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Resumen

El genotipado por lotes (pool genotyping) es una técnica de laboratorio
que permite determinar, con cierto grado de error, frecuencias alélicas en
un grupo de individuos a partir de un tnico genotipado. Dada la reduc-
cién de costos que supone, las posibilidades de su aplicacién en estudios
de andlisis de ligamiento y asociacién son considerables. Se pretende es-
tudiar la estimacién de pardmetros relativos a un gen con influencia en
un cardcter cuantitativo (cuantigén; quantitative trait locus, QTL) medi-
ante la informacién obtenida del genotipado por lotes para un marcador
polimérfico. En concreto, se aborda la estimacién de las medias y las
varianzas de los diferentes grupos genotipicos, y la estimacién de las fre-
cuencias de los alelos del cuantigén. Por simplicidad, el modelo asume
dominancia completa y determinacién exacta de las frecuencias respecto
a la herencia paterna. Se concluye que: a) las estimaciones de la media
relativa al genotipo dominante y de la varianza son centradas y bantante
precisas; b) la estimacién de la media relativa al genotipo recesivo es cen-
trada y menos precisa; ¢) la estimacién de la frecuencia de los alelos del
cuantigén no es factible.

Introducciéon

Se han sugerido diversos métodos para reducir costos en la experimentacién
sobre la relacién entre el genotipo y el fenotipo. Cabe destacar el genotipa-
do selectivo (Lebowitz & al. 1987), consistente en genotipar tnicamente los
animales con fenotipo extremo. El problema de la estimacién de pardmetros
genéticos en un experimento de genotipado selectivo ha sido estudiado, entre
otros, por Darvasi & Soller (1992) y Muranty & Goffinet (1997), quienes pre-
sentaron aproximaciones a las estimaciones maximo-verosimiles. Un paso més
dréstico es el genotipado selectivo por lotes; se trata de obtener estimaciones de
frecuencias alélicas en una muestra combinada de multiples individuos. Darvasi
& Soller (1994) presentan estimadores para el genotipado por lotes en el caso
homocedéstico. En el presente trabajo se enfoca el problema desde las férmulas
de Hill (1998) sobre verosimilitud de recuentos alélicos tras seleccién.



Métodos

Se estudiard un caricter cuantitativo controlado por un cuantigén ligado a un
marcador polimérfico. Se supondrd que el fenotipo Y de un individuo es una
variable aleatoria continua de distribucién dependiente del genotipo del indi-
viduo, X (variable aleatoria discreta cuyo recorrido es G). La funcién de dis-
tribucién de Y se denotard Py, y la funcién de densidad ¢y; la funcién de
distribucién de Y condicionado al genotipo X = x se denotara ®,, y la funcién
de densidad ¢,:

¢y =y Pr[X =],

Sea una muestra de N individuos; si de cada individuo se conoce el fenotipo
y; y el genotipo z; (i =1...N), la verosimilitud de la muestra es:

Pr(zi,y:)i=1..N] = HPr[X = 2] ¢z, (yi)

i=1

En la técnica de genotipado selectivo individual, se ordenan los N individuos
por su fenotipo y se agrupan en tres conjuntos: los L inferiores, los U superiores
y los N — L — U restantes. La informacién sobre X se pierde paralos N—-L—-U
individuos restantes. Una estrategia alternativa de seleccién consiste en fijar
dos umbrales [ y u y obtener los genotipos X de los individuos mas bajos que [
o més altos que u; L serfa ahora el ndmero de individuos menores que [, y U el
ndmero de individuos mayores que u. La verosimilitud de esta muestra es:

Pri(ys) j -1, 1, @iy Yi)i=L41,... N-U] =
N-U+1,...,N
N-U
II (ZPY[X = $]¢z(yi)) - I PrlX = 2ile, () (1)
i=1,...,L, : =L

N-U+1,...,N

En la técnica de genotipado de lotes selectos se dispone de todos los fenotipos
yi(i = 1,...,N), pero la informacién genotipica se limita a las frecuencias de
los genotipos en los grupos formados. Es decir, no hay informacién individu-
al sobre genotipos. En principio, imitando el genotipado selectivo individual,
supondremos los individuos de la muestra clasificados en tres grupos. Sean [,
Cz, Uy el nimero de individuos con genotipo z entre los de la parte inferior,
central y superior, respectivamente, de la muestra ordenada de fenotipos.

Hill (1998) da la verosimilitud para una muestra en que se seleccionan los
individuos superiores. Aqui la extendemos teniendo en cuenta la seleccién de
individuos inferiores y superiores. La verosimilitud de una muestra de genotipos



conjuntos, prescindiendo de los valores de los fenotipos, vendra dada por:

l +catug
Pr[{lz, Cs, Uz } 2] N'H Lo tald .
r-wr-

/,__oo/u,ﬂ{‘l’ 1= @, ()] [ B (u) — B (1))} -

ZZ —l Uz Z(Z))] dudl  (2)

donde ¢, = Pr[X = z].
Se describen a continuacién ciertas variantes de (2). Si los ¢; son desconoci-
dos, se tiene

N! q; = tUa .
(N—-L-0U)! - I ug!

/ /ulH{<I> [1— @ )]“m}{qu[%(u)—%(l)]}NLU,
{ZZ%}@& 3)

sumando en (2) sobre todos los ¢, posibles.
Si, en vez de un solo grupo central, se dispone de las frecuencias ct (k =
1,...,K) en K grupos centrales, la verosimilitud es:

Pr[{lz,uz}tz] =

l+c+ +c +ug
1 K
Prl{ls,cr,- - 55 sz}l N‘Hw-

K

/CO_OO/CI N / [T{®.(co)'= [1=®a(ex)]™ [] (@ )T
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K
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o Pao(co Hk 1[®a, (ck) — Pay (cr—1)

donde ¢, recorre los posibles fenotipos del individuo més alto del grupo central
k-ésimo (k =1...K) y cg recorre el posible fenotipo del individuo més alto de
la cola inferior.

Si se incluye en la férmula (2) la informacién de los fenotipos del individ-
uo més alto de la cola inferior y del individuo més bajo de la cola superior,




desaparecen las integrales:

Pr[{lwacmuw}z;l,u] = N! H %7 .

H{‘I’ L= @y (w)]* [@4(u) — D ()]} -
lpu, ¢ z\U
T it ©

lo cual evita el problema de la integraciéon numérica. Sin embargo, se mues-
tra més adelante cémo la integracién puede aportar ventajas dependiendo del
modelo paramétrico. Si I y u representan umbrales de seleccién fijos en lugar
de fenotipos de individuos, la probabilidad (5) corresponde a una multinomial
de pardmetros Ny (g2 %4 (1), gz[Po (u) — @2(1)], gu[l — P2 (u)]),:

z°

lotCotUs
a5
Pr[{lz,cz,uz}z; U N'H l le. 'y !
X xX-

T2 [1 = o (w)]** [B0 (w) — B2 (1))}

Si se incluyen en la verosimilitud los fenotipos de todos los individuos, in-
dexando los genotipos como enteros, la expresiéon toma la forma:

Pr[(yi)z':l,... N, (lz; Cg, um)af:] =

ZJE'=1ZJ'
SII I (Prielee(yr)) -

TESL T =3 1l+1

Z H ﬁ (Pr[m]¢z (yr(i))) :

TE€Sc @ i=3770 1CJ+1

Z;'E=1 uj

TESY = z_zw Lui+1

donde S, indica el grupo de permutaciones de a elementos.

Es habitual parametrizar la distribucién del fenotipo condicionado a un
genotipo a través de la distribucién normal, &, — N(u,,0,). Se pueden obten-
er estimaciones maximo-verosimiles de los pardmetros, dos (media y desviacién
tipica) por cada genotipo del cuantigén. Suele suponerse homocedasticidad,
en cuyo caso el nimero de pardmetros es uno mas el nimero de genotipos
posibles. Suponiendo que existen sélo dos genotipos (hipdtesis razonable para
ciertos disefios experimentales, como veremos mds adelante) tendriamos tres



pardmetros que estimar en (5): p1, p2, 0. Si se considera la férmula con inte-

[— B1tea _p1tpo
2

5 u

grales, (2), se puede hacer el cambio de variables I' = —2—, u' = -,
con lo que la verosimilitud quedaria en funcién de un tnico pardmetro é =
%, o sea, la semidiferencia de medias tipificada. Esto simplifica el cdlculo
del maximo, al hacerse la bisqueda en una sola dimensién.

Presentamos un enfoque que permite estimar las diferentes varianzas aso-
ciadas a cada genotipo. Dendtese 7¥ = Pr[Y > ulX = 2] = 1 — ®,(u),
7t = Pr[Y < I|X = z] = ®,(I).Entonces se verifica

7ch =& (l_;p_z) Oz = @-1(1_WZ;£¢—1(WI) =: ha(ﬂém;‘)
. = 1971 (1—n?)—ud 1 (rL) | —u
me=1-0 (L) He = G —mt—a ()~ PulTas )

Sea n!, = “n obs.< I y de tipo i”; nl, - B(N,nlq,). Sea n¥ = “n obs. > u
y de tipo i”; n¥ — B(N,n%q,). Entonces

l 1
n c.s. 1 N n c.s. 1
z z
- —— T =, = — T
N N-oc 2o z qu Nooo ©

A partir de los estimadores 7, de 7, y 7% de ¥, se obtienen los estimadores
~ Al A ~ Al A ~l c.s. 1 N c.s.
G = ho (7h, TY) y fia := hy (7, 7%). Dado que 71}, ——— 7w, y Ty ——— 7%,y
N—oo N—oo
l

. . . ~ C.S8.
como hy y h, son continuas en (m;,,7%) (siempre que I < u), se tiene fi, ~
— 00

A C.S8.
PV Oy —— Og.
. N_>Oo 7’ . . YURS
Aplicando el método § se pueden hallar las varianzas asintéticas. Como
(nl,nY) sigue una distribucién multinomial M (N, (z},7¥)), su matriz de vari-
anzas y covarianzas es

quwlw(l — qzwlw) —ngwlww’;
—Ng2rnlr® Ng,m¥(1 — g,7%)

por lo que la varianza de (7}, 7%) es

mp(1—gomy) —mgmy
qum N
M Ty me(l—gamy)
N Nga

y la varianza de (fi,, 6;) tiene una expresién compleja; asi, la varianza de fi, es
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En el caso de dos dnicos grupos genotipicos, una estimacién del parametro
0 (diferencia de medias tipificada) que no requiere conocimento de [ y u es

d=A@ 7 (xl) — e M)+ (1 =N |71 — 7)) — 3711 — 7Y)|

con A € [0,1].

Aplicacién a familias de medio-hermanos

Para la resolucién de este problema, se tendrd en cuenta solamente la heren-
cia conjunta de dos genes: un cuantigén (quantitative trait locus, QTL) y un
marcador. Se supondrd que existen dos alelos del cuantigén: Q y ¢; y tres
(se justificard mdas adelante) alelos del marcador: M, m y m'. Se denominard
haplotipo a la combinacién de alelo del cuantigén con alelo del marcador. To-
do individuo es portador de una pareja de haplotipos (genotipo). Se considera
una familia de medio-hermanos de padre, esto es, un grupo de individuos hijos
del mismo padre y de distintas madres escogidas al azar de una determinada
poblacion.

Se supone ligamiento completo entre el locus marcador y el cuantigén, o
sea, la tasa de recombinacidn entre ambos es § = (. El padre se supone doble
heterozigoto. La poblacién de madres se halla en equilibrio de ligamiento, esto
es, la herencia de alelos marcadores es independiente de la herencia de alelos
del cuantigén. El padre tiene genotipo M@ /mg; por tanto, trasmite haploti-
pos M@ y mgq, con probabilidad 0’5 cada uno. Nétese que solo es informativo
para el ligamiento si es doble heterozigoto. Las madres trasmiten los alelos
M, my m' (éste representa cualquier otro alelo real distinto de los que porta
el padre) del marcador con probabilidades respectivas f, gy 1 — f — g, y los



alelos @ y ¢ del cuantigén con probabilidades respectivas t y 1 — ¢; equivalente-
mente: trasmiten los haplotipos M Q, M q, mQ, mq, m'Q, m'q con probabilidades

respectivas ft7f(1 - t)agtag(l - t): (1 - f - g)t7 (1 - f - g)(]' - t)

Por simplicidad en la notacién, si X¢g es el genotipo relativo al cuantigén,
X es el genotipo relativo al marcador, y X Xg es el genotipo conjunto, esto
€es, Xu € {MM, Mma Mmla mm, mml}a XQ € {QQ,QCI,(](I}, Yy XMXQ €
G = {MMQQ, MMQq,mmqq, mmQq, MmQQ,
MmQq, Mmqq, mm/qq, mm'Qq, Mm'QQ, Mm'Qq}, seindicard ®x,, x, = ®x,

y ¢X MXg = ¢XQ -

La férmula (2) da la verosimilitud para una muestra de genotipos conjuntos.
La verosimilitud de una muestra de genotipos marcadores vendra dada a partir
de la anterior, como

PrUMM; Intms Loy Ut s e, €005 €M Covmes CMme 5 Coneme?
UMM > UMm> Umm, UMm! » Umm'] = E {Pr[{li,ci,ui}ieg] v + Ilmmgq =

= lMMylmmqq + lmeq = lmmyleQQ + leQq + leqq = leale’QQ +
+ le’Qq = le’; lmm’qq + lmm’Qq = lmm’a CMMQQ + CMMQq = CMM,Cmmqq +
+CmmQq = Cmm> CMmQQ + CMmQq +CMmqgq = CMm>CMm'QQ + CMm'Qq = CMm/,
Cmm'qq T Cmm'Qq = Cmm/, UMMQQ + UMMQq = UMM, Ummqq T UmmQq = Umm,

UMmQQ + UMmQq + UMmqq = UMm,UMm'QQ + UMm'Qq = UMm!',
Umm'qq + Umm'Qq = umm’}
donde I, ¢ y u representan los recuentos para la parte inferior, central y supe-
rior de la distribucién fenotipica, respectivamente, y los subindices denotan los
genotipos sobre los que se hace el recuento.
El resultado de un experimento con genotipado por lotes (no individual)
ofrece recuentos de alelos, no de genotipos marcadores. Por ello, la verosimilitud

de una observacién experimental serd funcién de las frecuencias alélicas en cada
uno de los tres grupos en que se dividié la muestra fenotipica:

Pr[lMalm:lm’acM;Cmacm’;UM;Umaum’] =
E {Pr[lMMaleylmm;le’ylmm’a CMM;CMm; CmmsCMm!y Cmm/

UMM > UMm > Umm, UMm! s Umm' )| 2lvene + Ui + Uvme = s

2lmm + le + lmml = lm, lel + lmm’ = lm’;
2¢mm + Cum F CMm = €My 2Cmm + CMm F Cmm! = Crm,

CMm' + Cmm! = Cmts  2UMM + UMm + UMm' = UM,

2umm + Uptm + Umnm = Um, UMm' + Uy = um’} (7)

Dada la complejidad analitica, en la practica se ha venido empleando un
modelo simplificado, en el que interviene inicamente la herencia paterna. Como



la poblacién de madres se supone en equilibrio de ligamiento, es decir, 1a herencia
del cuantigén es independiente de la herencia del marcador, y el laboratorio
s6lo puede ofrecer informacién sobre alelos marcadores, tiene sentido excluir del
modelo la herencia materna. De este modo, solo se considerarian dos grupos de
genotipos: G = {MQ, mg}. Con este G, las férmula (2) es igualmente vilida,
pero (7) se convierte en :

Pr[lM7 lma lm’a CM 3 Cms Cm! s UM, Um, Uml] =
min{N,ir} min{N,cn} min{N,un}

= D D

Im@=max{0,N—Im} cvg=max{0,N—cm} umg=max{0,N —um}
Prlimg,lmg = N —lmgQ, Mm@y Cmqg = N — ¢m@Q, UmQ, Umqg = N — umq) -
: Pr[lMa lm; - yCM > Cm, Cmt y UM, Um, Um’] =
= Z{Pr[lMQ’lmq’cMQicmqauMQaumq] ’

i flM+CM+UM_lMQ_CMQ_'UMQglm"l‘cm“r‘cm—lmq—cmq—umq .
R (1 _ f _ g)lml+le+umI|
|lMQ = max{O, N — lm}, . ,min{N, lM},
e = max{0,N — ¢, },... ,min{N, car},

upg = max{0,N —uy},... ,min{N, uM}}

Con la hipétesis de distribucién normal dentro de grupo genotipico de cuantigén,
se tiene que @ = tN(1QQ, 9Q) +(1—)N(1Qq, 0Q¢) ¥ Pmq = IN(1qQq, 0Qq)+
(1 — t)N(ptgq,044)- Lo habitual es aproximar las mixturas mediante distribu-
ciones normales:

PN (tHQQ + (1 = H)pqq, \/tffé@ + (1 =103, +t(1 —t) (ke — qu)Z)

g =Nty + (1= Optags \ [ty + (1 =), + (1~ )(1ge — Hao)?)

Darvasi & Soller (1994) utilizan directamente (2) con estimaciones heuristicas
de lMQ,lmq, CMQ> Cmq> UMQ; Umg-

Siguiendo el método heuristico utilizado ya en el caso unidimensional, se
tiene (f = g =0):

Pr[Y < I|M] = ® (’*%) N
Py <lfm] = t-@(59)+(1-0) () L
PrlY >ulM] = 1—@(%) N
Pr[Y > ulm] = 1—t-<1>("%)—(1—t)q>("%) N



de donde
e (1- ) —up—1) (L)
T e (1) et ()
u—1

() -0 ()

Para estimar pg, sin embargo, no se puede obtener una versién explicita de
los estimadores. Se trata de minimizar la diferencias cuadriticas entre ciertas
expresiones poblacionales y las andlogas muestrales. En principio se consider-
aron las expresiones similares a () pero relativas a la herencia paterna del alelo
recesivo:

o=

Pr[X <Im] =
— (l_U"Q> +(1-1)% (l 0"‘1)
Pr[X > u|m] =
e () -0 o ()
Un
N

Dada la poca precisién de la estimacién, se incluyeron en el sistema las ecua-
ciones relativas a la media y a la varianza.

Resultados

La funcién de verosimilitud respecto al pardmetro § es una curva unimodal
suave, por lo que su maximizacién no presenta problema. La distribucién del
estimador maximo verosimil obtenida a través de la extraccion iterada de 10 000
muestras seudoaleatorias por ordenador se ajusta notablemente a una distribu-
cién normal, centrada en el valor del pardmetro y con dispersién igual a 0’10
para N = 500, L/N = U/N = 0'25, 6 = 0,0'125 (condiciones normales) y
0’16 para N = 200. En el rango de casos estudiados mediante simulacién, el
estimador & sugerido proporciona valores muy similares al estimador maximo-
verosimil: en las condiciones de antes, la mayor diferencia con N = 500 fue
0’011; con N = 200: 0°030.

En el caso concreto de familias de medio-hermanos, suponiendo dominan-
cia completa y que el conocimiento de la herencia paterna puede determinarse
univocamente (o sea, cuando f = g=00 f = 10 g = 1), los fenotipos herederos



de M@ se distribuirian normalmente, y los herederos de mgq seguirian una mix-
tura. Escribiendo la verosimilitud en funcién de § y t, la superficie generada
alcanza el maximo a lo largo de una curva bien definida; el valor de la verosimil-
itud, sin embargo, es practicamente constante, lo que hace que estimaciones
maximo-verosimil sean muy inestables.

La siguiente tabla muestra los resultados de las estimaciones en caso de

dominancia:
simulado estimado error tipico

g 10°0 10°00 0178
[119) 10’5 10’50 0°072
o 1’0 1°00 0’075
t 0’5 0’39 *0°343

Las estimaciones de la varianza y de la media asociada al alelo dominante
son bastante precisas. Se logra estimar bastante bien la media del alelo recesivo.
La estimacion de las frecuencias de los alelos del cuantigén es muy sesgada.

La inclusion de las frecuencias alélicas en la parte central de la distribucién
no afade precisién a las estimaciones. La inclusiéon de informacién genotipica
sobre la parte central de la distribucién de fenotipos (esto es, la utilizacién
de la férmula (2) en lugar de la (3)) no se traduce en mayor precisién de la
estimacién (observada una diferencia méxima de 0’006 entre las estimaciones
maéximo-verosimiles para ambas funciones de verosimilitud, es decir, del orden
de la precision de la estimacién; las estimaciones empiricas de los errores tipicos
coinciden hasta la cuarta cifra significativa).

La utilidad de agrupar los fenotipos en més de tres grupos (o sea, incluyendo
varios grupos centrales) se comprobé mediante un procedimiento de regresién
(no mediante estimaciones maximo-verosimiles, por la complejidad de cémputo).
En las condiciones normales, la potencia aumentaba de 0’71 a 0’75 cuando se
dividia la muestra en cinco o mas categorias.

La utilizacién del modelo simplificado no implica pérdida en la potencia.
Dieron el mismo resultado en lo que concierne al contraste Ho : 6 =0, Hy : § #0
(con & = 0'125) el andlisis de datos simulados bajo el modelo complejo (incluyen-
do genotipos maternos) tanto mediante el modelo complejo como mediante el
modelo simple.

Discusion

Maés alla de la simple deteccién de asociacién entre un locus marcador y un
cardcter, el genotipado por lotes permite estimar los efectos sobre el caricter.
Las estimaciones de las medias y de la desviacién tipica, para el caso de domi-
nancia completa y homocedasticidad, son centradas, con més precisién para la
media asociada al alelo dominante. Los métodos presentados no permiten la
estimacion de las frecuencias alélicas del cuantigén.

Se considerari la estimacién con modelos genéticos més complejos (dominan-
cia parcial, recombinacién entre marcador y cuantigén) y con fuentes adicionales
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de error (error técnico). Se buscardn estimadores de las frecuencias alélicas del
cuantigén que soslayen la falta de precisién de los estimadores presentados aqui.
Debe explorarse la posibilidad de modelar ciertos caracteres con distribuciones
no gaussianas, lo que analiticamente no plantea ningin problema con el método
de maxima verosimilitud.
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