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Indledning

Klimaforandringerne pa jorden er ikke et nyt fenomen. Vi kender til dem, og mange frygter dem.
De udvikler sig, og med sig har de blandt andet stigende vandstandene i verdenshavene [1]. For mit
vedkommende forbliver de mest fremtraeedende sporgsmal: Hvordan kan vi udnytte de stigende
vandstande? Hvorfor har nogle mennesker ikke adgang til rent drikkevand, nér vi helder rent vand
pa markerne hvert ar?

Jeg vil med dette projekt undersege en mulighed for at udnytte de stigende vandstande, der vil
indfinde sig, til noget positivt. Jeg vil undersgge, om det er muligt at udvikle en afgrede, der er
tolerant over for den saltkoncentration, der findes i havvand, og dermed gere det muligt at benytte
det overskydende vand 1 havene til vanding i landbruget, s& det bliver muligt at forhindre de
odeleggelser, som de stigende vandstande ellers bringer med sig.

Problemformulering, formal og relevans
Jeg har her opstillet en problemstilling, redegjort for formélet, samt den relevans jeg mener
forskningen har.

Jeg vil 1 denne synopsis undersoge folgende problemstilling:

Hvordan kan man udvikle salttolerance i planter, sd de kan gro ved vanding med havvand?
Hvordan kan dette bruges i landbruget?

Formalet med mit forseg er at undersege vaeksten af fre af arten Arabidopsis thaliana’, omtalt som
Arabidopsis gennem synopsen, hvor dele af autoinhiberingsdomanet 1 C-terminalen klippet af.
Veksten skal undersoges pa baggrund af, om de kan gro og udfere deres livscyklus i
saltkoncentrationer, der svarer til den, der findes, hvis planterne skulle vandes med havvand.

Relevansen af mit projekt bestér i, at udviklingen af en salttolerant plante ville betyde, at man vil
kunne udnytte de stigende vandstande, vi far grundet klimaforandringer, i landbruget. Mit projekt
fremlaegger en metode, hvorpd man kan gge salttolerancen 1 den simple plante Arabidopsis, men
metoden vil med tiden kunne overfores til planter med sterre og mere komplekse genomer,
svarende til dem, der dyrkes 1 landbruget.

Afgraensning
Jeg vil her redegore for de relevante afgraesninger jeg har valgt til mit projekt, og argumentere for,
hvordan disse vil gere sig geldende i praksis.

Jeg vil i mit forseg arbejde med H*-ATPaser i Arabidopsis. Arabidopsis fungerer godt som model
til genmodificering i1 planter, da den har en kort livscyklus samt et lille og simpelt genom [2].

Projektet fokuserer pd, at saltoptaget skal reguleres pa baggrund af vanding med havvand. Derfor
fokuserer projektet pé at udvikle en plante, der kan modsta saltstress svarende til den, der findes i
jorden, nar der vandes med havvand. Jeg vil undersege jordprever, fra omrader vandet med
havvand og finde saltindholdet i disse. Mit indledende forseg omkring saltindholdet i jorden efter
vanding med saltvand vil vise, hvilken koncentration af NaCl planterne skal kunne modsta.

! Alm. gdsemad
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Det salt, der findes mest af i havet, er NaCl [3]. Det er derfor dette salt der vil blive udgangspunktet
for forseget. Havvand har en salinitet pé:

ca. 35 promille NaCl [4]: = ii?g = 0,035 = 3,5%, i mL er dette: 1000ml = 0,035 = 35ml

Densiteten af vand er ca. 1g/cm?, derfor er 35ml * 1g/cm3 = 35g. I havvand er der ca. 35g NaCl
pr. liter. Koncentration bliver:

m 35
n=_—= e~ 5— = 0,60mol.
22,99ol(m)+35,45(m)
n _ 0,60mo
=—=- = 0,60M.
v 1L ’

0,60M * 1000 = 600mM?

Jeg opstiller i synopsen et forseg, der skal vise, hvor meget salt planten reelt skal kunne modsta, da
noget salt udvaskes, og jorden ogsé i forvejen indeholder NaCl.

Saltoptaget skal reguleres pa baggrund af ion homeostase, sd det bliver muligt at forhindre
apoptose’ i forbindelse med saltstress i saltholdige miljeer, for planter, der ikke er tolerante over for
salt [6].

Beredygtighed bruger jeg som defineret i Den Danske Ordbog [7]. Jeg mener, at det med mit
projekt bliver muligt at vende klimaforandringernes udfordringer til noget positivt. Ordet bruges
ikke direkte 1 synopsen, men ligger til baggrund for motivationen til projektet.

Teori
I dette afsnit vil jeg redegere for den relevante teori, der skal give en forstaelse for baggrunden af
forskningsprojektet.

lon-homgostase og saltoptag i planter
Her svarer jeg pé to vaesentlige spargsmal:

Hvorfor er ion homgostase vigtig for planten, precpicton mmp ||| T qﬁb 4= Temperature
og hvilken betydning har homeostase for
plantens salttolerance? b (€0, ee = A

' €0}

o Geographical
@ 4 factors

Planter er athaengige af en reekke abiotiske
faktorer for at overleve bedst muligt. Herunder

. . .. .. : .’ ?ﬂ ﬂg- = ‘.Dn
er neringsindholdet i jorden vigtigt for Soltype WP :l f,n!__ o M
planterne (figur 1) [8]. Udviklingen af de Q_”Dﬂ:: Hanfl \"“x B | rizosriere
salttolerante planter kommer til at forega pa prp— DR R MRS
baggrund af regulering af ion homeostase. Det . B Al
vasentlige er, hvordan vanding med havvand oot D
har indflydelse pa dyrkningsjorden og derved
plantens vaekst. Figur 1 Abiotiske faktorer, der regulerer jorden og det

rhizosfeeriske mikrobiom. [14]

2 Egne udregninger. Molarmasse for Na* og CI- fra [5]
3 Programmeret celleded
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Celler kan begé apoptose, og de. Dette sker, hvis cellen ikke leengere kan opretholde homgostase.
Celler, der ikke har udviklet tolerance over for salt, der, hvis de bliver sat under et saltstress de ikke
er udviklede til at kunne tolerere.*

Hvis det er muligt at fjerne de indstrommede Na" ioner, eller hvis indstremningen kan balanceres,
sa kan man forhindre en plantecelle i at bega apoptose i1 forbindelse med saltstress, og dermed
udvikle salttolerance. Hvordan plantecellen kommer af med Na'-ioner i bedst muligt omfang, vil
jeg redegeore for 1 neste afsnit.

Jeg redeger her for samspillet mellem SOS1 og H'-ATPaser i Arabidopsis, samt hvordan endringer
af H™-ATPasen kan fore til salttolerance.

Da planter er stationzre, er deres veekst i hoj grad athaengig af deres out PR

evne til at tiltreekke mineraler og vand fra deres umiddelbare miljo [9].

Membranpotentialet i cellerne er vigtigt for tiltreekningen af ioner, MJAp=-200mV |
pga. den elektriske forskel mellem det indre og det ydre af cellen (se n

figur 2 for membranpotentialet). Plantecellerne 1 redderne 1 , o .
Arabidopsis har et membranpotentiale pi omkring 200 mV [10]°. f@ﬁﬁ‘;jﬁfjﬁfgj’;ﬁ;ﬁ,‘C’Zﬁf‘,’,ji‘r

Membranpotentialet opretholdes i Arabidopsis af 11 transmembrane fordelt. Cellens indre er negativt

+ ladet, mens det ydre er positivt
protonpumper (H"-ATPaser) kaldet AHA (Nummereret med tallene 1- | > 1o iorion i ladnin o svarer (il
11). Det er de to isoformer AHA 1 og AHA 2, der udtrykkes mest 1 -200mV [9]
cellerne, og star for 80% af ATPase aktiviteten 1 Arabidopsis
froplanter, og i vegetativt vav i voksne planter [9]. Jeg har valgt at

arbejde med AHA?2 [9].

H*-ATPaser arbejder sammen med SOS® systemet. I dette projekt er det SOS1, der arbejdes med.
SOSI1 er et transmembranprotein, der er antiporter for Na*, hvilket betyder, at den transporterer Na*
ud af cellen ved at treekke en H' ind [11]. (Se bilag 2, hvor det fremgér). H™-ATPaser er de primere
aktive transportere af protoner (H") ud og ind af cellen ved forbrug af ATP [12]. H'-ATPasen
leverer protoner til SOS1. En H'-ATPase, der er aktiv hele tiden, beskytter mod NaCl, da denne
leverer energi til SOS1. H'-ATPaserne har et autoinhiberings site [13] i C-terminalen, der nedsetter
enzymaktiviteten. Dette betyder, at H'-ATPasen ikke er aktiv hele tiden. Det er formodet, at C-
terminalen binder til et funktionelt domene [14][12].

Hermed er den relevante teori opstillet. Der vil herunder forekomme en kort redegerelse for de
vigtigste metoder, der bruges i forseget. Der redegeres for de fre, der bruges. Derudover henvises
der til relevant baggrundsviden.

Metode
CRISPR/Cas9 er en genmodificeringsteknologi udviklet fra bakterien Streptococcus pyogenes [15].

Jeg vil ikke direkte arbejde med CRISPR 1 mit forsegsdesign, men jeg vil benytte mig af nogle
Arabidopsis fro, der er muteret vha. CRISPR/Cas9. I fraene er der er lavet forskellige klip 1

4 Se apoptoses forlgb under saltstress i [6], side 276
5 Membranpotentialet i dyreceller er 60 mV [10]
6 SOS er en forkortelse for ”Salt overly sensitive”
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autoinhibitoren i C-terminalen i H-ATPasen AHA2, hvilket betyder, at AHA2’s transport af H"
ioner aldrig er heemmet. Der er lavet tre forskellige klip og freene er navngivet CR1, CR2, CR3 alt
athangigt klippets lokation. CR1 indeholder en deletion af 30 aminosyrer (aha2 A30), CR2 har en
deletion pa 44 aminosyrer (aha2A44) og sidst indeholder CR3 den storste deletion pa 57 aminosyrer
(aha2A57).7

Som beskrevet i afgrensningen har havvand en saltkoncentration pa ca. 600 mM, under
forudsetning af, at der er 35g salt pr liter vand. Jeg mener, at det er relevant at undersegge, hvor
meget saltstress planten egentlig skal kunne modsta for at kunne udfere sin livscyklus under
vanding med havvand. Dette vil jeg gore med mit indledende forsog.

Jeg vil undersege dette ved brug af en feeldningsreaktion, hvor jeg med AgNOs3 vil udfzlde CI°
ionerne og dermed bestemme indholdet af NaCl.

Pégaeldende feldningsreaktion (afstemt) vil se ud saledes:
NaCl (aq) + AgNOs (aq) — AgCl (s) + NaNOs (aq)

Som indikator benyttes en oplesning af kaliumchromat (gult), der danner redt bundfald af
solv(+1)chromat, nar der ikke er flere CI ioner i saltoplesningen. Den reaktion, der sker, foregar
saledes:

K2CrOs4 (aq) + 2 AgNOs (aq) — 2 KNOs3 (aq) + AgoCrOq4 (s)
Ved &kvivalenspunktet har oplesningen en orange farve.

Se bilag 2 for metode til analyse af feldningsreaktionen.

Udfgrsel og fremgangsmade
De opstillede metoder og teorien vil nu, 1 samspil med andre overvejelser, bruges til at opstille mit
forsogsdesign.

Denne forste del af forskningen bliver et forseg udfert som feltarbejde, da bestemmelsen af
saltkoncentrationerne skal udfores, sa der fis de mest ngjagtige resultater. Jeg forseger at simulere
virkeligheden.

For at bestemme, hvor meget salt der er i jorden, nar den er vandet med havvand, skal der forst
laves nogle relevante jordprover. Jeg vil leje forskellige dele a 1m? af en mark. Disse omrider p
marken skal vere nogle, der ellers skulle vere brugt til afgreder i perioden fra vaekstsaesonens
begyndelse til host det pdgeldende ar. Omraderne vil blive vandet som pa normal vis, bare med
havvand. Nér hestsesonen indtraffer, vil der blive taget jordprever af omraderne. Se [17] for
hvordan jordpreverne udtages. I denne beskrivelse og i budgettet arbejdes der kun med ét eksempel,
men ideelt ville der vere tale om flere for at sikre kvantitative data.

7 Dette kan der lases mere om i [16]
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Hvor meget, der skal vandes kommer til at athange af vejrforholdene, og jeg kan derfor ikke
redegore for en pracis mengde vand. I analysen vil jeg tage hejde for, at maengden hvormed der
skal vandes kan og vil variere fra ar til ar.

Der udtages nu endnu mindre mangder jord fra jordpreverne (ca. 0,5g). Der tilsettes 10mL
ionbyttet vand og det blandes sa saltet opleses. I en 25 mL kolbe filtreres blandingen gennem et
filterpapir. Spatel, barerglas og filterpapiret med jord skylles med milliQ vand. Nér alt vandet er
dryppet ned i mélekolben, fjernes tragten og der fortyndes op til 25 mL med milliQ vand.

Nu laves feldningstitreringen. Se bilag 2 for fremgangsméade.
Gentag med samme mangder s& mange gange som muligt for at fa kvantitative resultater.
Analyser data og find gennemsnittet for saltindholdet 1 jorden. Se bilag 2.

Nér jordpreverne er lavet og analyserede, bruges den saltkoncentration, der blev bestemt, i forsegget,
hvor planteren skal dyrkes. Fremgangsmaden til dette forseg er beskrevet herunder.

Til forseget, der skal vise, om de muterede fro har gget salttolerancen, skal pladerne hvorpé froene
skal gro forst laves. Pladerne er petriskile med neringsmedier, der indeholder det essentielle
naeringsindhold for planter. Der skal forst laves 1 L half MS (Murashige and Skoog [18]) Se bilag 3
for, hvordan man laver oplesningen samt opdeler den i1 fem forskellige flasker, en kontrol og resten
med fire forskellige koncentrationer af NaCl. Der laves fire forskellige saltoplesninger, for at
undersoge salttolerancens fulde potentiale.

Efter oplesningerne til pladerne er lavet skal de steriliseres vha. en autoklave.

Derefter skal oplesningen haldes pa petriskéle. Dette gores 1 et sterilt kabinet for at undga
kontaminering af proverne. Der heldes ca. 30 mL af oplesningerne i hver skal.

De skal haerde inden man kan ga videre med forsgget.

Froene skal sas pa de haerdede plader. Fraene skal forst desinficeres for at undga kontaminering af
proverne. Dette skal foregé sdledes:

1. Marker 4 eppendorfrer med hhv. WT, CR1, CR2, CR3

2. Held ca. 100 fro fra hver af de genmodificerede fre 1 hver deres eppendorfrer. Haeld ca. 200
vildtype fro 1 det sidste eppendorfrer. 4 ror med fro i alt.

3. Vask med 70% ethanol i 15 min. Fjern ethanol

4. Vask med 96% ethanol i 20 min. Fjern ethanol.

Freene kan nu flyttes til det sterile kabinet, hvor de skal vaskes med vand. Vandet fjernes igen
umiddelbart efter. Der haldes nu en oplesning af vand og agar pé froene, sd de separeres og det
bliver nemmere at flytte dem fra eppendorfror til petriskél vha. pipette.
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Petriskélene opdeles som pd tegningen til hejre og froene placeres i det
markerede omrade der er navngivet med samme navn som
eppendorfrarene. Der placeres ca. 20 af de pageldende fro 1 hvert
markeret omréde.

Nér freene er placeret 1 hver af de fem petriskile, lukkes de med
malertape og overfores til et keleskab, hvor der er ca. 4°C og merkt.
Dette skal imitere vinterperioden og serge for, at alle froene spirer
samtidigt.

Figur 3 Tegning (lavet i handen)
De overfores efter to dage i koleskabet til et veekstkammer med ideelle over hvordan petriskdlene skal
forhold for planter. Her er de i 12 dage, hvor der folges op og tages opdeles.
billeder af dem efter 5, 7, 10 og 12 dage. Dette gores for at ssmmenholde til sidst, og se, om der har
veaeret forskel pa vackstraten af de forskellige fro pa bestemte tidspunkter i vaeckstperioden.

Efter 12 dage fjernes petriskdlene fra vaekstkammeret og resultaterne analyseres. Der kigges forst
pa, om der er uonsket bakterie- eller svampevekst, der indikerer ikke-sterilt arbejde.

Hvis proverne ikke er kontaminerede, sammenholdes resultaterne af vaksten af de forskellige fro 1
medierne. Der kigges efter, hvilke fre, der har groet bedst i de forskellige koncentrationer, og der
sammenholdes med kontrollen. Der kigges pé, hvor godt de genmodificerede fro har klaret sig i
kontrollen uden salt, samt hvordan de har klaret sig 1 forhold til vildtype freene 1 saltmedierne.

Dermed er forseget afsluttet.

Det beskrevne forseg kan udferes pé Institut for Plante- og Miljevidenskab pa KU Life, hvor de har
alle nedvendige materialer. Der forekommer et estimat for udgifterne pa trods af dette. Materialer,
der ikke indgér i budgettet, vil blive stillet til rddighed af Institut for Plante- og Miljevidenskab, og
der er derfor ingen udgifter forbundet med disse.

Budget og tidsramme

Materialer Pris (DKK)
CRISPR/cas9 modificerede arabidopsis-fre 10

Kobes gennem KU

Vildtype arabidopsis fre 10

Kobes gennem KU

Materialer til half MS-plader 500

MS-salt u. Fe, Fe oplesning, sukrose, MES, agar

Kobes gennem KU

Leje af omraderne pa marker Max 17845
Gennem Naturstyrelsen eller privat

Tank til havvand 1635 pr. styk
Fra vvs-eksperten

I alt 20000
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Procedure Forventet tid
Blande oplesning til petriskalene samt 2 dag(e)
autoklave

Helde oplesning pa pladerne 2 dag(e)
Klargerelse af fro og saning 1 dag(e)

Fro 1 keleskab 2 dag(e)

Fro i veekstkammer 12 dag(e)
Analyse af proverne 1 dag(e)

I alt 17 dag(e)

Konklusion og perspektivering
Jeg forventer at have fundet ud af, om de CRISPR/Cas9 muterede fre har udviklet aget
salttolerance.

Uanset resultatet af projektet er der lagt op til yderligere forskning.

Hyvis ikke der ses en effekt hos de CRISPR/Cas9 muterede fro vil det vaere oplagt at undersage,
hvorfor effekten udebliver. Videreudvikling af denne metode, f.eks. ved at indsette en CaMV 35S
promotor i H*-ATPasen og derved overudtrykke den [15], ville ogs& vaere oplagt, da det har vist sig
effektivt 1 tobaksplanten.

Hvis der ses en effekt af mutationen, vil det vare oplagt at arbejde videre med denne metode 1
afgrader, der bruges i landbruget, sa vi kan udnytte de stigende vandstande. Det kan 1 sidste ende
vaere med til at stoppe oversvemmelser af store landomrader. Det kan sikre rent drikkevand til flere
mennesker, og en ny, holdbar méde, hvorpa man kan udnytte havvand. Jeg mener altsa, at det ville
vise sig yderst relevant at benytte udbyttet af denne forskning 1 landbruget til udvikling af
salttolerante afgrader.

Tak
Tak til mine forskerkontakter Henrik Brinch Petersen og Michael Brobjerg Palmgren for vejledning
gennem processen.
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med at udforme forsegsdesignet.
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Bilag 1: Relevante figurer til SOS-systemet
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Bilag 2: Fremgangsmdde til feeldningstitreringsforseget samt analyse
Fremgangsmade til faeldningstitreringen

1,0mL saltoplesningen overfores til en brend i en brendplade

Tilset 1 drabe 0,1M kaliumchromat-oplesning til samme brend

Pipette fyldes med 1,0 mL AgNOs(aq) (ingen luftbobler)

AgNO3s(aq) tilferes drabevis til saltoplesningen i brenden.

Det tilsatte volumen af AgNOs(aq) noteres, ndr oplesningen skifter farve fra gul til orange.

Titreringen gentages mindst 3 gange. Hvis forskellen i resultaterne er mere end 0,02mL gentages
forseget, sd man ikke har denne forskel mere. Resultaterne skrives i et skema, der ser séledes ud:

Jordprove # Forsog 1 Forsog 2 Forsog 3 Gennemsnit

V(4gNO3) | | | |

Analyse af resultaterne

Vil foregd med relevante maengdeberegninger, der vil vise, hvor meget Cl” og derfor ogsa, hvor
meget Na'.
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Bilag 3: Materialer og fremgangsmdade til oplesningerne til petriskalene
1L half MS:

MS-salt uden Fe 5335¢g
Fe oplosning 3,125 mL
1% sucrose 25¢g
MES buffer 1,25 ¢g

pH sattes derefter med NaOH til 5,7

(pH i cellen er under normale omstendigheder omkring 7, mens pH 1 apoplast er omkring 5-6 [20])
Derefter opdeles oplesningen 1 fem forskellige bareglas 4 200mL hver

I baereglassene fyldes der 300 mL miliQ vand 1, s& der er 500 mL i hver.

Der tilfojes derefter de relevante koncentrationer af NaCl til hvert baereglas undtagen kontrolglasset,
der kun indeholder n@ringsmediet half MS. (Disse koncentrationer fastlegges ndr resultaterne efter

hvor meget salt, der oplagres 1 jorden, er fundet, og dermed hvor meget saltstress de skal kunne
klare)

Veagten af NaCl, der svarer til den rette koncentration findes saledes:

Forst bestemmes stofmangden 1 de S00mL oplesningn = ¢ * V

Derefter bestemmes vagten i gram: m = M * n, hvor M = 22,990 ﬁ + 35,45 % = 58,44%
(Molarmasse for Na og Cl fra [5])

Nar NaCl er afveget tilfores 8% plante agar, hvilket svarer til 4g/500mL
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