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V. EUKARUOODI KROMOSOOMI KAARDISTAMINE

Niiidisaegne tervikpilt kromosoomist pohineb molekulaarsete, geneetiliste ja tsiitoloo-
giliste andmete kombineerimisel. Nagu juba eelnevalt nimetasime, nditas T. H. Morgan,
et Drosophila valget silmavirvust maarav geen asub X-kromosoomis. Tema tudengid
nditasid seejirel, et tegelikult on dddikakéirbse X-kromosoomis veel hulk teisi tunnuseid
maiiravaid geene, mis asuvad kromosoomis lineaarselt, igaitks omas kohas e. lookuses
(ingl. locus).

Esimese kromosoomikaardi (ingl. chromosome map) koostas T. H. Morgani tudeng
A. H. Sturtevant 1913. aastal. Ta kasutas edukalt dra mutantsete X-liiteliste geeni-
dega kirbeste varemtehtud ristamiskatsete tulemusi, analiiiisides neid matemaatiliselt.
A. H. Sturtevant lihtus geenide kaardistamisel eeldusest, et samas kromosoomis paikne-
vad geenid peaksid piranduma koos. Tema lihtne ja elegantne matemaatilise ldbit66tluse
meetod pohineb siindmustel, mis toimuvad regulaarselt meioosiprotsessis. Nimelt, samas
kromosoomis e. samas fuiisilises iiksuses paiknevad geenid jiavad kokku ka parast
meioosi. Seda nahtust nimetatakse geenide ahelduseks (ingl. gene linkage).

1. GEENIDE AHELDUS, REKOMBINATSIOON JA RISTSIIRE

A. H. Sturtevant postuleeris viite, et samas kromosoomis (fiiiisiliselt samas struktuuris)
asuvad geenid pirandatakse edasi koos, sest nad on aheldunud. Peagi selgus aga, et gee-
nide aheldumine pole absoluutne. Katsetes ndidati, et samas kromosoomis asuvad geenid
voivad moningatel juhtudel siiski ka meioosiprotsessis lahkneda, mille tulemusel v6i-
dakse moodustada kombineeritud geenidega jirglasi. Niisugust ndhtust hakati nimetama
rekombinatsiooniks (ingl. recombionation). Rekombinatsioonikatsetest tulenes jireldus,
et geenid asetsevad kromosoomis lineaarselt. See avastus voimaldas koostada kromosoo-
mikaardi. Rekombinatsiooni molekulaarseid mehhanisme kisitleme hilisemates osades.
Algul selgitati rekombinatsiooni toimumist, lihtudes hiipoteesist, et meioosis paardu-
vad (konjugeeruvad) homoloogilised kromosoomid, mille vahele moodustuvad ristuvad
iithend- e. iihisalad e. kiasmid (ingl. chiasma, pl. chiasmata), punktid, kus toimub homo-
loogsete kromosoomide vahel kromosoomiosade vahetus. Uhe homoloogse kromosoomi
osa ristisuunalisi ileminekuid teise paardunud homoloogsesse kromosoomi hakkasid
geneetikud nimetama ristsiirdeks e. krossingoveriks (ingl. crossing over). Tidnapieval



teame, et krossingover on homoloogsete kromosoomide tiitarkromatiidide osade vahe-
tus meioosi esimeses profaasis ning et kiasmid nditavad toimunud krossingoveri kohti.
Ristsiirde tulemusel moodustunud geneetilisi rekombinante nimetatakse ka krossove-
riteks (ingl. crossovers). Geenide parandumise darmuslikeks juhtudeks on geenide tiielik
aheldus ja geenide soltumatu lahknemine, nende nihtuste vahele jaib osaline aheldus ja
ristsiirdest pohjustatud geenide rekombinatsioon (jn. 5.1).
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Geenide aheldus

Homoloogsed kromosoomid

Joonis 5.1. Geenide ahelduse aste. Geenid lahknevad soltumatult, kui nad asuvad erinevates homoloogse-
tes kromosoomides (aheldusgruppides) voi samas kromosoomis iiksteisest kaugel. Samas kromosoomis
(aheldusgrupis) lihestikku paiknevad geenid piranduvad edasi enamasti koos. Geenide aheldust vihendab
krossingover e. ristsiire, taites vahemiku geenide taieliku ahelduse ja soltumatu lahknemise vahel.

1.1. Geenide aheldus

1.1.1. Korvalekalded geenide soltumatu lahknemise seadusest

Suguliiteliste geenide parandumisel nigime, et sel juhul on rida eripérasid, vorreldes auto-
soomsete geenide pirandumisega, nimelt erisugused lahknemissuhted ning tunnuste
erinev avaldumine eri sugupooltel. Ometi parandatakse ka suguliitelised geenid samadel
meioosi eriparast tulenevatel pohimotetel, s.t. nii nagu Mendeli autosoomsete geenide
soltumatul lahknemisel. Hoopis teine olukord on aga siis, kui eksperimentaalkatsetes
saadakse korvalekalded oodatavast geenide soltumatust lahknemisest. Erisused selgitati
konkreetsetes katsetes.

Niiteks ristasid W. Bateson ja R. C. Punnett kahe tunnusepaari poolest erine-
vaid lillherneid: punased/valged died, piklikud/iimarad tolmuterad. Punasedieliste
piklike tolmuteradega taimede ristamisel valgeoieliste imarate tolmuteradega taime-
dega saadi F -pclvkonnas vaid punasedielised piklike tolmuteradega taimed (jn. 5.2).
See niitas, et punane dievirvus ja tolmuterade piklik kuju on dominantsed tunnused.
Hibriidide iseviljastumisel saadi nelja fenotiiiibiga jarglasi, nagu vois dihiibriidsel rista-
misel ka eeldada, kuid fenotiiiibiline suhe erines oluliselt oodatavast suhtest 9:3:3: 1.
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nased Oied
ikud tolmu
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ikud tolmute

Valged died
Umarad
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nased oied Valged bied,
kud tolmu iklikud tolmuter:

Joonis 5.2. Tunnuste mittesoltuv lahknemine: W. Batesoni ja R. C. Punnetti katse lillhernega. F -polvkonna

oodatav lahknemissuhe geenide soltumatu lahknemise korral oleks 9:3:3:1,0naga9:0,3:0,3: 1,9.
F -pélvkonna lahknemistulemused niitavad, et lillherne dievirvuse ja tolmuterade kuju maaravad geenid
eilahkne teineteisest soltumatult (hii-ruudu viirtus $33,6 on viga viga palju suurem lavendvéirtusest 7,8

kolme vabadusastme korral).

Uuritud 803 F,-polvkonna taimede hulgas oli ebaloomulikult palju punasedielisi piklike
tolmuteradega (583) ja valgedielisi iimarate tolmuteradega (170) taimi, s.t. vanemate-
sarnaseid e. vanemtiiiipi (ingl. parental type) jirglasi. Kombineerunud tunnustega e.
mittevanemtiiiipi (ingl. nonparental type) e. rekombinantseid jirglasi oli kokku S0, neist
26 punasedielisi imarate tolmuteradega ja 24 valgeoielisi piklike tolmuteradega. Seega
oli tegelik lahknemissuhe 24,3 : 1,1 : 1,0 : 7,1. Jattes korvale rekombinantsed jarglased,
saaksime lahknemissuhte punaseoieliste piklike tolmuteradega jirglaste ja valgeoieliste
timarate tolmuteradega taimede vahel lihedase suhtele 3 : 1, s.0. nagu monohiibriidsel
ristamisel. Viimasest saabki jireldada, et vaadeldavad geenid kanduvad iile enamasti
koos, s.t. nad on aheldunud ning rekombinantsed jirglased peavad moodustuma geenide
rekombineerumisel (krossingoveri tulemusel).

1.1.2. Aheldunud geenide parandumine

Geenide ahelduva parandumise darmuslikuks nditeks votame juhu, kus eeldame, et ahel-
dunud geenide vahel ristsiiret ei toimu, s.t. vaadeldavad geenid on taielikult aheldunud.
Kui vanemvormid on homosiigootsed genotiitipidega AA BB ja aa bb v6i AA bb ja aa BB,
siis F -polvkonna jirglased on koik diheterosiigoodid Aa Bb. Selleks, et eristada hetero-
siigootides erinevate alleelide omavahelisi aheldusviise e. aheldusfaase (ingl. linkage
phase), kasutatakse kindlat iilestihendusviisi. Kui diheterosiigoot sai iihelt vanemalt
kromosoomi alleelidega A B ja teiselt a b, siis vastavate alleelide aheldustja AB / ab



pirandumist erinevatelt vanematelt nditab kromosoomide vahele mirgitav kaldkriips (/)
(jn. 5.3). Kui mélemad dominantsed alleelid on ithel pool kaldkriipsu, siis on vastavas
genotiiiibis geenide ahelduses tombeasend e. -faas (ingl. coupling linkage phase). Sel juhul
moodustab F -polvkonnas nii emas- kui ka isasorganism vordse sagedusega (1) gameete
A B jaab. Gameetide kombineerumisel saame F -jirglaskonnas genotiiiibilise lahkne-
missuhte1:2:1e.Y4ABAB:2/4e.Y2ABab:V4abab.Fenotiiiibiline lahknemissuhe
domineerimise korral on 3 : 1 e. % molema dominantsete tunnustega ja ¥4 molema ret-
sessiivsete tunnustega. Kui nii dominantsed kui ka retsessiivsed alleelid on mélemal pool
kaldkriipsu, siis on vastavas genotiiiibis geenide aheldus téukeasendis e. -faasis (ingl.
repulsion linkage phase). Ka sellise geeni ahelduse korral on nii geno- kui fenotiiiibilised
lahknemissuhted samased monohiibriidse ristamise puhuse lahknemissuhetega. Vaa-
deldes tunnusepaare eraldi, saame samuti monohiibriidse ristamise lahknemissuhted.
Tombe- ja toukefaase saame selgitada analitisival ristamisel, kus mélemal juhul saadakse
kill sama 1 : 1 lahknemissuhe, kuid tombeasendi esinemisel on iihes jarglasklassis domi-
nantsete ja teises vaid retsessiivsete tunnustega isendid, seevastu toukeasendi korral on
iihes jarglasklassis ithe ja teises teise dominantse tunnusega jirglased. Seega, eraldades
erinevaid homoloogseid kromosoome kaldkriipsuga, saame, et kui ithel pool kaldkriipsu
on mélema geeni dominantsed alleelid (RL / r1), siis on tegemist tdombeasendii hetero-
siigootidega (ingl. coupling heterozygotes), kui aga geenide dominantsed alleelid paikne-
vad mélemal pool kaldkriipsu (R1/ r L), siis on tegemist tdukasendi heterosiigootidega
(ingl. repulsion heterozygotes).

Joonis 5.3. Geenide aheldus. Kui geenid asu-

vad samas kromosoomis, siis piranduvad
nad koos samasse gameeti. Aheldunud gee-
nide dihiibriidsel ristamisel saame samad
lahknemissuhted kui monohiibriidsel rista-

misel (domineerimisel 3 : 1, kus kolm osa

on moélema dominantse tunnusega ja tks

0sa molema retsessiivse tunnuscga).

P — vanempolvkond; F, F, — jarglaspolv-
konnad; P F

m’ 1 gan

_— sugurakud vastavas

polvkonnas.
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1.1.3. Aheldusgrupi maaramine

Geenide kaardistamise itheks analiiitiliseks meetodiks on inversiooniliste kro-
mosoomide kasutamine, sest inversioonid suruvad maha geneetilise vahetuse e.
rekombinatsiooni (ristsiirde) toimumise. Inversioonilisi kromosoome nimetatakse tasa-
kaalustatud kromosoomideks (ingl. balanced chromosomes) ja katsetes nende kasutamist
tasakaalustatud kromosoomide meetodiks. Selleks, et konkreetset kromosoomi saaks ris-
tamiste kdigus holpsalt jilgida, on kromosoomid markeeritud dominantsete mutantsete
alleelidega. Sel juhul saab uuritava mutantse geeni aheldusgruppi mairata, lahtudes sel-
lest, kuidas uuritav mutantne geen lahkneb tasakaalustatud kromosoomi markergeenide
suhtes. Kui toimub soltumatu lahknemine, siis ei saa uuritav mutantne geen avalduda
koos tasakaalustatud kromosoomi aheldusgrupi markergeeniga.

Esitame niite, kus uuritavaid eeldatavalt retsessiivset mutatsiooni kandvaid homo-
stigootseid emaseid dadikakirbseid ristatakse tasakaalustatud letaalseid mutantseid
kromosoome omava markerliini isastega (jn. S.4). Drosophila tasakaalustatud I kromosoom
on markeeritud dominantse mutatsiooniga Cy (Curley), mis maérab iilespoole keerdu-
vate tiibade kuju ja tasakaalustatud III kromosoom sisaldab dominantset mutatsiooni Th
(Tubby), mis mairab tontsaka keha. Molema tasakaalustatud kromosoomi homoloogid on
samuti markeeritud, kuid teiste dominantsete mutatsioonidega: IT kromosoomis domi-
nantse mutatsiooniga Pm (Plum) e. ploomivirvi silmad ja III kromosoomis dominantse
mutatsiooniga Sb (Stubble) e. titiigasharjased. Viimatinimetatud kromosoomides puuduvad
aga inversioonid ning seepirast pole nad head rekombinatsiooni supressorid (mahasuru-
jad). Koik neli nimetatud dominantset mutatsiooni on homosiigootses olekus letaalsed.

Ristamises retsessiivse mutantse tunnusega emasega selgub F -polvkonnas kohe, kas
uuritav mutatsioon on suguliiteline ning asub X-kromosoomis (aheldusgrupp I), sest sel
juhul kanduks ema X-kromosoom iile poegadele ja koik pojad oleksid mutantse tunnusega
(jn. 5.4). Kui see nii ei ole, siis on uuritav mutatsioon autosoomne ning véib asuda ahel-
dusgruppides I1, ITI voi IV. Selle selgitamiseks ristatakse (ingl. intercross) dominantsete
tunnustega Cy Tb F -emaseid ja isaseid omavahel. Kui mutatsioon asub IT kromosoomis,
siis ta segregeerub Cy-ga, ta ei saa avalduda koos Cy-ga, sest Cy-ga kromosoomis pole
uuritava mutatsiooni alleeli. Analoogselt, kui mutatsioon asub III aheldusgrupis, siis ei
avaldu uuritav mutatsioon mitte kunagi koos dominantse tunnusega Tb. Kui mutatsioon
ei parandu suguliiteliselt ning lahkneb s6ltumatult IT ja IIT kromosoomi dominantsete
markeritega (uuritav mutatsioon ja dominantne marker esinevad koos), siis peab uuritav
mutatsioon asuma IV kromosoomis (aheldusgrupis). Jirelikult saab dddikakirbse puhul
theainsa markerliiniga méiarata uuritava mutatsiooni aheldusgrupi.

Meeldejatmiseks

+ Kui geenid asuvad samas kromosoomis suhteliselt Iahestikku, siis on geenid aheldunud ja paranduvad
edasi jarglasele enamasti koos.

+ Geenide lineaarne jarjestus kromosoomis moodustab kromosoomikaardi.

« Taielikult aheldunud geenid paranduvad samade geno- ja fenotiiiibiliste lahknemissuhete alusel kui
monohiibriidsel ristamisel.

« Geenide aheldust véljendab kdrvalekalle oodatavast geenide soltumatu lahknemise Mendeli printsiibist.
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+  Kuiaheldunud geenide molemad dominantsed alleelid on samas kromosoomis ja retsessiivsed teises, iis
esineb ahelduse témbeasend; kui iiks dominantsetest alleelidest on iihes ja teine teises kromosoomis,
siis toukeasend.

« Geenide aheldusgrupi madramiseks kasutatakse tasakaalustatud poolletaalse toimega dominantsete
mutatsioonidega markeeritud kromosoomidega testliine.

«Mutantse geeni aheldusgrupp on see, mille markergeeniga ta ei saa koos avalduda, s.t. ei anna geenide
soltumatut lahknemist.

1.2. Ristsiire

1.2.1. Rekombinantsed gameedid

W. Bateson ja R. C. Punnett andsid oma katsetulemustele (vt. 1.1.1) komplitseeritud sel-
gituse, mis osutus tegelikkuses ka valeks. Tédnapdeval teame, et korvalekalle oodatavast
lahknemissuhtest tulenes sellest, et lillherne 6ite virvust ja tolmuterade kuju maaravad
geenid on omavahel aheldunud ning paiknevad ithes ja samas kromosoomis. Rekombinant-
sed taimed said tekkida vaid juhul, kui ithe geeni alleelid olid teise geeni alleelide suhtes
vahetunud, s.t. oli toimunud krossingover e. ristsiire. Kui R tihistab dominantset punase-
oielisust ja r retsessiivset valgeoielisust ning L dominantset piklikku tolmutera ja iimara
kujuga tolmutera, siis ahelduse tottu eeldame F -taimede hulgas kahesuguste gameetide,
R L jarlmoodustumist (jn. 5.5). Kui nende kahe geeni vahel toimub krossingover, siis

ro |
R L ' Punased piklikud ’ R L

Krossingover ,\2‘ Krossingover
Puudud D
¢ ¢ | w
R L r | R I r L
Figam D a1 T amrm™
Mitterekombinantsed kromosoomid Rekombinantsed kromosoomid

Joonis 5.5. Rekombinantsete gameetide moodustumine. Lillherne (Lathyrus sp.) oie virvust (alleel Rmiirab
punast ja alleel r valget) ja tolmutera pikkust (alleel L miirab pikliku ja alleel / imara tolmutera) médravate
geenide lookused asuvad samas kromosoomis, kuid meioosis moodustub ristsiirde tottu lisaks vanem-
tiiipi gameetidele ka rekombinantsete kromosoomidega gameete. F, _ — esimese polvkonna sugurakude.
gameedid.



saavad moodustuda kahte tiiiipi rekombinantsed gameedid, nimelt R [ ja r L. Tavajuhul
on tegemist kromatiidide vordsete osade vahetusega e. retsiprookse protsessiga, mistottu
molemat rekombinantset klassi on sama palju. Arusaadavalt s6ltub rekombinantsete kromo-
soomide tekke sagedus nende geenide vahelisest krossingoveri sagedusest.

1.2.2. Ristsiirde ilmnemine analiiiisival ristamisel
Analiisival ristamisel saab analiitisida hiibriidsete jarglaste genotiiiipi. Ristates hiibriidi
tagasi kaksikretsessiivse vanemaga, saame lahknemissuhte 1 : 1. Kui analiiiisitav organism
aga ei ole uuritava geeni suhtes heterosiigoot, siis lahknemist ei toimu ning kéik jarglased
on ithesugused. Kui tdieliku ahelduse korral toimuks dihiibriidsel ristamisel lahknemine
analoogselt monohiibriidse ristamisega, siis voiks oodata, et aheldanud geenide puhul
saadakse analtsival ristamisel sama lahknemissuhe kui monohiibriidsel ristamisel, s.o.
1: 1, ning meil ei ole voimalik saada geenide s6ltumatu lahknemise dihiibriidse ana-
litisiva ristamise lahknemissuhet 1: 1: 1: 1. Seega peaksid S0% jarglastest olema iihe
vanema ja iilejadnud 5S0% teise vanema tunnustega.

Diheterosiigootsete punasedieliste piklike tolmuteradega taimede (RL / r ) ana-
liiisival ristamisel (F -hiibriidi tagasiristamisel the vanemaga) valgedieliste iimarate

X
( T T
R L r I
Punased piklikud Valged imarad

ﬁ ¥ ¢ VY

920 vanemtiupi 80 rekombinantset

onisagedus = 80/ (920 + 80) = 0,08

Joonis 5.6. Krossingover analaiisival ristamisel. Kuivord rekombinantseid jarglasi on vaid 8% kogu jarglaste
arvust, siis on uuritavad geenid tugevalt aheldunud. Lillherne geenid: R — punased oied; r — valged died;
L — piklikud tolmuterad; [ — imarad tolmuterad.
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tolmuteradega taimedega (r / r ) saadakse ristsiirde mittetoimumisel tdepoolest vordses
koguses kahte vanemtiiiipi jirglasi genotiiiipidega RL / rljarl/ r1(jn. 5.6). Eksperi-
mentaalsel ristamisel, kus vaadeldi analiiiisival ristamisel 1000 jarglast, olid neist 920
vanemtiiiipi tunnustega jirglased. Ulejdinud 80 olid aga rekombinantsed jirglased: 42
punasedielised iimarate tolmuteradega (genotiiiip R1/ r 1) ja 38 valgedielised piklike
tolmuteradega (genotiiiip r L / r1 ). Jirglaste rekombinatsioonisagedus (ingl. recombi-
nation frequency) arvutatakse, jagades rekombinantide arvu koigi uuritud isendite arvuga
(1000). Meie niites saame:

rekombinantide sagedus = 80 / (80 + 920) = 0,08 e. 8%.

Kuna ristsiire toimub retsiprookse vahetusena, siis on kahte rekombinantset jarglasklassi
vordselt, s.t. 0,04 e. 4%. Sel pohjusel ei saa kahe geeni vaheline rekombinatsioonisage-
dus olla kunagi korgem kui 50%, sest 50% ja korgema sageduse juhul pole geenid enam
aheldunud, nad lahknevad juba séltumatult ja peavad seega paiknema erinevates kro-
mosoomides, erinevates aheldusgruppides voi sama kromosoomi kaugetes lookustes.
Viimasel juhul on geenid kiill fiiiisiliselt aheldunud (asuvad samas kromosoomi DNA
niidis), kuid nad pole geneetiliselt aheldunud (lahknevad sdltumatult teineteisest).

Aheldunud geenide ristamistel on vaja ristamistulemuste interpreteerimisel dra mér-
kida ahelduse faas, sest hererosiigootse analiiiisitava jirglase fenotiiiip voib olla sama,
kuid genotiiiibid erinevad alleelide paiknemise poolest. Eespoolesitatud niites oli iihe
vanema kromosoomis kaks dominantset alleeli (R L), teisel aga kaks retsessiivset alleeli
(r1). Punasedieliste piklike tolmuteradega diheterosiigootidel v6ib esineda aga ka olu-
kord, kus iiks dominantne alleel on saadud iihelt vanemalt (R ) ja teise geeni teine
dominantne alleel teiselt vanemalt (r L) (jn. 5.7).

Joonis 5.7. Ahelduse tombe- ja toukefaasid

kaksikheterostigootidel.



1.2.3. Uhe- ja mitmekordne krossingover

Krossingover (ristsiire) toimub meioosi esimese jagunemise profaasis kui omavahel
paarduvad homoloogsed kromosoomid. Kuna eelnevalt on geneetiline materjal kahe-
kordistunud ja iga kromosoom koosneb kahest geneetiliselt identsest tiitarkromatiidist,
siis osalevad protsessis neli kromatiidi. Sama kromosoomi tiitarkromatiidide vaheline
ristsiire ei anna mingit efekti, sest kui see toimubki, siis vahetatakse samast geneetilist
informatsiooni. Rekombinantsete gameetide tekkeks on vaja ristsiirde toimumist eri-
suguste homoloogsete kromosoomide tiitarkromatiidide vahel. Tulemusena on neljast
kromatiidist rekombinantsed kaks (jn. 5.8). Seega toimub krossingover iiksikkromatii-
dide tasemel ning tingimata kahe homoloogse kromosoomi kromatiidide vahel.

kromosoom

Rekombinantne
kromosoom

Mitterekombinantne

Joonis 5.8. Meioosi krossingover pohjustab geenidevahelist rekombinatsiooni. Paardunud homoloogsete kro-
mosoomi kromatiidide osade retsiprooksel vahetusel meioosi esimeses profaasis tekitatakse meioosi lopuks

rekombinantsed kromosoomid.

Kahe kromatiidi vaheline krossingover mingis kromatiidi punktis ei pruugi takistada
oluliselt teise krossingoveri toimumist sama homoloogse kromosoomi kromatiidiniitide
teiste punktide vahel. Nii v6ib ette tulla ja ongi kirjeldatud kahekordset, kolmekordset ja
neljakordset krossingoverit (jn. 5.9). Siia hulka ei arvestata véimalikke krossingovereid
sama kromosoomi tiitarkromatiidide vahel, sest need ei pohjusta erineva geneetilise
determinatsiooniga geneetilise materjali rekombineerumist.

1.2.4. Rekombinatsioon ja krossingover

Seda, et geneetiline rekombinatsioon on seotud homoloogsete kromosoomide geneetilise
materjali vahetusega, toestasid esmakordselt 1931. aastal USA teadlased taimegeneetik
Harriet Creighton (1909-2004) ja tsiitogeneetik Barbara McClintock (1902-1992)
oma katsetes maisiga. Nad kasutasid seejuures maisi homoloogseid kromosoome, mida
sai morfoloogiliselt eristada ja mikroskoopiliselt jalgida. S6ltumatult joudis samadele
tulemustele 1931. a. ka saksa paritolu USA teadlane Kurt C. Stern (1907-1981), kes uuris
dadikakirbse X-kromosoomseoseliste tunnuste parandumist.

Eukariioodi kromosoomi kaardistamine
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Joonis 5.9. Mitmekordne krossingover. Kahe-, kolme- ja neljakordne krossingover annab flankeeruvate gee-
nide osas erinevad rekombinantsed kromosoomid (+). Tiitarkromatiididevaheline krossingover ei muuda
kromosoomide geneetilist informatsiooni.

1.2.4.1. Rekombinatsioon ja krossingover maisil

H. Creighton ja B. McClintock kasutatasid 1931. a. maisi kaht taiipi 9. kromosoomi:
normaalset ja teist, kus kromosoomi mélemas otsas oli tsiitoloogiliselt eristatav marker.
Nimelt asus kromosoomi ithes otsas heterokromaatne miigarik (ingl. heterochromatic
knob), kromosoomi teises otsas oli aga lisatiikk iihest teisest kromosoomist ning kro-
mosoom oli seetdttu pikem (jn. 5.10). Kaks kujult erinevat kromosoomi olid lisaks ka
geneetiliselt markeeritud kahe geeni mutatsiooniga, millest iiks kontrollis normaalses
kromosoomis maisiterade virvust (virvilised alleeliga C ja virvitud alleeliga ) ning
teine ebanormaalse kujuga kromosoomis maisitera koostist (alleel Wi tarklisust ja wax
vahasust). Ristates iilalnimetatud kahe erisuguse tunnuspaariga (C wx ja c Wx) heterosii-
gootseid (Cc wrWx) taimi (neil oli mélemas 9. kromosoomis iiks tsiitoloogiliselt eristatav
marker) kaksikretsessiivsete cc wxwx taimedega, saadi lisaks heterosiigootsetele (Ccwaxwax
ja ccWaxwx) ithe dominantse tunnusega jirglastele kahe dominantse ja kahe retsessiivse
tunnusega rekombinante Cc Wawx (kromosoomidega C Wi ja c wx) ja cc wawx (jn. S.10).
Jarelikult olid rekombinantidel kromosoomiosad vahetunud.
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1.2.4.2. Rekombinatsioon ja krossingover aadikakarbsel

K. Stern jalgis geneetilise rekombinatsiooni seotust kromosoomide geneetilise materjali
vahetusega dddikakirbse erineva pikkusega X-kromosoomide ja neis asuvate geenide
parandumise uurimisel. Nimelt oli iiks X-kromosoom normaalsest X-kromosoomist
pikem, sest tema liihikesse lga oli translotseerunud tiikike Y-kromosoomist (kromosoom
X"). Teine X-kromosoom oli aga normaalsest lithem (X*), sest ta oli kaotanud translokat-
sioonil 4. kromosoomiga osa oma pikast 6last ning sisaldas lisaks veel kahte mutatsiooni:
dominantset silmakuju mairavat mutatsiooni Bar (alleel B, pikad ja kitsad silmad) ning
retsessiivset silmade virvust miiravat mutatsiooni carnation (alleel car, silmade roosa
virvus) (jn. 5.11). Pikk kromosoom sisaldas metsiktiiiipi alleele B* ja car*. K. Stern ristas
emaseid heterosiigootseid kirbseid, kellel oli pikk ja lithike X-kromosoom, normaalsete
isastega ning tiheldas jarglaste hulgas ka selliseid, kellel olid rekombineerunud kaks
ebanormaalset X-kromosoomi. Rekombinatsiooni tulemusel oli iiks X-kromosoomidest
normaalse pikkusega (normaalse kujuga roosad silmad, B* car) ning teisel olid mélemad
olad ebanormaalse kujuga (pikad kitsad punased silmad, B car*). Viimased said tekkida
vaid ebanormaalse kujuga X-kromosoomide osade vahetusel (jn. 5.11). Jirelikult olid ka
siin rekombinantidel kromosoomiosad vahetunud.

1.2.5. Kiasmid

Krossingoveri toimumist saab jilgida meioosi esimeses profaasis. Meioosi esimese pro-
faasi16pus on kromosoomid iiksteisega kontaktis vaid kiasmide ja tsentromeeri kaudu,
mis voimaldab méirata kiasmide arvu. Kiasmide arv on proportsionaalne kromosoomi
pikkusega: mida pikem kromosoom, seda rohkem kiasme. Krossingoveri toimumise
momenti médarati, kasutades profaasi erinevate etappide mojutamist kuumasokiga ning
jalgides tiiendava DNA siinteesi ajalist toimumist. Kromosoomide katkemise ja taas-
tthinemisega kaasneb moningane DNA siintees profaasi algosas, mil kiasmid pole veel
nihtavad, kuid peab jarelikult toimima krossingoveri initsiatsioon. Sama kinnitas ka tem-
peratuuri$okk, mille puhul profaasi I6puosas toimuv to6tlus rekombinatsioonisagedust
enam oluliselt ei mojutanud.

Kiasmid on ristsiirde toimumise kohad, kus kromatiidid on seotud. Kromatiidid eral-
duvad tiksteisest alles jargneval homoloogsete kromosoomide lahknemisel, liikumisel
meioosi esimeses metafaasis raku ekvatoriaaltasapinnale. Meioosi profaasis I eristatakse
viit profaasi jirku. Enne profaasi on kromosoomid juba replitseerunud (iga kromosoom
koosneb kahest DNA niidist). Leptoteenis hakkab moodustuma siinaptonemaalne
kompleks (ingl. synaptonemal complex). Krossingover toimub profaasi varase ja keskosa
etappides, s.t. algab siigoteenis ja 16peb diploteenis (jn. 5.12). Nimelt algab siigotee-
nis homoloogsete kromosoomide paardumine, 16plikult areneb vilja siinaptonemaalne
kompleks ning siin initsieeritaksegi krossingover. Pahhiiteenis 1opeb homoloogsete kro-
mosoomide paardumine, kromosoomid lithenevad ja paksenevad, toimub krossingover.
Pahhiiteenis algab homoloogsete kromosoomide eemaldumine teineteisest, kiasmid tule-
vad selgelt nihtavale (kromosoomid jidvad kokku vaid kiasmide ja tsentromeeriga), lopeb
krossingover. Profaasi 16pus, diakineesis, saavutatakse kromosoomide maksimaalne pak-
sus, kaovad kiasmid ja kromosoomid liiguvad ekvatoriaalplaadile.

Eukariioodi kromosoomi kaardistamine
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Meeldejatmiseks

Krossingover ehk ristsiire on homoloogsete kromosoomide vordsete osade vahetus meioosi esimeses
profaasis.

Rekombinatsioonisagedus moddab ahelduse tugevust, kusjuures ahelduse puudumisel on rekombinat-
sioonisagedus 50% ja tdielikul aheldusel 0%.

Rekombinatsiooni pohjustatakse meioosi esimese profaasi siigoteeni ja diploteeni staadiumide vahel
pahhiiteenis ning siin toimub homoloogsete kromosoomide iiksikkromatiidide osade fiiiisiline vahetus.

« Kromosoomide kindlas punktis toimuv krossingover sisaldab endas kahe kromatiidi vahelist protsessi
meiootiliste kromosoomide kromatiidide tetraadis.

« Esineb iihe-, kahe-, kolme- ja neljakordseid krossingovereid.

Rekombinatsioon ja krossingover on teineteisega seotud, seda saab tdestada tsiitoloogiliselt jalgitavatel
eritiidibilistel kromosoomidel.

Meioosi esimese profaasi Ipus diploteenis tulevad nahtavale ristsiirde toimumise kohad e. kiasmid.

2. KROMOSOOMIKAARDID

Meioosi esimeses profaasis toimuval krossingoveril on kaks nihtavat viljundit: kiasmide
moodustumine profaasi I6pus ja geenide rekombinatsiooni ilmnemine iiles- ja allavoolu
lahtuvalt ristsiirde punktidest (flankeeruvatel markeritel). Viimatinimetatu (krossing-
over) selgub aga alles jirglaspélvkonnas, kui rekombinantsete kromosoomide geenid
ekspresseeruvad.

Geneetikud konstrueerivad kromosoomikaarte meioosis toimuvate krossingoverite
sageduse alusel. Kahjuks pole tegelikku krossingoverit véimalik silmaga niha ega krossing-
overeid ka otseselt loendada. Toimuvate krossingoverite arvu tuleb maéirata kaudselt, kas
kiasmide voi rekombinantsete kromsoomide loendamisega. Kiasmide arvu saab mairata
tsiitogeneetilisel analiiisil (ingl. cytogeneticl analysis), rekombinantseid kromosoome
aga geneetilisel analiiiisil (ingl. genetic analysis). Kromosoomide geneetilisel kaardista-
misel on vaja selgitada, kuidas miirata geenidevaheline kaugus kromosoomikaardil.

2.1. Kromosoomide geneetiline kaardistamine

A. H. Sturtevanti teostatud esmakordne kromosoomi kaardistamine pohines
kromosoomi kahe punkti vahelise kauguse mairamisel nende punktide vahelise rekombi-
natsioonisageduse alusel jirglaskonnas. Teineteisest kaugemal asetsevate punktide vahel
toimub rohkem krossingovereid kui lihedalasetsevate punktide vahel. Siinjuures tuleb
aga rohutada, et nii nagu Mendeli pairandumisseaduste puhul, tuleb ka siin sindmuste
toimumist kisitleda statistiliselt toendosuslikuna. Pohjus on lihtne. Kui iiksikrakus on
kahe punkti vahelise krossingoveri tdendosus viike, siis populatsioonis, kus on hulgaliselt
rakke, on sagedus viga palju suurem lihtsalt juba seepirast, et rakke on palju. Seepirast
saab reaalselt mo6ta igas kindlas kromosoomi piirkonnas vaid krossingoveri toimumise
keskmist vadrtust. Selliste keskmiste kasutamisel pohinebki kromosoomikaartide koos-
tamine. Kromosoomide geneetilisel kaardistamisel on kahe punkti vaheline geneetiline
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kaugus kromosoomi geneetilisel kaardil vordne nende punktide vahel toimuvate krossing-
overite keskmise arvuga.

2.1.1. Geneetiline kaugus

Geenide geneetiline kaugus (ingl. genetic distance) mairatakse krossingoveri sageduse
alusel. Votame niiteks teoreetilise juhu, kus vaatluse all on 100 munaraku kiipsemine
meioosis. Punktide A ja B vahel voib iiksikrakkudes kas tildsegi mitte toimuda voi toi-
muda iiks, kaks voi rohkem krossingoverit. Meioosi 16pus, kui on moodustunud 100
gameeti, sisaldavad need lookuste A ja B vahel kas mitte iihtegi (70), iihte (20), kahte (8)
voi kolme (2) krossingoverit (jn. 5.13). Siit saame arvutada A ja B vahelise krossingoveri
keskmise sageduse, mis on jirgmine:

0x (70/100) + 1x(20/100) + 2x (8/100) + 3 x (2/100) = 0,42.

ine krossingoverite arv meioosis = 0 x (70/100) + 1 x (20/100) + 2 x (8/

Joonis 5.13. Geneetiline kaugus. Meiootiliste kromosoomide keskmine krossingoverite arv geenide A ja B vahel.

Kahjuks ei saa siin iiksteisest eristada igat tiksikut krossingoveri juhtu, seda, kas krossing-
overit ei toimunud voi toimus hoopis tihe v6i mitmekordne vahetus. Praktikas saame méarata
lookuste A ja B vahelise krosssingoveri toimumise keskmist sagedust, mootes krossingoveri
toimumist kiilgnevates (flankeeruvates) alleelides. Kromosoomid, milles alleelid on kom-
bineerunud, peavad olema tekkinud krossingoveri tulemusel. Rekombinantsete allleelidega
kromosoomide lugemine annabki krossingoveri toimumissageduse arvutamise voimaluse.

2.1.2. Kahepunktiline ristamine

Kahepunktiliseks ristamiseks nimetatakse ristamist, kus vaatluse all on kaks lookust ning
kus moodetakse nendevahelist kaugust. Vaatleme kahepunktilist ristamist Drosophila nai-
tel. Siinjuures tuleb meeles pidada, et Drosophila spermatogeneesis (isastel) krossingover

puudub.



Metsiktiiiipi dominantsete alleelidega vg* (normaalsed tiivad) ja b* (hall keha) ema-
seid Drosophila’id ristati kaht retsessiivautosoomset mutatsiooni omavate rudimentsete
konttiibadega (vestigal, vg) ja musta kehaga (black, b) isastega. Koik F -jarglased olid
normaalsete tiibade ja halli kehaga (dominantsete tunnustega). F -polvkonna emased
tagasiristati (ingl. backcrossing) analiiiisivalt kaksikretsessiivsete rudimentsete tiibade
ja musta kehaga isas-vanemtiiiipi kirbestega. Moodustunud F -polvkonna jirglaste
hulgas oli 82% kahte valdavat vanemtiiiipi jirglasi (normaalsed tiivad ja hall keha ning
rudimentsed tiivad ja must keha) ning 18% rekombinantseid (mittevanemtiiiipi) jirglasi
(rudimentsete tiibade ja halli keha ning normaalsete tiibade ja musta kehaga) (jn. 5.14).
Geenid vestigal ja black on aheldunud (asuvad samas kromosoomis), sest rekombinant-
sete isendite arv on kaugelt viiksem kui 50%. Selleks, et mairata nende geenide vahelist
kaugust, tuleb leida F -polvkonna emaste gameetide keskmine ristsiirete arv. Seda saab
mdirata F -polvkonna rekombinantide sageduse alusel:

(0)x0,82 + (1) x0,18 = 0,18,

kus esimeses korrutises viljendab null krossingoveri puudumist ja seega mitterekom-
binantset jirglaskonda ning teine korrutis niitab ithekordse krossingoveri toimumist
rekombinantses jirglaskonnas.

vgt b* vg b
p | | =0
I X .
vg*t b* vg b
Pikad tiivad Konttiivad
Hall keha Must keha
-

vg* b* vg b

F, - X .

=] .

vg b vg b

Pikad tiivad Konttiivad

Hall keha Must keha
~——

vgt b* vg b vg b vg b
Pikad tivad  Konttiivad Konttiivad Pikad tiivad
Hall keha Must keha Hall keha Must keha

405 92

anemtilpi isendit 180 rekomb

ombinatsiooni sagedus = 180/1

Joonis S.14. Kahepunktiline ristamine dddikakarbse (Drosophila sp.) geenide vahelise kauguse miiramisel. Aheldu-
nud geenide vaheline krossingoveri (rekombinatsiooni) sagedus. vg" — pikad tiivad; vg — kénttiivad; b* — hallkeha;
b—mustkeha.
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Samuti jareldub esitatud niitest, et 18-1 meioosi labinud kromosoomil 100-st oli krossing-
over geenide vgja b vahel. Protsendiline suurus, 1% krossingoveri sagedust, voetakse
geneetilise kaardi ithikuks (ingl. genetic map unit) ning nimetatakse sentimorganiks
e. cM (ingl. centiMorgan, cM), nimetatuna T. H. Morgani auks. Seejuures vérdub 100 cM
1 morganiga (M). Meie niite puhul on geenide vg ja b vaheline geneetiline kaugus
18 cM (v6i 0,18 M). Hiljem nieme, et kui geenid asuvad teineteisest suhteliselt kaugel, siis
voidakse saada tildjuhul allahinnatud suurusega krossingoveri sagedus, sest sel puhul voib
esineda mitmekordseid geenivahetusi, mida vaid kahe geeni rekombinatsiooni uurimisel
ei pruugita sedastada. Tulemused on seda ekslikumad, mida rohkem liheneb rekombinat-
sioonisagedus 0,5-le e. 50%-le. Pikkade kromosoomide kauged geenid rekombineeruvad

Nudid harjased,

okasjad silmad, Metsiktiitipi
ristsoonteta tiivad
SC ec cv sc*ec*cv*
X - TT T Rt —) i ¢
P ¢ x ¢
X T T Y
SC eCc cv
Nudid harjased,
Triheterosiigoot ‘ okasjad silmad,
ristsoonteta tiivad
SC ec cv SC ec cv
X - T T e
Fi 7 d o

Fenotiiiip Genotiilip
did harjased, okasjad silmad, ristsoonteta tiivad SC ec cv
rmaalsed harjased, silmad ja tiivad sc*ectc
did harjased, normaalsed silmad ja tiivad sc ec*c
rmaalsed harjased, okasjad silmad, ristsoonteta tivad  sc* ec cv
did harjased, okasjad silmad, normaalsed tiivad sc ec ¢

rmaalsed harjased ja silmad, ristsoonteta tiivad sctect ¢

did harjased, normaalsed silmad, ristsoonteta tivad sc ec* cv
rmaalsed harjased, okasjad siimad, normaalsed tivad  sc*ec ¢

Joonis 5.15. Kolmepunktiline ristamine dddikakirbse (Drosophila sp.) geenide jirjekorra midramisel (C.
B. Bridges i ja T. H. Olbrychti katse). Ristati kirbseid, kes erinesid kolme X-liitelise geeni poolest (emased
mutantsed, isased metsiktiitipi). Jirglaspolvkonna kirbeste omavaheline ristamine oli siin analoogne ana-
littisiva ristamisega (kolmikheterosiigootsed emased ja kolmikretsessiivsed isased). Fb-polvkonnas saadi 8
feno- ja genotiitbilist klassi jirglasi.



sama vabalt, kui nad oleksid eri kromosoomides ning nende geenide vaheline kaugus on
sel juhul suurem kui 50 cM. Samuti ei voimalda vaid kahe geeni uurimine méiirata nende
geenide asendit sama kromosoomi teiste geenide suhtes.

2.1.3. Kolmepunktiline ristamine

Geenide jarjestuse kindlakstegemisel on vaja jilgida minimaalselt kolme geeni. Nimelt
kehtib pohimaote, et kaugete geenide vahelise krossingoveri sagedus vordub lihemal-
asetsevate geenide vaheliste krossingoverite sageduste summaga. Illustreerime seda
C.B.Bridges’ija T. M. Olbrychti katsega Drosophila’l, vaadeldes kolme X-kromosoomis
paiknevat retsesssiivset mutatsiooni: scute (sc) e. nudid harjased, echinus (ec) e. okasjad
silmad ja crossveinless (cv) e. ristsoonteta tiivad.

Ristates metsiktiiiipi dddikakirbse isaseid (sc*sc* ec*ec” cv*cv’; normaalsed harjased,
silmad ja tiivad) homosiigootsete retsessiivsete emastega (scsc ecec cvev; nudid harjased,
okasjad silmad, ristsoonteta tiivad), saadi hiibriidsed dominantsete tunnustega F -jirg-
lased (sc*sc ec*ec cv*cv). Neid ristati isastega, kelle ainsas X-kromosoomis olid kdik kolm
retsessiivset mutatsiooni (sc ec cv) (jn. 5.15). See ristamine on tegelikult analoogne ana-
litisiva ristamisega, kus emastel on koik kolm uuritavat mutantset geeni tombeasendis
(sc*sc ectec cv*ev). Ristamisel saadi F -pélvkonnas 8 fenotiiiibilist klassi, neist kaks vanem-
tutpi ja 6 rekombinantset. Rekombinantsetest klassidest kaks retsiprookse klassi jarglast
(neli fenotiitibilist klassi) vastasid iihekordsele ja iiks retsiprookne klass (kaks fenotiiiibi-
list klassi) rekombinante kahekordsele geenivahetusele (krossingoverile).

2.1.3.1. Geenide jarjekorra maaramine

Kolmel uuritaval geenil saab olla kolm véimalikku geenide jarjestust:
1. sc—ec—cv
2. ec—sc—cv
3. ec—cv-sc

Kuivord vanemklassid olid geenidega sc ec cv ja sc™ ec” cv* ning kahekordse geenivahe-
tusega jarglased on sc ec” cv ja sc* ec” cv, siis maidrab see itheselt geenide jirjestuseks
1. variandi: sc — ec — cv (jn. 5.15).

2.1.3.2. Geenidevahelise kauguse maaramine

Teades geenide jirjekorda, saame rekombinatsioonisageduste (krossingoveri sageduste)
alusel miirata geenidevahelist kaugust. Selleks tuleb mairata krossingoveri keskmine
sagedus geenide vahele jidvas kromosoomi piirkonnas (jn. 5.16).

Kokku jilgiti katses F -pdlvkonnas 3248 kirbest. Geenide sc ja ec vahelise kau-
guse leidmisel krossingoverite sageduse alusel voetakse arvesse koik krossingoverid,
mis toimusid nende geenide vahel, s.o. iihekordsed krossingoverid (klassid 3 ja 4) ning
kahekordsed krossingoverid (klassid 7 ja 8). Leiti, et geenide sc ja ec vaheline krossing-
overi sagedus vordub rekombinantsete isendite arv, jagatud koigi uuritud isendite arvuga
e.= (163 + 130 + 1 +1)/3248 = 0,091 morganit e. 9,1 sentimorganit (jn. 5.16). Analoogselt
leiti geenide ec ja cv vahelise krossingoveri sageduse, s.o. ithekordsed krossingoverid (klas-
sid § ja 6) ning kahekordsed krossingoverid (klassid 7 ja 8), jagatud kogu uuritud isendite
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arvugae. = (192 + 148 + 1 + 1)/3248 = 0,105 morganit e. 10,5 sentimorganit. Seega aset-
sevad uuritud geenid X-kromosoomis jirjestuses: sc — 9,1 — ec — 10,5 — cv.

Ulalesitatud viisil arvutatavad geneetilise kaardi geenidevahelised kaugused on saa-
dud aditiivselt (summeerivalt) e. kaugemalasetsevate geenide vaheline kaugus vordub
lihemalasetsevate geenide vahelise kauguse summaga. Geenide sc ja cv vaheline geneeti-
line kaugus arvutati jairgmiselt: 9,1 cM + 10,5 cM = 19,6 cM. Samale tulemusele jouti, kui
arvutati otse nende geenide vaheliste krossingoverite sagedused. Esmalt leiti osaprotsen-
did, millest mitterekombinantsete isendite arv oli (1158 +1456)/3248 = 0,815, ithekordse
krossingoveriga isendite arv klassidest 3-6 oli (163 + 130 + 192 + 148)/3248 = 0,195 ja
kahekordse krossingoveriga isendite arv klassidest 7 ja 8 oli (1 +)/3248 = 0,0006. Kesk-
mine krossingoverite arv nende geenide suhtes on seega:

0(0)x 0,805 + (1) x 0,195 + (2) x0,0006 = 0,196 e. 19,6 cM.

2.1.4. Interferents

Selgus, et krossingoveri toimumine pidurdab lihedases piirkonnas teise krosssingoveri
toimumist. Seda nihtust nimetatakse interferentsiks (ingl. interference). Varemesitatud
niites oli geenide sc ja ec vaheline keskmine krossingoveri sagedus 0,091, geenide ec ja cv
vahel aga 0,10S. Eeldades krossingoverite toimumise soltumatust, peaks kogu piirkon-
nas geenide scja cv vahel (jn. 5.17) kahekordsete krossingoverite keskmine sagedus olema
0,091 x 0,105 = 0,0095 (s6ltumatute siindmuste tdendosused korrutatakse!). Eksperimen-
taalses katses saadi aga palju viiksema tulemuse: 2/3248 = 0,0006. Eksperimentaalsete
ja teoreetiliste andmete erinevust moodetakse kokkulangevuskoefitsiendiga c (ingl.
coefficient of coincidence, c). Ulalesitatud niites on kahekordsete krossingoverite kokkulan-
gevuse koefitsient jirgmine:

¢ = tiheldatud / teoreetiliselt oodatav kahekordsete krossingoverite
sagedus = 0,0006/0,009S = 0,063.

Interferentsi tase (I) (ingl. level of interference) arvutatakse jirgmiselt:
I=1-c=1-0,063=0937.

Kokkulangevuskoefitsiendi viikseim vdartus saab olla null. Kuivord antud niites oli
¢ védrtus viga madal (0,063), siis oli interferents siin viiga tugevja I viirtus lihedane iihele
(I=0,937). Teiseks ddrmusjuhuks on olukord, kus kokkulangevuse koefitsient on iiks, mis
niitaks, et interferents puudub ja krossingoverid toimuksid iiksteisest s6ltumatult. Pal-
jud uuringud on ndidanud, et interferents on tugev geneetilise kaardi ldhipiirkondades,
mis on alla 20 ¢cM. Interferentsi tugevus on geneetilisel kaardil geenidevahelise kauguse
funktsioon, nérgenedes proportsionaalselt geenidevahelise kaugusega.
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e krossingoverite sagedus geenide sc
Oodatav = 0,091 x 0,105 = 0,0095
aheldatud = 2/3248 = 0,0006

Interferents
Kokkulangevuskoefitsient (c)
¢ =0,0006/0,0095 = 0,063

Interferentsi tase (/)
I=1-c¢=0,937

Joonis 5.17. Interferentsinihtus. Mutatsioonid: scute (sc) e. nudid harjased, echinus (ec) e. okasjad silmad,
crossveinless (cv) e. ristsoonteta tiivad, ct (cutwings) e. éraléigatud tiivad, v (vermilion eycs) e. helepunased kina-
verivarvi silmad,g (garnet eyes) e. granaatpunased silmad jaf(forkcd bristles) e. harkharjased. Krossingoveri
toimumine takistab uue krossingoveri toimumist lahedalasetsevas piirkonnas. Interferentsi moodetakse
kokkulangevuskoeﬁtsiendiga (¢), mis on tiheldatud kahekordsete krossingoverite sagedus, jagatud oodatava
sagedusega. Interferentsi tase (I) on interferentsi kokkulangevuskoeﬁtsiendi poordvadrtus, mis on tugevalt
viljenduv kuni 20 sentimorgani pikkuse geneetilise kaardi piirkonnas.

2.1.5. Tegelik geneetiline kaugus

C. B. Bridges ja T. M. Olbrycht uurisid oma rekombinatsioonikatsetes tegelikult Dro-
sophila seitset X-liitelist geeni: lisaks varemnimetatud kolmele (s, ec, cv) geenile on veel
geenid ct (cut wings) e. draldigatud tiivad, v (vermilion eyes) e. helepunased kinaverivirvi
silmad, g (garnet eyes) e. granaatpunased silmad ja f (forked bristles) e. harkharjased.
Geenidevahelise rekombinatsioonisageduse alusel méiirati X-kromosoomi ulatusliku
piirkonna geenide jirjestus ja asend geneetilisel kaardil. Leiti, et ddrmised geenid olid
scja fning korvutiasetsevate geenide rekombinatsioonisageduste summeerimisel saadi
uuritava l6igu pikkuseks 66,8 cM (jn. 5.17). Jarelikult oli selle uuritava piirkonna kesk-
mine rekombinantide (krossoverite) sagedus 0,668. Teoreetiliselt ei saa aga aheldunud
geenide rekombinatsioonide sagedus iiletada 0,5 e. 50%. Seega voib kahe geeni vaheline
geneetiline distants geneetilisel kaardil olla suurem teoreetiliselt oodatavast (jn. 5.18), s.t.
et sama kromosoomi kauged lookused kiituvad kui mitteaheldunud (eri kromosoomide)
geenid.

Ulatuslikes kromosoomi piirkondades on geenide tegelik vahekaugus teoreetilisest
pikem, sest teineteisest kaugel asetsevate geenide vahel voib toimuda mitmekordseid
geenivahetusi, mis I6pptulemusena ei pruugi viia selliste rekombinantsete kromosoomide
moodustumiseni, mida saaks kaugelasetsevate geenide pohjal detekteerida (jn. 5.19).



= 1619/3248 x 100 = 50 senti
ntimorganit

Joonis 5.18. Addikakiirbse (Drosophila sp.) krossingoveri toimumissageduse erinevus geenide tegelikust kau-
gusest geneetilisel kaardil (C. B. Bridges'ija T. H. Olbrychtikatse). Geneetilisel kaardil on geenide scja fvahe
pikem (66,8 cM) kui nendevaheline rekombinatsioonisagedus (S0 <M e. S0 %), s.t. nad rekombineeruvad
vabalt.

Niiteks moodustavad kaheahelalised kahekordsed krossingoverid vaid mitterekombi-
nantseid kromosoome ja kolmeahelaliste kahekordsete krossingoverite korral moodustub
iiksnes pooltel juhtudel rekombinantseid kromosoome. Vaid neljaahelalised kahekordsed
krossingoverid moodustavad ainult rekombinantseid kromosoome.

2.1.6. Kiasmide sagedus ja geneetiline kaugus

Kiasmid viljendavad krossingoverite toimumist meioosi esimeses profaasis. Jarelikult
peaks saama kiasmide arvu alusel miarata krosssingoverite toimumise keskmist arvu ja
evalveerida eksperimentaalselt saadud krossingoverite sageduste tulemusi. Selleks tuleb
kokku liita uuritavates rakkudes esinenud kiasmid. Niiteks loendati 100 raku kohta 215
kiasmi (jn. 5.20). Keskmine kiasmide arv raku kohta on sel juhul 215/100 = 2,15 ning
kromatiidi kohta (iga kromosoom koosneb kahest identsest kromatiidist!) poole viiksem
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Joonis 5.19. Kahe lookuse vaheliste kahekordsete krossingoverite tulemid didikakarbsel (Drosophila sp.).
Kahekordsed kahekromatiidilised krossingoverid pohjustavad vaid mitterekombinantsete, kahekordsed
kolmekromatiidilised pooltel rekombinantsete ja kahekordsed neljakromatiidilised vaid rekombinantsete
jarglaste teket.

e. 1,07. Seega on kromatiidi pikkus 107 cM, eeldades, et kiasmide arv kromatiidi kohta
viljendab kromosoomi geneetilist pikkust. Geneetilise pikkuse ja kiasmide arvu suhe on
arvutatav jirgmiselt:

107 ¢cM : 2,15 kiasmi = 50.

See tahendab, et geneetilise kaardi SO cM-le vastab iiks kiasm ja vastupidi, ithele kiasmile
vastab geneetilisel kaardil SO cM-i. .

Meeldejatmiseks

« Kromosoomide geneetiline kaart pdhineb meioosi esimeses profaasis toimunud krossingoverite keskmi-
sel toimumissagedusel.

+ Geneetilise kaardi pikkus arvutatakse eksperimentaalsetes katsetes leitavate rekombinatsioonisage-
duste alusel.



ilised kromos

raku kohta =215/100 = 2,
kromatiidi kohta =215/2 = 1,07

e pikkus = 1,07 morgan

=107 cM /2,1

Joonis 5.20. Kromosoomi geneetilise kaardi pikkuse arvutamine meioosi kiasmide sageduse alusel (Droso-
phila niitel). Kiasmide keskmine arv kromatiidi kohta viljendab kromosoomi geneetilist pikkust.

- Kaugemalasetsevate geenide krossingoverite sagedus on vordne ldhemalasetsevate geenide vaheliste
krossingoverite sageduste summaga.

- Uhe krossingoveri toimumine pidurdab kromosoomi lihedal olevas piirkonnas teise krossingoveri toi-
mumist.

- Taheldatud ja teoreetiliselt oodatavate krossingoverite keskmiste sageduste erinevust e. interferentsi
moddetakse kokkulangevuskoefitsiendiga.

«Alla 20-protsendiliste rekombinatsioonisageduste puhul saab madrata geenidevahelist kaugust genee-
tilisel kaardil rekombinatsioonisageduste alusel otse.

« Ule 20-protsendiliste rekombinatsioonisageduste korral alahinnatakse geneetilisel kaardil geenide kau-
qust, sest mitmekordsed krossingoverid ei moodusta mitte alati rekombinantseid kromosoome.
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2.2. Kromosoomide tsiitoloogiline kaardistamine

Krossingoverite alusel kaardistatud geene ei saa ithildada ega visualiseerida kromosoo-
mide kindlate punktide véi piirkondadega (nt. voddistikuga). Selleks on vaja rakendada
teistsuguseid meetodeid, nditeks kromosoomsetest deletsioonidest ja duplikatsioonidest
pohjustatud kromosoomseid imberkorraldusi. Nimelt saab viimatinimetatud kromo-
soomseid iimberkorraldusi jilgida ka tsiitoloogiliselt, lihtudes vastava kromosoomi
piirkonna pikkusest (deletsioonidel liihenemine, duplikatsioonidel pikenemine). Kromo-
soomi struktuuri muutusi saab korreleerida iiksikgeenidega, nende méairatud tunnustega
ning jargnevalt vorrelda tulemusi ka krossingoveri sageduste alusel koostatud geneetiliste
kaartidega. Tsiitogeneetilist kaardistamist (ingl. cytogenetic mapping) saab suurepira-
selt teostada Drosophila’l, sest neil on politteensed kromosoomid.

2.2.1. Tsiitogeneetiline kaardistamine deletsioonidega

Vaatleme niitena Drosophila X-liitelist geeni, mille mutantne alleel w (white) miirab
valgesilmsuse ning metsiktiitipi alleel w* punasilmsuse teket. Jarelikult on valgesilmsust
midrav alleel mitteproduktiivne e. nullmutatsioon (ingl. null mutation). Nimetatud geen
asub X-kromosoomi geneetilisel kaardil positsioonis 1,5 cM, lahtudes kromosoomi iihest
otsast.

Tsiitoloogiliselt miaratavat deletsiooni tahistatakse tavaliselt tihekombinatsiooniga
Df. Kui emastel kidrbestel avaldub ithe X-kromosoomi retsessiivne alleel w hetero-
stigootses olekus, siis peab neil emastel teises X-kromosoomis olema samas piirkonnas
deletsioon (jn. 5.21). Seetdttu véimaldavad w/Df-heterosiigoodid teha funktsionaalset
testi, lokaliseerida geen w deletsiooni suhtes. Nimelt on w/Df-heterosiigoodid valgesilm-
sed, sest neil puudub w*-geeni funktsionaalne koopia mélemas X-kromosoomis. Sama

w/Df genotiiiip

CLm O

] — -

Valged silmad
Joonis 5.21. Deletsioonkaardistamise

pohimaote Drosophila geenide loka-
lisatsiooni méddramisel. Drosophila
w/w* genotiiiip X-kromosoomi retsessiivne alleel w poh-
justab valgesilmsuse teket. Metsiktiipi

C ::Z] punasilmne fenotiiip kaob, kui deletsioon
(Df) korvaldab metsiktiitipi dominantse
C q Df g:] alleeli w™ (w/Df genotiitip). Metsiktiiipi
punasilmne fenottip siilib, kui deletsioon

(Df) ei kérvalda metsiktiiiipi dominantset

Punased silmad

alleeliw* (w/w* genotiiiip).



Joonis 5.22. Drosophila geeni
white (w) lokalisatsiooni
miiramine deletsioonkaar-
distamisel. Deletsioonid
visualiseeriti tsutoloogiliselt
politeensete X-kromosoo-

mide koordinaatidel.

deletsiooniga X-kromosoom koos metsiktiiiipi X-kromosoomiga (w*) annab aga puna-
silmsed dadikakarbsed, sest dominantne alleel méaarab pigmendi produktsiooni. Kui
deletsioon ei kata uuritavat mutantset alleeli w, siis on koik jirglased punasilmsed (jn. 5.22).
Oeldut kinnitavad uurimused ka teiste deletsioonidega, kus need X-kromosoomi delet-
sioonid, mis ei kattu mutantse geeniga, ei véimalda avaldada uuritava mutantse alleeli w
mutantset fenotiiiipi (valgesilmsuse teke). Samadele tulemustele jouti poliiteensete kro-
mosoomide uurimisel, kus geen w lokaliseeriti poliiteense kromosoomide vo6tide 3A1 ja
3C2 vahele. Hilisematel tipsustatavatel uurimistel, kus kasutati viiksemaid deletsioone,
leiti, et geen w asub X-kromosoomi vé6dis 3C2. Ulalkirjeldatud meetodit nimetatakse
deletsioonkaardistamiseks (ingl. deletion mapping).

2.2.2. Tsiitogeneetiline kaardistamine duplikatsioonidega

Deletsioonkaardistamisele vastupidine meetod on duplikatsioonkaardistamine (ingl.
duplication mapping). Pohiméte seisneb siin selles, et duplikatsioonid, mis kattuvad ret-
sessiivse mutantse geeni alaga ning mis korvaldavad mutantse fenotiiibi tekke, peavad
sisaldama mutantse geeni metsiktiiiipi alleeli (jn. 5.23). Esitatud niites vaid iiks dupli-
katsioonidest (Dp2) maskeerib e. katab mutatsiooni w ja annab metsiktiiiipi punasilmse
fenotiiiibi. Poliiteensel X-kromosoomil lokaliseeriti geen w piirkondade 2D ja 3D vahele,
s.t. piirkonda, mis kiilgneb piirkonnaga C. Jarelikult tipsustus duplikatsioonanaliiisil
geeniw deletsioonanaliiiisil miaratud lokalisatsioon.
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Joonis 5.23. Drosophila
geeni white (w) lokalisat-
siooni midramine duplikat-
sioonkaardistamisel. Dup-
likatsioonid (D) visua-
liseeriti tsutoloogiliselt
politeensete X-kromosoo-
mide koordinaatidel. Vaid
duplitseerunud piirkond
D2, mis sisaldab punast sil-
mavirvust maaravat alleeli

e —————
B ——————
e ———————
. (G -
e ———_—— ———————

w*, kompenseerib valgesilm-
sust mairavate alleelide (w)

toime.

2.2.3. Tsiitoloogiliste ja geneetiliste kaartide vordlus

Geneetiliste ja tsiitoloogiliste e. fiiiisiliste kaartide (ingl. physical map) vordlus niitab, et
geenide jirjestused neil on kolineaarsed (ingl. colinear), s.t. geenidel on sama jirjekord.
Siiski voib geenidevaheline kaugus olla erinev. Niiteks kui geenide ct ja sn geneetilise ja
fuusilise kaardi andmed on samased, on geenide y ja w vaheline kaugus fuiisilisel kaardil
palju suurem kui geneetilisel kaardil ja, vastupidi, geenide w ja ec vaheline kaugus fii-
silisel kaardil on mirksa viiksem kui geneetilisel kaardil (jn. 5.24). Péhjus on selles, et
kromosoomsed timberkorraldused toimuvad viiksema téenidosusega kromosoomi otste
lihedal ja tsentromeeri piirkonnas, mistottu geneetilised kaardid on neis piirkondades
kokku surutud. Ulejdinud piirkondades, kus krossingoveri toimumise tdendosus on suu-
rem, on geneetilised kaardid vilja venitatud. Seega saame rekombinatsioonanaliiisil
(ingl. recombinant analysis) mairata tipselt kiill geenide jirjekorda, mitte aga geenide-
vahelist fuiisilist kaugust.

Meeldejatmiseks

« Drosophila’l saab geene kromosoomidesse lokaliseerida poliiteensete kromosoomide kaartidel, kasuta-
des retsessiivsete mutatsioonide deletsioon- ja duplikatsioonanaliiiise.



liiteenne X-kromose

Joonis 5.24. Geneetilise ja tsﬁtoloogihse kaardi vordlus. Drosophila politeense X-kromosoomi vasakpoolne
ots (pruun skaala) ja sellele vastav geneetiline kaart (sinine skaala sentimorganites). y — kollane keha,
w —valged silmad; ec — siiljad silmad; cf — rudimentsed tiivad; sn — krussis harjased. Geneetilisel ja tsiitoloogi-

lisel kaardil on geenid kolineaarselt, kuid geenidevaheline kaugus erineb piirkonniti erinevas ulatuses.

« Deletsioon voimaldab avaldada retsessiivse mutatsiooni fenotiiiipi deletsioonilise kattuvuse korral,
duplikatsioon aga varjab seda.

« Geneetilised ja tsiitoloogilised kaardid on kolineaarsed, kuid geenidevahelised kaugused pole proport-
sionaalsed.

Eukariioodi kromosoomi kaardistamine



