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Forord

Dette heefte Biodiversitet i jordpraver er skrevet i tilknytning til udviklingsprojektet
'Hands on Biotech’, der er stottet af Novo Nordisk Fonden. Projektet er et samarbejde
mellem Aalborg Universitet, Institut for Kemi og Biovidenskab, og konsulentfirmaet
Ege-bager.

Materialet er malrettet undervisningen i bioteknologi/biologi i gymnasiet.

| projektet har deltaget leerere fra folgende nordjyske gymnasier: Aalborg Katedralskole,
Aalborghus Gymnasium, Frederikshavn Gymnasium, Hasseris Gymnasium, Hjorring
Gymnasium og Thisted Gymnasium.

Fagomradet bioteknologi omhandler teknologisk udnyttelse af biologiske systemer.
| 'Hands on Biotech' er der arbejdet med bioteknologien inden for tre hovedomrader:

= Fermentering og cellen som fabrik
= Separation og oprensning
= DNA-analyser

Neerveerende heefte knytter sig til hovedomradet ‘'DNA-analyser’, og bestar af teori,
elevvejledning og leerervejledning til forseget Biodiversitet i jordprever.

En seerlig tak skal rettes til Jarn Clausen, Aalborghus Gymnasium.

Susan Hove Hansen, Racika Kirshnakumar, Nicolai Sundgaard Bekker,
Celine Petersen og Rasmus Hansen Kirkegaard, AAU.

Studentermedhjeelpere: Anne Johansen, Anne Kalinka Sand Knudsen,
Isabell Raahauge Eriksen, Marie Riisgaard-Jensen, Mikkel Lyng Berndorf,
Rikke Brennum Nielsen, Sofie Zacho Vestergaard, Seren Heidelbach.

Lars Haastrup Pedersen, Lone Als Egebo,

Leder af projektet Koordinator for projektet

Lektor, Ph.D. Forfatter, Cand. Scient.

Institut for Kemi og Biovidenskab Ege-bager - Formidling af naturvidenskab

Aalborg Universitet






EKSPERIMENT 5
Biodiversitet i jordprover

En hgj biodiversitet, det vil sige en stor mangfoldighed af liv, har afgerende betydning
for stabiliteten af jordens gkosystemer. Samtidig er beskyttelse af livet pa land og beere-
dygtig udnyttelse af jorden en forudseetning for at kunne bredfede klodens stadigt
voksende befolkning. Mikrobielle processer og omseetning af organisk stof i jorden
er grundlaget for nitrogens kredsleb, som har direkte effekt pa béde vilde planters og
landbrugsafgreders vaekst.

Kendskab til jordtypers mikrobielle biodiversitet er derfor en vigtig forudsaetning for
ansvarlig og baeredygtig naturforvaltning.

| skosystemer pé land er biodiversiteten udfordret flere steder pa kloden, se figur 1, hvor
fx landbrugsjord udpines, skove feeldes, og klimaforandringer skaber oversvemmelser,
skovbrande og arkendannelse.

Foto ikke tilgeengelig.
Kan ses i den trykte udgave.

| dette eksperiment er formalet at oprense og sekventere bakterielt DNA fra forskellige
jordprever for at sammenligne jordtypernes bakterielle artsdiversitet. Artsdiversiteten
af bakterier antages at veere et mal for jordens generelle biodiversitet.

Alle eksperimenter og den tilherende teori i Hands-on-Biotech-projektet forholder sig
til FN's verdensmal for baeredygtig udvikling. | neerveerende case bringes felgende
verdensmal i spil, se figur 2.

1 ANSVARLIGT 15 LIVET
FORBRUG PA LAND
0G PRODUKTION
Figur 2. FN-verdensmal rele-
vante i forhold til eksperimentet
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‘Biodiversitet i jordpraver’,
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Figur 1. Landbrugsjord.
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Figur 3. Subunit af ribo-
som med 16S-rRNA og
proteiner fra en bakterie.

Ribosomer og 16S-rRNA-genet

Alle levende organismers celler indeholder ribosomer. Ribosomer er komplekse struk-
turer, hvor proteinsyntese foregar. Ribosomerne er selv opbygget af proteiner samt
RNA-molekyler, der betegnes ribosomalt RNA (rRNA). Det har vist sig, at gener, der
koder for rRNA, er seerligt velegnede til at studere sleegtskab mellem arter. | eksperi-
mentet ‘Biodiversitet i jordprgver’ oprenses og sekventeres derfor DNA, der koder for
ribosomalt RNA (rRNA) hos bakterier.

Nar rRNA-gener er sa velegnede til at studere sleegtskab, skyldes det, at de findes
hos alle arter, og at de koder for en veldefineret funktion. Det har endvidere vist sig, at
mutationer forholdsvist sjeeldent viderefgres i disse gener, hvilket understreger, at de
har en central funktion for cellen. Endelig har rRNA-generne en passende laengde til
at give et nuanceret billede af det evolutionaere sleegtskab.

Ribosomer er sammensat af to enheder, der henholdsvis kaldes den store og den lille
subunit. Figur 3 viser den lille subunit, og her ses bl.a. 16S-rRNA-molekylet. Dette RNA-
molekyle har en strukturel betydning, og det definerer de ribosomale proteiners place-
ring. Desuden baseparrer 16S-rRNA med mRNA-molekyler ved deres interaktion med
ribosomet, sa det sikres at mRNA placeres korrekt i ribosomet forud for en translation.

Proteiner

16S-rRNA

Hos bakterier har genet, der koder for 16S-rRNA, vist sig velegnet til sleegtskabsstudier.
Genet har en leengde pé ca. 1550 basepar, og det indeholder velbevarede sekvenser,
som er ens for stort set alle prokaryoter. Disse sekvenser ger det muligt at fremstille
velegnede primere, der kan anvendes til opformering af DNA ved teknikken PCR. Sam-
tidig indeholder genet nogle regioner med ekstrem stor variation, som derfor giver helt
artsspecifikke sekvenser.

16S-rRNA-gensekventering er udbredt som et hurtigt og billigt alternativ til traditionelle
metoder til bakterieidentifikation.

Oprensning af DNA

For at kunne sekventere DNA skal det farst ekstraheres fra bakteriecellerne og oprenses.
| eksperimentet ‘Biodiversitet i jordprever’ sker det i fire trin, hvor DNA'et oprenses ved
hjeelp af sma sajler, der kan centrifugeres for at presse DNA-holdig veeske igennem.
De kaldes spinkolonner, se figur 4.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 5



De fire trin er:

1. Lysering
2. Binding til sejle
3. Vask

4. Eluering fra sojle

Lysering: Farst blandes jordpraven med enzymholdig lyseringsvaeske, der oplaser
bakteriernes cellemembran. Preven rystes kraftigt (ved hjeelp af en vortexer), og
cellerne odeleegges derved bade enzymatisk og mekanisk. Dernaest tilsaettes en
reekke reagenser, som far andre stoffer end DNA, fx protein og humusstoffer, til at
feelde ud.

Binding til sgjle: Oplasningen uden bundfald overfares til en sgjle, der er fremstillet
af et materiale, der binder DNA, mens andre cellebestanddele blot gennemlgber
sgjlen.

Vask: Mens DNA stadig er bundet til sgjlen, vaskes den med en vaskebuffer.
Eluering fra sgjle: Til sidst tilseettes en buffer, der eluerer (det vil sige frigiver) DNA'et
fra sojlen.

DNA-ekstraktet skal inden sekventering opformeres ved hjzelp af metoden PCR, som
ikke beskrives neermere her.

Fluorometri

Bade for og efter opformering ved PCR kvantificeres maengden af DNA, s det tjekkes,
at der er tilstraekkeligt med DNA til den senere sekventering. Til det formal anvendes
metoden fluorometri.

Fluorometri minder om spektrofotometri, idet koncentrationen af et stof ogsa méles ved
hjeelp af lys. Fluorometri er dog mere specifik for stoffer som DNA, RNA og protein, der
alle absorberer i uv-omrédet og derfor ikke kan kvantificeres sé preecist ved hjeelp af
spektrofotometri, nar de optraeder sammen i en blanding.

Til fluorometrisk maling anvendes et Qubit™ fluorometer, se figur 5. Forud for en maling
udferes et assay, det vil sige en analytisk procedure. En prove tilsaettes en oplasning, der
indeholder et fluorescerende farvestof, der binder sig specifikt til DNA. At farvestoffet er
fluorescerende, betyder at det udsender lys af en bestemt farve, nar det selv absorberer
lys. Det fluorescerende farvestof er valgt, sé det har en ekstrem lav fluorescens, indtil
det bindes til et DNA-molekyle.

Fluorometeret udsender lys, og nar en klargjort preve placeres i apparatet, méles in-
tensiteten af fluorescens i praven. Der er ligefrem proportionalitet mellem intensitet
af fluorescens og koncentration af DNA i oplgsningen. Fluorometeret maler prgvens
fluorescens og omregner det til en DNA-koncentration ved hjeelp af standardpraver
med kendte koncentrationer af DNA.

Qubit™ fluorometeret kan ogsa bruges til at male koncentrationen af fx protein eller RNA
i en prave, hvortil der anvendes andre fluorescerende farvestoffer, der bindes specifikt
til disse stoffer. Derfor kan koncentrationen af hhv. DNA, RNA og proteiner méles helt
uafhaengigt af hinanden i en blanding.

MB mini
spin kolonne
e
Silica —= ’\
membran e g;
e

Opsamlingsrer

Figur 4. Sma sgjler (kolonner)
til oprensning af DNA.

Figur 5. Qubit™
fluorometer.
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Prove

Vask af PCR-produkt

Efter DNA er blevet opformeret ved hjeelp af PCR, skal det vaskes fri af urenheder. Det
sker ved hjeelp af en teknik, hvor der anvendes sma magnetiske kugler, som binder
DNA, se figur 6.

Magnetiske Magnetiske kugler Vask med DNA frigeres fra DNA overfgres
kugler bindes med DNA fastholdes ethanol magnetiske kugler til rent rer
til DNA vha. magnet
2 3 4 5 6

Figur 6. Vask af PCR-opformeret DNA ved hjzelp af magnetiske kugler.

Det ses, at praven tilseettes nogle smé magnetiske kugler. De er fremstillet, sé de spe-
cifikt binder til DNA (punkt 1 og 2). Preven anbringes derefter pd en magnetholder,
som fastholder de magnetiske kugler, hvortil DNA er bundet (punkt 3). Vaesken med
urenheder fiernes, og der tilseettes i stedet ethanol (punkt 4). Der vaskes et par gange
med ethanol, og veesken fjernes. Raret med de DNA-bundne magnetiske kugler fjernes
nu fra det magnetiske separationsstativ og tilseettes en elueringsbuffer. Derved frigeres
DNA'et fra de magnetiske kugler, og nér oplasningen igen placeres pa det magnetiske
separationsstativ, befinder DNA sig frit i vaesken, mens de magnetiske kugler fastholdes
(punkt 5). Oplasningen med DNA kan nu overferes til et rent rar (punkt 6). Efter nyt tjek
af DNA-indhold vha. fluorometri er praven klar til sekventering.

Nanoporesekventering

Til bestemmelse af baseraekkefalgen af oprenset og PCR-opformeret DNA er der blevet
udviklet en lang reekke forskellige sekventeringsteknologier. | eksperimentet ‘Biodiversi-
tet i jordprover’ benyttes Oxford Nanopore Technology Sekventering. | daglig tale kaldes
det ONT-sekventering eller nanoporesekventering. Det er en teknologi, hvor enkeltstren-
gede DNA-stykker sendes gennem nanoporer i en kunstig membran. Nanoporer er
sma huller i nanostarrelse, der er omkranset af protein. Ved at pafere en spaending hen
over membranen registreres smé aendringer i den elektriske strem, idet nucleotider pa
DNA-strengen passerer gennem nanoporen. Hver af de fire DNA-baser (A, C, T eller
G) skaber en forskellig eendring i den elektriske stream. Signaler fra membranen kan
derfor ‘oversaettes’ til en basesekvens i en proces, der kaldes base-calling, se figur 7.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 5



loner der bevaeger
sig gennem porten
skaber en strgm.
Hver DNA-base
blokerer ionernes
flow og eendrer
dermed stremstyrken.

DNA

Et ‘motorprotein’ bryder
helixstrukturen, s& DNA
bliver enkeltstrenget

g ~

Nanopore-protein
danner en pore i

membranen og binder
et 'adaptor-molekyle’

TGCTGTGGTTAGTCTGTCTGGCTA

e

Membran
Adaptormolekylet holder

baserne fast tilstraekkeligt
leenge til at de kan identifi-
ceres elektronisk

Som det ogsa ses pa figuren, anvendes et sdkaldt motorprotein. Dette protein tilsaettes i
forbindelse med klargering af DNA-praverne, og det sikrer, at det dobbeltstrengede DNA
sendes gennem poren som enkeltstrenget DNA, farst den ene streng fra 5'-3'-enden,
og derefter den modsatte streng ogsa fra 5'-3'-enden uanset DNA-molekylets leengde.

Udstyret til nanoporesekventering bestér af en sédkaldt minlON, som er en ca. 10 cm
lang boks, se figur 8.

Flowcelle

Figur 8. MinlON til
nanoporeskventering.

| denne findes en flowcelle, der indeholder nanoporemembranerne. Inden sekventering
skal flowcellen klargaeres (pa engelsk ‘priming’) og skylles igennem med en buffer, der er
tilsat kopier af en lille fasthaeftningssekvens (pa engelsk ‘tethers’). Disse sma sekvenser
sidder jeevnt fordelt pa overfladen af membranen og holder kortvarigt DNA-stykkerne
fast, sa de guides mod nanoporen og undgar at blive skyllet veek. Teknologien er bane-
brydende i forhold til tidligere metoder til DNA-sekventering og har betydet, at mange
flere kan fa mulighed for at analysere genomisk DNA pé grund af den forholdsvis lave
pris og handterbare starrelse pa apparatet.

BIODIVERSITET | JORDPROVER - TEORI

Figur 7. DNA-sekvente-
ring ved hjeelp af nano-
poreteknologi.
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Bioinformatik

Efter sekventering kan DNA-sekvenserne analyseres med forskellige computerteknikker.
Denne disciplin kaldes for bioinformatik og involverer ofte, at organismer identificeres
ved sammenligning med kendte DNA-sekvenser i databaser.

Der bruges bestemte programmeringsveerktgjer - sdkaldte ‘tools’ - til analysen. Tools
kan hjeelpe med at organisere DNA-sekvenser, fx ved at samle sma til starre sekvenser
eller til komplette genomer. De kan ogsé sammenligne sekvenser og genomer med
gensekvens-databaser sasom fx GenBank. Med andre ord kan tools vaere med til at
lose mysteriet om, hvilke mikroorganismer der findes DNA fra i en tilfeeldig jordpreve.

EPI2ME er et online tool, der hurtigt analyserer sekventeringsdata for at identificere
bakteriearter og bakterieslaegter. Nar EPI2ME identificerer bakterier, sammenligner den
de 16S-DNA-sekvenser, som blev fundet under sekventeringen af proven (base-called-
sekvenser), med sekvenser i en bakterie-16S-gen-database fra det Nationale Center for
Bioteknologi Information (NCBI).

Hvis en sekvens fra en prave er identisk med - eller ligner tilpas meget en sekvens fra
databasen - er der et 'match; og EPI2ME oplyser navnet pa bakterien. De sekvenser fra
preven, som ikke kan findes i databasen, rapporteres som ‘unclassified’. Det kunne fx
veere arter af bakterier, der endnu er ukendste, eller blot at sekvenserne ikke har veeret
tilstreekkeligt komplette til at opna et match i databasen.

Efter EPI2ME har fundet alle matches, samles alle identificerede bakterier i en oversigt og
genererer et fylogenetisk trae, hvor det kan ses, hvor beslaegtet bakterierne i proven er.

Der er ogsa mulighed for at falge med i forekomsten af bakterierne i preven (kaldet
‘abundance’) - dvs. hvor mange gange, der er fundet et match til den samme bakterie
i databasen. En hgj abundance er udtryk for, at der er DNA fra mange organismer af
samme art i prgven,

Arbejdssporgsmal

1. Definér begrebet biodiversitet.

2. Forklar betydningen af henholdsvis en lav eller en hgj biodiversitet for et gko-
system.

3. Hvorfor bruges DNA-sekvenser til at identificere bakterier frem for andre meto-
der?

4. Hvorfor er 16S-rRNA-genet hos bakterier saerligt velegnet til at identificere dem?

5. Huvilke processer skal der til for at fa oprenset DNA fra en bakterie?

6. Hovilke fordele er der ved at anvende et Qubit-fluorometer til bestemmelse af
DNA-koncentrationer sammenlignet med andre spektrofotometriske metoder?

7. Forklar hvordan en nanopore kan bestemme sekvensen af et DNA-molekyle.
En nanoporesekventeringsmaskine er ret billig og koster mindre end en
smartphone. Inden for hvilke analyseomrader kan man forestille sig, at nanopore-
sekventering anvendes eller vil blive anvendt i fremtiden?

9. Forklar hvordan man ved hjeelp af bioinformatik kan identificere en bakterie ud fra
en DNA-sekvens.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 5



ELEVVEJLEDNING

EKSPERIMENT 5
Biodiversitet i jordprover

| dette eksperiment er formalet at oprense og sekventere bakterielt DNA fra forskellige
jordprever for at sammenligne jordtypernes artsdiversitet. Artsdiversiteten af bakterier

er en del af jordens generelle biodiversitet.

Flow

Eksperimentet har falgende flow og tidsforbrug, se ogsa figur 9:
DEL A - Ekstraktion og oprensning af DNA fra jordpreve - 90 min.

DEL B - Maling af DNA-koncentration - 20 min.
DEL C - Opformering af bakterielt 16S-DNA - 60 min. + 100 min. til PCR
DEL D - Oprensning af opformeret 16S-DNA - 45 min.
DEL E - Maling af DNA-koncentration efter PCR-oprensning - 20 min.

DEL F - Sekventering af bakterielt 16S-DNA - 45 min. + (24-72 timers sekventering)

DEL G - Bioinformatik - 90 min.

A B C
Ekstraktion DNA- Optimering
og oprensning koncentration PCR
= — /-JE_\‘ 4' h ]
Silica ——» ‘@‘ —_ E . g
membran Hﬁ’]'
\'\§,"ﬂ
LY -
D E F
Oprensning DNA- Nanopore

koncentration

e
!/

sekventering

Bioinformatik

=" EPI2ME
—

S

Relative abundance

BIODIVERSITET | JORDPROVER - ELEVVEJLEDNING

Figur 9. Eksperimentets
arbejdsgang og forsagsoversigt.
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DEL A - Ekstraktion og oprensning af DNA fra jordpreve

Formalet med DEL A er at ekstrahere DNA fra biologisk materiale i jordprever og efter-
falgende separere DNAet fra jordprevens @vrige bestanddele.

Materiale pr. gruppe

m 0,25 g frisk jordprave (havejord eller landbrugsjord) uden hverken for meget sand
eller for meget vand
®m  DNeasy PowerSoil Kit (antal per prove, der skal analyseres):
1 stk. PowerBead rar (indeholder perler som findeler celleveegge mekanisk)
4 stk. 2 mL Eppendorfror
1 stk. MB Spin-kolonne med opsamlingsrer (indeholder silica-filter, som kan
binde DNA)
Reagenserne C1-C6 (volumen per prave der skal analyseres):

Reagens Volumen Funktion

(pL)
C1 800 Oplgser cellemembran.
Cc2 250 Udfeelder protein som kan fiernes med pellet.
SKAL opbevares pa kal.
c3 200 Udfeelder andre forurenende stoffer herunder humussyrer.
C3-reagens kan udfzelde. | sa fald opvarmes den til 60 °C
til den oplases.
C4 1200 Vaskebuffer der indeholder ethanol og binder DNA
til kolonnens silica-filter og fjerner proteiner.
©5 500 Ethanol og guanidin-HCI til binding af DNA til
silica-filter og udvask af resterende proteiner.
C6 50 Buffer til oplesning og opbevaring af DNA.

= Vortexer (max speed)

= Adapter til Vortex: Pen med lommeclips og rundt hoved med skumplastplade
med huller

m  Centrifuge til 2 mL samlerar (10.000 rpm) (deles imellem grupper)

= Mikropipetter + pipettespidser (20-200 pL, 100-1000 pL)

®  Glas til opsamling af affald og et til kemikalierester

=  Handsker

Flowdiagram, se figur 10, (saet eventuelt krydser efterhanden som trinene fuldferes):

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 5



Jordpreve

025 800 pL

O

Rer 1 (PowerBead raor)

Vend et par Vortex indtil Vortex 10 min Centrifuger i 30 sek
gange proven er oplgst i adaptoren ved 10.000 rpm

: C3ror Rer 2 e’
EI n 200 p\ Op til 600 PL 400-500 YL fra
0 \ undga =3 PowerBead ror
| @ -‘,‘ = bundfaldet @ |

—r — o
L —— \;j/f
Vortex forst i 5 sek Vortex forst i 5 sek
ceqtrifuger derefter i Rer 3 cenltrifuger derefter i Ror 2
1 min ved 10.000 rpm 1 min ved 10.000 rpm
—
C4 ror Ror 3 =
(ryst forst) Op til 750 pL j -
1200 pL undga bundfaldet ¢
—— > ) —_— — —
Ror 4 Vortex i 5 sek Ror 5 Centrifuger i 1 min Tom opsamlingsrar
(MB spinkolonne) ved 10.000 rpm i affaldsglas
N\ J
Y
Gentag 2 gange ekstra
til ror 4 er tomt
20 UL pa
midten af
den hvide C6 ror E
membranen / @
| @ | 34"“' |
= = 9
| == |
l:ﬁ
Ror 6 med oprenset Centrifuger Indseet spinkolonne Centrifuger i 30 sek (10.000 rpm).
DNA. Noter gruppe i 30 sek ved i Rer 6 og lad roret Tem derefter opsamlingsraoret i
nr pa roret 10.000 rpm sta dbent i 2 min affaldsgalsset og centrifuger

igen i 1 min (10.000 rpm)

Figur 10. Oversigt over arbejdsgang DEL A.
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Fremgangsmade

Generelt: Brug handsker og skift pipettespids mellem hver pipettering, s preven og
reagenser ikke forurenes med DNA eller nucleaser. Hold orden og opsaml pipettespidser
o.l. i affaldsglasset.

Der er mange punkter. Kryds af undervejs. Veer omhyggelig og hold styr pa rer og
reagenser.

1. For hver prgve meerkes falgende rer med nummer og gruppenummer, se figur 11:

Veveg o
! L4 R(bhr“‘Q Ror

AAU , £
‘ . . . J:;’ =g
! LIRRRLINLCE  RbY 1

Powerbead

MB spinkolonne

Figur 11. Forberedelse
af rer og reagenser.

= Ror 1: 1 stk. PowerBead ror

= Rer 2: 2 mL Eppendorfrar

= Ror 3: 2 mL Eppendorfror

= Rer 4: 2 mL Eppendorfrar

= Ror 5:1stk. MB Spin-kolonne med opsamlingsrar
= Ror 6: 2 mL Eppendorfrar

2. Tilsaet 800 pL C1til rer 1 (PowerBead-roret).

3. Tilsaet 0,25 g prove til PowerBead-roret.

4. Vend reret nogle gange og Vortex rgret i oprejst position,
indtil preven er oplest.

5. Monter PowerBead-roret (evt flere grupper sammen)
i Vortex-adaptoren i vandret position, se figur 12.

6. Seet adaptoren i Vortexeren og vortex prgverne ved
max hastighed i 10 minutter.

7. Centrifugér rerene ved 10.000 rpm i 30 sek.
Overfor forsigtigt 400-500 pL supernatant (dvs. veesken
over bundfaldet) til rer 2 (2 mL Eppendorfrer). Der kan
veere lidt urenheder i supernatanten.

9. Tilsaet 250 pL C2. Vortex i 5 sek. Figur 12. PowerBead-ror

10. Centrifugér ved 10.000 rpm i 1 min. monteret pd Vortex-adaptor.

1. Overfer op til 600 pL supernatant til rer 3 (nyt 2 mL
Eppendorfrer). Undga at fa pellet (bundfaldet) med!

12. Tilseet 200 pL C3 og vortex i 5 sek.

13. Centrifugér ved 10.000 rpm i 1 min.
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14,

15.

16.

17.

18.

19.

20,

21,

22.
23.

24,
25,
26.

Overfor op til 750 pL af supernatanten til rer 4 (nyt 2 mL Eppendorfrer). Undgé at
fa pellet med!

Ryst C4 og overfer 1200 pL til supernatanten i rar 4. Luk Iaget forsigtigt og vortex
i 5 sek, roret er helt fyldt.

Load 600 pL til rer 5 (MB spinkolonne med opsamlingsrar).

Centrifugér ved 10.000 rpm i 1 min. Rer 5 har under kolonnen med filteret et op-
samlingsrer. Tag forsigtigt opsamlingsreret af, og tam vaesken fra opsamlingsroret
ud i affaldsglasset. Montér det igen, se figur 13.

Gentag trin 16 og 17 to gange mere, sé hele indholdet i ror 4 passeres igennem
kolonnen. Afslut med at montere opsamlingsraret pa spinkolonnen.

Tilseet 500 pL C5 til kolonnen.

Centrifugér 30 sek. ved 10.000 rpm.

Heeld vaesken i opsamlingsreret i affaldsglasset.

Centrifugér igen 1 min. ved 10.000 rpm.

Tag forsigtigt MB Spinkolonnen ud af opsamlingsreret, og placér det i rer 6 (et
rent 2 mL Eppendorfraer). Tar kolonnen i 2 minutter ved at lade |aget sta dbent, sa
alt C5 (isopropylalkohol) er fordampet. Det er vigtigt for at DNA efterfalgende kan
oplgses fra membranen.

Pipettér 20 pL fra C6 i midten af den hvide filtermembran.

Centrifugér 30 sek. ved 10.000 rpm.

Kassér kolonnen (rer 5), gem ror 6, som nu indeholder jeres DNA-ekstrakt.
Skriv jeres gruppenummer pa reret med en vandfast tusch.

Note: Oplgsning C6 er en buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5). Den kan ved oprensningen
erstattes af DNase-frit vand, men det er en fordel at beholde den hvis DNA-ekstraktet
skal gemmes. Roret kan anbringes i fryser, hvor DNA er stabilt i flere ar.

DNA-ekstraktet skal anvendes til PCR, men forst skal koncentrationen af DNA
males, sa den rette maengde DNA kan pipetteres af til PCR. Hvis | planleegger DEL
B pa et senere tidspunkt, kan rer 6 med DNA'et opbevares i en fryser.

DEL B - Maling af DNA-koncentration

Formalet med DEL B er at unders@ge om det oprensede DNA findes i en tilstreckkelig
koncentration ved hjzelp af fluorescensmaling.

Materialer

Qubit dsDNA Assay kit der indeholder falgende:
DNA-standard 1 (0 ng DNA/uL i TE-buffer)
DNA-standard 2 (10 ng DNA/puL i TE-buffer)

Working solution

0,5 mL Qubit Assayrer (2 til standarder + 1 pr. Qubit prove)

Qubit™ fluorometer

Pipetter + spidser (1-10 pL, 20-200 pL)

Vortexer

Handsker

Vandfast tusch

Flowdiagram, se figur 14 side 18:

MB mini
spin kolonne
:%:
Silica —= ’\
membran N %)
—_

Opsamlingsrer

Figur 13. Samling af MB
spinkolonne med opsam-
lingsrar.
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Std1  Std2

-
Figur 14. Oversigt over arbejdsgang DEL B.
190 L 10 u\ 10 u\
— —
o ; ; T 2min
o DNA- 6
= prense e prover (ror 6) A le 25 °C
;:j Inkubermg
= U \_/’ Lol =
Vortex i 2-3 sek Forst kallbreres
Qubit working 1 HN 1 P THU med standarderne.
solution > = Herefter males
199 pL ‘ DNA konc.
o
Fremgangsmade

1.

© N @ o s

10.
1.

12.

13.
14.

HANDS ON BIOTECH - EK

Hver gruppe klarger et assayrer til Qubit-praven, som markeres med gruppenum-
mer pd toppen. En enkelt gruppe klarger to assayrer til standarder, som markeres
med S10g S2 pa toppen.
Overfer 190 pL working solution til S10g S2, og desuden 10 pL af standard 1 til S1
og 10 pL standard 2 til S2.
Overfer 199 pL working solution og 1 uL DNA-ekstrakt (fra rer 6) til assayroret
med gruppenummer (Qubit-praven).
Vortex alle ror i 2-3 sek.
Lad standarderne og Qubit-praven hvile i 2 min. ved stuetemperatur.
Teend fluorometeret og veelg ‘dsDNA’ i menuen.
Klik pa ‘dsDNA High Sensitivity".
Tryk ‘Read standards’ og indszet Standard 1 (S1-reret) i fluorometeret - tryk
‘read standard'. Efterfalgende males standard 2 (S2-reret) pd samme made.
OBS! Husk at lukke laget pa fluorometeret under malingerne.
rfu for Standard 1 skal veere omkring 40-75.
rfu for Standard 2 skal veere omkring 16000-19000.
Note: rfu stér for 'relative fluorescense units, og er sdledes en relativ male-
enhed for koncentrationen af DNA. Hvis malingerne er for lave, fremstilles nye
standarder (dvs. rar S10g S2).
Vortex Qubit-praven. Indsaet i fluorometeret og luk laget.
Veelg ‘Run samples’.
Indstil pravevolumen til 1 L ved at skrue op eller ned for ‘original sample volu-
men' (touch funktion).
Veelg output-enhed ‘ng/pL.
Tryk ‘Read tube’ og aflees koncentrationen.
Fortynd Qubit-preven hvis skeermen viser ‘Sample concentration too high'.
Lav feks. en 1:10 fortynding (1 pL preve og 9 pL nuclease-frit vand), og gentag trin
3-13 (med undtagelse af trin 8, da standardmalingerne er gemt pa fluorometeret)
med den nye fortyndede Qubit-prave.
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15. Husk at koncentrationen af DNA i det oprindelige ekstrakt (rer 6) svarer til den
malte koncentration ganget med fortyndingen (dvs. koncentrationen skal ganges
med 10, hvis der laves en 1:10 fortynding).

16. Notér koncentrationen i det oprindelige DNA-ekstrakt i ‘Arbejdsark’ (side 33)
under ‘DNA-koncentration efter ekstraktion og oprensning’ sammen med
gruppenummer og information om hvor preven kommer fra.

Note: Opbevar DNA ekstrakterne (ror 6) i en fryser indtil DEL C udfores.

DEL C - Opformering af bakterielt 16S-DNA

Formalet med DEL C er at opformere bakterielt 16S-DNA ved hjeelp af PCR og klargare
det til sekventering.

Materialer

= DNA-ekstrakt (rer 6)

= 16S Barcode-rar (1-24) (opbevares i fryser indtil brug - indeholder barcodede primere)
= DNase-frit vand

= Taqg 2X Master Mix (indeholder tag-DNA-polymerase og nucleotider)

= |sbad

= Mikrocentrifuge

= Mikropipetter med spidser (0,5-10 pL, 20-200 pL og 100-1000 pL)

= 1stk. 0,2 ml PCR-rgr per prove

= Termocycler (PCR-maskine)

= Handsker

Flowdiagram, se figur 15:

y Ror 6 DNase-frit .
Klip et barcode ror af for hver PCR- vand Master-Mix
prove og to vaesken op - slé let pa Op til 15 pL 15 uL

25 uL

roret s& vaesken samles i bunden @

og stil rgret hurtigt pa is 37
VWUV \M
VV VYV \
Skriv pa PCR-rer Tilseet volumen af DNA

Tilseet Master-Mix. Mix ved at

gruppe nr og ekstrakt der indholder 50 ng Centrifuger kort knipse pé roret og centrifuger
tilherende DNA (udregn med ligninger i 30 sek ved kort i 30 sek ved 5000 rpm
barcode nr i trin 4) - maksimalt 15 pL. 5.000 rpm '

Fyld derefter op med DNase-
frit vand s& volumen er 15 pL
og mix ved at knipse pé reret

Opte Master-Mix vaesken
og mix med en pipette.
Centrifuger derefter kort
i 30 sek ved 5.000 rpm g S :

og stil reret i is "'\

Barcode ror

10 uL
i jﬂ (\
| \] UL
Kgr PCR-reaktion med Tilseet barcode. Mix efterfglgende
Figur 15. Oversigt over arbejdsgang DEL C. programmet fra tabellen ved at pippetere op og ned 10 gange.

Luk derefter lagene godt til pa PCR-rgrene
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Fremgangsmade

Generelt: Brug handsker og skift pipettespidser mellem hver pipettering, sd PCR-praven
eller rarene ikke forurenes. Hold orden pé arbejdspladsen og opsaml pipettespidser
o.l. i affaldsglasset.

Til hver PCR-prave vaelges en unik 16S-barcode (ger det muligt at adskille holdenes
prover fra hinanden). Det gores ved at braekke og klippe et ror af pladen med de 96
rer til hver prave. Det er vigtigt at notere nummeret (1-24) pa den barcode, den enkelte
prove tildeles. Nummeret kan ses pa figur 16 (ogsa vedlagt i kassen):

Figur 16. Tjek af nummer 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 M1 12
péa barcode-rer (24 bar-
ot ) AT @ O O
B02 B03 B06 B0O7 B09 B10 B11
B 10 . 18 10 18 10 ) 18
c (50 @5 GG @S G @
o (% (130 ) % (5 (30 D 4 (1 30 (D)
e (5555 B 05 B O
F (52 (D6 a6 e (O
FEIIEY SNy SICIEY |
H (s (56 5a @8 e 30 €05 e (30 D)

1. Te barcode-reret op, tjek at vaesken er i bunden af reret, ellers ‘dap’ det derned.
Anbring det straks pa is.

2. Te Mastermixen op, centrifugér reret ved 5000 rpm i 30 sek., sa vaesken samles i
bunden. Mix med en pipette ved at suge stille op og ned, og anbring den pé is.

3. Meerk for hver PCR-pragve et PCR-rar med nummeret pa prevens barcode og
gruppenummer, (fx A01-1for barcode A01 gruppe 1). Noter ogsa barcode-nummer
ud for gruppenummeret i ‘Arbejdsarket’ side 33.

4. Der skal som udgangspunkt overfares 50 ng DNA til PCR-reret. Der kan maks.
overferes 15 pL prove. Beregn ud fra DNA-koncentrationsmélingen, hvor mange
1L DNA-ekstrakt fra rer 6 der skal bruges. Det kan vaere ngdvendigt at fortynde
DNA-ekstraktet. (Brug skemaet nedenfor for at se om der skal fortyndes og hvor
meget. Brug ogsa skemaet til at udregne voluminet af DNA-ekstrakt eller fortyn-
det DNA-ekstrakt, der skal tilsesttes PCR-raret).
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9.

10.

.

12,

13.

Koncentration af DNA i ekstrakt  Fortynding Udregn volumen (L) af DNA-ekstrakt fra ror 6 eller
fortyndet DNA-ekstrakt der skal tilseettes PCR-roret.

Under eller praecis 3,33 ng/pL Ingen Overfor 15 pL til PCR-roret

Mellem 3,33 ng/pL og 50 ng/pL  Ingen V= 50 ng

CDNA i prove (%)

Mellem 50 ng/pL og 90 ng/pL 12 V= 50 ng
(1 del DNA-ekstrakt og - c (@) 05
1 del nucleasefrit vand) DNA i prove \pL !
Over 90 ng/pL 1:3 V= 50 ng
(1 del DNA-ekstrakt og - c (E) . 0333
2 dele nucleasefrit vand) DNA i prove \pL !

Der udtages fra DNA-ekstraktet et volumen, der sa vidt muligt indeholder 50 ng
DNA. Dette overfares til et PCR-rar meerket sé det kan genkendes.

Tilseet nuclease-frit vand, s8 volumen af DNA-ekstrakt og vand bliver 15 pL.

Mix ved at knipse pa reret. Spin det kortvarigt ned i centrifugen ved 5.000 rpm i
30 sek.

Tilseet 25 pL opteet Mastermix. Mix ved at knipse pa reret. Spin ned i centrifugen
ved 5.000 rpm i 30 sek.

Tilseet 10 pL barcode til PCR-roret. Tjek forst, at barcode-oplesningen er i bunden
af raret. Overfor ved at prikke pipettespidsen gennem folien der daekker barcoden.
Overfor barcoden, og mix ved at pipettere op og ned 10 gange.

Luk laget godt til, s& det klikker pa plads.

Anbring rerene pa is, indtil alle grupper er klar til PCR.

Anbring klassens PCR-praver i PCR-maskinen og tag et billede af pravernes
placering, s& numrene kan ses (tuschen kan udvaskes under reaktionen).

Start maskinen pa felgende program:

Trin Temperatur (°C) Tid Antal cykler
Indledende denaturering 95 1 min 1
Denaturering (adskillelse af DNA-strengene) 95 20 sek

Annealing (binding af primere til DNA'et) 55 30 sek

Extension (dannelse af den modstaende streng) 65 2 min

Afsluttende extension 65 5 min 1
Standby 4 oo

Efter PCR indeholder PCR-proverne opformeret 16S DNA, som kan opbevares i
fryseren indtil DEL D udfores.

BIODIVERSITET | JORDPROVER - ELEVVEJLEDNING
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DEL D - Oprensning af opformeret 16S-DNA

Formalet med DEL D er at vaske PCR-produktet.

Materialer

Eppendorfrer, 1,5 mL (2 per preve med opformeret DNA)
Mikrocentrifuge (op til 16.000 x g)

Mikropipetter + spidser (0,5-10 pL, 20-200 pL og 100-1000 pL)
Praver med opformeret 16S-DNA fra DEL C (PCR-rarene)
Vortex AMPure XP beads (magnetiske kugler som binder DNA)
Magnetholder til Eppendorfrar

Ethanol (80 %)

DNase-frit vand

Handsker

Flowdiagram, se figur 17:

Fremgangsmade

1.
2.
3.

Figur 18. Magnetholder
med Eppendorfrer. 8.

10.
1.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.

20.

Meerk to 1,5 mL Eppendorfrer med gruppenummer.

Overfer det opformerede DNA til det ene Eppendorfrar.

Resuspendér CleanNGS-beads ved at vortexe dem kortvarigt. Tjek at de er godt
opblandede.

Tilseet 30 pL beads til reret med opformeret DNA.

Vend Eppendorfreret i roligt tempo i 5 min. ved handkraft (vend side hvert se-
kund), sa DNA'et binder sig til NGS-beads.

Spin rgret ned i centrifugen ved 5000 rpm i 30 sek.

Anbring reret i en magnetholder. Magneten vil fa perlerne med DNA til at samles
som pa siden af reret, se figur 18.

Pipettér supernatanten (vaeskefasen) forsigtigt fra bunden af rgret, mens den sid-
der i magnetholderen. Supernatanten kasseres. Raret med praven bibeholdes i
magnetholderen.

Tilseet 200 pL 80 % ethanol til bunden af roret for at skylle pellet. Pellet skal blive
siddende pa rarets side, men skal daekkes af ethanol.

Vent 30 sekunder.

Fjern ethanolen fra bunden af reret med pipetten.

Gentag trin 9-11.

Spin reret ned ved 5000 rpm i 30 sek. og anbring det tilbage i magnetholderen.
Pippettér forsigtigt overskydende ethanol og lad indholdet terre i 30 sek. med
abent lag.

Fjern roret fra magnetholderen.

Resuspendér pellet i 10 uL DNase-frit vand.

Inkubér 2 min. ved stuetemperatur.

Anbring rgret pd magnetholderen. Vent til supernatanten er klar og farvelgs.
Overfer supernatanten, der indeholder det oprensede 16S-DNA, til det andet
meerkede (rene) Eppendorfrar.

Hold reret med oprenset DNA pa is.

HANDS ON BIOTECH - EKSPERIMENT 5



PCR-rer med opformeret

16S-DNA
30 UL

- — | N
v
Meerk to Eppendorfrer  Overfer indholdet Forbered NGS-beads Tilseet NGS-beads Vend roligt reret i 5 min Centrifuger proven i
med preve nr fra PCR-ror til det ved at vortexe dem kort til praven (1 gang per sek). 30 sek ved 5000 rpm
ene Eppendorfrer til de er opblandede
e 200 pL
80 % ethanol
Centrifuger proven i Vent i 30 sek og afpippetér Tilseet ethanol Afpippetér og Placer Eppendorfrer
30 sek ved 5000 rpm N og kassér ethanol ) kassér supernatant i magnetholder

Gentag 1gang

10 UL y
= y H
DNase-frit vand

. S ] — " —
‘ ZZ min
v
Placer roret tilbage i magnetholder Genoples pellet og Placér rgret i magnetholderen og vent Mal DNA-koncentrationen
og afpippetér og kassér ethanol. inkuber i 2 min til veesken er klar. Overfar veesken med med Qubit-meteret.
Lad proven terre med &bent 16S-DNA til det andet rene Eppendorfror. Brug fremgangsmade i DEL B
l&g i 30 sek Placer preven pa is.

Figur 17. Oversigt over arbejdsgang DEL D.

DNA-koncentrationen i hver ror skal nu méles ved at folge fremgangsmaden i DEL E
(som er identisk med DEL B). Koncentrationen skal anvendes til at bestemme, hvor
meget oprenset DNA der skal tilseettes ved sekventeringen.
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DEL E - Maling af DNA-koncentration efter PCR-oprenshning

Formalet med DEL E er at undersgge om det oprensede 16S-DNA findes i en tilstraek-
kelig koncentration ved hjzelp af fluorescensmaling.

Materialer og fremgangsmade

DEL B folges
Notér koncentrationen af opformeret og oprenset DNA i ‘Arbejdsarket’ under ‘DNA-
koncentration efter PCR-opformering og oprensning’.

Note: Opbevar rerene i en fryser indtil neeste delforseg udferes.

Rerene indeholder nu de opformerede og barcodede kopier af 16S-rRNA gensekvenser
fra bakterierne. Hver gruppes oprensede DNA har med barcoden faet en unik DNA-
sekvens i enden, og de kan derfor blandes i samme prove ved sekventeringen. Den
unikke sekvens kan bagefter bruges til at adskille data fra hver enkelt jordpreve igen ved
databehandlingen. Det er vigtigt at have noteret hvilken barcode, der harer til hvilken
gruppe og prove.

DEL F - Sekventering og base-calling af 16S-DNA

Formalet med DEL F er at sekventere det opformerede og oprensede bakterielle 16S-
DNA fra jordpreverne.

Tidsforbrug

1. Klargering af sekventeringsprave: 10 min.

2. Klargering og priming af Flongle-flowcelle: 30 min.

3. Sekventering: 24-72 timer (fx natten over), athaengig af DNA-koncentration og
-renhed.

4, Base-calling og deling af resultater: 30 min.

Materialer

m  Opformeret og oprenset 16S-DNA fra jordpreve
= Nanopore MinlON

= Nanopore Flongle-adaptor

= Nanopore Flongle-flowcelle @
= Computer med programmerne MinlON og EPI2ME o

= 1,5 mL Eppendorfror . “
= Mikropipetter + spidser (0,5-10 pL, 20-200 pL)

= DNase-frit vand Figur 19. Barcoding kit.
= 16S barcoding kit (SQK 16S024), se figur 19.
Indeholder fglgende reagenser:
RAP (Rapid Adaptor - helicase-enzym, som deler dobbeltstrenget DNA (ds-
DNA) og treekker enkeltstrenget DNA (ssDNA) gennem nanoporerne, RAP
kaldes ogsa motorproteinet)
LB (Loading Beads)
SQB (Sequencing Buffer)
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= Flow Cell Priming Kit (EXP-FLP002), se figur 20. Indeholder felgende reagenser:
FB (Flush Buffer - indeholder ioner som treekkes gennem nanoporerne)
FLT (Flush Tether - tajrer DNA til membranen)

Figur 21 viser en oversigt over Nanopore sekventeringsudstyr.

Nanopore \40;)(% A

Flongle-flowcelle Flongle-flowcelle
Adaptor

Nanopore
MinlON

Fremgangsmade

Klargering af falles prove til sekventering
Fer sekventeringen er det ngdvendigt at kende koncentrationen af det oprensede DNA.
Den males ved hjzelp af Qubit-fluorimeteret, som beskrevet tidligere i DEL B.

Det oprensede 16S-DNA fra jordprgverne skal derefter blandes i en feelles prove til
sekventering, sé koncentrationen af DNA er omtrent ens fra alle grupper. Der skal i alt
veere 50-100 fmol (femtomol = 10™ mol) DNA. Mol angiver her antallet af molekyler af
DNA-strenge. Nar der er tale om sekvenser pa ca. 1500 bp, svarer det til ca. 50-100 ng
DNA, som skal opleses i et volumen pa 10 pL.

1. Udregn det volumen fra hver rer med oprenset DNA som skal tilseettes den feel-
les prove til sekventering. Start med at udregne den maengde (m) DNA, som skal
tilseettes fra hver gruppe:

m = _100ng DNA = ng DNA der skal tilsaettes fra hver gruppe

antal grupper
Udregn det volumen (V) som skal tilseettes fra hver gruppes preve med oprenset 16S-
DNA. Brug DNA koncentrationen noteret i ‘Arbejdsarket’ under ‘DNA-koncentration
efter PCR-opformering og oprensning'.

y=_"9 DNA der skal tilseettes ~ m (ng DNA)
koncentration af DNA i prave  Coyaiprove (”QH%*)

Hvis volumen der udregnes er mindre end 1 pL, fortyndes preven med oprenset 16S-
DNA i DNase-frit vand. Forseg pé at ramme en koncentration, sa der skal overferes 1 uL
til den feelles preve. Brug formlen:

ng
CDNA i prove (ﬁ)
m (ng)
1 (pL)

fortynding af preve =

En fortyndingsfaktor pa 2,5 betyder fx at den oprensede DNA-prave skal fortyndes
2,5 gange - dvs. 1 uL preve til 1,5 uL DNase-frit vand.

=g

Figur 20. Priming kit.

Figur 21. Nanopore
sekventeringsudstyr.
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Oveopgave: Load prover i brugte Flongle-flowceller

1. Left forseglingen af flowcellen, treek den tilbage og fastger den til laget af MinlON-apparatet med
tape-felterne. Figur 22-24 viser processen. Derefter er praveporten synlig.

Forsejling

Figur 22. Forsegling laftes op fra flowcellen, Figur 23. Forsegling traekkes tilbage.
der er placeret i et MinlON-apparat.

Figur 24. Forsegling seettes fast p& MinlON lag.

2. Der pipetteres langsomt 120 pL demineraliseret vand direkte ned i preveporten. Det er meget vigtigt,
at der ikke kommer luftbobler med, se figur 25. Det undgas ved at bufferen suges op i pipetten, volu-
menknappen skrues mod mindre volumen, sa der ikke er luft i pipettespidsen, og der pipetteres kun til
farste trin pa pipetten. Det er vigtigt, at pipettespidsen placeres preecist lodret ned i praveporten. Se
evt. instruktionsvideo i online-protokollen pa Nanopore Community.

Figur 25. Pipettering af demineraliseret vand til preveporten pa flowcelle.
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Hvis volumen der udregnes er storre end 1 pL, fortyndes preven med oprenset 16S-
DNA ikke. Man skal fors@ge at tilseette et volumen sa teet pa det udregnede s& muligt,
men det samlede volumen fra alle grupper mé ikke overstige 10 pL. Serg for at alle
grupper far tilsat ca. lige meget DNA til den fzelles prove.

2. Pipettér det volumen af prove med oprenset 16S-DNA der blev udregnet i trin 1 til
et feelles Eppendorfrar, sa der overferes 50-100 ng i alt.

3. Tilseet den resterende volumen DNase-frit vand til et volumen p& 10 pL.

4. Tilseet 1 pL RAP til sekventeringspreven, sa det totale volumen er 11 uL (dette er
DNA-biblioteket).

5. Mix ved at knipse let pa roret, og spin sekventeringsprgven ned i centrifugen ved
5000 rpm i 10 sek.

6. Inkubér prgven i 5 min. ved stuetemperatur.

Halvdelen af sekventeringsproven (5,5 pL) anvendes til sekventering.
Resten gemmes som backup. Preven kan gemmes i keleskab 1-2 dage.

Montering af ny Flongle-flowcelle - feelles for hele klassen

Seerligt ved klargering af ny flowcelle kan der med fordel falges den engelske online

protokol pa Nanopore Community. Her er der flere instruktionsvideoer, som uddyber

pipettering og lignende.

1. Monter Flongle-adapteren i MinlON-apparatet, se figur 26. Undga at rere ved
kontaktpunkterne.

2. Monter Flongle-flowcellen i adapteren. Den skal klippes pa plads under klipsen,
se figur 27.

3. Orientér dig pa Flongle-flowcellen: Nér forseglingen laftes, kan man se ‘sample
port' (praveporten), som buffer og prave skal pipetteres forsigtigt ned i, se figur 28.

Flongle-flowcelle

Flongle-adapter
Flongle-adapter

MinilON-apparat

Figur 26. MinlON-apparatet Figur 27. MinlON-apparatet med Flongle-adapteren
med Flongle-adapteren. og Flongle-flowcelle.

Forsejling

Sample port

/,

Figur 28. Overblik over feerdigsamlet
flowcelle og MinlON.
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Loadning af Flongle-flowcellen med primerbuffer

4,

Opto sekventeringsbufferen (SQB), Flush buffer (FB), Flush Tether (FLT) og
loading beads (LB) ved stuetemperatur. Placer dem pa is, nar de er opteede.
Bufferne er pa fast form til lige under stuetemperatur.

Vortex SQB, FB og FLT og spin dem ned i en centrifuge ved 5000 rpm i 10 sek.
Bland 117 pL FB med 3 pL FLT i et rent 1,5 mL Eppendorfrer. Mix med pipetten.
Den feerdige oplasning kaldes primerbufferen.

Loft forseglingen af flowcellen, treek den tilbage og fastger den til Iaget af MinlON-
apparatet med tape-felterne, som da du gvede loadingen (se evt figur 22-24

side 26). Nu er prave-porten synlig.

120 pL primerbuffer pipetteres langsomt direkte ned i preveporten.

HUSK: Det er meget vigtigt, at der ikke kommer luftbobler med. Det undgar ved
at bufferen suges op i pipetten, volumenknappen skrues mod mindre volumen, sa
der ikke er luft i pipettespidsen og der pipetteres kun til farste trin pa pipetten, se
figur 29.

Loadning af den feelles sekventeringsprave i Flongle-flowcelle

1.

Mix loading beads (LB) ved at pipettere op og ned et par gange, og forbered
straks sekventeringspreven som vist i skemaet. Perlerne i LB falder hurtigt til
bunds i roret.

Reagens Volumen
Sekventeringsbuffer (SQB) 13,5 pL
Loading beads (LB) - netop mixede 1L
DNA-bibliotek 5,5 UL
I alt 30 L

2. Pipettér de 30 pL prove i proveporten. Undga luft ved at felge samme procedure

som beskrevet for primerbufferen. Skru en eventuel luftboble ud af pipetten og pi-
pettér direkte i praveporten, som vist i figur 29.

Figur 29. Loadning af primerbuffer
og/eller sekventeringsprove til
proveporten pa flowcelle.

3. Montér igen forseglingen over preveporten.
4. Notér Flongle-flowcellens ID-nummer. Det er angivet péa cellen, se figur 30.

Figur 30. ID-nummer pé flowcelle (her ANI057).

5. Luk laget pd MinlON-enheden. Nu er den klar til sekventering.
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Sekventering af prove i Flongle-flowcelle

1

2.

3.

Tryk p& ‘Start’ til venstre i menuen, og derefter ‘Start sequencing'.

Sorg for at felterne ‘Experiment name, Flow cell ID’ og ‘Sample ID' er udfyldt, se
figur 31.

‘Experiment name’ kan kaldes ‘HoB_gymnasienavn_dato’.

‘Sample ID' kan kaldes jeres klassenavn, fx ‘3_M' (der kan ikke bruges punktum

eller mellemrum).

Figur 31. Angiv eksperiment
navn (her HoB_aalborg),
Flow cell ID (her AMR484)
og Sample ID (her 3_M).

Tryk pa ‘Continue to kit selection’.

4. Veelg 16S Barcoding Kit (BC1-24)' og tryk dernaest pé

‘'Skip to final review, se figur 32.

Figur 32. Veelg 16S Barcoding
Kit (BC1-24) og tryk 'Skip to
final review' i hgjre hjerne.

5. Under ‘Output’ trykkes ‘Edit, og der veelges destinationsmappen

'HoB_sekventering_output; som ligger pa skrivebordet til resultatfilerne,
se figur 33.

Figur 33. Veelg destinations-
mappe for sekventeringsdata.
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6. Tryk pa 'Start’ for at starte sekventeringen. Note: Indstillingerne der er valgt, er de-
fault indstillinger og kan inspiceres inden start.

7. Efter 24-72 timer kan sekventeringen stoppes ved at trykke pa ‘STOP'. Sekvente-

rings-output filerne kan findes i mappen HoB_sekventering_output.

Efter sekventeringen kan resultaterne findes som ‘FASTQ-filer’ i destinationsmap-
pen pa computeren.

FASTQ-formatet er en standard filformat til sekventeringsdata, der indeholder DNA-
sekvenser og deres tilhgrende kvalitetsscores. FASTQ-formatet bestar af fire linjer pr.
sekvens:

1. Enlinje, der starter med '@’ og angiver, at linjen indeholder et sekvensens-ID.

2. Enlinje, der indeholder DNA-sekvensen, repreesenteret som en streng af nukleo-
tider (A, C, G, T).

3. Enlinje, der starter med '+’ og fungerer som en separator mellem sekvensen og
dens tilhgrende kvalitetsscores.

4. En linje, der indeholder kvalitetsscores for hver base i sekvensen, repraesenteret
som ASCII-tegn. Hver karakter angiver en numerisk vaerdi, der angiver kvaliteten
af den tilsvarende base. Hvis en base har en hgj kvalitetscore, betyder det, at den
med stor sikkerhed er base-called korrekt.

En sekvens i FASTQ-format kunne eksempelvis veere:

@read1
ACGTGCTAGCATCGA
+

>AAABBB<8<<<8<

Resultaterne (FASTQ-filerne) kan nu hentes ind i programmet EPI2ME og bakteri-
erne kan identificeres.

DEL G - Databehandling fra sekventering

Formalet med DEL G er analysere data opnaet fra Nanopore-sekventering ved brug
af programmet EPI2ME.

Analysen kan bare startes og kere indtil den skal bruges i naeste undervisningstime.

Fremgangsmade

1. Ferst downloades Epi2me fra EPI2ME LABS.
Download link: https://labs.epi2me.io/

Veelg ‘download now’

Download til enten PC eller Mac

Abn Epi2me og veelg ‘continue as guest’
Tryk pa 'Setup Epi2Me Desktop’

o~ wDn

Q. Search workfiows and analyses

Dashboard Loggedin as Guast

4

Setup EPI2ME Desktop N

[&]

B e | @ o >
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Herefter varierer fremgangsmaden afhaengigt af om man har MacBook eller PC.

PC
1. Download Windows10 platformen herunder WSL Setting up EPIZME x
(Windows subsystem to Linux) ved at trykke pa ‘setup!
2. Etvindue vil abne for installation af WSL.
Most bioinformatics software is built to run on Linux computers rather than in Microsoft
3. PC’en V|| nu bede om at genstarte' Windows enviranments. EPIZME uses Windows Subsystem for Linux (WSL) to bring Mextflow

workflows to your Windows computer.

Installing WSL

4, Efter genstart &bnes Epi2Me programmet igen og der trykkes O O N v ——
o o updating your computer to the latest version (build) of Windows possible for your device. To
forst pa den rede knap (1), og herefter pa 'setup’ (2). B N NS AR Ao
. for updates”. From there install all available updates. You may need 1o select 1o show additional
5. Programmet er nu klar til brug. or hidden updates,

Once your system is completely up to date proceed with the installation of Windows Subsystem
for Linux via the button below,

Hvis dette ikke virker, henvises der til trouble-shooting og manuel

If the check is already passing, you may continue.

installation: o inbsias i 2 =

- https://learn.microsoft.com/en-us/windows/wsl/troubleshooting ws“““‘”""‘“’“’

- https://learn.microsoft.com/en-us/windows/wsl/install-manual
download and install the latest version, or restart it if it has stopped.

Mac

1. Veelg Setup Epi2me Desktop.
2. Download af Epi2me er i gang promptes for download af Java og Docker Desktop.
3. Programmet er nu klar til brug.

Efter installation
1. Nar Epi2me er installeret og dbnet pa enten PC eller Mac, veelges workflows og
wf-16s downloades.

View workflows
Run and install analysis pipelines.

R}

EPIZME-LABS
wf-16s

Identification of the origin of single reads from 16S/ITS am...

2. Aben wf-16s og klik pa ‘run this workflow’

Run this workflow
Open launch wizard to setup your analysis using this workflow.

>

Veelg sti til Fastg-fil p& USB-stik

Klik pa ‘Launch workflow’

Bekreeft 'launch’

Den igangveerende analyse indikeres af programmet som ‘running’ og udviklin-

oo s w

gen kan felges i vinduet 'Progress’
7. Analyserapport findes som angivet: Report : wf-16s-report.html
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Efterbehandling

1.

Forklar formalet med de enkelte trin i ekstraktion og oprensning af DNA fra en
jordpreve (DEL A). Inddrag en forklaring af, hvad der sker med DNA og/eller an-
dre stoffer ved tilseetningen af en given oplasning eller ved en given behandling.

2. Forklar princippet i PCR (DEL C). Inddrag nedenstéende figur 34 i forklaringen.

Cyklus 3

DNA der skal
opformeres 1

5'm]]]]m\ 3 f
L

3

=< m
/. /
Nucleotid DNA-primer
Polymerase

ey

DNA opvarmes til 94-96 °C og gares enkeltstrenget
2. Afkgling til 68 °C hvor genspecifikke primere binder sig

3

Cyklus 1 Cyklus 2 ""I""
W[I]TI]TI]WI‘J/:_I il

ﬂ| T 1

JUEERERRT T T -

LI
T\—m— SR T

w1 11 1111 g
«v LULEERRRENE

=

.

T 1 1
1 I _ —mmmm

~ ) <__ll|__k L L
] |||m —TTTTT
B | |00t T T

3. Efter opvarmning til 72 °C seetter DNA-polymerase I I I I I I I I I ‘
nucleotider sammen i forleengelse af primeren

Figur 34. PCR-metoden.

3. Forklar hvordan og hvorfor DNA'et vaskes efter opformering ved hjeelp af PCR

(DEL D).

4. Forklar hvorfor det er vigtigt at male DNA-koncentrationen (DEL B og DEL E)

bade fer og inden opformering af DNA ved metoden PCR.

5. Underseg de muligheder EPI2ME har for at visualisere jeres resultater efter

analyse ved hjeelp af bioinformatik (DEL G). Lav fx et stamtree eller et tallerken-
diagram og praesentér disse.

6. Sammenlign resultaterne fra de forskellige jordprever. Hvilke konklusioner kan

der drages med hensyn til biodiversiteten i forskellige jordtyper?

7. Diskutér arsager til forskelle i artssammensaetning og artsrigdom (biodiversitet)

HANDS ON BIOTECH -
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Arbejdsark

Gruppe nr. Barcode nr. Prove

Eksempel:

Gruppe 1 B03 Jord fra Alberte’s have

Udfyld nedenfor:

DNA-koncentration DNA-koncentration efter
efter ekstraktion og PCR-opformering og
oprensning (DEL B) oprensning (DEL E)

45,5 ng/uL 15,1 ng/pL
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Noter
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LARERVEJLEDNING

EKSPERIMENT 5
Biodiversitet i jordprover

Leereplanen

Eksperimentet belyser falgende kernestof i leereplanen for bioteknologi A (og tilsvarende for biologi A):
= Nucleinsyrers opbygning, forekomst og egenskaber

= Replikation

= DNA-teknikker, herunder PCR og sekventering

®  Anvendt bioinformatik

@velsen kan indgé i temaer der perspektiverer kernestoffet indenfor miljgteknologi og miljebeskyt-
telse samt ny forskning og nye bioteknologiske metoder.

Teori

For at fa det bedste faglige udbytte af avelsen er det en fordel at kende til:
®  DNA's struktur og funktion

= DNA-opformering (PCR)

= DNA-sekventering og bioinformatik

Det kan der leeses om i de biologi- og/eller bioteknologileerebager, der i forvejen anvendes i un-
dervisningen.

Desuden er det en fordel at kende til:

= 16S-rRNA-genet hos prokaryoter

= Teknikker der anvendes i forbindelse med DNA-ekstraktion, -oprensning og -vask
®  Fluorometri der anvendes i forbindelse med koncentrationsbestemmelse af DNA
= Nanoporeteknologi der anvendes i forbindelse med sekventering

®  Programmeringsveerktgjer til bioinformatik

Disse emner beskrives i de teoriafsnit der knytter sig til eksperimentet.
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Flow

@velsen har felgende flow og tidsforbrug:

= DEL A - Ekstraktion og oprensning af DNA fra jordprave - 90 min.

= DEL B - Méling af DNA-koncentration - 20 min.

m  DEL C - Opformering af bakterielt 16S-DNA - 60 min. + 100 min. til PCR

®  DEL D - Oprensning af opformeret 16S-DNA - 45 min.

= DEL E - Maling af DNA-koncentration efter PCR-oprensning - 20 min.

= DEL F - Sekventering af bakterielt 16S-DNA - 45 min. + (24-72 timers sekventering)
m  DEL G - Bioinformatik - 90 min.

Kommentarer til eksperimentet

DEL A - Ekstraktion og oprensning af DNA fra jordprave.
= Elever skal selv medbringe jordprave.
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