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Som testgymnasier (Ordrup gymnasium og Ngrre G) har vi kgrt forsgget igennem og deltaget
i den sidste korrektur af gvelsevejledningen. Her i laerervejledningen har vi skrevet om de
nyttige erfaringer vi har gjort os undervejs. Vi kan varmt anbefale projektet, der opfylder
mange af de faglige mal samt behandler kernestof og supplerende stof fra laereplanen i biA:

« formulere og analysere biologiske problemer med sikker anvendelse af biologiske fagudtryk savel i
kendte som i nye sammenhange

e gennemfgre selvstaendige observationer og undersggelser og tilretteleegge eksperimenter savel i
laboratoriet som i felten, herunder vurdere risikomomenter og de sikkerhedsmaessige
foranstaltninger ved omgang med biologisk materiale, apparatur og kemikalier

e analysere og bearbejde data fra eksperimentelt arbejde samt bearbejde og formidle resultater fra
biologiske undersggelser

e observere og forklare levende organismers struktur og funktion og sammenholde dette med
organismernes livsbetingelser

o forklare, hvordan levende organismer opretholder stabile indre miljger, og vurdere betydningen af
samspillet mellem levende organismer og deres omgivelser

« vurdere omfattende gkologiske problemstillinger og disses betydning pa globalt plan pa grundlag af
kendskabet til den naere natur

o forklare forskellige evolutionsmekanismer.

e analysere og vurdere artikler med biologisk indhold, herunder engelsksprogede artikler

e opsgge og vurdere information vedrgrende miljg, sundhed, medicin og bioteknologi

e formulere sig struktureret sdvel mundtligt som skriftligt om biologisk faglige emner, herunder
inddrage etiske/holdningsmaessige forhold

e have faglig baggrund for stillingtagen og handlen i forbindelse med egne og samfundsmaessige
problemer med biologisk indhold.

2.2 Kernestof:
virus og pro- og eukaryote cellers opbygning og funktion

e opbygning og biologisk betydning af kulhydrater, fedtstoffer, proteiner og nukleinsyrer.

e kulhydraternes intermedizere stofskifte

e udvalgte dele af menneskets fysiologi, herunder hormonelle og neurologiske reguleringssystemer
¢ menneskets immunforsvar, herunder vaccination

e enzymers opbygning og funktion

e genetikkens molekyleere og cellulaere grundlag, herunder proteinsyntesen

o eksempler pa anvendt bioteknologi

e nedarvningsmgnstre belyst ved eksempler fra planter, dyr og mennesker

e evolutionsteori, herunder betydningen af samspillet mellem arv og miljg

e populationsbiologi

e respiration, fotosyntese og gaering

e gkologi, herunder undersggelse af et gkosystem

e succession, energistromme og stofkredslgb i udvalgte gkosystemer, herunder C- og N-kredslgb
o gkotoksikologi

e eksempler pd undersggelses- og analysemetoder indenfor omraderne fysiologi, genetik, evolution,
biokemi, immunologi og gkologi.
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Faglige mal og kernestof er citeret fra biA leereplan, men eksperimenterne er ogsa
egnede til biB, eventuelt i uddrag.

En vigtig motivation i projektet er at eleverne med rette oplever at de laver
frontforskning. Det at eleverne selv skal ud og finde de nye bakterier, der aldrig fgr
har veaeret fundet og det at sekvensanalyserne foregdr pa en hgjteknologisk
virksomhed som Novozymes og at eksperimentvejledningerne og artiklerne er
udarbejdet af elitestuderende pa DTU, er den reelle baggrund for elevernes oplevelse.

For at eksperimenterne skal fungere, er det vores erfaring, at det er vigtigt at der
forud for eksperimenterne sker en detaljeret planlaegning, se eventuelt sidste side

med overslag over tidsforbrug. Laererbemazerkninger til de enkelte skridt i
eksperimenterne er indsat undervejs i vejledningen.

Karin Frykman og Grete Hansen
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Vigtigt

Arbejdstilsynet har i forbindelse med godkendelsen af gvelsen
understreget at fglgende regler skal overholdes, og fundet at
gennemfgarslen saledes er forsvarlig safremt:

e Der er en grundig undervisning af eleverne, farend gvelserne
pabegyndes, hvor der gares opmarksom pa farerne ved
jordpravetagningen, de forskellige anvendte kemikalier samt
handteringen af centrifuger og PCR-maskinen.

e Deter kun elever pa 3.g niveau og leerere, der ma handtere centrifuger
og stabe agarosegeler.

e Eleverne er undergivet tilsyn af en underviser under gvelsernes
udfgrelse.

e Det ma ikke vaere muligt, at der er adgang for alle og enhver til de
mobile laboratorier.
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Isolering og identifikation af nye cellulaseproducerende bakterier

Denne gvelse gar ud pa at opsamle en jordprave eller lignende fra omradet omkring gymnasiet. Fra
praven isoleres herefter cellulaseproducerende bakterier ved hjeelp af screening. Bakteriernes DNA,
der koder for 16S ribosomalt RNA opformeres med brug “polymerase chain reaction" (PCR) og
sendes derefter til sekventering hos Novozymes A/S. Ved hjalp af et online software-program vil
der herefter kunne opbygges fylogenetiske treeer af sekvenserne. | det der foreligger en database
med bakterier, hvis 16S ribosomalt RNA allerede er sekventeret, vil det vaere muligt at se, hvor de
fundne bakterier er placeret i forhold til andre, og dermed bestemme. Det vil ogsa vaere muligt at
sammenholde sekvenserne mod verdens stgrste samling af DNA data, og saledes artsbestemme den
isolerede bakterie.

Det anbefales, at teorimaterialet, der harer til dette eksperiment, leeses forud for eksperimentet. Det
er desuden en god ide at leese og forsta alle instruktioner fer forsgget startes. Eksperimentet er
designet til, at der arbejdes i grupper a 3-5 personer, hvor hver elev indsamler sin egen jordprave.
Undervejs i eksperimentet, kan det veere, at nogle af de oprindeligt indsamlede pregver ikke kan
benyttes. Derfor er det godt, at hver gruppe arbejder med flere praver. Det kan f.eks veere, at der
ikke er nogen cellulaseproducerende bakterier i en prgve, eller at et af trinene i eksperimentet
mislykkes, og der derfor ikke er noget PCR-produkt til sidst. Hvis en gruppe skulle ende ud med
ikke at have noget PCR-produkt, anbefales det at de benytter en af de andre gruppers sekvensfiler til
den sidste del, hvor der skal opbygges fylogenetiske traeer.

Var opmarksom pa at der maksimalt kan vere 25 rgr af gangen i PCR maskinen.

Det kan anbefales desuden, at der treenes med brugen af pipetterne, hvis man ikke har arbejdet med
disse fgr, saledes at man er fortrolig med dem inden gvelsen starter. Specielt er det en god ide at
arbejde med de sma volumener, da resultatet af PCR reaktionen er meget afhaengig af at de
angivende volumener pipetters korrekt.

Rigtig god forngjelse!

Vi provede det!

Pa biotechacademy.dk findes, under menupunktet Leererindgang, en side kaldet Vi pravede det!.
Her samler vi alle de kommentarer, som brugere af vore Biotech Academy projekter indsamler,
bearbejder i forhold til de teoretiske og praktiske materialer. Tag derfor meget gerne et par
digitale billeder under jeres arbejdsproces med gvelsen og send dem, sammen med jeres samlede
erfaringer med projektet, til os pd biotech@bio.dtu.dk. Herved vil jeres ris, ros og rad komme
andre til gode landet over og I hjelper samtidig os i vore fortsatte bestraebelser pa at udvikle og
opdatere spaendende, udfordrende og aktuelle undervisningsprojekter!

PCReksperiment9.doc/.pdf Side 4 af 22


mailto:biotech@bio.dtu.dk

Fra Darwin til bioteknologi

@ Biotech Academy ()

Fra Darwin til bioteknologi

Isolering af cellulaseproducerende bakterier

Flowdiagram over gvelsesforlobet

Indsamling af
prever

Renstrygning &
identifikation af
cellulase aktivitet

PCR,
gelelektroforese
oprenshing &
sekventering

Bioinformatik

Husk at noter alle vigtige information i prgve skemaet
som udprintes ved oprettelsen af prgve nummeret i
database.

Den indsamlede prgve renstryges og testes for
cellulase aktivitet, og er fortseettes med renstrygning
indtil enkelt kolonier er opnaet.

En enkelt koloni benyttes til PCR og reaktionen
analyseres ved hjelp af gelelektroforese. Safremt et
band pd ca. 1500 basepar ses pa agarose gelen
oprenses DNA’et og sendes til Novozymes, hvor det
sekventeres.

DNA sekvensen oploades til databasen, hvorefter det
vil vaere muligt at sammenligne sin egen sekvens med
andres samt at identificere bakteriens type/art.

For forsgget pabegyndes er det vigtigt at udarbejde en tidsplan for afviklingen som passer
ind i klassens gvrige ggremal. Eksempelvis er det meget vigtigt at eleverne har mulighed for

at kigge til renstrygningerne dagligt!
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1. INDSAMLING AF JORDPR@VE (dag 1)

Inden start!

Farst skal gruppen oprettes pa hjemmesiden http://biotechacademy.cbs.dtu.dk/, hvor gruppen far
tildelt et gruppe-ID og password, som begge er vigtige at huske. Notér derfor gruppe-ID og
password pa denne side.

=y Gruppe-ID:
4

Password:

Som lerer er det en god ide at samle informationerne sammen séledes at de ikke mistes!

Inden jordprgven opsamles, skal der udskrives et prgve-skema fra databasen!

Nar gruppen er oprettet kan prgveopsamlingsskemaet downloades ved at logge ind og derefter
klikke pa ”Praver”. Under praver klikkes pa "Opret ny”. Her er det muligt at taste data ind omkring
prgven. For at fa dette skema pa papir, klikkes pa »Vis udskrift” og preveopsamlingsskemaet
udskrives.

Data skal senere indtastes pa hjemmesiden. Del 1 pa dette preve-skema vil veere gruppe-
informationerne, der tidligere er indtastet. Hvert skema falger én enkelt prave.

Prgve nummeret skal benyttes hele vejen gennem dette eksperiment, nar plader mm. navngives.
Dette er ngdvendigt, for at der ikke opstar nogen tvivl om, hvilke jordprever, stammer og PCR-
produkter, der hgrer sammen.

Nu skal jordpreven indsamles!

Nar prgven opsamles, skal man tenke pa, at jordoverfladen bliver meget udsat for UV-straling fra
solen, og at ekstreme &ndringer i temperatur og fugtighed ger jordoverfladen til et meget
omskifteligt klima, sammenlignet med forholdene blot nogle fa centimeter under jordoverfladen.
Man ma ogsa tage i betragtning, at jo leengere ned man graver, jo mindre ilt vil der veere til stede.

Leererbemarkning 1:

Godt at tale om dette med eleverne, sa de vealger deres jordpreve efter relevante biologiske
overvejelser. Her kommer gkologien ind. Hvor mon der er stgrst sandsynlighed for at finde
cellulaseproducerende bakterier? Det giver mange kreative overvejelser, som er med til at give
eleverne ejerskab til deres prgve og en faglig forstaelse for eksperimentet. Der gar lidt konkurrence
i at have valgt den “bedste” jordpreve. En frysepose og en plastikske udleveres til hver elev,
samtidig praciseres at eleven noterer indsamlingssted og dato samt navn og gruppe-ID pa posen.
Yderligere beskrivelse af indsamlingsstedet i feltjournalen.

VIGTIGT!!

For at reducere risikoen for at isolere patogene bakterier (sygdomsfremkaldende), skal du undga
falgende pravetyper:

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, reeve mm.
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Jordprgven skal opbevares kgligt i et 50 ml plastrar med lag (helst i kaleskab). Husk tydelig
navngivning.

Materialer:

e 50 ml falcon plastrer med lag

e Ske eller lignende

e Prgve-skema til notering af data

Teaenk over hvilke steder, du kan forestille dig, at cellulosenedbrydende bakterier ville vaere hyppigt
forekommende - for eksempel kompost, skovbund eller bunker med visne blade. Brug en ren ske til
at opsamle praven i plastraret.

Serg for at dokumentere prgvetagningen samtidig med opsamling af praven.
— b Dette gores ved at udfylde del 2 pa pregve-skemaet. Med hensyn til
E/ angivelse af position er det muligt pa hjemmesiden at angive positionen ved
hjeelp af Google Earth.

GENERELT OM MIKROBIOLOGISKE TEKNIKKER

Nar man arbejder med bakterier, er det vigtigt at arbejde sterilt, da der ellers kommer andre
bakterier pa pladerne, end dem man gnsker. Alt udstyr (pipettespidser, podenale, agarplader
mm.) skal derfor holdes vk fra andre bakterier. Pladerne skal opbevares i lukkede poser, og
man skal kun rgre pa de steder, der ikke kommer i kontakt med anvendte bakterier og medier.

Far man benytter agarplader er det vigtigt, at overfladen er tgr, da bakterierne ellers vil kunne
svgmme rundt pa pladen, og derved spredes utilsigtet. Alle de anvendte agarplader skal derfor
settes ind i et varmeskab (30°C) i 20-30 minutter inden brug, hvis det er muligt. Pladerne
seettes med bunden opad pa skra hen over laget, sa bakterier i luften ikke falder ned pa pladen.

7\ Bunden opad

Lag
l |

Pladerne stilles ved 30 °Ci 20-30 minutter fgr brug

Nar pladerne inkuberes er det vigtigt, at de stilles med bunden i vejret, sa eventuel kondensvand
ikke lgber ned pa agaren.

HUSK at skrive navn og dato pa alle anvendte reagensglas, plader mm. Pa pladerne
skrives der langs kanten pa bunden, da lagene kan byttes om.

Det er vigtigt ikke at indtage mad og drikkevarer, nar der arbejdes med bakterierne. Husk at
vaske hander grundigt med sabe inden | starter. Sprit bordet af og sgrg for kun at have de ting
fremme, som | skal bruge.

Alle laboratorietimer afsluttes med at vaske haenderne grundigt med sabe.
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2. ISOLERING AF BAKTERIER (1. dag eller senere)

| en typisk jordprgve findes der forskellige bakterierarter i store meengder. Saledes viser
videnskabelige studier, at diversiteten i et enkelt gram jord kan omfatte op til flere tusinder
forskellige bakteriearter. Nar man plader jordprever ud pa agarmedie (plader), ser man i
almindelighed kun en mindre del af denne diversitet. Dette skyldes flere forhold. Dels vil der veere
nogle arter, der forekommer i starre populationer. Dels vil der vaere nogle, der vil gro bedre pa det
valgte substrat og de valgte dyrkningsbetingelser, idet der foregar en selektion som fglge af bestemt
pH, temperatur og ilt tilgeengelighed mm. De i gvelsen benyttede agarplader tilhgrer kategorien af
medier som kaldes “rich media”, og er lavet pd ekstrakter af bagegcer og indeholder derfor alle
neringsstoffer.

2.1 Forbehandling af jordpraven
Leererbemaerkning 2:

Pa grundet den store diversitet kan man med succes valge at benytte flere forskellige
fremgangsmader, nar man skal behandle sin prave. Af hensyn til resultatet kan det anbefales at der
inden dette punkt aftales med nogle af eleverne at de pafarer jordprgven direkte pa pladen (uden at
lave en oplgsning farst), mens andre udtager deres prave som beskrevet fra henholdsvis toppen,
midten og fra bunden af rgret med saltoplgsningen af jordpraven.

Materialer:
e Reagensglas eller lignende
e 0,9% NaCl

Tag ca. 1 gram af jordprgven og overfagr dette til rgr og tilset ca. 5,0 ml 0,9 % NacCl,
hvorefter der rystes grundigt. Lad herefter reagensglasset std i ca. et minut sa jord, sand og
sten falder til bunds. Det er vigtigt at rret ikke star forlenge, da alle bakterierne ellers vil
samle sig i bunden. Inden preve udtagning velges fra hvilken del af rgret preven gnskes
udtages — eventuelt sammen med laeren. Man kan eksempelvis valge at udtage sin prove fra
toppen (1) eller midten (2) af rgret — eller veelge et prgveudtag af bund faldet (3).

r\{\ Ryst grundigt

1 g jordpregve 5.0 ml 0.9% NacCl

Prgveudtagning

ﬁ

Efter 1 minut

ﬁ

O 0 O

Leererbemarkning 3:

Som forberedelse til denne lektion har eleverne laest 2.1 og 2.2. Som indledning kan man bede
eleverne om i grupper diskutere/svare pa felgende spergsmal:

® Hvorfor skal man bruge 0.9% NaCl?
e Hvad sker der med bakterierne nar I ryster prgven? (visualiser hvad der sker i reagensglasset)

e Hvorfor skal det std 1 min i rgret?
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2.2 Udpladning pa agarplader

Til lzereren: For at udga kondensvand skal agar pladerne tages ud af keleskabet inden brug
og anbringes med bunden i vejret!

Bakterierne (fra saltoplgsning/jord) udstryges pa de udleverede plader ved hjelp af en bla podenal,
sa bakterierne bliver fordelt over hele pladen. Pladerne indeholder bla korn, som kun kan oplgses i
agaren ved tilstedevaerelse af cellulaser. Hvis bakterierne producerer cellulaser, vil der opsta en
bla zone rundt om disse kolonier og man kan derved se, hvilke af bakterierne der producerer
cellulaser. De bla korn er et substrat kaldet AZCL-HE-Cellulose (szlges af Megazyme Inc.), hvor
HE-cellulose star for hydroxy-ethyl-cellulose. Det er cellulose, der er kemisk modificeret pa en
made sa det bliver mere vandoplgseligt (cellulose er normalt uoplgseligt i vand), og dermed lettere
tilgeengeligt for enzymer. AZCL hentyder til et azo-farvestof som giver anledning til den bla farve.
Princippet i anvendelse af AZCL-HE-cellulose er at nar en cellulase nedbryder cellulose, som jo er
en kaede af 1,4-betaglykosider, frigives mindre oligoer der har den bla azo-farve bundet. Da disse
er vandoplgselige vil de langsomt diffundere ud i agarpladen og lave en bla zone. Saledes vil man
rundt om en cellulasepositiv koloni se en blafarvet zone. Hvis cellulasen er rigtig god eller findes i
store maengder, vil man se at de bla korn fuldsteendig forsvinder.

Leererbemarkning 4:

Inden udstrygning pa pladerne med bla korn kan man lade eleverne gve sig pa udstrygning pa alm.
agarplader, hvis de ikke har arbejdet med bakterier fgr. Husk at tgrringen af agar pladerne med
fordel kan veare sket inden timen starter. 60 graders varmeskab kan udelades, hvis man kun har et
varmeskab. Sgrg for at podenalene opbevares i pose lige til de skal bruges! Som indledning kan
man bede eleverne om i grupper diskutere/svare pa fglgende spargsmal:

e Hvad er de bla korns funktion?

Materialer:
Bla podenale og pipette (gul: 10-100 pl)

Agarplader med bla korn

Tape eller poser til pladerne
Et eller flere varmeskabe (30-60°C)
Plastik pose eller lign. til brugte podenale og speedmarker/OH-pen

a. Hvis der er meget kondensvand pa agarpladernes lag rystes det af i laboratorievasken.

b. Prgveudtaget foretages med en pipette. Hvis rgret med bakterierne har staet forleenge rystes det
igen, og der ventes 1 minut for prgven udtages. Spidsen fares forsigtigt ned i vaesken til det
punkt i reret hvor preven gnskes udtaget. 20 pl veeske udtages og overfares til en agarplade,
hvorefter den hurtigt fordeles i zigzag beveaegelser over hele pladen med en bla podenale. Det er
vigtigt at arbejde hurtigt, da de 20 pl veeske meget hurtigt opsuges af pladen.

c. Pladerne inkuberes med bunden i vejret i et dggn. Diversiteten af bakterier gar det muligt at
opna resultater ved inkubation ved meget forskellige temperaturer, og det anbefales safremt det
er muligt at sprede de enkelte plader til forskellige varmeskabe med forskellige
inkubationstemperaturer for at gge diversiteten. Safremt der ikke er adgang til mere end et
varmeskab sa anbefales det det at pragve temperaturer over 30°C (eksempelvis 45°C), da varme
tolerante bakterier generelt er de mest interessante nar det gealder cellulaser.

PCReksperiment9.doc/.pdf Side 9 af 22



Fra Darwin til bioteknologi € Biotech Academy

novozymes

Rethink Tomorrow

Husk at inkubere i luftteette poser for at undgd udterring og kontaminering.

Bla korn

Cellulaseproducerende

Prgven bakteriekoloni

tilsaettes her Bakteriekoloni

Bakterier
vokses ap

Husk at notere, hvilken temperatur bakterierne er inkuberet ved. Dette
gares pa preveskemaet del 3 (isolat informationer).

Til leereren: Efter at pladerne har staet natten over, stilles de ved stuetemperatur i et degn eller i
kaleskab henover weekenden. Dette er ngdvendigt for at kunne iagttage cellulaseaktiviteten uden
samtidigt at fa for meget vaekst pa pladerne. Desuden skal man vaere opmarksom pa at Azo-farven
langsomt vil diffundere ud i pladen efter det er frigivet, og safremt pladerne star forlenge
besveerliggere identifikationen af den eller de cellulase producerende kolonier.
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2.3 Rendyrkning (3. dag)

For at pladerne kan benyttes i den videre screening kraeves det, at man kan se enkelte isolerede
kolonier pa pladen. En enkelt koloni repraesenterer en enkelt bakterie fra jordpreven, der har
formeret sig op til mange millioner ens bakterier (kloner). I rendyrkningen geelder det om at
overfgre bakterier fra en bestemt koloni du ensker at arbejde videre med, til en ny agarplade.
Denne naste agarplade kaldes for rendyrkningspladen. Nar du med podenalen har opsamlet
materiale fra en koloni som du kan se med det blotte gje vil materialet indeholde rigtig mange
bakterier. Hvis du kun har taget materiale fra én koloni, der allerede var ren, vil du pa
rendyrkningspladen kun se ens kolonier. Der er imidlertid en stor risiko for, at din koloni ikke kun
bestar af én bakterietype, da jordpraven bestar af talrige bakterietyper. Derfor skal de rendyrkes
flere gange. | rendyrkningen vil hver enkelt bakterie, som du overfgrer til rendyrkningspladen,
danne sin egen koloni. Renstrygningen fungerer som en fortynding af bakterierne. Det er derfor
vigtigt, at denne del fungerer, da det ellers vil vaere svaert at fa isolerede kolonier pa dine
rendyrkningsplader. Det er meget vigtigt for sekventering, at DNA skabelonen som benyttes under
PCR reaktionen stamme fra en rendyrket bakteriestamme ellers kan det veere sveert og oftes umuligt
at identificere den.

Materialer:
e Hvide podenale

e Agarplader med bla korn

e Tape og poser til pladerne samt speedmarker/OH-pen
¢ Varmeskab 30-60°C

e Bagerglas eller lign. til brugte podenale

Nu skal der foretages en rendyrkning af den cellulaseproducerende bakteriestamme!

a. Pladerne fra sidst findes frem og de fremkomne kolonier observeres.

— » Beskriv de forskellige koloniers udseende — for eksempel farve og form. Dette
/ noteres pa prgvenskemaet del 3 under noter.

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

c. 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.

HUSK!!!
o\ Nypodendl
L] .. a

HUSsK!!!
.\ Nypodendl
—
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d. Herefter tages en NY podenal som fares en enkelt gang igennem den afsatte streg og derefter
spredes ned over agarpladen i zigzag-bevagelse.

e. Denne procedure gentages hvor blot endnu en NY podenal fares igennem det netop afsatte spor.

Det er meget vigtigt at der for hvert trin tages en ny podenal, for at undga, at der sidder for
mange bakterier tilbage pa podendlen. En klassisk fejl man ger i forbindelse med
renstrygninger er, at man ikke stoler pa, at der er bakterier, hvis 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 far kolonierne er vokset op. Det anbefales, at der udfgres mindst 2 rendyrkninger.
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3. IDENTIFIKATION AF BAKTERIESTAMME
3.1 DNA-ekstraktion og opformering af 16S-rDNA (5. dag eller senere)

Husk at vaske hander grundigt med s&be inden i starter. Sprit bordet af og serg for kun at have de
ting fremme, som I skal bruge.

Materialer:
e PCR-maskine.
e Centrifuge
o PCR-ror
e 1,5 ml eppendorfrer
e Hvide podenale
e Pipetter med pipettespidser
o Plastik poser til brugte pipettespidser og podenale
e Renstragne kulturer
¢ Nye agarplader
e MilliQ-H20
e Reddy mix
e Primermix
e Sprit til bordene
[ J

Brug af centrifuge

Eppendorf-rgrene skal placeres symmetrisk overfor hinanden i centrifugen, sa der
er balance under centrifugeringen. Husk at stramme midterskruen pa centrifugen
inden start. Vedrgrende brug at centrifugen: se arbejdstilsynet udtalelse.

Forst skal bakteriecellerne edelaegges, si DNA’et kan komme ud i oplesningen!
a. 150 ul MilliQ-H,0 overfares til et PCR-rar.

b. En koloni samles op (fra en rendyrket plade) med en hvid podendl og overfares til de 150 pl
MilliQ-H,O i PCR-rgret. Sgrg for at kun en akkurat synlig meaengde af bakterierne ender i PCR-
rgret. Podenalen benyttes videre til at stryge bakterierne ud pa en ny agarplade (inkuberes med
bunden i vejret 1 dggn ved samme temperatur som tidligere). Disse friske agarplader skal senere
sendes ind til Novozymes, hvis PCR-reaktionen lykkes.

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

c. Sugop og ned et par gange med en pipette, hvis “bakterie-klumpen” ikke er opslemmet.

d. PCR-rgrene placeres i de sma huller i PCR-maskinen. Husk at lukke laget pa PCR-rgrene
fuldsteendigt, da vaesken ellers fordamper og i verste fald er arsagen til at PCR reaktionen
mislykkes.

e. Indstil PCR-maskinen til sma PCR-rar ved at dreje viseren, nar maskinens 1ag er lukket.
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f. Start PCR-maskinen pa programmet ”Lysis”. Opvarmningen i PCR-maskinen ger at
bakteriecellerne lyserer (baktierne spraenges), hvorved DNA’et kommer ud i oplesningen. Den
resulterende oplgsning kaldes kogelysatet.

Program ”Lysis”:
99°C i 10 minutter
Herefter 12°C til programmet stoppes

3.2 PCR-reaktion — opformering af DNA’et (5. dag eller senere)

Det anvendte 2x Reddy-mix (2x hentyder til at den skal fortyndes 1:1, hvorved 1x opnas) er baseret
pd en blanding af to forskellige termostabile polymeraser, kaldet Pfu pol og Taq pol, som
tilsammen ger det muligt at syntetiserer DNA fra vanskelige DNA skabeloner (eksempelvis direkte
fra bakterie lysater som i jeres tilfeelde). Generelt er Taq pol en meget aktiv DNA polymerase (fra
bakterien Thermus aquaticus) som er s&erdeles velegnet til korte PCR produkter, mens Pfu pol (fra
bakterien Pyrococcus furiosus) er specielt god til lange PCR produkter, men tilgengeeld ikke near sa
aktiv som Taq pol. Pfu polymerase har desuden en aktivit der kaldes proof-reading, som kort
beskrevet kontrollere at den nye streg ikke indeholder fejl. ReddyMix indeholder desuden dNTP (0.5
mM af hvert nukleotid) samt ficoll og rgd farve. Ficoll gar mixen viskgs og gger massefylden, mens
den rade farve gor at man kan se om man har loadet gelen korrekt (se senere). Til PCR-reaktionen
benyttes desuden et primer-mix, som indeholder to primere, der er specifikke for hver sin ende af
16S rRNA-genet. Primerne er syntetiske fremstillet enkeltstrenget DNA, ogsa kaldet ssDNA, pa 20-
30 nukleotiders leengde.

Leererbemarkning 5:

Det tager ca 2% timer at kgre PCR-programmet. Husk at sgrge for at ingen kommer forbi og
slukker for maskinen, nar den er kert feerdig. Man kan sztte den i gang og den vil efter karsel sta
pa 12 grader til man kommer naste dag.

For hvert kogelysat laves fglgende PCR-blanding:

a. Til et PCR-rgr navngivet med preve nr. overfgres 15,0 ul ReddyMix med mikropipette.

b. Nu tilsettes 3,00 pl primermix. Var meget omhyggelig med at fa draberne ned i vaesken og
sgrg for, at | far al primer-mixen afsat.

c. Herefter overfares 2,00 pul kogelysat til ssamme PCR-rar.

d. Til sidst tilsettes 10,00 pl MilliQ-H,O saledes at det totale volumen er 30,0 pl

e. PCR raret lukkes og det er meget vigtigt at laget klemmes helt fast, sa vaesken ikke
fordamper under PCR reaktionen.

PCR-rgrene sattes herefter ind i PCR-maskinen og programmet ”Darwin” kares. Husk hvor du
seetter dit PCR-rgr. PCR-produktet kan opbevares pa kgl i op til en uge. Alternativt kan de fryses
ned ved lengere tids opbevaring.
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Program ”Darwin”:
94°C i 2 min (denaturering af DNA)

40 cykler af  94°C i 30 sek (denaturering af DNA)
52°C i 30 sek (annealing, primere bindes)
72°C i 1 min 45 sek (DNA-syntese)

72°C i 7 min (ferdiggerelse DNA-syntese)
12°C indtil der slukkes for programmet.

Den sidste del er med for, at muliggere at rgrene kan sta natten over.

Til leereren: Safremt gvelsen skal udfgres af flere grupper af elever pa forskudte tidspunkter kan
det anbefales at dele reagenserne op i mindre portioner for at undga ungdig opvarmning. Opbevar
helst bade ReddyMix og primer-mix pa is, mens eleverne arbejder med det. Primer-mixet
genfryses efter brug. Nar ReddyMixen én gang har varet tget op skal det ikke genfryses, men bar
opbevares i kagleskabet hvor det kan sta i op til 4 uger.

Leererbemarkning 6:
Rapport/journal 2 om selve PCR
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3.3 Gelelektroforese (6. dag eller senere)

Denne del er med for at kontrollere, om der er dannet et PCR-produkt med den rigtige starrelse.
Hvis der ikke fremkommer noget band pa gelen er det ikke lykkedes at opformere genet, der koder
for 16S rRNA. Dette kan blandt andet skyldes fejl i DNA-ekstraktionen. Hvis det skridt mislykkes
skal PCR-produktet ikke bindes til en mini-kolonne og sendes til Novozymes, da der i sa fald ikke er
noget DNA i praven.

Materialer:
o Gel-kar
e Stremforsyning
o Vgt
e Kogende vandbad eller mikroovn
e Engangshandsker
e 250 ml flaske til agar
e 1000 ml kolbe til at fortynde buffer
e Agarose
e 50XTAE-buffer - HUSK at fortynde 50 gange i demineraliseret vand!
e SYBR-safe
e PCR-produkt
e DNA stige (DNA standard med kendte starrelser)

Farst skal der stgbes en gel!

Stgbeformen skal placeres pa tveers af karret med gummikanten op langs kanten.
a. Der afvejes ~ 0,5 gram agarose per gel.
b. Hertil tilseettes 50 ml 1x TAE-buffer (1 ml 50x TAE buffer + 49 ml vand per gel)

c. Blandingen smeltes i en mikrobglgeovn pa mellemste effekt. Afhangig af typen af
mikrobglgeovn (effekten) og maengden tager det ca. 1-2 minutter per 50 ml blanding. Kontroller
ofte om agarosen er smelt og undga at den koger over. Vaer opmarksom pa at oplgsning af
agarose kraever lidt tids kogning (nar man kan ikke laengere se sma korn, der hvirvler rundt, nar
man ryster flasken er agarosen helt oplgst). Alternativt kan man benytte et vandbad med
kogende vand.
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d. Sa tilsettes 5 ul SYBR-safe per 50 ml gel. Agarose-oplgsningen stilles nu i ca. 10 minutter sa
den afkgles inden den haldes op i stebeformen. Til sidst seettes kammen seettes i. Gelen stivner i
lgbet af en halv times tid.

e. Nar gelen er stivnet skal kammen tages op og stebeformen vendes, sa brendene er i minus-
enden (ved den sorte elektrode).

f. Gelen skal nu overhaldes med TAE-buffer (husk at fortynde bufferen) indtil den er deekket —
evt. helt op til fill line”, som er markeret 1 karret.

Leererbemarkning 7:

Hele denne procedure kan med fordel ses pa http:/learn.genetics.utah.edu/units/biotech/gel/. God
som lektie til lektionerne! Da alle jo ikke kan vere aktive i denne del pa en gang kan man kare
animationen fra Virtual lab trin for trin samtidig med at man (leerer plus forskellige elever til de
forskellige procedurer) pa katedret udfarer de forskellige procedurer. En kerende klassedialog om
hvad der sker, ger at det er muligt at fa alle med i forlgbet. Dette kan nas pa en dobbeltlektion.
Man kan ikke na at kere gelen feerdig, her ma lzereren slukke for gelen efter lektionen.

Nu kan gelen loades!

a. Der overfares 5 pl PCR-produkt pr. brend pa gelen (Resten af PCR-produktet skal bruges
senere, hvis denne del af eksperimentet lykkes). Undga at stikke pipettespidsen ned i brgndene,
men hold pipetten forsigtigt over brgnden (men nede i TAE-bufferen!), mens PCR-produktet
langsomt temmes ud. Husk ikke at slippe stemplet for spidsen er lgftet af gel-karret. PCR-
produktet falder ned i brgnden, da oplgsningen har hgjere massefylde end TAE-bufferen . Husk
at notere, hvilken gruppe/hvilke gruppemedlemmer, der loader i hvilke brgnde, sa man bagefter
kan se, hvem der har haft succes med forsgget og derfor skal rense sit PCR-produkt op og sende
det til Novozymes.

b. Der pasattes en eller to standardreferencer a 10 pl per gel alt afhaengigt at pladsen.

c. Nar alle har sat deres praver pa gelen, tendes for strammen til gelen (120 V, 400 mA, 40
minutter). Husk at DNA’et leber mod plus-polen, sa det er vigtigt, at stramkablerne er monteret
rigtigt (sort/bla = negativ / rad = positiv).

d. Efter 40 minutter ved den navnte stramstyrke er gelen kert feerdig. Tjek evt. ved at leegge gelen
pa lyshordet og se pa den gennem den orange skaerm. Er standardreferencens band synligt
adskilte, er gelen kart tilstreekkeligt leenge. Ellers leegges gelen tilbage i karret og kaeres lidt
leengere. Dog bgr gelen maksimalt keres i 1 time, da Sybr-safe og DNA’et ellers risikerer at
blive adskilt.
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Leererbemarkning 8:

Punkt e udfgres i den efterfglgende time, billederne oploades pa Lectio/elevernes konference-
system

e. Der tages billeder af gelen i UV lys fra lyshordet. Falg vejledningen til kameraet. Det bla lys vil
synliggere DNA gennem det bundne SYBR-safe og fluorescerer grant i det bla lys. Se eventuelt
http://www.biotechacademy.dk/undervisningsprojekter/darwin/Eksperimenter/Protokol%20til%
20fotoudstyr.aspx

Hvis PCR-reaktionen er forlgbet som den skal, vil der veere et bdnd ud fra stgrrelsesmarkgren
ved ca. 1500 nukleotider svarende til 16S-rRNA-produktet.

Kilobases Her ses et billede af standardreferencen. Enheden for de forskellige
“an bandstarrelser er bp — basepar. Jeres PCR-produkter skal ligge omkring
6 det tredje band fra bunden (se pilen). Brug eventuelt det kreeftige band
“Aa ved 3 kb som udgangspunkt(*).
20 =0 Skriv prevenumret ud for hver brend pa billederne!

N

— 05

Leererbemaerkning 9:

Man kan fint lave den 3. rapport/journal over gelelektroforesen.
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3.4 PCR fragment oprensning (7. dag eller senere)
Hvis det ud fra gelelektroforesen ses at der er DNA i prgven skal det nu oprenses

Oprensningens formal er at fierne primere, nukleotider og DNA-polymerase fra PCR-produktet
saledes at prgven kan anvendes til DNA-sekventering som kreaever en ren template.

Materialer:
e Centrifuge

e Minikolonner

e Opsamlingsrer

e 1,5 ml Eppendorfror
e Bindings Buffer (BB)
e Vaske Buffer (VB)

e Eluerings Buffer (EB)
e PCR-produkt

e Speedmarker/OH-pen

Erfaringsmaessigt er det en god ide at blive fortrolig med de buffere der indgar i
I oprensningsproceduren inden denne pabegyndes. En forkert anvendelse af disse vil
®  medfore at DNA’et gar tabt.

Oprensningen foregar ved fglgende procedure:

a. Til de resterende PCR-produkt (25 pl) tilfares 100 pl Bindings buffer (BB) i PCR-rgret. Der
suges op og ned et par gange med pipetten til det er blandet. Den rgde farve skifter til en lys

gul.

b. Blandingen overfares til en minikolonne, som placeres i opsamlingsraret.. Husk at skrive
Gruppe-I1D pa opsamlingsrgret, sa preverne ikke forbyttes og husk at lukke laget!

c. Mini-kolonnen og opsamlingsraret placeres nu i centrifugen. Det er vigtigt at placerer
rerene saledes, at centrifugen er i afbalanceret under rotationen. Der centrifugeres 1
minut ved 11.000 RPM (rotationer pr minut). Se venligst arbejdstilsynets udtalelse.

d. Minikolonnen fjernes fra opsamlingsreret og den gennemlgbne vaeske kasseres, hvorefter
kolonnen szttes tilbage i opsamlingsraret.

e. Der tilsettes nu 600 pl Vaske Buffer (VB) til minikolonnen og centrifugeres atter i 1
minut ved 11.000 RPM.
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Minikolonnen fjernes fra opsamlingsraret og den gennemlgbne veeske kasseres, hvorefter
kolonnen seettes tilbage i opsamlingsraret.

Der centrifugeres 2 minutter ved 11.000 RPM.

Den nu terre mini-kolonne placeres i et nyt 1,5 ml eppendorfrgr og der tilsettes 30 pl
Eluerings buffer (EB) til kolonnen. Husk at skrive prgve nr. pa eppendorfraret, sa
praverne ikke forbyttes.

Lad det sta ved stuetemperatur i 3 minutter, mens NE-bufferen suger ned i kolonnen.

Der centrifugeres 1 minut ved 11.000 RPM. Man kan
kun centrifugere 4 pregver af gangen — se billede. ae
Husk at sette rotorlaget ned over rotoren inden / e NI
centrifugen startes! Ellers vil lagene flyve af og ¢ 3 i
beskadige centrifugen. Den veeske som opsamles i ragret v,

indeholder det oprensede PCR produkt. &

]
- b

!uldsﬂ"

Gem det oprensede PCR-produkt i fryser eller kaleskab til det skal sendes ind til
Novozymes.

Pa praveskemaet del 4 noteres, hvilken dato oprensningen er foregaet. Under
noter noteres f.eks. hvor steerke bandene fra gelen var.

Alle informationer, der er noteret pa preveskemaet tastes ind i databasen. Til
sidst klikkes pa "vis udskrift” under fanen ”prgver” og printes. Dette faerdig-
udfyldte prgveskema sendes med til Novozymes for hvert oprenset PCR-
produkt, der indsendes.
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3.5 Sekventring

Det oprensede PCR-produkt (Eppendorf rgret) samt agar-pladerne med stammer, der svarer til
PCR-produkterne sendes til Novozymes. Der skal desuden vedlaegges et print af gelfotos som
dokumentation af PCR-produktet saledes at Novozymes kan dosere det korrekt under
sekventeringen. Til sidst er det vigtigt at preve-skemaet sendes med. Jordprgven skal ikke
medsendes.
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Husk at vedlaegge:

Oprenset PCR-produkt

Agarplader med rene stammer

Print af gelfotos

Prave-skema hgrende til det oprensede PCR-produkt

tvivl, om hvad der herer til hvem og hvad. Pak evt hvert “s@t” separat i en

plastpose.

L“ Alt skal veere markeret tydeligt med prgvenummer, sa der ikke opstar nogen

Det hele kommes i en pakke og sendes til: | Att. Preben Nielsen
Novozymes A/S

2880 Bagsveerd

Krogshgjvej 36, 1BS.19

PCR-produkterne sekventeres inden for ca. 3 arbejdsuger og oploades herefter pa
hjemmesiden.

Sekventeringen udfgres ved hjelp af en serlig form for PCR
reaktion, hvor der kun anvendes en primer og en sarlig blanding
af nukleotider bestdende af dNTP og ddNTP. ddNTP
(Dideoxynukleotider) er en type nukleotid-analoger der har til
formal at forhindre, at DNA strengen kan forlenges (3 meerke OH
gruppen i ribose ringen mangler), hvorved syntesen af det
pageldende DNA-molekyle stoppes. Hver base-type er desuden
kovalent koblet til en unik fluorescens-marker. Under PCR
reaktionen stoppes syntesen af DNA et tilfeceldige steder, hvor der
indseettes ddNTP i stedet for dNTP, og ved efterfglgende af
adskillelse af DNA et strengene pd baggrund af deres starrelse
kan sekvensen afleeses af en skanner og det fluorescerende ddNTP
for enden af strengen.

PCReksperiment9.doc/.pdf

TR

PHDPRPPPPPO-ODPOPPOOOO--00-D

Side 21 af 22


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/3/3d/Radioactive_Fluorescent_Seq.jpg

Fra Darwin til bioteknologi <> Biotech Academy

novozymes

Rethink Tomorrow

4. Fylogenetiske treeer

Vigtigt

Skulle nogle mod forventning ikke fa et PCR produkt, og derved en DNA sekvens, kan
du som laerer indsamle numrene pa de grupper der mangler data, og sende disse til
Hans Henrik Steerfeldt (hhs@cbs.dtu.dk) - sa vil han oploade sekvenser til de gruppe
numre der mangler saledes, at de kan fortsatte arbejdet med det fylogenetiske tree.

Nar sekvensfilerne er oploadede, vil | fa besked fra Novozymes. | kan nu begynde at arbejde med
de fylogenetiske treeer. Dette gagres pa hjemmesiden http://biotechacademy.cbs.dtu.dk, hvor
grupperne tidligere er blevet oprettet. Her er det muligt at se sekvensen samt at lave sequence
alignment og opbygge fylogenetiske traeer ved at klikke pd fanen “analyser”. Det kan godt tage lidt
tid, hvis der er mange der bruger serveren pa én gang. Felg vejledningen pd hjemmesiden og brug
evt. menupunktet ’hjaelp” (se eventuelt database vejledningen).
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