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READY-TO-LOAD™ PR@VER TIL ELEKTROFORESE

Straks efter modtagelsen af kittet laegges QuickStrip™ pragverne | kaleskabet. Alle andre dele
opbevares ved stuetemperatur.

Komponenter ( QuickStrip™)

1. A Standard DNA Marker
2. B GMO negativ kontrol
3. C GMO positiv kontrol
4. D Majs

5. E Hvede

6. F Soya

REAGENSER og UDSTYR

e UltraSpec-AgaroseTM

e Elektroforesebuffer (50xTAE)
e FlashBlueTM DNA Stain

¢ InstaStain®Blue kort

e 1 mlpipette

e Mikropipetter

ANDET N@DVENDIGT UDSTYR

o Horisontal gelelektroforese apparat
o Strgmforsyning

e Mikropipetter og tilhgrende spidser
o Vgt

e Mikrobglgeovn

¢ Pipettehjelper

e 250 ml BlueCapflasker

e Handsker

o Sikkerhedsbriller

e Sma kar til afvejning og farvning

e lysbord

¢ Demineraliseret vand (i Grgnland bruges blot vandhanevand)

LABORATORIESIKKERHED

Baer kittel. Handsker og sikkerhedsbriller baeres, nar det er angivet.

Veer saerlig forsigtig ved handtering af varm agarose nar der stgbes geler
Mundpipettér aldrig!

Veer forsigtig ved omgang med strgmforsyningen

HUSK at vask haender grundigt, nar laboratoriet forlades.
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LABORATORIEJOURNAL

Husk at notere alt ned, som du foretager dig undervejs i forsgget, bade tanker, observationer og
indsamlede data.

For du gar i gang med forsgget:
¢ Lasintroduktionen og selve vejledningen grundigt. Brug informationerne til at opstille en
hypotese
e Forudsig det forventede resultat
Undervejs i forspget
Noter alt hvad du foretager dig.
Efter forsgget
¢ Tolk resultaterne — hvorledes er resultaterne | forhold til det, du forventede

e Hvis du skulle gentage eksperimentet, hvilke forhold ville du da sendre? Forbedr din
hypotese



BAGGRUNDSVIDEN

HVAD ER GENETISK MODIFICEREDE ORGANISMER?

| Ipbet af de sidste mange ar har forskning indenfor genetik gget
vores forstaelse af genomet og dermed gget vores viden om
generne og deres funktioner i cellerne.

Mutationer er &endringer i generne, der kan forarsage sendringer i
den made, som en organisme interagerer med sit miljg pa. De fleste
mutationer resulterer i negative effekter for organismen; dog giver
en mutation af og til organismen en fordel, der fremmer dens
overlevelse i dens szerlige miljg.

Mennesker har i mange ar foraedlet nye sorter af landbrugsafgrgder Figure 1A

frem ved traditionelle foraedlingsmetoder. Man har udvalgt og e
krydset bl.a. korn, for at opnar hgjere udbytter og eksempelvis
bedre modstandsdygtighed mod insektangreb.

Blandt andet er den type majs, vi spiser i dag, fremavlet

ved traditionel foraedling ved at krydse sorter med god smag med
sorter, der havde stgrre kerner. Foraedling inden for landbrug har
betydet flere og bedre fgdevarer til en stadig voksende befolkning.

Figure 18

Cutivated corn

Med moderne bioteknologiske metoder er man i dag i stand til pa

kortere tid at fremavle nye sorter. Blandt andet kan man manipulere med en DNA-sekvens,
saledes at der opnas den gnskede egenskab. Disse konstruerede gener, kaldet transgener, kan
derefter indsaettes, deleteres eller muteres i Igbet af fa uger ved hjzelp af rekombinant DNA-
teknologi. For at kunne udtrykkes korrekt in vivo (i den levende plante) skal et transgen have en
promotorsekvens, som sikrer at RNA-polymerase sgrger for korrekt transgenet transkription og en
terminatorsekvens, som sgrger for at RNA-polymerasen afslutter transkriptionen (figur 2).
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Figure 2: Features of a Transgene

Promotoren fra blomkalsmosaikviruset (CaMV) og terminatoren fra Agrobacterium tumefaciens
nopalinsyntasegenet (NOS) bruges almindeligvis ved nye gener, fordi de genkendes af
transkriptionssystemet i mange forskellige planter.

Den nuveaerende plantebioteknologi arbejder pa at gge bade udbyttet og naeringsvaerdien af
mange fedevareafgrgder. For eksempel har man fremavlet tomater, der bedre kan holde sig under
transport. | den ikke-modificerede tomat nedbryder enzymet polygalacturonase (PG) pektin i
tomatens cellevaeg, hvilket ggr tomaten blgdere og dermed lettere at beskadige under



forsendelse. FlavrSavr-tomaten er konstrueret til at "slukke" for
produktionen af PG-enzymet, hvilket bremser blgdggringsprocessen.
Derfor er tomaterne mindre skrgbelige. Et andet eksempel "Bt-majs",
som udtrykker et naturligt forekommende pesticid, der beskytter
planten mod insekter (Figur 3).

Genteknologien giver pa mange mader landmandene mulighed for at
bruge faerre kemiske pesticider, hvoraf nogle er skadelige for
mennesker og miljg.

En anden succeshistorie er de "gyldne ris". Normalt danner ris, som er
en basisfgdevare for en stor del af verdens befolkning, ikke B-caroten
eller vitamin A. Men da mangel pa vitamin A er et udbredt problem i
udviklingslande, har man modificeret ris til at producere B-caroten, en
forlgber for vitamin A.

Et skifte til dyrkning af "gyldne ris" og andre mere naeringsrige
afgrgder har pa den made vaere med til at bekaeempe underernaering.

Figure 3:
Insect resistance of

Ud over at gge udbyttet og forbedre ernzeringen vil teknologien GM plants
kunne bruges til at udvikle andre produkter som allergifrie

jordngdder eller ris med lavt proteinindhold eller fgdevarer, der kan producere enzymer som
insulin

Genetisk modificerede fgdevarer kan snart give mulighed for syntese og levering af forskellige
farmaceutiske produkter.

ETIK FOR GENETISK MODIFICEREDE ORGANISMER

Tomater, sojabgnner og majs var blandt de fgrste genetisk modificerede fgdevarer, der blev
godkendt af de amerikanske agenturer i 1990'erne. Siden da er sikkerheden, effektiviteten og
fordelene ved GMO-fgdevarer blevet diskuteret pa globalt plan.

De enkelte lande godkender GMO-produkterne.

BRUG AF PCR TIL IDENTIFIKATION AF GMO

| de senere ar har en del producenter af fgdevarer besluttet at fjerne GMO fra fgdevarerne. Man
er derfor interesseret i at undersgge, hvorvidt en fgdevare, fx majs, hvede eller soya, indeholder
GMO eller g;].

F@rst oprenser man DNA fra den pagaeldende plante og derefter bruger man PCR-metoden til at fa
mange kopier af de specifikke DNA-sekvenser som man gnsker. Til de specifikke sekvenser man
leder efter designes der primere.



Target Sequence
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| dette forsgg er primerne designet til at skelne mellem vildtypeplanter og de planter, der er blevet
gensplejset. PCR kan pa denne made bruges til at bestemme, om en plante eller en fgdevare er
blevet genetisk modificeret ved hjzlp af primere, der er malrettet mod 35S CaMV-promotoren
og/eller NOS-terminatoren. Som en positiv kontrol for DNA-ekstraktion amplificeres ogsa

plantechloroplastgenet.

For at udfgre PCR blandes oprenset dobbeltstrenget DNA med primere, en termostabil DNA-
polymerase (Taq) og nukleotider (se figur 4). Fgrst opvarmes blandingen til 94°C for at denaturere
DNA-dupleksen (dvs. adskille de to DNA-strenge). Derefter afkgles prgven til 45°C-60°C, sa



primerne kan baseparres med de gnskede omrader pa DNA-strengen.
Til sidst opvarmes til 72°C, s3 DNA-strengene gar sammen igen.
Processen er i dette eksperiment gentaget 40 gange.

PCR er en enkel, hurtig og palidelig metode til at identificere genetiske
modifikationer. Primerne i dette eksperiment er designet til at
producere DNA-fragmenter af forskellig stgrrelse afhaengigt af om
plantechloroplasten, CaMV-promotorregionen og/eller NOS-
terminatorsekvenserne er til stede i det ekstraherede DNA (figur 5).

For at analysere blandingen af DNA-fragmenter bruges
gelelektroforese, en proces som adskiller DNA-fragmenterne efter
stgrrelse. Blandingen af DNA-molekyler tilfgjes til "brgnde" i en gel,
hvorefter der ledes en elektrisk strgm gennem gelen. Fordi sukker-
phosphat-rygraden i DNA har en steerk negativ ladning, driver
strommen DNA'et mod den positive pol.
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Figure 5:
PCR Analysis of Non-GMO
and GMO corn.

Ved fgrste pjekast ser en agarosegel ud til
bare at vaere et fast stof ved stuetemperatur.
Men gelen indeholder sma kanaler, som DNA
kan passere igennem. De sma DNA-
fragmenter (DNA-stykker) bevaeger sig let
gennem disse huller, men store DNA-

Overview of Agarose Gel Blactrophoresis. fragmenter har sveerere ved at presse sig
gennem tunnelerne. Fordi molekyler med
forskellig st@rrelse Ipber med forskellige

hastigheder, bliver de adskilt og danner "band" i gelen. Efter at stremmen er stoppet, synligggres

bandene ved hjzlp af en farve, der binder til DNA (figur 6B).



ELEVVEIJLEDNING

Oversigt over forsgget:

Heeld den
klargjorte gel

@ i stobekarret

Efter at gelen er starknet,
fijernes endeplader og kam
og karret seettes i elektroforese
og der pafyldes buffer.
Bufferen skal daekke gelen

(+)

Proverne loades

: i brandene

@ Luk karret og

start elektroforesen

@ Efter elektroforesen

overfgres gelen til et farvek

) InstaStain® Blue
1.2 3 45 6 eller FlashBlue™
DNA farve

®

Analysér gelen
pa et lysbord

(+)

Bandmgnsteret vil variere
alt efter eksperimentet



ST@BNING AF GELER
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Koncentreret y| Demineraliseret  Agarose
vand
@

Pas pa! Kolben bliver VARM!

o

FORTYND den koncentrerede 50x elektroforesebuffer med demineraliseret vand (i
Grgnland med vandhanevand) (se tabel A — her er der angivet hvor meget agarose og
elektroforesebuffer, der skal bruges til forskellige gelstgrrelser — tilpas til de kar skolen
har).

BLAND agarosepulveret med bufferoplgsningen | en 250 mL BlueCap flaske (se tabel A).
OPL@S agarosen ved at koge blandingen. Det letteste er at bruge en MIKROB@LGEOVN ;
lad blandingen vaere i ovnen 20 sekunder ad gangen — hvirvl rundt og gentag
opvarmningen indtil vaesken er helt klar

Lad agarosen AFK@LE til 60°C idet flasken af og til hvirvles.

Medens agarosen afkgler forsegles agarosekarrene. HUSK at seette kammen i!

HALD agarosen i karret. Lad den stivne i ca. 20 minutter. Nar gelen er stgrknet er den mat



7. FJERN forsigtigt kammen (Igft lodret op)og forseglingerne for enderne

GELEN K@RER

Table

A Individual 0.8% UltraSpec-Agarose™ Gel
Size of Gel Concentrated Distilled Amt of TOTAL
Casting tray | Buffer (S50x) + Water ¥ Agarose =  Volume

TxTem 0.6 ml
7x10cm 1.0 ml

Tx14 cm 1.2 ml

29.4ml 0.23 4 30 ml
49.0ml  0.394 SO ml

58.8ml 0.46¢ 60 ml

1 x fortyndet

8. PLACER gelen i elektroforesekarret. DAK gelen med 1x elektroforesebuffer (Hvert kar
bruger ca. 1/3 1). Gelen skal vaere helt deekket af elektroforesebufferen.
9. LOAD hele prgven fra hvert lille rgr (35 ul) i den rette brgnd — se tabel 1

Tabel 1: Gelen loades

Brgnd 1 Rer A Standard DNA markgr
Brgnd 2 Ror B GMO negativ kontrol
Brgnd 3 Ror C GMO positiv kontrol
Brgnd 4 Rer D Majs

Brgnd 5 Ror E Hvede

Brgnd 6 Ror F Soya

10. LUK elektroforesekarret. TIEK at gelen vender korrekt. Husk, DNA vil bevaege sig mod den

positive elektrode
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11. SAT ledningerne i og TAND. Lad fronten kgre mindst 3,5 cm fra brgndene
12. Nar elektroforesen er feerdig SLUKKES og ledningerne tages ud. OVERF@R gelen til et farvekar.
FARVNING AF GELEN MED FlashBlue™

(bemaerk der kan ogsa farves med 1xFastBlast (fra BioRad) — over et dggn — dermed behgver man
ikke affarve)

1 . - ‘, - 2
|
] ‘ . .
Koncentreret \ 4 Demineraliseret
FlashBlue™ Stain vand
Kolbe

5 1.2 3 4 5 6
.

AFFARV

1. FORTYND 10 mL af 10x koncentreret FlashBlue™ med 90 mL demineraliseret vand i en
BlueCapflaske og BLAND godt (hvirvl rundt).

2. L@FT forsigtigt agarosegelen med stgbeformen op. Lad gelen GLIDE ned i et rent farvekar

3. DZK gelen med 1x FlashBlue™ farveoplgsning. FARV gelen i 5 minutter. Det bedste
resultat opnas, hvis der rystes/vippes jeevnligt under farvningen. HVIS DER FARVES | MERE
END % MINUTTER BESVARLIGG@RES AFFARVNINGEN.

4. FLYT gelen over | et andet kar. DAK gelen med demineraliseret vand. AFFARV i mindst 20
minutter. Jo laengere tid, desto bedre resultat . For at opna bedre affarvning anbefales det
af og til, at skifte vandet.

5. FLYT forsigtigt gelen over pa et lysbord. STUDER resultatet. DNA vil kunne ses som mgrkere
bld band pa en lysere bla baggrund.
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FARVNING AF GELEN MED InstaStain® Blue

1. 2. 3.
w S

Fugt
gelen

5.
FARV

6. 7. 8. ©

75 mL
e e e e e
AFFARV

Eller natten over

1. L@FT forsigtigt agarosegelen med stgbeformen op. Lad gelen GLIDE ned i pa et fladt stykke
plastik

2. FUGT gelen med nogle draber elektroforesebuffer.

3. Tag handsker pa! LEG den bla side af InstaStain® Blue kortet pa gelen.

4. FJERN forsigtigt luftbobler mellem plastikstykket og gelen ved at lade fingeren kgre over
overfladen. Det er vigtigt, at fjerne luftboblerne, da gelen ellers ikke vil blive farvet, der
hvor boblerne er.

5. STIL stgbeformen oven pa gelen (se figuren). STIL fx et baegerglas i stebeformen, hvorved
man er mere sikker pa, at InstaStain®Blue kortet er i kontakt med gelen. FARV gelen i 10
minutter.

6. FJERN InstaStain®Blue-kortet. Hvis gelen ikke er farvet tilstraekkeligt gentages farvningen
(med samme kort) i yderligere 5 minutter.

7. FLYT gelen over | et rent lille kar. DAK gelen med ca. 75 mL demineraliseret vand og
AFFARV i mindst20 minutter. Det bedste resultat fas, hvis der under affarvningen ogsa
rystes let. Hvis det skal ga hurtigt, kan man med fordel bruge 37°C varmt demineraliseret
vand, som med jeevne mellemrum skiftes.

8. Tag forsigtigt gelen vaek fra affarvningskarret. STUDER resultatet ved et lysbord. DNA vil
ses som mgrkere bla band pa en lysere bla baggrund.

ALTERNATIVE FARVEMETODE:

Dk gelen
og lad den optage

1. 75 mL 2. 3. farven i 3 timer 4.
eller natten over

0
0
0
0
0
0

(+)
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1. Lad forsigtigt gelen GLIDE fra stgbeformen ned | et lille kar med ca. 75 mL demineraliseret
vand eller brugt elektroforesebuffer. Gelen skal vaere helt deekket af vaesken.
2. Lad InstaStain® Blue kortet/8ene) FLYDE pa toppen af vaesken med den bla farve

nedadmod gelen. Hvert InstaStain® Blue kort kan farve 49 cm2 gel (7 x 7 cm).

3. DK karret med plastikfolie for at minimere fordampningen. Lad gelen veere i farvekarret i
mindst 3 timer. Gelen kan ogsa sta i farvekarret natten over.

4. Tag forsigtigt gelen vaek fra affarvningskarret. STUDER resultatet ved et lysbord. DNA vil
ses som mgrkere bla band pa en lysere bla baggrund.

DISKUSSIONSSP@RGSMAL

1. Hvad vil det sige, at en plante er genetisk modificeret?

2. Hvordan kan man udvikle GMO-planter?

3. Huvilke fordele kan landmanden/fareholderen have af genmodificerede planter?
4. Hvordan godkendes en GMO-afgrgde til dyrkning?

5. Forklar hvad PCR er

6. Hvilken af de tre planter, som | testede, var genmodificeret?

13



Laererens forberedelse
Modul I: 45 minutter
GELELEKTROFORESE

Hver gruppe skal bruge en 0,8% agarosegel. Gelerne kan enten fremstilles | forvejen af lzerere eller
man kan lade eleverne stgbe selv. Stgbning af gelerne tager ca. 40 minutter.

Hvis hver gruppe selv stgber deres gel:

Se Modul | i elevvejledningen. Hver gruppe har brug for 50x koncentreret buffer, demineraliseret
vand og agarose.

For at spare tid kan man med fordel lave en stgrre maengde 0,8% agaroseoplgsning, som efter
opvarmning i mikrobglgeovn kan bruges til flere grupper

Stpbning af gelerne for forsgget

Gelerne kan stgbes op til 2 uger fgr forsgget. De opbevares bedst, hvis de star i buffer i kgleskab.
Gelerne gdelaegges, hvis de fryses.

Hvis gelerne er fjernet fra stgbekarret, bgr de saettes fast med en lille klar agarose, nar de skal
tilbage i karret.

Klarggring af QuickStrip™

QuickStrip™ er sma mikrotiterstrips med en beskyttende folie. Hver strip har afmalte DNA-prgver .
Med en skarp saks klippes de enkelte reekker fra hinanden. Pas pa ikke at gdeleegge den
beskyttende folie.

Hver gruppe skal have en raekke prgver. Sgrg for at eleverne banker strippen let i bordet, fgr den
abnes. Pa den made samles indholdet i bunden af de sma brgnde.

MODUL II-A: FARVNING MED INSTASTAIN® BLUE (eller FastBlast)

Den nemmeste made at farve DNA-bandene pa er med InstaStain® Blue. InstaStain® Blue kraever
ikke store maengde vaeske og er let at ga til. Hvert InstaStain® Blue kortet indeholder en lille smule
bla DNA farve. Farven friggres, nar kortet kommer i vand. Med kortet farves og affarves der i ét

trin.

Brug et lysbord (hvidt lys) til at tolke resultatet.
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MODUL II-B: FARVNING MED FLASHBLUE™

FlashBlueTM farven kraever kun 5 minutter til selve farvningen og omkring 20 minutter til
affarvningen. Det bedste resultat opnas, hvis man lader affarvningen forega natten over. Herved
bliver bandene mgrkere og tydeligere. Brug et lysbord (hvidt lys) til at tolke resultatet. Man kan
ogsa lade gelerne sta | affarvningsvaesken | kgleskabet i flere uger. Langtidsopbevaring i kgleskab
kan bevirke, at bandene fader. Hvis de er faded for meget, kan gelen farves igen.

Gelerne kan kasseres med almindeligt affald. Farveoplgsningen kan hzldes i vasken

MODUL II: FOTODOKUMENTATION

Serg for at tage billeder af de faerdige geler. Dette ggres lettest ved at lade eleverne bruge deres

smartphones.

ANALYSE AF RESULTATET

1 DNA standard --- ---
markgr

2 GMO negativ kontrol | negativ 4282

3 GMO positiv kontrol positiv 4282
2872
1282

4 Majs negativ 4282

5 Hvede negativ 4282

6 Soya positiv 4282
2872
1282

Gelen viser hvordan resultatet kan se ud.
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