
!""#!

!

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

第 !" 卷第 #$ 期

$%## 年 #$ 月 &

水&产&学&报

'()*+,-(../012*/20(.31/+,

4567!"" +57#$

89:7" $%##

文章编号!#%%% ;%<#"#$%##$#$ ;#=>" ;#% 8(/!#%7!=$?@0A7'7#$!#7$%##7#=<%$

收稿日期!$%## %< $B&&&修回日期!$%## %> $"

资助项目!现代农业产业技术体系专项经费#3,*0E%?B$%广东省海洋渔业科技推广专项#,$%%=%B3%#",$%%>%B,%"",$%#%%B,%?$

通讯作者!杜晓东"2EFGH6!PLMPN\P5L79PL7:J

利用微卫星标记进行马氏珠母贝家系遗传结构分析与系谱认证
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摘要! 为改良马氏珠母贝养殖群体性状!$%#% 年 ? 月!从马氏珠母贝选育系 .

!

选择性腺成熟

个体为亲本!建立了 !< 个家系!按照常规技术进行幼体培育和海区养成$ $%#% 年 ## 月!从 !<

个家系中随机选取 ? 个家系!每个家系取样 !% 个个体!利用 #! 对微卫星引物进行家系遗传结

构和系谱鉴别分析$ 结果显示!"## #! 个微卫星引物在 ? 个家系中共检测到 !> 个等位基因!

每个位点的等位基因数为 $ "̀!? 个家系的平均观测杂合度";

5

#为 %7"!# %̀7">=!平均期望

杂合度";

9

#为 %7?=? %̀7"%=&"$# 根据子代基因型成功地推断出 ? 个家系的亲本基因型!据

此鉴别各个家系&用)AZY,法对 #$% 个样本进行聚类分析!>B7!b的同一家系的子代个体能

够聚到一起!分类结果与系谱来源基本一致$ 结果说明!这 ? 个家系具有较高的遗传多样性和

家系间具有明显的遗传分化&微卫星标记能有效地为马氏珠母贝群体的系谱分析提供技术

支持$

关键词! 马氏珠母贝& 家系& 遗传结构& 系谱印证& 微卫星标记

中图分类号! 0>#=&&&&&&&文献标志码',

&&马氏珠母贝#C)2*(&G& ,&-($2'))$又称合浦珠

母贝 #C)2*(&G& E+*(&G& $"隶属于软体动物门

#Y566LW:G$"瓣鳃纲#-GF966HOQGJ:]HG$(珍珠贝目

#AR9QH5HPG$(珍珠贝科#AR9QHHPG9$"属于暖水性动

物"主要分布于日本(印度及我国广东(广西和海

南的沿海) 马氏珠母贝是培育海水珍珠的主要种

类之一&#'

) 自 #><" 年成功开展马氏珠母贝人工

育苗以来"我国海水珍珠养殖业不断发展"到

#>>= 年海水珍珠产量达到 $" R以上"成为世界上

海水养殖珍珠产量最大的国家&$'

) 然而"近年来

海水珍珠养殖业存在养殖群体生长较慢及插核后

育珠贝死亡率较高等问题"成为该产业持续发展

的瓶颈) 要解决目前产业存在的问题"促进产业

健康发展"改良马氏珠母贝养殖群体培育优质品

种是主要途径之一&!'

)

家系选育是一种选择育种的基本方法) 在品

种选育过程中"及时分析群体的系谱关系"能为育

种亲本的选择提供依据"有效减少因近交带来的

危害&? ;B'

) 与*,A8和 /00*等其他分子标记技

术相比"微卫星标记 #WHFS69W9IL9J:9Q9S9GR"

00*$具有较高的多态性"符合孟德尔遗传模式"

呈共显性遗传) 目前"微卫星标记已广泛应用于

海洋动物的群体遗传结构分析(系谱鉴定(亲缘关

系分析及遗传图谱构建等方面&> ;#?'

) 本研究选

用微卫星标记分析了 ? 个马氏珠母贝家系的遗传

结构与系谱鉴定"以期为该种的养殖群体性状改

良与健康养殖提供参考)

#&材料与方法

'(')材料来源

$%#% 年 ? 月"从选系.

!

选择性腺成熟个体作

为亲本"按照单个配对组合方式建立了 !< 个家

系"按照常规技术进行幼体培育和海区养殖)

$%#% 年 ## 月"随机取样 ? 个家系#编号 !

o

(?

o

("

o

和 #%

o

"其中 !

o和 ?

o为父本半同胞家系$) 解剖并

剪取闭壳肌" 分管收集编号" 超低温 冰 箱
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# ;B% c$中保存)

'(*)研究方法

基因组 8+,提取&&马氏珠母贝基因组

8+,的提取采用上海生工生物工程公司的

)JH_9QWG6Z9J5FH:8+,YHJHE/W56GRH5J DHR试剂盒

与传统方法相结合的方式"然后用 $%%

$

-灭菌双

蒸水溶解"最后用 #b琼脂糖凝胶电泳检测基因

组8+,的完整性"获得的8+,置于;$% c冰箱

保存备用)

引物及 A3*反应条件&&A3*反应体系为

#"

$

-!模板 8+, $

$

-" #% qA3* [L^̂9Q# #%

FF56@-$#7"

$

-"P+TAW#? FF56@-$#

$

-"Y\36

$

#$7" FF56@-$ #7"

$

-"8&9 S56KF9QW9#$7" )@

$

-$#

$

-"引物#上游$#

$

-"引物#下游$#

$

-"

PP1

$

(补足) 按各引物条件于美国伯乐仪器公

司A3*仪上进行扩增) A3*反应程序!>? c预

变性 " FHJ">? c变性 ?$ W"相应退火温度下退火

"% W"=$ c延伸 ?" W"!% 个循环"最后 =$ c延伸 "

FHJ"A3*产物先在 #b的琼脂糖上进行检测"然

后取A3*产物 #7"

$

-"在 #%% 4电压下 Bb的非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ? "̀ ]) 本研究所采用

的引物由本实验室转录组文库设计而成"引物序

列和反应条件见表 #)

表 ')微卫星位点引物序列与扩增信息

123(')/45674.7C87:#72:926@>5B5#2?5A:5:BA462?5A:AB?D54?77:65#4A.2?7>>5?7>A#5

引物

SQHF9Q

引物序列#"UE!U$

SQHF9QW9IL9J:9

产物大小@OS

SQ5PL:RWHa9

退火温度@c

GJJ9G6HJ\ R9FS9QGRLQ9

Y\

$ r浓度@#FF56@

$

-$

Y\

$ r

:5J:9JRQGRH5J

AY# .!3ZTTT,,TZTZ,,,T,,3,,TZ3T

*!33T3TTTT3ZTZZ3,,,3,T

#?= #̀"" "! #7"

AY$ .!Z3,T,TZTZT,TT3TT,3,,,Z3,

*!T3,TZ,TT3,TT,Z3,ZT,3Z,Z,

#>? $̀%? "< #7"

AY! .!,,Z,,,T,3,TZ33TZ,333,

*!TZZ3,TZTTTZ,Z,ZTT33,

#B< $̀%# "" #7"

AY" .!TZZZTT,TTZ3,,,3,TZZ,

*!,3,T,TZ,,TZZTZ,TTT3T3,,

#<$ #̀=" "! #7"

AY#" .!33,T,,,3TZTT3,TT,3,TZTZZ

*!,3ZTT,Z3TZ33TZTZ,,ZZ

#"= #̀== "= #7"

AY#< .!TTTTZZ,T,,TZ3ZZT,ZZZ

*!TZZ,,,Z,,3,ZT,,ZZ3TZ,,

#$$ #̀!# "" #7"

AY#> .!T3,3,,,,T,3,Z3TTT,,3,,

*!ZZ,TZ3,,T33TTZ3,,,3T

#B? #̀>? "$ #7"

AY$% .!ZZ,,,TT333,TTTTT3T3T33

*!ZTTZ,,Z3,,TZ3,3TZZ,,

#>$ $̀#< "" #7"

AY$! .!TZTZ,,,Z,ZZ,,Z,Z,ZZ,,

*!,333,3,3,,TTZ3,3,3,3

$$# $̀?% "< #7"

AY<$ .!3Z,33,Z,,3Z3Z,ZTT,,T

*!TTTZ3,T3,3TZZZTTTT3,

##? #̀#B "? #7"

AYB> .!,TTTZ,Z333T,,3333,,Z

*!T,,Z,3,33ZZ,ZZT3,,ZZ

##" #̀$" "= #7"

AY#?$ .!T,,TT,T3T3TTT3Z3ZZZ3

*!TZT,ZZ,,TT3,TZTTZ33,

#%! #̀$$ "! #7"

AY#<$ .!,,33,T3T,,,3TTZ3ZT3TZ,

*!TTZ33,Z3,,T3T3,ZTZT3

#?$ #̀<# "< #7"

'(!)数据处理

A3*产物通过 Bb非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离"银染法染色并显色) 将固定后的聚丙烯

酰胺凝胶放入凝胶成像系统拍照并保存"通过凝

胶分析软件Z96EAQ5 ,JG6Ka9Q_ ?7" 计算各微卫星

位点等位基因大小)

根据每个个体产生的条带位置确定其基因

型"建立基因型数据库) 根据父母本与子代基因

型等位基因的对应关系"推断缺失亲本基因型"用

39Q_LW!7% 分析获得每一位点等位基因频率(杂

")#$



!""#!

!

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

#$ 期 杜晓东"等!利用微卫星标记进行马氏珠母贝家系遗传结构分析与系谱认证 &&

合度(多态信息含量及排除概率等参数信息"并且

模拟分析微卫星位点个数与排除概率的关系) 采

用Y2Z,?7# 软件根据遗传距离进行聚类分析"

按非加权组对算数平均方差法对 #$% 个子代建立

聚类图)

$&结果

*(')家系遗传结构分析

#! 个微卫星位点在 ? 个家系中共检测到 !>

个等位基因"每个位点的等位基因数为 $ "̀"平

均每个位点有 ! 个等位基因"? 个家系的平均等

位基因数为 $7!B" $̀7"!B) 从表 $ 可以看出"除

AY# 位点分别在 "

o和 #%

o家系中为单态性标记

外"? 个家系均体现出较高的多态性#表 $$) !

o

(

?

o

("

o和 #%

o家系平均观测杂合度 #;

5

$分别为

%7"!#(%7">=(%7"=? 和 %7"==%平均期望杂合度

#;

9

$分别为 %7?="(%7"%=(%7?=? 和 %7?=?%平均

多态信息含量#CH/$分别为 %7!><(%7?$>(%7?#B

和 %7?#<) 对 ? 个家系进行 1GQPKEi9HJO9Q\ 平衡

检验"其中"?

o家系有 # 个位点极显著偏离 1i2

平衡""

o 家系有 ? 个位点极显著偏离 1GQPKE

i9HJO9Q\平衡#表 $$)

,Y(4,结果表明"#"b的遗传变异来源于

家系间"B"b来源于家系内的个体间"家系间遗传

变异远小于家系内个体间的遗传变异#表 !$)

表 *)马氏珠母贝 , 个家系在 '! 个微卫星位点的遗传多样性统计

123(*)R86624E BA4?D54?77:65#4A.2?7>>5?7>A#526A:< BA84B265>57.AB6%>'/20*#++

家系

ĜFH6K

位点

65:H

参数 SGQGF9R9Q

样本

数量

J

等位

基因数

J

G

有效等位

基因数

J

9

0]GJJ5J

多样性指数

H

观察

杂合度

;

5

期望

杂合度

;

9

多态信

息含量

CH/

1GQPKEi9HJO9Q\

平衡

;K:

!

o

AY# !% $ #7#?$ %7$?" %7#!! %7#$? %7##= %7<><

AY$ !% $ #7?$= %7?=< %7!<= %7$>> %7$"" %7$#>

AY! !% $ #7=<! %7<$? %7?!! %7?!! %7!!> %7>>?

AY" !% $ #7=<! %7<$? %7<!! %7?!! %7!!$ %7%##

AY#< !% $ #7?$= %7?=< %7!<= %7$>> %7$"? %7$#>

AY#> !% ! $7=<# #7%"< %7>%% %7<!B %7"<= %7%$%

AY#?$ !% $ #7B<= %7<"= %7!!! %7?<? %7!"= %7#$$

AYB> !% $ #7>>B %7<>! %7!%% %7?>> %7!=" %7%$>

AY$% !% ! $7BB% #7%=B %7B<= %7"<! %7"=> %7%$!

AY#" !% ! $7==! #7%<% %7>%% %7<!> %7"<= %7%$#

AY<$ !% $ #7>?< %7<=> %7!%% %7?B< %7!<B %7%!<

AY$! !% $ #7>>B %7<>! %7!<= %7?>> %7!=" %7#?"

AY#<$ !% ? !7?=" #7!%= #7%%% %7=#$ %7<<% %7%%%

平均值 F9GJ !% $7!B" $7%>? %7=?? %7"!# %7?=" %7!>< %7#>"

?

o

AY# !% $ #7$<% %7!<% %7$!! %7$%< %7#B" %7?<>

AY$ !% $ #7?=# %7"%% %7?%% %7!$% %7$<> %7#=#

AY! !% $ #7B%% %7<!= %7!!! %7??? %7!?" %7#=#

AY" !% ! $7?%< %7>B! %7=<= %7"B? %7"#> %7#?#

AY#< !% $ #7B<= %7<"= %7"!! %7?<? %7!"< %7?#=

AY#> !% ! $7<!$ #7%!% %7B!! %7<$% %7"?B %7%<"

AY#?$ !% ! $7?=< %7>=$ %7<!! %7">< %7"%> %7""B

AYB> !% $ #7>B% %7<BB %7!<= %7?>" %7!=$ %7#"<

AY$% !% ! $7=?% #7%"# %7>%% %7<!" %7"<# %7%#B

AY#" !% ! $7?"< %7>>$ %7=<= %7">! %7"$B %7#"%

AY<$ !% $ #7<B? %7">< %7"<= %7?%< %7!$? %7%!%

AY$! !% $ #7>?< %7<=> %7?!! %7?B< %7!<B %7""$

AY#<$ !% ? !7B?< #7!<< #7%%% %7=?% %7<>$ %7%%%

平均值 F9GJ !% $7"!B $7#>= %7B%> %7">= %7"%= %7?$> %7$$!

#)#$
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续表 *

家系

ĜFH6K

位点

65:H

参数 SGQGF9R9Q

样本

数量

J

等位

基因数

J

G

有效等位

基因数

J

9

0]GJJ5J

多样性指数

H

观察

杂合度

;

5

期望

杂合度

;

9

多态信

息含量

CH/

1GQPKEi9HJO9Q\

平衡

;K:

"

o

AY# !% # #7%%% %7%%% %7%%% %7%%% 单态

WHJ\69R

纯和体

]5F5aK\5R9

AY$ !% $ #7B<= %7<"= %7=!! %7?<? %7!"= %7%%$

AY! !% $ #7=$? %7<## %7?<= %7?$% %7!!$ %7"?!

AY" !% ! #7<<" %7<?$ %7"%% %7!>> %7!!$ %7#$?

AY#< !% $ #7B<= %7<"= %7=!! %7?<? %7!"= %7%%$

AY#> !% $ $7%%% %7<>! %7<<= %7"%% %7!=" %7%<B

AY#?$ !% ! $7<%" #7%#= %7=%% %7<#< %7"!> %7%%%

AYB> !% $ $7%%% %7<>! %7!!! %7"%% %7!=" %7%<B

AY$% !% ! $7<"# #7%!" #7%%% %7<$! %7""$ %7%%%

AY#" !% ! $7<!$ #7%!% %7B!! %7<$% %7"?B %7%<"

AY<$ !% $ #7>?< %7<=> %7?!! %7?B< %7!<B %7""$

AY$! !% $ $7%%% %7<>! %7?%% %7"%% %7!=" %7$=!

AY#<$ !% ! $7!!" %7><" %7<<= %7"=$ %7"%B %7#<=

平均值 F9GJ !% $7"!B $7%$$ %7=$# %7"=? %7?=? %7?#B %7#""

#%

o

AY# !% # #7%%% %7%%% %7%%% %7%%% 单态

WHJ\69R

纯合体

]5F5aK\5R9

AY$ !% $ #7B<= %7<"= %7=!! %7?<? %7!"= %7%%$

AY! !% $ #7B>= %7<<< %7?!! %7?=! %7!<# %7<?B

AY" !% ! $7?<> %7>>= %7=!! %7">" %7"$B %7#==

AY#< !% $ #7<?$ %7"B% %7"!! %7!># %7!#" %7%?<

AY#> !% $ $7%%% %7<>! %7<%% %7"%% %7!=" %7$=!

AY#?$ !% ! $7?=< #7%%% %7<!! %7">< %7"!% %7%%<

AYB> !% ! $7!?# %7><B %7<!! %7"=! %7"#% %7%<!

AY$% !% $ #7>>B %7<>! %7<!! %7?>> %7!=" %7#?$

AY#" !% ! $7!!$ %7>"$ %7=!! %7"=# %7?>> %7#%>

AY<$ !% $ #7!B" %7?"# %7!!! %7$=B %7$!> %7$=!

AY$! !% ! $7"$B #7%#% %7=<= %7<%? %7!"< %7#?"

AY#<$ !% ! $7"B$ #7%$% %7=!! %7<#! %7"?$ %7%"%

平均值 F9GJ !% $7!B" $7%?% %7=?" %7"== %7?=? %7?#< %7#<#

表 !)马氏珠母贝家系的&=YT&分析

123(!)$2?2 9745H79B4A6&=YT&AB6%>'/20*#++

变异来源

W5LQ:95 _̂GQHGRH5J

自由度

P

E

方差总和

WLF5 ŴILGQ9W

平均方差

F9GJ WILGQ9W

总变异百分率@b

S9Q:9JRG\95 _̂GQHGRH5J

家系间 GF5J\ ĜFH6H9W ! #$$7"<! ?%7B"? #"7%%

家系内 fHR]HJ ĜFH6H9W #$% ???7"%% !7=%? B"7%%

总计 R5RG6 #$! "<=7%<! ??7""B #%%7%%

A

0T

s%7#"

*(*)家系鉴别

根据发现的特异性等位基因以此来区别各个

家系"实验发现 "

o和 #%

o家系分别在 AY#?$ 和

AYB>位点含有特异性等位基因) 在 AY#?$ 位点

的 #%!等位基因可以将 "

o与其它 ! 个家系区别开

来%在AYB>位点的 #$" 等位基因可以将 #%

o与其

它 !个家系相区别%!

o与 ?

o家系未发现特异性等位

基因"但是 ?

o在AY#?$位点含有 #$$ 等位基因"通

过基因型可以将 !

o与 ?

o家系区分) 因此"AY#?$

和AYB>标记可作为鉴别 ?个家系的特异性标记)

*(!)推断亲本基因型

微卫星是共显性分子标记"符合孟德尔遗传

定律"在子代中成对的等位基因一个来自父亲一

个来自母亲) 可以根据等位基因在子代中的分离

来推断亲本基因型) ? 个家系子代的基因型分布

信息列于表 ?)

()#$
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在AY#?$ 位点检测到 !

o子代有 ! 种基因型"

分别为 ##$@##$(##<@##$ 和 ##<@##<) 由纯和体

##$@##$ 可以推断双亲各含一个等位基因 ##$"再

由纯合体 ##<@##< 可得知双亲各含一个等位基因

##<"所以可以确定该位点 !

o亲本基因型为 ##<@

##$ 和 ##<@##$) 用同样的方法可以推断出其他

#$ 个微卫星位点及其他家系的亲本基因型) 对

于所推断出的双亲基因型哪个是母本哪个是父本

可通过获得单亲或双亲对其基因型分析加以验证

区分#图 #$)

图 ')/=',* 位点在 , 个家系的扩增图谱

Y为-GPP9QYGQV9Q"由上至下分别为 #?%(#$%(#%%(B%和 <% OS)

;5<(')&6@>5B579@4AB5>7AB/=',* >A#8.5:BA84

B265>57.AB6%>'/20*#++

YQ9SQ9W9JR9P 6GPP9QFGQV9Q% T]9̂QG\F9JRWHa9ŴQ5FGO5_9R5 O965f

HJ R]9GFS6ĤH9P SQ5 Ĥ69f9Q9#?%"#$%"#%%"B% GJP <% OS"Q9WS9:RH_96K7

表 ,)各个家系观察到和推断出的基因型

123(,)Y3.74H792:9#A:B74479<7:A?E@7.AB72#DB265>E AB6%>'/20*#++

家系

ĜFH6K

位点

65:H

子代基因型#观测个数$ SQ5\9JK \9J5RKS9#WGFS69WHa9$

# $ ! ?

推断亲本基因型

SGQ9JRG6\9J5RKS9

!

o

AY# #?=@#?=#$<$ #"#@#?=#?$ #"#@#?= q#?=@#?=

AY$ #>?@#>?##>$ $%%@#>?###$ $%%@#>? q#>?@#>?

AY! #B<@#B<##?$ $%#@#B<##!$ $%#@$%##!$ $%#@#B< q$%#@#B<

AY" #<$@#<$##$$ #=%@#<$##B$ #=%@#<$ q#<$@#<$

AY#< #$=@#$=##>$ #!#@#$=###$ #!#@#$= q#$=@#$=

AY#> #B<@#B?#"$ #>?@#B?##$$ #>?@#B<##%$ #>?@#>?#!$ #>?@#B< q#>?@#B?

AY#?$ ##$@##$#<$ ##<@##$##%$ ##<@##<##?$ ##<@##$ q##<@##$

AYB> ##"@##"##%$ #$%@##"#>$ #$%@#$%###$ #$%@##" q#$%@##"

AY$% #>$@#>$#?$ $%?@#>$###$ $#<@#>$#<$ $#<@$%?#>$ $#<@#>$ q$%?@#>$

AY#" #<"@#"=##$$ #<"@#<"#!$ #==@#"=#"$ #==@#<"##%$ #==@#<" q#<"@#"=

AY<$ ##?@##?#B$ ##B@##?#>$ ##B##!$ ##B@##B q##?@##?

AY$! $$#@$$###%$ $$B@$$####$ $$B@$$B#>$ $$B@$$# q$$B@$$#

AY#<$ #"%@#?$#=$ #"$@#"%#<$ #<#@#"$##%$ #<#@#?$#=$ #<#@#"% q#"$@#?$

?

o

AY# #?=@#?=#$!$ #""@#?=#=$ #""@#?= q#?=@#?=

AY$ #>?@#>?##B$ $%%@#>?##$$ $%%@#>? q#>?@#>?

AY! #B<@#B<##"$ $%#@#B<##%$ $%#@$%##"$ $%#@#B< q$%#@#B<

AY" #<$@#<$#=$ #=%@#<$#>$ #="@#<$###$ #="@#=%#!$ #="@#<$ q#=%@#<$

AY#< #$=@#$=###$ #!#@#$=##<$ #!#@#!##!$ #!#@#$= q#!#@#$=

AY#> #B<@#B?#"$ #>?@#B?#=$ #>?@#B<##!$ #>?@#>?#"$ #>?@#B? q#>?@#B<

AY#?$ ##$@##$#<$ ##<@##$##$$ #$$@##<#"$ #$$@##$#>$ #$$@##$ q##<@##$

AYB> ##"@##"#B$ #$%@##"###$ #$%@#$%###$ #$%@##" q#$%@##"

AY$% #>$@#>$#!$ $%?@#>$##?$ $#<@#>$#B$ $#<@$%?#"$ $#<@#>$ q$%?@#>$

AY#" #<"@#"=###$ #<"@#<"#=$ #==@#"=#?$ #==@#<"#B$ #==@#<" q#<"@#"=

AY<$ ##B@##?##=$ ##B@##B##!$ ##B@##B q##B@##?

AY$! $$#@$$##<$ $$B@$$###!$ $$B@$$B###$ $$B@$$# q$$B@$$#

AY#<$ #"$@#?$#=$ #"$@#"%#"$ #<#@#?$#"$ #<#@#"%##!$ #<#@#"$ q#"%@#?$

"

o

AY# #""@#""#!%$ #""@#"" q#""@#""

AY$ #>?@#>?#B$ $%%@#>?#$$$ $%%@#>? q#>?@#>?

AY! #B<@#B<##?$ $%#@#B<##?$ $%#@$%##$$ $%#@#B< q$%#@#B<

AY" #<$@#<$##"$ #="@#<$##"$ #="@#<$ q#<$@#<$

AY#< #!#@#$=#$$$ #!#@#!##B$ #!#@#!# q#!#@#$=

AY#> #B<@#B<#"$ #>?@#B<#$%$ #>?@#>?#"$ #>?@#B< q#>?@#B<

AY#?$ ##$@##$#>$ ##<@#%!##%$ ##<@##$###$ ##<@##$ q##$@#%!

AYB> ##"@##"##%$ #$%@##"##%$ #$%@#$%##%$ #$%@##" q#$%@##"

AY$% $%?@#>$##=$ $#<@$%?##!$ $#<@#>$ q$%?@$%?

AY#" #<"@#"=##!$ #<"@#<"#"$ #==@#"=#"$ #==@#<"#=$ #==@#<" q#<"@#"=

AY<$ ##?@##?#<$ ##B@##?##!$ ##B@##B###$ ##B@##? q##B@##?

AY$! $$#@$$##>$ $$B@$$###$$ $$B@$$B#>$ $$B@$$# q$$B@$$#

AY#<$ #"%@#?$#"$ #"$@#?$#<$ #"$@#"%#>$ #"$@#"$##%$ #"$@#"% q#"$@#?$

))#$
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续表 ,

家系

ĜFH6K

位点

65:H

子代基因型#观测个数$ SQ5\9JK \9J5RKS9#WGFS69WHa9$

# $ ! ?

推断亲本基因型

SGQ9JRG6\9J5RKS9

#%

o

AY# #""@#""#!%$ #""@#"" q#""@#""

AY$ $%%@#>?#$$$ $%%@$%%#B$ $%%@$%% q$%%@#>?

AY! #B<@#B<##$$ $%#@#B<##!$ $%#@$%##"$ $%#@#B< q$%#@#B<

AY" #<$@#<$#B$ #=%@#<$##%$ #="@#<$#=$ #="@#=%#"$ #="@#<$ q#=%@#<$

AY#< #!#@#$=##<$ #!#@#!###?$ #!#@#!# q#!#@#$=

AY#> #B?@#B?#<$ #>?@#B?##B$ #>?@#>?#<$ #>?@#B? q#>?@#B?

AY#?$ ##$@##$###$ ##<@##$#<$ #$$@##$#"$ #$$@##<#B$ #$$@##$ q##<@##$

AYB> ##"@##"###$ #$%@##"#<$ #$"@##"#=$ #$"@#$%#<$ #$"@##" q#$%@##"

AY$% #>$@#>$#<$ $%?@#>$##>$ $%?@$%?#"$ $%?@#>$ q$%?@#>$

AY#" #<"@#"=##?$ #<"@#<"#B$ #==@#"=#?$ #==@#<"#?$ #==@#<" q#<"@#"=

AY<$ ##B@##?##%$ ##B@##B#$%$ ##B@##B q##B@##?

AY$! $$"@$#%#=$ $$"@$$"#=$ $?%@$#%#"$ $?%@$$"###$ $?%@$$" q$$"@$#%

AY#<$ #"$@#"%#"$ #"$@#"$#B$ #<#@#"%#=$ #<#@#"$##%$ #<#@#"$ q#"$@#"%

*(,)微卫星位点排除率分析

对 #!个00*位点的排除率和累计排除概率

进行分析#表 "$) 实验发现"微卫星位点的多态信

息含量与其排除概率成正比"在AY<$ 位点多态信

息含量#CH/$最小为 %7!?#"对应的排除率值也最

低为 %7%>"%在AY#<$位点A/3值最高为 %7<"!"对

应的排除率值也最高为 %7$B%) 在父母基因型都未

知的情况下"#! 个微卫星位点的单独排除概率为

>7"b $̀B7%b"累积排除概率为 >#7#b"其他几种

情况的累积排除概率均大于 >>b)

表 -)'! 个微卫星位点的排除率分析

123(-)FG#>8.5A:@4A3235>5?E 2:2>E.5.A:?D54?77:65#4A.2?7>>5?7>A#5

位点

65:H

多态

信息

含量

CH/

亲本基因型

未知时的

排除概率

2E#A

已知一亲本

基因型的

排除概率

2E$A

父母对

的排除

概率

2EAA

两个无关

个体的排

除概率

2E/

同一家系两个

随机个体排

除概率

2E0/

无效等

位基因

频率

.#+L66$

AY# %7!>B %7#!$ %7$%B %7!#! %7<?= %7?#> r%7=%! %

AY$ %7!"% %7#%$ %7#=" %7$<< %7">B %7!=< ;%7#%? =

AY! %7!?< %7%>> %7#=! %7$<! %7">! %7!=% r%7%!$ !

AY" %7?=" %7#?# %7$B? %7?!? %7=$? %7??= ;%7#%> =

AY#< %7!=" %7#$" %7#B= %7$B# %7<$" %7?%< ;%7%?% >

AY#> %7""B %7#>B %7!?? %7?>" %7=>$ %7"#$ ;%7%>> <

AY#?$ %7"$B %7#>! %7!$< %7?B% %7=<< %7?>" r%7%!! ?

AYB> %7??< %7#"% %7$?> %7!=? %7<>? %7??= r%7#"! #

AY$% %7"?B %7#>= %7!!? %7?B$ %7=B$ %7"%> ;%7#"< $

AY#" %7"!B %7#B< %7!$> %7?=> %7=== %7?>> ;%7#?% B

AY<$ %7!?# %7%>" %7#=% %7$<% %7"B= %7!<" r%7%!$ "

AY$! %7<?% %7$=< %7??! %7<$! %7B"$ %7"<% r%7#=> B

AY#<$ %7<"! %7$B% %7?"$ %7<$B %7B<$ %7"<= ;%7%>% #

累积排除率

G::LFL6GRHJ\ SQ5OGOH6HRK

5 9̂M:6LWH5J

%7>## %7>>B %7>>> %7>>> %7>>>

&&微卫星位点的数量与家系识别成功率之间的

关系进行模拟分析#图 $$"从图中可以明显看出随

着微卫星位点数目的增多"排除率也随之增大) 在

双亲基因型均未知的情况下"当微卫星标记数量为

=时"累积排除概率达到 >=b"当位点数量大于 B

时"累计排除率达到 #%%b且不再发生变化)

**($
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图 *)微卫星位点的数量与排除率之间的关系

;5<(*)+7>2?5A:.D5@37?K77:65#4A.2?7>>5?7>A#5

:86374.2:97G#>8.5A:@4A3235>5?E

&&根据个体间遗传距离矩阵"利用 Y2Z,?7#

软件进行聚类分析#图 !$) 由聚类图可以看出

>B7!b的同一家系的个体能够完全聚到一起"#$%

个子代个体被明显的划分为 ? 大类"其中 !

o与 ?

o

家系的个体首先聚在一起"然后再与 "

o家系聚合

在一起"最后与 #%

o家系聚合"分类结果与真实的

系谱来源基本是一致的) 在图中还可以看到 !

o

和 ?

o家系亲缘关系最近"与 "

o家系距离次之"与

#%

o家系亲缘关系较远"与此同时也验证了 !

o与 ?

o

两个家系同父异母的关系) 这种半同胞关系家系

之间具有很高的遗传相似性)

图 !)'*X 个马氏珠母贝个体的Z/[=&聚类分析图

;5<(!)Z/[=&97:94A<42626A:< '*X 5:95H5982>.B4A6BA84B265>57.AB6%>'/20*#++

!&讨论

!(')遗传结构分析

目前"已有利用微卫星标记分析马氏珠母贝

野生或养殖群体的遗传结构报道&#" ;#='

) 例如"佟

广香等&#<'报道了马氏珠母贝野生群体的平均观

测杂合度#;

5

$和平均期望杂合度#;

9

$分别为

%7!#B $和 %7<!B ?"流沙港养殖群体平均观测杂

合度#;

5

$和平均期望杂合度#;

9

$分别为 %7$=$ =

和 %7?<? ") 赵晓霞等&#='利用微卫星标记对不同

亲本数量的马氏珠母贝子代群体进行分析"结果

表明"? 个养殖群体观测杂合度和期望杂合度分

别为 %7?=! = %̀7=#? ! 和 %7"$= > %̀7">$ <) 本

研究表明"? 个家系的平均观测杂合度#;

5

$和平

均期望杂合度 #;

9

$分别为 %7"!# %̀7">= 和

%7?=? %̀7"%="与上述结果比较"本实验家系具有

中等大小的遗传多样性)

多态信息含量#CH/$是衡量基因变异程度高

低的理想指标) [(T0T2/+等&#B'认为"当 CH/n

%7" 时"表示该座位为高度多态性座位%当 %7$" k

$*($
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CH/k%7" 时"该座位为中度多态性座位%当 CH/

k%7$" 时"该座位为低度多态性座位) 依此标

准"在所检测的 #! 个微卫星标记中除 AY# 位点

分别在 "

o和 #%

o家系中为单态性标记外"? 个家系

均体现出较高的多态位点比例和杂合度) 在 !

o

中有 # 个低度(B 个中度和 ? 个高度多态性座位%

?

o中有 # 个低度(< 个中度和 < 个高度多态性座

位%"

o有 B 个中度和 ? 个高度多态性座位%#%

o中

有 B 个中度和 ? 个高度多态性座位) ? 个家系的

平均多态信息含量#CH/$分别为 %7!><(%7?$>(

%7?#B和 %7?#<"说明这些微卫星位点在马氏珠母

贝中具有较高的信息含量)

遗传分化系数#A

0T

$是衡量群体之间遗传分

化程度高低的一个重要指标) i2/Z1T

&#>'认为"

当 % kA

0T

k%7%" 时"表明群体遗传分化较弱%当

%7%" kA

0T

k%7#" 时"表明群体遗传分化中等%当

%7#" kA

0T

k%7$" 时"表明群体遗传分化较大%当

A

0T

n%7$" 时"表明群体遗传分化很大) 分子方

差分析 #,Y(4,$显示"马氏珠母贝 ? 个家系

#"b的遗传变异来源于家系间"B"b的遗传变异

来源于家系内的个体间"家系间遗传变异远小于

家系内遗传变异"家系间的遗传分化系数#A

0T

$

为 %7#""这说明家系间具有较大的遗传分化)

!(*)系谱分析

系谱认证是明确个体间亲缘关系(建立正确

系谱的重要辅助手段&$%'

) 微卫星标记具有多态

性强"呈共显性遗传等特点"适合于亲缘关系较

近(多态性相似的个体之间的鉴定"因此使用微卫

星标记进行系谱鉴定是一种较好的选择&$# ;$$'

)

目前"已有利用微卫星标记对皱纹盘鲍#;&1).()'

G)'*+'0&22&)$(大菱鲆##*.70(0&1,+',&5),+'$和

虾夷扇贝#C&()2.7$*($2 =$''.$2'$等海洋动物的

系谱鉴定&$! ;$B'

) 例如"束靖&$='利用 = 个微卫星

标记对 ? 个家系的 #>! 个子代皱纹盘鲍 #;@

G)'*+'0&22&)$个体进行系谱分析"个体识别率达

到 >"7B"b) 于飞等&$B'用多个微卫星标记对大菱

鲆的聚类结果表明 >$7<b的个体能够正确的归

到家系) 徐科凤&$>'利用 = 个 00*标记对虾夷扇

贝 ? 个家系进行亲缘关系分析"家系内的遗传距

离 %7!%< %̀7!!>"明显低于家系间遗传距离

%7?=" %̀7<=<"结果证明微卫星标记能有效进行

扇贝幼虫亲子鉴定)

本研究使用 #! 对微卫星标记对马氏珠母贝

#$% 个个体进行分析"共发现 !> 个等位基因"每

个位点平均等位基因数为 ! 个) 利用)AZY,法

对 #$% 个马氏珠母贝聚类分析表明"马氏珠母贝

#$% 个子代个体被划分为 ? 个类群">B7!b的个

体能够被明确区分"聚到各自的家系里"分类结果

与系谱来源基本一致) 通过聚类图还可以看到各

个家系之间的亲缘关系远近"!

o与 ?

o家系亲缘关

系最近验证了它们之间的同父异母关系"这充分

证明可以利用微卫星标记对马氏珠母贝有效地进

行系谱关系鉴定) 微卫星标记技术可以为家系选

育最大程度地避免近交提供理论参考)
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_GQHGOH6HRK fHR]HJ GJP GF5J\ +GRLQG6A5SL6GRH5J

3]H:G\5&Y'73]H:G\5!)JH_9QWHRK 5 3̂]H:G\5 AQ9WW"

#>B=!?7

&$%'&[-()/+Y078+,EOGW9P F9R]5PW 5̂QS9PH\Q99

Q9:5JWRQL:RH5J GJP VHJW]HS GJG6KWHW HJ JGRLQG6

S5SL6GRH5JW&''7TQ9JPWHJ 2:565\K GJP 2_56LRH5J"

$%%!"#B##%$!"%! ;"##7

&$#'&梁利群"常玉梅"董崇智"等7微卫星 8+,标记对

乌苏里江哲罗鱼遗传多样性的分析&''7水产学

报"$%%?"$B#!$!$?# ;$??7

&$$'&孙效文"张晓锋"赵莹莹"等7水产生物微卫星标记

技术研究进展及其应用&''7中国水产科学"$%%B"

#"#?$!<B> ;=%!7

&$!'&-/X" A,*D 3" D/'/Y, ,7 /W56GRH5J GJP

:]GQG:R9QHaGRH5J 5^FH:Q5WGR966HR965:HHJ R]9AG:ĤH:
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GJP WLOm9:R9P R5 R]99MS9QHF9JRf]9Q9\9J9RH:PH_9QWHRK GJP VHJW]HS 5 R̂]9WGFS69P ĜFH6H9Wf9Q9GJG6Ka9P
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