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Abstract

Enzymatic Extraction and Conversion of Lignin
for Use in Future Biorefineries

The current methods of producing organic chemicals and fuel from oil are not sustain-
able in the long term. However, lignin based organic chemistry has the potential to be a
renewable alternative to oil but is today an underused resource. This report contributes
to research in this field by studying possible valorization of lignin, suitable enzymes for
separation of lignin and hemicellulose and by examining fungi which may potentially
degrade lignin.

Literature studies allowed for construction of a potential pathway from coniferyl alcohol
to the pharmaceuticals L-dopamine and adrenalin. By dehydrogenation, amination and
demethylation, L-dopamine can be made from coniferyl alcohol. Adrenaline is made from
L-dopamine using enzymes found in the human biosynthesis pathway. The suggested
pathway may require modification of the catalysing enzymes. Production of these com-
pounds requires further study, but could provide an economic incentive in the develop-
ment of biorefineries.

Phylogenetic studies showed that a hypothetical enzyme, DICSQDRAFT_107426, from
Dichomitus squalens could be of interest for future studies of separation of lignin from
lignocellulose. Characterized glucuronoyl esterases capable of breaking ester bonds be-
tween lignin and glucuronic acid residues in hemicellulose in organisms closely related
to D. squalens makes this organism a good candidate for finding new enzymes able to
degrade lignin. The organism is of further interest for Swedish industry as it usually grows
on coniferous trees, which are prevalent in Sweden. Protocols for characterization have
been compiled.

Plating of fungal samples collected from a wooded area in the vicinity of the Chalmers
Johanneberg campus show good prospects of finding filamentous fungi capable of utili-
zing lignin. Further studies may identify additional fungi and enzymes able to separate,
purify and degrade lignin.

Extraction of lignin will also impact availability of hemicellulose, which is of interest to
the polymer industry. This project can hopefully lay a foundation for future studies on
degradation and usage of lignin where the pathway can be tested and D. squalens studied.

Keywords: lignin, enzymes, valorization, sustainability, phylogeny, field samples.
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Sammanfattning

Oljebaserad kemikalie- och brénsleframstéllning ér inte 1angsiktigt hallbart. Ligninbaserad
kemi har potential att vara ett fornyelsebart alternativ men dr idag en underutnyttjad
resurs. Denna rapport bidrar till forskningen inom detta filt genom att undersoka mojlig
valorisering av lignin och ldmpliga enzym for separering av lignin och hemicellulosa samt
genom att testa olika svampar som har potential att bryta ned lignin.

Utifran studier av kinda enzymkatalyserade reaktioner kunde en potentiell reaktionsvig
fran koniferylalkohol till likemedelssubstanserna L-dopa och adrenalin tas fram. Via
dehydrogenering, aminering och demetylering kan L-dopa bildas fran koniferylalkohol.
Adrenalin foreslas bildas ur L-dopa med hjilp av enzym fran den méanskliga biosyntesen.
Denna reaktionsvig kan kriva modifiering av de ingdaende katalyserande enzymen. Fram-
stillning av L-dopa och adrenalin ur lignin kréver fortsatta studier men kan komma att bli
ett ekonomiskt incitament for utvecklingen av bioraffinaderier.

For extraktion av lignin och hemicellulosa kriavs en metod att bryta esterbindningar mellan
lignin och glucuronsyror 1 hemicellulosa. Fylogenetiska studier visade att ett hypotetiskt
enzym, DICSQDRAFT_107426, fran Dichomitus squalens dr lampligt for fortsatta studier
kring separation av lignin fran lignocellulosa. Karakteriserade ligninnedbrytande glucu-
ronoylsyraesteraser hos organismer nirbeslédktade till D. squalens gor organismen till en
god kandidat att hitta nya ligninnedbrytande enzym i. Organismen &r av ytterligare vikt
for svensk industri, da den vanligtvis véxer pa barrtrdad. Protokoll for karakterisering av
enzymet har sammanstéllts.

Uppodling av svampprover fran omradet kring Chalmers Johanneberg visade att mojlig-
heten att hitta filamentdsa svampar som kan tillgodogora sig lignin dr god. Fortsatta
studier kan identifiera fler svampar och enzym med formaga att separera, rena och bryta
ner lignin.

Extraktion av lignin paverkar ocksa tillgidngligheten av hemicellulosa, vilket &r av intresse
for polymerindustrin. Detta projekt kan forhoppningsvis vara en grund for framtida studier
kring nedbrytning av och anvindningsomraden for lignin dér reaktionsvégarna kan testas
och D. squalens studeras.

Nyckelord: lignin, enzym, valorisering, hallbarhet, fylogeni, faltprover.
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1 Inledning

1 Inledning

1.1 Syfte och mal

Syftet med detta arbete &r att bidra till forskning som dmnar att ersitta dagens oljebaserade
organiska kemi med fornyelsebar ligninbaserad bioteknik. Inom detta projekt har tre mal
satts upp for att bidra till denna forskning.

1. Ta fram ett forslag pa en enzymatisk reaktionsviag som kan anvindas for att synte-
tisera en virdefull kemikalie fran lignin.

2. Identifiera ett enzym som férmodas kunna bryta bindningar mellan lignin och hemi-
cellulosa, samt planera arbetsgang for att karaktirisa dess aktivitet.

3. Identifiera svamparter fran filtprov som kan bryta ner lignin.

1.2 Bakgrund

Dagens samhille &r pa flera sitt beroende av olja. Framforallt anvinds fraktioner av oljan
till att framstélla flera olika typer av brinsle, men dven manga av de kemiska produkter
som anvinds i stora mangder idag tillverkas med raolja som bas [1]. Oljebaserade kemi-
kalier anvinds dven for att gora plast, ett material med manga olika anvindningsomraden
[2]. Eftersom oljan forr eller senare kommer ta slut [3] kommer tillverkning av brénsle,
kemikalier och plast fran olja inte kunna uppritthallas for alltid. Det skulle alltsa vara bra
att redan nu borja tillverka dessa produkter pa ett mer hallbart sitt. Trd har potential att
fylla alla dessa behov.

Vixtcellernas cellvigg bestar av polysackariderna cellulosa och hemicellulosa som r
inbdddade i lignin [4] [S]. Cellulosan bestar av ldnga kedjor av glukos vilka kan hydro-
lyseras och fermenteras till bioetanol [6] som &r ett alternativ till fossila bridnslen. Idag
produceras etanol av stirkelsebaserade grodor vilket medfor konkurrens av produktion av
mat [7]. Cellulosabaserad etanol har potential att reducera denna konflikt och har dess-
utom bittre hallbarhetsperspektiv [8].

For att oka den cellulosabaserade bioetanolproduktionens konkurrenskraft i framtiden
anses det vara viktigt att dven kunna producera virdefulla material eller kemikalier ur
bestandsdelar i trd och restprodukter fran jordbruk [9]. Hemicellulosa é&r intressant ur
materialsynpunkt da det har visat sig kunna omvandlas till plastfilm [10]. Ligninet har
ocksa intressanta egenskaper da det dr en komplex polymer bestaende av manga olika
typer av aromatiska komponenter vilka skulle kunna utgéra en grund for biobaserad
organisk kemi [11]. For dessa applikationer kridvs bra metoder for att separera de olika
komponenterna i lignocellulosa. Ligninet verkar himmande i fermenteringen av cellu-
losa, vilket sidnker reaktionshastighet och utbyte vid bioetanolproduktionen [12]. Nu-
varande separeringsmetoder fragmenterar hemicellulosan tillsammans med ligninet [11].
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Produktion av geler och plast fran hemicellulosa kréver att tvdrbindning utfors [13], vilket
skulle kunna undvikas om hemicellulosan kan separeras ofragmenterad. Lignin kan ocksa
anvindas for tillverkning av geler [14] och kolfiber [15] vilket gor det intressant att kunna
gora forsok med intakt lignin.

I detta projekt har litteraturstudier gjorts for att ta fram en potentiell enzymatisk reaktions-
vig fran en bestandsdel i lignin till en véardefull produkt. Med hjilp av fylogeni har dven
ett enzym identifierats som tros kunna bryta bindningar mellan lignin och hemicellulosa.
En arbetsgang for karaktdrisering av detta enzym har dven tagits fram. Utover detta har
filamentosa svampar fran naturen odlats fram pa lignin som kolkilla varpa en enklare
identifiering gjordes pa ett urval av dem.

1.3 Avgrinsningar

Nir det géller de enzymatiska reaktionsviagarna lades fokus pa en enda slutprodukt fran
monolignolerna dven om ett flertal intressanta slutprodukter kunde identifieras. Resone-
manget kring detta var att mer information kring en enda slutprodukt ansags mer passande
4n mindre information om flertalet produkter. Ovriga slutprodukter kan istillet behandlas i
framtida projekt. Av samma anledning valdes en specifik organism, E. coli, for produktion
av separationsenzym. Denna organism studerades darfor noga och protokoll for framtida
laborationer for att extrahera dessa enzym gjordes enbart for denna organism.

Det laborativa arbetet med de ligninnedbrytande svamparna begréinsades till sju natur-
prover. Da proven fatt vixa pa olika typer av plattor inokulerades och identifierades bara
en andel av det totala antalet prov. Detta gjordes da det var troligt att flera plattor innehdll
samma arter och pa sa sitt kunde upprepande identifieringar undvikas.

2 Teori

Att pa ett effektivt och kontrollerat sitt kunna separera lignin ur lignocellulosa har linge
varit ett problem for forskare. Att 16sa problemet dr nodvindigt for att mojliggora enzy-
matisk valorisering av lignin, det vill séga att via en enzymatisk process ta fram en vérde-
full produkt ur ligninet.

2.1 Lignin

Lignin byggs upp av tre byggstenar, vilka gemensamt kallas for monolignoler, via en
radikaliseringsprocess 1 vixtcellernas cellvigg [16]. De tre byggstenarna dr p-kumaryl-
alkohol, koniferylalkohol och sinapylalkohol vars strukturer visas till hoger i Figur 2.1.
Radikaliseringsprocessen innebdr att var och en av monolignolerna radikalieras via olika
typer av lackas- och peroxidasenzym for att sedan reagera med varandra [16]. Detta
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Figur 2.1: Ett exempel pa en ligninstruktur bunden till glucuronoxylan, en typ av hemi-
cellulosa, samt schematiska bilder av monolignolerna. - och ~y-esterbindninarna mellan
lignin och glucuronatresten dr markerade. a-esterbindningen i rétt och ~y-esterbindningen
i blatt. Figur delvis baserad pa en bild pa glucuronoxylan samt lignin fran databasen
MetaCyc [18] och ritad 1 ISTEX.

innebdr att ligninsyntesen sker vildigt slumpartat da manga olika typer av monolignol-
radikaler kan reagera med varandra for att bilda stora och komplexa molekyler. Till vinster
i Figur 2.1 visas en hypotetisk molekylstruktur for en sadan molekyl. Att extrahera nagon-
ting ur ligninet dr darfor svart eftersom det ej dr ett homogent material. Idag finns olika
kemiska processer for extraktion av lignin i sin helhet, men det dr oklart hur den mole-
kyléra strukturen ser ut for det framtagna ligninet [17].

2.2 Enzym for separation och valorisering av lignin

Enzym dr katalyserande protein som tillverkas och anviinds av levande celler for att effekt-
ivisera metabolism, biosyntes samt Gvriga livsuppehallande funktioner [19]. De ér eff-
ektiva, specifika och kan till skillnad fran kemiska katalysatorer verka vid relativt milda
forhallanden. Enzym &r ocksa stereospecifika, vilket gér dem extra intressanta att utnyttja
vid produktion av kirala molekyler [19]. Méanga enzym kréver en extern komponent, en
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sa kallad kofaktor, for att fungera [19]. Denna kan exempelvis vara en vitamin eller en
metalljon.

Det dr mojligt att pa bioteknisk vdg modifiera enzym for att paverka deras egenskaper
[19]. P4 detta sitt kan anvindningsomradet for enzymer okas. Att valorisera lignin med
hjélp av enzym dr ddrmed en intressant mojlighet. Ett steg pa végen ér att hitta reaktions-
vigar mellan hypotetiska ligninfragment och en sérskild produkt. Ett exempel pa en sadan
reaktionsvig presenterades av Gutman et al. ar 2014 [20] dédr man tdnkte sig konvertera
para-xylen till tereftalsyra.

For att bittre kunna utnyttja lignin, och dven hemicellulosa, vore det ocksa bra att kunna
separera dessa utan att forstora dess inre struktur. For detta behdver bindningarna mellan
materialen brytas utan att nagra inre bindningar bryts. Da enzym ofta ir specifika for en
sorts bindning kan ett eller flera separationsenzym vara en bra 16sning pa problemet. Det
som hiér kallas separationsenzym ir ett enzym som ska kunna bryta o- och vy-arylalkyl-
esterbindningar mellan hemicellulosa och lignin. Dessa bindningar visas 1 Figur 2.1. Nya
upptéckter av glucuronoylsyraesteraser har gjort att effektiv separering av lignin snart
kan komma att bli mgjligt. Dessa enzym dr mycket specifika och bryter bindningar som
andra kolhydratesteraser inte bryter [21]. Man har funnit att de hydrolyserar a- och -
arylalkylesterbindningar mellan glucuronoxylan, i hemicellulosa, och de monolignoler
som bygger upp ligninet [22] [21] [23]. Glucuronoylsyraesteraserna har placerats inom
familjen kolhydratesteraser med betickningen CE15 [24].

2.3 Fylogenetiska trid

Ett fylogenetiskt triad dr en avbildning av slidktskap mellan olika organismer eller homo-
loger av samma gener och proteiner. Sliktskap visas genom att likheter mellan genom
eller aminosyrasekvenser hittas. Pa sa sitt skapar fylogenin en karta 6ver evolutionira
fordndringar 1 datan [25]. Figur 2.2 visar en skiss av ett fylogenetiskt trdd. A markerar
en klad, vilken bestar av en forfader och alla organismer som hirstammar ur just den
forfadern och B markerar grenar [25]. C markerar noder, eller gemensamma hypotetiska

| :

Figur 2.2: En skiss av ett fylogenetiskt trdd med klad (A), gren (B) och nod (C) mark-
erade. Egenritad figur.
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forfader [26].

Det finns flera olika metoder for att skapa ett fylogenetiskt trad. Gemensamt for alla dessa
metoder &r att man forst maste gora en linjering, dven kallat alignment, av de olika sekven-
serna. Linjeringen studeras sedan och abnormaliteter hanteras genom exkludering eller
beskirning.

De olika metoderna for att utvirdera sliktskapet baserat pa linjeringen dr huvudsakligen
Parsimoni, Neighbour-joining, Maximum likelihood och Bayesisk analys ddr Maximum
likelihood dr den mest anvidnda metoden. Maximum likelihood (ML) ér en skattning som
ar valdigt vanlig inom statisktik [25]. ML klarar av att avbilda slidktskap dven da flera
mutationer kan ha skett pa samma plats [27]. Som namnet antyder kommer dirmed ML
att producera det trad som med hogst sannolikhet beskriver likheter och olikheter 1 sekven-
serna for de undersokta organismerna sa att ett troligt slékttriad skapas [27]. En stor fordel
med ML ér att den dr robust och oftast ger mer korrekta resultat @én Neighbour-joining
eller Parsimoni [27]. Dock tar metoden ldngre tid eftersom den dr mycket berdknings-
intensiv. For mindre set av data, innehallande cirka 20 sekvenser, dr dagens datorer dock
mer &n tillrackligt snabba for att konsekvent anvinda ML.

Nir ett triad har konstruerats dr det oftast intressant att se hur robust triadet ar, for att siker-
stélla att resultatet inte dr en slump. Ett vanligt sétt att testa det & genom bootstrapping.
Bootstrapping bygger pa att nya tridd konstrueras ur stickprov fran miangden sekvenser

88
53

98 98 88
42

72 72

Figur 2.3: Exempel pa cutoff och kollaps med cutoff-virde pa 60. Alla noder med
bootstrapvirde under 60 har kollapsats. Egenritad bild.

[27]. Stickprovet gors med aterldggning, vilket gor det mojligt att vissa sekvenser viljs
flera ganger eller inte viiljs alls. Efter att cirka 100 trdd har konstruerats pa detta sétt riknas
hur manga ganger triden innehaller de olika kladerna fran originaltradet. Detta uttrycks
sedan som en procentsats som kallas bootstrapvérde [27]. Ett trdd kan da reduceras till
bara de statistiskt vil underbyggda noderna, se Figur 2.3, dir man har tagit bort alla noder
som inte dyker upp i en viss médngd av trdden. Detta kallas att man kollapsar tradet. Det
bootstrapvirde noden behover ha for att inkluderas kallas cutoff-virde [27].
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2.4 Ligninnedbrytande svampar

De filamentosa svampar som kan bryta ner trd och dirmed maste hantera lignin pa nagot
sdtt delas in 1 tre grupper: brunrote-, vitrote- och mjukrétesvampar [28]. Brunréte- och
mjukrotesvamparna dr mer specificerade pa att bryta ned cellulosa och hemicellulosa
medan de endast modifierar ligninet [28]. Nir det kommer till nedbrytning av lignin dr
vitrotessvamparna av intresse.

Vitrotesvamparna tillhor divisionen basidiesvampar (Basidiomycota) och ér, tillsammans
med vissa bakterier, de organismer man kénner till som kan bryta ned lignin till kol-
dioxid, vatten och andra mindre molekyler [28]. For att kunna bryta ned lignin anvidnder
sig vitrotesvamparna av extracelluldra oxiderande enzym, lackaser och peroxidaser [28].
Svamparna kan inte vixa pa lignin som enda kolkilla utan bryter troligen ner ligninet for
att komma at cellulosan och hemicellulosan [28]. Forsok har gjorts ddr man odlat upp
svampar fran skandinaviska jordprover, extraherat deras enzym och lyckats visa att dessa
kan bryta ned lignin till mindre fragment [29].

Nér det kommer till identifiering av svampar brukar spormorfologi, det vill siga hur
svampens sporer viaxer och ser ut, ge en god indikation pa vilken art, vilket sléikte eller
atminstone vilket fylum svampen tillhor. Zygomyeceter dr ett fylum av svampar som vixer
snabbt pa agarplattor i rumstemperatur och kan pa 2-3 dagar ticka hela plattan med sitt
ljusa, fluffiga, sockervaddsliknande mycel [30]. Deras sporer kallas sporangium och ser
ut som sma svarta sfirer vilka sitter placerade liangst ut pa hyferna, de celltradar som
tillsammans bildar mycelet. Varje sporangium innehaller hundratals haploida sporer.

En annan vanligt forekommande fylum dr Ascomyceter [30], dven kallat sporsdcksvampar.
Hit hor de vanligt forekommande sliktena Trichoderma, Penicillium och Alternaria. Tri-
choderma karakteriseras av att dess konidioforer, de celltradar hos svampar som bir a-
sexuella sporer [30], dr kraftigt grenade [30]. Sldktet Penicillium karakteriseras av sina
asexuella sporer, dven kallade konidiosporer, vilka ser ut som borstar [30] medan Alter-
naria karakteriseras av dess droppformade sporer vilka sitter pa rad som ett parlband [30].
Sporerna hos Alternaria dr uppdelade i flera avdelningar som skiljs at av skiljevaggar vilka
kallas septa [31]. Dessa kan skilja cellerna at pa horisontellt led eller bade horisontellt och
vertikalt led.

For att forsta hur vdl en svamp vixer pa ett media undersoks kolonins diameter och
densitet samt dess sporulering'. En svamp som viixer p4 ett rikt media producerar oftast
mycel forst och sedan sporer. Dessa svampar blir ofta stora och fluffiga med mycket
mycel. Nar de vixer pa naringsfattigt media bildas det inte lika kraftigt mycel men sporer
kan fortfarande bildas. For att hyfer ska vixa krivs enbart vatten. Hyferna véxer da i
hopp om att hitta nédring och sporer bildas som Overlevnadsmekanism. Detta innebir att
svamparna, trots brist pa kolkélla, kan véxa och sporulera.

!Personlig kommunikation med Sylvia Klaubauf
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3 Metod

Foljande avsnitt behandlar arbetet som skett under projektets gang. For framtagning av
en potentiell reaktionsvédg och en planering for fortsatta studier kring separationsenzym
utfordes framst litteraturstudier och databassdkningar, medan odling och identifiering av
svampar innebar laborativt arbete.

3.1 Enzymatiska reaktionsvigar

Som ldmplig produkt att ta fram ur lignin eftersoktes en kiral, aromatisk molekyl. For
att hitta forslag till produkt gjordes struktursokningar i databaserna Chemspider [32],
Chemicals Data Base [33] och SciFinder [34]. Sokningarna utgick fran bensenringar
samt strukturer som liknade monolignolerna. Aven listor av aromatiska molekyler genom-
soktes. Mojliga produkter rangordnades efter anvindningsomrade och potential att hitta
en marknad att sélja produkten pa.

Efter konsultation med handledare bestdmdes det att gruppen skulle ta fram en reaktions-
vig fran koniferylalkohol till L-dopa vidare till adrenalin. For att hitta enzym som kata-
lyserar nodvindiga reaktioner mellan koniferylalkohol och L-dopa anvindes databaserna
Kegg [35] och Brenda [36]. For reaktioner mellan L-dopa och adrenalin gjordes litteratur-
studier for att undersoka huruvida steg ur biosyntesen av adrenalin i ménniska kan an-
véindas for produktion av adrenalin 1 Saccharomyces cerevisiae. Homologisokningar for
dessa enzym gjordes med BLAST-algoritmen for proteiner genom databasen NCBI [37]
for att undersoka om liknande enzym finns i slidktet Saccharomyces.

3.2 Separationsenzym

Arbetet borjade med homologisokningar mot karatiriserade eukaryotiska enzym pa CAZy
[24] samt de enzym som var karaktiriserade i artikeln ”Functional expression of a thermo-
philic glucuronoyl esterase from Sporotrichum thermophile: identification of the nucleo-
philic serine” [38]. Homologisokningarna utfordes med hjilp av BLAST-algoritmen gent-
emot databasen NCBI [37]. Med hjilp av BLAST-sokningarna byggdes ett bibliotek
av liknande och forhoppningsvis nérbesliktade enzymer. Dessa sekvenser linjdriserades
sedan i programmet MEGA via algoritmen MUSCLE [39] och fylogenetiska trid konstru-
erades, se Figur 4.5 och 4.6. Triden konstruerades med Maximum likelithood som al-
goritm, bootstrap med 500 iterationer och ett cutoff-virde pa 60 %. Utifran de fylogene-
tiska trdden samt diskussioner med handledare valdes att ga vidare med ett hypotetiskt
protein, DICSQDRAFT_107426, fran organismen Dichomitus squalens.

Nir enzymet valts utvirderades olika organismer och vektorer som kan anvéndas for att
uttrycka det. Efter diskussion med handledare valdes Escherichia coli som organism for
att overuttrycka enzymet i, och ett passande media for att odla E. coli valdes ut. En vektor
for proteinuttryck med hjilp av T7/lac-systemet i E. coli, erhallen av Joakim Norbeck,
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utvirderades. Utdver uttrycket av proteinet planerades dven forsok for karakterisering av
enzymet.

Protokoll och tillvigagangssitt for transformation och karakterisering sammanstilldes
tillsammans med recept for de olika media och reagens som krivs. Informationen in-
hamtades fran litteraturstudier och direkt kontakt med forskare pa institutionen for Bio-
logi och Bioteknik. Plasmiden lades in 1 SnapGene [40] for att underlétta konstruktion av
primers.

For att undersoka enzymets kinetik krivs ett reagens som ger en tydlig signal da a- och
~v-arylalkylesterbindningar, markerade i Figur 2.1, bryts av enzymet. Artiklar om liknande
forsok med de redan karakteriserade enzymen studerades, eftersom det dr rimligt att
samma reagens kan anvindas for detta enzym da det forvintas ha samma funktion.

3.3 Ligninnedbrytande svampar

For att hitta svampar som kan tillgodogora sig lignin odlades insamlade prover fran
omradet kring Chalmers Johanneberg samt prover erhallna fran handledare pa olika lignin-
innehallande media. For 6kad chans att hitta intressanta svampar skedde odling i olika
temperatur samt anaerobt respektive aerobt. Identifiering utférdes med hjélp av spor-
morfologi.

3.3.1 Insamling av prover

Prover himtades i ett gronomrade (57°41°49” N, 11°58°32” O) i nirheten av Gotabergs-
gatan 1 Goteborg den 2a mars 2015. Prover togs av torr bark, vitrota, fuktigt trd, en ticka
samt fuktig jord. Torra prover forvarades i kuvert och fuktiga prover i 50 ml falconror i
rumstemperatur 6ver natten. Lovprover och svampprover erholls ocksa fran handledare
Sylvia Klaubauf.

3.3.2 Agarplattor

Proverna odlades pa plattor med lignin som frimsta kolkélla for att undersoka deras
formaga att tillgodogora sig ligninet. Tre sorters lignin anvéndes: Lignoboost (LiB), Sigma-
Aldrich Lignin kraft alkali (AL) samt Sigma-Aldrich Lignin alkali, low sulfonate (ALLS).
Da forsoket kretsar kring att hitta svampar som kan tillgodogora sig lignin tillsattes ampi-
cillin till alla plattor for att forhindra bakterietillvédxt. Ligninplattorna goéts enligt protokoll
1 Bilaga A.

Som negativ kontroll anvédndes agarplattor som gots enligt protokoll 1 Bilaga A, dock utan
tillsats av lignin. Agarn som plattorna bestar av kan potentiellt utnyttjas som kolkilla. Den
negativa kontrollen anvindes dérfor for att undersoka om det finns nagon skillnad i tillvaxt
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pa plattor utan respektive med lignin. For att verifiera att det finns viabla mikroorganismer
odlas dven prov pa plattor med potatisextrakt- och dextrosagar (PDA) som en positiv
kontroll. Dessa gots enligt protokoll i Bilaga B. Nya plattor gjordes infor forsta utstryket
samt infor inokulering av renstrykta prov.

For uppodling av utstryk anvéindes glukosplattor samt Yeast Peptone Dextrose-plattor
(YPD-plattor). YPD-plattorna erholls av handledare Sylvia Klaubauf och inneholl inte
antibiotika. Glukosplattorna gots enligt Bilaga A, dock utan lignin, med tillsats av glukos
till 25 mM efter autoklavering. Dessa plattor anvindes dven vid utvidrdering av svampars
formaga att vidxa pa lignin.

3.3.3 Odlingsbetingelser

For att 6ka sannolikheten att hitta intressanta svampar odlades proven under flera olika
betingelser. Lignin- och PDA-plattor odlades i rumstemperatur respektive 30°C, samt
aerobt respektive anaerobt. Pa grund av begrinsad mojlighet att odla anaerobt prioriterades
odling pa PDA-plattor 6ver ligninplattor i anaeroba betingelser, da proverna forvintades
vixa bittre pa dessa. Enstaka ligninplattor odlades i anaeroba forhallanden. Av dessa
valdes plattor med prover som rimligtvis skulle kunna innehalla svamp som kan vixa
anaerobt.

3.3.4 Utstryk av prover

En spddningsserie gjordes av jordprovet. 1g jord i 10 ml MQ-vatten blev spddning 1x.
Ur denna 16sning gjordes dven spdadning 10x, 100x, och 1000x. Spiddning 10x och 100x
anvindes till odling pa ligninplattorna, medan spadning 100x och 1000x anvéndes till
PDA-plattorna. 10 ul 16sning stroks ut pa varje platta.

Bark-, 16v-, och triprov smulades sonder, medan 6vriga prov hackades. Proven placerades
utspritt pa lignin- och PDA-plattorna. Provets yta steriliserades i 70 % etanol innan de
placerades pa PDA-plattorna. Da kolonibildning och sporulering syntes pa plattorna for-
seglades de med parafilm och flyttades till kylrum tills dess renstryk skulle ske.

3.3.5 Renstryk av kolonier

Av 84 aeroba plattor renstroks totalt 33. De med tydligast kolonier och sporer valdes {for
renstryk pa glukos medan resten stroks pa YPD. I de fall sporer syntes skedde renstryk
med en ympnal. I andra fall skars tre bitar av kolonier ut med skalpell och placerades
pa en ny platta. For alla prover kriavdes tva renstryk, dir alla renstryk i andra omgangen
skedde pa PDA, for att fa fram rena kulturer som kunde inokuleras. For tva prov krivdes
ytterligare ett renstryk pa PDA.
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3.3.6 Inokulering av renstrykta kolonier

Av de renstrykta plattorna valdes 23 stycken vilka ansags ha god tillvixt, tydlig spor-
ulering och rena kolonier, det vill sdga kolonier som inte bestod av flera arter. 3-5 ml
vatten tillsattes till de renstrykta plattorna och med hjidlp av en rackla suspenderades
sporer i vattnet. 1 ml av suspensionen 6verfordes med pipett till ett Eppendorfror. Fran
detta Eppedorfror pipetterades sedan 5 pl upp och placerades som en droppe i en av de
fem nytillverkade plattorna med olika forhdllanden. Fran varje renstrykt koloni placerades
tre droppar pa varje typ av ligninplatta samt glukos- och agarplatta. Plattorna placerades
i lador i rumstemperatur. Nar tillrdcklig tillviaxt skett flyttades plattorna till kylrum. Slut-
ligen jaimfordes svamparnas tillvixt pa glukos, agar och lignin.

3.3.7 Identifiering av svampar

Som sista steg identifieras nagra av de olika typerna av svampar. De som siag mest olika ut
och visat nagon tillvixt pa ligninplattorna valdes for identifiering. Ett litet prov av spor-
ulerande koloni blandades i en droppe mjolksyra och observerades i mikroskop. Proven
slaktbestamdes med hjélp av boken Food and Indoor Fungi av Samson et al. [30]. De
identifierade svamparna sparades i glycerol i -80°C.

4 Resultat

I detta avsnitt presenteras resultaten av de litteratur- och databassokningar som gjordes
inom arbetet med enzymatiska reaktionsvégar och separationsenzym, samt det praktiska
arbetet som gjorts for att hitta ligninnedbrytande svampar.

4.1 Enzymatiska reaktionsviagar

I denna del av projektet gjordes litteratursokningar for att finna en enzymatisk reaktions-
vig fran en monolignol till lampliga produkter. Startmolekylen valdes till koniferylalkohol,
produkterna valdes till L-dopa samt adrenalin och en reaktionsvig mellan start- och slut-
produkt foreslogs vilken presenteras i detta avsnitt.

4.1.1 L-dopa och adrenalin

Som ldampliga produkter att ta fram ur lignin valdes L-dopa och adrenalin. De dr bada
etablerade likemedelssubstaner inom sjukvarden och borde saledes vara relevanta for
produktion dven pa lang sikt. Initialt granskades dven de potentiella likemedlen apocyanin
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och gingerol [41] [42] [43], smakdmnet etylvanillin samt den redan kinda likemedels-
substansen paracetamol. Dessa valdes dock bort for att de ansags vara svara att modifiera
alternativt inte lika efterstrdvansviarda som molekyler.

L-dopa dr en intermedidr i minniskans biosyntes av dopamin och adrenalin [44]. Det
anvinds som behandling mot Parkinsons sjukdom, vilken orsakar en brist av dopamin 1
hjarnan. Behandling med L-dopa sker kontinuerligt och kan ge nagra ars fordrojning av
sjukdomssymptomen [44]. Ar 2004 uppgavs produktionen av L.-dopa vara 250 ton per ar,
varav 50 % producerades via en dyr och langsam kemisk process [45] [46]. Det kan dérfor
vara av intresse att ta fram en enzymatisk tillverkning av L-dopa.

Adrenalin ges via injektion for behandling av anafylaxi, en plotslig och potentiellt dodlig
allergisk reaktion, vanligen mot mat eller insektsstick [47] [48] [49]. Det forhindrar akuta
symptom genom att vidga luftror och forhindra utsldpp av inflammationsorsakande dmnen
som histamin och tryptas [47] [49].

4.1.2 Konvertering av koniferylalkohol till L-dopa

Koniferylalkohol, eller 4-(3-hydroxi-1-propenyl)-2-metoxifenol, visas i Figur 2.1. For att
konvertera denna molekyl till L-dopa krdvs en rad fordndringar som var och en kata-
lyseras av ett lampligt enzym. I Figur 4.1 redovisas hela den tinkta reaktionsvéigen fran
koniferylalkhohol till adrenalin via L-dopa.

Forst modifieras koniferylalkoholens kolsvans. Koniferylalkoholdehydrogenas (EC 1.1.1
.194) [50] kan konvertera koniferylalkohol till koniferylaldehyd genom att oxidera alkohol-
gruppen pa koniferylalkoholens kolkedjesvans till en aldehyd. Dérefter kan aldehyden
konverteras med hjilp av koniferylaldehyddehydrogenas (EC 1.2.1.68) [51] som oxiderar
molekylen vidare till en karboxylsyra vid namn ferulasyra.

Efter detta kridvs en aminering, addition av en amingrupp, 6ver dubbelbindningen hos
ferulasyra. For denna reaktion hittades tva enzym som tros kunna utféra amineringen.
Reaktionerna dessa enzym katalyserar syns i1 Figur 4.2. L-aspartat ammoniaklyas (EC
4.3.1.1) [52] utfor en deaminering av L-aspartat for att bilda fumarat och ammoniak. Den
andra, L-histidin ammoniaklyas (EC 4.3.1.3) [53] utfor en deaminering av L-histidin for
att bilda urokansyra och ammoniak. Av dessa tva valdes L-histidin ammoniaklyas till den
konstruerade reaktionsviagen da urokansyrans ringstruktur gor den mer lik ferulasyra. Den
enzymatiska reaktionen for L-histidin ammoniaklyas dr reversibel [54] vilket dr positivt
eftersom den omviénda reaktionen dr onskvird i detta fall. Pa sa sitt skulle den ténkta
amineringen eventuellt kunna utforas.

11



4 Resultat

XL 1
peILL INS1 "OYS BYS UUONY LI JIk JQJ SBIdYIPOW BAQUIQ UBY JOWAZUD JJB JBSIA JXJ) AISINY I UWBUWAZUY "UI[BUIIPE AB UJSAIUASOI] BII[SUBW
UQp 1 BSIB[AP JB UIPRI AIPAU UJP I USWAZUY ‘UI[RUAIPR [[1) dIePIA edOp-T [[I} [OYOY[R[AIoJIUOY URIJ SeAsuonyeal vd Se[sioq :1'p ansdig

ER@%«Q UI[BUQIPBION EE@QOQ
HO
HO Se[Ax0qIeyop
HEZ& Had vdod
Sm?@ nvs O%H 0o
-QEQN.N SHN DALSUIGLOYSD E%:SS«?\ z
-oaplyaq ‘HN
OH
edop-1 edop[A19N-O-¢ vIAse[niog pPAYS[peIAIRJTUOY] [OYOY[B[AIJTUOY]
HO HO HO HO HO
HO PINO spA]- PINO seua3oIpAysp — Seua30IpAyap BINO
-yDIowD -pAyape -[oyoxJe
SDIDUISILOY)) -uIpusy-7 -[A19JTUOY] -1A1331UOY]
°HN O°H ey FHN +H LMQ«\Z %mﬂz _ +HTHAAVN +d AV N -

Z
7 7 oL/o: 7 moL

)

12



4 Resultat

N N

O 0 ( { /
NH
HO%—& 2 NH; HO%» \ ¢ NH, NH; N{
y— O L-aspartat 4} OH L-histidin 3\ OH
0] ammoniak- (0] o OH ammoniak- o)
L-aspartat lyas o lyas
p Y Fumarat L-histidin Urokansyra

Figur 4.2: Reaktioner som katalyseras av L-aspartat ammoniaklyas respektive L-histidin
ammoniaklyas. Figur ritad 1 IETEX.

Slutligen byts metoxigruppen pa kol 2 hos koniferylalkohol mot en hydroxidgrupp. Choris-
matas (EC 3.3.2.13) kan hydrolysera en eterbindning mellan en aromatisk molekyl och
pyruvat [55]. Detta enzym skulle eventuellt kunna utféra den 6nskade demetyleringen.

4.1.3 Konvertering av L-dopa till adrenalin

Reaktionsvigen som presenteras i detta avsnitt bestar av de tre sista enzymen méanniskans
biosyntes av adrenalin. Homologisokningarna som gjordes for de tre enzymen resulterade
i sa laga virden att ingen av dem kan antas ha nagra homologa sekvenser i sliktet Saccha-
romyces. Darfor bor enzym fran minniska anvindas for att utfora reaktionerna.

Det forsta steget dr en dekarboxylering av L-dopa for att bilda dopamin. Detta sker
via enzymet L-dopa dekarboxylas (EC 4.1.1.28) [56]. Det andra steget dr en hydroxy-
lering av dopamin for att bilda noradrenalin med enzymet dopamin-/3-hydroxylas (EC
1.14.17.1). Reaktionen kréver tillgang till syre och askorbinsyra [57]. Saccharomyces
cerevisiae producerar inte sjilv askorbinsyra, men har en reaktionsvig for att producera
ett liknande dmne, D-erytroaskorbinsyra [58] vars struktur visas i Figur 4.3.

\{i())\(—OH O\[io)\/—OH
\ \

OH

)

Askorbinsyra D-erytroaskorbinsyra

Figur 4.3: Askorbinsyra, vilket behovs for médnniskans biosyntes av adrenalin, och D-
erytroaskorbinsyra vilket produceras i Saccharomyces cerevisiae. Figur ritad 1 ISTEX.

Produktionen av D-erytroaskorbinsyraiS. cerevisiae liknar véxters produktion av askorbin-
syra. Studier har visat att S. cerevisiae kan ta upp L-galaktos ur 16sning och omvandla
denna till askorbinsyra via enzymen som deltar i produktion av D-erytroaskorbinsyra [58]
[59] [60]. Overuttryck av tvd enzym fran Saccharomyces, D-arabinosdehydrogenas (EC
1.1.1.117) och D-arabinono-1,4-laktonoxidas (EC 1.1.3.37) forstirker dess formaga att
producera askorbinsyra [58].

Den tredje reaktionen, metylering av kvivet, katalyseras av fenyletanolamin-N-metyl-
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transferas (PNMT) (EC 2.1.1.28) och kriver S-adenosylmetionin (SAM) [61]. SAM finns
naturligt i Saccharomyces, och kan ansamlas i cellen vid behov. En modifierad stam,
SCY4, kunde ackumulera mer @n 100 ganger sa mycket SAM som omodifierad Saccha-
romyces [62].

4.2 Separationsenzym

For att kunna identifiera ett nytt potentiellt glucuronoylsyraesteras gjordes homologi-
sokningar mot redan kidnda sadana. Signifikant homologa sekvenser anvindes sedan for
att producera fylogenetiska trdd. Detta med avsikt att fa en ide om vilka enzym som var
mest lika de redan karakteriserade enzymen och diarmed fa en utgangspunkt for att kunna
vilja ett enzym for fortsatta studier. Néar sekvenserna linjerades blev det tydligt att flera
delar var konserverade hos enzymen vilket talar for att de bor ha liknande funktion.

Resultatet av de fylogenetiska studierna, se Figur 4.5 och 4.6, visar att alla vitrétesvampar
samlar sig i samma klad. Det framgar i bada triad att dessa enzym &r vildigt ndrbesliktade.
Det morkgront markerade enzymet finns i en svamp som i huvudsak vixer pa barrtriad
medan de ljusgront markerade enzymen finns i svampar som huvudsakligen vixer pa
16vtrad [63]. Det morkgront markerade enzymet, fran Dichomitus squalens, valdes ut for
fortsatta studier.

Pa handledares inradan kommer uttrycket planeras for E. coli. Fran Joakim Norbeck
erholls sekvensen for en plasmid, pbluescript_ KS+_variant_Lacl_LacO (hddanefter pBlue-
script), som anvédnder T7/lac-systemet. Sekvensen for enzymet, med en tillsatt 6xHis-tag,
har kodonoptimerats for E. coli. En karta dver plasmiden och genen finns 1 Figur 4.4.

T7 promoter
' __Xbal (690)

CAP binding site| N
lac operator

Figur 4.4: Plasmiden pBluescript med insert (GE). Bild gjord i SnapGene.
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Protokoll for uttryck och karaktirisering av enzymet fran D. squalens har konstruerats och
samlats. Protokoll for beredning av media for odling av E. coli finns i Bilaga C. Upplédgget
av protokollen forutsitter att genen for enzymet bestélls. Det planerade forsoket borjar
med PCR-amplifiering av genen med primrarna 5’-ATCGCATCGGATCTAGTCTAGA-
CGA-3’ (uppstroms) samt 5’-CGATGCCTAGCAGCTGATAGTGAA-3’ (nedstréms) en-
ligt Bilaga D. Detta foljs av restriktion av plasmid och amplifierad gen med Xbal och
EcoRI enligt Bilaga E och en gelelektrofores enligt Bilaga F, for att rena upp DNA och
bekrifta att korrekt PCR och restriktion skett.

Chaetomium thermophilum0018150

Podospora anserina2

—IMyceliothora thermophilal

Chaetomium globosum03323
Meurospora tetrasperma

W:Neumspnra Crassa

Togninia minima

,—Spﬂmthrix schenckii
10— Sporothrix brasiliensis

99 Pestalotiopsis fici

95

L

Eutypa lata

96 Colletotnchum gloeosponoides

Phaeosphaena nodorum

Macrophomina phasealina
Chaetomium thermophilum0050590
!Pudospura anserina S mat+|
Chaetomium globosum10774

100

100 —— Stereum hirsutum
L Plicaturopsis crispal

Cerrena UI'IICIJ|CII'I

Schizophyllum ccmmunel

Gymnopus luxunans

] — Trametes versicolor

HDl:hnmnug squalens I

Punctularia strigosozonata

100

= ——— Dacryopinax sp

5 —{Phanerochaete camosa|

85 Gloeophyllum trabeum
Galerina marginata

Trichoderma atroviride

2 Trichoderma virens

QutBotryobasidium botryosum FD-172

Figur 4.5: Fylogenetiskt trid framtaget i MEGA med 60 % cutoff. Redan karakteriserade
enzym #r markerade i blatt, enzym fran vitrtessvampar som vixer huvudsakligen pa
1ovtrad dr markerade i ljusgront och enzym fran vitrotesvampar som véxer huvudsakligen
pa barrtrdd dr markerade i morkgront.

Efter extraktion och upprening av vektor och plasmid fran gel enligt Bilaga G ligeras de
med 74 DNA Ligas, se Bilaga H. Dérefter transformeras E. coli med hjilp av virmechock
enligt Bilaga I. Proteinet uttrycks sedan genom att cellerna odlas i néarvaro av IPTG, se
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73 Trichoderma virens

100

75 Trichoderma atroviride

—— Stereum hirsutum
mwb— Plicaturopsis crispal

Punctularia strigosozonata

38
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IF'hanerochaete carnosal

23

Dacryopinax sp.
L] — Trametes versicolor
| S

Dichomitus squalens
Cerrena unicalor

Gymnopus luxurians

Figur 4.6: Fylogenetiskt trid framtaget i MEGA med 60 % cutoff. Redan karakteriserade
enzym dr markerade i blatt, enzym fran vitrotessvampar som vixer huvudsakligen pa
1ovtrad dr markerade i ljusgront och enzym fran vitrotesvampar som véxer huvudsakligen
pa barrtrid dr markerade i morkgront.

Bilaga J, och skordande av enzymet sker via lysering och rening med 6xHis-tag-system
enligt Bilaga K. Med hjélp av en SDS-PAGE och Bradfordanalys kan sedan enzymets
massa respektive koncentration bestimmas, se Bilaga L. och M.

Enzymets aktivitet kommer sedan bestimmas med hjélp av en bensyl-D-glucuronat-assay,
enligt Bilaga N. Hydrolys av esterbindningen i &mnet av ett glucuronoylsyraesteras bildar
fenol, som sedan kan detekteras med hjilp av kromatografi.

4.3 Ligninnedbrytande svampar

Overlag skedde méttlig till god tillviixt p4 néstan alla aeroba initiala plattor. Ingen tillvixt
uppvisades pa de anaeroba plattorna. Av de kolonier som renstroks ansags flertalet vara av
samma art och sex stycken identifierades. Vid identifikationen faststilldes det att svam-
parna var av sliktena Penicillium, Trichoderma och Alternaria samt fylumet Zygomycota.

4.3.1 Uppodling av svampar

Av de 23 prover som inokulerades pa glukos-, lignin- och agarplattorna uppvisades till-
vaxt pa 110 av de totalt 115 plattorna, se Bilaga O och P. Det uppvisades en bittre tillvixt
av svamparna pa glukosplattorna jamfort med bade agarplattorna och de olika lignin-
plattorna, se till exempel Figur P.1 i Bilaga P. Nagra plattor uppvisade ingen tillviaxt, som
i Figur P.10, men de flesta sorters svampar uppvisade bittre tillvéixt pa ligninplattorna &n
pa agarplattorna, se till exempel Figur P.19. De enda prov som verkade vixa bittre pa
agarplattorna dn pa ligninplattorna var 18 och 31, se Figur P.15 och Figur P.23. Detta dr
dven mer utforligt beskrivet 1 Bilaga O.
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4.3.2 Identifiering av svampar

1: Kolonin var beige i mitten med grona kanter. De var
1,5-2 cm 1 diameter. Kolonin var platt men mycelet hade
en hojd i mitten pa 3-4 mm. Den hade tdtt mycel och
tydliga sporuleringsborstar. Svampen identifierades som
tillhorande slédktet Penicillium.

2: Kolonierna var ljusgula med svarta prickar. De var 3-4
cm i diameter och mycelet var mycket fluffigt. Sporerna
satt pa hyferna. Svampen identifierandes som tillhérande
fylumet Zygomyceter.

4: Kolonierna var transparenta i mitten och hade en gul
ytterkant med nagra gula flickar. Diametern hos koloni-
erna var ungeféar 4 cm och de hade ett platt och ganska titt
mycel. Svampen sporulerade i kluster och i mikroskapet
kunde man se som triddgrenar hos mycelet. Svampen
identifierades som tillhdrande sliktet Tricoderma.

5: Kolonierna var blagrona med vit mitt och ytterkant,
tackta av mycel. Kolonierna var ungefar 1,5 cm i diameter
och mycelet i mitten var tydligt hdgre @n resten, cirka 4
mm jamfort med 2 mm. Sporerna var formade som borstar
och svampen identifierades som tillhorande sliktet Peni-
cillium.

6: Kolonierna var ljust beige med vit mitt. Diametern
hos kolonierna var 2,5-3 cm och mycelet var vildigt
platt. Sporerna satt pa tunna hyfer och var formade som
borstar. Svampen identifierades som tillhdrande sliktet
Penicillium.

12.3: Kolonierna var ljust beigerosa och diametern var
cirka 3 cm. Mycelet var ldtt fluffigt och inte sa titt.
Sporerna var droppformade med horisontella och verti-
kala septa. Svampen identifierades som tillhorande sldktet
Alternaria.
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5 Diskussion

I detta avsnitt diskuteras varfor reaktionsviagen fran lignin till adrenalin via L-dopa &r av
intresse, varfor Dichomitus squalens valdes, vilka for- och nackdelar det finns med att
anvinda E. coli i de planerade forsoken samt vad tillvixten pa de olika plattorna séger oss
om svamparna.

5.1 Enzymatiska reaktionsviagar

Valet av L-dopa och adrenalin som slutprodukter gjordes av flera skal. Till att borja med
ansags de vara goda kandidater eftersom molekylerna dr nagorlunda lika monolignolen
koniferylalkohol, samt att de &r kirala molekyler. Detta gor dem intressanta for mikrobiell
produktion eftersom enzym ar kiralt specifika. Dessutom tros efterfragan pa dessa mole-
kyler oka i framtiden vilket gér dem intressanta att ta fram genom metoder som skiljer sig
fran den traditionella 1angsamma och dyra kemiska framstillningen [45]. Med en aldrande
befolkning i Sverige och resten av Europa [64] [65] dr det rimligt att anta att fler personer
riskerar att insjukna i Parkinsons sjukdom vilket skulle innebira en 6kad efterfragan pa
L-dopa. Det finns dven forskning som pekar pa att fler personer blir allergiska [66] [67]
vilket innebér att efterfragan pa adrenalinsprutor med stor sannolikhet kommer att 6ka.

Som startmolekyl i reaktionsvigen har monolignolen koniferylalkohol valts. Detta innebér
att reaktionsvigen inte kan utforas i dagslédget eftersom extraktion av specifika strukturer,
an mindre omittade monolignoler, ur lignin @nnu inte dr mojligt. En monolignol ansags
anda vara en rimlig utgangsmolekyl da det 4r en struktur som alltid féorekommer i lignin i
nagon form.

For okad kontroll kan det vara onskvirt att utfora reaktionsvigen i ett cellysat. Hir skulle
olika organismer kunna testas for korrekt uttryck av de enzym som behovs. Hir kan ocksa
hog produktion av protein kunna prioriteras dver robusthet hos mikroorganismen. Detta
kan dock vara svart i syntesen av adrenalin, da dessa reaktioner krdver tillsats av meta-
boliter. I detta fall kunde det vara enklare att lata reaktionerna ske i levande celler.

For syntes av adrenalin har S. cerevisiae undersokts som lamplig organism, eftersom den
ar robust och kan ansamla hoga koncentrationer av bade SAM [62] och L-askorbinsyra
intracelluldrt [S8] [59] [60]. Tyvérr saknas tidigare studier kring uttryck av biosyntes-
enzymen DOPA-dekarboxylas, DBH och PMNT i S. cerevisiae och homologisdkningar
efter dem hos S. cerevisiae gav inga lovande resultat. Detta innebér att enzym fran mann-
iska behover uttryckas i S. cerevisiae vilket kan innebédra problem med veckning och
posttranslationella modifikationer. Det skulle kunna vara intressant att vidare undersoka
mojligheterna med att uttrycka dessa enzym i nagon annan virdorganism, exempelvis
Pichia pastoris.

Syntesen av L-dopa behover ocksa studeras innan reaktionsviagen gar att implementera.
Chorismatas avldgsnar vanligtvis en pyruvat fran en kolring, istéllet for en metoxigrupp,
vilket dr foreslaget i reaktionsvédgen. Detta enzym kan behdva modifieras for att kunna
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5 Diskussion

utfora denna reaktion. Aven L-histidin ammoniaklyas kan behdva modifieras d4 den rea-
gerar med L-histidin snarare #n ferulasyra. Skillnaden mellan dessa tva molekyler dr
dock relativt liten, och det dr mojligt att enzymet fungerar utan modifikation. Ordningen
1 vilken chorismatas och L-histidin ammoniaklyas bor anvidndas kan diskuteras. Det &r
svart att avgora lampligast ordning utifran teorin och det bor darfor snarare undersokas
laborativt. Daremot &r det av storsta vikt att bade amineringen och demetyleringen sker
efter att koniferylalkholen oxiderats till ferulasyra. Detta eftersom koniferylalkohol och
koniferylaldehyd dr de naturliga substraten till respektive oxiderande enzym, varfor dessa
reaktioner bor ske forst.

5.2 Separationsenzym

Fylogenetiska triad gjordes med Maximum likelihood. Triden kan anses vara palitliga,
men det dr mojligt att annorlunda resultat erhallits om en annan metod anvints. De gene-
rerade triden ansags vara rimliga eftersom alla vitrotessvampar hamnat i samma klad
och de flesta virden var goda. De fylogenetiska triden pekade dock inte entydigt mot att
ett specifikt enzym vore mest ldmpligt for fortsatta studier. Déarfor undersoktes organis-
mernas egenskaper for att ldttare kunna vilja en lamplig kandidat. D. squalens brukar, till
skillnad fran de andra vitrétesvamparna, vixa pa barrtrad [63] vilket gor den intressant
for svensk industri ddr den huvudsakliga tillgangen till lignocellulosa kommer fran just
barrtrad [68].

Problem kan uppstd om genen amplifieras ur D. squalens och sedan inte uttrycks i en
nérbesldktad organism. Darfor valde vi att utga fran att genen bestills eftersom den da gar
att kodonoptimera. Vi 16ser da problemet med att E. coli inte kan hantera gener innehall-
ande introner, eftersom man kan utesluta intronerna i den bestillda genen. Kostnaden for
att bestilla syntetiska gener har sjunkit kraftigt de senaste aren och &r nu nere kring 5000
kronor for en gen av var storlek [69]. Det dr alltsa inte orimligt att bestélla den. Nar vi
uttrycker genen i E. coli finns dnda risken att den inte uttrycks korrekt eftersom posttrans-
lationell modifikation fungerar annorlunda i E. coli. Ddremot kan E. coli snabbt producera
stora méangder av enzymet med hjdlp av T7/lac-systemet. Generellt kan alla plasmider
med detta system anvéndas for forsoket. Vi valde dock att planera utifran att pBluescript-
plasmiden, eftersom den finns tillgénglig for oss. Det finns risk att icke-kommersiella
plasmider fungerar simre, men da pBluescript ér etablerad pa Chalmers har vi anledning
att tro att den dr lamplig for det planerade arbetet.

6xHis-tag-rening 4r en snabb och enkel metod for att rena protein dir sex stycken histidin i
slutet av proteinet fungerar som reningsmarkor, men markoren kan ha effekt pa proteinets
funktion. Om N-terminalen &r viktig for proteinets katalytiska formaga kan den forédndra
eller forstora enzymets funktion. Vad vi har sett i arbetet med fylogenin &r att de bevarade
sekvenserna #r ldngre in i enzymet, och vi tror alltsa inte att reningsmarkoren kommer
vara i vigen.
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5.3 Ligninnedbrytande svampar

Alla svampar utom tva visade en bittre tillvéixt pa ligninplattorna i jimforelse med den
negativa kontrollen, se Bilaga O och P, vilket innebir att de med stor sannolikhet kan
utnyttja ligninet som kolkilla. Dock kan det finnas spar av andra kolkallor i ligninpulvret
som anvindes for att gjuta plattor. Detta innebir att vi inte sikert kan siga att svamparna
vixt enbart pa lignin. Att vidare undersoka dessa svampar genom att ta fram cellysat
och undersoka vilka enzym dessa kan tinkas innehalla dr onskvart for att identifiera nya
enzym med intressanta egenskaper.

De tvd svamparterna som véxte bittre pa den negativa kontrollen kan ses i Figur P.15 och
P.23 i Bilaga P. Troligtvis har ligninet en inhiberande effekt pa dessa svampar. Det fanns
dven ligninplattor utan tillvixt, till exempel bidde AL-och LiB-plattan i Figur P.23. Aven
hir kan ligninet antas ha en inhiberande effekt. Vidare tenderar tillvixten pa AL-plattorna
att vara simre 4n pa LiB- och ALLS-plattorna. Detta skulle kunna vara en indikation pa att
svamparna generellt sett inte kan tillgodogora sig kraftigt sulfonerat lignin eftersom AL-
mediet innehaller mer sulfonatgrupper an ALLS-mediet. Huruvida AL-mediet innehaller
hogre halter av sulfonatgrupper @n LiB vore interessant att undersoka.

Av de sex olika svampar som identifierades var fem svara att fa mer specifika dn sliktet
och for den sista lyckades bara fylum bestimmas. Detta beror bland annat pa att vi odlade
dessa svampar pa glukosplattor vilket gor att man inte kan jamfora farg och storlek pa vara
uppodlade kolonier med de bilder som fanns i boken " Food and indoor fungi”. Oavsett dr
det svart, om inte omgjligt, att artbestimma svampar utan sekvensering sa forvintan att
kunna mer 4n sliktbestimma svamparna under mikroskop dr inte rimlig.

Valet att anvinda tva typer av alkaliligninplattor, en med férre sulfonatgrupper, och Ligno-
boost gjordes i samrad med handledaren da dessa &r intressanta media vid studerandet av
svampar. For ytterligare information om svamparnas nedbrytningsformaga hade det varit
av intresse att testa andra ligninbaserade media.

Trots att arbetet har skett i sterilt dragskap sag vi kontaminiering pa tva av plattorna. Detta
kan bero pa att plattan rakat 6ppnas nér den skulle forflyttas, att kontamineringen funnits
dér innan vi hillde pa mediet eller att kvalster lyckats ta sig in.

5.4 Slutsats

En reaktionsvig fran koniferylalkohol till L-dopa och adrenalin har foreslagits. Mojlig-
heten att genomféra denna reaktionsvig beror pa framtida formaga att separera ométtade
monolignoler ur lignin samt mojligheten att uttrycka enzymen i S. cerevisiae eller nagon
annan virdorganism. Vidare har en organism som producerar ett enzym med potential
att kunna bryta bindningar mellan lignin och hemicellulosa identifierats och protokoll for
extraheringen och karakteriseringen av detta enzym har sammanstillts. Identifiering av
svampar har inte lyckats ske pa artniva utan pa slikt- och ordningsniva. Dessa svampar
klarade sig mattligt med lignin som kolkilla.
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Tack till

Tack till Joakim Norbeck, som tillhandahallit sekvensen for T7/lac-systemets plasmid.
Tack till David Jullesson som varit sa vinlig att dela med sig av sina protokoll for diverse
rutinarbete i ett labb. Tack till Jonatan Kilhamn for all hjdlp med IATX. Slutligen, ett stort
tack till vara handledare Carl Johan Franzén och Sylvia Klaubauf.
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A Agarplattor med lignin

Bilaga A Agarplattor med lignin

Foljande protokoll har baserats pa protokoll fran artikeln "Isolation and identification of
microorganisms from soil able to live on lignin as a carbon source and to produce enzymes
which cleave the beta-O-4 bond i a lignin model compound'?.

A.1 Material

En liter 16sning ger ungefér 40 plattor.

1. KHyPO, (0,25 g/1)

2. (NH4)2S04 (0,695 g/)

3. NaNO; (0,89 g/)

4. CaCly (1,0 g/1)

5. MgSO, - TH20 (0,25 g/1)

6. FeCls (1,07 mg/l)

7. Agar (15 g/l)

8. Lignin av foljande sort (10 g/l):

(a) Lignoboost
(b) Aldrich Lignin kraft alkali
(c) Aldrich Lignin alkali, low sulfonate

9. Ampicillin (100 mg/1)
10. Destillerat vatten

11. 70 % etanol

’R. Bi et al. "Isolation and identification of microorganisms from soil able to live on lignin as a carbon
source and to produce enzymes which cleave the beta-O-4 bond i a lignin model compound".I: CELLU-
LOSE CHEMISTRY AND TECHNOLOGY. 46.3-4 (2012), s. 227-242.ISSN: 0576-9787.
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A Agarplattor med lignin

A.2 Metod

1. Standardlésningar blandas av alla salter samt ampicillin i destillerat vatten.

(a) 2.5 g/liter MgSO, - TH,0
(b) 2.5 g/liter KH,PO,

(c) 13.24 g/liter CaCly

(d) 0.0183 g/10 ml FeCl;

(e) 0.5 g/5 ml ampicillin

2. Standardlosning av alla salter utom FeCl; blandas och behallaren fylls med desti-
llerat vatten till 6nskad volym.

3. Agar tillsitts under omrorning.
4. pH justeras till 5 med 0.25M NaOH.
5. Lignin tillsétts 16sningen.

6. pH testas med pH-papper for att kontrollera att pH inte &ndrats vid tillsats av lignin.
Om sa dr fallet justeras pH igen.

7. Losningen autoklaveras.

8. Innan 16sningen stelnat sterilfiltreras FeCls och ampicillin ner i behéllaren i sterilt
dragskap.

9. Losningen hills i petriskalar och tillats stelna innan anvindning.
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B Agarplattor med potatisextrakt och dextros

Bilaga B Agarplattor med potatisextrakt och dextros

Protokoll erholls fran handledare Sylvia Klaubauf.

B.1 Material

1 liter 16sning ger ungefir 40 plattor.

1. Potatisextrakt- och dextrosagarpulver
2. Destillerat vatten

3. Ampicillin (100 mg/1)

B.2 Metod

1. 39 g potatisextrakt- och dextrosagarpulver per liter firdig agarlosning hélls i vattnet
under omrdrning och tillats 16sas upp.

2. Losningen autoklaveras.

3. Innan 16sningen svalnat sterilfiltreras ampicillin ner i 16sningen i sterilt dragskap.
Hér anvinds en standardlosning om 0.5 g/5 ml ampicillin i destillerat vatten.

4. Losningen hills i petriskalar och tillats svalna innan anviandning.
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C LB-media samt agarplattor med LB-media

Bilaga C LB-media samt agarplattor med LB-media

Foljande protokoll har hamtats fran artiklarna ”Methods for general and molecular bacte-
riology”3 och ”Molecular cloning: a laboratory manual ™.

C.1

Material

1 liter 16sning ger ungefir 40 plattor.

p—

C.1

Trypton

Jastextrakt

. NaCl

Agar (om LB-agarplattor 6nskas)

. Destillerat vatten

NaOH (aq)

Metod

. Destillerat eller avjonat vatten hélls upp till hélften av den totala volymen féardig

16sning.

10 g trypton per liter firdig 16sning tillsétts.

. 5 gjastextrakt per liter fardig 16sning tillsétts.

10 g NaCl par liter fardig 16sning 16ses upp under uppviarmning i destillerat eller
avjonat vatten.

. Losningens pH justeras till 7.0 med NaOH (aq).

Om agarplattor Onskas tillsétts 15 g agar per liter fardig 16sning och tillats 16sas.

. Losningen autoklaveras.

. Om agarplattor onskas hills 16sningen i petriskalar och tillats stelna innan an-

viandning.

3P. Gerhardt, W. A. Wood och N. R. Krieg. Methods for general and molecularbacteriology. Vol. 1325.
American Society for Microbiology Washington, DC, 1994.

“M. R. Green och J. Sambook. Molecular cloning: a laboratory maunal". I: Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press New York (2012). ISBN:9781936113422
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D PCR-reaktion

Bilaga D PCR-reaktion

Foljande protokoll har himtats frin "PCR Protocol for Phusion™™ High-Fidelity DNA
Polymerase (M0530)”.

D.1

Material

Protokollet utgar ifran en reaktionsvolym pa 50 pl.

p—

D.2

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 M)

Sterilt milli-Q vatten

Phusion HF buffert (5x)

dNTP-blandning (10 M vardera av ATP, CTP, TTP och GTP)

. Uppstroms (Forward) primer (10 M)
. Nedstroms (Reverse) primer (10 M)
. Phusion (2 U/pul)

Templat-DNA

Metod

. Pais tillsdtts mellan 0.001 och 250 ng templat-DNA i en volym som inte overstiger

32.5 pl till ett Eppendorfror.

Milli-Q vatten tillsitts till en totalvolym pa 32.5 ul

. Om det behovs samlas blandningen i botten av roret med ett par sekunders centri-

fugering.
10 pl 5x Phusion HF buffert tillsétts.
1 pl ANTP-blanding tillsitts.

3 pl uppstroms primer tillsétts.

. 3 pl nedstoms primer tillsétts.

. 0.5 pl Phusion DNA polymeras tillsatts. Det dr viktigt att tillsidtta DNA-polymeraset

sist, eftersom det har exonukleasaktivitet i avsaknad av dNTP-blandning

SPCR Protocol for Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (M0530) New England BioLabs inc.
URL:https://www.neb.com/protocols/1/01/01/pcr-protocol-m0530
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D PCR-reaktion

9. Blandningen (som hittills hallits pa is) pipetteras over till ett PCR-r6r som skynd-
samt flyttas till en forvirmd PCR-maskin.

10. PCR-maskinen programmeras och kors med program enligt tabell D.1:

Tabell D.1: Program for PCR med hjélp av Phusion DNA polymeras.

Steg Temperatur Tid Antal cykler
Forsta denaturering 98 30s 1
Denaturering 98 10s
Hybridisering Lagre T,,+3 10-30 s 25-40
Forlangning 72 15-30 s/kbp
Slutgiltig forlingning 72 5-10 min 1
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E Restriktion med EcoRI och Xbal

Bilaga E Restriktion med EcoRI och Xbal

Foljande protokoll baseras pd ett produktblad fran Thermo Scientific kallat ”PRODUCT
INFORMATION Thermo Scientific FastDigest EcoRI”® och utgar ifrén en rektionsvolym
pa 50 pl.

E.1 Material

1. FastDigest buffert

2. FastDigest EcoRI (30 U/pul)
3. FastDigest Xbal (30 U/ul)
4. DNA

5. Milli-Q vatten

E.2 Metod
Hall standigt enzymet pa is.

1. 5 pl FastDigest buffert sitts till ett sterilt 1.5 ml Eppendorfror.
2. Upp till 2 pg DNA tillsitts.

3. 5 pl FastDigest EcoRI och 5 ul FastDigest Xbal restriktionsenzym tillsdtts och
darefter fylls roret upp till en totalvolym av 50 pl med milli-Q vatten.

4. Losningen blandas forsiktigt och centrifugeras sedan ned i botten av roret.
5. Losningen inkuberas i 37°C 1 5-60 min.

6. Enzymerna inaktiveras genom att inkubera 16sningen 1 80°C 1 5 minuter.

SPRODUCT INFORMATION Thermo Scientific FastDigest EcoRI. Thermo Fisher Scientific. URL:
https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/MAN0012438_FastDigest_EcoRI_800uL_UG.pdf
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F Gelelektrofores

Bilaga F Gelelektrofores

Foljande protokoll har hamtats fran ett protokoll fran Addgene kallat "Agarose Gel Electro-
phoresis”? samt produktbladet for GelRed?.

F.1 Material

1. Agaros

2. TAE-buffert (Tris-Acetat EDTA) (1x)
3. GelRed eller GelGreen stock (10 000x)
4. Loading dye

5. Molekylviktsstege

F.2 Metod

1. Agaros tillsdtts under omrorning till 1XTAE-buffert till en slutkoncentration pa 10
g/L.

2. Blandningen vérms upp i en mikrovagsugn i ungefir 1-3 min och agarosen tillats
16sas upp.

3. 1 ul GelRed per 10 ml agaroslosning tillsitts.

4. En kam fists i traget for att gora brunnarna i kanten av gelen.

5. Losningen hills i traget och tillats svalna i ungefir 30 min for att stelna.
6. Loading dye tillsitts till proverna.

7. Nir gelen stelnat placeras den i1 gelelektroforesapparaten och apparaten fylls upp
med 1xTAE buffer sa att gelen tidcks ordentligt.

8. Den forsta brunnen laddas med en molekylviktsstege och prover laddas sedan i de
Ovriga brunnarna.

9. 80 Volts spidnning appliceras over gelen tills farglinjen flyttat sig ca 75-80% av
gelens lidngd. Detta tar ungefir 1-1.5 h.

10. Nir gelen dr klar stdngs spanningen av och gelen plockas ut ur gelelektroforesap-
paraten.

TAgarose Gel Electrophoresis. Addgene. URL:https://www.addgene.org/plasmid-protocols/gel-
electrophoresis/#faq

8GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10000x Water. Biotium. URL: https://biotium.com/wp-
content/uploads/2013/07/PI-41003.pdf
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F Gelelektrofores

11. Gelen studeras med hjélp av en transilluminator (302 eller 312 nm) och fotograferas
sedan.
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G Upprening av DNA fran Agarosgel

Bilaga G Upprening av DNA fran Agarosgel

G.1

Material

Alla dessa materiel finns i kittet illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”°
fran GE Healthcare.

8.
0.

. Mikrocentrifugror

GFX MicroSpin kolonn

. Capture buffert typ 3

Wash buffert typ 1

. Elution buffert typ 4

Natriumacetat (3 M)

Metod

. Ett 1.5 ml mikrocentrifugror vigs och vikten antecknas.

. Med hjilp av en ren skalpell och 365 nm UV-ljus (och minimal exponeringstid)

skirs ett agarosband ut och placeras i mikrocentrifugroret.

. Mikrocentrifugroret innehallande agarosbandet végs och agarosbandets vikt riknas

ut.

10 pl Capture buffert typ 3 tillsétts per 10 mg agarosband, dock minst 300 ul per
prov.

. Blandningen inkuberas i 60°C i 15-30 minuter tills agarosen dr helt 16st och blandas

genom invertering var tredje minut.

Nir allt 16st sig kontrolleras det om l6sningen dr gul eller ljust orange. Om sa inte
ar fallet tillsétts ca 10 1 3 M natriumacetat, pH 5 och 16sningen blandas sa att den
blir gul eller ljust orange.

. For varje rening som genomfors placeras en GFX MicroSpin kolonn i ett kollektions-

ror.
Upp till 800 ul av 16sningen tillsitts till en GFX MicroSpin kolonn.

Kolonnerna inkuberas sedan i rumstemperatur i 1 min.

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit. GE Healthcare. URL: https://www.gelifesciences.
com/gehcls_images/GELS/Related20Content/Files/1314774443672/litdoc28933585_20150413221957.pdf

X



G Upprening av DNA fran Agarosgel

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

Kolonnerna centrifugeras 16 000 x g i 30 sekunder.

Vitskan i kollektionsroret hills ur och kolonnen placeras ater i kollektionsroret.
Om det finns 16sning kvar upprepas steg 8-11 tills all I6sning &r slut.

500 p1 Wash buffert typ 1 tillsétts till kolonnen.

Kolonnen centrifugeras 16 000 x g 1 30 s.

Kollektionsroret slings och kolonnen placeras i ett nytt 1.5 ml mikrocentrifugror.
10-50 p1 Elution buffert typ 4 tillsétts till mitten av membranet i kolonnen.

Direfter inkuberas kolonnen i 1 min varefter den centrifugeras 16 000 x g i 1 min
for att utvinna det renade DNAt.
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H Ligering med T4-ligas

Bilaga H Ligering med T4-ligas

Foljande protokoll baseras pa ett protokoll fran Invitrogen kallat ExpressLink T4 DNA
Ligase'® och utgér ifrin en reaktionsvolym pé 20 pl.

H.1 Material

1. Ligase reaction buffer (5x)

2. Vektor DNA

3. Insert DNA

4. Expresslink T4 DNA ligase (5 U/ul)

5. Milli-Q vatten

H.2 Metod

1. 4 pl 5x Ligase reaction buffer tillsitts till ett sterilt 1.5 ml mikrocentrifugror.

2. 20-100 ng vektor DNA tillsitts och darefter tillsétts dven 60-300 ng av insert DNA
(3x méngden av vektor DNA).

3. 0.2 pl Expresslink T4 DNA ligase tillsdtts och dérefter fylls roret upp till en total-
volym av 20 ul med milli-Q vatten.

4. Losningen blandas forsiktigt och centrifugeras sedan snabbt for att samla 16sningen
1 botten av roret.

5. Losningen inkuberas 1 minst 5 minuter i rumstemperatur.

0ExpressLink T4 DNA Ligase. Invitrogen. URL: https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/expresslink
_dna_ligase.pdf
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I Transformation

Bilagal Transformation

Foljande protokoll har hiamtats fran ett protokoll fran Addgene kallat ”Bacterial Trans-

formation

"I samt ett protokoll frin EMBL kallat ”Transformation of competent E.coli

cells with plasmid DNA”"2.

I.1

I.2

Material

. Kompetenta celler

DNA i form av plasmid
LB-media

LB-agarplattor

Metod

. Kompetenta celler, (E. coli, BL21(DE3)) plockas fram ur -80°C och tinas pa is i

20-30 min.

1-5 1 >10 ng DNA och 20-50 p kompetenta celler tillsétts till ett mikrocentrifugror
och blandas genom att knippa forsiktigt pa botten av roret nagra ganger.

. Blandningen placeras pa is i 20-30 min.

Varje mikrocentrifugror virmechockas i 42°C i 30-60 sekunder (45 s &r optimalt)

. Roren placeras aterigen pa is i 2 min.

250 pl LB-media (utan antibiotika) tillsitts och cellerna tillats vdxa i en 37°C
skakinkubator i 45 min.

. Blandningen med de transformerade cellerna placeras pa en eller flera LB-agarplattor

innehallande Ampicillin (100 mg/1) och inkuberas Gver natt.

"Bacterial Transformation. Addgene. URL: https://www.addgene.org/plasmid-protocols/bacterial-
transformation/

2Transformation of competent E.coli cells with plasmid DNA. EMBL, European Molecular Biology
Laboratory. URL: https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/cloning/transformation/
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BilagaJ Genuttryck

Foljande protokoll har hdamtats fran ett protokoll fran Boddylab kallat Gene expression in
and protein extraction from E. coli'3.

J.1 Material

1. LB-media innehallande Ampicillin (100 mg/1)
2. IPTG

3. Lysis buffert (100 mM natriumfosfat, 300 mM NaCl, 10 vikt-% glycerol, 1 pg/ml
lysozym, 1 pg/ml pepstatin A, 1-2 pg/ml leupeptin, pH 8.0)

J.2 Metod

Cellerna forvaras hela tiden pa is.

1. Cellerna odlas 6ver natt genom att 10 ml LB-media inokuleras med en koloni och
inkuberas 1 37°C 1 en skakinkubator vid 180 rpm.

2. Nytt LB-media inokuleras med 0.5 vikt-% av den tidigare kulturen och cellerna
tillats tillvixa vid 37°C i en skakinkubator vid 180 rpm.

3. Nir ODg(p=0.3-0.6 induceras proteinuttrycket med hjilp av IPTG (slutkoncentration
0.5 mM) och cellerna skakinkuberas vid 30°C tills expressionen dr maximal (ca 4
h).

3Gene expression in and protein extraction from E. coli. Boddylab. URL: http://www.boddylab. ca/fi-
le/Gene_expression_and_protein_extraction.pdf
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K Proteinextraktion och 6x His-tag proteinrening

Bilaga K Proteinextraktion och 6x His-tag proteinrening

Foljande protokoll dr baserat pa Invitrogens kit Ni-NTA Purification System'?.

K.1.1 Material, Extraktion

1. Native Binding buffert
2. Lysozym
3. RNas A (10 pg/ml)

4. DNas I (5 pg/ml)

K.1.2 Metod, Extraktion

1. Cellerna skordas genom att 50 ml odling centrifugeras 5000 rpm i 5 min.
2. Cellerna resuspenderas i 8 ml Native Binding buffert.
3. 8 mg lysosym tillsitts och 16sningen inkuberas pa is i 30 min.

4. Losningen ultraljudsbehandlas med hog intensitet, sex ganger, 10 sekunder varje
gang och tillats vila pa is i 10 sekunder mellan varje behandling. Behandlingen sker
med hjélp av en Sonicator utrustad med microtip.

5. Om lysatet dr valdigt viskost tillsdtts RNas A (10 pg/ml) och DNas I (5 pg/ml) och
16sningen inkuberas pa is i 10-15 min.

6. Lysatet centrifugeras 3000 x g i 15 minuter for att pelletera cellresterna och super-
natanten flyttas till ett rent ror.

7. 5 pul av lysatet avldgsnas for att koras 1 SDS-PAGE.

K.2.1 Material, Proteinrening

1. Forberedd Ni-NTA reningskolonn
2. Native Wash buffert

3. Native Elution buffert

Y“Ni-NTA Purification System. Invitrogen. URL: http//tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/
ninta_system_man.pdf
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K Proteinextraktion och 6x His-tag proteinrening

K.2.2 Metod, Proteinrening

1. 8 ml lysat tillsétts till en forberedd reningskolonn.
2. Proteinet lats binda till kolonnen i 30-60 minuter pa en skakplatta.

3. Hartset tillats sedimentera genom centrifugering pa lag hastighet (800 x g) och
supernatanten avlidgsnas forsiktigt for att sparas vid 4°C och sedan koras i en SDS-
PAGE.

4. Kolonnen tvittas med 8 ml Native Wash buffert, hartset tillats sedimentera genom
centrifugering pa lag hastighet (800x g) och supernatanten avldgsnas forsiktigt for
att sparas vid 4°C och sedan koras i en SDS-PAGE.

5. Steg 4 upprepas 3 ganger till.

6. Kolonnen monteras sa att den hela tiden halls uppritt och locket i nedre @ndan
tas bort. Proteinet elueras med 8-12 ml Native Elution buffert, fraktioner om 1 ml
samlas och dessa analyseras sedan med SDS-PAGE.
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Bilaga . SDS-PAGE

Foljande protokoll baseras pa protokoll frén Assay-Protocol kallade SDS-PAGE" och
PAGE staining'®.

L.1.1 Material, Separating gel

For material se Tabeller L.2, .3, L.4 och L.5

L.1.2 Material, Coomassie staining

For material se Tabeller L.6 och L.7

L.2.1.1 Metod, Separating gel

1. Gjutningsramarna forbereds genom att tva glasplattor fists i gjutningsramarna som
placeras i gjutningshallaren.

2. Gellosningen forbereds enligt Tabell L.2 och blandas noggrant men forsiktigt.

3. En limplig médngd av 16sningen (se Tabell L.1) pipetteras ner i springan mellan de
tva glasplattorna.

4. For att ovre kanten av gelen ska bli horisontell fylls resten av gjutningsramen med
vatten.

5. Gelen tillats sedan stelna i 20-30 min.

L.2.1.2 Metod, Stacking gel

1. Vattnet ovanpa Separating gelen hills av.

2. Stacking gel forbereds enligt Tabell L.3 och pippeteras i ovanpa Separating gelen
tills vétska rinner over.

3. Den brunnformande kammen sitts i gjutningsramen och gelen tillats stelna i 20-30
minuter.

5SDS-PAGE preparation and protocol. Assay-Protocol. URL: http://www.assay-protocol.com
/molecular-biology/electrophoresis/denaturing-page

PAGE  staining. Assay-protocol. URL: http://www.assay-protocol.com/index.php?page=PAGE-
staining
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L SDS-PAGE

L.2.1.3 Metod, SDS-PAGE

1. Det kontrolleras att gelen &r helt stelnad och kammen tas ur.

2. Glasplattorna flyttas fran gjutningsramen och placeras i apparaturen.

3. Den inre kammaren fylls med Running buffert (se Tabell L.5) tills den svimmar

over och bufferten nar ritt niva i den yttre kammaren.

4. Proven blandas med sample buffer (se Tabell L.4) och hettas upp i kokande vatten 1

5-10 min.

5. Den forsta brunnen laddas med en molekylviktsstege och direfter laddas proven 1

de resterande brunnarna.

6. Locket monteras pa apparaturen och stromkéllan kopplas pa.

7. En lamplig spianning stélls in, exempelvis 180 V och gelen kors tills den nedersta

delen av molekylviktsstegen nar botten av gelen.

L.2.2 Metod, Coomassie staining

1. Gelen ldggs i en behallare, ticks med Staining solution forberedd enligt Tabell L.6

och placeras pa en skakplatta i 20-30 min.

2. Losningen byts ut mot Destaining solution forberedd enligt Tabell L.7 och placeras

aterigen pa skakinkubatorn i 20-30 min.

3. Steg tva upprepas 3-5 ganger tills banden i gelen blir klara och den blaa bakgrunds-

fargen dr sa gott som borta.

Tabell L.1: Geltjocklek.

Geltjocklek | Volym stacking gel | Volym separating gel
0.75 mm 2 ml 4 ml
1.0 mm 3ml 6 ml
1.5 mm 4 ml 8 ml
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L SDS-PAGE

Tabell L.2: 10 ml Separating gel. Notera att Ammoniumpersulfat och TEMED maste
tillséttas precis fore anviandning.

Procent akrylamid 10 %

H,O 3.8 ml
Akrylamid/Bis-akrylamid (30%/0.8% w/v) | 3.4 ml
1.5 M Tris (pH=8.8) 2.6 ml

10 % (w/v) SDS 0.1 ml

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat 100 pl
TEMED 10 pl

Tabell L.3: 5 ml Stacking gel. Notera att Ammoniumpersulfat och TEMED maste till-
séttas precis fore anvandning.

H,O 2.975 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.25 ml
10 % (w/v) SDS 0.05 ml
Akrylamid/Bis-akrylamid (30%/0.8% w/v) | 0.67 ml
10 % (w/v) Ammoniumpersulfat 0.05 ml
TEMED 0.005 ml
Tabell L.4: 5x Sample buffert
10 % (W/v) SDS
10 mM [-mercaptoetanol
20 % (v/v) Glycerol
0.2M Tris (pH=6.8)
0.05 % (w/v) | Bromophenolblue

Tabell L.5: 1x Running buffert

25 mM Tris-HCl
200 mM Glycin
0.1 % (w/v) SDS

Tabell L.6: Staining solution

0.3 % (w/v) | Coomassie Brilliant Blue R-250
45 % (vIv) Metanol
10 % (v/v) Vattenfri édttiksyra

45 % Destillerat vatten

Tabell L.7: Destaining solution

20 % (v/v) Metanol
10 % (v/v) | Vattenfri dttiksyra
70 % Destillerat vatten
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Bilaga M Bradfordanalys

Foljande protokoll ir baserat pa produktbladet fér Bradfordreagenset!”.

M.1 Material

1. Bradfordreagens

2. BSA proteinstandard (2 mg/ml)
3. Native Elution buffert

4. Kyvetter

5. Prov med okénd proteinkoncentration

M.2 Metod

0.1 ml av 0.1-1.4 mg/ml proteinprov anvénds.

1. Bradfordreagensen blandas forsiktigt och virms till rumstemperatur.

2. Proteinstandarder med ldmplig koncentration forbereds enligt tabell M. 1

Tabell M.1: Visar exempel pa standardanalys. Nummer 6 representerar ett okidnt prov
med 2x spadning. Denna spddning kan dndras beroende pa vilken proteinkoncentration
provet forvéntas ha.

Nummer | Prov (ml) | [BSA] protein (mg/ml) | Bradford-reagens
1 0.1 0 3
2 0.1 0.25 3
3 0.1 0.5 3
4 0.1 1.0 3
5 0.1 1.4 3
6 0.1 Okind 3

3. Nir Iosningar forberetts enligt Tabell M.1 vortexas roren for att blanda 16sningen
ordentligt.

4. Proven inkuberas sedan i rumstemperatur i 5-45 min.

Y Product information, Bradford Reagent. Sigma-Aldrich. URL: https://www.sigmaaldrich.com/
content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/b6916bul.pdf
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M Bradfordanalys

5. Proven flyttas over till kyvetter och absorbans miits vid 595 nm. Absorbansen for
alla prov maste mitas inom 10 minuter och den sista absorbansen maste métas inom
60 minuter fran det att proven forbereddes.

6. De prov med kinda koncentrationer anvinds for att producera en standardkurva
(Absorbans mot [BSA]) och utifran den bestims proteinkoncentrationen i det okdnda
provet.
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Bilaga N Detektion av aktivitet

Foljande protokoll dr baserat pa artikeln ”Enzymatic degradation of lignin-carbohydrate

complexes (LCCs): Model studies using a fungal glucuronoyl esterase from Cerrena unicolor”'®

N.1 Material

1. Bensyl-D-glucuronat
2. Upprenat enzym
3. HC1 (0,5 M)

4. Milli-Q vatten

N.1 Metod

1. Bensyl-D-glucuronat 16ses upp 1 milli-Q vatten och spides till en koncentration av
30 mM.

2. Losningens pH justeras till 6 med 0,5 M HCl.

3. 1 ml bensyl-D-glucuronat (30 mM) siitts till ett 1,5 ml Eppendorfror.
4. Enzymet pipetteras ned i 16sningen.

5. Losningen inkuberas i1 30°C 1 48 h.

6. Prover tas efter 2, 18 och 48 h och analyseras med HPLC for fenol.

18C. d’Errico et al. ”Enzymatic degradation of lignin-carbohydrate complexes (LCCs). Model studies
using a fungal glucuronoyl esterase fron Cerrena Unicolor”. 1:Biotechnology and Bioengineering 0. ISSN:
1097-0290.
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Bilaga O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter

renstryk

Tabell O.1: Sammanstillning av alla renstrykta faltprover. Alla renstrykningar gjordes av

sporldsningar.

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

Renstrykning av barkprovet odlat pa ALLS i rumstemperatur, fran vita sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre kolonier, sammanvixta kanter.
Vita och fluffiga med, cirka 1 cm
in, en ring (cirka 0,5 cm bred)
med gula och vita sporer. Fluffig i
mitten.

Tre kolonier, gragrona
ojamnt utspridda i yttre kant.

sporer,

Tre kolonier. Téta, platta, genom-
skinliga ndtverk med sma vita
flagor inom 0,5 cm.

Tre kolonier. Glesa vita nitverk
som véxer platt, med vita/ljusgrona
flagor jamnt utspritt inom en 2 cm
radie fran koloniernas mitt.

Tre kolonier. Otydliga, tita, platta
nitverk.

5cm

3 cm

5cm

3 cm

3 cm

30, glukos

30, agar

30, ALLS

30, LiB

30, AL

Renstrykning av svampprovet, odlat pa ALLS i rumstemperatur, fran mycel

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

5 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre kolonier. Vitt/ljusrosa mycel,
ganska tit.

Otydliga kolonier, helt samman-
vuxna. Tunt, genomskinligt mycel
som tidcker hela plattan.

Tva kolonier. Tunt, genomskinligt
mycel, vildigt lite vitt fluff som ar
koncentrerat i mitten av kolonierna.

Tre kolonier, sammanvixta kanter.
Titt, genomskinligt mycel. Lite vitt
fluff i mitten av kolonierna.

Tre kolonier. Tunt, genomskinligt
mycel med tunt vitt fluff jamnt
utspritt over kolonierna.

2-3cm

Hela

plattan

4 cm

4 cm

4 cm

, 12.1,
glukos

12.1, agar
12.1,
ALLS

12.1, LiB

12.1, AL
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium | Tillvixt | Utseende Diameter | Namn
Glukos | 20 dagar | Tre kolonier. Vit/beige mycel. 2-3cm 12.2,
glukos
Agar 7 dagar | Tre kolonier. Titt, genomskinligt | 3-4 cm 12.2, agar
mycel.
ALLS 7 dagar | Tre kolonier. Tdta, genomskinliga. | 3 cm 12.2,
Lite vitt fluff i centrum av en koloni. ALLS
LiB 7 dagar | Tre kolonier. Tatt, genomskinligt | 3 cm 12.2, LiB
mycel. Helt platta.
AL 7 dagar | Tre kolonier. Titt, genomskinligt | 3 cm 12.2, AL
mycel. Lite vitt fluff jamnt utspritt
over tva kolonier.
Glukos | 5 dagar | Tre kolonier. Vit/beige mycel at det | 3 cm 12.3,
lite luftigare hallet. glukos
Agar 7 dagar | Tunt, genomskinligt, ganska titt | Hela 12.3, agar
mycel som tdcker hela plattan. plattan
ALLS 7 dagar | Tva kolonier. Tunt, genomskinligt, | 3 cm 12.3,
tdtt mycel. ALLS
LiB 7 dagar | Tom, inget har hént. - 12.3, LiB
AL 7 dagar | Tva kolonier. Glest, tunt, vitt fluff, | 3 cm 12.3, AL
mest 1 centrum av kolonierna.

Renstrykning av jordprovet (100x spiddning), odlat pa LiB i rumstemperatur, fran

vita sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

6 dagar

7 dagar

11 dagar

7 dagar

Fem kolonier, varav tvad sma.
Tydligt vitt nédtverk. Platta. Vit flick
1 mitten.

Tre kolonier. Tydliga, platta, tita,
genomskinliga nitverk.

Tre kolonier. Vitt pulver men
gronaktiga 1 mitten och mycel i
kanterna.

Tre stora kolonier. Téta, platta,
genomskinliga, tydliga nétverk, vita
filt inom 0,5 cm radie fran koloni-
ernas mitt. Tio sma kolonier.

2 cm (1
cm sma)

5-6 cm

2-3 cm

2 cm (sma
0,5 cm)

23, glukos

23, agar

23, ALLS

23,LiB
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

AL

11 dagar

Sju kolonier, Tre ursprungliga och
fyra utdver. Ser ut som lager
med vitt pulver. De sma vixer
utefter kanterna och runt en av de
ursprungliga kolonierna.

2-3 cm

23, AL

Renstrykning av barkprovet odlat pa LiB i rumstemperatur,

fran grona sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre kolonier, otydliga Kkanter.
Fluffig ldngs kanterna med tre
ringar (0,5 cm breda) med vita och
gula sporer.

Tre kolonier, morkgrona sporer,
ojamnt utspritt i yttre kant.

Tre kolonier. Otydliga, tita, genom-
skinliga nitverk. Sma vita prickar
jamnt utspritt.

Tre kolonier. Glesa vita nitverk
som till viss del vixer upp som fluff.
Vita flickar inom 1,5 cm radie fran
koloniernas mitt.

Tre kolonier. Otydliga nédtverk med
vita flagor 1 mitten - dessa dr tydli-
gast i en av kolonierna och finns
knappt i en annan.

5cm

3 cm

2 cm

3cm

3 cm

26, glukos

26, agar

26, ALLS

26, LiB

26, AL

Renstrykning av svampprovet odlat pa LiB i rumstemperatur, fran mycel

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

22 dagar

22 dagar

22 dagar

Tre kolonier, tydliga beiga nitverk.
Vixer vitt fluff uppat, tydligast i
mitten.

Tre kolonier, svara att se, endast
natverk.

Vitt fluff, jimnt spritt (glest) dver
hela plattan.

Vitt fluff, jimnt spritt (glest) dver
hela plattan.

Tomt, inget har hént.

3cm

3-4cm

Hela
plattan

Hela
plattan

2, glukos

2, agar

2, ALLS

2, LiB

2, AL

Renstrykning av rotprovet odlat pa AL i rumstemperatur, fran grona sporer
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Fem kompakta kolonier, varav tva
ar sma. Vita, med vitt fluff i mitten.

Tre kolonier. Mestadels mycel
men dven sporer. Vixt lings med
plattan. Tétare i mitten av kolonin.

Tre kolonier. Vita natverk, lite fluf-
figa, med sporer ut fran centrum.
Gronaktiga i centrum och 1 ett band
0,5 cm ut fran koloniernas centrum.

Tre kolonier. Vita nitverk, lite fluf-
figa, med sporer ut fran centrum.
Gronaktiga i centrum och i ett band
0,5 cm ut fran koloniernas centrum.

Tre kolonier. Vitt nitverk med
sporer ut fran centrum. Gronaktiga
1 centrum och i ett band 0,5 cm ut
fran koloniernas centrum.

1cm

2-3 cm

3 cm

3 cm

3 cm

5, glukos

5, agar

5, ALLS

5, LiB

5, AL

Renstrykning av bark

provet odlat pa AL i rumstemperatur, fran grona sp

orer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre otydliga kolonier, samman-
vixta. Mestadels vita sporer men
dven vissa gula i 1 cm breda band
langs koloniernas kanter. Grumlig
agar.

Tre kolonier, ljusgrona sporer i yttre
kant.

Tre kolonier. Titt natverk, lite vita
prickar mot och i centrum.

Tre kolonier. Glest nitverk. Lite
fluffiga bitar och gronvita klumpar,
ganska utspridda.

Tre kolonier. Titt nédtverk, mycket
vita prickar mot och i centrum.

5cm

3 cm

3 cm

3-4 cm

25, glukos

25, agar

25, ALLS

25, LiB

25, AL

Renstrykning av trdprovet, odlat pa AL i rumstemperatur, av grona sporer

Glukos

6 dagar

Tre kolonier. Klara vita sporer som
inte vixt samman. Finns dven lite
ljusare vita sporer runt cirklarna.

3-4 cm

14, glukos
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium | Tillvixt | Utseende Diameter | Namn
Agar 6 dagar | Tre kolonier, otydliga for blotta | 3-4 cm 14, agar
Ogat, endast mycel syns. Enstaka

gra sporer syns.

ALLS 11 dagar | Tre kolonier. Vildigt svaga med lite | 2-3 cm 14, ALLS
vitt i mitten.

LiB 7 dagar | Mycket glesa vita nidtverk som till | 5 cm 14, LiB
viss del vixer uppat som fluff.
Enstaka vita flagor, jamnt utspritt.

AL 11 dagar | Tre kolonier. Svart att se mycel. | 3 cm 14, AL

Lite vita sporer i centrum av kolo-
nierna.

Renstrykning av svampprov, odlat pa AL i rumstemperatur,

av morkgra sporer

Glukos | 6 dagar | Tre kolonier, tydligt beiga nétverk. | 3 cm 16, glukos
Vitt fluff som véxer uppat, tydligast
1 mitten.

Agar 6 dagar | Tre kolonier. Mestadels mycel, lite | Hela 16, agar
svart att se, har vixt ihop helt och | plattan
tacker hela plattan.

ALLS 22 dagar | Vildigt otydliga kolonier. Vitt tunt | Hela 16, ALLS
fluff, jimnt spritt (glest) over hela | plattan
plattan.

LiB 22 dagar | Tre kolonier. Vitt fluff, jimnt spritt | 4 cm 16, LiB
(glest) over alla kolonier.

AL 22 dagar | Tomt, inget har hint. - 16, AL

Renstrykning av jordprov (100x spddning), odlat pa ALLS i 30°C, i av vita sporer

Glukos | 6 dagar | Tre klara kolonier. Mycel runten vit | 2-3 cm 6, glukos
spor-cirkel 1 mitten (0,5 cm bred).

Agar 7 dagar | Tre kolonier. Tydliga, tita, platta, | 5 cm 6, agar
genomskinliga nétverk.

ALLS 11 dagar | Tre klara kolonier med massa | 2-3 cm 6, ALLS
mindre runt om. Vitt pulver i
centrum och mycel runt.

LiB 11 dagar | Tre klara kolonier med massa | 3 cm 6, LiB

mindre runtomkring, utspridda dver
hela plattan. Vildigt klart vitt i
centrum med mycel runt.
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium | Tillvixt | Utseende Diameter | Namn

AL 11 dagar | Sju kolonier, varav tre ursprungliga. | 3 cm 6, AL
Vissa vixter ihop och dr mindre.
Tunt vitt pulver med mycel.

Renstrykning av rotprovet odlat pa ALLS i rumstemperatur, fran mycel

Glukos | 6 dagar | Tre kolonier. Vita och fluffiga. | 3-4 cm 31, glukos
Tétare 1 mitten.

Agar 6 dagar | Tre kolonier. Vildigt tunna, svara | 2-3 cm 31, agar
att se och mestadels mycel.

ALLS 22 dagar | En koloni. Tatt mycel. Vixer i | 4-5cm 31, ALLS
kanten av plattan.

LiB 22 dagar | Tom, inget har hént. - 31, LiB

AL 22 dagar | Tom, inget har hént. - 31, AL

Renstrykning av barkprovet odlat pa ALLS i 30°C, fran vita sporer

Glukos | 6 dagar | Tre kolonier, sammanvixta. Vita | 4 cm 10, glukos
och nagra fa gulaktiga sporer
langsmed koloniernas kanter, cirka
1 cm breda band.

Agar 6 dagar | Tre kolonier, ljusgrona sporer i yttre | cirka. 3 | 10, agar
kant. cm

ALLS 7 dagar | Tre kolonier. Tatt ndtverk, nagra | 3-4 cm 10, ALLS
enstaka vita prickar i centrum.

LiB 7 dagar | Tre kolonier. Glesa, vita nitverk | 3 cm 10, LiB
med sporer. Lite fluffiga.

AL 7 dagar | Tre kolonier. Tétt néitverk, manga | 3 cm 10, AL
vita prickar vid och i centrum.

Renstrykning av triprovet odlat pa ALLS i 30°C, fran vita sporer

Glukos | 6 dagar | Tre sammanvixta kolonier. Vitaoch | 5 cm 20, glukos
gula sporer, mestadels lings koloni-
ernas kanter. Grumlig agar

Agar 6 dagar | Tre kolonier, vita/ljusgrona sporer i | 3-4 cm 20, agar
yttre kant.

ALLS 7 dagar | Tre kolonier. Glest nétverk. 3-4cm 20, ALLS
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

LiB

AL

7 dagar

7 dagar

Tre otydliga kolonier. Glest
nitverk, mycket vitt fluff 1 mitten.
Vissa med lite gronaktig ton.
"Klumpar av dessa".

Tre kolonier. Glest nitverk, mer vitt
och fluffigt i centrum.

3-4 cm

3 cm

20, LiB

20, AL

Renstrykning av tickprovet odlat pa ALLS i 30°C, fran vita

sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre kolonier, ndstan sammanvéixta.
Vita (och gula inslag) tydliga
sporer. Tidcker inte riktigt hela
plattan.

Tre kolonier, enstaka gronaktiga
sporer som bildar en gles ring i
kolonins kanter.

Tre kolonier. Svagt vita nétverk,
sma vita flagor i mitten av koloni-
erna.

Tre kolonier. Ljusgrona flackar i en
ring.

Tre kolonier. Otydliga nitverk med
kompakt vit flick 1 mitten.

4-5 cm

Scm

2,5 cm

2 cm

2 cm

19, glukos

19, agar

19, ALLS

19, LiB

19, AL

Renstrykning av jordprovet (100x spiddning), odlat pa LiB i rumstemperatur, fran
grona sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre otydliga kolonier, dvervuxen
platta. Vita och fluffiga ldngs
kanterna med tre ringar (cirka 1
cm breda) med vita och nagra gula
kolonier. Grumlig agar.

Tre kolonier, vita/ljusgrona sporer i
yttre kant, jimt utspridda.

Tre kolonier. Tydliga, tita, platta,
genomskinliga nitverk.

Tre kolonier. Glesa, vita nitverk
med vissa delar som vixer uppat
som fluff. Stora vita flagor inom 2
cm radie fran koloniernas mitt.

Scm

2-4 cm

4 cm

4 cm

17, glukos

17, agar

17, ALLS

17, LiB
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

AL

7 dagar

Tre kolonier. Otydliga, tita, genom-
skinliga nitverk. Vita sma flagor
inom 1 cm radie fran koloniernas
mitt, framst 1 mitten.

3 cm

17, AL

Renstrykning av rotprovet odlat pa LiB i 30°C, fran grona s

porer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

7 dagar

11 dagar

7 dagar

11 dagar

Atta kolonier dir tre ir de droppar
vi placerade och séd finns det fem
stycken till kanten av plattorna.
Tydligt vita med lite gulorange
mitten.

Tre kolonier. Tydliga genomskin-
liga nitverk, med gratt falt (0,5 cm)
1 mitten.

Tre kolonier. Ser ut som tunt vitt
pulver med mycket mycel som
sticker ut fran koloniernas centrum.

Tre kolonier. Vitt ndtverk som till
viss del vixer som fluff uppat. Gratt
filt 1 mitten (0,5 cm).

Tre kolonier. Tunt vitt pulver med
hogt utstickande mycel. Tydligare
pulverboll 1 mitten.

2-3 cm
(sma 1-2
cm)

4 cm

3 cm

1,5 cm

3 cm

1, glukos

1, agar

1, ALLS

1, LiB

1, AL

Renstrykning av bark

provet odlat pa LiB i 30°C, fran grona sporer

Glukos

ALLS

LiB

AL

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre kolonier med sammanvixta
kanter. Vita fluffiga kanter och,
cirka 1 cm in, en ring (cirka 0,5 cm
bred) med gula och vita sporer. Tom
1 mitten.

Tre kolonier. Tatt niatverk. Ganska
manga vita prickar i och mot
centrum.

Tre kolonier. Glesa, vita nitverk.
Vita flagor jamnt utspridda.

Tre kolonier. Otydliga néitverk. Sma
flagor inom 1 cm radie fran koloni-
ernas mitt.

Scm

3-4cm

2 cm

2 cm

13, glukos

13, ALLS

13, LiB

13, AL
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O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium | Tillvdxt | Utseende Diameter | Namn

Renstrykning av traprovet odlat pa LiB i 30°C, fran grona sporer

Glukos 6 dagar | Tre kolonier, sammanvixta kanter. | 5 cm 18, glukos
Vita och fluffiga med, cirka 1 cm in,
en ring (cirka 1,5 cm bred) med vita
och gula kolonier.

Agar 6 dagar | Tre otydliga kolonier. Fa vita | 1.5-2cm | 18, agar
sporer, ojamnt utspridda i1 yttre
kant.

ALLS 7 dagar | Tre kolonier. Otydliga, tita, platta | 2 cm 18, ALLS
nitverk.

LiB 7 dagar | Tre kolonier. Glesa vita nitverk | 2 cm 18, LiB
med vita flagor inom 1,5 cm radie
fran koloniernas mitt.

AL 7 dagar | Tre kolonier. Otydliga, téta, platta | 2 cm 18, AL
nitverk.

Renstrykning av barkprovet odlat pa AL i 30°C, fran grona sporer

Glukos | 6 dagar | Tre kolonier, stora flickar med | 3 cm 4, glukos
vita/gula sporer 1 yttre kant.
Grumlig agar.

Agar 6 dagar | Tre kolonier, ljusgrona sporeri yttre | 2 cm 4, agar
kant.

ALLS 7 dagar | Tre kolonier. Ndtverk med sma vita | 3 cm 4, ALLS
prickar i mitten.

LiB 7 dagar | Tre kolonier. Vita nitverk, vita | 2 cm 4, LiB
flagor jamnt utspridda i en ring
(cirka 1 cm bred).

AL 7 dagar | Tre kolonier. Otydliga nidtverk med | 3 cm 4, AL
sma vita flagor, framst i mitten men
dven inom en radie pa 1 cm.

Renstrykning av triprovet odlat pa AL i 30°C, fran gréna sporer

Glukos 6 dagar | Tre kolonier, sammanvixta kanter. | 5-6 cm 28, glukos

Vitt fluff ldngs de yttersta kanterna
och, 1 cm in, en ring (1 cm bred)
med gula kolonier. Ganska tomma i
mitten, bara enstaka vita kolonier.

XXXI




O Beskrivningar av svampkoloniernas utseende efter renstryk

Fortsittning pa tabell O.1

Medium

Tillvaxt

Utseende

Diameter

Namn

ALLS

LiB

AL

11 dagar

7 dagar

11 dagar

Tre kolonier. Glest nitverk, mer vitt
1 mitten som &r sporer.

Tre otydliga kolonier. Vitt fluff nira
kanterna, vita och gronvita prickar
utspridda i kolonierna.

Tre otydliga kolonier. Glest
nitverk, ganska mycket vita sporer
1 mitten och ganska centrerat.

3 cm

4 cm

3 cm

28, ALLS

28, LiB

28, AL

Renstrykning av tickprovet odlat pa AL i 30°C, fran grona sporer

Glukos

Agar

ALLS

LiB

AL

6 dagar

6 dagar

7 dagar

7 dagar

7 dagar

Tre otydliga kolonier, samman-
vixta. Vita sporer jamnt utspridda
1 1,5 cm band runt yttre kant.
Grumlig agar.

Tre kolonier. Mestadels mycel,
nistan ihopvixta kanter och tédcker
didrmed néstan hela plattan.

Tre kolonier. Téta, platta, genom-
skinliga, tydliga nitverk.

Tre kolonier. Vita glesa nitverk
med viss tendens att vixa uppat
som fluff. En koloni har stora vita
flagor.

Tre kolonier. Téta, platta, genom-
skinliga, tydliga nitverk, vita filt
inom 0,5 cm radie fran koloniernas
mitt.

5cm

5-6 cm

4 cm

3 cm

3 cm

9, glukos

9, agar

9, ALLS

9, LiB

9, AL
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P Foton av renstrykta kolonier

Bilaga P Foton av renstrykta kolonier

Hir presenteras alla bilder pa de tre olika ligninplattorna, glukosplattorna och agarplat-
torna som de svampprover som valdes ut for vidare studering inokulerades pa.

Figur P.1: Svampprov 1 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.2: Svampprov 2 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.3: Svampprov 4 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.4: Svampprov 5 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.5: Svampprov 6 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.6: Svampprov 9 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

e

Figur P.7: Svampprov 10 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.8: Svampprov 12.1 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.9: Svampprov 12.2 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.10: Svampprov 12.3 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.11: Svampprov 13 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, ALLS, LiB och AL.

Figur P.12: Svampprov 14 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.13: Svampprov 16 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.14: Svampprov 17 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, tom agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.15: Svampprov 18 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

-

Figur P.16: Svampprov 19 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.17: Svampprov 20 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.18: Svampprov 23 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.19: Svampprov 25 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.

Figur P.20: Svampprov 26 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

gﬁ"--’ :

Figur P.21: Svampprov 28 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, ALLS, LiB och AL.

Figur P.22: Svampprov 30 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vinster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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P Foton av renstrykta kolonier

Figur P.23: Svampprov 31 renstruken pa de olika plattorna. Fran hogst upp till vénster:
Glukos, agar, ALLS, LiB och AL.
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Q Plasmidsekvens, aminosyrasekvens och for E. coli kodonoptimerad
nukleinsyrasekvens for DICSQDRAFT_107426

Bilaga Q Plasmidsekvens, aminosyrasekvens och for E.

coli kodonoptimerad nukleinsyrasekvens for DI-
CSQDRAFT_107426

Plasmidsekvens erhallen fran Joakim Norbeck, institutionen for biologi
och bioteknik pa Chalmers tekniska hogskola.

CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAA
TCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATC
AAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAG
TCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTA
TCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGG
TCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAA
AGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCG
CGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCAT
TCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTT
CGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTT
GGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG
AGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC
CCCGAGCTCGGATCCCTGCAGTCTAGAGAATTCCTCGAGATCCCGGACACCA
TCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGA
GTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAG
AGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCAG
CCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCT
GAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTT
GCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATT
GTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGT
CGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATC
TTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCA
GGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTT
GATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACG
GTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCG
CGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGG
CTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGA
AGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAAT
GAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGG
GCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTC
GGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTA
ACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGC
TTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCG
TCTCACTGGTGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCT
CTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG
ACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTC
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Q Plasmidsekvens, aminosyrasekvens och for E. coli kodonoptimerad
nukleinsyrasekvens for DICSQDRAFT_107426

ATTAGGCACCGTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTG
AGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA
AATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCG
CTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGA
ATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTT
CCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATC
AGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGC
AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAA
AGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCA
CAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAG
ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCT
TTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA
AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATC
CGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTG
GCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCT
ACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTA
TTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTA
GCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTG
CAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGAT
CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT
TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAA
AATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAG
TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTT
CATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGG
CTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCG
GCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGA
AGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGA
AGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATT
GCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAA
AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCA
GTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCC
ATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATA
ATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTC
TTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATG
TAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGT
TTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAA
GGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG
AAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCA
C
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Q Plasmidsekvens, aminosyrasekvens och for E. coli kodonoptimerad
nukleinsyrasekvens for DICSQDRAFT_107426

Aminosyrasekvens DICSQDRAFT_107426

MHFFASVTVAFALLQVALSQEHSPVWGQCGGIEWSGATSCVAGSTCTVVNPYY
SQCLPAVASPTTTSVPTSTPPSVPAACSTPSTVSNFSNSALPDPFLFDDGTPVTTV
DDWSCRRAQILALVQGYEAGALPGKPSSLAGTLTTSGNTSTLSITASNNDTSITF
EPTITFPSGDPPAGGWPLVIVYDSPSLPIPSGIATMIYSNSQMAQQNDQSSRGVGL
FYDLFGQNATASAMTAWAWGVSRIIDVLEQTPSANINTQKIAVTGCSRDGKGA
LMAGALEPRIALTIPQESGSGGDTCWRLSLFEQEQGSDVQTATEIVQENVWFEST
NFANYVDDLNALPYDHHLLAALIAPRPMISFENTDVVWLSPMSAFGCMSAAHT
VWEALSIADFHGFEQVGGHQHCAWPSSLTPQLNAFFDRFLLGQNVSTDFFATN
DEFNGVTWTPSQWINWTTPTLN

Nukleotidsekvens DICSQDRAFT_107426, kodonoptimerad for E. coli

ATGCACTTCTTTGCGTCGGTAACCGTCGCATTCGCACTGCTGCAGGTGGCGT
TAAGCCAGGAACATTCTCCGGTTTGGGGGCAGTGCGGTGGCATTGAATGGA
GTGGTGCCACCTCCTGTGTCGCAGGAAGCACTTGTACCGTGGTGAACCCGTA
TTATTCTCAGTGTCTGCCAGCTGTCGCATCACCAACGACGACCTCTGTTCCTA
CTAGCACCCCGCCGAGCGTGCCTGCCGCATGTAGCACCCCGAGCACCGTGA
GTAACTTCAGTAATTCAGCCCTGCCTGATCCGTTTCTGTTCGACGATGGCAC
ACCGGTAACTACTGTGGACGACTGGAGTTGTCGCCGCGCGCAGATCCTGGC
ACTCGTTCAGGGCTATGAAGCTGGAGCTCTGCCCGGTAAACCGAGCAGCCTT
GCGGGTACCTTAACGACGTCTGGAAACACGTCGACTTTGAGCATTACCGCAT
CAAATAATGACACCAGCATTACCTTTGAACCAACGATTACCTTTCCGAGTGG
TGATCCACCTGCGGGAGGTTGGCCGCTGGTTATCGTGTACGATTCCCCGAGC
CTGCCGATTCCGAGTGGTATCGCGACCATGATTTATAGCAACTCACAGATGG
CTCAGCAGAATGACCAGAGTTCGCGTGGAGTCGGCCTGTTTTATGATTTATT
CGGCCAAAACGCTACGGCGTCTGCCATGACCGCGTGGGCCTGGGGCGTTTCT
CGGATCATCGACGTACTGGAGCAAACCCCGTCAGCTAATATCAACACCCAA
AAAATTGCCGTAACGGGTTGCTCCCGTGATGGGAAAGGCGCCTTAATGGCG
GGCGCACTCGAACCCCGCATTGCCCTTACTATCCCACAGGAAAGCGGTTCCG
GTGGCGATACGTGTTGGCGCCTGAGCCTTTTTGAGCAGGAGCAAGGATCCG
ATGTCCAGACGGCAACCGAAATTGTGCAGGAGAACGTATGGTTTTCCACAA
ACTTCGCCAATTACGTGGATGACCTGAACGCGCTGCCATACGATCACCACTT
ACTTGCGGCACTGATCGCCCCTCGTCCAATGATCTCTTTTGAAAACACAGAC
GTGGTGTGGTTGAGCCCGATGTCGGCATTTGGCTGTATGTCTGCTGCGCATA
CGGTGTGGGAGGCCCTGAGCATTGCGGATTTCCATGGTTTCGAACAGGTCGG
GGGCCATCAGCATTGCGCTTGGCCTTCGAGTCTGACCCCTCAGTTGAATGCG
TTTTTCGATCGTTTCCTGTTAGGCCAAAACGTTAGCACCGATTTTTTTGCGAC
CAATGATGAGTTCAACGGTGTCACCTGGACTCCGTCTCAGTGGATCAACTGG
ACGACCCCGACGCTGAAC
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