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摘要: 微卫星分子标记因其开发便捷、 突变率高、 成本较低等优势一直被广泛应用于群体遗传学、 保护生

物学和分子生态学研究中ꎮ 近年来二代测序技术、 多重 ＰＣＲ 方法以及毛细管电泳等新技术的发展和完善ꎬ
极大地提高了微卫星分子标记的开发和使用效率并降低了使用成本ꎮ 但是在开展微卫星实验过程中普遍存

在的无效等位基因 (或称为哑等位基因ꎬ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅｓ) 会对研究结果造成偏差ꎬ 是微卫星分子标记应用中

的最大缺陷之一ꎮ 然而ꎬ 长期以来无效等位基因的检测问题并未受到研究者的足够重视ꎮ 本文通过对国内

外相关文献查阅ꎬ 在对无效等位基因有一个较为深入和全面认识的基础上ꎬ 对目前无效等位基因的主要检

测方法进行全面的介绍和深入的比较ꎮ 最后ꎬ 结合研究实例总结出植物微卫星分子标记研究中无效等位基

因检测的有效办法ꎮ
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(ＳＳＬＰ)ꎬ 是以 １ ~ ６ ｂｐ 为重复单位 (ｍｏｔｉｆｓ) 的

串联重复 ＤＮＡ 片段ꎬ 广泛存在于原核和真核生
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物基因组中 (Ｅｄｗａｒｄｓ 等ꎬ １９９１ꎻ Ｊａｃｏｂ 等ꎬ １９９１ꎻ
Ｔａｕｔｚꎬ １９８９ꎻ Ｚａｎｅ 等ꎬ ２００２ꎻ Ｋａｌｉａ 等ꎬ ２０１１)ꎮ 目

前ꎬ 微卫星作为遗传学研究中最受欢迎的分子标

记之一 (Ｇｕｉｃｈｏｕｘ 等ꎬ ２０１１ａ)ꎬ 具有高突变率、
高等位基因多态性、 近缘种之间较高的通用性、
共显性遗传以及可重复性好等 ( Ｋｅｌｋａｒ 等ꎬ
２０１０ꎻ Ｇｕｉｃｈｏｕｘ 等ꎬ ２０１１ａꎻ Ｊａｒｎｅ 和 Ｌａｇｏｄａꎬ １９９６)
优点ꎬ 因此ꎬ 自八十年代被发现以来ꎬ 微卫星被

大量的用于指纹分析、 亲子鉴定、 基因作图和遗

传结构分析中 (Ｅｌｌｅｇｒｅｎꎬ ２００４ꎻ Ｍｉｔｔａｌ 和 Ｄｕｂｅｙꎬ
２００９ꎻ Ｊｏｎｅｓ 等ꎬ ２０１０)ꎮ 近年来ꎬ 随着二代测序

技术的发展ꎬ 大量转录组数据和基因组数据的公

开获取ꎬ 使得直接在转录组或基因组数据上进行

微卫星设计更加便捷可行 (Ｄｕ 等ꎬ ２０１３ꎻ 程晓

凤等ꎬ ２０１１)ꎻ 而且多重 ＰＣＲ 和荧光毛细管电泳

技术在微卫星扩增和检测中的成熟应用 (Ｇｕｉ￣
ｃｈｏｕｘ 等ꎬ ２０１１ｂꎻ Ｘｕ 等ꎬ ２０１３)ꎬ 使得微卫星的

应用变得更加高效和廉价ꎮ
尽管微卫星具有众多其他分子标记无法匹及

的优点ꎬ 但是无效等位基因的频繁存在ꎬ 使得在

使用微卫星时不得不谨慎对待ꎮ 无效等位基因又

叫哑等位基因ꎬ 是指那些在 ＰＣＲ 扩增过程中不

能成功扩增的等位基因 ( Ｏｄｄｏｕ￣Ｍｕｒａｔｏｒｉｏ 等ꎬ
２００９)ꎮ 多种原因都可能导致等位基因 ＰＣＲ 扩增

失败ꎮ 首先ꎬ 引物结合区域 (尤其是 ３’ 端) 发

生了基因突变导致引物特异性结合受到影响ꎬ 使

等位基因正常扩增受到影响ꎬ 从而显现出无效等

位基因 ( Ｐｒｉｍｍｅｒ 等ꎬ １９９５ꎻ Ｋｗｏｋ 等ꎬ １９９０)ꎻ
其次ꎬ 与片段较小的等位基因相比较ꎬ 片段较长

的等位基因扩增效率较低ꎬ 所以往往不容易检测

到ꎬ 从而显现出无效等位基因的假象 (Ｗａｔｔｉｅｒ
等ꎬ １９９８)ꎻ 最后ꎬ 较低的模板 ＤＮＡ 质量或浓度

也会导致扩增失败ꎬ 使得将空白结果错误的解读

为无效等位基因 (Ｇａｒｃｉａ ｄｅ Ｌｅｏｎ 等ꎬ １９９８)ꎮ
无效等位基因在微生物 (Ｓｚａｂｏꎬ ２００７ꎻ Ｔｓｕｉ

等ꎬ ２００９)、 植物 (Ｈｏｂａｎ 等ꎬ ２００８)、 鱼类 (Ｍｃ￣
Ｃｏｙ 等ꎬ ２００１) 以及哺乳动物 (Ｐａｅｔｋａｕ 和 Ｓｔｒｏ￣
ｂｅｃｋꎬ １９９５ꎻ Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ 等ꎬ １９９６) 等众多物种中

普遍存在ꎮ 若在研究分析中不排除这些无效等位

基因ꎬ 将会使结果产生巨大偏差ꎬ 甚至会导致错

误的推断ꎮ 例如ꎬ 在群体遗传学研究中ꎬ Ｐａｅｔ￣
ｋａｕ 和 Ｓｔｒｏｂｅｃｋ (１９９５) 的研究指出ꎬ 无效等位

基因的存在会使得群体中纯合子个体增加ꎬ 使群

体偏离哈迪￣温伯格平衡 (Ｈａｒｄｙ￣Ｗｅｉｎｂｅｒｇ Ｅｑｕｉ￣
ｌｉｂｒｉｕｍꎬ ＨＷＥꎻ 以下简称 “哈温平衡” )ꎬ 降低

群体的表观杂合度 (ＨＯ) 和期望杂合度 (ＨＥ)ꎻ
同时ꎬ Ｃａｒｌｓｓｏｎ (２００８) 研究也发现无效等位基

因使得群体遗传分化系数 ＦＳＴ显著增大ꎻ 此外ꎬ
在进行亲本分析时ꎬ 当无效等位基因频率较高

时ꎬ 亲本的错误排除率也会显著增加 (Ｄａｋｉｎ 和

Ａｖｉｓｅꎬ ２００４)ꎮ 类似的ꎬ 较高的无效等位基因频

率同样也会引起亲缘关系 (Ｗａｇｎｅｒ 等ꎬ ２００６)
分析结果产生显著偏差ꎮ

虽然无效等位基因对研究结果影响显著ꎬ 但

却并未引起研究者的足够重视ꎮ 在大多数使用微

卫星数据进行群体遗传结构和遗传亲缘关系的研

究中ꎬ 研究者并未对其使用的数据进行无效等位

基因检测 (Ｄａｋｉｎ 和 Ａｖｉｓｅꎬ ２００４)ꎮ Ｇｕｉｃｈｏｕｘ 等

(２０１１ａ) 在其关于微卫星分子标记的文献综述

中ꎬ 检查了 ２００９ － ２０１０ 年分子生态 (Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｅｃｏｌｏｇｙ) 杂志上发表的利用微卫星分子标记的

１００ 篇文章ꎬ 发现仅有 ４０％的研究进行了无效等

位基因检测ꎮ 文亚峰等 (２０１３) 在对发表于 ２００９
－２０１２ 年的 １ ３４８ 项中文微卫星研究案例进行的

检查中ꎬ 也发现仅有 １３ 项研究进行了无效等位

基因检测ꎮ 因此ꎬ 在进行多样性、 群体遗传结

构、 亲缘关系等分析之前首先排除无效等位基因

的干扰是获得可信结果的第一步ꎮ 本文将通过综

述已有文献报导并结合笔者的实际研究着重介绍

５ 种常用的无效等位基因检测方法ꎬ 并对其检测

能力进行比较ꎬ 从而提出较为合理的无效等位基

因检测方案ꎬ 以期为植物微卫星无效等位基因检

测提供指导ꎮ

１　 无效等位基因的检测方法
虽然无效等位基因从数据表面上来看很难发

现ꎬ 但是完全可以通过适当的方法对其存在与否

进行检测ꎮ 目前的检验方法很多ꎬ 根据其依据的

检验理论不同ꎬ 可将其分为两类: 基于哈温平

衡 (ＨＷＥ) 的检测方法和亲子代基因型分析法

(ｐｒｏｇｅｎｙ ｔｅｓｔｓ)ꎬ 以下将作分别介绍ꎮ
１􀆰 １　 基于群体哈温平衡 (ＨＷＥ) 的无效等位基

因检测方法

当特定位点存在无效等位基因时ꎬ 其含有无
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效等位基因的杂合子就会在基因分型时呈现纯合

现象ꎬ 从而导致该位点的杂合度降低ꎬ 表现出该

位点偏离哈温平衡ꎮ 目前ꎬ 基于这一理论基础的

计算无效等位基因频率的方法理论很多 (Ｄｅｍｐ￣
ｓｔｅｒ 等ꎬ １９７７ꎻ Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ 等ꎬ １９９２ꎻ Ｂｒｏｏｋfiｅｌｄꎬ
１９９６ꎻ Ｓｕｍｍｅｒｓ 和 Ａｍｏｓꎬ １９９７ꎻ Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ 和 Ｔａ￣
ｐｅｒꎬ ２００６)ꎬ 它们假定研究群体均为理想群体

(符合哈温平衡定律)ꎬ 通过比较表观杂合度

(ＨＯ) 和期望杂合度 (ＨＥ) 之间的差异ꎬ 来间

接确定无效等位基因的存在ꎮ 根据这些算法目前

也已开发出了一系列较为成熟的软件ꎬ 其中最为

常用的有以下四种: ＣＥＲＶＵＳ (Ｍａｒｓｈａｌｌ 等ꎬ １９９８)ꎬ
ＧＥＮＥＰＯＰ (Ｒｏｕｓｓｅꎬ ２００８)ꎬ ＭＩＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ (Ｖａｎ￣
Ｏｏｓｔｅｒｈｏｕꎬ ２００４)ꎬ 以及 ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅｑ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ􀆰 ｍｏｎｔａｎａ􀆰 ｅｄｕ / ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ / Ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＭＬＮｕｌｌＦｒｅｑ􀆰
ｈｔｍ)ꎮ 然而ꎬ 这些软件在计算原理、 输入格式

及检测效率等方面均有差异ꎬ 我们将其主要特性

总结为表 １ 并细述如下:
(１) ＣＥＲＶＵＳ软件包中的无效等位基因检测功能

ＣＥＲＶＵＳ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ􀆰 ｆｉｅｌｄｇｅｎｅｔｉｃｓ􀆰 ｃｏｍ / ｐａｇｅｓ /
ｈｏｍｅ􀆰 ｊｓｐ) 是由 Ｍａｒｓｈａｌｌ 等 (１９９８) 开发的软件

包ꎬ 可进行等位基因频率分析、 亲子代分析模

拟、 亲子代鉴定等相关分析ꎬ 其中等位基因频率

分析模块中可进行哈温平衡检测和无效等位基因

频率计算ꎮ 软件可识别 Ｅｘｃｅｌ 格式数据ꎮ 该软件

根据 Ｓｕｍｍｅｒｓ 和 Ａｍｏｓ (１９９７) 提出的方法ꎬ 通

过最大似然法计算无效等位基因频率ꎮ 该方法假

设携带有等位基因 ａ 的个体数为 ｎａꎬ 而该等位基

因的频率为 ｆａꎬ 并给出公式: ｎａ ＝Ｎｆ ２
ａ＋２Ｎｆａ (１－

ｆａ)ꎬ 其中 Ｎ 为样本个体数目 (成功扩增的)ꎮ
此时如果群体中存在无效等位基因 (０ 表示)ꎬ
则基因型为 ａａ 的个体包含了真的 ａａ 和含有无效

等位基因的杂合子 ａ０ꎮ 重复上述步骤ꎬ 我们可

以根据其一般性假设群体特定位点的任一等位基

因 (ｘ) 和一个无效等位基因 (０) 以及无效等位

基因频率 ｆ０ꎬ 根据公式 ｎｘ０ ＝ ２Ｎｆ０ (１－ｆ０)ꎬ ｎｘｘ ＝Ｎ
(１－ｆ０) ２ꎬ (其中 ｎｘ ０和 ｎｘｘ分别表示携带无效等位

基因的杂合子个体数和不携带无效等位基因的个

体数)ꎬ 推导出 ｎｘ ０ / ｎｘｘ ＝ ２ｆ０ / (１－ ｆ０)ꎬ 并得到估

计量 ｆ０: ｆ０ ＝ｎｘ ０ / (２ｎｘｘ＋ｎｘ ０)ꎮ 由于无效等位基因

纯合子 (００) 表现为数据缺失ꎬ 且其频率为 ｆ０ ２ꎬ
因此此处可修正群体数量 Ｎ’ ＝Ｎ / (１－ｆ０ ２)ꎮ 由此

可见该软件算法将缺失数据一律视为无效等位基

因纯合子对待ꎬ 因此具有一定的假阳性 (将非无

效等位基因错误的检测为无效等位基因) 率ꎮ
(２) ＧＥＮＥＰＯＰ软件包中无效等位基因检测的功能
最早的 ＧＥＮＥＰＯＰ３􀆰 ４ 是由 Ｒａｙｍｏｎｄ 和 Ｒｏｕｓｓｅｔ

(１９９５) 编写的ꎬ 最后经 Ｒｏｕｓｓｅｔ (２００８) 修正

(ＧＥＮＥＰＯＰ４􀆰 ０)ꎬ 是一个经典的群体遗传学软件ꎬ
可计算哈温平衡、 估算无效等位基因频率和群体

遗传学参数 (如 ＦＳＴꎬ ＦＩＳ等)、 连锁不平衡以及

地理隔离分析等ꎮ 该软件以其特有 Ｇｅｎｅｐｏｐ 文件

为输入文件进行数据处理ꎬ Ｇｅｎｅｐｏｐ 文件可通过

Ｃｏｎｖｅｒｔ 软件 (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ􀆰ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ􀆰ｐｕｒｄｕｅ􀆰 ｅｄｕ /
ｆｎｒ / ｈｔｍｌ / ｆａｃｕｌｔｙ / Ｒｈｏｄｅｓ / Ｓｔｕｄｅｎｔｓ％２０ａｎｄ％２０Ｓｔａｆｆ /
ｇｌａｕｂｉｔｚ / ｓｏｆｔｗａｒｅ􀆰 ｈｔｍ) 由原始 Ｅｘｃｅｌ 数据转化获

得ꎬ 也可通过 ｔｘｔ 编译器自行编辑获得ꎮ 同时ꎬ
它以 Ｄｅｍｐｓｔｅｒ 等 (１９７７) 提出的 ＥＭ (Ｅｘｐｅｃｔａ￣
ｔｉｏｎ￣Ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ) 算法为基础ꎬ 进行无效等位

基因频率估算ꎬ 并根据公式 Ｐ∗
ｉ ＝ １

２ｎ
[２ｎ∗

ｉｉ ＋ ｎ∗
ｉ０

＋ ∑
Ｋ

ｊ≠１
ｎｉｊ] 和 ｒ ＝ １

２ｎ
[２ｎ０ ＋ ∑

Ｋ

ｉ ＝ １
ｎ∗
ｉ０ ] 分别计算任意

等位基因 ｉ 的频率 Ｐ∗
ｉ ꎬ 和无效等位基因 ‘０’

的频率 ｒꎮ 以此为基础ꎬ 根据迭代方程 ｐ″ ｉ ＝
１
２ｎ

[
２(ｐ′ｉ ＋ ｒ′)
ｐ′ｉ ＋ ２ｒ′

× ｎｉｉ ＋ ∑
Ｋ

ｊ≠１
ｎｉｊ] 和 ｒ″ ＝ １

２ｎ
[２ｎ０ ＋

∑
Ｋ

ｉ ＝ １
( ２ｒ′
ｐ′ｉ ＋ ２ｒ′

) × ｎｉｉ] 进行迭代ꎬ 直至 ( ｐ″ｉ－ ｐ′ｉ)

和 ( ｒ″－ ｒ′) 都小于 １０－５ꎬ 并确定该频率为最终

频率ꎮ 同样的ꎬ 该方法依然将缺失数据以无效等

位基因纯合子处理ꎮ
(３) ＭＩＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ 软件

ＭＩＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ (Ｖａｎ Ｏｏｓｔｅｒｈｏｕｔ 等ꎬ ２００４)
是专门用于大量微卫星数据分析的软件ꎬ 可用于

检测大片段等位基因遗失 (未产生和小片段等

位基因同等扩增效率的扩增)、 影子带 (Ｓｔｕｔｔｅｒ￣
ｉｎｇ) 和无效等位基因的存在ꎮ 该软件以 Ｅｘｃｅｌ 格
式文件为输入文件ꎮ 在等位基因检测方面ꎬ 其根

据 Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ 等 (１９９２) 和 Ｂｒｏｏｋfiｅｌｄ (１９９６)
的方法分别进行无效等位基因频率估算ꎮ Ｃｈａｋｒ￣
ａｂｏｒｔｙ 等 (１９９２) 的方法将缺失数据视为扩增失败ꎬ

并给出公式 ＨＯ ＝
２∑

Ｋ

ｉ≠ｊ
Ｐ∗

ｉ Ｐ∗
ｊ

(１ － ｒ２)
和 ＨＥ ＝

２∑
Ｋ

ｉ≠ｊ
Ｐ∗

ｉ Ｐ∗
ｊ

(１ － ｒ) ２
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分别计算表观杂合度和期望杂合度ꎬ 并且给出无

效等位基因频率计算公式 ｒ′ ＝ (ＨＥ －ＨＯ) / (ＨＥ ＋
ＨＯ)ꎻ 而 Ｂｒｏｏｋfiｅｌｄ (１９９６) 的方法则将缺失数

据视为无效等位基因纯合子对待 (ｎ０)ꎬ 并得到

ｒ′ ＝ Ａ ＋ Ａ２ ＋ Ｂ
２(１ ＋ ＨＥ)

ꎬ 其中 Ａ ＝ ＨＥ(１ ＋ ｎ０) － ＨＯ ꎬ Ｂ

＝ ４ｎ０(１ － Ｈ２
Ｅ) 并利用最大似然法进行估算ꎮ 利

用 ＭＩＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ 估算无效等位基因时结果

的假阳性率和假阴性率都比较适中ꎮ
(４) ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅｑ
ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ􀆰 ｍｏｎｔａｎａ􀆰 ｅｄｕ / ｋａｌｉ￣

ｎｏｗｓｋｉ / Ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＭＬＮｕｌｌＦｒｅｑ􀆰ｈｔｍ) 也以 Ｇｅｎｅｐｏｐ 格

式文件为输入文件进行分析ꎬ 并根据 Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ
和 Ｔａｐｅｒ (２００６) 的方法ꎬ 给出了等位基因频率

的估计量: Ｌ ＝ ∏
ｋ

ｉ ＝ １
[(ｐ２

ｉ ＋ ２ｐｉｐｎ)(１ － β)]
ｎｉｉ{ } ×

∏
ｋ

ｉ≠ｊ
[(２ｐｉｐｊ)(１ － β)]

ｎｉｊ{ } × [β ＋ ｐ２
ｎ(１ － β)]ｎｍｍ{ } ꎮ

其中ꎬ β 为由于实验原因而扩增失败的概率ꎬ ｎｍｍ

为全部未扩增成功个体ꎬ ｉꎬ ｊ 为特定位点等位基

因 ｉꎬ ｊꎮ 然后再根据 Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ 等 (１９９２) 和

Ｂｒｏｏｋfiｅｌｄ (１９９６) 的方法ꎬ 进行迭代计算ꎮ 不同

的是ꎬ 该方法认为缺失数据包含了无效等位基因

纯合子和因实验原因而导致的扩增失败ꎮ
１􀆰 ２　 亲子代基因型法的无效等位基因检测

不同于哈温平衡法ꎬ 亲子代基因型法并不要

求群体必须处于理想状态ꎬ 即群体可以偏离哈温

平衡ꎮ 事实上ꎬ 自然群体中广泛存在的干扰因素

例如瓶颈效应ꎬ 非随机交配等都会引起群体偏离

哈温平衡ꎮ 因此ꎬ 利用亲子代基因分型法进行无

效等位基因检测就显得尤为重要ꎮ
亲子代基因分型法是基于孟德尔遗传规律的

直接分析无效等位基因的方法ꎮ 在孟德尔遗传规

律下ꎬ 若为全同胞家系 (即父本、 母本及子代)ꎬ
两亲本基因型分别为 ０１ (０ꎬ 为无效等位基因)
和 ２３ꎬ 那么如果此时子代中观测到了 ２２ꎬ ３３ 基

因型 (实际应为 ０２ꎬ ０３)ꎬ 那么就出现和亲本 ０１
(仅能观测到等位基因 １) 基因型不一致的现象

(即基因型为 ２２ꎬ ３３ 的子代没有获得亲本 ０１ 的

任一等位基因ꎬ 表现出违反孟德尔遗传规律的现

象)ꎬ 据此ꎬ 我们就可检测出无效等位基因的存

在ꎮ 若为半同胞家系 (仅父本、 母本一方及子

代)ꎬ 一方亲本基因型为 ０１ (仅能观测到等位基

因 １)ꎬ 子代的基因型为 ０２ (仅能观测到等位基

因 ２) 则可确定此位点能够监测到无效等位基

因ꎮ 一般来说ꎬ 对于全同胞家系中只需要有六个

子代的基因型数据、 半同胞家系中 １２ 或 ２４ 个等

位基因型的数据就可确定该位点是否为无效等位

基因 (与 Ｒéｍｙ Ｊ􀆰 Ｐｅｔｉｔ 沟通)ꎮ

２　 无效等位基因检测方法比较以及检测
结果可信度评价

在上述总结提到的 ５ 种方法中ꎬ 毫无疑问ꎬ
亲子代基因分型的方法是最为准确的方法ꎮ 但在

大多数时候ꎬ 尤其是进行自然群体的研究时ꎬ 我

们无法获得有效的亲本遗传信息ꎬ 因此只能通过

间接的杂合度方法来估算无效等位基因频率ꎮ 四

种间接估计的方法ꎬ 无论是在其计算理论还是对

缺失数据的处理等方面上都存在差异 (表 １)ꎬ 那

么ꎬ 对其估计效力在实际应用中应当谨慎对待ꎮ
Ｏｄｄｏｕ￣Ｍｕｒａｔｏｒｉｏ 等 (２００９) 使用 ＣＥＲＶＵＳꎬ ＧＥＮＥ

ＰＯＰ和 ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅｑ 对欧洲山毛榉的研究结果显

示ꎬ 虽然这三种软件检测无效等位基因得到的结

果 (分别为 ０􀆰 ０７８３ꎬ ０􀆰 ０７１９ 和 ０􀆰 ０７３１) 略高于

亲子代法检测的结果 (０􀆰 ０５３)ꎬ 但结果之间并

无显著差异ꎬ 这似乎显示了这些间接方法的有效

性ꎮ 但是文亚峰等 (２０１３) 则认为ꎬ 该结果的

产生是由于欧洲山毛榉本身较低的无效等位基因

频率以及其广泛连续分布ꎬ 可使其群体处于哈温

平衡状态ꎬ 所以该结果并不能有效的证明在群体

含有较高频率无效等位基因或可能偏离哈温平衡

(可能自交ꎬ 经历瓶颈效应等) 时检测结果的可

靠性ꎮ
Ｄᶏｂｒｏｗｓｋｉ 等 (２０１４) 通过比较根田鼠 (Ｍｉ￣

ｃｒｏｔｕｓ ｏｅｃｏｎｏｍｕｓ) 自然居群连续监测八年的数据

和模拟数据的结果ꎬ 对 ４ 种以哈温平衡为基础无

效等位基因检测方法 (ＣＥＲＶＵＳꎬ ＧＥＮＥＰＯＰ ꎬ ＭＩＣＲＯ￣
ＣＨＥＣＫＥＲꎬ 以及 ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅｑ) 的检测效力进行

了评估ꎮ 通过对根田鼠自然群体的研究结果显

示ꎬ 不仅这 ４ 种方法之间的结果差异显著 (相
似率仅为 １５％)ꎬ 并且同种方法不同年份之间的

结果也存在显著差异ꎮ 由于根田鼠的群体数量每

年都会经历季节性的剧烈波动并且存在群体迁

移ꎬ 因而ꎬ 该结果显示了这 ４ 种方法在对非平衡
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群体进行检测时存在显著的误差ꎮ 另一方面ꎬ 该

文作者还分别模拟了平衡群体下ꎬ 不存在无效等

位基因和存在无效等位基因时的 ４ 种方法的检测

效率ꎮ 不含有无效等位基因的模拟数据检测的结

果发现 ４ 种方法都存在假阳性 (表 １) 且结果之

间还存在显著差异 (相似率仅为 １％)ꎻ 而在含

有已知无效等位基因的模拟数据中除了 ＧＥＮＥＰＯＰ

得到了 ５５％的假阳性外ꎬ 其他 ３ 种方法均很低

(１􀆰 ６％~１􀆰 ９％)ꎬ 但是 ４ 种方法却显示出了高达

２２％~４２％不等的假阴性 (本为无效等位基因ꎬ
但却未被检测到)ꎮ 这些结果都暗示即使是平衡

群体ꎬ 也应当慎重对待检测结果ꎮ 值得注意的

是ꎬ 该研究还发现随着瓶颈效应的增强ꎬ 检测结

果的误差也显著增高ꎬ 尤以 ＧＥＮＥＰＯＰ的检测结果

误差最为突出ꎮ

３　 植物微卫星无效等位基因检测的建议
亲子代基因分型法具有准确的鉴定结果ꎬ 并

且无需考虑群体是否符合哈温平衡ꎬ 因而我们建

议优先使用亲子代基因分型法对植物群体无效等

位基因进行检测ꎮ 然而对于开放授粉的植物来

说ꎬ 确定父本非常困难ꎬ 而种子却相对易于获

得ꎬ 我们能够较为方便的构建以母本和其子代信

息为基础的半同胞家系来检验无效等位基因ꎮ 作

者所在的实验室成功利用了半同胞家系 (一个

母本和 １２ 个子代) 检验了胡杨中的无效等位基

因 (在 ６４ 对核基因 ＳＳＲ 引物中检测到 ３ 对无效

等位基因) (Ｄｕ 等ꎬ ２０１３ꎻ Ｘｕ 等ꎬ ２０１３)ꎮ 利用

该方法分析无效等位基因时需要谨慎对待基因分

型ꎬ 以防人为原因造成的分型误差而产生无效等

位基因ꎮ
然而当我们无法获取构建完整的亲缘谱系关

系时ꎬ 就不得不使用间接的估计方法ꎮ 由于上述

４ 种方法均假定研究群体为哈温平衡群体ꎬ 因此

我们首先必须清楚群体的遗传结构和历史动态ꎬ
以确定群体是否经历了瓶颈效应、 迁移或者非随

机交配而可能偏离哈温平衡ꎬ 若为非哈温平衡群

体ꎬ 则必须使用亲子代基因分型法进行检测ꎮ
在明确群体为平衡群体时ꎬ 我们也必须慎

重对待检测结果ꎮ 由于 ＧＥＮＥ ＰＯＰ 在对含有已知

无效等位基因的模拟数据检测中的较差表现

(Ｄᶏｂｒｏｗｓｋｉ 等ꎬ ２０１４)ꎬ 因此建议不使用 ＧＥＮＥＰＯＰ
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进行检测ꎮ 在使用 ＣＥＲＶＵＳꎬ ＭＩＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ 以

及 ＭＬ￣ＮｕｌｌＦｒｅｑ 检测时ꎬ 结果依然存在较高假阳

性概率 (Ｄᶏｂｒｏｗｓｋｉ 等ꎬ ２０１４) 和高估无效等位

基因频率的趋势 ( Ｏｄｄｏｕ￣Ｍｕｒａｔｏｒｉｏ 等ꎬ ２００９)ꎮ
因此ꎬ 建议使用多种方法同时进行检测ꎬ 并且仅

选取共同检测到的结果ꎬ 这将有效的降低假阳性

的出现ꎮ 但同时ꎬ 这又必将增大假阴性结果出现

的概率ꎬ 综合这一因素ꎬ 建议最好选取任意两种

方法组合ꎬ 且选取共同检测到的结果ꎮ 此外ꎬ 如

果群体数量足够大的话ꎬ 建议不妨随机获取几个

子样本进行检验并将结果综合后与总体数据的检

测结果进行对照ꎬ 以确定检测结果的可信度ꎮ

４　 微卫星位点的选择
无效等位基因不仅对群体遗传分析结果产生

巨大影响ꎬ 并且其检验方法亦不够稳定ꎬ 因此在

选择引物时我们应当舍弃具有较高无效等位基因

频率的位点ꎬ 并尽可能选择不含有无效等位基因

的位点ꎮ Ｘｕ 等 (２０１３) 的研究显示ꎬ 相对于核

基因 ＳＳＲ (ｇＳＳＲ)ꎬ 表达序列标签ꎬ ＥＳＴ￣ＳＳＲ (ｅＳ￣
ＳＲ) 虽然杂合度稍低ꎬ 但是其无效等位基因的

出现频率也有效降低ꎬ 这可能由于外显子序列的

高度保守性使其不易于在引物区段发生突变ꎬ 而

产生无效等位基因ꎮ 此外ꎬ 随着二代测序技术的

发展ꎬ 获得越来越多非模式物种的基因组、 转录

组数据已经成为可能ꎬ 基于这些基因组、 转录组

数据直接开发的引物也可避免由于不同种间的转

移扩增时产生的无效等位基因 (Ｄｕ 等ꎬ ２０１３)ꎮ

５　 结语
无效等位基因在微卫星中普遍存在并会对分

析结果会造成强烈偏差ꎬ 因此在利用微卫星分子

标记进行研究时必须去除无效等位基因ꎬ 以获得

可信的结果ꎮ 一方面ꎬ 在初始微卫星选择时ꎬ 我

们应尽量选择无效等位基因较少出现的微卫星

(如 ＥＳＴ￣ＳＳＲ)ꎻ 另一方面ꎬ 我们需要对微卫星

进行严格的无效等位基因检测ꎬ 以去除无效等位

基因ꎮ 鉴于不同方法无效等位基因检测结果的显

著差异ꎬ 我们建议最好选取任意两种方法 (不
建议使用 ＧＥＮＥＰＯＰ) 组合ꎬ 并且选取其共同检测

到的结果ꎬ 确保结果可信ꎮ 但就目前的检验方法

而言ꎬ 不管是亲子代基因型法亲缘谱系的难以构

建ꎬ 还是哈温平衡方法假设群体是处于哈温平衡

下的要求ꎬ 都使这些方法的应用具有很大的局限

性ꎬ 因此期望新的更加稳健的无效等位基因检测

方法的出现ꎬ 克服以上方法的局限性ꎬ 使检测更

方便、 检测结果更稳定ꎮ

致谢　 感谢中国林科院曾艳飞老师和云南大学生态学与环
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〔参　 考　 文　 献〕

Ｂｒｏｏｋfiｅｌｄ ＪＦＹꎬ １９９６. Ａ ｓｉｍｐｌｅ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｆｒｏｍ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｄｅfiｃｉｅｎｃｙ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
５: ４５３—４５５

Ｃａｒｌｓｓｏｎ Ｊꎬ ２００８. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｎ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ
ｔｅｓｔｉｎｇ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｅｒｅｄｉｔｙꎬ ９９: ６１６—６２３

Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ Ｒꎬ Ｄｅ Ａｎｄｒａｄｅ Ｍꎬ Ｄａｉｇｅｒ ＳＰ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２. Ａｐｐａｒｅｎｔ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｄｅfiｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＤＮＡ ｔｙｐｉｎｇ ｄａｔａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｆｏｒｅｎｓｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃｓꎬ ５６: ４５—５７

Ｃｈｅｎ ＸＦ (程晓凤)ꎬ Ｈｕａｎｇ ＦＪ (黄福江)ꎬ Ｌｉｕ ＭＤ (刘明典) ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅ ４５４ ｐｙｒｏ￣
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ [Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ (生物技术通报)ꎬ ８:
８２—９０

Ｄᶏｂｒｏｗｓｋｉ ＭＪꎬ Ｐｉｌｏｔ Ｍꎬ Ｋｒｕｃｚｙｋ Ｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４. Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ: ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｉｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｄ ｗｉｔｈｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ １４: ３６１—
３７３

Ｄａｋｉｎ ＥＥꎬ Ａｖｉｓｅ ＪＣꎬ ２００４. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔａｇｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｈｅｒｅｄｉｔｙꎬ ９３: ５０４—５０９

Ｄｅｍｐｓｔｅｒ ＡＰꎬ Ｌａｉｒｄ ＮＭꎬ Ｒｕｂｉｎ ＤＢꎬ １９７７. Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｆｒｏｍ
ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄａｔａ ｖｉａ ｔｈｅ ＥＭ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｏｙａｌ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｓｅｒｉｅｓ Ｂ (Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ)ꎬ ３９: １—３８

Ｄｕ ＦＫꎬ Ｘｕ Ｆꎬ Ｑｕ Ｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３. Ｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｅｕ￣
ｐｈｒａｔｅｓ Ｐｏｐｌａｒꎬ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｅｕｐｈｒａｔｉｃａ (Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ) ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｎｅｗ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａｎ ＥＳＴ￣ＳＳＲ
ｄａｔａｂａｓｅ [Ｊ] . ＰｌｏＳ Ｏｎｅꎬ ８: ｅ６１３３７

Ｅｄｗａｒｄｓ ＡＬꎬ Ｃｉｖｉｔｅｌｌｏ Ａꎬ Ｈａｍｍｏｎｄ ＨＡ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９１. ＤＮＡ ｔｙｐｉｎｇ
ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐｐｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｒｉｍｅｒｉｃ ａｎｄ ｔｅｔｒａｍｅｒｉｃ ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔｓ
[Ｊ] . Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ４９: ７４６—７５６

Ｅｌｌｅｇｒｅｎ Ｈꎬ ２００４. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ: ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅ￣
ｖｏｌｕｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ５: ４３５—４４５

Ｇａｒｃｉａ ｄｅ Ｌｅｏｎ ＦＪꎬ Ｃａｎｏｎｎｅ Ｍꎬ Ｑｕｉｌｌｅｔ Ｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８. Ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅａ
ｂａｓｓꎬ Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ [Ｊ] . Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅꎬ １５９: ３０３—３１６

Ｇｕｉｃｈｏｕｘ Ｅꎬ Ｌａｇａｃｈｅ Ｌꎬ Ｗａｇｎｅｒ Ｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ａ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ １１:
５９１—６１１

８２７　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 植 物 分 类 与 资 源 学 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３６ 卷



Ｇｕｉｃｈｏｕｘ Ｅꎬ Ｌａｇａｃｈｅ Ｌꎬ Ｗａｇｎｅｒ Ｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ｂ. Ｔｗｏ ｈｉｇｈｌｙ ｖａｌｉｄａ￣
ｔｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｓ (１２￣ｐｌｅｘ ａｎｄ ８￣ｐｌｅｘ) ｆｏｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐａｒｅｎｔａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｏａｋｓ (Ｑｕｅｒｃｕｓ ｓｐｐ.) [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏ￣
ｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ １１: ５７８—５８５

Ｈｏｂａｎ Ｓꎬ Ａｎｄｅｒｓｏｎ Ｒꎬ Ｍｃｃｌｅａｒｙ Ｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８. Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｍｉ￣
ｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｆｏｒ ｂｕｔｔｅｒｎｕｔ (Ｊｕｇｌａｎｓ ｃｉｎｅｒｅａ Ｌ.) [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ８: ６４３—６４６

Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ Ｙꎬ Ｓａｉｔｏｈ Ｔꎬ Ａｂｅ Ｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６. Ｎｕｌｌ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ａｌｌｅｌｅｓ
ｄｕｅ ｔｏ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｅｙ￣ｓｉｄｅｄ ｖｏｌｅ Ｃｌｅｔｈｒｉ￣
ｏｎ ｍｙｓ ｒｕｆｏｃａｎｕｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ５: ５８９—５９０

Ｊａｃｏｂ ＨＪꎬ Ｌｉｎｄｐａｉｎｔｎｅｓｒ Ｋꎬ Ｋｕｓｕｍｉｒ ＥＬ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９１. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ￣
ｐｉｎｇ ｏｆ ａ ｇｅｎｅ ｃａｕｓｉｎｇ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒｏｋｅ￣ｐｒｏｎｅ ｓｐｏｎｔａｎｅ￣
ｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔ [Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ６７: ２１３—２２４

Ｊａｒｎｅ Ｐꎬ Ｌａｇｏｄａ ＰＪꎬ １９９６. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓꎬ ｆｒｏｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｏ ｐｏｐｕｌａ￣
ｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｂａｃｋ [ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｅｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ １１: ４２４—
４２９

Ｊｏｎｅｓ ＡＧꎬ Ｓｍａｌｌ ＣＭꎬ Ｐａｃｚｏｌｔ ＫＡ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０. Ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ ｔｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ
１０: ６—３０

Ｋａｌｉａ ＲＫꎬ Ｒａｉ ＭＫꎬ Ｋａｌｉａ Ｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ: ａｎ
ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｅｕｐｈｙｔｉｃａꎬ １７７:
３０９—３３４

Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ ＳＴꎬ Ｔａｐｅｒ ＭＬꎬ ２００６. Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅｓ ａｔ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ [ Ｊ] . Ｃｏｎｓｅｒｖａ￣
ｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ７: ９９１—９９５

Ｋｅｌｋａｒ ＹＤꎬ Ｓｔｒｕｂｃｚｅｗｓｋｉ Ｎꎬ Ｈｉｌｅ ＳＥ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０. Ｗｈａｔ ｉｓ ａ ｍｉｃｒｏｓａ￣
ｔｅｌｌｉｔｅ: Ａ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｕｐｏｎ
ｒｅｐｅａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｔ Ａ / Ｔ ａｎｄ ＧＴ / ＡＣ ｒｅｐｅａｔｓ [ Ｊ] . Ｇｅ￣
ｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２: ６２０—６３５

Ｋｗｏｋ Ｓꎬ Ｋｅｌｌｏｇｇ ＤＥꎬ ＭｃＫｉｎｎｅｙ Ｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９０. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ￣
ｔｅｍｐｌａｔｅ ｍｉｓｍａｔｃｈｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ: ｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ ｍｏｄｅｌ ｓｔｕｄｉｅｓ [Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １８: ９９９—１００５

Ｍａｒｓｈａｌｌ ＴＣꎬ Ｓｌａｔｅ Ｊꎬ Ｋｒｕｕｋ ＬＥＢ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｏｎfiｄｅｎｃｅ
ｆｏｒ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ￣ｂａｓｅｄ ｐａｔｅｒｎｉｔｙ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｎａｔｕｒａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ７: ６３９—６５５

ＭｃＣｏｙ ＥＥꎬ Ｊｏｎｅｓ ＡＧꎬ Ａｖｉｓｅ ＪＣꎬ ２００１. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ
ａｎｄ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｃｕｃｋｏｌｄｒｙ ｉｎ ａ ｐｉｐｅfiｓｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｍａｌｅｓ ｆｅｒ￣
ｔｉｌｉｚｅ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｂｒｏｏｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｅｘｔｅｒｎａｌｌｙ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏ￣
ｇｙꎬ １０: １７９３—１８００

Ｍｉｔｔａｌ Ｎꎬ Ｄｕｂｅｙ Ａꎬ ２００９. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ—Ａ ｎｅｗ ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ
ＤＮＡ ｂａｓｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃｓ [ Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｏｇｎｏｓｙ
Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ３: ２３５—２４６

Ｏｄｄｏｕ￣Ｍｕｒａｔｏｒｉｏ Ｓꎬ Ｖｅｎｄｒａｍｉｎ ＧＧꎬ Ｂｕｉｔｅｖｅｌｄ Ｊ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９. Ｐｏｐｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ｅｓｔｉｍａｔｏｒｓ ｏｒ ｐｒｏｇｅｎｙ ｔｅｓｔｓ: ｗｈａｔ ｉｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ａｓ￣
ｓｅｓｓ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ａｔ ＳＳＲ ｌｏｃｉ? [Ｊ] . Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ Ｇｅｎｅｔ￣
ｉｃｓꎬ １０: １３４３—１３４７

Ｐａｅｔｋａｕ Ｄꎬ Ｓｔｒｏｂｅｃｋ Ｃꎬ １９９５. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ａ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅ ｉｎ ｂｅａｒｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ４: ５１９—５２０

Ｐｒｉｍｍｅｒ ＣＲꎬ Ｍｏｌｌｅｒ ＡＰꎬ Ｅｌｌｅｇｒｅｎ Ｈꎬ １９９５. Ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａ￣
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ: ａ ｐａｒｅｎｔａｇｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｗａｌｌｏｗ Ｈｉｒｕｎｄｏ ｒｕｓｔｉｃａ [ Ｊ ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ４:
４９３—４９８

Ｒａｙｍｏｎｄ Ｍꎬ Ｒｏｕｓｓｅｔ Ｆꎬ １９９５. ＧＥＮＥＰＯＰ Ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ２: ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔｓ ａｎｄ ｅｃｕｍｅｎｉｃｉｓｍ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｈｅｒｅｄｉｔｙꎬ ８６: ２４８—２４９

Ｒｏｕｓｓｅｔ Ｆꎬ ２００８. Ｇｅｎｅｐｏｐ′００７: ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｒｅｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｇｅｎｅｐｏｐ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ ａｎｄ Ｌｉｎｕｘ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ８: １０３—１０６

Ｓｕｍｍｅｒｓ Ｋꎬ Ａｍｏｓ Ｗꎬ １９９７. Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌꎬ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌꎬ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｍａｚｏｎｉａｎ
ｄａｒｔ￣ｐｏｉｓｏｎ ｆｒｏｇꎬ Ｄｅｎｄｒｏｂａｔｅｓｖｅｎ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ [ Ｊ] . Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ８: ２６０—２６７

Ｓｚａｂｏ ＬＪꎬ ２００７. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｒｕｓｔ ｆｕｎｇｕｓꎬ Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｇｒａｍｉｎｉｓ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｎｏｔｅｓꎬ ７: ９２—９４

Ｔａｕｔｚ Ｄꎬ １９８９. Ｈｙｐｅｒｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｓ ａ ｇｅｎｅｒａｌ
ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒｓ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈꎬ １７: ６４６３—６４７１

Ｔｓｕｉ ＣＫＭꎬ Ｆｅａｕ Ｎꎬ Ｒｉｔｌａｎｄ ＣＥ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃ￣
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｎｇｕｓꎬ Ｇｒｏｓｍａｎｎｉａ ｃｌａｖｉｇｅｒａꎬ ａ ｐｉｎｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｕｎｔａｉｎ ｐｉｎｅ ｂｅｅｔｌｅ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕ￣
ｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ９: １５００—１５０３

Ｖａｎ Ｏｏｓｔｅｒｈｏｕｔ Ｃꎬ Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ ＷＦꎬ Ｗｉｌｌｓ ＤＭＰ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４. ＭＩ￣
ＣＲＯ￣ＣＨＥＣＫＥＲ: ｓｏｆｔｗａｒｅ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ ｇｅｎｏｔｙ￣
ｐｉｎｇ ｅｒｒｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｄａｔａ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ Ｎｏｔｅｓꎬ
４: ５３５—５３８

Ｗａｇｎｅｒ ＡＰꎬ Ｃｒｅｅｌ Ｓꎬ Ｋａｌｉｎｏｗｓｋｉ ＳＴꎬ ２００６. Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄｎｅｓｓ
ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｗｉｔｈ ｎｕｌｌ ａｌｌｅｌｅｓ [ Ｊ] .
Ｈｅｒｅｄｉｔｙꎬ ９７: ３３６—３４５

Ｗａｔｔｉｅｒ Ｒꎬ Ｅｎｇｅｌ ＣＲꎬ Ｓａｕｍｉｔｏｕ￣Ｌａｐｒａｄｅ Ｐ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８. Ｓｈｏｒｔ ａｌｌｅｌｅ
ｄｏｍｉｎａｎｃｅ ａｓ ａ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ ｄｅfiｃｉｅｎｃｙ ａｔ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｌｏｃｉ: ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｌｏｃｕｓ Ｇｖ１ＣＴ ｉｎ
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