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摘要: 以雌褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)、雄夏鲆(P. dentatus)及其子一代为研究对象, 对其核糖体基因的ITS1序列进行比较分析。结果表明, ITS1序列具有明显的种间及个体内差异。在雄夏鲆ITS1序列中仅发现1种基因类型(X型), 而在雌褐牙鲆及子一代ITS1序列中发现两种差异显著的基因型(X型和Y型)。在亲本中未检测到两种类型的交换重组序列, 而在子代中检测到4个X型与Y型的重组序列, 说明子代ITS1区域更容易发生交换重组。进一步的遗传距离分析发现, 母本与子代之间的遗传距离(0.059)明显大于父本与子代之间的遗传距离(0.018), 且子代中X型片段出现的频率(85.5%)远大于Y型片段出现频率(8.7%), 表明亲本双方ITS1区域的遗传信息都遗传给了子代并且X型片段的遗传信息明显占有优势, 进而从分子水平上证明子代为褐牙鲆与夏鲆的杂交后代。本研究旨在分析牙鲆属亲本及子代的ITS1序列特征, 为鱼类核糖体基因的研究积累数据。
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真核生物核糖体DNA(ribosomal DNA, 简称rDNA)由18S、5.8S、28S rRNA和内部转录间隔区(internal transcribed spacer, 简称ITS)等串联重复单元组成。核糖体内部转录间隔区(ITS)包括ITS1和ITS2, ITS1位于18S与5.8S rRNA基因之间, ITS2位于5.8S与28S rRNA基因之间[1]。其中18S、5.8S和28S rRNA序列高度保守, 适用于高等分类阶元系统的区分; ITS由于不加入成熟核糖体, 受的选择压力较小, 进化速度较快, 含有丰富的信息, 因而适合于种内水平, 尤其是近缘物种的鉴定[2–5]。在鱼类中, 目前已有许多利用ITS序列进行种类鉴定以及系统发育分析的研究报道[5–7], 但由于rDNA基因为多拷贝, 不一定都遵循协同进化(concerted evolution)原则, 且越来越多的研究发现很多种类的ITS1序列存在明显的种内变异[8–10], 因此将其用作分子标记或者用于系统分析前应对其性质进行充分了解。 
利用杂交优势进行育种已成为生物遗传性状改良的一个重要手段。在脊椎动物中, 鱼类是最容易发生杂交的。近年来, 鲽形目鱼类杂交育种已有相关的报道[11–14]。褐牙鲆(Paralichthys oliv​a​ceus)与夏鲆(P. dentatus)均隶属于鲽形目(Pleuro​nectiformes), 牙鲆科(Paralichthidae), 牙鲆属。为了获得更加优良的养殖品种, 李军等[15–16]用雌褐牙鲆与雄夏鲆进行人工杂交, 成功获得杂交后代。在鲽形目鱼类杂交试验中, 研究者主要对亲本及杂交子代的形态学特征、胚胎及仔鱼发育、性腺发育、性别分化和核型等进行比较分析, 而在分子水平上的遗传分析研究比较少[17–21]。本研究以雌褐牙鲆、雄夏鲆及其杂交子一代为研究对象, 对其核糖体基因的ITS1序列进行比较分析, 探究种间和种内ITS1序列是否具有多态性以及子代与亲本ITS1序列在遗传进化上的关系, 为鱼类核糖体基因的研究积累数据, 为进一步开展种群遗传分析、遗传标记育种和分子系统发生等研究奠定基础。
1  材料与方法

1.1  实验材料

本研究所用的雄夏鲆为2002年从美国引进的鱼苗, 经过人工培育而成; 雌褐牙鲆为青岛本地养殖种, 亲本性成熟后于青岛连三岛养殖场进行褐牙鲆(♀)与夏鲆(♂)杂交实验, 得到杂交子一代。将亲本及子一代麻醉后于背部取少量肌肉, 保存于95%的酒精中待用。

1.2  DNA提取、PCR扩增和测序

用传统的酚/氯仿法提取基因组DNA, 用双蒸水溶解, 保存于–20℃冰箱中。扩增引物序列为: ITS1F 5′-GGTTTCTGTAGGTGAACCTGC-3′和ITS​1R 5′-CTGCGTTCTTCATCGACCC-3′。反应总体积均为25 μL, 其中包括2.5 μL 10×缓冲液, 2 μL MgCl2(25 mmol/L), 2 μL dNTP(分别为2.5 mmol/L) (大连宝生物), 每个引物0.3 μL (10 μmol/L), 1单位rTaq酶(大连宝生物), 1 μL模板DNA(0.02 g/L), 灭菌双蒸水补足至25 μL; 使用Eppendorf AG型PCR仪进行扩增, ITS1反应程序为: 94℃预变性2 min, 94℃变性1 min, 50℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 进行35个循环后72℃延伸10 min。扩增产物使用1%琼脂糖凝胶电泳检测, 产物用UNIQ-10柱式PCR产物纯化试剂盒(上海生工)纯化回收后与pMD 18-T载体连接, 转化至大肠杆菌DH5α。雄夏鲆、雌褐牙鲆及杂交鲆分别挑取22、26、69个单克隆进行双向测序(上海英骏), 选择峰图准确清晰的序列用于分析。
1.3  数据分析

测定的ITS1序列先进行BLAST(http: //www. ncbi.nlm.gov/BLAST/)检索, 确定为目的片段后应用CLUSTAL X软件[22]对序列进行多重比对。通过MEGA 4.0软件[23]统计碱基含量、变异位点和简约信息位点数量等, 采用Kimura双参数模型计算遗传距离。用DnaSP软件[24]检测单克隆序列的基因型以及不同基因型出现的频率, 用重组分析软件RDP3.44[25]检测重组子片段。

2  结果与分析
2.1  ITS1序列长度变异与碱基组成

PCR扩增产物包括ITS1全序列及其两侧的18S(3′端34 bp)与5.8S(5′端49 bp)序列。夏鲆、褐牙鲆及其杂交子一代分别得到22、26、69个单克隆序列。在GenBank数据库中BLAST后发现18S和5.8S序列与近缘物种具有高度相似性, 表明扩增产物为目的片段。数据分析显示ITS1序列长度在种间及个体内变异比较大, 具有明显的异质性。去除两侧18S及5.8S rDNA的序列, 褐牙鲆ITS1序列长度为743~768 bp(其中有两个单克隆P. oli01和P. oli07序列在相似位点发生145 bp大片段缺失, 长度为619 bp); 夏鲆ITS1和杂交子一代序列长度差异相对较小, 分别为737~747 bp和713~758 bp。A碱基含量最低的为子代Y型序列(12.6%), 最高的为夏鲆序列(13.8%); T含量最低的为褐牙鲆的X型序列及夏鲆序列(20.3%), 最高的为褐牙鲆的Y型序列(22.5%); G含量最低的为子代X型序列及夏鲆序列(28.4%), 最高的为子代Y型序列(29.4%); C含量最低的为褐牙鲆及子代的Y型序列(35.6%), 最高的为褐牙鲆的X型序列(37.7%)。虽然亲本和子代以及不同片段类型之间碱基含量略有差异, 但是总体含量相似, 均为C> G>T>A, 且GC含量(64.7%~66.1%, 平均65.5%)远高于AT含量(33.9%~35.3%, 平均34.5%)(表1), 符合ITS1区域GC含量比较高的特点[3, 4, 6]。

2.2  基因型分析

用DNASP软件在夏鲆、褐牙鲆及其杂交子一代中分别检测出14、16、27个不同的基因型, 并且不同基因型出现的频率各不相同。夏鲆基因型中出现频率较高者依次为(仅列出前三者, 下同)13.6%、9.1%、9.1%, 褐牙鲆为19.2%、15.4%、11.5%, 杂交子一代为24.6%、21.7%、8.7%。进一步对ITS1序列比对后发现存在两种差异显著的片段类型, 分别定名为X和Y类型。夏鲆仅具有X类型(图1A), 而褐牙鲆和杂交子一代都存在两种片段类型(图1B, 1C)。褐牙鲆X、Y类型出现的频率分别为42.3%(11/26)、57.7%(15/26)。杂交子一代X类型出现的频率为85.5%(59/69), 远高于Y类型出现的频率8.7%(6/69)。此外, 用重组分析软件RDP3.44在亲本ITS1序列中未发现重组类型, 而在杂交子一代中却检测到了4个X与Y类型交换重组的序列(图1D), 其中单克隆HY17和HY52序列的前部分(分别为1~644 bp、1~581 bp)为X序列类型, 后部分(分别为645~748 bp、582~718 bp)为Y序列类型; 相反, HY02前部分(1~688 bp)为Y序列类型, 后部分(689~745 bp)为X序列类型; 而HY25的前部分(1~575 bp)和后部分(614~712 bp)都是X序列类型, 中间片段(576~613 bp)为Y序列类型。
2.3  序列多态性及遗传距离分析

用MEGA 4.0软件对亲本及杂交子一代单核苷酸多态性进行分析, 夏鲆ITS1的比对长度包括750个位点, 11个变异位点, 7个简约信息位点; 褐牙鲆ITS1的比对长度包括818个位点, 74个变异位点, 61个简约信息位点, 其中X类型单独比对后长度包括740个位点, 3个变异位点, 1个简约信息位点, Y类型单独比对后长度包括767个位点, 9个变异位点, 无简约信息位点; 杂交子一代ITS1的比对长度包括810个位点, 77个变异位点, 70个简约信息位点, 其中X类型单独比对后长度包括755个位点, 15个变异位点, 7个简约信息位点, Y类型单独比对后长度包括752个位点, 2个变异位点, 无简约信息位点(表2)。从以上数据也可以看出X和Y两种片段类型具有显著的差异, 表现出明显的多态性。采用Kimura双参数模型计算褐牙鲆、夏鲆及其杂交子一代不同基因型之间的遗传距离(相同的基因型中任意选取1个单克隆序列用于分析)。母本所有单克隆之间的遗传距离在0.001~0.092, 平均遗传距离为0.037; 父本在0.001~0.007, 平均遗传距离为0.002; 子代在0.001~0.100, 平均遗传距离为0.028。母本与父本之间的遗传距离为0.066, 杂交子代与母本之间的遗传距离为0.059, 杂交子代与父本之间的遗传距离为0.018, 表明在ITS1区域杂交后代更多的是偏向父本的遗传特性(表3)。
表1  亲本及杂交子一代ITS1序列碱基含量

Tab. 1  The base content of ITS1 sequences of parents and hybrids
                                                                %

	碱基
	夏鲆

Paralichthys dentatus
	褐牙鲆Paralichthys olivaceus
	子代hybrid

	
	
	总体

overall
	X型

type X
	Y型

type Y
	总体

overall
	X型

type X
	Y型

type Y
	重组子

recombinant

	A
	13.8
	13.1
	13.5
	12.8
	13.5
	13.7
	12.6
	13.1

	T
	20.3
	21.6
	20.3
	22.5
	20.7
	20.5
	22.4
	21.3

	G
	28.4
	28.8
	28.4
	29.1
	28.5
	28.4
	29.4
	28.8

	C
	37.5
	36.5
	37.7
	35.6
	37.3
	37.5
	35.6
	36.7

	G+C
	65.9
	65.3
	66.1
	64.7
	65.8
	65.9
	65.0
	65.5


表2  亲本及杂交子一代ITS1序列比对结果
Tab. 2  The alignment of ITS1 sequences of parents and hybrids
	物种

species
	整体比对

overall alignment
	单独比对 separate alignment

	
	
	X型type X
	Y型type Y
	重组子recombinant

	
	比对长度length
	变异位点VS
	简约位点PS
	比对长度length
	变异位点VS
	简约位点PS
	比对长度length
	变异位点VS
	简约位点PS
	比对长度length
	变异位点VS
	简约位点PS

	夏鲆Paralic​hthys dentatus
	750
	11
	7
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/
	/

	褐牙鲆Paralic​hthys olivaceus
	818
	74
	61
	740
	3
	1
	767
	9
	0
	/
	/
	/

	子代hybrid
	810
	77
	70
	755
	15
	7
	752
	2
	0
	807
	65
	7


注: / 表示无此类型.

Note: / denotes no this kind of type; VS denotes variable sites; PS denotes parsimonious informative sites.

[image: image1.jpg][018]

[018]
[018]

[018]
[018]

[09T]

[092]
[092]
[092]
[092]

[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]

[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]
[092]

"SPLIGAY UI SJUBUIqWIOIAI Y ], “(I "SPIIGAY JO 9dA) 90Udnbas oy, ) $naova1jo " JO 9dA) 90UdNDbas Y[, g SmvIUap SAyjyo1jpiv g Jo 9dA) d0UINDIS Y'Y

DD0I009I09 LOVOIDIONL HYILOOLIONLD
109Z] 5001009209 19v00s108r 9vIo9Loaro
[09Z] 55951005109 19vo901051 9vw1o910510
[092] 5001009208 1ovo081081 9¥I09L0BTD

OOLLO0DIVY DOV O-————
GOLLOVDLOD DO¥O-——-——
QJLLOJDLID IDYO————
2244302400 DO¥D-——-——

L20DIIDLOV 209LIDLOV-
IL209LOD1LEY 09I9IV~
L20DIDDIOV D09LOOLOV-
L20DIDHIOY D09LODIOVL
LOODLOD09Y O mmmmmm e
LODOLIODOT Dr=mmmmm—m
LODOLOODOY Drmmmmmm=m
LODOIIODOY Dr-——m—m =~

DOLLODDLID

e e w T e o m wmw

o SN
DOLLOD9IOD D—--m-——-
DOLIODDIDD Drmmmmmm e
DOLLODDIID Or e
OOLLODOLOD O —-——m——-
DOLLODOLID Or==mm==m-
DOLLDDOLID Dr=======-
SCLLODDLID D

(Tenaed)sprLIqAy JIdY) pue $7120D41]0 " ‘Snipiudp SAYjyo1pan g Jo saouanbas [S L1 Jo sadA10ud3 JudIdJIp Y],

FHEY) AT

9109425100
DL0DL0TMOD
DILODIODLID
DLODLOILID
= =L URENS
DLODLODLOD

111111111 0 DLRDLOBLID
||||||||| 0 DLODLOBLID

--LI3DLODLD DLODLODLID
==L22L09L0 DLIDLODLID
-=L0212040 2L0DL2OLID
2DLODIDDLD DLODLOOLID
||||||||| O DLODLODLID
||||||||| D DLODLODLIE
aaaaaaaaa O DLODLODLID
111111111 D DL2DLIDLIP

||||||||| 5 ¥O0DINOIY
||||||||| 5 ¥30DI09IW
......... S ¥OO9I0OLD
||||||||| 5 ¥009I09IW
||||||||| 9 ¥209I091®
......... 9 ¥OODIDOIW
aaaaaaaaa S Y0ODI09LD
aaaaaaaaa 9 YO00I0DL00

A iS4 TSLE Y —E 3R

(LRSS L ISLI [ Y —F X HWAG L g &

D2OIOIDDDL
00DI2I00D2
2021010291
2024210204
SIS 3ARS 1113
LODLIDLODD
LIDLOSLOD0
LODLIDLIODD

LODLOLOIDL
LODLOLOIOL
LODLOLODOL
LODLOLOIDL
LODLIDLIDD
LODLIODIIBDO
LIOLDDLIDD
LIDLODLIDD

LIDIODL0D
109125102
LODL0DL30D
10040015300
122L09L00
L0DLIDLIBOD
LODIDDLI00
L2OLIODLI0D

--D200YY¥ YYIOVEIVYD 91990 —--1 1020509100 ¥¥II9—--D IIITII0ID0 IVWEIIIID ---0200 113 LT IDIJ05T
[018] voomowe vwaowoovs 9195141251 2029909500 VEOI0DIOIO ITITILOIID VWD ITLIO
YI00IVE YYIOWOO WD SUODL LIS 400100 ¥EII0I0I0 D1 LIII9II0 IV EILLID
--0200VY YYIOWRIWYD 51991 — --1 1000519100 ¥¥II0—-0 I1ITIIIII0 IVVYDILIID
[018] w0m9w v¥0WoMD AIBLLLISL LIHOALHIOD ¥DIDNOIDIO ILITIINIID IWEIILLID
[018] wooo0ow wwoowo o SLOLLIISE E0PHIOD VHOIDIOID DILILINIID DYV DILL LD
--0000W¥ YYIOWWIWYD 91990~ ~-1 LO0SI9I00 ¥¥0I09~--0 1 ITI10I00 J¥YYOILLID
~ DIV TYDEWITTD L9 — - I LIPSO IID ¥ TIITIINIII IXYYIOIIID

DLOORVYOD
QLOOWEYOD
QLIDTHEVIOD
DLIINVUYID
DLODMNYYOD
QLOORYYDD
QL IOFNYYOD
2L DONYYOD

QLODJY¥YYID
DLODOYYYOD
DLODOY YYD
QDLODOYYYOD
QLO2OYYYOD
JQLODOYYYOD
DLOJOYYYOD
DLIDOVYYOD

QLIJOVY D
QLODOVYY DD
QLODOVY 0D
QLOOOVY 0D
QLOJOV¥Y D
JLDD3Y¥YYOD
DLIDOVYYYOD
DLIDOVYOD

-=-J300LLL I31I3L209L
~=mJDJLLIL IO LI LI00L
IV 30200300 J0LLL 1. 208L
-=-=22034LL LITIII205L
-——0002LL4 LALIDI00L
ONJ0000200 04D LL 4308
J¥I0032300 JALLLI305L

LED RDDOWD
LOORDIOYD
LODWDDIYD
LDDOTNDDOYD
e F 1 £13 3
e 7 # [ 11
L———D3IDY
L=——0D0DY

LODIOV¥DEDED
LOODVDIDYD
LDDDV¥DIDYD
LDDDVYDIDYD
I I N
LDDODDE--
19D0D080-~
LODIODE—-

L2D 02D -
LD 2D~ ~
LID DD~
LOD 3D -
RS L L e
LODODD0~~
LOD2090~~
LD DD-~-

[ 811

‘TESENgH TSI AG-K & 8 fisels L [SLI A& "V

=LILDILE0D D20V --
~LOL9LE00 DLW —
~LAADAL 0T D00 AL
HLOLDOLE0D OE0ENDDE——
~LOLD2LE0D DI~
=L ALDDLI0DD DDA —
YLELD AL 900 DE0ERDSOR AL
WLALOOL 80D 290998 8L

DOINDIDVDD
DOINDLOWDD
DORDIDVID
DOBNDILIOVDD
DOt DODIND
DOCRDODIYD
DONDIDIYD
DOENDODLIYD

20DV¥DIDYDO
DOOVYDIDVYDO
2D00¥DIDVOD
DDD¥DIOVIO

o e e m o

B

— = ——-=/"3jTWo"
11111!!11!__\.
WINOIW IO/
e e e e = [ * AT WO
llllllll|l\_\.

|'|||||'||~.\..

EDIVDDDIDY/ " FTWwo”

I 3

ATWo"

ITWO"

ATWo"

ITwo"

OINDDDIDE/ T ITWO"
OVILOVDODL DIDLODDDLD
DYILOYDOOL DIOIDIDDID
DYVOLOVDDDL DTDLDIIDLD
DYSLDV¥DODL 90DLDIDDLI
DIYODIVOIL VYVIDLYIODID
DIWDIVODL ¥IOIWODIDOD
DIWODLYOOL YIRILT2DDID
2LY¥ODLVIDL ¥IOLVYIDDDD
DYDLDOWWODL DODILVODOLD
OYDLOWWODIL 92210092 LID
D¥DLOW¥D0DLI DDDLD0DDLO
D¥YDLOWDODLI D021ID0DDID
DYDODIFODL YOOINOIDOD
DVYDODINDDL ¥DDIWODDDD
DYDOOINODL ¥YOOIWOODID
DYODOINIDL ¥ODIWODIDD
DYDIDIODIY ¥OILWIDDID
SYDIDID9IY ¥DOOILYDD9DD
OWDDDIDODIY ¥ODLWIDDDD
OWDDDIODIY YOOLYI5200
DY¥D0DINDODL ¥OOLWODDID
D¥DDDINDDL ¥OIDLWIDDID
DV¥DODINDDL ¥ODLWODDID
OVODDINDDL YOOLWIDIOD

NVYODDIDD
HYYODDDDD
P-4 440051515 505
NVYYODDDDD
ENNYU~-~290
NYYI--29D
WYTO--DDD
NYYO--20D

DYYYOIDDDD
DYYWODDDDD
IVVYODDDDD
DYEWHOO000DD
DYVYYODDDID
DYYYODDDDD
DYYYOODDOD
DYYYOODDDD

DYYODDODD
DYYYODDDDD
LA AR e )
DYYYOODI0D
DYYYODDD0D
DYYYODDDDD
LA A SRR
YO DDDDD

ZDIDOVYODD
DIODNEYIDD
= 3EA3L 4 e o
DDLDDVYDDD

DOLIDVYYIDD
ODLEDVYYDOD
2DLIDWYDDD
DDLIOVYYDID

¥ODOVYIIDODL
b §813 [0k £3h8 ek #
- 81303k fae ek p
¥ODI¥DIIDOL
YOREYL0O0L
YODO¥DIO0L
L {81319) {21818 IO NT
¥ODIYDI2I004L

¥OEDY¥DO00L
L fela 3)- Qoo kN
YOo20V¥22004L
¥OIDY¥DO2DL
YOID¥DO004L
¥OEB¥DOD04L
¥OIO¥DOD0L
YOODVDI00L

¥OOEDI00L
VOIDV¥DO00L
¥OIDW¥DI004L
¥OIDV¥DI004L
YOIO¥DO004L
¥OED¥DI3004
VOOV ID04L
YOOVDI00L

¢0AH
€0AH
90AH
T0AH
¢SAH
LTAH
SZAH
T€AH

¢Zries”
FITIO”
gcrio”
£QT1o”
TAN AN
ETrio”
Gor1e’
FOr1o”

QTusp”
SGTUSpP -’
pTUSpP "
TQusp -
¢ ou=p -’
couUsp’
gTu=p -’
pousp’

fO==—219J97 DDILDDIWID JOWWWLIDL VYOE0ILIOL DLDOYVY ZOAH
/93091 9I9Y 94900V IL) DWW IIOD VEILLL-L L —- ¢5AH
/ODI0I9I0V 29020 WD JOWY VW IIDID VWL LL-L D4>—~ LTIAH
ADI081HIDY JLDDIWID DOWWIIDD VY@L IL~-T DL »—~ G ZXH
/O-——819I9Y JDINITWID LOWYELI0L YYDIOLLLIL JLID9%Y 9 0AH
/D-——002J0Y DDLONII LOWVYWILINL YVODILLLIAL DL0DWY T0AH
MADISHIDINY IDLEDINID 2DWWLIOD Y¥OEDLIL~L D LI—- FELH
ADI10919I9Y 91993 WII 2OV IINI YOI LL-L L) -—- ¢ (AH

i
i

L o o = P & s T o T




表3  亲本及杂交子一代不同基因型间的K2P遗传距离

Tab. 3  The Kimura 2-parameter genetic distance between different genotypes of parents and hybrids

	物种species
	夏鲆Paralichthys dentatus
	褐牙鲆Paralichthys olivaceus
	子代hybrid

	夏鲆Paralichthys dentatus
	0.002
	
	

	褐牙鲆Paralichthys olivaceus
	0.066
	0.037
	

	子代hybrid
	0.018
	0.059
	0.028


3  讨论
本研究利用ITS1片段对雌褐牙鲆、雄夏鲆及其杂交子一代的分子遗传学特性进行了研究, 分析结果表明, 母本褐牙鲆与杂交子代之间的遗传距离(0.059)明显大于父本夏鲆与杂交子代之间的遗传距离(0.018)。同时在子代中既出现了父本夏鲆的X型片段, 又出现了母本褐牙鲆的Y型片段, 还出现了X型与Y型片段的重组类型, 并且X型片段出现频率(85.5%)远大于Y型片段(8.7%), 表明亲本双方ITS1区域的遗传信息都遗传给了子代并且X型片段的遗传信息占有优势, 进而从分子水平上证明子代为褐牙鲆与夏鲆的杂交后代。此结果与尤峰等[15]利用染色体核型分析和细胞DNA相对含量测定的分析结果相一致。
杂交子一代中ITS1序列X型片段出现的频率远高于Y型片段, 说明Y型片段在子代中的含量可能比较少, 或者是X型片段结构更松散, 扩增过程中更容易与模板结合, 因而产生明显的PCR偏向性(PCR bias), 使其更容易扩增出来[26]; 另外一种可能是亲本杂交过程中出现同型选配原则, 即相同的基因组或者片段类型优先配对。同型选配现象在其他种间杂交中也有报道[27–30], 本研究中母本X片段类型与父本片段类型非常相似, 因而在配对中优于Y类型, 从而在子代中X型片段出现的频率远大于其他片段类型。此外, 在亲本中未检测到两种类型的交换重组序列, 而在杂交子代中检测到4个X型与Y型的重组序列(HY02、HY17和HY25、HY52), 说明杂交后代ITS1区域更容易发生交换重组。发生重组的方式可能是受精卵在减数第一次分裂四分体时期, 同源染色体上非姐妹染色单体之间发生交叉互换, X和Y型序列整合到了同一条染色体上, 也就是子代中出现的4个重组子序列。
在母本ITS1序列中检测到两个单克隆(P.oli01和P.oli07)在相同位点都缺失了145 bp的大片段, 这种现象在其他鱼类中也有报道。Huyse等[9]在分析虾虎鱼ITS1序列时也检测到1个单克隆具有371 bp的大片段缺失, 而其他部分序列与另一单克隆完全一致, 但对其产生的原因未作详细论述; Xu等[8]在研究石鲽(Kareius bicoloratus)时发现两种不同的ITS1片段类型, 其中短片段类型在4个不同位点均有9~19 bp的缺失, 进一步的表达分析证明发生缺失的短片段类型为假基因。一般认为, 大片段缺失以及低GC含量是假基因的特征之一, 因此初步推断这两个片段有可能是新形成的假基因。这种推测的理由是大片段缺失已使其序列长度(619 bp)明显短于正常片段的长度(743~768 bp), 很可能会对其功能产生影响而变成假基因; 但是, 这两个片段的其他区域仅有少数几个变异位点和插缺位点且GC含量也高达63%, 并非明显低于正常片段GC含量(平均65.3%), 这种现象的存在也就是我们推测其为新假基因的主要依据。由于是新形成的假基因, 进化时间短, G→A、C→T的转换率不足以使其进化到低GC含量程度。因此, 仅依据GC含量来判断这种片段是否为假基因, 还缺乏说服力。接下来可以更进一步从序列的二级结构、自由能、甲基化或者采用RT-PCR技术进行表达分析鉴定其是否为真假基因。关于这种大片段缺失产生的原因及机制还有待于进一步研究。
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Abstract: Ribosomal DNA is considered one of the most useful markers for comparative evolutionary and phylogenetic studies. In this study, the first internal transcribed spacer (ITS1) region was analyzed using female Paralichthys olivaceus, male Paralichthys dentatus and their hybrids to explore their genetic characteristics. The results indicated that the intraindividual and interspecific polymorphism levels in ITS1 were significant. Only one genotype (Type X) was detected in the P. dentatus ITS1 sequences, while two distinct genotypes (Type X and Y) were present in P. olivaceus and the hybrids. No recombinants were identified in the parental ITS1 sequences. However, four type X and Y sequence recombinants were identified in the hybrids, suggesting that there was a higher likelihood of forming recombinants in the hybrids than in the parental ITS1 sequences. Further analyses using Kimura 2-parameter distance showed that the genetic distance between the hybrids and P. olivaceus (0.059) was larger than that between the hybrids and P. dentatus (0.018). In the hybrids, the frequency of Type X (85.5%) was considerably larger than that of Type Y (8.7%), indicating that the genetic material from both the male and the female parent was inherited by the offspring and that from the male parent had a considerable advantage. Hence, the molecular evidence indicates that the offspring were derived from hybridization between P. olivaceus and P. dentatus, rather than from any other breeding method. This study aimed at analyzing the polymorphism of ITS1 sequences and providing useful data for fish ribosomal DNA.
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