3. Aheldusanaliiiis MTMS.01.067

3.3 Aheldusanaluus kvantitatiivsete tunnuste korral

Kvantitatiivsete (arvuliste, mdddetavate) tunnuste korral on pisut keeruline ette kujutada geeni, mis
selle viirtused iiksinda dra mairaks. Oieti on see kvantitatiivse tunnuse korral vdimatu, sest
kvantitatiivsel tunnusel on teoreetiliselt 16pmatu hulk (reaalsuses vdhemalt suur hulk) erinevaid
védrtusi, millele peaks siis vastama ka 10pmatu hulk erinevaid alleele iihes geenilookuses. Pigem on
moistlik arvata, et suure hulga geneetiliste ja mittegeneetiliste mojutegurite hulgas voivad leiduda
moned (geenid), mille mdju on pisut suurem ja silmatorkavam. Selliseid suhteliselt suurem mdjuga
geene nimetatakse pohigeenideks (major genes) ja nende asukohta QTL-ks (kvantitatiivse tunnuse
lookuseks, quantitative trait loci).

Sageli kasutatakse QTL-i kandidaatide (pdhigeenide) leidmiseks ristamiseksperimente voi valiktakse
analiilisitavad isendid kindlate sugulussidemete alusel.

3.3.1 Marker-gruppide vahelise erinevuse testimine dispersioonanaliilisiga

Enamus pohigeeni leidmiseks korraldatud eksperimente votavad aluseks kaks inbredliini (st, et
vanemateks valitakse tdielikult homosiigootsed isendid). Selliste vanemate ristamisel saame
geneetiliselt identsed heterostigootsed jarglased (polvkond Fi). Olgu oletatavaks uuritavat tunnust
markimisvairselt mojutavaks pohigeeni lookuseks e QTL-ks dialleelne lookus Q (alleelid vastavalt Q:
ja Q2) ning vaadeldud indiviididel maaratud markerlookuseks dialleelne lookus A (alleelid vastavalt A;
ja Az). Inbredliinidest parit homosiigootsed vanemad omavad siis vastavalt genotiilipe Q1A1]Q:A:1 ja
Q2A2|Q2A, ning nende ristamisel saadud Fi-pdlvkonna jarglased genotiitipe Q1A1]|Q2Ax.

Selgitamaks, kas lookused A ja Q on aheldunud, analiiisitakse andmeid fenotiiiibi ja markeri(te) kohta
kas pdlvkonnas F, vdi tagasiristamise teel saadud jérglastel. Molemad need ristamisskeemid on
kujutatud skemaatiliselt joonistel 16 ja 17.

Vanemate — Vanemate
non inbred- o inbred-
I:*l l'lll liinid [!.] llﬂll liinid
() iy
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"lf ‘ F1-generatsioon ' F1-generatsioon

Tagasiriétamisel saadud jarglaspélvkond

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
jaile 100 jarglase).

Tagasiristamise (backcrossing) korral ristatakse Fi-indiviidid tihega vanemliinidest. Selle tagajarjel on
jarglaspdlvkonna iiks kromosoomidest identne ristamisel kasutatud inbredliinist périt vanema
kromosoomiga, teine kromosoom on aga ténu ristsiirdele kahe inbredliini kombinatsioon.

Tavalise ristamisskeemi (intercrossing) korral ristatakse omavahel pdlvkonna F; isendeid. Generat-
siooni F; indiviidide genotiiiip on kombinatsioon oma vanemate genotiitipidest, kusjuures iga tiksiku
genotliiibi esinemise sagedus soltub QTL-i ja markerlookuse vahelisest rekombinatsiooniméérast r.
Jargnevalt tuletame konkreetsed testid vaid tagasiristamisega eksperimendi tarvis, sest selle puhul on
vorreldavaid kombinatsioone vihem ja valemite kirjapanek lihtsam.
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Joonis 17. Kahe, markerlookuse A ja QTL-i Q suhtes homosiigootse, vanemliini ristamine — F1-pdlv-
konnas on kdik indiviidid geneetiliselt identsed heterosiigoodid genotiiiibiga Q1A1|Q2A2, F2-pdlvkon-
nas leidub 10 erinevat ja tagasiristamisel saadud BCi-generatsioonis 4 erinevat genotiiiipi.

Olgu meil ristatud indiviidid inbredliinist genotiiiibiga Q1A1|Q:1A1 ja Fi-generatsioonist genotiiiibiga
Q1A1|Q:A,. K&ik jarglaspdlvkonna isendid parivad tdendosusega liks gameedi Q1A1. Generatsioonist Fq
parit vanemalt saadakse alleelid Q:A; tdendosusega Y2(1 — r), alleelid Q1A tdendosusega 1/2, alleelid
Q2A: tdendosusega r/2 ja alleelid Q.A, tdendosusega '4(1 — r). Tagasiristamisel saadud indiviidid voib
jagada kahte gruppi: markergenotiiiibiga Ai|A; ja markergenotiiiibiga Ai|/A,. Neist esimesed omavad
QTL-genotiilipi Q1|Q: tdendosusega 1 — r ja QTL-genotiiiipi Q1|Q- tdendosusega r, teised analoogselt
genotliiipi Q1)Q1 tdendosusega r ja genotiilipi Q1|Q: tdendosusega 1 — r. Markergenotiitibiga Ai|/A: indi-
viidide oodatav fenotiiiibivaartus avaldub siis seosena

Hain = L= + I o

kus uiye margib uuritava tunnuse keskvadrtust indiviididel QTL-genotiiiibiga Qi1|Q1 ja e
indiviididel QTL-genotiilibiga Q1|Q2. Sarnaselt on markergenotiiiibiga Ai|A, indiviidide oodatav
fenotiitibivaartus esitatav seosena

Hmire =T toje + L=l -
Nende oodatavate fenotiiiibivaartuste erinevus avaldub kujul

Hain — Haire = (oo — Haie)L—2r) =61 -2r) . (3.1)
5

Kui QTL ja marker ei ole aheldunud, siis r=1% ja uama — s =0. Sellest ldhtuvalt on loomulik
marker-gruppide vordlemisel kontrollida hiipoteeside paari Ho: paja — tima =0, Hi: peaja — timgn # 0.

Ligikaudu sobib toodud hiipoteeside kontrollimiseks tavaline t-test (ligikaudu seepérast, et uuritava
tunnuse jaotuseks vorreldavais gruppides on segujaotus). Et vihegi keerulisemate ristamissiisteemide
ja/voi enam kui kahe erineva alleeliga lookuste korral on vdrreldavaid marker-gruppe rohkem kui
kaks, kasutatakse keskmiste vordlemiseks enamasti dispersioonanaliiiisi (siit ka kirjeldatud meetodi
populaarsem nimetus — ANOVA- e dispersioonanaliiiisi meetod).

Kirjeldatud meetodi peamine probleem on, et statistikameetoditega tuvastatud erinevus ei ole genee-
tika moistes theselt tdlgendatav — mitmed o6 = uoo — tlaye. ja r vaértused vastavad samale vahele
Haln — Maja . Lisaks omistatakse koigil juhtudel QTL-i asukoht markerlookuse kohta, mistottu
markerlookusest suhteliselt kaugel paiknev méirkimisvédrse mojuga geen voib jddda tuvastamata voi
siis saada lokaliseeritud suure veaga.

O Voimsuse ja valimi mahu arvatamisest marker-gruppide vahelise erinevuse dispersioon-
analiiiisiga testimisel

Leidmaks eelnevalt kirjeldatud viisil konstrueeritud testi voimsust, eeldame, et QTL-genotiiiibiga
Qi|Q: indiviidide fenotiiiibijaotus on normaaljaotus parameetritega o0 ja o ning genotiiiibiga
Q1/|Q: indiviidide fenotiiiibijaotus normaaljaotus parameetritega fijq. ja o*.

Tahistame markergenotiilibiga AiJA; indiviidi j fenotiilibivddrtust yi; ja markergenotiiiibiga AilA2
indiviidi j fenotiiiibivadrtust yz. Esimese marker-grupi sisest varieeruvust nditav dispersioon on siis
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esitatav QTL-genotiitipidega Q1|Q: ja Qi|Q- isendite gruppide sisese ja vahelise varieeruvuse
summana:

Var(yi) = E[ Var(y:j | QTL-genotiup)] + Var[ E(y:; | QTL-genotuup)] . (3.2)
Selle summa esimene liidetav (QTL-gruppide sisene varieeruvus) on
E[Var(yij | QTL-genotiiiip)] = o*(L—r) + o°r = ¢°
ja teine liidetav (QTL-gruppide vaheline varieeruvus)
Var[ E(ysj | QT L-genotlip)]
= E[E(y;; | QTL-genottip)]’ —{E[E(yy | QTL-genotuitip)
= [A— g + T pibje] — [ 1) i + 2r(L— 1) gt tiaiee + T 112
= (- nrubie + @ —nrubio. — L—1)2r poje.toie:
= (b — 24010 taie: + 161)L— N = (Lo — taie) L —T)r = 5*L-1)r.
Seega on dispersioon (3.2) avaldatav kujul
Var(yi) =o? + 8*1-n)r . (3.3)

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

V. — Y2 ~ N(6@-2n), Zo? + 5°L-n)r]/n),
kus n on indiviidide arv igas grupis. Juhul, kui n on suur, on t-jaotus ldhendatav normaaljaotusega ja
testi voimsuse leidmiseks vGime rakendada normaaljaotusele vastavat teststatistikut

7= (. —V2) )
JAo?+3°@-1yrl/n
Testi voimsus on leitav kui tdendosus P(Z > zq2), Kus z, on normaaljaotuse o-tdiendkvantiil, st
P(Z > z,) = ¢ . Sisuka hiipoteesi kehtimise korral on statistiku keskvédrtus esitatav seosena
o@d—2r)
JAo?+8%L-ryr]/n

E@) = (3.4)

Testi vOimsus on siis esitatav tdendosusena
P[Z -E(2) > z.2—E(Z2)].

Kuna vahe Z-E(Z) on standardse normaaljaotusega, siis peab vdimsuse 1—f saavutamiseks
kehtima vordus Z..—E(Z)=z-3=-25. Asendades viimases vdrduses E(Z) suhtega (3.4) ja
lahendades saadud vorrandi n suhtes, saame voimsuse 1— £ jaoks vajalikud gruppide suurused:
o+ 5%1-n)r]

sa-2rn?

N=(zan+25)° 2 (3.5)

Niide. Olgu meil eksperiment lébi viidud sarnaselt joonisel 17 kujutatud skeemile. Geenide
aditiivne efekt pdlvkonnas F» on kirjeldatav aditiivdispersiooni o2 abil. Tahistagu p QTL-i
osa generatsiooni F; aditiivgeneetilises varieeruvuses. Markus: vanempdlvkonnad (P1 ja P2)
on tdielikult homosiigootsed, pdlvkonnas F» on aga juba 50% isendeid heterosiigoodid
— seega on QTL-st pohjustatud varieeruvus podlvkonnas F2 poole suurem vorreldes vanem-
pdlvkondadega. QTL-st tingitud osa aditiivgeneetilisest varieeruvusest avaldub siis suhtena

p=3%o ?lof,
kus teatavasti ¢ = uojo — tiae. - Siis
oi=45%/p.
Uuritava tunnuse péritavus h? generatsioonis F2 on
2 2
L g

kus o =02(-h?/h? on keskkonna mdjudest tingitud varieeruvus. Aditiivgeneetiline
varieeruvus tagasiristamisel saadud isendite vahel on poole vdiksem vorreldes Fz-gene-
ratsiooniga. Seega, kuna geenide aditiivsest efektist tingitud varieeruvus on QTL-i olemas-

Tanel Kaart http://www.eau.ee/~ktanel/MTMS_01_067 3



Geenitehnoloogia statistilised mudelid MTMS.01.067

olul vastavalt viiksem: oi— pxoz=0s—%5°, on koguvarieeruvus pdlvkonnas BCi
esitatav summana

o’=0t+3(05-159).

Asendades o? avaldisega o = (1 h?)/h?, saame viimatisele dispersioonile kuju

2:;52(1_h2) 15201 _1]=42 L @-h) (1 .
7720 one TR T

Vorduse (3.5) saame niitid oma ndite jaoks esitada seosena

n=2 a2+ 2’ [g a=h? +}1(1—1)+ rL- r)} .
p

1—2r)? ph?

Tagasiristamisega eksperimendis pohigeeni tuvastamise voimsuse 0,9 saavutamiseks vajali-
kud valimi mahud on toodud jirgnevas tabelis (tunnuse piritavuseks on voetud h®=0,25).

P
r 0,04 0,08 0.16
0 1828 909 449
0,05 2260 1125 557
0.1 2863 1426 708
0.2 5097 2543 1266
0.4 45959 22974 11482

3.3.2 Suurima téepara meetod

Nagu oli ndha valemist (3.1), pole marker-gruppide fenotiiiibierinevuste alusel QTL-efekti vdimalik
iiheselt hinnata. Uks vdimalus probleemi lahendamiseks on kirjutada vilja andmetele vastav tdepéra-
funktsioon ja maksimeerida see paralleelselt nii oletatavale QTL-genotiilibile vastavate jaotus-
parameetrite kui ka rekombinatsioonimééra suhtes.

Vaatleme lihtsuse mottes jillegi tagasiristamisega skeemi ning otsime dialleelset QTL-i. Eeldame, et
QTL-genotiiiibiga Q1/Q: indiviidide fenotiiiibijaotus on normaaljaotus parameetritega 0 ja o
ning QTL-genotiiiibiga Q:|Q, indiviidide fenotiiiibijaotus normaaljaotus parameetritega i, ja o.
Siis on nende indiviidide, kes on markerlookuse suhtes homosiigoodid Ai|Ai1, fenotiiiibijaotus esitatav
kahe normaaljaotuse seguna:

fi(y | o0 tiogn 0,1) = (L= 1) x F((Y — 100) /) + T X $((Y — tiow2) /),

kus r mirgib markerlookuse ja QTL-i vahelist rekombinatsiooniméédra ja ¢ téhistab standardse
normaaljaotuse tihedusfunktsiooni. Analoogselt on markerlookuse suhtes heterosiigootsete AilA2
indiviidide fenotiilibijaotus esitatav seguna:

fay | Loqn 00 0,1) = A=) x $((Y — 1100) 0) + T xP((Y — 100) [ O).-

Tahistades indiviidi i fenotiitibi yi ja tuues sisse muutuja Xi, mis vdrdub 1-ga, kui i. indiviid on
markerlookuse suhtes homosiigootne, ja 0-ga markerlookuse suhtes heterosiigootse indiviidi korral, on
andmetele vastav toeparafunktsioon avaldatav korrutisena

1-xi

L@y =Ml folen] [ fylon]

kus 6 = (1o o 0) -

Saadud tdeparafunktsioon maksimeeritakse esmalt 8 suhtes, andes selleks rekombinatsiooniméaérale r
mingi esialgse viirtuse; seejirel, kasutades leitud suurima tdepdra hinnangut &, avaldatakse
toeparafunktsiooni maksimum parameetri r suhtes ja lahendatakse, saades tulemuseks suurima téepéara
hinnangu f ; leitud rekombinatsiooniméara hinnangut kasutatakse omakorda tdpsustamaks parameetri
6 hinnangut, jne kuni protseduur koondub.

Hiipoteesi markerlookuse ja QTL-i ahelduse kohta kontrollitakse tdepérasuhte testi abil, vorreldes
tilaltoodud iihe oletatava pohigeeni ja markeri ahelduse eeldusel konstrueeritud mudelit null-
hiipoteesile vastava mudeliga, kus kdigi indiviidide fenotiiiibivairtused eeldatakse jaotuvat vastavalt
normaaljaotusele parameetritega u ja o ning tdeparafunktsioon avaldub korrutisena
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Lo(6b | Y) =ri[¢((yi -)/o),

kus 6 =(u,0). LOD-skoor, mille tdisarvulised védértused 1, 2, 3 jne vastavad “limmargustele”
toeparasuhetele 10, 100, 1000 jne, ning mille vaartust 3 loetakse geneetikas enamasti piirvaartuseks,
millest suurema LOD-skoori védrtuse korral loetakse QTL leituks, avaldub kujul

LOD(r) = |oglo[”“"xLo'-go’|ry|)m} . (36)

3.3.3 Regressioonanaliilis

QTL-i lokaliseerimiseks eksperimentaalsel ristamisel vahest kdige enam kasutatav meetod seisneb
lithidalt jargnevas: fikseeritakse oletatava pohigeeni asukoht markerite vahel ning piilitakse seejérel
ldhendada fenotiilibil mdodetud tunnuse védrtusi oletatavatesse QTL-i gruppidesse kuulumise tdendo-
sustega, hinnates selleks regressioonanaliiiisi abil erinevatele QTL-genotiiiipidele vastavaid oodatavaid
fenotiitibivadrtuseid. Tehes sama 1dbi koigi markerite vaheliste piirkondade kohta, saame tulemuseks
koige tdendolisema pdhigeeni 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 genotiiiipidega A:QiB1|A:1QiB1 ja A2Q2B;JA2Q2B..
Tahistame rekombinatsioonimédara lookuste A ja Q vahel ra, lookuste Q ja B vahel rg ning lookuste A
ja B vahel rag. 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 Q-ni voi Q-st B-ni, aga mitte mdlemal juhul korraga, siis kehtib jdrgmine rekombinatsiooni-
maédrade vaheline seos: Frag =ra+ s — 2 rars.

Téhistame QTL-genotiitipidele vastavad oodatavad fenotiitibivddrtused E(Y|QQ) = o ja
E(y | QQ2) = paie. ning eeldame ka uuritava tunnuse vordset varieeruvust mélema genotiiiibi korral.

Generatsioonis F1 on koik indiviidid genotiiiibiga A1Q1B1]A2Q2B>, nende ristamisel vanemliiniga P
saadavas generatsioonis BC; on voimalik leida neli erinevat marker- ja kaks QTL-genotiilipi. Iga
jarglane omab iihes kromosoomis Pi-vanemalt saadud alleelikomplekti A1Q1Bs, teises kromosoomis
paiknev Fi-vanemalt pédritud alleelikomplekt sGltub juhusest ja lookustevahelistest voimalikest rist-
siiretest. Oletades, et jarglane parib teisena markeralleelid A; ja By, saab ta tdendosusega ra(l—rs) ka
alleeli Q1 — selleks peab toimuma rekombinatsioon markerlookuse A ja QTL-i Q vahel (tdendosus ra)
ning ei tohi toimuda rekombinatsiooni 15igus Q-st B-ni (tdendosus 1-1rs). Tingliku tdendosusena
esitatuna on seos kujul

P(AQlallqulBljz ad-f)  _Tall—Ts)
AQB T AB ral—rg)+L—ra)rs I'aB '

Analoogselt on leitav ka tdendosus, et jarglane parib lisaks generatsiooni Pi-vanemalt saadud QTL-
alleelile Q1 generatsiooni F1-vanemalt koos markeralleelidega Az ja B: QTL-alleeli Q2:

P[ AQB; AlQlal]: Q- _ Q-
AQ:B AB: Ia (1— rB) + (1— rA) Is I'aB

Samamoodi on tinglikud tdendosused leitavad kdigi nelja voimaliku markergenotiiiibi ja kahe QTL-
genotiilibi korral (seda muidugi eeldades interferentsuse puudumist — vastasel juhul ei saaks markerite
A ja B vahelist rekombinatsioonimédra esitada markerlookuste ja QTL-i vaheliste rekombinatsioonide
toimumise ja/vOi mittetoimumise tdendosuste korrutisena) — vt tabel 2.

Baseerudes leitud tdendosustel piiiitakse uuritava tunnuse fenotiiiibivdartusi lahendada mudeliga
y=Xp+e,
kus y on fenotiilibivddrtuste nx1-vektor, X on tabelis 2 toodud tdendosuste nx2-maatriks,

B = (10, tog:)" on tundmatute QTL-genotiiiipide ooteviirtuste 2x1-vektor, e on juhuslike vigade
nx1-vektor.

Fikseeritud markerlookuste A ja B ning nendevahelise oletatava QTL-i tarvis leitakse parameeter-
vektori B vahimruutude hinnang

B=(X"X)"X"y

Tanel Kaart http://www.eau.ee/~ktanel/MTMS_01_067 5



Geenitehnoloogia statistilised mudelid MTMS.01.067

ning jaikide ruutude summa SSE =y'y —p"Xy .
LOD-skoor avaldatakse regressioonanaliiiisi tulemustest kujul
LOD(r) =10 [SSEO} 3.7
(r) 5 100w0| <2 @.7)

kus n on analiiiisitud indiviidide arv, SSE, tdhistab jadkide ruutude summat ilma QTL-efektita mude-
list ja SSE sama regressiooniseose tdpsust iseloomustavat suurust pohigeeni eeldusel konstrueeritud
mudelist.

Marker- QT L-genotiilip
genotiitip QQ Q|Q:
d-raL-rs) Ials
AB | AB (1— rAB) (1— rAB)
AB, | AB, (1— FA) I's Ia (1— I’B)
7] 7]
AB, | AB, I'a (l— rB) (1— rA) I's
PN} PN}
Ials (l— TA)(l— I’B)
AB| AB, (L—rag) @L—ras)

Tabel 2. QTL-genotiilipide tinglikud tdendosused markergenotiitipide suhtes generatsioonis BC;.

Niide. Alljargnev ndide demonstreerib, et kirjeldatud regressioonanaliilisimeetod on lisaks
eksperimentaalsetele ristamisskeemidele rakendatav ka, tuvastamaks pohigeeni heterosii-
gootsete teada oleva meioosi faasiga vanemate ja nende jarglaste alusel.
Olgu kahe piirava markeri ja nende vahele jddva oletatava dialleelse pohigeeni osas hetero-
stigootne teadaoleva genotiitibiga A1Q:1B1|A2Q-B isane indiviid ristatud populatsioonist
juhuslikult valitud mitteteadaoleva genotiilibiga emase indiviidiga. Markerite A ja B vaheli-
ne kaugus on teadaolevalt 10 cM.
Konstrueerime regressioonivdrrandi modelleerimaks genotiiiibiga A1B1|A1B; jérglase feno-
tiiiibivaartust markerist A 2 ¢cM vdrra markeri B pool asuva QTL-i eeldusel.
Sentimorganites esitatud geneetiliste distantside aheldusanaliiiisil kasutatavateks rekombi-
natsioonimééradeks teisendamiseks kasutame Haldane kaardistamisfunktsiooni. Arvestades,
et markerite A ja B vaheline kaugus on 0,1 M, avaldub nende vaheline rekombinatsiooni-
maér kujul

e =% (1-e %) =0,0906;
analoogselt ra=1(L—e>°%?)=0,0196 ja rs =1 (1—e >%%) =0,0739.

Tinglikud tdendosused, et genotiiiibiga A1B1]A1B; jérglane sai isalt koos haplotiiiibiga A1B1
ka QTL-alleeli Q1 vdi Q2, on jargmised:
p( AQB | AlBCL) — (1_ rA)(l_ rB) =0,9984,
(1— I’AB)
P( AQ:B: A-tBlj = Iaxfs_ 00016,
(1— rAB)

Eeldades jargnevalt, et QTL-alleeli Q. sagedus populatsioonis P(Q)=0,2 ning et QTL-
alleelide ja markeralleelide kombinatsioonid on aegade jooksul tekkinud juhuslikult, saame
leida ka tdendosused jarglase mistahes genotiilibi tarvis:

P( AQB: A&j = E=1){=1) , by =0,9984x 0,2 =0,19968,
AQB: " AB: (L~ Tae)

P( AQB A_LBaj: Q-1-), oo Taxe

x P(Qy) = 0,79904,

AQ:B: AB: (1— rAB) (1 rAB)
p AQB: ABy ) Iaxs_ p(Q;) = 0,00128.
AQ.QZBl AB (1— rAB)
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Tahistades oletatavatele QTL-genotiitipidele vastavad keskmised fenotiiiibivadrtused
Hoo =pH+a, Hoo=p+d ja ugo =p—a, saame markergenotiitibiga AiB1|A:1B; jarglase
keskmise fenotiilibivdértuse tarvis vorrandi

E(y|22)=0,19968><(/1+a)+O,79904><(;z+d)+0,00128><(y—a)
= 11+0,19552x a+ 0, 79904 x d.

Ulesanne 8.

Analoogselt eelnevale néitele konstrueerida regressioonivdrrand modelleerimaks genotiiiibiga
A1B|A1B; jérglase fenotiiiibivadrtust markerist A 2 ¢cM vorra markeri B pool asuva dialleelse QTL-i
eeldusel. Rekombinatsiooniméérad leidke binomiaalse kaardistamisfunktsiooni alusel (vOttes potent-
siaalsete ristsiirete asukohtade arvuks N = 2). QTL-alleeli Q: sagedus populatsioonis on P(Q) =0,2
ning QTL-alleelide ja markeralleelide kombinatsioonid on aegade jooksul tekkinud juhuslikult.

3.3.4 Intervallkaardistamine

Intervallkaardistamine (interval mapping) on iildine nimetus meetoditele, mida kasutatakse
mérkimisvédrse mojuga geenide lokaliseerimiseks mingi statistilise mudeli abil piiravate markerite
alusel. Meetodi idee on triviaalne — markerite vaheline DNA-piirkond jagatakse erinevate
potentsiaalsete QTL-i asukohtade néol lithikesteks vahemikeks e intervallideks.

Naiteks teades, et markerite A ja B vaheline kaugus geneetilisel kaardil on 10 cM, vdime selle
vahemiku jagada 10-ks vordse ulatusega intervalliks. Seejérel fikseeritakse oletatava QTL-i asukohana
esimese intervalli otspunkt, st et pohigeen paigutatakse 1 cM kaugusele markerist A.

Jargnevalt leitakse aheldusanaliiiisi mudeli tarvis nii markerite omavaheline kui ka markerite ja
oletatava QTL-i vahelised rekombinatsioonimééarad. Naiteks markerist A 1 cM kaugusel ja seega
markerist B 9 cM kaugusel paikneva oletatava QTL-i korral saame Haldane kaardistamisfunktsioonist
markeri A ja QTL-i vaheliseks rekombinatsiooniméaraks

raor. =3 (L—e>%%) =0,009901
ning markeri B ja QTL-i vaheliseks rekombinatsiooniméaraks

forue = 2 (L— e 2%%) = 0,430965.
Leitud rekombinatsiooniméédrade ja kasutatava statistilise mudeli alusel arvutatakse tdepirasuhte
statistiku voi LOD-skoori véértus.

Kirjeldatud tegevusi korratakse jargmise potentsiaalse QTL-i asukoha tarvis (2 cM markerist A) jne
(joonis 18).

QTL:
A QTL; QTLs B
4 % g + + + + + + + +
QM 1cM
S—
10 cM

Joonis 18. Markerite vahelise piirkonna intervallideks jagamine intervallkaardistamise korral.

Suurima toepérasuhte statistiku voi LOD-skoori vadrtusega mudel vastab suurima mdjuga pohigeenile.

Et oleks lihtsam vélja valida intervalli, kus otsitav pohigeen toendoliselt paikneb, esitatakse erinevate
intervallide korral leitud tdepérasuhte statistikute védartused graafikul — seetSttu nimetataksegi vastavat
meetodit intervallkaardistamiseks (joonis 19).
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LOD

Piirvédértus [threshold]

L 3
L 2
*
L 4

4 e 6
v v v

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Joonis 19. Intervallkaardistamine.

3.3.5 Pooldvede dispersioonanaliiiis

Alternatiivne analiilis eelnevalt vaadeldud markergruppide vahelisele vordlusele on uurida nn
perekondade vahelist ja sisest varieeruvust, kasutades selleks dispersioonanaliiiisi. Meetodi taust on
lihtne — kui kaks pooldde voi -venda périvad tihiselt vanemalt sama markeralleeli, on markeriga
aheldunud pohigeeni korral tisna tdendoline, et nad parivad sama alleeli ka QTL-S.

Jargnevalt vaatleme lihtsuse mottes vaid pooldvede (ithe iihise vanemana vaatleme, nagu niiteks
loomakasvatuses tavaks, isa) andmeid, perekonna moodustavad siis lihe isa jarglased. Eeldame, et
uuritavad isad pole omavahel sugulased ja et nad on médratava markerlookuse A suhtes
heterosiigootsed genotiiiibiga AjA;. Emade genotiilip eeldatakse mitteteadaolevaks (vt joonis 20).
Juhul, kui jérglase genotiiiibi alusel on vdimalik {iheselt otsustada, kumma markeralleeli ta isalt péris,
nimetatakse seda jarglast informatiivseks (informatiivne ei ole jarglane, kes on sarnaselt isale
heterosiigootne genotiiiibiga AjA;). Informatiivsete jarglaste andmete analiilisiks on kasutatav mudel

Yijk = 4 + Si + Mij + Eijk ,

kus yij« on isalt i markeralleeli j saanud jérglase k fenotiitibivaartus, = E(yix), Si on isa i juhuslik
mdju keskviirtusega null ja dispersiooniga o, mij on isalt i paritud markeralleeli j juhuslik moju
keskviirtusega null ja dispersiooniga o@, € on juhuslik viga dispersiooniga o?. K&ik juhuslikud
efektid eeldatakse olevat sdltumatud.

Q1Aj|Q2A QyA{QyAX
Isa Ema
Q1A|IQyA QyAdQ2A)
Jarglased

Joonis 20. Pooldvede skeem, heterosiigootsetelt isadelt jarglastele paranduvad
markeralleelid on téhistatud Aj ja Ay, emadelt paranduvad mitteteadaolevad
markeralleelid Ay. Isadelt jarglastele koos markeralleelidega edasi antavad QTL-
alleelid on vastavalt Q; ja Q2 ning emadelt saadud QTL-alleelid Qy.

Kahe isalt i sama markeralleeli j saanud pooldve k ja k’ vaheline kovariatsioon on siis esitatav
summana

Cov(Yii, Vi) = 02 + o .

Eeldades, et marker A ja otsitav QTL, millest pohjustatud varieeruvus moodustab kogu aditiiv-
geneetilisest varieeruvusest oA 0sa o4, on aheldunud ning arvestades, et kogu aditiivgeneetilisest
varieeruvusest on isalt péritud vaid % ja et kummagi markeralleeli saamise tdendosus jérglastel on 2,
saame eelnevalt kirja pandud kovariatsiooni esitada ka kujul
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Cov(yi,-k, yi,-k-) = [(1— I’)2 + r2]aé/2 + O'i/4 )
kus r on markerlookuse ja QTL-i vahelise rekombinatsiooni tdendosus.
Uhiselt isalt i erinevad markeralleelid j ja j* périnud jirglaste k ja k> vaheline kovariatsioon on
Cov(Viik, Yijk) = 0% ,
ehk eeldades jillegi QTL-i ja markerlookuse aheldust
Cov(Yii, Yiix) = 2r(l—1) 68 /2 + ca/4 .
Neljast viimasest vordusest kokku jareldub, et
oa=[A-r?+r?=2r(l—1)]cd/2=(1-2r)’c8/2
jaet cA#0, kui r=1. Testimaks, kas on >0 (kas QTL-i mdju on statistiliselt oluline), arvutame
teststatistiku
_ MSwy
MSe
kus MSp) on isade sisesele markeralleelide vahelisele erinevusele vastav keskruudu vééartus ja MSe on

juhuslikule veale vastav keskruut. Nullhiipoteesi om=0 kehtides on leitud statistik F-jaotusega
vabadusastmete arvuga vi ja vz, Kus vi=ns ja vo=2n3;;(nj—1), ns — isade arv, nj — isalt i

markeralleeli j parinud jarglaste arv.

F

3.3.6 Aheldusanaliilis kompleksse sugupuu korral — QTL-efektiga lildine lineaarne
segamudel
Eeldatakse, et fenotiitip P on kujunenud jargmise mudeli alusel:
P=Qm+Qr+A+E,

kus Qm ja Qr on vastavalt isalt ja emalt paritud pohigeeni efektid, A on poliigeenne efekt ja E viljendab
keskkonna mdjusid.
Pohigeeni moju ja asukoha, poliigeense efekti (aretusviidrtuse) ning vajadusel ka fikseeritud efektide
hindamiseks vaatleme segamudelit

y=Xp+ZTq+Za+e, (3.8)
kus y on vaatluste N x1-vektor, p on fikseeritud efektide k x1-vektor, X fikseeritud efektidele vastav
N x k -plaanimaatriks, a on aditiivsete poliigeensete juhuslike efektide nx1-vektor, Z on juhuslikele
geneetilistele efektidele vastav N x n -plaanimaatriks, T on nx 2n -maatriks, mis seab igale indiviidile

vastavusse tema kaks QTL-alleeli, g on indiviidide kahekaupa esitatud juhuslike QTL-efektide 2nx1-
vektor ja e on juhuslike vigade N x1-vektor.

Maatriksid X, Z ja T eeldatakse teadaolevaiks. Juhuslikud efektid eeldatakse olevat normaaljaotustega
vastavalt

a~N@OAcD, q|M,p~N@OQpmad), e~N@ORas?,

kus o3, o4 ja o on vastavalt poliigeensest efektist ja QTL-alleeli mdjust tingitud dispersioonid ning
jaakvarieeruvus. Maatriks A on nxn aditiivgeneetilise suguluse maatriks ja Qpm on markergeno-
titipidest ja nende aheldusest M ning QTL-i asukohast p sdltuv QTL-s paiknevate alleelide 2nx2n
dispersioonimaatriks (nn gameedilise suguluse maatriks). Markerite kohta teadaolevat informatsioo-
ni kasutatakse leidmaks tdendosust, et kaks alleeli on identsed péritolult (need tdendosused kujuta-
vadki enesest maatriksi Q elemente).

Lisaks eeldatakse, et
Cov(a,q) =0, Cov(a,e)=0 ja Cov(e,q)=0.

Mudelile (3.8) vastav segamudeli vGrrand on

XTRX X'RZT X'R7z

: Bl [ XRYy
TZRX T'ZIR'X+Qpue TZR'Z §l=|T'Z'RYy|.
7 L&l [ ZRYy
Z'RX Z'RX Z'RZ+ A‘1%
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Eeldades, et fenotiiiibivdartused on mitmemdotmelise normaaljaotusega y ~ N(XB, V) , kus
Var(y) =V =TZQZ' T 6? + ZAZ 6% + Ro?,
saame tdepdrafunktsiooni taielike markerandmete korral esitada seosena

LB p.O0y.M)x fy|XB V),
kus (y| XB, V) =27"" V| > exp[ -0.5y - XB)'V 'y - XB) | ja 0={0%, 04,05}

Dispersioonikomponendid o2, o§ ja o¢ hinnatakse tavaliselt REML-meetodil (REstricted voi
REsidual Maximum Likelihood method — kitsendatud suurima tdepira meetod). REML-meetodi korral
ei lihtuta mitte andmevektorist y, vaid selle elementide lineaarkombinatsioonidest Ky, kus maatriks
K on valitud nii, et K'X=0, st et E(K'y)=K'™Xp=0, Var(K'y) =K Var(y)K =K'VK ja tihe-
dusfunktsioon on kujul

FKTY [KTVK) =270 KTVK| ™ exp[ 0,5y TK(KVK) KTy .
Maksimeeritav logaritmiline tdepéarafunktsioon on siis kujul
In L(p, 6] KTy, M) oc conct - 0,5In| K'VK| - 0,5y "K(KTVK) KTy .

Pohigeeni(de) olemasolu ja asukoha selgitamiseks vorreldakse tdepdrasuhte statistiku abil omavahel
QTL-i olemasolu eeldusel ja ilma QTL-efektita konstrueeritud mudeleid:

AWy) =-2In L (QTL-efekti_ga mudel) |
L (QTL-efektita mudel)

PShigeeni(de) tdendoline asukoht leitakse, teostades kirjeldatud segamudelite analiiiisi iile kogu
markeritega kaetud kromosoomi(de) osa(de) (kdigis markeritevahelistes intervallides), arvutades iga
kord uuesti gameedilise suguluse maatriksi Q ja selle alusel koik iilejadnud parameetrid — st, et
teostatakse geneetiliste analiiiiside puhul traditsiooniline intervallkaardistamine. Ja muidugi esitatakse
tulemused mitte tGepdrasuhte statistiku vaid hoopis LOD-skoori kujul.

Niide. Niitena juhusliku QTL-efektiga mudeli konstrueerimisest vaatleme viikest kolme
indiviidiga andmestikku, kus koigil indiviididel on maaratud kaks markerit (my1 maérgib
esimese markeri, A, iihes kromosoomis ja mi. teises kromosoomis paiknevat alleeli; m; ja
my, on siis vastavalt teise markeri, B, kaks alleeli):

i isa ema u M1y M1 M2y M2
1 - - 1 5 3 4 2
2 1 - 1 5 2 4 1
3 1 - 1 3 1 4 5

Andmete kirjeldamiseks kasutame mudelit (3.8),
y=XB+ZTq+Za+e,

kus p=s, q=|of of af of af qé“]T, a=[a & a]' japlaanimaatriksid on kujul

1 100 110000
X=|1|,Z2=|010|, T=/001100].
1 001 000011

Indiviidi i. jaoks v3ib mudeli esitada kujul
Vi=u+o°+q" +a+e,
kus g ja g on vastavalt isalt ja emalt paritud pShigeeni mdjud.

Aditiivse geneetilise suguluse maatriksi A elemendid kirjeldavad indiviidide vahelist
poliigeenset seost ja on vordsed kahekordse tdendosusega, et juhuslik alleel indiviidi i
genotiiiibist on péritolult identne (=) vastava alleeliga indiviidi j genotiiiibist, st. et pea-
diagonaalil paiknevate elementide (isendi sugulus iseendaga) védirtuseks on 1 pluss
inbriidingukoefitsient, véljaspool peadiagonaali paiknevad aga indiviididevahelised sugu-
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luskoefitsiendid (mis on Y tdisdvede vdi vanema-jarglase vahel, ¥ pooldvede voi indiviidi
ja tema vanavanemate vahel jne). Selle ndite pdlvnemisskeemile vastav aditiivse geneetilise

suguluse maatriks on
1 05 05
A=/05 1 025].

05025 1

Gameedilise suguluse maatriks Q on analoogne maatriksiga A, ainult et kaks korda suurema
dimensiooniga (sisaldab paritolult identne olemise tdendosusi eraldi nii isalt kui ka emalt
péritud alleelide kohta) ja konstrueeritakse ta enam mitte mingi juhusliku alleeli vaid kindla
otsitava QTL-alleeli suhtes. Leitavad on need tdendosused teadaolevate markeralleelide ja
nende ahelduse andmetele tuginedes. Antud ndite korral avaldub gameedilise suguluse
maatriks kujul

1 0 p30psO
0 1 ps0psO
Q- Pz Pz 1 0 ps O
0 0 010 O0Y
Pis Ps pss 0 1 0
10 0 000 1]

Indiviidil 1 on iihes kromosoomis koos (aheldunud) markeralleelid 5 ja 4, teises
kromosoomis markeralleelid 3 ja 2, indiviid 2 périb isalt haploidse kromosoomistiku
markeralleelidega 5 ja 4, indiviid 3 aga markeralleelid 3 ja 4. Toendosused, et jarglane sai
isalt kas paternaalse (isapoolse) vdi siis maternaalse (emapoolse) QTL-alleeli on jargmised:

pra = P(@f = G| L, Hy) = =Tl Fee)

(1— rAB)
=P@} = ir?a LH :4rAquB ;
Pz = P(Qz =Ca | L, H2) 1-rx)
pis =P(@" =qé | L Ha) = Tra(L= Yoe) ;
P!
p2s=P(Qd =i | L, Ha) = (Gl )] ;
P

pss=P(aF =0af | L, Ha Ha) =P =k | L H2) P(@ = | L, Hs)
+P(@f =g | L, H2)P(@f =g | L, Hs).
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