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Indledning

I dag er klimaforandringerne en realitet, hvor konsekvenserne af gget udledning af drivhusgasser
observeres pa en lang rekke omrader i naturen. Biodiversiteten falder, polernes is smelter og
havene forsures. Den ggede maengde CO; i1 atmosfaeren reagerer med havet og far havets pH til
falde (se Bilag 1). Dette skyldes, at bikarbonatligevagten!, reaktionen med CO, i havet, forskydes
mod hejre, hvorved koncentrationen af bl.a. hydroner (H") stiger, hvilket far pH’en til at falde. Som
folge af dette reager hydronerne med karbonat? (COs*), hvorved koncentrationen af karbonat falder.
Dette har alvorlige konsekvenser for kalkholdige dyr og organismer, som fér sverere ved at danne
kalk, da de netop behever karbonat til at danne kalk (2). Klimaforandringerne er menneskeskabte,
og kan pd samme made loses af menneskeheden. Et vigtigt redskab i denne krise er
naturvidenskaben, hvor lesninger kan hentes fra naturen. Ved hydrotermiske vald lever
gammaproteobakterien Candidatus Endoriftia persephone, i endosymbiose med den gigantiske
rororm Riftia pachyptila (vist pd forsiden), hvis enzym til CO»-fiksering, Form II Rubisco RPE, er

en del mere effektivt end fotoautotrofe® organismers Form I Rubisco-enzym (3).

Problemformulering og formél

I mit Forskerspireprojekt vil jeg undersege, om man kan udnytte Cand. Endoriftia persephones?
Rubisco RPE til at optimere Rubisco-aktiviteten hos cyanobakterier. Nermere betegnet er mit
formal at undersege muligheden for at indsette genet for Rubisco RPE via INTEGRATE i
cyanobakterien Synechococcus sp. strain PCC 7002, da denne cyanobakterie er ideel for in vivo
forseg grundet sin hgje vaeksthastighed og hgje tolerance for genteknologiske indgreb (4). Jeg vil
undersege muligheden for optimeringen af cyanobakteriers CO»-fiksering, da disse bakterier star for
25% af den samlede primarproduktion pé jorden, hvorved en optimering af fikseringsevnen, vil

resultere 1 et maerkbart fald i COz-koncentrationen i havet (5).

Siledes er min problemstilling:
Kan cbbM-genet, kodende for Form Il Rubisco RPE fra gammaproteobakterien Cand. Endoriftia
persephone, indscettes via INTEGRATE i cyanobakterien Synechococcus sp. strain PCC 7002, og

pd sigt bidrage til at optimere COx-fikseringen fra havet i cyanobakterier?

! Bikarbonatligevaegten: CO, + H,0 = H,CO; = H* + HCO3 (2).

2 Ligevagten mellem karbonat og bikarbonat: H* + C0%~ = HCO3 (2).

3 Organismer, som opbygger organisk materiale fra CO2 vha. sollys (25).

* Candidatus Endoriftia persephone forkortes Cand. Endoriftia persephone (28).
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Afgraensning

I mit projekt vaelger jeg kun at fokusere pé at indsatte i cbbM-genet i cyanobakterien, og inddrager
ikke undersegelsen af effekten af det nye gen. Dette gores for at holde forseget under 20.000dkk, og
for at gare forseget mindre omfangsrigt. Derfor er komparative malinger mellem cyanobakterier fra
indgrebet og kontrol-cyanobakterier ikke en del af forsegsproceduren. Jeg vil i stedet bruge
gelelektroforese, som et mal for et vellykket forseg, da metoden er hurtigere og mindre omfangsrig.
Valget af Synechococcus sp. strain PCC 7002 er pa baggrund af, at bakterien har en hej
vaksthastighed, grundet det faktum, at cyanobakteriens carboxyleringseffektivitet er hgj (5).
Carboxyleringseffektivitet er et mél for hvor god Rubisco er til at bruge CO, som substratmolekyle®
(3). Vaksthastighed og carboxyleringseffektivitet er proportionale, hvorfor jeg argumenterer for at
bruge denne cyanobakterie, trods den hgje carboxyleringseffektivitet, for at forhindre, at forseget
tager lang tid. I dette projekt undersoger jeg altsd muligheden for integration af cbbM-genet i
cyanobakterier, og ikke den direkte optimering af den korrekte cyanobakterie Synechococcus sp.

strain PCC 7002’s carboxyleringseffektivitet.

Teori
Rubiscos funktion i CO:-fikseringen 3coL
vt [Car®oN FixATION|
Enzymet Ribulose-1,5-bisphosphate-
Z:Ru.BP . X ()

carboxylate-oxygenase, forkortet Rubisco,

. : : 3 Aok ® 6 3-PGA
katalyserer carboxyleringen® i Calvin-
3 (ATP

cyklussen hos fotoautotrofe og o@:

kemoautotrofe’ organismer hvor CO»
bindes til organisk materiale, nemlig 5 P

G3P ove vecycled
molekylet RuBP ® (se Figur 1) (6) (7) (8).

o (ADR

¢
6
| ® 62°
. 90¢s fo make glucose
Rubisco udger derfor en central rolle for

livet p 3 J orden. da e nzymet gor bindin gen Figur 1: Calvin-cyklussen. Rubisco enzymet katalyserer carbon fikseringen (7).
9

af CO> mulig, og pé den méde laegger grundlaget for foto- og kemosyntese. Selvom enzymet er et af

® Substratmolekyler er de molekyler, hvis omdannelse enzymet katalyserer (15 s. 734).

& Carboxyleringen er en konkret reaktion hvor CO2 bindes, hvorimod carbon/CO»-fiksering er en overordnet betegnelse
for fenomenet (6).

7 Organismer, som opbygger organisk materiale fra CO2 vha. kemisk energi (25).

8 Ribulose-1,5-bisphosphate forkortes RuBP (6).
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de mest udbredte enzymer pa jorden, har Rubisco en ret lav enzymaktivitet, da enzymet kun
omdanner ca. 1-10 substratmolekyler pr. sekund. Til sammenligning kan enzymet kulsyreanhydrase
omdanne op til 1 mio. substratmolekyler pr. sekund (8). Rubisco er derfor ofte en begreensende
faktor for CO»-fikseringen, hvilket er derfor jeg argumenterer for, at hvis enzymaktiviteten

optimeres, vil havets forsuring formindskes.

Fotorespiration
Rubiscos lave enzymaktivitet skyldes bl.a., at TRTOTESTTRToN

€0
enzymet udover at bruge CO> som substrat 2
ogsé kan bruge O, gennem en proces kaldet

© RubP 6 3-PGA + b prosphoalycolate
fotorespiration (se Figur 2) (9) (10). Denne R/ o o
' ' | 3 2-PeA ;7.,"2,"3:7
proces er ikke fordelagtig for enzymet, da der \ oo
nok LN
o C otows Yo

sker et tab af COa, ndr Oz bruges som e N oo / v .
substratmolekyle. Her binder Rubisco O»- £ \ose 3 Soved

no glucote made (&0

molekylet til RuBP, hvorefter der dannes et 3-
PGA-molekyleg og et 2-PG-molekylelo 2.PG Figur 2: Rubisco kan bdade bruge O og CO> som substratmolekyle (10).
kan ikke indgd i Calvin-cyklussen (se Figur 2), hvorfor der sker et tab af CO2 gennem dette

molekyle, og gassen derved frigives til miljoet igen (10).

Typer af Rubisco

Rubisco enzymet findes i fire former, Form I, I1, Il og
IV, hvor Form I og II benytter Calvin-cyklussen til
CO,-fiksering (11). Generelt har Rubisco Form I en

hejere carboxyleringeffektivitet end Form I, men

forseget af Zhang & et al 1 2021 viste, at Rubisco

Figur 3: Afbildning af Form II Rubisco RPE (3).

Form I i Cand. Endoriftia persephone har en 50,5%
heojere carboxyleringeffektivitet end Rubisco Form I i cyanobakterien Synechococcus sp. strain

PCC 7002, som anses for at have den hgjeste carboxyleringeffektivitet blandt Form I Rubisco (3)
(11). Hvorfor Rubisco Form II fra Cand. Endoriftia persephone har en hgj effektivitet er ikke helt

klart for forskerne, men gammaproteobakterien lever i et CO; rigt miljo, hvilket kan vaere

9 3-Phosphoglycerinsyre forkortes 3-PGA (6).
10 2-Phosphoglycerinsyre forkortes 2-PG (6).
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medvirkende til, at enzymet har udviklet sig til at veere bedre til at bruge CO> som subtrat fremfor

0: (3).

Metodevalg

INTEGRATE

Metodisk Vaelgerjeg at bruge genteknologien Donor DNA Tn5 Transposon DNA Donor DNA

INTEGRATE type I-F til at indsatte det nye gen, \ Transposase Binding
. ) O ————

da denne teknik integrer donor-DNA med lengder et ' o .

Synaptuc; Complex
op til 10kb'! med ~100% succes (12). Den hoje Formialion
succesrate skyldes, at integreringsmekanismen ikke

v Cleavage
forlober ved et dobbeltstrengsbrud i DNA’et som @
ved traditionel CRISPR-Cas9, men via DNA- X
transposons. DNA-transposons bestér af proteiner, Teroet BN ' Target capture
Tns, som flytter og integrer DNA-fragmenter
tilfeeldigt rundt i genomet med en effektivitet pa f Strand transfer

~100%. DNA-transposons er naturligt & O

Figur 4: Et eksempel pa DNA-transposons’ virke. En DNA-
sekvens flyttes fra donor-DNA et og integreres i mdlcellens
DNA (13).

forekommende i alle organismer, og har udviklet
sig til at flytte DNA-sekvenser med denne heje
integrationssucces (13) (14). Forskerne Sam Sternberg og Sanne Klompe har udvundet et
transposons-system fra kolerabakterien Vibrio cholerae, som kombinerer DNA-transposons med
crRNA fra CRISPR-Cas9-teknikken, som derved ger integrationen pracis (13) (14). Ved CRISPR-
Cas9 guider crRNA Cas-molekylet hen til spacer-omradet!?, da crRNA er komplementeer til dette
sted 1 genomet (15 s. 1063-1066). Problematikken ved CRISPR-Cas9 er, at Cas9-molekylet kun er
ansvarlig for dobbeltstrengsbruddet og ikke indsattelsen af donor-DNA’et ved spacer-omradet, som
ved DNA-transposons. Metoden afhanger derfor af, at HDR!? forleber ved reparationen af bruddet,
hvor donor-DNA’et bruges som skabelon. HDR er dog langsommere end den anden
reparationsmetode NHEJ!'4, hvor DNA et genskabes tilfeeldigt, hvilket ofte forlaber ved frameshift-

mutationer, som satter genet ud af funktion (16) (17). Grundet dette faktum argumenterer jeg for at

1110 kilo basepar = 10.000 basepar (12).

12 Spacer-omrédet er stedet, hvor donor-DNA et indsettes (15 s. 1063-1066).
13 Homology Direted Repair forkortes HDR (16).

!4 Non-homologous end-joining forkortes NHEJ (16).
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bruge INTEGRATE som integreringsmetode i forsaget. Udover at vaere ekstremt effektivt, er
metoden ogsd billig og nem (14).

Koloni-PCR

Efter brug af INTEGRATE skal indgrebets virke bestemmes via gelelektroforese. Inden
gelelektroforesen benyttes koloni-PCR!5, hvor et overlap fra hver ende af cbbM-genet til det
omkringliggende DNA i cyanobakterien opformeres!'® (Bilag 9; Figur 13, Figur 14). Der skal derfor
designes primere fremadrettet og baglensrettet til hver af overlappene, s& PCR-reaktionen kan
forlebe (Bilag 6). Teknikken gor brug af DNA-replikation, hvor primerne kickstarter replikationen
af DNA’et, da de fungerer som skabelon for DNA-polymerasen til at kunne replikere det enskede
DNA (15 s. 1004-1006). For at opformere DNA-fragmentet, opvarmes DNA et forst til ca. 95°C,
hvor hydrogenbindingerne mellem de to DNA-strenge detoneres, hvorved DNA’et bliver
enkeltstrenget. Herefter sa&enkes temperaturen til primernes temperaturoptimum (i forseget 52,5°C)
for, at primerne kan binde til DNA-strengene, og til sidst heves temperaturen til DNA-polymerases
temperaturoptimum ved ca. 72°C. Denne cyklus gentages ca. 25-35 gange, hvor mengden af det

onskede DNA opformeres eksponentielt (15 s. 1004-1006) (18) (19).

Gelelektroforese

For at bestemme om donor-DNA et er indsat, benyttes gelelektroforese, som er en metode, der
adskiller DNA-fragmenter i forskellige storrelser pa en gel af agarose-molekyler ved tilforsel af
strom. Da DNA-molekylet er negativt ladet, grundet phosphat-gruppen i molekylet, vil molekylerne
vandre fra anoden!” til katoden'® i gelen. Molekylernes hastighed er omvendt proportional med
storrelsen, da mindre DNA-molekyler moder lavere friktion i agarose-molekylerne end storre DNA-
molekyler. Derfor vandrer smé molekyler hurtigere i gelen end sterre molekyler, hvilket gor, at
DNA-fragmenterne adskilles efter storrelse. For at gore DNA’et synligt tilsattes et fluorescerende
eller farvet stof til proven med DNA, som i forseget kommer fra DreamTaq Green PCR-master mix

2X. Efter noget tid ses de opformerede DNA-fragmenter fra koloni-PCR i gelen som bénd, som

5 Ved koloni-PCR behgver man ikke udtreekke DNA’et som ved normal PCR. Her tages bare en prove fra
bakteriekulturen, hvor cellerne detoneres gennem indledende opvarmning, og DNA’et derved frigives (26).
16 Det ene overlap er 430bp langt og det andet er 654bp langt.

17 Negative elektrode (15 s. 1008).

18 Positive elektrode (15 s. 1008).
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sammenlignes med DNA-stigen med kendte fragmentlengder, for at kunne bestemme leengden af

DNA-fragmenterne fra proven (15 s. 1007-1010) (18) (19).

Fremgangsméade
Forsaget udfores pa SDU.

Del 1: Design af INTEGRATE-plasmid og andre keb

- INTEGRATE-plasmidet(pSL1142) kebes fra Addgene.com (Bilag 2; Figur 5).

- Donor-DNA’et (Bilag 3; Figur 7, Figur 8 + Bilag 4) og oligonukleotider fremadrettet og
baglensrettet til crRNA (Bilag 5; Figur 9, Figur 10) klones ind i INTEGRATE-plasmidet
gennem Genscript.com.

- Primere til PCR designes og kebes fra Thermo Fisher Scientific (Bilag 6).

- Derudover kebes cyanobakterier og andet udstyr/materiale online (lees yderligere

under “Budget” og "Hjemmesider”).

Del 2: Elektroporation og INTEGRATE
Efter levering af materialer og udstyr:
- Cyanobakterierne tas op og kultiveres i demineraliseret vand med vakstmediet (Bilag 7) ved
26°C under 2000-3000 lux i et varmeskab til oplesningen har en koncentration pa 1-2 mio.
celler pr. ml (max 7-14 dage) (20).
- Elektroporation udferes for cyanobakterierne (21)!:
o 25ul af cyanobakterierne overfores til et mikrorer og cellerne vaskes med
elektroporationsbuffer.
o luL af INTEGRATE-plasmiderne tils@ttes mikrororet.
o En elektrisk puls (100, 25uF) tilseettes cyanobakterierne i ~2,6ms, s
cyanobakterierne kan optage plasmiderne gennem cellemembranen?’.

o Cyanobakterierne overfores til vekstmediet igen og kultiveres i 1 dag.

19 Detaljeret forklaring til brug af elektroporation findes gennem linket fra bio-rad.com: https://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/lst/literature/ AW 10009178.PDF og international.neb.com:
https://international.neb.com/protocols/0001/01/01/electroporation-protocol-c2986

20Den elektriske puls medforer en forstyrrelse i cellemembranen, sa bakterien kan optage plasmidet gennem
cellemembranen (21).
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Del 3: Koloni-PCR

- Der laves to PCR-forseg?!;

o En kontrol uden cyanobakterier markeret med 1" pa PCR-roret.
o Enreaktion med cyanobakterier markeret med 2 pd PCR-roret.

- Rer”1” og 72”: 25uL. DreamTaq Green PCR-mastermix 2X tilfgjes med mikropipetter, og
rorene kores kort i vortexmaskinen.

- Rer”1” og ”2”: Med mikropipetter tilsettes 0,1-1uL af bade fremadrettet og baglaensrettet
primer, og nukleasefrit vand tilsattes, sd oplesningen bliver 50uL. Herefter sattes rarene pa
is.

- En prove af cyanobakterierne overfores til en petriskal, som underseges i mikroskop. Er
proven levedygtig overfores 0,1-1uL af indholdet til rer 2 (15) (19) (22).

- Rer ’1” og 72”: Rerene overfores til thermal cycleren og felgende kommandoer gives til
maskinen:

o 5 min. ved 95°C
o 25-35 gange af 30 sek. ved 95°C, 30 sek. ved 52,5°C, 1 min. ved 72°C
o 5-15min. ved 72°C

- Proverne sattes pa is og atkeles, hvorefter de er klar til gelelektroforese (18) (19).

Del 4: Gelelektroforese
- lgagarose og 100mL TBE-buffer haldes i en kolbe og opvarmes i mikrobglgeovnen.
- Oplesningen heldes i elektroforesekarret, hvor kammen er tilsat, og gelen sterkner.
- Elektroforesekammeret fyldes op med TBE-buffer.
- 5-15uL af DNA-stigen tilfejes til brond®? nr. 1 med mikropipette.
- 5-15uL af'rer 1 tilfejes til brend nr. 2 med mikropipette.
- 5-15uL af'ror 2 tilfejes til brend nr. 3 med mikropipette.
- Stremmen teendes (120v) og gelelektroforesen kerer i 20 min.

- Langderne af DNA-fragmenterne fra brend nr. 3 aflases ved at sammenligne med brend nr.

1’s leengder (disse leengder er kendte) (15) (18) (19).

2! For yderligere forklaring til koloni-PCR, falger denne brugervejledning med ved keb af DreamTaq Green PCR-
master mix 2X:

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manualss MAN0012704 DreamTaq Green PCR MasterMix K1081 UG.pdf
22 ”Brgnde” referer til de huller der laves i gelen med gelelektroforesekammen (15 s. 1008).
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Gelelektroforesens resultat vil vise om cbbM-genet blev indsat (Bilag 8, Figur 11, Figur 12) Ved at

sammenligne med DNA-stigens bp-leengder, forventer jeg at se et band ud for ca. 430-450bp og et

ud for ca. 650-675bp ved brend nr. 3, da de opformerede DNA-fragmenter, overlappene pa hver
side af cbbM-genets indsettelse, er 430bp og 654bp lange (Bilag 9; Figur 13, Figur 14). Da

INTEGRATE har en succesrate pd ~100%, forventer jeg at se dette resultat (12) (14). Opnés

resultatet ikke, kan det skyldes, at cyanobakterierne ikke har optaget plasmidet ved elektroporation,

opbrugt neerringsmedium eller fejl ved PCR eller gelelektroforesen. Da brend nr. 2 er kontrollen

uden DNA fra cyanobakterierne, forventer jeg ikke at se nogle band ved denne brond.

Forventet tidsramme

Afheenger af cyanobakteriernes veekst og leveringstid af materialer.

Procedure Tid

Kob og levering af udstyr/materialer, plasmider og cyanobakterier | 7-14 dage

Plasmider indsendes til Genscript.com som foretager kloning 14-20 dage

Plasmider leveres af Genscript.com 7 dage

Cyanobakterier kultiveres (opstart pa kultiveringen) 7-14 dage

Elektroporation 2 dage

INTEGRATE-indgreb 1 dag

Cyanobakterier kultiveres med det nye plasmid 1 dage

PCR og gelelektroforese 1 dag

I alt 40-60 dage
Budget

Keb Pris

Cyanobakterien Synechococcus sp. strain PCC 7002

2940,12 dkk (€346,00)

INTEGRATE-plasmid, pSL1142(pSPIN, pBBR1 backbone)

565,00 dkk ($75)

INTEGRATE-plasmidet af Genscript.com

Syntese og kloning af donor-DNA til crRNA ind i INTEGRATE- | 4546,66 dkk ($614,95)
plasmidet af Genscript.com
Syntese og kloning af 2 oligonukleotider til crRNA ind 1 1323,44 dkk ($179)

4 primere til PCR

111,01 dkk (163,2sek)
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DreamTaq Green PCR-master mix 2X 672,03 dkk (988sek)
Indeholder:

e Buffer

e dNTPs (frie nukleotider)

e DNA-polymerase

e Green electrophoresis tracking dye

Agarose 752,00 dkk

TBE-buffer 390,00 dkk

Pipettespidser til mikropipetterne 10uL, 200 uL 562 dkk

PCR-ror 0,2mL 151 dkk

Mikrorer 0,5mL 356 dkk

Mikropipetter, 1 af 0,1-2uL og 1 af 10-100uL 1364,2 dkk

Moms ved keb fra Drifton.dk 743,75 dkk

DNA-stige 371,39 dkk (546,00sek)

Nukleasefrit vand 155,7 dkk (228,90sek)

Fragt fra keb hos Thermo Fisher Scientific 25,32 dkk (€2,98)

Is, kolbe, mikrobglgeovn, reagensglas, petriskale 0 dkk - 14nes af Nordfyns
Gymnasium

Varmeskab, veekstmedium til cyanobakterierne, mikroskop, 0 dkk - lanes af SDU

elektroporationsmaskine og -buffer, vortexmaskine, thermal cycler
og elektroforesesystemet
I alt Ca. 15.030,62 dkk

Konklusion

Da forseget ikke inkluderer undersogelsen af cbbM-genets effekt i Synechococcus sp. strain PCC
7002, vil yderligere tiltag vere at udfere samme forsegsprocedure for en cyanobakterie med lav
carboxyleringseffektivitet, og herefter undersoge effekten af genet gennem komparative analyser
som bl.a. COz-koncentration, vaksthastighed og neringsindhold mellem cyanobakterier fra
indgrebet og kontrol-cyanobakterier. Hvis genmodificeringen af cyanobakterierne bliver en succes,
skal grundige analyser og observationer af organismerne laves inden de s@ttes ud i naturen. Det
galder bl.a. undersggelser af cyanobakterierne i samspil med andre organismer, da bakterierne far
en markant konkurrencefordel ved at 3 tilfort cbbM-genet. Det er vigtigt at sikre, at der ikke sker
negativ biomanipulation, hvis de genmodificerede organismer sattes ud i naturen, hvilket ville vaere
det veerst tenkelige scenarie, nar udgangspunktet for projektet var at lase en miljekrise. Kommer
INTEGRATE-indgrebet til at virke pa lengere sigt, vil mere CO2 blive bundet som organisk

materiale, hvorved den biologiske pumpes aktivitet vil stige, sa transporten af carbon til havbunden
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i form af detritus®® stiger. CO»-koncentrationen i havet vil derfor falde, da gassen lagres som
detritus 1 havets bundsediment i stedet for at vare oplest i havet. Dette vil medfere en forskydning
af bikarbonatligevagten, sé der dannes feerre hydroner, og havets pH vil stige, hvorved havets

forsuring formindskes (15 s. 1290-1291) (22 s. 93).

Kontakter/tak

Mange tak til min forskerkontakt Professor Donald E. Canfield fra Nordcee, SDU, for faglig indsigt
og sparring gennem mit projekt. Mange tak til Postdoc Joshua Atkinson fra AU (geesteforsker fra
University of Southern California) for hjalp til metode og bilag. Mange tak til Professor Andreas

Schramm og specialestuderende Theresa Hagen Van fra AU.

Mange tak til Beryl Cheng og Evan Fan fra Genscript.com og Kim Siebers fra Twistbioscience.com
for information om priser pa deres produkter. Mange tak til PhD. Amelia-Elena Rotaru og Dr.

Carolin Loscher fra Nordcee, SDU, for hjelp med kultiveringen af cyanobakterier.

Mange tak til mine naturfagslerere fra Nordfyns Gymnasium Susan Guldberg Graungérd Petersen,
Katja Malene Thornhej-Larsen og Kjeld Jorgensen for henholdsvis sparring, hjelp og materiale.

Mange tak til min koordinator Sylvie Cifuentes for vejledning gennem mit projekt.

2 Detritus er den latinske betegnelse for dedt organisk materiale (15 s. 1224).
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Hjemmesider

Atcc.org:
- Cyanobakterien Synechococcus sp. strain PCC 7002: https://www.atcc.org/products/27264

Addgene.com:

- INTEGRATE-plasmidet (pSL1142): https://www.addgene.org/160730/

Genscript.com:

- Donor-DNA og oligonukleotider til crRNA laves og klones ind i INTEGRATE-plasmidet
(pSL1142) gennem bestilling: https://www.genscript.com/gene-cloning-
subcloning.html?src=google&gclid=Cj0KCQjwteOaBhDuARISADBqReh8U7qRWT _sfl6a
1rQJ_7t94meAxU_ZYmDTvImFeZOR-KIZ6j_JGi8aAhi6EALw_wcB

Thermofisher.com:
- DreamTaq Green PCR-master mix 2X:

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1081

- DNA-stige: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0334

- Nukleasefrit vand:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/J71786.XCR?SID=srch-srp-
J71786.XCR

- Primere; https://www.thermofisher.com/order/custom-standard-oligo

- Agarose: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/16500100

- TBE-buffer:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/J62788.K2?gclid=Cj0KCQjw--
2aBhDS5ARISALiRIwCsy6DxiN-
Nne6YpxmUry2CluCVnnroilYeBEsoDDwI1Eml160Jql7LIaAjelEALw_wcB&cid=lcd dig
_sbu 103 _co_cpl517 pjt8642 col019235 Ose gaw dy pur &ef id=Cj0KCQjw--
2aBhDS5ARISALiRIwCsy6DxiN-
Nne6YpxmUry2CluCVnnroil YeBEsoDDw1Em160Jql7LIaAjelEALw_wcB:G:s&s kweid
=AL!3652!31603983824313!!1g!11113092331560!127576879412

- Information om fragt og leveringstid:
https://www.thermofisher.com/dk/en/home/global/shipping-handling-charges.html
Drifton.dk:

- Pipettespidser til mikropipetterne: https://drifton.dk/shop/115-pipettespidser-og-roer/2491-

sterile-pipettespidser-rack/

Side 16 af 28



Fridda Elinor Cecillic Raft » NORDFYNS
Projektforskerspirer 2022, NAT GYMNASIUM

- Mikropipette 0,1-2uL: https:/drifton.dk/shop/112-pipetter-og-flaskedispensere/2270-

accumax-smart-pipetter-variabel-volumen/?variantld=1886&gclid=Cj0K CQjw--
2aBhDSARISALiRIwBnpOZ9 v70J0e6ghwTNi75nQP6jWbcuT8blmnwpN-
3UJwab3V{9G8aAk 7TEALw_wcB

- Mikropipette 10-100uL: https://drifton.dk/shop/112-pipetter-og-flaskedispensere/2040-

mikropipette-variabel-volumen/

- PCR-ror 0,2mL: https://drifton.dk/shop/115-pipettespidser-og-roer/2395-accumax-pcr-roer-

02-ml-sterile/

- Mikrorer 0,5 mL: https://drifton.dk/shop/115-pipettespidser-og-roer/2389-accumax-

mikroroer-sterile/

Nordcee, SDU.dk:

- Varmeskab, vekstmedium til cyanobakterierne, mikroskop, elektroporationsmaskine og -

buffer, vortex-maskine, thermal cycler og elektroforese system: https://www.nordcee.dk/

Nordfynsgymnasium.dk:

- Is, kolbe, mikrobeglgeovn, petriskale, reagensglas: https://nordfyns-gym.dk/

Andre:
NCBI
- Accession numre for donor-DNA’et (cbbM-genet fra Cand. Endoriftia persephone) og
Synechococcus sp. strain PCC 7002 er hentet fra NCBI (National Center for Biotechnology

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Benchling.com
- Onlineverktgjet Benchling.com bruges til at designe primere, oligonukleotider, og
visualisere INTEGRATE-plasmidet (pSL1142) og indsettelsesstedet 1 Synechococcus sp.
strain PCC 7002, https://www.benchling.com.

Side 17 af 28



Fridda Elinor Cecillic Raft » NORDFYNS
Projektforskerspirer 2022, NAT GYMNASIUM

Bilag

Bilag 1: Sammenhangen mellem oget CO: udledning og havets forsuring.

I takt med at mere CO; udledes, stiger koncentrationen af hydroner i havet, hvilket far havets pH til
at falde. pH er et mal for hvor stor koncentrationen af hydroner er i en oplesning. Sammenhangen

mellem pH og koncentrationen af hydroner i en oplesning er omvendt proportional, hvilket betyder,

at jo lavere pH’en er i oplesningen, desto hejere er koncentrationen af hydroner i oplesningen (2).

C02-koncentration i atmosfzren Havforsuring
= 390 B
[— 9
= 8.2
S 360 - 8
= = 756
£ 330- g,
E o 7.2
B 300 s 7
= & 68
[-¥} o
= £ 66
2 770 - R = 6.4+ ——
1750 1800 1850 1900 1950 2000 175 1800 1850 1900 1950 2000
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Bilag 2: INTEGRATE-plasmidet (pSL1142) fra Addgene.com
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Figur 5: Plasmidet (pSL1142) fra Addgene.com.
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Bilag 3: Kloning af cbbM i INTEGRATE-plasmidet (pSL1142)

Ved bestillingen af kloningen hos Genscript.com

Tacaet gqene
oplyses det, at cbbM-genets (donor-DNA’et) Ploswid J ’
accession-nummer er AF047688 (fra NCBI, se Bilag
4) og klones ved brug af restriktionsenzymerne Xhol Digesk (St
og Pstl. Ved kloningen klipper restriktionsenzymerne \W_\IN

Xhol og Pstl hver isar et specifikt sted i cbbM-genet

og INTEGRATE-plasmidet, s& der skabes to dbninger Sown k| | Recomunant

. . . DNA \'\%ae& p\asw\'\d
1 genet og plasmidet (se Figur 6). Da man bruger de 7
samme restriktionsenzymer, vil dbningerne 1

. Figur 6: Kloning. Et bestemt gen overfores til et plasmid (23).
plasmidet og genet have et overlap af baser, som er & & & / P (29

komplementzare til hinanden. Dette gor, at enderne i plasmidet og cbbM-genet danner baseparinger
med hinanden. DNA-ligase forsegler bindingerne, og pa den made bliver cbbM-genet indsat i

INTEGRATE-plasmidet (se Figur 6 og Figur 8) (15 s. 1050-1053) (23).

Y Y
BamHI
PagR71 EcoRI
PspXI KpnIl
XhgI Psil
Bsu36Il T141 BspEI Acll SspI PstI EcoRY Acc651
1,499 1,600 1,800 2,000 2,200
Mini-Tn
Vch...nd
CmR P VchI...end

Figur 7: Hvor cbbM klones ind i plasmidet (pSL1142) af Genscript.com. Optegnet i Benchling.com af Postdoc Joshua T. Atkinson.
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Y. A 4
11 bg)
SgrDI
Sall
BamHI
aeR71
SpXI Stul
hoI EcoNI stl
u36I 1iI Alel Stul PaqCI Bsu3gI
| | |
14400 1,600 1,800 2,000 2,200 2,400 2,600 2,800 3,000
[
| cbbM gene >
Mini-Tn
[ { cbbM CDS (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase)
> INSERT TO ORDER FROM GENSCRIPT |
k B [ bacterial symbiont — Ve

Figur 8: cbbM (inkl. primer og terminator) klonet ind i plasmidet (pSL1142) af Genscript.com. Optegnet i Benchling.com af Postdoc

Joshua T. Atkinson.
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Bilag 4: cbbM genets sekvens (donor-DNA’et)

Sekvensen indeholder ogsd promotor og terminator for genet, hvilket sikrer, at genet bliver udtrykt

efter INTEGRATE-indgrebet i cyanobakterien.

Sekvensen (1617bp lang):

CTCGAGGTCATTTCCGGGGATCC CttgacagctagetcagtectaggtataatactagegtcgacGTGGAGATATA
CCATGatggcattagaccaaaccaatcgttattcagacctgagtttgaaagaagacgagctgatcgcaageggtgactacgtactttgegect
acctgatgaagccaaagtccggctacggttacctggaagetgctgcetcactttgecagetgagtectccaccggeaccaacgtggaagtcetctace
actgatgacttcaccaagggtgttgacgcgctggtctatgagatcgatgaageccaaagagetgatgaagatcgectacccegttgacttattcgat
atcaacatcatcgacgggcgtgcecatgctggeatcgttcctgaccctgaccatcggtaacaaccagggtatgggcgatatcgaatacgecaaga
tgctcgacttctacatgecacccaaatacctgegectgtacgacggteetgeggtcaacatccaggatatgtggegeattetggggcgtecaattg
agaatggtggttacatcgccggcaccatcatcaaacccaaactgggectgegtcccgagecctttgetgaageggcataccagttctggetggg
cggtgacttcattaagaacgacgagccccagggtaaccageccttctccceccatgaagaagaccatcecgetggtggcagacgecatgegteg
cgcccaggatgagactggcgaagecaagcetcettctccgecaacatcaccgetgatgatccagecgagatgattgecccgtggtgagttegtecte
gaAacctteggttttgaggectetcaggttgecttectggttgatggttacgtagecggtectaccgetgttgeccacegececgtegeaacttceee
aaccagttcctgcacttccatcgtgccggtcacggtgeggtecacctctccccagageaagegtggttacaccgcetttcgtacacatcaagatgac
ccgtetgetgggtgcatceggtatgeacgtcggeaccatgggctacggcaagatggaaggegaagecagegacaaactgattgectacatgat
cgagcgtgacagegecgatggtcecttictaccatcaggagtgggctggcatgaaacccaccaccccgatcatetcecggeggeatgaacgecct
gegtctacceggcttettcgagaacctgggecacggceaacgtgatcaacaccgeaggtggtggtacttacggtcacatcgacageeceggegg
ctggtgctgtetcectgegtcaggectacgagtgctggaaagagggtgcagacccggtecgagtacgcgaaagageacaaagagttecgetege
gecttegagtectttccgeacgatgeggacgetatettcecceggatggegegacaagetgggegtacacaagtaaCCTAGGCTGCTG
CGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTC
TTGAGGGGTTTTTTGCTGAAACCTCAGGCATTTGTTTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCC
CTTCTAGAGTCCTTACTGCAG
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Bilag 5: crRNA i INTEGRATE-plasmidet (pSL1142)
crRNA klones ind i INTEGRATE-plasmidet af Genscript.com, pa samme made som cbbM-genet
blev indsat. Her benyttes restriktionsenzymet Bsal til klipningen i plasmidet, og crRNA indsettes

som oligonukleotider, dvs. kortere kaeder af nukleotider (se Figur 10).

Y Y
Bar
Bsal PshAI Bsal BamHI EcoRI
6,820 6,840 6,860 6,880 6,900 6,920
V. cholarae repeat 7 , [ Ext Bsal ! V. cholarae repeat

Figur 9: Hvor crRNA indscettes i plasmidet (pSL1142). Optegnet i Benchling.com af Postdoc Joshua T. Atkinson.

Folgende oplysninger gives ved bestillingen af kloningen:
Sekvens for den fremadrettede oligonukleotid kodende for crRNA:
5' ATAACcctcggagaattggggtttttctt 3'

Sekvens for den baglensrettede oligonukleotid kodende for crRNA:
5' TTCACaagaaaaaccccaattctccgagg 3'

A 4 A 4
Be

'ATAACcctcggagaattggggtttttcit

CATGGGTGAACTGCCGAGTAGGTAGCTHATAACcctcggagaattggggt ttttct tGTGAACTGCCGAGTAGGTAGCTGATAACGG
GTACCCACTTGACGGCTCATCCATCGAQTATTGggagectcttaaccccaaaaagaaCACTTIGACGGCTCATCCATCGACTATTGCC

ggagcctcttaaccccaaaaagaaCACTT

| sgRNA (NS...element) L
V. cholarae repeat | CYANOBACT...SEQUENCE - Y. cholarae repeat
INTEGRATE

I [ I I
7,720 7,740 7,760 7,780

Figur 10: Oligonukleotider til crRNA optegnet i Benchling.com af Postdoc Joshua T. Atkinson.
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Bilag 6: Primere til PCR

Primerne er optegnet i Benchling.com af Fridda Elinor Cecillie Raft i samarbejde med Postdoc Joshua T. Atkinson.

Ved bestilling af primere gennem Thermo Fisher Scientific indskrives folgende sekvenser (se under

hvert billede).
Y Y Tatl
=
ggttaaaccaagacccagccaa
atg ggttaaaccaagacccagccaaajgactggtgaactgtacttgacccgaacccgtttcatgttgctgccataaattTGTTGATG
tacggccaatttggttctgggteggtttjtctgaccacttgacatgaactgggettgggcaaagtacaacgacggtatttaaACAACTAC
4N
cPCR-BAND1
Primer bi...ng ===-=> > \
slt gen¢ | < |
slt CDS (soluble lytic trfansglycosylase) | END
source
T T T T
2,108 2,128 2,148 2,160

Primerens sekvens:

5' cggttaaaccaagacccagccaaa 3'

sttgtgtacgecccagettgtegegecatecggggaagataggcgtecgeategtgeggaaaggadtce
Jaacacatgcecgggtcgaacagegeggtaggecccttctaticgecaggegtageacgectttectgag:

460 458 456 454 452 450 8 446 444 442 g

rﬂnc W G PIFIRPADADHPIES

ini-Tn

cPCR-BAND1 B
cbbM CDS (ribulose}1,5-bisphosphate carboxylase/foxy

INSERT TO ORDER FROM TWIST

bacterial symbiont ]

spurce

160 2,480 2]})00 2,528

Primerens sekvens:

5' gteetttccgeacgatgeggacge 3
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S
ctcaggtctgaataacgattggt

gatcagctcgtcttctttcaaaktcaggtctgaataacgattggt

» NORDFYNS
GYMNASIUM

Accl
SgrDI
5all

BmgBI

ggtctaatgccatCATGGTATATCTCCACgtcgacgectagtatt

ctagtcgagcagaagaaagtttjgagtccagacttattgectaaccaalaccagattacggtaGTACCATATAGAGGTGeagetgegatcataa
20 18 16 14 12 10 8 6 4 2
CEUDE S@YETRI N T RODL A M
cPCR BAND2
___cbbM gene
Mini-Tn
|~ Primer Binding -----> | |
cbbM CDS (ribulose-1,5-pisph...hate carboxylase/dxygenase <
e INSERT TWI
bjcterial symbiont } Promoter - RBS |
source
| | | |
3,800 3,820 3,840 3,860
Primerens sekvens:
5' ctcaggtctgaataacgattggtt 3'
PluTI Y Y
Sfol
Narl
KasI

tgaaaatgccataatcccggtcaatggtagagagggegeecttgaggtaataccagtecateceed

kccgataccaaggaatatccgettd

cgtatgg!

acttttacggtattagggccagttaccatctctcccgcgggaactccattatggtcagtaggggFgctatggttccttataggcgaachatacc;

k!ctltllttccttltlllc‘lld

cPCR BAND2

>

<-==- Primer binding >

desB gene

desB CDS (omega-3 acyl-lipid desaturase)

source

! I
4,380 4,400

Primerens sekvens:

5' gaagcggatattccttggtatcgg 3

4,420 4,440 4

,460
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Bilag 7: Information omkring vaekstmediet til cyanobakterierne

Veakstmediet til Synechococcus sp. strain PCC 7002 laves efter denne procedure (hentet fra
atcc.org, hvor bakterien kebes) med kemikalier fra SDU:

ATCC medium: 1047 MN Marine medium (ATCC Medium 957) with 20 mcg/L of
vitamin B12

ATCC Medium 957 (see below) with 20 mcg/L vitamin B12 added

ATCC Medium $957:

MISO; « THaO teenenineinenenenanennns 0.04 g
CaClg . ZHQO .......................... 0.02 g
NANOi v vttt st s s sssssssnsssssssssssssss 0.75 g
KoHPOg o 3Hi0. ittt ittt iennnnnssnannnnas 0.02 g
Citric acid. ..ot nenennnncnananas 3.0 mg
Ferric ammonium citrate............... 3.0 mg
0 0.5 mg
NEQCOJ ................................ 0.02 g
Trace Metals A-5 (see below).......... 1.0 ml
Agar Noble (Difco 0142) (if needed).. 10.0 g

Distilled water......ooieeeeennnnnns 250.0 ml
Seawater.....ciiiiiiierennsnnnsanannn 750.0 ml

Adjust pH after autoclaving to 8.5 with KOH.

Trace Metals A-5:

HiBO3 . .iiieiteenessnsssnsssnnns 2.86 g
MnCl_, B L . 1.81 g
ZnS0; . TH0 .ttt i ittt nnnnnsnas 0.222 g
Na2MoOy . 2H;0 i viiiinnnnnnnnns 0.039 g
CuSOs + 5HoO tvvvvnnneennnnnennn 0.079 g
Co(NOi), . GH‘O ................ 49.4 mg
Distilled water......cevueeuuan 1.0 L
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Bilag 8: cbbM indszttes i Synechococcus sp. strain PCC 7002

YY
PluTI
BsrDI Tat Narl
11 EcoNI Btsal BstX] Bpll BseRI BstXI Sfol
Hpal Acul BtsI BsrFI Bsal EciI BplI Begl KasI Bsgl
1,800 2,000 2,200 2,400 2,600
[

slt gene
5 (soluble lytic transglycosylase) [ jesB Cl

source

Figur 11: Stedet i Synechococcus sp. strain PCC 7002’s genom, hvor cbbM indscettes ca. 50bp efter spacer-omrddet (=target point)
til crRNA, er markeret med den orange lodrette bjcelke. Den lilla trekant til hojre for denne bjcelke er spacer-omrddet til crRNA.
Synechococcus sp. strain PCC 7002’s accession nummer er CP000951.1 (fra NCBF?). Optegnet i Benchling.com af Postdoc Joshua
T. Atkinson.

Y
Example ins‘;rtion into 7002 (5202 bp) [
BaBI
Paef}71
Psp}I
BsofI
Xho
T11
Ava
NspI BamHL
BsmI SnaBI
BmrI PvuIl Eafl
Stul BspQI Mfel MslI EBEmtl TatI
Eco0109I Tth111I Sapl Nael AleI Nhel PluTI Nrul
HindIII AvrlI AccI StuI BanII DrdI  AvrI] Sfol BStAPI
BmtI BsaXI PsiI BlpI @ BeclI SnaBI BsoBI BspDI AccI NarI Kpnl BglII
NmeAIII Asel BssHII TatI Eco01@9I BsaAl Aval BarI  SgrDI KasI Acc65I
AclI NheI XmnI Ascl BglI BsrijI Bsu36I = PaqCI AIwNI BanII BglI BsaAl BseRI Bsal BspHI
AclI PaqCI MscI Ajul HindIII Btsofl PstI PFIFI  MslI EarI NgoMIV ClaI S$all Bsal BplI BlpI Eael
XmnI | BstAPI Eael Nrul AhdI Hpal BtsI Sfcl| BsiHKAI BmgBI NmeAIII| Pfol BsaBI BmgBI BplI BbvCI| BbvCI
500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,040 4,500 5,000
q{ cPCR BAND2 >
cbbM gene |
- Mini-Tn
__§PC...D1 q
cbbM CDS (ribulo...lase/oxygenase) 4| )
slt gene INSERT TO ORDER FROM TWIST | desB gene
slt CDS (soluble lytic transglycosylase) | 4 bacterial symbiont } | desB CDS (o...esaturase) |
source
f
J A

Figur 12: cbbM-genet indsat i Synechococcus sp. strain PCC 7002’s genom ca. 50 bp efter spacer-omrddet til crRNA. Optegnet i
Benchling.com af Postdoc Joshua T. Atkinson.

24 Det fulde genom af Synechococcus sp. strain PCC 7002 findes via linket (p& NCBI):
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP000951.1
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Bilag 9: DNA-béind, som ses ved PCR

Y

)1

Tatl PsiI

2} 1ee 2,200

Pstl
Sfcl

2,300

AvrIl
Eco01091

Bsu361I BlpI

2,400

cPCR-BAND1

VchINT L-end

£

source

@

» NORDFYNS

GYMNASIUM

Figur 13: DNA-bdnd 1: Det ene overlap mellem Synechococcus sp. strain PCC 7002’s genom og cbbM, som replikeres grundet
primere fra Synechococcus sp. strain PCC 7002’s genom hvor cbbM indscettes, og enden af cbbM. Overlappet er 430bp langt.

Optegnet i Benchling.com.

Bsal
BlpI
BbvCI

4,600

desB gene

Y Y
PaeR7I
PspXI
BsoBI
XhoI
TliI
Aval
BamHI
Mfel Bm:I
Nael Nhe I
BmrI DrdI Avril
NmeAIII BanII BspDI Accl P1uT]|
BI BspQI BsoBI Pfol Clal Pwvull SgrDI BseRI Sfol
AL Sapl Aval BsmI BsaBI MslI Snapl Sall BsaBI BplI NarI
itul Earl BanII| NgoMIV NspI BglI Barl Alel BsapI BmgBI Earl Bsal BplI KasI
3,200 3,400 3,600 3,420 4,000 4,200 4,400
cPCR_BAND2 B
__cbbM gene |
J
d
.sphosphate carboxylase/oxygenase) ] @ { 4a C
JRDER FROM TWIST | 4
terial symbiont | ve...d E

desB CDS (omega-3 acyl-lip

source

Figur 14: DNA-bdnd 2: Det andet overlap mellem cbbM og Synechococcus sp. strain PCC 7002°’s genom, som replikeres grundet
primere fra Synechococcus sp. strain PCC 7002’s genom hvor cbbM indscettes, og enden af cbbM. Overlappet er 654bp langt.
Optegnet i Benchling.com af Postdoc Joshua T. Atkinson.
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