آزمايشگاه ژنتيك
مقدمه

در طول چنددهه گذشته از ژنتيك .ابتدا ژنتيك ملكولي وقبل از برداشتن محلول از حرارت 6 سي سي اسيد پروپرونيك به عنوان ماده ضد عفوني كننده  به ان مي افزاييم سپس تكنيك ژن تكوين يافت.

به ضرورت اين پيشرفت سريع.فاژها .باكترهاو پس از مگس سركه به عنوان نمونه هاي تحقيقات در ازمايشگاه ژنتيك ملكولي بكار گرفته شدند.در اين ازمايشگاه سعي شده است از بحث هاي مختلف ژنتيك در حدودامكا نات مثا ل هاي عملي انتخاب و اجرا گردند.به اين ترتيب حدود نيمي از موضوعات از مايشگاه به Droso phila-Genetic مربوط مي گردند.كه درضمن به بهترين شكل قوانين مندل.توارث وابسته به جنس.پيوستگي. وانفصال وضماو اشكال مو تاسيونها را قابل فهم مي سازد.

نظير هر ازمايشگاه ديگري.در ازمايشگاه ژنتيك نيز هر برنامه با هدف و بر حسب ان مواد و وسائل مخصوص شروع مي گردد.هر ازمايش روش مخصوص اجراي خود راداردكه طي ان دقت در اجراي مراحل كار حائز اهميت است.

در تهيه محيط هاي گشت نه تنها اطلاعات تئو ريك .بلكه تجربه عملي ساخت ان نيز مورد نياز  است. كه اولين نكته  مهم ان توجه به استر يليزاسيون محيط و ابزار كارو جلو گيري از الودگي بعدي انها مي باشد.

تو جه دقيق در انتخاب مگسها يا شفير ها جهت اميزش مانع  از وقوع اشتباهات و ايجاد اشكال در ارزيابابي بعدي نتاج خواهد داشت.

هرمحيط بايدهميشه قبل از ورود والدين كنترل كرد د كه روي  ديواره يا سطح 

كشت خيس نباشد .در محلهاي خيس مگسها چسبيده وخواهند مرد

هر يك از ظرفهاي كشت مي باست بافرمولي ثابت  از نظر نوع اميزش. تاريخ اميزش و نام گروه در محلي واضح مشخص كردد.

كنترل منظم محيط ها زير استريو به منظور اطمينان از فنو تيپ انها ضروري است.

نمونه هاي مختلف مورد بررسي مانند تخم لاور شفيره و مگسهاي بالغ  ميبايست با دقت كامل ازسطح پشتي Dorsal -شكميVentarوجانبيLataralمطا لعه و با دقت رسم گردند.در نقاشي ها تناسب اندامها. استقرار وتطبيق با واقعيت از نظر انا توميكي  ضروريست .

تغير مختصر در رنگ بخش كوچكي از بدن .تغير مختصر در شكل يك مو يا رگبال مي تواند معرف يك موتاسيون جالب باشد بهمين جهت دقت در مطاله اهميت فراواني دارد.

در رابطه با بر نامه هاي سيتو ژنيك نيز اشنايي با مواد. روش اجرا و بعد رسم شكلها ونتجه گيري بايد مورد توجه قرار گيرد.

در پا يان هر برنامه گزارش علمي تهيه خواهد شد گزارش بايد طوري نوشته شود و اماده گردد كه شخصي بدون تجربه شخضي بتوان محتوي را بفهمد.

گزارش كتبي با يد خوانا  قابل فهم وبا ترتيب معين نوشته شده باشد

با اين روش ازريابي يافته ها ساده تر مي گردد.

هر گزارش شامل چند قسمت است.

1-مقدمه معرفي و هدف ازمايش

2-معرفي وسايل و مواد مورد نياز

3-متد و روش كار.

نتيجه و بحث با نقاشي . محاسبات  جداول و  غيره.

گزارش كارها پس از رفع اشكالات توسط دانشجو.در پايان ترم جهت ارزيابي نهايي مجددا در يافت خواهد گرديد.
اهداف    -اشنايي با مگس سرگه                       Drosophilamelanogaster
 مشاهده موتاسيونها

قبل از اين كه مگس سركه را درتجربيات ژنتيكي بكارببريد لازم است كهتشخيض نر از ماده را بياموزيد وچرخه زندگي انرابدانيد

مگس سركه يا مگس ميوه يك مزاحم گوچك خانگي است كه تقربيا درهمه قسمتهاي دنيا درفصول گرم روي ميوها درحال فساد يا درحال تخميرمثل موز الو يا انگور ديده ميشوداين حيوان مخصوصا در اطراف فروشگاها ي ميوه  انبارها و اشغال داني ها ديده مي شود.مگس ميوه موجودي بسيار عالي براي مطالعه ژنتيك است زيرا**

1-تهيه ان در ازمايشگاه بخاطر احتياجات ساده اش و فضاي كمي كه احتياج دارد ساده است.

2-درطي10-12روزچرخه زندگي اش در حرارت اتاق كامل ميشود.

3-تعداد زادهاي كه توليد مي كند زياد است.

4-براي انبار كردن وبيهوش كردن امكان ان وجود دارد.

5-فرمهاي توارثي زيادي داردكه با درشت نمايي كم قبل تشخيص بودهو براي مطا لعه ساده است.

6-نسبتا پر طاقت است.

7-كروموزوم هاي كمي دارد-4جفت-كه قابل تشخيص بوده و براي مطالعه ساده است.

8-
سلولهاي غدد بزاقي حيوان بزرگ بوده وكروموزوم هاي
غول پيكري دارند كه نشان دهنده محل و موقعيت فرم هاي بخصوصي است.

9-تحقيات و مطالعات ژنتكي كه در پنجاه سال اخير روي مگس سركه انجام شده است منجر به ايجاد اطلا عات    زيادي در مورد محل وموقعيت صد ها ژن حيوان شده است.در توصيف مراحل مختلف رشد مگس سركه بياد داشته باشيدكه طول زمان هر مرحله نسبت به فاكتور هاي محيطي تغير مي كند كه حرارت مهمترين انهاست. درحرارت 25 درجه سانتيگراد يك سيگل كامل حدود 10 روز طول مي كشد.

دوره زندگي درزو فيلا ملانو گاستر

تخم5/ميليمتر*

ماده هاي بالغ 2 -روزبعد از در امدن از شفيره قادر به تخم گذاري هستند تخم گذاري تا حدود يك هفته افزايش مي يابدتا اين كه در هر روز حد اكثر به -50 تا 70-تخم ميرسد تخمها بر روي سطح مواد غذايي گذاشته مي شود.

تخم ها را مي  توان بر روي سطح موادماده غذايي با چشم غير مسلح مشاهده نمود.

تخم ها بيضي شكل مي باشد و داراي دو زايد كوچك در انتها هستند اين زوائد در منتها اليه خود مسطح مي شودو بعنوان بال هاي ابي عمل Water wingعمل كرده از فرو رفتن به زير سطح مواد غذايي نيمه جامد جلو گيري مي كند.

لارو 4/5ميلي متر**

لاور سفيد رنگ- بند بند وشبيه كرم مي باشد.به قطعات دهاني سياه رنگ ان توجه كنيد.

لاور در ماده غذايي حفاري نموده وبه طرز حر يصانه هاي تغذ يه مي نمايد.لاور چند مرحله پوست اندازي مي كند وپس از اخرين مرحله پوست اندازي از ماده غذايي به سطح نسبتا خشكي جهت شفيره شدن بيرون مي خزد. 

چند لارو رشد كرده را مطالعه نماييد.

حيوان بالغ2-ميلي متر***

در مگس هاي كه تاز از شفيره خارج شدهاند با لها ها كاملا باز نبوده ورنگ بدن روشن است اين حالات در مدت چند ساعت تغيير مي كند  از شفير بيرون امدن  در طي ساعات اوليه صبح 7تا 11- قبلاز ظهر صورت مي گيرد .  ماده ها در مدت 12 تا18 ساعت بالغ مي كردد  وتا حد ود 26 روز زندگي مي كنند ولي نرها در حدود 33 روز زنده هستند .

توجه*

بعد ازجفت گيري ماده هااسپرم ها را در دو كيسه ذخيره اسپرم ورحم خود نگهداري مي كنند بنا بر اين به محض اين كه مادهاي جفت گيري نمود  امكان استفاده مجدد ان براي كار ژنتيكي وجود دارد ضمنا تخم گذاري ممكن است بعد از اتري كردن حشره -2روز به تعويق بيفتد .

نگته*

پس از مطالعه و تشخيص شكلها دقيق رسم شود.

گشت درزو فيلا*

تهيه ماده غذايي

محيط هاي كشت مختلفي براي تكثير درزو فيلابكار مي رودكه در ايناز مايشگاه از محيط گشت مخمر و اكار استفاده مي شود كه طز تهيه ان به قرار زير است 

مقدار 30گرم شكر و 8 گرم پودر اگار را در-300 سي سي اب 45 درجه حل كرده انرا با محلولي كه از حل كردن 34 گرم ارد سفيد و 17 گرم مخمر اب جو 360 سي سي اب سرد به دست امده  مخلوط مي كنيم  وحرارت داده تا 45 دقيقه بجوشد در طي اين مدت مخلوط را به هم مي زنيم تا به كف ظرف نچسبد قبل از برداشتن محلول از روي حرارت 6-گرم اسيد اسكور بيك يا ويتامين سي به ان اضافه  مي شود  وسپس محيط كشت به دست امده را در ارلن ها و لوله هاي كه در قبلا در دماي 170 درجه سانتي گراد  به مدت نيم ساعت استريل شده است مي ريزيم واز در پوش هاي  پنبه اي استريل استفاده مي كنيم پس از  سرد شدن محيط كشت مي توان مگس ها را بداخل  ارلن ها و لوله ها رها كرد 

درجه حرارت*

درجه حرارت معمول براي اميزشهاي تجربي 25سانتي گراد است  اما مي توان مگس ها را  در درجه حرارت اتاق نيز نگهداري نمود  حرارت كم سيكل زندگي حيوان  را پايين مي اورد  اما  در صورت عدم وجود انگو باتور  با قرار دا دن  بطريها  در كنار چراغ روي ميزي از يان كار جلو گيري نمود  در جات 28تا30

 زاده ها را استريل - نا زا - خواهد كرد  و سرمايي طو لاني 10 درجه مگسها را خواهد كشت.

تكنيك هاي بكار بردن مگس ها

اتري كردنEtrensingاين كار جهت تعيين جنسيت  مگس ها يا شمارش نتاج اميز شهاي تجربي ضرورت دارد مگس ها به اساني توسط اتر بيهوش مي شوند 

دراين عمل از يك قيف پلاستيكي كه به قسمت لوله ان مقداري پنبه چسبنانده شده است همراه يك ارلن بعنوانEtheriserاستفاده مي شود براي بهوش كردن مگس ها چند قطر اتر به پنبه دور لوله قيف چكانيده وقيف را بالاي يك ارلن خالي قرار دهيد سپس چند ضربه به ارام به كمك انگشتان نشان و وسط به ارلن  يا لوله ازمايش  محتوي مگس ها وارد اوريد تا مگس هاي در حال  پرواز ويا مگس هاي نشسته روي سطح داخلي در پوشش پنبه اي به كف ارلن يا لوله ازمايش رانده شوند در اين زمان با سرعت در پوش پنبه اي ازمايش برداشته و به طور معكوس درون قيف قرار دهيد اين عمل باعث مي شود كهكه مكس ها به داخل ارلن خالي ريخته شود ممكن است لازم باشد به كمك انگشتان ضربات به ارامي به ظروف وارد كنيد تا تعداد بشتري از انها به ارلن زير قيف رانده  شود  به اشكال زير توجه كنيد.

دقت نماييد كه ضربه هايوارده به بطري طوري نباشدكه لايه محيط كشتاز ته ارلن كنده شود ونظم كار را به هم بزند  بخارات اتر مگس ها را بي هوش مي كند  ولي تماس مستقيم با اتر مگس  ها را خواهد كشت. احتياط كنيد كه  اتر  را نزديك شعله   

بكار نبريد  زيرا شديذا اتش كير است  بعد از اين كه اخرين مگس هم از حركت باز ايستاد قيف را برداشته و مگس ها را  روي كاشي خالي كنيد اگر مگس ها زياد اتري شده باشند خواهند مرد  ودر اين صورت بال چنين مگس هاي به طور عمودي نسبت به پشت قرار ميگيرد از انجا كه ممكن است مگس ها به سادگي اسيب ببيند. هنگام كار كردن بايد با قلم مو انها را جابجا كرد  اكر هنگام كار مگس ها بهوش امدن بايد مجددا انها را اتري كرد .ولي معمولا مگس هاي اتري شده به مدت -5 دقيقه به حالت بيهوش باقي مي مانند .

.دراين جلسه با استفاده از جدول صحفه بعد سعي نماييد گليه قطعات بدنرازير ميگروسگوپ استرئو از يك ديگر تشخيض بدهيد  ويگ دياگرام عمومي از بدن مگس   سرگه باقطعاتي كه تشخيص داد يد بكشيد جدول مربوط به اختصا صات جنس هاي نر و ماده را تكميل نموده و به كليه سئولات پاسخ دهيد. 

1-بدن داراي چند قسمت اصلي است

2-چند جفت پا دارد

3- چه اندام هاي حسي روي سر حشره تشخيص مي دهيد 

4-خصوصيات ويژه چشم ها چيست.

در تشخيص موارد زير را مورد توجه قراردهيد .*جثه ماده بزكتر از نر است

**نوك شكم ماده باريكتر از نر است

***هنگامي از سطح پشتي نگاه مي كنيد نوك شكم نر خيلي بشتر از ماده سياه رنك است .

اختصاصات قابل تشخيص             ماده Female           نرMale
اندازه نسبي كامل بدن

اندازه نسبي بدن كدام بزكتر است 

ايا نشانه جنسي وجود دارد يا نه 

شگل نوك شكم.

ايا دستگاه تناسلي خارجي وجود دارد يا نه .

توصيح دهيد. 

جدول مربوط به اختصاصات در مگس سركه

مطالعه چند نمونه موتان از مگس سركه 

مگس سركه داراي 8 -عدد كروموزوم در سلولهاي سو ماتيك يا ديپلوئيد 

و 4-عدد كروموزوم در گامتها يا ساو لهاي هاپلوئيد  خود مي باشد n=4*** 2n=8گه به ترتيب كروموزوم هاي همولوك اين حشره را از يك تا چهار نام گذاري مي كنند 

گروموزومهاي شماره يك  كرو موزوم هاي جنسي sex chro mosomes
 وبقيه كرو موزوم هاي غير جنسي يا اتوزوم  auto somesناميده مي شود 

ژن هايمختلف  وحشي وموتان بر روي 4-جفت كروموزوم ذكر شده قرار دارد 

در اين جلسه چند نوع موتان  ويك نژاد وحشي Wild typeرا مطا لعه نمود وبا يگ ديكر مقايسه خواهيد كرد .

لو كاس هر ژن و فاصله انرا با كروموزوم مربوطه با تو جه به جدول ضميمه پيدا

خواهيد كرد .

هر يك از موتانها را به دقت مطالعه نموده وبا مقايسه نوع وحشي اختلافات انها را از نقطه نظر رنگ چشم ها و اندازه انها و شكل انها  رنگ بالها و اندازه انها  نو ع خارهاي بدن Bristels اشكال مختلف انها  وجود يا عدم وجود خار در بدن  زوايه بال ها  وغير را يادداشت خواهيد نمود .

نوع صفت وژن موتان  را از نقطه نظر بارز يا نهفته بودن  با توجه به حروف بزرگ و كو چك لاتين جدول ضميمه تعيين خواهيد نمود 

*انتظارمي رود كه كليه دانشجويان همگي موتانهاي موجود در اين از مايشگاه را به دقت مورد مطا لعه قرار داده و تصاوير انها را رسم كنيد . در اخر از دانشجويان پرسش شفاهي به عمل خواهد امد.

روش هاي اميزش دادن مگس سركه *

بعلت اين كه مگس ها ي ماده در خود اسپرم را ذخيره مي نماييند لازم است فقط از مگس هاي باكره براي تكثير وكارهاي تجربي استفاده كرد.

براي بدست اوردن مگس هاي باكره دو روش وجود دارد 

1-مگس ماده هنگامي بالغ مي شود كه كه 12 تا 18 ساعت از عمر انها گذشته باشد  پس تا قبل از اين زمان باكره هستند  براي جمع اوري باكرها به اين روش  به صورت زير عمل كنيد .

كليه مگس هاي پدر ومادر را ازمحيط كشت خارج كنيد  بعداز اين كه مگس هاي نوازد از شفيره بيرون امدند  

قبل از 12- ساعت كليه مگس هاي از شفيره در امده را  رااز محيط كشت خارج نماييد.

هر يك از ماده هاي بدست امده باكره خواهد بود .مگس هاي نر و ماده را براي ازمايش در محيط هاي  جداگانه بر حسب جنسيت و نوع موتان انها تا زمان مود نياز نگهداري كنيد . 

 در اين روش بجاي استفاده ازمگس باكره از شفير ه ماده  استفاده مي شود

براي اين كار شفير ه كامل كه دران پاها به خوبي مشخص باشد را از سطح شكمي مورد بررسي قرار دهيد شانه جنسي Sex combه روي تارسوس پاهاي پيشين حشره نر وجود دارد بهترين وجه تمايزشفيره نر مي باشد .

اماده نمودن اميز شها*

توجه مهم نكات زير تا پايان بخش محاسبات در تمام اميز شهايي كه براي مگس سركه انجام مي دهيد بايد دقيقا رعايت شود. 

اولين اميزش بايد 5تا6مگس نر و 5تا6 -مگس ماده باكره يا شفيره باشد

هنگامي كه شفيره يا مگس هاي بيهوش را به محيط كشت منتقل مي نماييد به هيچ وجه نگذاريد  تا زمان بيرون امدن از شفيره يا بهوش امدن  با سطح مواد غذايي تماس پيدا نمايند  به مجرد اين كه بين مگس ها اميزش ايجاد كرديد  نوع اميزش و تاريخ انرا  نوشته به لوله بچسبانيد. مثلا ماده كوتاه بال  به صورت Qvg   خواهيد نوشت .

بعد از يك هفته  بايد مگس هاي والديني را جهت جلو گيري ازاميز ش مجدد با زاده هاي كه از شفيره بيرون مي ايند از محيط خارج نماييد. 

بعد از دو هفته نسل اول F-1  را در محيط كشت خواهيد داشت . با رعايت اصول بهداشتي محيط كار مگس هاي نسل اول را بيهوش كنيد وسپس انها را از نظر فنوتيپ -ژنوتيپ  وجنسيت بررسي نماييد 4-مگس سركه از هر جنس جدا كرده به محيط كشت جديد براي ايجاد نسل بعد انتقال دهيد در اين مرحله نيازي نداريد از مگس هاي باكره استفاده نماييد----چرا.

در هفته سوم براي جلوگيري از شلوغ شدن پدر ها ومادرها از اين محيط اميزش جديد خارج كنيد.

در هفته چهارم شمارش نسل دوم را شروع كنيد. 

در طي ازمايش سعي كنيد كه حداكثر زاده ها را بد ست اوريد  زيرا هر چه رقم اماري بالايي  بدست اوريد  ارزش اماري بيشتري خواهد داشت و حداقل تعدادي كه بايد شمارش بشود 300مگس مي باشد ممكن است لازم باشد شمارش بيش از يك نوبت انجام بشود نتايج بدست امده را در جدول زير بنويسد. 

                            نر---------------------------------ماده

فنوتيپ والدين

ژنوتيپ والدين

تعدادوالدين

تاريخ اميزش

تاريخ تشكيل اولين لاروها

تاريخ تشكيل اولين شفيرها

تاريخ تشكيل اولين مگس هاي بالغ

تاريخ شمارش ها*******فنو تيپ1-----فنو تيپ2------فنوتيپ3

                             نر///// ماده    نر ///ماده     نر///// ماده

1-

2-

3-

4-

5-

جمع كل

مگس هاي كه شمارش نموديد و لازم نداريدنبايستي بگذاريد در فضاي ازمايشگاه ازاد شده و پرواز نمايند زيرا در اين غير صورت مشكلاتي را در از مايشكاه 

يك بطري كه محتوي 70 درصد  است  براي دور ريختن مگسهاي اضافي در نظر گرفته شده است از ان استفاده نماييد .

با توجه به مشاهدات خود در طول ازمايش به سئولات  زير پاسخ دهيد .

1-ايااگر در مگس هاي  والديني جاي نر وماده راعوض كنيد نحوه توارث تغير مي كند.

2-چند نوع فنوتيپ در نسل اول وجود دارد .

3-ايا اين فنو تيپ ها ارتباطي با جنسيت خود نشان مي دهند توضيح دهيد 

4- ايا از مقايسه نسل اول اين اميزش با نسل اول در اميزش هاي قبلي با تفاوتهاي مواجهه مي شود 

5- با داشتن تجربه  از ازمايشات  قبلي چند فنوتيپ در نسل دوم مورد انتظار شماست 

6-ايا نسبت فنوتيپهامشاهده شده در نسل دوم با نسبت مورد انتظارتان متناسب است 

7-در صورتيكه نتايج بدست امده ار كار همگي  دانشجويان را روي هم بريزيد  حاصل عمل بطور تقريبي با يك نسبت ساده تناسب دارد .

8-ايا صفت يا صفات موتان در نسل اول مخفي مي ماند----چرا

9-توضيحي براي هر يك از تفاوتهايي كه در نتايج اين اميزش با نتايجي كه از اميزش هاي قبلي بدست مي اوريد پشنهاد نماييد.

10-ايا نتايج اين اميزش از قوانين مندلي تبعيت مي نمايد.

ايا نتايجي كه از اين اميزش بدست اوريدبا ارقام نسبت هاي مورد انتظارتان توافق دارد يا نه 

براي بررسي اينكه ايا انحراف ارقام شما با نتايج مورد انتظارتان تنها  نتيجه تصادف است  يا خير  از مربع كاري استفاده نماييد. 

در اين فرمول Oتعداد شمارش شده  يا مشاهده شده است

Eنماينده تعداد مورد انتظار است

در جه ازاديdfتعداد گروهاي فنو تيپي منهاي يك است

در جدول مربع كاي با توجه  به در جه ازادي مورد نظر عددي را كه به دست  امده توسط شما نز ديك تر است    پيدا كنيد  وسپس احتمال اين مقدار را در با لاي جدول بخوانيددر بين اختلاف صفات بيو لوژيكي معمول است كه 5/ احتمال را به عنوان مقدار با معني قبول مي نماييد در صورتيكه مقدار اين احتمال كمتر از اين حد بد ست ايد معمولا انرا بدن صورت مورد نظر مورد نظر قرار مي دهيم  كه اين انحراف نمي تواند صرفا بطور تصادفي بدست  امده باشد  ومابايد براي چنين نتجه اي مكانيسم ديگري را جستجو نمائيم.
هدفها 

1- آميزش مونوهيبريد با مهره هاي رنگي 

2- آميزش منوهيبريد غير جنسي

3 – مشاهده متاسيونها

منظور از منوهيبريديسم آميزش 2 موجودي ا ست كه فقط از نظر 

يك صفت مندلي با هم اختلاف دارند 

دو رنگ مهره كه هر كدام به منزله گامتي با يك كروموزوم عامل ژن مورد نظر ا ست در اختيار شما قرار مي گيريد تصور آميزش منوهيبريد مندل را 

داشته باشيد يك رنگ نقش صفت غالب و رنگ ديگر به منزله صفت مغلوب است اين آزمون در دو مرحله به شرح زير انجام دهيد. 

در مرحله اول تعداد مساوي از هر رنگ مهره انتخاب نمائيد مثلاً 10 عدد و درون يك جيب خود بريزيد و نيز همين تعداد مهره را در جيب ديگر خود قرار دهيد حالا شما در هر جيب خود گامتهاي افراد نسل اول را تشكيل داده ايد به طور همزمان از هر جيب يك مهره خارج كنيد و با هم تركيب نمائيد موجود حاضر از دو مهره تركيب شده يعني دو گامت كه از هم تركيب شده اند و فونوتيپ اين موجود را صفت غالب تعيين مي كند اين عمل را تا تمام شدن اين مهره هاي هر دو جيب ادامه دهيد و تعداد هر فونوتيپ را در جدولي كه تشكيل داده ايد يادداشت نمايئد نتيجه شمارشهاي شما نسل دوم را مشخص مي كند آزمايش بايد طوري انجام شود كه حجم نمونه گيري شما شامل 200 نمونه باشد در خاتمه كار صحت و سقم آزمايش را توسط آزمون مربع كاي بررسي كنيد. در مرحله بعد با استفاده از مهره ها آزمون تسكراس انجام دهيد يعني فرد هتروزيگوت نسل اول را با هموزيگوت مغلوب آميزش دهيد گامتهاي هر يك از اين افراد را در يك جيب خود قرار داده و مشابه حالت قبل هر نوبت يك مهره از هز جيب خود خارج نمائيد و با يكديگر تركيب نماييد. در اين آزمون نبايد تمام مهره ها را از جيب خارج كنيد چون نسبت يك يه يك مي شود و فقط 80% مهره ها را خارج كنيد و پس از تعيين و ثبت فونوتيپ آنها را مجدداً به جيبها برگردانيم و مجددا شروع بهخارج كردنشان نمائيم. در اين حجم نمونه گيري شما بايد حداقل 200 نمونه باشد در خاتمه آزمايش خود را توسط آزمون مربع كاي بررسي نمائيد در خصوص منوهيبريد با مگس سركه كه بايد بين دو نوع در زوفليا كه فقط در يك صفت اختلاف دارند ترتيب دهيد. براي اين منظور مي توانيد از انواع موتاسيونهاي اتوزومي موجود در آزمايشگاه استفاده نموده جهت جلوگيري از آلودگي محيط كشت اصول بهداشتي را در طول كار رعايت نموده و ادامه كار اين آميزش را مشابه دستور العملي كه در جزوه مشخص شده دنبال كنيد. 

هدفها 

1 – آميزش دهيبريد با مهره هاي رنگي 

2- آميزش دهيبريد غير جنسي

3- رها سازي والدين منوهيبريد غير جنسي

منظور از دهيبيريديسم آميزش دو موجودي است كه از نظر دو صفت مندلي با هم 

اختلاف دارند نسل اول چنين آميزشي هتروزيگوت بود و صفات غالب را نشان مي دهد مهره هايي كه در اين آزمون در اختيار شماست به صورت جفتي بوده و چهارنوع هستند در اينجا نيز گامتهاي نسل اول را تشكيل مي دهيد هر فرد نسل اول بر اساس رفتار كروموزومها در ميوز چهار نوع  گامت توليد مي كند براي ايجاد اين گامتها از هر كدام از مهره ها به تعداد مساوي درون هر جيب روپوش خود بريزيد اكنون از هر جيب يك گام مهره دوتايي به طور تصادفي خارج نمائيد و با يكديگر تركيب نمائيد موجود نسل دوم را بر اساس فونوتيپ روي ميز بچيند و پس از شمارش آنها را مانند اول به داخل جيبها برگردانيد در اين آزمون بايد حداقل فضاي نمونه 160 باشد نتايج را با آزمون مربع كاي بررسي نماييد اصل استقلال يعني مطالعه مستقل هر صفت نيز بايد بررسي گردد براي انجام آميزش دهيبريد غير جنسي در مگس سركه توجه به اين نكته ضروري است كه صفات انتخاب شده بايد اولاً اتوزومي باشند ثانياً روي كروموزومهاي متفاوتي قرار داشته باشند . 

در عمل از دو موتاسيون اتوزوم كه مربوط به دو صفت متفاوت باشد استفاده نمائيد و آنها را با يكديگر آميزش دهيد ادامه كار مشابه دستور العمل كلي است. در اين مورد هم صفات را مستقلاً بررسي نمائيد. 

هدفها 

1 – آميزش منوهيبريد جنسي 

2- بررسي  و شمارش نسل اول منوهيبريد غير جنسي و آميزش نسل اول در نسل اول

3 – رها سازي والدين دهيبريد غير جنسي 

4- رنگ آميزي DNA  و RNA 

توارث صفات وابسته به جنس يكي از مواردي است كه از قوانين مندل تبعيت نمي كند. و در اين خصوص بر خلاف صفات اتوزومي نحوه توارث در آميزشها دو جانبه يا RECIPROCAL متفاوت است در يك محيط كشت مگسهاي نر متان جنسي را با ماده وحشي و در محيط ديگر مگسهاي نر وحشي را با ماده موتان جنسي آميزش دهيد و مانند تجربه هاي قبلي آزمايش را ادامه دهيد . 

براي رنگ آميزي DNA و RNA از مخلوط دو رنگ پيرونين و سبز متيل با نسبتهاي معين استفاده مي شود اين رنگ آميزي تفاوتي بين DNA و RNA را امكان پذير مي سازد پيروني مشتقي از گزانتين است . كه هم DNA  و هم RNA را رنگ مي كند در حاليكه سبز متيل DNA  دو رشته اي را رنگ مي كند دو رشته پلي نوكلئوتيد در مولكول DNA توسط پيوندهاي هيدروژني به هم وصلند. 

و در اين حالت گروههاي اسيد فسفريك با هم فاصله معيني دارند وقتي DNA از حالت دو رشته اي خارج مي شود فاصله اين گروهها تغيير نموده و DNA پيرونوتوفيل يعني ( پيرونين دوست) مي شود به دليل تمايل زياد سبز متيل به DNA در حالت عادي واكنش DNA با سبز متيل سريعتر از پيرونين صورت مي گيرد بافت مورد استفاده براي اين رنگ آميزي غده بزاقي لارو مگس سركه است. در سلولهاي اين غده مقدار DNA به طور فوق العاده اي افزايش مي يابد در اين سلولها كروموزومها افزايش پيدا مي كند بدون ا ينكه هسته تقسيم شود و كروماتيدها از هم جدا نمي شوند اين پديده را پلي تني مي نامند. در كروموزومهاي پلي تن كرومومرها ( بخشهاي رنگ پذير DNA) در كروموزومهاي مجاور در امتداد هم قرار داشته و ايجاد باندهاي ارزي متراكم مي نمايند. 

تهيه رنگ و رنگ آميزي

محلول آبكي 5./. درصد سبز متي با حجم مساوي كلروفرم تكان داده مي شود متيل بنفش در كلروفرم حل مي گردد ضمن آن سبز متيل در فاز آبكي قرار مي گيرد فاز كلروفرم دور ريخته مي شود مجددا كلروفرم افزوده شده و تكان داده مي شود و عمل جدا سازي مشابه قبل صورت مي گيرد تا زمانيكه كلروفرم بي رنگ بماند جداسازي سبز متيل از متيل بنفش تكرار شود. 

تركيب رنگ اصلي 37 ميلي ليتر محلول آبكي نيم درصد پيرونين 13 ميلي ليتر محلول آبكي نيم درصد سبز متيل تهيه شده به روش فوق و پنجاه ميلي ليتر بافراستات با ph= 4/8 119 ميلي ليتر محلول 2/. مول استات سيدم به اضافه 81 ميلي ليتر اسيد استيك 2/. نرمال .

اهداف : 

1- آميزش دي هيبريد جنسي و غير جنسي 

2- بررسي و شمارش نسل اول دي هيبريد غير جنسي و آميزش نسل اول در نسل اول

3- رها سازي والدين منوهيبريد جنسي 

4 – رها سازي آميزش ديده نسل اول در نسل اول مونوهيبريد غير جنسي

يك موتان اوتوزومي را با يك موتان جنسي آميزش دهيد و نتايج نسل اول ودوم را با نتايج مشابه در دهيبريد غير جنسي مقايسه نمائيد آيا اصل وحدت در نسل اول برقرار است و با وجود اينكه فضاي نمونه در نسل دوم مضربي از 16 است آيا نسبت مندلي 9 به 3 به 3 به 1 مشاهده مي گردد؟ 

در اين آزمون مي توانيد يك موتان جنسي رنگ چشم را با يك موتان اوتوزومي كه فاقد موتاسيون رنگ چشم است آميزش دهيد. 

در حالت ديگر مي توانيد موتان اوتوزومي چشم را با موتان جنسي رنگ

 چشم آميزش دهيد آميزش ماده وايت با نر سيپيا كه در نسل دوم نسبت تئوري زير بدست مي آيد : 

وايت سيپيا                        سيپيا                 وايت                       وحشي 

    2                                 2                       6                          6

عملا سه فونوتيپ وحشي وايت و سيپيا مشاهده مي گردد از مقايسه نتايج شمارش ها مشاهده مي كنيد كه افراد w.se به افراد w اضافه شده اند و فونوتيپ وايتها به جاي 6/16 به ميزان 8/16 مشاهده مي گردد كه به صورت زير قابل توجيه است 

در حال حاضر دو گروه اصلي پيگمنتها شناخته شده اند و در چشم درزوفيلا وجود دارد پترين ها و اموكرومها كه هر كدام تحت تاثير گروه مختلفي از ژنها قرار مي گيرد عمل ترپرين ها و اوموكرومها به وسيله چسبيده شدن با گرانولهاي پروتوئيني انجام مي شود و در اين فرم آنها در سلولهاي چشم يا آماتيديها ذخيره مي شوند موتاسيون وايت مانع چسبيدن پيگمنت به گرانولها مي شود بنابراين چنين متونهايي چشم سفيد ظاهر مي شوند مثل اينكه ابداً هيچ پيكمنتي نداشته باشند احتمالا در مگسهايي كه هر دو متاسيون وايت و سيپيا را دارند موتاسيون  w مانع همراه شدن پيگمنهاي سنتز شده توسط فعاليت ژن سيپا با پروتوئين مي شود بنابراين پيگمنتهاي مذكور در سلولهاي چشم ظاهر نمي شود و رنگي ظاهر نخواهد كرد و بدين ترتيب افراد با ژنوتيپ w.se فنوتيپ w نشان مي دهند. 

توجه : آميزش مگس نر اسكرالت يا مگس نر بران با مگس ماده w نيز نتايج مشابه فوق خواهد داشت. 

اهداف : 

1- شمارش نسل دوم منوهيبريد غير جنسي

2- بررسي و شمارش نسل اول منوهيبريد جنسي و آميزش نسل در نسل اول

3 – رها سازي افراد آميزش ديده نسل اول در نسل اول دي هيبريد غير جنسي

4 – رها سازي والدين دي هيبريد جنسي و غير جنسي
