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Forsggsvejledning: Isolering og identifikation af cellulaseproducerende
bakterier

Fra Darwin til bioteknologi

Arbejdstilsynet har i forbindelse med godkenselsen af gvelsen
understreget at folgende regler skal overholdes, og fundet at
gennemfgrslen saledes er forsvarlig safremt:

e Der er en grundig undervisning af eleverne fgrend gvelserne pabegyndes, hvor der ggres
opmaerksom pa farerne ved jordprgvetagningen, de forskellige anvendte kemikalier samt
handteringen af PCR-maskinen.

e Det er kun elever pa 3.g niveau og leerere der ma stgbe agarosegeler

e Eleeverne er undergivet tilsyn af en undervisning under gvelsernes udfgrelse

e Det ma ikke veere muligt at der er adgang for alle og enhver til de mobile laboratorier
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Introduktion

Denne gvelse gar ud pa at finde og isolere cellulaseproducerende bakterier. Efterfglgende undersgges
bakterien for at se om det er en typisk cellulaseproducerende bakterie, eller om det er en ny og spandende
bakterie. Fgrst opsamles en jordprgve eller lignende fra lokalomradet. Med specielle agarplader udfgres en
screening for at finde cellulaseproducerende bakterier. Der findes mange forskellige bakterier som kan
nedbryde cellulose, og de har alle lidt forskellige cellulaser. Nar forskere forsgger at lave en ny effektiv
cellulase er meget vaerdifuldt for dem at fa fat i nye cellulaseproducerende bakterier og deres cellulaser.
Anden del af forsgget gar ud pa at identificere de isolerede bakterier vha. Polymerase Chain Reaction, PCR
og gelelektroforese. Ved at analysere resultatet af 3 PCR reaktioner kan man se om man har fundet en af de
to normalt fundende bakterier, eller om man har fundet en ny speendende bakterie. | en PCR reaktion laves
rigtig mange kopier af et bestemt stykke DNA. De to primere i en PCR reaktion bestemmer hvilket stykke
DNA som bliver kopieret. Hvis DNA-skabelonen ikke er tilstede, vil reaktionen ikke lave noget produkt. Ved
at lave primere som er specifikt virker pa gener i bestemte bakterier, kan man med PCR undersgge om man
har fundet den givne bakterie. | Tabel 1 ses en oversigt over de primersat som bruges i forsgget. Det ses
hvilket gen primerne forsgger at opformere, i hvilke bakterier genet findes og hvad funktionen af PCR-
reaktionen er.

Tabel 1. Oversigt over primermix som bruges til forspget

Primersaet Opformeret gen Gen findes i Funktion af PCR
A 16S rRNA Alle bakterier Positiv kontrol

B Endo-1,4-B-glucanase Bacillus subtilis Artsidentifikation
C a-amylase Bacillus licheniformis Artsidentifikation

Hvis man oprenser og sekventerer det DNA som dannes med primersaet A, 16S rRNA, kan man
artsidentificere sin bakterie. 16S rRNA spiller en central rolle i proteinsyntesen, og findes i alle bakterier.
Samtidig er sekvensen ogsa lidt forskellig fra organisme til organisme. Derfor kan sekvensen af 16S rRNA
bruges til at identificere bakterien. Med primerszet B og C vil man kun fa et PCR produkt hvis bakterien man
undersgger er henholdsvis B. subtilis eller B. licheniformis. Derfor kan disse PCR-reaktioner bruges til at
artsidentificere de to bakterier. DNA’et som dannes i PCR-reaktionerne undersgges vha. gelelektroforese.
Det er bade en kvantitativ undersggelse, der viser om man har faet lavet noget DNA, og en kvalitativ
undersggelse der viser hvor stort et stykke DNA man har faet lavet. Hvis gelelektroforesen viser at den
positive kontrol fra primersaet A giver et PCR produkt, men der ikke opformeres noget DNA med primersaet
B og C, sa har man faet fat i en anden bakterie.
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Forsgget i praksis

Det anbefales at det tilhgrende teorimateriale leses forud for eksperimentet. Det er desuden en god ide at
leese og forsta alle instruktioner, og danne sig et overblik inden forsgget startes. Eksperimentet er designet
til at der arbejdes i op til 8 grupper a 2-4 elever. Hver elev indsamler sin egen jordprgve hvorfra der isoleres
en bakteriestamme ved renstrygning. Hver gruppe udvaelger én renstrgget bakterie stamme som
analyseres med PCR. For at sikre sig at der arbejdes videre med den stgrst mulige biodiversitet kan alle
klassens bakteriestammer med fordel sammenlignes visuelt, sa der vaelges sa morfologisk forskellige
stammer som muligt. Hvis tiden tillader det kan man eventuelt se pa bakteriecellerne i mikroskop. For at
sikre sig mod fejl er det ofte vigtigt at lave dobbeltbestemmelser. Derfor skal hver gruppe lave de 3 PCR-
reaktioner bade pa sin egen bakterie, og pa en af de andre gruppers bakterie. Sgrg for at hver gruppes
bakterie bliver undersggt to gange. Se en oversigt over forsgget pa naeste side. Det anbefales at se de
forskellige videoer som illustrerer laboratorieteknikker undervejs gennem projektet. Det er en
ngdvendighed for succes med forsggene at man kan bruge en pipette. Derfor anbefales det at der traenes
med brugen af pipetter fgrst. Fx kan der afsaettes 1 ul draber af vand pa bordet. Det kan hurtigt ses om alle
har den samme stgrrelse draber. Det er specielt vigtigt at kunne arbejde med sma volumener, da resultatet
af PCR reaktionen er meget afhaengig af at de de angivende volumener pipetteres korrekt.

Rigtig god forngjelse!
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Oversigt over hele forseget

&

é:?@ -

Inkubation 1-2 dage

- —

Alle indsamler en prave

Inkubation 1-2 dage

2. Re nstr)rgnlng -

Wanon 1-2dage
Anden gruppes renstrygning

Kogelysat af anden Kogelysat af
o gruppes bakterie egen bakterle

U U PCR-reaktion keres

\“\u//ln%

Primeriix:

Side 4 af 19

Biotech Academy
Danmarks Tekniske Universitet,
Sgltofts plads, Bygn. 227/041
2800 Kgs. Lyngby

www.biotechacademy.dk

biotech@bio.dtu.dk



Generelt om mikrobiologiske teknikker

| laboratoriet

Det er forbudt at indtage mad og drikkevarer, nar der arbejdes med bakterier. Mad, drikke og overtgj skal
opbevares uden for laboratoriet. Husk at vaske haenderne grundigt med saebe inden | starter. Alle
bordeoverflader hvor der arbejdes med bakterier skal f@r arbejdet pabegyndes t@rres af i 70% ethanol
(eventuelt husholdningssprit, 500ml + 200 ml vand). Efter arbejdets afslutning renggres bordene pa samme
made. Alle laboratorietimer afsluttes med at vaske haenderne grundigt med saebe.

Sterilteknik

Nar man arbejder med bakterier, er det vigtigt at arbejde sterilt, ellers kommer der andre bakterier pa
agarpladerne, end dem man gnsker. Alt udstyr (pipettespidser, podenale, agarplader mm.) skal derfor
holdes sterilt. Agarpladerne skal opbevares i lukkede poser, og generelt skal man kun rgre ved de steder
der ikke kommer i kontakt med anvendte bakterier og medier. Fgr man benytter agarplader er det vigtigt at
overfladen er t@r, da bakterierne ellers vil kunne svgmme rundt pa pladen, og spredes utilsigtet. Hvis det er
muligt skal alle anvendte agarplader derfor saettes i varmeskab (30 °C) i 20-30 minutter inden brug.
Agarpladerne saettes med bunden opad pa skra hen over laget, sa bakterier i luften ikke falder ned pa
pladen. Nar agarpladerne inkuberes med bakterier, er det vigtigt at de stilles med bunden i vejret, sa
eventuel kondensvand ikke Igber ned pa agaren.

Det anbefales at man ser denne film for at fa et bedre indblik i sterilteknik:
https://vimeo.com/30976210

HUSK at skrive navn og dato pa alle anvendte reagensglas, agarplader mm. pa agarpladerne skrives der pa
bunden, da lagene kan byttes om.

Pipettering

Det kraever en del gvelse at bruge en pipette naturligt. Man skal vaere omhyggelig med at pipettere, og det
anbefales at man fgrst gver sig med vand. En pipette har tre knapper. Toppen kan drejes for at indstille
volumenet der udtages. Knappen pa toppen skubber et stempel inde i pipetten op og ned, og det er den
man bruger til at udtage et volumen med. Den har to forskellige stop. F@rst et blgdt stop og sa et hardt
stop, nar man trykker lidt mere ned. Volumenet udtages ved f@rst at trykke ned til det blgde stop og suge
op. Det harde stop bruges nar prgven skal afsaettes til at skyde ekstra luft ud, hvilket sikrer at al vaesken
kommer ud. Fgr man udtager et volumen skal der saettes en engangspipettespids pa pipetten. Den skydes
af igen nar man er feerdig ved at trykke pa den sidste knap.

Det anbefales at man ser denne video for bedre at forsta brugen af pipetter:
https://vimeo.com/30977240
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Indsamling af jordprgve (Dag 1)

Det er vigtigt at holde styr pa hvor hvornar og i hvilken biotop en prgve er taget, og hvem der har taget
preven. Udfyld derfor Igbende prgveskemaet pa side 19. Andre observationer som ikke er defineret i
proveskemaet kan ogsa tilfgjes. Skriv f.eks. hvordan koloniernes morfologi for den renstrggne bakterie ser
ud. Disse data er vigtige, hvis man skal bruge stammen til noget senere. Det er vigtigt med en entydig
nummerering af de forskellige jordprgver, saledes at det er helt klart hvilke PCR produkter der tilhgrer
hvilken bakteriestamme og hvilken prgve stammen kommer fra. For at holde styr pa prgverne skal | derfor
sgrge for at hver prgve har sit eget unikke nummer som skal skrives pa agarplader, PCR-rgr osv. Brug
skemaet pa side 18 som hjzlp.

Materialer dag 1
e 50 mL Falconrgr med lag
e Ske
e Prgveskema til notering af data

Taenk over hvilke steder du kan forestille dig at cellulosenedbrydende bakterier er hyppigt forekommende -
for eksempel kompost, skovbund eller bunker med visne blade. Brug en ren ske til at opsamle prgven i
plastrgret. Jordprgven skal opbevares kgligt (helst i kgleskab).

Husk tydelig navngivning.

Nu skal jordprgven indsamles!

Ndr prgven tages, skal man taenke pa at alle bakterier godt kan lide en smule fugt. Hvis man tager prgver
fra en knastgr jordoverflade vil maengden af levende bakterier vaere meget lav. Man kan ogsd overveje
andre parametre som skal vaere optimale, for at #ge sandsynligheden for at der er cellulaseproducerende
bakterier i prgven.

VIGTIGT!
For at reducere risikoen for at isolere patogene (sygdomsfremkaldende) bakterier, skal du undga fglgende
prgvetyper:

1. Alle former for dgde dyr samt jord eller lignende der har veeret i kontakt med dgde dyr.

2. Affgring fra mennesker eller andre sekreter eksempelvis spyt, snot, grevoks mm.

3. Affgring fra adseleedende dyr — f.eks. katte, hunde, raeve mm.

Side 6 af 19

Biotech Academy

Danmarks Tekniske Universitet, www.biotechacademy.dk
Sgltofts plads, Bygn. 227/041

2800 Kgs. Lyngby biotech@bio.dtu.dk



Isolering af bakterier (Dag 2)

I en typisk jordpragve findes der forskellige bakteriearter i store maengder. Videnskabelige studier viser at
diversiteten i et enkelt gram jord kan omfatte op til flere tusinder forskellige bakteriearter. NGr man plader
jordpraver ud pa agarplader, ser man i almindelighed kun en mindre del af denne diversitet. Dette skyldes
flere forhold. Dels vil der veere nogle arter der forekommer i stgrre populationer. Dels vil der veere nogle der
kan gro bedre pa det valgte substrat under de valgte dyrkningsbetingelser. Der sker en selektion som falge
af pH, temperatur og ilttilgeengelighed mm. De agarplader der benyttes i gvelsen tilhgrer kategorien af rige
medier, hvilket betyder at mediet indeholder mange forskellige neeringsstoffer, hvor nogen bakterier kan
ngjes med faerre. De mange forskellige naeringsstoffer kommer fra ekstrakter af bagegeer.

Forbehandling af jordprgven (Dag 2, del 1)

Materialer (Dag 2, del 1)
e Reagensglas eller lignende
e 0.9% NaCLivand

Fremgangsmade (Dag 2, del 1)
e Tagca.1gaf jordprgven og overfgr dette til rgr og tilseet ca. 5 ml 0.9 % NaCl.
e Ryst grundigt og lad herefter reagensglasset sta i 1-10 minutter sa jord, sand og sten falder til
bunds. Det er vigtigt at r@ret ikke star for leenge, da bakterierne efterhanden vil samle sig i bunden.
Inden prgveudtagning besluttes hvilken del af rgret prgven skal tages fra — eventuelt sammen med
leereren. Man kan eksempelvis vaelge at udtage sin prgve fra toppen (1) eller midten (2) af rgret —
eller vaelge et prgveudtag af bundfaldet (3).

nn Ryst grundigt

1 g jordpreve 5.0 ml 0.9% NaCl

Preveudtagning

e Efter 1 minut 9
Ilr [ " vl‘ 1) \
) ©
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Dag 2 del 2: Udpladning pa agarplader

Til l2ereren: For at tgrre agarpladerne skal de tages ud af kgleskabet inden brug og anbringes i varmeskab
som beskrevet tidligere.

Salt/jord-opsleemningen med bakterier udstryges pa de udleverede agarplader ved hjeelp af en bld podendl,
sd bakterierne bliver fordelt over hele pladen. Tag kun én podendl ud af posen ad gangen for at undgd
kontaminering. Ved tilstedevaerelsen af cellulaser oplgses de bla korn i agarpladerne og bla farve frigives i
agaren. Hvis en bakterie producerer cellulaser vil der dannes blG zoner rundt om dens kolonier. De bl korn
er et stof kaldet AZCL-HE-Cellulose (produceret af Megazyme Inc.). Normal cellulose er uoplgseligt i vand
men HE-cellulose, som stadr for hydroxy-ethylcellulose, er kemisk modificeret s det er mere vandoplgseligt.
AZCL hentyder til et azofarvestof som giver den bla farve. Cellulase vil nedbryde cellulosekaeden ved at
spalte 1,4-betaglykosid-bindinger. Det frigiver vandoplgselige oligosakkarider med den blg azo-farve
kovalent bundet. De bldfarverede oligosakkarider vil efterfolgende langsomt diffundere ud i agarpladen og
danne en bld zone. Hvis cellulasen har en hgj aktivitet vil man se at de bla korn fuldstaendigt forsvinder, og
agaren vil farves kraftigt blat.

Bl korn

Cellulaseproducerende

) bakteriekoloni
Preven
Bakteriekoloni

pasaettes her

Bakterier
vokses ap

Materialer (Dag 2 del 2)
e Bla podenale
e Pipetter (10— 100 pL)
e Agarplader med bla korn
e Tape og poser til agarplader
e Varmeskab (30 - 60° C)
e Affaldspose til brugte podenale
e  Sprittusch
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Fremgangsmade (Dag 2 del 2)

Hvis der er meget kondensvand pd agarpladernes 13g rystes det af i laboratorievasken.

Prgven udtages med pipetten. Hvis rgret med bakterierne har staet for laenge, rystes det igen, og
der ventes 1 minut fgr prgven udtages. Spidsen fgres ned i vaesken. 20 pl vaeske udtages og
overfgres til en agarplade. Vasken stryges forsigtigt ud over hele agarpladen med en bla podenal.
De 20 pl vaeske vil relativt hurtigt opsuges af pladen, men bakterierne fordeles alligevel ud over
pladen.

Agarpladerne stilles i plastikposer og inkuberes med bunden i vejret i et dggn. Diversiteten af
bakterier ggr det muligt at opna resultater ved inkubation ved meget forskellige temperaturer, og
det anbefales, for at gge diversiteten, at sprede de enkelte agarplader til forskellige varmeskabe
med forskellige inkubationstemperaturer. Safremt der ikke er adgang til mere end et varmeskab sd
anbefales det at pr@ve temperaturer over 30°C (eksempelvis 45°C), da varmetolerante bakterier
generelt er de mest interessante nar det gaelder cellulaser. Evt. kan agarpladerne inkuberes et dggn
mere, hvis kolonierne ikke er store nok.

Noter temperatur og inkuberingstid i skemaet pa side 19. Husk at inkubere i poser med huller for at
undga udtgrring og kontaminering.

Figur 1. Venstre: En udpladning af bakterier.
Hgjre: Et nzerbillede af en cellulaseproducerende bakteriekoloni
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Rendyrkning (Dag 3 og 4)

For at man kan unders@ge en bakteriestamme skal man fgrst have en agarplade, hvor der kun gror denne
bakterie. En sdkaldt renkultur. Det opndr man gennem renstrygninger. At opnd en renkultur kraever at man
kan lave en renstrygning, hvor man kan se enkelte isolerede kolonier pa pladen. En enkeltkoloni opstar ved
at én enkelt bakterie har formeret sig til mange millioner ens bakterier (kloner). | renstrygningen geelder det
om kun at fa fat en bakteriekoloni, ellers vil der veere flere forskellige bakterier pa rendyrkningspladen. Nar
man med podendlen har opsamlet en koloni som man kan se med det blotte gje, vil der veere rigtig mange
bakterier pd podendlen. Hvis det er lykkedes kun at tage materiale fra én koloni, der allerede var ren, vil
man pd rendyrkningspladen kun se ens kolonier. SG har man en ren kultur. Der er imidlertid stor risiko for at
fa forskellige bakterier med, nr man forsgger at tage en enkeltkoloni fra udpladningen af jordpragven.
Derfor skal bakterien rendyrkes af flere gange, indtil rendyrkningspladen er helt ren. P rendyrkningspladen
vil hver enkelt bakterie danne sin egen koloni. Renstrygningen fungerer som en fortynding af laget af
bakterier pd pladen, sd de til sidst ligger sa spredt at de laver enkeltkolonier.

Det anbefales at man ser fglgende video for bedre at forsta renstrygningsteknik:
https://vimeo.com/30977209

Materialer (Dag 3 & 4)
e Hvide podenale
e Agarplader med bla korn
e Tape og poser til agarplader
e  Sprittusch
e Varmeskab 30 -60 °C
e Affaldspose til brugte podenale

Fremgangsmade (Dag 3 & 4)
e Agarpladerne fra sidst findes frem og de fremkomne kolonier observeres.

e En bakteriestamme, der ser ud til at producere cellulaser (koloni omgivet af bla zone) udvaelges, og
den valgte koloni markeres ved at tegne en cirkel pa bunden af petriskalen.

e Rendyrkningen udfgres ved at tage en hvid podenal som dyppes forsigtigt i kolonien og som
derefter afsaettes som en streg i kanten af en ny agarplade (se figur 2).

e Herefter tages en NY podenal som fgres en enkelt gang igennem den afsatte streg og derefter
spredes ned over agarpladen i zigzag-beveaegelser.

e Denne procedure gentages med endnu en NY podenal som fgres igennem det netop afsatte spor.
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https://vimeo.com/30977209

Aheri ng

Figur 2. Mgnster for renstrygning. Husk at skifte podenal mellem hvert strgg. Nederst ses plade med
enkeltkolonier efter inkubation.

En klassisk fejl i forbindelse med renstrygninger er ikke at stole pa at der er bakterier, da man ikke kan se
dem. Derfor ender man ofte med alt for mange bakterier — og uden de gnskede enkeltkolonier!
Rendyrkningsproceduren gentages indtil der er opnaet en ren stamme. For hver rendyrkning tager det 1-2
dage f@r kolonierne er vokset op. Der skal udfgres mindst 2 rendyrkninger. | hver gruppe udvaelges til sidst
én rendyrkning, og denne bakterie vil blive undersggt videre. Hvis gruppen slet ikke har nogen
rendyrkninger som viser cellulaseaktivitet, kan gruppen evt. |anes fra en anden gruppe som har en
cellulasepositiv rendyrkning tilovers.
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Identifikation af bakteriestamme (Dag 5)

DNA-ekstraktion of PCR amplifikation (Dag 5 del 1)
Husk at vaske haenderne grundigt med saebe inden | starter. Sprit bordet af og sgrg for kun at have de ting
fremme, som | skal bruge.

Materialer (Dag 5 del 1)
e PCR-maskine
o 8PCRror
e Hvide podenale (sma)
e Pipetter og pipetterspidser
e Affaldsposer til pipettespidser og podenale
e Renstrggne kulturer

e Agarplade
e MilliQvand
e ReadyMix

e  Primermix A (16S rRNA)
e Primermix B (endo-1,4-B-glucanase)
e  Primermix C (a-amylase)

Fremgangsmade (Dag 5 del 1)

Fgrst skal bakteriecellerne abnes, sa DNA’et kommer ud i oplgsningen. Dobbeltbestemmelsen starter her,
| skal derfor ogsa ekstrahere DNA fra en anden gruppes bakterie. Sgrg for at der laves
dobbeltbestemmelse pa alle bakterier, ved at nogen ogsa undersgger jeres bakterie.

o Til hvert af to PCR-rgr overfgres 100 pul MilliQ-H0.

e En koloni samles op fra gruppens egen rendyrkede plade med en hvid podenél og overfgres til de
100 pl MilliQ-H20 i det ene PCR-rgr. S@rg at overfgre sa mange bakterier, at vandet ikke er helt
klart. Podenalen benyttes videre til at stryge bakterierne ud pa en ny agarplade (som inkuberes

med bunden i vejret, 1 dggn, ved samme temperatur som tidligere).

e Pasamme made samles en koloni op til dobbeltbestemmelse fra en anden gruppes renstrygning
med en hvid podenal og overfgres til de 100 pl MilliQ-H20 i det andet PCR-rgr.

Husk! at navngive plade og PCR-rgr med prgvenummer, sa det fremgar tydeligt at de hgrer sammen.

Figur 3. Kogelysat med forskellige maengde bakterier. 1: For fa bakterier. 2: Perfekt maengde bakterier. 3:
Alt for mange.
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e Sugop og ned et par gange med en pipette, hvis bakterieklumperne ikke er opslemmet.

e PCR-rgrene placeres i de sma huller i PCR-maskinen. Husk at lukke laget pa PCR-rgrene
fuldstaendigt, da veesken ellers fordamper.

e Indstil PCR-maskinen til sma PCR-rgr ved at dreje viseren, nar maskinens lag er lukket.

e Start PCR-maskinen pa programmet ”Lysis”. Opvarmningen i PCR-maskinen gg@r at bakteriecellerne
lyserer (bakterierne spraenges), hvorved DNA’et kommer ud i oplgsningen. Den resulterende
oplgsning kaldes kogelysat.

PCR Programmet "Lysis”:
1. 99 °C, 10 minutter
2. Pausepal2°C

PCR-reaktion — opformering af DNA’et (Dag 5, del 2)

Det anvendte 2x ReddyMix (2x hentyder til at den skal fortyndes 1:1, hvorved 1x opnds) er baseret pG en
blanding daf to forskellige termostabile polymeraser, kaldet Pfu pol og Taq pol, som tilsammen ggr det
muligt at syntetisere DNA fra vanskelige DNA skabeloner (eksempelvis direkte fra bakterielysater som i jeres
tilfeelde). Generelt er Taq pol en meget aktiv DNA polymerase fra den termofile bakterie Thermus aquaticus.
Den er szerdeles velegnet til korte PCR produkter, mens Pfu pol, fra bakterien Pyrococcus furiosus, er specielt
god til lange PCR produkter, men til gengeeld ikke naer sa aktiv. Pfu polymerase har desuden en aktivitet der
kaldes proofreading, som kontrollerer at den nye streng ikke indeholder fejl. ReddyMix indeholder desuden
dNTP (0.5 mM af hvert nukleotid) samt ficoll og r@d farve. Ficoll ggr mixen viskgs (tyktflydende) og @ger
massefylden, mens den rgde farve gagr at man kan se om man har loadet gelen korrekt (se senere). Til hver
PCR-reaktion benyttes desuden et primermix, som indeholder to primere, der er specifikke for hver sin ende
af henholdsvis 16S rRNA-genet, endo-1,4-B-glucanase genet(cellulase genet) i B. subtilis og a-amylasegenet
i B. licheniformis. Primerne bestar af syntetisk fremstillet enkeltstrenget DNA, ogsd kaldet ssDNA, hver pd
20-30 nukleotider.

Tabel 2. Eksempel pa hvordan gruppe 7 kunne markere PCR-rgrene.

Kogelysat Primersaet A Primerset B Primersaet C
Eget kogelysat 7-7A 7-7B 7-7C
Gruppe 3’s kogelysat 7-3A 7-3B 7-3C

Hver gruppe skal i alt lave 6 PCR-reaktioner. Tre forskellige PCR-reaktioner pa hvert kogelysat. Forskellen pa
de tre reaktionerne er hvilket primersaet der bruges. Maerk derfor fgrst rérene med prgvenummer og
primersaet (A, B eller C). Husk at | ogsa skal kunne kende rgrene fra de andre holds rgr. | hvert af de 6 rgr
laves fgrst felgende blanding:

e Til PCR-rgr navngivet med prgvenummer og primerszet overfgres 15.0 uL ReadyMix med pipette.

e Herefter overfgres 2.0 puL kogelysat (kogelysat fra jeres egen bakterie i tre af r@rene, og jeres
kogelysat fra en anden gruppes bakterie i de tre andre).
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e Til sidst overfgres 10.0 uL MilliQ-H.0. Nu mangler der blot primere for at blandingen er ferdig.
Serg for at der til hvert rgr tilsaettes det rigtige primersaet!

o Tilseet 3.0 pL primermix. Vaer meget omhyggelig med at afsatte draberne nede i veesken og sgrg
for at det hele bliver afsat. Det totale volumen bliver i alt 30.0 pl.

o PCR-rgret lukkes og det er meget vigtigt at laget klemmes helt fast, sa vaesken ikke fordamper
under PCR-reaktionen. Fire hold saetter deres PCR-rgr ind i PCR-maskinen og programmet “Darwin”
k@res. Programmets forlgb kan ses herunder. Husk hvor du saetter dit PCR-r@r. Resten af holdene
seetter deres PCR-rgr i en holder, sa leereren senere kan saette dem i PCRmaskinen og starte den.
PCR-produktet kan opbevares pa kgl i op 4 uger. Alternativt kan de fryses ned for laengere tids
opbevaring. PCR-reaktioner der ikke har vaeret i PCR-maskinen endnu kan opbevares pa kgl i 2-3
dage, eller pa frost.

Forslag: Har man ikke ReadyMix til radighed, kan man i stedet for ngjes med at bruge en almindelig PCR
reaktion. Hver reaktion kan besta af:

e 17 pL MilliQ vand

e 3 plL primermix

e 3l 10x PCR Buffer (hgrende til DNA polymerasen)

e 2 ul kogelysat

e 2 uL5 mM dNTP (dATP, dTTP, dCTP og dGTP)

e 1 puL DNA Polymerase (f.eks. Taq polymerase)
Reaktionen vil have en slutvolumen pa 30 pL, og resten af forsgget fortsaetter som beskrevet, pa naer
loading af gel, hvor 2 pL 6x Loading dye ogsa skal loades med i brgnden, nar 10 pL PCR produkt loades.
Dette ggres nemmest, ved at blande 10 uL PCR produkt, med 2 uL 10x loading dye, i et nyt PCR rgr.

Fire hold szetter deres PCR-rgr ind i PCR-maskinen og programmet ”"Darwin” kgres. Programmets forlgb kan
ses herunder. Husk hvor du saetter dit PCR-rgr. Resten af holdene saetter deres PCR-rgr i en holder, sa
leereren senere kan seette dem i PCRmaskinen og starte den. PCR-produktet kan opbevares pa kgl i op 4
uger. Alternativt kan de fryses ned for laengere tids opbevaring. PCR-reaktioner der ikke har veeret i PCR-
maskinen endnu kan opbevares pa kgl i 2-3 dage, eller pa frost.

PCR-Program “Darwin”
e 94°Ci2 min (denaturering af DNA)
e 40 cykler a
o 94°Ci 30 sekunder (denaturering)
o 52°Ci30 sekunder (annealing)
o 72°Ci1min 45 sekunder (elongering)
e 72°Ci7 minutter (sidste elongering)
e 12°C pause

Det sidste trin sgrger for at DNA’et holdes kgligt, hvis nu PCR-maskinerne skal sta natten over, fgr PCR-
rgrene fjernes.
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Gelelektroforese (Dag 6)

I denne del identificeres hvilken bakterie man har fundet. Ved at loade PCR-produkterne pd en gel, og seaette
strgm til, vil DNA’et bevaege sig ind i gelen og separeres i bdnd, alt efter hvor lange DNA-kaederne er. Skan
stregkoden for at se hvordan en gelelektroforese virker.5 | den positive kontrol opformeres 16S rRNA, og
hvis et band ses i den rigtige starrelse, sG ved man at det er lykkedes at lave en PCR-reaktion som virker. |
modsatte fald kan man kun stole pd PCR-reaktion B og C, hvis der er lavet et PCR-produkt. Hvis den positive
kontrol ikke virker kan det f.eks. skyldes at DNAekstraktionen ikke har virket. Hvis der kommer band i den
rigtige stgrrelse med primermix B, er genet for endo-1,4-B-glucanase i B. subtilis opformeret, og det kan
konkluderes at bakterien er Bacillus subtilis. Hvis der kommer bdand i den rigtige stgrrelse med primermix C,
er genet for a-amylase i B. licheniformis opformeret, og bakterien ma derfor vaere Bacillus licheniformis. Der
kan loades 40 praver i hvert gel kar, inklusiv DNA stiger. Husk at notere pd oversigten hvor jeres prgver er
loadet og i hvilket gel kar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Det anbefales at man ser fglgende video for bedre at kunne forsta gelelektroforese:
https://vimeo.com/30977257
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https://vimeo.com/30977257

Materialer (Dag 6)

o  Gel kar, inklusiv stgbeform, endestykker, kamme og ledninger
e Strgmforsyning

e Vagt

e Kogende vandbad

e Engangshandsker

e 250 mL flaske til agarose

o 11 kolbe til fortynding af TAE buffer

e Agarose

e 1xeller 50x TAE buffer (HUSK Fortynding i det angivne forhold med demineraliseret vand)
e SYBR-safe

e 6 PCR-produkter fra dag 5, del 2

e DNA-ladder

e Grydelapper

Fremgangsmade (Dag 6)

Sikkerhed: Der skal bruges handsker til alt arbejde, hvor der rgres direkte ved agarose
geler, nar SYBR-safe er tilsat. Dette skyldes at SYBR-safe binder til DNA og dermed er
potentielt kraeftfremkaldende. Se arbejdstilsynets udtalelse.

Stgbelse af gel
Fgrst seettes silikone endestykkerne pa indsatsen og den stilles pa en vandret flade. Kammene saettes i over
de rgde striber. For hver gel som stgbes geres falgende:

a) Der afvejes ~ 1.5 gram agarose som overfgres til en 250 ml flaske.
b) Der tilsaettes 150 ml 1x TAE-buffer (3 ml 50x TAE buffer + 147 ml vand).

c) Agarosen oplgses i vand ved kogning i kogende vandbad. Sgrg for at laget sidder Igst, sd dampen kan
komme ud. Undga at agaren koger over. Nar blandingen koger, skal gelen kun koges i ca. 1 minut ekstra.
Kontrollér om agarosen er fuldstaendig smeltet, agarosen skal vaere helt oplgst, sa man ikke kan se sma
korn.

d) Kgl gelen til ca. 50-60 °C og tilseet 15 pl SYBR-safe. Fordele ved at slynge let. Temperaturen behgver ikke
veere ngjagtig. Tilseet SYBR-safe nar blandingen er kglet sa man kan holde pa glasset uden at breende sig.

e) Haeld gelen op i stgbeformen. Gelen stivner i Igbet af en halv times tid.

f) Nar gelen er stivnet skal kammene tages op og endestykkerne tages af. Gelen laegges i karet sa brgndene
er i minus-enden (over de rgde striber, ved den sorte elektrode).

g) Gelen skal nu overhzeldes med 1x TAE-buffer (fortyndet!) indtil begge kamre er fyldte og gelen laegger
under vaske.
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Loading af gel

h) Hvert hold loader de 6 PCR-produkter. For hvert PCR-produkt overfgres 10 pL til en brgnd i gelen. Undga
at stikke pipettespidsen ned i bunden af brgndene, men hold pipetten forsigtigt i toppen af brgnden, mens
PCR-produktet langsomt tgmmes ud (blgdt stop). Det er vigtigt spidsen af pipetten ikke rgrer selve gelen,
da gelen vil fungere som prop, og PCR-produktet risikerer at blive skudt ud og komme op af brgnden igen.
Slip fgrst stempelet nar fgr spidsen er Igftet op af gelkarret, ellers suges prgven op igen. PCR-produktet
falder ned i bunden af brgnden, da oplgsningen har hgjere massefylde end TAE-bufferen. Husk at notere
hvilken gruppe der loader og hvad der loades i de forskellige brgnde.

i) Der pasaettes 10 ul DNA Ladder mellem hver gruppes 6 prgver. Alt afhaengigt af pladsen kan flere
paseaettes.

j) Nar alle har sat deres prgver pa gelen, teendes for stremmen til gelen (110 V, 200 mA, 45 minutter). Husk
at DNA’et Igber mod plus-polen (DNA er negativt ladet pga. phosphat grupper), sa det er vigtigt, at
strgmkablerne er monteret rigtigt (sort/bla = negativ / rgd = positiv). (Vigtigt: Serg for at gelen ikke ”Igber
over”. Dette ggres lettest ved at kigge pa markgrbandene, der er synlige med det blatte gje.)

k) Efter 45 minutter er gelen kgrt faerdig. Tjek evt. ved at laegge gelen pa lysbordet og se pa den gennem
den orange skeerm. Er markgrens band synligt adskilte, er gelen kgrt tilstraekkeligt leenge. Ellers laegges
gelen tilbage i karret og kgres lidt leengere. Dog bgr gelen maksimalt kgres i 1 time, da Sybr-safe og DNA’et
ellers risikerer at blive adskilt. Gelen flyttes ved at tage hele indsatsen op.

I) Der tages billeder af gelen i blat lys fra lysbordet. Det bla lys vil synligggre DNA ved at det bundne SYBR-
safe fluorescerer grgnt i det bla lys. Se eventuelt vejledning online.

Hvis PCR-reaktionen er forlgbet som den skal, vil PCRproduktet for 16S rRNA lave et band Kilabases
ved ca. 1500 bp. De to andre tests er positive for hhv. B. subtilis og B. licheniformis, hvis - 10.0
der er band ud for ca. 1350 bp med primerseaet B og C (hvis bade B og C er positive er :'E
stammen B. subtilis). c0
— 40
Til hgjre ses et billede af standardreferencen. Enheden for de forskellige bandstgrrelser
er kilobasepar (1000 basepar). 16S rRNA PCR-produkter skal ligge omkring det tredje a0
band fra bunden. Produkt B og C ligger ved ca 1300 bp lidt lengere nede, men stadig
over 1.0 kb bandet. Brug eventuelt det kraftige band ved 3 kb som udgangspunkt. .
Bemaerk: Flere forskellige typer DNA ladder findes. Disse kan have DNA-fragmenter af
forskellige stgrrelser, end dem vist til hgjre. Referer altid til manualen der fglger med. 15
— [N
- 05
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Prgveskemaer

Oversigtsskema
Prgve nummer Type Note Dato
4-7 Renstrygning Kaspers 2. rendyrkning. | 13 /4 /2020
Helt ren / ensartet.
Prgve nummer Type Note Dato

Biotech Academy
Danmarks Tekniske Universitet,
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2800 Kgs. Lyngby
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Prgveskema — Information om isolat

Navn

Navne pa gruppens
medlemmer

Gruppe nummer

Prgvenummer

Position

Dato for pr@gvetagning

Biotop

Jordtype

Jordtemperatur

Dyrkningsdato

Inkubationstid (dggn)

Dyrkningstemperatur

Forklaring
Gruppe nr: Bruges internt i klassen til at hold styr pa prgverne.

Prgvenummer: Hver jordprgve far sit eget nummer nar prgven oprettes online.
Position: Hvor i landet er prgven indsamlet.

Biotop siger noget om det miljg som prgven er taget i. Man kan skrive en af disse
biotoper: Altankasse, boligkvarter, bred ved ferskvandssg, bred ved saltvandssg, bred
ved vandlgb, dyrestald, eng, ferskvandssg, grgftekant, granskov, hav, have, havgrotte,
hede, indlandsklit, industrikvarter, klippe, indland, kystklit, Igvskov, landbrugsmark,
landbrugsmark (gkologisk), markskel, marsk el. vadehav, mose, overdrev,
saltvandss@, stengaerde, strand, ved hav, strandeng, vandlgb, vejkant.

Jordtype beskriver typen af den jord som prgven er taget fra. Man kan skrive en af
disse jordtyper: Dyreeksrementer, ferskvand, kalkjord, lerjord, mudder, muldjord,

plantemateriale (fgrne), saltvand, sand, sandjord, tgrvejord.

Dyrkningsdato: Datoen for hvornar opdyrkningen af bakterier fra jordprgven er
begyndt.

Biotech Academy

Danmarks Tekniske Universitet, www.biotechacademy.dk

Sgltofts plads, Bygn. 227/041

2800 Kgs. Lyngby biotech@bio.dtu.dk

Side 19 af 19



