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Egenskaper hos

Halobacterium

Saltdammar vid San Francisco
Bay med rosa Haloarchaea. Organismvirlden delas in i tre grupper: bakterier, arkéer och eukaryoter. Arkérna ir nir-

Foto: Wickimedia Commons mast slikt med eukaryoterna, dit bland andra djuren, vixterna och svamparna hér. Halo-
bacterium sp. NRC-1 hor till arkéerna och som ménga arkéer klarar den att leva i extrema
miljer. Det 4r en modellorganism for arkéerna som ar vil undersoke.

Uppgiften ir att gora iakttagelser och beskriva egenskaper hos Halobacterium, som vixer
dels pa platta, dels i vitskekultur.

Sakerhet

Halobacterium ir inte patogen och det finns inte heller nagra kiinda patogener bland 6vriga
arkéer. Risken for kontamination av kulturer dr minimal eftersom cellerna endast vixer i

medium med hog salthalt. Halobacterium ir av dessa anledningar limplig for skolbruk.

Material

* Plattor med utstryk av Halobacterium

* Flytande kulturer med Halobacterium

* Stereolupp

* Mikroskop med faskontrastinstillning och 1 000 gingers forstoring, objektglas, tickglas,
* Tandpetare

* NaCl-16sning, 25%

* Mirkpenna

Utforande

1. Studera kolonier
Studera en platta i stereolupp med utstryk av Halobacterium. Jimfor utseendet av kolonier
som helst ligger vil atskilda.

Finns det nagra skillnader? Beskriv utseendet hos kolonierna.

2. Studera flytande kulturer

Studera tre olika vitskekulturer i stationirfas med Halobacterium. OBS! Skaka inte om
kolvarna utan lit dem std kvar pd binken.

Finns det nagra skillnader? Beskriv utseendet hos de tre kulturerna.
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3. Absorbansspektrum for Halobacterium

Vi har sett att kolonier av Halobacterium pd agarplattor kan ha olika firg och att dven
flytande kulturer far olika utseende om de ympas med kolonier med olika firg. Hur kan
man forklara dessa skillnader? En forklaring skulle kunna vara att cellernas innehall av firg
varierar.

Extrahera firgen frin flytande kulturer ympade med rosa, vita respektive réda Halobacteri-
um-kolonier. Se till att kulturerna har hog celltithet. De bor ha fatt vixa i minst 1,5 veckor

i 40-42 °C i skakvattenbad.

* Centrifugera helst totalt cirka 30 ml av respektive kultur (anvind eventuellt flera centri-
fugror) i cirka 8 minuter och 4 000 varv per minut. Se till att cellerna har centrifugerats
ner och att supernatanten ir klar.

» Hill av supernatanten och ror upp pelleten med cirka 0,5 ml avjonat vatten. Skaka om
och lat std nagra minuter.

* Blanda lysatet med cirka 2 ml aceton. Det ska bildas en klar, firgad vitska overst i réret.
Om vitskan dr grumlig centrifugeras roret pd samma sitt som ovan.

* Anvind 1,5 ml kvartskyvett och scanna absorbansen mellan 300 och 600 nm.

4. Studera celler i mikroskop
Gar det att se skillnad pa cellerna frin kolonier med olika firg i mikroskop?

Anvind stereolupp och vilj ut rosa, réda och vita kolonier frin en platta med utstryk av
Halobacterium. Sitt en droppe med 25% NaCl-l6sning pa si minga objektglas som antalet
kolonier du vill studera. Anvind en tandpetare for att verfora celler frin en enskild koloni
till en droppe med 25% NaCl-16sning pé ett av objekeglasen. Ligg pd tickglas. Studera
med faskontrastinstillning i 1 000 géngers forstoring med immersionsolja. Ror forsiktigt
fininstillningen och stéll in i skirpeinstillningen pa absolut bista niva.

Cellerna varierar i storlek och form, men bortsett frin detta, finns det nigon gemensam
egenskap hos cellerna som skiljer ut celler fran kolonier med olika utseende? Beskriv skill-
nader i cellernas utseende relaterat till koloniernas utseende.

5. Sammanfatta resultaten fran undersdkningarna genom att besvara fragorna:
¢ Hur kan man forklara att kolonier av Halobacterium kan vara rosa, vita och roda?

*  Hur kan man forklara att cellerna i flytande kulturer med Halobacterium som har rosa
och vit firg ldgger sig vid ytan, medan cellerna i en flytande kultur med roda celler lig-
ger sig pa bottnen?

*  Hur kan man f6rklara att kolonier med rosa och vita celler ir ogenomskinliga medan
kolonier med réda celler 4r genomskinliga?

*  Hur kan man férklara skillnaderna i utseende hos celler som man ser i mikroskop — att
vita och rosa celler skiljer sig fran roda celler?

2

Nationellt resurscentrum fér biologi och bioteknik
Bioresursdagar 14-15 november 2016
Far fritt kopieras i icke-kommersiellt syfte om kéllan anges.



Nationellt resurscentrum for
biologi och bioteknik

Kommentarer till undersékningarna

Fargvariationer

De flesta kolonier ir rosa och ogenomskinliga, men négra ir roda och genomskinliga. Det kan
ocksd finnas nagon enstaka vit, ogenomskinlig koloni. Det kan dessutom vara olika firger pa
sektorer i kolonierna.

Eleverna ska forsoka ge forklaringar till koloniernas varierande utseende. En hypotes
kan vara att det har skett en arftlig forindring i gener som styr utvecklingen av rosa firg,
si att det antingen bildas rod eller vit firg. Detta undersoker vi genom att gora ett absor-
bansspektrum.

Absorbansspektrat visar att firgsammansittningen i lysatet fran roda och rosa arkéer dr
lika. Vita arkéer ger ett avvikande spektrum utan toppar i det aktuella viglingdsomradet.
En hypotes att det har skett en genetisk forindring som péaverkat bildningen av den rosa
firgen si att en annorlunda rod firg uppstitt stimmer inte. Diremot saknar vita celler for-
madga att bilda rott pigment.

Cellernas roda firg bildas av ett komplex med rodopsin i kombination med en karotenoid,
bakterioruberin. Celler som 4r vita har forindringar i genomet som paverkar bildningen av
den rdda firgen. Forindringar sker férhillandevis frekvent eftersom transposoner forflytear
sig inom genomet och paverkar uttrycket av generna. Arkéer brukar dven ha flera uppsitt-
ningar av ringformade kromosomer. Hur manga fungerande gener det finns i kromosom-
kopiorna kan paverka totala mingden av en viss genprodukt och eventuellt 4r det orsaken
till att vissa kolonier har varierande rosa firg.

Cellerna har liksom vixterna majlighet att omvandla solljus till kemisk energi. De anvinder
sig av bakterierodopsin, som pumpar protoner in i cellen och bygger upp en spinning Gver
membranet for att mojliggdra produktion av ATP. Cellerna har dven en ljusdriven pump (ha-
lorodopsin) for att kunna transportera in kloridjoner in i cellen och géra det mailigt att hélla
samma osmotiska potential i cellens inre som i omgivningen.

Att det kan vara olika firger pa sektorer i kolonierna beror pa en irftlig forindring i na-
gon av dottercellerna till den ursprungliga cellen i kolonin och visar hur cellerna fortplantar
sig, det vill siga genom delning,.

Litteraturuppgifter finns som anger att firgproduktionen férbittras genom att pH-vir-
det i den flytande kulturen hojs till ca pH 8-9.

Gasfyllda vesiklar

I kolvarna med rosa eller vita Halobacterium ser man Sverst ett rosa eller vitt skike. Sus-
pensionen i kolven med réda celler ser genomskinlig ut och ett rott lager finns pé bottnen.
Slutsatsen blir att de rosa och vita cellerna finns vid ytan, men inte de roda.

Halobacterium kan ha ett stort antal gasfyllda vesiklar i sina celler. Det gor att cellerna
flyter upp till ytan i en vitskekultur. Detta sker forst nir kulturen uppnar stationirfas, efter
uppodling under ca en vecka i skakvattenbad, 40-42°C. Vitskekulturer med gasfyllda celler
blir ogenomskinliga med antingen rosa eller vit firg. Om cellerna saknar vesiklar blir en
vitskekultur mer genomskinlig och cellerna ligger sig pa bottnen. Kolvarna maste std utan
att man ror dem tills cellerna har antingen hunnit flyta upp till ytan eller sedimentera.

Nir Halobacterium vixer pd agarplatta blir kolonier som innehaller celler med vesiklar
ogenomskinliga. De flesta kolonier brukar vara rosa, men det kan ocksa forekomma ko-
lonier som 4r svagt rosa eller helt vita. P4 en platta med manga kolonier brukar nagra av
kolonierna vara roda och genomskinliga. Cellerna i dessa kolonier saknar vesiklar.

Celler fran rosa eller vita kolonier med vesiklar dr kraftigt ljusbrytande i faskontrast. I
nagra celler brukar man kunna se vesiklar som tillsammans bildar stérre ofirgade, rundade
kroppar, men man behéver studera ménga celler for att hitta nagra dir man tydligt ser dessa
bildningar. Celler fran kolonier som ir roda och genomskinliga har inga genomskinliga
kroppar. De ser enfirgat mérka ut i mikroskopet.
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Forskare diskuterar vilka fordelarna ir for cellerna att ha gasfyllda vesiklar och detta 4r
dnnu inte helt klarlagt. Man tror att det dr fordelakeigt for cellerna ate séka sig mot vat-
tenytan, en miljo med hog syrehalt och god ljustillging, eftersom vatten med hog salthale
haller betydligt ligre syrehalt 4n rent vatten.

Men solens uv-strilning ir samtidigt DNA-skadande och det ir en nackdel for cellerna att ut-
sittas for stark UV-stralning. Samtidigt har Halobacterium effektiva DNA-reparationssystem, bl.a.
enzymet fotolyas som ir ljusberoende och kan reparera DNA-skador. Se vidare Nobelpriset i kemi
2015.

Det ir inte hela sanningen att cellerna flyter upp till ytan beroende p4 att de har gas-
fyllda vakuoler. De har ocksa flageller som gor att de kan simma och soka sig till optimala
miljoférhallanden betriffande niringsimnen, ljus och syrehalt (taxier).

Sensory rhodopsin I, har betydelse for fototaxi och medfér att cellerna rér sig mot
orange ljus och fran UV-ljus. Sensory rhodopsin II medfér att cellerna ror sig fran blatt
ljus.

Se absorbansspektrum f6r Halobacterium nedan. De tre topparna kring 500 nm bildar
ett karaktiristiskt monster som 4r generellt for roda halofiler och gor att man kan kinna
igen denna grupp.

Jamfor girna med absorbansspektrum fér klorofyll a och b nederst pa sidan. Fig. frin
Wikimedia commons, illustration av Daniele Pugliesi.
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Renodling av arkéer

Vid undersékningar av mikroorganismer vill man oftast arbeta med renkulturer. En ren-
kultur 4r en odling i vilken samtliga celler hirstammar frin endast en ursprunglig cell. En
sadan kultur kan dstadkommas genom att mikroorganismer gradvis spads ut, t.ex. genom
utstrykning pa agarplatta. Pa sa sitt far enskilda celler mojlighet att dela sig och utvecklas
till en koloni. En vil atskild koloni kan anses hirstamma fran en enda cell.

Materiel

*  Kultur av Halobacterium fran agarplatta

*  Ympnal/platinds

*  Ren agarplatta med medium avpassat f6r Halobacterium
*  Eventuellt gasolbrinnare

Utférande

1. Placera agarplattan med Halobacterium-kolonier framfor dig pa banken.
2. Brinn hastigt av metallskaftet pa ympnalen och glédga platinadglan i gasligan. Hall
oglan nistan lodritt i ligan sa att hela metalltriden glodgas samtidigt. Alternativt an-
vind en steril engdngsplatings.
3. Himuta arkéer fran en agarplatta: Lyft locket pd agarplattan och hall det som skydd mot
kontaminering fran luften. Lit ympnalen svalna nagra sekunder genom att doppa ner
den i plattan med Halobacterium, pa ett stille dir det inte finns ndgra kolonier (eller an-
vind platings). Himta celler fran en koloni som ir vil separerad frin Gvriga kolonier.
4. Du ska nu gora ett renutstryk. Folj punktlistan nedan. Se dven bildserie ovan.
* Stryk ett sicksackmonster med ympnalens 6gla (eller platinésen) 6ver en tredjedel av
agarytan. Undvik att skira ned i agarytan.
* Sdtt pa locket pa agarplattan.
* Brinn av ympnalen pa samma sitt som tidigare eller byt engangsplatinés.
* Vrid plattan ett tredjedels varv. Lyft locket. Lat ympnaélen svalna genom att sticka ned
den pa ett sterilt stille i agarytan.
* Stryk ett streck med ympnalens gla 6ver det foregiende utstryket och stryk sedan ett
sicksackmonster over ytterligare en tredjedel av agarytan.
* Sdtt pa locket pa agarplattan.
* Brinn av ympnalen eller byt till ny engangsplatinés.
* Vrid plattan ett tredjedels varv. Lyft locket. Stryk ett streck med ympnalens 6gla dver
det foregiende utstryket och stryk sedan ett sicksackménster 6ver den sista tredjedelen
av agarytan.
* Sdtt pa locket pa agarplattan.
* Brinn av ympnalen.

5. Inkubera agarplattan i virmeskap (40-42 °C) i cirka en vecka.

Plattan bor nu innehalla kolonier med celler som kan vara rosa eller vita och ogenomskin-
liga eller roda och genomskinliga. Gor eventuellt en renodling av de olika kolonityperna
genom att vilja ut vil isolerade och rena kolonier. Anvind metoden f6r renutstryk som
beskrivits ovan.
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Tillvaxt och optimal salthalt

Halobacterium har isolerats fran saltad fisk, men férekommer 4ven i saltdammar dir den
dock inte ir sirskilt vanlig. Hir dominerar i stillet andra saltilskande bakterier. I den hir
laborationen ska vi ta reda pa mer om cellernas miljkrav.

Vilken ir den optimala halten natriumklorid som Halobacterium ir anpassad till?

Aven andra miljéfaktorer kan undersokas pa liknande sitt, exempelvis temperatur- och pH-
optimum, samt olika komponenter i mediet.

Sakerhet

Halobacterium ir inte patogen och det finns inte heller nagra kiinda patogener bland 6vriga
arkéer. Risken for kontamination av kulturer 4r minimal eftersom cellerna endast vixer i
medium med hog salthalt. Halobacterium ir av dessa anledningar limplig for skolbruk. Risk
finns f6r kontamination i kulturer med salthalt ligre 4n cirka 5%.

Material

*  Halobacterium uppodlad i vitskekulturer med varierande salthalt frin 0 g NaCl till
mittad saltlosning. Exempel pé serie med olika halter av NaCl per 50 ml medium: 5g,
7,5 g, 10g, 12,5g 15g, 17,5 g, 20 g. Mediet innehaller alla 6vriga komponenter enligt
beskrivning i bilagan. Medium utan NaCl anvinds som blank.

*  Spektrofotometer och kyvetter.

*  Vattenbad (40-42 °C, helst med skakmojlighet). Ett alternativ till skakvattenbad ir att

man manuellt skakar om kolvarna emellanit, men odlingen tar i sé fall lingre tid.

Tillvaxtkurva och bestamning av optimal salthalt

Gor ett medium enligt beskrivning pa sidan 13, men utan NaCl.

2. Bestim vilka koncentrationer av natriumklorid som ska testas. Vilj koncentrationer fran
0 g till medium mittat med NaCl, se exempel ovan.

3. Fordela 50 ml medium utan NaCl i s& minga 100 ml E-kolvar som antalet olika kon-
centrationer med NaCl.Gér helst dubbelprov. Tillsitt NaCl i de valda mingderna. (En
mer exakt salthalt fir man genom att justera mediets volym till 50 ml efter det att
NaCl tillsats.) Tick 6ppningen pa kolvarna och 6vre delen av kolvhalsen med dubbel
aluminiumfolie. Autoklavera (dven medium som ska anvindas som blank). Lat svalna

till 40 °C.

4. Ympa E-kolvarna med 1 ml flytande kultur med Halobacterium. Anvind en kultur som
har tydligt rosa firg.

5. Mit absorbansen vid 600 nm. Anvind medium utan salt och celler som blank.

LAt kolvarna std i vattenbad (40-42 °C, helst skakvattenbad) och upprepa absorbans-
mitningen efter cirka en vecka.

7. Om det finns mojlighet att mita absorbansen dagligen (eller vid nagra tillfillen under
en vecka) fir man pé detta sitt en tillvixtkurva for cellerna. Om absorbansen mits efter
cirka en vecka ser man optimumvirdet betriffande halten NaCl.
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Levande celler fran saltkristaller

Prova att regenerera vixande Halobacterium frin saltkristaller.
Borja med att indunsta en flytande kultur med Halobacterium sa att saltkristaller bildas.

Studera saltkristallerna i stereolupp. Vilken form har de? Kan man se att det finns celler av
Halobacterium pa eller i kristallerna?

Kristall av NaCl
med Halobacterium.

Prova sedan att aterigen fd en kultur med vixande Halobacterium genom ate tillsitta en
saltkristall till ett flytande medium med 25% salthalt.

Saltkristallerna kan férvaras under lang tid och fortfarande innehalla levande celler. Testa
hur ling 6verlevnaden ir!

Kommentar

Medium med lag salthalt infekteras litt, det giller speciellt medier med salthalt ligre in
cirka 5%.

Om endst optimum for salthalt ska bestimmas kan man mita absorbansen efter cirka en
vecka, men en tendens brukar man se redan efter ett par dagar. Om man dessutom vill
visa den successiva tillvixten i en flytande kultur miter man absorbansen regelbundet
under cirka en och en halv vecka. Gor girna tita mitningar nir man kan ser att tillvixten
okar snabbt p4 kort tid (logfas).
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DNA fran Halobacterium

Vad hinder nir Halobacterium utsitts for avjonat vatten? Hur kan man ta fram dna frén
Halobacterium?

Material

e Flytande kultur med Halobacterium. Kulturen ska ha hog celltithet och starkt rosa
firg.

e Etanol, 95%, iskall (forvaras i frys)

e Provror av glas, 3 ml

e Pipett

Utforande

1. Hall cirka 1 ml flytande kultur i ett glasprovrér som rymmer cirka 3 ml.

2. Tillsitt cirka 1 ml avjonat vatten.
3. Blanda om och 14t st3 ett par minuter.
4

. Luta provréret. Anvind pipett och 13t 0,5-1 ml iskall 95% etanol ldngsamt och forsiktigt
rinna lings sidan pa prororet si att etanolen skiktas éver cellsuspensionen.

5. Hall provroret mot ljuset och studera etanolfasen under ndgra minuter utan att skaka.

Kommentar

Det dr mycket litt att extrahera dna ur Halobacterium eftersom cellerna kriver hog salt-
halt for att 6verleva och dirfor lyserar omedelbart nir de kommer i kontakt med vatten.

Man ser en tydlig ring av utfillt dna med protein i etanolfasen strax ovanfor gransytan till
cellsuspensionen. Efter ett tag bildas tridar av dna och protein i etanolfasen.
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Giftverkan av
olika amnen

For att testa giftverkan av olika imnen anvinds ett enkelt toxikologiskt test med arkéer som
forsoksorganismer. Minga olika imnen i bade flytande och fast form kan undersokas med
denna metod.

Modellforsoket kan vara en utgdngspunke vid diskussioner om miljogifter och hilsofragor.
Alltfor hoga halter av metalljoner i mat och dricksvatten skadar levande organismer. Detta
giller t.ex. kopparjoner. Hoga kopparjonhalter i dricksvattnet gér att smd barn kan fa di-
arré. Ljust har som tvittas i kopparhaltigt vatten kan fa en gron firgton. Metaller och andra
dmnen kan ocksd himma tillvixten av mikroorganismer.

I metoden som beskrivs nedan, sprids en cellsuspension ut pa en agarplatta. P4 plattan kan
t.ex. smé filtrerpapperslappar, som doppats i de 16sningar man vill undersoka, liggas. En
klar zon utan cettvixt bildas runt de prover som ir giftiga for cellerna — ju storre diameter
pa avdodningszonen desto giftigare.

Syftet med laborationen ir att ldra sig anvinda en enkel toxikologisk testmetod.

Tidsitging:

Agarplattor med saltmedium liksom en kultur med Halobacterium i flytande saltmedium
bereds i forvig. Att gora i ordning forsoket tar ca 30 minuter och avldsningen gors tidigast
efter en vecka. Plattorna kan forvaras i titslutande plastlada i rumstemperatur om avlis-
ningen behover skjutas upp.

Sikerhet:
Hilsofarliga amnen ska inte anvindas som testkemikalier. Halobacterium ir inte patogen
och kontaminationsrisken dr minimal eftersom medum med 25 % salthalt anvinds.

Material
*  Halobacterium uppodlad i flytande saltmedium under minst en vecka pa skakvatten-
bad, 40-42°C.

*  Sterila plattor med saltmedium.

*  Forslag pa metalljonlésningar (0,1-0,2 ml/dm3): t.ex. kopparklorid (CuCl,), alumini-
umklorid (AICL), jarnklorid (FeCl)), zinkklorid (ZnCl,), forslag pa ovriga l6sningar:
t.ex. desinfektionsmedel, hygienprodukter, 4dven fasta imnen kan anvindas.

*  Virmeskap (42 °C)

*  70-procentig etanol.

*  Sterila tops (helst med lingt skaft)

Beroende pa metod behdvs eventuellt provror med ca 1 cm? vatten, ympnadl, droppipett av

plast eller korkborr, preparernil eller pincett och filtrerpapperslappar gjorda med halslag.
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Utférande

1. Anvind ympnal och skrapa Halobacterium fran en platta. Ror ut cellerna i ca 1 cm? kok-
saltlosning (25 g NaCl per 100 ml vatten) i ett provror. Ta sa mycket celler att suspensionen
blir kraftigt grumlig. Ett alternativ dr att odla upp Halobacterium i flytande saltmedium
under en vecka i skakvattenbad vid 42 °C.

2. Doppa en tops i cellsuspensionen och stryk ut Halobacterium pd den rena plattan med
saltagar. Lat varje streck med topsen ticka det foregdende. Vind direfter plattan och stryk
ut Halobacterium pd wiren dver den forsta utstrykningen. Hela ytan ska tickas med tita
streck — det far inte bli ett glest rutménster!

Still de anvinda topsen i en bigare med lite 70-procentig etanol.

3. Féljande tre metoder anvinds beroende pd vilket amne som testas:

* Olika losningar kan testas genom att smé runda filterpapperslappar, som tagits ut med
hilslag, doppas i testldsningar. Lapparna placeras sedan pd agarytan med de utstrukna cel-
lerna.

Anvind steril preparernl for att placera ut lapparna. Se till att inte ett dverskott av vitska
foljer med lappen — hall den mot kanten av kirlet s att 6verskottet rinner av. Om resultaten
ska kunna jimforas méste alla lapparna behandlas likadant.

* Anvind en avklippt droppipett av plast eller en korkborr som kan steriliseras och ta ut
brunnar i agarskiktet. Brunnarna kan sedan fyllas med pulver eller [6sningar.

* Bitar av fasta amnen kan placeras direkt pé ytan.

Mirk undersidan av petriskalen med vilka amnen som testas. Ligg plattorna i plastpase eller
titslutande plastlada for att forhindra uttorkning.

4. Inkubera plattorna vid 42 °C i en vecka.

Resultat och utvardering

En klar zon utan vixt av Halobacterium runt det testade dmnet visar att det 4r giftige for
cellerna — ju storre diameter pa avdddningszonen desto giftigare (férutsatt ate diffusions-
hastigheten i agar for de olika amnena ér jaimf6rbar). Mit diametern pa avdddningszonen.
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Vem gillar Halobacterium?

Finns det nagra organismer som skulle kunna dta Halobacterium? Det finns naturliga vat-
tenmiljoer med extremt hoga salthalter pA manga hall i virlden beroende pa att ett varmt
och torrt klimat gor att avdunstningen fran grunda vattenmiljéer 4r stor.

Det ar fa djurarter som lever i dessa miljder, men ett litet kriftdjur, Artemia, klarar extrema
salthalter. I naturliga saltsjoar lever ocksd flamingos, en figel med vackert rosa firg, som dter
Artemia. Om flamingos f6ds upp i en djurpark utan tillgang till saltdammar och Artemia tar
de en gra-vit farg. Hur hinger detta i hop?

Artemia kan bilda ett embryo med skyddande hélje som overlever dven om saltdammarna
torkar ut. Embryot kan vickas till liv efter flera ar. Sddana embryon (brukar kallas Arte-
miadgg) kan képas i akvarieaffirer, odlas upp i vatten med tillsatts av 3% havssalt for att bli
mat till fiskyngel.

Préva girna att mata Artemia med Halobacterium men problemet dr att Halobacterium
kraver cirka 25% salthalt och Artemia vixer bicttre i lagre salthalt, ca 3 %. Halobacterium
lyserar i si lag salthalt.

Material

*  Artemia, inkdp av dgg i akvarieaffir.

* Cal liter 16sning med 3% havssalt (inkops i livsmedelsaffir) och kranvatten.
*  Tomma petriskalar eller mindre glasskal/bigare.

*  Burk/bigare eller litet plastakvarium pé ca 1-2 liter

Utférande

1. Bered I6sningen med havssalt och kranvatten.

2. Hall lite av 16sningen i en petriskal eller glasskal/bigare och tillsitt lite Artemiaiigg
(embryon). Tillsitt inte mer 4n att det blir ett glest skikt pa vitskeytan.

3. Titta med forstoringsglas eller stereolupp efter nyklickta Artemia. De ir nigon mm
langa, genomskinliga och rér sig ryckigt.

4. Nir Artemiadggen har klickts matas de smé kriftdjuren med jist. Obs! Det ir viktigt
att ta ytterst lite jist, inte mer 4n att 16sningen med Artemia blir svagt grumlig (opak).
Fortsitt sedan att mata Artemia dagligen.

5. Om Artemia ska 6verleva i lingden krivs att det finns tillgang till saltvattensalger, an-
tingen frin en renkultur eller via tillsats av havsvatten. Ett nigot storre kirl behovs
dven. Ersdtt avdunstat vatten med avjonat vatten for att undvika att salthalten i mediet
okar.
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Mikrobiologiska begrepp

Mikrobiologi innehéller ett stort antal begrepp som inte anvinds i vardagslag. Klipp ut be-
greppen nedan och anvind dem for att bygga begreppskartor och sortera i olika kategorier
utifrdn fragestillningar kring mikrobiologi.

Eukaryoter Spektrofotometer
Bakterier Vesikel

Arkéer Flagell

Haloarkée Termofil

Halofil Temperaturoptimum
Koloni Optimum f6r salthalt
Steril, sterilisera Saltdamm/saltsjo
Autoklavera Kemotaxi

Ympa Fototaxi
Tillvaxtkurva Medium

Lagfas Agar

Logtfas Ympnal eller platings
Stationirfas Patogen
Avdoédningsfas Faskontrast
Absorbans Immersionsolja
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Odlingsanvisningar

Medium for odling av Halobacterium:

Natriumklorid 250 g
Magnesiumsulfat, heptahydrat 20 g
Trinatriumcitrat, dihydrat 3g
Kaliumklorid 2¢g
Hydrolyserat kasein 5g
Jastextrake 5

Tillsdtt avjoniserat vatten sé slutvolymen uppgar till 1 liter.
Justera pH till 7,2 med antingen 3 M NaOH eller koncentrerad saltsyra.
Till fast medium sidtts 20g agar per liter.

Optimumtemperatur: 40-42°C. Tid for tillvixe pa fast eller flytande medium: 1-2 veckor.
For optimal tillvixt av flytande kulturer anvinds skakvattenbad med 40-42°C.

Resurscentrum kommer att under en begrinsad tid erbjuda skolor att inképa plattor med
Halobacterium och eventuellt portionsforpackat medum. Kontakta info@bioresurs.uu.se for
mer information.

Referenser

Inqury-driven Teaching & Learning the Archaeal Microorganism Halobacterium NRC-1.
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Se Bioresurs webbsida i anslutning till Bi-lagan nr 3 2016 for fler referenser.

13

Nationellt resurscentrum fér biologi och bioteknik
Bioresursdagar 14-15 november 2016
Far fritt kopieras i icke-kommersiellt syfte om kéllan anges.



