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XVIII. SEENEGENEETIKA

1. PÄRMSEENTE PAARDUMISTÜÜBID

Pagaripärmi Saccharomyces cerevisiae rakud kasvavad ja paljunevad nii haploidsetena (n) 
kui ka diploidsetena (2n). Haploidsetel rakkudel on üks kahest paardumistüübist (ingl. 
mating types), mida nimetatakse a- ja α-paardumistüüpideks. Erineva paardumistüübiga 
haploidsed rakud ühinevad (ingl. fuse) e. paarduvad (ingl. mate) ja moodustavad sügoot-
sed diploidsed rakud.

1.1. Paardumismistüüpide geneetiline regulatsioon
1.1.1. Paardumistüüpi määrav lookus
Pärmi haploidsete rakkude a- ja α-paardumistüübid on määratud MAT-lookuse poolt. 
Pagaripärmi genoomis asub MAT-lookus kolmandas kromosoomis (kromosoom III). 
Temaga külgnevad e. fl ankeeruvad (ingl. fl anking) kaks vaikivat (ingl. silent) transkript-
siooniliselt inaktiivset lookust –ülesvoolujärjestus HMLα ja allavoolujärjestus HMRa, 
mis sisaldavad vastavalt alternatiivseid α- ja a-järjestusi (jn. 18.1). Vaid keskmine e. tsent-
raalne MAT-lookus, mis sisaldab kas a- või α-järjestusi, on transkriptsiooniliselt aktiivne. 
HMLα- ja HMRa-järjestused kantakse MAT-lookusesse rakkude mitootilisel jagunemisel 
toimuval tütarkromatiididevahelisel mitt eretsiprooksel rekombinatsioonil (ingl. non-
reciprocal recombination) e. mitootilisel rekombinatsioonil (ingl. mitotic recombination). 
Kui MAT-lookusesse läheb HMLα-järjestus, siis on rakk α-paardumistüüpi, kui järjestus 
HMRa, siis a-paardumistüüpi. HMLα- ja HMRa-järjestuste vaigistamine toimub nende 
algkohtades tänu sellele, et nende järjestustega külgnevad MAT-lookuse poolt vaigista-
tavad DNA-järjestused e. vaigistajad (ingl. silencer). Nimetatud järjestuste toime on 
seotud kromatiini struktuuri muutustega, mis takistab steeriliselt transkriptsioonifakto-
rite seondumist DNA-ga. 

1.1.2. Paardumistüüpide ümberlülitumine
Pärmirakud jagunevad pungumise teel. Pungumisel (ingl. budding) moodustub esmalt 
nn. pung (raku väljasopistis, milles on rakuorganellid ja DNA), mis on ühenduses ema-
rakuga. Edasine pungumine viib raku jagunemisele ja tütarrakkude eraldumisele. 
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Selgus, et pungumisel toimub raku paardumistüübi ümberlülitumine (ingl. mating-type 
switching) (jn. 18.2). 

Paardumistüübi ümberlülitumisel kehtib kaks reeglit:
1) nn. emarakulises järglasrakus, mitt e aga pungast moodustuvas rakus, toimuvad 

paardumistüübi muutused;
2) ümberlülitunud rakud tekivad alati paaridena.

Paardumistüübi ümberlülitumist reguleerivad:
1) HO-endonukleaasi ekspressiooni kontroll;
2) ASH1 mRNA lokalisatsioon.

Paardumistüübi avaldumiseks vajalik HMLα- või HMLa-järjestuste ülekande esimest 
etappi katalüüsib pärmseente HO-geeni poolt kodeeritav HO-endonukleaas (ingl. HO 
endonuclease). HO endonukleaasi ekspressiooni kontroll toimib nii, et see avaldub vaid 
emarakkudes (e. jagunevas rakus) vahetult enne replikatsiooni (G1-faasi lõpus), sest 
HO-geeni transkriptsioon toimub tänu emarakus olevale HO-geeni transkriptsiooni 
aktivaatorile. HO-endonukleaasi ajaline ekspressioon seletab ka seda, miks ümberlülitu-
nud rakud tekivad alati paaridena. ASH1-geeni (HO-repressor) transkriptsioon toimub 
nii emarakus kui ka tütarrakus, kuid emaraku ASH1 mRNA transporditakse emarakust 
punga viimases moodustunud müosiinisõltuva transpordisüsteemi (ingl. myosin-depen-
dent transport system) abil. Seepärast on ASH1-valk vaid pungas (ja hiljem tütarrakus). 
Kuna emarakus ASH1-valku pole, siis on HO-endonukleaas seal aktiivne, ning et tütar-
rakus on nii ASH1 kui ka HO-endonukleaas, siis HO-endonukleaas ei ole seal aktiivne. 

HML HMRa

Telomeer Telomeer Tsentromeer Vaigistaja 

HML -lookus 

Vaigistaja 

HMRa-lookus 
MAT-lookus

a

HML HMRa

a

MAT-lookuses a-geenMAT-lookuses -geenid

12 a1
mRNA-d 

Kromosoom III 

a- või -
geenid

VaikivVaikiv

Joonis 18.1. Pärmseene (S. cerevisiae) III kromosoomi paardumistüüpi määravad lookused. Mitt eavalduvad 
(vaigistatud) paardumistüübigeenid a või α asuvad HMLα- ja HMRa-lookustes. Vaikivad paardumistüübi 
MAT-geenid a või α on pidurdatud vaigistajatega (DNA-järjestused, mis seovad kindlaid pidurdavaid valke). 
Kui α- ja a-geenid kanduvad üle MAT-lookusesse, siis nad vabanevad vaigistajatest ja määravad mRNA trans-
kriptsiooni (α1, α2 ja a1) ning järgnevalt valkude sünteesi, millega määratletakse rakkude paardumistüübi 
fenotüüp. 
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Seega, ASH1 mRNA asümmeetriline paiknemine seletab, miks paardumistüüp on muu-
tunud vaid emaraku järglaskonnas.

1.1.3. MAT-lookuse poolt kodeeritavad transkriptsioonifaktorid
Haploidsed pärmimutandid, kellel transkribeeritakse nii HMLα- kui ka HMRa-

lookusi ning moodustatakse nii α- kui ka a-valke, käituvad kui mitt eristuvad diploidsed 
rakud. On näidatud, et S. cerevisiae kõigi kolme rakutüübi diferentseerumine on seotud 
unikaalsete regulaatorgeenide avaldumisega. Haploidsetes rakkudes avalduvad haploidi-
spetsiifilised geenid (ingl. haploid-specific genes): a-rakkudes a-spetsiifilised geenid, 
α-rakkudes α-spetsiifi lised geenid. Diploidsetes a/α-rakkudes lülitatakse sisse diploidi 
transkriptsiooniline programm, s.t. avalduvad diploidispetsiifi lised geenid (ingl. dip-
loid-specifi c genes) ega avaldu a- ja α-spetsiifi lised geenid. 

1.1.3.1. Transkriptsiooni aktivatsioon
Pärmirakkude kolm M AT-lookuse poolt sünteesitud rakutüübispetsiif ilist trans-
kriptsioonifaktorit (α1, α2 ja a1) toimivad kombineeritult üldise mittespetsiifilise 
transkriptsioonifaktoriga Mcm1, mis avaldub kõigis kolmes pärmiraku tüübis (jn. 18.3). 
Geneetiline regulatsioon toimub dimeerse transkriptsioonifaktori Mcm1 koostoimes 

Pung 

Suur
emarakk (M) 

Väike
tütarrakk (D) 

Jagunemine

ASH1-valk
HO-geeni

transkriptsioon

D M 

D 

D 

D 

M 

M a M a

a a

ASH1-valkHO-geeni
transkriptsioon

Joonis 18.2. Pärmseene (S. cerevisiae) paardumistüüpide ümberlülitumine haploidsetes rakkudes. Pärmide 
pungumisel moodustub suur emarakk (M) ja pungast väike tütarrakk (D) ning mõlematel on sama paardu-
mistüüp kui algrakul (siin tüüp α). Tekkinud emarakk võib järgmise jagunemise mitoosijärgses e. G1-faasis 
muuta paardumistüüpi, andes jagunemisel kaks rakku, milledel on vastupidine paardumistüüp (siin tüüp a). 
Ümberlülitumine toimub vaid emarakus, kus toimub HO-geeni transkriptsioon, sest puudub Ash1-repres-
sorvalk. Tütarrakkudes, kus sünteesitakse ASH1-valku, paardumistüübi ümberlülitumist ei toimu. 
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transkriptsioonifaktoritega α1, α2 ja a1. Mcm1- ja α1-Mcm1-kompleksid aktiveerivad 
geeni transkriptsiooni (jn. 18.3 ja 18.4). Homodimeerse Mcm1-valgu seondumisel a-rak-
kudes regulatoorse ülesvoolujärjestuse e. URS-i (ingl. upstream regulatory sequences, 
URSs) nn. P-alaga (ingl. P box) aktiveeritakse a-spetsiifi liste geenide transkriptsioon. 
Seevastu α-spetsiifiliste geenide transkriptsioon stimuleeritakse URS-i kahe kõrvuti-
oleva järjestusega, lisaks P-alale ka Q-alaga (ingl. Q box). Vaid MATα-geenilt sünteesitud 
α1-transkriptsioonifaktori ühinemisel Mcm1-transkriptsioonifaktoriga seostatakse PQ-
saidid ja toimub α-spetsiifi liste geenide transkriptsioon.

1.1.3.2. Transkriptsiooni repressioon
α2-Mcm1- ja α2-α1-kompleksid pidurdavad geeni transkriptsiooni (jn. 18.3 ja 18.4). 
P-saidiga külgnevad kaks α2-seondumisala. Kui rakk ekspresseerib haploidsetes α- ja 
diploidsetes a/α-rakkudes α2-valku, siis seotakse mõlemad a-spetsiif i l ise URS-i 
α2-seondumissaidid ja sellega represseeritakse mõlemas rakutüübis a-spetsiifi liste gee-
nide transkriptsioon. Diploidsetes rakkudes või HMLα ja HMRa mutantsetes rakkudes 
sünteesitakse mõlemaid, a1- ja α2-valke, nad moodustavad heterodimeeri, mis repressee-
rib haploidsetele rakkudele spetsiifi liste geenide avaldumist. 

1.1.4. Feromoonid
Pärmseente elutsüklile on iseloomulik haploidsete a- ja α-rakkude ristumine ja a/α-dip-
loidsete rakkude moodustumine. Pärmirakud sünteesivad ristamiseks vajalikke paar-
dumisfaktoreid (ingl. mating factors) e. väikesi polüpeptiidseid feromoone (ingl. 
pheromones). Pärmirakkude pinnal tunnevad G-valguseoselised retseptorid vastas-
paardumistüübi poolt sekreteeritud feromoone, a- või α-valke (jn. 18.5). Feromoonide 
seondumisega kaasneb rakus mitmete geenide aktiveerimine. Nende geenide poolt 
määratud produktid peatavad rakutsükli G1-faasis ning soodustavad rakkude ühinemist 
ja diploidsete rakkude teket. Piisava koguse toitainete olemasolul jagunevad diploidsed 
rakud edasi pungumise teel. Nälgimine aga indutseerib meioosi ning spooride teket.

Meeldejätmiseks
• Pärmseentel on kolme tüüpi rakke: haploidsed a- ja α-rakud ning diploidsed a/α-rakud.
• Rakutüübid määratakse transkriptsioonifaktorite kombineeritud toimega pärmseente genoomi spetsii-

fi listes regulatoorsetes alades.
• Transkriptsioonifaktorid toimivad aktivaatorite või pidurdajatena sõltuvalt nende toimest erinevatesse 

regulatoorsetesse toimealadesse.
• Paardumistüüpide ümberlülitumine toimub vaid emarakus.
• Pärmseente rakkudes toimub ASH1 mRNA transport pungas moodustunud müosiinisõltuva transpordi-

süsteemi kaudu.
• Pungas ekspresseeruv ASH1-valk takistab paardumistüüpide ümberlülitamiseks vajaliku HO-endonuk-

leaasi toimet.
• Feromoonide seondumine vastavas paardumistüübis pärmirakkudega stimuleerib ristumist ja diploid-

sete rakkude teket.
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2. TETRAADANALÜÜS

Erinevalt bakteritest on seened eukarüootsed organismid, kellel on lineaarsed kromo-
soomid. Seenerakud võivad olla nii haploidsed kui diploidsed. Osa seeneliike moodustab 
hulkrakseid organisme. Ühtedel seeneliikidel moodustuvad mitootilisel jagunemisel tek-
kivatest järjestikustest rakkudest fi lamendid ning reproduktiivprotsessi läbiviimiseks 
spetsialiseerunud struktuurid. Teistel, näiteks mikroseentel, moodustuvad mitootilisel 
jagunemistel geneetiliselt identsetest rakkudest koosnevad kolooniad. 

Seentel esineb ka sugulist paljunemist. Neil juhtudel jagunevad moodustunud 
diploidsed rakud meiootiliselt, moodustuvad homoloogsete kromosoomide paarid, toi-
mub krossingover ning kromosoomid ja tütarkromatiidid lahknevad nagu kõrgematel 
eukarüootidelgi. Klassi Ascomycetes (kottseened e. askomütseedid) esindajatel jää-
vad meioosiproduktid kotisarnasesse moodustisse askusesse e. eoskott i (ingl. ascus). 
Neid haploidseid meioosiprodukte nimetatakse askospoorideks e. kott eosteks (ingl. 
ascospore). Askospoore analüüsides on võimalik uurida meioosis toimuvaid protsesse. 

Seenegeneetikute lemmikuks on üherakuline pagaripärm Saccharomyces cerevisiae. 
Pagaripärmil on 16 kromosoomi, millest mõned on väiksemad kui E. coli kromosoom. 
Kui pagaripärmi kahe erineva paardumistüübiga haploidsed rakud ühinevad ja moodus-
tavad diploidse sügoodi, siis sügoodi meiootilisel jagunemisel moodustub 4 haploidset 
askospoori, mis jäävad ühise askuse sisse ja moodustavad nn. tetraadi. Iga askospoor 
saab ühe neljast tütarkromatiidist, mis olid sügoodis olemas esimese meiootilise jagu-
nemise profaasis (jn. 18.6). Igast askospoorist saab pärast idanemist ja sellele järgnevat 
raku mitootilist jagunemist (pungumist) moodustuda katsesöötmetel kasvav identsete 
haploidsete rakkude koloonia. Testides kolooniaid, kasvatades neid erinevatel selektiiv-
söötmetel, saab määrata askospooride genotüüpi. Kuivõrd tetraadis on võimalik uurida 
kõigi nelja askospoori (meioosiprodukti) genotüüpi, siis nimetatakse sellist geneetilist 
analüüsi tetraadanalüüsiks (ingl. tetrad analysis). Pagaripärmi askospoorid ei ole asku-
ses kindlas järjestuses ja seepärast nimetatakse neid mitt ejärjestatud tetraadiks (ingl. 
unordered tetrad). 

Oranž leivahallitusseen (Neurospora crassa) moodustab askuse, milles askospoorid 
jäävad sellisesse järjekorda, nagu nad meioosiprotsessis tekkisid (jn. 18.7). Neurospora 
on hulkrakne seen, moodustades hargnevatest f ilamentidest koosneva mütseeli. 
Mütseeli igas rakutuumas on 7 kromosoomi. Erinevatesse paardumistüüpidesse kuu-
luvad Neurospora rakud võivad ühineda ja moodustada diploidse raku. Diploidne rakk 
jaguneb järgnevas meioosis ja moodustab pikas ning kitsas askuses neli haploidset 
meioosi produkti. Need neli otsastikku asetsevat postmeiootilist tuuma jagunevad see-
järel mitootiliselt, moodustades 4 paari rakke. Meioosiproduktid võivad olla (ja tavaliselt 
ongi) geneetiliselt erinevad, samas on mitootilisel jagunemisel tekkinud tütarrakud 
geneetiliselt identsed (koopiad). Edasi valmib askuses 4 paari spoore e. 8 askospoori. Kui-
võrd spoorid paiknevad askuses kindlas järjekorras, siis peegeldab see meioosis toimunud 
geneetilisi protsesse. Sellist askust nimetatakse järjestatud tetraadiks (ingl. ordered tet-
rad). Niisuguste järjestatud tetraadide uurimisel saab meioosis toimunud geneetiliste 
protsesside kohta rohkem infot kui pärmide mitt ejärjestatud tetraadide uurimisel. 
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2.1. Pärmseente tetraadanalüüs 
2.1.1. Askuste tüübid
Kui ristata kaks erineva paardumistüübiga pärmseente tüve, millest üks kannab mitt e-
aheldunud geenide metsiktüüpi alleele A ja B, teine aga samade geenide mutantseid alleele 
a ja b, siis saame askused, kus on nn. põhitüübina askospoorid, millest kaks sarnanevad 
ühe vanemaga (AB), teised kaks teise vanemaga (ab). Neid vanematesarnaseid askospoori 
sisaldavaid askuseid nimetatakse vanem-ditüübiga (ingl. parental ditype) askusteks. 
Teine põhitüüp askuseid sisaldab askospoore, mis on rekombinantsed (Ab ja aB), kus üks 
alleel on pärit ühelt, teine teiselt (jn. 18.8) vanemalt. Neid askuseid nimetatakse mitt e-
vanem-ditüübiga (ingl. nonparental ditype) askusteks. Tulenevalt meioosist lahknevad 
kromosoomid üksteisest sõltumatult ning seepärast on mõlemat tüüpi askuseid võrdselt. 
Vähesel määral on ka kolmandat tüüpi askuseid, mis sisaldavad nelja tüüpi askospoore: 
AB, Ab, aB, ab. Selliste askuste puhul on toimunud krossingover ning neid nimetatakse 
tetratüüpi (ingl. tetratype) askusteks.

Ristates pärmseente tüvesid, kus mutantsed geenid asuvad samades kromosoomi-
des, sisaldab enamik moodustuvaid askuseid vanemate omadega sarnaseid askospoore. 
Rekombinantsete askospooridega askused tekivad vaid krossingoveri tagajärjel. Askuses 
olevate askospooride genotüübi järgi saame kindlaks teha, millist tüüpi krossingover toi-
mus. Kui toimus üks ristsiire, siis moodustub tetratüüpi askospooridega askus. Kui on 
toimunud kahekordne ristsiire, siis sõltub tulemus sellest, mitu kromatiidi neis protses-
sides osales. Kui vahetus toimus kahe kromatiidi vahel, siis moodustuvad vanem-ditüüpi 
askused, kui kolme kromatiidi vahel, siis tetratüüpi askused, kui nelja kromatiidi vahel, 
siis on askuses kaht tüüpi rekombinantseid askospoore e. mitt evanem-ditüübiga asko-
spoore (jn. 18.9). Mitt evanem-ditüübiga askospoore moodustub siin oluliselt vähem kui 
teisi ning see näitabki, et vaadeldavad geenid on aheldunud. 

Diploidne
sügoot

Erinevat
paardumistüüpi
rakud  ühinevad

1

Esimene
meiootiline
jagunemine

Teine
meiootiline
jagunemine

Neli meioosis 
tekkinud rakku 
jagunevad
mitootiliselt

Kaheksast rakust
moodustub kaheksa
askospoori

2

3

4

Mitoos

Joonis 18.7. Oranži leivahallitusseene (N. crassa) järjestatud tetraadide moodustumine. 1, 2, 3, 4 näitavad jär-
jestatud meioosiproduktide mitootilist jagunemist. 
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2.1.2. Geenide ahelduse uurimine
Kui on välja selgitatud, et uuritavad geenid on aheldunud, siis saab määrata juba nende 
geenide vahelist kaugust kromosoomis e. geenidevahelist geneetilist distantsi. Selgi-
tame seda konkreetse näite varal, kus aheldunud geenideks olid ühes tüves mutantsed 
(py = vajab kasvuks püridoksiini; th = vajab kasvuks vitamiin tiamiini) ja teises tüves 
samade geenide metsiktüüpi alleelid (PY ja TH). Diploidsete rakkude meiootilisel 
jagunemisel moodustunud 100 askuse uurimisel selgus, et geenide ahelduse tõttu oli 
mitt evanem-ditüübiga askuseid oluliselt vähem (4), võrreldes tetratüüpsete (kokku 44) 
ja vanem-ditüüpi askustega (52). Nendest andmetest saame leida keskmise ristsiirete toi-
mumise sageduse kromosoomi kohta (jn. 18.10):

Rekombinatsioonisagedus = [(1/2) T + NPD]/ askuste koguarv,

kus T – tetratüüpi askuste arv, korrutatud ½-ga, sest vaid pool askuste sees olevatest 
askospooridest on geneetiliselt rekombineerunud; NTP – mitt evanem-ditüüpi askuste 
arv. 
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Joonis 18.8. Tetraadide moodustumine pärmseenel (S. cerevisiae) mitt eaheldunud geenide mutatsioonide 
korral. Ristumisel toimub a- ja α-paardumistüübiga haploidsete rakkude ühinemine. Meioosis moodustub 
võrdsel hulgal vanem-ditüüpi (1) ja mitt evanem-ditüüpi (2) askuseid ning krossingoveri tulemusel vähe tetra-
tüüpi (3) askuseid. 
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Viies valemisse katsetulemused, saame, et geenide py ja th vaheline rekombinatsioo-
nisagedus = [(1/2) T + NPD]/ askuste arv = [(1/2) 44 + 4]/ 100 = 0,26. Geneetiliseks 
distantsiks on 0,26 M (morganit) e. 26 cM (sentimorganit). Krossingoveri sageduse alu-
sel leitud geneetilise distantsi ühikuks on võetud morganiid, mis tähistab 1%-list ristsiirde 
sagedust (jn. 18.10). Käesolevas näites asuvad geenid üksteisest väga kaugel. Järelikult 
võivad nende geenide vahel toimuda ka kahekordsed geenivahetused, mida me aga kahe 
kaugelasetseva geeni uurimise alusel detekteerida ei saa. Seepärast viiakse kasutatud vale-
misse paranduskoefi tsient 3 mitt evanem-ditüüpi askuste arvu suurendamiseks. Sel juhul 
oleks valemis geneetiline distants = [(1/2) T + 3 NPD]/ askuste arv = 0,34. Nüüd arves-
tatakse, et iga kromatiidi kohta toimub ¾, mitt e ½ vahetust. Kasutades seda parandust, 
saame, et geenide py ja th vaheline geneetiline distants on 34 cM. 

Meeldejätmiseks
• Askomütseetide meioosi kõigi nelja produkti genotüüpe saab uurida askospooride tetraadanalüüsil.
• Pärmseente tetraadide analüüsil saab määrata geenide aheldatust ja kaardistada geene. 
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Joonis 18.10. Pärmseene (S. cerevisiae) tetraadanalüüs kahe aheldunud mutatsiooni puhul. Pärmseene vas-
tavalt püridoksiini- ja tiamiinigeenide metsiktüüpi alleelidega tüvi (vastavalt PY ja TH) ei vaja kasvuks 
püridoksiini ega tiamiini. Küll vajavad aga kasvamiseks püridoksiini ja tiamiini mutantsed tüved (vastavalt 
py ja th).
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2.2. Neurospora crassa tetraadanalüüs
2.2.1. Tsentromeeri kaardistamine
Leivahallitusseene (Neurospora crassa) askuses jäävad askospoorid nende moodustumise 
järjekorras ritt a, kajastades üksüheselt olukorda, kuidas meioosis külgnesid üksteise suh-
tes neli kromatiidi. Kromatiidide DNA analüüs võimaldab kaardistada mitt e ainult geene, 
vaid ka tsentromeeri asetust geenide suhtes seene kõigis seitsmes kromosoomis. 

Võtame näiteks geenid A ja a, mis asetsevad tsentromeeri lähedal ja määravad asko-
spoorides pigmentide moodustamise (erineva värvusega askospoorid). A- ja a-alleelidega 
rakkude ristamisel ja järgneval meioosil tekivad kaheksa spooriga askused. Ilma kros-
singoverita moodustub kahte tüüpi askuseid (jn. 18.11). Meioosi esimese jagunemise 
segregeerumismustrist (ingl. meiotic division I segregation patt ern) AAAAaaaa ilmneb, 
et askuses on 4 esimest spoori genotüübiga A ja 4 ülejäänut genotüübiga a. Põhjuseks on 
asjaolu, et meioosi esimesel jagunemisel lahknesid alleelid AA ühele poole ja alleelid aa 
teisele poole ning mõlemad rakud jagunevad seejärel veel üks kord mitootiliselt. Meioosi 
teise jagunemise segregeerumismustrit (ingl. meiotic division II segregation pattern) 
näeme siis, kui on toimunud ristsiire A ja tsentromeeri vahel ning A ja a satuvad meioosi 
teisel jagunemisel erinevatesse tuumadesse. Krossingoveri tulemusena on askospooris 
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Joonis 18.11. Leivahallitusseene (N. crassa) askospooride lahknemine. 1 – meioosi esimesel jagunemisel toi-
muv lahknemine krossingoveri puudumisel geeni ja tsentromeeri vahel. 2 – meioosi teisel jagunemisel toimuv 
lahknemine krossingoveri esinemisel geeni ja tsentromeeri vahel. 
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reas kahekaupa kõrvuti kord ühte, kord teist alleeli sisaldavad askospoorid. Jagunemise 
tulemusel tekivad askused AAaaAAaa ja aaAAaaAA. Kuna geenide ümberkombinee-
rumine toimub geeni ja tsentromeeri vahel, saab arvutada geeni ja tsentromeeri vahelist 
geneetilist kaugust. Siin toimub geenide ümberkombineerumine vaid kahe kromatiidi 
vahel. Seepärast korrutatakse teise meiootilise jagunemise segregeerumistüüpi askuste 
arv 0,5-ga ja jagatakse kogu analüüsitud askuste arvuga. 

Võtame näiteks mutantse, kasvuks vitamiini tiamiini (thi-) vajava tüve ristamise 
metsiktüüpi tüvega. Uuritud 132 askusest olid 104 meioosi esimese jagunemise segregee-
rumismustriga ja 28 meioosi teise jagunemise segregeerumismustriga (jn. 18.12). Sellest 
saame arvutada, et geeni thi geneetiline distants tsentromeerist on (1/2) x (28/132) = 
0,106 M e. 10,6 cM. Teises ristamises ristati metsiktüüpi tüve koliinimutantse tüvega 
chol-, mis erinevalt metsiktüvest (chol+) pole koliini puudumisel võimeline kasvama. Uuri-
tud 30 askusest 25 olid meioosi esimese jagunemise segregeerumismustriga ja 5 meioosi 
teise jagunemise segregeerumismustriga (jn. 18.12). Geeni ja tsentromeeri vaheliseks 
geneetiliseks kauguseks saadakse siin (1/2) x (5/30) = 0,083 M e. 8,3 cM. Selleks, et selgi-
tada, kas geenid thi ja chol on üksteisega aheldunud või mitt e, peab neid tüvesid omavahel 
ristama.
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Askuste arv

Joonis 18.12. Leivahallitusseene (N. crassa) tsentromeeri kaardistamine. 1 – mutantne tüvi vajab kasvu-
keskkonnas tiamiini (thi-).2 – mutantne tüvi vajab kasvukeskkonnas koliini (chol-).Metsiktüüpi pärmseene 
tüvi (wt).
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2.2.2. Aheldusgruppide kaardi koostamine
Neurospora crassa kolmepunktilisi ristamisi saab teha nii, et tsentromeer on kolmandaks 
uuritavaks punktiks. Sel puhul saab järjestada tsentromeeri suhtes kahte lookust. Neu-
rospora kahe geeni ristamisel (AB x ab) võib olla tsentromeeri suhtes kolmesugust geenide 
järjestust (jn. 18.13):

1) tsentromeer – A – B;
2) tsentromeer – B – A;
3) A – tsentromeer – B.

Mitteaheldunud geenide puhul on mittevanem-ditüüpi järglaste arv võrdne vanem-
ditüüpi järglaste arvuga. Aheldunud geenide puhul see nii olla ei saa. Ristamiskatses 
AB x ab uuriti kokku 200 askust (jn. 18.13). Kõige rohkem järglasi (112), nagu võiski 
oodata, oli aheldunud geenide korral vanem-ditüüpi (AB AB ab ab) ning mitt evanem-
ditüüpi järglaseid (Ab Ab aB aB) ei olnud ühtegi (0). Meioosi esimese jagunemise 
segregatsioon esineb juhul, kui ei toimu krossingoverit lookuse ja tsentromeeri vahel, 
ning meioosi teise jagunemise segregatsioon siis, kui toimub krossingover tsentromeeri 
ja lookuse vahel. Katses saadi tüübiga (AB Ab aB ab) askuseid 48. Need said moodus-
tuda, kui lookuse A alleelidel esines meioosi esimese jagunemise segregatsioon (A A a a) 
ja lookuse B alleelidel meioosi teise jagunemise segregatsioon (B b B b). Järelikult toimus 
siin krossingover lookuste A ja B vahel ning need lookused pidid asetsema kõrvuti ühel 
pool tsentromeeri järjestust (tsentromeer – A – B). Pea sama palju askuseid (38) esines 
tüübina AB ab AB ab, mis näitab mõlema geeni suhtes meioosi teise jagunemise segregat-
siooni. Sellised askused saavad moodustuda vaid siis, kui toimub ühekordne krossingover 
tsentromeeri ja lookuste A + B vahel. Sellist järglaskonda ei saaks moodustuda, kui looku-
sed A ja B asetseksid teine teisel pool tsentromeeri. Neljandat tüüpi askuseid (AB aB Ab 
ab) oli vaid 2 ja järelikult olid need ilmselt kahekordse krossingoveri tulemus. Lähtudes 
eelmiste katsetulemuste interpretatsioonist, saavad sellist tüüpi askused moodustuda, kui 
nelja ahela osalusel toimub kahekordne krossingover nii, et esimene toimub tsentromeeri 
ja lookuse A vahel, teine lookuste A ja B vahel. 

Geneetiline distants lookuste A ja B vahel on [½ (tüüp 2 askuste arv + tüüp 4 askuste 
arv)(kogu uuritud askuste arv)] x 100 e. [½ (48 + 2)]/200 x 100 = 12,5 cM. Analoogselt 
leiame A lookuse kauguse tsentromeerist: [½ (38 + 2)]/200 x 100 = 10 cM (jn. 18.13). 

Meeldejätmiseks
• Neurospora crassa järjestatud tetraadides saab määrata nii geenide asetust tsentromeeri suhtes kui ka 

geenide järjestust kromosoomis.
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Geneetiline distants: 
A ja B vahel                  = [½ (48 + 2)] / 200 x 100 = 12,5 cM
A ja tsentromeeri vahel = [½ (38 + 2)] / 200 x 100 = 10,0 cM
B ja tsentromeeri vahel = 0

1 AB          AB          AB          AB
2 AB          Ab           ab          aB
3 ab           aB          AB          Ab
4 ab           ab           ab           ab

Askuseid  kokku        112          48           38             2    =   200          

Askuste tüübid

1             2             3             4
Spooride paarid

2

Tsentromeer

Tsentromeer

Tsentromeer

A

A

A

B

B

B

Intervall I Intervall II

10 cM 12,5 cMJä
rje

st
us

 1
Jä

rje
st

us
 2

Jä
rje

st
us

 3
1

Joonis 18.13. N. crassa aheldunud geenide A ja B kaardistamine tsentromeeri suhtes. Vasakus tulbas (1) on 
geenide A ja B kolm võimalikku järjestust tsentromeeri suhtes (järjestused 1, 2 ja 3). Parempoolses tulbas (2) 
on esitatud eksperimentaalsed andmed, mille kohaselt geenide A ja B vaheline kaugus on 12,5 geneetilise 
kaardi ühikut (cM) ning geeni A ja tsentromeeri vahel 10 kaardiühikut. Õige on järjestus 1, sest geeni B ja 
tsentromeeri vaheline vahetus puudus, sest puudusid mitt evanem-ditüüpi askused. Intervall I ja II – geneeti-
line vahemaa (cM).

3. GENEETILINE KOMPLEMENTATSIOON

Seente ja eelkõige pärmseente panus geneetikasse ei piirdu tetraadanalüüsi meetodi 
kasutuselevõtuga. Teiseks geneetika arengu seisukohalt väga oluliseks meetodiks on 
geneetiline komplementatsioon. 

3.1. Geneetiline komplementatsioon
3.1.1. Tingimusmutatsioonid
Eu k a r üootsetes haploidsetes pä r mseente ra k k udes on mugav uu r ida ting i-
mus- e. konditsionaalseid mutatsioone (ingl. conditional mutations). Tuntuimad 
konditsionaalsed mutatsioonid on temperatuuritundlikud mutatsioonid (ingl. tempe-
rature-sensitive mutations), mis esinevad bakteritel ja alamatel eukarüootidel, mitte aga 
soojaverelistel eukarüootidel. Nimetatud mutatsioonide tekkepõhjuseks on valkude erinev 
temperatuuritundlikkus. Temperatuuritundlikud mutatsioonid toodi esmakordselt genee-
tikasse Leland H. Hartwelli (snd. 1939) ja kaastöötajate poolt pagaripärmi rakutsükli 
uuringutes 1960. aastate lõpus (Nobeli preemia 2001. a.). Näiteks on mitmed pärmseente 
mutantsed valgud täielikult funktsionaalsed madalamal toatemperatuuril (nt. 23oC), aga 
inaktiveeruvad kõrgemal temperatuuril (nt. 36oC). Selliste mutatsioonide kasutamise põhi-
eelis seisneb selles, et vastavaid pärmseente mutante saab säilitada ja kasvatada lubavatel e. 
permissiivsetel temperatuuridel (ingl. permissive temperature), nende fenotüüpi analüüsida 
aga mitt epermissiivsetel temperatuuridel (ingl. nonpermissive temperature) (jn. 18.14). 
Samuti võimaldavad konditsionaalsed mutatsioonid aidata uurida elutähtsaid geene.
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Temperatuuri-
tundlik mutant

Individuaalsed väljakülvid

Jaotamine
alakultuurideks

+ mutageen Inkubatsioon
23oC juures 5 tundi

Inkubatsioon
23oC juures

Inkubatsioon
23oC juures

Inkubatsioon
36oC juures

Jäljendkülv
(e. tempelkülv)

Kolooniad

Pärmi vedelkultuur

Agarsööde

Permissiivne temperatuur Mittepermissiivne temperatuur

Joonis 18.14. Haploidsete pärmirakkude temperatuuritundlikud (tingimuslikult letaalsed) mutatsioonid. 
Temperatuuritundlikud letaalsed mutandid kasvavad madalamal permissiivsel (23oC) temperatuuril, kuid 
ei kasva kõrgemal mitt epermissiivsel (36oC) temperatuuril.

3.1.2. Kaksikmutandid
3.1.2.1. Geneetiline komplementatsioon
Geneetiliseks komplementatsiooniks (ingl. genetic complementation) nimetatakse 
geneetikas nähtust, kus kahe mutandi ristamisel saavutatakse metsiktüüpi fenotüübi 
taastumine. Põhjuseks on see, et kui mutatsioonid asuvad diploidses heterosügoodis eri-
nevates geenides, kompenseeritakse mutatsioon metsiktüüpi geenialleeli aktiivsusega. 
Vastupidi, kui mutatsioonid on samas geenis, siis ilma geneetilise rekombinatsioonita 
tavajuhul funktsionaalset produkti (valku) ei moodustu. Komplementatsioonitestil on 
võimalik uurida lähedaste funktsioonidega geene. L. Hartwall ja kaastöötajad identifi tsee-
risid näiteks üle 20 erineva rakutsüklis osaleva cdc-geeni. Selleks ristasid nad uuritavaid 
mutante paarikaupa ja kombineerisid cdc-geenimutatsioone omavahel (jn. 18.15). 

3.1.2.2. Biosünteesiahelate analüüs
Geenide ja ensüümide seose selgitasid George Beadle ja Edward Tatum 1950. aastate 
lõpus katsetes Neurospora crassa ǵa (vt ptk. VI, jn. 6.3) Neis katsetes näidati, et üksik-
mutandil kaob valdavalt vaid üheainsa ensüümi aktiivsus. Järelikult peab paika hüpotees, 
et üks geen määrab ühe ensüümi sünteesi. See kontseptsioon jäi kauaks ajaks püsima kui 
keskne dogma molekulaargeneetilistes uurimustes. 

Kui kahe erineva geeni mutatsioonid toimivad samale rakulisele protsessile ning neil on 
selge iseseisev mõju fenotüübile, siis üksik- ja kaksikmutantide omaduste võrdlemine võimal-
dab selgitada geenide funktsioneerimise järjekorda ning järjestada biokeemilistes radades 
toimivaid geene (jn. 18.16). Metaboolses rajas osalevate geenide puhul põhjustab defekt 
mingis geenis sellele eelneva geeni produkti e. vaheühendi (ingl. intermediate) kuhjumist.
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3.1.2.3. Signaaliülekanderadade analüüs 
Eukarüootide geenide avaldumist reguleerivad paljudel juhtudel signaaliülekande-
rajad (ingl. signaling pathways), mis lülitatakse osal juhtudel sisse ekstratsellulaarsete 
hormoonide toimel. Signaaliülekanderajad võivad olla kaskaadsed. Analoogselt biosün-
teetiliste radade uurimisega saab ka signaaliülekanderadasid uurida kaksikmutantide abil 
(jn. 18.16). Ainsaks eelduseks on, et erinevatel mutatsioonidel peab olema erinev 
efekt sama signaaliraja väljundile. Neis uurimissüsteemides pidurdab tavaliselt üksik-
mutatsioon signaali olemasolul mingi kindla reportergeeni (ingl. reporter gene) 
avaldumist. Teist tüüpi mutatsioon e. konstitutiivne mutatsioon (ingl. constitutive muta-
tion) põhjustab aga geeni avaldumise ka signaali puudumisel. Kaksikmutandid annavad 
informatsiooni selle kohta, millises järjestuses geenid toimivad ja kas nad on positiiv-
sed või negatiivsed regulaatorid. Käsitletud test erineb komplementatsioonitestist selle 
poolest, et retsessiivsed mutatsioonid peavad diploidsetes rakkudes avaldumiseks olema 
mõlemas lookuses homosügootses vormis. 

3.1.3. Supressormutatsioonid ja sünteetilis-letaalsed mutatsioonid
Kui heterodimeerse funktsionaalse valgu moodustumisel põhjustab mutatsioon mõle-
mas geenis geeniproduktide (polüpeptiidide) võimetuse interakteeruda, siis moodustub 
mutantne fenotüüp. Kui aga teise geeni mutatsioon komplementeerib esimese geeni 
defekti selles tähenduses, et kahe defektse polüpeptiidi interaktsioonil moodustub funkt-
sionaalne valk, siis on meil tegemist teises geenis toimunud supressormutatsiooniga 
(ingl. suppressor mutation) (jn. 18.17). Näiteks pärmseente tüvedes, kus on mutantne 

cdcX cdcY

Mutant
(tüüp a)

Mutant
(tüüp )

cdcX/cdcY
(tüüp a/ )

Jäljendkülv

cdcX cdcZ

Mutant
(tüüp a)

Mutant
(tüüp )

cdcX/cdcZ
(tüüp a/ )

cdcX/
cdcZ

cdcX/
cdcY

Y

X X

Z

23oC23oC

36oC 36oC

Permissiivne 
temperatuur

Mittepermissiivne 
temperatuur

Jäljendkülv

Külv Külv

Kasv 
puudub

Kasv

MutantMetsiktüüp

Mõlemad alleelid 
mittefunktsionaalsed

Metsiktüüpi alleelid annavad (taastavad)  
normaalse funktsiooni

Komplementatsioon
(mutatsioonid eri
geenide alleelides)

Mutatsioonid samas
geenis

A B

Joonis 18.15. Komplementatsioonanalüüs pärmseentel. Erinevates geenides asetsevad mutatsioonid 
täiendavad teineteist e. komplementeeruvad. Sellega saavutatakse metsiktüüpi fenotüübi taastumine. 
A – mutatsioonid erinevates geenides; B – mutatsioonid samas geenis. 
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aktiinigeen (act1-1) ja mutantne geen sac6, moodustatakse funktsionaalse aktiini struk-
tuure tänu mutantsete valkude Act1 ja Sac6 interaktsioonile. 

Sünteetiline letaalsus (ingl. synthetic lethality) on vastupidine nähtus geneetilisele 
supressioonile e. pärsingule (ingl. genetic suppression). Sünteetilis-letaalne mutatsioon 
(ingl. synthetic lethal mutation) on mutatsioon teises geenis, mis koostoimes esimese geeni 
mutantse polüpeptiidiga annab täielikult mitt efunktsionaalse valgu heterodimeeri, mille 
tagajärjel rakk sureb. Üksikmutatsioonidena neil fenotüübiline efekt kas puudub või on 
osaline (jn. 18.17). 

Meeldejätmiseks
• Haploidsetes pärmseente rakkudes saab elutähtsaid geene uurida, kasutades temperatuuritundlikke 

mutante.
• Funktsionaalselt sarnaseid geene saab eristada kaksikmutantide komplementatsioonanalüüsil.
• Geenide funktsioneerimise järjekorda biosünteetilistes ja signaaliülekanderadades saab kindlaks teha 

kaksikmutante uurides.

AB aB Ab abGenotüüp

Fenotüüp

Heterodimeerne
valk

Metsiktüüp Mutant Mutant Supressormutant

AB aB Ab abGenotüüp

Fenotüüp

Heterodimeerne
valk

Metsiktüüp Osaline defekt Osaline defekt
Tugev defekt
(mittefunktsio-
naalne)

AB aB Ab abGenotüüp

Fenotüüp

Produkt

Metsiktüüp Mutant

A B a B A b a b

Metsiktüüp Metsiktüüp

1

2

Supressioon

Sünteetilis-letaalne
mutatsioon

Heterodimeerne valk

Monomeerne valk

3

Joonis 18.17. Geneetilist supressiooni ja sünteetilis-letaalsust põhjustavad mutatsioonid. 1. Geneetilisel 
supressioonil annavad üksikvalkude geenide mutatsioonid mutantse valgu. Heterodimeerina annavad aga 
kaks mutantset valku funktsionaalse valgu, kuna täiendavad teineteist. Teine mutatsioon on supressormutat-
siooniks. 2. Kunstliku letaalsuse puhul on heterodimeeris üksikmutatsioonidel osaline fenotüübiline efekt, 
koostoimes on defekt aga tugevam. 3. Monomeersete valkude korral pole üksikgeeni mutatsioonid fenotüü-
biliselt detekteeritavad, kaksikmutantidel on aga mutantne fenotüüp. 
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• Valkudevahelisi funktsionaalselt olulisi interaktsioone saab sedastada alleelispetsiifiliste supressor-
mutatsioonide või vastupidise toimega sünteetilis-letaalsete mutatsioonide fenotüübi alusel. 

3.2. Funktsionaalne komplementatsioon
Kuigi seened on eukarüootsed organismid, puuduvad neist osadel (nt. pagaripärmil) 
geenides intronid ja eksonid. Seetõtt u saab seentes uurida nii pro- kui ka eukarüootide 
geenide funktsioone. Intronitega geenide ekspresseerimisel on vaja kasutada mRNA 
pöördtranskriptsiooni, et saada eukarüootse geeni eksonite cDNA-järjestused. Varase-
mates osades käsitlesime geneetilist komplementatsiooni eelkõige rekombinatsioonil. 

Seente puhul saab hästi uurida funktsionaalsete valkude avaldumist, mis komple-
menteerivad vastavaid retsessiivseid mutatsioone. Sel otstarbel kasutatakse pärmide 
genoteeke, kust saab efektiivselt välja sõeluda (ingl. screening) erinevate eksperimen-
taalsete organismide kloonitud geene. Seda protsessi nimetatakse funktsionaalseks 
komplementatsiooniks (ingl. functional complementation). 

Pärmseente plasmiidse genoomse genoteegi koostamiseks ja klonoteegist kloonide 
sõelumiseks funktsionaalse komplementatsiooni põhimõttel peab plasmiidne vektor 
olema võimeline replitseeruma nii E. coli s̀ kui ka pärmseente rakkudes. Selliseid vek-
toreid nimetatakse süstikvektoriteks (ingl. shutt le vectors). Pärmseente DNA-genoteek 
koostatakse E. coli ś ja kloonitud fragmentide uurimine klonoteegist toimub funktsio-
naalse komplementatsiooni põhimõtt el pärmseentes. 

3.2.1. Genoteegi saamine 
3.2.1.1. Plasmiidsed süstikvektorid
Pärmseente süstikvektor sisaldab DNA-fragmentide E. coli´s k loonimist võimal -
davaid põhielemente ja lisaks pärmseentes replikatsiooni initsieerivat DNA-järjestust e. 
ARS-järjestust (ingl. ARS sequence). Oluline on ka pärmseentes rakkude jagunemisel 
plasmiidide koordineeritud segregatsiooni teostava pärmseente tsentromeeri e. CEN-
järjestuse (ingl. CEN sequence) esinemine (ptk. XX, jn. 20.14. ja 20.15). Süstikvektori 
selektiivseks markeriks võib pärmseentes olla näiteks pärmseente UR A3-geen, mis 
kodeerib ühte uratsiili biosünteesi raja ensüümi ning võimaldab plasmiide sisaldavate 
pärmseente kloonide selektiivset isoleerimist ura3-mutantses tüves.

3.2.1.2. Rekombinantsete kloonide arv
Selleks, et kõik kloonitava organismi DNA-järjestused (nt. pärmseene genoomne DNA) 
oleksid tõenäosuslikult kloonitud, tuleb tekitada suur hulk plasmiidseid kloone. Selleks 
võib kasutada DNA osalist restriktsiooni selliselt, et katt uvate restriktsioonifragmentide 
pikkus oleks ~10 kb (jn. 18.18). Tuleb saavutada, et pärmseene DNA iga piirkond esineks 
kloonitult vähemalt üks kord. On vajalik, et genoteek kataks kogu pärmseene genoomi. 
Selleks peab klonoteegis olema minimaalselt 105 rekombinantset E. coli kolooniat. 
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Süstikvektor

Polülinker ORI

CENARSURA3
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Restriktsioon
BamH1

Pärmide genoomse DNA
raamatukogu

Osaline
restriktsioon
restriktaasiga Sau3A
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E. coli transformatsioon.
Selektsioon ampitsilliini-
resistentsuse suhtes

105 E. coli ura+ampr-transformeerunud
kolooniast rekombinantsete
plasmiidide saamine

Joonis 18.18. Pärmseente genoomiraamatukogu koostamine plasmiidses süstikvektoris, mis replitseerub 
pärmseenetes ja bakterites. Süstikvektor on konstrueeritud geenide kloonimiseks pärmis S. cerevisiae. Süstik-
vektor sisaldab pärmi DNA-replikatsiooni alguspunkti (ARS), tsentromeeri (CEN) ja selektiivset markerit 
(URA 3), mis võimaldavad ura3--mutantidel kasvada uratsiilita söötmes. Süstikvektor sisaldab lisaks E. coli 
DNA replikatsiooni alguspunkti (ORI) ja selektiivse markerina ampitsilliiniresistentsuse geeni (ampr). 
Sau3A-ga osaline restriktsioon tehakse arvestusega, et tekiksid ca 10 kb suurused fragmendid. Restriktsioonil 
BamH1- ja Sau3A-restriktaasidega moodustuvad identsed kleepuvad otsad. Rekombinantsed transforman-
did selekteeritakse funktsionaalse komplementaarsuse alusel.

3.2.2. Kloonide sõelumine
3.2.2.1. Komplementatsioon
Pärmseene genoteegi kloonide e. klonoteegi sõelumise funktsionaalse komplementat-
siooni põhimõtte selgitamiseks vaatame metsiktüüpi geeni, kus kasutatakse pärmide 
temperatuuritundlikke cdc-mutatsioone. Sõelumisel kasutatakse pärmseene tüve, mis on 
juba kaksikmutant: ta vajab kasvuks uratsiili, sest tal on ura3-mutatsioon ja ta on tem-
peratuuritundlik, kandes cdc28-mutatsiooni (jn. 18.19). Esmalt koostatakse pärmseente 
genoomi genoteek E. coli ś ning saadud kloonide segust eraldatakse rekombinantsete 
plasmiidide DNA ning sellega transformeeritakse kompetentseid pärmirakke tingimus-
tes, kus pärmirakud võtavad vastu võõrast DNA-d. Transformeerunud ehk plasmiidi 
sisalduvaid kloone saab selekteerida pärmi kasvatamisel uratsiilivabas söötmes. Tüüpi-
lisel juhul on piisav kogus 20 Petri tassi, milledes igaühel on ca 500 transformeerunud 
pärmseene kolooniat, et kogu pärmseene genoom oleks tõenäosuslikult sõelumisse kaasa 
haaratud. Sellist pärmseente transformantide kollektsiooni saab säilitada cdc28-mutan-
tide kasvatamisel permissiivsel temperatuuril (23oC). Mitt epermissiivsel ehk kõrgemal 
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temperatuuril (36oC) on võimelised kasvama vaid need transformeerunud pärmseente 
rakud, mis sisaldavad plasmiidis CDC28-geeni metsiktüüpi koopiat. Kui temperatuuri-
resistentne pärmseene koloonia on isoleeritud, siis eraldatakse sellest plasmiidne DNA, 
mida analüüsitakse edasi subkloonimise ja sekveneerimise teel. 

3.2.2.2. Kolooniahübridatsioon
Paljudel juhtudel puuduvad sobivad pärmseenete mutandid, et leida uuritav geen klono-
teegist funktsionaalse komplementatsiooni meetodil. Niisugusel juhul on otstarbekas 
saada klonoteegist esmalt kätt e konkreetne geen mõnel muul moel. Selleks saab kasutada 
näiteks oligonukleotiidseid DNA-proove ning viia läbi DNA/DNA hübridatsioon (ingl. 
hybridization) klonoteegi plasmiide sisaldavatel bakterikloonidel. See meetod sobib kasu-
tamiseks nii eukarüootide genoteekide kui ka cDNA-genoteekide puhul.

Näiteks E. coli plasmiidse cDNA-genoteegi (ingl. cDNA library) hübriidimisel on 
vaja esmalt siduda sõelutav (skriinitav) DNA tahkele kandjale (jn. 18.20). Suurt hulka 
E. coli kloone (kolooniaid) sisaldavalt Petri tassilt tehakse tempelkülv nitrotselluloos- või 
nailonfi ltrile. Järgnevalt viiakse läbi ülekantud kolooniate hübridatsioon e. kolooniahüb-
riidimine (ingl. colony hybridization). Filtril mikroobid lüüsitakse, DNA denatureeritakse, 
üksikahelaline DNA seotakse filtriga ning hübriiditakse radioaktiivse geeniprooviga 
(neutraalne pH, 40-65oC, 0,3-0,6 M NaCl). Neis hübridatsioonitingimustes hübriidub 
radioaktiivne DNA-proov igasuguse membraanile seostunud komplementaarse DNA 
üksikahelaga. Mitt ehübriidunud jääk-DNA pestakse fi ltrilt maha, fi lter eksponeeritakse 
radioaktiivsuse tuvastamiseks ja radioaktiivsele märkele vastavast kohast isoleeritakse 

Pärmseene 
vedelkultuur

Temperatuuritundlik 
Cdc28-mutant, mis 
Vajab kasvuks 
uratsiili (ura3)

Pärmseente genoomse DNA raamatukogu (plasmiidis URA selektiivne marker)

Kasvatamine 
permissiivsel
temperatuuril 
uratsiilivabas 
söörmes

Pärmide transformatsioon
(LiOAC, PEG, temperatuurišokk)

Kasvavad vaid 
plasmiidset URA-geeni
sisaldavad kolooniad

Jäljendkülv
Mittepermissiivne temperatuur

Vaid metsiktüüpi CDC-geeniga
kolooniad on võimelised
kasvama

36oC23oC

Joonis 18.19. Pärmirakkude genoomiraamatukogu sõelumine funktsionaalse komplementatsiooni alu-
sel. Metsiktüüpi CDC-geen isoleeritakse cdc-mutantsete pärmirakkude komplementatsioonil. Pärmseene 
genoomiraamatukogu sõelumiseks kasutatakse mutantset pärmitüve, mis on uratsiilidefektne (ura3) ja tem-
peratuuritundlik (cdc28). Transformandid kasvavad permissiivsel temperatuuril (23oC). Mitt epermissiivsel 
temperatuuril (36oC) saab kasvada vaid koloonia, kuhu on genoomiraamatukogust lisandunud plasmiidi 
CDC-geen. LiOAC – liitiumatsetaat; PEG – polüetüleenglükool.
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jäljendkülvi Petri tassilt E. coli transformandid. Kuivõrd selliselt saame esmalt veel 
mikroobide segu, siis protsessi korratakse seni, kuni saadakse rekombinantse E. coli 
puhaskultuur, mis sisaldab ainult hübridatsiooniproovile vastavat plasmiidset DNA-d. 
Radioaktiivse märke asemel võib kasutada ka fl uorestseeruvat märget. 

Kunstlikult sünteesitud DNA proovid sisaldavad tavaliselt ca 20 nukleotiidi ning 
selles ulatuses on vaja eelnevalt teada uuritava geeni DNA-järjestust. Selline geeniproovi 
pikkus on põhjendatud, kuna taoline järjestus esineb vaid üks kord iga 420 (~1012) jär-
jestuse kohta. Et kõik elusorganismide genoomid on palju väiksemad, on tõenäosus, et 
20-nukleotiidilist järjestust esineks genoomis mitu korda, väga väike. Inimese genoomi 
suurus on ca 3 x 109 nukleotiidi. Tänapäeva tehnoloogia võimaldab sünteesida kunstlikult 
kuni 100 nukleotiidi pikkuseid soovitud järjestusega oligonukleotiide. 

3.2.2.3. Pärmseente kaksikhübriidisüsteem 
Valk-valk-interaktsioonid on bioloogilistes süsteemides ülitähtsad. Pärmseente 
kaksikhübriidisüsteem (ingl. yeast two-hybrid system) on metoodiline viis, mis annab 

E. coli kolooniate
emaplaat

Nitrotselluloosfiltrile
kantakse kolooniate
rakud

Rakkude aluseline lüüs
Plasmiidse DNA denaturatsioon
Hübriidimine märgitud prooviga

Autoradiotograafia

Signaal ilmneb plasmiidse 
DNA-ga, mis on 
komplementaarne radioaktiivse 
prooviga

Inkubatsioon
märgitud DNA-ga

Mittehübriidunud DNA
filtrilt mahapesemine

Autoradiograafia

Hübriidunud
DNA

Filtrile seondunud
üksikahelaline DNANitrotselluloosfilter

Joonis 18.20. Kolooniahübriidimine. Uuritavad kolooniad kantakse nitrotselluloosfi ltrile, rakud lüüsitakse, 
plasmiidne DNA denatureeritakse ja kantakse üksikahelalisena nitrotselluloosfi ltrile, kus teda hübriiditakse 
radioaktiivse prooviga ning kus radioaktiivse proovi üksikahelalise DNA hübriidumine fi ltril oleva üksikahe-
lalise DNA-ga sedastatakse radioautograafi ameetodil. 
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võimaluse otsida cDNA-klonoteekides aktivaatorvalkude või nendega kompleksis olevate 
valkude geene, mille produktid seonduvad vastavate spetsiifi liste valgukompleksidega.

Käesoleva meetodi puhul kasutatakse kaksikhübriidsüsteemi ühe osana pärmseente 
vektorit, kus GAL4 DNA-ga ekspresseerub seondumisdomeen (ingl. DNA-binding 
domain) ja mille ühend- e. linkerpiirkonnas (ingl. linker region) puudub aktivatsiooni-
domeen (ingl. activation domain). Sellesse vektorisse kloonitud cDNA-järjestus kodeerib 
uuritavat valku või valgudomeeni, mida nimetatakse bait-domeeniks (ingl. bait domain). 
See järjestus on vektorisse kloonitud nii, et ta on lugemisraamis linkeripiirkonna ja bait-
domeeni järjestusega ning avaldub hübriidse valguna, mis koosneb DNA-ga seostumise 
domeenist, ühendpiirkonnast ja bait-domeenist (jn. 18.21a). Kaksikhübriidsüsteemi teise 
osana kloonitakse cDNA-genoteek teise vektorisse, mis kodeerib GAL4 aktivatsioonido-
meeni ja linkeripiirkonda. Selles klonoteegis ekspresseeruvad paljud hübriidvalgud, mis 
sisaldavad erinevaid fi sh-domeene (ingl. fi sh domain) (jn. 18.21a).

Hübriidsete valkude transkriptsiooniliseks aktivatsiooniks pärmides kasutatakse 
kunstlikult konstrueeritud pärmseene tüve, kus histidiinigeeni HIS3 avaldumiseks 
on vajalik aktivaatorvalgu seondumine regulatoorse ülesvoolulise aktivaatorijärjestu-
sega UAS (ingl. upstream activating sequences, UAS). See on võimalik vaid siis, kui kokku 
sobituvad bait- ja fish-hübriidsed valgud bait- ja fish-domeenide ühinemise teel ning 
kui bait-hübriidi DNA-ga seonduv domeen seostub UAS-iga ja fish-hübriidse valgu 
aktivatsioonidomeen transkriptsiooni preinitsiatsioonikompleksiga histidiinigeeni pro-
mootoripiirkonnas (jn. 18.21b). 

Selektsioon on antud juhul kaheetapiline. Bait-vektor sisaldab metsiktüüpi trüp-
tofaani geeni TRP ja hübriidne fi sh-vektor metsiktüüpi leutsiini geeni LEU2. Mõlema 
vektoriga transformeeritud his trp leu rakke kasvatatakse söötmes, kus puuduvad trüpto-
faan ja leutsiin, kuid on olemas histidiin. Sellises keskkonnas saavad kasvada vaid rakud, 
kus on mõlemad – nii bait-vektor kui ka fi sh-plasmiid. Edasi viiakse kasvavad rakud sööt-
mele, kus histidiin puudub. Kui fish-hübriid on võimeline seonduma bait-hübriidiga, 
aktiveeritakse HIS3-geen ja rakud kasvavad söötmel, kus puudub histidiin (jn. 18.21c). 
Niiviisi „kalastatakse” ja saadakse kätt e oluline „kala” e. cDNA, mis kodeerib valgulist 
domeeni ja interakteerub valgulise bait-domeeniga. 

Meeldejätmiseks
• Süstikvektorid replitseeruvad nii E. coli ś kui ka pärmis ja neid kasutatakse pärmseente genoteekide 

koostamisel.
• Spetsiifi lisi geene saab pärmides isoleerida funktsionaalsel komplementatsioonil.
• Kolooniate hübridatsioonil e. kolooniahübriidimisel saab kunstlike oligonukleotiididega avastada ja iso-

leerida uuritavaid geene. 
• Pärmseente kaksikhübriidsüsteemis kasutatakse cDNA-d kloonitud geenide valguliste domeenide avas-

tamiseks.
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