Oftast tdnker vi inte p& alla smé kryp som
lever i marken, vi ser dem inte utan forsto-
ring men om de inte fanns skulle det fd
stor betydelse. En grupp av smd maskar
som vi ska studera ndrmare i den hdr arti-
keln kallas nematoder.

Nematoder lever under mycket varierande livs-
betingelser. Vissa arter, som potatisnematoden,
ir besvirliga skadedjur. Négra tropiska arter
kan ge svira sjukdomar hos minniska. En art
av nematod anvinds ocksi foér bekimpning av
sd kallade mordarsniglar. Manga arter lever i
marken och ingdr i niringsviven tillsammans
med bland andra bakterier, hjuldjur, bjérndjur,
hoppstjirtar och kvalser. Hir beskrivs hur man
kan locka fram nematoder frin kompostjord.

Caenorhabditis elegans (C. elegans), en av de
marklevande nematoderna, ir en mycket vil-
undersdkt modellorganism. Genomet sekven-
serades redan 1997 och Nobelpriset i medicin
eller fysiologi 2002 gick till Sydney Brenner, H.
Robert Horvitz och John E. Sulston fér deras
studier av C. elegans. John E. Sulston studerade
hur varje cell utvecklas, frin den ursprungliga
befruktade dggcellen till de 959 celler som finns
i en vuxen individ. Det finns kollektioner av C. ele-
gans som innehdller stammar med ett naturligt
ursprung, sd vil som ett stort antal stammar dir
varje stam har minst en variant av de olika ge-
nerna som finns i C. elegans.
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konsbestimning och befruktning fungerar. Nir
man tar del av beskrivningen inser man hur
annorlunda det kan fungera i jimforelse med
minniskan.

C. elegans har tv3 kon i likhet med minnis-
kan, men dir slutar likheterna. Hos C. elegans
finns hermafroditer och hannar. Hermafroditer
ir modiferade honor som under ett stadium
i larvutvecklingen tillverkar och sparar sper-
mier, som sedan anvinds i ett senare skede for
att befrukta de egna dggen. Hermafroditer ir
normalt diploida, med fem par autosomer och
tvd X-kromosomer. De bildar vanligen ga-
meter som har en X-kromosom och vid be-
fruktningen bildas dirfoér avkomma med tvé
X-kromosomer. I sillsynta fall kan hannar bil-
das om en X-kromosom gir forlorad. Hannar
kan para sig med och &verféra spermier till
hermafroditer. Hannar har ocksd fem par au-
tosomer, men bara en X-kromosom. De bildar
spermier som antingen har en X-kromosom el-
ler saknar X-kromosom, lika antal av varje typ.
Detta innebir att halva antalet spermier ger
upphov till hannar.

Odling av nematoder

Nedan beskrivs hur nematoder av olika slag,
bland annat C. elegans, kan isoleras fran jord
och odlas pa agarplattor.

Mainga intressanta frigestillningar vicks
med konkret utgdngspunkt i odling av levande
nematoder. Olika jordar kan jimforas: kompost-
jord brukar ha gott om nematoder, men hur ir
det med jord frén en barrskog eller 16vskog? Var
pa plattorna befinner sig nematoderna och var-
for just dir? Kan man se skillnad pa olika ar-
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ter av nematoder? Har de yttre olikheter? Ror
de sig pd olika sitt? Hur reagerar de pd olika
smaker och lukter? Hur paverkas de av ljus och
temperatur? Vilka organismer ingdr tillsam-
mans med nematoderna i niringsvivarna i jor-
darna? Vad upptickte nobelpristagarna i medi-
cin eller fysiologi nir de studerade nematoder?
Vad forskar man pé i dag med utgéngspunkt i
nematoder? Mycket finns ocks att ta del av i
nedanstdende referenser.

Beredning av odlingsplattor

Nedan beskrivs ett medium, (Nematode Groth
Medium, NGM), som fungerar bra for isolering
av nematoder. Férdelen med detta medium ar
att lagom mycket odlade bakterier, som behévs
som mat till nematoderna, utvecklas medan
oonskade mikroroganismer frdn jordprover
himmas i sin tillvixt. En begrinsad bakterie-
vixt gor att maskarna syns bittre. Anpassa voly-
men av mediet efter behovet av odlingsplattor.

NGM-medium:
3 g NaCl
17 g agar

2,5 g pepton

975 ml H,0

5 mg/ml kolesterol i etanol (autoklavera
inte), 1 ml

1 M kaliumfosfatbuffert, pH 6.0 (108.3 g
KH,PO,, 35.6 g K,HPO,, H,O tillsitts till
1 liter), 25 ml

1M MgSO,,1 ml

IM CaCl,,1 ml

Petriskilar

E-kolv, 21

Beredning av mediet

1. Blanda 3 g NaCl, 17 g agar och 2.5 g pepton
i en tvaliters E-kolv. Tillsatt 975 ml H,O. Tack
kolvens mynning med aluminiumfolie. Auto-
klavera.

2. Kyl kolven i vattenbad (55 °C) i 15 minuter.
Tillsitt 1 ml 1M CaCl,, 1 ml 5 mg/ml koles-
terol i etanol, 1 ml 1M MgSO, och 25 ml 1M
kaliumfosfatbuffert. Blanda om.

4. Fyll petriskalar till 2/3 med l6sningen.

5. LAt girna plattorna std i rumstemperatur i
tva till tre dagar for att uppticka kontamine-
rade plattor och for att fukten ska torka. Plat-
torna ir héillbara i flera veckor om de forvaras i
en lufttat behallare i rumstemperatur.

Ympning med bakterier

Material
e E. coli
e Steril tops eller ympnal

¢ NGM-plattor

Sprid ut E.coli p3 ett begrinsat parti i mitten
av plattorna. Maskarna tillbringar mesta tiden
i bakteriemattan och om bakterierna sprids
ut till plattans ytterkanter kan maskarna kry-
pa upp pa viggarna och torka ut och do. Lt
baktriemattan vixa till i rumstemperatur éver
natten eller i 37 °C i cirka &tta timmar. Plat-
torna kan forvaras i kylskdp under nigra dagar
om férsdken inte startar omedelbart. Maskarna
trivs bist mellan 16 och 25 °C.

Isolering av nematoder fran jord

Det enklaste sittet att locka fram nematoder
fran ett jordprov ir att anvinda NGM-plattor
ympade med E.coli dir jorden liggs runt kan-
terna pa agarplattan. (Se bild féregiende sida)
Maskar som iter bakterier kryper ut frén jorden
och ut pé bakteriemattan. Nematoder som ror
sig snabbt, exempelvis C. elegans, tar sig ut pa
bakteriemattan inom inom ndgra minuter till
timmar. For att hindra spridning kan man iso-
lera plattorna med nematoder med tape eller
plastfilm och undvika att 6ppna dem efter det
att odlingen startats.

Material

e NGM-plattor ympade med E.coli

e Jord frdn kompost, eventuellt jord frin trad-
gard, 16vskog, barrskog

Metodbeskrivning

1. En agarplatta med NGM-medium med en
matta av E.coli i mitten anvinds for att odla
fram nematoder frin jord.

2. Sprid 1-2 gram jord i ytterkanten av agarplat-
tan, utanfér mattan av bakterier. Jordproverna
kan vigas for att man ska & en uppfattning om
antalet maskar per mingd jord. Fukta jorden
med 1 ml vatten.

Resultat och utvdrdering

Efter ndgra timmar upp till ndgon dag studeras
plattan i stereolupp. Maskarna kan leva i flera
dagar p4 plattan.
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