
CHAPTER 1 

I n t r o d u c t i o n

1.1 R i c e  c u l t i v a t i o n  i n  T h a i l a n d

The app rox im a ted  la nd a rea  o f T h a i l a n d i s

60 ,399 ,700 h e c t a r e s .  About 8 .6 m i l l i o n h e c t a r e s , or

14.2%, a re r i c e  l a nd ,  t h e  main a g r i c u l t u r a l  c rop o f

T h a i l a n d  ( S o r a s i t h  and Yasuo,  1983).  R i c e s e r v e s  as the

main food  s t u f f  o f  T h a i  p eo p le  and s u r p l u s  i s  e xpo r ted .  

The ave rage  y i e l d  o f  r i c e  p r o d u c t i o n  in  T h a i l a n d  i s  

about 1 . 2 - 2 . 0  ton  p e r  h e c t a r e s ,  whereas J a p a n ' s  o r  

K o r e a ’ s p r o d u c t i o n  y i e l d  p e r  a r e a  i s  about t h r e e  t im es  

h ig h e r  than  T h a i l a n d ' s .  I n v e s t i g a t i o n  and r e s e a r c h  f o r  

th e  improvement o f  r i c e  y i e l d  has been c a r r i e d  out  in  

T h a i l a n d  s i n c e  1940 ( S o r a s i t h  and Yasuo,  1983). N i t r o g e n  

i s  u s u a l l y  t h e  l i m i t i n g  n u t r i e n t  i n  s o i l s .  Most f i e l d  

e xpe r im en t s  conduc ted  i n  r i c e  g row ing  c o u n t r i e s  

i n d i c a t e d  t h a t  n i t r o g e n  f e r t i l i z a t i o n ,  e i t h e r  as o r g a n i c  

o r  g reen  manure o r  as a c h e m ic a l  f e r t i l i z e r  p l a y s  a 

dom inant  r o l e  i n  i n c r e a s i n g  r i c e  y i e l d  ( P a t n a i k  and 

Rao ,1979 ) .  In T h a i  paddy f i e l d s  where o n ly  a sm a l l

amount o f f e r t i l i z e r  has been a p p l i e d  t o  th e  s o i l
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(Swam ina than ,1984),  most o f  th e  n i t r o g e n  removed from 

the  s o i l  by c rop  consumpt ion  thu s  m a in ly  comes from th e  

s o i l  n i t r o g e n .  In c o n t r a s t ,  i n  a d e ve lo ped  c o u n t r y ,  

n i t r o g e n  so u r ce  f o r  c rop  use comes from a p p l i e d  n i t r o g e n  

f e r t i l i z e r .  The a v a i a b l e  form o f  n i t r o g e n  f o r  r i c e  

p l a n t s  a re  am m on ia -n i t rogen  and n i t r a t e - n i t r o g e n .  In 

g e n e r a l ,  ammonium phospha te  (16 -20 -0 )  f e r t i l i z e r ,  w h ich  

was t e s t e d  i n  t h e  p i l o t  d e m o n s t r a t i o n s ,  and found  t o  be 

p r o f i t a b l e  i n  th e  i n c r e a s i n g  o f  r i c e  y i e l d  i n  T h a i l a n d  

i s # the  recommended form o f  c h e m ic a l  f e r t i l i z e r .  The 

amount o f  16 -20-0  f e r t i l i z e r  im po r ted  i n t o  T h a i l a n d  has 

t h e r e f o r e  in c r e a s e d  c o n s i d e r a b l y  s i n c e  1966 ( S o r a s i t h  

and Yasuo, 1983).  M anu fa c tu re  o f  n i t r o g e n  f e r t i l i z e r  

r e q u i r e s  h ig h  f o s s i l  energy  i n p u t s  and r e s u l t s  i n  

i n c r e a s i n g  f e r t i l i z e r  p r i c e  d u r in g  ene rgy  c r i s i s .  Hence, 

most o f  th e  poo r  T h a i  fa rm e rs  canno t  a f f o r d  t o  add any 

chem ic a l  f e r t i l i z e r  i n  t h e i r  fa rm s .  As a consequence ,  

th e  n a t u r a l  p r o c e s s  s o - c a l l e d  b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  

f i x a t i o n  (BNF) i s  by f a r  th e  most c o n v in c i n g  p r o c e s s  t o  

s u b s t i t u t e  c h e m ic a l  f e r t i l i z e r  f o r  t h e  improvement o f

th e  y i e l d  o f  r i c e  p r o d u c t i o n  in  T h a i l a n d .
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1.2 B i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n  (BNF)

The b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n  i s  an emzymat ic  

r e d u c t i o n  o f  a tm osphe r i c  d i n i t r o g e n  (Nz ) t o  ammonia. The 

a b i l i t y  t o  f i x  d i n i t r o g e n  by n i t r o g e n a s e  enzyme i s  

f a i r l y  d i s t r i b u t e d  among the  p r o c a r y o t i c  m ic ro rg a n i sm s  

s o - c a l l e d  N2- f i x i n g  m ic roo rgan ism s  o r  d i a z o t r o p h s .  

N2- f i x i n g  m ic roo rgan ism s  a re  c l a s s i f i e d  a c c o r d in g  t o  

t h e i r  e co lo g y  i n t o  t h r e e  g roups :  t h e  o b l i g a t o r y

s y m b io s i s ,  a s s o c i a t i v e  s y m b io s i s  and a s y m b io s i s  o r  f r e e  

l i v i n g  n i t r o g e n  -  f i x e r s .  The most a g r i c u l t u r a l l y  

im p o r t an t  group i s  the  s y m b io t i c  a s s o c i a t i o n  o f  n i t r o g e n  

f i x i n g  b a c t e r i a  w i t h  r o o t s  o f  c ro p  p l a n t s .  Now more 

than  one hundred s p e c i e s  were r e p o r t e d  as d i a z o t r o p h s  

wh ich  a re  h e t e r o t r o p h s , p h o to t r o p h s  and c y a n o b a c t e r i a  

( P o s t g a t e ,  1982). The t h r e e  major  g roups  o f  d i a z o t r o p h s  

in  r i c e  paddy f i e l d s  a re  f r e e - l i v i n g  c y a n o b a c t e r i a ,  

s y m b i o t i c  A n a b a e n a -A z o l l a ,  f r e e - l i v i n g  and a s s o c i a t i v e  

b a c t e r i a  (Watanabe and Roger ,  1984) .  A z o l l a  has been 

used as o r g a n i c  n i t r o g e n  f e r t i l i z e r  i n  paddy f i e l d  

t o g e t h e r  w i t h  phosphorus a p p l i c a t i o n  wh ich  was found  t o  

be n e c e s s a r y  f o r  A z o l l a  c u l t i v a t i o n  ( Sawatdee, e t  a l . ,  

1978 and c h o l i t k u l ,  e t  a l . ,  1980).  Many s t u d i e s  have

shown t h a t  w e t land  r i c e  r o o t s  a re  i n h a b i t e d  by a l a r g e
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number o f  n i t r o g e n - f i x i n g  h e t e r o t r o p h i c  b a c t e r i a ,  wh ich  

p a r t l y  a c coun t  f o r  n i t r o g e n - f i x i n g  a c t i v i t y  i n  t h e  paddy 

f i e l d s  (Y o sh id a  and A n ca ja s ,  1971, 1973; Dommergues e t  

a l . ,  1973; Dommergues and R inaudo ,  1979).  However, no t  

much i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  on th e  c o m p o s i t i o n  and 

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  n i t r o g e n - f i x i n g  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  

a s s o c i a t e d  w i t h  th e  r i c e  r o o t .  The p re sen c e  i n  r i c e  

f i e l d s  o f  K l e b s i e l l a  ( D u g r id ,  1959; Yoo e t  a l . , 1986 

and G e r l a c h  e t  a l . , 1989),  B e i j e r i n c k i a  (D o b e r e in e r  and 

R u s c h e l ,  1961; Diem e t  a l . , 1 978 ) ,  A z o t o b a c t e r  

(Purushothaman e t  a l . ,  1976), A z o s p i r i 1 lum (Kumar i  e t  

a l . ,  1976; Nayak and Rao, 1977; S i l v a  and D o b e r e in e r ,  

1978), and E n t e r o b a c t e r  (Vatanabe e t  a l . , 1977) ,  have 

been r e p o r t e d .  N2- f i x i n g  a c t i v i t y  by a c e t y l e n e  

r e d u c t i o n  assay  o f  washed r o o t s  i s  much h ig h e r  than  in  

the  a d ja c e n t  s o i l  ( Y o sh id a  and A n ca ja s ,  1973) .  The 

n i t r o g e n  f i x a t i o n  by d i a z o t r o p h  a t t a c h e d  t o  t h e  r o o t  

s u r f a c e  i s  termed " a s s o c i a t i v e  N2- f i x a t i o n "  and b e l i e v e d  

t o  be a major  s o u r c e  o f  n i t r o g e n  in  n o n f e r t i l i z e d  r i c e  

f i e l d s .  The r i c e  p l a n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  N2- f i x i n g  

b a c t e r i a  a l s o  e x c r e t e  some c a rb o h y d ra t e s  and amino a c i d s  

wh ich enhance b a c t e r i a l  c o l o n i z a t i o n  (Rae and C a s t r o ,  

1967). Among th e  t h r e e  major g roups o f  d i a z o t r o p e s  in

r i c e  paddy f i e l d ,  the  b a c t e r i a l  group i s  t h e  most
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i n t e r e s t i n g  because  they  a s s o c i a t e  w i t h  r i c e  r o o t s .  

N2- f i x i n g  b a c t e r i a  a s s o c i a t e d  w i t h  3 r e g i o n s  o f  r i c e :  i )  

o u t e r  r h i z o s p h e r e ,  i i )  r h i z o p l a n e ,  and i i i )  

e n d o rh i z o sp h e re  o r  h i s t o s p h e r e .

In th e  r h i z o s p h e r e  o f  r i c e  i n  T h a i l a n d ,  

Boon jawat  e t  a l .  (1982) e s t im a t e d  t h a t  t h e  amount o f  

t o t a l  n i t r o g e n  f i x e d  by a s s o c i a t i v e  b a c t e r i a  i s  i n  the  

range o f  20-80 kg N pe r  h e c t a r e  p e r  c r o p .  By u s in g  the  

a c e t y l e n e  r e d u c t i o n  a c t i v i t y  a s sa y  (ARA) o f  washed and 

s u r f a c e  s t e r i l i z e d  r o o t s ,  259 i s o l a t e s  o f  N2- f i x i n g  

b a c t e r i a  were c o l l e c t e d  from washed r o o t s  and 

r h i z o s p h e r i c  s o i l s  o f  r i c e  grown in  a c i d  s o i l  and 

s e m i - a r i d  s o i l  o f  T h a i l a n d .  A l l  o f  them a re  Gram 

n e g a t i v e  rod .  On ly  22 s t r a i n s  showed ARA h ig h e r  than  1 

umol pe r  OD420nm per  day. O n ly  t h r e e  r e p r e s e n t a t i v e  

s t r a i n s  were s e l e c t e d  f o r  f u r t h e r  s t u d y  namely R15, R17

and R25. The chemotaxonomy o f  t h e s e  t h r e e  b a c t e r i a  were 

r e p o r t e d  by Boonjawat e t  a l . , 1986. On t h e  b a s i c  o f  

p h e n o t y t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  and p e r  c en t  G+C c o n t e n t ,  R15 

and R17 a re  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  th e  K l e b s i e l l a  spp.  and 

R25 re sem b le s  t o  A z o s p i r i l l u m  l i p o f e r u m . Boonjawat  and 

L impananont (1985) ,  work ing  w i t h  K l e b s i e l l a , R15, R17

and s t r a i n  NG13 o f  K l e b s i e l l a  o x y t o c a  i n o c u l a t e d  in
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s e v e r a l  v a r i e t i e s  o f  r i c e  s e e d l i n g ,  r e p o r t e d  t h e  

f o r m a t i o n  o f  e n v e l o p e d  m i c r o n o d u l e  s t r u c t u r e s  i n  some o f  

t h e  l o c a l  v a r i e t i e s  o f  r i c e  s u c h  as  RD5,  a n d  RD7 .  A f e w  

b a c t e r i a l  c l u s t e r s  w e r e  a l s o  f o u n d  i n  t h e  e p i d e r m a l  

c e l l s  o f  r i c e  r o o t  t i s s u e .  M o r e o v e r ,  r i c e  l e c t i n s  w h i c h  

a r e  e p i c u t i c u l a r  a n d  s e c r e t o r y  g l y c o p r o t e i n s  o f  r i c e  

w e r e  d e m o n s t r a t e d  t o  p l a y  an  i m p o r t a n t  a d h e s i v e  f u n c t i o n  

i n  t h e s e  a s s o c i a t i o n .  F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  t h e  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  r i c e  r o o t s  a n d  t h e s e  N 2 -  f i x i n g  b a c t e r i a  h a s  

b e e n  d e s c r i b e d  a s  " a s s o c i a t i v e " .  T h e  o r i g i n a l  

i n f o r m a t i o n  o f  t h e s e  r h i z o s p h e r i c  N2 -  f i x i n g  b a c t e r i a  

a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 . 1 .

1 . 3  S t r a i n s  I d e n t i f i c a t i o n

T he  a b i l i t y  t o  d e t e c t  a n d  i d e n t i f y  e a c h  s p e c i f i c  

s t r a i n  o f  N 2 -  f i x i n g  b a c t e r i a  i n  b o t h  l a b o r a t o r y  a n d  

f i e l d  s i t u a t i o n  w i l l  b e  u s e f u l  i n  e c o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  

t h e  i n t e r r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a p a r t i c u l a r  b a c t e r i a l  

s t r a i n  a n d  i t s  p l a n t  h o s t ,  w i t h  e m p h a s i s  on  

c o m p a t a b i 1 i t y  a n d  c o m p e t i t i v e  a b i l i t y  o f  t h a t  s t r a i n  

a f t e r  i n o c u l a t i o n  i n t o  v a r i o u s  p a d d y  f i e l d s .
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T a b l e  1 . 1  I n f o r m a t i o n  on  b a c t e r i a l  s t r a i n s  ( B o o n j a w a t  

e t  a l . ,  1 9 8 6 )

S t r a i n  No . C o u n t r y  R i c e f c u l t i v a r I s o l a t i o n  s i t e

I n d i g e n e o u s s t r a i n s

1 7 R l a 2 T h a i l a n d RD6 R h i z o p l a n

(R 1 7 ) ( T a p r a ) ( n o n - s t e r i l e )

15RR12 T h a i l a n d RD7 R h i z o p l a n

( R15 ) ( R angs  i t ) ( n o n - s t e r i l e )

2 5 S a l 2 T h a i l a n d RD6 R h i z o s p h e r i c

( R25 ) ( T a p r a ) s o i l

E x o t i c  r e f e r e n c e  s t r a i n s

K l e b s i e l l a J a p a n n o t  k n ow n R i c e  r h i z o s p h e r e

o x y t o c a  (NG13 )  ( N IG )

P s e u d o m o n a s P h i l i p p i n e s IR 2 6 H i s t o s p h e r e

( H8 ) ( I R R I )

P s e u d o m o n a s P h i l i p p i n e s K h a o - l o H i s t o s p h e r e

(K L H 7 6 ) ( I R R I )

A z o s p i r i l l u m P h i l i p p i n e s - H i s t o s p h e r e

l i p o f e r u m  (FS )  ( I R R I )

A z o s p i r  i  H u m P h i l i p p i n e s IR 3 4 H i s t o s p h e r e

l i p o f e r u m  ( 3 4 H )  ( I R R I )
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S t r a i n s  o f  some Gram n e g a t i v e  r o d  s h a p e

b a c t e r i a ;  s u c h  a s  R h i z o b i u m  s p p . ,  K l e b s i e l l a  s p p .  a n d  

A z o s p i r i l l u m  s p p .  h a v e  d r a m a t i c  d i f f e r e n c e s  w h i c h  a r e  

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

u n d e r  m i c r o s c o p e .  F l u o r e s c e n t  d y e s  ( f l u o r o c h r o m e s ) ,  s u c h  

a s  f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  a n d  a c r i d i n e  o r a n g e  

w h i c h  r e a c t  w i t h  p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c  a c i d ,  r e s p e c t i v e l y ,  

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

t h e m  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t a l  b a c k g r o u n d  w i t h  h i g h  

s e n s i t i v i t y  ( P a r k i n s o n  e t  a l . , 1 9 7 1 ;  a n d  R a n s e y ,  1 9 7 8 ) .  

B u t  t h e  n o n s e l e c t i v e  s t a i n i n g  p r o c e d u r e  d o e s  n o t  a l l o w  

f o r  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  o ne  s p e c i e s  f r o m  o t h e r  r o d  s h a p e  

b a c t e r i a  i n  c o m p l e x  m i c r o b i a l  a s s e m b l a g e s .  T h o u g h  

m i c r o o r g a n i s m s  a r e  n o n d e s c r i p t  i n  m o r p h o l o g y ,  t h e y  d o  

h a v e  u n i q u e  c h e m i c a l ,  p h y s i o l o g i c a l  a n d  g e n e t i c  f e a t u r e s  

w h i c h  c a n  b e  u s e d  t o  i d e n t i f y  g e n e r a ,  s p e c i e s ,  a n d  e v e n  

s t r a i n s  o f  a p a r t i c u l a r  m i c r o o r g a n i s m .

1 . 4  S e r o l o g i c a l  t e c h n i q u e s

S e r o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  r e l y  on  d i f f e r e n c e s  i n  

t h e  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  p a r t i c u l a t e  a n d  s o l u b l e  a n t i g e n

o f  c e l l s  a n d  p r o v i d e  a p o w e r f u l  t o o l  f o r  m i c r o b i a l
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d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e  b a c t e r i a l  c e l l  p o s s e s s e s  a v a r i e t y  

o f  s p e c i f i c  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  t h a t  may b e  u s e d  t o  

i d e n t i f y  s p e c i f i c  s t r a i n s .  O f  t h e  t w o  b a s i c  t y p e s ,  

s o m a t i c  a n d  f l a g e l l a r  a n t i g e n s ,  t h e  f o r m e r  h a s  p r o v e n  

v e r y  u s e f u l  f o r  r o u t i n e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  b a c t e r i a l  

s t r a i n s  (M e a n s  a n d  J o h n s o n ,  1 9 6 4 ;  W i l l i a m s  a n d  c h a s e ,  

1 9 7 7 ) .  A n t i g e n  -  a n t i b o d y  r e a c t i o n s  a r e  h i g h l y  s p e c i f i c  

i n  t h a t  t h e  a n t i b o d y  r e a c t s  o n l y  w i t h  t h e  a n t i g e n  t h a t  

e l i c i t e d  i t s  f o r m a t i o n .  A n t i s e r a  a r e  t h e  m o s t  s p e c i f i c  

r e a g e n t s  f o r  i d e n t i f y i n g  many  s t r a i n s  o f  m i c r o o r g a n i s m s .

I n  p r i n c i p l e ,  t h e  s e r o l o g i c a l  m e t h o d s  a r e

d e v i d e d  i n t o  t h r e e  s t e p s  a s  f o l l o w .

( i )  P r e p a r a t i o n  o f  a n t i g e n s  f o r  i m m u n i z a t i o n  

G r o w t h  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a r e  i m p o r t a n t  i n  o r d e r  t o  

b e  a b l e  t o  u s e  c e l l s  a s  a n t i g e n s  f o r  i m m u n i z a t i o n .  I t  i s  

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

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

t e c h n i q u e  f o r  w h i c h  t h e  a n t i s e r u m  i s  t o  be  p r e p a r e d .  To  

o b t a i n  s o m a t i c  a n t i g e n s ,  s u b c u l t u r e s  a r e  s e l e c t e d  f r o m  

s m o o t h  s i n g l e  c o l o n i e s  on  a g a r ,  g r o w n  i n  b r o t h ,  

s u s p e n d e d  i n  s a l i n e ,  t h e n  h e a t e d  t o  d e s t r o y  t h e

f l a g e l l a r  a n t i g e n s  ( D a v i e s ,  1 9 5 1 ;  W o f f  a n d  B a r k e r ,  1 9 6 8 ) .
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I n  p r i n c i p l e ,  d e f i n e d  m ed ium  s h o u l d  b e  u s e d  w h e n e v e r  

p o s s i b l e  t o  g r o w  t h e  c e l l s  t o  b e  i n j e c t e d  i n t o  a n i m a l s ,  

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

o n l y  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  b a c t e r i a l  a n t i g e n s .

I n  m o s t  s e r o l o g i c a l  s t u d i e s  w i t h  A z o t o b a c t e r  

s p e c i e s ,  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  i n  d e f i n e d  m e d i a  ( J e n s e n  

a n d  P e t e r s e n ,  1 9 5 5 ;  N o r r i s ,  1 9 6 0 ;  H o lm e  a n d  Z a c h a r i e s ,  

1 9 6 5 ;  Z a r n e a  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  T c h a n  a n d  d e  v i l l e  , 1 9 7 0 ) .  

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

i t  d o e s  n o t  mean t h a t  g r o w t h  o f  i m m u n i z i n g  a n t i g e n s  on  

c o m p l e x  m e d i a  w i l l  n e c e s s a r i l y  l e a d  t o  c o m p l i c a t i o n s .  

D a z z o  a n d  M i l a m  ( 1 9 7 5 )  im m u n i z e d  g o a t s  w i t h  A z o s p i r i 1 lum  

1 i p o f e r u m  a n d  A z o t o b a c t e r  p a s p a l i  g r o w n  on  a t r y p t i c a s e  

s o y  b r o t h  w i t h o u t  t h e  med ium  c a u s i n g  a n y  a p p a r e n t  

i n t e r f e r e n c e  when  t h e  a n t i s e r a  w e r e  u s e d  i n  a r a n g e  o f  

s e r o l o g i c a l  r e a c t i o n s .  T h e  s t r a i n s  t h a t  a r e  t o  b e  

i d e n t i f i e d  s e r o l o g i c a l l y  may t h e n  b e  g r o w n  on  a n y  

c o n v e n i e n t  c o m p l e x  m e d i u m .  U s u a l l y  i n t a c t  c e l l s  a r e  

i n j e c t e d ,  a l t h o u g h  f o r  s p e c i a l  p u r p o s e s ,  d i s i n t e g r a t e d  

c e l l s  h a v e  b e e n  u s e d  (D udm an ,  1 9 6 4 ;  H u m p h r e y  a n d  

V i n c e n t ,  1 9 7 3 ) .  Z a r n e a  e t  a l .  ( 1 9 6 6 )  f o u n d  t h a t  

s u s p e n s i o n s  o f  A z o t o b a c t e r  c e l l s  d i s r u p t e d  b y  r e p e a t e d

f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g  p r o d u c e d  s u p e r i o r  a n t i s e r a .
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B a c t e r o i d s  f r o m  n o d u l e s  o f  l e g u m e  o r  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  

may b e  u s e d  a s  t h e  t e s t  a n t i g e n .  when  w o r k i n g  w i t h  

n o d u l e  a n t i g e n s ,  m o s t  i n v e s t i g a t o r s  p r e f e r  t o  u s e  f r e s h  

n o d u l e s .  H o w e v e r ,  S o m a s e g a r a n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  d e m o n s t r a t e d  

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

n o d u l e s  a s  t h e  a n t i g e n  s o u r c e .  N o d u l e s  may b e  f r o z e n  a s  

w e l l  a s  s t o r e d  f o r  f u t u r e  a n a l y s i s  w i t h o u t  a l o s s  o f  

a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s .

( i i )  P r e p a r a t i o n  o f  a n t i s e r a

To  p r o d u c e  a n t i s e r u m  a g a i n s t  a n y  a n t i g e n ,  o n e  

m u s t  d e c i d e  u p o n  t h e  a n i m a l  s p e c i e s ,  i n j e c t i o n  s c h e d u l e ,  

a n d  t h e  m a n n e r  o f  b l e e d i n g  ( C a m p b e l l  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .

R a b b i t s  h a v e  b e e n  u s e d  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  a s  t h e  

a n i m a l  s p e c i e s  f o r  p r o d u c t i o n  o f  a n t i s e r a  a g a i n s t  

d i a z o t r o p h s ,  b e c a u s e  h i g h  a n t i b o d y  t i t e r s  c a n  b e  

a c h i e v e d  a n d  m a i n t a i n e d .  I n  a d d i t i o n ,  t h e y  a r e  e a s y  t o  

o b t a i n ,  a r e  d o c i l e ,  a n d  a r e  r e l a t i v e l y  i n e x p e n s i v e .  

H o w e v e r ,  o t h e r  a n i m a l s  c a n  b e  u s e d ,  i n c l u d i n g  m i c e ,  

r a t s ,  s h e e p  a n d  g o a t s .  I m m u n i z a t i o n  p r o c e d u r e s  f a l l  i n t o  

o n e  o f  t h e  t w o  g e n e r a l  c l a s s e s :  ( 1 )  p r i m a r y  i m m u n i z a t i o n  

b y  r e p e a t e d  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  w i t h o u t

an  a d j u v a n t ,  a t  i n t e r v a l s  o f  o n e  o r  m o re  d a y s ,  f o l l o w e d
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b y  a n u m b e r  o f  b o o s t e r  i n j e c t i o n s  p r i o r  t o  b l e e d i n g  , 

a n d  ( 2 )  p r i m a r y  i m m u n i z a t i o n  w i t h  a s i n g l e  i n t r a m u s c u l a r  

i n j e c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  e m u l s i f i e d  w i t h  a n  a d j u v a n t ,  

f o l l o w e d  b y  o n e  o r  m o r e  b o o s t e r  i n j e c t i o n s  b e f o r e  

b l e e d i n g .  No s y s t e m a t i c  c o m p a r i s o n  h a s  b e e n  made o f  t h e  

d i a z o t r o p h  a n t i s e r a  o b t a i n e d  b y  t h e s e  p r o c e d u r e s ,  b u t  

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

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

i n  i m m u n o d i f f u s i o n  ( B e r g e r s e n ,  1 9 8 0 ;  S c h i n g h a m e r  a n d  

D u d m a n , 1 9 8 0 ) .  (iii)

( i i i )  S e r o l o g i c a l  r e a c t i o n s

R e a c t i o n  b e t w e e n  a n t i g e n s  a n d  a n t i b o d i e s  may b e  

d e t e c t e d  b y  f o u r  t e c h n i q u e s ,  a g g l u t i n a t i o n ,  g e l  

i m m u n o d i f f u s i o n ,  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( I F )  a n d  e n z ym e  

l i n k e d  -  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A ) .

1 . 4 . 1  A g g l u t i n a t i o n

One o f  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  i m m u n o l o g i c a l  

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

a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n .  T h e  p r o c e s s  i n  w h i c h  t h e  

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

a n t i b o d i e s  i s  c a l l  " a g g l u t i n a t i o n " .  T h e  l i n k e d  a n t i g e n s
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may b e  v i s i b l e  a s  c l u m p ,  a g g l u t i n a t e d  o r  a g g r e g a t e ,  

e i t h e r  m i c r o s c o p i c a l l y  o r  m a c r o s c o p i c a l l y • T h e  

a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n  d e p e n d s  on a f i r m  s t r u c t u r a l  

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  an  e x p o s e d  a n t i g e n  a n d  t h e  

b a c t e r i u m .  S u c h  r e a c t i o n  may b e  p e r f o r m e d  i n  d i f f e r e n t  

w a y s ,  f o r  e x a m p l e  w i t h  d r o p s  o f  a n t i g e n s  a n d  a n t i s e r a  on  

g l a s s  s l i d e s  f o r  r a p i d  r e s u l t s .  H o w e v e r ,  f o r  g r e a t e r  

a c c u r a c y ,  a g g l u t i n a t i o n s  a r e  g e n e r a l l y  p e r f o r m e d  i n  

s m a l l  t e s t  -  t u b e s  b y  m i x i n g  c o n s t a n t  a m o u n t s  o f  c e l l  

s u s p e n s i o n  w i t h  a d i l u t i o n  s e r i e s  o f  an  a n t i s e r u m ;  t h e  

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

a g g l u t i n a t i o n  i s  t a k e n  a s  t h e  e n d  -  p o i n t  ( t h e  " t i t e r " )  

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

s t r a i n s  w h i c h  a r e  a g g l u t i n a t e d  b y  t h e  same a n t i s e r u m  i s  

made q u a n t i t a t i v e l y  b y  c o m p a r i n g  t h e i r  r e s p e c t i v e  

t i t e r s .  - Mean e t  a l . ,  ( 1 9 6 4 )  w e r e  a b l e d  t o  i d e n t i f y  

a n t i g e n s  i n  s i n g l e  n o d u l e  b y  t h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t ,  b u t

t h i s  m e t h o d  i s  i n s e n s i t i v e when s m a l l n o d u l e s a r e

e x a m i n e d . T h e  a g g l u t i n a t i o n t e s t i s  s e n s i t i v e f  o r

b a c t e r i a l i d e n t i f i c a t i o n  ( D a m i r g i e t  a l 1967 a n d

V i n c e n t , 1 9 7 0 ) ,  b u t  d o e s n o t g i v e s u c h c l e a r

d i s t i n c t i o n s  b e t w e e n  r e a c t i o n s  o f  a n t i g e n i c  i d e n t i t y  a n d  

c r o s s  -  r e a c t i o n  b e t w e e n  c l o s e l y  r e l a t e d  s t r a i n s .

S t r a i n s  t h a t  r e a c t  t o  t h e  same t i t e r  w i t h  t h e  same s e r u m
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a r e  r e g a r d e d  a s  b e i n g  c l o s e l y  r e l a t e d  s e r o l o g i c a l l y ,  i f  

n o t  i d e n t i c a l .

1 . 4 . 2  G e l  i m m u n o d i f f u s i o n

G e l  i m m u n o d i f f u s i o n  i s  t h e  p r e c i p i t a t i o n  

r e a c t i o n  b e t w e e n  c e r t a i n  s o l u b l e  a n t i g e n s  a n d  a n t i s e r u m  

b y  d i f f u s i o n  o n  N o b l e  a g a r ,  w h e r e  a n t i g e n s  a r e  b r o u g h t  

i n t o  c o n t a c t  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a n t i b o d y .  T h e  

p r e c i p i t a t i o n  r e s e m b l e s  a g g l u t i n a t i o n  i n  many w a y s ,  b u t  

d i f f e r s  p r i n c i p a l l y  i n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  p r e c i p i t a t i n g  

a n t i g e n s  a r e  n o t  w h o l e  b a c t e r i a l  c e l l s  ( c e l l u l a r )  b u t  

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

1 . 4 . 3  I m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( I F )

I m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( I F )  o r  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  

( FA )  t e c h n i q u e  p r o v i d e s  means  f o r  t h e  v i s u a l i z a t i o n  o f  

t h e  a n t i g e n  -  a n t i b o d y  c o m p l e x .  A n t i b o d y  m o l e c u l e s  a r e  

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

t h e i r  p r e s e n c e  a t  a n y  s i t e  t o  w h i c h  t h e y  a r e  a t t a c h e d  

c a n  b e  r e a d i l y  d e t e c t e d  b y  m i c r o s c o p y  i n  u l t r a v i o l e t  

l i g h t .  T h i s  t e c h n i q u e  c o m b i n e s  t h e  s p e c i f i c i t y  o f

i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i o n s  w i t h  s e n s i t i v i t y  a n d  p r e c i s i o n
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o f  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y .  I t  a l o n e  among t e c h n i q u e s ,  

h a s  t h e  p o t e n t i a l  o f  d e t e c t i n g  a n d  i d e n t i f y i n g  a  

s p e c i f i c  m i c r o o r g a n i s m  s i m u l t a n e o u s l y .  M o r e o v e r ,  t h i s  

t e c h n i q u e  i s  s t i l l  t h e  o n l y  e f f e c t i v e  t e c h n i q u e  

a v a i l a b l e  t h a t  p r o v i d e s  t h e  means  o f  r e c o g n i z i n g  

s p e c i f i c  m i c r o o r g a n i s m s  d i r e c t l y  i n  t h e i r  n a t u r a l  

e n v i r o n m e n t .

T h e  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e  i s  a s  p r e c i s e  a s  

a n y  s e r o l o g i c a l l y  b a s e d  t e s t ,  t h e  l i m i t a t i o n s  b e i n g  t h e  

l e v e l s  o f  c r o s s  -  r e a c t i v i t y  o f  t h e  s t r a i n  t o  b e  u s e d .  

I t  h a s  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  t o  i d e n t i f y  t h e  r h i z o b i a  

i n  c r u s h e d  n o d u l e s  ( S c h m i d t  e t  a l . ,  1 9 6 8 ;  T r i n i c k ,  1 9 6 9 )

, i n  h a n d  -  c u t  s e c t i o n  o f  n o d u l e s  ( R u s s e l l  a n d  J o h e s ,  

1 9 7 5 ) ,  a n d  a l s o  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  

s p e c i f i c  r h i z o b i a  i n  s o i l s  ( B o h l o o l  a n d  S c h m i d t ,  1 9 7 0 ) ,  

A z o t o b a c t e r  i n  s o i l  ( T e h a n  a n d  De V i l l e ,  1 9 7 0 )  a n d  E .  

C o l i  i n  w a t e r  ( P u g s l e y  a n d  E v i s o n ,  1 9 7 4 ) .  T h e  

i m m u n o f l u o r e s e n c e  may b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  t e c h n i q u e s .  I n  

t h e  d i r e c t  t e c h n i q u e ,  t h e  a n t i b a c t e r i a l  a n t i b o d i e s  a r e  

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

a n t i b o d y  f o r  e a c h  o f  t h e  s t r a i n s  t o  b e  s t u d i e d .  T h i s  

r e q u i r e m e n t  i s  e l i m i n a t e d  b y  u s i n g  t h e  i n d i r e c t  

t e c h n i q u e ,  w h i c h  u s e s  a s e c o n d  a n t i s e r u m  p r e p a r e d  i n  an

0 1 G 2 4 4
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a n i m a l  s p e c i e s  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  u s e d  t o  make  t h e  

a n t i b a c t e r i a l  a n t i b o d i e s ;  b y  l a b e l l i n g  t h e  a n t i b o d i e s  i n  

t h i s  s e c o n d  a n t i s e r u m  ( e . g .  made i n  s h e e p  o r  g o a t s )  a n d  

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

a n t i b o d y .  T h e  s e c o n d  a n t i s e r u m ,  r e q u i r e d  f o r  t h e  

i n d i r e c t  t e c h n i q u e ,  c a n  c o n v e n i e n t l y  b e  p u r c h a s e d  w i t h  

o r  w i t h o u t  a  f l u o r e s c e n t  l a b e l .  T he  t w o  m e t h o d s  a r e  

i l l u s t r a t e d  d i a g r a m a t i c a l l y  i n  F i g u r e  1 . 1  a n d  1 . 2 .

1 . 4 . 4  E n z y m e - L i n k e d  I m m u n o s o r b e n t  A s s a y  ( E L I S A )

The  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  e n z y m e - 1 i n k e d  

i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  ( E L I S A ) ,  i n i t i a l l y  d e s c r i b e d  b y  

E n g v a l l  a n d  P e r lm a n n  ( 1 9 7 1 , 1 9 7 2 )  a n d  Van  Weeman a n d  

S c h u u r s  ( 1 9 7 1 ) ,  o f f e r e d  a m o s t  p r o m i s i n g  a l t e r n a t i v e  t o  

t h e  c o n v e n t i o n a l  s e r o l o g i c a l  m e t h o d s  m e n t i o n e d  

p r e v i o u s l y .  I n  p r i n c i p l e ,  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  

a s s a y  ( E L I S A )  i s  a t e r m  t h a t  r e f e r s  t o  a n y  p r o c e d u r e  

i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  a  s o l i d - p h a s e  c a r r i e r  t o  f a c i l i t a t e  

t h e  r a p i d  s e p a r a t i o n  o f  f r e e  a n t i g e n  a n d  a n t i b o d y  f r o m  

an  a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x  a n d  u s i n g  an  e n z ym e  m a r k e r  

t o  d e t e c t  t h a t  a n t i g e n - a n t i b o d y  r e a c t i o n .  T h e  p r i n c i p l e s  

o f  E L I S A  a r e  b a s e d  o n  an  i m p o r t a n t  f i n d i n g  t h a t

a n t i b o d i e s  c a n  b e  c o n j u g a t e d  t o  an  e n z ym e  i n  s u c h  a way



F i g u r e  1 .1  D i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e F i g u r e  1 . 2  I n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e .
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t h a t  t h e  i m m u n o l o g i c a l  a n d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  e a c h  

m o i e t y  i s  r e t a i n e d .  E n z ym e s  a r e  e x t r e m e l y  a c t i v e  a n d  o n e

m o l e c u l e c a n i n i t i a t e c h a i n  r e a c t i o n s i n v o l v i n g many

m o l e c u l e s o f c o l o r l e s s s u b s t r a t e ,  r e s u l t i n g  i n t h e

f o r m a t i o n o f h i g h l y  c o l o r e d  p r o d u c t s . I n t h i s w a y ,

e n z ym e s c a n e a s i l y b e  d e t e c t e d a t v e r y l o w

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

o f  b i n d i n g  e x t r e m e l y  s m a l l  a m o u n t s  o f  a n t i b o d i e s  a n d  

a n t i g e n s  w h i c h  may n o t  b e  d e t e c t a b l e  b y  a g g l u t i n a t i o n  

a n d  i m m u n o d i f f u s i o n  t e s t s .  T h e  g e n e r a l  p r i n c i p l e s  o f  

E L IS A  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  r a d i o i m m u n o a s s a y  

t e c h n i q u e s  e x c e p t  t h a t  i n s t e a d  o f  u s i n g  a  

r a d i o l a b e l - 1 i n k e d  a n t i g e n  o r  a n t i b o d y  t o  q u a n t i t a t e  

a n t i g e n - a n t i b o d y  r e a c t i o n s ,  an  e n z ym e  i s  u s e d .

E L IS A  d i f f e r s  f r o m  o t h e r  s e r o l o g i c a l  t e c h n i q u e s  

i n  t h a t  i t  i n v o l v e s  t h e  c o n s e c u t i v e  i m m o b i l i z a t i o n  o f  

a n t i g e n s  a n d  a n t i b o d i e s  o n  an  i n s o l u b l e  c a r r i e r  s u r f a c e  

f o l l o w e d  b y  t h e  r e m o v a l  o f  n o n  r e l e v a n t  s u b s t a n c e s  o r  

i n t e r f e r i n g  f a c t o r s .  T h e  E L IS A  t e c h n i q u e  c o m b i n e s

s i m p l i c i t y  o f  o p e r a t i o n  w i t h  s p e c i f i c i t y ,
0

r e p r o d u c i b i l i t y ,  a n d  r a p i d i t y  o f  p e r f o r m a n c e .  M o r e o v e r ,  

t h e  e n z y m e - l i n k e d  r e a g è n t s  a r e  h i g h l y  s t a b l e  a n d  h a v e  a

l o n g  s h e l f  l i f e  i f  s t o r e d  c o r r e c t l y .  T h u s ,  t h e  E L IS A
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t e c h n i q u e  was u s e d  e x t e n s i v e l y  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

v i r a l  a n d  b a c t e r i a l  p l a n t  p a t h o g e n s  ( T h r e s h  e t  a l . ,  

1 9 7 7 ;  C l a r k  a n d  Adam s ,  1 9 7 7 ;  B a r  -  J o s e p h  a n d  S o l o m o n ,  

1 9 8 0 ;  K o e n i g ,  1 9 7 8 ;  S a u n d e r s  a n d  F r e n c h ,  1 9 8 3 )  a s  w e l l  

a s  i n  c l i n i c a l  b a c t e r i o l o g y  ( N a s s a u  e t  a l . ,  1 9 7 6 )  a n d  

i m m u n o l o g y ,  w h e r e  i t  was r e p o r t e d  t o  h a v e  s e n s i t i v i t y  

c o m p a r a b l e  w i t h  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( M a o l i n i  a n d  M a s s e y e f f ,

1 9 7 5 ) . K i s h i n e v s k y a n d  B a r  - J o s e p h  ( 1 9 7 8 )  w e r e t h e

f  i r s t t o u t i l i z e E L IS A  f o r t h e  i d e n t i f i c a t i o n o f

R h i z o b i u m s t r a i n s . T h e  E L IS A t e c h n i q u e  was  m o d i f i e d t o

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

b o t h  i n  t h e  l a b o r a t o r y  a n d  i n  f i e l d  s t u d i e s ,  w i t h o u t  a n y  

l o s s  i n  s e n s i t i v i t y .  S u c c e s s i v e  w o r k e r s  h a v e  m o d i f i e d  

t h e  t e c h n i q u e  i n  a t t e m p t  t o  make  i t  e v e n  m o r e  s e n s i t i v e  

( B e r g e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  M o r l e y  a n d  J o n e s ,  1 9 8 0 ;  F u h rm a n n  

a n d  W o l l u m ,  1 9 8 5 ) .  M o r e  r e c e n t l y ,  E L IS A  h a s  b e e n  u s e d  i n  

s t u d i e s  e x a m i n i n g  s e r o l o g i c a l  d i v e r s i t y  o f  R h i z o b i u m  

s t r a i n s  (Ahmad  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  t h e i r  c o m p e t i t i v e  a b i l i t y  

( N a m b i a r  e t  a l . ’ , 1 9 8 4 ;  R i c e  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  M a r t e n s s o n  a n d  

G u s t a f s s o n ,  1 9 8 5 )  a n d  f o r  t h e  q u a l i t y  c o n t r o l  o f  

i n o c u l a n t s  ( O l s e n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  N a m b i a r  a n d  A n j a i a h ,

1 9 8 5 ) .
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T h e r e  a r e  many  t y p e s  o f  t h e  E L IS A  t e c h n i q u e s  f o r  

s t r a i n  i d e n t i f i c a t i o n .  I n d i r e c t  -  E L I S A ,  w h i c h  o v e r c o m e s  

t h e  p r o b l e m  o f  d i f f e r e n t  a n t i b o d y  c o n j u g a t e d  p r e p a r a t i o n  

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

s i n g l e  a n t i g l o b u l i n  e n z ym e  c o n j u g a t e .  I n  t h i s  t e c h n i q u e ,  

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

p l a t e  w e l l s  b y  p a s s i v e  o r  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  (Ahmod  

e t  a l . , 1 9 8 1 ;  K i s h i n s k y  a n d  M o o z , 1 9 8 3 ) ,  f o l l o w e d  b y  a 

s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  a n t i s e r u m  t o  t h e  a n t i g e n  l a y e r .  T h e  

i m m o b i l i z e d  a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x  i s  t h e n  u s e d  t o  

" c a p t u r e "  t h e  e n z y m e - l a b e l l e d  a n t i - i m m u n o g l o b u l i n

m o l e c u l e .  T h e  a m o u n t  o f  s u b s t r a t e  d e g r a d e d  i s

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

t u r n ,  i s  i n d i r e c t l y  r e l a t i v e  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  a n t i g e n  

on  t h e  s o l i d  s u r f a c e .  T h e  p a s s i v e  a d s o r p t i o n  o f  a n t i g e n  

t o  m i c r o t i t e r  p l a t e  w e l l s  d e p e n d s  on  b o t h  t h e  n a t u r e  o f  

a n t i g e n  a n d  on  t h e  q u a l i t y  o f  e a c h  p l a s t i c  m a t e r i a l  

p l a t e .  One o f  t h e  w a y s  t o  o v e r c o m e  t h i s  p r o b l e m  i s  t o  

u s e  t h e  C o m p e t i t i v e - i n d i r e c t - E L I S A  m e t h o d

( C O M - I N D - E L I S A ) , w h i c h  e a c h  w e l l  i s  c o a t e d  w i t h  t h e  

t e s t e d  a n t i g e n  a t  t h e  same a m o u n t  a n d  a d d  t h e  m i x t u r e  

b e tw e e n  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n  o f  t e s t  a n t i g e n  a n d  i t s  

h o m o l o g o u s  a n t i b o d y .  I n  t h i s  t h e s i s ,  a C O M - IN D -E L IS A  h a s

b e e n  d e v e l o p e d  f o r  r o u t i n e  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f
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K l e b s  i e l l a  R 1 5 ,  R17 a n d  A z o s p i r i 1 lum  R25 i n  t h e

r h i z o s p h e r e  o f  r i c e .

1 . 5  T he  a im s  o f  t h i s  t h e s i s

One a p p r o a c h  t o  i n c r e a s e  t h e  r i c e  y e i l d  i s  v i a  

e n h a n c i n g  b i o l o g i c a l  n i t r o g e n  f i x a t i o n .  F rom  t h e

r h i z o s p h e r e  o f  T h a i  r i c e ,  R 1 5 ,  R17 a n d  R25 h a v e  b e e n  

s e l e c t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  h i g h  N2 - f i x i n g  p o t e n t i a l .

I n o c u l a t i o n  t r i a l s  o f  t h e s e  b a c t e r i a  i n  t h e  r i c e  f i e l d

n e e d  a s e n s i t i v e ,  s p e c i f i c  a n d  r a p i d  m e t h o d  f o r  

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

s t r a i n s ,  t h e r e f o r e ,  t h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  t h e s i s  a r e :

1 . 5 . 1  To  p r o d u c e  a n t i s e r a  s p e c i f i c  f o r  e a c h  

b a c t e r i a l  s t r a i n  a n d  u s e  t h e s e  a n t i s e r a  t o  d e t e c t  a n d  

i d e n t i f y  t h e  N 2 - f i x i n g  b a c t e r i a ,  R 1 5 ,  R 1 7 ,  a n d  R25 i n  

f r e e  -  l i v i n g  a n d  a s s o c i a t i v e  c o n d i t i o n s  b y  f l u o r e s c e n t  

a n t i b o d y  m e t h o d .

1 . 5 . 2  To  d e v e l o p  t h e  C O M - IN D -E L IS A  m e t h o d  f o r  

q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  t h e s e

b a c t e r i a l  s t r a i n s .



1 . 5 . 3  To s tu d y  t h e  c o l o n i z a t i o n  a b i l i t y  o f  

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

i n  r i c e  s e e d l i n g s  g r o w n  i n  t h e  l a b o r a t o r y  l e v e l .
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