Forsøg med Rhizobium-bakterier og lucerneplanter

Forsøget er et supplement til undervisningsmateriale til økologi om symbiose, N-kredsløb og bæredygtighed, der knytter an til artiklen Forskning baner vejen for selvgødende planter til landbruget fra Aktuel Naturvidenskab.

Indledning
Bakterier af slægten Rhizobium laver nitrogenfiksering og lever i symbiose med forskellige bælgplanter. Bakterierne befinder sig i knoldudvækster på roden af bælgplanten.
Symbiosen er ret artsspecifik. Det betyder, at hver art i Rhizobium-slægten kun kan leve i symbiose med én eller få nærtbeslægtede arter af bælgplanter. 
Bakteriernes fiksering af kvælstof er et godt supplement til plantens egen optagelse af nitrogen (N). Det betyder bl.a., at marker med bælgplanter (fx kløver, ært, lucerne og lupin) ikke behøver at blive gødet med nitrogen 

Det er muligt selv at lave forsøg med bælgplanter og Rhizobium-bakterier. Lucernefrø med tilhørende Rhizobium-art kan købes via Københavns Universitet, Det Natur- og Biovidenskabelige Fakultet: https://science.ku.dk/oplev-science/gymnasiet/mikroorganismer/

Formål
At undersøge virkningen for en bælgplante af at leve i symbiose med bakterier af slægten Rhizobium. 
Evt. at undersøge betydningen af at gøde med nitrogen samtidig.

Materialer
· Lucernefrø
· Rhizobium-kultur
· 70 % ethanol
· Sterilt demineraliseret vand
· Sterilt sand
· Sterile pincetter
· 4 (evt. også nogle med nitrat tilsat) store reagensglas med 25 mL sterilt nitrogenfrit plantevækstmedie med agar og propper af vandskyende vat (1 g CaHPO4, 0,2 g K2HPO4, 0,2 g MgSO4, 2 mg FeSO4, 1 mg Na2MoO4, 1 mg MnSO4, 8,5 g agar, demineraliseret vand til 1 L). 

Fremgangsmåde
· Hæld ca. 10 mL sterilt sand ovenpå vækstmediet i hvert reagensglas. Lad glassene stå et par dage, så sandet kan suge vand fra agaren.
· Sterilisér frøene ved at neddyppe dem i 70 % ethanol i 2 min, og skyl dem derefter med sterilt vand.
· Så 5 frø sterilt i hvert glas. 
· Udtynd sterilt til 2 spirer pr. glas, når frøene er spiret.
· Tilsæt efter et par uger nogle dråber opslæmmede Rhizobium-bakterier til to af glassene. De to øvrige glas er kontroller.
· Brug evt. dobbelt så mange reagensglas, og tilsæt nitrat til halvdelen. 
· Opstil en hypotese, der forklarer dine forventede resultater.
· Studér glassene de næste 3-4 uger og vand efter behov med sterilt vand. 

Iagttagelser og resultater
1. Iagttag knolddannelse og planternes farver, og mål planternes længde et par gange om ugen.
2. Afbild væksten i de forskellige glas som funktion af tiden. 
3. Undersøg ved afslutning af forsøget rodknoldenes indvendige farve ved at gennemskære dem.

Diskussion
1. Analyser dine iagttagelser, stemmer de overens med din hypotese?
2. Er der forskel på forsøgsplanternes og kontrolplanternes farve, rødder og vækst? Hvorfor/hvorfor ikke?
3. Hvorfor overfladesteriliserer man frø og rodknolde?
4. Hvorfor dyrker man planterne under sterile forhold?
5. Hvilke fejlkilder og usikkerheder kan der være ved fremgangsmåden?

Konklusion 
Er formålet opfyldt? Hvorfor/hvorfor ikke?


