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摘要:针对目前多倍体植物的微卫星数据等位基因拷贝数据处理困难、数据格式转换等问题,利用

R 语言下 Polysat 软件包,以巴山木竹 13 个种群 260 份样本的微卫星数据为例,进行微卫星数据的

导入、输出和基因分析,如微卫星等位基因信息统计 SSR 数据的基因型判断及无性系克隆的划分,
种群间的 PCA 分析,种群间的 Fst 值分析等。 认为与其它多倍体数据处理软件相比,该软件 R 编

程环境具备的多功能性和数据输入、输出方法简单等特性,为相关研究人员提供了方便。
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Abstract:
 

In
 

response
 

to
 

the
 

difficulties
 

in
 

processing
 

allele
 

copy
 

data
 

and
 

data
 

format
 

conversion
 

of
 

poly-
ploid

 

plants,
 

the
 

Polysat
 

software
 

package
 

in
 

R
 

language
 

was
 

used
 

to
 

import,
 

output,
 

and
 

analyze
 

micro-
satellite

 

data
 

from
 

260
 

samples
 

of
 

13
 

populations
 

of
 

Bashania
 

fargesii,
 

including
 

genotype
 

judgment
 

and
 

clone
 

division
 

of
 

SSR
 

data
 

for
 

micro-satellite
 

allele
 

information
 

statistics,
 

as
 

well
 

as
 

PCA
 

analysis
 

and
 

Fst
 

values
 

analysis
 

between
 

populations.
 

Compared
 

with
 

other
 

polyploid
 

data
 

processing
 

software,
 

the
 

R
 

pro-
gramming

 

environment
 

of
 

this
 

software
 

had
 

the
 

characteristics
 

of
 

versatility
 

and
 

simplicity
 

of
 

data
 

input
 

and
 

output,
 

providing
 

convenience
 

for
 

relevant
 

researchers.
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　 　 微卫星 DNA 为简单重复序列(SSR),因其数量 丰富,普遍分布于整个基因组,具有共显性、高多态
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性、重复性,可区分纯合、杂合基因型且可表达生物

的倍性信息而被广泛应用于基因分析[1-2] 。 然而,
对于多倍体植物来说,往往很难确定杂合子等位基

因的重复数[3-4] 。 复杂的遗传模式和难以确定的等

位基因拷贝数,且仅有少量软件可用来处理关于遗

传基因多样性的多倍体微卫星数据,使得使用微卫

星 DNA 技术研究多倍体生物受到阻碍[5-7] 。 因此,
研究开发、使用新的软件处理多倍体生物微卫星数

据对于多倍体植物基因分析意义重大。
近年来,为了解决这一难题,用来统计多倍体微

卫星数据的软件相继被开发,如 Spagedi[8] 、Tetra[9] 、
Popdist[10] 、Atetra[11] 和 Polysat[12] 等。 其中,Polysat
是基于 R 平台下的一个软件包,由 Clark 和 Jasieniuk
于 2011 年开发。 相比其他几款软件,在限定同源多

倍体和异源多倍体遗传模式下,Polysat 的使用更为

简便[12] 。 该软件包可以对微卫星扩增植物的倍性

进行评估[12] 。 它可以处理任何多倍体数据,包含了

混合和未知倍体植物的数据。 它能够导入和导出数

据,可排除特定位点、样本或群体,非常便捷地完成

微卫星等位基因信息的统计;能够进行 SSR 数据的

基因型判断和无性系克隆的划分;可以计算样本、种
群间的遗传距离;完成种群间的 Fst 值分析[12] 。 国

外使用该软件处理多倍体微卫星数据的做法已趋于

成熟[13-15] ,而国内在多倍体生物使用微卫星研究分

析过程中多数研究仍忽略等位基因频率的计算,使
得该项技术失去共显性标记的优势[16-18] 。 为了更

好地引入 Polysat 处理多倍体生物微卫星数据的方

法,本文以巴山木竹的克隆鉴定和遗传多样性数据

分析为例,说明 Polysat 软件的数据处理和分析过

程,以期为更多研究者处理多倍体微卫星数据提供

帮助。

1 数据来源

数据来源于巴山木竹 13 个种群的微卫星数据,
每种群 20 份样本。 采用 6 对荧光标记的微卫星引

物对所有样本进行 DNA 扩增[19] ,之后进行毛细管

电泳检测(检测仪器 ABI3730XL,Applied
 

Biosystems,
 

USA),
 

读取扩增片段大小( GeneMapper
 

4. 0,ABI,
 

USA 软件),并对扩增片段数据进行矫正,将其输入

到 Excel 表格中。
2 数据处理过程

2. 1 Polysat 的下载及安装

Polysat 是基于 R 语言环境运行的,使用之前需

要下载安装 R 软件,下载网址:http: / / www. r -pro-
ject. org。 安装 R 软件,运行 R 软件,在 R 环境下加

载安装 Polysat。 首次安装命令为两步:第一步,安装:
>install. packages(″polysat″);第二步,加载: > library
(″polysat″)。 退出或重启 R 后,每次需要重新加载

Polysat,使用上述第二步命令即可。
2. 2 Polysat 数据的导入、基本信息的输入和数据的

导出

2. 2. 1 Polysat 数据的导入

Polysat 使用纯文本文件输入数据,数据文件要

保存于 Polysat 安装文件下的 data 文件夹中,格式同

Polysat 安装文件下的 GeneMapperExample 纯文本文

件,可依次命名为 GeneMapperExample1、2、3. . . . .
等。 以巴山木竹的 SSR 数据为例,将巴山木竹 SSR
数据输入到 Excel 表中,输入格式如图 1(a)的格式。
将图 1(a) 转化为纯文本文件格式如图 1( b) 的格

式,命名为 GeneMapperExample3。
打开 R 软件,加载 Polysat 软件,使用 getwd 和

read. GeneMapper 命令读取数据。 共四步即可读取

数据:
第一步:>library(″polysat″),加载 Polysat 软件。
第二步:>getwd( ),检测数据,可看出数据在 C

盘下的 data 文件中,显示结果:[1]″C: / Users / 我的

电脑 / Documents / R / win-library / 4. 1 / polysat / data″。
第三步:>bashanmuzhu<-read. GeneMapper(″Gene

MapperExample3. txt″),读取文件 GeneMapperExample3
中的数据,将其存于 bashanmuzhu 文件下。

第四步: > summary ( bashanmuzhu), 总结文件

bashanmuzhu 的信息,可显示文件的样本数、位点

数、种群数信息。
2. 2. 2 微卫星多倍体基本信息的输入和统计

使用上述四步命令完成数据的基本输入之后,
微卫星数据的倍体、种群以及位点碱基重复数的数

据需要使用命令来输入。 通过 Samples、PopNames、
PopInfo、Ploidies、editGenotypes、estimatePloidy、Usatnts
和 Ploidies 命令来加载,如巴山木竹 13 个种群,每
种群 20 个样本,6 个位点的基本信息输入,具体步

骤如下:
第一步, > Samples ( bashanmuzhu ), 统计文件

bashanmuzhu 的样本数据。
　 　 第二步,>viewGenotypes(bashanmuzhu,

 

samples =
paste(″ 1″, 1: 20, sep = ″″), loci = ″ loc1″),查看文件

bashanmuzhu 数据种群 1、位点 1(loc1)、20 个样本的

基因 型数据。可使用此命令依次查看13个种群、6
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图 1　 Polysat 数据的输入格式

Fig. 1　 Input
 

format
 

of
 

data
 

in
 

Polysat

个位点、20 个样本数据,只需依次更换上述 paste 命

令括号中″1″至″13″和 loci 命令中的″ loc1″至″ loc6″
即可。

第三步,>PopNames(bashanmuzhu) <-c(″Pop1″,
 

″ Pop2″,″ Pop3″,″ Pop4″,″ Pop5″,″ Pop6″,″ Pop7″,″
Pop8″,″Pop9″,″Pop10″,″Pop11″,″Pop12″,

 

″Pop13″),
输入种群 1 至种群 13 的名称。

第四步,>PopInfo( bashanmuzhu) < -rep(1:13,
 

each = 20),分派 20 个样本给每个种群,共计 13 个

种群。
第五步,>Description( bashanmuzhu) < -″Dataset

 

for
 

the
 

tutorial″,添加文件 bashanmuzhu 的描述信息

到软件教程中的数据体系里面。
第六步,>Usatnts(bashanmuzhu) <-c(3,2,2,2,

2,2),指出文件 bashanmuzhu
 

6 个位点微卫星碱基

的重复长度,分别是 3、2、2、2、2、2。
第七步,>rep(1:13,each = 20),>PopInfo( bas-

hanmuzhu),使用 rep 完成种群数据的分配之后,可
使用 PopInfo 命令查看。

第八步,>bashanmuzhu<-editGenotypes(bashan-
muzhu,maxalleles = 4),输入数据的种群信息后,可
编辑基因型数据,指出文件 bashanmuzhu 所有位点

的样本中最大的倍体数为 4(巴山木竹 6 个位点出

峰最多数为 4)。
第九步,>bashanmuzhu<-estimatePloidy(bashan-

muzhu),使用此条命令可输出文件每个样本的等位

基因的平均值和最大值,以表格的形式出现。
第十步,>Ploidies(bashanmuzhu) <-c(4),经过

判断输入倍性信息为 4.
第十一步,>summary( bashanmuzhu),完成数据

样本基本信息的添加,输入文件 bashanmuzhu 的数

据信息。 可显示文件 bashanmuzhu 输入的数据信

息:缺失基因型 0、样本数 260、位点数 6、种群数 13、
倍性 4,微卫星碱基重复数类型为 3 和 2。
2. 2. 3 数据输出

在 Polysat 软件中,使用 genambig. to. genbinary
和 Genotypes 命令可将基因型数据输出为 0、1 数据。
首先,使用前述四步法命令完成数据的输入,再两步

命令即可输出数据:
第一步,>bashanmuzhuC<-genambig. to. genbinary

(bashanmuzhu),转换文件 bashanmuzhu 中基因型数

据为 0、1 矩阵。
第二步, > Genotypes ( bashanmuzhuC, samples =

paste(″1″,1:N,sep = ″″),loci = ″loc1″;输出文件 bas-
hanmuzhu 中种群 1 第一个位点( loc1) 20 个样本的

0、1 矩阵。 重复此命令并更换种群 2、3、4. . . 13 和位点

loc2、3、4. . . . 6 和样本N 的信息即可。 如输出种群“10”
位点 2(loc2)20 个样本的信息命令:>Genotypes( bas-
hanmuzhuC,samples = paste(″10″,1:20,sep = ″″),loci
= ″loc2″)。
2. 3 Polysat 软件数据的处理

Polysat 软件可用来进行微卫星等位基因信息

便捷统计、微卫星数据的基因型判断及无性系克隆

的划分、种群间的 PCA 分析和种群间的 Fst 值分析。
在统计等位基因、基因型判断、PCA 分析和 Fst 值分

析前,应先使用前述命令完成 Polysat 数据的导入和

基本信息的输入和统计。
2. 3. 1 统计等位基因信息

使用 simal
 

alleleDiversity、simal＄counts 和 simal
＄alleles 命令可便捷地完成等位基因的统计,共三步

命令即可输出数据:
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第一步,>simal<-alleleDiversity(bashanmuzhu),
统计文件 bashanmuzhu 所有数据的等位基因数。

第二步,>simal＄counts,输出文件 bashanmuzhu
所有数据的等位基因数。

第三步,>simal＄alleles[[″Pop1″,″loc1″]],输出

种群 1 第一个位点( loc1)的等位基因,结果为 160
 

164
 

168
 

170
 

172
 

176
 

180
 

182
 

184
 

186
 

188
 

190
 

192
 

198
 

200
 

202
 

204
 

206
 

208
 

210。 重复此命令并更换种

群和位点信息,可将 13 个种群和 6 个位点的等位基

因数据全部输出,如输出种群“11”位点 2( loc2)的

等位基因命令:>simal＄alleles[[″Pop11″,″loc2″]]。
2. 3. 2 基因型判断和无性系克隆的划分

使用 assignClones 和 clones 即可完成无性系克

隆的划分,以种群 5,20 个样本数据为例,具体命令

如下:
第一步,>clones<-assignClones(testmat,samples =

paste(″5″,1:20,sep = ″″),threshold = 0. 2),按照基因

数据划分克隆。
第二步,>clones,显示克隆信息。

2. 3. 3 种群间的 PCA 分析

使用 pca、cmdscale( testmat)、mycol 和 plot 命令

来完成 Bruvo 和 Lynch 遗传距离分析,以 13 个种群

260 个样本为例,具体命令如下:
第一步, > pcaN1 < - cmdscale ( testmatN1), PCA

分析。
第二步,>mycol<-c(″颜色 1″,″颜色 2″,. . .,″颜色

13″),给出不同颜色即可,如″red″,″blue″等。
第三步, > plot ( pcaN1 [,1], pcaN1 [,2], col =

mycol [ PopInfo ( bashanmuzhu )], main = ″ PCA
 

with
 

Bruvo
 

distance″),绘制文件 bashanmuzhu 各种群的

Bruvo 遗传距离 PCA 分析图,如图 2a。
第四步,>testmatN2<-meandistance. matrix( bas-

hanmuzhu,distmetric = Lynch. distance), 进行 Lynch
遗传距离分析。

第五步, > pcaN2 < - cmdscale ( testmatN2),使用

Lynch 遗传距离进行 PCA 分析。
第六步,>plot(pcaN2[,1],pcaN2[,2],col = rep

(c(″颜色 1″,″颜色 2″,. . . . . . ),each = 20),main =″PCA
 

with
 

Lynch
 

distance″),绘制文件 bashanmuzhu 各种群

样本的 Lynch 遗传距离 PCA 分析图,结果如图 2b。
上述 6 步命令中,pca 和 testmat 后面的数字 N1

和 N2 为数据做分析的次数,可采用 1,2,3,. . .,N,
等数字来替换。

2. 3. 4 核算种群间的 Fst 值
使用 simfreqSimple、simFstSimple 和 calcFst(sim-

freqSimple)命令来核算种群间的 Fst 值。 首先,使用

2. 3. 1 中统计等位基因信息的三步命令完成文件

bashanmuzhu
 

13 个种群 260 个样本的等位基因信息

统计,再使用如下命令:
第一步, > simfreqSimple < - simpleFreq ( bashan-

muzhu,samples = Samples(bashanmuzhu,ploidies = 4)),
设置文件 bashanmuzhu 的样本及倍体信息。

第二步,>simFstSimple<-calcFst(simfreqSimple),
计算 Fst 值。

第三步,>simFstSimple,输出 13 个种群的 Fst 值。

3 结果与分析

3. 1 统计等位基因信息

使用 simal＄counts 命令输出文件 bashanmuzhu
的等位基因信息结果(表 1)。 可以看出,该软件在

完成数据的输入之后,便可以快速统计出 13 个种群

每个位点的多态性等位基因数。 同时,表 1 中合计

栏还可统计出 13 个种群每个位点的多态性等位基

因数。 而数据显示的格式为一个无框的表格,只需

要复制粘贴即可在 word 中编辑。

表 1　 巴山木竹 13 个种群 6 个位点的等位基因统计信息

Tab. 1　 Statistical
 

information
 

of
 

allelic
 

genes
 

at
 

6
 

loci
 

in
 

13
 

populations
 

of
 

Bashania
 

fargesii

种群 位点 1 位点 2 位点 3 位点 4 位点 5 位点 6

种群 1 13 12 8 9 13 10

种群 2 7 8 4 6 6 5

种群 3 9 12 6 11 11 7

种群 4 8 13 8 11 10 14

种群 5 9 9 7 8 10 10

种群 6 14 11 9 8 12 10

种群 7 13 15 10 12 20 21

种群 8 14 16 10 12 20 21

种群 9 11 14 14 11 17 16

种群 10 13 16 7 9 17 13

种群 11 14 17 11 12 20 21

种群 12 12 15 9 13 15 13

种群 13 10 14 9 13 11 11

合计 21 26 26 22 31 32
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3. 2 基因型判断和无性系克隆的划分

使用 assignClones 和 clones 命令可逐一输出各

种群样本的克隆数。 表 2 为种群 5 的克隆输出。 种

群 5(20 个样本)的克隆数为 11 个,其中,样本 5-1
和 5-13 为克隆 1;

 

5-2、5-3 和 5-14 为克隆 2;5-4
为克隆 3;5-5 和 5-6 为克隆 4;5-7、5-8 和 5-10 为

克隆 5;5-9 为克隆 6;5-11 为克隆 7;5-12 和 5-15
为克隆 8;5-16 和 5-17 为克隆 9;5-18 为克隆 10;
5-19 和 5-20 为克隆 11,即种群 5 所采 20 份样本由

11 个无性系组成。

表 2　 巴山木竹种群 5 的克隆数

Tab. 2　 Number
 

of
 

clones
 

in
 

population
 

5
 

of
 

B. fargesii

样本 克隆 样本 克隆 样本 克隆 样本 克隆

5-1 1 5-6 4 5-11 7 5-16 9

5-2 2 5-7 5 5-12 8 5-17 9

5-3 2 5-8 5 5-13 1 5-18 10

5-4 3 5-9 6 5-14 2 5-19 11

5-5 4 5-10 5 5-15 8 5-20 11

3. 3 种群间的 PCA 分析

图 2 为基于 Polysat 软件的 PCA 分析,不同颜

色圆圈代表不同的种群,13 种颜色代表 13 个种群。
对比图2(a)和2(b)可知,

 

基于Bruvo 和 Lynch 的
 

PCA
分析结果一致,其中,显示橙红色的种群 11(3)和棕

色的种群 10(4)聚在一起,其余 12 个种群聚为一类。
3. 4 核算种群间的 Fst 值

表 3 为采用 Polysat 软件分析巴山木竹 13 个种

群的 Fst 值结果。 由表中可以清楚地看到,种群之

间存在基因的分化:种群间的 Fst 值越小,代表基因

分化越小,Fst 值越大代表着存在较高的基因分化。
由表 3 可知,成对的 Fst 值整体较大分化出现在种

群 3 和种群 1、种群 2,种群 5 直到种群 13 之间以及

种群 4 和种群 1、种群 2,种群 5 直到种群 13 之间。
这一结果与基于 Bruvo 和 Lynch 的

 

PCA 分析结果

一致,即种群 3 和种群 4 与其余种群之间存在着较

大的种群分化。 最小 Fst 值为种群 8 和 11,即这两

个种群之间遗传分化最小。

4 讨　 论

Polysat 软件充分考虑了输出,即使用 genam-
big. to. genbinary 和 Genotypes 命令将微卫星基因型

数据输出为 0、1 数据,进而转入 GenAlEx、Popgen 和

图 2　 13 个巴山木竹种群主坐标(PCA)分析

Fig. 2　 PCA
 

analysis
 

of
 

13
 

B. fargesii
 

populations

Ntsyspc 等软件做进一步的多维度分析,以增加论点

的精确性。
在巴山木竹克隆结构的鉴别研究中,具有相同

基因型的样本为同一个克隆,即它们是来自于同一

无性系或同一基株的不同分株[20-21] 。 使用 assign-
Clones 可对样本进行克隆基因型划分[15] ,由于其为

四倍体,在克隆组划分之前可使用微卫星等位基因

峰值比例计量法( MAC -PR) 确定位点等位基因频

率,才能确保准克隆被准确地划分[19] 。 基于 Polysat
和 MAC-PR 组合法判定克隆结构,在未知亲本来源

情况下,可应用于四倍体生物基因型、等位基因频率

的判读,如四倍体玫瑰品种(Rosa × hybrida)、海薰衣
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表 3　 巴山木竹 13 个种群的 Fst 值
Tab. 3　 Fst

 

values
 

of
 

13
 

B. fargesii
 

populations

种群 1 种群 2 种群 3 种群 4 种群 5 种群 6 种群 7 种群 8 种群 9 种群 10 种群 11 种群 12 种群 13

种群 1 0

种群 2 0. 05251 0

种群 3 0. 21147 0. 18970 0

种群 4 0. 13809 0. 12709 0. 09365 0

种群 5 0. 08508 0. 08312 0. 14536 0. 07987 0

种群 6 0. 09198 0. 09661 0. 19852 0. 12474 0. 08032 0

种群 7 0. 08126 0. 07937 0. 18443 0. 11153 0. 06943 0. 06025 0

种群 8 0. 07455 0. 07202 0. 14798 0. 08794 0. 05018 0. 07199 0. 05387 0

种群 9
 

0. 08029 0. 08428 0. 18255 0. 10703 0. 06078 0. 06618 0. 05540 0. 05731 0

种群 10 0. 09967 0. 08873 0. 16205 0. 10481 0. 07147 0. 07564 0. 06983 0. 06188 0. 05911 0

种群 11
 

0. 07525 0. 07382 0. 15528 0. 08895 0. 05278 0. 07778 0. 06195 0. 04814 0. 06319 0. 06747 0

种群 12 0. 07484 0. 06980 0. 15735 0. 09079 0. 05587 0. 07043 0. 05195 0. 04837 0. 05358 0. 07098 0. 05145 0

种群 13 0. 09318 0. 09040 0. 18117 0. 11295 0. 08300 0. 07043 0. 05526 0. 06759 0. 06804 0. 08009 0. 07365 0. 05386 0

草 ( Limonium
 

narbonense) 和巴 山 木 竹 ( Bashania
 

fargesi)等[7,14,19] 。
 

而在已知亲本来源的情况下,使
用此组合法可判断高于四倍体生物的克隆结构[15] 。

由巴山木竹数据的 PCA 分析结果可以看出,
Lynch 和 Bruvo 分析结果保持一致。 Polysat 软件的

两种 PCA 分析方法分别依据
 

Lynch 和 Bruvo 方程,
Bruvo 分析方法是在忽略等位基因重复数或者默认

为所有个体为同一倍体的情况下计算微卫星等位基

因遗传距离[12] 。 为了弥补这一不足,在数据的处理

过程中,Polysat 联合启动 R 的组合工具( combn
 

和

permn
 

功能),匹配所有可能的等位基因组合,计算

出等位基因之间几何变换后的最小之和距离,进而

保证了分析结果的准确性。

5 结　 论

Polysat 是基于 R 平台下的一个软件包,相比其

他在限定同源多倍体和异源多倍体遗传模式下使用

的软件,Polysat 以等位基因重复数模糊为前提,可
处理不同遗传模式和任何倍体生物的微卫星数据。
基于 R 编程环境使得数据的输入和导出更为快捷,
可便捷地统计等位基因信息,并对克隆植物进行微

卫星基因型判断和无性系结构划分;同时,还将 R
其他功能(如 PCA、Fst 分析)与 Polysat 连接起来,丰
富了数据的分析功能,为相关研究人员提供了方便。
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3. 2 数据权威性

全省仅有一个森林资源数据库,各县(区)资源

数据都需经过县级、市级和省级的检查后才可进入

总数据库。 资源数据库随时接受省级检查,若发现

数据有变化要对其进行及时处理,以保证资源数据

权威性。
3. 3 系统兼容性

云南省森林资源监测与预警系统对外提供统一

数据对接通道,与全国林地变更等系统和国家级公

益林系统等进行对接。 通过监测系统资源数据直接

制作进入相应国家级数据系统的标椎化数据。
3. 4 功能扩展性

除了现有的应用平台模板,可利用系统对外提

供的统一数据接口根据客户需要定制个性化应用模

板,加大应用范围的同时,拓展系统功能。
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