~tr~ated at 80°C ' fo.r 10 min -t~ .inactivate. DNase-, 
• • .. 't ' • ' • ' 

wer¢'· added sequef\tially to eac~ ·~uspe~s·ion . . The; cel-l's; . 
. . . ,.. 

. red.uced tq sphae.roplpasts. by' il)cilbat~on in . thi:s condition 
• p . . 

at 0°C f6r 15 .n\~n, were t}1.e'n treated .with a 1ytic ,mixture 

·.(5 _mll c~_ntaininc.H o .. 3% .Tritori. X-100 i~ · o .la M (Na'J. EDTA; 
. ' . 

0.15 M tr~s-.HCl! '(pH 8 ·~0) ., over a se~ond period of 15 min 

at 0°·C to promote lysis. - , 

Each-:_ce,1l . l'y'sat~:~ .:dii~t,Etd 1: 1· ·With ·wat:er (14 ml) ·, was . ... , 
extrac.ted 15 rnln a~ 0°C ·with a two-third . volume of cold 

' . . . ' . 
. J:>henot :previously eq.~i~ibr~te<:I aga·inst SO· ~ tris .HCl (pH 

7.5), 0:1 M · Na~. Aft~r.sepa~ating ·the phenol ~nd aq~eous 

0 ~0 M 0 o O• .. . ,. ,. . . . ', \ · -
.' ~ ' . . 

' ' · ·,o ' . • ... ~ •' i · 
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phases by centrifugation at 6, ~o·o rpm/10 min/4°C (Sorvall; 
• 

HB4), the extraction was repeated in the presence of a 

~~~ .. of chlor.oform equal to that . of phenol. Following a 

second centrifuga.tion af ·6,§00 rpm/15. -min/4.°C,· the upper'-

aqueous. phase (lS !Ill) ~aE; !r.emov~d,_ .. re-extr.acted w-,ith · an-. 
. • • • . . • •• • ~ . • ~ .. • .• ~ • • • • : ' ·. . • • • 0 • • • •, • • 

"' . . · ' 
· eq\.u\~ vo'!ume· ol . p~_eno_~ .9.Y -mi)d,ng-:.'.at:· room. teropera·t _ure .' ~~r · 5 

. . ' . . - ~ . . ·. .. . :. ' ,. ' . ' •, .. . ·'. ..~:. . ' ' .. ' . . . 

~'nd .. ri-/ .. :a~d ce~trifuged· aga.in· .. at ·.6·., s .oo:-'~pm/i.o:. rnfri/ro.dm . tempe- '. . . .· . . . .• . . . . .· . ·. . ,. . ' . . . . ·. - ·· ·. . . ·.·· 

r·at_ur~: .Th_~- aq.ueau·s;plla.se~~(~l~4 mil .. c9n~·ci.~nin9 . .- .'ch,ro~os~fual .·/' · ·.· ·: -. :· ·~ .. ·· · .. ·. 

:~~~ ~~s ·.'ttie~ ~ .. adj.us~~1}-~ -~; _ ~ ~ 2. ~ ·~~-~~·· b; .. th~: .:~ad·i ~{~~·· . of .. :~· : t.t . ··.:· . .- · .. : .. : ·:_-.! •. ' .-. 

~~ct .. :(s~'o :·~) .. ; - ~n~ .. : ~~~ -~~~ - ~r:~~ipi:~~~~~ w~~h_ ~~9· '~?-l~m~~ ... ·.· :_.· .. · ·.-~: · ' .. . . •' ._.: !. 
. . . . . . . . . . . . ·. 0 · ... · . . . .. ·. : . .. 

. of prechilled ethanol !l.t · .;..20 c overnl,ght • . 
. . • ' . ' - - . . . 

. Th~ DNA was -_pel'!ete_d by cent.ri~u_gat.i.on .at 6; 500 ·rpm/6.0 . 

m~n/20°C,- redissolv~d·· 'in . a la~ge ·volume of TEN · buf·fer. (S 

ml) ·; and .as ·a tina.l st.~g~ in -the . purifi'cat.ion;·:freeq .: .~rom . 

contaminating ~llgon.ucleotide~ . by . ~~ec~p_it~ting ~ seoori.d 
. . ~ . . . , 

time wi'th ··one and one . half . volumes. of ethanol. . :for: . 3 0 . min .. . . 
at ·room · .tem~erature •. After ·:Pel:let_irig at· 12 ,-aoo g/5 inin/ .. 

t~om ~~~pe~~-~·~ke ·.in an . Epper1~or; . -m~-~~ofu~e· ~ : 'tb~ ~r~c~~i ta~ · .: . , . 

~e w~s · ~~sso~~~~ ·i~ T;N.:bu.ffe~. ·.·<'lo~.:.;) ·;··)··: -·:·. :· . . . ,·_..' ·.· . .. ~ . -
. , . . - . ~ 

The yieid of D~~-. obtained ·us~·ng thi~ ptoce·d~~·e was 
. . . . . . . .. 
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' . : • -, . . 

' · . . . 
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:·-· 

' . ~.-

. . . 

. approximately ··. 140 )"'9 ' fro~ J '1i~re of : ceii ·S~spen.sion .. A 

sam~l~ ·<l}uj·>· .. ~f · .. t;lii~ p·u;i~~~d .' -~~ep.~r~tion· ·~h~n, a~~:~Y.~~~ 
by · agai:~se . · gel ~lectioph()·r~sis pr~d~c~a:·· a s:inq1~_ · hl,gh. · 

... mo.l~·cular . ~e~ght b~nd, ·_wit:l:iout det.ec~'a~l~ ·· co~~~~i.natio~.~ . · · 1 ·. 
. I . . . . . . . . · . . \ . : · . , . . ' . 
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:Southern blot 

. The method used for transfer c;>f rest.riction endonuclea-

.· se .generated DNA f-ragments separated by agarose gel elect-. . . \ 
. rqphoresis onto ·nitro~l~ulose was · es~enti~lly as -develop-

,·_ · ed by· Wahl ~(93)~. The tr~nsd~c:ing. and). h~lpe:r; phage 'DNAs 

and . E. · ·:coli· C600. chromo~omai . . DNA -f/l~re ,~a:ch· .digest~d ·si-ngly ... · . .. . .. 
. . . . . . . . . . ·. . . . i . . 

-:with ·enzP,tes Pvu ·I · and Hpa I under ·the conditions:, specif.i..- : .. . 
. . •. 

• .•. 

.. : ( _ .. . · . .. • ~ ••. ·-. ' . • • •• ; ; .. • .. . ' .' • •• ·.. . • . . ·'. : "' . . • ' . • . ' . : ... • • .~ • . . . : · .\ - •. , . - J-' • 

:, ... ed h~ - _th~'- st}p_plier~- -~am~l~s ·.of 'thes~ -.tl-~ge'sti'<;>.ns - ~am~u~t-~rig _. .- ":. ' .. · . . . •, . 

. ... . 
·' . '. ·. 

: ~ t •• .' ·, :~ 

' -.. 
·.. ·~ . , 

:-.·. 

· ... . 

• : • ' , , I 

': ' , . 
. •' 

: ·. 

' ~ .=. 

': : 

· .. ··· 

• o ' ' ' , • • .,· • •, I ,' • ' • , j ·, , . '.' · ~' : . · .- ~ .' • • ·. : • , ·,' • • , · ."• ' •,' : - ,_.,, •,, ': ' ,, '·, ':, ' , • " ' - ~·· , , ' 

:· . .-·, . - · .to-.' 2 .• s·.)Jq of . :c6~0 _ bact~~i-~1 .. .-and·. -25 ._ng .. ~~f:, ea~l:l- .ph_~ge _,. PNA_·. · .. _;. < -· .. · ·. · . . . ·.- .. 
- ·:: _ . ·_ - ·.' .. · .. · · . · -i , . ·, · . . - ~-·· · _· _ .- _ .. · : ~ · -: _ .. _:· .. ~· - · .~:. · . ~ .. . : . . •. 

· .. . 

. . •, 

. I 

:·· ... :'··:were.-then' subj.ect~d -:to- e:lectl;'ophor~tic ' separation , in a ' . . 
~ . . . : ' .. . . ' . ~. . ' . . ~ . - . . - . . . . - . 

•.. . . .. . ' . . . . . . . . '( - . . . - . 
0. 8% agarose ge·l of ~ mm thickn.ess·, ·using the .TA buff~r . . . . . . . 

. ' . . ' ~ ' - . . . . . 0 . . .. 

·_. · · sy~tem· • . J:J=ter e;te.ct-:rophorel;)_is . at 4 V/cm · fo,r_ app_roximatelY · 

's ... hr ·.in - ~h.e ·'presence ' of_· 'ethi_dit.im bromide, t~e gel ' was . 
. . 

.r_emoved. to- be. -pho:tpc;rrap_hed and · then processed _·before blot-

.. ting! THis · proc.ess.i~g ,_· which involv~d · se_quential washj,ng . . . .. .·. . . ·. . . . . . ·. 

F -

-_o·f .. tb~ ·· ·gel first with ·tw9 changes · of' 0.25 .M .HCl (2-?b ml~ _-. . . . 

-for· .·1~ nii_n .e~-~h, . then' after ·a_. brief· rinse .'with .cU,stilled 

~at~.~ ·-: wi~~ -t~~ .ch~ng~-~ of--O~'s :·:~ · NaO~;- ·i :M ~aCl .- .'(~ 2.50 -m~l; . 
. . . . . ' . ; . . ·, . . . . ' ~ . .. '. . 

.'for 15, ~in, ·made for ·uniformly · ef£.icient:".tra~s~er ''of• -d~na.; . .' -
. . .. .' r • • . · • . # • • • • • 

· :,- . . , t ·u.red -res.tri-ctio~ f~agme.nts a~ro~s a wide size rarige. 
' • • • : • • : • . • . • • , l . ' • • 

Following the . final treatment with alkali, the _geJ.: ·.,was 

' adju~~~4- · ~o- ~ ri~J+~~~lpl(~~ w~.~i-d;ng - with· -~w~ 6hanges in 0 -.5 ' . . 
..o •, • . . • . . . . ., . ~· ·. . • . . 

, M_-~ ·t~is.H~i ·cp_H 7-.4-l, 3 : ~ ·Naci c'2so · m+f. £~~-:Is , the_n ·go ··mtn, . 

· ··- · , . , and · pla.ced ~ in th~ b1~ttipg -app~r_?tu~ . : F~r· : tr~nsf~r., the!_· 
;)~ . . .. · . .. ' . ' ~ I ; .:· . t . • • I • • ' • : . . • ' , · •• • • I I ~ • ' • • • ' I-

. , .. . • · 

-.: '·· . · . .-

.gel . was · pos~ t~oned on ·.a·· platform, ·. frame~ Wl. th Saranwrap· 
' ' " . . . . · . . ' ' . • . . •. . . 

. and ~amd~iched '-in intim~te ' co~ta'ct between ' thr-ee ~heets 'of 
• • • • • ~ .d • • ' • ,.. • • • 

• • ~ • .Jo, . . 
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Whatman 3MM paper saturated and ·dipping into a reservoir 
- . ' 

. . 
solution of 20 x sse comprising 3 M NaCl, 0. 3 M . trisod1um · 

·citrate·. (b~low), and . a .sheet of n·itrocellulose (sch,l~icher 

& Schu,ell; BASS, . 6. 4~~) ·wetted .with · di.s~illed water 

! . _: 

I. 

.I 
I 

. 1· . 

!' . 
(above·) . ·Thr~e. addi.tio~al sheet~· o.f .dry, Whii:tinan pap~r. . · · 1.·. , 

· · : ~~~e··_then .·p{aced in ;:~~i~t~rr~~~ed . ~~n·~~c.t.· _~v~r .. t-~-e top .~i · .. ~- · _·_:·._ ~· .... 
_. · : •• •• .. • • • .: • • • ,,.':. ~ · . ·· : . ~ • •• ." • · : •• ·: .-. · : ... . ~· _ · 0 • .- · " : :· · .. : -: • ._:- ~ : ... _ • .- . • •• • • • · - · ., • ' ' • 

·· . -· the _ n~trocellulo_se, ·.an·d· ~ 5· cm.l·ayer.of.·-l?ape,r;<t9wels __ supp:::-- .: } .. -· - ·~ .·· .. 
. ·. ·.-.- . ··. ·-· · ~ : ·:.~ _: .. · . . · -.~ .. ·· .. . < :~· . ,, . _ .. ~ ~~~~-.-~ · ~ ........... '/ ·,. -~ _·· .. , ~-~-:· ·: · ~--~· . ... ~.- : .. -.~ .. ·-.. ·,-~ .. ] .\. : ... . ·._.· ..... ~-- . ~ · 

· .. : _ _ '.-. .. . . : .. .' _· ' -?~;~i~g-~~· .. li~ht -~eight' t~: ~n~u~e .:~.ven_ ~~n~a~~- :~~d~~ - t~ .: .. :. -':_ ... · :{. ,.: . .. :Fi~· .... : 
.. .. :' ~ . 'cornple.te 'the· app~ratu's. :, ' ... . . · .. · . . ,. ' . . . : ' - .. ' . . . . ·•. ' 

• r ' ·' . ·, ,..: ,::· -.:.· __ ·:: ' ··- : . .. ·. · ::' :-'~ · · .' ! . ·" . ·> ... : ... _.,.·,: -·~.· · : ··-·.· . .,· · ~ • ' ' • :': ~· .' .• , ·. ~ : · ~ ~ .' \:"' ·.·-' ;::':. ,•', •, .. : ·,. ·,· ; 
. . . . . .· After·'.t:he · transfer had .been ·allowed ·to · proceed -for '36 · ""· 

. ,,' h.r,. th~·-~: n~~~~'~e.iluip~e.~sh~~·~ ~as ~.r~~pv~~ :-£~r : b~k-i~g- ·a~ . ' :. ~ · .. · 

. _. 

' · . 

• · , . 

• . ' . . . '.•' . . ' . ~ . . . • ·, 0 ' 

.SOP(; . f(;,r ·2, hr Unaer" va~~~' . aS. a . final"·. ste~ · ·. before . prehyp-

ridisa.tion.. · I . 

. iri. .TA buffer . foil~~ed p}' ·ex.am.ina_tion .unqer UV light coii~i-, 

. :pned ·th~t 'n~ DNI(,rernained in ~he ~ef. -
. . . . ~ : 

. ,', .· . . . 
' 0 

. . . . ,• 

.··. l:'n. vi~ro' ... ( ... l P·) : radi:o~~tire ·. label·ing ~f.- ).~roA ·:,DNA ., : 

• ( i~ P) i~eling, ~f tra~Sc1Utin~ ph~ge riNAby nick. traDsJ,:, 
a·t.io.n ·was pe;-f~)rineci: ti~·ing a· · s'ystem ·supplied :.by Ne\•i·: E~gi~~ci · 

. . ·.· 

·. . . , :\: .. . . -- ~ . · · .. ':: :· . ! , ~·: . • · ,, : ·.· ·.. ·. : ·<.! : ·.· ... :·, . 
. ~ucl.ear, q.ccord:f.ng .t.o a . proce.du:re · ~s.sent.b:lly as deS,cri_bed : · 
. . ·\ . . .. . .. . . . .. I . · . . . . . . . · . . 

·. 1:?~ _t~e ~~~u.fac:t~r~r .. ~ R~ac~_io~·: 'ini~·e·~· (J()·;.u> · - ~~~h -.. c~nta:...- : · <.'. ·::: 
· ~ned:~ : 2r:>_ JA-~{ ··ti¢TP' <.~-- ·i1p)'. ·-< J4oo _· __ ci~~~i> .' ,·.'· o .. ~ 4 : -~~?i.~s,: ·eil~h :: . 

. of -~~n ~adioa6~~iv~ : ~i\TP; · 4~TP .cu~d .dTT:P ~- ··.L~ . urii~~~. ·~9/ :J?~i~ --. . . 
··pol0ne~~as~ : t' ~o< .so · .~d -~·a·s·~ ··-'i ·. (Wot;~h~ng·~~n · ~~iac·h~~{-~a,~s). · ·~ri:c1 .: . ·.· ... _ 

·- . 

. . .. , 

. ~· .. . •· .. · 
· . . 

~.: -. ' \ . 

. \ 

• • • : , ' . • . '. . , . . • • . ' ! ' . . ' ,' , • ' . • • • ·• . • ~ •• 

. . . 0 ·:.5 ~ ·:i?~r.i~ied ·~~ioA_ ·o~A_. . i:ll : a . b~f-fei· ~· supplied: hy ·· t~e- · '· .._- :·<-. . - ~ ·:.: 
;' • ' ' ' ' > • • ' ' I I ' \ I ' o' • • 

; , .. · 
··· · .. · 

. ' .· · ' 

'·. , .. 

. ~ . . ': ·. ' ~ ' -..· -~· . ' ~ 
I • ' ~~ • ' - · .: 

' / . 

. ! , , 

· . . ..... . . ·: 
. .. · . ·· . 

' .,. ,. . . · . ' 
'l. • • • •• · •• . : • . :' 

. :) 

. . •. . . '' . :. -~' ; . . . ~· . . . 
, . 

. ... : ... . : 
- · .. • . '. .1 • · : :-.-• .. 

. : ,··.. . . ,:._;- . :; .. . · .. ·~. . ·-· '· : :, : . . . ... ,. . . ' . ' 
. . :- . ~- ,• . . ~. . . . . . . ·. .: ·. . . .. ·. ~ ~ ' ::: . . . 

: -.... - 4· ·~·~· · - ~- --J. - · · ' .· ·. :- · · ·. . .. _ .. · , .. _ .. ·,: .. ~--·.~ .:-·.' ·, .~ .. :. :~.-/~: .. ,~...-: ·~ .. · · .. · .~ · :· \·.:\· . . · . ' ' '· . .. ;: . ~: ... : . ·, .. ~ ·~ .:. : . . 



. l 

33 
. · . . .· 

~ : ' I 

rnanufactur~r. ONase I for the ·reac.tion's was prepare.d by 
. ' 

the rnet_hod ~f . _Ri~bY .. (94), irwolyi~g activation for 2 h.r at 

O~c in a: buffer co~prisirig; 10 mM -t ·ris.H¢1 ·· (pH 7 .5) ., 5 ·mM . ' . . ,· •· 
\ 

.MgC.lJ.' 1 ~g/ml ~SA. ·L<lbeling_ ccnrimerici~g with ~he ·addition l-~· 
- . • . . . . . ' b • 

of .. ·pNase r w~s. ~ ~erfqrm~d · ~~ .:13~t .·£_or ··3 · h~ : thimd~~lted :by -... 
. . .. . . . . . . . . ·;·. . .. · . . . .. . . , · . . · · . .. : .. 

' . 
' . . · ,' .. 

" i .. · .· • ·. · .~ <:tdc;l~n9 ~- . ~~·s .. _M .. (N~}j:~DTA _: (·p~ ' 8< 0) · .. (l~·jJ.) · :~rid. · ·.~E!~ti~~~- t~'·.. .. . . . 

·:. :_:. · ... ·. " ·. ·.:·. · ·.· · .. ~O.~C· ~6~· · ·3· -~in~ · The p~od'~~ts . of .. the: ~~~-6~i~n~· ~e·~~, il11rnedia- ·, .· , ::- .· , ·,. · . . · 
. · : ·::~, ~ . ·, ... ... .. ·· ·_ ~ ; ';'·_ · : . :. · ~ i. -:::: : .... ~- ......... :::·.:_>··.<·· . . ; . : . .. · .. · .... : (·\.::_:. :: ·_:_·:· ... : . ·>·:·_. .. : · .... :. ·:'. :·._ ' ··/·. ;_ :_· .':·· ~::_ ....... .... ·_·,:._· ·' .; .. ::. · · .. :, :.· .· ... : <<:.:. . . , ··.:·. tely :diluted'-·S•.fold-. in .TEN buffer ·and :-a-pplied··'in a 'minimum · .· ·:':· .· \ · · ·· , .. 
:·:~ .... -~-~· ~·- • · · . ,4 · ' .. · .. ~ ~ · .. ·• ... ·. ·. - · : ·.,, .· : .. ' :r _· ·. ~~ :· ·-.-~: . - ·- ~ _::.· ·. :• -:· :_ '"·:i·· .· ... ·· · .. :. · .. · . . · .. -' ·:: = ... . · . .-·· · . ·." : ·._· . 
. : .·· .. :.··. > : . .:_: .. __ ::.· voltim~ ·. t~ .. : ·a:,~co'l·\lmn of .''Seph~dex. · Cfine) ·_<;..:so ... (Phaim;;t'c,i~): ·. , . ·:<. :: .. :.:·.::: .. ... :_. . 

.. 1·. ·.·. ••· • .. ~ .. : · -- ~ ·· · : . , ' : : .:· . •.· •': ' ' ': · . ~ .-·· : ' · <.:'::::_·: :.·· , .' -' -.. .' ·. · .. - - · ~ ,_ · -: : ' · ' ~- . :.• . ·· ... ,,\··. ...~·. · ..... .. · · · ... ·· .~ 
·::- .·. . _.. ·. _. previous~y. ~quilibl::ate.d .ai)d _·. r~ .with the· · s~~e · buffer •. : The·· .. ,. · ·.. ; · ,. .. ·:. -:. 

• I ' • ' ' • , • I' ' I , ~ ' o' ' :• o • o •• ' .. o ' ' ' : : , ; .. ' o ·,, ' ) ' ' ' ' • , • •• ' • ,• ' ~ • • ' ' ' ' ' •' - ' • ' ' I ' •, ' ,: I ,' ~ '' • 

.. . >: •. • .. · ::.-.rd.ck·-tra.nslated,; DNJ(w~ich · ~lutes.).n,· the · voi<;l 'yolU:me·, ·:was . · · ... ,_ · 
' ' , , : ' 0 ,: 
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: .th7.n · cRllected . .i:n ·1 .ml' and. -~tored at· 4 °C p.ntil re_qu1.red .. < ·, .. . 
. . 

for. hybriciisation ~ . . · " .· · · · ... - ~f~ 
. - : ·. . - . : ~- . - . ·. . . . ~ 

_ .; ··F?r ' m~·asp.J;~~~~~ ~· o.~-.-~t~e,·_ s~~~.i.£iJ a·~t·iY.~~¥ - ~f .·t~e probe; .· 

, .- ·sampies:.· .. (2 ._x·.;_l ;4·)· o~ · · bo·t·h. -~he. s~~pped :r-ea·~~iari;- ~nd · '·{he .. · 

· ~ . - · q~·l~· .. ·e .. f~ate \4~-~~ · _spotti~d .~nt~ fi_~t~r. :_cu~:c~ _.·wit_h ·.5 ~- · · -:.: 
o , ._' , , ' • ' , ,·' , ,\ , 't, ? , •', ' • '• •, ",• ,'\ ,' o' •, ' o ' , ~'( ·. -......___'' I • ' ~ 

· ... 
·· .. c~·rrier :calf: iti~\is .- ·ONA, · then. pr~cipit-~ted ·and·. waS;hed<l .. . · . . · . ·.-. ' . . . ... : ' ; ·-. .~~- .--·· ' . .. . . . ' .. ... . . . ... . ·~ :~.~· - . .-.. . .. .. '• 

r ; · . 1 • • , • • • • • • • ' • • • : .", .. I ' ' · · ·. ·: 

·.· . . , .w'i th 'chille'd 10% . trichloroacetic acid' then·· ethanol;. and .:; · . . . . : 

·.· 

.. . ' . 

..· . . ... 

.. ,_ .. · .. 
. . 

:·' ' • ' • ', ' '• • .' •· •, • .· ' ; I , ' ,: ,' , I : • ' , ' ' ••• . ' ' • ' \ • , . ' • '• .' • ' · '. ' • •' ' • ' .'. ' 

· ... ·~- · · :.. doti~ted in· . .lb ~ -~~-~~en~~~-iflu6~:~ 'rri :- ~hese- · ari.ar~~~s· , . . : .. .. :· .. ··· .. :., . ..... · · . ~ -
•• ' :~· •t ·.:' • '.' • ' :, • ' : ' .. , I • ' ~ : ' , ' ' ' ' .. ·~ • ' ' ' ' • : : , ' ,t ' ' ' : ' ' • ·, • : , , ,' ' ' • ' ' : ' • • ' ' : • " ; ' • :,. 
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. .. ~- . 

·, ·, 

. •. ·· .. · . ... 

.. . ... ·-' 

• ' .. . . 

··.· . 

. · ~~v~ls .Pf inco;t:pora¥q.n_ .of ~.adiq~c.tJ~it~ 40: 60% ,of t'o_tiU ' . . . . 
... ·~ · .. 

o • • ' ',', ' ' : ' ' ' , o ' ' > 0 o' ' ', , ' • ' ' ' ~ o o o ' , - ' ' • • ' o ~ I 1 '• ' ,' ' ' ' o o 

.~ ·.-' ~epresent~ing· spe'cifi~ -~~tivitle:s 6f ~-7 -~ · lo-:·1 · cl'r!l/foJ ·_-Aaro~ ·· .. _:. ·.· :._ ·· . .. . · 

·i · . . ·,oN~·, · a~d-- ~~co~-e~~-e~ · .~f· ·,i~~6rpo:~at.ed· 'la~~i ·-f~~~ t~e-.- ·c~l~~ 
' .. .' . . . . · ... ' . ' . . ~ . . 

. . ··: of. :.90-~i.OO% >· w:e:te gen.~i::aiiy. ·~qh'i~,ijid. ·· . . , ,.' · . . 
' o I ' ' o \l , • • • o • • .' ' • • ' . . . - .· . . ., . · ... . J:' . ' 

... ' ·: ,: 
·,, . ·.:· ,,, . . , 

. . . .· . . ·~ ~. . . ·: ' .. ... 
. Hybri~tsation · · .- :.· 
' • ;; ' ' ' ', I ,• • ' ' • • ' ' ' ' J• • 

·: ' -~ ': s~uth;er~ ·.bi6ts· er~'Pared· .accordl.rig .to'. the p;oc.ed~~e~' 
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by wahl .(93) . . In the-' prehybmdisati'on .-step,· :eacl) j>ap~:r .. -: · ·· · ··-:-- :. · ·. 
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· . . , .· · · .. · . :· ·· .. · . . :_:so:·.mM ·;sodium. phos·pha·~e : ·. (pH'; 6-.~ 5).'; .. ·and·· ;n.ctibat~d.'.-?i'i;:-4.2 c. •f9t ... >-::- .. , ... :, . ; ·· 
.·~ . ..... ~ ..... ·· ... ,': ·.·· · . . .... ~ . :. ·:··-: ...... ~~·~-·=·· · · . ~'f: .. .':· .·. ' :,:· .. _·: .. '·".:. ··:·.:·:·· ...... .. : /_::·~··: ·.~~. -.. ~. >.:~· ~::: .. ··. -:; ... · .. ~.· ..... <·. ·: .. ': ...... . · . . ·;_ ·.·· .... _ . ~. - ·:-~ >.:~ .. :.. . . · · :~~ ':· _:-:· 

· , .. ;~- .. · · ····.'· . ... ·. . . · .... ·lO·h .r. ·.'The _ pr~hy~I'J.di~ed , blots_'""ere·--removed ·an:d :.ea~h ·plac- :- . ·,· ·., . ··. ·:· ·. · 

· .· . '::'-._: -_. ::· .. ·: , _: .. ··:. :_ · · :: · ... ·.--~~ · .. {~_-··~,_':-~~~~~~L-;~i~-~t~y~-~~~~,b~g· . ~.;·t~ .. ·:a.· .. -~:a~~ .. -:~~~l?m~,: ·.-<·;~:·:~1;·;_:. .. ·. :.; · . .-_:_ ::_.::·)·.':_'- ··· -.. 
'• '•, ' o ' .. • : • ' ' ',, ' :,.., • '~ I,.' ; ·, ~~ • I • ' • • ' ' ~· 'o • ' • ; • " ' • •• ~· , • I ' ' ';' , '' • ,•, ~, • • :. > '. ',,' . ' o ' • : ' : ~ ' · , o .._ : t • , • > 

·•', . ,, .. : .. :_ >' .(::._· .. of· a_'hyb~i4~~a~i~n __ mi,x . (to~al: :Volume:-.-:fo· 11\;n co~tainlrtcJt .~ :. · ..... .. :·· ' ..... : ·:·~ ·: ::: ·. · .. .. 

.. ·· · · ·.,._so·, _ de.ionised -- form~ide, -~:' x:.ssc; ·.1 . x oenhatdt/-a ··~eagent,·· . .. · ·: ·.: .. _.· 
-· .. · . ... '.·. · . ,~ .. ·:'. :··.: ·: __ .1:·. -~ · : _ :··:. ·::'.'.· -~ .· .. ;·.:·!.·.·· . .:' ·: --~: .. _- .. .. ~:.::·. ~" .;:· _ .. _:. · -- ~- ·:: :. ·.;_·· · ~ -.. ~ - .: ~. - ·· ... :·: · .~.:.. . . # • ': · 

,·_· iot · sodium- dextran sulphate· · cMr ;500;··ot>O) .' ,(Pharmacia) ·and . , . . . ·.;_. 
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..' .. .- ' the ~i~- .. ~-~8 · h~a.'1:ea\~ :·- 6s0:c~ -·Th~ -·:nick~ti~~~:l~teci .-~rob~·~ . ;· > :-. ':·· ,· .. <·. ~· :' · ·. ::·:· t. "'..: : .. • ~ .. 

.... ,_ .... ; :· ·~ ... <i ~ ~ :-~:~l)·/~~~}l_-. m~x~d, :~;.t~ - ·~-- -~~~i{~~;-~:~e- ·. t~~),:i_>. · - ~-~ :--~~~-ip·~~-- · :_: : · ~ -- ·.·: ><::·~ . : :;::.' · 
:·:. .. ... · .. ., ·~· . ·. •.-. . _,·· .· ·. \'' ··:•_ ..... .. · ·- ·~ .' ·· ~.-. -~ . · ·· · ::· ' ·_: . ~- ... " ,' · . .-· \·. ·' : - ,: ', .:·. ~:-··· . ...... ... : .: · . _· :~ :··· >: 
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.. .. ··. · ... · · -~~- ~·ooo~-' _£o.r- .·5.- ~i~,-.... -.~~~ ·.c~-~~d·. ~u.ic~iy. i~ :· .an ·e~nari~i2.i~e :· · .- .·· · · . . _._· .. ~ -- ·~: . ·_ r- · <::·· 
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. ··.: · · · ·· ·· · . ·bat_h~ . The hea·ted .' ~l-iquot ·of.· hy_bridisation··mix· .(l .'mll -was :·. · · .. · ·-.:_- ·._: , _· . · ' . .-
. =:: . .-~:t> :~ · .. . :·. ·. '. ~-·· :. #":· -_.·,...· ~. - . ·._ :·.-: r·:_.< ~- ·. _.w ~·· · . · . . · _ ~· . .. >· .· ..... :.- . · ... '~' .. ~.:· · .. ~-.! · ·~-- ~-. ~.-·. · ·:· . .! , ·- ~ _::· _ •• -- ~ - ~ -~- .: ~·: . . . . . ~:. 
·.·. ;: . :. . ' . _. .' . : ·-theh .added ·to this fresnly;.·cienatured· DNAi and : the' .total. ·. · . -': . .. . · .. .; : 

. ~ • •. .. . · . t.' . . -· D • .-: ._ .... ;_ • , :··; · .· ··:· .: ·.~·. · _ .. .' .• -. ,.~ .• : :: : · -~ · .· . . .. •• · ~ · - - · ~· ~~·:~ . - • •• ·_: .. ·, - (~ - ~: _.~<·: · · _ .'-' . . ~ :· · .... ·-- ._ . ; .. 
. .. ;::· .... .,. . . . ·' . ' . ·J;llixed.'-tSwiftly -an·Ci :thO,'roughiy _.with ' the contents '·.-o£ ~ 'the -.bag . . .. :.-·.:: :_ .: . ... 

, I • .~" • '' • ' • • : ', :' • ' ,', .'• • • • .,' ' : I' ' ' " • t c ' : .' • ~" I ' : ,' • ' ) • • ... : ._:• ' ' • • ' : , • ·:. -.. r.· ... ·. ··, :. , ' ·. ·.· · .:·.· · . . · .. ~ · · ..... ··--.:......__ · . . · · .,·. • .. ' ..... :. ·' ·? · . • ~· ~· ... -:_. _. ·' .. :. '.:, .·,,, :.-. · . · .. :· : .•. : · ~ .-.·-::· - ' 
: -- · ( ·· -·: .. beforesea'ling··. -· .... ··· ···· - · · .·. · · .. · ._ .... . ,_·__ - ~-~ -·· ·- .. ~:: ·· · ·· · 
. . . ''! · •. . • ' '' \ . . • · . , ··- · . · . . ·· . : . ·· <.~· · :.·. ~--... ,._,:~: .: .:·.-·'·.··><;·:·._ .. _. ·: :-: .. :.:~-- --:- ·:--.·. >. · . . ' :' . ·:· · ,_ .. :·· ._.. ,... ·:·· ... :· ... ·, '~··· : '·:: 

: _;·· ::.· ..... ··.· · ... ·:.- _:, Att.er 'inchibatin~r '.-at· - 42Clc -f or ··io·-·hr; .tl1e ·-hybriaised. · blo·t; ··.: .. .. : . ·.: · >_· .. _:.. ·. · ·' ...... ··.·.·. ·.·-. . . ::.·:_'·, :: .. ' .:_·:_, ··<.-·· __ : .. ;· ... _·: .. _·; . ........... :':·:: <: " ·.·.·_:· . ..-: . ... ~:: ·· ·· .. :·/ ::··.· .. ; ·- : :.:_ : · ·:: · ·~ :_: ·: · ., __ .. ,· . . :· 
:· · · , ·· ~ . · was · rem9ve~ .'·froll\'_cthe : b~g.-·and . ·washe'd · thre~ .time·~ - '.in ·'.2·· ~ · sse, . ,. ,.,. 
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. .'tivit:y ·," es.tima·t~.d 'by Ce;renkov count_ing .10 m1 ·volumes of 

':.. ·.:- ·' ' . .. · . . . ... ' . . . : - ·,,· .. 

· ·~.~C:h ~.·~~c~;~i.~~ : ~~-~~·~··:. ·a.'~.~~~t>·tf): b~?~9rC>~~~ .• ' .The · .~:ash~~- .. 
.: / . . . . .• . . · . ,. . . . . . . ' .. : . :· . .· : '. ' . ·. . . ·. . . : . . .\ ' . .. . ·-· 

•• • 1 

. , -~ . 

. '· .• - ~ybr,idis.~d blot·~ . ~et.e. 'then e?Cpo~.ed· to . .'Kodal¢ RP :. ?C:..amat.' -;f~lm ... .. 

.. ·. <. :-:_....-.. ::·· : ;~t:::. ·~.;~oc:t:·thi~~gil. :a ·fii~::~~~:-':··~~~~-n~~~~ ~· :·. !o~:. ··app~qpr~~-t~ :· . :~ -
· .. ·.··~~nq·t~~·:_~·i~ ··~i~; .. ;. :::;:.· .. ··_, .. · ...... -. ···; ·· :: ... ··· ,.··.;·.,.' .... .-

·· .. -. . . : . .. ·\ ··-· 
; .. ' :./:. ·: ··.··. 

.. ' . 
' t I :· '' • , 

. · .•·: .... . · 
~ . : . ,; 

. :.··· 

. ·.· 
... .·· ~. 

'· : 

: _ ·:_'· . .-·.- .: . 
··, i' : : ' • . . :; 

::- · 
,\: 

.- ·-

.···. 
···. ···: · . . ' ·., :·· , .... : -~<:. :: . · . '· ·= ......... ..... ,. 
·.: .· .... " ·· .. . \:: ··>· ~., . . . . .. ·.:.:. ·.· :. 1•, I. •,.• •, .. •.: ., 

. ., .. ·:. :·: ... •'. . ·.~.-\ --·:::·-:·( : , ! ·• .. ,:. ·· : · ·'·· .· . . ,- ••. :-:·· . ... , ... , ~··.' ·-
. ''.' ~ ' ; o:.: • -:~:: .' , ' \ ',o' ' >' ' ,' o o I •' ", o•': ' , ' ' I • o .. ·. ·:... . ::•" : . ···' ' 

. , .' ::.: _. · ,_·r-: _·: .... .. .. . ,' ·' 
·· .. .. · .. 

. · .... .': : .. :. '' ' -~· :', . . . . 
,. . -... .::· .. ': : ' .': ... ~ : 

·.:;_;·: .. ' ; · .. ~ .. ~-~.' . ~~ · .. ;. .. : ::·{::~·· . 
•:-' , .. ·. 

~ . . ·: .· .. 
:· <: ;. . . .~· .. 

' : 

. ·:.: .. . : ,·' '. 

'·· 
, ·; 

: .. ·· •' .. 
. ','• _' •, 

1., : .· 

.... ~ . · . · ·· 

• ' ·. · 
:· . . ': . 

.· : . . 
~ . '• -

:: . _ ... · ··.· :1. 

, .. 
. ' ' ' "' ~ <• 

/ . . 
. • . -

... ~·· . 

·.·· . ... .... 

... · ,' ·. · .. · .. .. · ... ··:· 
-~ .. 

···- ·.· . .. .. '··. -,·· .·,·· .. ·· .•. 

.... .. .. 

• I~ 4 JO • 

. .. 
': :-" '.!',,-, 

'-· 
•r • •. , . 

,--, ... .. f •• • • • • 

~ . ·. ·. 

· • .·•; I 

~- •. '· .. - l 

) ··-· .'• 

•,' r 
. • f 

·, .·· 
. ~: 

... 
. ~ · .. ·:. 

. •, .. 
I ;: ,' • 

. "":-· ·. 

. ;· .. ,. 
·: : .. 

. . 
.. .... ; , .. ~. -: .. ·:~ .. 

., 

' • . .. 

· ... . 

; ... 
.. ,· 

···.·:··;· !' . , ... 
' !· ' • . ·. 

' • : .'•. 

. . ~ 

.. .' . 

.·· .:-.. 
-~-

~ .. . 
• ;' -:1 •:. ! ... . 
.. 

,• , 

. ·. 

.·· 
.. 

' .. 
' . ' 

'•. .. 

. . 

.· 
·, .·· · 

• . 

. ~ ' . 
. \,'' 

J,' 

~·· ...... · .. . 
"· .; . 

· ~ 

::. . ... 
I;, 

. :· :· .' • .' ·- . 

:- . .. .. .. 
• ' 

-·.: . 

:: ·. 

•, ·•. ·~. ' . ' ;; -· .. .· ~~ ' I • o \ 

· ·~· .. : .. ·.·· -: ·.• .· . . · ... ·--~. 

· .. · 

. . ~. 

,· , 

:··.· 

·,· 

·--.:. 
:· . ..... -- . .. ... 

_.c·: 
· , .. 

.. ... . ·. ·. 

' !.' ...... .:.--: 

~~ :I •' 

r :· 1 

·_ :_: .. :·-:· _· ., .. . . '/ 
: ' ' . - . I ~ :: : ...... , \ . ·., .' .· · .-:·· 

. ,. 
,"• . 

I ', ,: ' ,•' • •' : ' .. .-·.,'· ... . 
··,. ·. 

: . ·:·-: .- ,. 

· .. ~ :_· ·,· .... ·: ' : .. : :.- . .. . ~ ·, ... ·• .-

... . ·. 
' · . . ··· .. 

. ~ . ... ·; .... . ··' . :t 
·.· ' 

,; . . · .. · . . 

·i :.: ... : .. ·. 
; . ·' .. 

::; .· . 

. . 
·, · • .: .. · .• :· ·.· 
· ... ·.-' 

' . . , . 
··' ·~ . ·. ···. 

. . .. 
'· 

\'; 

.. ~ -: . . 
....... 

• ', ', t' ' I' o L • • , ··,·,·; . 

. · . . ' •· ·· . . . · ._ ,· ... · . .. 
'::' , .... ;' 

·.::.:.:: : ,• 

_; .. ·:. 

- .. . . . 
. .t_' . • ·•• • .' : •. ~ ,I · •• . • • ; . _ 

:- . ;-.:· .. : . . • 

.:-·· 

,, .... . 
. ·. : 

··,· 

-.:· · 
·:·: 

~·: . :_. . · . 

. . ··· ... . 
", :, 

.· ···.· 
·,' .. .-
,. ·: ~ . 

\ !• 
I •' ; ' ' 

: .. ~· ··, . 

: .. : -. :·.· 
. . • ·,~ . 

I ' ~ ' I " 

,·· j.: I • 

.. , .. ... 
• ! •· . - . 

, • ·' 

•, .· 
' •' • : : , ~ ' ' · , • I • ·:.· ·· ·' .. · '· 

_ .. ··.:·::·.:·_. .. ··.: : , . 

. '·. 
I:, • \• • _'·,•• 

:- · .... . 
• ·, • : ! ' . . ~ 

•. ' . ·, 

. . - . 
. .. 

• • • • • f · 

.. .. 
,I ' • • • ' i . :!: . . ..~-

: · .. '~ .. 
, • o 0 ', .' • , , I ' • 'o • :~., ' • :- : • • :,: •' ', I-~,'; 

' ·:. 

. ·: .. . . ' •. . ' . 
' ., ' I 

• ,t : •• 

·· ·· . 
' . . 
_ .. · ... : 

' . ' 

•.·· 
.:··. . . ... 

·. •, .. ·.· 
.. . 

;· . .. .-~ . 

..... 

; . ·. · .... 
. .; :. · . . 

... · ol ' 

·." ~ . ~; . ~·· ... '. . , · : . . ·. ~ •. . _ ... 

.·.··· 

: ,. • 

: .. 

, . 
:...>\ • • 

·-· . · ~ ·- .. 

. ~ ' 

. ; . 
. . ~-

· .. ·., · .. 

·': ·· 

' • •'"'; 

:- · .. : .. ·: . . 
·: .~. 

" ,' L' I 

, · 

' · .' 
. .. · 

. . .. ~ ·.- . 

. · .. ' .. ... 

... ·· . .· 
I ' •, . . .. . 

.• 
. ' '·: . ' .. 

·' · 

.·· - .• .. · 

' _.:....-: ·::_ .. ~---. - ·: .... .. 
, .. . . ~ 

'~ .. • ~ .... . f. . " 
' .' .. .:: ' • ·-· · .., 

·>~:· ··;.··~ .... ·· .. ; 
· ·· .:, 

: .... 
.. - ~ . . ,,., :· :·· . •·.· : . ': , .. \ -: . ·\ . ·-.. 

. .. ·· ,: I. · .• . . 
. . . ~ 

•. ··,· .• : ,' . ~ :. 

:· 
.. :..:.;.._._,,__.._~~-· 

' . ,~.:-.'::. - ·.'.' . · . . . !;~i - ·. ,o I ' 

~ . ·, .': · . I i' 
. . : . -~· ·. ~ •, . 1.: 



: · 

.· . \ ,: . 

.. 
• ' 

. 36 

RESULTS I 

' \ 
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Ta:bl~ 4. ·Immunoprecipitation of material from extracts of 

.uvt irrad_iated Sl59 infected_ with .)..aroA. 
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.· ,· : Proteins synthesised j.n . ~ helper .- and not. ).aroA-i.nfected :.· ·. · . . ·. ' . ·. 
, , • ~ ' o • • • • • ,I ', · , ',~ ~I ',• • '• ' --. ' I' \ ' • ~ · • o :·, ·~ ' 

cells . ca~ .. be. ·a~'cribed . eo 'tho~e . ph~g~ .se'quence_s'· ·iost. in··.· the . :. ·} . ·, : .. · .. :--;·: . ::' 
' ; .... · . ' •·. ' . . .... . ' . . . -- . ' . . ·· ··' . . ... 

·--~ .. ,· ... .. · . . . . : -- . · . .. · :·.--_· : ·- . · .. - -~: : .. ~. - ·: -~ --~ . . _··\:·'.· .·:· ··. · _.: · :~: · :· . _:_. . . . . 
subst-itution; ·. whose. ' los's .'accounts:· for .tke ·defect1 ve chara.:-. ·:... . ·i: ::\: <:. ·:' 

·. ·. _. . 

. . . ·: 
· ' . 

I ' ' _,'' ·, · ,··<.:•' '• ::,..·:.:' ' :,·,, '. •: -- ·.>:.· .·, __ ·.--- .. ~_< :'<·-, • ,· ' c\,• ,_'·.b ··,:· .. :~ ~·· .-· ,.- ,: · "::· ,, ,·' ,·\,:.-,,:::' ·.~·:~; ,_ ' ' • o "• ' ' , · ~· ·, , : 
,.. ·· . .- · :. ¢t.~r ·.cf· )..aid~. :,wh,t.l_e; .. t.l:l~se::~s.ix· .. p_rq~eHls:,_·, wi:eh . M ~ : .=" 29. ,-s~o·;._ · ·:' · ; ::-: ·:~-:·: ;,':: 
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· ··· .ori -· :fs ·;~riiqu~: . ·to:-..the· .transducing_ :phage..,.inf~ct~d·: 'cpnd;i,tion,~. . ·· ·· ·_. ; .... ~ . 

·. .•··· • ~:. ··• :• .. ; •... ·. ··••• '·.\} :~~;:.~it::~~::r;:;.::c~~r:~\ ··~~uen,ce:~' :~i:ea~~~<~a7,~A} ;·:, :\;.;·';·. :~~.j,; 
. · - · .,- -... .. · .~. The·.··secqnd.·par.t::-of .'this · analysis - (Fig~re ... r.· (:i..i) , .. . ,.· in·.·., · ... ·-.. ,· : _. .,-_ .- _::· · . .,>: ,; . 

' .·. ··• ' · , ; ·. ·. ' • · , . , .••.• .,h:c~ -~~~ · i y ~~gfp s ~ 5 9J~i>~P~/ ~"~·~sed ~A '~o~\ 0 tie~,• s:'"'; . ; , :: i ' ; :: ( ;, 
:,-. .. ·. . .~~- . .:· ·· .: .. :· \~: .. ~-~~~ t -~o:riQ:-~~-e :_ :_~~-~~ .. l~·;. :~-~~~ ~~s- ~-:·_ -~~~9~ ·. a~_d:· ··:~a~~~_e:r~~l. , .· o:~:· ~~~- . : .... : .. :._. , :_· _·.: _: ·: ··::"·,Y· 

_·, ·._ ::._-;< ~- > ) · ::~ :··;:: <. ,-:·: _p~o~o~~r .... -a~.t.~ ~.i. ~~-~~· ~-~~v~~-~~n~ .:t~~-: ~~~:~e~·-~-~~~ :--~.~-.· - b:~c .. ~~F_~a~.-- .. _·· .. : .: ·'· .. ; ·~: >:,: <.~. / . 
·. __ ::··· · · ·· .... : :·,_.' ·:.- .c:Je~ie·s· .~carried .. 'by · t~~- ·. trans'duci!lg:,ph.age· • . Th~- eff'i~cienc::i : ·:. · .::'. _. .:· ·· .:---.. : -:. ·_, <· . .-' .. 
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conditions (3"9). The remaining •five, which· c6migrate with 

p.roducts shown in Figure · 1 (i) to be unique to transducing 

phag_e infectio11: of the non-lysogen, ·on the other hand 

pro~al;>ly · repre_sent bacte.rial ,proteins encoded }?y )\areA 

' ·· which ar~ trans·c;:ribed from prornci.ters ot ·,bacterial r.athe·r 

r • 

.. 
that ,ph~ge ·deriv.ation: . The product· of. M~ =· 4S~soo· -is the 

• , - ~ , , .o ... , ~ l • . r • . . 

onl}f· sp~cies of· the· "six \m.i~~~ ·to ·.Xar.oA infe.ct~c;;n which 
·, ·' . . . . . ·, . ·' . . ,·. : ·. . · . . . . · ' ' . . ·. 

appea.rs to ·lack··a bacte~ial ,promo.ter bY: .this criterion. . ' ·~ · . ' . . .: . . .... . . . . . . 

:A.' ~o~paris~n ·(,~.the migr_ation . of pr~teins ~y~'thesis~~ . . 

in AaroA~infected ~ells: with the pos~t~on of pure s~ mark-
, • · 

0 ' ; 

er run in the same · apaiy.~is sugge~ts. the identification .at' . . . . 
. ' 

one of the bacteri'al proteins cod.ed for by th~s phage ·as 
' . 

the product of. the· rpsA gene. This · .protein -,.pos~esses an· 

'Mt- = 7·0,000, .clo_se . to tha€. reported for. r .-:-protein s .i _in · 

'similar: SDS· polyacry~amide gel electropnoretic analyses (71) • 

· ' -
: 

SDS polyacJ_Qyl~ide _ge~ eleqtr.ophor~-~ic _a~~lysis of material . 

imm(Jnoprec.ipita'ted .from extracts bf Aa:roA-infected c~fls · 
,I • ' o >'I ' · --. ' • o' , ' 

·! 

The ,. re.iationship betwe·en bacteria,! . coding capacities 
I ~~:!"\'->. ~ . ' . .· \ • . • 

at"t.ributed to ·.t:he . transducing phage · and the earlier. obser.:.: . . . ' ... . 
. . . . - . l 

ved enhanced .. ~y~the~i~ of .anti Sl reactivb material ·i'n . 

·.>.,a:i:-oA.:.inf~ct~ci cells· w~s . explor~d -~urther; 'The . approach .-.-.- .. . . .. 
ChOSen to: ~larify, tl\is relatiO~ 1 ' OnCe aga.(n ·making USe Of· . . . . . . . . . ·: .. . . . . , . . ..... ~ . 

. . . ~ . . . ' . 
. the ·uVL ·ircradiation, system, took tqe .form of . ~~ - e~ectroph~ 

• ' I • ' • • .' • , ' • • • 

. . 
Or~tic · analysis .Of· .. S()e.cies.. preCi[>i tated :ii'F r .e.action ~i th. . . . . . . . ' ~ . . ~· . . . . . . . . . . 

·~ 
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anti Sl serum. Proteins synthesised in irrad-iated cells 

of both 5159 and Sl59(Apapa) infected with XaroA or 

helper, were extracted, reacted with .immune s.erum and the 

immunoprecipita:t~d .rnateri.al· analysed by· sns polyacrylamide 

gel elecitropQoresis .. 
. r . . ' . . 

The· f:i,rst ~!)art· .of. th'is· analysis'· .presented in .. Fig_ure 2 · .. 

_(·i; .shows cieariy that ':-an ittununo.reacti~~ s;pe.ci'e~, which ·\:~ ....... ·. 
de_te·c~e·~ only ·in· -~~tr~c~~ ·~f i\ar.oA-in;~c~~-~ . sls~ · (lan~ · 3} 
.. • .... .. · .. . ·· ... -. - .· .· .. . ·· : · .:.· · : . . . · · · . 

'C\.Od .. thus ·l~kely of· ··ba~teriaf origin 1 c:om_igra't'e·s ,_with pure 

-Sl. A second protein _ o~ M-~ - ~ 38,0'0_0 is· · p:t:ecip·itated_ · f~om ., 
. . 

this ex~ract but would seem, from its .appearari9e in t~e 

.immunoprec.ipitate produced from· A helper-t'lftf~cted . ~ells,· 
· . . 

likely a phage protein (possibly the niajo£ capsid .. protein, 
. . . . 

gene · E product). 

. The-'·se~ond part of the .analy~is (Figure 2 (i:i)) . establ

~shes, in agreemEH~t with the resul_ts of Figur~· . -1 (ii) ·, 

that · ~h~ - si_ comigratingmaterial is syrithe~ised .both in .. 
-: . ' . 

th~ non-lysogenic and .(albeit at · a sl{g~t~y reduced . level) . 

' tpe lysp:g~~ic hos.t infected with .AaroA ciane 6) I cortflrmi- ' 
. ,. . .. .. · ..... - .. . 

ng its. immunity frqm ci repression of phage :gene expr_e'ssion . 

The .prote'in of Mr ·=: 38,000 ~ef~rre~ to 'above -is· not 'det;.ec:

ted in .extracts · ·of ei'th#J:" ·¥-roA or- A helper-i nfected : lyso-
. • I • . . • ~ ' , . - . . .. • . • 

gen .(lanes 6- & Sj ~ as- would b.e expected if · ~1:- were a ph~ge 
...... ' 

9-,erie I?rodud:. 

'l.'he su~ge~-ted .immu~.olo.gical · identity of . ,pro~ein s 1 and 

. . toe ·comigrating material synthesised in >.a:roA-infected 

,,· 

.. . ' · = J . ' . ' 

. . ' ·. -. : .--· ... 
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Figure 2. · sos polyacrylamide ' gel ~lect~ophoresis of mate
rial immunoprecipitated from extra~ts of UVL 
irradiate.d ·S159 and Sl59 {;\papa) itifected with 
~ai:oA. 
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. Samples -~~00 H> ~'£ cul~ures , c;>f : s~rains . ·.5+5.9. and ~-15~.·. 
·<"-papa). UVL ·:~rrad~ated and .. labeled ~~th: ·L-JJS S:) methl.~on~ne 
as· ·spe.cHfied.· in the·.- iegend · ·~o :.Fig\ire 1 ·, ·. wer~ .extra·cte~· arid . 

· s3.o . fr~ctio~~ · (·~·4~ Jl-1> .. · p~epared. ·Portions ·:~£ .. tt;les.e· ·ex~ra:c-: . ·. ···.· · · .· · ·; · 
ts: .were reac:ted WJ;th . equ1 val~nce ·: a~ounts . first C?f an~l.~Qd-:- : · ·, .. : .·:' 

. 'i·~s: tp: .~1. t~ie.~ : qf_,,:p.rote·;i:p A-s.eph~rose· aqsorb~nt / . al\d·· tl;le : ·· , . : : . ._- · .. ~ · . 
~ result~::immunoprecipit'ates ':washed :then sol\.tbilised': in: .· .. . ·,; . ,. '. · ... 
. :s.'?~~~.#~~e· ~~ff"~r: . :.c~oo '~Y:·,' .. vo.rume:$. -(?.5 Al' :~o-~-- ~~ch '(,£; _til~ '< .·.. . .... .-: --: · 
solubl.ll.sed ·samples were · WJ.thdr·awn , for· an-alys1s· .along'Sl.de : . · ·· ·,· _ . . · . ·:' ·.' . . 

. .... : ·~ .pure .. S 1'. marker. . on·: an so$ -10 i . ac_r.yiaini~e :_ geL . Foiiowing · .: > . . ·.. . . ' . ' · . .-· ·: 
. .'electrpphoresi's. 'at··.ts · ·rriA to' .stacit . a'nd 30 ,~ Jill( · to . run'· {until-.. . .. . . . . .' 

.· 

. . the .. t·~cickin"g. ,dye : approa.ched : i ·cin . f~9in . the . lower ' end.)') ;' -~he ....... ; .. . 
gei. was · -~t.ained and proc-essed· f~>r - a~~o.flu9~ography (1;1.ir. · . . ···. 
prb9e~u_ies' . a's. described~· ~n -~hoqs·) · •. . - ~fill!' . expo'su;-.e · ~·8 . . h.~) .•. · 
Mol.ec;:ul~:r: ~eights w~re.. . ~rmJ.ned a~ ~n .F1.gu~e _.1. Lane ' 1 . . 

· {l-20 , cpm .loaded)·· un~nfec . 159·: · laJie · 2 . '(450 cprn) S159.A 
helper: lane 3 .(3,-760 cpm) ·slS9.).aroA1· ·lane .A : (;:too cpm) · 
uninfected ·,S159 ().papa).:~ ·lane. ·s .(120 ·.cpm') , Sl59.(Apap_a_) -.~ _. 
helper; · lane ·6 <1.~ 900 .cpm)·. : ~ns~ (Apapa)-.~aro~{ la:~e· 7 · (,60 

. cpm) . ~s . sample · .6 except· that the . ~nunune s.ertim u,sed ·for , . ' 
·reaction ·with 5159 ().papa) ·Aa~oA · ext·ract was fi'l~s~ incubat
ed \.litn an ~xqess·~f ·pure. s~ for · .J.S. min- at' P0 <;:.· 
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cells is f~rt.her reinforced in Figure . 2 (lane 7.), by the 

deino~strat~'On that preadsorption of t~e anti serum with an · 

exces~ of pure·· Sl -before reaction with. 'a}l .extract of ·>.aroA 
.. . e • • , • ' • • •• • . ' :' -~ : • ' , , , , • ' , " 'r • • -- . 

. - ~·nfecteq. st_s.~ (Niap_a). r.~su·J:.~sdn CO':J?l,e.te. elim'i~a~i.on ~~- . . : . 

_.~his:. ~ r~~io·a~-,~~-~~ :· ·~~~.~r~ti-. p~ot~~~- -~-~o~:-:t~~ . -~~-no~f·e?~~P.i~ · _. · -. > · 
··-tate·...... . .· ' ... · . . . ·· . . . ··.; .· . ... - . · .· . · . . : ..... ---.: .. 

• . '.:. ' . ; ' .; . .•. .. . . ' . . .. . -~: \ . . . . ·. .. , '• ·: .. . 
. . .. ·: \(-_. . . :. : . .. . : ... . . ··.' . . ... . . ·:. ,. , : .. . , ·.. .. .. ···,· .. 

. . . . . . -~. : ."""" ... .. ' ~ ~ . . . 

· .:.· ~o. · -~~rri~ns_io~~:l .. :·P-~lyacJ;;~·~ide :- .-~.~L:·~:i-~c~:;-~~-h~~e:~-~~: ·· ttri~i-Y si~ . · . . . .... . . 
·. ·: .. · : ,•, . . ~ .... ·: . ·::--. -_ ..... _.-. _: :._ .. ··:.'. : .· · . . ·. .. · .. · . ·., ··.·. . . _ _.: ... _ :.: ._ .. , .. ,:. . . ' . . _; _·._ .. . 

' . of total mate'ria1 . synthes'ised 'i:n XaroA~i'nf'e'cted . cellS' . . . .. 
'. • . ~ :·. . . ' ' · . · .• · ·.' . ~ ... - -~ ~ -- . , ·... . ' :. : '·# ·. ·: : . . /' • ._ . ' . • ·• I ·. 

·. . , ·. · -:~··. . , , . . . . . ' . ~ , . •:' ., . ·. I . . , . '.· . . ·:. ~ .. . . i · .. 

The nature· of.: the ,baoterial: proteins eil<?-odec;l ·-by. ~ro.l\ - · . ·.· 
.. . , . ' . . . . . . '· . · .. · .. 

. . w~-~ · ~xamined·., fu:r.th~r· using · th~ ·_ UVL-' ir:r:~di,~-tlori system this · . . ' ,. . . . . . ·-· 
. . . . · .' ·" . ; - . ·. . • . . · . ·:t. . ' -· . 

t,im'e coupled to the·. method· for . two ·d.~mens1.onal -polyacryla- .. 
· .. . · . .-_ . . . . ·- . . . . . . .- r. .: . . -.--· . . . . . . . .. ' 

1ltide gei electrophoret~c· ana~ysi~ . dev.is~· bY, . 0' Fa:r:r.-ell · . 
. . . . . ' . :- . . : . . . ' . . . . 

(S9). Proteins · s.yn-t~esised i~ - ·i -rradiated .aetls/bo-eh . lyso-: .· . . • . ., . . · ; 

g-:enic> and. oon-:-lysogenic, 'inhcted with -this: phage and' .. 

l~bele·d· wit·~-- -.L~(~ ~:) . -rri~th'io-~ih~·, · ~ wer·e· , ex~r~·ct~d>then -:~na~l-:· -' -,:' .> · . . . . . . ,. ... . - . . . _,. . . 
. .. . ' ; . ' . 

sed ~sing . t~_e ·o'·F~i.r~ll ·.~e-~hniqlie, .. :.: · · . .. 

. , _ ·-;~~. - ~~a]-;,·~~~, -sho~n :i.~_ -. fi:~_u~~.'· 3 ··._(a -) :· (~on7""lys~g~n) ·and . · . . ·· .. · 

. . . . . . . . .: .· ·-. . . . . . . . 
(b) ·(lysoqen) ,- : cleaZ.ly .denionstrat~s - that. a _.:ba:ctepia'l prot- . 

. ~in. ~yn~he_s.f_se.d · ·_.ii) ~-b~~h ·.:typ~~ ·-~£ ··.hos~ _- i·~-fe-~t~d:.:·with. : ·th~-~ · 

. . . 

. l . . .. : 

phage, -~nd thu~ : iu~~ly . .'ex~·ress~d, · from ~~ · bacte-rial pr:Crnote·r, ' 
·• • . ... . .. - . ~ . J · . ·:. · . ·: . • • . . f • •• , • · · :_ . ~ - · •• • ;- ~ .· • • • • • · :·:.· • • : • • •• __ : ~ •• · ' . • • ·: , 

· comicjrates ·~ith :_~a -~ ·This ._pt:o~¢:i,n, .. :which: .. I<>Y.· ·-.sHc.h. · .~omigrati.ori . . 

-'!~ ;sll6~ - ··t _o b.e~-.-J.~~n~·ical . t~ -.~{ -~cc~~~~~:~ - ~b ... briter·i·~ - both~ . . ~- · 

.. •r· 
· of is~~lec;:triq poini:··- ~.nct ·l1r behaves ~s e~pect~d-: .-in ·thl s_ : 

_9,et.·sy:st:em·,:··: ~i~~~ti~~-::~~t~ ~ 'pi . S-6' and .:Mr- · .~· :?Q)~bo:_ ,_,~~S). ·: 
·The. ·~esu~t~ · ·o£·; F,i9~r~:: 3 :-.(a).: ~no ·(b) --· ~~:: ~~.Cii·~~Q~-, · proyi~ . . .· .. ·. : 
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Figure 3. 
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Two qimensional pa,J,yac·r.ylamiqe ge~ electrophor• 
esis of total proE~ns . synthesised in .UVL irra
diated Sl59 and' Sl59(~papa) 'infected with XaroA. 

. . s~pies · :··(400 p.:ll . ot' cult'U~es··· of. strain~- s1s~ .'a~d ~is·g . 

·,"; ' . 

. · CAp_ap~-) · uy:~;o ·ir,ra,c;,l,tat:ed and : l~beled with- L- f:&.~s) .. m~tlppnine
, tt.s : -specif~ed ~ in : the· · l~gend ·to .Figure · .l:,:were : lys~d- in ; s~n~ll .. 

. ':.VPlume~. :- ~5,Q ·.jfl> ' of _ ly~.i·s b\.lf~~.l:: : b::Y-: ·~r~ez~-:~ha~ ,:·t~~atm¢ri·t~·· · . 
,_ ... , .... : · ., ~ .. P<_>.rtlo~ · .(5: .~) - ~f · : .~a~.~. ly.s~te,- .~o _ whJ:c;:h., a -9:~a.~tl.t::.Y.: ·of : ... :-,· · . . ,. - ~. 
. . .... . . ' ,pu:r:e ~.+.~~;rke~:· C'~.:l. J,A-9 · :~.r}s~·.Ml·()f 1ys1._s bu~-~~r> :.:had l;>een, '." .' .· 

.. ·. 

' . ~ .. .. ·· 

. ·· ... .. ··. ·. , . . :. ; ··: ~dded .i ... was: ·th~n · ~it~d~awn. and ·an~ly~ed ·· l?Y : tl:\e;., (l',F~:rre_l.l. '·.--: · · · :· ·. 
· .. · . ·· · ·, · · ..... . pr_oce,dure: •. ·. Af1:~r: .electrophor~sis .for . s, .~Qo .. V/hr- ~n . t;he · . ·:. ~ ... .. · . . : 
·.::.: · -·, · .. · . >. '· · is.o.~~e·c~ric ·. f9cu~ip.g ·_ ~irst .. c;t~~en~ion,· .. ·f?l~<;>w~~.- ?Y. 15 · .~- to .. ·-: ,. · 
· . . , . . . , .. s.tack __ and ,.30 'rnA. t:o · . :ru~ .. (untJ.:l'. the -trac~~pg- 4Ye approac~e.d· ... : . 

· ·· · · · .. l.· qm~ ·from the~ lower :end) i 'h 'the sos secorid :dimensioh, · . 7 
·--

. . . tli~.se ·. gels· . we,;~ ·,.staine~ ~nd · p'r6~e.sS,ed . for .. auto.flucirogr~phy : 
· (all. pro.cedur'Efa ' a$ desdrib:ed 'in }tethodsL· ·Part 'Aa) :s1s9 .. ~ . .. 

· Aiu:oA cai;'4o.tf cpm) (~il~ exp6~ure 36 · h·r) ; .. part (b} · Sl59 
. <1&:-P~> .• "-aroA U7, l .oo cpm} .c£;~~ ~'5I!9s.ure ~6 · h~): .· 
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Figure 4. Aqiu;·ose. gel : e_lect~opb~.r~sis - of DN~ fi:agment~ . 
produced by restriction·· endonucle~se digestion 
of >. .. aroA . . DNA~ · · · · · 
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Initially, the arrangements of fragments produced by 

digestion . of A.!!:£A ·DNA with enzymes Ba.m HI., Eco . RI and 

.Hin dill were determined. The orders shown in .Figure 5 (a), 

were. derivea ·from the results of the v~rious dopble -diges-

tiqns presented in ·Figure. 4·. (a), and confirmed at least in 

·their identification ' of ' right an~ left end: fr.a<jihen.'ts by 

· the.· ~~s·uit~ -~~- ·:an. ·a~aly:~i:~ · o.f - ~h~:' ~:f'~ect - ~f :th~-~~1· me·iti-
. ( . . . . . . - . ~ · . ·. ·. ' . . . ' ' . . 4. . 

,· ' ::_., ng. : o~· A cohes,iye: e~ds:- up~ri the f·r~UJ!t}e'nt.:·p~_tterns .. oJ;lt'airied 
• ·• • ·• ' • : ! • • - . •• • - • ' 

·· .. i~ -: each . slngie · diges.tio~. (da~:a ~ot, .~hpwnL' Th~· o.rde~.s. ~ oi '' 
',o~: ·, •' • • : ~. • ~ !• • • '.• ' ~- · ,: '• • :,: > : . ' :-; .. _. , ,I', , ,.;_._.' .. ' ' , . ' .-: ,, ·, · '. I• ', · ~" •. .. • 

.-' ' res'tr'iGti'on fragments produced ·;by .. dige~tion of .).a'roA DNA ·. ', 
•' · . . · · . ·.· ·· . . · . .. '. · . ·.· · .. · .. '.. . . .. - .- .- . . · ·. 

-with enzyme.~ _ Sal · I; .· Bgl II, . Hpa I,, Pvu I, Sst I,. Ava · ::r aod ·. · 

Sma I, as . ~hoWr1 _ 'in Figure ·5 .. (b).:. {g),·, ·•w_ere then deduced 
/ : 

using the· prelimipary Bam HI~Eco RI-Hin diii rn~p as a 

guide to th~ int¢rpretation of -the single and (!oub}:e dige

st fragment patter~s shown in Figuz::e' 4 ·.(b-)- {g)· . 
· . . · , ' - . . .· • , ' . 

. ' . . , · ' .. ' ' ' . . ' ' 

The method by· \l!hl.ch· fragme'nts w~re .ordered usJ.ng these 
. ' .. 

l:'esriits may be .iliustrated in the . apprpach us~d . to .. cpn~tr-
,- ' ' ·. . ' : .' , . ' . . . ' 

' .. . .- uct the ·· Bgl I.I r~~tr'i.~tic;m -~ap · o~ .. the ·.tran~d~~ing. 'ph~ge '. ·, . 

DNA .. show .. in ·Figure ··5 (o)_. . · ~h~ : re~ults· oiFigur~:. 4 (c) 

' dem~~s.trate · 'that Bgl II digestion ·of· .XaroA ·oNA yields 

:' ' 

·. ,' 

., 

' . .. 

• • • '·.· • ·_· • p • • ••• --- ;. 

. · .. ~ig~t· · de~ectabl.e · fra_cjmen'ts -of. siz~s. ; · 15 .. ~, · 11. a, 7. o ~ 6. 1·, 

· 2. :4~~: · ~.57., 0.6'5 i:md - .0· . :~8 kbp • . of· -~t.he~e, ~:our may ·be: ide~- · 
' . . - '- . ' . . . 

tifie~ .fr<?m . ·t,h~: i~fo~~tion . su·~P4~d: .:in ·pub~~e~ : l~tPbda · 
· ... · '• ' .' · . ·· · ' . ' ~ - . . · . .... 

ma·ps · as purel·y .-~ ft_agments~ · and. assigneQ. to · the far . left . . . . 

( o . ."4 a·} a~~ rigJ:lt ·arms. (,2. 4 5, · ·o. 6 5; , 1·. o) o f th~ genom~. The. 
. . . . ' '. · . . . . ·. . . . .. 

. .. : ' 
· four ren:t~in~~g · fr~g:men·ts, wh.ich _' cpmprise · two of · _pur~l,y 

·~ ; 
'· 
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Arrangements of fraejmi:mts produced by sing-le an4 
double dig·ei!J.tion of --"aroA .DNA 'with rest:t;:iction 
~ndonu.cl'eas·es. --

· ·The observatio~s. of.' $;~e . an.d number , of restriction 
f_ra9IIlents i>r.oduced -upon:-d~gest;:i:on '9f A!!2A ·.DNA ~ith ·each 
e.n:zyin~ and c01:nbina~~on.' of ~nzymes ,_ as prov,i.ded . by t~e · . 
;-e~ul ts ,9.f figure ·A· ·(4) -qg)' , . ·~ere · ,coll!itec:l and ·_the . c_ombin~ 

_: ed in-~o~'tiot1 :used. in the· ~erhratiori· o·f the ·· fraqitl~nt·,.. 
.. , :· ~orders . pz:es.~pted~,·· · · · - · · 
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}Jacteriai ~nd two of pa;-t. _phage and part. bacterial sequen

ces, ·requ\re the interpretation o·f double digest data for 

their ,o-rdering. 

The fragl!leAts obtained in Bgl II/Sal I and Bgl If:/Eco 

RI daU:bl.e digestiOnfi. of· the DNA · (Figure . 4 · (c) ) both agree . 
I • ; ' ~ < ' ~ ' - • 

in . the p~sit~ic)J1s · ··_ su~ge·s:fe.d. for th~ tw~ ext~~tne i ·nsert ·.. . 

.. . co·~~a:~n~.ng f~~~~~n~s_:·. 1~ :. ; .·:~~~ -: -~l·~ ~ · ·~b·P.-. :In : ;the·· ~gl II/ · .· 
: :·- . ·_ .. _=· ·_: '. -~ ·f .. : .. :_ ·. ;· ~.·:· . ··. ' ' -~·:· _: ._. \: · .' .• · ·· :-· , · .. . ·' ~ ' _:~: ·:-~ .. ~--- - - -~-~-: · :- ·~ - ; " . '· .... •,, ;.. .. · : . : 

. ' 

. ·. Eco . R! .. p~tt~rn both . ()f.·.' 1:he~e- fragments ·are- replaced 'bY ... . the · : ··· . . · 
• • ' : · ' ' ' ·: :, ~',, '' ' ' ' • • ', ~. ' : • ' • • ;·' ' I ' · ' , -~-:-' • ,: , , . : ' • .. • , • , 

1 

, ," : .:, • • 
1 

' • . ; ": , • : , • , 4 • . • ' •' ' 

' : :.· :. ·-pi:~4iicts ' of.: th~i'r .digestion·i :'··l~~- 2 ='' ll:.f .-+; ·4.o ~tip and ' ~ . : . . : ', 

. -· ·. ·: __ .:-; .' -':ii~ ·~·:· ~ .: .-1~ ·. o ... ~+~··.~ :·~· ;_~Br;~:.:: ~~~ .. 'iri: .. ~,he·:~~~ ·:·;:!/~~1.- · .. ~ ~··:P~i~~;~> .. ·. ·.: . '::>· .· 
· .. · · : 'they.-~~·~. · :r~·~laci~ci; 1~.:. 2 ~-~ , 4 ~ ·~~ · · +: 1. ~:~: (sal · ·il .. +· Q~ ·s:t. ·(~a.l . - · · ·. ·· 

. .. . I). ~- _2._:: ~1 k~~ - a~~- ·1~->~. ~ · 9.~:~ - .+. 2·.02:. kbp. · ~~e preli'minary . , 

.-

Eco .RI map· · o~~,!EQA DNA,.··:~hich. _gives· the · p_J::ecis~· locaticm . 

of the .. Eco· R.I cleavag~ . si t~s _ilit~~:rupt_ing the.se :e·gi :;r± 
~·ragments·, pinpoints the po:s~ti_on , .of ·:th~ .·15. 2 to t~e right 

_. an~ . the . ti ~:a · ~r-agroe~.t ·to t;h~ t·~f~ ·end ··_6f : the ·i~~er~ ... · 
' .. . . . . . . . ' .· 

.. A~s~mirig. this. ~s·s-~gnm~nt~ · t~~ .. p·a.t,te.rn o~ .. ·.£r~~ent~ 
' : ' . . .. · . .. . •, .· .' . , ,\ ' '·:· ' .. . . · '· ' ''·: ' .' . • 

pro4\1ced j,n :a .. B.gl · .. ti/Bam. HI _doubJ;~ ·.dig~~tion : o'( the DNA ·. ..... . ' . . ·. ··.. . . ' . . 

··:·· (Fi;u:re·· ~ . ( .c)~ >, ·d~ffJ}e$ .. · tl;le ··ar~~~·~em~nt <oi ·. tp~ · two:-··.-~·~main- · .. 

ii:l~ '--~u:rei~: bacte_r·i~·i ~gl··:_ .ir:.:fre;_·~~nts :6 ::7· ·~;.;i::{. ~7 ·, . ie1;at~ 
. •. . " ·. .. . .· ' ' ·.:- . ' . 

ive to l~~t · (1~.8'> a~d 'r,ight·:;'us .• ?'> ', ex~ie~.e~ .-· of .the· l~~et:t . 
Al~hqugn _the : 1.'·.~-~ -. kbp f_~a~~~~·--~-~ u~~U:~ -.:~n :·t~i.~· :·:·~d:;·ie . .. . ·: 

11
' · .d.igestfon~ .-- the -.· 6 •. 7 ,kbp 'i'+agrne~t. is . rep:l~C~q·· :by , th'ree·. d.ige~ 

. . . · ~ti~m ·-~.r~-d~c~~·~; ::~ ~· ·7. :-~.i-/70 .. :·+, 2'.,64 · ·-(~a~-,.~~> ·-~·-~ .~o . ~bp.' :~ .The :. 

•. 

• • • < ' • r ' , • ' • • / ' " ' ' 

. · .. .. 
fragm~~t, · in. light· o·f the. ·pielimih.ary ·,Bam HI :·map of:. >.aroA , 
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DNA estabii$hes the pos~tion of the 6.7 Bgi II fragment 

on the left s~de ot the 1.57. 

A composite restriction site_-map of the transducing 

phage DNA, combining - the frag~ent~er data d~termined in 

· ·s~ch · a . fa~hion for ·e~ch. dige~tion was constructep. The 

· ·i~~u!'ting 4~~a.~led .. d~·s.or.ipti~n - · ~i· ~he_ . ~~A ·chrdmos·o~~, 
. when .compa.red· ··~o. a:.·niap of : t:h~- p1t.:re~tal A.)ielper ·c'hro~~some 
·:d~:ri~e·d. ·-- .f~bm.· p~b:I~:sh~ci ·l'nfQrrn~-~i~n-.\5 ,·?~ ·, ~ · P~~~~d~s· .a . : . . 

:·;.. ~ ' . 

• • "' :- • • !: • • • · . ' • • • • ; . ·, • • ·-~ :; ' • .; : • • • • ·' • • • • • 

• ' ' .. _ .. 
1 

.· ' ciear·' idea<o'f. . th'e ' natux:e. - ~na '_.e~ten:t~·, of ' ~ubstit~t·fop -'of 

· ·.: ...... · bac·~~-~.i~~~:_:.£~~<~~~9~ ·· .. seque~ce~· .;,~-~ : t~·~· .. g·~~o·~~ .: oi .. th~: .. t~a~sd- . · 

J ..... 
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· . ._, ·. .. . .· .... . . ·, . ... .. . ... . . ' . . ·. '. ' .· .:\, .. . 
. ucing pha~; ·.as :' sl)o~n·-.. in_:r .igll.re . ?~ _Froiri - sucl1 a . comparison, 

. it i·s e'vide~~ that·.-~P~~p~im~te;L~ l .S· kb~ of · the·· ~amJ;>da . 

sequenc·e~ .imme~iately -left o'f the. att ·site are . lacking in · 

·, the chromosome of AaroA, repla·ced in .thi's phage by a . ~egm- . 
. o, ·. ·.· . -- ' 

· ~~t of the bat:terial · chrorno_$orne · m(!asuring some .20 kbp 

· .(equiv.a;.ent 1:6 ·o.so E. coli· chromosome map units.), ·rep~es

. ~ .• enting 4-s·% ·.of the' 'to.tal ~~·roA.. genome.~' 
. . ' . •' 

. , .. # . 

·. be.~ect.i.on ~f ·D.~A f~~gm~~t~ · .iJ) · · ·re~tii-~tio'n ' .e-~d~~~~lea~~ 
. . dig~~-~9 .. c,~ · ··E··.· , 6o~i . ~h~~~o~.~~a·l · tiNA -h~b~iq.is·~n9 to i~ ·.~i·tro · 

' ' I ~ ' ' I 

.-: . .. . 
··', ; 

.. ra:cho~cti v~iy l~b~-1~-~ :.X~roA :~-NA , 
. · .. ·. o· . · • . . --.. ' . 

. . :·-' .'· 
. ... 

. The :~ r~lationship between t~e · reS!.t:a;-.l~~i-on .. m.ap construct-
• ~ -" .. ••• • .. . • J ·_: . ·· ~.~·· .:· :. : • • • • • • _:·. ·. r .... . : . • . . : , -.· :·_ - _·. . .: . . . 

·ed above . of a · -· s~gment ~of b~~terial: . DNA · C;ontaJ.ried J:iy a . 
. ., . . • - ' . . < . . . - . . ·' 

).a:ro~ . ph_age , .. -~ri-~ ~he str,~ct~re ... o 'f . the ' .20 ·inin':l~~ r~gi~~ . 6~ 

the -E. -c~li ~h~o~o-~q~e .:whe~~e thi's·· ·i.ns~rt ·w~·s detived·, · w~s 
.. ·~ ' r • •• .• • ' 

·expl'ored' using the : hybt.idis.atio~ · t~chnique o:f; Wahl (·92) ; 
. . . ' 

' ·.-'· ' .. 
. :· ,• .... 

. ' ' .· 
. ·,· . J 

..· . ' 
0..)•: ' · .• . 

. ~ .. . : .. .. . 
·., .. '·· ... . : .... . .. 

.;. , -... · \ ... . : . ', : ~ ~: . • . ' .. . ' : ~ .... ... ; . . .. . . . .•. . 
, . 

. . . .. . ... . ~ ... 
·.0 :·. : : • • · . .,(• , , · :. • • 0 ~ • • 

. . .. . . . . . '. ' ' 

' • ' ,. ,, ... ,• ' 

. . ... 
. .. · . . "· ·~ . . : . 

•• • • o . 

. ... . 
: 1..- ·;_ . : ,. ·, ·.· : 

f . 

.\ 

•. 

'. . ~ · 

. ··. 
p.,.:...- -.-·~-.·~ ·: . : . 

• ; • 0 • 



.· .... .. - . 

66 

figure ·6. Re.stricti~~ . en~ynie cleav~ge .. site· map qf the.· 
~roA . gerionie. 
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··-·. 

·' .. 
Hig~- . .no~ecular . w_eig~·t· ch~~rnosomal DNA isolate_d fr_om · . .· .·•. 

. E • . coTi cGO.o : ·(Kl2·) was\_.ciigested with either Pvu I _ or:· .Hpfi 1, · · ·.·· ... :· ·: 

.· ... ·.' . ·.- ~ .. 

·and the spectrw,n: o:f· .restr.i:ct.ion . f'ragment,s ."pro.~u~~d::·~:l~df:~..: ·· , .. :. ·· 
. ' • ' ~ . , . . . . . ~ ~ ; . ·: . . ' ~ . ' . : . : . 

ophor~~-~d in . ~n ' ~garose gel alongside . simil'~rly digested .... _:_· _:.. .. . ( .. . . 
. .. ·:~· .. ,' : . '· · ... ·· : .... ', ,:·· .'· .... ·~ . ·.· ··. -~; :; _:. _'· : : ' ·- · :··~ ·. · -~.:· . · · . - ·~ .' ' ·-. -~:·. · · : ~ ·~- .. · .:~:- ··· ~. : . . , .' • ' 

. l)N~s : of.: A:.helper· and}.aroA· · phag~s~ The .: separat~d··: restr.fct:- . < ... ;;.:<· . . .· . 
· · :, ·:,. ;.·· .. _;._ -~d ~~A--,.-:._.a~ -:-~~own :·in-- ~~9rir~:).- ··c~·> ··, :.: w~~-: : .. ~~~n ··tii~~~~~~~~:-b·~:·:_,-:· :~: , .>\· · ... :. ' ·:~> ~-··: ___ .. :_·;:· 

.· .. ..·.· :· · .. . - sou.ihe~-~-: ~i-6t··-~o·· ni:tr6c:~·~1-~~~s~· , ·--~~ci-.: ~~bt{·~~sed· .. ~fo · ~~~iA :->:- ~. -: : : ;·!· : .. ~ · .. ; _ --·~ . 
,· «! . , · • • ' ·~~~·' 'I ,.' • , , '.' •· ' ~ '' •. . : : ' 1·: • • . • .. -:, ', :=,. :. • ': < .:,~: '•:i:· • '·;··,, .~ ~ ' .. :~ ... ;:, , ~ • ' ,: ... ,··. ,· ', .. :·· ,-:< ·,.: ·. • •, o,' ,', :·. · .. ~·:· ' ~ '· !· "· .~. , • :, :.,. \ ; ; ".'• ' ' • • l 

- " _ ·.,- .. DNA · preyious·l:-y +·abe~e.d .'w,ith:: ·dc~J?:: (~...; ~tP.) .. · t;~-- ~:i,..9h : sp¢.,gif~ci · .· -, ~--: . .'. ·:::. -· ·· :'." · · ' .. > .. <-; 

. •· ~; : · . . ·: .. :."~ti~ty ~fn~~~ t~~~·~atio;;· o' , : ': • •. ·. •••··•···•·· · .·· , : .>· · · : .·, ·• · , .· .•·. ,_.: . , . . ><,. 
·. · .. . .. , :The. ' resulb; ·. of this· - hyp~id'isatipif; ·p.lj¢se_nted · in_.',F;i.gtire · :'· . .. ·· · · i· 

-·.: ·. .. - ·_-:}: ·: '. -.. :-~ .... · .. :, ' : :_ . ~ : .· :· ·. . . ·'. . . . . . : .. .., : . . . . . --:·: .. · .. ' ' .. ; ... ' . . . .. - . . . . . . -. 
7 _.. CP.l, perin'it a ·compar1.'son . :of·. the overall arrangements :of .. · ·· ·· · ·.: . 

. seq~~~~~: . {~ ··the ~-ar~~- ·bac~e~:i·~·i, : i·n~~~-t :~~d: : ·~o~;,~~~cindi~g : · · _, ;·}, 

E.· - ~o~~: -· cbro~6s6~a·i· ~e~~~nc~ ~~·~g · ~h~ P~ui'·:~~~-- : ·Hp-~:'-~ :'·:.· _ _-.. . .. ~. _: . 
.. ·' · .. '.';: : . . _·. ._ ... _ . . · .. __ ·. ": . .- .-· ·<--· _ .. ,. .. _.:·.-.:_ :--· -- _ .,~· · .. . .. ·_ ···;.·,_. . .- .·\.: ;\ _: . . : ~:. . :· . _.._ ·.,- : . ·.··· ·· .. · ·: . 

.- .· · .- . ·.tra$rie(lts .p'res·~nt in t)le .. 4ig~~ts -- of .. chi9rn6sQma;J.;: DNA', · ·seve_~ ._-._- . · :· . ·._:.-: 

. · ··:_. ·r-~1.- ~e:~. fdiin~~-~t~ -:hy~:rid{s~·,··e.ff~·c·i~~t{_~ : -~fth: ··~he- ,l~~~ie~ : : '~ /· ·. ; .. ·_:_· . . · ... _ ·::~·-· 
, • •' • • ' •• ' . • ',' I ' ~ •: . : ~ ' .' • ~ ' • ' ' , • • • ,. ... ·, : . • 

· AaroA ; DNA>: .. '· : .. . : . . :· ·, , . -:· · ·· .. . :· . . . ~. ,,:-.··· . . ·.-.· 
-~ . .:; .. _, _.. : ' . · , ··i=>c"' . • . ·' ... -.-~ .-.~ ·\ : ,._ . e,. . . . .,._,. , _ .,· . 

' .. · . -: .. 

/ • ~ 0 

. . ... ... -: ~-::: ·.' 
·· tri - ··th~::: P~~--, ~ · ch~o~~~;ai..·~icje.sti~n, :.'ninci f·r~~~-~t-s . . · .·.· . .-: .· ... · _, · · 

. \ -.-.. . . · ... :hyb·~~ai's~ci .: .~{th th1s : .:prob~ ::: ·-t~6i-~~~hg_ · . ~~~~~; '' . ~ ~;?. ~ ::; ~ ·~· 3., . ·· .. · ._:··.··. · .. : · · .. .. ;... . __ : >> ~ ·. --.-:: 
:<,;·_:·;_· .. · .. · . .- :.·.< : ~2 ·~-3~- ,< i. :o>·o,:~ -:~- ~- ,- -~-.. ~{- -~~d ·-o-:as· ~~p(~h;_cli ·~ ~onii~ra~~ -.~ifh ..... . · ·· ~·--- · :~_, . __ .. , .. · ·. 

· ... . _: ·. -i>~~~~~-.t~~:: ~bt~_~iled:~ .,{X,~ th~;\~~-~~- d{~.e~~:. d~- --~~~ri~~~c:i_~-9- -. ph~~~-.~ :~_ .. · .... . . ·· , ., · 
" .. :·:··· . . ·-.. ·. ' ' -~·-- .:~ · ~·~: ~' · , _·. _·-~: .: · • -~--~':' · -, .. .' . .' . .. . .. , .. . .. . ,.: :.' •r· ..:. . · , ;: .. • ··~ ·--..... _-. .' . :· ._· ;··' · .' . · ··. · . 

:·DNA·~- T~e -. Pvu '· I'· map _ Of · ~·roA DNA P+esen.ted" in ,r:igl:l:d:!. 8-'_ . .- •. · ,:·:· ·.: . <·.:. ·-;, ., .. · .. 
."" · · . . ·- .. · ,:· ... -.... ·. · ·.·. · . ·• ··.· .. · ·- ::~·. · ·:c. ·· ~ : ·,·: ·- · · ·_·.· .·· · :· .·. :· . • .. ~ ~ ,-. 

'. · ,~: •• • ·_ l • l • • : ••• • • • . • . • • • • • • • ~ • ~ 

. . ' • '.' ... shot,s .. that ;:these seven', fr'agmemt.S coinbined 'represent ·the . ·. ·.. ·' ·-

· ... . ... ·· .. ·_.·e~tl~~ · ·iri~~~H~i-"'._:;~~-tl~~---6-f . ·~l}e . ~~~t~~i~l ' inie~-t\. ~~e · r~~~~; ~ · -.· _::. >-:·_.·:·· .. ··. ,·_·· .. 
~ • • • • •• : ' , -~, ~~ ,: . · :; •• ••••••• _. : ... ': ._ • t. ~ -.-~·- /_. · ~· -~ - ~ • • -- .... . • • • • -:~ 'J.. :_·~ .. ·I •• • • • : _. _ , ;_ •• ~. - .lll- . .. ~- ~-~ . ·:· :·.·. •.··. ~- . ·::-. "'• ' . . 

. ... ·:.· ,; ·.- ... ···. :., in~ng · ·two · hy_i;,ridising:-·~ fragfit_ents .. ~f :6 -~.o ·arici : 1:3-~',~l' ki:>P ' ~~p:t,~:.. - .- ·. _· ·. '· ·.' · ~- -.'~· ·::,·~ ·.' · .. ~.' 

.. ·, :. 

. ··. · 
'; .. 

.· . ' 

' ', ':- .. 

· .. . · ' . .. · . ~e ~h~ .i~rt :~~~,t~:.·.l. ;_:_.~ .. ~i-¥tj~~e ;~u, _r_~~agmj~ts; ~t,,~r~~ ·. . •. ·. • . . ; .·.. •' i 

'. ~. :: ' ,j .. _,· -.... : · ·:·- : • · . :. ':-, . · • • • • , .. • • ·-

.. ·'.•, ,· . . ' ,. . . .;.-.... :- : .. · . ···: .:.. ' . . • .':· ~ -~ ·,-' . . ·.· .. ' . .. ' •, 

' ' • . . : '>' '! .. ' : l ':' ;:. : } . ' > ' ' • ', } ' : ' ' :, •' ' • ' ' 

. ~ . . .• :-· .. .. • ••-• . ·.·•.··. ~ .f .·. ··•·-0:• · .. •.';.S:.: :_ :. ·· ·: '> . i:/.: ·: -·: i . '+ , _:<,/___ ' : 

0 • •• 

!! . . ·· .• :;.· 
'· .. . , ·, 

t • • • • • 

~. '· ' -~ ·":.'· ; .:> ~.>_:·._._ ·;_ ~. :·_ _·_ ,_.·.- ~-~· ~ ·.' .... ' •":' ·.-~ ·-.· .·. .. '·.·· .·· . .. 
• . . · . '· , •. ,., -.:, ·_:·.:_-.:.:.-)::_ - -.... .' :' :o . . ·· , .... ;. 
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· 8;,.;-~_iCi_i~"tion .oJ ·.E. _.cbii cf;i.a·a·· :c::·l'lroritos?ma ·~.· DNA .. 
~ic]es~ed ';with· .res.tn.ct.l.ofL .e11dori~~1~ase!:! t:o : in· . . .. 
vitro . radioactively . labeled ·)..aroA· .. oN~ • . . ·. . ) . : ·. 

.. 
· ' 

. ~-
.. ..... 

" . . 
' ~: '· 

; ; . .. 

- . . . . .'J.-:'. :. ··· · . '· .· ·. -~ ·' :··;-. . ·:- . . ···. 

· · :-> . ·, · · . .. :·· . ·i . cori·::~-~~~~~~~~~\ - ~~~:-.w~~: :P~~p(lr~1 · · u~i~-g;~c6n~e~·1;i~n~J.· . · .· . · .':-·> '._· :.'·\ 
.. ,.:. :.·· nJet~ods·! ·dl.ge~ted .- to.-- ~o'!'llpletl.o~ . ~~th e1.the_r :Pvu ., r · o~ H~a -~·. : .. ·· · : . . < .. . 

· ,.-. · an.d ,the restricted '.DNA separated .. by.electrophore:~is l11: a · .. . · . . · .. · ... · .. ·:: .. . 
' . :. ' -o ~·a·% ': agaros~: ,gel. alongs~c;re . m~rih~r·s .- repr_esenting . the . produ-:'· .' .. ·.· . · .. · . . . : . 

.'. ·.·. · ~.ts' o·f :.lj,~e ·d,i(jestipns ·of .. A .helpe'r · and AaroA· DNAs·. · ·.P •• .- ·: : ·-· '· · : · : ··.:-- . . 

· · ... ··:. · .. : :. ·. T~e '- ethi~ii;un brp'!'llide··.'s.taihi'hg · i)~tterri of· ~ragments· .. is '·.. . . : :-.'_:_·. :: :" ., ·-.... .. 
. ,. ·; . {:·_ . -_sho~n· iri1 .p.a~t. -_: (;;tl:; ·.: ~~-q · I ·. c:l~ge·_st.i9_n;s_ : .:· 1a?e~ :~.: &._.-3 : ·~- : h~lper : . :' _,:::<.~·. _· ._: ._: . .-~~ :.·.:_- ·_~ .. ·•· 

. :· ·· .. .. _:: .. . ,.~~A (.~ ~ . 5 ~9 · & - 25 n~} ., .l.anes _2 &. 4 .. A;aroA .. D~~-· - (0~~ Sf+~. & .. 2~ . ,· ::·.; .:· · ._.., .• ,-a .··",:·. :·: 
.. . . , ,: ··.-. -.:-.:: .. :·.: -~ .: -~9);' lan.~ · .~. J;: •.. doll.- C,6QO D~A. ,(2 .• ~ .;u-c:1), ~.Jld·. :~P.a .· I dJ;.g~~tl,o..-: ~:. . · · · ... .- ~: :· :;:,.' :; · ' ·: 
.·· ··: ·.= ... · • . · · ·: .. · .. ns:. lan~ .6 E. col'J:.· C600 Q~.l\·. (-2~5 ,;-cq} i ·lar:res . .- 7. ~ -~ ~ .. nelpe;r-· .. -:- :...·,;.· .. ;.: ~ ·· .. ).·~ 
.. ·· · ·: · . . ·: . .. . · : ·:.· . . :. D~A d2S.:· ng · & o·. SJA-9} ·; lanes .- 8..', & .. 10 )..aro~ D.NA (iS rtg .. ·lir·····(Ls· :: ~ - . 1) :·..-:.-·· .• : -~.: .-:·.- ·:.'::· .: 

._:· · .:-:· ·, .::<_ .. -~}4' ,._ ·._ . .- . . ·_-:;:: .... · : .: ...... ,· .. · ... ·. ·._.·,-... - .. ·:;: · :- .··- · .. _>.:. _ .... : . ·_·· ,'" '.' ' :·._:_-,,<:;-:r~ - ·: ... ··.'' . .. .. . 
· . . • .' : · .. · -.. · .. :. ·' ·.. ··:· . . · . . .- · ·. ·. The.:_restricea'· DNA was cleaved: to .-small. :fx:aginents ~ . ·dena+'. : ·.- · ·.· .,· ·.'·._: ... \ ._ .. __ ,-_:~_-:-;::~_· _ _-i 

: ·• 1 : . • , _-.. • .... .. : .' . ••• · : •• tured .. and· blottied· ·f-rom ,the ·gel· ·onb>.' a 'sheet •.Of. nitrocell\1-i-. , . . , r 

· ... · >.--·· ·, ... ·: :·· .. ~-' :·~os·~ ·~··.Aft_ei pakipg.' ,.arid_: prehybr.id'i~atiori,_ .. the~'-Pap·er · was ·· . ::. ·_. .. -· .. · ... · ~ ' ~: .... :-· . 
. .-. ·. -.. ·. ·. ;.-,.- . . ·: · ·: : . t.reated -, w~th ·_ niok-:-:~ransl,~ted dGTP_:':''("'::-. ~2P)_ · _la_bel.ed _prob'e . : · ·. · -··· · . :- ! : .:_ ... 

· · .. : . '· · . . · - .· .·. ·. "-aroA DNA . 'fqr ·. a .· pet"iod,~·. ~hen 'wa·shed -extensively.'· at roqm· _: .-· · ~ .. ·: '. ·.:. . ·, 
tempedt:ture ·then 42-':'C .... j,n -liigh · thf;!n . low salt.; ' ·· . . -· ... ' :· ·, .. · · .. · .. : ·'· . .- ·. · .... . ·. ·· 

.- ()· .- ·. · · .:· :The :hybrj.d'isptio.n pattern· .·o·f · .'fracjnie'n;ts: obtaine.d · upor( ;:· ··· · · .- .. · . .-: · -
; I ,' 

. ~-

. ~: ' . 

.. , ·a~to·rad.i,.ogr&phic exposure-· Qf_· the. blot' l~ · shown :.i-n . pa~t· . (b)'; . .. · .. · . .'· · . ·.-, · ·· .> ..... )?vu I dige~ti~n~: .. ).al'l:e .:.J:. __ .. -helper .-~:m~.:; (2.5 -.ng').;_: -~a~e::_ 4 : :: : >:· ·. ·· ·:·:·:··_.:::··., .. 
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Hp~ I and Pvu r · rest:dctio'n enzyme cleavage site 
maps of the_ left of the A areA genome . 

The ordel;', of . J:lpa I anc:l Pvu I. r~stric,tion. fr~gments-- of -
_·AaroA·· DN~ ·de_scribe4·-previ6U:s1y (see · Figur~ ~ s .. (_dL & .. (e_) )', 
·are . reprod~ce<r .. belo~ i.n; t_e~at.i.on . spec::i;£.i9.a~ly :~o _the str~
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and Hpa -I digestion ·of A helper DNA hybridi'se -with the 

radioactively lahSeled A~A DNA, as .. would be expected from 

~the extent of sequences common to both phages (Fiqu.re 6) • 

However, ·the pattern of hybridisation to digested >. ·h~lper 

DNA. ~hown in Fig\lre 7 ·(b) differs' in one res'pect· 'from that 
' . '' ' - . 

. (~:igure . 7 ·-. (a)). , yi;_elds : .. fo~r~een dete.~taqle! fr~gr:n_e·~~:~ ,_· . 
···" 

. . . 
~r~a,ii9e~· in. the genome .of: .fhe· ·pha9e.· ·in .. th~ .-o~de·r· '(right- :t~ : 

, • , . _' ··~ , • :. , " ·• ' I '• , . ~. t , ' . , , , ·· ~. o . : • , ~ • • ,' ._ , ";... : 

... , . le_f.t)':;: ·6 ~ s1 (the : ~.otnb~nat-~oll of 1~·£t aqd .- r~:9ht. ·e!l4. f~a9tne-

nts)~ 0.·74, 4· ~ ·62) 4~47., ··3.4;( 2 ·.26~ o.2S', 1Cl~7 ·, ·4~52·, 0~·44, . .. . . ' 

3'.06, 4.47, 0·.24, . 5.·77 kbp·~ The·. subst~tutio_n of bacteri'al 

for . phage sequence~ · in" the. ·derfv.ed ~roA tr~nsd'ucin~ pha~e 
. ,•. , . - .- . . 

genom~ remoye·s :a segment ~f lambda DNA, ·wfti<eh. ~rorri the 
.. ' :' 

. • . ' . 

pu_bli~hed Hp_a l map of '-th.e Apapa chromosome (98, 96) should· 
' . . . . 

include , part _ of _ 3.~4 ·and ·al.~ · of fragme~t-s 2.26.,. _0.25 t\lnd 
. ... ... . . ' . 

· . 10.7 • . As a. cbnf?.equence, · i't .-m~ght be expec.~ed thc:ft · £ragmen-. 

~s -~--~~·, _, .0.25 ~~d-. 10.7' -t~ough present· in .t.he ·patt~·rri·::·(j·f · . · 
. : :. ' . . · .. ' ·. ·. . . ' .. . .. . ' :. ' . . ' :. ~. . . . ' . . . 

prod~cts bf Hpa · I digestion of .}- helper .DNA shQwn . in. Figu-· 
' , • ' I • • ' 

· .. re 7 (a)', , would not hqbridise · .. with-~adioactiveiy !'ab~led 

.-.~- .. ;~ro~: D~~~ . w~iie:· · f·~agn\~~t ·3·.-~-~-~-·- (which c~·nt~·i~~. so~e sequ~~ 
. -- ., . . . . .... 

. . nc~s co~on ~o the · t;anf!i~~~ing . phage · .. genome) ~ould. 
. . ' ~ " . . . . ,: . - . . . . ' . ·, . . . . . . 
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·. : : The results of Figure ·7 (br· ·however ,c .ontl;'adict this· 
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3. 4:4._. ·k~p· ·.fr~~en{ ~o~s . ~~~-~· · ;T~.i~ :. ··~is~rep~n~~-,·~~y<Jnd~c~~-~· , . 
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in the order of these two fragments; G {3.44) and I (2.26) 
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DISCUSSION 

I , 

TJle transducing ph,age Aa.roA qorita·ins .the gene for riposomal · 'L----' 

! 
? . ... 

::·· -~. ' 

·/. ·.: . . ' ' . 

; : 

,, . . . . 

•. ' . 

' • . . 

•. \ . : ... :. 
·:· ·. " . . . 

. .. 

· .. " 

· .·, . '·:· , ' 

·:. ' . .· . . i . . .• . ' ., .· · . · ' . : . .. ' . .. 

irne transducing·· phage ,Aaro:A has: been sho\tln to encc;ld.e a 

:.p~oduct : ld~nti_f_i~·~ --~~ r·~pr~~-e~ri . s_l :;o·n: ~he b·a~~~ •. 6;f ·-~·s·~·~nt- : .·· .. ·:._< · : 
. ' , . . . . .. ,· . . . ·-: .. ·: 

. ).aliy. -~w~ · crlt~ri~> First:·, ·the d~~~~ristrated -' c~~-l.·g~a~i·o~ . ~f 
• I • I • ' o ' ' ,' • ' , I ,.' 

a . prot.e~n . sy~.thesised in ~ar~.-~nfected c~ll~ wi~~ _ pti~~ -- Sl-. . . ... . . ' . 

by SDS and later· O~F2irre:U two d~mensional polyac~.y'l~ide 

·gel elect:J:ophoresis,. which e_stabHshes the .identity of . . : .. . 
. .. . ' . . ., 
th,is mat~i:'ial cl'ccording to M .. _.a.nd isoelectric point · . . Seco- .: . ... .. . . . 

nd, ·the ·observed spec.ific precipitation·· from extracts of . . . . . . . . . . . . 
. >,aroA-infec·t~d cells · reacted with ~nti·· . ·S·l se'~um- of ·a prot·

·.·: e_~~,- -': sh~~n . }JY. SDS.· poly~6ry~~lde gel: el~c~r9p~~;~si~s : to . be . 

-. thi~:· ~~~igl:'ati~~--- ~rb~~-<;t: ~ · · ~hich .. d~~~n~rat,es ~.he· :ident.~.ty · · .. ... . - ... ... . . . . . 

:~~-:.thfs . ~om'ig~~ti~g· spe'c._ies from .~h~· ~t~~dp(?int· -~~ i.mnluno- · 
· : . -· . 

:. : 16qical ·reacttvity. · .. . ' . .. "': . .' . . . " . 

. ' . 

. , . 
~ · 1 , • 

·, - ' 

',' , .. 

.T~e . identification of . : r-prot~in : Sl amotw t,~e. · px;odii~ts 
• . I . •• . . • .. . .- • • .• - • . .. . • ' • I . I ._ .. 

, • :' ,• . ·~ . .. ' 

eocoded:.by a ;>.sere tt;ansdl;lcing: phag~_. l').as fec~ntJy ·be_en': . ·· . ... ' 
· :~~po~~~~-,..:(11.> .-.::.±·~- - ~~i~ ._ ~~s.~~; .··id~htA~~~~~i·o~ ~~sted ·~-~o~ .· · 

: . . ·. ··. : d~on~t.ra~~d . ~O~lgr-~ti~~ ·-~f· .. ~ - sp·~·~ie:S·:~::~;rtthe:si~ed . . i'n · .. C.eli~ . . 
- - . .-: . : ~ : . ~_ ; ·_ . -.-.. .. :; .. : . r: -. .: .. -. --:. -. -·. . . . . . ; -. . ::_· _· -· -

· .. -~::. :in-fect,~d.: ~i~J:l . p)1a~~ · >-s_~·rc .. ·~:~~h- an ·.·J;"~prbte,i~ oc~~-p~{~~ ·a 

· :- ~~s{~ici~ .~haracte~i~·~ic· --o-.f\~1- · i~· : ·~~e·· ~ :~~~ ~d,i~~~slona~--· ~ol~~ 
, • ' • ' ' I o ' • ' •,' • , : ' o ' ' ' ' ' . ,.' ' :' ' •t , ' • '' .' • • ', ' ;',: 0 .. : o : ' o ' , •\ •' ( •'' I o' • • • ' I 

:. · · ·.-'.· · ·::· ··::_ : -.~.c~~i~~d·e.: .: <i~·~ : ·ei~~trophore·t-ig · .. systeri1 6r ·Li :_&_ .. s~·bramimian . · .~ . · ·. 
,, . . ~ . . . . ' .. ' . · . ..... \. . :- . . :·.' . . .·.. . ' • ' . . \ . . . . . . '.. . ·. . .. : .. '· . .. . 

• ' ,!•, .. ~ • o . : .. , • ? o o ' I • o . 

' • , ,I ,; ' : • • ' ' ! ' ,· ' 0 ,' , • ! • • 0 • : .' • : , , • .. ~ ' : 1 o , ' 
0 

' 0 ,• 

• .. i o •••• • • •• • • : : · • • • • · .-: ; :. • • • • • • ' • • • -~ • ~- • .: • ·~ • • • ' , · · - . ' 

' • ' ·,, ' ' t I · : ' • • • ', '.. ' ., ' . ,'. "·~· . : : . '• •' ·,' ' .. · , .. : ' " ' •' :; • .~ . . • ; 

.. : :·. "· .... :·-·.-::: .. : .. :_ ... .. · . . ::.: .. . : . '· •' .. ·: .:·<<···.:_::._. -.: ' ·' '·K= .;.. . :' . _.: .'/; 
.· ::: .' ·. :·· ......... : .. ·.:_. : • .. :. _· ... · ': ... · ~ ... _.'>;···.- ;_· .. : ~-:~ .. ·.·.. . :· .'~.'-:- .· : .. ~: :.~.,< .. · . ..' .·: ·.·.:: - ~ ... :_;. ._'· ... . :. . . ·.;·, ·. :.. . . . ·.· ... < .. ·· ~: - . .. ' 

.. -. 

. . 
. .. . 

I) ,. 

. .. . 
• I • ~, 

.~ ,· . . . / 

' • f' .. · : · ~ ..,. • • • ' • ; • ,' · ·..- .. , •' ' r • • ~ ' I 

~ · , t , ' "-;~ ... ,: .' ' : : •. ' ', ' ' . :· , , , · .' ' ~ · ·· I ·· · .. ,'' ~·: ··,:.· ....... ··,' .•' •, " .. ~ .... :.·~ ... ·.·:_' :,~ · · :~~ .. 
·<~';~ ~~ ~-::·~ _- · . .-._·:·.·:·: _:-.;·:·_ ·:.::i--\::.::":?:'}_· }·;~ --:~:.;;~.-~-;~~:~-:-:~.:.~ ::_ )~.:·~~- :-~~~,:: .. ~,:·~--<··~. ::·~.:, ._:.'.''; ;~<~--· .. < .. ::.•_.:_.::. .. .... ' ,, _: :< . ·.'; ' .. ~- - · - · . 
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(99). The .obse,:-ved ability of .Aserc to transduce an ·aroA

~train to ·aro-t- pr.ototrop.!i&' (11), · wau~d indicate ·that ~his 
I 

transducing phage contains bacterial· DNA conunon to the . \ . . ::- . 

. f.aroA phage .,'stuclied ·. Jle·re, indirectly· cq~firming -~he . ident.----· ' · · · . ·. . . ·. · ... 

/ 

_:ffication·· -~-f SJ, anio~<j_, . pro.4uc_ts eric~de~ .-b~ t}l~~-l~~t~r . .. >: , 
~ --;. · Alt~~uqh;_: it/is:- ~-6·1~~~\rom the : ·~-ubl~~h~~ : ~esu~.-~-~- - ~h~t~ :<- . . .. 

' t •, t ' • ' I -~ •• • '• I ' • o ' ' l 1!1 I • ' ' ' _ ; • ' ' • ' t ... ' : ' ' , ' • ': ~ • ' • ,.., ; '• I ' ' ' ' :•': • • \ ' ~.. • • : ~ 
·· ·, . . ·her :the._iir9nt:oter :governing ·~eJ:epre_ssi-.on ·o_f .:. the ··gene for ·r ·:-·· 

. . . pr.~t~i~:· ·~l- : :· .·(-~Ps~) . ·. c~r.~ i~4i : b;· ~$~~t i~ . a- ·-~~~~e.: ~t: .:·~~~~e~iai·.-. . 
· . .... ' · .. · · . ~ :_ .. . : · •. -:" ~, . .. ':' .·. ~ . : .·~· - ·~ .. . '; · ··. :· . . . _.' ·. · .. ··.:· .. ~ ·.· ··: .. : .. ~:~·: . : . . : . . : : .. 
·.· - ·. _ac~i;yity . ,(1:1):/:t_h'is ·!J~udy .has~ ·estab'l_is'h~a ·:that · th~ ·p·romot- ' · · 

I ' ' ' ~ ,, • o ' ' I ' • , 

. ' ,·1 

.- er dir~cting_ .. .-synthesis· ·ot Sl in . >.a~A~infected :~elis .. is of 
. _. . · : · ,.~_ .. . • ' -- . , . .. . ·. ' .. . 

· a bac.t~#ai .ori~·in . . . T~~ ba~is for this ·conc-:l~·sion lies- in :· 
• 9 . • · • , • .· • r - .' . • •. ' .' •. ·, . , ,- - .• • ; • 

otis~rired immu_nity·· of )..~roJ\.:.·encoded ·syntnesis. of ·· Sl from ci .. ·-- . . , . :. . 
• • • I : • • • _ •• ; •• , • I · • 4 

repJ;es~ion; in a ho~~immun~ lysogen~ i_nfec_te_q with this·: . 
.. 

... phag~·, . -~~ which phage-prornqted' e'xp'ression is ' vi~t,ualiy __ : .. . . . . . . . . ~ . . . . ·• 

eliiniriated ~ \ su~-h -~-· crited.on. ha$ be·en: appli~~---·£requeriti~.: . . . : . . . ., ' . . • ' . . ~. . . . .. . . . . . . . 

. · in ~he ---~~s·t· ·_~-~ - ~h~ ::i4~~~-i~i~atiop~-~f ·p,ro~ot~r- act:iyitie.~ .·_,_ ;: 

' '. : ... g~v~-~~-~~~ : :ex-~r-~~-~ ~op :.' o_f_ --~.:~~o~~,i~ :' ·,g~ne~ . ~~r~~e~- by :··.tra.ns~~ . 
~, • • • . ., . ' • . • . •. ·• ' ;~ '• , • . 1 . : •• 1., . • • . •• _ . . : ,' . • I •· • :_;. : ·: • : ~. : t: ' , • 

. ·ucing a:.nd reconlbinanf ·ph~_g_~s · ( 16 ';-3~, 42)'. T~e . identifi9'at~o'il '. · . 

.· ... ..:. 

.·. 

. ;.• 

' 
'· 

: ... 

,, · ... · 

·.:Y .. ~· 
~ 

1 •• ' 
. 'I ., 

·, . .. 

- ~ .· 
~ . 
:f: of this: ~ae£~ria~ : act,.i ~i_ ty ··~s the·. no~~al: .chrQ~OSO~~l· .,-pro~:- . .. ~ 

. -~ter_. .. o~_.--;p~A .is· _. :~tippor·;~d - bi· -~he· r~~·uits __ ... Sf· __ ·_ ~n~- ·a~~l;_~i~ -~.::- ~ .. -. ·, ::~ 
• • I ' • ' , ,': •' • ,• ' • ' ~., • •\ : - • • • ' • ' .. • ' • : ' ' • • • o • ' 

. •. 
·. ;, . ~ \ . 

, -:, .: :.,. ' .. • r ,• 

.. ·.: . -- c~mpa~i.!i<i · ar~angements ; o{ b~f?t:eri~i-- ·-~equ~~.c.~s : i~. ·.the.; _in~~--, . 
• '. • • •11. • t; .• . : ~ .• •.· ! . . . . ... f • • ' • • '; ;. • ••• • • • • ' t . ~ 

.. . , _ _. . . -- .: . · rt: bt-·>.a:;~A ·'-~nJ. \lie chroiit~ao~~i , c~·titext 'frc>in 'which ':the.~ : . .-. .. _ _. .. · · ... ·. · -
. ·· .·.. ·.; ._.: . . ·': .. _:_.:· ... T. · ·.· .. ,, _.·· .: ··:'' .': : .: · -_;:-~ . _:' :_:·. ' . ·' : ·:::=;.-· ., ·· ·:: · .. :_ ' · .. ·_:>.:.·: 

<' / · ·.· . · . .- inseft··-~~s· .deriveq.; · . :, -<·.,"-. . .. ;' ·· .. ·, · . . , .. ... ... · : :·. 
'• o I • ' I •: • • o '. 1, .'• • ·~· ,\ ' ' ' '• '• • ' • 0 • ~ ~ ' j ' " • I ' ., " ' 

· . . :·~~ ~ · .· . . . ·.. . . rl . . ·· .·~ · .. .. • '• .... .. ~' . . .-.; ' ·.·,:: . ' :r .• . .... . ,' "': .• · ' :'. ' · . 

. : ':··· . ... . . The .r~l;tt·ive:, il'ntensity-:·o.f· t~e .-:bact.e.;~al : b~nqs_ · obse±;ire~ .. , ·. :: .· 
·:~,i. . : ~ - ~ • . ·_ . .. :_·_. ~·:.-_ : ... ~·.:·: . .. : ... • ..... . :I.:~ ~ ': ' ::· : ·.. :. . . ...... . ' . . , ·1 .. · ...... ~ . . : .... ~:· :· . .-.:.~ .. ~ -: ~~· · ·· .. : ·. · . · . ...:.....- , 

. -·.-t· .- .. ·:· · .· ! ' "in '.:elec~~op~~#~_~i.9'' a~~~:¥~~~ ... 0~, m~-t~r'fa_l .-~yn.t,pe~~-~~?, .. :_!1'):_. t~e : 
. ' . . . .. :J ,·' ···.·: ~l. ·. ~. ~- :·· . · . · •.• : ...• • : . .. :. :: • · • ' ' ~·· ... · . • ·~ • . ·: .· .: · :'· . • ·. · ' . · •.. . · · .... .. : :· ·.' ;' · · - ·: . . · ... · ... _, . . • ~ . · · 

- ·. ·· .. ,. ···.. ... _;- . 'Aaro,l).~i·nfect~'ti -: lysogen ·, ·which· ~oul'd, app~~r._· from, :~he. ~imil-:: · -. :·· 

.. :· .·::· ... ·;_(·::· :.:-·:·:· ..... ,-: :._:·,;. ' . ·:. :· .. ; :'-'-:· _· .. _::_-: ·. '.... ' .. ;.-, .. : ·· .... . ··:·.· _ .::~:-.. \> :·· .. -/·,. ; :·· ~--: . ...... .. . .:· :~· -:: ::_ .·-:·::·:_:._::;:_·: : -r:·-<~_._._;_-.:~l·,-.·._::':;: ___ ··. ·.·_.;.~_--_ :·_>··:· . .' . ' . . · .. ·· . 
. ~ ·:· · .. : . ,• : .• ~ .• : .. :. · •. • :-;, :: • .. /t_.::_ .. _·.:_·.-~.··_.-_·.: . :_: ·:: _: ,· .... :_ :. :.· :: ·:~:~· .-_::.'' - ···. : · ..• · ·.~ ·_. .: .. _·.:·.:· .· . . ·:, . . . 

-:· ,.·_1 _ .. _ · ;;·:.:· _. ... ':::>: .·. ·:: ·:. ,:: : ··.- .... . . 
· ... :.. ... .. . . .. ·.· . ,·. ·.:··; , . :,._;· · · · . ;,: ·, • .. ·:': .-· . ;_ ... · . : '··, • .' .·.• . ,• 1:_.:.·.:< 

' • 1 .: .... '~ ' ' o : ' ' ,I ;' • o • ... ;. : ._; • ~ :- o I _., : ' , , o ' ' , ' : ' o ' ., ":~ ' : , o :.- I ', ! ' ' • • :. o :,, ~ • • i,o ' ' I ": :, ... o o' 

···.'. 

.-.: ... ' 

. •.· 

... 
. '.· :' 

• '. I . • • . ~ ... : . _ • :· ;:.:· . -:. · . - - ··:·, .: · .. . • • •• • , 1,, . • ', • · -::.~ ·.- J . . . · .. ··. •,·' 
.' ·:· . . . . ........ ,.. ' .... .· .: · .... . ·. ·.- : .. . , . , .. ... ~ -· • , ' -•·..... ~ . 

. . • . . . . . .. . . •. . . > , :. . : . - .~:.: ·,,• •:_. _: :.· :_. --~--;_,··.·.-.:~:·~:_._ .~. _ .. -:_.·.:.·0·:.·_ .. :.~_.:_: _ _.:·:· .. -.,: __ :_ .. ~:-_._:::::_: ... _··,~-~_·_· __ ·,..· .. ·_ ... ·_·_._._-.:.,·:·_:_:·._--~-~_-_/_ ... _:.:_:_·_-':' ; . . .> "< ;::-· . . r 
· ... :· . : _. ';;. :~:.},·,,_:.,\'-~~-;: __ '::·;:~i·.r~·i;~;~:::-~; , . : .. . --~--: · -:--- ~-- - ·· .. · · .·>.i: ~ : :::>~~;: ... :.~_/:~-- - .. ;..... .. 
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adt±e~ between band patterns obtained with alternative 

('+c) lysine_ and. (!.Ss) methioni-ne · l.;ibels nqt to reflect . 

. simple differences in trre rela'tive·-proportions of the . . . . . . . . . ' : 
. . . 

labeling ami.no .acidS in these. proteins~ :suggests that this 
' ' " I ' ·- 1 "' .,_ ; I , ~ ' 

• • :. • • •• • • • • : · ' • : • • • • , I ' l . ·. • . 

- p~t-ative·· ·re.s.A_.'pi:omoter· is -- of a .cqmparat~-::vely .high . ~£-ficie-
• A. : ' , ' • I • . ' ' • • \ 1 ' . : • , ·' ,' '.: 

.. - ·\ . 
. \ .,_ . -~ ncy_ .. _. '· . ·. · .... ·. 

, ; I ' 
_;_.· :.··.· .. ·: .•, . ' , 

• ., p 

· ... _ ~ ·-.·· )t· ,' · .. ~: .. . . ..... .: :·. _.-··.· .. -~·.· ' ··:·: . . ... ' : .. · ..... .. 
genes · cont~inea · by the'· _transducing. phage · .. . :. :. : . · .. ·.. ' 

~ : . ,· ': ., . ~ .. · 

• • •. • # 

,> ' • . . 

·The . observed synth~si's -in· ~ai:oA'.:.infec.ted<ceils ·of. s.ix 
, .t ' • . ••• · - - · ··· •· . 

f, • • 

pro~eins unique to the· .tiansducinti ph:aqe infection has . 
~~ . . 

'-:, 

. be~n·_ in_te.rpreted a~' suggesting that --~his ~hage · encqdes 

•• • . !.\ 

. ' •' ... ... 

.. 
•: I • ., o 

. : : .; ~~ . 
. .. ·.· 

I • ' 

,·., · . 

'. 
•' 

~e~etal-, oth~~ bacterial · prote_.in_s in· addi t .ion· to th~t . _iden_- · · · 

.t~fied · !1lS r-prot~?.~! S,l.. -~~though - ce*"tai~ -.j.~e_ntificati~~ of . ' ~ 
• . :. ' • • • . • • . • t • ~ ' •. • • : ' 

these ·. species. based upon .tl)e present resul tS ~5 rtOt•: possi~ 
: • • • ~ ~- · • •• • • • : ' '. ~-- ~ ••••• ' • • .. • • • • : • • 4 •• • • ~ • • • • • • • • •• •• • • • • • • • •• • ._~ ••• · ... • : • 

.' -;. b1e-, : some·· c.on$ent upo·~ t _heir: likely.·-·or· J.mlikely.- ident-ities_· 

. _. ·-· .-_is -~~~~o·~~~:a~~-·-·:_·._- _·_ . : " ~-- .:- · _, '· _- ·~:· · -·- ~- ·_ .·_·.- . · ·. · ... ·-_ .. 
·-y·· . -. . . .. 

. . \ :--
. -- . 

· ·, The , twc) Qac.~_~:fi!l'l inarke.rs, aro~: : a~-~--.rp~A, kno:wn · to. be 
. . . . . ~ . . . .' . ' . ' . . . ... . ·. ' . . . . . :· . . . ' . ' 

c~~rie~ bY.·: pha,ge ).ciroA _·f.~o-~ : the· prpb~~ut~ . use~ fn t he; · ... : 
t , ·~ 

' • , 

-· 
.. _,.:·-_: · . ... ' 

.. : _ ... · ·· -~·el~~~i'on ~-£-' . th,is ·. -~-~~n~dti-~in~ , ph~ge.: ·_,< 5·; ~ ~ •. · ·w~;L~h~r_g ~ per·~> , , ' 

' .... :_ ·, '.' ' ' ~ ·.'; i·.:·: • ::· ;p · . . . · .. · ~ • ~~-· '.· : ' ' · .. • ·"' '~-: ' n •. • • .•· ·.: • :.: · ' ' . ' . ' ;' ;_ ' ' :· • ~ : ," . . 

·.,'. on·al 'communication) '· and' th'e 'resul.ts of ''this 8,nalysis' resp.- ·· . 

. ~ - · ,: -~~-~tve~l;/~~~~r-~~~-!-. -~~/pq:~~i~~:o·~:~ :-~·l;·s·~- -~~~/~ .o ~~~-uie·~··:~;- -~-~~!() . . '. .: . : . . ..._ ...... •.' : .. : \. . . - : .: ~ ·. :, '• .. ' : . ,' .. " ,. ·. ·.: . -: : \ ·7 .. 

·. ': 
·'I' 

. .... 

. . . '·. 
· . . ·:. · · -< E~ ---coli- lin~age·· map· :- (100.>'-•. Thi~ knowle'dge ciefines the . _; ·· 

, , .;•, • •I • o ,.~. ' , 1 ' , ' I • ' , •,~ '' • , ':~.··, I ,. • ~ .. '" •', : ,· ,' ' : ; •:: _.· · '':.''/ 1 ' • •:' I o •, ','•, , , ' ';: o , ' o • • • 

:·:·;:: . . .· ... . _ . · ·: 1, · .. ·. _' ·. ·: ~ pof.tf o·p-_ · 6.f . t.p~ ·_._:.~~foht~so~e : .-ii~~- --~1\i.~~,-:.t h:e_ : -~~~ser~. --~· :bac t er; ~Y. -·' •• • : -• • •• .-. 

.. ·, . 

... · _. :·( · -·:. ·._ .. · .. :, _;:·_ :: _~ - i~1;·~~~ · -~ont~-~~~~ :: -~i:\h·{-~·:::ph!i.Je - ~~-~> ~e-ri~~-d .. ·;tie: -~~~-~;{bii~ ::,.:: ._·. : · .. :-.: ·. -. 
'•, · ' • • .. ... ,,_-

0 = .. :• ,:·.-.: .,•,,' .. ·~ · , '_ ;~ ' • .;•' .. ........ ' ' ,: '.',• ' ~-~ ,'_,', 0l l":': ' •': : ':: '. ', "':, '.: .. <•1,' 
1 

a \·~·.r~ t' ::.= .... .... ' 0 

· , : ' • ,: 

' . . ··' . '· . } - . . .·.. . ' . . ' . . : .· ' . •·. . . ,. :- ' :. ~ :. "• : . . . . . . . .. .. ; . . . . . . '. 
~" "( .· · ,'• ~."" . • · ,: ,! • •• ;::., ~ .. "~' , ' ' • •, ·, , , , '·,,., I , · ·,~, • ' • • •' ' ' · , · ' , • .',\'J, • • •, • 1 : · o''," • • • t · ~• • ' 

£{::. ' ' ~ : :, ···{- ".· .,> ?>. : . .:- :·:·:.;< { ;<; ;, .. ~-:-.,::; >. -·,~~:; _;·' ~' : . ·· .. ·_ ..• _·: ·: ., :: __ :;: -. -;<- _ •..•. . 
·:::· ·. _::··~·~-~:.><.:_ ·:·_-.·-_.·.· · · .. .. ... .. :!.·,.' ·.·--.·· .· ·.··· • . . ·· ;,· ·.·;)· .. ... :· · . .' ... :. :, .'· · ······.·: .:.· .· . · -·. '" . - ~- ·,' . •;' ,.: .•, . . . . . . : ·. . . '. . . ' . . . . . . . . , :· .- ' . ' ' ... . . ~· .· . ... . . . 
, ·:_\ ·_ ~ . :~-:~:-:- :~ ~.;.:;:-: ·;· --_-:\:-'·~,-- :· .. ,:::_:L-: -~ ,/.::;:-.::: +~---~~~;/·.:.: ~~~.,;~_;;:~:--;:-.:~~-~~~;-~~~~:L~1~~.~~:~-.~ -~--~: : ::~-::~:: ~:.-::-_::: __ ,:-::.;,. ~-~..::·< ::::~-~: --'--- - ~- : : : _ ·- .~--- . - :_: . -: -.. : . .-.· .· .,).' : · ·. 
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ity that other genes located fn this . c.hr.omosomal · region 

might also be -~arried by thi s t-ransd~cing_ phag.e de~ends 

essentially up~n two · q~nt;;idera~i~its. First~. the· positi.on . 
• . . ... • ' 0 

' · · . J 

qf each g~ne· i :ri ·rel~~~io~-- · to tbe site' .of.· in.t:.~~rati_~~l'.l .. 'df_ : .. ' 

tJ:le ·A. parent o·f thi~ .. P~~~~ .·· a~d locat~on ·of the' .b~cter,tai .- : . .' · ... · . ' ·~: . . 
..... "·.: 

' ' , , ,' ..:' ' ' ', ' \ : ' :~ • : '. ' , : • I' I 0 :I o . • ' ' ' '" ·: ',, ; , ' ·~ ,'- o ' 0 ', ' ','• · ' o • ' 

· : ·_ ma_rk~r i.· ~ro~!·. · eroplo~;~19_i_n. t~e ; sel~qt:io.n: oCt~~; .. ph~i~ :-f~.~rii ~ ... ; :.-_:.:_. _ .. ~ .. : .: 
. . . ~- . . .~ .. a' g~n~iaiis~·d' ~~~a~-~~~~ih~ ~lys~t'~~ .· ·sec.orid ·~ ·-th~:·df~~~·~de -'.'< :.: ·'.l ' .. · "-~ ·. · .;:. ,. 

_. ... 
~ . . .. 

.. ·· ... 
. ' . 

• ' . .... · .. · . . 

•' 

, .. 

•::· 

.•.. 

·.• 

' ' ,· ~ : .. o '• ..-, '',.,(·~.~ ~ ··,, • l,""• ,; .. , ', l, :: .. ~•' ::' ... ' •' : ,', .' II .' : ,• I . ·,'· .'' ' ' ·~ .... _ .. ~·~': , ' ' .• :': ' .: "' \• , ,'~ . :. _., .· . .. :_::·-'.· ·-~, ' , · ,' ' 1 ', 
·.: ,_between· ea(::h -:"ge~e. a'nd .. the.· -s'it~ of:.)..· ' integrat'ion .i:'e1at'ive··. ··:·" , .·:.o · ....... ·· . ' ' . 

. . :· · . . . · ~ · · ··~. ·- ;_ : _; · :· . . . · ··· l· . . · ~ - ··. ·: __ ' . . ·. · ... · . . ... . : ~ ~- .... ... _ ·:_~ . :· · .. ·. : -:·< ..... ... '· . . .. :·:.··: ~ .:· :.· .. , ... .. · 
·. · ~o ·. th~{ length <of ·the·· bacterial fnsert ··contained by .the .. .. . .,.; ·:· ·· 

.. . 

. . . ~- : .. ~ . . :·.. ' ·. '... . . ·. . ..... : ·: . ' . ': :·· .. . 

· :Mr~A gen~~~ -. .. · · : ·: ·· 
- ·· ~ : :. · .•. "" -.· : . . ' .. · ~ i , . . · . _ •. . · . ' . 1- ~-·· .. 

~ severa.i lines of ev:i'dence· indicate. '-that -.the ·se·condary - ... 
~ . . .... . . 

< . .. ,.·· 

attac~e'n~ site ~.re·f~rred for int,egration of ~:into •th_e 

·.-chromo~ome ; a.t . the. '2o : minute ·r~gi~~ · i~:' : sit;u~ted on the ' . 

ri.ght ... (clock~is~) -~nd · cl~se ~0 :th~ ·.: iP~A .ioc·u~.:. T~is as~i9': . 

:.·. ::::n:0t9:;~::{~:~· :::::::::~i:h:~a~:l::::::~:~::~ .·. 
:·_ ·w~~~- ~~·und.'~:~·i·~~ . to ~9~t~i~ iij~nes . .aro~:·: ~~~~ :·~~~i .\1.0)~ :'-.·~~ - :- · :· 

~ . . a4d1 tio~. · :~ ~ :~6-uid· sti~~~~t ·_ the poi~ihii.i.ty /'c]iv~.h :.:~.n -~~~-~~-~-~· :· 
~ " . . . . . .. . . . 

. j ' , --~~ 

.= • . . . 

,•, ' ' ' , . ·-'.·., 

. . .• ~ .. . ' 
11 ' ~ • 

...... ,, . .. : . . 

'· -... 
.. ·. 
', J . 

· t • 

·. · ... 
priate choice of -&_ei;3c_tive : ~a.rker , ·.of·.- Qbtai ning transdu_c :t

ng· ' ph~ge~ co~tai~in:; .i~.~i .to :~h~ . ri~h~ . o·f . rpsi ~rlly. · . ~hi~~> .. ~ :· : : 
~ pr~~i~ti.on ,· w.i t,h ... ·th~~ ~~~eni . ~h~;c~cterl;~~ti~~-/~·f ~~~p~ . ,' . . . ' . . .. 

. ·_ phages·. sho~ ; t _() ~ohta·i~ :~_s:~c .· ~n~_' · ·asnS':. :b~t· :~ h6~~>~~o~·:: 'd·J1 j· · .. . :.· .. . ~ /·· .... .' . 

. ... .. 
. ·, · , 

. :: - a~~ -~he~ ~~r1i~r· .. ·r~p~r:t~~:~ -i~~i·~-~i~k-~f ·;~s~~ ·i,~~-~~-s ·· ~ho~~~ .... ::_:-._'_ .. .. :u, .-·~ ··: \ 
o ' , .- I •, o • o • • ' : , o o " , • ' , I , ' \ o I o " ' ' , • ' : •,; J,' ,' ' , , ' • 

. :. not. to' ~c-ode· ·si (:102) ,· app~ars·. : ·to ;hav~ be'en. 'ful~fiileli'.- . .:>·::. ;:· :··.. . . . . -.: .~ : 
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rpsA rili~ht _be con~ained. ·i,~ the insert _ c~r.fied by AaroJ\· · · 
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