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Sissejuhatus

Praktilise t66 ,,Teadusprojektis ,,101 parmitiive Eesti loodusest* osalemine” materjaliks ehk vald-
konnaks valisin koostoé Tartu Ulikooli loodusteaduskonnaga. Eesmirgiks on osaleda huvitavas
loodusalases projektis ning seoses sellega, uurida Eestis leiduvaid parmitiivesid 1dbi praktilise t66.
Praktiliseks t60ks on parmseente proovide votmine iihelt kindlalt alalt looduses ja hiljem nende

uurimine ning analiiiisimine laboris.

Kuna Tartu Ulikoolilt tuli pakkumine osaleda projektis “101 parmitiive Eesti loodusest”, siis sobis
see teadusprojekt minu huvidega. Sellepédrast saigi valitud praktilise t66 teemaks bioloogia vald-
kond. Voimalus votta 0sa kaasaegsest laboritodst ning samuti koguda proove loodusest, tundus ole-
vat huvitav ja hariv. Samuti teadmised, mis projekti jooksul kogusin véivad kasuks tulla edasisel
dppimisel ning eelnev tutvumine Tartu Ulikooliga on kasulik, kuna varsti peale giimnaasiumi 18pe-

tamist tuleb otsustada, kuhu ja mis erialal edasi 6ppima minna.

Parme leidub looduses arvatavasti koikjal. Teaduses kasutatakse parme mudelorganismidena, et
uurida geneetilisi ja ka parmseente poolt pdhjustatud haigusi. Laialdaselt kasutatakse parme toidu-

ainetetoostuses nt alkohoolsetes jookides, parmitaignas, keefiris ja teistes toitudes.

Minu praktilise t66 kirjalik osa sisaldab teavet parmseente, kogutud proovide, laboris parmitiivede

midramise ja dppepieva kohta Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudis.

Eeldan, et minu kogutud proovides leidub péarmi tiivesid ja nende uurimine tuleb huvitav ning

teadmisterohke.



1. Teadusprojekt “101 parmitiive Eesti loodusest™

Projekt ,,101 parmitiive Eesti loodusest™ on teaduslik uurimist6o, mille kdigus kaardistatakse parm-
seente levik iile kogu Eesti. Projekti kédigus isoleeritakse Eesti loodusest viahemalt 101 parmitiive.
Need tiived kirjeldatakse ning méaratakse liigiline kuuluvus kasutades genoomi sekveneerimise
meetodit. Hetkel ei ole iilevaadet Eestis elavatest parmidest ning nende levikust. Seega kogutakse

projekti kdigus uusi teadmisi Eestis kasvavate parmseente kohta.

Projekti tegevusi juhivad Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi vanemteadur Tiina
Tamm, PhD ja professor Arnold Kristjuhan, PhD. (TUMRI, 2018)

Projekti logo vt. joonis 1 ja pikema kokkuvdtte projektist leiab TU molekulaar- ja rakubioloogia

instituudi kodulehelt vt https://www.tymri.ut.ee/et/projektid/101-parmituve-eesti-loodusest

Projekt viiakse 1dbi ajavahemikul 01.09.2018 - 05.11.2018. Teadusprojekti kaasatakse giimnaasiu-
miastme Opilasi. Teadusprojekti ,,101 parmitiive Eesti loodusest* eesmérgiks on bioteaduste popula-
riseerimine Eesti tildhariduskoolides. Projekt tutvustab bioteaduste erialasid, karjaarivoimalusi ning
sellel alal tootavate inimeste igapdevatood. Lisaks annab projekt bioteadusi dppivatele iilidpilastele
teadusliku uurimisto6 lédbiviimise ja juhendamise oskused ning kogemused. Projekt on planeeritud
teadusliku uurimistéona, mida viivad 1dbi giimnasistid ning neid juhendavad bioteaduste bakalau-
reuse- ja magistrioppe tiliopilased. Toimuvad dpitoad, mille kédigus eraldatakse isoleeritud parmitii-
vedest DNA ning maaratakse, milliste liikidega on tegemist. Saadud tulemuste tutvustamiseks toi-
muvad koolikiilastused projektis osalenud koolidesse. Projekti tulemusena kaardistatakse parmseen-
te levik iile kogu Eesti. Lisaks liigirikkuse iseloomustamisele on projekti eesmirgiks ka erinevat

kasu toovate liikide leidmine.

parmituve
Eesti loodusest

Joonis 1. Projekti logo (miks?ee, s.a.)


https://www.tymri.ut.ee/et/projektid/101-parmituve-eesti-loodusest

Projekt jaguneb mitmeks etapiks:

1. etapp - toimub péarmitiivede isoleerimine loodusest, eesmérk on koguda proove koikjal Ees-
tist (sept.-okt. 2018) ning tiivede 16plik isoleerimine toimub laboris.

2. etapp - toimuvad dppepaevad, mille kiigus eraldatakse isoleeritud tiivedest DNA, paljunda-
takse genoomist kindlad piirkonnad ning tehakse kindlaks nende alade jarjestus
sekveneerimise teel (dets. 2018). Saadud DNA fragmentide jérjestused méadratakse Tartu
Ulikooli Sekveneerimise Tuumiklaboris.

3. etapp - veebipdhine sekveneerimisel saadud jérjestuste analiilis eesmargiga Kindlaks teha
isoleeritud tiive liik (veebr. 2019).

4. etapp - projekti kokkuvotvad seminarid (marts, aprill 2019).

loodusest genoomse rDNA regiooni agaroos Sanger BLAST
tuvede DNA paljundamine geel- sekveneerimine anallls
isoleerimine  eraldamine  PCR meetodil elektroforees

Joonis 2. Projekti tegevused (TUMRI, 2018)

Osalema kutsuti giimnaasiumiastme Opilasi koikidest Eesti maakondadest. Loodusest parmitiivede
isoleerimise etapis osales 26 kooli ja rohkem kui 50 opilast. (vdljavote T. Tamme e-kirjast,
31.10.18).

Projekti toetavad: Haridus- ja Teadusministeerium, SA Eesti Teadusagentuur ja Tartu Ulikooli

molekulaar- ja rakubioloogia instituut. (Tamm, 2018)



2. Pirmid ehk pirmseened

Aastal 1680 ndgi esimest korda parmirakke Antoni van Leeuwenhoek 1dabi mikroskoobi. Kuid juba
varasemalt, umbes 4000 aastat tagasi on Egiptusest leitud parmitaigna kiipsetamiseks mdeldud kiip-
setuskambreid (Tarum jt, s.a.).

Parmid ehk parmiseened on eukariiootsed, tiherakulised mikroorganismid, kes kuuluvad riiki See-
ned. Nad kuuluvad seeneriigi kahte hdimkonda - Kkottseened (Ascomycota) ja kandseened
(Basidiomycota). Parmid jagunevad pungumise voi pooldumise teel. Erinevalt paljudest teistest
seentest, parmid sugulisel paljunemisel viljakeha ei moodusta. Parmseened on loomse toitumistiiii-
biga organismid (TUMRI, 2018).

Neid on Kirjeldatud umbes 1500 liiki. Arvatakse, et koikidest seeneliikidest moodustavad parmid
vaid 1%. Erinevad parmiliigid leiavad kasutamist nii toiduainetetoostuses (nditeks pagaritdostuses,
ensiitimide ja toidulisandite tootmises), kadaritamisel (néiteks veini, olu, kalja ja bioetanooli tootmi-
sel), farmaatsiatoostuses (nditeks hormoonide ja ravimite tootmisel) ja teadusuuringutes (niiteks
rakubioloogis, molekulaarbioloogias, ravimiuuringutes, toksilisuse uuringutes, périlike haiguste
uuringutes jne.). Vaatamata sellele, et need silmale ndhtamatud eukariiootsed organismid on leidnud
juba laialdast kasutamist, tuntakse maailmas laialdast huvi uute parmiliikide leidmise ja olemasole-

vate parmiliikide isoleerimise vastu (Tarum jt., s.a.).



3. Proovide kogumine

Vottes 0sa giimnaasiumidpilaste teadusprojektist "101 parmitiive Eesti loodusest” pidin esmalt ko-
guma parmseente proove. Juhised selleks tegevuseks saabusid e-kirjaga. Projektijuhilt sain meili 17.
septembril 2018 kus ta andis infot jargnevate tegevuste kohta. 25. septembril 2018 saabusid Tartu
Ulikoolist postipakk proovide kogumise juhendiga (vt lisa 2) ja kuue Petri tassiga, millel oli sédde

parmseentele.

Proovide kogumiseks saatis projektijuht Tiina Tamm osalejatele kuus Petri tassi, millesse hakkasin
parmitiivesid korjama. Koha kust proove asusin votma sain ise valida. Asukohaks valisin Jéarvselja
tirgmetsa Tartumaal. Kokku oli kuus tassi, millest neli tuli saata kolme nédala jooksul Tartusse ta-
gasi. Nendelt neljalt tassilt tehti parmide véljakiilvid. Kaks tassi jatsin endale vaatluse ja fotode te-
gemiseks. Proovide kogumiseks valisin Jarvselja tirgmetsa ning voimalikult kuiva ja sooja ilma, mis

on proovide kogemiseks ideaalne.

Jarvselja matkarada on eriilmeline ja labib mitmeid metsa kasvukohatiiiipe - seal kohtad tile 360. a
vanust Kuningaméndi ning tile 40 m korgusele kiitindivate latvadega kuuski, mis on ka Eestimaa
korgeimate puude hulgas. Rada kulgeb osaliselt laudteel, marsruudi pikkuseks on 1-5 km. Heaks
alguspunktiks on kas Jarvselja jahiloss voi kiilalistemaja, kus on olemas infotahvlid koos radade
kaardiga. Jarvselja dpperada koos lirgmetsaga esindab iihte Louna-Eesti 24st avastamist vaart pai-

gast, mis on tahistatud National Geographic’u kollase aknaga (Ein, s.a.).

Valisin uuritavalt alalt kuus erinevat elusorganismi : kibuvits, janesekapsas, piibeleht, kiilmaseen,
ristikhein ja kartul Veendusin, et need vastaksid Tartu Ulikooli poolt esitatud nduetele ja vdtsin
taimede osadelt proovid (vt joonis 3). Kui proovid olid voetud, sulgesin Petri tassid hermeetiliselt
ja saatsin need tagasi Tartu Ulikooli. Nendelt tassidelt tehti molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
laboris parmide valjakiilvid ning 5. detsember 2018 asusin ise neid uurima ja liike madrama Tartu

Ulikooli molekulaar - ja rakubioloogia instituudi dppehoone laboris.


http://jarvselja.ee/sihtasutusest/jarvselja-loodus/urgmets/
http://visitsouthestonia.com/
http://visitsouthestonia.com/

Joonis 3. Sootmega Petri tassid taimede osadega, millelt proovid voeti (Mangusson, 2018)

Projekti raames Tartusse tagasi saadetud sootmetassidelt eraldati kokku 696 péarmitiive ja 126 par-
milaadset tiive (véljavote T. Tamme e-kirjast, 31.10.18).



4. VVaatlus kodus

Koduseks vaatluseks pidin jatma kaks Petri tassi, ning jalgima neid monda aega ja pildistama prot-
sessi, mis kogutud parmseentega juhtuma hakkab. Petri tassidele oli eelnevalt pandud s66de, mis oli
vajalik, et tekiksid kolooniad. Mina valisin vaatlusperioodiks 3 nédalat. Proove tuli hoida toatempe-

ratuuril, mitte liiga soojas ega kiilmas. Tulemusi oli juba esimestel paevadel ndha. Parmseente kas-

vatamise tulemusi on néha alljargnevatel fotodel.

Joonis 6. Kolmanda nédala vaatlustulemused (autori foto, 2018)



5. Oppepiev Tartus

1. oktoober 2018 saadeti teade osalemiseks Gilimnaasiumidpilaste Oppepdeval “Kuidas DNA abil

parmiliike méarata”. Selleks pidin valima sobiva kuupdeva, millal Tartu minna. Registreerimislehte

oppepéevale vt lisa 1. Osalemiseks valisin 5. detsembri 2018.

5. detsembril toimunud Sppepaeval médrasime kindlaks, mida korjasime ja mis liiki parmseentega

on tegemist. Ettekujutuse laborito6st annab joonis 7.

Kdigepealt tutvustati meile ohutustehnikat laboris todtamisel.

Laboris tootades kanda laborikitlit ja kindaid.

To6o6laual ei tohi olla ileliigseid seadmeid.

Kaik tuubid tuleb korrektselt mérgistada.

Asju suhu mitte toppida.

Mitte kanda riideid, mis vdivad segada ning kinnitada pikad lahtised juuksed.

Pese kési parast tood.

Oppepieval olid juhendajateks Koit Korgnurm, Inge Varik, Sirelin Sillamaa, Jana Aid, Laura

Liivand, Ivan Kisly, Tiina Tamm (projektijuht), Arnold Kristjuhan.

Joonis 7. Oppepiev Tartus (Tamm, 2018)



Oppepiev oli jaotatud erinevateks etappideks ja katseteks. Esmalt tehti meile selgeks pipeteerimise

algtded ja seejdrel saime alles alustada tdsise laboritdoga.

6.1. Pipeteerimise opetus

Pipeteerimise opetuse eesmargiks oli dppida kasutama automaatpipette, mida teadlased kasutavad
oma igapédevatoos. Selleks anti igatihele iilesanne, mis tuli tdita vastavalt etteantud juhendile. Kont-
rollisime kui hésti oskasime kasutada automaatpipette. Selleks pipeteerisime erinevatesse tuubides-
se vastavaid koguseid. Seejarel kaalusime oma tuubid ning kellel oli kdige tipsem tulemus sai au-

hinna.

6.2. Parmidest genoomse DNA eraldamine

Parmidest genoomse DNA eraldamise etapi eesmargiks oli vilja votta parmirakkudest genoomne
DNA, mida me kasutasime edaspidi parmigenoomi Kindla piirkonna paljundamisel. Katse labivii-
miseks tuli 1abida erinevad tookdigud:

Hambatikuga parmikolooniate eraldamine.

Tuubide inkubeerimine * (selles etapis 15hutakse rakkude kestad).
Etanooli lisamine.

Tuubide tsentrifuugimine.

Sademe kuivatamine ja vedeliku eemaldamine pipetiga.

Vortexi? kasutamine DNA lahustamiseks.

6.3. Parmide rDNA lookuse amplifitseerimine PCR meetodil

PCR e. poliimeraasi ahelreaktsioon on molekulaarbioloogia meetod, mille abil on vdoimalik DNA

kogust mitmekordistada ehk luua DNA 16igust palju koopiaid.

! Tuubide inkubeerimine on tuubidest vedeliku vélja aurutamine.

% Vortex on seade, mis vibreerimisel kiirendab ja iihtlustab ainete reageerimist/segunemist.



Katse eesmirgiks oli paljundada parmigenoomist kindel DNA piirkond. Selleks tuli uuesti tsentri-

fuugida tuube, mille tulemusena sadenesid rakukestad tuubi pohja.

6.4. Isoleeritud parmitiivede kirjeldamine

Katse eesmérgiks oli iseloomustada isoleeritud parmitiivesid erinevate tunnuste alusel. Tulemused
kandsime tabelisse, vt allolevat tabelit 1. Tabelis on vilja toodud koloonia varvus, kasvukiirus, suu-

rus ning parmide valjakiilvide muud tunnused

Tabel 1. Vaatlusandmete tulemused

Koloonia
Tiive nr | vdarvus Kasvukiirus/suurus Muud tunnused
372-2 Kollakas beez Normaalne Kiirus ja suurus uimarad, matt, kasvab Kiiresti
tihedaks

372-4 Hallikas beez Normaalne Kiirus ja suurus poolmatt, tihedad, iimarad

373-1 Beez Normaalne Kiirus ja suurus laikivad, imarad, tihedad

373-3 Hallikas Normaalne kiirus ja suur koloonia | matt, tihe kasv

376-3 Kollakas hall Normaalne kiirus ja viike koloo- | hore kasv, viikesed, matt
nia

376-6 Roosakas oranz | Normaalne kiirus ja vidike koloo- | hore ja tihe kasv
nia.

Vaatlesime parmitiivesid (vt joonis 8) ja poorasime tihelepanu jargmistele aspektidele:
Kas tassil kasvavad kolooniad on iihesugused voi on erinevusi varvuse voi kuju poolest?
Mis varvi on kolooniad? Milline on kasvukiirus? Milline on koloonia suurus?

Kas on laikivad voi vesised proovi pinnad?



Joonis 8. Parmi kolooniad Petri tassidel (Mangusson, 2018)

6.5. Mikroskopeerimine ja preparaadi valmistamine.

Parmirakkude keskmised mootmed on 5-20 um. Seega ei ole need rakud palja silmaga jilgitavad.
Rakkude kuju vaatlemiseks kasutatakse valgusmikroskoopi. Valgusmikroskoobis saadakse néhtava
valguse ja ladtsede siisteemi abil viikestest objektidest suurendatud silmaga nahtav kujutis (viljavo-

te labori dppematerjalist).

Mikroskopeerimise eesmargiks oli vaadelda rakke ja maarata, kas tegemist on punguvate voi pool-
duvate parmirakkudega. Selleks kasutasime alusklaase, millele lisasime pipetiga vett ning asetasime
parmide kolooniast vidikese raku osa. Sellele tuli asetada katteklaas ning otsimiseks kasutada 20x
objektiivi. Rakkude vaatamiseks kasutasime 40x objektiivi. Liigse vee kasutamist tuli véltida, sest
muidu “jooksevad” parmirakud alusklaasilt dra ja neid ei ole vdimalik vaadelda. Uuringu tulemu-

sena selgus, et minu véljakiilvides olid kdik parmid punguvad.

6.6. Sekveneerimis tulemuste visualiseerimine, analiiiis ja parmiliikide

maidramine.

Parmiliik tuli masrata Sppepideval osalejal ise. Selleks tuli arvutisse alla laadida Chromas.?

Chromase abil sai visualiseerida oma sekveneerimise tulemusi.

8 Chromas on arvuti programm sekveneerimistulemuste visualiseerimiseks.



DNA sekveneerimine ehk jarjendamine on DNA molekli primaarstruktuuri nukleotiidse jérjestuse

méadramine. (Vikipeedia, 2017)

Kuna DNA jarjestus sisaldab informatsiooni organismide ehituse kohta, on DNA jarjestuse teadmi-

ne oluline.

Peale DNA sekveneerimist tuli tulemusi analiiisida. Vaatamata sellele, et programm suudab ise
otsustada, millised kromatogrammi4 osad ei ole usaldusvaarsed, on alati vajalik see ise iile kontrol-
lida. Parast kindla reliogiooni valimist sekventsist saatsin selle Blast search’i °. Avanes liikide jar-

jestus ning seejarel tuli maarata kindlaks liik.

Liik Filobasidium wieringae. Otsing andmebaasist annab 100% identsusega vaste ning "gaps" puu-
duvad, vt lisa 4 kus on nidha iilesvotted DNA jérjestusest. Sekveneerimise tulemusena selgus, et

Filobasidium wieringae kuulub hdimkonda Basidiomycota. Tulemused on kajastatud tabelis 2.

Tabel 2. Parmitiivede proovide tulemused

Liik Héimkond Proov
Filobadisium Wieringae Basidiomycota 381-1
Vishniacozyma Victoriae Bulleribasidiaceae 372-2
Cryptoccus Filobasidiella 372-4
Ppiliotrema laurentii Tremellomycetes 373-1

4 Kromatogramm on kromatograafi registreerimisseadme véljund paberil graafiliselt voi numbrilisel kujul.
® Blast search on programm internetis, mis niitab kdik leiduvad liigid valitud kromatogrammilt, nn DNA jérjestuse

vordlemise algoritm.



7. Teadusprojekti loplikud tulemused

Kevadeks 2019 selgusid ka teadusprojekti tulemused.

Projekti perioodil kogutud tiivedest analiiiisiti kokku 476 tiive. Analiiisitud tivedest on 7,4 %
parmisarnased seened perekonnast Aureobasidium (A. pullulans, A. melanogenum ja A. subglacia-
le). Ulejadnud tiivede analiiiisimisel tehti kindlaks 61 erinevat parmseene liiki. Nendest 46 on mé-

ratud liigi tasemel ning 15 méaaratud perekonna tasemel.

Andmete analiiiisimisel selgus, et kindlaks méaaratud liikidest kuulub 70% kandseente (Basidiomy-

cota) hdimkonda ja 30% kottseente (Ascomycota) hoimkonda.

Domineerivad parmseente liigid Eestis kuuluvad hdimkonda kandseened (Basidiomycota) ja klassi

kohrikseened (Tremellomycetes).

Pirmseened on Eesti looduses laialt levinud mikroorganismid (TUMRI, 2018).



Kokkuvote

Praktilise t66 ,,Teadusprojektis ,,101 parmitiive Eesti loodusest* osalemine* valdkonnaks oli koos-
t66 Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudiga. Eesmirgiks oli osaleda huvitavas loo-
dusalases teadusprojektis ning seoses sellega uurida Eestis leiduvaid parmitiivesid, 1abi praktilise
t00. Praktiliseks tooks oli proovide kogumine tihelt kindlalt maa-alalt ja hiljem nende uurimine ning
analtiiisimine laboris. Selline teadusto6le kaasaaitamine ja parmseente uurimine sobis minu huvide-
ga. Sellepédrast saigi valitud praktilise t66 teemaks bioloogia valdkond. Ahvatlev oli ka voimalus

osa votta kaasaegsest laboritoost ning proovide kogumine loodusest oli samuti huvitav ja hariv.

Proovide kogumine loodusest moodus edukalt, ilm oli kuiv ning parajalt soe. Petri tassid said Tar-
tusse tagasi transporditud ilma takistusteta. Proovide kogumine onnestus, sest kdik minu kogutud

proovid sisaldasid parmirakke ja minu tehtud véljakiilvid olid punguvad.

Oppepieval osales palju dpilasi iile Eesti. Pdev oli pikk, kuid mdddus Kiirelt kuna see oli huvitav ja
viga praktiline. Oppepieval osaledes sain vdimaluse kasutada kaasaegset laboritehnikat ning niha,
millised oli kogutud proovide tulemused. Sain ise méaarata kindlaks liigid ja tutvuda erinevate parm-
seente rithmadega. Kuna koikidel minu kogutud organismidel leidus parmitiivesid, siis nende uuri-

mine oli huvitav ja teadmisterohke.

Praktiliste tegevustena tegin labi proovide kogumise, kodus parmitiivede kasvatamise, proovide
vaatlemise, laboratoorsete t66de tegemise ning l1opuks Kirjaliku osa Kirjutamise ja vormistamise.
Praktilise t66ga omandasin oskusi kasutama uut laboritehnikat. Oppisin kuidas iimber kiia Petri
tassidega, automaatpipetiga, mikroskoobiga. Sain palju uut teavet parmide kohta ning milliseid
parmitiivesid leidub Eesti looduses ja kuidas neid koguda. Samuti oli meeldiv kohata teisi teadus-
huvilisi dpilasi erinevatest koolidest, kes viisid projekti raames 1dabi oma uurimustood. Oli praktili-
ne voimalus tutvuda paris teadusega, niaha kuidas ning millised on teadust6o ja laborit6d tegemise

nouded.

Praktilise t66 koostamine laiendas silmaringi ning uued teadmised tulevad edaspidistel opingutel

kindlasti kasuks.



Resume

The practical work ,,101 Yeast Stems from Estonian Nature* was the cooperation of the University
of Tartu, Institute of Molecular and Cell Biology. The aim was to participate in an interesting nature
research project and to study the yeast strains found in Estonia through practical work. The practical
part of the project was to collect the samples from a common area and study/analyse them in the
laboratory. Such a contribution to research, especially yeast research was in my interest. This is also
why biology became the subject of my practical work. The possible part of the collection and the

workforce was also tempting.

Collecting samples from nature was succesful mainly because the weather was warm enough. Petri
dishes were returned back to Tartu without any damages. The sample collection was succesful

because all of the samples | collected contained queries and extracts from me.

Many students from all over Estonia attended the study day. It was a long day but went by really
fast, as it was interesting and very practical. By participating in the studyday | got a chance to use
modern laboratory, techniques and see what the results of the collected samples were. | got myself

to identify species and get to know yeast groups.

With the practical work | acquired the skills to use new laboratory techniques, learned how to
handle Petri dishes, an automatic pipetle, a microscope. | got a lot of new information on yeast and
what kind of stems are found in Estonian nature, also how to collect them. It was also interesting to
meet students who are interested in science from different schools working through their researches.

There was a practical opportunity to get to know the science.

Creating practical work broadened my horizons and new knowledge will definitely benefit the

future studies.
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Lisad

Lisa 1. Registreerimisvorm

Registreerimisvorm: giimnaasiumiopilaste dppepiev ,,Kuidas DNA abil piarmiliike méairata?

Oppepiev ,,Kuidas DNA abil parmiliike médrata? on teiseks etapiks suuremast teadusprojektist

,101 parmitiive Eesti loodusest™.

Oppepieva kiigus saavad osalejad teada kuidas rakkudes oleva DNA abil on vaimalik kindlaks teha
erinevaid liike. Praktilise t66 kdigus toimub kogutud péarmitiivedest DNA eraldamine ning
sekveneerimiseks vajaliku genoomse regiooni paljundamine PCR (poliimeraasi ahelreaktsiooni)
meetodil. Saadud DNA fragmentide jirjestused méiratakse Tartu Ulikooli Sekveneerimise Tuumik-
laboris. Sekveneerimisel saadud andmeid kasutatavad osalejad looduses isoleeritud parmitiivede

liikide maaramiseks.
Oppepieva tegevused on kavandatud jargmiselt:

11.00 - 11.30 opilaste saabumine ja registreerimine

11.30 - 12.00 dppepdeva avamine ja tegevuste tutvustamine, tilevaade teadusprojektist *101
parmitiive Eesti loodusest”

12.00 - 14.00 Praktiline t66: | osa (pipeti kasutamise opetus, DNA eraldamine, sekveneerimiseks

vajaliku regiooni paljundamine PCR (poliimeraasi ahelreaktsiooni) meetodil)
14.00 - 15.00 I6una

15.00 - 17.00 Praktiline t66: 11 osa (PCR reaktsioonide analiiiis geelelektroforeesi meetodil, koloo-
niate ja rakkude vaatlemine ja kirjeldamine, rakkude pildistamine)
17.00 - 18.00 veebipohise koduse t66 tutvustamine,

18.00 - 18.30 kokkuvotete tegemine, Gppepéeva lopetamine

Oppepiev toimub Tartu Ulikooli Vanemuise 46 dppehoone praktikumi klassis (Tartu, Vanemuise
46, ruum 209).

Maksimaalne osalejate arv tihel 6ppepaeval on 20 dpilast. Juhul kui grupp on téitunud, siis regist-

reerimisvormil see kuupédev kaob.

Oppepdev on osalejatele tasuta. Koikidele osalejatele pakutakse ka Idunasooki. Seoses sellega
palume kaigil osalejatel, kes vajavad erimentiiid (taimetoit, allergilisus monede toiduainete suhtes)

sellest kindlasti registreerumisel teada anda.



Kiisimuste korral palume saata korraldajatele e-kiri: 101tyve@gmail.com

* Kohustuslik

Osaleja nimi *

W

Teie vastus

Kooli nimi *

W

Teie vastus

Za)
QD
a

*

Teie vastus

Osaleja e-posti aadress *

W

Teie vastus

Kas teed projekti raames uurimisto6d? Kui teed, siis palun Kirjuta uurimist66 pealkiri. *

o
s o

Vali millisel kuupdeval soovid dppepéeval osaleda *

Teie vastus

5. detsember

Kas vajad 16unasdogiks spetsiaalset mentiiid (taimetoit, allergia mone toiduaine suhtes jms)? *

i
s o

Teie vastus
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Lisa 2. Proovide kogumise juhend

Tere projektis “101 parmitiive Eesti loodusest” osalejal

Kastist leiad 6 s66tmega Petri tassi, millele saab koguda proovid ning infolehe, kuhu palume kirju-

tada proovi vétja nime, kontaktandmed ning info kogutud proovide kohta.

Enne proovide kogumist:
@ Vali proovi votmiseks kuiv ilm (st. taimne materjal, millelt proovi vétad ei tohi olla mérg)

© Kogu proovid kas piihapédeval, esmaspéeval voi teisipdeval. Siis on kindel, et tassid jouavad Tar-

tusse odigel ajal.

© Ole veendunud, et sul on telefonis SMS Omniva pakiautomaadi koodiga. Tassid tuleks pakiau-
tomaati postitada proovide kogumise péeval voi hiljemalt jargmise pdeva hommikul. Paki saatmine

on sinu jaoks tasuta (oleme selle eest juba maksnud).

O Jata alles kastis olev pakkematerjal. Seda 1dheb vaja hiljem paki tagasi saatmisel.

Kuidas proove koguda?

1. Vali vilja elus taim, kellelt proovi tahad votta. Kasutada saab nii taime oisi, lehti kui ka vilju.
Eelistatult voiks proove koguda materjalilt, milles sisaldub suhkruid! Parmid armastavad magusat!
Vildi hallitusega kaetud voi midanevat taimset materjali! Ara kasuta ka maha kukkunud vilju ja

taime osi.

2. Kastis olevad so6tmetassid koosnevad kahest osast - alumine, siigavam koos s66tmega 0sa ning
pealt dra kédiv kaas. Palun ava kaas vaid proovi votmise ajaks. Nii tagad selle, et tassil hakkavad

kasvama vaid taimsel materjalil elanud mikroorganismid.
3. Proovi votmisel dra puuduta oma nappudega s66det. Ka meie nahal elavad parmiseened!

4. Vata taime leht, dis vai vili, pane see s66tme vastu ning liiguta tassil edasi-tagasi nii, et kaetud

oleks kogu tass. Ara vajuta viiga kovast, sest siis liheb s6dde katki!
5. Parast proovi votmist sulge kohe Petri tass kaanega.

6. lgal tassil on number. Kirjuta see number kaasas olevale infolehele. Lisaks kirjuta sinna veel
proovi votja nimi ja kontaktandmed, proovi votmise koht, proovi votmise kuupéev, taime osa ja

voimalusel taime liik, millelt proov on véetud.



7. Tee telefoniga tdidetud infolehest endale pilt, sedasi jaab info kogutud proovide kohta ka sulle

alles!

8. Kui proovid on voetud koikidele tassidele, siis paki 4 tassi kilekottidesse ja jata 2 tassi endale
jéalgimiseks.

9. Eemalda Kastilt kdik Kleepsud. Kirjuta kasti kaanele saatja (ehk enda) telefoni number ning saaja
telefoni number: 56 257 294 10. Paki kasti 4 Petri tassi ja infoleht. Kasuta kastis olnud pakkemater-
jali selleks, et tassid kastis loksuma ei hakkaks. Sulge kast teibiga ning saada see tagasi Tartusse.

Kuidas tassid Tartusse tagasi saata?

1. Mine ldhima Omniva pakiautomaadi juurde.

2. Oleme sulle saatnud SMS-ga koodi, mida on vaja aadresskaardi printimiseks.
3. Vali ekraanilt “Eraklient. Osta.ee klient”

4. Sisesta SMS-i teel saadud kood.

5. Vali aadresskaardi printimine.

6. Kleebi vilja prinditud aadresskaart pakile.

7. Skaneeri aadresskaardil olev triipkood. Pakiautomaadis avaneb kapi uks, kuhu saad paki panna.

8. Pane pakk kappi, sulge uks ning kinnita paki iileandmine vajutades ekraanil olevat nuppu “Kinni-

2

ta

Mida teha kahe tassiga, mis jéitsid endale?

Endale jéetud tassid aseta toatemperatuurile ning jélgi 4 paeva jooksul mikroorganismide kasvu.

Tee iga paev telefoniga pilt!

Suur tinu, et osaled meie projektis!

Projekti juhid: Tiina Tamm ja Arnold Kristjuhan

e-mail; 101tyve@agmail.com
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Lisa 3. Sekveneerimise tulemused

Lisa 3.1. Liik Filobasidium wieringae geel-elektroforeesi foto ja viljavéte paberkandjal

P28 - Annaliisa Vask

4675

BT

P26 - Gerli Sein

Lisa 3.2. DNA fragmentide suurusmarker

Amplifitseeritud rDNA lookuste
geel-elektroforees — tulemuste analuus

DNA fragmentide suurusmarker:

100 bp DNA Ladder
(Solis BioDyne)

bp

3000

P23 - Sirli Ubius

il BER



