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Wstep

Wprowadzenie réznego typu markeréw do badan genetycznych 1 hodowlanych
zrewolucjonizowato te dziedziny nauki. Markery, m.in. molekularne, stosuje si¢ w se-
lekcji oraz do transformacji genetycznych [16, 38]. Przed rozpoczgciem tych czyn-
nosci nalezy jednak zlokalizowaé gen lub grupe genéw kontrolujacych dang cechg, 1o
znaczy podaé odleglosci sprzezeniowe szukanych genéw od badanych markerow.
Doktadnos¢ i poprawnosé wnioskéw zalezy w duzej mierze od precyzji okreslenia
potozenia genu na chromosomie. Dlatego tez bardzo wazna rolg w lokalizacji 1 esty-
macji efektow gendw odgrywaja metody statystyczne.

Niniejsza praca ma na celu przegladowe spojrzenie na podstawowe metody staty-
styczne stosowane w mapowaniu genéw kontrolujacych cechy ilosciowe (QTL).

Dos$wiadczenie i obserwacje

Doswiadczenie genetyczne majace na celu lokalizacjg genow odpowiedzialnych
za cechg ilosciowa polega na wykonaniu kontrolowanego krzyzowania dwu homozy-
gotycznych form rodzicielskich i obserwacji potomstwa z tego krzyzowania, tzn. ob-
serwacji mieszancéw pokolenia F,, mieszanicow zkrzyzowan wstecz.nych,. linii _vifsob-
nych lub linii podwojonych haploidéw. Istotne jest, aby jednoznaczm_e stw1erd21c,. czy
obserwowany obiekt (ro$lina, linia) pod wzgledem danego markera jest typu takiego
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jak pierwsza z form rodzicielskich, typu takiego jak druga z form rodzicielskich czy
tez jest heterozygota. Tak wiec przy zatozeniu, ze mowimy o roslinach diploidalnych,
a takze iz marker moze posiadac jedynie dwie formy alleliczne, obserwacja genotypu
markerowego jest obserwacja cechy o liczbie mozliwych warto$ci rownej dwa (w
wypadku markeréw dominujacych lub markeréw kodominujacych obserwowanych
w potomstwie homozygotycznym) lub trzy (w innych wypadkach). Omawiane w dal-
szym ciggu modele dotycza sytuacji, w ktorej obserwacji podlegaja linie homozygo-
tyczne (wsobne lub podwojonych haploidow).

Potomstwo, w liczbie , jest jednoczesnie obserwowane pod wzgl¢dem cechy ilo-
sciowej, najczescie] w doswiadczeniu polowym zaktadanym w uktadzie blokowym.
Wstepna analiza wariancji dla tego doswiadczenia powinna odpowiedzie¢ na pytanie,
czy obiekty sa istotnie zréznicowane. Jezeli tak jest, fenotyp potomstwa jest dalej opi-
sywany przez n wartosci srednich.

Zalézmy wigc, ze dany jest n-wymiarowy wektor obserwacji (srednich) fenotypo-
wychy=(1,¥2, ... ,¥n) oraz g n-wymiarowych wektorow obserwacji genotypowych
m;,[/=1,2, ..., q,ktérych elementami s 1 lub -1, w zaleznosci od tego, po ktérym
zrodzicow linia odziedziczyta allele w danym locus markerowym (znak ,, T” oznacza
transpozycj¢ wektora).

Dodatkowo zal6zmy, iz dostgpna jest mapa sprz¢zeniowa obserwowanych mar-
kerow, wykonana na podstawie wyliczonych czgstosci rekombinantéw. Mapa taka
okresla najbardziej prawdopodobne liniowe utozenie markerow wraz z odlegtosciami
pomigdzy nimi podanymi w morganach; sposoby konstrukcji map podaja m.in. Staub
11n. [29] oraz Jones i in. [10].

Celem analizy jest identyfikacja nieznanych QTL sprzezonych z obserwowanymi
markerami.

Pordwnanie wartosci Srednich

Wezesne badania dotyczace linii wsobnych [28] majace na celu oceng efektu genu
sprz¢zonego z markerem oparte byly na testowaniu istotnosci roznicy $rednich feno-
typowych. Jezeli przez y, oraz y_, oznaczymy wartosci $rednie tych linii, dla ktérych

pewien obserwowany marker przyjmowat wartos¢, odpowiednio 1 oraz —1, to staty-
styka testowa

(1)

(gdzie sp oznacza standardowy btad réznicy) ma rozklad t-Studenta (dlan<30)zn-2
stc?pniami swobody lub przyblizony rozktad normalny (dla n> 30). Istotna réznica po-
migdzy Srednimi dla dwu grup linii (na ustalonym poziomie istotnosci) interpretowa-
na byla jako sprzezenie pomiedzy QTL i markerem [27,31]. Efekt QTL jest wowczas
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oceniony jako potowa tej roznicy. Jak fatwo zauwazy¢, przedstawiona wyzej statysty-
ka Z jest rownowazna statystyce F otrzymanej z jednoczynnikowej analizy wariancji
przy klasyfikacji linii ze wzgledu na genotyp markerowy [30].

Podstawowa wada tej metody, jak i przyczyna niedoszacowania efektu QTL, jest
niedoktadnos¢ lokalizacji dziatajacych genow. W praktyce bardzo rzadko gen kontro-
lujacy dang ceche zajmuje dokladnie locus, w ktérym zlokalizowany jest marker. Naj-
czegscie) QTL umiejscowiony jest w pewnej odleglosci od kazdego z marker6w nanie-
sionych na dostgpna mape sprzezeniowa.

Zauwazy¢ nalezy analogi¢ pomiedzy opisana powyzej analiza a pewnymi roz-
wazaniami znanymi z klasycznej genetyki ilosciowej. Wartosci ¥, 1y_, utozsamia¢
mozna z wartosciami Srednimi tzw. grup linii ekstremalnych, shuzacymi w genetyce
ilosciowej do estymacji efektéw genow dzialajacych na ceche w wypadku, gdy do-
stgpne sa tylko obserwacje cechy ilosciowej dla linii homozygotycznych [11]. Linie
ekstremalne to linie o najwiekszej oraz najmniejszej ekspresji badanej cechy, czyli
teoretycznie te, ktére zawierajq jedynie allele, odpowiednio, zwickszajace oraz
zmniejszajace wartos¢ cechy. Odpowiedniosc¢, o ktorej moéwimy, bytaby pelna, gdyby
wszystkie linie maksymalne mialy genotyp jednego z rodzicéw, a linie minimalne —
drugiego. Oczywi$cie w praktyce sytuacja taka nie wystepuje, przede wszystkim dla-
tego, ze do linii ekstremalnych zalicza si¢ jedynie kilka linii reprezentujacych skrajne
wartosci empirycznego rozkladu cechy ilosciowe;.

Regresja liniowa

Lander i Botstein [14] zaproponowali w celu estymacji potoZenia i efe.l.cru- QTL
tzw. mapowanie przedziatowe (interval mapping). Polega ono na weryfikacji hipote-

zy o istnieniu QTL pomiedzy dwoma tzw. markerami flankujacymi, w kolejnych po-

zycjach chromosomu wybranych z zadanym krokiem, np. 1 centymorgan (CM). Dla

kazdej takiej pozycji obserwacje fenotypowe opisuje si¢ modelem regresyjnym
y=ul +bx, +e (2)

gdzie p oznacza $rednig ogdlna, x,— wektor wartosci genotypowych QTL, natomiast b
o0znacza efekt tego QTL. Elementy wektora X, sa oczywiscie nieobserwowalne, vxfy-
Znacza si¢ je za pomoca odpowiedniej funkcji wartosci genotypowych dla rparlferow
flankujacych oraz odlegtosci QTL od tych markeréw. W celu zweryfikowania hipote-

Zy zerowej

H,:b=0 3)
0 braku efektu QTL, przeciwko hipotezie alternatywne;j

H :b#0 “4)
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mowiacej, ze efekt ten jest rézny od zera, Lander 1 Botstein [14] zastosowali metodeg
najwigkszej wiarogodnos$ci. Zaproponowana przez nich statystyka ma postaé

LOD = logﬂ (5)

0
gdzie L, oraz L, oznaczajg maksima funkcji wiarogodnosci wyznaczone przy praw-
dziwosci hipotez, odpowiednio, alternatywnej oraz zerowej. Jako wartos¢ progowa
(krytyczna) LODgg Lander 1 Botstein [14] zaproponowali liczbe z przedziatu <2; 3>,
wybrang w zaleznosci od wielkosci genomu 1 gestosci rozmieszczenia markerow.
Sami zas w praktyce istotnos¢ efektow QTL oceniali przy wartosci progowej 2,4. Od-
powiada to, w przyblizeniu, poziomowi istotno$ci rdwnemu 0,001.

Problem wyboru wartosci progowej LODgy okazat si¢ dos¢ istotny w badaniach
praktycznych. R6zni autorzy przyjmowali rézne wartosci: od 2 [12] do 3 [19]. Pewne
rozwiazanie tego problemu zaproponowali Churchill i Doerge [3], sugerujac uzycie
testow permutacyjnych do wyznaczania LODxgg.

Opisywana tu metoda regresji znalazta szerokie zastosowanie w lokalizacji QTL
1 estymacji efektow w badaniach empirycznych (m.in. [5, 9, 21] oraz liczne prace
poswigcone roznym gatunkom roslin); sposréd prac autoréw polskich na uwage za-
stuguja pozycje Masoj¢ 1 Milczarski [17], Masoj¢ i in. [18] oraz Wolko i in. [36]. Me-
toda ta jest podstawg dziatania programu MAPMAKER/QTL, najpopularniejszego
programu komputerowego stuzacego do lokalizacji QTL.

Wada metody najwigkszej wiarogodnosci jest niewykrywanie istotnych QTL
w pewnych sytuacjach. Na przykiad, gdy pomigdzy markerami flankujacymi znajduja
si¢ dwa loci (lub wigcej) determinujace dang ceche, uzycie metody najwiekszej wiaro-
godnosci spowoduje wykrycie tylko jednego z nich — tego, dla ktorego wartosé staty-
styki testowej bedzie najwieksza.

Regresja wielokrotna

Reiter 1 in. [23] zastosowali w badaniach nad kukurydza model wielokrotne;j re-
gresji liniowej do lokalizacji i estymacji efektow gendw odpowiedzialnych za odpor-
no$¢ na stres. Markery o istotnych efektach regresyjnych (ocenianych indywidualnie)
umieszczane byly w modelu jako zmienne niezalezne (objasniajace). Przy stosunko-
wo niewielkiej liczbie obserwacji genotypowych (77 markeréw typu RFLP) niedo-
szacowanie efektéw QTL tlumaczono tym, ze loci z duzymi efektami fenotypowymi
mogly znajdowac si¢ w rejonach genomu, ktére nie byly pokryte markerami, a co za
tym idzie, nie mogty by¢ wykryte.

Dazac do poprawy oszacowania parametrow, zwigkszano liczbe obserwowanych

marker6w, udoskonalajac zarazem metody estymacii. Zaproponowano model regresji
wielokrotne;
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y=pul+ idi,ml,+e (6)

i=1
gdzie/; e {1,2,...,q},i=1,2,...,p. Wystepujace w tym modelu markery m, utozsa-
miane s3 z QTL determinujacymi badana ceche, d ; 0znaczajg efekty poszczegdlnych
QTL. Rozwazanie determinowania badanej cechy przez wiele QTL pozwala na wy-
eliminowanie marker6w, ktore testowane indywidualnie wykazuja wplyw na ceche,
lecz w analizach wielokrotnych nie charakteryzuja sie zadnym wplywem na warto$¢

fenotypowa. Wybér markeréw dokonywany jest najczesciej poprzez selekcje kro-
kowa w przéd lub wstecz. Model (6) mozna przedstawi¢ w postaci macierzowej jako

y=Xp+e (7
gdzieX = [1, m,,m,,.., m; ],aB:[u,a’,l ,a’,2 . ,d,p ]T.Przy spetnieniu zalozen

rozwazanych przez Landera i Botsteina [14] dotyczacych wektora y oraz macierzy

obserwacji markerowych X do estymacji wektora nieznanych parametréw p zastoso-
wac¢ mozna metode¢ najwigkszej wiarogodnosci, jak czyni chociazby Zeng [40]. Dla
powyzszego modelu zastosowa¢ mozna réwniez metode najmniejszych kwadratow.

Wowczas estymator wektora B ma postaé [26]:
p=(X"X)" Xy 8)
Weryfikacji hipotezy o istotnosci sktadowych wektora 3 dokonujemy za pomoca
statystyki
MS )

gdzie MSy i MSg oznaczaja Srednie kwadraty dla, odpowiednio, modelu i bigdu. Staty-

styka (9) ma rozklad F-Snedecora zp i n —p — 1 stopniami swobody.. .
Sprzg¢zenie markera z QTL, jak juz wspomniano, bardzo rzadko jest calkowite.

W celu poprawy estymacji efektow QTL Zeng [39] zaproponowat wigc tzw. ?}ozone
mapowanie przedzialowe (composite interval mapping),_%qc;qce mapowanie prze-
dzialowe z regresjg wielokrotna. W modelu (6) pojawiaja sig dodatkovyo zmienne
zwiazane z QTL zlokalizowanymi pomiedzy obserwowanymi markerami. Otrzymu-

Jemy wéwczas model

F=

y=p1+id,im,i +Zdjxj+e (10)
i=1 Jj=1

gdzie ¢ oznacza liczbe QTL zlokalizowanych pomigdzy markergml. Elemgnty kazd’ej
80 z wektorow x; wyznacza sig, podobnie jak w wypgdku (2), Ja}(o funkcje wartosci
genotypowych markeréw flankujacych oraz odleg{os”m QTLod mch.. Wszystkle pgra-
metry wystepujace w modelu (10) mozna estymowa¢ metoda najmniejszych kwadra-
tow, podobnie jak w wypadku modelu (6). Model regresji wielokrotne; zastosowapo
W takich programach komputerowych stuzacych do lokalizacji QTL, jak m.m.

MQTL, QTL Cartographer.
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Dyskusja

Zaprezentowane powyzej metody lokalizacji i estymacji efektéw genéw determi-
nujacych cechg ilosciowg ukazujg ksztaltowanie si¢ procesu opracowywania danych
do$wiadczalnych wraz ze wzrostem znaczenia obserwacji genotypowych markeréw.
W pracy ograniczono si¢ do ogdlnego scharakteryzowania trzech metod: opartej na
poréwnaniu Srednich warto$ci fenotypowych, wykorzystujacej regresje liniowg oraz
opartej na regresji wielokrotnej. Ogromny wkiad w proces opracowywania tych me-
tod wniosty badania symulacyjne (m.in. [6, 20, 35]).

Z wymienionych w pracy metod duza popularnoscia cieszy sie obecnie, pomimo
pewnych wad, metoda zaproponowana przez Landera i Botsteina [14], oparta na regre-
sji liniowe; i zasadzie najwigkszej wiarogodnosci. Ma to bezposredni zwiazek z dostep-
noscia programu komputerowego MAPMAKER/QTL bazujacego na tej wlasnie meto-
dzie. Niedostatkiem metody (oraz wspomnianego programuy) jest trudnos¢ w przystoso-
waniu analizy statystycznej do konkretnej sytuacji eksperymentalnej, np. doswiadcze-
nia blokowego lub doswiadczenia przeprowadzonego w wielu srodowiskach. Lokaliza-
cja QTL dokonywana jest wiec na podstawie $rednich dla linii.

Wydaje sig, ze lepsza, bardziej precyzyjna metoda jest ztozone mapowanie prze-
dziatlowe [39]. Do wykrycia i oceny efektéw QTL zastosowaé w tym wypadku mozna,
przyjmujac odpowiednie zalozenia, zardwno metode najwigkszej wiarogodnosci, jak
1 najmniejszych kwadratow. Uzywajac tej ostatniej, obliczenia mozna wykonaé nie
tylko za pomoca jednego ze specjalistycznych programoéw wspomnianych poprzed-
nio, ale takze uzywajac og6lnych pakietow statystycznych, stosujac standardowe pro-
cedury regresji wielokrotne;.

Na tle przedstawionych metod lokalizacji QTL oraz wynikajacych z literatury po-
trzeb badan genetycznych powstaje pytanie o kierunki rozwoju odpowiedniej meto-
dologii statystycznej. Jednym z takich kierunkéw jest niewatpliwie uwzglednienie
problemu interakcji QTL x $rodowisko [1, 4, 8, 25, 33]. Drugim wydaje sie wziecie
pod uwagg interakcji pomigdzy determinujacymi ceche genami [22, 24,33, 37]. Esty-
macja efektow zwiazanych z interakcija pomigdzy QTL jest najczesciej pomijana ce-
lowo, gdyz branie pod uwage tych efektow powoduje szybkie zwigkszenie liczby pa-
rametrOw w modelu [7, 32]. Wreszcie, interesujace wydaja si¢ prace nad wykorzysta-
niem w lokalizacji QTL modeli wielowymiarowych, pomocnych szczegolnie w bada-

niach nad plejotropowoscia i sprz¢zeniem QTL determinujacych rézne cechy fenoty-
powe [2, 13, 15, 34].
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Statistical methods in localization and estimation
of the effects of quantitative trait loci

Key words: linear regression, multiple regression, maximum likelihood
method, least squares method, quantitative trait locus

Summary

The paper presents three methods of localization and estimation of the effects of
quantitative trait loci: the method based on the comparison of mean values for marker
genotypes, the interval mapping method which uses the linear regression and the com-
posite interval mapping method based on the multiple regression.
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