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摘要! 利用磁珠富集法筛选了河蚬 #% 对中高度多态性的微卫星引物!并分析了洪泽湖河蚬 =

个野生群体的遗传结构" 结果表明!每个群体至少有 = 个位点经 V5Ka]̂̂5KG校正后显示杂合

不足!显著偏离了 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡#@i%7%#!$%= 个群体平均期望杂合度均大于 %7<"$!

显示出较高的遗传多样性水平!蒋坝&临淮群体遗传多样性高于高良涧和老子山群体%突变 9

漂移平衡分析结果显示!= 个群体在/,U模型下偏离了突变 9漂移平衡!高良涧群体在 W?U

模型下偏离了突变9漂移平衡!且表现杂合过剩!说明少数群体即将或曾经经历瓶颈效应!群

体数量已出现波动%群体间,U(4,分析表明!洪泽湖河蚬群体间遗传分化程度较低#A

0W

e

%7%#< < i%7%"$!仅有 #7<<m的变异来自群体间!并没有形成显著的遗传结构!在种质资源保

护和管理上可视作一个单元!这为河蚬种质资源保护和合理开发利用提供了理论指导"

关键词! 河蚬% 微卫星% 遗传结构% 洪泽湖

中图分类号! Z!=:

f

7"% 0@#<&&&&&&&文献标志码',

&&河蚬#?#09-"*(' <(*)-/;'$俗称蚬(黄蚬"隶属

于瓣鳃纲#-FE]66GP F̂KQ̀GF$"蚬科#35 P̂GQO6GRF]$"

蚬属#?#09-"*('$"原产于我国及东亚(东南亚等国

家江河湖泊等淡水及河口水域)#*

"现已广泛分布于

世界各地水域)$ 9!*

+ 河蚬味道鲜美"富含许多特殊

的活性营养成分)= 9"*

"一直都深受中国(日本(韩国

及东南亚等国家居民的喜爱+ 近年来"国内外市场

上对河蚬需求量的逐渐增大"河蚬养殖业刚刚起步

就已成为淡水经济贝类养殖的热点之一+ 但养殖

所用苗种主要来自于采捕野生苗"由此引起的无序

采捕加上栖息环境的破坏使其天然资源量呈现下

降趋势"如 $%世纪 D%年代初期洪泽湖年产河蚬 !$

万_"到 @%年代初减少到 $#7$@ 万_

): 9<*

"这较大地

制约了河蚬产业的发展+ 洪泽湖底栖软体动物中

的优势种是河蚬)<*

"在 $%%<年 #$ 月被列为首个国

家级河蚬种质资源保护区+ 有关洪泽湖贝类遗传

多样性的研究"仅见对三角帆蚌)D*的遗传资源进行

了研究报道"所以充分了解洪泽湖河蚬种质资源现

状"对有效保护及合理开发利用其天然资源具有重

要的生态和经济价值+

国内外有关河蚬的研究"目前主要集中在营

养价值)= 9"*

(生物学)@ 9##*以及作为环境指示生

物)#$ 9#!*等方面"未发现有关河蚬种质资源遗传多

样和群体遗传结构的研究+ 微卫星标记具有多态

性高(共显性等优点"已广泛应用于淡水贝类的群

体遗传学(种质鉴定及 ZW-定位等研究领

域)#= 9#:*

+ 因此"本研究首先利用磁珠富集法分离

微卫星标记"然后再将其用于洪泽湖河蚬遗传多

样性及群体遗传结构分析"以期为其种质资源保

护利用及良种选育提供科学理论指导+

#&材料与方法

!"!#样本来源及)KA提取

$%#% 年 D 月下旬"在洪泽湖湖区随机采集 =
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## 期 丁怀宇"等!河蚬微卫星引物筛选及洪泽湖野生群体遗传结构分析 &&

个野生群体#表 #"图 #$"无水乙醇固定后带回实

验室"苯酚9氯仿法)#<*提取外套膜肌肉组织基因

组;+,"W2# N1D7%$溶解后测定浓度和纯度"

9$% [保存备用+

表 !#河蚬样本采集位置及数目

&'("!#G'9/:*+.0*+'27289(*-139/:(*)-;2'

.2T124V*W'=*

群体

N5NO6F_G5K

采集地

SFEN6]SG_]

样本数

SFEN6]KOEP]̂

临淮 -1 洪泽县高良涧镇 !:

蒋坝 'V 洪泽县蒋坝镇 "%

老子山 -B0 泗洪县临淮镇 =:

高良涧 d-' 洪泽县老子山镇 ==

图 !#洪泽湖流域 > 个河蚬群体的采样位点

I.4"!#I18-+'9/:*+.0*+139/:(*)-;2'

/1/8:'0.12.2T124V*W'=*

!"$#微卫星标记的筛选

微卫星富集文库构建及引物筛选参照 .2+d

等)#D*及\)2等)#@*的方法"即基因组;+,经内切

酶 !'*!,

!

部分裂解后"分离纯化 $%% Y# %%% PN

;+,片段"用 W

=

;+,连接酶与 V̂5JK 接头#"sC

3dW3d ,3ddW,33d,,WW3WC!s' "sCdW3,,dC

,,WW3ddW,33dW3d,3C!s$进行连接"再将重

组;+,片段经 Nd2UCW载体连接并转化到大肠

杆菌 ;1"

*

中"从而建立河蚬核心序列为 3,的

基因组文库"随机挑选并测定部分克隆的序列"筛

选出含微卫星 ;+,序列的克隆"在其核心序列

的两端设计了相应的?3*引物+

!"%#微卫星反应

选用 #% 对较高多态性的微卫星引物用于遗

传结构等分析研究"?3*反应体系为 #%

#

-"包

括!# g?3*VOaa]̂"#7" EE56>-UL

$ f

"$%%

#

E56>

-R+W?"$%%

#

E56>-上下游引物"%7# )3'I 酶"

#%% KL模板"灭菌去离子水补齐+

?3*反应采取改良后的半降落 ?3*方法

#0]EGC_5OQ̀R5JK ?3*$"以减少非特异性条带产生"

反应条件为 @" [ = EGK'@= [ !% S'#3

E

f=$ [

!% S"递降 # [至 3

E

['<$ [ !% S'#3

E

f=$ [ Y

#3

E

f#$ [各 = 个循环"3

E

[时 !% 个循环'<$ [

D EGK'= [保存+

?3*产物经 #7"m琼脂糖电泳检验合格后"

用 Dm非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离"标准分

子量为 N)3#D ;+,>G+$

!

"电泳电压 D 4>QE"

快速银染法染色)$%*

"扫描后观察分析+

!">#数据分析

根据条带位置确定基因型"利用 d2+?(?

=7%

)$#*进行群体遗传分析"计算等位基因数

#KOEP]̂ 5aF66]6]" J$(观测杂合度 # 5PS]̂8]R

`]_]̂5lIL5SG_I" K

5

$ 和 期 望 杂 合 度 # ]bN]Q_]R

`]_]̂5lIL5SG_I"K

]

$"利用马尔可夫链 #UF̂c58

Q̀FGK$方法进行 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡检验"采用

V5Ka]̂̂5KG方法校正的显著性标准"根据 @值判

断杂合缺失或过剩+ 用 V(W0W2/+等)$$*的公式

计算微卫星位点多态信息含量 # N56IE5 N̂`GSE

GKa5 ÊF_G5K Q5K_]K_"?/3$+

利用,*-2Z)/+!7#

)$!*计算群体遗传分化

的 AC统计量 #ACS_F_GS_GQS"A

0W

$及分子方差分析

#,U(4,$+ 利用;/0?,+

)$=*计算群体间 +]G氏

遗传距离#L]K]_GQRGS_FKQ]"H

,

$"并基于该遗传距

离用U2d,=7%

)$"*构建)?dU,系统发育树+

根据各位点等位基因频率"基于无限等位基

因模型#GKaGKG_]F66]6]E5R]6"/,U$(逐步突变模

型#S_]NCJGS]EO_F_G5K E5R]6"0UU$和双相突变

模型#_J5CN`FS]R E5R]65aEO_F_G5K"W?U$"利用

V(WW-2+23A !7=

)$:* 计算平均期望杂合度

#]bN]Q_]R F8]̂FL]`]_]̂5lIL5SG_I"K

2Z

$"重复为

# %%%个"并通过符号检验#SGLK _]S_$和 TG6Q5b5K

符号秩次检验#JG6Q5b5K SGLKĈFKc _]S_$分析杂合

过度是否显著"以通过分析群体突变 9漂移平衡

来估计群体数量动态变化+

$&结果

$"!#微卫星特征

基于随机挑选并测定的 $" 个阳性克隆基因

序列"设计了 #= 对微卫星引物"其中有 #% 对具有

'!#$



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

&&& 水&产&学&报 !" 卷

多态性"引物序列及产物大小等如表 $ 所示+ 碱

基重复类型中"除?#<%: 位点W,>,W重复外"其

余位点均为 3,>dW'微卫星类型中"! 个位点为

完美型"其余为非完美型)$<*

+

#% 对微卫星引物在 = 个群体中的扩增结果

如表 ! 所示"等位基因数介于 $ Y$: 个之间'有效

等位基因数介于 #7@< Y#<7@= 之间'观测杂合度

介于 %7=== Y%7D$< 之间"期望杂合度介于

%7=@" Y%7@=< 之间"仅位点?#<%#(?#<%$ 在 = 个

群体中的观测杂合度均大于期望杂合度"?#<%!(

?#<##(?#<#! 和?#<#= 在个别群体中的观测杂

合度均大于期望杂合度"显示出杂合过度"其余共

!! 个位点观测杂合度均小于期望杂合度"显示出

了杂合不足'多态信息含量 @L?介于 %7!<$ Y

%7@=#之间"根据 .2+d等)#D*提出位点多态性标

准"?#<%# 和 ?#<%$ 位点位为度多态位点

#%7$" i@L?i%7"$"其它 D 个位点均为高度多态

位点#@L?h%7"$+

表 $#河蚬 !M 对微卫星引物

&'("$#G*N8*2,*+139.,-1+'0*::.0*/-.9*-+139/:(*)-;2'

位点

65QOS

核心序列

E5_Ga

引物序列#"sC!s$

N ĜE]̂S]HO]KQ]

复性温度>[

3

E

产物大小>PN

SGl]̂FKL]

d]KVFKc登录号

d]KVFKc

FQQ]SSG5K K57

?#<%# #,3$

"

.!3d,33,3,dW,,d3,W33dW,

*!d33Wd,d,,dWW3,W,d33dW

"!7" #!# Y#=# '.<<$$#<

?#<%$ #Wd$

"

.!W3,33d,W3,WW3W,3,

*!WW,3d3,WWW,3,3,33

"@ #%< Y##" '.<<$$#D

?#<%! #3,$

"

777#3,$

=

.!Wd,,33,d,3d,,Wd,W,

*!WdddW,3W3WWWdW,d3,

"!7" ##D Y#!$ '.<<$$#@

?#<%= #Wd$

:

777#Wd$

<

.!dWdd3,WWWd,WW,dWddW3

*!W,,33d,W,d,3,dWdd,3,

"@ #D! Y$"< '.<<$$$%

?#<%: #W,$

=

#,3$

#!

.!d,W3W3WdW3,,WW,33,,

*!3,,3,,,,3W3,,33,,3W

"@ @< Y#!# '.<<$$$$

?#<%< #,3$

$#

.!d33,Wd3,,WW33,,WW,3d3W,3

*!,Wd3W,,,Wd3W3ddWW,33WdWd

"!7" ##D Y#"% '.<<$$$!

?#<%D #,3$

<

777#,3$

:

.!W,,33d,W,d,3,dWdd,3,d,

*!,d,WdWdd3,WWWd,WW,dWdd

:" $%! Y$"@ '.<<$$$=

?#<## #,3$

"

777#,3$

=

777#3,$

=

.!3,d,d3dd,3,3d,WWWW3

*!dWdWW3dW3,33,,d33W,

=D7" #D% Y$#= '.<<$$$:

?#<#$ #Wd$

D

777#dW$

=

.!,3W,WWd3WWdW3Wd3Wd3

*!3W,W3W,3d3,3W3,333,

"@ #%" Y#$@ .<<$$$<

?#<#= #Wd$

=

777#dW$

<

777#dW$

"

.!d3WdW3,,d,3,WWWWW,Wd3

*!,,3,,,dWW,3,d,d3dd,3,

="7" #$! Y#"# '.<<$$$D

表 %#河蚬 !M 个微卫星位点有效等位基因数"杂合度及多态信息含量

&'("%#G0'0.+0.,+13289(*-13*33*,0.E*'::*:*+&*X/*,0*7'271(+*-E*76*0*-1V<41+.0< '27

/1:<91-/6.+9.231-9'0.12,120*2031-!M 9.,-1+'0*::.0*:1,.139/:(*)-;2'

位点

65QOS

等位基因数

KOEP]̂5a

F66]6]S"J

有效等位基因数

KOEP]̂5a]aa]Q_G8]

F66]6]S"M

]

观测杂合度

5PS]̂8]R

`]_]̂5lIL5SG_I"K

5

期望杂合度

]bN]Q_]R

`]_]̂5lIL5SG_I"K

]

多态信息含量

N56IE5 N̂`GSE

GKa5 ÊF_G5K Q5K_]K_"@L?

?#<%# : $7%! %7:D! %7"%D %7=##

?#<%$ $ #7@< %7D$< %7=@" %7!<$

?#<%! " !7!: %7<!@ %7<%= %7:=D

?#<%= $: ##7D$ %7D%! %7@#@ %7@%@

?#<%: #< ##7#@ %7"": %7@#= %7@%=

?#<%< ## "7"" %7:%D %7D$$ %7<@:

?#<%D $: #<7@= %7<"! %7@=< %7@=#

?#<## #" "7=D %7<@% %7D$% %7<@:

?#<#$ ## =7:% %7=== %7<D: %7<:"

?#<#= @ $7"" %7<#= %7:#% %7"!<

_5_F6 #$7D% :7:" %7:@$ %7<"$ %7<%D

#!#$
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## 期 丁怀宇"等!河蚬微卫星引物筛选及洪泽湖野生群体遗传结构分析 &&

$"$#群体遗传多样性

蒋坝群体平均等位基因数最大#Je@7@%$"

临淮(高良涧群体其次"老子山群体最小 #Je

D7=%$'临淮群体平均观测杂合度最大 #K

5

e

%7<==$"其次"蒋坝群体#K

5

e%7<%=$和老子山群

体#K

5

e%7:<=$"高良涧群体最小#K

5

e%7:=@$'

蒋坝群体的平均期望杂合度最大#K

]

e%7<:%$"

其次"高良涧群体#K

]

e%7<"%$和临淮群体#K

]

e

%7<=#$"老子山群体最小#K

]

e%7<#%$'除临淮群

体外"其它 ! 个群体的平均观测杂合度均小于平

均期望杂合度#表 =$+ 综上可知"蒋坝(临淮群体

遗传多样性大于老子山和高良涧群体+

$"%#T'-7<HY*.2(*-4平衡分析

= 个群体各位点的 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡检验

结果如表 = 所示"显著性标准经 V5Ka]̂̂5KG法校

正后"各群体仍至少有 = 个位点显著偏离 1F̂RIC

T]GKP]̂L平衡"其中蒋坝群体有 = 个位点"高良

涧群体有 : 个位点"临淮和老子山群体有 < 个位

点'在杂合过度位点中"仅 = 个群体的 ?#<%$ 位

点以及老子山群体的 ?#<%# 位点显著偏离

1F̂RICT]GKP]̂L平衡'在杂合不足位点中"= 个群

体共有 #@ 个位点显著偏离 1F̂RICT]GKP]̂L 平

衡"占杂合不足位点的 <!7%Dm+ ?#<%! 位点在 =

个群体中均未偏离 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡"其它位

点至少在 # 个群体中显著偏离了1F̂RICT]GKP]̂L

平衡"其中?#<%$(?#<%: 位点在 = 个群体中显著

偏离1F̂RICT]GKP]̂L平衡+

表 >#河蚬群体微卫星遗传多样性

&'(">#G899'-< +0'0.+0.,+'2':<+.+134*2*0.,7.E*-+.0< .29/:(*)-;2' /1/8:'0.12+

位点

65QOS

?#<%# ?#<%$ ?#<%! ?#<%= ?#<%: ?#<%< ?#<%D ?#<## ?#<#$ ?#<#=

平均

E]FK

蒋坝 'V

J ! $ = #" #= @ $! #! @ < @7@%

K

5

%7"D!

%7D:%

"

%7<#D %7D%%

%7:$"

"

%7"D!

"

%7D== %7D#!

%7!"#

"

%7D"< %7<%=

K

]

%7"%# %7"%% %7<## %7D<$ %7@$: %7D#D %7@=! %7D"# %7D!: %7:=# %7<:%

临淮 -1

J ! $ = #D #= < $# #! @ = @7"%

K

5

%7D!!

%7<<D

"

%7D#D

%7D"<

"

%7:DD

"

%7:":

"

%7:$"

"

%7D%%

"

%7"!:

"

%7D"! %7<==

K

]

%7"!" %7=D$ %7<$D %7@!$ %7@%< %7<%$ %7@$$ %7D:D %7<:% %7"<! %7<=#

高良涧 d-'

J = $ " #D #! D #< D < : D7D%

K

5

%7<!$

%7D"=

"

%7:"D

%7<@=

"

%7!D"

"

%7"D"

%7<"D

"

%7<#=

%7!:=

"

%7:"#

"

%7:=@

K

]

%7"=$ %7=@" %7:D: %7@#= %7D<" %7D$< %7@$% %7<D@ %7<<= %7:<D %7<"%

老子山 -B0

J = $ = $# ## < #: D : " D7=%

K

5

%7:#@

"

%7D%=

"

%7<:<

%7<"D

"

%7"!<

"

%7:$$

"

%7<"%

"

%7D$: %7"=!

%7"##

"

%7:<=

K

]

%7=": %7"%" %7:@% %7@!@ %7DD% %7D%@ %7@%< %7<#@ %7:<@ %7"#! %7<#%

注!

"

!经V5Ka]̂̂5KG校正后仍显著或极显著偏离1F̂RICT]GKP]̂L+

+5_]S!

"

;]8GF_G5KSâ5E1F̂RICT]GKP]̂L ]HOG6GP ĜOE#@i%7%#!$Fa_]̂V5Ka]̂̂5KGQ5^̂]Q_G5K7

$">#瓶颈效应分析

= 个群体在 /,U(W?U和 0UU ! 种突变模

型假设下的平均期望杂合度 K

2Z

如表 " 所示"#%

个位点中"/,U假设下除?#<#= 位点外其它位点

K

2

均高于 K

2Z

"且在 ?#<%$(?#<%= 位点差异显

著#@i%7%"$"在?#<%:(?#<%D 位点差异极显著

#@i%7%#$'W?U假设下"有 " 个位点的 K

2

低于

K

2Z

"其余位点 K

2

高于 K

2Z

"且在 ?#<%$(?#<%:

位点差异显著#@i%7%"$"在 ?#<%D 位点差异极

显著#@i%7%#$'在0UU假设下"有 = 个位点K

2

高于K

2Z

"其余位点的K

2

低于K

2Z

"且在 ?#<%#(

?#<%$(?#<%= 和 ?#<## 位点差异显著 #@i

%7%"$"在?#<#= 位点差异极显著#@i%7%#$+

符号检验和 TG6Q5b5K 符号秩次检验的结果

见表 :"/,U模型下"符号检验及 TG6Q5b5K 符号

秩次检验中 = 个群体显著或极显著偏离了突变9

漂移平衡"表现出杂合显著过剩'W?U模型下"仅

有高良涧群体在 TG6Q5b5K 符号秩次检验中极显

著偏离了突变 9漂移平衡"且表现出杂合显著过

剩"其它群体杂合过剩均不显著'0UU模型下"仅

有高良涧群体在 TG6Q5b5K 符号秩次检验中显著

偏离了突变9漂移平衡"且表现出杂合显著不足"

其它群体杂合不足均不显著+

*!#$
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表 O#河蚬群体微卫星位点瓶颈效应分析

&'("O#Z100:*2*,=0*+0(< :1,8+.29/:(*)-;2' /1/8:'0.12+

位点

65QOS

K

2

/,U

K

2Z

;1>SR ?̂5P7

W?U

K

2Z

;1>SR ?̂5P7

0UU

K

2Z

;1>SR ?̂5P7

?#<%# %7"%D %7=@@ %7%"! %7=!# %7:%$ 9%7<:D %7#D< %7<%< 9$7:@"

%7%$=

"

?#<%$ %7=@" %7#=@ $7#=%

%7%$"

"

%7#:@ #7@"$

%7%!<

"

%7#D% #7D"D

%7%=%

"

?#<%! %7<%= %7=== #7!D=

%7%=#

"

%7"=< #7#=% %7%D= %7:=: %7:$" %7$@%

?#<%= %7@#@ %7D<" #7%$: %7%D# %7@#@ 9%7%%= %7=$= %7@!@ 9#7#%<

%7%=D

"

?#<%: %7@#! %7<@$ #7"!$

%7%%$

""

%7D:$ #7=!D

%7%#:

"

%7@%! %7":% %7!="

?#<%< %7D$$ %7:D< #7%@: %7%:= %7<D% %7::D %7$D% %7D== 9%7:D< %7$%@

?#<%D %7@=< %7D<% #7<D$

%7%%%

""

%7@#< #7:$#

%7%%!

""

%7@!D %7==D %7$=!

?#<## %7D$% %7<:! %7:#: %7$@" %7D!@ 9%7="= %7$=D %7DDD 9!7=%:

%7%#%

"

?#<#$ %7<D: %7:@= %7<@= %7$$: %7<@% 9%7%<< %7!<" %7D=< 9#7@== %7%"$

?#<#= %7:#% %7:$= 9%7%@: %7!<" %7<$@ 9#7="" %7%D= %7D%" 9=7"="

%7%%$

""

注!;1>SR!K

2

与K

2Z

的差与标准偏差之比7

"

!K

2

与K

2Z

差异显著#@i%7%"$'

""

!K

2

与K

2Z

差异极显著#@i%7%#$+

+5_]S!;1>SR!*F_G5 5aR]8GF_G5K _5 _̀]S_FKRF̂R R]8GF_G5K 5aK

2

FKR K

2Z

7

"

!0GLKGaGQFK_RGaa]̂]KQ]#@i%7%"$'

""

!2b_̂]E]6I SGLKGaGQFK_

RGaa]̂]KQ]#@i%7%#$7

表 P#河蚬群体突变[漂移平衡分析

&'("P#)*/'-08-*+3-19980'0.12H7-.30*N8.:.(-.89.29/:(*)-;2' /1/8:'0.12+

群体

N5NO6F_G5K

符号检验 SGLK _]S_

/,U

K

]

>K

R

?̂5P7

W?U

K

]

>K

R

?̂5P7

0UU

K

]

>K

R

?̂5P7

TG6Q5b5K检验 TG6Q5b5K SGLKĈFKc

/,U

?̂5P7

W?U

?̂5P7

0UU

?̂5P7

蒋坝 'V #%>%

%7%%!

""

<>! %7!#< :>= %7"<D

%7%%#

""

%7%!$ #7%%%

临淮 -1 #%>%

%7%%=

""

<>! %7!!< ">" %7=#D

%7%%#

""

%7#:% %7:$"

高良涧 d-' #%>%

%7%%=

""

@>#

%7%!!

"

!>< %7%<"

%7%%#

""

%7%%$

""

%7!<"

老子山 -B0 @>#

%7%!%

"

<>! %7!$: =>: %7$%$

%7%%$

""

%7#!# %7""<

合计 _5_F6 @>#

%7%!!

"

">" %7=!@ =>: %7$#%

%7%%!

""

%7=!$ %7#!#

注!K

]

>K

R

!杂合过剩与不足位点数之比'

"

表示显著偏离平衡#@i%7%"$'

""

表示极显著偏离平衡#@i%7%#$+

+5_]S!K

]

>K

R

!*F_G5 5a65QGKOEP]̂JG_̀ `]_]̂5lIL5SG_I ]bQ]SS_5 R]aGQG]KQI7

"

0GLKGaGQFK_R]8GF_G5K â5E1F̂RICT]GKP]̂L ]HOG6GP ĜOE#@i

%7%"$'

"

2b_̂]E]6I SGLKGaGQFK_R]8GF_G5K â5E1F̂RICT]GKP]̂L ]HOG6GP ĜOE#@i%7%#$7

$"O#群体遗传分化

= 个群体间遗传分化分析如表 < 所示"蒋坝

与临淮群体之间遗传固定指数最小 #A

0W

e

9%7%%"$"临淮与老子山群体间最大 #A

0W

e

%7%!D$"老子山与其它 ! 个群体间的遗传分化极

显著#@i%7%#$"临淮与高良涧群体间遗传分化

#@i%7%"$"其它群体之间分化不显著 #@h

%7%"$+ = 个群体间遗传变异的 ,U(4,分析结

果如表 D 所示"群体间遗传变异占总变异量的

#7<<m"且达到极显著水平#@i%7%#$+ 群体间

的H

,

遗传距离如表 < 所示"蒋坝与老子山群体

之间H

,

遗传距离最大#H

,

e%7#:#$"蒋坝与临

淮群体间最小#H

,

e%7##"$"基于 H

,

遗传距离

构建的)?dU,系统发育树如图 $ 所示"可以看

出 = 个群体分为 $ 个族群"其中蒋坝和临淮为一

族群"老子山和高良涧为另一族群+

表 Q#河蚬群体间7H统计量$7

G&

&对角线下%和

遗传距离$5

A

&对角线上%

&'("Q#S'.-5.+*7

G&

*+0.9'0*+$7

G&

&(*:157.'412':%'27

4*2*0.,7.+0'2,*$5

A

&'(1E*7.'412':%

'9124 9/:(*)-;2' /1/8:'0.12+

群体

N5NO6F_G5K

蒋坝

'V

临淮

-1

高良涧

d-'

老子山

-B0

蒋坝 'V %7##" %7#=# %7#:#

临淮 -1 9%7%%" %7#$" %7#=%

高良涧 d-' %7%%!

%7%%@

"

%7##D

老子山 -B0

%7%$:

""

%7%!D

""

%7%#D

""

+5_]S!

"

7@h%7%""

""

7@i%7%#7

(!#$
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## 期 丁怀宇"等!河蚬微卫星引物筛选及洪泽湖野生群体遗传结构分析 &&

表 R#河蚬群体分子方差分析

&'("R#ADL;A'2':<+.+'9124 9/:(*)-;2' /1/8:'0.12+

变异来源

S5O Q̂]5a

8F̂GF_G5K

自由度

:

a

平方和

SOE5a

SHOF̂]S

方差组分

8F̂GFKQ]

Q5EN5K]K_S

方差比例>m

N]̂Q]K_FL]5a

8F̂GFKQ]

群体间 FE5KL N5NO6F_G5KS ! :7$"< %7%#:$#4F #7<<

群体内个体间 P]_J]]K GKRG8GROF6SJG_̀GK N5NO6F_G5KS #<$ ##=7=D< 9%7$!"!<4P 9$"7::

个体内 JG_̀GK GKRG8GROF6S #<: $%% #7#!:!:4Q #$!7D@

总变异 _5_F68F̂GF_G5K !"# !$%7<== %7@#<$

图 $#基于5

A

遗传距离的\S?DA聚类树

I.4"$#\S?DA,:8+0*-.24 0-**('+*712

5

A

4*2*0.,7.+0'2,*

!&讨论

%"!#群体遗传多样性分析

本研究获得了河蚬 3,>dW碱基重复的微卫

星位点"还获得了 # 个 W,>,W碱基重复位点"其

中完美型微卫星位点所占比例低于非完美型"这

与虾夷扇贝类似)$D*

"而与人类和其他动物不同"

其原因一方面与所抽样测序的克隆较少"且仅使

用了3,重复序列探针"所以不能完全反映其微

卫星的分布情况有关"另一方面与河蚬所处生态

环境条件相关"为适应洪泽湖复杂多变的自然环

境"其基因组中频繁发生碱基替换(错配和不等交

换等现象从而增加了基因多态性+

本研究所用的 #% 个微卫星位点包括 $ 个中

度多态位点"D 个高度多态位点"平均期望杂合度

为 %7<"$"可见这些位点都能有效用于洪泽湖河

蚬野生群体的遗传结构分析"也显示出它们具有

较高的遗传多样性以及相对较大的选择潜力"在

保护其天然种质特性的前提下可进行必要的良种

选育工作+

= 个群体中"蒋坝(临淮群体遗传多样性高于

老子山和高良涧群体"其主要原因是由于 = 个群

体所处的地理及水域环境差异引起的"首先临淮

群体位于洪泽湖上游入水口"蒋坝群体位于洪泽

湖下游出水口"蒋坝(临淮群体所在水域的水质也

显著好于老子山(高良涧群体)$@ 9!%*

"因而蒋坝(临

淮水体流动性和水质均好于老子山和高良涧群体

群体"更利于喜欢生活在流水偏多且敞开的水域

中的河蚬生长和繁殖)<*

+ 另外"= 个群体中除临

淮群体外其余 ! 个群体均出现了平均杂合不足"

说明了临淮群体的遗传多样性相对最好"这是由

于临淮群体位于泗洪洪泽湖湿地自然保护区内"

河蚬天然资源得到了有效的保护"而其它群体没

有得到有效保护"受到了无序采捕或捕捞过度"引

发了遗传结构和遗传多样性的改变+

研究结果显示"= 个群体 $: 个杂合不足位点

中有 #@ 个位点显著偏离 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡"

占杂合不足位点的 <!7%Dm"表现出显著的杂合

显著不足'#= 个杂合过度位点中有 " 个位点显著

偏离 1F̂RICT]GKP]̂L 平衡"占杂合过度位点的

!"7<m"显示出杂合显著过度+ 每个群体的 #% 个

位点中至少有 ! 个位点显著的杂合不足"至多有

$ 个位点杂合过度+ 因此"总体上可以看出洪泽

湖河蚬群体出现了显著偏离 1F̂RICT]GKP]̂L 平

衡"呈现出遗传多样性下降的趋势+ 因此"在今后

的洪泽湖河蚬种质资源保护中"应当采取有效的

措施"划定种质资源保护区"建立休渔制度"充分

避免过度和无序采捕"从而尽可能地减少杂合度

缺失现象"以恢复洪泽湖河蚬的天然种质特性'在

其种质资源利用中"可适当地利用遗传多样性相

对较高的蒋坝(临淮群体"进行优异种质筛选和良

种选育工作"为养殖产业提供优质(健康的苗种+

%"$#瓶颈效应分析

突变9漂移平衡的群体"微卫星位点显示杂

合过度的概率应大致等于杂合不足的概率+ 群体

在进化中经历瓶颈效应后"等位基因数目和杂合

度均会降低"其中等位基因丢失比杂合度降低速

度快"从而引起杂合过度"而且这一作用将保持数

代直至群体再次回到遗传平衡状态)!#*

"因此通过

分析杂合度是否过度可以判断群体数量是否下

降+ 另外"某位点上等位基因数目对群体大小的

)!#$
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波动也较敏感"也可以作为瓶颈效应检测的一种

标志+ 某群体是否具有显著数量的杂合过剩的位

点"常用符号检验和TG6Q5b5K 符号秩次检验方法

来进行检验+ 本研究同时采用这两种检验方法"

并基于无限等位基因模型#/,U$(逐步突变模型

#0UU$和双相突变模型#W?U$三种模型"检验

杂合度过量或杂合度缺失及等位基因多样性以判

断群体是否偏离突变9漂移平衡+ 但由于杂合过

剩作为群体数量下降的瞬态效应"只是在/,U模

型下得到证实)!#*

"而在 0UU模型下并不一定都

能观察到"也只有少数微卫星位点完全符合一步

的逐步突变模型)$:*

"故采用 /,U和 W?U两种模

型较为合适+ 研究结果显示"在/,U模型下两种

检验方法都显示 = 个群体显著或极显著偏离了突

变9漂移平衡"表现出杂合显著过剩"在 W?U模

型下"仅高良涧群体在TG6Q5b5K 符号秩次检验中

极显著偏离了突变 9漂移平衡"且表现出杂合显

著过剩"其它群体杂合过剩均不显著"由于 W?U

模型综合了/,U和 0UU模型"因此认为洪泽湖

河蚬少数群体即将或曾经经历瓶颈效应"群体数

量刚开始出现下降"也可能是由于保护区建设和

休渔制度始见成效"使洪泽湖河蚬群体数量正从

瓶颈效应中恢复过来"但无论如何都应继续实施

保护性措施"以防止群体数量再度下降+

%"%#群体间遗传分化

分析结果显示"= 个群体间遗传距离最大的

为蒋坝与老子山群体之间仅为 %7#:#"远远小于

物种间遗传距离的临界值)!$*

"且蒋坝和临淮群体

亲缘关系较近"老子上和高良涧群体亲缘关系较

近"总变异的 #7<<m来自于群体间"说明仅有微

弱的遗传分化存在于群体间)!!*

"另外临淮与高良

涧群体间遗传分化显著#@i%7%"$以及老子山与

其它 ! 个群体间的遗传分化极显著#@i%7%#$"

而其它两两群体之间分化并不显著#@h%7%"$"

可见整个洪泽湖河蚬并没有形成显著的遗传结

构"其主要原因是由于洪泽湖是一个过水性湖泊"

= 个群体同处洪泽湖湖区内"地理位置差异不大"

河蚬在精卵排放后到面盘幼虫期可随着湖区不同

水域之间水体交换以及频繁交错的捕捞活动在湖

区内随机扩散"引起河蚬在湖区不同位置之间的

频繁基因交流"因而洪泽湖河蚬仍保持着群体内

遗传变异"遗传分化微弱+ 临淮与高良涧群体之

间遗传分化显著"这是由于高良涧群体处在洪泽

湖东北部"不在洪泽湖湖区水体流动主要方向上"

而老子山和蒋坝群体分别处在水体流动中游和下

游"因而群体间基因交流较少'而老子山群体与其

他群体间分化极显著"这主要是由于老子山群体

遗传杂合不足程度最大"遗传多样性下降较多引

起的+ 综上所述"基于本研究结果显示洪泽湖整

个河蚬群体遗传分化程度微弱"且没有现成显著

的遗传结构"因而在其种质资源保护和管理上可

将整个洪泽湖湖区视作一个单元进行有效操作+

总之"以上分析结果初步揭示了洪泽湖河蚬

的遗传多样性现状"并弄清了洪泽湖河蚬的群体

遗传结构"这为洪泽湖河蚬种质资源的深入研究

提供一定的参考"特别是为今后良种选育中亲本

的选择工作奠定了理论基础+
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_̀F_JFSa5 Ê]R PI F̂]Q]K_P5__6]K]Qc)'*7d]K]_GQS"

#@D""###!:<" 9:D@7
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