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3.3 Pohigeeni tuvastamine eksperimentaalsel ristamisel

3.3.1 Marker-gruppide vahelise erinevuse testimine dispersioonanaliiiisiga

Enamus pohigeeni leidmiseks korraldatud eksperimente votavad aluseks kaks inbredliini (st, et
vanemateks valitakse tdielikult homosiigootsed isendid). Selliste vanemate ristamisel saame
geneetiliselt identsed heterosiigootsed jirglased (pdlvkond F,;). Olgu oletatavaks uuritavat tunnust
markimisvédrselt mdjutavaks pohigeeni lookuseks e QTL-ks dialleelne lookus Q (alleelid vastavalt QO
ja @,) ning vaadeldud indiviididel miératud markerlookuseks dialleelne lookus A (alleelid vastavalt A,
ja A,). Inbredliinidest périt homosiigootsed vanemad omavad siis vastavalt genotiilipe Q14,1014 ja
0-,A5l0,A, ning nende ristamisel saadud F;-pdlvkonna jirglased genotiiiipe 0,A1Q,A.

Selgitamaks, kas lookused A ja Q on aheldunud, analiiiisitakse andmeid fenotiiiibi ja markeri(te) kohta

kas pdlvkonnas F, vdi tagasiristamise teel saadud jérglastel. Mdlemad need ristamisskeemid on
kujutatud skemaatiliselt joonistel 16 ja 17.
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Joonis 16. Tagasiristamisega ja tavaline ristamisskeem (joonistel on kujutatud vaid iiht homoloogsete
kromosoomide paari ja 4 analiilisitavat jarglast — reaalsetes uuringutes on vaatluse all kogu genotiiiip

ja tile 100 jdrglase).
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Joonis 17. Kahe, markerlookuse A ja QTL-i Q suhtes homosiigootse, vanemliini ristamine — F;-pdlv-
konnas on koik indiviidid geneetiliselt identsed heterostigoodid genotiitibiga Q,A,10,A,, F,-pdlvkon-

nas leidub 10 erinevat ja tagasiristamisel saadud BC,-generatsioonis 4 erinevat genotiiiipi.

Tagasiristamise (backcrossing) korral ristatakse F;-indiviidid tihega vanemliinidest. Selle tagajérjel on
jarglaspdlvkonna iiks kromosoomidest identne ristamisel kasutatud inbredliinist pdrit vanema
kromosoomiga, teine kromosoom on aga tinu ristsiirdele kahe inbredliini kombinatsioon.
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Tavalise ristamisskeemi (intercrossing) korral ristatakse omavahel pdlvkonna F, isendeid. Generat-
siooni F, indiviidide genotiiiip on kombinatsioon oma vanemate genotiiiipidest, kusjuures iga iiksiku
genotiiiibi esinemise sagedus sdltub QTL-i ja markerlookuse vahelisest rekombinatsioonimaérast r.
Jérgnevalt tuletame konkreetsed testid vaid tagasiristamisega eksperimendi tarvis, sest selle puhul on
vorreldavaid kombinatsioone vihem ja valemite kirjapanek lihtsam.

Olgu meil ristatud indiviidid inbredliinist genotiiiibiga 0,A,Q,A; ja F;-generatsioonist genotiiiibiga
01A11Q,A,. Koik jarglaspolvkonna isendid parivad tdendosusega 1 gameedi Q,A;. Generatsioonist F;
périt vanemalt saadakse alleelid Q;A; tdendosusega Y2(1 — r), alleelid Q,A, tdendosusega r/2, alleelid
O,A, tdendosusega /2 ja alleelid Q,A, tdendosusega Y2(1 — r). Tagasiristamisel saadud indiviidid vdib
jagada kahte gruppi: markergenotiiiibiga A;lA; ja markergenotiiiibiga A,lA,. Neist esimesed omavad
QTL-genotiilipi Q,1Q; tdendosusega 1 — r ja QTL-genotiiiipi Q,1Q, tdendosusega r, teised analoogselt
genotiiiipi 0,10, tdendosusega r ja genotiitipi Q,1Q, tdendosusega 1 — r. Markergenotiiiibiga A,lA, indi-
viidide oodatav fenotiiiibivédrtus avaldub siis seosena

Haia = (= ilgio + r oo,

kus i mirgib uuritava tunnuse keskvédrtust indiviididel QTL-genotiiiibiga Q110 ja oio,
indiviididel] QTL-genotiiiibiga Q;1Q,. Sarnaselt on markergenotiiiibiga A;lA, indiviidide oodatav
fenotiiiibivddrtus esitatav seosena

Main = rioio + (= r)iloigs .
Nende oodatavate fenotiitibivairtuste erinevus on
Haia — Haia, = (oo — Howg,)(1 —2r) = o1-2r). (3.14)
5

Kui QTL ja marker ei ole aheldunud, siis r=) ja taa — tas, =0. Sellest ldhtuvalt on loomulik
marker-gruppide vordlemisel kontrollida hiipoteeside paari Hy: faia — flaie. =0, Hy: flaja — flana, 0.
Ligikaudu sobib toodud hiipoteeside kontrollimiseks tavaline t-test (ligikaudu seepérast, et uuritava
tunnuse jaotuseks vorreldavais gruppides on segujaotus). Uldjuhul kasutatakse marker-gruppide vord-
lemiseks siiski dispersioonanaliiiisi (siit ka kirjeldatud meetodi populaarsem nimetus — ANOVA- e
dispersioonanaliiiisi meetod). Samas ei ole saadud tulemused iihesed, sest mitmed J ja r vidrtused
annavad tulemuseks sama vahe faia — Uals, -

Leidmaks selliselt konstrueeritud testi voimsust, eeldame, et QTL-genotiitibiga Q;IQ; indiviidide
fenotiiiibijaotus on normaaljaotus parameetritega o ja o~ ning genotiiiibiga Q,IQ, indiviidide
fenotiiiibijaotus normaaljaotus parameetritega fipio. ja o°. Tihistame markergenotiiiibiga A;lA,
indiviidi j fenotiilibivadrtust y;; ja markergenotiiiibiga A;|A, indiviidi j fenotiiiibivdartust y,;. Esimese
marker-grupi sisest varieeruvust niitav dispersioon on siis esitatav QTL-genotiitipidega 0,10, ja 0110,
isendite gruppide sisese ja vahelise varieeruvuse summana:

Var(yi;) = E[ Var(yi; | QTL-genotiilip)] + Var [ E(y; | QTL-genotiiiip)] . (3.15)
Selle summa esimene liidetav (QTL-gruppide sisene varieeruvus) on
E[ Var(yi; | QTL-genotiiiip)] = 6°(1 - r) + 0°r = 0~
ja teine liidetav (QTL-gruppide vaheline varieeruvus)
Var[ E(y; | QTL-genotiiiip)]
= E[E(y; | QTL-genotitip)l* — { E[ E(y, | QTL-genotiiiip)]}’
= E[(l = Nttdio + r tgig] = [(1= 1)’ o + 2r(L = Pptgio toig: + 1 Hdio:)
= (= Nrptgio + (1= Pr o, — (1= 12r toio Mo,
= (Udio — 2Hoi0 Hoi0: + H510.)X1 =P = (Uoig, — o) (L= r)r = S =r)r.
Seega on dispersioon (3.15) avaldatav kujul
Var(y;)) =+ 8*1—r)r . (3.16)

Analoogselt on esitatav ka marker-grupi AlA, sisene dispersioon. Marker-gruppide keskmiste vahelise
erinevuse jaotus on siis ligikaudu normaaljaotus:

.= ¥2. ~ N(81=2r), 206> + 81— rl/n),

kus # on indiviidide arv igas grupis. Juhul, kui n on suur, on t-jaotus ldhendatav normaaljaotusega ja
testi voimsuse leidmiseks vdime rakendada normaaljaotusele vastavat teststatistikut
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7 = Or.—y2) _
JAo?+ 81— ryrl/n

Testi vdoimsus on leitav kui tdendosus P(Z > z42), kus z, on normaaljaotuse o-tdiendkvantiil, st
P(Z > za) = ¢ . Sisuka hiipoteesi kehtimise korral on statistiku keskvéirtus esitatav seosena

81— 2r)
JAc?+8A-rr/n’

E@Z)= (3.17)

Testi vOoimsus on siis esitatav tdendosusena
P[Z-E(Z) > za2—E(2)].

Kuna vahe Z—-E(Z) on standardse normaaljaotusega, siis peab vdimsuse 1— /£ saavutamiseks
kehtima vordus ze»—E(Z)=z-5=—-z5. Asendades viimases vOrduses E(Z) suhtega (3.17) ja
lahendades saadud vdorrandi n suhtes, saame voimsuse 1— £ jaoks vajalikud gruppide suurused:

240° +8°A-r)r]

5 (1-2r) (5-18)

n=(Za2+25)

Niide. Olgu meil eksperiment 1édbi viidud sarnaselt joonisel 17 kujutatud skeemile. Geenide
aditiivne efekt pdlvkonnas F, on kirjeldatav aditiivdispersiooni o, abil. T#histagu p QTL-i
osa generatsiooni F, aditiivgeneetilises varieeruvuses. Mirkus: vanempdlvkonnad (P, ja P,)
on tdielikult homosiigootsed, pdlvkonnas F, on aga juba 50% isendeid heterosiigoodid
— seega on QTL-st pdhjustatud varieeruvus pdlvkonnas F, poole suurem vorreldes vanem-
polvkondadega. QTL-st tingitud osa aditiivgeneetilisest varieeruvusest avaldub siis suhtena

p=%8/oi,
kus teatavasti 0 = Upio — Hoig. - Siis
ol=18p.
Uuritava tunnuse piritavus 4” generatsioonis F, on
h2 — 0'3
-2 27
0.+ 0

kus o7 =O'3(1—h2)/ h* on keskkonna mdjudest tingitud varieeruvus. Aditiivgeneetiline
varieeruvus tagasiristamisel saadud isendite vahel on poole viiksem vorreldes F,-gene-
ratsiooniga. Seega, kuna geenide aditiivsest efektist tingitud varieeruvus on QTL-i olemas-
olul vastavalt viiksem: o:—pxo:=0.—- %0, on koguvarieeruvus pdlvkonnas BC,
esitatav summana

o’=0.+1(0i-18).
Asendades o7 avaldisega o? = 02(1—h®)/h*, saame viimatisele dispersioonile kuju
2 2
o’ =§52(1_};)+J‘52(1—1j= 54 (1_}§ ) +J‘(1—1] :
ph p ph p
Vorduse (3.18) saame niiiid oma niite jaoks esitada seosena

A G@ap+zp)’ | A=R) (1 _
n=2art s {2 e +4(p 1)+r(1 r)]

Tagasiristamisega eksperimendis tunnusele piritavusega h>=0,25 pohigeeni tuvastamise
voimsuse 0,9 saavutamiseks vajalikud valimi mahud on toodud jirgnevas tabelis.

R po
_________________ 004 008 TTo0d6
0 1828 909 449
0,05 2260 1125 557
0,1 2863 1426 708
0,2 5097 2543 1266
0,4 45959 22974 11482
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3.2.2 Suurima toepara meetod

Nagu oli ndha valemist (3.14), pole marker-gruppide fenotiilibierinevuste alusel QTL-efekti vdimalik
iiheselt hinnata. Uks voimalus probleemi lahendamiseks on kirjutada vilja andmetele vastav tdepiira-
funktsioon ja maksimeerida see paralleelselt nii oletatavale QTL-genotiiiibile vastavate jaotus-
parameetrite kui ka rekombinatsioonimééra suhtes.

Vaatleme lihtsuse mottes jillegi tagasiristamisega skeemi ning otsime dialleelset QTL-i. Eeldame, et
QTL-genotiiiibiga Q,lQ; indiviidide fenotiiiibijaotus on normaaljaotus parameetritega foio ja o
ning QTL-genotiiiibiga Q,1Q, indiviidide fenotiiiibijaotus normaaljaotus parameetritega foio, ja o~ .
Siis on nende indiviidide, kes on markerlookuse suhtes homosiigoodid A,lA,, fenotiiiibijaotus esitatav
kahe normaaljaotuse seguna:

Ji(ys oo Uog:,0,1) = (11— r)><¢((y _,quQI)/O-) + r><¢((y _,quQz)/o-) >

kus r mirgib markerlookuse ja QTL-i vahelist rekombinatsiooniméédra ja ¢ tédhistab standardse
normaaljaotuse tihedusfunktsiooni. Analoogselt on markerlookuse suhtes heterosiigootsete A;lA,
indiviidide fenotiiiibijaotus esitatav seguna:

Fo(3s oo Moo 0,1) = 1= X ((y = Hoe) [ 0) + rx¢((y — oo)/ ).

Tahistades indiviidi i fenotiiiibi y; ja tuues sisse muutuja x;, mis vordub 1-ga, kui i. indiviid on
markerlookuse suhtes heterosiigootne, ja 0-ga markerlookuse suhtes homosiigootse indiviidi korral, on
andmetele vastav tdepirafunktsioon avaldatav korrutisena

L@.ry0) =T f0.0] [ £:60.0] ™"

kus 6= (JquanquQZs O-) .

Saadud tdepérafunktsioon maksimeeritakse esmalt 6 suhtes, andes selleks rekombinatsiooniméirale r
mingi esialgse viirtuse; seejirel, kasutades leitud suurima tdepdra hinnangut @, avaldatakse
toeparafunktsiooni maksimum parameetri r suhtes ja lahendatakse, saades tulemuseks suurima tdepéra
hinnangu 7 ; leitud rekombinatsiooniméira hinnangut kasutatakse omakorda tdpsustamaks parameetri
6 hinnangut, jne kuni protseduur koondub.

Hiipoteesi markerlookuse ja QTL-i ahelduse kohta kontrollitakse tOepérasuhte testi abil, vorreldes
ilaltoodud iihe oletatava pohigeeni ja markeri ahelduse eeldusel konstrueeritud mudelit null-
hiipoteesile vastava mudeliga, kus koigi indiviidide fenotiiiibivddrtused eeldatakse jaotuvat vastavalt
normaaljaotusele parameetritega u ja o ning tdeparafunktsioon avaldub korrutisena

L@ y) =T1¢((yi— /o).

kus 6y=(u,0). Seega on LOD-score statistik, mille tdisarvulised véartused 1, 2, 3 jne vastavad
“timmargustele” tdeparasuhetele 10, 100, 1000 jne, kujul

LOD(r) = logye| MaXLO.13y.0) | (3.19)
max Lo(6b; y)

3.2.3 Regressioonanaliiiis

Oletatava pohigeeni lokaliseerimiseks eksperimentaalsel ristamisel vahest kdige enam kasutatav
meetod seisneb lithidalt jargnevas: fikseeritakse oletatava pohigeeni asukoht markerite vahel ning
ptiiitakse seejdrel ldhendada fenotiiiibil mdodetud tunnuse viirtusi oletatavatesse QTL-i gruppidesse
kuulumise tdendosustega, hinnates selleks regressioonanaliiiisi abil erinevatele QTL-genotiiiipidele
vastavaid oodatavaid fenotiilibivddrtuseid. Tehes sama 14dbi k&igi markerite vaheliste piirkondade
kohta, saame tulemuseks kodige tdendolisema pohigeeni asukoha — intervalli, kus regressioonanaliiiisi
jadkide ruutude summa on minimaalne.

Votame vaatluse alla kaks dialleelset markerlookust A ja B ning oletatava dialleelse QTL-i Q nende
vahel (selliste, oletatavat QTL-i sisaldava kromosoomiintervalli otstes paiknevate, markerite tarvis on
ingliskeelses kirjanduses kasutusel spetsiaalne nimetus — flanking markers — piiravad markerid).
Indiviidid inbredliinidest P, ja P, on vastavalt genotiitipidega A;Q,B|lA,0\B; ja A>0,B,lA,0,B;.
Tahistame rekombinatsioonimiéra lookuste A ja Q vahel r4, lookuste Q ja B vahel rp ning lookuste A
ja B vahel r,p, seejuures eeldatakse viimane teadaolevaks, st et toetutakse juba teadaolevale geneetili-
sele kaardile. Et rekombinatsioon intervallis A-st B-ni on fikseeritav vaid juhul, kui see leidis aset kas
A-st O-ni vdi Q-st B-ni, aga mitte mdlemal juhul korraga, siis kehtib jirgmine rekombinatsiooni-
maéadrade vaheline Se0S: rap=ry + rg—2 ry rp.
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Téhistame QTL-genotiiiipidele vastavad oodatavad fenotiiiibivddrtused E(y|QiQ) = oo ja
E(y | QiQ2) = tpip. ning eeldame ka uuritava tunnuse vordset varieeruvust molema genotiiiibi korral.

Generatsioonis F; on koik indiviidid genotiitibiga A,Q,B,lA,0,B,, nende ristamisel vanemliiniga P,
saadavas generatsioonis BC; on vdimalik leida neli erinevat marker- ja kaks QTL-genotiiiipi. Iga
jarglane omab iihes kromosoomis P,-vanemalt saadud alleelikomplekti A;Q;B, teises kromosoomis
paiknev Fj-vanemalt piritud alleelikomplekt soltub juhusest ja lookustevahelistest voimalikest rist-
siiretest. Oletades, et jirglane périb teisena markeralleelid A, ja B;, saab ta tdendosusega ra(1—rz) ka
alleeli Q; — selleks peab toimuma rekombinatsioon markerlookuse A ja QTL-i Q vahel (tGendosus r,)
ja ei tohi toimuda rekombinatsiooni vahemikus Q-st B-ni (tdendosus 1—1s). Tingliku tdendosusena
esitatuna on seos kujul

p AQB | AQB: | _ ra(l—rm) _ra(l—13)
A2Q1B1 AB) ra (1 — rB) + (1 — rA) 1B ¥AB

Analoogselt on leitav ka tdendosus, et jarglane parib lisaks generatsiooni P;-vanemalt saadud QTL-
alleelile Q, generatsiooni F;-vanemalt koos markeralleelidega A, ja B; QTL-alleeli Q,:

p AQB | AQB | _ (I=r)m _(—r)ns
AzQzB1 ABi ra (1 — rB) + (1 — rA) 1B ¥AB

Samamoodi on tinglikud tdendosused leitavad kodigi nelja véimaliku markergenotiitibi ja kahe QTL-
genotiiiibi korral (seda muidugi eeldades interferentsuse puudumist — vastasel juhul ei saaks markerite
A ja B vahelist rekombinatsiooniméira esitada markerlookuste ja QTL-i vaheliste rekombinatsioonide
toimumise ja/vdi mittetoimumise tdendosuste korrutisena) — vt tabel 2.

Baseerudes leitud tdendosustel piilitakse uuritava tunnuse fenotiiiibivéddrtusi ldhendada mudeliga
y=XB+e,
kus y on fenotiilibivddrtuste nx1-vektor, X on tabelis 2 toodud tdendosuste nX 2 -maatriks,

B = (oo, Hoo.)" on tundmatute QTL-genotiiiipide ooteviirtuste 2x 1 -vektor, e on juhuslike vigade
nXx1-vektor.

Marker- QTL-genotiiiip
genotiilip L) 010
AB | AB A=ra)d—rs) 4 Ts
(1 - rAB) (1 _ rAB)
ABi | AB> (—ra)rs ra(l=r5)
raB I
ABi | AB 1a(1—75) (=175
Tas TAB
AB/ | A;B; Tals (=r)A=rs)
(= 718) (I—748)
Tabel 2. QTL-genotiiiipide tinglikud tdendosused markergenotiitipide suhtes tagasiristamisega saadud

generatsioonis.

Fikseeritud markerlookuste A ja B ning nendevahelise oletatava QTL-i tarvis leitakse
parameetervektori p vahimruutude hinnang

B=X"%"X"y
ning jéikide ruutude summa SSE =yTy — X"y .

Teststatistikuna kasutatakse seosega (3.19) defineeritud tdepirasuhte statistikule ldhedast statistikut,
mille tdhistuski on enamasti sama:

LOD(r) =10 SSEO} 3.20
(r) 5 gm[ SSE (3.20)
kus n on analiilisitud indiviidide arv, SSE, tdhistab jddkide ruutude summat ilma QTL-efektita
mudelist ja SSE sama regressiooniseose tdpsust iseloomustavat  suurust pdhigeeni eeldusel
konstrueeritud mudelist.
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