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Forord

Denne oppgaven fullferer en 2-arig mastergrad ved Institutt for bioteknologi pa
NTNU, og ble utfert i perioden januar 2013 til august 2014. Prosjektet ble veiledet av Dr.
Scient. Helga Ertesvag, som ogsa utformet hypotesen for denne oppgaven. Oppgaven tar for
seg 5 hypotetiske gener i bakterien Azotobacter vinelandii med mél om & undersgke deres
funksjon. Arbeidet har vaert veldig leererikt og gitt meg verdifull kunnskap for min videre
karriere.

Jeg vil rette en spesiell takk til Helga Ertesvag for veiledning, korrekturlesning og ikke
minst far forstaelse og talmodighet rundt en vanskelig livssituasjon som forte til en utsettelse i

masterprosjektet.



Sammendrag
A. vinelandii er kjent for sin evne til & danne cyster ved mangel pa en tilstrekkelig

neringskilde. Under cystedannelsen blir mange av fosfolipidene i yttermembranen erstattet
med alkylresorcinoler og alkylpyroner. Et system tilstrekkelig for syntese av disse er blitt
funnet & vaere kodet av operonet arsABCD. Nedstroms for dette operonet finnes flere
hypotetiske gener, hvorav 5 av dem blir sett neermere pa i dette prosjektet. Disse er

Avin 29510 (arsF), Avin_29500 (arsG), Avin 29490 (arsH), Avin_29460 (gly), Avin_ 29450
(mal). arsFGH er tenkt  vare involvert 1 dannelsen av en ABC-transporter med evne til &
transportere alkylresorcinol gjennom cellemembranen.

Avin_ 29450 (mal) er tenkt & kode for et enzym kalt malonyl-CoA-transferase, enzymet
katalyserer en reaksjon med malonylCoA som er essensiell for biosyntesen av alkylresorcinol.

Avin_ 29460 (gly) er tenkt a kode for enzymet glykosylase som kan veare involvert i
produksjonen av alkylresorcinol i 4. vinelandii. Dette baseres pa at noe av
alkylresorcionolene produsert i A. vinelandii har blitt vist til & inneholde en galaktose gruppe.

Strategien for & undersegke funksjonen av samtlige av disse gene var a konstruere separate
delesjonsmutanter for hvert gen og analysere hvordan dette pavirket A. vinelandii sin evne til
a produsere eller transportere alkylresorcinol. Delesjonsmutanter og transposonvektorer til
arsFGH var allerede produsert ved starten av dette prosjektet. Disse mutantene skulle i dette
prosjektet verifiseres ved komplementering. Pm-promotoren brukt til & utrykke villtype genet
1 transposonvektorerne til arsFGH blir under dette prosjekt vist til og ikke fungere etter
hensikt ved cystedannelse og tilsatts av m-toluat. Det blir derfor konstruert nye
transposonvektorer for disse gene med villtype-gen under kontroll av palgD. For deteksjon av
alkylresorcinol ble det 1 dette prosjektet etablert en metode ved reaksjon med en lgsning
inneholdende Fast Blue B. Saltet Fast blue B og 5-n-alkylresorcinol / Orcinol(standard)
reagerer med hverandre i naerver av aceton og danner et radt presipitat. Fargeomslag som
folger av dette kan méles spektofotometrisk ved 520nm.

Under dette prosjektet ble det konstruert en delesjonsmutant for Avin 29460 (g/y) og
funnet tegn pa at dette genet kan pavirke vekstraten til 4. vinelandii. Et knockout-plasmid for
Avin_ 29450 (mal) ble ogsé ferdigstilt, men en delesjonsmutant ble funnet til & vaere vanskelig
a produsere. Dette kan tyde pd at genet er viktig for veksten av A. vinelandii til den grad at
villtypen tar over kulturen. Avin_29460 (gly) og Avin_29450 (mal) ble klonet som forste

trinn 1 prosessen med & lage vektor for & utrykke disse i1 4. vinelandii mutanter.
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Summary
A. vinelandii is known for its ability to form cysts in the absence of an adequate nutritional

source. During cyst formation, many of the phospholipids in the outer membrane is replaced
with alkylresorcinols and alkylpyrones. A system sufficient for the biosynthesis of these lipids
has been found to be encoded by the operon ars4ABCD. Downstream of this operon are several
hypothetical genes, 5 of which will be looked at in this project. These are Avin 29510 (arsF),
Avin_ 29500 (arsG), Avin_29490 (arsH), Avin_29460 (gly), Avin_29450 (mal). arsFGH is
thought to be involved in the formation of an ABC-transporter capable of transporting
alkylresorcinol through the cell membrane.

Avin_29450 (mal) is thought to encode an enzyme called malonyl-CoA transferase, the
enzyme catalyzes a reaction with malonylCoA which is essential for the biosynthesis of
alkylresorcinol.

Avin_29460 (gly) is thought to code for the enzyme glycosylase that may be involved in
the production of alkylresorcinol in 4. vinelandii. This is based on some of the
alkylresorcionol produced in A. vinelandii has been shown to contain a galactose group.

The strategy for investigating the function of all of these genes was to construct separate
deletion mutants for each gene and analyze how this affected A. vinelandii’s ability to produce
or transport alkylresorcinol. Deletion mutants and transposonvectors to arsFGH had already
been produced at the start of this project. In this project these mutants will be attempted
verified by complementation. The Pm-promoter used to express the wild-type gene in the
transposonvectors to arsFGH are in this project shown not to work as intended during cyst
formation and with added m-toluate. It was there for constructed new transposonvectors for
these gene with the wild-type gene under the control of palgD. To detect alkylresorcinols in
this projects A. vinelandii cysts a new method was developed. The method is based on the
reaction between Fast Blue B salt dissolved in acetone and 5-n-alkylresorcinol / orcinol
(standard). This reaction creates a red precipitate that is measurable at 520nm in a
spectrophotometer.

During this project it was constructed a deletion mutant of Avin 29460 (gly) and the
results suggests that this gene may affect the growth rate of 4. vinelandii. A knockout plasmid
for Avin 29450 (mal) was also completed, but a deletion mutant was found to be difficult to
produce. This suggests that the gene is important for the growth of 4. vinelandii to the extent
that the wild type takes over the culture. Avin 29460 (gly) and Avin 29450 (mal) was cloned

as a first step in the process of making a vector to express these in 4. vinelandii mutants.
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1. Innledning

1.1 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii (A. vinelandii) er en gram-negativ stavbakterie tilherende
Pseudomonadaceae familien. A. vinelandii D] har et sekvensert genom bestdende av et
sirkulaert kromosom pa 5 365 318 bp, hvorav 5050 proteinkodende gener. A. vinelandii gror
fritt som jordsbakterie i noytral eller basisk jord og har muligheten til & fiksere atmosfaerisk
nitrogen i et aerobt miljo ved & omgjore nitrogenet til ammoniakk (NH3). Prosessen foregar i
A. vinelandii uten behov for et symbiotisk forhold [42]. Nitrogenfikseringen er avhengig av
det oksygen-sensitive enzymet nitrogenase, A. vinelandii beskytter nitrogenasen 1 aerobt miljo
ved hjelp av sitt komplement av respiratoriske proteiner. Under hayt oksygenstress kan A.
vinelandii produsere et beskyttende 2Fe-2S protein som sammen med nitrogenasen danner et
oksygenstabilt kompleks. Komplekset er inaktivt, men beskyttet mot skade fra oksygen[42].
Andre mekanismer er ogsa pa plass i1 4. vinelandii for & beskytte denne prosessen. Hvorav en
av de viktigste er alginat. Alginat er et lingert copolymer satt sammen av -1,4 linkede d-
mannuronsyre molekyler som hjelper med & beskytte organismen mot oksygen. A. vinelandii
har ogsa flere versjoner av alginat genet som gjor at alginatets komposisjon kan endres etter
mengden oksygen i miljoet [42]. Dette sorger for at nitrogenasen opplever et nart oksygenfritt
miljo.

A. vinelandii har evne til & danne cyster ved mangel pa en tilstrekkelig naeringskilde. Pa
denne maten beskytter den seg fra ytterligere skade. I cysteform er cellene ogsé hayt
resistente mot de fleste skadelige fysiske og kjemiske forhold[37].

A. vinelandii har ogsd egenskaper som gjor den spesielt interessant for en rekke bedrifter
og foretak. Alginat er av interesse til industriell bruk som et stabiliserende, fortykkende eller
gel dannende stoff til bruk i matproduksjon eller i farmasoytiske produkter[33].

A. vinelandii produserer ogsa et annet stoff av spesiell interesse for industriell bruk, Poly-
B-hydroksybutyrat (PHB). Dette stoffet er en polyester som er biologisk nedbrytbar og kan
brukes som et alternativ til polyetylen og polypropylen i plastikk produkter[33].

Alginat og PHB i A. vinelandii produseres fra forbindelser som inngér i den sentrale
karbonmetabolismen, dette forer til villtype 4. vinelandii som produksjonsorganisme for en av

disse stoffene er lite effektiv. Ved a hindre det ene produktet fra & dannes kan det



konkurrerende stoffets produksjon forsterkes kraftig. Det er gjort er blitt gjort arbeid med a
optimalisere 4. vinelandii som produksjons organisme og ved & slé ut gener viktige for
syntetisering av alginat/PHB har man oppnddd opp til 4-5 ganger okt produksjon[40].

A. vinelandii produserer ogsé fenol-lipider som alkylresorcinol under cystedannelsen.
Disse stoffene kan ha forskjellige potensielle bruksomrader. Eksempelvis har Alkylresorcinol
funnet i en stamme av Pesudomonas sp. blitt funnet til 4 ha anti-bakteriell og anti-fungal
effekt [15].

De vanligste kildene til alkylresorcinoler finner man blant plantearter[17]. Eksempelvis i
kornplantene rug, hvete og bygg finnes alkylresorcinoler i de ytredelene av disse
plantene[17]. I denne sammenhengen har et alkylresorcinol ogsa blitt foreslatt som en
biomarker i plasma for inntak av fullkorns produkter i matkosten[18]. Slike matprodukter har
vist seg 4 redusere risiko for hjertesykdom og diabetes 2[38]. En slik marker kan da brukes til
4 undersegke spersmal rundt ern@ringsmessig epidemiologi 1 gruppe mennesker vis den viser
seg & vaere neyaktig nok[18, 49].

Muligheten for & bruke 4. vinelandii som en form for biogjedsel har ogsé vert undersekt
og okt vekst ved inokulasjon med stammen har i noen tilfeller blitt observert [5]. 4. vinelandii
har flere egenskaper som gjor den interessant for denne typen bruk, som for eksempel
Nitrogen fiksering, evne til & produsere vekstfremmende vitaminer under riktige C:N forhold,
samt hindre andre bakterier med mulig patogen effekt pa plantene fra & vokse. Det er
indikasjoner pé at det er hovedsakelig vitaminproduksjonen som ved riktige C:N forhold er

signifikant nok til 4 resultere 1 den observerte gkte veksten 1 plantene [24].

A. vinelandii har grunnet sine spesielle egenskaper vart viktig som modellorganisme for
biokjemiske og genetiske studier av nitrogenfiksering, samt for produksjon av alginat, fenol-

lipider og Poly-B-hydroksybutyrat(PHB)[36, 40].



1.2 Cystedannelse i A. vinelandii

Ved mangel pa tilgang til en naeringskilde vil A. vinelandii kunne beskytte seg ved at
vegetative celler gjennomgér en differensierings prosess for & danne mikrobielle cyster. Som
en del av denne prosessen ma cellens metabolisme endres fra & veere karbohydratbasert til &
bli lipid basert. I cysteform inneholder cellene dobbelt s& mye lipid som i sin vegetative form
(torrvekt) [21].

Cystedannelsen kan induseres ved tilsats av -hydroksybutyrat (BHB) eller n-butanol i et
karbonfattig vekstmedium|[37]. Cysteinduksjonen er et resultat av akkumulering av PHB og
en overgang til syntetisering av alkylresorcinoler i cellene. Dette pavirker cellens
metabolisme til & ga over til lipider[20].

En cyste er et hvilestadium hvor cellene ikke lenger utforer celledeling. Cystene er hoyt
resistente mot de fleste skadelige fysiske og kjemiske forhold eksempelvis tarke og
ioniserende straling. De er derimot ikke spesielt egnet for & motstd hey varme[37]. Under
laboratorieforhold kan cystene holde seg i mer en 10 &r og fortsatt kunne reversers til sin
vegetative tilstand ved tilgang pa ny nering[51]. Cystedannelsens plass i A. vinelandiis
livssyklus er vist i Figur 1.
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Figur 1: Livssyklusen til A. vinelandii [37]

Ved differensiering til cystestadiet vil A. vinelandii gjennomga store strukturelle endringer.
Cellene mister flagellene fra overflaten og endrer form fra en stavform til en sfaerisk, mer

kompakt form. Samtidig vil ogsa membranen bli tykkere og danne en kapsel som beskytter



cellens sentrale kropp som inneholder de essensielle celleorganene. Kapselen har distinkte lag
som bestér av et tykt indre lag kalt "intine” og et tynnere ytre lag kalt “exine” [13].
De forskjellige lagene i en cyste, samt granulene av PHB i kjernen kan tydelig sees i et

elektronmikroskop, se figur 2.

i .-

Figur 2: Micrograf bilde av A. vinelandii cyste [35].

EX= exine lag, IN= intine lag, IM= indre membran, OM= ytre membran, CB= sentral

kroppen, PBH= akkumulert PBH i intracelluleere granuler.

Alginat, PHB og alkylresorcinoller er alle stoffer A. vinelandii produserer under
cystedannelsen. Polysakkaridet alginat er en komponent i bdde det intine og det exine
laget[27]. Alkylresorcinolene (lipider) bytter ut fosfolipidene i membranen under
cysteformasjonen og er en komponent av det exine lag (mer om dette i 1.3)[34]. Mens i1 den
sentrale cellekroppen av cysten finner man granuler som inneholder lager av PHB som brukes
som karbon og energi kilde under cystedannelsen [46]. Likevel er PHB-syntese blitt vist
under laboratorieforhold til ikke a vere essensiell for dannelsen av modne cyster[39].

Nar PHB-syntesen hindres ved mutasjon i phb er det derimot blitt observert et skift til lipid
metabolisme lignende den man finner ved katabolisme av de cysteinduserende stoffene n-
butanol og B-hydroxybutyrate (BHB). Dette er da tenkt & legge til rette for produksjon av mer
alkylresorcinol enn normalt ved at blant annet acetyl-CoA mengden i cellen gker og legger
forholdene til rette for alkylresorcinol produksjon. Mutantstammene er observert & danne et
tykkere exine lag med hoyere innhold av alkylresorcinol enn villtypen og forer til produksjon

av alkylresorcinoler selv under ikke induserende forhold [39].



1.3 Syntese av alkylresorcinol og alkylpyroner i A. vinelandii

Som en del av cystedannelsen blir en betydelig del av fosfolipidene i membranens exine
lag byttet ut med alkylresorcinoler og alkylpyroner [35]. Disse bestar av polare aromatiske
fenolringer og hydrofobe alkylkjeder[47]. Fenolringene i alkylresorcinol og alkylpyron
inneholder hydroksylgrupper eller ketongrupper, hos alkylpyroner er et karbonatom 1
fenolringen substituert med et oksygenatom. Alkylkjedene til fenol-lipidene som forekommer
1 A. vinelandii har fra 22-26 carbon atomer [25]. De amfifiliske egenskapene er viktig for &
kunne danne stabile monomolekylare lag i for eksempel cellemembraner[17]. Fenol-lipidene
er blitt vist & ha en viktig strukturell rolle 1 det exine lag av en 4. vinelandii cyste[35].
Derimot er de ikke essensielle for selve cysteformasjonen eller resistansen mot utterking slik
som tidligere rapportert [41]. [ A. vinelandii syntetiseres det flere former av fenol lipider med
forskjellige kjemiske egenskaper. Ut av disse er derimot 5-n-heneicosylresorcinol, 5-n-
tricosylresorcinol (AR|) og dens galaktose derivater(AR;) de mest vanlige[47]. Struktur av

disse kan sees i figur 5.
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Figur 3: Struktur og egenskaper av de vanligste alkylresorcinol formene i A vinelandii cyster.

Modifisert fra [47].

Genklyngen hvor man finner genene ansvarlige for produksjon av alkylresorcinoler er
organisert slik det kommer fram av tabell 1. Informasjonen i denne tabellen er hentet fra

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).



Tabell 1: Fenol-lipid genklyngen.

ID

Avin_29560 arsA
Avin_29550 arsB
Avin_29530 arsC
Avin_29520 arsD
Avin_29510 (arsF)

Avin_29500 (arsG)

Avin_29490 (arsH)

Avin_29480

Avin_29470

Avin_29460 (gly)

Avin_29450 (mal)

Avin_29440

Funksjon

type I fettsyre syntase ArsA

type III polyketide syntase

type III polyketide syntase

type I fettsyre syntase ArsD
antimikrobiell peptid ABC transporter
ATPase; K02003 antatt ABC transport
system ATP-bindende protein
hypotetisk protein; K02004 antatt ABC
transport system permease protein
hypotetisk protein, tenkt & vaere involvert i
ABC transport system[43].

hypotetisk protein

hypotetisk protein

gruppe 1 glykosyl transferase

Malonyl CoA-acyl baerende protein
transacylase

hypotetisk protein

Start-stop bp

3053697-3046186 C
3046102-3044882 C
3044885-3043656 C
3043659-3041749 C
3041657-3040905 C

3040908-3039658 C

3039617-3038625 C

3038444-3038587

3038452-3037220 C

3037156-3035801 C

3035748-3034372 C

3034375-3033926 C

I tabell 1 er farger brukt til & annotere gener som er tenkt a vare 1 operon. Samtlige av
disse gene blir utrykt ved samme tid under cystedannelse (Ertesvdg, Upublisert).

Blatt markerer et operon tenkt & veere involvert med transport system av alkylresorcinol
over membranen (ATP-binding cassette (abc) system). Avin 29490 (arsH) er ogsa tenkt a
veare involvert 1 denne prosessen selv om den ikke prediktert til & vaere en del av operonet.
Dette til tross for at avstanden bare er pa 41bp [7].

Markert med gront er et tenkt operon involvert i produksjonen av alkylresorcinoler i A4.
vinelandii. Dette baseres pa at gene er n&ermere en ca. 50 bp til andre kodene gener med mulig
relatert funksjon.

Operonet arsABCD er kjent a kode for et polyketidesynthase system (PKS) som er
ansvarlig for biosyntese av alkylresorcinol og alkylpyron [11]. Operonet er merket med rodt i
tabell 1 og er ogsa vist i figur 3.

Det er ogsa vert & merke at Avin 29480 overlapper med bade arsH og Avin 29470, men
gar 1 motsatt retning til disse gene. Dette kan tyde pa at Avin 29480 ikke er et reelt gen.



arsA arsB arsC arsD 1kb

Figur 4: organiseringen av operonet arsABCD. Modifisert fra [25].

arsB koder for en alkylresorcinol-syntase og arsC koder for en alkylpyron-syntese. arsA
og arsD koder for to type 1 fettsyre-synteser (FAS), disse er ansvarlig for a danne fettsyrer
med 22-26 karbon fra substratet malonyl-CoA. Malonyl-CoA fungerer ogsé som transporter
av byggeblokker(syrederivater) til konstruksjonen av nye fettsyrer[25]. Enzymet som
fasiliteter denne overforingen av byggeblokker er malonyl-CoA-transferase (ogsa kalt
Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase). Enzymet kodes for av fabD og proteinet
kodet for 1 Avin_29450 er ogsé tenkt & veere malonyl-CoA-transferase. fabD har heyere
aktivitet under normale vekstforhold mens Avin 29450 viser hoyere aktivitet under
cystedannelsen (Ertesvag, upublisert). Et mulig spor for syntetisering av fenol-lipider i 4.

vinelandii kommer fram av figur 5.
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R OH rR..0_.0 R 0.0
gy Yy
OH OH OH

Figur 5: Tenkt spor for syntetisering av fenol-lipider i A. vinelandii. Modifisert fra [25].



1.4 Alkylresorcinol transport over cellemembran

ABC(ATP-binding cassette)-transport systemet bestaende av en gruppe membranproteiner
som ved tilforsel av energi 1 form av ATP kan transportere en rekke forskjellige stoffer over
en cellemembran. ABCsystem-familien er hoyt konservert og kan finnes igjen 1 mange
organismer. ABC-transporterer er involvert i mange forskjellige funksjoner en bakteriers
fysiologi. De deles ofte i 3 grupper etter funksjonen de har i cellen. De 2 forste gruppene er
importerer og eksportorer. Disse ABC transporterene er involvert 1 import av naringsmidler
og eksport av potensielt giftige molekyler[8]. Av de mange stoffgruppene ABC-
transporterene er involvert med kan det blant annet nevnes aminosyrer, peptider, metaller,
lipider, toxiner og vitaminer. [1].

Den tredje gruppen er ikke involvert med transport og er tenk involvert 1 blant annet
protein syntese, DNA vedlikehold og DNA reparasjon. Denne gruppen av ABC proteinene
utever sin funksjon i cytoplasma og/eller nukleus til motsetning fra cellemembranen som de 2

andre gruppene[1].

ABC-transporterene har dimerstruktur bygd opp av monomerer med 2 kjernedomener.
Disse er et hydrofobt transmembran-domene (TMD) og et hoyt konservert nukleotidbindende
domene(NBD). Figur av strukturen kan sees av figur 6.

TMD delen bestar av a-helikser forankret i cellemembranen og danner en kanal gjennom
cellemembranen for selve transporten av substratet. Denne kanalen er ogsa spesifikk for
substratet den skal transportere ved & ha forskjellig struktur og aminosyresekvens. Antallet a-
helikser vil variere etter typen ABC transporter, Importerer kan variere mellom 5-10 og
eksporterer ligger rundt 6[8].

NDB vil binde seg til TMD 1 cytoplasma-siden og karakteriseres av noen hoyt konserverte
sekvenser kalt Walker A-, Walker B- og signaturmotiv. Disse er deler av NDB sitt ATP-
bindene sete. Binding med ATP er vitalt for at ABC-transporteren skal kunne utfere transport
over membranen[8]. Andre strukturer unike for hvilken gruppe av ABC-transporterer de herer
til kan ha andre komponenter i tillegg feste seg i kjernedimerstrukturen[8].

Importerene har en for eksempel et hoy-affinitet bindings protein som er spesifikk for en
type substrat fra periplasma. Dette bidrar til 4 regulere hva som transporteres inn i cellen[32].

Eksporterene har et intracelluleert domene/loops (ICD) som kobler sammen TMD og NDB
inne 1 cellen. Dette domenet er tenkt & ha en rolle i struktur og kommunikasjon mellom TMD

og NDBJ[8].



Transport ved ABC-system er en energikrevende prosess som krever ATP. Nar substratet
binder til TMD vil dette fore til en strukturell endring i NBD slik at den na vil binde ATP.
Ved binding til ATP vil nok en konfigurasjons endring forekomme som hindrer binding av
nytt substrat og ATP vil starte og hydrolysere. Konfigurasjonsendringen dette forer til gjor at
substratet fores gjennom TMD og over cellemembranen. Nar substratet er frigitt vil ADP og
Pi frigis og ABC-system vil gjendanne sin opprinnelige konfigurasjon. Prosessen er vist av

figur 6[9].

Periplasm ¥\ 7\

ATP hydrolysis
Pi release

Cytoplasm
. icp

- ; ._

Figur 6:Mekanisme for eksport ved ABC-systemet. S: substrat, TMD: transmembrant domene, NBD:
Nukleotidbindende domene, ICD: intracelluleert domene. Modifisert fra [9].

De 3 genene nedstrems for arsABCD som har blitt kalt arsF (Avin_29510), arsG
(Avin_29500) og arsH (Avin_29490) er blitt koblet til lipid transport ved et mikroarray-
studium av cystedannelsen i1 A. vinelandii. Resultatet av denne viste at arsFGH uttrykkes
samtidig som arsABCD (Ertesvag, ikke publisert). En bioinformatisk sammenligning ga sa
grunn til & tro at proteinene kodet i arsFGH var proteiner som kunne vere involvert i & danne
en ABC-transporter cellemembran med evne til & transportere alkylresorcinol under cyste
formasjon. Fremgangsméten som ble valgt for 4 underseke denne hypotesen var
delesjonsmutanter og resultatene av dette arbeidet virker til 4 underbygge denne hypotesen.
Samtlige av mutantstammene som hadde utslatt et av arsFGH genene hadde mistet evnen til
fore alkylresorcinol til overflaten av cystene. Det kan derfor tenkes at disse gene er alle
essensielle for transporten over cellemembranen. Det ble ogsa vist at ArsG har likheter med
permeaseproteiner i ABC-transportsystem, og at ArsH muligens ogsa er del av en

ABCltransporter [7].



1.5 Bakgrunn for oppgave

I denne oppgaven vil arbeidet som ble startet av Marianne Dalland pa arsF, arsG og arsH
viderefores. Delesjonsmutantene ferdigstilt i Dallands prosjekt skulle verifiseres ved bruk av
transposonvektorer inneholdende villtype arsF, arsG og arsH fra A.vinelandii. Disse var laget
av Dalland og kalt pMD113,pMD114 og pMD115. Villtype gene i disse vektorene var under
kontroll av en Pm-promotor [7]. Se metode 2.2 for liste av plasmider og bakteriestammer.
Dersom mutantene far tilbake villtypefenotypen etter komplementasjon ville dette tyde pa at

de observerte endringene i genuttrykk kommer av delesjon av disse genene.

Videre skulle denne oppgaven starte & underseke funksjonen til proteinene kodet for av
Avin_29450 og Avin_29460. Den apne leserammen Avin_ 29450 som er & finne nedstroms
for arsABCD operonet og den synes a kode for enzymet malonyl-CoA-transferase (Malonyl
CoA-acyl carrier protein). Videre i denne oppgaven vil dette teoretiske genet refereres til som
mal. Malonyl-CoA-transferase katalyserer folgende reaksjon i det fosfopantetine thiol (R-SH)
omradet av acylberer proteinet (ACP) [25]:

malonyl-CoA + [acyl-carrier-protein] &= CoA + malonyl-[acyl-carrier-protein]

Som vist i figur 4 er malonyl-CoA essensiell for biosyntesen av alkylresorcinol. Grunnet at
reaksjonen dette enzymet katalyserer er viktig for overferingen av fettsyrederivatene til ACP
er det mulig at det kan ha en effekt pa alkyresorcinol produksjonen om dette genet ikke
opererer normalt.

Nedstrems for arsABCD finnes videre en annen &pen leseramme Avin 29460 som er tenkt
a kode for et glykosylase enzym som kan vere involvert i produksjonen av alkylresorcinol i
A. vinelandii. Dette baseres pa at noe av alkylresorcionol produsert i A. vinelandii har blitt vist
til & inneholde galaktose [47]. Struktur av de vanligste formene av alkylresorcinol, med og
uten galaktose gruppe kan sees ut fra figur 5. Det teoretiske genet i Avin_29460 vil videre i
denne oppgaven bli referert til som g/y. En endring i mengden alkylresorcinol med galaktose
kan muligens gi endrede egenskaper til cysten.

Gjennom transkriptom analyse av A. vinelandii cystedannelsesprosess har det blitt vist at
gly og mal ble utrykt ved samme tidspunkt som ars4ABCD operonet (Ertesvag, upublisert).

Dette gir grunnlag for en hypotese om at disse genene er involvert i produksjonen av
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alkylresorcinol i1 4. vinelandii. Prosjektet tok dermed sikte pa a utforske denne hypotesen
naermere gjennom & lage delesjonsmutanter for disse genene. Mutantene skulle sa bli
undersekt etter cysteinduksjon for produksjon av alkylresorcinoler, samt mulige strukturelle
endringer og/eller tap av galaktose gruppen.

Delesjonsmutantene fra dette arbeidet kan sa verifiseres ved bruk av transposonvektorer
inneholdende villtype gly og mal fra A. vinelandii. Dersom mutantene far tilbake
villtypefenotypen etter komplementasjon vil dette tyde pa at de observerte endringene i

genuttrykk kommer av delesjon av disse genene.
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2. Materiale og metode

2.1 Medium og lgsninger

2.1.1 Vekstmedium

Luria Broth (L.B):
Trypton 10 g/L
Gjeer-ekstrakt 5¢g/L
NaCl 10 g/L
Autoklaveres.

Luria Agar (LA):
Trypton 10 g/L
Gjeer-ekstrakt 5g/L
NaCl 10 g/L
Agar 15 g/L
Autoklaveres.

Luria Agar med m-toluat (LA+m-tol):

Lages pa samme mate som ordiner LA, men med tilsatts av m-toluat til 0.5mM etter nedkjeling til

ca S5 °C.

Burks medium (BM):
MgSO, *7H,0 0.2 g/L
NaCl 0.2 g/L
H,O 900 g/L
Autoklaveres.

+Glukose: 20 g glukose lgst I 100 mL vann, autoklaveres separat og tilsettes etter avkjeling.

+Salter fra frosen stock (10000x); FeSO4 (15 mg/L medium), CaCl, (50 mg/L. medium), Na,MoQO,

(2.1 mg/L medium)
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Burks agar (BA):

MgSO, *7H,0 0.2 g/l
NaCl 0.2 g/L
H,O 900 g/L
Agar 15 g/L

Autoklaveres.

+Glukose: 20 g glukose lgst I 100 mL vann, autoklaveres separat og tilsettes etter avkjeling.
+Salter fra frossen stock (10000x); FeSO, (15 mg/L medium), CaCl, (50 mg/L medium), Na,MoQO,
(2.1 mg/L medium)

Burks Medium med uten karbonkilde (BM-C):
Laget som normal BM, med unntak av at glukosen aldri blir tilsatt. I stedet tilsettes mer vann for a

oppna samme volum.

Burks Medium med 5% v/w sucrose (BM + Suc):

Laget som normal BM, med unntak av at glukosen (karbonkilden) byttes med 5% v/w sucrose

Burks Medium med B-hydroksybutyrat (BHB) (BM + BHB):
Laget som normal BM, ingen glukose (karbonkilde), men med tilsats av sterilfiltrert BHB til 0,2%

v/v.

Burks agar med 5% v/w sucrose (BA + Suc):

Laget som normal BA, med unntak av at glukosen (karbonkilden) byttes med 5% v/w sucrose

Burks agar med n-butnaol (BA + n-but):

Laget som normal BA, med unntak av at glukosen (karbonkilden) byttes med n-butanol.
Burks agar med n-butnaol og m-toluat (BA + n-but + m-tol):
Laget som normal BA, med unntak av at glukosen (karbonkilden) byttes med n-butanol og tilsatts

av m-tolouat til 0,5 mM etter nedkjeling.

**Notat: Noe om m-tol i forbindelse med gpm promotor i lavtallkopi plasmidet.
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SOC medium:

Tryptone 20 g/L
Gjeer-ekstrakt 5g/L
NaCl 0.5 g/L
KCl 0.186 g/L
Glukose 3.6 g/L
MgCl, 5.08 g/L
Lost i vann

Steriliseres ved filtrering og lagres ved -20 °C.

TFB1:
KAc 2.94 g/L
RbCl 12.1 g/L
CaC12 X 2H20 1.47 g/L
MnCl, x 4H,O 10 g/L
Glyserol 15 % v/v

pH justeres til 5.8 ved bruk av fortynnet eddiksyre.

Steriliseres ved filtrasjon og lagres ved 4-8 °C.

TFB2:
MOPS 2.1g/L
CaCl, x 2H,O 11 g/L
RbC1 1.21 g/L
Glyserol 15% v/v

pH justeres til 6.5 ved bruk av fortynnet NaOH.

Steriliseres ved filtrasjon og lagres ved 4-8 °C.

Psi-medium:

Tryptone 20 g/L
Gjer-ekstrakt 5¢g/L
MgSOy4 5S¢/l
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2.1.2 Fast Blue-lgsning:

Losninger med Fast blue B salt ble brukt til pdvisning av alkylresorcinoler og ble laget pa
folgende mater.

Fast blue B losning:

0,5 % Fast Blue B salt ble last i 5 % eddiksyre for brukt i petriskdler med A. vinlandii
cyster.

Propanol fast blue B lesning (100ml):

Acetic acid (100 %) Iml (5%)
Fast Blue B 0.016g (0.08%)
H20 fortynn til 20ml
1-Propanol I forholdet 1:4, 80ml

Totalt volum 100ml

Lesningene er lyssensitiv & beskyttes ved & pakkes i folie. Holdbarheten er ogsa kort, slik at
losningen ber lages samme dag som eksperimentet.

2.1.3 Antibiotikum

I forsekene beskrevet 1 denne rapporten blir apramycin, ampicillin og tetracyclin brukt som
selektive antibiotikum. Antibiotika blir tilsatt media eller agarer etter behov og forst etter at
de er kjolt ned til under 55 °C. Folgende konsentrasjoner ble alltid brukt for alle medier eller

agarer vis ikke annet er nevnt:

Tabell 2: Brukte antibiotikum med konsentrasjoner

Antibiotikum Forkortelser Stock lgsning Brukslgsning
Ampicillin Amp 200 mg/mL 200 pg/mL
Apramycin Apr 50 mg/mL 50 pg/mL
Tetracyclin Tet/ Tc 10 mg/mL 10 pg/mL
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2.2 Plasmid og bakteriestammer

Tabell 3: Bakteriestammer

ID

Kommentar

Kilde

A. vinelandii ATCC
12518

Villtype

American Type
Culture
Collection

A. vinelandii Amal

A. vinelandii ATCC 12518 med utslatt
Avin 29450 gen

Dette studie

A. vinelandii Agly

A. vinelandii ATCC 12518 med utslatt
Avin_29460 gen

Dette studie

A. vinelandii AarsF

A. vinelandii ATCC 12518 med utslétt
Avin 29510 gen, Tetracyclin resistent.

Dalland, M. [7]

A. vinelandii AarsG

A. vinelandii ATCC 12518 med utslatt
Avin 29500 gen, Tetracyclin resistent.

Dalland, M. [7]

A. vinelandii AarsH

A. vinelandii ATCC 12518 med utslétt
Avin 29490 gen, Tetracyclin resistent.

Dalland, M. [7]

AvAarsF::TnMD113

A. vinelandii AarsF Komplementert ved
pMD113

Dette studie

AvAarsG::TnMD114

A. vinelandii AarsG Komplementert ved
pMDI114

Dette studie

AvAarsH::TnMD115

A. vinelandii AarsH Komplementert ved
pMDI115

Dette studie

E. coli DH5x

Superkompetente celler optimalisert for
transformering ved mutasjon i rec4 og endA|l.
Mulighet for blé/hvit-seleksjon.

Hanahan, D. [12]

E. coli §17.1 4pir

Superkompetente celler for brukt i
transformasjon. Inneholder Apir og andre gener
nedvendig for konjugering av plasmid.

Simon, R. [45]
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Tabell 4:Plasmider

ID Kommentar Kilde
pHE179 ColE1 kloningsvektor, Amp', Tet'. Ertesvag, ikke
publisert

pHE326 Kloningsvektor, Amp', Tet". OriT for konjugering, | Ertesvag, ikke
Pm-promotor. publisert

pHE324 Inneholder promotoren algD, kuttes ut med Ertesvag, ikke
Acc651 og Ndel for sé og overfores til pMD113- | publisert
115. Bytter ut Pm-promotor i nevnte plasmider.

puUC128 Kloningsvektor med /acZ for bla/hvit Keen, N. T. [16]
Seleksjon, Amp'.

pMD113 Transposonvektor, inneholder arsF kontrollert av | Dalland, M. [7]
Pm-promotor. Amp', Apr'.

pMD114 Transposonvektor, inneholder arsG kontrollert av | Dalland, M. [7]
Pm-promotor. Amp', Apr'.

pMD115 Transposonvektor, inneholder arsH kontrollert av | Dalland, M. [7]
Pm-promotor. Amp', Apr'.

p0G113 Derivat av pMD113 promotor pm kuttet ut ved Dette studie
Ndel og BsiWI. Ny promotor algD kuttet fra
pHE324 med acc65i og Ndel ligeres inn i
pMD113. Amp', Apr'.

p0G114 Derivat av pMD114 promotor pm kuttet ut ved Dette studie
Ndel og BsiWI. Ny promotor algD kuttet fra
pHE324 med acc65i og Ndel ligeres inn i
pMD114. Amp', Apr'.

pOG115 Derivat av pMD115 promotor pm kuttet ut ved Dette studie
Ndel og BsiWI. Ny promotor algD kuttet fra
pHE324 med acc65i og Ndel ligeres inn i
pMD115. Amp', Apr’.

pOG11 Derivat av pHE179 med Xbal+Pstl kuttet "utslatt | Dette studie
gly” innsatt. Amp', Tet'.
Sekvensering viste at ned delen av utslatt g/y ikke
var etter intensjon.

p0OG1 Derivat av pOG11 med Sall+Agel kuttet "ned Dette studie
gly” innsatt. Amp', Tet'.

pOG2 Derivat av pHE179 med Xbal+EcoRI kuttet Dette studie
utslatt mal” innsatt, Amp', Tet'.

pOG3 Derivat av pHE326 med Avrll+NotI-HF kuttet Dette studie
pOG1 (inneholder “utslatt” gly) innsatt. Tet'

pOG4 Derivat av pHE326 med AvrlI+NotI-HF kuttet Dette studie
pOG2 (inneholder “utslatt” mal) innsatt. Tet'

pOG5 Derivat av pUC128 kuttet med smal, PCR produkt | Dette studie
av villtype gen gly klonet inn ved blunt-end
ligering, Amp'.

pOG6 Derivat av pUC128 kuttet med smal, PCR produkt | Dette studie

av villtype gen mal klonet inn ved blunt-end
ligering, Amp".
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2.3 Metoder

2.3.1: Inokulering pa vekstflaske/agar

Bakterier ble hostet og tilsatt til ny vekstflaske eller agar-plate med passende medium. For
E. coli ble det brukt LB/LA og 37 °C, inkubasjonstid var over natt. For A. vinelandii ble det
brukt BM/BA og 30 °C, inkubasjonstid var 2 netter. Eventuelle tilsetninger ble satt til for
inokulering med bakterier. Ved lite material eller opptining fra -80 °C-fryser hendte det at
inkubasjonstiden ble noe lenger.

Agarer ble spred i 3 soner slik som vist av figur 7
———

Vil b Y

N

=

Figur 7: Spredningsteknikk

Ved & spre i 3 soner oppndr man forskjellig fortynninger pd samme plate. Dette gjor det
lettere & finne enkeltkolonier i agrarer med raskt voksende bakterier og kan i noen tilfeller

spare tid og utstyr nar dette kan gjore nye spredninger overflodig.

2.3.2: Isolering av plasmid-DNA ved Promegas Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System

Prinsipp:

Kittet benytter seg av SDS (natrium dodecyl sulfat (detergent)) alkalisk denaturerings
metode [4]. for & separere plasmid DNA fra andre nukleinsyrer (kromosomalt DNA og RNA).
Metoden bidrar ogsa til & rense og oppkonsentrere plasmid DNA 1 preven. Hovedprinsippet
bak denne metoden er at DNA og proteiner vil denaturere under alkaliske betingelser(ved pH
11) [29]. Nar pH senkes igjen med en hoy-salt buffer (kalium-acetat) vil ikke kromosomalt
DNA kunne renaturere normalt, lange enkelttrdder vil danne basepar med seg selv. Dette gir

en uleselig utfelling som kan sentrifugeres ned. Det samme gjelder RNA med hoy
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molekylvekt. Proteinene vil danne komplekser med SDS fra lyserings bufferen og deretter
felles ut [29].

Et kort kovalent lukket sirkulart plasmid vil derimot kunne renature normalt og derfor
forbli leselig. Dette gjor at vi ender opp med meget rent plasmid-DNA i supernantanten. Ved
deretter 4 sentrifugere proven vil man kunne oppnd god separasjon av kromosomalt og

plasmid DNA [29].

Utforelse:

Preparering av prover foregikk ved at E. coli ble dyrket i 3 mL LB og inkubert over natt.
Bakteriekulturen blir sa pipettert ut i et eppendorfrer. Denne sentrifugeres i 10 minutter ved
13200 RPM for 4 fa dannet en pellet(dette og folgende sentrifugeringssteg utferes ved
romtemperatur og 13200 RPM om ikke annet er oppgitt). Supernantanten fjernes og pelleten
resuspenderes 1 250 pl Celle Resuspensjons lgsning (Inneholder EDTA og RNase). Den
resuspenderte preven blir sa tilsatt i det andre roret fra samme bakteriekultur og blandet med
pipetten. Videre blir 250 pl celle lyserings losning tilsatt (Inneholder SDS og NaOH) og
provene vendes 4 ganger. Ved dette steget 1 prosessen startes en 5 minutter nedtelling. Mens
nedtellingen gér tilsettes 10 pl alkalinsk protease lgsning til hver prove, rerene vendes 4
ganger.

Etter 5 minutter har gatt tilsettes 350 ul neytraliseringslosning (kalium-acetat). Pravene
vendes 4 ganger.

Deretter folger en ny sentrifugering 1 10 minutter. Plasmid DNAet vil befinne seg 1

supernantanten som videre pipetteres over i spinnkolonnen med tilherende oppsamlingsror.

Kolonnen sentrifugeres i 1 minutt. Plasmid DNAet vil bli selektivt bunnet til den silica
baserte membranen i spinnkolonnen ved naervaret av khaotropiske salter. DNAet mister sine
vannbindene egenskaper under disse forholdene. Vasken i oppsamlingsreret dekanteres.
Prevene ble sa renset ved 4 tilsette 750 pul vaskelosning (tilsatt etanol som hindrer at DNA
loser seg fra membranen) til hver kolonne og sentrifugert 1 minutt. Vasken 1
oppsamlingsreret dekanteres. Dette steget ble gjentatt med 250 pl vaskelosning. For & fjerne
siste rest av vaskelgsningen sentrifugeres kolonnene 2 min. Deretter ble kolonnen overfort til
et sterilt eppendorfrer. 100 ul nuklease fritt vann ble tilsatt kolonnen. Lar kolonnen sta pé
benk 1 minutt for sentrifugering for & bedre mengden DNA eludert. Sentrifugering i 1 min

folger. Nar eppendorfrerene settes pd sentrifugen passes det pa at lokkene ligger 1 samme
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retning som sentrifugen spinner slik at de ikke rives av under sentrifugering. Plasmid DNAet

befinner seg né i eppendorfraret, proven lagres ved -20 °C.

Lavkopitall plasmider:

Nér prover med lavkopitalls plasmider ble isolert gjelder 1 hovedsak protokollen skissert
over, men noen tilpasninger blir gjort. Disse er som folger: E. coli stammen med lavkopitalls
plasmidet ble dyrket i 10 mL LB med antibiotika. I resuspensjon trinnet ble cellene samlet 1
2x eppendorfror med celler fra ca. 5 mL LB 1 hvert ror. Begge rorene sentrifugeres sa

gjennom samme spinnkolonne. Alt annet ble behandlet etter protokollen over.
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2.3.3: Polymerase chain reaction

Prinsipp:

Prinsippet bak PCR er at en dobbel DNA trdd denatureres til to enkeltrader, dette
eksponerer basesekvensene for primerne og DNA polymerasen som sé vil kopiere opp en ny
DNA trad med omradet mellom primerne som templat. Dette gjor at vi far doblet mengden
aktuelt DNA materiell 1 proven. Prosessen repeteres til onsket mengde er oppnédd[22].

Prosessen er illustrert 1 Figur 8.

Template

Denaturation . 94°C

Annealing J 5°C below T,,

) Emm-
Primers

bl

Extension 4§ 70°C to 80°C

!

Qi T TR R e

Figur 8: Eksempel pa PCR reaksjon. Modifisert fra [49].

Utforelse:

Hvis genomisk DNA var nedvendig ble dette ekstrahert fra de gram negative bakterie
stammene ved koking. Dette ble utfort ved forst 4 sentrifugere et passende volum (basert pa
vekst) av flytende medium ved 13,200 x g for 10 min. Den resulterende pelleten ble sa
resuspendert 1 100ul PCR gradert-vann og plassert i en varmeblokk (med vann) som holdt 100
°C for 10 min. Proven ble sa kjolt ned og sentrifugert pa nytt ved 13,200 x g for 10 min.
Supernantanten inneholdende DNA ble sa pipettert av og renset ved Promegas wizard® kit.

Konsentrasjon av DNA ble mélt pa et nanodrop spektofotometer og lagret ved -20 °C.
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Expand High Fidelity PCR System (Roche) program:
Lokk holder 103 °C
Denaturering: 95 °C i 5 min (ved bruk av hot start enzymer)

35 Sykler: 95 °C i 30 sec (denaturering)
55 °C i 30 sec (annealing)
72 °C i 2 min (forlenging)

Hold 72 °C i 7 min

Hold 4 °C pa ubestemt tid.

Phusion® High-Fidelity PCR Kit (NEB) program:
Lokk holder 103 °C

Denaturering: 98 °C i 3 min

35 Sykler: 98 °C i 10 sec (denaturering)
60 °C i 15 sec (annealing)
72 °C i 60 sec (forlenging)

Hold 72 °C i 7 min

Hold 4 °C pa ubestemt tid.

2.3.4: Gel-elektroforese

Prinsipp:

Gel-elektroforese ble i dette prosjektet brukt for & skille DNA fragmenter med ulik lengde.
Denne metoden benytter seg av et elektrisk felt og en agarose gel som bidrar motsand mot
diffusjon ved & danne en matrise struktur. Sterrelsen av DNA molekylet vil pavirke
hastigheten molekylet kan bevege seg gjennom matrisen. DNA molekylet drives gjennom
matrisen ved at den har en negativ ladning som tiltrekkes den positive polen. Dermed vil

starrelsen av molekylet bestemme hvor langt hvert enkelt fragment vandrer 1 gelen[19].

Utforelse:

Ideell mengde agarose er avhengig av forventet lengde pd DNA fragmentene. I dette
prosjektet ble det brukt 0,8 % agarose med GelGreen™™. Dette gir god opplesning/separasjon
for fragmenter 1 storrelses orden 5-10 kb. Bufferen brukt 1 utferelsen var 1xTAEbuffer. For

proven ble tilsatt gel-brennene, ble de blandet med ”Loading dye” lik 10 % av prevevolumet.

22



De fleste gjennomferinger ble utfort med 20 pl prevevolum og tilsatt 2 pl loading dye.
Tilsatts av Loading dye gir provene hayere tetthet enn bufferen, slik at DNAet vil legge seg i
brennene. Loading dye inneholder ogsd Bromfenolblatt som er en indikator. Ved ph 6,8 har
den et fargeomslag (gul-bld). Dette gjor at proven kan sees pa gelen uten UVlys. Styrken av
det elektriske feltet brukt var 90-120 V, som her ble funnet optimalt. styrken av det elektriske
feltet bestemmes ut fra lengden mellom elektrodene (5 V/cm). Nér proven hadde vandret
tilstrekkelig langt i gelen ble den tatt ut av karet og visualisert ved blatt lys[19]. GelGreenTM
bundet til DNA fluoriserer ved utsettelse for UV-lys og/eller blatt lys. GelGreen har
tilstrekkelig absorpsjon mellom 250-300 nm og en sterk absorpsjon topp pa rundt 500 nm[3].
For a4 bedemme storrelse ble provene sammenlignet med A-Pstl kuttet E.coli

ladder(vedlegg 1) eller Generuler 1kb DNA ladder fra Thermo-scientific (vedlegg 2).

2.3.5: Rensing av DNA

Prinsipp:

Til rensing av DNA ble det i denne oppgaven brukt QIAquick Gel Extraction Kit og
QIAquick PCR Purification kit. Disse inneholder en silika-membran for binding av DNA 1
narver av en hgy-saltbuffer og pH under 7.5, nukleinsyrene adsorberes pa silika-membranen
1 et miljo rikt pd kaotropiske salter. Urenheter blir s& vasket bort med en vaskebuffer
inneholdende etanol. Vaskingen fjerner primere, nukleotider, enzymer, mineral-oljer, salter,
agarose, etidiumbromid, og andre urenheter fra DNA-provene. Eluering av rent DNA utfores

ved tilsatts av lav-saltbuffer med pH over 7 eller vann[30].

Utforelse:

Ved rensing fra gel kuttes ensket band fra gelen med en skalpell. Sa lite overflodig gel
som mulig er ideelt. Agarosegelen ble sa last ved 4 tilsette 300 ul Buffer QG (inneholder
guanidin tiocyanat med mer) per 100 mg agarosegel. Proven inkuberes sd 10 min ved 50°C og
vortexes ved behov. Etter proven er fullstendig lost ble den overfort til QIAquick spin kollene
og sentrifugert ved 13000 rpm i Imin for & binde DNA til silika-membranen[30].

Ved rensing av PCR produkt tilsettes Sul Buffer PB (inneholder guanidin hydroklorid og
isopropanol med mer) per 1 ul PCRreaksjonsmiks. Praven ble sd overfort til QIAquick spin
kollene og sentrifugert ved 13000 rpm i 1min for a4 binde DNA til silika-membranen[30].

Kolonnen ble vasket med 750 pl buffer PE (med tilsatt etanol), sentrifugert ved 13000 rpm
i 1 min. dette steget ble gjentatt med 250 pl buffer PE (med tilsatt etanol). Renset DNA ble
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eluert ved 4 tilsette 50 pl Buffer EB (Tris-buffer) til kolonnen for ny sentrifugering. Vis det
rensede DNAet skulle ligeres ble buffer EB byttet ut med tilsette 30 ul 0,5x ligasebuffer.
Renset DNA ble lagret pa -20 °C[30].

2.3.6: Restriksjonskutting

Prinsipp:

Restriksjonsenzymer (Klasse II) gjenkjenner spesifikke palindrom DNA sekvenser pd 6-8
baser og lager et kutt i DNA traden ved disse omradene. For at enzymene skal utfore denne
opperasjonen kreves det at magnesiumioner er til stedet. Restriksjonsenzymer er en del av
mange bakteriers naturlige forsvar mot fremmed DNA, slik DNA kan introduseres av for
eksempel et virus. Bakteriens eget DNA er beskyttet sine egne restriksjonsenzymer ved at
dens eget arvemateriale er metylert. Hvis bare en av DNA strengene har en metylgruppe i
gjenkjennelsesomrade vil dette hindre at enzymet binder og kutter DNAet. Dette er vist i1 figur
9. Mer en 900 restriksjonsenzymer er blitt oppdaget og isolert fra over 230 stammer av
bakterier som gjenkjenner en rekke forskjellige sekvenser. Dette gir et kraftig verktoy i

arbeidet med genetisk material[31].
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Figur 9: Eksempelvis restriksjonskutting, samt beskyttelse ved metylering. Figur fra[31].
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Utforelse:

Komponent Volum (pl)
DNA 3-17

10x NEB Buffer 2,0

Evt NEB BSA 0,5

NEB restriksjonsenzym 0,5-1,0
Sterilt ionefritt vann til 20 pl

NEB buffer 1,2,3,4 eller cutsmart ble brukt etter enzymets behov. Noen enzymer krever
tilsats av BSA. BSA forhindrer adhesjon av enzymet til reaksjonsrerene og til pipettespisser.
BSA stabiliserer ogsa noen proteiner under inkubasjon [2].

Inkuberingstid ble bestemt ut fra enzymets aktivitet i blandingen (ved flere enzymer brukt
samtidig) og mengde DNA. Vanligst for de fleste gjennomferingene ble det brukt 1 time
inkubasjon ved optimal temperatur.

Hvilket enzym(er) som ble brukt ble bestemt av analyse i Clone manager Suite™ v6 (se

2.3.10).
2.3.7: Ligering

Prinsipp:

DNA ligase kan danne bindinger mellom dobbeltradige DNA-fragmenter ved & danne
fosfodiester-bindinger mellom dem. Denne prosessen er kalt ligering og er en energikrevende
prosses. Energien kan komme fra NAD" eller ATP etter hvilken type DNA ligase det er snakk
om. I bakterier er det NAD" som brukes som energikilde, mens dyreceller og bakteriofager
benytter ATP. For at DNA ligase skal kunne binde DNA fragmenter ma det ene fragmentet ha
en fri 3’OH-ende og at det andre ha en 5’fosfat-ende[31]. Nar DNA tiltenkt ligering skal
kuttes med restriksjonsenzymer onskes det kutt som gir kompatible overheng nar dette gir

betydelig hoyere effektivitet enn ligering av butte ender[10].
Utforelse:

Ligeringer ble utfort ved & blande renset DNA sekvens (insert) med en passende vektor. |
blandingen ble det tatt sikte pd & oppna tre ganger s hoy molar ratio av insert sekvens 1
forhold til vektor. Totalt volum for DNA er 17 pl. 2 ul 10X T4 ligasebuffer (NEB) samt 1 pl
T4 DNA ligase enzym (NEB) tilsettes s& miksen for den ble innkubert over natt pa isbad.

25



DNA ligase optimum temperatur er 37°C, men ved denne temperaturen er
hydrogenbindingene i overhengene (laget ved restriksjonkutting) ustabile. Det er blitt funnet
at temperaturer mellom 4-20 "C er et godt kompromiss mellom enzym rate og dannelse av

bindinger mellom DNA fragmentene[43]. Isbad holder temperaturen i dette omrédet.

2.3.8: Transformasjon
Prinsipp:

En celle som tar opp nakent DNA fra omgivelsene og far en endret genotype vil man si har
gjennomgétt transformasjon. De cellene som kan ta opp DNA fra omgivelsene sier man er
kompetente. 4. vinelandii er naturlig kompetente i sen logaritmisk vekstfase[28]. Ikke alle
bakteriestammer har denne egenskapen naturlig og kompetanse ma da induseres for & oppna
transformasjon. Dette er tilfellet i for eksempel E. coli[31]. Kompetanse kan oppnas ved og
kjemisk behandle cellene med kationer som Ca®", Rb™ og Mn®" [12, 23]. Denne behandlingen
antas a gke permeabiliteten for DNA 1 bakterieveggen, samt bidrar muligens til forhold hvor
DNA kan binde seg til celleveggen[31].

For a fa en varig endring 1 genotype ma det fremmede DNAet bli integrert i cellens eget
genom (rekombinasjon) eller kunne replisere sitt eget DNA 1 vertscellen. Dersom DNAet som
introduseres ikke naturlig har mulighet for autonom replikasjon av fremmed DNA kan dette
oppnas ved feste den til et passende replikon. Dette kan for eksempel vere et lite plasmid eller
bakteriofag[31]. Sterrelse av plasmidet brukt som replikon er viktig nér effektiviteten av
transformasjon avtar linezrt med ekende storrelse[12].

Rekombinasjon krever at det eksisterer homologe sekvenser mellom transformert DNA og
cellens genom. Siden det her er involvert med sirkuleert DNA mé overkrysningen skje pé 2
homologe steder. Dette kalles en dobbel overkrysning. De homologe sekvensene vil kunne
initiere overkrysning ved at de legger seg parallelt med hverandre. Videre kan det forekomme
en utbytning av sekvenser mellom vektor og mal kromosomet.

Rekombinasjon kan benyttes for & undersoke et gens funksjon ved for eksempel en teknikk
kalt gen-knockout. Her benytter man en vektor innehold homologe sekvenser for omradet
rundt genet man ensker 4 inhibere, disse sekvensene er deler av genet man ensker 4 sla ut. De
brukte gen fragmentene kan ikke utfore normal funksjon. Det er ogsd mulig & innfore et
antibiotikum resistens gen eller annet gen for selektering i den endrede sekvensen. Ved bruk
av denne metoden er det viktig at alle kromosomkopiene, opp mot 80 i 4. vinelandii blir slatt

ut for 4 gi et sikkert resultat[26]. Nér gen-knockout utferes pa 4. vinelandii gis det 5
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oppdyrkninger pa selektivt media for a gi tid til at samtlige kromosomkopier skal bli slatt ut.

Rekombinasjon og gene-knockout er vist av figur 10.

Kromosom

7 X-K 7

Dobbel overkryssning

Plasmidvektor med mutert gen

l Kromosom med innfgrt
mutert gen fra vektor

Va 0) A

Figur 10:Rekombinering og gen-knockout

Utforelse:

Produksjon av RbCl-kompetente E. coli-celler:

Prosedyren ble startet ved og innokulerer 1 ml fra en over natt prekultur av E. coli i 100 ml
Psi-medium. Psi-kulturen ble sd inkubert ved 37°C til ODgo (optical density, ved 600 nm)
nddde 0,4. Kulturen settes pa is i 15 min for cellene ble hostet ved sentrifugering, 4500 rpm i
5 min. Psi-mediet, na separert fra cellene, ble fjernet og tilsatt 40 ml kaldt TFB1 medium fulgt
av 5 min inkubasjon pd is. Cellene ble igjen hestet ved sentrifugering (4500 rpm 1 5 min) og
resuspendert 1 3ml kaldt TFB2. Deretter ble cellene (suspendert i TFB2) fordelt pa 100 pl-
alikvoter og umiddelbart fryst ved -80°C.

Heat-shock transformasjon:

100 pl RbCl-kompetente E. coli celler ble tint pa is og tilsattl 1-10 pl renset DNA. Praven
ble sa inkubert pa is i 30-60 minutter, for den ble utsatt for varmesjokk (vannbad) ved 37 °C 1
2 minutter. Cellene ble sa inkubert pa is 1 2 minutter, for at celleveggen skulle stabiliseres. 1

ml SOC-medium (forhdndsvarmet til 37 °C) ble sa tilsatt proven. Deretter ble den inkubert
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ved risting 1 1-2 timer ved 37 °C. Under inkubasjon vil cellene gjenoppta normal funksjon og
starte ny celledeling. Etter inkubasjonen ble bakteriecellene platet ut pa et selektivt media (LA
+ antibiotika) egnet for det transformerte plasmidet. Brukte et kjent plasmid, ofte
plasmidvektoren uten insert, som positiv kontroll. Som negativ kontroll ble det brukt RbCl-
kompetente E. coli celler uten tilsats av DNA.

Transformanter ble bekreftet ved bruk av dyrkning pa selektivt agar (f.eks. antibiotika) og
restriksjonskutting (forklart i 2.2.6).

2.3.9: Plasmidsystemet, pHE326.

Plasmidet pHE326 ble valgt som knockout vektor til bruk i A. vinelandii for dette
prosjektet. Plasmidet her en rekke egenskaper som gjor den egnet til dette formélet. pHE326

kan sees 1 figur 12.
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Figur 11: pHE326, valgt plasmidvektor for gen-knockout i A. vinelandii.

I dette arbeidet var det ensket & bruke konjugering og valgt plasmid matte derfor vare
passende til dette. pHE326 har et konjugativt start-sete (OriT), som gjer at den kan brukes

som 1 konjugering mellom E. coli S17-1 Apir til A. vinelandii-celler.
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For at plasmidet skal kunne replikere er den avhengi av at TrfA binder OriV, TrfA er under
kontroll av en Pm-promotor. Denne promotoren er igjen avhengig av at xylS induseres av m-
toluat. xylS koder for en dimer som kan binde seg til Pm. Denne dimeren er nedvendig for &
rekruttere RNA-polymerasen til Pm[50]. Dette kan brukes til & regulere ny dannelse av
plasmidet i mutantstammene etter konjugering. Mekanismen for Pm/xylS systemet kommer

fram av figur 12.
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Figur 12:Pm/xylS ekspresjons system[S0]

Plasmidet inneholder ogsé sacB som induseres av sukrose. Nér dette genet er indusert vil
det fore til produksjon av polymere levan som er giftig for A. vinelandii. Dette sammen med
Pm-systemet og tetracylin resistens genene (tetA,tetR) gir gode muligheter for regulering og

seleksjon i A. vinelandii og ble derfor funnet egnet for dette prosjektet.

2.3.10 Bla/Hvit-screening

Prinsipp:

Bla/hvit screening er metode for & verifisere at det har blitt satt inn et insert i en vektor
etter kloning. Metoden benytter seg av et prinsipp kalt a-komplementering. Dette fungerer
ved at enzymet -galaktosidase spalter substratet XGal (5-bromo-4kloro-3-indolyl-f-D-
galaktosid) til galaktose og et 5-bromo-4-kloro-indoxyl-derivat, dette gir et blitt produkt som
gjor koloniene synlig bla pa agaren. B-galaktosidase er kodet 1 genet lacZ, E.coli stammen
DHS5a inneholder en versjon av dette genet som mangler sekvens for de 146 forste
aminosyrerene. Dette forkortede genet er kalt lacZAM15. pUC-plasmider inneholder
sekvensen som koder for de manglende aminosyrene i lacZAM15. Dette gjor at pUC-
plasmidet kan komplementere det forkortede genet slik at et fungerende -galaktosidase kan
bli produsert [44]. Et kart av hvordan bla/hvit selektering fungerer i1 praksis kan sees fra figur
13.
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Figur 13: Oversikt for bli/hvit screening [44].

Utforelse:

I denne oppgaven blir det benyttet plasmidet pUC128 som har en polylinker i den
komplementare /acZ sekvensen. Denne polylinkeren ble brukt til & klone inn ensket insert.
Dette forer til at det komplementare genet mister funksjonen sin og kolonier av celler
inneholdende rekombinant plasmid vil da ikke se en restaurering av funksjon til -
galaktosidase.

Det blir i tillegg tilsatt IPTG(isopropyl f-Dthiogalaktopyranosid) er et ikke
metaboliserende analog av galaktose som induserer utrykket av lacZ genet ved & binde til lac-
repressor. For selektering blir det benyttet at pUC128 har et gen for ampicillin resistens, nar
ampicillin da tilsettes agarene hindres celler uten plasmid fra & vokse.

40 pl XGal (20 mg/mL) og 7 ul IPTG ble tilsatt LA+amp, de ble s& inkubert ved 37 °C i 3-
4 timer for at XGal- og IPTGlesning skulle terke. E. coli DH5a transformert med pUC128

baserte vektorer ble sa inokulert pa platene og inkubert ved 37 °C over natt.

2.3.11: Frysing og opptining av bakteriestammer

Bakteriestammer som ble planlagt lagret lenger enn et par dager ble fryst ved -80 °C sa fort
som mulig. Hvert fryserer rommer 1 ml av flytende bakteriekultur sammen med 300ul 60 %
glyserol. Glyserolen forhindrer formasjonen av potensielt skadelige iskrystaller ved lave

temperaturer.
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Ved opptining ble bakteriene overfort til nytt flytende medium og dyrket ved passende
temperatur for bakterien. Ved opptining fra -80 °C fryser opplevdes det fra tid til annen noe
saktere oppvekst, derfor ble det ved behov gitt ekstra dyrkningstid.

2.3.12: Fast Blue B metode for pavisning av alkylresorcinol

Prinsipp:

Metoden benytter en reaksjon mellom saltet Fast blue B og 5-n-alkylresorcinol /
Orcinol(standard) som i1 n@rvar av aceton danner radt presipitat. Dette gir et fargeomslag som
kan maéles spektofotometrisk ved 520nm [48]. For 4 finne total alkylresorcinol blir
fenollipidene ekstrahert fra kultur ved hjelp av aceton for A. vinelandii. Ekstraksjon metoden
ble basert pé artikkelen fra Segura 2003 hvor fenollipidene ble ekstrahert med aceton over to
steg[39]. Det er viktig & merke seg at ved denne metoden egentlig maler mengden av
aromatringer. S dersom malt alkylresorcinol er tyngre eller lettere enn orcinol standarden vil
man undervurdere eller overvurdere mengden i proven. Det er mulig 4 lgse dette hvis man har
relativ mengde og struktur pé alle alkylresorcinoler 1 proven[48].

Fast blue B lgsningen kan ogsa tilsettes direkte pd cyster i petriskdl for & underseke etter

alkylresorcinoler pa overflatene[7, 41].

Utforelse:

Alle dyrkninger av A. vinelandii blir gjort ved 30 °C 1 denne utforelsen. Det ble forst satt
opp forkulturer av ensket 4. vinelandii stamme, fra disse ble 1 ml overfort til 100 ml nytt
Burks medium(BM). Etter ny dyrkning pd 2 degn ble ODgoo malt i kulturen, fulgt av at cellene
ble vasket for gammelt medium. Dette ble gjort ved & sentrifugere kulturen i 8 min ved 7000
rpm, gammelt medium fjernes og 100 ml BM + BHB tilsettes. Dette steget repeteres 2 ganger
og utferes pa sterilbenk for & unnga kontaminasjon. ODg vil s& males i kultur for kulturen far
inkubere 1 5 dager med daglig ODgoo mélinger for & overvake vekst.

Cellene fra kulturen vil sé splittes 1 25 ml alikvoter, disse sentrifugeres i 8 min ved 7000
rpm. BM + BHB fjernes fra cellene og var alikvot blir s& resuspendert i 1 ml 10mM MgSOs.
Hvert ror sentrifugeres sé ved 14000 rpm i 2 min og supernatant fjernes.

Cellepelleten resuspenderes 1 ml aceton for & ekstrahere alkylresorcinolene. Provene
vortexes og inkuberes 1 time beskyttet fra lys (uten risting) i romtemperatur. Deretter folger
en ny sentrifugering ved 14000 rpm i 2 min. Supernantanten av aceton som na inneholder
alkylresorcinol fra cellene pipetters av og lagres morkt ved -4 °C. Cellepelleten blir igjen

resuspendert i 1ml aceton for en ny ekstraksjon av alkylresorcinoler. Vortexes og inkuberes
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lys beskyttet (uten risting) over natt i romtemperatur. Folges sd av ny sentrifugering ved
14000 rpm i 2 min. Aceton supernantanten pipetters av og cellepelleten kastes. De to aceton
ekstraksjonene fra samme cellepellet blandes for torking i Savant™ Universal SpeedVac™
Vacuum System.

For kvantifisering av provens alkylresorcinol lages det en orcinol(3,5-Dihydroxytoluene)
standard. Orcinol leses i aceton for & oppnd en 1mg/ml stock lgsning. Fra denne stocken
brukes nedvendige pl verdier for & oppné en standard kurve med folgende inkrementer nér 1
ml Propanol fast blue B lgsning (se 2.1.2) tilsettes: 1,5,10, 25, 50, 100 ug/ml.

Tilsettes samtidig 1 ml Propanol fast blue B lesning til de terre alkylresorcinol prevene.
Standarden og prevene inkuberes sa meorkt i 1 time. Provene og standarder leses av ved
520nm. Det er viktig at provene leses av sa fort som mulig nar inkubasjonen er over nér
fargereaksjonen vil fortsette etter dette punktet og ved rundt 90-120 min vil prevene begynne

a danne presipitat som forstyrrer spektofotometer avlesningen.

2.3.13: Sekvensering
Sekvensering ble handtert av GATC BIOTECH AG sitt "LIGHTrun” program. GATC

bruker sangersekvensering i tjenestene sine. Folgende protokoll ble brukt for prove
forberedelse:

e 400-500 ng Plasmid DNA

e 25 pmol primer

e 10 pl Total volum, lgst i vann.

Mer informasjon om dette programmet kan finnes pa selskapets nettsider: http://www.gatc-

biotech.com/

2.3.14: Bioinformatisk verktgy

Clone manager Suite™ v6 er et bioinformatisk verktay som kan brukes til & behandle
informasjon om DNA sekvenser, primere, restriksjonsseter, dpne leserammer (ORFs) mm.
Organisering og planlegging av eksperimentene for denne oppgaven ble gjort i dette
programmet. Clone manager Suite™ v6 er egnet til dette nar det lar brukeren simulere
prosesser som for eksempel enzymatiske reaksjoner, restriksjonskutting og kloning.
Programmet ble ogsa brukt til & danne kart av DNA-fragmenter og plasmider brukt i
prosjektet. Mer informasjon om dette programmet kan bli funnet pé programmets

hjemmeside (http:// www.scied.com/).
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3. Resultater

3.1 Komplementering av A. vinelandii stammer med

mutert alkylresorcinol transport.

3.1.1 Innfering av villtype gen arsF,G,H under kontroll av Pm-promotor

Ved et tidligere prosjekt forsekte Marianne Dalland & vise at ArsFGH er proteiner som er
involvert 1 & danne en ABC-transporter som transporter alkylresorcinol til cellemembranen.
Dalland klonet villtype genene, kontrollert av en Pm-promotor til transposonvektorer for
senere & brukes til komplementering(pMD113, 114,115). P4 grunn av manglende tid rakk hun
ikke 4 teste sine muterte stammer med transposonvektorene. Transposonvektorene som ble
konstruert i Dallands prosjekt (pMD113/114/115) er derivater av mini-Tn5-
transposonvektoren pHE319[7]. Disse vektorene inneholder nedvendige elementer for &
overfore villtype-genet fra donor-plasmidet til 4 vinelandii kromosomet for restaurering av

villtype.

Trarmposate AmpR - On (FEs Do

1 Mg [ et (piry o

Figur 14:Forenklet fremstilling av transposonvektor brukt for 4 lage pMD113/114/115[7].

Transposonet er flankert av en indre (I) og ytre (O) sekvens. Villtype gener har blitt satt
inn 1 omrdde merket “onsket gen” for pMD113/114/115. Villtype genene er underlagt kontroll
av en Pm-promotor som aktiveres ved tilstedevarelse av m-toluat[7].

Transposonvektorene inneholder et gen som koder for enzymet transposase. Transposase
binder til transposon-endene og katalyserer transposon forflytningen ved at transposon
omradet kuttes fra plasmidet(donor) og limes inn 1 mal kromosomet. Transposonvektoren
inneholder ogsd genet Ori(R6K) som er nodvendig for replikasjon av vektoren. Ori(R6K) er

bare aktivt i n@ervaer av m-protein, Apir ma derfor finnes i vertsbakterien for at plasmidet skal
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kunne replikere [14]. E coli stammen s-17-A pir ble derfor brukt til arbeid med denne
vektoren.
Transposonet inneholder ikke selv transposase, dette gjgr at elementet ikke vil

forflyttes videre etter integrering i kromosomalt DNA.

Dallands delesjonsstammer ble etter oppdyrkning fra frossen kultur (-80 °C) oppsatt til
konjugering mot E. coli (S17.1 Apir) inneholdende pMD113, 114 eller 115. Oversikt over

konjugerings oppsett kan sees av tabell 5.

Tabell 5:Oversikt konjugering
pMD113 pMD114 pMD115

A. vinelandii AarsF X
A. vinelandii AarsG X
A. vinelandii AarsH | X

For alle tre konjugeringene ble Apr resistente transkonjuganter funnet. De resulterende
stammene ble sa dyrket over 5 overforinger pa selektivt medium (BM+Apr) for & oppna
stammer der alle kromosomene inneholder transposonet. De resulterende stammene fikk

navnene AvAarsF::TnMD113, AvAarsG::TnMD114 og AvAarsH::TnMD115.
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3.1.2 Cysteinduksjon og test av restaurering til villtype.

Transkonjugantene og villtype kontroll ble strgket pa BA inneholdende butanol som
eneste karbonkilde for a indusere cyste dannelse. Samtidig ble paralleller av stammene
strgket ut pa BA+but+m-tol. m-tol ble tilsatt noen av platene for a8 undersgke om man

fikk uttrykt villtype genet fra Pm-promotoren.

Videre ble platene pakket i plast for & hindre uttgrking og inkubert 5 dggn i 30°C.
Etter inkubasjonen ble en lgsning av Fast blue B salt og eddiksyre (se 2.1.2 og 2.3.12) tilsatt
pa agar platene. Dette skulle etter hensikt fore til en fargereaksjon mellom alkyresorcinol i
membranen og fast blue B 1 villtype stammer og stammer med transposon. Mutanter skal
forbli hvite ved denne metoden nar disse har en hindret evne til transport at alkyresorcinol ut i
membranen[7].

Tre separate forsek ble gjort for dette eksperimentet uten a fa ventet fargeomslag i stammer

med transposon. Resultatet fra et av forsekene er vist 1 figur 15 til 17.

Figur 15: Komplementasjon av arsF mutanter (cyster). Venstre plate er BA+n-but. Hoyre plate er BA+n-
but+m-tol. @verst til hoyre er wt kontroll (pos kontroll), gverst til venstre er arsF mutant (neg kontroll). Under
er mutantstammer behandlet med transposon.
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Figur 16: Komplementasjon av arsG mutanter (cyster). Venstre plate er BA+n-but. Hoyre plate er BA+n-
but+m-tol. @verst til hayre er wt kontroll (pos kontroll), everst til venstre er arsF mutant (neg kontroll). Under
er mutantstammer behandlet med transposon.

Figur 17: Koplementasjon av arsH mutanter (cyster). Venstre plate er BA+n-but. Hoyre plate er BA+n-
but+m-tol. @verst til heyre er wt kontroll (pos kontroll), gverst til venstre er arsF mutant (neg kontroll). Under
er mutantstammer behandlet med transposon.

Tabell 6: Resultater etter komplentasjon (arsFGH). Neg.:Hvite stammer, +:Reade stammer, %:Redusert/ingen
vekst.

arsF arsF-tol arsG arsG-tol arsH arsH-tol
Wt (pos. kontroll) + + + + + +
Mutant (neg. kontroll) Neg. + Neg. + Neg. +
Behandlet stamme 1 Neg. + Neg. % Neg. %
Behandlet stamme 2 Neg. + Neg. % Neg. %
Behandlet stamme 3 Neg. % n/a n/a n/a n/a
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Fra figur 15,16,17 og tabell 6 ser man at positiv kontroll som forventet ble farget rod i alle
gelene. Negativ kontroll (arsFGH mutanter) ble hvite som forventet pa platen uten m-tol, men
ser ikke ut til & oppfere seg som forventet pd gel med m-tol tilsatt. Ingen stammer behandlet
med transposonvektoren ga den rade fargen assosiert med reversjon til wt, unntaket var
arsF+m-tol platen. Men nér denne platen ogsa ga positivt svar pd neg kontroll vil arsF utslaget
her kunne vere en falsk positiv. Nar eksperimentet ikke gikk etter hensikt ble det undersokt
etter mulige problemer som kunne forarsake dette.

Erfaring fra andre arter kan indikere at Pm-promotoren ikke virker ved stasjonerfase
(Ertesvég, upublisert?), og dermed trolig heller ikke virker slik den skal under cystedannelse.
Det er ogsa mulig at den darlige veksten pd m-tol tyder pa at promotoren virker, men pavirker
transkripsjon pd en uventet méte. Siden arsF'GH-mutantene ble rode pa plater med m-tol,
synes det ogsd som om dette kjemikalie i seg selv pavirker mengden av alkylresorcinol
eksponert pé overflaten av cellene. Det ble besluttet & bytte ut Pm-promotoren i transposon

plasmidene laget av Dalland byttet ut med palgD fra pHE324.

3.1.3 Konstruksjon av nye vektorer til komplementering.
For a bytte ut Pm-promotoren i pMD113, pMD114 og pMD115 ble den forst kuttet ut ved

restriksjonkutting. Dette ble gjort i to steg, forst ble plasmidene kuttet med Ndel over natt ved
37 °C. Parallelt med denne forste kutting ble palgD kuttet ut av pHE324 med Acc65i og Ndel
over natt ved 37 °C. Ved den folgende dagen ble pMD plasmidene kuttet med BsiWI i 1 time

ved 55°C. Resultatet av restriksjonskuttingen kommer fram av figur 18
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Figur 18: Restriksjonskutting av promotorer (palgD). Bronn 1: pHE324. Brenn 2:pMD113. Brenn
3:pMD114. Brenn 4:pMD115. Pstl ladder.

Fra pHE324 ble bandet pa sterrelsen 1,1kb inneholdende palgD, bandet ble kuttet fra gel
og DNAet renset. pMD Plasmidene uten Pm-promotor fra brenn 2 (7,1kb), brenn 3 (7,5kb) og
brenn 4 (7,3kb) ble ogsé kuttet fra gel og sa renset. Det ble sa satt opp en ligering mellom
disse produktene med forholdet 1del vektor til 3 deler insert.

Etter ligeringen ble de resulterende plasmidene transformert inn i E. coli (S-17-1 A-pir)
celler. Det ble valgt ut 3 kandidatkolonier for hvert plasmid (pMD113,114,115) fra
transformasjonen som videre ble dyrket pé selektivt medium (LA/LB+Apr). Plasmidene ble
isolert fra mediet og kontrollert ved restriksjonkutting med AfIIII ved 37 °C over natt.
Gelelektroforesen av kontrollen vises i figur 19 og forventede kuttemenster kan leses fra

tabell 7.
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Figur 19: Kontroll av pMD plasmid med AlgD promotor. PstlI ladder.

Tabell 7:Kontroll ved restriksjonskutting med AfIIII

Plasmid: Bandlengder (kb): Endelige navn:
pMD113 4,8+2,9+1,4

pMD113AlgD | 5,1+1,7+1,4 p0OG113
pMD114 3,9+2,4+1,7+0,7+0,4

pMD114AlgD | 3,9+1,7+1,4+0,7+0,6+0,4 p0G114
pMD115 4,4+2,9+1,7+0,7

pMD115AlgD | 4,4+1,7+1,4+1,0. p0OG115

Alle kandidater kontrollert i dette oppsettet, med unntak av brenn 5, viser forventet
kuttemenster. Kandidatene fra brenn 1,4 og 9 ble valgt ut og gitt navnene pOG113, pOG114,
pOG115. Disse ble fryst ved -80°C.
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3.2 Inaktivering av gen som koder for glykosyl-transferase

3.2.1 Konstruksjon av vektor pOG3

For & kunne slé ut g/y métte det forst lages en vektor som inneholdt en forkortet versjon av
genet. Fra genets originale lengde pa 1355bp ble 885bp fra midten av genet fjernet. Total
lengde av det forkortede genet er 470bp. Nar vektoren blir konjugert til 4. vinelandii vil det
skje en dobbel rekombinasjon mellom plasmidvektoren (som inneholder det forkortede genet)
og A.vinelandii cellens kromosom (se 2.3.8). Det forkortede genet vil ikke kunne utfore
oppgaven villtype (wt) genet gjor i 4. vinelandii. Ved a bytte ut alle forekomstene av wt genet
1 A. vinelandii sitt genom kan man da oppna “’gene knockout”.

For & konstruere dette plasmidet ble forst genomisk DNA fra 4.vinelandii ATCC 12518
genomet isolert fra flaske kultur. Videre ble det utfert en PCR reaksjon (se 2.3.3) med 2
primerpar designet for 4 isolere fragmenter av genene gly. Primerne brukt for g/y genet fikk
navnet Opp glykosyl F, Opp glykosyl R, Ned glykosyl F, Ned glykosyl R (vedlegg 8). PCR

produktet ble kontrollert ved gel elektroforese, resultatet av kontrollen vises 1 figur 20.

Figur 20: Gel elektroforese av PCR-produkter (gly). Brenn 1: Opp gly (1,4 bp), Ned gly (1,1 bp). PstI
ladder.

Videre ble fragmentene renset fra reaksjonsmiksen i forberedelse av ny phusion PCR
reaksjon. I denne reaksjonen benyttes forward primeren til opp” fragmentet (Opp glykosyl F)

og revers primeren til ”ned” fragmentet (Ned glykosyl R) for a sette sammen de to
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fragmentene av genet. Kvantifiseringen av gen fragmentene brukt i PCR reaksjonen kommer

fram av tabell 9.

Tabell 8:Kvantifisering av gen fragmenter til PCR gly

ID Kons. (Nanodrop) Kopi nr. pmol Tilsatt mengde
i PCR mix

Opp gly 49.1 ng/ul 3.14*%10" 1.05 1 ul

Ned gly 43.9 ng/ul 1.28*10° 1.45 0.8 ul

Det resulterende PCR-fragmentet ble en forkortet versjon av g/y som har en delesjon i
midten av genet. Fragmentet med mutert g/y renses fra gel vist i figur 21. Leserammen til

DNA fragmentet er den samme som i wt genet.

1

Figur 21: Gel elektroforese av mutert gly (2,5 kb) etter phusion PCR. PstI ladder.

Neste steg 1 konstruksjonen av knock-out vektoren ble da a ligere de forkortede genene inn
1 en passende plasmidvektor. Initielt ble plasmidet pHE179 valgt til dette. Dette plasmidet
inneholder gener for resistens (Amp', Tet') som kan brukes til seleksjon senere. Plasmidet er
et hoykopitalls plasmid, dette gjor at man oppnar heyre konsentrasjon av plasmidet i vaer
celle. Denne egenskapen gjorde den lettere a arbeide med i denne fasen. Ved hjelp av

restriksjonskutting og ligering ble det forkortede genet satt inn i pHE179 (se 2.3.6 0g 2.3.7).
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Bade den forkortede versjonen av gly og pHE179 ble kuttet med enzymene Agel-HF, Pstl og
EcoRV. pHE179 kuttet med disse vises i figur 20, brenn 1.

! %

Figur 22: Gel elektroforese av Kuttet pHE179 til bruk som kloningsvektor. Bronn 1: pHE179 kuttet med
Agel-HF, Pstl og EcoRYV (2,8kb), Bronn 2: pHE179 kuttet med Xbal, EcoRI og EcoRV (2,8kb). Pstl
ladder.

Det forkortede genet av gly ble sa ligert inn i pHE179. Plasmidet ble transformert inn i E.
coli (DH5a) for oppreplikasjon (se 2.3.8). Etter seleksjon pa LA+Amp ble plasmidet
kontrollert ved restriksjonskutting. Enzymet PshAI ble benyttet ved kontrollen, det forventes
et kuttemenster av to fragmenter pé 3,8kb og 1,0kb (se figur 23). Plasmidet som utviste riktig
menster ble gitt navnet pOG11 og sendt til sekvensering hos GATC-BIOTECH 1 Tyskland.
Primerne brukt til sekvensering var M13R, Opp glykosyl F, Opp malonyl F og pGem/Plit F.

Se primer liste i vedlegg 8 for primersekvenser.
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Figur 23: Kontroll ved Gel elektroforese av restriksjonskuttet pHE179 innsatt mutert gen. Bronn 1-3:
pHE179 med mutert gly insert, kuttet med PshAl. Brenn 1 viser forventet kuttemenster (3,8kb og 1,0kb).
Bronn 4-5: pHE179 med forkortet mal insert, kuttet med BssSI. Bronn 4 og 5 viser forventet kuttemenster
(1,9kb og 3,5kb). PstI ladder.

Ved sekvensering viste det seg at pOG11 ikke var korrekt, bare ”opp-g/y” delen
(sekvensert av M 13 og Opp glykosyl R) av PCR produktet ga rett sekvens. Det ble derfor
bestilt opp et nytt primerpar for bruk 1 PCR for ”ned” delen. De nye primerparene fikk
navnene Ned glykosyl F2 og Ned Glykosyl R2 (vedlegg 8). Dette primerparet ble brukt til &
isolere et nytt fragment fra A. vinelandii ved PCR (phusion 2.3.3). Dette fragmentet ble sd
brukt til & bytte ut omrdde som inneholdt feilen i pOG11.

PCR fragmentet Ned gly2 og pOG11 ble sé kuttet med Sal I-HF og Agel-HF (se figur 24
og 25). Fragmentet av pOG11 (3,9 kb) og de enskede fragmentene fra Ned gly2 (1,3 kb) ble
etter gel ekstraksjon, ligert sammen og transformert inn i E. coli DH5a. Det resulterende
plasmidet ble sé sendt til ny sekvensering med primerne Ned glyosyl F2 og PlitGem F (se
vedlegg 2). Sekvenseringsdata viste at plasmidet na var etter intensjon, plasmidet ble da gitt

navnet pOGl1.
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Figur 24: Ned gly2 kuttet med Sal I-HF og Agel-HF. Figur 25: pOG11 kuttet med Sal I-HF og Agel-HF.
GeneRuler ladder. GeneRuler ladder.

Etter bekreftelse av plasmidet ved sekvensering ble neste steg & overfore det forkortede
genet til en vektor som har nedvendige gener for konjugering (OriT) til A. vinelandii.
Plasmidet pHE326 ble valgt til dette. Grunnlag for dette valget kommer fram av metode 2.3.9.
Plasmidet inneholder ogsé gener for resistens (Amp", Tet") som kan brukes til seleksjon. Dette
er et lavtalls-kopi plasmid og vil derfor forekomme i mye lavere antall per celle. Spesielle
hensyn dette medbringer ved isolering er belyst i metode (2.3.2).

pOGT1 ble kuttet med Avrll, Not I-HF og Psil. Bandet pa 2,5 kb inneholder da genet som
skal overfores til pHE326. pHE326 ble kuttet med Avrll og Not-HF, dette gir et bdnd pd 11kb
og 2,5kb (figur 26). Bandet pa 11kb er da den enskede vektoren. Unskede bind ble kuttet fra
gelen og DNA ekstrahert som forklart 1 metode (2.3.5).
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Figur 26: Overforing til ny vektor pHE326. Brenn 1: pHE326 kuttet med AvrIl og Not-HF. Brenn 2:
pOGT1 kuttet med Avrll, Not I-HF og Psil. Bronn 3: pOG2 kuttet med Avrll, Not I-HF og Psil. GeneRuler
ladder.

Produktene ble ligert sammen for & danne et nytt plasmid. Dette ble videre transformert inn
1 E. coli (S-17-1 A-pir). Etter transformasjonen ble 10 kolonier fra selektivt medium
(LA+Amp) valgt ut og dyrket i kultur (LB+Amp). Plasmidene ble renset og kontroller ved
restriksjonskutting (Ncol), se figur 27. Onsket plasmid vil ha kuttede fragmenter pa storrelse
1,7kb, 4,9kb og 7,0kb.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figur 27: Kontroll ved restriksjonskutting (Ncol). Brenn 1-5: pHE326 med forkortet gly insert. Bronn 6-
10: pHE326 med forkortet mal insert. GeneRuler ladder.
Plasmidene kontrollert i bronn 2 og 4 utviste forventete restriksjonsmenster. Plasmid

kontrollert i brenn 2 ble valgt ut og gitt navnet pOG3.
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3.2.2 Konstruksjon av stamme A. vinelandii Agly

pOG3 ble sa overfort fra E. coli stammene til 4. vinelandii ATCC 12518 ved konjugering.
pOG3 er avhengig av at TrfA binder OriV for a replisere. trf4 er underlagt en Pm-promotor
som er avhengig av tilstedevarelsen av m-toluat. Dette gjor at ved & dyrke de muterte
stammene uten m-toluat vil plasmidet ikke lenger bli replisert. Etter en tid vil de faerreste av
cellene i kulturen inneholde plasmidet. Denne egenskapen benyttes for a skille konjugasjon og
rekombinering i tid. Ved dette oppnér man at det forkortede gly blir satt inn A. vinelandii sitt
genom ved dobbel overkrysning mellom plasmidet og bakteriens genom (se 2.3.8).

Etter forste oppdyrking pA BM+Tc+m-toluat fulgte 5 oppdyrkninger pd BM+Tc for
stammen ble overfort en siste gang til nytt medium BM uten andre tilsetninger. Det ble s&
fryst backuper av stammen 1 -80 fryser.

Fra BM kulturen ble stammene overfort til BM med 6% Sukrose (suc). Samtidig ble det
platet ut en fortynningsserie av kulturen pa BA plater med 6% suc. Sukrosen er giftig for
stammene som fortsatt har hele plasmidet. Dette grunnet at genet sacB (indusert av sukrose)
vil veere inkludert i kromosomet. Nar dette genet er indusert vil det fere til produksjon av
polymere levan (giftig for 4. vinelandii). Etter oppvekst i 3 dager og 30 °C pa sukrose ble det
tatt enkeltkolonier fra BA+Suc 6% platene, disse ble spredd videre til nye BA+Suc 6% plater
og BA+Tc plater. Tc er giftig for wt og ensket rekombinant. Ved & sammenligne de to platene
kan man da finne kolonier som ikke inneholder plasmidet(Tc/Suc test).

Kolonier konjugert med pOG3 vil ha vekst pa suc medium og ingen vekst pa Tc medium,
stammer som utviste disse vekstegenskapene ble valgt ut til kontroll ved PCR.
Kandidatkolonier ble dyrket opp i flaske kultur med BM+Suc6% og frosset ned ved -80°C.
Videre ble kromosomalt DNA ekstrahert ved koking og renset i forberedelse PCR (se 2.3.3).
Kontroll ved PCR ble utfert med Expand kit og primerparene «del gly F» og «del gly R»,
samt «del gly F» og «gly wt». Som kontroller ble Villtype A. vinelandii og pOG3 brukt.
Villtypen vil gi bind i sterrelsen 1,1 kb (del gly F+R) og 0,4 kb (del gly F+gly wt). Ved
korrekt insert vil primerparene vise et band ved 0,2 kb (del gly F+R) og intet produkt for del
gly F+gly wt paret, Se figur 28.
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Figur 28:PCR kontroll av insert gly. Bronn 1-4: del gly F+R, Bronn 5-8: del fly F+gly wt
Bronn 1 og 5 er kandidat koloni 1. Brenn 2 og 6 er kandidat koloni 2. Brenn 3 og 7 er wt A. vinelandii.
Brenn 4 og 8 er plasmid pOG3. GeneRuler ladder.

Begge kandidatene ble bekreftet & vare korrekte i denne PCR kontrollen. Disse ble sé gitt
navnet 4. vinelandii Agly 1 og 2.

3.2.3
Etablering av metode for a kvantifisere produksjonen av alkylresorcinol

For a kunne kvantifisere de muterte stammenes alkylresorcinol produksjon var det
nedvendig 4 etablere en metode som kunne méle mengden av total alkylresorcinol i cellen.
Det ble tatt utgangspunkt i reaksjonsprinsippet beskrevet i Tlusciks artikkel fra 1981 [48].
Metoden benytter en reaksjon mellom saltet Fast blue B og 5-n-alkylresorcinol / Orcinol som
1 nervar av aceton danner radt presipitat. Dette gir et fargeomslag som kan males
spektofotometrisk ved 520nm [48].

Ekstraksjonsmetoden for A. vinelandii ble basert pé artikkelen fra Segura et al. [39].
Fenollipidene ble ekstrahert med aceton over to steg (se 2.3.12). Siden bade preven og
reagensene er lyssensitive var det viktig a begrense eksponeringen til lyskilder gjennom
utforingen. Grunnet venting pa at utstyr ble ledig ble provene fryst morkt i 2 dogn for de ble
torket for aceton og videre analysert for alkylresorcinol.

Det ble forst utfort et oppsett med bare et begrenset antall paralleller av villtype A.
vinelandii cyster og A. vinelandii Agly cyster for a teste metodens variabler. Forste
gjennomfoeringene ble gjort med full brenn (200pl1) etter 1 time inkubasjon for bade prever og
orcinol standard. Etter avlesning ved 520nm ble det klart at 200ul prove i microtiter-brennene

ga for hoy absorbans slik at malingene ikke var ideelle for vurdering av konsentrasjon. Det
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ble derfor satt opp et nytt oppsett med 50ul i vaer bronn. Dette ga bedre absorbans
avlesninger, men pé dette tidspunktet hadde provene sttt pa benk i 2 timer og hadde dannet
presipitat. Resultatet av dette var veldig heyt standardavvik (11-17 %) som gjorde denne
avlesning vanskelig 4 vurdere. Videre 1 metodeetableringen ble derfor forste avlesning med

200ul brukt. Data fra denne avlesningen kan sees 1 figur 29 og tabell 8.

y = 0,0086x + 3,2198

R?=0,8048
—

3 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

ug/mi

Figur 29: Orcinol standard. Hvert datapunkt vist her er et gjennomsnitt av 3 parallelle mélinger.

Tabell 9: Metodeetablering Alkylresorcinol

A. vinelandii ATCC A. vinelandii Agly
12518
Prgve Abs. XAbs. Std. Kons.* Prgve Abs. XAbs. Std. Kons.*
ID. avvik (ng/ml): ID. avvik (ng/ml):
Al 3,3042 D1 3,3165
A2 3,3661 3,3454 4% 15,0 D2 3,3050 3,3070 1% 10,5
A3 3,3659 D3 3,2994
Bl 3,2821 El 3,4239
B2 3,2943 13,2920 1% 8,8 E2 3,4477 3,4285 2% 24,7
B3 3,2997 E3 3,4140
Cc1 3,3881 F1 3,5531
Cc2 3,4053 3,3921 1% 20,4 F2 3,5721 3,5510 2% 38,9
c3 3,3828 F3 3,5277
Xkons: Xkons:
14,7 24,7

*Konsentrasjonstall relativt mot orcinol standarden, se metode 2.3.12.
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Dataene i tabell 8 kommer fra 3 tekniske paralleller fra hver kultur (A-C), 3 A4. vinelandii
ATCC 12518 og 3 A. vinelandii Agly -kulturer. De tekniske parallellene ble utfert ved &
tilsette samme mengde prove fra en kultur til 3 forskjellige microtiter-brenner og deretter
avlest ved 520nm. Forskjellen mellom provene av samme stamme kan muligens komme av
feil ved pipettering og/eller at provene ble avlest ved hgyere absorbans enn instrumentet er
ment for.

Selv om malingene ikke er optimale kan man fortsatt se en vis tendens mot at 4. vinelandii
Agly stammene har hoyere konsentrasjon av alkylresorcinol. Ved nye gjennomferinger ma et

mindre provevolum benyttet (50ul). Metoden ser ut til & fungere etter hensikt.

3.2.4 Analyse av alkylresorcinol i A. vinelandii Agly cyster

A. vinelandii Agly ble sa videre analysert ved metoden etablert i resultat 3.2. Det ble satt
opp forkulturer av 4. vinelandii Agly 1, 2 og av A. vinelandii wt pd 500 ml BM kulturer. Det
ble satt opp 3 biologiske paralleller av Wt. A. vinelandii Agly 2 ble satt opp 1 2 kolber slik at
det ble 3 paralleller totalt av 4. vinelandii Agly ogsé. Etter oppvekst i 2 dogn ble kulturene
overfort til nytt medium uten glukose og med tilsatt -hydroxybutarat for & indusere
cystedannelse. Kulturene ble inkubert ved 30 °C i 5 degn hvor ODg ble avlest i kolbene en

gang daglig. For avlesningsdata, se figur 30. Tall rddata for vekstkurven finnes i vedlegg 6.

3
2,5
2 == Wt-1
== Wt-2
8
215 e W1t-3
© =e=Gly 1
1 == Gly 2-1
e Gy 2-2
0,5
O T T T T T 1
Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5

Figur 30:Vekstkurver for ODg, gly og Wt.

Etter 5 dagers dyrkning ble alkylresorcinol ekstrahert som forklart i Resultat 3.2 og metode
2.3.12.
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Grunnet venting pa at utstyr og parallelle forsgk ble ledig ble provene fryst morkt i 5 dogn
for de ble torket for aceton og videre analysert for alkylresorcinol.

For maling av alkylresorcinol ble ogsé 0,1 ml fra alle paralleller satt av som backup.
Maling av alkylresorcinol ble sé utfert slik som forklart i Resultat 3.2 og metode 2.3.12.
Under dette eksperimentet viste seg at reagensene trengte & vaere dagsferske, dette gjorde at
det forste oppsettet ikke ga forventet fargeomslag. Etter dette ble oppdaget ble alle reagenser
byttet ut med nye reagenser og eksperimentet repetert med tidligere avsatte backups. Ved
denne utforelsen ble det heller ikke produsert noen lesbare data for provene, bare
standardkurven virket etter intensjon. Dette betyr at noe mé ha gétt galt tidligere 1 utforselen.

Grunnet manglende tid ble ikke dette eksperimentet repetert under dette prosjektet.
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3.3 Inaktivering av gen som koder for malonyl-CoA-transferase

3.3.1 Konstruksjon av vektor p0G4

Konstruksjon av vektoren for inaktivering av malonyl-CoA-transferase folger tilsvarende
strategi som forklart i 3.3.1. Fra mal genets originale lengde pa 1376bp ble 1135bp fra midten
av genet fjernet. Total lengde av det forkortede genet er 241bp. Fra A.vinelandii ATCC
12518 isoleres fragmenter av mal ved phusion PCR. Felgende primere ble brukt til dette: Opp
malonyl F og Opp malonyl R, Ned malonyl F og Ned malonyl R. (vedlegg 8). De resulterende

PCR fragmentene kan sees 1 figur 31.

1 2

Figur 31: Gel elektroforese av PCR-produkter (mal). Bronn 1: Opp mal (1,1 kb). Brenn 2:Ned mal (1,8
kb). Pstl ladder.

Fragmentene fra PCR reaksjonen ble sé renset i forberedelse ny phusion PCR reaksjon.

Mengde brukt av DNA fragment til ny PCR kommer fram av tabell 10.
Tabell 10:Kvantifisering av gen fragmenter til PCR mal

ID Kons. (Nanodrop) Kopi nr. pmol Tilsatt mengde
1 PCR mix

Opp mal 41.3 ng/ul 3.46%10'" 1.38 1 ul

Ned mal 55.3 ng/ul 2.87%10'" 0.85 1.21 pl

Reaksjonen benytter Opp malonyl F og Ned malonyl R primerne for & oppné konstruksjon

av forkortet gen mal. Genet ble videre renset fra gel vist i figur 32.
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Figur 32: Gel elektroforese av Mutert mal (2,9 kb) etter phusion PCR. PstI ladder.

Forkortet mal ble videre innfert 1 kloningsvektoren pHE179. Dette ble gjort ved restriksjon
kutting pé vektor pHE179 og pa forkortet mal, til dette ble enzymene Xbal, EcoRI og EcoRV
brukt. pHE179 kuttet med disse kan sees i figur 22.

Det forkortede genet av mal ble sa ligert inn i pHE179. Plasmidet ble transformert inn i E.
coli (DH5a) (se 2.3.8). Etter seleksjon pa LA inneholdende Amp ble plasmidet kontrollert ved
restriksjonskutting. Enzymet BssSI ble benyttet ved kontrollen, det forventes et kuttemenster
pal,9kb og 3,5kb. Resultatet av kontrollen kan sees 1 figur 23, brenn 4-5. Plasmid i brennene
som utviste riktig menster ble sa sendt til sekvensering hos GATC-BIOTECH 1 Tyskland.
pHE179 med forkortet mal insert ble sekvensert med folgende primere: M13R, Opp malonyl
R, Ned malonyl F, PGgem/Plit F og malonyl sekvensering 3756.

Sekvensering viste at plasmidet var etter intensjon (se vedlegg 4). pHE179 plasmidet med
forkortet mal insert fikk na navnet pOG?2.

pOG2 ble sa kuttet med Avrll, Not I-HF og Psil. Bandene pa 2kbp inneholder da genet
som skal overferes til pHE326. pHE326 ble kuttet med Avrll og Not-HF, dette gir et band pa
11kbp og 2,5kbp. Béndet pa 11kbp er da den enskede vektoren. Se figur 26.

Produktene ble ligert sammen for & danne et nytt plasmid. Det resulterende plasmidet ble
sé transformert inn 1 E. coli (S-17-1 A-pir). En kontroll ved restriksjonkutting utferes for &

bekrefte resultatet. 10 kolonier ble valgt ut til dette. Kuttingen ble gjort ved enzymet Ncol,
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det forventes et kuttemenster pa 8,1kb, 4,8kb og 700kb, se figur 23. Plasmidet i brenn 8§ viser
dette monsteret og fikk navnet pOG4.

3.3.2 Konstruksjon av stamme A. vinelandii Amal

Konstruksjon av stamme A. vinelandii Amal folger samme strategi som forklart i 3.3.2 og
ble utfort parallelt til konstruksjonen av A. vinelandii Agly 1 og 2.

pOG4 ble sa overfort fra E. coli stammene til A. vinelandii ATCC 12518 ved konjugering.

Konjugerte stammer ble sé overfort til nytt media. Etter forste oppdyrking pd BM+Tc+m-
toluat fulgte 5 oppdyrkninger pa BM+Tc for stammen ble overfort en siste gang til nytt
medium BM uten andre tilsetninger. Det ble sa fryst backuper av stammen i -80 fryser.

Fra BM kulturen ble stammene overfort til BM med 6% Sukrose (suc). Samtidig ble det
platet ut en fortynningsserie av kulturen pa BA plater med 6% suc. Etter oppvekst i 3 dager og
30 °C pa sukrose ble BA+Suc 6% platene undersekt for kolonier, men nir de pOG4 muterte
A. vinelandii stammen ble dyrket pd BM+6% suc viste den seg derimot til & vokse darlig.
Dette ble pa tidspunktet tenkt til & kunne skyldes at en enkelt dyrkning ikke var nok for at
majoriteten av cellene i stammen ikke lenger inneholdt plasmid (pOG4). Det ble dermed satt
opp 4 nye dyrkninger p4 BM uten Tc, 2-3 dager inkubasjon ved 30°C. Etter hver overfering
til ny BM kultur ble det ogsé satt opp en flaske BM+6% suc og BA og BA+6% suc av samme
kultur. Selv etter fjerde overforing pA BM var oppnadd vekst med sukrose dérlig.
Vekstflaskene med 6% suc fikk kun et lett turbid utsende og BA+6%suc agarene fikk fa eller
ingen synelige kolonier. Samtlige kolonier som hadde ingen vekst pa Tc og pos vekst pa 6%
suc ble testet med onetaqPCR. Til denne kontrollen ble folgende primerpar brukt: del mal
flog del mal r1 (brenn 1-3), del mal flog malwt (brenn 4) (vedlegg 8). PCR testen viste at
ingen av de testede kandidatene var slik som forventet. Et utvalg av de testede kandidatene

kan sees i figur 33.
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Figur 33:0OneTaq PCR kontroll. Bronn 1-2: Kandidat stammer 1 og 2. Brenn 3: pOG4. Brenn 4: WT
A.vinelandii. GeneRuler ladder.

Forventet bandlengde vil vaere for wt A.vinelandii vil vaere 0,3kb (del mal flog malwt) og

1,5kb (del mal flog del mal r1). @nsket mutant ville ikke gi noe band med primerene del mal

flog malwt, men gi et band av sterrelse 0,4kb med del mal flog del mal r1.

Av de testede stammene 1 figur 33 var proven i1 brenn 1 muligens en kontaminant, brenn 2

inneholder DNA fra en wt 4. vinelandii stamme.

Etter den fjerde oppdyrkningen pa BM og BM+6% suc ble det satt opp en siste
oppdyrkning med parallelt voksende kulturer av BM, BM+6% suc og BM+Tc. Stammen pa
dette tidspunktet hadde fatt replisere 1 5 oppdyrkninger uten noen tilsetninger som selekterte
for pOG4 holdige celler. Det ble observert at det var BM+Tc kulturen som vokste raskets,
mens BM kulturen ogsa hadde sterk vekst, ingen til minimal vekst var a finne i BM+6% suc

kulturen.
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3.4 Komplementering av mutanter Agly/mal.

3.4.1 Konstruksjon av komplementeringsvektor for gly og mal

delesjonsmutanter

For & kunne ha mulighet til 4 stadfeste at evt. observert fenotype skyldes innfort mutasjon
trengs det at man ved komplementering far restaurering av wt fenotype. Forste steg 1
konstruksjonen av komplementeringsvektoren var & klone wt genene fra A. vinelandii. Til
dette ble det brukt Q5 PCR-kit med folgende primere: gly: gly-AvrIl og gly-Nde, mal: mal-
Avrll og mal-Nde (vedlegg 8).

Forventet bandlengde for gly-wt er 1455 og for mal-wt 1412. Resultat av PCR kontrolleres
ved gelelektroforese i figur 34.

Figur 34: Gel elektroforese av wt gener gly/mal. Brenn 1: gly-wt, Bronn 2: mal-wt. GeneRuler ladder.

PCR produktene ble sa videre renset med QIAquick PCR purification kit (se 2.3.5). Etter
rensing ble wt genene gly/mal satt inn i Smal kuttet pUC128 (heykopitalls plasmid) ved
blunt-end ligering. Blunt-end ligering folger normal prosedyre for ligering (se 2.3.7), men
benytter seg av lavere temperatur (25 °C) og inkubasjon over natt. De resulterende produktene
ble s transformert inn i E. coli DH5a (se 2.3.8). LA+amp platene brukt etter heat-shock
transformasjon var tilsatt X-gal og IPTG for bla/hvit seleksjon (se 2.3.10). Hvite kolonier ble
valgt ut fra disse platene for videre testing. Seks stammer med pUC128-gly og seks stammer

med pUC128-mal ble utvalgt til testing. Insertet ble renset og sa testet ved restriksjonskutting.
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Insertet har mulighet til & sette seg inn 1 plasmidet med to forskjellige orienteringer og dette
gir to ulike kuttemeonster. I orientering A vil insert sekvensen folge tallrekefolge (1-22), i
orientering B vil det motsatte vere sant (2->1). Detaljene rundt restriksjonskuttingen kommer

fram av tabell 11 og resultatet kan sees av figur 35 og 36.

Tabell 11:PUC128 med gly/mal insert restriksjonskontroll.

Plasmid (enzym) Kuttemenster A (kb) Kuttemenster B (kb)
PUC128-gly (BsaAl) | 1,5+3,2 1,0+3,7 |
PUCI128-mal (Accl) 0,4+4,3 1,0+3,7

PUCI128-mal (BsaAl) 1,9+2,8 0,6+4,0

Figur 35: Restriksjons kontroll (BsaAl) av DHSa stammer (PUC128-gly) etter transformasjon og

bla/hvit seleksjon.
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Figur 36: Restriksjons kontroll (brennl-3:Accl, brenn4-7:BsaAl) av DHSa stammer (PUC128-mal)

etter transformasjon og bli/hvit seleksjon

Fra figur 35 ser brenn 1 ut til & inneholde material fra en stamme med PUC128 hvor gly er
satt inn 1 orientering B. Bronn3-6 tenkes & veere PUC128 med gly innsatt med orientering A.

Fra figur 36 ser bronn 1 ut til & inneholde material fra en stamme med PUC128 hvor mal er
satt inn 1 orientering B. Bronn 5 tenkes & veere PUC128 med mal innsatt med orientering A.

Plasmidene med lovende kontroller ble plukket ut til sekvensering (se metode 2.3.9). Etter
sekvenseringen ble da et plasmid for hvert gen der sekvensen var stadfestet & vaere korrekt(se
vedlegg 4 og 5) valgt ut og gitt designasjonen pOGS5 for PUC128 med gly insert (figur 35) og
pOG6 for PUC128 med mal insert (figur 36).
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Grunnet tidsbegrensing pa prosjektet var dette siste punktet som ble utfort. Strategien
videre var tenkt & benytte tidligere konstruert palgD vektorer; pOG113/114/115. Disse var
tenkt & brukes ved og bytte ut arsF/G/H villtypegenene med villtypegene av gly/mal. For &
utfore dette var det planlagt & bruke enzymene Ndel og Notl.
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4. Diskusjon

4.1 Komplementasjons analyse av arsF, arsG og arsH -mutanter

Dallands resultater tyder pé at ArsF,ArsG og Ars H er involvert i transport av
alkylresorcinol, men dette mé verifiseres ved komplementering. De opprinnelige
transposonvektorene laget i Dallands prosjekt ble funnet til og ikke a vare egnet for bruk
under cysteformasjonen. Dette kommer fram av resultatet i tabell 6 hvor ingen restaurasjon til
villtype ble observert. Det viser seg at A. vinelandii AarsF /AarsG/AdarsH gir konsekvent
utslag med Fast Blue B losningen nar dyrket pd m-toluat. Dette kan muligens indikere at ved
slike forhold vil stammen gjenoppta transport eller lekke alkylresorcinol til cysteoverflaten.
AvAarsG::-TnMD114 og AvAarsG::-TnMD114 vokste sveert darlig i nervar av m-toluat pa
plata. Dette kan tyde pa at Pm-promotoren har vaert aktiv i cellene pa dette mediet. En
mulighet er da at overproduksjon av disse proteinene er skadelige for 4. vinelandii til den
grad at vekst hindres.

Dette forste oppsettet av komplementerings eksperimentet er da ikke alene tilstrekkelig til
a verifisere at mutasjonen av arsF/G/H er etter intensjon. Det anbefales at en ny
komplementering settes opp med pOG113/114/115 transposonvektorene produsert i denne
oppgaven. Det er kjent at palgD virker under cystedannelse, og det vil ikke vere nedvendig

og tilsette m-toluat. Dette ber slik gi et mer pélitelig resultat.
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4.2 Alkylresorcinol produksjon i A. vinelandii cyster med delesjon i

gly/mal

4.2.1 Metodeetablering av kvantifisering av total alkylresorcinol ved Fast

Blue B

Ut fra praveoppsettet i resultatet 3.2.3 ble metoden funnet til & kunne detektere
alkylresorcinol fra A. vinelandii cyster etter ekstraksjon med aceton. Selv om metoden
fungerte etter intensjon er det fortsatt en god del som kan gjeres med tanke pa optimalisering
av metoden. Fra gjennomferingene gjort i dette prosjektet ble det laert at dags ferske
losninger, og et redusert prevevolum (200p—>50p) i hver mikrotiterbrenn var nedvendig for &
oppna gode resultater. Mulig at et ytterligere lavere volum vil vaere mer optimalt for
avlesning. Optimalisering av tidsbruken er ogsa viktig nér preven etter tilsetning av
reagensene vil produsere presipitat som gjor avlesning vanskelig etter rundt 90-120 min i
romtemperatur. Det anbefales derfor at ved store antall prever at de deles opp i mindre
batcher slik at hver preve ikke blir stdende for lenge for avlesning. Dette er detaljer som ber
finjusteres for et nytt oppsett med metoden. Dette kan gjores med 4 lage flere orcinol

standarder med forskjellige variabler til optimale forhold blir funnet.

4.2.2 Analyse av A. vinelandii Agly

pOG3 plasmidet ment til & sl& ut gly 1 A. vinelandii ble verifisert ved sekvensering for
konjugering (se vedlegg 2). Etter konjugering og dyrkning ble delesjonen verifisert med PCR
som forklart i resultatet 3.2.2. Det ble observert gjennomsnittlig hayere ODg tall av 4.
vinelandii Agly 1 burks medium enn hva villtype stammen viste, men vekst monsteret lignet
fortsatt pd wt. Se figur 30 for vekstkurven. Dette kan tyde pa at gly kan pavirke vekstraten til
cellene.

Nér provene ble analysert med Fast blue B metoden tidligere etablert resulterte dette i
ingen lesbare data. Nér orcinol standarden fungerte etter intensjon og vekst ble pavist i
kulturen ser det ut som noe har gatt galt under ekstraksjon eller torking. Ved gjennomferelsen
av analysen ble det avviket fra tidligere etablert metode kun etter ekstraksjon ved aceton.
Grunnet manglende tilgang pa savant apparatet og parallelt arbeid med andre analyser ble

alkylresorcinol prevene fryst pa -20 °C og med lysbeskyttelse i 5 dogn. Det er en mulighet at
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lagring pé aceton 1 plast ror uten beskyttelse for oksidering var grunnen til manglende
resultater. Mulige tilsatts av antioksidanter og/eller forsegling av preveregrene kunne hjulpet
for 4 hindre eventuell skadelig oksidasjon under lagringen. Lipid ekstrakter kan ogsé
beskyttes mot autoksidasjon ved frysing pa lavere temperaturer[6]. Det er mulig at frysing ved
-80 °C ville hjulpet & bevare praven. Acetonlgsningen lagret pd eppendorf plastrer kan ogsa
muligens ha forarsaket forstyrrende urenheter i preven ved dette oppsettet. Dette
eksperimentet bar repeteres ved en anledning hvor lengre lagring ikke blir nedvendig.

Siden data fra hoved oppsettet er manglende og tiden ikke tillater et nytt oppsett vil det bli
sett pa data fra metodeetableringen. Dette er ikke optimale data men det viser en viss trend
mot at det produseres mer alkylresorcinol i A. vinelandii Agly enn i villtypen. Grunnet at
alkylresorcinol er normalt en viktig del av det exine lag er det mulig at dette laget er tykkere i
A. vinelandii Agly. Dette kunne blitt undersekt med avbildning 1 elektronmikroskop. Den okte
produksjonen av alkylresorcinol kombinert med den heyere veksten av kulturen viser til en
endret fenotypen i mutant stammen. Noyaktig hvilken effekt dette har pa cellen trengs a

undersokes nermere.

4.2.3 Konstruksjon av A. vinelandii Amal

Etter konjugering med pOG4 var det vanskelig & finne muterte stammer med de
egenskapene som var gnsket. Dette kan potensielt skyldes at genet (mal) kan vare viktig for
at bakterien 1 den grad at vekstraten av mutantene reduseres sd mye at villtypen tar over
kulturen. Dette vil 1 sé fall fore til at det blir vanskelig a selektere for mutanten. Det kan
forsgkes en ny konjugering for 4 utelukke feil ved gjennomferingen. Vis det fortsatt ikke er
mulig & selektere for mutanten vil man matte se etter alternative metoder for & underseoke dette

genets funksjon.
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4.3 Videre arbeid

Det har i dette prosjektet blitt konstruert transposonvektorer for & komplementere arsFGH.
Villtype gene i disse transposonvektorene er underlagt palgD. Disse kan da brukes til &
underseke komplementasjon uten bruk av m-toluat. Det er ogsa blitt etablert en metode for
ekstraksjon og maling av intracelluler alkylresorcinol. Metoden er vist til a fungere, men for &
oppnd heyere noyaktighet kan protokollen ytterligere optimaliseres.

Gjenstaende arbeid pa 4. vinelandii AarsF/AarsG/ AarsH vil da vere a utfere ny
komplementering med parsD transposonvektorene og undersgke stammens evne til &
produsere alkylresorcinol. Intracellular alkylresorcinol vil kunne verifisere at det er
transporten over cellemembranen som har blitt hindret ved knockout mutasjon og ikke selve

produksjonen.

Under dette arbeidet har mutantstammen A. vinelandii Agly blitt laget. Videre arbeid med
denne stammen vil vere a ekstrahere og male alkylresorcinoler med metoden etablert i dette
prosjektet. Analyse ved massespektofotometri av sukkermolekylene pa ekstrahert
alkylresorcinol vil ogsé vare viktig for 4 underseke om mutanten fortsatt kan sette pa
galaktoseenheten pa alkylresorcinolen, eller ikke.

Det vil ogsa vaere nedvendig 4 ferdigstille transposonvektoren omtalt 1 3.4.1 og dermed
oppfelge med en komplementasjon for a verifisere at endringen i fenotype skyldes den

innferte mutasjonen.

Resultatet fra oppdyrkning av mal mutanter kan tyde pa at genet er viktig for bakterien og
det kan vise seg vanskelig 4 finne en mal mutant ved denne metoden. Det kan veare et
interessant alternativ & underseke om hvordan overproduksjon av proteinet pavirker evne til &
produsere alkylresorcinol under cystedannelse. Dette kan oppnas ved & klone genet inn 1 en

passende ekspresjonsvektor til A. vinelandii.
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6. Vedlegg

Vedlegg 1: A Pstl kuttet E.coli ladder.
Al Pstl

14057
4507,4749,5077

2443,2459
1986, 2140
1700

200,211,216
150,164

1%
agarose

Vedlegg 2: DNA ladder fra Thermoscientific, GeneRuler.

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpnp0Spy %
10000 300 B0
goun 20.0 15.0
—
— 400 300 B0
=8 B
=1 00 50 50
o [ o000 250 6.0
% W (S0 250 60
2 Bd — 1000 60.0 120
§ M 750 250 60
o — 500 250 &0
=
= — 250 260 5.0
L
=]
&
=
&

0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min
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Vedlegg 3: sekvensering pog1

Tallkoder under prgve ID referer til sekvenseringsfil.

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

POG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

2430 2440 2450 2460 2470

* * * * * *

agctatgaccatgattacgccaagctacttgcggccgcaagtaatacgactcactagtgg

2500 2510 2520

* * * * * *

gcagatcttcgaatgcatcgcgcgcaccgtacgtctcgaggaattecctgcagtggggacce

——————————————————————————————————————————— C.veCuirivnnn.g
2550 2560 2570 2580 2590
* * * * * *

a g t..... gt. CegCue vt e eeennnn L
2650 2660 2670 2680 2690 2700
* * * * * *

cg-aaacctggacgctctcgacgatctacaactacggtccgggacgttccgacgacgtcg

2720 2730 2740 2750

* * * * * *

aaagctacatgtcgggacagcccacgctgggcggcggccaggtggcggaggacgagtteg

2780 2790 2800 2810

* * * * * *

agaagatctacgcggtcaagctcgactacaccggctcctecgggctatgectecgatcatcece
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pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012

2830 2840 2850 2860 2870 2880

* * * * * *

actcctaccgggagagcgaccagcaccagaccggcttcecttecgecggectggaacgecctecgg

2890 2900 2910 2920 2930 2940

* * * * * *

acgccctgctgctgtacaccgagggcaacatcaagcacgagggcaagaccggctaccagt

2950 2960 2970 2980 2990 3000

* * * * * *

tcggcgcttcecctacaccctggagatcggeccgaccgtcaacgtcgagtacctgecgecgaca

3010 3020 3030 3040 3050 3060
* * * * * *
acaacggctgcgacgacgggccgatgatcggctgctacctggacggcaagatcaacaccce

3070 3080 3090 3100 3110 3120

* * * * * *

ggagcgttctctaccggcagagctacgcgatgatccaggtcaccgacaacacctcgatcce

tt..C.immmm e T T T T T T e e e
3130 3140 3150 3160 3170 3180
* * * * * *

cggatctcgaatacaacatccgctacctgaggaacctcgacgacgagtcccagcecgtttcea

3190 3200 3210 3220 3230 3240

* * * * * *

ccggcattctcgaatacgacgtgaccgatcacgtccaggcctatttcactggaaacattt

3250 3260 3270 3280 3290 3300

* * * * * *

tcaccggcggcgacgacgacgagttcgggacgttgctgcecgectattcggtgttcaccggeg
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11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pPOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

3430 3440 3450 3460 3470 3480

* * * * * *

tggttcttatcttggctccaccgttcgecgacctgaccctecgecaatateccteccaccgacyg

....... o P - SN - WP« O
3550 3560 3570 3580 3590 3600
* * * * * *

cggtatcgagcaccggctgctctgtcacggcacgecgctaccagtteccgacgaccctegge

.............................. e S
3610 3620 3630 3640 3650
* * * * *

........ g..8c..+..9.Ceeve.Civn...t Jeeeeeew.nC (o IR
3670 3680 3690 3700 3710
* * * * * *

caggtcacccagggcatcaacggcttcgtcgacgaggtactgctggcgaatgegtegete
gewenennn e, g..t..a. .- mm e

3730 3740 3750 3760 3770

* * * * * *
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pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pPOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

caccgcgaactggcgggaaatgcccgcecccgectggcggagcgcttcacggecgagegecatg

3800 3810 3820

* * * * * *

accgaccgcgttctgcaacatctgggcgtcatagaccggcaggggcattcgecggcggac

3860 3870 3880

* * * * * *

ggcggcatgtccagggtggcatgaagggccgggcggcgctgecececggtgectecgatecatta

-——--.g..a Chuovennnnns Cuovennnnn Cuovennnnn ... a a..t
3960 3970 3980 3990 4000
* * * * *

t = I t..... g.a..... [ J F= e R a..9..9.....
4020 4030 4040 4050 4060
* * * * * *

cctgcgtgcgcgacctgtacgagcgagcgagccaggcaatgggecttcgacgtggecggaac

4090 4100 4110

* * * * * *
tgtccttccaggggccggaagagcggctcaatggcaccgagttcacccagatecgegetge

4150 4160 4170

* * * * * *
tcacccattccatcgcecctgectggecggcatteccgecgaactcaccggecgaggectggacge
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pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

POG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754

4200 4210 4220 4230 4240

* * * * * *

cgaatgtgctggccgggcacagcctgggcgaatactccgegectggtggecgecggegtece

4270 4280 4290

* * * * * *

tggccttcgaggacgcgctgecggctgatcecgecatgecgeggecggcectgatgtecggagtteg

____________________________ .t' ——— e
4320 4330 4340 4350 4360
* * * * * *

ggcgcgggcggatggccgcectteccgectecgatectecgactcgatcaggecgetcecgecgagyg

4390 4400 4410

* * * * * *
cgcgctactgcggcatcggecggctgcaacctgecccgaccagaccgtggtectgeggttteg

4450 4460 4470

* * * * * *
agcgcgatctggaggcgctcatggaggacgtggccgcecgcegtttcecggecgetceccagggetg

4510 4520 4530

* * * * * *

ggcgctacctgaagaccgaaggggccttccacacctacctgatgatcggecgecgecggagce

4570 4580 4590

* * * * * *
gctaccgtccgcatctcgacgeccgecgecctggecggecteccgecgggecgagggtecteteca

4630 4640 4650

* * * * * *

actacaccggcgactatcacgccgacgatcccgagcagatgecgecgceccgecctgttettee
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11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

POG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

pOG1 (gly)
11259754
11260012
11533218
11533296

4690 4700 4710

* * * * * *
agatgttccatccggtcaagtggatggggggtctgcgeccgggcgatcgacgacggagtga

4750 4760 4770

* * * * * *

acctggtcgtcgaattcggcggtggcatcggceccgcgaccageccgggecgegtgecatgete

4810 4820 4830

* * * * * *

cggagagccgcaagcccaacctggagggcatcatgcgcaaggecctatgececgectececgg-c

.................................. Jeveereeeee@eCriernnnnnnnn
4910 4920 4930 4940 4950 4960
* * * * * *

....... a......tgc..a.....t.c... . @0 Chiiiii e gL C
4970 4980 4990 5000 5010
* * * * *
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Vedlegg 4: Sekvensering pog2

Tallkoder under prgve ID referer til sekvenseringsfil.

2140 2150 2160 2170 2180

* * * * *

179delMalony gagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtce
I

11260020 @ @ —mm e
11260088 W — e
11260003 @ mmmm e
11260058 @ @ @ mmm e
11559393 @ mmm e
2190 2200 2210 2220 2230

* * * * *

179delMalony tgtcgggtttcgccacctctgacttgagecgtcgatttttgtgatgctegt
G 3 B

11260020 @ @ mmm e
11260088 @ — e
11260003 @ mmm e
11260058 @ @ @ mmm e
11559393 @ mmm e
2240 2250 2260 2270 2280

* * * * *

179delMalony caggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcecctttttacgg
I B

11260020 mm oo o e
11260088 ——mmmmmmmm e A e
11260003  —mmmm e
11260058 —mmmm e
11559393 mmmmmmmm e
2290 2300 2310 2320 2330

* * * * *

179delMalony ttcctggccttttgctggeccttttgctcacatgtaatgtgagttagectca
G 3 B

11260020 m o m e oo
11260088 m oo oo oo
11260003 ————m—mmmmmmmmm oo A
11260058 m oo oo
11559393 mm o oo
2340 2350 2360 2370 2380

* * * * *

179delMalony ctcattaggcaccccaggctttacactttatgcttccggectegtatgttg
I B

11260020 @ @ mmm e
11260088 W — e
11260003 @ mmm e
11260058 @ @ @ mmm e
11559393 @ mmm e
2390 2400 2410 2420 2430

* * * * *

179delMalony tgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctatgacca
G 3 B
11260020 @ —mmmmm e
11260088 @ —mmm e
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11260003 —mmmmmmm e
11260058 == =mmmmmmmmm e ceaa.. .. -~
11559393 mmmmmmmmm e

2440 2450 2460 2470

* * * *

179delMalony tgatt-acgccaagctacttgcggccgcaagtaatacgactcactagtgg
11259884  ..... T e e e e e e e et et et e e e i e e e e

11260020  mmm e e e e
11260088 —mmmmm o oo
11260003  mmm e oo e
11260058  ..... to.... et e e e
11550393 oo oo
2490 2500 2510 2520
* * * * *

179delMalony gcagatcttcgaatgcatcgcgcgcaccgtacgtctcgaggaattcecteg
G 3 B

11260020 @ @ —mm e
11260088 @ — e
11260003 @ mmm e
11260058 i e e e e e e
11559393 @ mmm e
2540 2550 2560 2570
* * * * *

179delMalony aagtggtcaccggcctctggaacagttggtccgacaacgccatcgtcgac
G 3 B

11260020 @ mmm e -
11260088 @ — e
11260003 @ mmm e
11260058 e e e e e e
11559393 @ mmm e
2590 2600 2610 2620
* * * * *

179delMalony gatccagccagcggcctgttcctcgaaccctecgectcatcecgegecatega
G 3 B

11260020 @ —mmm e
11260088 @ — e
11260003 @ —mm e
11260058 i e e e e e e e
11559393 @ mmm e
2640 2650 2660 2670
* * * * *

179delMalony tcaccagggcgcccacttccgegtcaaaggcccgcectgaacgtgeccgeget
G 3 B

11260020 @ @ m e
11260088 -———...3.9.9...t..t.. - oo .. —g..e.@.Feee—u..
11260003 e
11260058 e e e e e e et et e e
11559393 @ e
2690 2700 2710 2720
* * * * *

179delMalony cgccccagggctacccggtgcectgttccaggecggetectteccgecggggge
11250884 e e e e e e e e
11260020 @ @ —mmm e
11260088 Teei i t.C..g.. .= e -.t..... [ I
11260003 @ —mm e
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11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058

-a tc.o..... COe vt eeenennns - ¢} gC..a8.¢....
2790 2800 2810 2820
* * * * *

t t e I - t [ =
2840 2850 2860 2870
* * * * *
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11559393 —mmmmmmm e e

3040 3050 3060 3070

* * * * *

179delMalony gactttcccgatccgcacggggtgcaggcggcecgcaaagecgtgecgtggt
G 3 B

11260020 mmmmmmmm e e
11260088  tteeee ettt e e e
11260003 e
11260058  teeeee e et e e e e e e e
11559393 oo
3090 3100 3110 3120
* * * * *

179delMalony catcaccgatctggtccggcaacagcggccgacgctgecgegagetgetge
G 3 B

11260020 —mmmmmmm e
11260088  teeee e e e e et e e e e
11260003 mmmmmm oo e oo
11260058  teeee e et e e e e e e e
11559393 o
3140 3150 3160 3170
* * * * *

179delMalony accggttggccggcgcccgecggceccatttcaccectggeccggecageccggag
G 3 B

11260020 mmmmmmmm e
11260088  teeeee e et e e e e e
11260003 e
11260058  teeee et et e e e e e e
11559393 oL,
3190 3200 3210 3220
* * * * *

179delMalony cggatcgccgacaccatccagacctggttcgaagaaggcgccgcggacgg
G 1 B

11260020 === === e e e e e e e e e e e e e e e e
11260088  teetetteette et
11260003 —mmmmmm e
11260058 tetttttee e
11559393 e T
3240 3250 3260 3270
* * * * *

179delMalony cttcaacctgatgccgcccatcctgecggecctgectggagaccttegteg
G 3 B

11260020 === === e e e e e e e e e e e e
11260088 4 eeeeetee ettt et
11260003 —mmmmmm e
11260058 4t tteeeeet ettt
11559393 mmmmmm e
3290 3300 3310 3320
* * * * *

179delMalony aagaggtcgtcccgctgctgcagaagcgcgggetgtteccgecacccactac
112590884 e e e e
11260020 = ——m e e
Y 0
11260003 @ e
112600058 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
11559393 @@ m e
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179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

179delMalony
11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

3340 3350 3360 3370

* * * * *

gaaggcacgacgctgcgcgatcgctatggcctgaaacgaccgtccaatcecce
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3640 3650 3660 3670

* * * * *

179delMalony tcgccctcgcagttgtcgcagta-gggcgattcggegttcggeccgegea
11259884 W  ———mmm e e e

11260020 @ —mmm e
11260088 e e e e S
11260003 W ——=mmm e
11260058 L. Cev@ee@Bueeee@eeeeCuiniinnnnnnnn cgc. .
11559393 @ —mmmm e
3680 3690 3700 3710 3720
* * * * *

179delMalony ggcccttctcgatggtgccccggtactecgtcecgecctgecggtecgatgegg
11259884 @ —mmmm e

11260020 @ @ e
11260088 e e e e e e e e et e e e e
11260003 @ e
11260058 i e e e e e e e Chovennnnnnn ta.atg..
11559393 @ m e
3730 3740 3750 3760 3770
* * * * *

179delMalony accagcgcgcgcggct-cgccggtccgectggtecgeggatcatccacagte
11259884 W  ———mmmmmmmm e

11260020 W —mmmm e
11260088 L e e e e e e e e e e et e e e e
11260003 W ——mmmmmmm e
11260058 = TR Yo S g.t...g..... cg...gtcg...at...aca....
11559393 @ —mmmm e
3780 3790 3800 3810 3820
* * * * *

179delMalony cgctcagcggatcgccggatgcggcgectggcggecggcaagaccgeccagg
11259884 W —mmm e

11260020 @ —mmmm e
11260088 e e e e e e e et e e e e
11260003 W ——mmmmmmm e
11260058 .toolaga.itea oL -.cg....tg....c.g..a...—.a...
11559393  —mmmm e e e
3830 3840 3850 3860 3870
* * * * *

179delMalony gcgcagcagaggcacagccatcgcacgctcatccggcgaggeccteccgecg

11259884 -—---—-—-—-- B B ¢ o B T
11260020  —-mmmm oo
11260088 e ettt
11260003  —=--mm oo
11260058 B Tttt
11559393 e e i

3880 3890 3900 3910 3920

* * * * *

179delMalony acggcggcccggatggccggggeccgggegectceccaggegtgegtgcaggge
11259884 W —mmm e e
11260020 @ —mmmm e
11260088 e e e e e e et e e e e
11260003 W ——mmmm e
11260058 ==
S 1 1 1 1

3930 3940 3950 3960 3970
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* * * * *

179delMalony ggccagctcatggcggatggcgtcgeccgecgatagtgcaggaaggcgecgg
11259884 @ mmmm e

11260020 —mmmmmmm e e
11260088 4 tteetee i e PP
11260003 —mmmmm e e
11260058 —=mmmmmmm e
11559393 4ttt e e e e e
3980 3990 4000 4010 4020
* * * * *

179delMalony tttccccgccgaccacgacttcgagatagggctcecggegetegetatecce
11259884 ——————mm e

11260020 —mmmmmmm e
11260088 ottt etee e e e e e e e e
11260003 —mmmmmmm e
11260058 —=mmmmmmm e
11559393 4ttt e e e e e
4030 4040 4050 4060 4070
* * * * *

179delMalony tcgtcgcaataggt-cttgagggtcagc-aggccc-tgtcc—-gggaaaga
11259884 @ mmmm e

11260020 —-=—-——........ Eeevniit a.Covnnn.. Covnnn Covrnnnnn
11260088 e bbbt
11260003 === —m oo
11260058 —=--mmm oo
11559393 ...l T e DU R BRI
4080 4090 4100 4110 4120

* * * * *

179delMalony cgaac-atgatgttgggactggaaacctggct-catggaaaaactct-cc
11259884 @ —mm e

11260020  ..... e P P t..
11260088 —mmmmmmm e
11260003 ———mmmmmm— . - e -..
11260058 === mmmmmmmmm e m e mmm
11559393  ..... e e -..
4130 4140 4150 4160 4170

* * * * *

179delMalony ctgtaatggatcgagcaccgggcagcgccgcccggeccttcatgeccacce
11259884 @ mmmm e

11260020 4 ettt e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 —=mmmmmmm e
11559393 4ttt e e e e
4180 4190 4200 4210 4220

* * * * *

179delMalony tggacatgccgccgtccgceccggcgaatgeccctgecggtectatgacgece
11259884 @ —mm e

11260020 4 ettt e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e
11260058 —=mmmmmmm e
11559393 4ttt e e e e e
4230 4240 4250 4260 4270

* * * * *
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179delMalony agatgttgcagaacgcggtcggtcatgcgctcecggeccgtgaagecgetecge
11259884 @ —mm e

11260020 4 eeeee e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e
11260058 === mmmmm e
11559393 4ttt e e e e e e
4280 4290 4300 4310 4320

* * * * *

179delMalony cagcgggcgggcatttcccgeccagttegeggtggagecgacgcattegeca
11259884 @ —mm e

11260020 4 et eee e e e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 ——=—mmmmmmmm— L. mmmmmmmmmmm e
11559393 4ttt e e e e
4330 4340 4350 4360 4370

* * * * *

179delMalony gcagtacctccagttgccgggccagatcgeccgetgtcccaggecttgaag
11259884 @ @ mmm e

11260020ttt eee e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e
11260058 == mmmmmm e e
11559393 4ttt e e e
4380 4390 4400 4410 4420

* * * * *

179delMalony gtcaggccgccggctcgectegecgtegegecatcactteggtgatgecgee
11259884 @ —mm e

11260020 4 et eee et e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 4ttt e e e e
4430 4440 4450 4460 4470

* * * * *

179delMalony gtagtcgggcaccagcaccggcgtgccatggcccatcgectcggeccacca
11259884 @ —mm e

11260020 4ttt e e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 —mmmmmmm e e
11559393 4t e e e e e e e e
4480 4490 4500 4510 4520

* * * * *

179delMalony ccaggccgaaagcctcgcggttcaccgagggatagaccacgcagtggetg
11259884 @ —mm e

11260020 4 ettt e e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 —mmmmmmm e e
11559393 4ttt e e e e e
4530 4540 4550 4560 4570

* * * * *

179delMalony tgggcgagcagggtgtcgcggatctceccccggatacggectecccecgectgatg
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11259884 —mmmmmmm e

11260020 4 ettt et e e e e e e e e e
11260088 —mmmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e e
11260058 ——mmmmmmmmmmmmmmmmmm L mmmmm e
11559393 4ttt e e e e e e
4580 4590 4600 4610 4620

* * * * *

179delMalony gatcggcaggccgaggtgggcggcgagatcggecgacgaccctecttgecagg
11259884 W  ———mmmmmmmmm e

11260020 4 ettt e e e e e e e e e
11260088 —=mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 4ttt e e e e e e
4630 4640 4650 4660 4670

* * * * *

179delMalony attcgcccttggcggtggcecgeccgcagaccaccagttgcagectcgacgeca
11259884 W  ————mmmmmmmm e

11260020 4 ettt e e e e e e e e e
11260088 === mmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e
11260058 === mmmmm e
11559393 4ttt e e e e e
4680 4690 4700 4710 4720

* * * * *

179delMalony cgcgccttcagcaggcgggcggcgtagagcagcaggtcgatcceccecttete
11259884 W  ———mmmmmmmm e

11260020ttt eee et e e e e e e e
11260088 —=mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 4ttt e e e e e e
4730 4740 4750 4760 4770

* * * * *

179delMalony ggcttcctggcggccgaagtaggtgacgatggggaggtcecctcgegecagte
11259884 W  ————mmm e

11260020 4 et eee et e e e e e e e e
11260088 —=mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 4ttt e e e e e
4780 4790 4800 4810 4820

* * * * *

179delMalony ccgggaagagttgcctgagccgcgecgegtggeggectggecgatggeggg
11259884 W  ———mmmm e e

11260020 4ttt e e e e e e e e e
11260088 —=mmmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 4ttt e e e e e
4830 4840 4850 4860 4870

* * * * *

179delMalony gacagctcgatgccgttgtagaggacgctcatgecgttccecgecggcactte
11259884 W ————mmm e e
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11260020 @ i e et et e e e e e e,

11260088 ——mmmmm e e
11260003 ttttette ettt e
11260058 e
11559393 it B et
4880 4890 4900 4910 4920

* * * * *

179delMalony cagctcgtcggcgatccgttcgaggtagtcgetgectgactagcagggecg
11259884 W ————mmm e e

11260020 4ttt et e e e e e e e
11260088 === mmmmmm e
11260003 4 ettt e e e e e e e e
11260058 === mmmmm e e
11559393 1ttt B
4930 4940 4950 4960
* * * *

179delMalony gccagcgcgagcc—-ggcgacggccte—-gttgaggcgecttgegg-taggece
11259884 W  ———mmmmmmmmm e

11260020 ..., e e S e
11260088 W —mmmm e
11260003 ..o, e T e e e e
11260058 W —mmmm e
11559393  ...... Ce@e@eeCuiive@uuunnnnn Clae e ettt enanns [ IS
4970 4980 4990 5000 5010
* * * * *

179delMalony tcgaacaggtcgctccgccgecgeg-tagtcggecgaactgetcegtegecct
11259884  ————mmm e

11260020 L e e e It
11260088 W —mmmmm e
11260003 Lo e e I
11260058 W —mmmm e
11559393 ci3...Ca.eeChiinnnn. Cg...g..ECeeiiiiiiiiia. Ceun..
5020 5030 5040 5050 5060
* * * * *

179delMalony ggaaggtcagcacgtagtcgaaatcgagcccgecctggegettggecgece
11259884 W ———mmmmmmmmm e

11260020 e e e e e e e e e et et e e e e
11260088 W —mmmmm e
11260003 i e e e et e et et et e
11260058 ... e e
11559393 ...... g..Cevee@enec@e...togeea.. t.o——————
5070 5080 5090 5100 5110
* * * * *

179delMalony agggcgagcgtaccgagggaggcgaaactcatcatcaggtgactgacttc
11259884 W ————mm e e

11260020 4ttt et e e e e e e e
11260088 —=mmmmmmm e
11260003 4 et eeee e e e e e e e e e
11260058 == mmmmmm e
11559393 mmmmmmmm e
5120 5130 5140 5150 5160
* * * * *

179delMalony gtccctggcgatgaaatggcgcaggegctctagatacctaggtgagetct
11259884 W ———mmm e e e e e
11260020 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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11260088
11260003
11260058
11559393

5170 5180 5190 5200 5210

* * * * *

179delMalony ggtaccctctagtcaaggccttaagtgagtcgtattacggactggcececgtce

11259884
11260020
11260088
11260003
11260058
11559393

Vedlegg 5: sekvensering pOG5

Tallkoder under prgve ID referer til sekvenseringsfil.

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

210 220 230 240 250

* * * * *

cacacaggaaacagctatgaccatgattacgaattcgagctccaccgcgg
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"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

* * * * *

p tcggcgttcatggatcaggtggtcggttcagccgecttectgetecceccget

——————————————————————————————————————— gc....-——-—.
660 670 680 690 700
* * * * *

g.a.-———-—=-—- gc...t.... . mmm e e e e

................ t.t.cg.c...C... g bllL

1000 1010 1020 1030 1040

* * * * *
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"HOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly
13514518
13514825

"pOG5" Gly

P caggccgccacgcgcgcggctcaggcaactcetteccgggactgegecgagyg

1150 1160 1170 1180 1190

* * * * *

P agctgcaactggtggtctgcggcgccaccgccaagggcgaatcctgcaag

1200 1210 1220 1230 1240

* * * * *

P agggtcgtcgccgatctcgccgceccacctcggectgecgatceccatcagge

1250 1260 1270 1280 1290

* * * * *

P gggagccgtatccggggagatccgcgacaccctgctcgcecccacagecact

1300 1310 1320 1330 1340

* * * * *

P gcgtggtctatccctcggtgaaccgcgaggectttcggectggtggtggece

1350 1360 1370 1380 1390

* * * * *

P gaggcgatgggccatggcacgccggtgctggtgecccgactacggecggcecat

—————————— g.....gg. tc.a...tt..-—————- ===
1450 1460 1470 1480 1490
* * * * *

p cctgggacagcggcgatctggcccggcaactggaggtactgctggcgaat

—————————————————————————————— g..t...c. g -==
1500 1510 1520 1530 1540
* * * * *

P gcgtcgctccaccgcgaactggcgggaaatgcccgceccgctggecggagcg
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13514518 4 et etee e e e e e e e e e
13514825 —=mmmmmmmmmm e R

1550 1560 1570 1580 1590

* * * * *
"pOG5" Gly p cttcacggccgagcgcatgaccgaccgcgttctgcaacatctgggegtca
G 3G B 3G B
13514825 W @ —mmm e e

1600 1610 1620 1630 1640

* * * * *

"pOGS" Gly p tagaccggcaggggcattcgccggcggacggcggcatgtccagggtggea
G 3 B 3G B

13514825  mmmmmmm e e e

1650 1660 1670 1680 1690

* * * * *
"pOGS" Gly p tgaagggccgggcggcgctgcccggtgctcgatccattacagggagagtt
G 3 B G B
13514825 W ———mmmmmmmmm e

1700 1710 1720 1730 1740

* * * * *
"pOG5S" Gly p tttccatgagccaggtttccagtcccaacatcatcctaggtatgggctge
G 3 B G B
13514825 W  ———mmmmmmmmm e

"pOGS" Gly p aggaattcgatatcaagcttatcgataccgtcgacctcgagggggggccc
G 3 B G B c..-
13514825 2 ——mmmmm e L -=

Vedlegg 5: sekvensering pOG 6

Tallkoder under prgve ID referer til sekvenseringsfil.

1790 1780 1770 1760 1750

* * * * *
"pOG6" Mal p acgttgtaaaacgacggccagtgccaagcttgcatgcatcggtaccggge
13512886.seq ———————-—-—-—-—-—-— - - ...
13514772 .80 ————— === ===

1740 1730 1720 1710 1700

* * * * *
"pOG6" Mal p cccccecctcgaggtcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgeag
13012880 . S 0 vttt ettt ettt et
13514772 .8s€q ————————— - — oo

1690 1680 1670 1660 1650

* * * * *
"pOG6" Mal p ccctaacctaggcacagccatcgcacgctcatccggcgaggecteccgecg
13512880 S0 4ttt ettt ettt ettt e e
13514772 .8s€q ——————————m oo

1640 1630 1620 1610 1600

* * * * *
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"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6"™ Mal p
13512886.seqg
13514772 .seq

"pOG6"™ Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6"™ Mal p
13512886.seqg
13514772 .seq

"pOG6"™ Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p

acggcggcccggatggccggggecgggcecgctceccaggecgtgegtgcagggce

1590 1580 1570 1560 1550

* * * * *

ggccagctcatggcggatggcgtcgeccgecgatagtgcaggaaggcgeccgg

1540 1530 1520 1510 1500

* * * * *

tttccececgecgaccacgacttcgagatagggectecggegetegetatececece

1390 1380 1370 1360 1350

* * * * *

atcccaggctgtcecctecgtcgacggtgceccctggtgcaggggcaggtgcagyg

1340 1330 1320 1310 1300

* * * * *

gagaaatgccgctcgtccacccataccggctccatcggcgaggegetgeg

1290 1280 1270 1260 1250

* * * * *

cagcagctccagggtacgcgccgcccgctccagggtecgeccggttgatgg

1240 1230 1220 1210 1200

* * * * *

ccggcaggtacaggccgcggcggccggaggcggcataggecttgegecatyg

1190 1180 1170 1160 1150

* * * * *

atgccctccaggttgggecttgcggectctceccggagcatgcacgcggeccgg

1140 1130 1120 1110 1100

* * * * *

ctggtcgcggccgatgccaccgccgaattcgacgaccaggttcacteegt
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13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772.seq

"pOG6"™ Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seq

"pOG6"™ Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq

1090 1080 1070 1060 1050

* * * * *

cgtcgatcgcccggcgcagaccceccccatceccacttgaccggatggaacatce

1040 1030 1020 1010 1000

* * * * *

tggaagaacagggcggcgcgcatctgectcgggatcgtecggegtgatagte
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13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6"™ Mal p
13512886.seqg
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seq

"pOG6" Mal p
13512886.seq
13514772 .seqg

"pOG6" Mal p
13512886.seqg
13514772 .seqg

"pOG6"™ Mal p
13512886.seqg
13514772 .seq
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Vedlegg 6: vekskurve data

Tabell 12: ODg, mélinger

Preve ID Dag 0 Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4

Wt-1 1,752 1,920 1,812 1,656 1,650
Wt-2 1,650 1,902 1,944 1,740 1,674
Wt-3 2,010 1,980 1,890 1,770 1,596
Gly 1 2,550 2,778 2,664 2,442 2,292
Gly 2-1 2,526 2,694 2,448 2,232 2,190
Gly 2-2 2,538 2,778 2,388 2,394 2,268

Vedlegg 7: Plasmidkart

Stul
Kpnl
Acc65I
Sacl
Ecl136ll ‘

Aflll‘

Hindl

Binl
Xbal
Agel
Ncol

4000 pHE179 o00”

5116 bps

M13ori

Btrl

2000

Bpu1102|

PspOMI P
Apal EcoO109I Spﬁ:
Xmal BB
Smal 0
PshAl Riel
l Pcil FB>p'L\J/\1I|OI
si
BstXI Notl Xhol
EcoRI
Sbfl
Pstl

Dag 5
1,530
1,674
1,536
2,352
1,800
2,202
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Kpnl
Acc65l
Sacl
EcolCRI
Avrll
Xbal
Agel
Aarl
Bsal
Malonyl'
Xeml Swal
Sapl )
10007 Psil
pOG1
4000 )
M13ori
Dralll
%'Glycosyl 5250 bps
2000
Sall Glycosyl" \
SgrDI
Pasl
BStAPI
"hypothetical
Bsu36l
BsaBl Pstl
Pvul  Hpal
TspGWI BciVI
Tth1111 TspGWI
BsaAl BsiHKAI
Afil Stul BsiHKAI
Ksptﬁ: Fsel Scal
TspGWI Tatl
Acc65l Xmsgl \\ Toow
Sacl Smal R
Ecl136I! BmeT110I|
BsiHKAI Avall
Binl
Xbal PpuMI Ve
BciVI Sg |
Btsl pm
Dralll Bsal
Ncol .
Stul Glycosyl Swal
Bpml Psil
Eco47lll Aval
Mrel BmeT110I
Nspl 1000~ Mmel
BsiHKAI 2 Drali
pfol A a| ' __ 4000 pOG M13ori BsaAl
Xg ffefory 5406 bps
BpSn?ill . 2000
Stul hypothetical 2000
Resrll
BbvCl
Bst1107I1 ot Mimel
"nitrilotriacetate
o Bs}r(np!?]ll BsiHKAI
Acc65l | BciVi ggt|[|3||
Pvul/ | Mmel Rl
AsSI | W Nann A
PshAl| NSp BamBl
peal Peil Aval
Y oo BmeT110l
Agel Mmel éggéil
Dralll Clal BtEIl
BStAPI Pasl

Xmnl
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Aarl BsiBI
SexAl

BStAPI
Tth1111++ BamHI

Acclll Ncol

0 W A %
++Bbel N
++ TRl ) tetR

++ Acclll

++ Xcml
++ Tfil

Bbsl

Acclll ++
Bbel ++ Xbal
Bbsl Agel

xy|S839 a000”

pOG3 (gly) Malonyl'
__ 10000 f
13563 bps  4one_ OIVOOH! ﬁ

Xeml
Sapl

Pfol

~ Glycosyl"

SgrDI ++
BstAPI++
Nrul

8000 5000 "hypothetical

Scal

Ndel

P trfA tetA
tetRN Avrll

Mfel

N
xylsg3g 12000 200"
'Glycosyl
pOG4 (mal) Eco47lll
10000 ! %ll%%{/ll
oriT 13719 bps Aypothetical ‘@

BbvCl
AsiSI

bla /8°°° 6000 "nitrilotriacetate
ApalLl \

Scal

Sapl

Miul BsrGl
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Vedlegg 8: Primere

Primerne ble levert av Sigma Aldrich. Primersekvenser er & finne i1 separat vedlegg
(Primer.7z).
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