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短沟对虾两个野生群体遗传多样性的 RAPD分析
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摘要:利用 RAPD标记技术检测了厦门和汕头沿海2 个短沟对虾群体基因组 DNA的多态性, 并对其遗传多样性进行了分析。从

40 条随机引物中筛选出 13 个 10bp 引物, 共扩增出 65 条清晰可重复的 DNA片段, 片断长度为 100~ 2200 bp,在 2 个群体间没有

检测到特异的片段。厦门和汕头群体的多态片段比例分别为 87 69%和 89 23% , 杂合度分别为 0 212 和 0 218,遗传多样性指

数分别为 0 2847 和0 2913, 两群体间的遗传距离为 0 018, FST值为 0 004。可见两野生群体种质资源仍然维持在良好水平, 遗

传分化程度很低,可能是同一种群, 具有进一步开发的潜力。

关键词:短沟对虾; RAPD;遗传多样性

文章编号: 1000 0933(2006) 11 3907 05 中图分类号: Q143, Q968 文献标识码: A

Genetic diversity of two wild populations of Penaeus semisulcatus revealed by RAPD

technique

TAN Shu Hua, WANG Gui Zhong, LIN Qiong Wu, LI Shao Jing ( Department of Oceanography , State K ey Laboratory of Marine

Environmental Science , Xiamen University , Xiamen 361005, China ) . Acta Ecologica Sinica, 2006, 26( 11) : 3907~ 3911.

Abstract: The green t iger prawn, Penaeus semisulcatus is one of the biggest penaeid prawns and widely distributed in tropical and

subtropical regions of the Indian Ocean and the West Pacific Ocean. The important economic shrimp species in the north of the

South China Sea are Penaeus semisulcatus, Penaeus monodon , Marsupenaeus japonicus and Fenneropenaeus penicillatus. Although

the disease resistance of Penaeus semisulcatus is more effective than that of Penaeus monodon , Litopenaeus vannamei and

Fenneropenaeus chinensis , the culturing technique in Penaeus semisulcatus is not as success as that in Penaeus monodon and

Fenneropenaeus penicillatus. It is for this reason that its culturing production could be ignored and the market product of this

species in China mainly come from the wild catch. In recent years the genetic diversity of this species has been threatened by

overfishing, environmental stress and habitat destruction. This study reports the genetic diversity and genetic different iation of two

wild stocks of Penaeus semisulcatus collected fromXiamen and Shantou coastal waters using RAPD method. Amplification with 13

random primers generated 65 reproducible fragments ranging from 200 to 2200bp. No specific fragments were detected between

these two stocks, and the mean proportions of polymorphic amplified bands of Xiamen and Shantou population were 87 69 % and

89 23% , respectively. The mean heterozygosity of Xiamen stock and Shantou stock were 0 218 and 0 212, and the genetic

diversity index were 0 2847 and 0 2913, respectively. The genetic distance was 0 0184 and FST was 0 004. All these results

reveal that the germplasm resource of Xiamen and Shantou stocks is in good condition with higher genetic diversity and low genetic

differentiation, and they may belong to one population and have a good exploitat ion potential.
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短沟对虾( Penaeus semisulcatus)俗称花脚虾,赤脚虾, 凤虾。主要分布于印度洋和西太平洋, 在我国分布于
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福建以南沿海。成熟虾体长可达 13~ 20cm,体重 30~ 120g,属大型虾类之一。形态与斑节对虾相似, 具食性

杂、生命力强和市场价值高等优点, 且耐低氧, 适盐范围宽, 抗病能力较现有的主要养殖品种如斑节对虾

( Penaeus monodon)、凡纳滨对虾( Litopenaeus vannamei )、中国明对虾( Fenneropenaeus chinensis )等均要强, 是一种

值得推广的优良养殖品种
[1]
。目前,在南方沿海省份均有池塘养殖,但其相关研究尚少, 仅见在染色体数、人

工育苗、基因克隆
[ 2~ 5]
等方面有少量报道, 尚没有其种质资源的相关报道。在已报道的对虾遗传变异研究中,

同工酶方法是使用最多的方法,但其检测的对虾遗传变异水平一般较低,而 RAPD方法检测的遗传变异则要

高得多
[ 6, 7]
。RAPD技术在我国已用于中国明对虾和日本囊对虾( Marsupenaeus japonicus )野生或养殖群体的遗

传变异研究
[ 8~ 10]

。本文采用RAPD技术对厦门和汕头的短沟对虾群体进行遗传结构及其遗传多样性水平的

研究,以期为这一资源的合理开发利用提供理论依据, 为避免在开发和养殖过程中可能出现的种质退化的发

生提供研究基础。

1 材料

实验用短沟对虾系取自厦门( XM, 24 29 N, 118 06 E)和汕头( ST , 23 22 N 116 69 E)两海区的 2个野生群

体,厦门群体于 2003年10月捕捞自厦门近岸水域(体长( 110 5 ! 11 5) mm,体重( 35 ! 6 0) g) ,汕头群体于2003

年11月捕捞自汕头沿岸水域(体长( 135 5 ! 12 5) mm,体重( 45 ! 6 8) g) , 2群体数量均为 40尾。所有个体采

用活体运输运回实验室, 解剖取尾脊或腹部肌肉, 肌肉样品均分为两部分保存, 一部分保存于- 80 ∀ 超低温冰

箱备用,另一部分保存于 95%乙醇中,并置于 4 ∀ 冰箱中保存备查。

2 方法

2 1 基因组DNA的提取

从40个个体中随机选取24个个体用于RAPD分析,取95%乙醇固定的肌肉约100mg,用TE( pH 8 0)浸泡

过夜。基因组 DNA的制备参考萨姆布鲁克的#分子克隆验指南∃[ 11] 。

2 2 PCR扩增

10 mer随机引物由上海英骏生物技术有限公司合成。扩增反应条件参考Williams
[ 12]
稍做修改。经优化

后确定反应总体积为 25 L:包括 10 mmol L Tris HCl( pH= 8 3)、50 mmol LKCl、2 mmol L MgCl2、0 001%明胶、

100 mol L 的 dNTPs、0 2 umol L 引物、25ng DNA模板和 1U TaqDNA聚合酶。扩增程序设置为: 预变性 94 ∀ 5

min, 接着 35个循环,包括 94 ∀ 15 s、36 ∀ 60 s和72 ∀ 90 s,最后一个循环后在 72 ∀ 延伸7 min。PCR扩增产物

在1 6%琼脂糖凝胶上电泳,在含 0 05% 溴化乙锭( EB)的水溶液中染色 0 5h,于凝胶成像系统上检测和拍

照。

2 3 数据处理

RAPD扩增条带的记录和数据处理参考汪小荃等
[13]
的方法。统计各样品的 RAPD标记数,计算清晰和稳

定的谱带。将扩增产物电泳图谱的有、无分别以 1、0来记录,应用Popgene1 31软件计算群体的多态位点比例

P、群体间的遗传距离 D、遗传一致性 I、FST值和群体杂合度H。

3 结果

3 1 RAPD图谱分析

本实验首先采用 40个引物进行扩增,筛选出 13个扩增重复性好和结果清晰的引物用于结果分析。单一

引物扩增条带数在 2~ 8条之间,扩增片断大小为 100~ 2200 bp。13个引物共产生 65个 DNA片段(表 1) ,厦

门和汕头群体扩增到的 DNA片段数分别为 64和 65条,即 BA0180引物在厦门群体内扩增的片段数比汕头群

体少 1条,平均每个引物分别扩增出 4 92和 5 0条带。2个群体内个体间的扩增图谱变异较大,没有在所有

引物扩增结果中完全一致的个体, 也没有发现群体的特异性片段。图 1是部分引物的扩增图谱。

3 2 群体的遗传多样性和遗传距离

在检测的 65个标记中,有 7个标记( 10 8%)在所有个体间表现出稳定的一致性。厦门和汕头群体的多

态标记数分别为 57和 58个,多态位点比例分别为 89 06 %和 89 23%, 多态标记的的显性频率范围为 0 024
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图 1 用引物 BA0021(A)、BA0025( B)、BA0172( C)和 BA0173( D)扩增短沟对虾的 RAPD 图谱

Fig. 1 Elecctrophoresis pattern of RAPD in P . semisulcatus using primers of BA0021( A)、BA0025( B)、BA0172( C) and BA0173( D)

M :分子量标准( 100bp DNA Ladder marker)

~ 0 782, 杂合度分别为 0 212和 0 218, 多样性指数分别为 0 285和 0 291。根据 Nei
[ 16]
的公式,得到两群体间

的遗传距离为 0 018, FST为0 004,说明两群体间遗传分化程度很低。

表 1 随机引物序列和 RAPD检测的多态基因座位

Table 1 List of sequences of arbitrary primers and polymorphic loci

detected by RAPD techniques

引物号

Primers

序列 5% 3%
Sequence

标记总数

Nos of

markers

多态标记数

Nos of

polymorphism

markers

多态位点比例

( % )Proport ion

of polymorphism

loci

BA0021 CAGGCCCTTC 2 2 100

BA0025 AGGGGTCTTG 6 6 100

BA0027 TCGGCGATAG 3 3 100

BA0028 GTGACGTAGG 7 7 100

BA0032 TCGGCGATAG 3 2 66 7

BA0163 CAGAAGCCCA 5 3 60 0

BA0164 CAGAAGCCCA 8 8 100

BA0169 TGGAGAGCAG 5 4 80 0

BA0172 AGAGGGCACA 6 6 100

BA0173 CTGGGGCTGA 3 2 66 7

BA0174 TGACGGCGGT 7 6 85 7

BA0177 GGTGGTGATG 4 4 100

BA0180 AAAGTGCGGC 5~ 6 5~ 6 100

4 讨论

4 1 短沟对虾的遗传多样性及遗传分化

20世纪 90年代中期以前,同工酶是检测对虾群

体遗传变异和种群地理分化的主要方法,但其检测的

对虾遗传变异水平较低,而从基因组水平用 RAPD和

微卫星等方法检测的遗传变异水平则要高得多。斑

节对虾、凡纳滨对虾、日本囊对虾、细角滨对虾

( Litopenaeus stylirostris )等野生对虾种群同工酶检测的

多态位点比例为 0 022% ~ 0 333% (平均 0 179) , 观

察杂合度Ho为 0 006%~ 0 089% (平均为 0 034%) ,

而 RAPD 检测的对虾多态位点比例为 0 242 ~

1 000
[ 6]
。Klinbunga 等

[ 17]
采用 RAPD 和 mtDNA RFLP

方法对 5个泰国对虾野生种群遗传多样性水平的研

究也表明, RAPD得到的多态位点比例达 46 7% ~

61 4%, 远高于同工酶的检测结果。本文以 RAPD方

法得到厦门和汕头短沟对虾群体多态位点比例分别为 87 69%和 89 23% ,杂合度分别为 0 218和 0 212,多态

位点比例和杂合度均处于较高水平,这表明厦门和汕头短沟对虾种群的遗传变异较大,遗传多样性水平较高,

种质资源保存较好。其原因可能与目前短沟对虾养殖规模不大和无过度捕捞等有关,因而保存了较高的遗传

变异性。2个群体间的遗传距离为 0 0184。同时, FST值为 0 004, FST是用来测量群体之间遗传分化的指标,

当 FST接近于 0时,则说明群体间的没有发生遗传分化,因此, 厦门和汕头群体间遗传分化程度很低。从扩增

图谱结果亦可以看出,二者差别不大,尚没有发现群体的特异片段。因此, 厦门与汕头群体间不存在地理种群

的遗传分化,可能为同一种群。这与厦门和汕头同处亚热带水域,地理距离较近的事实相符。

RAPD扩增条带的多寡,与遗传多样性水平有关,也与群体遗传纯度有一定相关性, 近交水平和遗传纯度
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高时,因等位基因在一定程度上被固定,会导致不同条带数减少
[ 18]
。邱高峰等

[ 19]
用 RAPD方法研究中国近海

中国明对虾的遗传差异时,单一引物扩增获得的片段数仅为 4~ 7条, 平均 6条。石拓等
[10]
研究朝鲜半岛西海

岸中国明对虾群体的 RAPD多态性时, 每个引物扩增获得的片段平均数也仅为 1~ 10 条, 平均 5 25条。但

Klinbunga等
[ 17]
研究 5个泰国斑节对虾野生种群的遗传变异性时, 每个 RAPD 引物扩增获得的片段数达到

13 7~ 15 3条。这种扩增条带数的差异可能是群体近交程度和交配方式的反映, 而近交程度与亲体数量大小

密切相关。东南亚(泰国、马来西亚等地)是斑节对虾遗传多样性最高和数量最大的地区, 因而在 RAPD扩增

结果上会表现为每个引物扩增获得的片段数较多。近年来,中国明对虾也面临着野生资源量急剧减少、亲体

数量锐减和种质退化等问题
[ 8, 10]

, 由其引起的近交水平增加很可能片段数少的主要原因之一。在本研究中,

单个引物扩增的片段数为 2~ 8条,平均为 4 92~ 5 0条, 短沟对虾群体单个引物扩增的片段数较少, 可能是

对虾的繁殖方式为一种非随机交配的反映,与遗传多样性关系不大。

4 2 短沟对虾资源开发和保护

短沟对虾与斑节对虾、日本囊对虾同为我国南方沿海的大型对虾,且形成了一定的亲体数量, 其生态分布

和习性均有少量研究
[ 20] & 。作者在厦门近岸水域能捕获到短沟对虾的季节为 7~ 11月份,个体头胸甲长 24~

34mm, 雌雄比接近 1∋1。捕获的雄虾体重在 20g左右,少数达到 40g 以上。20g 以上雄虾的精荚呈乳白色,镜

检存在形态完整的精子; 在汕头近岸捕获的短沟对虾数量较大,在台湾海峡中部较深水域或东侧的较高温度

水域则可能存在短沟对虾越冬和繁殖的场所 (。但至今对该对虾的种群分化和遗传多样性水平缺少应有的

研究,养殖群体在经过人工定向选择和有限亲体的多代繁殖后,往往会导致等位基因的丧失和遗传变异的减

少,因而遗传变异水平更低
[ 22, 22]

。因此,尽管短沟对虾目前尚保持了较高的遗传多样性,但从遗传选育和资源

保护的角度出发,应加大对这一优质资源的种群分布、地理分化和遗传多样性水平的研究,在较大规模养殖来

临之前做好遗传背景的研究工作。同时,应加强人工养殖研究, 以减轻对野生资源的捕捞压力,以避免重蹈中

国明对虾野生种群所面临的亲体数量锐减、种质退化、天然基因库萎缩及遗传污染等情况的覆辙。
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