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摘要! 为深入了解罗氏沼虾抗病选育群体的抗病力和遗传信息!通过人工注射溶藻弧菌感染

16 个罗氏沼虾选育群体!并利用微卫星分子标记对选育群体进行遗传结构分析" 结果显示!

16 个选育群体抗溶藻弧菌感染能力存在明显差别!并从中鉴定出抗病力强的群体 / 个

%*-$1176'*-$11711 和 *-$11716&!其在感染溶藻弧菌感染后的成活率达 92F#抗病力比较

强的群体 0 个#抗病力一般的群体 8 个!成活率为 67F?02F#抗病力差的群体 3 个!成活率为

/7F?72F" 9 对微卫星引物共检测到 7/ 个等位基因!每对引物的等位基因数为 7 ?: 个!平

均为 61637 个!多态信息含量%/N!&为 2163: 8 ?2193: 8!平均为 210/3 /" 16 个群体的平均

/N!为 218:/ 3 ?216:7 6!平均观测杂合度为 21726 3 ?21671 /!平均期望杂合度为 21771 : ?

210// 3!遗传相似系数平均为 21677 3!遗传距离平均为 218/8 8" 并对 46和 *6两群体罗氏

沼虾个体扩增出的差异条带进行统计!分析其与罗氏沼虾抗病性状的相关性" 结果表明!7 个

微卫星位点 *#8G>9712/G'*#8G>971212'P$PO11'*#8G>971/0 和 P$P-3 分别在 32/'36/'

197'//7 和 :6 G> 等位基因与罗氏沼虾抗病性状存在一定的相关性!其中!位点 P$PO11 在

197 G> 等位基因跟抗病性有极显著的正相关性!相关系数为 21393" 研究表明!16 个选育群体

中有 8 个群体的抗病力较强!同时与其它 13 个选育群体相比!这 8 个群体遗传多样性也比较

丰富!这些罗氏沼虾群体的筛选为罗氏沼虾抗病新品种的培育奠定了重要基础"

关键词! 罗氏沼虾# 选育# 抗病力# 微卫星# 遗传多样性

中图分类号! H/86# *:101844444444 文献标志码$&

44罗氏沼虾 #@(+#3:#(+&$7D#3)4*:4#8$$$又称

马来西亚大虾或泰国虾"其食性广(生长快(肉质

鲜嫩"是目前世界上养殖产量最高的三大虾种之

一
)1 53*

+ 但是"由于养殖的迅速普及"养殖水域环

境的日益恶化"其病害也愈发严重
)/ 58*

+ 其中"由

溶藻弧菌 #O$:#$3 (98$*39'%$+7)$引起的弧菌病成

为虾类养殖中传染性较强的疾病之一"其发病率

高"致病性强"给我国虾类养殖业带来巨大的经济

损失
)7 5:*

+ 因此"结合现代生物技术培育出优质

抗病新品种"才是预防疾病流行的最有效途径+

微卫星#:<2D/B;3K00<3K$"由于多态性丰富(遗

传信息含量大
)12*

(操作简便快捷(稳定性好等特

点"被广泛应用于遗传结构分析(种质鉴定(基因

定位等研究领域
)11 513*

+ 目前"有关罗氏沼虾遗传

学的研究较少"主要集中在不同地区罗氏沼虾群

体间遗传差异的比较
)1/ 519*

+ 而有关罗氏沼虾抗

病群体建立及遗传基础的研究鲜有报道"本研究

对罗氏沼虾进行溶藻弧菌人工感染实验"并运用

简单重复序列标记#B<:>0KBKR=K?2KDK>K;3B"**$$

研究其遗传多样性"探讨了 **$标记与抗病性状

的相关性"以期为今后罗氏沼虾抗病选育以及养

殖生产奠定分子遗传学基础+
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14材料与方法

!(!)实验材料

从来源于马来西亚的上海养殖群体"按外部

形态#体质量(体长(头胸甲宽(第一腹节宽(第一

腹节高$差异"结合聚类分析结果"选择建立的 16

个群体的子一代中"分别挑选一定数量体格健壮

的罗氏沼虾作为实验用虾"编号依次为 *-$1171(

*-$1173(*-$117/..*-$11716+ 实验用溶藻弧

菌为从罗氏沼虾养殖水体中分离鉴定得到的菌

株+ 实验用水为经充分曝气且除氯的自来水+

!(*)抗病感染实验

感染实验前将实验水槽 #02 2: >72 2: >

82 2:$清洗干净"用 7 ]高锰酸钾溶液浸泡 /2

:<? 消毒"然后冲洗干净+ 放虾前 1 J"注入自来

水并充分曝气 38 I+

对 16 个选育群体进行溶藻弧菌感染实验"每

个群体设 3 个平行"每个平行选取沼虾 32 尾

#:18/ =1111$ 2:+ 感染方法为肌肉注射法"即

在第 3 ?/ 腹节间注射浓度为 1 >12

6

-(#5:'的

溶藻弧菌悬液" 注射剂量最终 为 217 >12

8

-(#5@+

实验期间每隔 / I 检查虾的活动情况"及时

记录死亡数量并收集死亡个体肌肉#约 112 @$"

浸入无水乙醇" 582 L保存"组成死亡群体记为

46+ 感染 12 J 后"剪取仍然存活的罗氏沼虾个体

最后一对步足"浸入无水乙醇" 582 L保存"组成

存活群体记为 *6+

!(,)基因组 +&'提取

每个个体 4%&提取和定量的主要过程参照

*3D;=BB等
)1:*

+ 从酒精中取肌肉组织约 122 :@"用

蒸馏水洗净"滤纸吸去多余水分后剪碎"加入 722

"

'裂解 液 # 12 ::/05' ED<B7+-0" >+ 912' 122

::/05',4E&">+912'12F *4*'122

"

@5:'蛋

白酶 M$77 L中消化过夜+ 然后分别用等体积的

ED<B7饱和酚(饱和酚C氯仿C异戊醇#37C38C1$提取(

纯化 4%&"用 3 倍体积( 532 L预冷的无水乙醇沉

淀后"加入适量 E,缓冲液#12 ::/05'ED<B7+-0"

>+912'1 ::/05',4E&">+912$溶解"制成终浓

度为 72 ?@5

"

'的模板 4%&"8 L保存备用+

!(/)##%遗传分析

微卫星引物44本研究共使用 9 对微卫星引

物"其中 3 对 #编号为 *#8G>9712/G( *#8G>97

1/0$由本实验室自主开发筛选而来"其余 6 对多

态性丰富的引物从外文文献
)32 533*

的 /9 对引物中

筛选而来+ 引物由生工生物工程 #上海$有限公

司合成"引物信息见表 1+

表 !)罗氏沼虾 O 对微卫星位点的特征

012(!).B1$1?86$4\1849<9:O @4?$971865548659?49:86786A7#)1$8&;8)<%%

位点

0/2=B

引物序列#7N7/N$

>D<:KDBKR=K?2K

退火温度5L

;??K;0<?@ 3K:>KD;3=DK

核心重复序列

DK>K;3BKR=K?2KB

8K?O;?T 登录号

8K?O;?T ;22KBB</? %/1

PD0799

(!E&EE&-8&EE--8E88-&-&

$!&E&EE-EEE8E&8-88-E88

7/

#-E$

0

,#98061:

*#8G>9712/G

(!&EE-88E&E-&8-E-E8-

$!&88E-&E-&---EEE--&

79

#EE-$

7

4H21:96:

*#8G>97121G

(!--8E88-E8&8&8EEE-&E&-

$!8888&&E&&&88&--E-E88

62

#-&E$

3

#-EE$

3

#E&&&$

3

,(328100

*#8G>971212

(!&E&8&E8--&&-&8-&-&88

$!8&-&8E8&88-&-EEEE&--8

62

#-&-$

3

,(328100

*#8G>9712/;

(!&88&EEE-E8-8&88E-EE8

$!-8E8EE8EE-EE-&E&88-EE-

62

#E-E$

3

#&E&$

3

,(328109

P$PO11

(!8&-8-E8--&&&&&8&&&&8

$!&--8E8--&EE&&-EE--&&

88

#-E$

/2

,(717102

*#8G>971/0

(!-8&-E888E88E&EEE&E

$!-8-E8&-8EEE&EE-E8E

77

#EE&$

16

,(328192

P$P-3

(!EE888E8-&88&&8E-EE8E

$!888E-EE888&8&EEE-&8E8

86

#8&$

12

,(717107

:681
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446-$扩增及检测446-$反应液总体积为 12

"

'"包括 3 >P;B3KD:<Q #211 # ,(- 6/0A:KD;BK5

"

'"722

"

:/05'J%E6K;2I"32 ::/05'ED<B7+-0

>+91/"122 ::/05'M-0"/ ::/05'P@-0

3

"天根

生化科技有限公司$7

"

'"上(下游引物#7

"

=:/05

'$各 217

"

'"模板 4%&# 72 ?@5

"

'$ 1

"

'"用

JJ+

3

"补足体积+ 6-$反应程序!实验室自主设

计引物参照 :8 L预变性 8 :<?':8 L变性 /2 B"退

火温度 87 B"03 L延伸 1 :<?"/7 个循环'03 L延伸

8 :<?'8 L保存"扩增产物在 9F聚丙烯酰胺凝胶

上进行电泳分离"电泳结果银染检测"拍照+

!(G)数据统计与分析

罗氏沼虾抗病选育群体抗病性能及遗传结构

分析44采用 *6**1/12 (/DX<?J/VB统计软件

对感染后成活率数据进行独立样本 ,检验"/A

2127 表示差异显著+

银染 之 后 得 到 的 电 泳 谱 带 利 用 8K0>D/

;?;0AYKD817 进行分析+ 使用 6/>8K?K#.KDB</?

/13 $ 软件统计微卫星基因座的等位基因数

#/GBKDUKJ ?=:GKD/C;00K0KB".

;

$(有效等位基因数

#KCCK23<UK?=:GKD/C;00K0KB" .

K

$(观测杂合度

# /GBKDUKJ IK3KD/YA@/B<3A" 0

/

$( 期 望 杂 合 度

#KQ>K23KJ IK3KD/YA@/B<3A"0

K

$(遗传相似系数和遗

传距离+ 基因座间连锁不平衡分析"卡方检验估

计群体 +;DJA7XK<?GKD@ 平衡偏离也由 6/>8K?K

#.KDB</? /13 $ 来统计+ 由 P,8& 812

)3/*

构建

#68P,聚类图并将其输出+

多态 信 息 含 量 # >/0A:/D>I<B: <?C/D:;3</?

2/?3K?3"/N!$"根据 O/3B3K<? 等
)38*

公式计算!

K>?M1 N

$

/

.M1

K

3

.

N

$

/N1

.M1

$

/

OM.P1

3K

3

.

K

3

O

#1$

式中"* 为某位点上等位基因数"/

$

(/

5

分别为第 $

和第 5个等位基因在群体中的频率"5B$<1+

抗病性状与差异条带的相关性分析44通过

对电泳结果进行分析"获得 46和 *6群体间差异

条带的分布情况及泳动位置+ 用 *6**软件对微

卫星位点所扩增出的差异等位基因与罗氏沼虾抗

病性状间进行皮尔逊检验 #6K;DB/? 2/DDK0;3</?$"

判断有差异的等位基因与抗病性状间是否具有相

关性+ 6K;DB/? 相关系数公式!

(

G#

M

$

/

.M1

#G

.

NG

,

$##

.

N#

,

$

$

/

.M1

#G

.

NG

,

$

3

$

/

.M1

##

.

N#

,

$

槡
3

#3$

34结果

*(!)罗氏沼虾的抗病性

本研究对 16 个罗氏沼虾选育群体进行抗溶

藻弧菌感染能力测试+ 结果表明"在注射溶藻弧

菌约 12 I 后"罗氏沼虾行动迟缓(活力下降(摄食

量减少'16 I 后出现少量死亡"死亡个体肝脏发

白"肌肉内有白斑块'89 I 后出现死亡高峰'132 I

内死亡数占死亡总数的绝大多数"132 I 后才有所

缓解+

由表 3 可知"经人工感染溶藻弧菌后"16 个

选育群体表现出不同的抗病能力+ 其中"选育群

体 *-$1176(*-$11712(*-$11711 和*-$11716 号

的成活率最高"均为 9212F 左右' 选育群体

*-$1177(*-$1170(*-$11713(*-$11717(*-$117

1(*-$11718(*-$117: 和 *-$1171/ 号成活率为

02F?0:F"平均成活率为#031:F =31/F$'选

育群体 *-$1173(*-$1178 和 *-$117/ 号的成活

率为 72F?6:F'而选育群体 *-$1179 号的成活

率最低"为 /712F+ 16 个选育群体成活率为

/712F?9212F"平均成活率为#6:1:F =1311F$+

表 *)罗氏沼虾不同选育群体抗溶藻弧菌能力比较

012(*).9@C1$479<9:A476176$674781<?69:

F1$49>7;$9>C789 =#(:<%&1:,*%'4$

选育群体

>/>=0;3</? ?/1

成活率5F

B=DU<U;0

选育群体

>/>=0;3</? ?/1

成活率5F

B=DU<U;0

*-$1171

0313/ =0196

;G

*-$117:

02122 =11/8

G

*-$1173

67122 =0120

G

*-$11712

92122 =18118

;G

*-$117/

8:17/ =31/7

2

*-$11711

92122 =1136

;

*-$1178

67122 =0129

G

*-$11713

07122 =11109

;G

*-$1177

07122 =10169

;G

*-$1171/

02122 =11/8

G

*-$1176

92122 =1133

;

*-$11718

0118/ =11/7

;G

*-$1170

07122 =0126

;G

*-$11717

07122 =10169

;G

*-$1179

/7122 =:18:

2

*-$11716

92122 =3113

;

注!不同的上标字母表示差异性显著#/A2127$

%/3KB!.;0=KBV<3I 3IKJ<CCKDK?3B=>KDB2D<>30K33KDB;DKB<@?<C<2;?30A

J<CCKDK?3#/A2127$

*(*)微卫星标记扩增结果

本研究利用 9 对微卫星引物对 16 个选育群

体进行扩增"结果每个选育群体的扩增带均为多

态#图 1 和图 3$+ 9 对微卫星引物在 16 个选育群

体中共检测到 7/ 个等位基因"多数集中在 122 ?

//2 G>+

2081
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图 !)引物 #ME2COI!T,2在 #.%!!I, 和 #.%!!I/ 中部分个体的扩增电泳图谱

P1P;DTKD>O$/33 4%&5@)6

!

' 1 ?121*-$117/ 中部分个体' 11 ?321*-$1178 中部分个体

L4;(!)R56?8$9CB9$6747C1886$<9:@4?$971865548659?>71@C54:46A2D C$4@6$

#ME2COI!T,24<C1$841571@C5679:#.%!!I, 1<A#.%!!I/

P14%&P;DTKD>O$/33 4%&5PB>

!

' 1 5121>;D3<;0B;:>0KB/C*-$117/' 11 5321>;D3<;0B;:>0KB/C*-$1178

图 *)引物 #ME2COI!T,1 在 #.%!!I* 中的扩增电泳图谱

P1P;DTKD>O$/33 4%&5@)6

!

' 1 ?321*-$1173 的 32 个个体

L4;(*)R56?8$9CB9$6747C1886$<9:@4?$971865548659?>71@C54:46A2D C$4@6$#ME2COI!T,1 4<#.%!!I*

P14%&P;DTKD>O$/33 4%&5@)6

!

' 1 532132 B;:>0KB<? *-$1173

*(,)遗传多样性分析

由表 / 可以看出"每个位点的等位基因数

#.

;

$为 7 ?: 个"平均等位基因数为 #61637 2 =

11820 :$"其中微卫星座位 P$P-3 检测到 : 个

等位基因'有效等位基因数 #.

K

$为 /1171 0 ?

61737 6'观测杂合度#0

/

$为 21183 : ?21968 7'

期望杂合度 #0

K

$为 21693 0 ?21986 9'/N!为

2163: 8 ?2193: 8"均大于 217"平均 /N!值为

#210/3 / =21206 8$"其中 P$P-3 的多态性最

高"为 2193: 8+

表 ,)O 个微卫星座位在罗氏沼虾选育群体内的等位基因数$有效等位基因数$

观测杂合度$期望杂合度$多态信息含量$遗传分化系数和基因流

012(,)&>@26$9:1556567">

1

#%<>@26$9:6::6?84F61556567">

6

#%9276$F6AB686$9\D;9748D"6

9

#%

6UC6?86AB686$9\D;9748D"6

6

#%C95D@9$CB47@ 4<:9$@1849<?9<86<8".?!#%

;6<684?A4::6$6<841849<"@

78

#1<A;6<6:59J">

@

#9:64;B8@4?$971865548659?4

位点

0/2=B

等位基因数

.

;

有效等位基因数

.

K

观测杂合度

0

/

期望杂合度

0

K

多态信息含量

/N!

遗传分化系数

R

B3

基因流

.

:

PD0799 0 71028 0 21688 0 21938 0 21922 7 21113 1 11:92 9

*#8G>9712/G 6 /1:9/ : 21629 1 2108: 2 2101/ 0 211/: 9 117/9 6

*#8G>97121G 6 /1171 0 2167: / 21693 0 2163: 8 21176 2 11/73 7

*#8G>971212 7 /1967 3 21968 7 21081 / 216:0 3 21266 2 /1782 0

*#8G>9712/; 9 81039 7 21/77 / 21099 7 2106/ / 21362 1 21011 3

P$PO11 7 /1328 : 21037 / 21699 2 216/3 / 211// 9 11619 1

*#8G>971/0 0 718:0 : 21183 : 21919 1 210:/ 2 21370 2 21033 6

P$P-3 : 61737 6 21716 7 21986 9 2193: 8 21171 : 11/:6 2

:K;? 61637 2 81793 9 21768 6 21060 8 210/3 / 21161 2 11/23 7

44*-$1171(*-$1173(*-$117/ 等 16 个选育群体

的平均等位基因数(平均有效等位基因数(平均观

测杂合度(平均期望杂合度(平均 +;DJA7XK<?GKD@

平衡和平均多态信息含量见表 8+ 由表 8 可见"多

态性/N!值大于 216 的选育群体有 0 个#*-$1178(

*-$1177(*-$1176(*-$1179(*-$11712(*-$11717(

*-$11716$"其中选育群体 *-$1177 号多态性最

高"为 216:7 6'小于 217 的选育群体仅有 1 个"为选

育群体 *-$1171/ 号"/N!值 218:/ 3'其余选育群

体的 /N!值均在 217 ?216 之间+
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表 /)罗氏沼虾 !" 个选育群体在 O 个微卫星座位上的平均等位基因数$平均有效等位基因数$

平均观测杂合度$平均期望杂合度$平均 X1$ADI]64<26$; 平衡和平均多态信息含量

012(/)0B6@61<<>@26$9:1556567">

1

#%@61<<>@26$9:6::6?84F61556567">

6

#%

@61<9276$F6AB686$9\D;9748D"6

9

#%@61<6UC6?86AB686$9\D;9748D"6

6

#%

@61<X1$ADI]64<26$; A6C1$8>$6F15>6".#1<A@61<C95D@9$CB47@ 4<:9$@1849<

?9<86<8".?!#9:O @4?$971865548659?44<!" 789?̂79:7#)1$8&;8)<%%

选育群体

>/>=0;3</?

?/1

.

;

平均值

:K;? ;00K0KB

.

K

平均值

:K;? KCCK23<UK

;00K0KB

0

/

平均值

:K;? 0

/

0

K

平均值

:K;? 0

K

平均

+;DJA7XK<?GKD@ 平衡

:K;? /

平均多态

信息含量

:K;? /N!

*-$1171 81372 2 =11:29 6 /1139 9 =1129/ 1 21732 9 =21/3/ : 21686 3 =21131 3 21237 9 =2127/ 3 2179: 0 =211/9 0

*-$1173 81372 2 =11167 2 31909 : =216/8 0 21791 / =21373 2 216/9 6 =2120/ 0 212:0 3 =211:7 : 2179/ / =2129/ 3

*-$117/ /1372 2 =21863 : 31629 3 =2176: 9 21622 2 =21/09 2 217:9 1 =212:: 0 2117/ 7 =21//7 9 2173: 2 =21123 /

*-$1178 81907 2 =11136 2 /18:: 9 =21636 7 2178/ 0 =21/7: 2 21026 8 =21272 0 21233 8 =21271 / 21676 0 =21262 3

*-$1177 71372 2 =21996 8 /1:00 0 =21:77 2 21763 7 =213/6 3 210// 3 =21208 0 212/8 1 =21271 0 216:7 6 =21292 8

*-$1176 81072 2 =11391 0 /179/ 9 =21:11 7 21707 2 =2136/ 3 2102/ 1 =21293 8 21226 6 =21217 3 21689 8 =21129 7

*-$1170 81137 2 =11773 6 /11/7 9 =111:6 2 217/3 : =213:9 / 21686 9 =21112 2 21236 8 =21276 0 21792 : =211/0 /

*-$1179 81/07 2 =117:9 2 /1/:1 6 =21901 0 21672 2 =21/19 7 21691 8 =21126 0 21236 2 =21277 3 2163/ 3 =211/7 9

*-$117: /1722 2 =11003 9 31093 2 =11/03 6 21790 7 =21/9/ 8 21771 : =21389 7 211:8 8 =21/39 / 21721 6 =213/6 8

*-$11712 81722 2 =11711 : /18/7 0 =11387 9 2171/ 3 =21/78 7 21608 7 =2111/ 1 2123: 0 =2120/ : 21613 9 =2118/ 3

*-$11711 81637 2 =11:33 6 /1273 0 =11/27 7 21726 3 =2183: 6 21626 8 =211:: 7 21228 9 =2122: 3 21777 / =211:9 6

*-$11713 /1372 2 =21996 8 318:9 9 =21792 9 21703 : =21//8 6 21792 0 =212:6 1 2111: 8 =21318 7 21711 / =21126 6

*-$1171/ /1222 2 =21077 : 3181: 0 =21860 : 21671 / =21/71 / 2170/ 8 =21292 : 21229 7 =21216 0 218:/ 3 =212:0 /

*-$11718 /1637 2 =21:16 1 3192: 6 =21:81 2 21729 : =21/61 1 217:: 9 =21170 1 21180 0 =2132/ 6 217/9 9 =21163 8

*-$11717 71372 2 =11073 7 /1630 9 =11391 8 2173/ 8 =2139: 3 21608 9 =21108 : 212:9 9 =2138/ 7 216/8 3 =21108 :

*-$11716 71372 2 =1166: 2 /1673 / =111/2 / 21626 3 =21316 3 21022 9 =212:0 8 21298 1 =211:: 1 21677 1 =21113 /

注!/为对 +;DJA7XK<?GKD@ 平衡的显著性检验

%/3KB!/!6D/G;G<0<3A U;0=K/C2I<7BR=;DK3KB3C/D+;DJA7XK<?GKD@ KR=<0<GD<=:

*(/)群体遗传变异分析

各位点的遗传分化系数#R

B3

$和基因流#.

:

$

见表 /"微卫星座位 *#8G>971212的遗传分化系

数最低"为 21266 2'微卫星座位 *#8G>9712/;遗

传分化系数最高"为 21362 1"其次是 *#8G>97

1/0"为 21370 2"这 3 个位点均存在很大的遗传分

化#R

B3

@2137 $'有较大遗传分化 #2117 AR

B3

A

2137$ 的位点有 3 个"分别是 *#8G>97121G 和

P$P-3'其余均为中度遗传分化+ 各群体平均遗

传分化系数为 21161 2"表明 16112F的遗传分化

来自群体间"9/1:2F的遗传分化来自群体内+

.

:

与 R

B3

呈负相关"因此基因流所反映的群体遗

传分化与基因分化系数是类似的+ 根据基因流的

大小"遗传分化较小#.

:

@8$的位点没有'群体间

分化较大 #.

:

A1 $ 的位点有 *#8G>9712/;和

*#8G>971/0'其余 6 个位点均存在一定程度的

分化+

根据 %K<

)37*

的方法"计算得到 16 个罗氏沼虾

选育群体间的遗传相似系数和遗传距离#表 7$"

结果显示!在 16 个选育群体中"选育群体 *-$117

: 与选育群体 *-$11713 间遗传相似系数最小"为

21/90 /"选育群体 *-$117/ 与选育群体 *-$1178

间遗传相似系数最大"为 21988 1'而 *-$117: 与

*-$11713 选 育 群 体 间 的 遗 传 距 离 最 大" 为

21:89 7"*-$117/ 与 *-$1178 选育群体间的遗传距

离最小"为 2116: 7+ 所有选育群体之间的遗传相似

系数平均为 21677 3"遗传距离平均为 218/8 8"总体

而言"各罗氏沼虾选育群体间有一定的遗传距离+

以各选育群体间的遗传距离为依据"用

#68P&分析法构建系统进化树"能够更直观地

体现出各选育群体间的关系 #图 /$+ 由图 / 可

见"16 个选育群体由于亲缘关系的远近而形成 /

个姐妹群!*-$117/(*-$1178(*-$1173(*-$117

6(*-$1170(*-$1179 及 *-$1171 形成第一个群"

记 为
!

群' *-$11713( *-$1171/( *-$1177(

*-$11717(*-$11718 及 *-$11716 为第二个群"

记为
%

群'*-$117:(*-$11712 及 *-$11711 形成

第三个群"记为
#

群+ / 个姐妹群中
!

群与
%

群

的亲缘关系较与
#

群的要相对较近+

!

群由 0 个

选育群体组成"形成 / 个亚群"其中 *-$117/(
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*-$1178(*-$1173 组成 1 个亚群
!

;"*-$1176(

*-$1170 和 *-$1179 形成
!

G 亚群"*-$1171 为

!

2亚群"/ 个亚群的遗传距离依次为
!

;亚群与

!

G 亚群最近"与
!

2亚群最远'

%

群由 6 个选育

群体组成"也形成 / 个亚群"其中 *-$11713 和

*-$1171/ 组成 1 个亚群
%

;"*-$11717(*-$117

18 和 *-$11716 形成
%

G 亚群"*-$1177 为
%

2亚

群"/ 个亚群的遗传距离依次为
%

G 亚群与
%

2亚

群最近"与
%

;亚群最远'

#

群由 / 个选育群体组

成"形成 3 个亚群" *-$117: 形成
#

;亚群"

*-$11712 和 *-$11711 形成
#

G 亚群+

表 G)不同选育群体间的遗传距离及遗传相似系数

012(G)E6<684?74@451$48D ?96::4?46<81<A;6<684?A4781<?6268J66<!" C9C>51849<7

群体

>/>=0;3</?

*-$

1171

*-$

1173

*-$

117/

*-$

1178

*-$

1177

*-$

1176

*-$

1170

*-$

1179

*-$

117:

*-$

11712

*-$

11711

*-$

11713

*-$

1171/

*-$

11718

*-$

11717

*-$

11716

*-$1171 21019 6 216/9 / 21691 7 216/2 8 21699 7 21606 1 21037 / 21881 0 21671 2 21027 2 21798 7 21708 : 21677 1 21068 6 21663 0

*-$1173 21//2 8 21031 / 21001 6 21636 2 21033 / 21022 7 21039 9 2187/ / 2161/ 9 21689 0 2177: 1 2179/ 7 21621 : 21086 3 21691 /

*-$117/ 21889 : 21/36 0 21988 1 21769 8 216:9 0 21608 3 21631 1 21812 7 2177: 6 21790 9 21803 9 21788 2 21883 7 2172/ 6 21669 8

*-$1178 21/9/ 7 2137: / 2116: 7 2193/ 3 21076 : 2107/ : 21072 6 21781 7 21691 8 21670 : 216/2 7 21672 1 21768 : 21630 0 21062 8

*-$1177 21861 7 21869 8 21767 2 211:8 6 210/2 : 210/8 3 2168/ 0 21737 9 21662 7 217:0 9 216:2 : 21026 0 21660 : 21033 3 21083 /

*-$1176 21/0/ 3 21/37 8 21/79 7 21309 7 21/1/ 7 21062 9 21018 8 21777 1 210:0 / 21601 8 2178/ : 217/0 8 217/: / 216/8 1 21933 8

*-$1170 21/:1 8 21/76 2 21/:8 3 21393 7 21/2: 2 2130/ 8 210:3 0 217:/ 9 21602 7 21677 6 216:: 7 210/9 3 21680 6 21600 6 21000 1

*-$1179 21/31 3 21/16 8 21806 3 21396 9 21882 7 21//6 / 213/3 8 21613 6 216/0 3 21762 8 21719 8 2170/ 7 21620 6 21693 7 21063 3

*-$117: 21910 1 210:1 3 219:2 8 2161/ 7 21683 0 21799 7 21731 / 218:2 2 21638 : 216:3 6 21/90 / 217/0 / 21672 1 2183: 9 21029 3

*-$11712 2183: / 21899 2 21792 6 21/9/ 6 21818 9 21336 7 21/:: 0 21872 6 21802 3 21939 9 2162/ 8 21601 / 2173/ 1 2173/ 6 21600 :

*-$11711 21/8: 6 218/3 9 217/1 / 21819 0 21718 6 21/:9 8 21833 3 2170: 1 21/60 / 21190 9 216/6 9 21092 2 21690 6 21617 / 216:/ :

*-$11713 217/0 2 21791 7 2108: 1 21861 3 21/6: 0 21629 : 21/70 8 21670 2 21:89 7 21727 1 21871 / 21922 8 21692 2 2107/ : 21672 2

*-$1171/ 2177/ 7 217/9 0 21629 9 218/2 6 21/80 1 21632 : 21/2/ 7 21776 2 21631 3 21/:9 7 21389 8 21333 0 210/9 6 21698 9 216:/ 3

*-$11718 2183/ 2 21720 0 21917 / 21701 2 2182/ 6 21610 8 218/8 8 218:9 / 218/2 0 21680 : 21/08 7 21/97 6 21/2/ 2 210:9 3 219/9 3

*-$11717 21369 8 213:3 9 21696 2 21867 9 21/37 7 21877 6 21/9: 1 21/93 2 21988 8 21680 2 21897 6 21393 7 21/09 0 21337 / 2107: 9

*-$11716 21811 7 21/9/ 9 21823 : 21308 2 213:9 1 211:7 7 21373 1 21301 7 21/87 2 21/99 0 21/67 7 218/2 0 21/66 8 21106 7 21308 0

注!对角线上方为遗传相似系数"下方为遗传距离

%/3K!EIK?=:GKDB;G/UK3IKJ<;@/?;0;DK@K?K3<2B<:<0;D<3A";?J 3I/BKGK0/V3IKJ<;@/?;0;DK@K?K3<2J<B3;?2K

图 ,)罗氏沼虾 !" 个选育群体的 M-EY'聚类图

L4;(,).5>786$A6<;$9;$1@ 9:!" 7656?86A

789?̂74<7#)1$8&;8)<%%

*(G)微卫星位点的差异等位基因在罗氏沼虾个

体中带型统计及 #-##相关性分析

为进一步了解微卫星标记与罗氏沼虾抗病性

状的相关性"本研究采用 9 个微卫星标记对 46

组和 *6组各 92 尾罗氏沼虾个体分别进行 6-$

扩增"分析了每个位点的差异等位基因片段在不

同个体间的扩增情况"其出现频率统计结果见表

6+ 以表 6 的微卫星位点 P$PO11 为例"在其

197 G> 差异等位基因片段中"46组 92 个个体中

共有 : 个个体扩增出该片段#11137F$"而 *6组

92 个 个 体 中 有 /9 个 个 体 扩 增 出 该 片 段

#80172F$+ 可见该位点的这个差异等位基因片

段对罗氏沼虾抗病性具有较明显的偏好性"其可

能与某种抗病基因存在一定的连锁关系+

根据表 6 的结果"使用 *6**统计软件对以

上 7 个微卫星位点的差异等位基因片段与抗病性

状进行相关性分析"结果表明"有 / 个微卫星位点
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#*#8G>9712/G(*#8G>971212(*#8G>971/0$分别

在 32/(36/ 和 //7 G> 等位基因与抗病性存在负

相关"其中位点 *#8G>971/0 与其具有极显著的

负相关性"相关系数为 521328'有 3 个微卫星位

点#P$PO11(P$P-3$分别在 197 G> 和 :6 G>

等位 基 因 与 抗 病 性 存 在 正 相 关" 其 中 位 点

P$PO11 所扩增出的差异等位基因与其具有极

显著的正相关性"相关系数为 21393#表 0$+

表 ")差异等位基因片段在个体扩增带型中出现次数统计

012(")#8184784?79:A4::6$6<841521<A79:4<A4F4A>15&721<A4<; C1886$<7

微卫星位点 0/2=B *#8G>9712/G *#8G>971212 P$PO11 *#8G>971/0 P$P-3

差异片段大小5G> CD;@:K?3B<YK 32/ 36/ 197 //7 :6

46组#阳性5总数$ 46@D/=> 79592 /8592 :592 16592 :592

出现率5F CDKR=K?2A 03172 83172 11137 32122 11137

*6组#阳性5总数$ *6@D/=> 8/592 32592 /9592 7592 32592

出现率5F CDKR=K?2A 7/107 37122 80172 6137 37122

表 N)微卫星位点与罗氏沼虾抗病特性的相关性分析

012(N)0B6?9$$65184F61<15D7479:@4?$971865548659?41<AA476176$674781<?69:7#)1$8&;8)<%%

微卫星位点 0/2=B *#8G>9712/G *#8G>971212 P$PO11 *#8G>971/0 P$P-3

差异片段大小5G> CD;@:K?3B<YK 32/ 36/ 197 //7 :6

泊松相关系数 6/<BB/?DB2/DDK0;3</? 2/KCC<2<K?3 5211:8 521197 21393 521328 21109

/值#双尾$ /U;0=K#373;<0KJ$ 21218 2121: 21222 2122: 21238

相关性 2/DDK0;3</?

" " "" "" "

注!

"

表示在 2127 置信度显著相关'

""

表示在 2121 置信度极显著相关

%/3KB!

"

<?J<2;3KB2/DDK0;3</? <BB<@?<C<2;?3;33IK2127 2/?C<JK?2K0KUK0'

""

<?J<2;3KB2/DDK0;3</? <BKQ3DK:K0A B<@?<C<2;?3;33IK2121 2/?C<JK?2K

0KUK0

/4讨论

生长快(抗病力强的品种选育是目前国际上

良种选育的重要方向+ 就国内而言"在虾类抗病

品种 选 育 方 面" 在 凡 纳 滨 对 虾 # <$%364*(47)

?(**(D4$$(中国对虾 #/4*(47)+&$*4*)$)$等虾类

已有较多研究"而在罗氏沼虾品种选育工作中"目

前仅有浙江省淡水水产研究所通过家系选育获得

生长性能较为突出的 %南太湖 1 号&(%南太湖 3

号&新品种
)36 530*

"抗病研究国内也仅有苏永腾

等
)39*

(黄辉等
)3:*

报道的大黄蒽醌提取物(左旋咪

唑对罗氏沼虾抗病力影响的研究"抗病性状优良

的选育品种还未见报道+ 本研究讨论了罗氏沼虾

16 个选育群体的抗病力"根据感染后罗氏沼虾成

活率的统计分析结果"将 16 个选育群体的抗病性

能分为 8 个类群!抗病力强的选育群体(抗病力较

强的选育群体(抗病力一般的选育群体和抗病力

差的选育群体+ 按此标准"初步鉴定出抗病力强

的选育群体 / 个 #*-$1176(*-$11711 和 *-$117

16$'抗病力较强的选育群体 0 个 #*-$11712(

*-$1177(*-$1170(*-$11713(*-$11717(*-$117

1 和 *-$11718 $'抗病力一般的选育群体 8 个

#*-$117:(*-1171/(*-$1173 和 *-$1178$'抗病

力差的选育群体 3 个#*-$117/ 和 *-$1179$+ 在

其它虾类品种中也有类似的划分"如 +=;?@ 等
)/2*

将凡纳滨对虾抗 X**.选育家系划分为高抗性

类群(中抗性类群和敏感类群'陈秀荔等
)/1*

将凡

纳滨对虾抗 )++%.群体分为轻度感染群体(中

度感染群体和高度感染群体+ 本实验中"除

*-$117/ 选育群体和 *-$1179 选育群体的存活率

较低外#分别为 8:F(/7F$"其余选育群体的存

活率均大于 72F"比 +=;?@ 等
)/2*

报道的高抗性

凡纳滨对虾#3310F =131/2F$存活率要高出许

多"这可能与注射的溶藻弧菌浓度(罗氏沼虾自身

抗病力及品种间的差异有关+

将现代分子技术与传统选育相结合的育种方

式成为新型的育种手段"并在水产动物的抗病选

育中得到广泛运用
)1/"/3 5/8*

+ 本研究利用 9 对

**$分子标记对 16 个罗氏沼虾选育群体进行了

分析" 结果表明" 9 个微卫星座位的 /N!为

2163: 8 ?2193: 8"平均值为#210/3 / =21206 8$"

/N!值均大于 217"说明这 9 个位点均可提供丰富

的遗传信息"能有效揭示群体的遗传变异水平"可

用作群体遗传分析+ 出现多态性较高的微卫星座

8081
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位"其原因可能是实验室前期对微卫星引物进行

了筛选"人为淘汰了很多多态性低的引物和单态

引物+ 罗 氏 沼 虾 16 个 选 育 群 体 的 /N! 为

218:/ 3 ?216:7 6"除选育群体 *-$1171/#/N!为

218:/ 3$外"其余选育群体的 /N!值均大于 217"

表明绝大部分选育群体拥有丰富的遗传信息"这

可能是由于本研究所用的罗氏沼虾群体未受到较

强烈的人工定向选择的影响"保留较多的基因型+

这为罗氏沼虾抗病选育基础群体的建立提供了较

为丰富的遗传基础"有利于选育工作的顺利进行+

一般认为"标记在群体中的平均杂合度在

21/ ?219 之间才有实际意义+ 杂合度高的群体

能更好地适应环境变化"承受自然选择的压力"并

可能具备更多的优良性状+ 本研究中"16 个选育

群体的平均观测杂合度为 21726 3 ?21671 /"平

均期望杂合度为 21771 : ?210// 3+ 与 4<U=

等
)18*

报道的 M;D?;3;T;群体平均观测杂合度

#21720 : =21116 0$"平均期望杂合度#21733 6 =

21188 0$"MKD;0;群体平均观测杂合度#21710 0 =

21113 0$"平均期望杂合度#217/7 7 =212:: 1$相

比"本研究的结果偏高"这可能是由于 4<U= 等
)18*

研究的 M;D?;3;T;和 MKD;0;野生群体样本量偏

少"不能有效代表该群体的基因型+ 而与孟宪红

等
)/7*

报道的黄(渤海海域 0 个地理群体的中国对

虾平均观测杂合度#216/9 ?2101/$(平均期望杂

合度#21912 ?21968 $相比"本研究中的数值偏

低"这可能是由于本研究中的罗氏沼虾来自于养

殖群体"不可避免地丧失某些特定的等位基因"而

孟宪红等等
)/7*

研究的是野生群体的中国对虾"基

因型更为丰富+ +;DJA7XK<?GKD@ 检测结果显示

16 个选育群体中除 *-$117/(*-$117:(*-$11713

和 *-$11718 通过 +;DJA7XK<?GKD@ 平衡检测"其

余选育群体均显著或极显著偏离 +;DJA7XK<?GKD@

平衡"说明选育群体的基因型分布发生一定程度

的偏离+

遗传分化系数#R

B3

$是衡量群体间基因分化

相对大小的重要指标+ 本研究中各选育群体平均

遗传分化系数为 21161 2"与陈文华等
)/6*

研究的

罗非鱼的平均遗传分化系数#21160 6$相似"表明

16112F的遗传分化来自群体间"9/1:2F的遗传

分化来自群体内个体间"说明各选育群体之间存

在一定程度的遗传分化"发生近交及瓶颈效应的

可能性不大+ 遗传距离可以有效地表示物种间的

遗传变异"而用微卫星标记得出的遗传距离更能

客观地反映出群体间的遗传变异和系统分化
)/0*

+

本研究中 *-$117: 与 *-$11713 选育群体间的遗

传距离最大"为 21:89 7"熊小飞等
)/9*

研究也反映

不同群体间斑节对虾的遗传距离可达 21:+ 但本

实验中所有选育群体之间的遗传距离平均为

218/8 8"说明各选育群体间有一定的遗传距离"

由于实验所用 16 个选育群体均来自同一养殖群

体"基因交流比较频繁"实验得到的 .

:

平均值为

11/23 7"也证明 16 个选育群体间的基因流没有

受阻"所以选育群体间遗传距离的产生可能是由

于本实验群体是经一定程度的人工选择和人工控

制交尾而形成+ 一般认为"杂交优势的大小一定

程度上取决于亲本间遗传距离的大小"一定范围

内"随着遗传距离的增大"杂种优势也随之提

高
)/:*

+ 通过遗传距离可有效预测杂种优势"本研

究利用 P,8&812 构建 16 个罗氏沼虾选育群体

的 #68P&分子聚类关系树"*-$117/(*-$1178(

*-$1173(*-$1176(*-$1170(*-$1179 和 *-$117

1 聚 成 一 支" *-$11713( *-$1171/( *-$1177(

*-$11717(*-$11718 和 *-$11716 聚类成第二

支"*-$117:(*-$11712 及 *-$11711 聚成第三

支+ 其中"选育群体 *-$117/ 与 *-$11711 的亲

缘关系较远"若两者进行杂交可能会获得较好的

杂交优势+

随着微卫星辅助育种技术的广泛应用"通过

遗传操作培养出罗氏沼虾抗病品种"是虾病控制

中一个值得选择的方法+ 已有的研究表明"疾病

发生时群体内会有显著的变异"通过微卫星等标

记对发病动物中死亡群体和存活群体的遗传变异

进行研究"可期望获得与抗病性状相连锁的标记"

进而对抗病基因进行标记和定位以培育出具有持

久抗病能力的优良品种+ 本研究发现 7 个微卫星

位点与抗病性状相关"其中 P$PO11 位点的 197

G> 等位基因在 *6群体中的表型频率极显著高于

46群体"说明该位点可能与抗病基因相连锁+

本研究通过 16 个罗氏沼虾选育群体的溶藻

弧菌感染实验"分析了不同选育群体的抗病性能"

并利用微卫星分子标记对 16 个罗氏沼虾群体进

行遗传多样性和遗传变异分析+ 根据实验结果结

合 #68P&系统树"从 16 个选育群体中共筛选得

到抗病力强"遗传信息丰富"选育潜力大的选育群

体 8 个"他们分别是 *-$1177(*-$1176(*-$117
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12 和 *-$11716"为罗氏沼虾抗病选育基础群体

的建立奠定了重要基础+ 另外"通过对罗氏沼虾

46群体和 *6群体中差异等位基因的比较分析"

筛选 出 与 抗 病 正 相 关 的 微 卫 星 标 记 3 个

#P$PO11(P$P-3$"在后续的研究中可将其应

用于其它群体和子代选育群体中"以进一步验证

这种相关关系及其与抗病基因的连锁程度+
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