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I. PARILIKKUSE MATERIAALSED KANDJAD.

Ténapdeval loetakse DNH iiheks pShiliseks karakteristi-
kaks nukleotiidset koostist, kusjuures suhet (A+T) : (G+C)
voib pidada DNH spetsiifilisuse kvantitatiivseks nditajaks,
mis summeerib koostise kGikvdimalikud erinevused. Mikroor-
ganismidel varieerub see nditaja 0,36 - 2,70 piirides. Tak-
sonoomiliselt ldhedastel organismidel on spetsiifilisuse
koefitsiendi vadrtused ldhedased.

1. DNH isoleerimine. Baktereid ldhustatakse lisotsiiii-
miga. Saadud liisaadile lisatakse vOrdne hulk veega kiillasta-
tud fenooli (pH 8,3) ja loksutatakse 1 tund. Selle tulemu-
sena DNH ja RNH deproteiniseeruvad ja l&hevad vesifaasi. Fe-
nool eemaldatakse tsentrifuugimisega ja veekihist sadesta-
takse nukleiinhapped 2 - 2,5 mahuosa etanooliga (tempera-
tuuril - 4° 1 tund). Nukleiinhapete sade eemaldatakse tsentl
'rifungimiseg: Ja sadet ekstraheeritakse stanooleetri segu-
ga (1 : 1) 1-2 péeva,

RNH ja vabade nukleotiidide kdrvaldamiseks lisatakse
0,5 g nukleiinhappe preparaadi ‘kohta 4 - 5 ml 0,75 N NaOH,
segatakse ja hoitakse temperatuuril 37° 18 tundi. (RNE
hiidroliiiisub ribonukleotiid-monofosfaatideks). Hiidroliisaat
jahutatakse ja neutraliseeritakse Kc104-sa lakmuse Jjargil.
Lahusesse jd#nud ribonukleotiidid eemaldatakse tsentrifuu-
gimise teel. Allesjdznud DNH-gadet pestakse 2 korda nor-
maalse HC10,-ga (e. 1,06), viimane eemaldatakse etanooli
abil kahekordse pesemisega.

DNH sade kuivatatakse vaakuumeksikaatoris, seejiérel
lahustatakse 8 - 10 ml-s 10%-lises FaCl-lahuses, leelista-
takse kiillastatud lnHCO,-lnhnaogu pH 8 - 8,5-ni ja hoitaksg
1 tund keeval veevannil, Kuumutamise védltel hoida lahuse
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reaktsioon ndrgalt leelisesena. Kuumutamisel deproteiniseerub
DNH 15plikult. DNH-lahus jahutatakse ja sadestunud valgud
eemaldatakse tsentrifuugimisega. Sadet pestakse kaks korda
10%-1ise NaCl-lahusega ja DNH-d sisaldavad tsentrifugaadid
iihendatakse. DNH sadestamiseks lisatakse lahusele 3 mahuosa
96§-115t etancoli ja jédetakse 5dks jidkappi temperatuuril
-4",

DNH 'sade eemaldatakse tsentrifuugimisega, pestakse kaks
korda T0%-lise etanocoliga soolade eemaldamiseks ja iiks kord
96%-11se etanooliga ning kuivatatakse temperatuuril 100-105°
1-2 tundi,

2. DNH hiidroliilis ja kromatograafia. Kuiv DNH sade viiak-
se klaasampulli, lisatakse mdni tilk 72%-1list HC10, Ja hiidro-
liilisitakse suletud ampullis keeval veevannil 1 tund. Hiidro-
liisaadile lisatakse BCIO4 lahjendamiseks mdni tilk bidestil-
leeritud vett. N-aluste lahutamiseks on sobiv kasutada iihe-
suunalist laskuvat paberkromatograafiat (paber® wpeglane®
v3i Leningradi Nr.2) Kirby siisteemis: CHBOH - konts. HC1 -

- 320 vahekorras 7 : 2 ;: 1. Selleks kantakse eelnevalt

2 N CHBCOOH-ga Ja bidestilleeritud veega pestud pgberiribnle
(25 x 40 cm) proovist umbes 20, 1 hiidroliisaati. Uks v&i mitu
riba Jjdetakse kontrolliks., N-aluste lshutamine toatempera-
tuuril toimub 12-15 tunni kestel. E-aluste asetus kromato-
grammil on jérgmine (vooluti sisenemisest arvates) :

G, A, C, T,

3. Elueerimine ja éppktrorotoneetrimine. Aluste asu-
kohad kromatogrammil avastatakse ultrakemiskoobi abil ja
mérgitakse tavalise pliiatsiga, 18igatakse vilja, tiikelda-
takse, asetatakse katseklaasidesse ja elueeritakse 5 ml 0,1
N HCl-lahusega temperatuuril 37° 12 tundi. Kontrolliks kasu-
tatakse kontrollribast vidljal®igatud paberi eluaati,

x)Pabor tuledb enne pesta 2 N CH3COOH-1ahuaega, seejarel

destilleeritud veega kuni neutraalse reaktsioonini ja
kuivatada toatemperatuuril.
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Eluaadid spektrofotomeetritakse Jérgmiste lainepikkuste
Juures: G - 250 mx ja 290 7, A - 260 mu ja 290 mu, C - 276
mp Ja 290 mu ning T ~ 260 mu ja 2907« ,

Aluste hulga arvestamiseks kesutatakse jérgmisi koefit-
siente. ¢

Alus Aluse hulk .M 5 ml elusadis
Guaniin 0,74 x A 5o
Adeniin 0,399 x A 4
Tsiitosiin 0,940 x 4 276
Timiin 0,743 x 4 260

A tdhistab neeldumise erinevust antud lainepikkuse ja
290 mfobjuures. DNE nukleotiidne koostis esitatakse mooli-
protsentides.

Tulemuste kontrollimiseks m#srata vastavus Chargaffi
seadustele (G + T=A +C, A : T=1, G : C =1 ning

G ; o
okl

II. MIKROORGANISMIDE JA VETIKATE GENEETILINE
ANALUUS.

Geneetilise analiilisi pBhilised meetodid on mutatsiooni-
line ja hiibridoloogiline meetod. Mutatsiooniline meetod seis-
neb parilikkuse uurimises erinevate mutantide vOrdlemise teel.
Hiibridoloogiline meetod aga pdhineb jérglaste uurimisel. M3-
lemad meetodid on leidnud laialdase rakendamise mikroorga-
nismide parilikkuse uurimisel. Hiibridoloogiline meetod on
kasutatav pdhiliselt suguliselt sigivatel organismidel, kuna
mutatsioonimeetod on rakendatav ka mittesugulisel teel paljus
nevate organismide Juures.1

<I£akteritel ja viirustel kasutatakse genotiilibi médéramiseks
ka transformatsiooni-~ ja transduktsioonindhtust ning re-

kombinatsiooni analiilisi.
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A, Mutatsioonimeetoad.

Mutatsioon - parilikkuse hiippeline muutumine - toimub
geneetilistes struktuurides. Mutatsiooniline muutus on piisiv,
kandudes edasi jirglastele (muutunud raku jérglastel on sama
tunnus, mis muteerunud emarakul).

Mutatsioonide tekkimise sagedus looduslikul foonil on
kiillaltki viike (n#iteks 10'6, s.t. iikks muutus ithe miljoni
raku kohta). Selliseid mutatsioone nimetatakse spontaanseteks.
Vastandina spontaansetele mutatsioonidele nimetatakse teatud
faktoritega (mitmesugused kiirguse liigid ja teatud keemili-
sed nn, mutageensed ained, nagu H202, formaldehiiiid, fenoolid,
etiileenimiin jt,) esilekutsutud mutatsioone indutseerituiks.
Nende tekkimise sagedus on sadu kuni tuhandeid kordi k3drgem.
Fii indutseeritud kui ka spontaansed mutatsioonid pdhinevad
kaasaegsete vaadete kohaselt raku tuumaaine (tdpsemalt DNH)
struktuuri muutumisel.

Mutatsioone vGidb jaotada otse-~ ja pdtrdmutatsioonideks
(e. reversioonideks). Viimaste sagedus on alati palju viéiksem
kui esimestel. Naiteks:'

10™7
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Mutatsioonide ja mutantide tshistamine, Mutante téhista-
takse tavaliselt lookuse lilhendatud nimetuse jérgi, kasuta-
des kahte-kolme tiéhte (niditeks arg - arginiin, his - histi-
diin), lisades kas (+)- v3i (-)-mirgi (ala* = alaniini bio-
siinteesivdime, ala™ v31 ala = alaniini biosiinteesivdimetus).
Elutihtsate ainete (vitamiinid, aminchapped, puriinalused
jt.) sinteesivdimelisi mutante nimetatakse vastavate ainete
suhtes prototroofseteks, siinteesiviimetuid aga auksotroof-
T

sm® = gtreptomiitsiinitundlik, Sm’ = streptomiitsiiniresis-
tentne.




seteks.

1. Mutatsioonide indutseerimine klorellal.

Mutatsioonide esilekutsumiseks (indutseerimiseks) vdibdb
kasutada viga mitmesuguseid mutageenseid faktoreid, nagu peh-
meid rontgenikiiri voi ultraviolettkiirgust. Esimese puhul
kasutatakse rintgeniaparaati PYM-7 (anoodpinge 40 %V, filter
0,1 mm Al, ekspositsiooni v¥imsus 8000 r/min), valides eks-
positsioonidoosi 40-T70 kr piirides, ldhtudes aparaadist kiir-
gavast encrgiast, Ultraviolettkiirguse allikana v3ib kasutada
kahte lampi BYB-30 (intensiivsus 50 erg/mmz/sek), kiiritades
5 cm kauguseltyvdi lampi [PK-4, kiiritades O, 2 ja 4 min.

Klorella (Chlorella vulgaris) kiiritamisel tekivad tume-
rohelisest metsikust ldhtetiivest viga miimesuguse vérvusega
mutandid - kollased, helerochelised, salatirohelised jt. Viik-
semate kiirgusannuste puhul ilmuvad helerohelised mutandid,
suurte annuste korral - pruunid.

Kiirguse mutageenset ja letaalset toimet hinnatakse tek-
kinud mutatsioonide sageduse ja ellujisinud rakkude arvu jérgi.
Nii ellujésnud rakkude kui ka indutseeritud mutantide hulka
(protsentides) méiratakse iga kasutatud kiirgusannuse puhul
eraldi,

Katse skeem.

Suspensioon 25 . 105m 25, 10%m 25 . 105m
Kiiritamine 2 min, 4 min, -
Lahjenduste val-
mistamine 1 : 2500 1 : 5000 1 : 2500

1 : 25000 1 : 25000 1 : 25000

Kiillvamine ja inkubeerimine
Tulemuste analiiiis

T8 kdik.

1. Suspensiooni valmistamine, Kahe §5pédeva vanusest kul-
tuurist agarsttmel valmistatakse suspensioon vees 25 10
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rakku ml (Gorjajevi kambris) (rakkude arv 5 suures ruudus) .
20

= 106=rakku milj/ml, Kiiritamiseks valestakse suspensioon
2,5 ml kaupa kaaluklaasidesse ning kaetakse tsellofaaniga.
2, Kiiritatakse 2 ja 5 min, (kontrolli ei kiiritata).
3. Valmistatakse jdrgmised lahjendused, kasutades iga
lahjenduse puhul uut pipetti:
a) 2 min, ~ valmistame lahjendused 1 : 50, 1 : 2500 ja
1 : 25000. Katseklaasi vBetakse 4,9 ml vett ja lisatakse
0,1 ml suspensiooni (saadakse lahjendus 1 : 50). Sellest
v3etakse 0,1 ml uude katseklaasi, mis sisaldab 4,9 ml vett
Ja saadakse lahjendus 1 : 2500, Lahjendust 1 : 2500 lahjen-
datakse veel 10 korda, vdttes 0,5 ml lahjendust 1 : 2500

Ja lisades 4,5 ml vett (saadakse lahjendus 1 : 25 000);
b) 4 min., - valmistatakse lahjendused 1 : 5000 ja 1 : 25000.

Tehakse lahjendus 1 : 50, nagu kirjeldatud punktis a, ja
lahjendatakse seda 100 korda, viies 0,1 ml lahjendust
1: 50 9,9 ml vette, Saadakse lahjendus 1 : 5000, mida see-
Jdrel lahjendatakse veel 5 korda;

¢) kontroll - tehakse lahjendused 1 : 2500 ja 1 : 25 000, nagu
ndidatud punktis a. Iga lahjendus (& 0,05 ml) kiilvatakse
6 FGA-stotmele ja inkubeeritakse vahemalt 6 &opdeva.

4, Tulemuste analiiiis. Mazdratakse iileelanud rakkude arv
ja pigmentmutatsioonide sagedus erinevate ekspositsioonide
puhul,

Pigmentmutandid kiilvatakse timber ( 5-6 erinevat mutanti
iihte tassi). Selleks suspendeeritakse eraldi mutandid 1 ml
vees ja kiilvatakse 4 tassi, Kaks tassi inkubeerida valges,
kaks pimedas (kestusega 5 oopdeva) ning jadlgida mutandi feno-
tiitibi muutumist olenevalt kasvutingimustest,

Naide.

Ekspositsioonidoos 1 4 Kontroll
Tassides 264/2 Sk A
pesi/mutante 194/9 Sy 8. sieve PR

. seeee cos e cecee

s cs e sre e

Keskmine: Keskmine: Keskmine:
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Uleelanud rakkude hulk 1 ml-s middratakse jérgmiselt:
rakku/ml = x , 20 , 1,
kus x tghistadb keskmist kolooniate arvu plaadil, 20 - osa
milliliitrist (kiilvati 0,05 ml ehk 1/20 ml).ja 1 - lahjenduse
astet (n#diteks lahjenduse 1 : 5000 puhul 1 = 5000). Analoogi-
liselt m#@dratakse ka mutantide arv 1 ml-s.
kiiritatud suspensioon: rakkude arv 1 ml-s.l00

Uleelamise % = -
kontrollsuspensioon: rakkude arv 1 ml-s

mutantide arv 1 ml-s
Mutatsioonisagedus (%-des) = .100
iileelanud rakkude arv 1 ml-s

Kui n#iteks 0,05 ml lahjendust 1 : 5000 sisaldas keskmi-
selt 200 vetikat (s.,o. plaadil esines 200 kolooniat), siis
1 ml lahjendamata suspensiooni peab sisaldama 200 . 20 . 5000=
= 20 , 10  vetikat. Kui plaadil (lahjendus 1 : 5000) esines
1 mutantne koloonia, siis Jarelikult peab 1 ml suspensioonis
olema 1 , 20 , 5000 = 1 , 105 mutanti, Seejuures mutatsjiooni-
sagedus %-des = (1 ., 10° : 20 . 10 ) . 100 = 0,5%.

Saadud andmeid tdddeldakse statistiliselt, médrates, kas
ekspositsioonidooside efekti erinevus on usaldatav. Selleks
vB1ib kasutada kas t-testi voi X2-meetodit (vt.pt.V).

Toovahendid Ja materjalid.

Petri tassid, katseklaasid, pipetid mahuga 1 ml, pipetid
mahuga 5 ml, kasaluklaasid, spaatlid, Gorjajevi loenduskamber,
48 tunni vanune kultuur.

Sgdde ¥ G A
Glilkoos 20 g/1
KNO5- 1,44 g/1
KH,PO, 156 mg/1
MgSO, 100 mg/1
caso, 10 mg/1
Co(NOz)5+6 HyO 0,02 mg/1
CusO, » 5 HyO0 0,01 mg/1
ZnsO, . 7 B0 0,04 mg/l
unso, . 7 Hy0 1 mg/1
N83303 1,4 mg/1 e
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(¥E,), Moo, 0,5 mg/1

~ Feso, 0,013 mg/1
EDTA (etiileendiamiin-
tetraatsetaat) 0,05 mg/1
Agar-agar _ 20 g/1

2, Auksotroofsete mutantide isoleerimine.

Enamik indutseeritud mutantidest on auksotroofsed. Auk-
sotroofseid mutante saab indutseerida nii fiiiisikaliste kui ka
keemiliste mutageensete faktoritega. Moodustunud mutante iso-
leeritakse selektiivstdtmetel. Viimased kujutavad endist
rikastatud sstdet, s.t. minimaalstddet, millele on lisatud:

1) 0,3% pérmiekstrakti (tdisscdde) voi

2) 0,1% kaselinihiidroliisaati + 0,5 mg/1l triiptofaani

‘ (= aminohapped),
3) mdnda vitamiini (n#iteks biotiini),
4) 0,1% pdrmi nukleiinhappe leelishiidroliisaati
( lémmastikalused),

Kui néditeks saadud mutant osutudb siinteesivdimetuks mOne
puriinaluse suhtes (kasvab ainult s8Stmel 1 ja 4), siis eda-
siseks uurimiseks tuleb seda kiilvata selektiivstdtmetele,
mis sisaldavad vastavaid puriinaluseid. Samuti vGidb uurida,
millist suhkrut on n#iteks vastav mutant vBimeline kasuta-
ma (selleks kiilvatakse mutant minimaalstdtmele, mis sisal-
dab 0,2% vastavat siisivesikut).

E, coli Ja mOnede teiste bakterite ,puhul v3ib
kasutada Jargmise koostisega minimaalsddtmeid:

"gliikoosi -~ 1 g/1, KoH PO, --T g/1, KH,PO, - 2 8/1;

- tsitraati-5 520 - 0,5 g/1, llgSO4 o T H0 -

- 0,1 g/1

Na3

(NH,),80, - 1 g/1, agar-agarit 15 g/1,
Saccharomyces cerevisiae pubul on soovitav kasutada
Jérgmise koostisega sdddet:
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glikoosi - 20 g/1, K HPO, - 2 g/1, MgSO, - 1 g/1,
(NE,),50, = 1 g/1, biotiini - 24 /1, tiamiini - 2004z /1,

ja /5 -alaniini - 400m¢ /1 (kxasvu kiirendamiseks), agar-aga-
rit - 20 g/1.

Tuleb mérkida, et ainult osa esialgselt kasvanud koloo-
niatest kujuneb stabiilseteks mutantideks.

Pérmi auksotroofsete mutantide isoleerimine.

Mutantide saamiseks kiiritatakse 2-3 §&pdeva vanust hap-
loidset Saccharomyces cerevisiae kultuuri ultraviolettkiir-
tega Ja moodustunud auksotroofsete mutantide olemasolun
médratakse kindlaks j&ljendkiilvi meetodiga.

Katse kidik,

1. 2-3 6dpdeva vanune kultuur uhutakse tardstttme pin-
nalt 3-5 ml steriilse kraaniveega ja valmistatakse suspen-
sioon tihedusega ligikaudu 25 ., 10 rakku/ml (Gorjajevi kamb-
ris valemi jérgi:

rakkude arv 5 suures ruudus 6 _ 500
] « 107 = =0 - 10

2. & 2 ml suspensiooni kiiritatakse kvartslambiga [[PK -
4 kxuni 6 cm kauguselt 2 ja 4 minutit v®i kahe bakteritsiidse
lambiga BE¥B- 30 5 cm kauguselt 1 ja 2 minutit.

3. Valmistatakse 1ah3endused- 0 min. 1:;2500 ja 1:£5000,
2 min. 1:2500 ja 1:5000,
4 min, 1:500 Jja 1:2500.

Lahjendused kiilvatakse Petri tassidesse a4 0,1 ml, Nii
ultraviolettkiirtege kiiritamine kui ka kultuuri kasvata-
mine peavad toimuma pimedas, et vidltida fotoreaktivatsiooni.
Inkubeerida 5 Gopdeva vdltel.

4. Auksotroofsete mutantide avastamiseks tuledb teha
plaadilt, kus on umbes 100 kolooniat, j&ljendkiilv mini-
maalststmele. Selleks kasutatakse 10 cm kdrgust ja 7,8 cm
1dbimddduga puitsilindrit, millele pingutatakse steriilne
samet, Samet (15 x 15 cm) asetatakse puitsilindrile ja pin-
gutatakse metallvOru abil, Jédljendkiilv tehakse jargmiselt.

6).
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Véljavalitud tass, millest soovitakse teostada J&l jendkiilv,
surutakse vastu puitsilindrit katvat sametit. Viimasega aga
puudutatakse sootmete pindu, millele soovitakse teha j&ljend-
kiilv, Kiilvatud s8dtmeid inkubeeritakse 5 Gidpdeva., Taissdst-
mel esinevad punased kolooniad (ad”) kiilvatakse aga kohe
edasi rikastatud s@stmele,

Auksotroofsete mutantide avastamine. Otsitakse vdlja
kolooniad, mis ei kasva minimaalssstmel. :

Tgdvahendid ja materjalid.

Petri tasse, puitsilindreid ja sametlappe ning sddtmeid.

Minimaalstode (vt. 1k.1l ).

Rikastatud stdde: minimaalstsde, millesse biotiini ja tia-
miini asemel on lisatud 1 1 sédtme kohta
10 ml pérmi autoliisaati.l

Vedel tdissdode: agar-agarita tdissbbde.

Mutatsioonide indutseerimine bakteritel.

Eri bakteriliikidel on mutantide indutseerimiseks vaja-
1lik kiirgusannus erinev. Néiteks on osal bakteritest mutat-
sioonide tekkimise sagedus suurim, kui ellu j&&b 1% kiirita-
tud baktereist, teistel aga, kui ellu j&sb ainult 0,001%.

Bakterite puhul kasutatakse mutantide eraldamiseks ka
ppnitsilliinimeetodit.2 Selle meetodi kasutamisel kiilvatakse
kiiritatud bakterid minimaalsdotmele, et eelmiselt stGtmelt
kxaasa sattunud ained saaksid #ra kasutatud. Edasi kiilvatakse
bakterid penitsilliini sisaldavale minimaalstéimele, kus pe-
nitsilliin hévitadb paljunmevad prototroofsed bakterid. See-
tottu suurenebd auksotroofsete mutantide hulk 50 - 100-
kordseks.

* Voetakse 1 kg pérmi ja 1 1 dest.vett ning hoitakse tempe-
ratuuril 560 3 §dpdeva. Tsentrifuugitakse Ja pinnal ujuv
vedelik autoklaavitakse 0,5 Atm juures 40 mi

2 See meetod on rakendatav penitsilliinitundlike bakteri-

te puhul .
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Katse kiik:

1. 6 ml E. coli 18 tunni vanust puljongikultuuri pestakse 3
korda fosfaatpuhvriga (tsentrifuugides 3coo t/min.) Ja sus~
pendeeritakse 6 ml puhvris. 5 ml suspensiooni kiiritatakse

( avatud Petri tassis ) 5 cm kauguselt ( 2 lampi BYB-I2)
Jérgmiselt:

1) 16 sek. (1000 ers/unz-sok.), vBetakse 1 ml suspensioco-
ni ja pannakse katseklaasi;

2) 16 sek. (32 sek.s 2000 erg/mm°-sek.) - pannakse 1 ml
suspensiooni katseklaasi;

3) 16 sek. (48 sek.= 3000 erg/mm2-sek.) - pannekse 1 ml
suspensiooni katseklaasi,

4) 16 sek. (64 sek.= 4000 erg/unz-aek.) - pannakse 1 o1
suspensiooni katseklaasi.

2. Fii kontrollist (kiiritamata suspensioon) kui ka kiirita-
tud suspensioonidest tehakse O,l-ml-ste¢s kogustes kiilvid
kahele minimsalstttmele, et midrata tekkinud mutaisioo-
nide sagedus.

3. Tehakse jargmised lahjendused, et méddrata ellujddnud
bakterite arv. -

MGjutamine ILashjendus Lahjenduste tegemine
Kontroll 10® 100 z 100 x 10 x 10 x 10 x 10
16 sek. 107 100 x 100 x 10 x 10 x 10

32 sek, 106 100 x 10 x 10 x 10 x 10

48 sex. 107 100 x 10 x 10 x 10

64 sek. 104 100 £ 10 x 10

Tabelis toodud lahjenduste valmistamine toimub jérgmiselt.
Hditeks viimases reas on ette ndhtud 3 lahjendust. Selleks
vBetakse 3 katseklaasi - esimeses tehakse 100-, teises 10-,
Ja kolmandas 10-kordne lahjendus:
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Suspensioon 0,1 ml

l. 1ml 1m
EKatseklaasis oleva /”"—“"“\‘\\\ ///”*““\\X‘
9 ml 9 ml

9,9 nl
pubverlahuse hulk

4, Igast kahest viimasest lahjendusest tehakse Xkiilv (0,5 ml)
kahele rikastatud stttmega tassile (45° temperatuuriga

Hottingeri agar inokuleeritakse ja katseklaasi sisu vala-
takse Petri tassi) ja inkubeeritakse temperatuuril 37°
24 tundi. :

5. Tulemuste analilils., Midiratakse tekkinud mutantide sagedus
108 ellujdéinud bakteri kohta erineva kiirgusannusega m3-
Justatud bakterite suspensioonis.

- eri- us e~ u u - e
Bus, .. te arv rite arv  bakterite de arv arv 1l
(1 ml) 1 ml kii- arv $-des tassis ellujéénud

 nl ritatud = komtrol- (0,1 ml) bakteri
suspen- list : kohta
sioonis g
Kontroll
10°® 52.482100 100.10%=101° 100 0 0
-——-.r—sli 20k.62,382100 100.107= 10%. 10 - 2 20
0

Jérgnevalt joonistatakse kUver, mis iseloomustab iile-
elamist ja mutatsioonisagedust olenevalt kasutatud kiirguse
ekspositsioonidoosist.

Katseks vajalik materjal.

Puhver: Na, EPO, -~ 1,35 g/1
anro4 - 0,42 g/1, pH 71,0
Minimaalsdde
BH,C1 5 g/1 Mgs0, . T HyO 0,1 g/
§H,NO, 1g/1 Glikoos 1% , pH 7,0
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¥a,50, 2 g1

X0, 38/
KH, PO, 1lg/1
Selektiivsdtde.

HinimaalsS¥tmele lisada 100 n.g/ml leutsiini.
Poolvedel agar-agar.

1000 m1 Hottingeri puljengit( sisaldad 100 mg amiin - K)
+ 5 g/1 HaCl + 0,7% agar-agarit pH 7,0.

B, Hiidbridoloogiline meetod.

Geneetilise analiliisi pOhiliseks meetodiks on hiibrido-
loogiline meetod. See seisned organismi périlike omaduste
hindamises jérglaste vilimiku kauvdu. Hiibridoloogiline mee-
tod on rakendatav ka suguliselt sigivate mikroorganismide
ja vetikate puhul. .

Bakteritel moodustuvad rekombinandid ka geneetilise
transformatsiooni, transduktsiooni ja konjugatsiooni tulemu-
sena,

Paljudel seentel ja vetikatel haploidsed rakud kopulee-
ruvad ja moodustavad diploidse organismi., Halbades toitumis-
tingimustes moodustab viimane kas eoseid v3i gameete:

sporulat-

sioon @ erineva
paarumis-
O e ®@® ~—> tutibiga . C<>
eoste ko-
pulatsioon
askus (n) {J‘ﬂirm
z:ﬁ (ﬁnZd + 1““2 cfa: a ad,+
o/a ad, 2 a adye °% ity
v
Socady+ xad,+/a ad,+
4, Vol
acndz/u ndz

Geen ad2+ m#drab adeniini biosiinteesivdime,
¥una alleelid a ja X paarumistiiiibi.
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- ggbriidsotogpirnsoento isoleerimine.

Hiibriide on kerge isoleerida, kui kahe auksotroofse
vanemvormi kopulatsiooni tulemusena moodustub prototroofne
biibriid. Seda saab hélpsasti isoleerida minimaalsBStmel.

Vanemvormidena kasutatakse Sacch, cerevisiae haploidseid
rakke. Sobiv on kasutada adeniinmutante, mida on h¥lpus eral-
dada punase virvuse t3ttu. “"da-'d3+ ja a ad2+ad ~ kopulat-
sioonil moodustub nendest punaste kolooniatena kasvavatest
haploidsetest rakkudest hiibriid a,ad2°ad3*/ a ad2*ad3', mis
kasvab valge kolconiana, ad2 Ja ad3 téhistavad lookusi, mis
mé#iravad vastavaid etappe adeniini biosfinteesis, Sacch.cere-
visiae'l on neid seni avastatud 8.

88 kEik,

1. Ristamine., 2-3 &3pédeva vanustest vanemkul tuuridest
tehakse kiilvid 0,5 ml vedelasse rikastatud s8dtmesse ja sega-
takso.l Inkubeeritakse temperatuuril 25-30° 1 Bdpéev.

2, Hubriidide isolecrimine, Kiilv tehakse nii agarisee-
ritud minimaal- kui ka rikastatud sSdtmesse (& 2 tassi).
Igasse tassl tehakse joonkiilv m¥lemast vanemast ja kopulee-
runud kultuurist, Inkubeeritakse 5 Gdpdeva.

3. Tulemuste hindamine., Hibriidsed rakud, mis kasvavad
minimanlstttmel, kiillvata edasi atsetaatsiimele sporulatsi-
coni indutseerimiseks (et kindlaks teha diploidsus). Inku-
beeritakse 2 “Spaeva.

4., Sporuleeriva hiibriidi kultuuri mikroskoopimine.
Tédvahendid ja materjalid.

1. Vedel rikastatud sddde, steriilsed katseklaasid,
pipetid, 2-3 Ftpdeva vanused vanemkultuurid tardsddimel.

2. Tassid, rikxastatud ja minimealsssde.

1 Kopulatsioon toimub h¥lpsasti keskkonnas, mis sisaldabdb
pérmi autoliisaati, Mg** ja glikoosi.
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Hinimaals¥dde

Gliikoos 20 g/1

. 221 ,
Mgso, 1g/1

(§E,) 550, 181

Biotiin 24 /1 pHS

Tiamiin 200 42 /1

Agar-agar 20 g/1

Rikastatud s¥dde: minimaalsddtmele (biotiini ja tiamiini
asemel) lisada pérmi autoliisaati 10 ml/1.

Vedel rikastatud sdtde: agarita rikastatud sBdde.
Atsetaatssisde

Na-atsetaat 10 g/1
EC1 5 g/1
Agar-agar 20 g/1

2. Pédrmseente lahknemise uurimine.

Uuritakse heterosiigootse diploidi haploidset jirglas-
konda (segregante). Naiteks diploid ax ad&adz* la¢” lac*
lahknemise produkte - segregante - v3ib selekteerida adenii-
ni siinteesivdime alusel, kusjuures valitud segregantidel saabd
mésrata laktoosi k#dritamise v3imet indikaatori (n#iteks
broomtimoolsinise) abil. Minimsalsdstmel kasvavad ad,’ lac®
Ja adz’ lac”, rikastatud s3¥tmel aga veel adalac Ja adzlac
punaste kolooniatena.

T8 kdik,

1. Sporulatsiooni indutseerimine diploidil. Selleks kiil-
vatakse diploid atsetaatsdttmele. Inkubeeritakse 2 @8pHeva.

2., Eoste saamine ja nende iilekiilv rikastatud s33tmel=.
Kultuur atsetaatsddtmel mikroskoobitakse., Rakud suspendeeri-
takse 0,1 ml teo maomahlasl, mis 13hustab askuse kesta. Inku-
1

elix lucorum taurica v0i H, pomata maomahl lahjendatakse
gsega 1:10, filsreeritakse y 18b] asbestfiltri. S&ilib
temperatuuril 0" kuni 1 aasta.

ol =



beeritakse 1 tund’ temperatuuril 30° ja loksutatakse 1 tumnd.
Suspensioonile lisada 1 ml vett® ja tsentrifuugida poolteist
minutit 1000 t/min. Tsentrifugaadist valmistatakse suspen-
sioon tihedusega 2 . 10 eost/ml (Gorjajevi kambris 5 suures
ruudus olgn 40 eost). Suspensioonist valmistada lahjendused
l1:10 jal : 100 ja kiilvata 0,05 ml kaupa & 5 tassi nii
rikastatud sitmele kui ka minimaslsBitmele. Inkubeerida 6
ttpdeva,

3. Segregantide analiliis, adz-lutant kasvab ainult rikas-
tatud sdtmel punase kolooniana, ad2 kasvab nii rikastatud
kui ka minimaalsittmel valge kolooniana.

Qenotﬂﬁg, Rikagtatud stdtmel MinimaalsSstmel laktoosiga
ldzhc+ punane - ei kasva

adalac' pruunikas-punane . .

ad.‘,"lac+ valge kasvabd

ad,*1ac” valge

Néide: 840 kolooniast oli 380 a.dzlac+ ja 460 adjlac” .Kas
saadud suhe erineb oluliselt suhtest 1 : 1? Selleks vdrd-
leme teoreetilisi ja faktilisi andmeid statistiliselt, kasu-
tades kas X,2-neotodit voi t-testi,

Et n = 840, siis teoreetiline suhe peaks olema 420:420.
Kasntades'X?-testi,sapne:

t a t-q (t - q)? (t-q2:4q

380 420 40 1600 3,8
460 420 40 1600 3,8
2.a1,6

dp =2 -1 =1, Tabelist selgub, et nullhiipoteesi tJendosus
on 0,1 < p > 0,01, Seega esineb oluline erinevus teoreeti-

+ Inkubeerimise aeg oleneb maomahla aktiivsusest.
Diploidsed rakud voib héavitada etanooliga, lisades seda

1/3% osa ja mdjustades 5-20 min. (m3justamise aeg peab
olema varem kindlaks m#dratud).

Sl



lise ja faktilise suhte vahel, s.t. katse ei kinnita eeldust,
et lahknemissuhe on 1 : 1, Tuleb uurida, kas ei ole tegu
metoodilise veaga.,

#

3. Tetraadanaliiiis.

Pdhjened eoste eemasldamisel mikromanipulaatori abil eos-
kotist ja isoleeritud eoste jdlgimisel. Selleks pannakse
stttme thte mikrotilka askus ja selle kest purustatakse peehne
ndela abil, Jémeda ndela abil kantakse pool eoskotist iile
uude mikrotilka ja poolitatakse samal viisil veelkordselt.
‘Saadud -eosed viiakse eraldi tilgakestesse, et saada haploid-
sed kultuurid., Erineva8t paarumistiiiipi eosest moodustunud
rakud vdivad kopuleeruda ja moodustada diploidse kultuuri.

Hilbridiseerimiseks mikrotilkades olevatele eostele lisa-
takse teist kultuuri v3i samast diploidsest kultuurist saa-
dud erinevaid eoseid.

4. Alleelide komplementatsioon.

Alleelide komplementatsiooniks nimetatakse osalist met-
siku fenotiilibi taastumist, mis kaasneb kahe mutantse alleeli
interaktsiooniga (kui muutused asuvad transasendis):

3
’

—
7%

Ristamiseks kasutatakse haploidseid Sacch.cerevisiae
ad,-mutante (punane kolooniaviérvus, vajavad adeniini, paaru-
mistiliip a), lisamark¥brina aga rgh (rough - kare koloonia
xuju vdi rgh* sile koloonia kuju).

T80 kdik.

1. 6 erinevat mutanti (a rgh* ad2) killvatakse joonkiilvidena
rikastatud s¥dtmega agariplaadile. Mutandid ovrgh ad2
kiilvatakse igaiiks eraldi l&ngagarile. Inkubeeritakse 2
d¥pdeva,
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2, Kolmandal pdeval valmistatakse o rgh adz mutantide suspen-
sioonid ja kiilvatakse 5 mutanti joonkiilvina iihele minimasl-
s06tmega tassile. Pédrast joonkiilvide kuivamist tehakse
varen killvatud 6 mutandi kultuurist sameti aebil j&ljend-
killv minimaals6dtmele.

Jéljendkiilv , Inkubee-

ritakse
> 8 pieva
Mutantide Asja teos-
o rgh* ad, tatud «rgh ad,
3 tspheva mutantide joon-
vanused joon- kiilvid

kultuurid

3. Tulemuste registreerimine. Komplementaarsusele viitabd
kasvu olemasolu joonkiilvide ristumiskohal. Lookuse rgh ~
suhtes on heterosiigootsed hiibriidid (rgh/rgh*) sileda
kolooniapinnaga.

Féiteks annavad komplementatsiooni jérgmised kombinat-
sioonid:

s Nk el LERES
5 + 020 19
4 0 0 +
3 + +
- B
1

Komplementatsioonikaardi koostamiseks tdhistatakse mu-
tante joontega (kusjuures joonte projektsioonide kattumine
tdhistad mittekomplementeerumist):

0



tsistron

3 - komplementaarsusgrupid

1 I III - komplonid

Tédvahendid ja materjalid.

Kultuurid, tassid minimeaalsi&tmega, sametlapid (15 x 15 cm),
pipetid mahuga 1-2 ml, steriilne vesi, 7-8 cm 1&bim33duga
Ja 10 cm kBrgune puitsilinder koos raudvitsaga.

5. E. c o141 konjugatsiooniline ristamine.
AAAANAAAAAAAT

Bakterite konjugatsiooniprotsess kaasneb geneetilise
rekombinatsiooniga. Kromoscomiainese iilekandumine on v3ima-
11k ténu sugufaktori (F*, Hfr, 7/) esinemisele. Hfr-mutandi
kromosoomi iilekandumise aeg vdltab ligi 2 tundi, Retsipienti
(F°) tunginud doonori (Hfr) kromosoomi fragment vahetub ret-
sipiendi homoloogilise fragmendiga, mille tulemusena teki-
vad rekombinandid.

Katseks vdetakse doonorina® Hfr arg® his* ura” sm®,
retsipiendina F~ arg” his~ ura® sa”.

Moodustunud rekombinantide sagedus arvutatakse ristami-
seks v@etud Hfr-tiive rakkude hulga kohta. Jélgides kromo-
soomi ajalist tungimist retsipienti, v3ib m#drata vastavate
lookuste asukoha ja kauguse kromoscomi -algusest, Seega on
vOimalik:

1) médrata Hfr x F~ ristamise tulemusena moodustuvate erine-—
vate rekombinantide tekkesagedust (%) ja

2) doonori markddri sisenemise sagedust olenevalt markssri
asukohast kromosoomis (iilekande efekt).

1 arg = arginiin, his = histidiin, ura = uratsiil, ;m° =

= gstreptomiitsiinitundlik, sm¥ = streptomiitsiiniresis-
tentne,
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Katse kdik,

1. Vanemkultuuride ettevalmistamine. Kahte 100-ml-sesse
. kolbi, ¥us on 10 ml puljongit (LPP), killvatakse eraldi Hfr-
ja F-tiive materjali, mida vOetakse agarststmelt ainult ihest
kolooniast. Kolvid asstatakse Boks termostaati (37°). iommi-
kul lahjendatakse F -kultuuri ca S-kordselt (lisatakse 40 ml
37° temperatuuriga IPP), Hfr-kultuuri 10-kordselt (kolvis,kus
on 9 ml puljongit temperatuuriga 37°, lisatakse 1 ml 3&vanust
kultuuri), Kolvid asetatakse Warburgi aparaati ja loksuta-
takse temperatuuril 37° poolteist kuni kaks tundi,.

Kahte tsentrifuugiklaasi viiakse &4 7 ml F -bakterite
suspensiooni, tsentrifuugitakse 10 minutit 6000 t/min. ja saa-
dud sade resuspendeeritakse 5 ml védrskes puljongis.

2. Ristamine, 50-ml-sesse kolbi vBetakse 2 ml F™-ja
1 ml Hfr-kultuuri ning raputatakse Warburgi aparaadis tempe-
ratuuril 37°, Ristamine viiskse 18bi neljas kolvis. Lastakse
konjugesrida:

1. kolvi 60 min.,
2. xolvi 90 min.,
3, kolvi 120 min.,
4. kolvi 150 min.

3. Mairatakse elusate bakterite arv Hfr-kultuuris.
Selleks v3etakse 6 katseklaasi, kuhu on valatud & 4,5 ml
Adamsi sBbdet, Esimesse katseklaasi lisatakse 0,5 ml Hfr-sus-
pensiooni ja tehakse iilekanded 0,5 ml kaupa (saadakse lah-
jendused: 107}, 1072, 107>, 107*, 1075, 107°). Viimasest
lahjendusest (10‘6) vdetakse 0,6 ml ja kidlvatakse 0,1 ml
kaupa kuuele agariplaadile (lihapeptoonagar).

4, Pérast vastava Xonjugatsiooniaja mdcdumist vBetakse
vastav kolb Warburgi aparaadist ja segakultuur lahjendatakse
4 xatsekxlaasis (1071, 1072, 107, 107*). Lahjendust 107* xu1-
vatakse selektiivssttmele (iga stbdet 4 6 tassi). Esimese
3 kolvi pubul on soovitav teha kiilv lah jendusest 10?3, sest
sel ajal ei ole rekombinantide arv veel suur,

5. Léhtekiilvide kontrollimise eesmirgil kiilvatakse konju-
geerimiseks vSetud veanemvormide suspensioonid enne ristamist
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k¥ikidele selektiivsidtmetele. F -kultuuri tuleb enne killvi
puljongist pesta (tsentrifuugimise teel).

K3ik killvatud plaadid asetatakse termostaati (37°) ja
inkubeeritakse 48 t., Seejérel miiratakse rekombinantide sa-
gedus protsentides ristamiseks vJetud elusate Hfr-bakterite
arvust.

6. Tulemuste registreerimine plaatidel.

+ + - : 4
Plaadid Kolooniad arg his ura sm

Edasi arvutatakse rekombinantide arv 106 Hfr-bakteri
kohta .
Katse skeem;
1, Ettevalmistatud HExr + ¥~
léhtekultuurid
2, Konjugeerimine 60 90 120 150 min,
SRR e Sion el
3, Lahjendamine 1077 1074
4, Kilvid 4 6 tassile.

To6vahendid ja materjalid.

500-ml-ne kolb ti#isstbtimega, 500-ml-seid kolbe kolme erineva
selektiivsddtmega (HASB, AUSB, HUSB), 1000-ml-ne kolb Adamsi
st¥tmega, 1-ml-seid pipette - 20, 10-ml-seid pipette - 2,
5-ml-seid pipette - 2, 50-ml-seid kolbe - 5, 10 katseklaasi,
1 siistal, 10 klaas;paatlit, 90 Petri tassi,

Tdissddde: LPP (lihapeptoonpuljong).
Minimealsdtde (Adamsi sddde)

NE,C1 -1g/1

KH,PO, - 1,5 g/1
Na, HPO, - 3,5 8/1
ugso, - 0,1 g/1
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Lisatakse 0,24 gliikkoosi, TardstStme saamiseks lisatakse

2% agar-agarit.,
Selektiivstttmed.

Adamsi tardstsde, millele on lisatud
1) histidiini 100 mg/l+arginiini 100 mg/1+50xcg/ml strepto-
miitsiini = HASB,
2) uratsiili 25 mg/l+arginiini 100 mg/l+streptomiitsiini =
= AUSB,
3) histidiini 100 mg/l+uratsiili 25 mg/l+ ~"- = HUSB.

6. Geneetiline transduktsioon,

Doonorina kasutatakse E. coli K 12 1;0’31'-tﬂve,
retsiplendina E. coli K 12 lacB,”. Tramsduktsiooni (lac*-
-segmendi iilekannet) teostab md3dukas faag. Lac’-transduktante
loendatakse laktoosiga minimaalstStmel.

Katse kiik.
1. Faagi saamine.

a, Kultuuride eitevalmistamine., Nii reteipiendi kui ka
doonori YSvanused kultuurid P-puljongis (inkubeeritakse tuge-
val Shustamisel) kiillvatakse tile 0,1 ml kogustes virskesse
P-puljongisse (5 ml) ja inkubeeritakse temperatuuril 37° kaks
kuni kaks pool tundi tugeval Bhustamisel. Selle tulemusena
saadakse kultuurid tihedusega ca 5 . 10°rakku milliliitris.

Doonorkultuuris (faagiga nakatatud) hakkab fasg vabane-
ma,

b. Faagi allikat (doonorkultuuri liusaati ) hoitakse
veevannil. Liisaat tsentrifuugitakse 4000 t/min, 15 min. jook-*
sul ja tsentrifugaadile (liisast) lisatakse 0,5 ml kloroformi
ning raputatakse. Pirast 3o-minutist seismist eemaldatakse
kloroform ja suspensioon Shustatakse temperatuuril 37 3o
min., et eemaldada kloroformi jidgid. Lisaati v0ib hoida
00 otsa kiilmutuskapis.
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Retsipientkultuuridele (5ml) lisatakse enne faszi li-
samist 2,5.10-3 M Ca 012. Samal ajal hoitakse faagi allikat
veevannil.Seejérel nakatatakse kultuurid liissadiga (infekt-
siooni paljusus - bakterite ja fasgi suhe - 0,).0hustatakse
temperatuuril 37 3 - 8 tundi, kuni puljong veidi selgineb.

c. Faagi tiitrimine. 0,T#-line P-agar veeldatakse vee-
vannil ja jdetakse 46°-sesse veevanni, SBtde valatakse sooja
pipetiga 3 ml kaupa katseklaasidesse (veevannil), lisatakse
1-2 tilka indikaatortiive bakterisuspensiooni. Edasi tehakse
lahjendused (fasgi tiitri puhul 5.10%) 100 x 100 x 100 je
kiilvatakse need 0,1 ja 0,05 ml kaupa tassidele (millel on
1,2¢-1ine P-agar)ning valatakse peale nakatatud agar.24 tunni
inkubeerimise jdrel v0ib loendada steriilseid laike.

d. Lisaadi steriilsuse kontroll. Samaaegselt lisaadi
tiitrimisega kiilvatakse see nii agars¥ttmele kui ka puljon-
gile (peadb olema steriilme, kui ei ole, tuledb liisaadi tbstle-
mist kloroformiga korrata).

2. Transduktsioon.

&, Faagl adsorbeerimine retsipientbaktereile. Retsi-
pilentbakterite kultuuri P-puljongis (2 . 10a rakku milli-
1iitris) tsentrifuugitakse ja viiakse 1/5 mahuni caCl, sisal-
dava puhvriga. Selle suspensiooni 1 ml-le lisatakse 1 ml
doonori liisaati (infektsiooni paljusus olgu 5) ja adsorbee-
ritakse toatemperatuuril (20°) 90 .1n.1

Eontrollkatses lisatakse suspensioonile retsipiendi
lilsaati.

Pérast adsorbeerimist segud tsentrifuugitakse ja sademed
suspendeeritakse 0,5% Na-tsitraati sisaldavas pnhvria.z

b. Transduktantide isoleerimiseks tehakse m3lemast
variandist (nii doonori kui retsipiendi liisaadiga adsorbdee-
ritud retsipientrakkude suspensioonid) killv tahkele laktoosi
sisaldavale minimaalsdttimele.

—
Madal adsorbtsiooni t° (20°) blokeerid liiitilist tsiiklit.
2

fsitraadi lisamine pidrsidb reinfektsiooni tassil.
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Spontaanselt moodustuvate lac*-revertantide (pssrdmutat-
sioonide) kindlakstegemiseks retsipiendi l&htesuspensioonis
tehakse viimasest kiilv samuti laktoosi sisaldavale minimaal-
sttmele. .

¢, Paralleelselt adsorbeerimisega méZratakse bakteri-
suspensioonide tihedus. Pérast adsorptsiooni m#drata liisaa-
dis adsorbeerimata jdznud faagi tiiter. Lahjendused kiilvata
tundlikele bakteritele pehmes agaris. Samuti médrata ellu-
Jjé&nud bakterite arv parast adsorptsiooni, tehes suspensioo-
nilahjendustest Xkiiive s$stmele.

d. Tulemuste analiiiis, 24-tunnise inkubeerimise jérel
loendatakse ldhtesuspensioonides kolooniate ja ellujddnud
bakterite arv, Samuti mé&ratakse faagi tiiter ja adsorbeeru-
nud faagi protsent.

Arvutatakse infektsiooni paljusus.

48 tunni inkubeerimise jé@rel md#iratakse minimealsd@tmel
transduktantide arv ning transduktsiooni sagedus. -

Transduktsiooni sagedus = faagi tiiter - nittetdsorb.tziéiir
transduktantide arv ., 10
‘Markus: korrutatakse 10-ga sellepérast, et plaadile kiilvati
0,1 ml.
Sel teel saame teada, Xui palju adsorbeerunud faagidest
kutsub esile transduktsiooni.

Katse skeem,

1. Kultuuride ja faagl ettevalmistamine.

Dooner- ja retsipientkultuurid: (tihedusega ca 2.109n1;
0,1 ml lahjendusest 10 kasvab 200 kolooniat),
2. lLiisaadi saamine.

3., Faagi tiitrimine. _ "

Kloroformiga t5ddeldud suspensioonist valmistatakse lah-
jendused (0,005/5; 0,05/5; 0,1/5; 0,5/4,5) Ja kiilvatakse
indikaatorkultuuri.
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4. Faagi adsorbeerimine.

1 ml retsip.-kultuuri 20° - 90 min. 1 ml retsip.-kul-
tuuri
+ 1 ml doonori liisaati tsentrif, + 1 ml retsip.
j liisaati
Kilvid:

1) laktoosiga minimaalsiStmele tramsduktantide méiramiseks,

2) tiissbstmele ellujiiinud bakterite mi#dramiseks,

3) supernatandi kiillv indikaatorkultuurile mitteadsorbeerunud
faagi tiitri m#diramiseks.

Indikaatorbakterite valmistamine faagi tiitrimiseks.
Kasvatatakse retsipienttiive puljongis tiitrini 10° bakterit
milliliitris, tsentrifuugitakse, resuspendeeritakse puhvris

(sisaldab CaCl,), Shustatakse 1 tund temperatwuril 37°. Ski-
1ib kiilmutuskapis kasutamisk®lblikuna mdni pdev.

5. Tulemuste analiilis.
EKatseks on vajalikud jérgmised s¥ttmed (koostised antud
g-des).

Minimaalstbde.
nn4c1 -5 334303 -1, Nagsc4 - 2, l.‘,ﬂPO4 - 3 !321'04 -1,

Ngso, . 7 Hy0 - 0,1, agar— agar - 20; pH 7,0.
Gliikoosi v3i laktoosi lisada 0,2 - 1%.

Hottingeri stdde.

Hottingeri puljong(amiin-F - 100 mgf, Ne HPO, - 3 g,
FaCl - 5 g, agar-agarit - 20 g).
Pérmiekstrakt-puljong (P-puljong) - peptooni 10 g, piérmi-
ekstrakti - 5 g, NaCl - 10 g, glilkkoosi 1 g; 1N NaOH abil
viiskse pH 7-le ning lisatakse CaCl, - 2,5 * 10° g
P-sttde: pérmiekstrakt-puljong, 1,2% agar-agarit.
Pehme P-stdde: P- puljong + 0,7% agar-agarit,
Puhver: xnzpo4 - 3g, la2BP04 - Tg, HaCl - 4g, IlgSO4 ot HyO

0,28.

Lisatakse 100 ml puhvri kohta 10 ml 5%-1list Na-tsitraati.
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T. Geneetiline transformatsioon bakteritel.

1. Kompetentsed rakud.Baktereid xasvatatakse 5-8 tundi,
kuna kompetentsed rakud ilmuvad eksponentsiaalse kasvufaasi
1%pul., Neid rakke v®ib ka kiilmutada, lisades gliitseriini.
Killmmtatuna séiilivad rakud transformatsiooniv®imelistena iile
nédala,

2, DNH, 18 tunni vanuse doonorkultuuri rakud pestakse ja
" suspendeeritakse puhverlahuses (tsitraadita fosfaatpuhver,
vt. 1k.27 ). Lisatakse liisotsiitmi ja inkubeeritakse tempera-
tuuril 37° seni, kuni suspensioon muutub viskoosseks. Liisaati
loksutatakse veega kiillastatud fenooliga (pH 7-8). Tsentri-
fuugitakse pool tundi 4000 t/min. Veekihis olev DNH sades-
tatakse 3 osa metoksiietanocoliga. DNH Yahustatakse 0,14 M
HaCl-lahuses ja mi#ratakse kontsentratsioon (vt.lk.4 ).

3. Transformatsioon.

Eatse Bakt, DNH kontsentratsioon 0,14 Tnkub, — Tu-

. TR RN §acl  LeBP- le-
ml ug/ml  0,2u9/m)l 0,02p9/ml 37° 2omin. 284

1l 0,25 0,25 +

2 0,25 0,25 +

3 0,25 T 0,25 o

4 0,25 : 0,25 0

5 - 0,25 0,25 0

Katse 4 néitab, et ilma DNH lisamiseta transformante ei
teki. Katsest 5 aga selgub, et DNH-lahus ei sisalda mikroobe,
mis meenutaksid transformante.

Katse kéik.

Tebha DNH lahjendused 0,14M NaCl-is 1 : 10 ja 1 : 100.
Samal ajal tuleb killmutatud rakud sulatada. Edasi t#ita sta-
tiivil olevad katseklaasid skeemi kohaselt, Péarast inkubeeri-
mist killvata igast katseklaasist 0,2 ml vastavale selekt;iv-
stiStmele, millel kasvavad ainult transformandid. 48 t.pérast
loetakse kasvanud kolooniate arv.
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I1I. HUBRIDOLOOGILINE ARALUUS PUUVILJAKARBSEL.

1, Puuvil jakdrbes kul geneetiline mudelobjekt.

Puuvil jakdrbsel (Drosophila melanogaster) on jidrgmised
olulised omadused:
a) lihike arengutsiikkel (1 kuuga v3ib saada 2-3 p3lvkonda),
b) suur sigivus (ijhelt paarilt saab 100-175 jérglast),
¢) védike kromosoomide arv (2n - 8),
d) geneetiliseks analiiisiks sobivate mutantide suur hulk ja
kultiveerimise lihtsus.

2. Puuviljakirbse elutsiikkel.

Temperatuuril 25° toimub siigoodi moodustumine ja embriio-
naalne areng munakesta all ca 24 - 25 tunni véltel. Munast
kocorudb vastne, kes pérast 4 - 5.pdevast kasvamist nukkub.
Fukkumipe vEltab 3 - 4 pdeva., Temperatuuril 25° kestab elu-
tsiikkel 10 pédeva, %’ - 12-15 péeva ja 159 a8 péeva, Ana-
liitisal kestus liilheneb seega tunduvalt, kui kdrbseid kasvatada
24-25° juures., Liini s#ilitamiseks on aga soovitav kasvatada
xirbseid temperatuuril 20°,

Muna, -Muna on 0,5 mm pikkune ja varustatud kahe jétku-
ga, mis aitavad munal s&8tmel piisida. Munemine toimub kas
kohe pérast viljastamist v0i ‘peetud viljastatud muna emakas
kuni embriionaalse arengu l3puni.

Vastne. Vastseperiood koosneb 3 staadiumist: esimene ja
teine h¥lmavad vastse arengut, kolmas 16peb nukkumisega.

4,5 mm pikkusel vastsel paistavad gonaadid tagumises keha-
0sas. Seemnesarjad on palju suuremad kui munasarjad. Selle
erinevuse jérgl vOib diferentseerida sugu.

Nukk., Nukkumiseks roomab vastne katseklaasi seinala.
Nukus 1%hustuvad vastse organid ja moodustuvad valmiku orga-
nid. Ainult gonaadid ja narvisiisteem sdilivad.

Valmik. Noorel, nukust v&ljunud kdrbsel on tiivad kort-
eus, Keha on pikk ja lébipaistev., Vanemad kdrbsed aga on pig-
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menteerunud kehaga. 8 t. pédrast koorumist on valmik juba
viljastamisv3imeline.

Soo midramine, Emased on veidi suuremad kui isased.
Emaste tagakeha ots on terav, isastel imar. Samuti on isase
tagakeha viimased segmendid tugevasti pigmenteerunud. Peale
selle on isastel eesjalgade esimesel 1liilil nn, kamm (kitii-
nist susnogad). Viimane on h@lpsasti tdheldatav binokulaar-
luudbi abil.,

3. SPbtme valmistamine.

Katseklaaside Vesi Agar Presspirm Suhkur Manna

arv =% F i TIEREe
50 350 4,5 40 13 13
100 700 5 75 25 25
150 1050 15 115 40 40
200 1400 18 150 50 50

Kaalutakse koostisosad; agar-agarile valatakse vesi Ja
segamisel soojendatakse kuni agar-agari veeldumiseni (vee
keemiseni), Seda on soovitav teha alumiiniumn®us. Veeldunud
agar-agarile lisatakse peenendatud presspérm ja soojendatakse
pideval segamisel keemiseni ning keedetakse ndrgal tulel 40
minutit. Auranud vesi asendatakse, lisatakse suhkurning manna
Ja keedetakse ettevaatlikul kuumutamisel 15 minutit pidevalt
segades. Kuil stdde on juba veidi jahtunud, villitakse see
lehtri abil katseklaasidesse kihina 1-2 cm. Katseklaas sule-
takse marlitampooniga.

Sédde peab olema sellise konsistentsiga, et ta ei purune
ega valgu todtamisel vdlja.

Ss5tmele inokuleeritakse pirmi suspensiooni (piimja
konsistentsiga), mida v3ddbatakse pintsliga s3Stme pinnale.

Katses olnud stdtmeid saab teistkordselt kasutada pidrast
20-minutist autoklaavimist 2,5 Atm juures.

Katseklaaside mdGtmed: @ 2,5 - 2,7 em; kdrgus 7,5-8 cm.

,S8bde sdilib toatemperatuuril 2 - 3 péeva.

Mérkus: presspérmi puudumisel v3ib kasutada ka kuivatatud
pérmi, arvestades seejuures,et presspirm dsaldab
5% vett,
80 -




4, semine,

Kasutatud ndudest eemaldatakse kirbsed ning sd5de va-
latakse iile veega, lisatakse kaustilist soodat (5%) ja kummu-
tatakse keemiseni. Edasi pestakse harjaga, loputatakse 2 korda
sooja veega jJa asetatakse restile kuivama., Kuivatatakse kui-
vatuskapis temperatuuril 100-120° 1-2 tundi. Puhtad katse-
klaasid asetatakse pOhjaga filespoole vastavasse kasti ja kae-
takse paberiga.

Puhastamisel kasutatud. vahendid tuled desinfitseerida
keeva soodaveega, Marlikorke v3ib pesta, keetes neid socda-
lahuses,

5. Kultiveerimiseks vajalik inventar.

1, EOu eetriga.

2, Narkotiseerimisndu (kasutada korke, milles on. sfivend vati
jaoks).

3. Mattklaas.

4. Pintsel.

5. Binokulsarluup (10 x ja 20 x) ning tavaline luup 2 x, 4 x.

6. Uuriklaas.

7. Eiller-anum (lehtriga ndu, mis on tdidetud alkoholi j&&ki-
dega).

6. Liini séilitamine.

Liin v3ib vdlja langeda hallituse tekkimise t3ttu, Hal-
lituse tekkimist vdlditakse s88tme antiseptilise valmistami-
sega, Kul hallitus siiski tekib, tuled vastavaid kérbseid iga
pieva tagant kanda ile vérskele stdtmele, kuni hallitus kaobd.

Liini sdilitamisel ristatakse kiérbseid ainult antud
liini piires. Selleks asetatakse katseklaasi kuni 4 emast ja
4 isast, Kui liin on madala viljakusega, tuleb t¥sta isaste
arva, Et vdltida 1iini kaotsiminekut, tuleb 1liini paralleel-
selt 5 katseklaasis paljundada. V3ib kasutada ka piimapude-
leid, kuhu vdib viia 15 kiérbsepaari. S85de olgu 1 - 2 pHeva
vanune (s#ilitada kiillmutuskapis). :
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Esimesed 2 U8pdeva pidrast koorumist on emased madala
munemis jdudlusega. Viljastatud munade saamiseks on vanemate-
paari soovitav vdhemalt 4-5 pdeva koos hoida. Seejédrel eemal-
datakse vanemad katseklaasist,

T. Kédrbeste narkotiseerimine.

Esmalt koputatakse kdérbsed peopesal katseklaasi pdhja,
avatakse ruitu katseklaas, mis jirgnevalt asetatakse narkoti-
saatorile pGhjaga iilespoole. Kérbsed raputatakse narkotisaa-
torisse, Narkotisaator suletakse ja mJjutatakse kdrbseid
eetriga seni, kuni uinub viimanegi kérbes.

Jérgnevalt raputatakse kirbsed mattklaasile ja sorteeri-
takse binokulaari ja pintseti abil (isased, emased, tumeda-
silmalised jne.). Kui kdrbsed #rkavad enne sorteerimise 13p-
pu, siis asetatakse neile peale Petri tassi kaas, mille p3h-
Jale on kinnitatud eetriga niisutatud vatitiikk,

8, Kérbeste iilekandrine.

Katseklaasis olevad kiErbsed raputatakse pdhja ja ava-
_takse nii kérbseid sisaldav kui ka iiks tilhi katseklass. Kir-
bestega katseklaas asetatakse tilhjale katseklaasile, raputa-
takse sellesse kdrbsed ja suletakse.

9. Ristamine.

Risteamiskatsetes on oluline, et ristamiceks v3etud emane
ei ole viljastatud. Selleks tuledb eri sugu isendid eraldada
Juba vastseperioodil ning pérast koorumist neid kindlasti
veel kord kontrollida., Pédrast koorumist on juba raskem taga-
da virgiinsust, sest kiirbsed v3ivad kooruda enne tospdeva
algust. Sel juhul tuleb korraldada nii, et emased eemaldatakse
isastest 6 - 8 tunni jooksul pirast koorumist (emased saavu-
tavad sugukiipsuse 6 - 8 tunni vanuselt).

Ristamiseks vOetakse iihe liini virgiinsed emased ja pan-
nakse neid teise 1liini isastega iihte katseklaasi. Vanemaid
hoitakse koos 4 - 5 30pdeva, Seejédrel eemaldatakse nad katse-
klaasist, Edasi viiakse 18bi Xoorunud hiibriidide analiiis.

Signt



10. Monohiibriidne ristamine.

Tavaliselt valitakse ristamiseks iihe komponendina mu-
tant, keda ristatakse metsiku tiilibiga. Selleks valitakse vir-
giinsed emased. Fl-palvkonna Jérglasl ristatakse omavahel
(8iin ei ole ndutav emaste virgiinsus). V3ib 14bi viia ka ana-
liliisiva ristamise, Analiilisitakse ?2 Ja F3.

Liinidena v0ib kasutada:

No 39 cinpabar (cn) - II kromosoom: erepunased silmad;
Eo 38-a brown (bw) - II kromosoom: pruunid silmad;

Eo 34 vestigial (vg) - II kromosoom: redutseerunud tiivad;
No 46 ebony (e) = III kromosoom: mustad silmad;

No 43-b curved (¢) =« III kromosoom: kdverdunud tiivad;
No 70 ja T2 metsik titip (+).
Ho 55 scarlet (st) - III kromosoom: helepunased uilmad.

11. Dihiibriidne ristamine.

Siin kesutatakse kahte 1iini, mis erinevad eri kromosoo-
mides asuva kahe autosomaalse geeni (nditeks II ja III, III ja
IV, II ja IV) poolest.

Néiteks:
No 39 cn x No 46 3

Il kx, I1I kx.
Ho 34 vg x No 43-b ¢

11 kx. III kr.

rl-hubriide ristatakse omavahel ja ristamise tulemusi
médratakse 12-5.

Vib kasutada ka homosiigootset 1liini No 69 cn e, mida
v3id ristata metsikut tiitipi liiniga.

12, Geenide interaktsioon.

¥o 38a by X Ro 55 (st)
II kr. IIT kr.
Interaktsiooni tulemusena tekib metsikule tiilibile omane
silmavirvus,
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!'2-9 ilmudb 4 fenotiitipi:

tumepunaste silmadega st* tw',
erepunaste silmadega - st bwt,
pruwnide silmadega - st* vw,
valgete silmadega - 8t bdw.

13. Suguliitelime pirilikkus.
'!oogt;taku retsiprookne ristamine:
No 12 white (w) = No T0 métsik tfiip
Ho 70 metsik tiiiip x No 12 (w)
Uuritakse nii 1'1 kui ka 12.

14, Geenivahetus (crossing over).

1. Emaseks vGetakse virgiinne trihiibriidne (y ct v)isend
liinist No 28 - yellow (y) (sugukromosoomis asuv geen, mis
médirab keha kollase virvuse); cut (ct), mis mEdrab tiiva
1%hestatuse; geen vermillion (v), mis miirab erepunase silma-
viirvuse. 3

Emane ristatakse metsikut tiilipi isasega. Selle ristamise
puhul saab uurida sugukromosoomis toimuvat geenivahetust,

2, Autosomaalset geenivahetust v3ib uurida, kui vdetakse
emaseks liin No 36 b cn vg (b = black - must keha, cn -
cinnabar - erepunased silmad, vg - vestigial - redutseerunud
tiivad) ning ristatakse seda metsikut tiilipi isasega.

M3lemal juhul tehakse analiitisiv ristamine, ristates
’1' emast vastavalt b cn vg v¥i yect v-isasega.

15. Populatsiooni diinsamika uurimine.

Populatsiooni diinasmika uurimisel kasutatakse erilist nn,
populatsioonipuuri. See on plastmassist karp, kuhu saab ase-
tada 8 stStmega katseklaasi, Iga 2 pdeva jédrel vahetatakse
Jérgemttda vana katseklaas uuega. Katseklaasis olevad kérbsed
Jja vastged uuritakse. Populatsiooni diinaamika uurimisel sel-
gitatakse viga mitmesuguste faktorite mGju populatsiooni
gcneetiliselé struktuurile ja selle diinsamikale (n#iteks kahe
1iini paigutamisel puuri v3idb jélgida, kumb liinidest v¥i
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hiibriididest on vastupidavam, kummas tekid mutatsioone sage-
damini ja milline on populatsiooni 13plik struktuur).

IV, HERNE HUBRIDOLOOGILINE ANALUUS.

Esimene aasta,

1, Kahe hernesordi (roheliste ja siledate seemnetega
sort ning kollaste kortsuliste seemnetega sort) seemmed kiil-
vatakse 15-cm-se vahemeaga., Pérast tOusmete tirkamist mulla-
takse ja toestatakse. Vegetatsiooniperioodi vdltel rohitakse
vastavalt vajadusele.

2, Ditsemise algul tuleb Biepungad kastreerida ja tol-
meldada teise sordi Bietolmuga. Selleks avatakse pintseti
abil alles rohelised ja suletud Tiepungad ja eemaldatakse tol-
mukad (sel ajal ei ulatu tolmukad veel emakasuudmeni), Teise
sordl Gitest- vietakse nGela abil Jietolm ja kantakse kastree-
ritud Oiepunga emakasuudmete iimber asuvatele kroonlehtedele.
Sealt satub tolm 3ie valmimisel emakasuudmeile. Uis vajuta-
takse uuesti kinni. Jis sulgub nii tihedalt, et isoleerimine
on vajalik ainult kuivamise vdltimiseks ja putukate eest
hoidmiseks. Kastreeritud diepung varustatakse pergamentpabe-
rist etiketiga, millele on mdrgitud number Ja ristamiskombi-
natsioon,

3. Kiipsed kaunad eemaldada, asetada kotti ja uurida
praktikumis.

Teine aasta.

1, Hiibriidsed seemned kiilvatakse maha ja vegetatsiooni-
pericodi 13pul eemaldatakse rl-tai-edelt kaunad, Seejuures
asetatakse iga taime kaunad eraldi paberkotti.

2. Praktikumis analiiliisida lahknemist.
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V. BIOMEETRILISI MEETODEID GENEETILISES ANALUUSIS.

Geneetilises analiilisis on pOhilisteks biomeetrilisteks
viteteks tunnuse muutlikkuse uurimine populatsioonis, rep-
resentatiivsuse hindamine, erinevuste statistiline hinda-
mine, faktiliste ja teoreetiliste lahknemissuhete vOrdlemine,
indiviidide vajaliku arvu mddramine ning tunnuse péaritavuse
méiramine.

A. Tunnuse muutlikkuse uurimine.

Tennuse muutlikkuse (mitmekesisuse, varieeruvuse)

nd3duks on vdljavdotu standardhdlve ja dispersioon.
"1, Véljavdtu standardhdlve:

—
\/?(___)T \/zxa-—ﬁ——l—Z:
S = + = 4+ ’
e n-1 =5 n-1
X z
"¥Xui n » 100, siis S~ + \/Z’ - &%,
n

x = tunnuse vdidrtused,

L1

= tunnuse keskmine vaartus,
= uuritud isendite arv,
2. ValjavOtu dispersioon:

o ¢
g Y(x - 1)

o n -1

-]

B. Representatiivsuse hindamine.

Vastava parameetri tJepdrasust hinnatakse selle stan-
dsrdhélbe (vea, eksimuse) kaudu.
1., Aritmeetilise keskmise standardhdlve.

S
Vo

‘i = +

A R



2. Diferentsi (vahe) standardhilve.

m; =3 Vl21 +122, ui n > 30

3. Uldkogumi osa vec hindamine:
1) ¥ui iildkogum on teada,

P . (100 - p)
osa viga m, =3 - , kus p nditab osa %-des,

n = véljavdtu suurus;
2) kui iildkogum ei ole teada:

‘/ P.(1-p)
np = 4 ———-1 = kus p on osa vidljavdtusagedus
n -

(antud kiimnendikena),
3) Usslduspiiride médramine:
a) indiviidi usalduspiirid:

x + to'os . S (95% indiviididest langeb nendesse

piiridesse);
b) keskmiste usalduspiirid:

n
suurusega vidljavOttude keskmistest asub antud piirides).

2 %,05 ° VS— ehk X + t; o5 . B (95% sellise

C. Erinevuste statistiline hindamine.

Keskmiste vahe (diferentsi, il - iz) hindamine.
1. Suurte vidljavdttude puhul. ® ;

= = 12
\/ 2 2 5 Z(xl * ’1) Z(xz » xz)
a=2yM* "2 ‘\/nl(nl-l)+n2(n2-1)

2. Véaikeste vidljavSttude puhul.
Sin - £) « £lx - 157 n, . 15
nd ’: .
n; + n, - 2 n, + n,

B | =

(-1




5. Vahe olulisuse hindamine t - testiga,
d

t, = :

a -d 2 %,05
Néide 1.
Kasahhi t3ugu lehmade (n = 400) lihakeha keskmine kaal
on 150 kg. Kui suur on keskmine viga?

N — Edasi médrame t =
= aif

df = n - 1,

Niide 2.
Kahe kalkuniliini lihakeha kaalud on jérgmised:

X
LY

11-20 51:-51-2,0: 0,3 kg;

n, = 25 i2 + .52 = 2,6 + 0,4 kg.
Kas diferents 0,6 kg on oluline?

mg = 0,52 40,4% 20,5

0,6

0,5

Tabelist leiame, et liinide erinevus ei ole oluline. Et kind-
laks teha, kas liinid antud tunnuse (lihakeha kaalu) poolest
t8epoolest erinevad, tuleb 1l&bi uurida arvukam materjal.

Naide 3.

Kahe 1iini liha kalorsus on Jargmine:

Vabadusaste df = 20 + 25 - 2 = 43, t; = = 1,2,

ns=3 1930, 2000 ja 1911 kal
il = 19503
n=2 1690, 1610 kal,



Kas liinid on selle tunnuse poolest erinevad?

1) 5 (x; - %)? = (<2002 4 (59)2 + (-39)2 = 5402
T(x, =~ £5)2 = (40)2 4 (-40)2 = 3200
\/54oz+3zoo 2.3 ‘/ésoz.z.;‘
2) .d = 1 . - i =
34+42 -2 2+ 3 F o8
: = 3440 = 58,7
3) 4 = 300, my = 58,7 :

tg = = 5,11 Af =3 +2 -2=3
’ \

Tabelist leiame, et t0’95 = 3,18, Seega 1iinid on statisti-
liselt erinevad.

D. Faktiliste ja teoreetiliste lahknemissuhete
vordlemine.

Geneetilistes uurimustes on vaja vOrrelda ﬂldkoéulit
vél javOtuga. N&aiteks tuleb kindlaks teha, kas saadud fakti-
line }ahknemissuhe erineb oluliselt teoreetilisest lahknemis-
suhtest,

Protsentarvude puhul kasutame teoreetiliste (gq) ja
téheldatud (t) sageduste hindamiseks jdrgmist valemit:

£ (Eie t) :
By, =3 \/—-——-————— , kus n = vdljavdtu suurus, kusjuures
L t on antud kiimnendikena,

Néide 1, Musta ja valge kiiiliku ristamisel saadi 28
musta ja 72 valget jérglast.

(Aa x aa —> 1 Aa + laa ) 1l:l.
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teor. fakt. d = 0,50 - 0,28 = 0,22

must Aa 50 T2 0,50 . 0,50
valge aa 50 28 Bys s o = 0,05

t3 = 0,22 : 0,05 = 4,4; nHeme tabelist (df = 1 ), et eri-
nevas on oluline.

_ Teoreetiliste ja faktiliste andmete vOrdlemiseks v&ib
kasutada ka‘xz-meetodit. Viimase puhul tuleb arvutada fakti-
liste ja teoreetiliste andmete diferents ning saasdud dife-
rentsi ruut jagada teoreetilise viidrtusega (d2 2:4)s

" Antud néites:
musti, valgeid

tdheldatud (t) T2 28
.teoreetiline (q) 50 50
a 22 22
a? 484 484
it U TRt s S 9,7__

2
X aS L =9,74 9,7 =194

.df=2-1=1., X% - tabelist lelame, c. crineyus on
oluline. .
Teine hiipotees: Az X Aa ——> 1 AA : 2 Aa : 1 as, 8.0,
3A+1la
teor. rakc. d = 0,28 - 0,25 = 0,03;
must A 75 T2 0,75 . 0,25 -
S s r my =% = = {/0,001875 = 0,04
ty = 203 . 0,7,
0’04

Néeme, et erinevus ei ole oluline ja seetdttu on hiipo-
tees vastuvdetav,



Néide 2. Erineva karvaviérvusega loomade ristamisel
saadi 57 musta ja 43 valget jérglast. Oletame, et karvavir-
vus on médratud 2 geeni (A ja B) interaktsiooni poolt:

9AB : 3Ab : 3 aB : 1 ab
0,5625 0,1875 0,1875 0,625

56,25% 18,75% 18,75% 6,25%
Mustad: AB = 56,25%; valged 18,75 + 18,75 + 6,25 = 43,75%.

Musti Valgeid
% 57 43 <«
q 56 44
a 1 £
a2 1 1
a‘ 4 9 0,02 0,02

> =0,02 +0,02=0,08 af =2 -1 =1
1? - tabelist leiame, et erinevus ei ole oluline,

E. Yajaliku indiviidide arvu m#iramine.

1. TOenZosuse médramine, et vdljavdttu satudb dihiibriid-
sest ristamisest kindlasti iiks kaksikretsessiiv (F2 : aabd
1/16 = 0,0625):

log p log (1-0,999) log 0,001
npiisav = = = =
log 1l-q log (1-0,0625) log 0,9375
3,000 %
= = = 107.
1,97195 - 0,02805

p = O-hiipoteesi tBendosus = 0,999,
q = genotiiiibi teoreetiline esinemissagedus,
n = vajalik seeria pikkus.
Seega, et leida tdendosusega 0,999 kindlasti iks
kaksikretsessiiv, tuleb v3dtta jarjest 107 indiviidi.

e



2.Kui palju on voimalikke *"tihje vittusid®, et mitte
saada soovit;vnt fbnotﬂﬂpi?

t
P.u = :—tr df = n - 1 Héiteks taenﬁolu,
: et vitame 10 indi-
n = 10 ar = 9 t0,95 = 3,3 viidi jérjest ja ei
5’32 saa monchiibriidse
Pm - m = 0,52 ristamise puhul
; » retsessiivi,

F. Périvuse midramine.

Mittemendelesruvate kvantitatiivsete tunnuste edasikan-
dumist jérglastele hinnatakse tunnuse péritavase kaudu. Soo
pShined tunnuse virdlemisel sugulastel,

Néiteks: a) vanemate ja Jjérglaste vdrdlemine:

\2 vanemate tunnus : 2 - populatsioceni kélknino
= - - ; -
Jérglaste reskmine
b) emade ja ttitarde vdrdlemine ;

h2 tiitarde keskmine - populatsiooni keskmine

(emade keskmine - popul .keskmine) : 2
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VI. HARILIKU MUURLOOGA KULTIVEERIMISE METOODIKA.

Oluliseks takistuseks geneetiliste uurimuste teostami-
sel kOrgematel taimedel on taime pikk kasvuperieod, samuti
taimede kasvutingimuste ebaiihtlus. Neist puudusist on
vaba harilik miilirlook Qéggbidqpsil thaliana), mis on leid-
nud viimasel ajal ¥ige laialdast kasutamist katsematerja-
lina,

Hariliku miilirlooga suvised rassid on efemeersed, vege-
tatiivse perioodiga 28 ja enam pdeva. Kuna A;thaliang_on
isetolmleja, siis on suhteliselt kerge aretada puhtaid
liine. Véikesed m30tmed vdimaldavad neid kasvatada ka katse-
klaasis, Tsiitogeneetilisi uurimusi kergendab A.thaliana
xromosoomide suhteliselt vdike arv (2n = 10).

Harilikku miiiirlooka kasutatakse k@ige erinevamate suun-
dadega geneetilistes uurimistttdes. A, thaliana kasvatamine
aseptilise kultuurina v@imaldadb uurida ka miimesuguste orgsa-
niliste ainete (n#it. gliikoos) m3ju tema arengule, sest
mikroobide toime on vdlistatud. Geneetilisest aspektist on
oluline, et sel taimel on kasvukuhikus ainult 1-3 rakku. Kui
tekib mutatsioon sellises iiherakulises kasvukuhikus, siis
vdivad areneva punga kOik rakud olla mutantsed. Kunstlikult
on saadud mutante r®ntgenikiirguse toimel. Samuti on indut-
seeritud biokeemilisi mutante. K3ikides liinides esineb ka
spontaanseid mutatsioone.

Harilikku miilirlocka on sobiv kasvatada termostaadis
v3i ruumis, mille temperatuur on 25° ja relatiivne niiskus
védhemalt 60%. Valgustuse intensiivsus vahetult katseklaasi
ldheduses peab olema 5000 - 8000 luksi. Valgustamiseks on
sobiv kasutada pdevavalguslampe AC-30, AC-40. Taimi kasva-
tatakse katseklaasides (150 x 16 mm), mis on asetatud puun-
statiividesse nii, et valgus el pddseks taime jJjuurtele kiil-
gedelt,

= 4% o



Toitesegu koostis:
A) Klos - 20 g,

B) ¥ SO, . 7H,0-3 g,

C) Ca (no,)2 . 4 H0 - 10 g,
D) K,HPO, - 3 g,

E) FeS0, . T H)0 - 1,4 g,

F) EDTA (etileendiamiintetraatsetaat) - 10 g,
G) Arnoni mikroelementide lahus.

Ained A-st G-ni lahustatakse igsaiiks eraldi 1 liitris dest.

vees, Lahus E (FeSO4 g 2 H20) valmistatakse vahetult emne
kasutamist, Ulejddnud 6 lahust (A-D ja F-G) vO¥ib séilitada
madalal temperatuuril mitu kuud.

Toitesegu valmistamiseks vdetakse 0,6 - 1,5%-line
agar-agari lahus, millele lisatakse 1 1iitri kohta jirg-
risi aineid:

50ml A + 50m1 B + 50 81C+50mlD+5mE+
+50mlF + 1mlG,

Arnoni mikroelementide lahus:
3303 - 1,5 &,

In504 | Hy0 - 0,9 8,

ZnSO4 - 0,13 g,
C‘RSO4 e 5 320 - 0,05 g,
(NH4)3IO4 - 0,5 g.

ILahustada 1 liitris vees.

Agar~-agari kontsentratsioon peab olema selline, et
ta katseklaasi jdrsul reputamisel laguneks tiikkideks. Sel-
lise konsistentsiga agar-agarisse tungivad taime juured
kergesti. Samal ajal ei vaju taim ise agar-agari sisse.

Katseklaasl valatakse umbes 5 ml agariseeritud toite-
segu. Katseklaas kaetakse tavalise vatiga, kuid mitte nii
tihedalt kui mikrobioloogilistes katsetes.
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Steriliseerimine. Katseklaasid koos toiteseguga aseta-
takse autoklaavi 1 Atm rdhu korral 20 min. (0,5 Atngrahu
korral 40 min.).

Seemnete steriliseerimisel kasutatakse 3¥%-lise H,0,
ja 96%-lise etanooli segu (vahekorras 1l:1). Steriliseeri-
takse klaasfiltril nr.3 v0i nr.4, asetades filtril olevad
seemned (esialgu mitte palju!) Petri tassi., Seemnetele vala-
takse etanooleetrit Jja vajutatakse need kiilvinOelaga 4 mi-
nutiks iileni vedeliku sisse. Seejérel asetatakse filter Petri
tassi paksule filterpaberile. Pérast vedeliku lendumist v3ibd
alustada kiilvi,

Kiilv. Steriilse kiilvinGelaga vOetakse iiks seeme ja ase-
tatakse katseklaasi agar-agari pinnale (tuleb hoolega jalgi-
da, et seeme el satuks tdielikuli agar-agarisse. Katseklaa-
sile kirjutatakse tuSfiga jirgmised andmed: mutandi téhis-
tus, taim, millelt seemned saadud ja kuupiev,

Katseklaasid asetatakse idanemise soodustamiseks pérast
kiilvi iiheks Sdplevaks killmutuskappi (+5°). Seejirel paiguta-
takse katseklaasid vastavatesse statiividesse. Hoitakse' pi-
medas kuni roheliste lehtede ilmumiseni (3-4 pdeva).

Edasist hoolitsust taim ei vaja, vdlja arvatud valgus
ning temperatuuri- ja niiskuserefiimi s&éilitamine. Optimasl-
seks valgustusajaks peetakse 16 t. Bipdevas (8 t. pHeves
peab olema kaetud). Niiskuse (60 %) sHilitamiseks asetatakse
statiivide alla veevann., +20° toatemperatuuri puhul on &
xatseklaasides ca +25°, Xui toatemperatuur on +25°, siis on
v3imalik katseklaasides séilitada sama t° ventilatsiooni
abil.

Seemnete hoidmine. A. thaliana seemneid hoitakse kalka-
paberist pakendis plekk-kastis. Toatingimustes v3ib seemmeid
sdilitada kuni 3 asastat. Seemneid on soovitav kiillvata 2-3
nédalat pédrast valmimist,

Fenoloogilised vaatlused. Kogu taime kasvuperioodi
védltel mérgitakse vastavasse vaatlusvihikusse jirgmised'and-
med.

1. Jrk. nr.
2. Algmaterjali nr.

e



3. Jaroviseerimine (pdevi).

4. 1°, -

5. Valgustus.

6. Toitesegu.

T. Kilvi kuupéev.

8. TOusmete ilmumine.

9. Roseti moodustumine.

10. Pungade teke.

11, Oitsemise algus.

12. Vegetatsioonipericod (alajaotused).

13. Rosett (kuju: véhelehine, keskmiselehine vGi paljulehine)

14, Varte arv,

15. Harude arv.

16, Taime kdrgus (cm).

17. Kuparde arv,

18, Tolmlemistingimused.

19. viljastumine.

20. Esimgene vili.

21, Viimane vili.

22, Karvasus (+++ siisteemis): a) rosetil, b) varrel,

c) Gisikul.

23, Vegetatsiooniperioodi pikkus: &) iildine péevade arv,
b) pHevade arv kuni ditsemiseni, c) pdevade arv kuni
esimese vilja tekkimiseni.
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VII. KINGLOOMA PAARUMISTUUPIDE MAARAMINE
JA KONJUGATSIOONILINE RISTAMINE.

Tuuma ehituse ja sugulise protsessi iseloomu poolest
erinevad ripsloomad tunduvalt teistest organismidest. Igas
ripsloomas on kaks erinevat tiilipi tuuma - poliiploidne vege-
tatiivne tuum makronukleus (Ma) ja tavaliselt diploidne
mikronukleus (Mi), mis etendab juhtivat osa sugulises prot-
sessis.

Ma kuju ja Mi arv on siistemaatilisteks tunnusteks. Ta-
valisematel laboratoorsetel liikidel, nagu Paramecium
aurelia, on 1 Ma ja 2 Mi-d, P, caudatum'il ja Tetrahymena
pyriformis'el 1 Ma ja 1 Mi, Ripsloomadele on iseloomulik
suguline protsess - konjugatsioon, mille puhul kahe isendi
ajutise ithinemise tulemusena toimub vastastikune tuumaaine
vahetus. Peale haploidsete pronukleuste vahetuse v3ib aset
leida ka tsiitoplasma vahetus, milline asjaolu v@®imaldab
infusoore edukalt kasutada tuuma ja tsiitoplasma vahekorra
uurimisel. _

Konjugatsioon toimub vaid siis, kui anumasse viidavad
rakud on komplementaarse pllruliltﬂabiga.l Paarumistiilip on
ripsloomadel klonaalseks tunnuseks (on kloeni piirides
périlik). Kogu liik jaguneb geneetiliselt isoleeritud riih-
madeks - varieteetideks (siingeenideks), P, aurelia'l ja
P. caundatum’'il on igas varieteedis 2 paarumistiiiipi, T. pyri-
formis'el on tdheldatud siingeenis kuni 7 paarumistiilipi,
millest igailks on komplementaarne filejéddnud kuuega, kuid
mitte iseendaga. Konjugatsioon esinedb varieteedi ulatuses,
mistdttu erinevate siingeenide paarumistiiiipide vahel tava-
liselt konjugatsioconi ei esine. Seega konjugeeruvad oma-
vahel ainult iihe varieteedi komplementaarse paarumistiiibi-
ga kloonid (1liik jaguneb varieteetideks, viimased omakorda
paarumistiiiipideks). Seetdttu tuleb esimese iilesandena masd-

4 vastandliku "sugupoolega" rakud.
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rata paarumistiitip, Kingloomade j&rglasi uuritakse peamiselt
serotiilipide, paarumistiilipide ja mitmesuguste fiisioloogiliste
tunnuste alusel.

1. Kloonide isoleerimine. Uuritavast proovist vdetakse peene
pipetiga poliistiiroolplaadi dnarusse mdni tilk. Kahele tilgale
lisatakse 1 tilk salatileotist. Iga tunni tagant viiakse loo-
mi iile uude Onarusse, kus salatileotise kontsentratsioon kas-
vab (s8dtmega harjutamine). Edasi tehakse juba kiilve salati-
leotisesse. Sellise harjutamise teel vabanetakse ka teistest
algloomadest ja vetikatest.
Edasi pannakse saadud segakultuurist 1 ml sddtmesse ai-

nult ks algloom, et saada klooni.

2. Kultiveerimine salatileotises. 12-16 tundi enne sibtme
kasutuselevitmist killvatakse leotisse Aerobacter aero-
genes ning inkubseritakse temperatuuril 30°, Bakteriaalset
stta tuledb anda iga 2-3 pdeva tagant. Kultuuri sédilitamisel
voib kasutada ka harvemat s8d’mist, lisades katseklaasi pThja
riisiterakese. Kingloomade kzsvule viitad spetsiifilise rdn-
ga moodustumine allpool vedeliku pinda.

3. KEinglooma kloonide paarumistiliibli m#éramine., Et paarumis-
tillp allud modifikatoorsele muutlikkusele, on tema médrami-
seks vaja luua standardsed tingimused (toit, temperatuur,
valgus). Pasrumistiiibi mdiramiseks vdetakse pipetiga vasta-
vad kloonid (A, B, C ...) Ja valatakse toodud skeemi jérgi
poliistiiroolplaadi Onarustesse. Binokulasrmikroskoobi abil
jilgitakse aglutinatsiooni tekkimist (kenjugeerivate paaride
Kloonid moodustumist).
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Tulemused margitakse tabelisse ja médratakse kloonide komple~
mentaarsus.

4, Kultuuride ristamine., Uks p#ev enne ristamist lisatakse
ristatavatesse kultuuridesse 2-3 ml salatileotiat ja hoitakse
pimedas kohas. Ristamiseks valitakse komplementaarse paaru-
mistiiiibiga kloonid. Ristamist teostatakse vidikestes katse-
klaasides. Ristamiseks vOtta 8-10 tilka vastavat kultuuri.

24, 10, 8 ja 5 tundi enne praktikumi algust iihendatakse
kaks vastavat (komplementaarse paarumistiiiibiga) klooni ning
Jalgitakse konjugatsiooni algust. Konjugeerunud paarid eral-
datakse ja alusklaasile asetatud iiks tilk konjugante sisal-
davat kultuuri varvitakse Dippelli jérgi (kultuurile lisada
1 tilk jérgmist lahust: lo,5 osa atsetokarmiini, 4,5 osa
45%-1ist dddikhapet, 2 osa 1N HC1 ja 1 osa 1%-list fastgree-
ni 95%-1ises alkoholis), Tsiitoplasma virvub rohekassiniseks,
vanad Ma-fragmendid pruunikaspunaseks, uued Ma-alged kahva-
turoheliseks, toitevakueelid erksinakasroheliseks.

Jélgida jérgmisi konjugatsioonietappe.

1) Mi esimene jagunsmine (sirbikujuline profsas, anafaasis on

néhtavad kromosoomid).

2) Mi teise jagunemise tulemusena tekkinud 4 "kildu".

3) "Kildudest" 3 degenereeruvad, kuna neljas teeb 1ldbi kol-
manda jagunemise ("lisajagunemine®)., Moodustuvad haploid-
sed pronukleused.

4) Isespronukleuste vahetuse tulemusena moodustuvad diploid-
sed siinkaarionid.

5) Konjugantide lahknemine.

6) Edasi moodustub siinkasrioni jagunedes (3 korda)neli Ma-alget
ja Mi. z

7) Neli Ma-alget ja mitootiliselt jagunenud Mi jaotuvad eks-
konjugantide kahe jagunemisprodukti wvahel.

Soovitav on valmistada kdigist konjugatsioonietappi-
dest pilisipreparaadid Feulgeni jargi.
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To8vahendid ja materjalid.

Onarustega poliistiiroolplaadid; 15 cm pikkune kummi-
ballooniga pipett 1&bim33duga 6 mm (pipetist hévitatakse
rakud, hoides seda keeva vee kohal); virvilahused; P. cauda-
tum'i kleonid; binokulaarluup ja mikroskoop; alus- ja katte-
klaasié; katseklaasid je mikropipetid.

Salatileetis. Salatilehed kuivatatakse(temperatuuril 100°
Bt ning hodrutakse uhmris peeneks. Leotise valmistamiseks
vOetakse 0,5 g pulbrit 1,5 1 destilleeritud vee kohta ja kee-
detakse 10 min. Filtreeritakse 1#bi filterpaberi ning vala-
takse kolbidesse ja autoklaavitakse.

Heinaleotis (autoklaavitud) on samuti sobiv.

VIII. TAIMEGENEETIK%~ALASED JUHISED.

1. Redis.

Risttolmleva taimena on redis heterosiigootne. Redise-
sort kmjutad endast polimorfset populatsiooni. Populatsiooni
polimorfsus avaldub selles, et isegi Ie-ndas, (s.0. 8-ndas
sisearetuse pOlvkonnas)esineb veel lahknemine. MOnede tunnus-
te osas lakkab lahknemine juba I,-ndas, mdningate tunnuste
osas, nagu nditeks juurika virvus, see alles 13-ndas algab.

Sisearetuse teel on vdimalik jagada populatsiooni pal-
judeks l1iinideks, kusjuures iiksikust taimest v3ib saada mitu
liini (n8iteks I, ndas 18 liini).

Risttolmlevatel, fakultatiivselt risttolmlevatel ja
isegi mdnedel isetolmlevatel taimedel (n&it. oder) tulebd
arvestada geneetilistes uurimistes geneetilist polimorfismi.
Isegi sellisel isetolmleval taimel nagu oder, mille sort
praktiliselt vOrdub puhta liiniga, esineb mdne tunnuse osas
spontaanset lahknemist. Seega on geneetilistes katsetes eri-
ti risttolmlevatel taimedel vajalik puhaste liinide olemas-

olu.
o



Sisearetusele reageerib redis tugeva depressiooniga,mis
avaldub k¥igepealt arengu aeglustumises ja hdiretes., Eriti
ilmuvad muutused kvantitatiivsete tunnuste osas (produktiiv-
sus, fertiilsus), Eri sordid reageerivad intsuhtile erine-
valt. Autosteriilsed sordid reageerivad tunduva depressioo-
niga,kuna autofertiilsetel avaldub depressioon vihemal m#d-
ral, MOnest autofertiilsest sordist v0ib saada koguni liine,
mis s&ilitavad populatsiooni esialgse produktiivsuse isegi
Ia-ndas. Intsuhtliinide ristamisel esinebd rl" virreldes
vanemliinidega sageli heteroos. Selektsiooni aspektist on
perspektiivsed sellised 1liinid, mis ristamisel annavad popu-
latsiooni taset iiletava heteroosi.

Néiteks ristates redise 1iini "lithikesed ja laiad kroon-
lehed" liinigas "pikad ja kitsad kroonlehed", saadakse hiib-
riid, mis on tunduvalt suuremate Jitega kui kumbki vanema-
test, {helt vanemalt péritakse kroonlehe laius (domineerid
kitsalehisuse iile), teiselt aga kroonlehe pikkus (dominee-
rib ltthiduse file). Antud juhul pdShineb heteroocs komplemen-
taarsusel,

Heterosiigootsuse osa sssb ndidata, kui ristate eri-
neva homosiigootsuse sstmega taimi omavahel (I1 x }2, I1 x 13,

I3 x 15 jne.,). Sel eesmdrgil vOib kasutada ka erinevatest
sortidest (populatsioonidest) périnevaid liine. Kui liinid
on tunduvalt erinevate morfoloogiliste tunnustega (s.o, sas-
dud eri sortidest), aiis tavaliselt Ii x If annadb tugevama
heteroosi kui I% x 15. Sama sordi erineva sisearetusastmega
liinide ristamisel (néiteks I, * I, Ja I x 15) saadud hiib-
riidide heteroosis erinevusi ei pruugi olla.

Poliiploidid on sasgikamad kui diploidid. Rende indutsee-
rimiseks kasutatakse kolhitsineerimist, immmtades (v3i sisti~
des) kasvukuhikut 0,1 - 0,2 %#-lise kolhitsiinilahusega. T86~
deldud kasvukuhikust arenenud 3ied isoleeritakse sisearetu-
seks. Jérgmisel aastal praagitakse (Fz-s) normaalsete tolmu-
teradega taimed.

Sisearetus. Intsuhti puhul luuakse tingimused, mis vO3i-
maldavad taimel tolmslda ainult oma Jietolmuga. Selliste
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tingimuste loomiseks isoleeritakse enne Gitsemist vastav
kogus pungasid, Isoleerimiseks kasutatakse pergamentkotte
(md0tmetega 40 x 10 cm)., Uhte kotti asetatakse tavaliselt

20 punga, mille tipud ei ole veel avanenud. Pungad valitakse
mitmelt ldhestikku asetsevalt harult ning painutatakse kGik
ilhe isolaatori alla. Ulejéénud Fitsevad ja Fitsenud Fied
eemaldatakse pintsettidega, Samuti eemaldatakse viaikesed ja
vigastatud pungad ning kOik isolaatorist allpool paiknevad
kasvukuhikud. ’

Isolsator seotakse alt nodriga kinni, kusjuures sidumis-
kohal olevate varte lmber mihitakse vatt, et takistada putu-
kate sissetungimist. Isolaatoril iilemine ots seotakse taime
tugikepi kiilge. Pungad peavad jA&dma vOimalikult isolaatori
alaossa, et jédks kiillaldaselt ruumi kasvuks. Isolaatorile
kirjutatakse pliiatsiga jdrgmised andmed: isolaatori nr.,
isoleerimise eesmirk, isoleeritud pungade arv, kuupdev.

Paralleelszelt eraldatakse samal taimel veel 20 tuge-"
vat tervet punga'kontrolliks, mida isolaatoriga el kaeta.
See  voimaldab vordluse teel otsustada taime autofer-

tiilsuse iile.

Siigisel koristatakse seemned isolaatorite ja vastavate
kontrollide kaupa eraldi. M#érgitakse dra koristamise kuupdev
Ja seemnete arv k¥trades. Jargmisel aastal kiilvatakse igast
isoclaatorist saadud seemned eraldi katselappidelse.

Ristamise metoodika. Et valtida isetolmlemist, tulebd
pungad varakult kastreerida ja eespool kirjeldatud viisil
isoleerida., Fastreerimiseks valitakse samuti 20 punga ithe iso-
laatori kohta. Pungaed peavad olema sellises staadiumis, kus
Bietolm ei ole veel valminud, S.0. ca 3 pdeva enne Jie avane-
mist. Tupplehed painutatakse pintsetiga kOrvale ja tolmukad
eemaldatakse, vOttes kinni tolmukaniitidest, kusjuures ei tohi
puudutada emakasuudmeid, Asudes jéargmise taime kastreerimise-
le, tuleb pintsetid piirituse v0i destilleeritud veega puhas-
tada. Isolaatorile mérgitakse kastreeritud pungade arv, kuu-
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péev ja taime number. Kastreeritud pungad avanevad kolmandal
péeval, mil v3ib hakata tolmeldama.

Tolm kogutakse "isastaimelt”, eemaldades pintseti abil
tolmukad (v&ltida tolmukaniidi kaasatulemist!), asetatakse
ilaaspurgikesse ja lastakse ca 2 tundi péikese kées kuivada.
Tolmeldamiseks v3etakse prepareerimisnfelaga (mille otsa on
kinnitatud kummitiikike) tolmu ja kantakse see kastreeritud
Oie emakasuudmetele, Tuleb jélgida, et putukad ei satuks
xatmata Gitele.

Isolaatorile mérgitakse ristamise kombinatsioon, Tite
arv ja kuupdev, (0ied kaetakse uuesti isolaatoriga. Seemnete
kogumine ja kuivatamine toimub nii sisearetuse kui ka rista-
mise puhul isolaatoreid eemaldamata.

Kromosoomide loendamine. Kromosoomide loendamiseks val-
mistatavate ajutiste preparaatide eeliseks on nende valmis-
tamise lihtsus ja suur kiirus (umbes 15 min.). Puuduseks on
preparaadi vihene séilivus (tavaliselt 1 pdevast kuni 1-2
n#dalani).

Kogutud materjal (pungad, noored lehed, juuretipmed)
fikseeritakse Carnoy fiksaatoris (6 osa 96%-1st etanooli +
+ 3 osa kloroformi + 1 osa konts., #ddikhapet) 40 minutist
kuni 2 tunnini s3ltuvalt materjalist, Pérast fikseerimist
materjal kas viarvitakse v3i sdilitamise vajaduse korral
asetatakse 70%-lisse etanooli.

Kromosoomide vidrvimiseks v3ib kasutada atsetokarmiini
v3i atsetolakmoidi. Virvilahuse valmistamiseks lahustatakse
1 g vidrvi 100 ml keevas 45%-lises #Hdikheppes ja lahus
filtreeritakse.

Uuriklaasile kantakse 6 tilka vérvi ja tilk 1N HC1l-i.
Uuritav materjal asetatskse segusse ja kuumutatakse piiri-
tuslambil umbes 2 minutit. HC1l m3jnl rakkudevaheline aine
1%hustub. Seejédrel asetatakse koetiikike alusklaasile vee vOi
gliitseriini ja #d@dikhappe segu (1 : 1) tilgasse (viimasel
juhul preparaat s&ilib kauem). LOpuks kaetakse preparaat
katteklaasiga ja muljutakse seda seni, kuni rakud jaotuvad
preparaadis iihe kihina.
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Redise pungad fikseeritakse 40 min. jooksul ja hoitakse
T0%-1ises piirituses. Pungadest eraldatakse binokulaarluubi
all tolmukad ja kantakse alusklaasil olevasse virvilahuse
tilka, Kaetakse katteklassiga ja kuumutatakse mdni minut.
See Jérel surutakse kude laiali ja mikroskoobitakse.

Tomati noori lehti voib kohe, ilma fikseerimata, ase-
tada 30 minutiks vérvainesse ja suruda siis alusklaasil
laiali. Enne seda tuleb materjali veidi kuumutada.

Kromosoomide vaatlemiseks on vaja leida pungi, kus toi-
mub meioosi esimene jagunemine (s.t. on vaja, et esineks
metafaasi ekvatoriaalplaadiga rakke, kus kromosoomid asetse-
vad bivalentidena), Selliste pungade leidmise tBendosus on
redisel 1 : 20, Mikroskoobitakse 900-kordse suurendusega.

2. Aedmaasikas.

Kastreerimine. Kastreerimiseks valitakse iihelt taimelt
tavaliselt ilkks pung (v®ib olls ka kaks teineteise lihedal
asetsevat punga, sest tolmutumise ajaks need kasvavad Jja
eemalduvad teineteisest kiillaldaselt). Vaikeste pintsettide
abil painutatakse tupplehed viljapoole ja eemaldatakse kroon-
lehed ning tolmukad. Seejédrel lastakse Biele silmapipetiga
2-3 tilka destilleeritud vett. Kastreeritud Sie iimber m#hi-
takse vatti.

Tolmu kogumine. Tolmu kogumiseks valitakse vdlja kOige
suuremad Jiepungad, mis on juba pooleldi avanenud,ja eemal-
datakse need taime kiiljest. Pungi hoitakse kuni jédrgmise
pédevani paberist pakendis (sellele on mérgitud andmed taime
kohta ja tolmu kogumise kuupdev). Oietolmu eemaldamiseks pii-
sab koputusest pintsetiga vastu punga. Oietolmu sisaldav
klaaspurgike kaetakse pealt pergaﬁentpaheriga, millesse
tehakse avaus, kust torgatakse liébi prepareerimisndel, mille
otsa on kinnitatud vdike tiikike kustutuskummi.

Tolmutamine. Tolmutatakse 2-3 pdeval pidrast kastreeri-
mist. Kastreeritud ¥ielt vBetakse vatt ja kontrollitakse,
kas 3is on normaalselt sdilinud. Seejirel vdetakse prepa-
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reerimisndelaga tolmu ja puudutatakse sellega paar korda
véga ettevaatlikult emakasuudmeid. Pirast tolmutamist kae-
takse 0is otsekohe uue puhta vatiga. Taime kiilge kinnitatakse
perganentpaberist'otiketike, millele mé@rgitakse lithidalt and-
med nii 0" - kui ka Q -~ taime kohta. Tehakse vastav sissekanne
ka pdevikusse. Vajaduse korral jdlgida viljastusprotsessi

(24 voi 48 tunni pérast eemaldada ristatud Fied ja asetada
Navadini segusse kuni tsiitoloogilise analiilisi tegemiseni).

Tolmuterade analiiiis., Uuritava taime Titest raputada tolm
alusklaasile ja vaadelda mikroskoobis 400-kordse suurenduse-
ga. Joonistusaparaadi abil joonestada tolmuterade piirjooned
valgele paberile, seejérel mOdta nende maksimaalne 18bimddt
(0,5 mm tépsusega) ja sellega risti olev 1&bimddt., Igalt tai-
melt mGta ca 25 tolmutera. Tulemuste alusel joonistada
graafik, mis iseloomustab taime ploidsust.

Tetraploidide tolmuterad on tunduvalt heterogeensemad
kui diploidide omad. Ka on tetraploidide tolmuterade m33dtmed
mérksa suuremad. Et triploidid moodustavad nii 1n kui ka 2n
gameete, siis on nende tolmuterade populatsiooni punktide
parv graafikul erinev nii di- kui ka tetraploidide omast.

3. Rukis.

Rukis allub sisearetusele halvasti, Tugev depressioon
ilmneb juba 13-3. Seepérast kasutatakse.nn. mtddukat intsuh-
ti (valitakse ithe taime mitu pead). Uksikutel juhtudel on
aga Onnestunud luua ka piisivaid fertiilseid intsuhtvorme.

4. Mais.

Et mais on tuultolmleja, siis on liinide saamiseks eri-
ti oluline taimede hoolikas isdleerimine.

Sisearetuse puhul kaetakse nii emas- kui isas@ied per-
gamentpaberist isolaatoriga. Emasfied isoleeritakse siis,
kui emakasuudmed on juba lehtede wvahelt v