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摘要
:

采用 R A p D 技术对两个人工雌核发育系鳞近交 FI
遗传距离

、

遗传相似度及群体遗传多样性进行分析
,

用普通琏和鲤作对照
。

结果表明
:

GS c l
、

n 系近交 Fl 系内个体间平均遗传相似度分别为 0 9 7 2 2
、

0 月以) 7
,

高

于对照鳞和鲤的 0
.

9 54 6
、

0
.

87 2 7 ;两系近交 FI
的遗传多样性指数分别为 0

.

肠2 9
、

0
.

《〕5 2 9
,

低于对照鳞和鲤的

0
.

10 1 8 和 0
.

2 13 2
,

表明 G sc l
、

n 系系内近交的 Fl 保持了较高的纯度
。

U p G M叭 和 NJ 系统树清晰反映了两个

系近交 Fl

与对照组个体间的相互关系
。

26 个随机引物 的 R A p D 扩增结果显示
,

5 个引物 O R I 科
、

O PG 17
、

O p R 〕l
、

0 pM ll
、

。PM16 可以扩增出区分两个系近交 凡 的特异标志带
。
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鳞(场尹op h艺ha lm ic ht
hxs Ino lit rix )是我国淡水主

养鱼类之一
,

在我国淡水养殖业中占有重要地位
,

但由于缺乏选种 和保种技术
,

导致鳞优良种质退

化
。

雌核发育(g yn oge ne sis )是快速获得纯系的有

效手段之一
,

在鱼类育种中占有重要地位
,

常用于

优良品系的选育
。

长江水产研究所从 198 7 年开

始用雌核发育和性别控制技术选育鳞优良品系的

工作
,

目前已初步建立 了 2 个人工雌核发育系
。

对雌核发育鳞的研究仅有 Fl 同工酶
、

蛋 白质及

R A卫D 指纹方面的报道仁
’一 “」

。

对雌核发育草鱼近

交 Fl 的生化遗传特性和锦鲤不同雌核发育群体

的 R A p D 标记也有一些报道 [4, “〕
,

而连续两代雌

核发育鳞近交 Fl 的遗传多样性研究还未见报道
,

开展此项研究有助于结合生长对比实验和前期工

作验证建立的雌核发育系后代的遗传稳定性
,

最

终为选育出优良性状的缝新品种提供分子遗传学

依据
。

l 材料与方法

1
.

1 材料来源

实验用鳞的样本取自中国水产科学研究院长

江水产研究所
。

两个人工雌核发育系的获得是用

长江沙市江段的亲本鳞采用文献「6」的方法经过

连续两代人工雌核发育
,

获得雌核发育鳞 几(简

称 Gs c 几)
,

根据 G sc 几个体间的遗传距离分为

两个系
,

即 Gs c l
、

GS C n 系
。

两个系内均发现少

量雄性个体
,

雌雄个体近交所得的后代为雌核发

育鳞近交 F l 。 随机抽取 G sc l 系近交 Fl 个体 6

尾
,

G SC n 系近交 Fl 个体 n 尾
,

两系的近交 FI
样

本均为 7 月龄
,

体重 100
一 2 50 9

。

以荆州人工繁

殖群体中的普通鳞(C SC) 和普通鲤(C C) 各 6 尾作

为对照
。

1
.

2 试验方法

总 D NA 提取方法 0
.

19 脑组织加 5 00 此

裂 解 液 ( 10

~
卜 L 一 ’

Tri
s 一

HC
I

,

pHS
.

0; 100

~
l

·

L 一 ‘E D T A
,

p H S
.

o ; 0
.

5 % sD S)
,

在冰浴条

件下匀浆
,

匀浆液转人 l
.

s lllL 离心管中
,

加人终

浓度为 20 愧
·

L 一 ‘的 R N A as e A
,

混匀后 37 ℃水浴

保温 l h
,

然后加人终浓度为 100 傀
·

L 一 ‘蛋 白酶

K
,

充分混 匀后 55 ℃水浴 消化过夜
。

常规酚
、

氯

仿
、

异戊醇抽提
,

乙醇沉淀
。

收集 D N A 加 TE 溶

解
,

用 Bi o p h o to m e te r 61 31 型蛋 白质核酸检测仪检

测 D N A 含量与纯度
。

PC R 反应体 系与电泳 所用引物为 0 详ro n

公司生产的 I
、

P
、

G
、

M 组共 80 个引物中筛选的 26

个随机引物
,

引物序列见表 1
。

鞠
D N A 聚合酶

为 Pro m e g a
产品

,

反应体系和扩增条件按文献「7〕

的方法进行
。

在 PT C 一 2 00 型 PCR 仪上扩增
,

扩

增产物用 1
.

4 %琼脂糖凝胶 (含 0
.

s mg
·

L 一 ‘
嗅化

乙锭 )电泳分离
,

Ge
n e C记ni u s

凝胶成像系统观察摄

影
。

表 1 所用引物编号
、

序列

T a b
.

1 T h e c闭es a n d , 月u e n c es of pri n le rs

引物

Pn n le r

序列(5
’ 一 3

’

)

绷
u

ence (5
’
一 3

’

)

引物

p 门庄记 r

序列(5
’
一 3

’

)
女月u印ce (5 ’ 一 3

’

)

引物

pn fl le r

序列(5
’
一 3

’

)
义翔uen ce (5

’ 一 3
’

)

0 PI 一03

O PI一 13

0 PI一 14

0 PI 一 16

O PI 一 17

O PI 一 18

O PI 一 19

O P P一 0 1

O P P一服

O PP一 03

O PP 一
05

C甲P一 0 7

C甲P一田

C甲P一 11

C甲P一 13

O护P一 17

O PG 一
04

O PG 一 1 1

()p G 一 14

《〕l气〕一 15

0 p 6 一 17

(〕l毛 一 19

C尸M 一 11

C甲M 一 15

O PM 一 16

O护M 一 17

G G A T G A G A C C

内叮代汇幻A O 陀

A C G A C C G A C A

C汀℃A GG 〔〔A A

C T CC A C T G T G

C A C CT A C C A C

C T A A C C A G C C

T C A G T C C G G C

一一一一����一
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1
.

3 数据处理

Sha n n
on 遗传 多样性指数和 多态位点 参

照 L uc ian e
等 [s] 的方法

,

用 Shan n on 遗传多样性指

数(Sh

annon
’ 5 in d e x o f Ph en o

tyP ie di
vers

ity )表示群

体的遗传多样性
:

万
。

= 一 艺二 i

腼
i

从为全部引物所检测到 的某群体中所有位点 (包

括单态位点 和多态位点 )的多样性
, 7r i
为某位点

(某 D N A 带 )在被检测群体中的表型频率
。

多态位点百分率用 P( % ) = (P/ B ) x 100 表

示
,

即多态座位数 (P) 和所有扩增座位数 (B )的比

率
。

shann on 遗传多样性指数和多态位点百分率

用 几pgen
e l

.

32 软件川完成
。

遗传距离和遗传相似度 任意两个体间的

Ne i氏遗传距离和遗传相似度仁
’”】:

s = Z Nx
,

/ (从 + N ,

)

D 二 1 一 S

其中 s 为遗传相似度
,

D 为遗传距离
。

Nx 为个

体
x
具有带的条数

,

从 为个体 y 具有的带的条

数
,

从
1

,

为两个体共有带的条数
。

s 和 D 的计算由

RA p D istan
c eZ

.

00 软件完成
。

聚类 分 析 根据 Ne i 氏遗 传距 离
,

由

PHY L护软件包中的 Ne ig hbo r
程序用 U p G M A 法

和 NJ 法分别构建两个系雌核发育鳞近交 Fl 和对

照鲤
、

鳞的聚类图
。

2 结果

2
.

1 两个系雌核发育鳞近交 Fl 和对照组 R AP D

扩增结果

筛选出 2 6 个引物对 Gs C I
、

GS C n系近交 Fl

和对照鳞
、

鲤共 29 个个体进行扩增
,

只统计稳定

清晰的 D NA 带
,

26 个引物共产生了 3 15 条扩增片

段
,

单个引物检测到的位点数在 8 一 17
,

片段大小

从 0
.

3 一 2
.

7 kb
。

G SC I
、

l 系近交 F , 和对照缝 3

个群体的扩增图谱大部分是相似的
,

与对照鲤差

别较大
,

如图 1 所示为 oP n 4 号引物在 4 个群体

共 29 个 个体上 的扩 增图谱
。

O代孤润
, 、

O PG 1 7
、

OPI 刃 1
、

O PMn
、

OP] 功 16 扩增 的结果显示
,

GS C I
、

11 系近交 Fl
之间有明显 1 一 2 条带的差异

,

可用

于区分这两个系
,

图 2 为引物 0 PG 1 7 的扩增 图

谱
,

在 1 4田 kb 处显示 1 系所有个体比 互系多 1

条扩增带
。

在 O R 水又 号引物上检测到 11 系和对

照鲤具有相同大小为 92 0 bP 的扩增带
,

而 I系和

对照鳞没有
,

如 3 图所示
。

同样在 O P印3 号引物

上检测到 I系 4 尾鱼具有与对照鲤相 同的扩增

带
,

而对照链和 n系则没有
。

2
.

2 Sh a n n o n
指数和多态位点百分率

26 个引物对 G SC I
、

兀系近交 F ; 和对照鳞
、

鲤扩增的总带数分别为 2 10
、

21 1
、

2 12 和 192
,

单个

引物分别在 四个群体中扩增出的带数在 3 一 12 之

间
。

2 6 个引物在两个雌核发育系近交 Fl 和对照

组的扩增位点数
、

sh ~
n
指数 Ho 和多态位点百

分率见表 2
。

GS C I
、

江系的多态位点百分率分别

为 1 1
.

48 % 和 9
.

95 %
,

低于对照鳞的 17
.

45 % 和对

照鲤的 45
.

37 %
。

两个系的 Sh
a n n o n

指数也明显

低于对照组的鳞和鲤
。

由于 凡所包含 的信息量

可以描述生物群体某种生命现象的离散性
,

即多

样性
,

Ho 值越大则群体的离散性越高
、

多样性越

丰富
。

从表 2 可知
,

鳞经过连续两代的雌核发育

以后
,

系内近交的 Fl 多样性指数维持在 较低水

平
,

说明这两个系还是比较纯的
。

l笠】 i 吸J r l l任 勺 勺 I湘义J入U 场
一

l 祠干
‘

日‘ 口习卫 洛目 比} 1祠
.

Fi g
.

1 Am Pllfi c ati on Pro fi le in fo u l
.

g ℃u PS ge ne ra ted by 0 Pll4 p n n ler

M 尸奴X〕一 2仪刃bP D N A la d de r
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图 3

Fig
.

3 An
1Plifi c

O R 水H 号引物对 4 个群体的扩增图谱

ati on Pro fil e in fo u r gr o叩5 ge ne ra te d by O R J 玲 p n m e r

屯洲】一 2 (刀儿 P D N A I司de r

箭头所示为 Gs c ll 与对照鲤的共有带
.

八刀勺w ind icates al 议e

ban d be t w ee n

Gs C n an d co n
tro l c

arP

2
.

3 N ei 氏遗传相似度和遗传距离

通过统计分析
,

G sc l
、

11 系近交 F l 的遗传

距离和遗传相似度见表 3 和表 4
。

GS C I系个体

间的遗传距离为 0
.

0 17 5 一 0
.

俐。 4
,

平均 0
.

02 7 8 ;

个体间平均相似度 0
.

9 72 2
。

n 系个体间的遗传

距离为 0 汪X为 8 一 0
.

03 2 3
,

平均 0
.

0 19 3; 平均遗传

相似度 0
.

9 8 0 7
。

对照缝个体间的平均遗传距离

为0
.

04 5 4
,

平均相似度为 0
.

9 54 6 ;对照鲤个体间

平均遗传距离为 0
.

127 3
,

遗传相似度为 0
.

8 72 7
。

以群体内遗传距离的平均值计算群体之间的

遗传距离
,

结果 见表 5
。

两个系之间的遗传距离

为0
.

06 7 9
,

遗传相似度为 0
.

93 2 1; 两系和对照鳞

的遗传距离分别为 O汉兀巧 7
、

0
.

08 1 5
,

与对照鲤的

遗传距离 为分别 为 0
.

553 3
、

0
.

56 2 3
。

由上表可

知
,

Gs c l
、

11 系近交 Fl 间的亲缘关系最近
,

其次

为两系与对照鳞的关系较近
,

与对照鲤的亲缘关

系最远
。

2
.

4 聚类图

根据 29 个个体间的 Ne i氏遗传距离
,

采用 NJ

法和 U PG M渡 法构建所有个体的聚类图
。

两种方

法的结果相似
,

如图 4 和图 5 所示
。

I系的 6 个

个体和 11 系 的 n 个个体先分别聚在一起
,

然后

I
、

11 两系聚为一类
,

再与对照鳞聚在一起
,

最后

与对照鲤聚在一起
。
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表 2 4 个群体的扩增位带点数
、

多态位点数和 份团阳o n 指数 (Ho )
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表 3 G忍C l 系群体内个体之间的 N七i 氏遗传距离 ( D )和遗传相似度 (S)
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2 期 张桂蓉等
:
两个人工雌核发育系鳞近交 Fl

遗传多样性的 凡、PD 分析

表 5 4 个群体间的平均遗传距离和平均遗传相似度

T a b
.

5 A v e r a g e g e n e tie sin止Ia ri 灯 朋d ave
r
ag e ge n e6 c di sta llc e 扣旧。n g 4 g r o u ps

G S C I G S C 五

0
.

93 2 1 0
.

叩 33 0
.

1众17

0
.

肠79

0
.

《护欠17

0 5 53 3

0
.

9 185 0
.

铭 77

0
.

08 15

0
.

历23

0
.

铝89

0
.

功1 1

GSCIGSCllCSC
cc

4562314819521063

GSCO8CO8COSCO8COSCOSCGSCG8COSCO8CG8CO8CO8CO8C
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G SC ll 7

46352-13672101148,9G8COSCOSCGSCOSCOSCOSCG8COSCOSCG8COSCGSCOSCOSCOSCOSCCSCCSCCSCCSCCSCCSCCClCC2CC4CC6CC5CC3

遗传距离 g e n e t ie d i s t a n e e
遗传距离 g e n e t i。 d is tan e e

图 4 4 个群体 29 个个体的 NJ 聚类图

Fig
.

4 Clu ste r di agr 田1 1 o f 2 9 indi
v idu al s

图 5 4 个群体 29 个个体的 U R ; M A 聚类图

Fi g
.

5 Clu ste r di ag r a n l
of 29 in di v id u a ls

in fo ur gr o llPs by NJ
In e tll《x l in fo ur 9 1飞川p s by t JI毛 M A me th od

3 讨论

26 个引物在两个雌核发育系近交 Fl 和两个

对照组共 4 个群体中检测到的多态位点百分率分

别为 1 1
.

48 %
、

9
.

9 5 %
、

1 7
.

4 5 %
、

4 5
.

7 3 %
,

Sh an n o n

多样性指数为 0
.

肠2 9
、

0
.

0 5 2 9
、

0
.

10 1 8
、

0
.

2 13 2
,

四个群体内 Ne i 氏遗传距离为 0
.

0 27 8
、

0
.

0 19 3
、

0
.

以5 3
、

0
.

12 7 0
,

这 3 种方法 和聚类分析的结果

是一致的
,

即对照鲤群体多样性 > 对照鲍群体 >

雌核发育 I系近交 F , > 雌 核发育 11 系近交 FI 。

张四明等 [ 7〕对长江水系 4 个种群的鲍进行 R A p D

分析表明多态百分率为 13 %
。

本研究结果表 明

两个 雌 核 发 育 系 近 交 F ,
多 态 百 分 率分别为

11
.

48 %
、

9
.

9 5 %
,

比普通 天然群体鲍的多态百分

率低
。

张德春等对不同人工繁殖群体鲍的遗传多

样性研究表明
,

湖北荆州人繁群体内平均遗传相

似度为0
.

9 71 5
,

广西昭平的为0
.

9 6 6 5乞“ 〕
。

本研

究表明经过连续两代雌核发育后
,

系内近交 F I
个

体间的遗传相似度分别为 0
.

9 72 2和0
.

9 8 0 7
,

比对

照普通两性繁殖群体的相似度 。
.

9 5 4 6 偏高
,

这

说明两个雌核发育系鲍系内近交的后代种质保持

较高的纯度
。

由于雌核发育过程 中没有雌雄两性原核的融

合
,

遗传物质理论上来源于卵子
,

在 育种上可以快

速获得纯系
,

但是近来很多研究表明雌核发育子

代中整人了部分父本信息 [’2
,

‘“〕
。

张海发等〔’2 1认

为
,

彭泽螂雌核发育 子代中具有与父本相同而与

母本相异的扩增带
,

本课题组在连续两代雌核发

育个体上也检测到类似结果
。

在两个雌核发育系

近交 Fl 上同样也检测 到有与对照鲤相同而对照

鲍没有 的扩增带
,

不 过 两 个 系表 现不 同
,

引 物

O p 只)3 号在 工系
、

O代刹川 号在 n 系 上分别检测到

与鲤相同而对照赃没有的扩增带
,

这也许是其亲

本 在雌 核 发育 过程 中雄鲤的精子 整人 不 同的

D N A 片段所致
。
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