
基于BSA-seq的QTL定位 

统计分析方法 
Block Regression Mapping (BRM) 
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Bulked Segregant Analysis 

by Deep Sequencing 

(BSA-seq) 

Pool 1:  fQ1 > fq1 

Pool 2:  fQ2 < fq2 

DfQ =  fQ1 - fQ2 ̧  0 

连锁标记：DfM =  fM1 - fM2  ̧0 

无关标记：DfM =  fM1 - fM2 = 0 
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标记：SNP（为主），MNP，short InDel 
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¸一条染色体，长20Mb 

¸每Kb一个标记 

¸ 1 cM = 100 Kb 

¸ 2个QTL，遗传率各10% 

¸ DH群体，大小6000 

¸各池大小300 

¸所有标记测序深度相同 

AF: allele frequency 

AFD: allele frequency difference 

LOESS

AF AFD  测序是对DNA池的抽样，每个标记的AF都服从二项分布。 



Block Regression 
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Block size 5 Kb 

Block size 10 Kb Block size 20 Kb 

No block 



Df 平滑曲线的显著阈值 

¸Ẑ ：H0: E(Df ) = 0 (没有QTL)，H1: E(Df )  ̧0 (存在QTL) 

¸在H0下，根据中心极限定理，Df ~ N(0,s 2)，其中 

üRI、DH、H群体：s 2 = f (1- f )(n1+n2)/(n1n2)，理论上E(f ) = 0.5  

üFi (i = 2, 3, é)群体：s 2 = f (1- f )(n1+n2)/(2n1n2) ，理论上E(f ) = 0.5  

¸显著水平a下的阈值为：TDf  = ° ua/2s（ua/2为标准正态分布百分位点） 

¸ Е由于存在多重检验，因此应如何确定合适的显著水平？ 



多重检验校正：modified Bonferroni correction 

¸记所需的总体显著水平为a0

（一般取a0 = 0.05） 

¸则单次检验的显著水平应为 

¸k 是有效检验次数，算式为： 

( l ) 

Lg、Lp，基因组总长（ cM、Kb）；rm，Kb/cM；c，染色体数；l，等价于两次独立检验的遗传图距 



Species n Genome size Ratio u0.05/2 

    cM Mb (kb/cM) H/DH/F2 F3 F4 RIL 

Arabidopsis 5 600 119 199 3.41 3.50 3.54 3.57 

Cucumber 7 1,390 192 138 3.62 3.72 3.75 3.78 

Maize 10 2,060 2,106 1,023 3.72 3.81 3.85 3.87 

Rapeseed 18 2,520 855 339 3.78 3.87 3.90 3.93 

Rice 12 1,530 382 250 3.65 3.74 3.78 3.80 

Tobacco 12 3,270 3,613 1,105 3.84 3.92 3.96 3.98 

Tomato 12 1,470 807 549 3.65 3.73 3.77 3.80 

Wheat 21 3,140 14,547 4,633 3.83 3.92 3.95 3.98 

Yeast 16 4,910 12 2.44 3.94 n.a. n.a. n.a. 

The values of u0.05/2 of some species 



QTL 位置的置信区间 

¸QTL的Df 服从均值为E(Df ) 

的正态分布，其方差为： 

(t = 0，RI/DH/H群体；t = 1，Fi群体) 

¸Df 的单侧95%概率区间为： 

Df  > B = E(Df ) - 1.65s，当E(Df ) > 0 

s 2 

Df  < B = E(Df ) + 1.65s，当E(Df ) < 0 

¸水平线B与两侧Df曲线的交点，就

是QTL位置的95%置信区间。 



例：酵母的硫酸铜耐性QTL 定位 

H群体，4390个菌株，全部测序，28220个SNP标记。两池大小皆300。A. 基于AFD真值。B. 模拟测

序，深度服从泊松分布，平均50x。实心倒三角：BSA-seq定位QTL；空心倒三角：传统定位QTL。 



*  

*Tang et al. (2018), Bioinformatics, 34(6): 978-984. 
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水稻幼苗耐寒性QTL 定位 

F3群体，10800苗；两池大小：430和385；测序深度：70x和89x。A. 原始深度；B. 10%深度。 



试验设计问题 

Е提高QTL检测的统计功效 
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提高功效的途径： 

¸ ᵤ ẅ 

¸ E(Df ) 

¸ V(Df ) 

可控的试验参数： 

¸  

¸ ᶡ 
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Pool size 

F2: u_a/2 = 3.5

F2: u_a/2 = 4

H: u_a/2 = 3.5

H: u_a/2 = 4

阈值与混池容量的关系 

¸ ẅ ᵤ 

¸ <100 Ї ẅҐ  

¸ >300 Ї ẅҐ  

¸ >100Ї └300 
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F2群体（无显性） 

E(Df )与混池比例的关系 

¸E(Df ) ᶡ Ї ᴰ ꜗ  

¸QTL ᴶ ЇE(Df ) ᶡ  



¸ Е ᶡ E(Df )  ꜗ Ж  ẅ  ᵤꜗ ɼ 

¸ Ї ᵩ Ї ᶡ ꜗ ɼ 

¸҅ Ї ɼ Ҳ Ḧ ɼ 
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Allele frequency difference 

Pool size = 50, Pool proportion = 5% 
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Pool size = 100, Pool proportion = 10% 

҅ ᵩҩ ꜗ ЃH/DH/RI ᵩЇ 1000ЇQTL ᴶ 5%Є 



QTL -seq的阈值错误 计
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¸ QTL-seq方法，Takagi et al. (2013), 

The Plant Journal 

¸ 也采用AF（SNP-index）和AFD

（DSNP-index）统计量 

¸ 用计算机模拟估计AFD阈值，假设

与测序深度有关 

¸ 其AFD阈值可以理论推导得到，它

其实是针对单个标记的，且没有多

重检验校正。 



谢谢！ 


