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样本数量对白桦群体遗传参数估算的影响
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摘要! 群体遗传参数是群体遗传学研究的主要内容之一! 估算值的大小受群体样本数量的影响% 以帽儿山试验林

场白桦
6+4#'& 7'&457*5''&

种源试验林为对象 ! 采用序列相关扩增多态性"

3<=><4?<#@<ABC<( BDEA*F*<( E)AGD)@EH*3D

!

IJKL

&技术分析了种源内不同样本数量对白桦群体遗传多样性的影响% 结果表明$ 不同样本数量对白桦的估算的各

遗传参数有一定影响! 但影响各异% 其中! 对白桦群体多态位点百分率' 群体内遗传变异和群体间遗传参数影响

显著! 对总位点数' 多态位点数和基因流影响不显著% 样本数量对于群体间与群体内遗传变异的大小的研究结果

也产生影响! 如样本数量超过
.

个! 显示白桦种源内的遗传变异幅度大于种源间( 而样本数量为
#

个! 显示为种

源间遗传变异幅度大于种源内% 此外! 不同样本数量揭示出的种源间亲缘关系不同! 如样本数量超过
.

个!

,$

个

种源的聚类结果基本一致( 而样本数量为
#

个! 聚类结果无法反映白桦群体的亲缘关系% 最后! 提出了白桦遗传

多样性研究时样本数量的计算公式! 认为白桦多态位点百分率达
7.2$M

的样本数量应为
,,

个% 图
:

表
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林木种质资源是陆地生物的避护所和主基因库! 林木种质资源的丢失" 将引起邻近生物种及其种质

以
"#$!

倍的速率丢失#

$

$

! 了解林木群体的遗传背景% 遗传结构及群体间的亲缘关系" 是林木遗传多样研

究和采取科学有效措施保护其种质资源的前提和基础#

%

$

" 也为林木资源的开发与利用提供信息! 到目前

为止" 先后采用不同的标记技术对众多的林木遗传多样性进行了研究#

!&'

$

! 群体遗传参数是群体遗传学

研究的主要内容之一" 估算值的大小受群体样本数量的影响! 林木为异交物种" 需要一定的数量才能代

表
$

个群体" 因此群体内个体数量的多少可能对群体遗传参数估算产生一定影响! 然而" 长期以来" 在

树木遗传多样性研究中" 群体内个体数量对遗传参数研究结果的影响研究尚无报道! 序列相关扩增多态

性&

()*+),-)!.)/01)2 034/565)2 47/837.495(3

"

:;<=

'标记建立以来" 由于其操作简便% 成本低% 可信度

高% 易于测序等特点倍受分子生物学家的青睐 #

>

$

" 被迅速应用到花生
!"#$%&' %()*+#,#

" 油菜
-".''&$.

/.)0'

等植物#

?&$"

$的种质资源鉴定评价% 遗传图谱构建% 重要性状标记以及基因克隆等方面! 白桦
-,102#

)2#1()%(22#

是一种分布范围广% 适用性强% 用途广泛的阔叶速生树种" 然而" 有关白桦遗传多样性研究

中" 同样也没有重视种源内样本数量对遗传参数估算的影响问题#

$@

$

! 本研究以东北林业大学帽儿山试验

林场
$@

个白桦种源为对象" 采用
:;<=

技术分析了白桦种源内不同样本数量对其遗传多样性参数估算

的影响" 以期确定白桦遗传多样性分析的种源内个体最优数量" 也为其他树种遗传多样性研究提供参考!

$

材料与方法

!"!

植物材料

试验材料来自东北林业大学帽儿山实验林场内白桦种源试验林" 共
$@

个种源" 分别为凉水% 汪清%

新疆% 露水河% 小北湖% 辉南% 桓仁% 莫尔道嘎% 草河口% 绰尔% 宁夏% 清源% 东方红% 帽儿山% 乌伊

岭! 随机选取个体
%A

个(种源&$

" 共计
!BB

个样本!

%B$%

年
'

月采取当年生嫩叶" 用密封袋封好" 做好

标记" 放在冰盒中带回" 置于
">B #

冰箱中保存" 以备提取
CD<

!

!"#

试验方法

$E%E$

白桦叶片基因组
CD<

提取 白桦叶片基因组
CD<

提取参考文献#

$'

$!

$E%E% :;<=

标记分析
:;<=

反应体系为
%BEBB !F

)

BE%$$$B

'

!G

(

F

"$

CD<

"

$E@B !F

*

%@ 337/

(

F

"$

HG

%I

"

$J"B !F

*

@ $ $'E'> !K01

(

F

"$

3.4

酶"

BE%@ !F

*

%E@ 337/

(

F

"$三磷酸碱基脱氧核苷酸&

2DL=(

'"

%EBB !F

*

$B !37/

(

F

"$引物"

BE!@ !F

! 聚合酶链式反应&

=M;

'反应程序为)

N" #

预变性
@ 35,

"

N" #

变性
$ 35,

"

!@ #

复性
$ 35,

"

>% #

延伸
$ 35,

"

@

个循环*

N" #

变性
$ 35,

"

@B #

复性
$ 35,

"

>% #

延伸
$ 35,

"

!B

个循环"

>% #

延伸
> 35,

! 根据文献#

$>

$中的引物序列" 本研究中所用
:;<=

引物由上海生工合成! 从

亲缘关系最近的
%

个种源&莫尔道嘎和桓仁'中分别选
@

个个体用于多态性引物的筛选!

$J%J!

遗传多样性参数的估算
$@

个白桦种源" 每个种源按包含
"

"

?

"

$%

和
%B

个个体为研究对象"

利用筛选出的
$>

对引物对其扩增后分析各项的遗传参数! 电泳图谱中的每条带均代表了引物与模板

CD<

互补的一对结合位点" 可记为
$

个分子标记! 根据分子量标准对照反应产物在胶上的对应位置"

估计扩增产物的分子量大小" 有带的记为 +

$

," 无带的记为 +

B

,! 所得结果为一二元数据矩阵" 利用

=74G),) !%

软件计算各项遗传参数! 利用
DL(8( %J$B)

软件分析各源间聚类关系" 利用
H5,10O/) $@

软件

分析群体多态位点百分数与群体内个体数量之间的关系和作图!

%

结果与分析

#"!

基因组
$%&

的质量检测及多态性
'(&)

引物筛选

使用十六烷基三甲基溴化铵&

ML<P

'法提取的白桦基因组
CD<

在质量浓度为
$BJB G

(

F

Q$琼脂糖凝胶

电泳成像后如图
$

所示! 样品
CD<

为
$

条清晰明亮的条带" 无明显拖尾% 弥散或其他异常现象! 随机

抽取部分样品经紫外分光光度计检测"

5

&

%'B

'

R6

&

%?B

'值约
$E?

! 因此可以认为提取的
CD<

纯度较高"

符合
:;<=!=M;

扩增要求#

$?

$

!

前期基于表型研究的白桦种源实验结果表明) 莫尔道嘎和桓仁亲缘关系最近" 因此" 本研究中" 从

这
%

个种源内各随机选择
@

个个体用于引物的筛选! 以条带清晰并且群体与个体间有差异条带的引物为

选择标准" 从合成的
!B

对引物中进行筛选! 图
%

中
@

个泳道为
$

组扩增结果" 从左开始分别为莫尔道

毕志宏等) 样本数量对白桦群体遗传参数估算的影响
@'@
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表
!

不同样本数量估算的遗传参数比较

'()*+ ! ,-./(012-3 -4 5144+0+36 2(./*+ 217+ +261.(61-3 4-0 8+3+619 /(0(.+6+02

群体样本

数
:

个

平均等位基

因数
:

个

有效等位基

因数
:

个

;+1

!

2

基因

多样性指数

<=(33-3

!

2

信

息多样性指数

多态

位点

多态位点

百分率
:>

白桦总基

因多样性

种群内基

因多样性

群体基因

分化系数

群体间

基因流

? #@ABB $ CD?!? # &D!BA E &D?&? # #!A ABDB$ &D!$# ! &D#!? % &DB!! E &D?BF ?

% CDAFF % CD?!& F &D!BF ? &D?&! C CE! AFDF% &D!BF ? &DCBC ? &D?CC A &DFCE A

C! CDA%B ! CD?!! & &D!B$ A &D?&& % CEE A%DB! &D!B$ A &DC$& % &DEF? ! &D%E$ E

C$ CDA%B ! CD?!B % &D!B% & &D?&C % CEE A%DB! &D!B% & &DC$F C &DEB! $ &DAC% C

!& CDA%B ! CD?!F & &D!BA C &D?&E $ CE? AAD!$ &D!BA C &DCF& F &DE?& A &DA$$ B

嘎和桓仁的种源及个体" 图
!

为引物
.+!+.E

组合扩增结果# 从图
!

可看出$ 该引物扩增时" 不仅
!

个

种源间存在差异性条带" 且同一种源内不同个体间也有清晰差异条带# 这表明引物
.+!+.E

符合引物选

择的标准" 可用于白桦群体遗传多样性的研究# 按此标准" 从合成的
E&

对引物中" 筛选出
CF

个条带清

晰% 多态性高的引物用于实验分析&表
C

'#

图
C

部分白桦样本基因组
G;H

的琼脂糖凝

胶电泳检测结果

I18J0+ C G+6+961-3 -4 !"#$%& '%&#(')%%& 8+3-.19 G;H J2138

(8(0-2+ 8+* +*+960-/=-0+212

图
!

白桦
<KHL

引物!

.+!+.E

"的筛选

I18J0+ ! L01.+0 2+*+96+5 4-0 <KLH -4 !* '%&#(')%%&

表
" #$%&

引物序列

'()*+ C /01.+0 2+MJ+39+2 -4 <KHL

引物名称 序列&

B!!E!

' 引物名称 序列&

B!!E!

'

.+C 'NHN',,HHH,,NNH'H +.# NH,'N,N'H,NHH''HH'

.+! 'NHN',,HHH,,NNHH' +.! NH,'N,N'H,NHH'''N,

.+E 'NHN',,HHH,,NNHHN +.E NH,'N,N'H,NHH''NH,

.+? 'NHN',,HHH,,NN'HH +.? NH,'N,N'H,NHH'''NH

.+B 'NHN',,HHH,,NN',, +.B NH,'N,N'H,NHH''HH,

.+$ 'NHN',,HHH,,NN'N, +.$ NH,'N,N'H,NHH''N,H

+.F NH,'N,N'H,NHH'',HH +.% NH,'N,N'H,NHH'','N

+.A NH,'N,N'H,NHH'',NH +.#& NH,'N,N'H,NHH'',HN

+.## NH,'N,N'H,NHH'',,H

!'!

白桦种源不同样本数量估算的群体遗传多样性

利用
#F

对
<KHL

引物分别对包含
?

"

%

"

#!

和
!&

个样本个体的白桦共
#B

个种源进行扩增后分析"

并利用
LOL 8+3+

软件计算各遗传参数# 表
!

为不同样本数量时白桦群体遗传多样性各参数的平均值#

结果发现$ 样本数量不同时" 各项遗传参数平均数也存在一定差异# 这说明样本数量对白桦群体的遗传

参数估算有一定的影响# 如当群体样本数量分别为
?

"

%

"

#!

"

#$

和
!&

时" 各群体的多态位点分别为

#!A

"

#E!

"

#EE

"

#EE

和
#E?

个" 多态位点百分率为
ABDB$P"AAD!$>

# 平均等位基因数为
CDABB $"CDA%B !

"

有效等位基因数为
CD?!& F"CD?!F &

"

;+1

!

2

指数的变动范围为
&D!B$ A"&D!BA E

"

<=(33-3

指数的变动范围

为
&D?&& %"&D?&? C

# 进一步分析发现" 在不同样本数量条件下" 各项遗传参数变异最大种源均为凉水"

如当群体样本数量为
?

时 " 共检测到
CEB

个位点 " 其中多态位点有
C!A

个 " 多态位点百分率达

ABDB$>

# 多态位点百分率为
CFDF%>QB!DEE>

" 平均等位基因数为
CDCFF %"CDBEE E

" 有效等位基因数为

CDCC! $"CDEB$ $

"

;+1

!

2

指数的变动范围为
&D&$$ &"&D!&B A

"

<=(33-3

指数的变动范围为
&D&A% E"&DE&? !

"

B$$
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上述的遗传参数均表现为凉水种源各项遗传参数最大! 且在
#$

个种源间变化趋势一致" 当群体样本数

为
%

!

#&

!

#'

!

&(

时凉水种源各项遗传参数均最大" 而各项遗传参数最小的种源随样本数量的变异均不

同! 如样本数量为
#&

时! 共检测到
#!$

个位点! 其中多态位点有
#!!

个! 多态位点百分率达
)%*$&+

!

多态位点百分率为
!"*(,+!,,*,%+

! 平均等位基因数为
#*!"( ,!#*,,, %

! 有效等位基因数为
#*#'' ,!

#*"&( )

!

-./

#

0

指数为
(*#(# $!(*&") &

!

1234454

指数为
(*#$' '!(*!,% $

" 上述遗传参数中! 汪清种源

各项遗传参数最小$ 而样本数量为
#'

时! 共检测到
#!$

个位点! 其中多态位点有
#!!

个! 多态位点百

分率达
)%*$&+

! 种源的多态位点数为
",6#(%

! 多态位点百分率为
!"*%#+6%(*((+

! 平均等位基因数为

#*!"% #!#*%(( (

! 有效等位基因数为
#*#%( (!#*"&$ "

!

-./

#

0

指数为
(*#(% #!(*&$# #

!

1234454

指数为

(*#'$ (!(*!%# &

! 上述遗传参数中! 清源种源的各项遗传参数最小$ 样本数量为
%

和
"

时! 各项遗传参

数最小的为淖尔种源% 此外!

"

个样本数量与其他样本数量之间的平均等位基因数! 多态位点数! 多态

位点百分率!

!

7

!

!

0

!

"

07

和
#

8

差异较大"

表
&

同时也表明& 样本数量对白桦群体内与群体间遗传变异大小的研究结果也有影响% 如当群体样

本数量为
"

时!

",*,%+

的遗传变异存在于种源内!

$&*&&+

的遗传变异存在于种源间% 当群体内样本数

量超过
%

时! 研究反映出白桦种群内遗传变异幅度超过群体间$ 如群体样本数量为
%

时!

$%*%&+

的遗传

变异存在于种源内!

"#*#%+

的遗传变异存在于种源间$ 当群体样本数量为
&(

时!

'$*%%+

的遗传变异存

在于种源内!

!"*#&+

存在于种源间%

!"#

不同样本数量对群体间亲缘关系分析结果的影响

为了进一步分析种源内样本数量差异对于白桦遗传结构研究结果的影响! 笔者又研究了不同样本数

量下的白桦种源遗传进化关系% 图
!

表明& 样本数量对于白桦种源遗传进化关系分析结果有一定的影

响% 如种源样本数量超过
#&

时!

#$

个种源的聚类结果基本一致'图
! 9

! 图
!:

和图
!;

(! 均可在遗传

距离为
(*#,

时! 分成
"

个类群! 而且每个类群包括的种源基本一致% 样本数量为
%

时! 在
(*#,

的遗传

距离处!

#$

个种源则划分为
$

个类群! 其中凉水种源单独聚成一类'图
!<

(% 而种源样本数量为
"

时!

在
(*#,

的遗传距离处!

#$

个种源被划分成
,

个类群! 反映不出群体进化的基本规律'图
!=

(% 此时! 只

有当遗传距离达到
(*&$

左右时!

#$

个种源才可划分成
"

类! 但凉水种源单独聚成一类! 帽儿山) 东方

红和乌伊岭种源聚成一类! 新疆和露水河种源聚成一类! 其余
)

个种源聚成一类% 由此可见& 当样本数

量仅有
"

个时! 其揭示的白桦群体间的亲缘关系与样本数量为
%

个和超过
#&

时存在差异% 而且! 种源

样本数量为
"

时!

#$

个种源遗传距离变化范围为
(*($( '6(*&%( (

! 其中清源和宁夏种源的遗传距离最

小! 桓仁和乌伊岭种源的遗传距离最大% 当种源样本数量为分别
%

!

#&

!

#'

和
&(

!

#$

个种源间在
(*(""

(6(*&#& $

范围内变化! 而此时淖尔和凉水种源间的遗传距离最大! 莫尔道嘎和桓仁种源的遗传距离最小%

!"$

样本数量和主要遗传参数的相关分析

由于样本数量对白桦遗传参数与遗传结构的分析结果均产生一定的影响! 因此为弄清样本数量与各

遗传参数之间的具体关系! 分析了不同样本数量与其对应的各项遗传参数作相关性% 结果'表
!

(表明&

种源内不同样本数量与白桦群体多态位点百分率) 群体内遗传变异和群体间遗传变异参数相关性显著!

与总位点数) 多态位点数和基因流的相关性不显著% 这进一步表明! 在研究异交群体遗传多样性时! 应

科学估算出群体样本的最佳数量%

!"%

白桦遗传多样性研究时样本数量的确定

白桦种源样本数量与一些遗传参数之间存在显著或极显著相关性! 这为确定白桦遗传多样性研究

时! 确定合理的样本数量提供了可能% 在群体遗

传多样性研究中! 多态位点百分率越高越有利于

分析和研究群体遗传多样和遗传结构! 因此对白

桦种源不同样本数量与多态位点百分率进行拟合

分析'图
"

(! 在
)$+

的置信区间内! 两者之间呈

一元二次曲线关系! 决定系数为
%)+

! 表明两者

之间存在较好的相关性% 我们在白桦遗传多样性

研究时! 在综合考虑成本) 技术难度等基础上!

表
#

样本容量与主要遗传参数的相关性

>3?@. ! 95AA.@37/54 ?.7B..4 038C@. 0/D. 34E 83/4 F.4.7/G C3A38.7.A0

主要遗传参数 与样本容量的相关系数 显著水平

总位点数
(*%&& (*(%%

多态位点
(*%&& (*(%%

多态位点百分率
H+ (*)'" (*(!(

群体内遗传变异
H+ "(*)#( (*(!&

群体间遗传变异
H+ (*)$( (*(#!

基因流
"(*'$, (*&##

毕志宏等& 样本数量对白桦群体遗传参数估算的影响
$',
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根据所需多态位点百分率大小! 计算出所需样本的数量" 如当白桦遗传多样性研究时! 以最低所需多态

位点百分率
'%()*

为标准! 则每个种源所需样本数量为
#&($+,

个! 实际操作中可设为
--

个样本个体"

,

讨论与结论

对于异交植物! 种群内和种群间遗传变异较大! 必须有一定数量个体才能代表该种群的基因库! 因

此群体样本数量会对研究结果产生影响" 如
./01/0

等#

#'

$在研究白鲜
!"#$%&'() %*+()

时发现! 其遗传

多样性及多态位点随群体样本容量的不同而发生变化! 而且群体大小% 多态位点百分率和遗传多样性间

存在显著的相关性" 本研究表明& 白桦种源内样本数量对白桦群体多态位点百分率% 群体内遗传变异和

群体间遗传参数影响显著! 对总位点数% 多态位点数和基因流影响不显著"

2.34

等#

!"

$研究发现不同样

本容量的野生大豆
,*-."'/ )012

种群间得到的遗传多样性指数存在较大差异" 本研究同样发现& 白桦种

源样本数量不同时! 其估算的遗传多样性指数也存在一定差异" 如样本数量为
5

时! 多态位点数和百分

率最大与最小的种源分别为凉水和淖尔! 而样本数量超过
%

个时! 则为凉水和清源" 此外! 种源内不同

个体数量反映的种源内与种源间的遗传变异不同! 如种源内样本数为
5

时! 白桦种源间的遗传变异大于

种源内" 而当群体样本数量超过
%

时! 白桦种源内的遗传变异幅度大于种源间"

3(

种源样本数为
5

的
-)

个种源聚类结果!

6(

种源样本数为

%

的
-)

个种源聚类结果!

7(

种源样本数为
-!

的
-)

个种源

聚类结果!

8(

种源样本数为
-$

的
-)

个种源聚类结果!

/(

种源样本数为
!&

的
-)

个种源聚类结果"

图
,

不同样本数量时
-)

个白桦种源聚类图

9:;<=> , 8:??>=>@A @<BC>= D? EFBGH>E ?D= -) C:=IJ G=DK>@F@I> IH<EA>=:@; BFG

3 6

8

7

/

3

3

凉水
汪清

)$%
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本研究发现! 群体样本数量对遗传群体间遗传

距离的分析结果产生一定的影响" 如源样本数量为

"

时" 清源和宁夏种源的遗传距离最小" 桓仁和乌

伊岭种源的遗传距离最大# 而样本数量超过
#

时"

淖尔和凉水的遗传距离最大" 莫尔道嘎和桓仁的遗

传距离最小# 这与样本数量超过
$%

时" 通过表型分

析得到的研究结果相同" 如高玉池等$

&$

%利用表型性

状对帽儿山地区
$%

年生白桦种源间的亲缘关系进行

了分析" 结果表明淖尔和凉水的遗传距离最大" 莫

尔道嘎和桓仁的遗传距离相对较小# 此外" 样本数

量也对白桦种源间的遗传进化关系分析结果有一定

的影响" 如在相同的遗传距离处&

%'$(

'" 样本数量

为
"

时"

$)

个种源被划分成
(

个类群( 样本数量为
#

时"

$)

个种源被划分成
)

个类群( 样本数量超过

$&

时"

$)

个种源被划分成
"

个类群# 上述分析表明! 群体样本数量不仅对白桦各群体的遗传参数产生影

响" 也对群体间遗传进化关系的分析结果有一定的影响#

异交植物多少个体才能代表一个群体" 才能得到较为客观真实的遗传多样性参数在草本植物或花卉

植物中有所研究# 如
*+,-.

等$

&&

%在研究野生二粒小麦
!"#$#%&' (#%)%%)#*+,

的遗传多样性时发现" 有的

群体
)/0

个个体就可以使多样性标准差不大于
$%1

" 个别一些则需
$&

个以上的个体#

234+5

等$

&!

%发现"

蔷薇
6789:;9;

种群个体数超过
$%

个以后" 就不能提供更多的种群杂合度信息# 本研究发现! 白桦种源

内样本的数量与其多态位点百分率呈一元二次曲线相关" 且决定系数达
#<1

# 并以此为公式计算白桦遗

传多样性研究时" 如设定要探测到的多态位点百分率达
<#')1

以上时" 每个种源至少必须含有
$$

个样

本个体#

"
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