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摘要: 选择已经获得的8个与大口黑鲈(Micropterus salmoides)生长性状相关的分子标记, 其中4个单核苷酸多态性标记分别位于IGF-I、POU1F1、PSSIII和MSTN基因上, 4个微卫星位点分别是JZL60、JZL67、MisaTpw76和MisaTpw117。从养殖群体中筛选出具有4个以上优势基因型数量的大口黑鲈亲鱼20尾进行群体繁殖, 其中雌鱼9尾, 雄鱼11尾。所产子代进行同塘饲养, 9月龄时随机挑选288尾进行体质量测量与STR基因分型。结果显示:子代体质量为103~401 g, 含有生长优势基因型的数量在1~6之间, 含有1~6个生长优势基因型的个体其平均体质量依次为227.83、239.56、258.81、273.02、302.50和305.60 g, 生长优势基因型的数量与大口黑鲈生长速度呈正相关。进一步分析表明子代中优势基因型的平均数量为2.99, 相比亲本群体的优势基因型平均数量(2.36)得到提高。研究结果说明, 利用有限的与生长相关的优势基因型进行聚合可以获得具有优良生长性状的大口黑鲈, 也为下一步大口黑鲈分子标记辅助育种提供理论依据。
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基因聚合育种是通过不同基因型间的杂交将有利基因聚合到同一个基因组中, 从而获得优良品种的育种方法[1]。基因聚合在农作物和畜禽方面已有成功的报道, 如将3个与水稻穗花数性状相关的优势基因型聚合, 得到了产量提高23%的水稻植株[2−3]; 将淮猪(Sus Scrofa) 3个与生长相关的优势基因型聚合, 获得体质量显著高于其他各种组合基因型的个体[4]; 将白耳鸡(Gallus gallus)产蛋数相关的基因型聚合后获得产蛋数明显增加的个体[5]。在中国美利奴羊(Ovis arios)[6]和苏姜猪(Sus Scrofa)[7]的研究中还显示, 与生长性状关联的优势基因型聚合程度越高, 性状表现也越优良。水产动物中有关基因聚合研究的报道还较少, 孙效文等[8]分析德国镜鲤(Cyprinus carpio)体质量极大个体和极小个体中生长相关优势标记的数量, 结果显示最大个体中平均优势基因型的数量是1.7个, 最小个体中的平均优势基因型数量为0.7个, 说明优势基因型的聚合与鱼类的生长性能有关。
大口黑鲈( Micropterus salmoides)是中国重要的淡水养殖品种之一, 从2004年开始, 珠江水产研究所开展了大口黑鲈的遗传改良和分子遗传学研究, 筛选到一批与大口黑鲈生长相关的分子标记, 如位于垂体的特异性转录因子(pituitary specific transcription factor1, POU1F1)、生长抑素前体(preprosomatostatin, PSSIII)[9]、胰岛素样生长因子-I(insulin-like growth factor-I, IGF-I)[10]和肌肉生长抑制素(myostatin, MSTN)[11]基因上的SNP位点和微卫星位点JZL60、JZL67、MisaTpw76和Misa​Tpw117[12]。本研究在此工作的基础上筛选优势基因型数量较多的个体进行群体繁殖, 分析子代中生长相关优势基因型的聚合数量与生长性状的相关性, 以期为大口黑鲈分子标记辅助育种提供基础资料和实践依据。
1  材料与方法
1.1  实验鱼的繁殖和养殖
实验用196尾大口黑鲈繁殖亲鱼来自于珠江水产研究所热带亚热带鱼类遗传育种中心, 平均体质量约为0.6 kg, 通过检测亲本中分子标记的基因型, 挑选含有4个以上优势基因型数量的大口黑鲈共20尾, 其中雌鱼9尾和雄鱼11尾, 放入1个水深为0.5 m的10 m2水泥池中进行群体繁殖。采用人工注射催产剂的方法促进同步产卵, 收集5 d内的受精卵, 将孵化后的鱼苗放入水泥池中进行培育, 待仔鱼生长达2月龄时从中随机挑选5 000尾放于一1 114 m2池塘中饲养。水泥池中培育时投喂水蚤、水蚯蚓和鱼浆, 池塘养殖时投喂冰鲜杂鱼。9月龄时, 从养殖池塘中随机采集288尾实验鱼测量体质量, 并剪取尾鳍加酒精于–20℃保存备用。
1.2  与生长性状关联的分子标记的选择
所选标记为位于POU1F1、PSSIII、IGF-I和MSTN基因上的SNP位点和4个微卫星位点JZL60、JZL67、MisaTpw76和MisaTpw117, 均由本实验室筛选而获得, 经相关分析表明其与生长性状相关显著(P<0.05)或极显著(P<0.01)。各个标记在进行PCR反应中所用的引物序列、退火温度及扩增产物长度信息见表1。所有引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成, 并用荧光进行标记(表1)。
表1　大口黑鲈生长相关分子标记引物信息
Tab.1  Primers of growth related markers of Micropterus salmoides
	引物
primer
	序列(5′−3′)

nucleotide constitute(5′−3′)
	片段长度/bp

fragment size
	最适退火温度/℃

annealing temperature
	荧光
fluorescence

	MSTN C-1453T F
	CAAAGGAATAGTCTGCCTCATATC
	220
	57
	FAM

	MSTN C-1454T R
	GGCAGGCGAAAGAAATGAGTA
	
	
	

	MSTN T+33C F
	GCCTATCAGTGTGGGACATTAA
	412
	57.4
	FAM

	MSTN T+34C R
	GTTTCTATTGGGCTGGTGGCGG
	
	
	

	IGF-I-632 F
	ATCTGAAATAGGCTACGTC
	260
	55.5
	HEX

	IGF-I-632 R
	CTCTATGTCACCAGTGTGC
	
	
	

	PSSIII-101 F
	CCTTCTGGATCTCTGGCTAG
	118
	53
	HEX

	PSSIII-101 R
	AGGTGACGGACCAGAGACTAC
	
	
	

	POU1F1 -18 F
	GATAAAGTAAGACTAAACACAAGC
	210
	52
	ROX

	POU1F1 -18 R
	CATTCTTCTCAGGCCCCGCT
	
	
	

	JZL60 F
	AGTTAACCCGCTTTGTGCTG
	227
	60
	FAM

	JZL60 R
	GAAGGCGAAGAAGGGAGAGT
	
	
	

	JZL67 F
	CCGCTAATGAGAGGGAGACA
	266
	60
	HEX

	JZL67 R
	ACAGACTAGCGTCAGCAGCA
	
	
	

	MisaTpw76 F
	ACACAGTGTCAGTTCTGCA
	268
	48
	FAM

	MisaTpw76 R
	GTGAATACCTCAGCAAGCAT
	
	
	

	MisaTpw117 F
	TGTGAAAGGCACAACACAGCCTGC
	220
	55
	HEX

	MisaTpw117 R
	ATCGACCTGCAGACCAGCAACACT
	
	
	


1.3  基因组DNA的提取及PCR扩增
取保存的实验鱼亲本和子代鳍条, 按照TIANamp Genomic DNA Kit[天根生化科技(北京)有限公司]说明书提取组织DNA, 然后用紫外分光光度计测定浓度后保存于(20℃备用。PCR扩增之前用FAM、HEX和ROX荧光标记引物(表1), PCR反应总体积为20 µL, 含有10×buffer 2.0 µL, MgCl2(25 mmol/L)0.8 µL; dNTP(10 µmol/L)0.4 µL; 上下游引物(20 µmol/L)各0.4 µL; 基因组DNA 40 ng, Taq酶1 U。PCR扩增程序为: 94℃预变性4 min; 32个循环(94℃, 30 s; 48~63℃退火, 30 s; 72℃, 30 s); 72℃再延伸10 min。
1.4  扩增产物检测
采用毛细管电泳检测PCR扩增产物, 根据片段大小差异区分标记的基因型。基因分型委托上海生工生物工程(Sangon Biotech)股份有限公司来完成, 采用DYY-8型稳压稳流电泳仪(上海琪特分析仪器有限公司)进行电泳, 凝胶成像系统(Gene Genius公司)和3730XL测序列分析仪(美国ABI公司)进行分型。其中3个分别位于POU1F1、PSSIII和MSTN基因上的SNP位点需要经过限制性内切酶TaqI、BsrBI和AluI酶切后才分型, IGF-I基因上的片段缺失突变位点和4个微卫星位点则直接用STR基因分型技术进行基因型分析。
1.5  数据统计分析
统计每尾大口黑鲈所含有的优势基因型的数量, 根据所含优势基因型数量的不同将大口黑鲈进行分组, 利用SPSS15.0软件的一般线性模型(general linear model, GLM) , 对优势基因型与大口黑鲈主要生长性状之间的相关性进行最小二乘分析。统计分析模型采用Yij=u+ Bi+ eij, 其中: Yij为某个性状第i个标记第j个个体观测值; u为实验观测所有个体的平均值(总体平均值); Bi为第i个标记的效应值; eij为对应于观察值的随机残差效应。
2  结果与分析
2.1  亲本与子代优势基因型数量
通过对196尾大口黑鲈繁殖亲本的优势基因型的检测, 发现含有4和5个优势基因型的个体数量分别为17和3尾, 所占比例为8.67%和1.53%; 而含有2个和3个优势基因型的个体数量

分别为81和59尾, 所占比例为41.33%和30.10%; 其中只含有1个优势基因型的个体有40尾, 所占比例为20.41%; 该群体的平均优势基因型数量为2.36。为了将优势基因进行汇聚, 选择优势基因型数量为4个和5个的个体作为亲本进行繁殖, 结果显示, 子代个体中的平均优势基因型数量为2.99, 相比亲本群体有了明显提高, 说明通过挑选大口黑鲈优势基因型数量较多的亲鱼进行群体杂交, 是实现优势基因型聚合的一种有效方法。
2.2  子代中优势基因型的数量与生长的关联性
采用STR基因分型技术对288尾大口黑鲈子代的8个生长相关分子标记进行检测, IGF-I、POU1F1、PSSIII和MSTN基因上的SNP位点和微卫星位点JZL60、JZL67、MisaTpw76和MisaTpw117的优势基因型在检测个体中的分布频率见表2, 结果显示, POU1F1优势基因型在子代群体中的分布频率最高, 达89.93%; M76优势基因型的分布频率最低, 只有12.85%。大口黑鲈含有的优势基因型数量与平均体质量的关联分析结果见表3, 从表3可见大口黑鲈个体含有的优势基因型数量在1~6个, 平均优势基因型数为2.99个/尾, 含有2个和3个优势基因型的个体数量较多, 所占比例分别为34.72%和38.19%。大口黑鲈所含优势基因型数量多少与其体质量大小呈正相关, 优势基因型的数量越多, 相应群体的平均体质量也越高, 含有6个和5个优势基因型个体的平均体质量与其他个体的体质量达到极显著的差异(P<0.01)。

3  讨论
水产动物大多数生长性状如体质量、体长等是众多微效基因控制的数量性状, 遗传基础复杂, 利用传统的选育方法难以快速准确地改良目标性状。分子标记辅助选择作为实现快速改良数量性状的一项重要技术, 已成为水产遗传育种学研究
表2  大口黑鲈优势基因型频率
                    Tab.2  The frequency of dominant genotypes of Micropterus salmoides                       %
	优势基因型dominant genotype
	M76
	M117
	IGF-I
	PSSIII
	POU1F1
	J67
	MSTN
	J60

	频率frequency
	12.85
	14.58
	13.19
	25.00
	89.93
	26.04
	17.01
	25.00


表3  优势基因型数量与生长性状的关联分析
Tab. 3  Association of number of dominant genotypes with growth traits

	优势基因型数量number of dominant genotypes
	群体分布频率/% distribution frequency
	体质量/g body weight

	6
	2.78(8/288)
	305.60±33.29a

	5
	6.94(20/288)
	302.50±52.69a

	4
	15.28(44/288)
	273.02±47.10ab

	3
	38.19(110/288)
	258.81±55.69bc

	2
	34.72(100/288)
	239.56±50.71bc

	1
	2.08(6/288)
	227.83±50.49c


注: 上标小写字母不同表示差异显著(P<0.05).
Notes: Values with different superscript letters within the same column are significantly different at 0.05 level.

的热点之一[13−14]。本实验室在前期研究中获得一批与生长相关联的分子标记, 本研究针对其中8个大口黑鲈快长标记, 筛选出一批含4个以上优势基因型标记的个体进行群体繁殖, 分析子代中优势基因型的聚合效果。结果表明, 子代个体中优势基因型的平均数量为2.99, 相比亲本群体的平均优势基因型数量(2.36)得到了提高, 说明通过挑选优势基因型数量较多的亲鱼进行群体繁育, 可有效提高大口黑鲈子代个体含有的优势基因型的数量。子代个体中优势基因型的数量与生长性状的相关性分析结果显示, 子代个体中含优势基因型数量与大口黑鲈生长性状显著相关, 这与猪[15]产仔数、鲁西牛[16]生长和中国荷斯坦牛[17]产奶量性状与优势基因型聚合效果相关一致, 说明利用多基因聚合手段可以有效改良相应性状。在今后的育种实践中, 可以通过直接选择大口黑鲈生长优势基因型数量多的个体作为亲本来达到较好的选育效果。
多基因聚合是分子标记辅助选择育种的一种重要方法之一, 在有利基因聚合过程中, 如果每增加一个基因的筛选, 一般伴随着一半以上材料将被淘汰, 可供选择的目标个体的几率会大大降低。在本研究中也反映出了这种现象, 在子代中优势基因型数量分布不均匀, 含有2个和3个优势基因型的个体数量较多, 所占比例分别为34.72%和38.19%, 也有含有4~6个优势基因型的个体, 但是数量相对较少, 这也提示出在今后育种过程中, 选择亲本应更有针对性, 比如着重选择优势基因型为纯合子的亲本, 从而提高有利基因聚合的效率。
本研究中8个与生长关联标记的优势基因型群体, 其平均体质量均高于相对应的非优势基因型群体, 其中位于MSTN基因上的优势基因型群体与其余群体的生长速度差异最大, 优势基因型的个体平均体质量为288.63 g, 其余个体平均体质量为251.86 g, 存在极显著的差异(P<0.01), 而IGF-I、PSSIII、POU1F1基因上的SNP位点和微卫星位点JZL60、JZL67、MisaTpw76、MisaTpw117的优势基因型群体与其余群体的生长速度差异没有这么明显, 这与本实验室之前的研究结果基本项符合。之前的研究显示, MSTN基因上的优势基因型个体分别比其他基因型的个体平均体质量高53.24%[11], 差异非常明显, 而其余7个标记中优势基因型群体比自身位点的其他基因型群体的体质量高16.86%~46.18%[9−10,12], 提示今后在应用分子标记来辅助选择亲鱼时, 可将MSTN基因上的优势基因型作为主要的选择标记。
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The effect of pyramiding growth-related genotypes in largemouth bass (Micropterus salmoides)
XU Lei1,2, BAI Junjie1, LI Shengjie1
1. Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture, Pearl River Fisheries Research Institute of Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510380, China;
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 
Abstract: Gene pyramiding is a method of obtaining good varieties, which aims to produce individuals with one superior economic trait, according to the optimal breeding scheme involving selection of favorable target alleles or linked markers after crossing basal populations and pyramiding them into a single individual. The largemouth bass (Micropterus salmoides) is one of the most important freshwater fish in China. Previous research identified certain molecular markers related to growth traits. In this study, eight molecular markers including four single nucleotide polymorphisms (SNPs) and four simple sequence repeats (SSRs) related to the growth traits of largemouth bass were selected to amplify the genomic DNA of parent largemouth bass. The four SNPs were located in the IGF-I, POU1F1, PSSIII and MSTN genes; the four SSRs were located in the JZL60, JZL67, MisaTpw76 and MisaTpw117 genes. Twenty large mouth bass (9 females, 11 males) containing four or even more advantageous genotypes were selected as parents for population reproduction, which were selected from 196 individuals. About 5 000 offspring individuals were cultivated in one breeding pond (1 114 m2 ) and fed with frozen fresh fish. After 9 months of cultivation, the offspring had reached a marketable size. Two hundred and eighty-eight individuals were randomly chosen to measure their weight and detect their genotype. The results showed that the number of advantageous genotypes in parents were 1–5 and the frequencies were 20.41%, 41.3%, 30.10%, 8.67% and 1.53% respectively. To aggregate the advantageous genotypes in the offspring, the parents that had 4 and 5 advantageous genotypes were selected. The number of advantageous genotypes was1–6 in all offspring and the average weights of 1 to 6 advantageous genotypes groups were 227.83, 239.56, 258.81, 273.02, 302.50 and 305.60 g, respectively. The number distributions of each population were 6, 100, 110, 44, 20 and 8. The frequencies of each population were 2.08%, 34.72%, 38.19%, 15.28%, 6.94% and 2.78%, respectively. A general linear model (GLM) was used to perform correlation analysis between the number of advantageous genotypes and growth traits. GLM analysis showed that the number of advantageous genotypes related to growth traits was positively correlated with weight. Individuals with five or six advantage genotypes were significantly different (P<0.05) with those that had fewer advantageous genotypes. Further analysis suggested that the average number of advantageous genotypes is 2.99 in the offspring, which is truly improved compared with the average number of advantageous genotypes of the parent group (2.36). The results indicated that it was useful to improve the growth trait of largemouth bass using limited advantageous genotypes related to growth traits, which also provided a theoretical basis for gene pyramiding breeding.
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