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基于微卫星标记对长江中上游胭脂鱼增殖放流效果的评估
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摘要: 利用已经发表的11对胭脂鱼多态性微卫星标记, 对长江中上游胭脂鱼(Myxocyprinus asiaticus)增殖放流效果进行评估。结果表明, 5个胭脂鱼养殖场内所有的149尾繁殖亲本和长江中上游采集的65尾胭脂鱼中共观测到140个等位基因, 其观测杂合度和期望杂合度的平均值(范围)分别为0.771(0.519~0.906)和0.759(0.469~0.894), 多态信息含量(范围)为0.726(0.392~0.882)。通过软件Cervus统计得到, 11个微卫星座位累计排除率为99.998 3%, 并且在长江中上游采集的65个样本中, 11个样本与养殖场内繁殖亲本确定存在亲子关系, 据此确定这11尾为增殖放流的胭脂鱼, 并由此推算增殖放流的胭脂鱼对长江中上游野生群体的贡献量为16.92%。研究结果表明, 增殖放流是实现胭脂鱼野生种群资源恢复的有效途径。
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胭脂鱼(Myxocyprinus asiaticus)隶属于鲤形目亚口鱼科胭脂鱼属, 为国家Ⅱ级重点保护动物[1]。亚口鱼科现存约15属80种, 大多数分布在北美洲, 胭脂鱼是迄今所知亚口鱼科分布于中国的唯一单型属和种, 分布于长江和闽江水系[2]。近年来, 由于无节制的捕捞、水域污染、水利工程建设等人为因素的影响, 其资源量急剧下降[3]。闽江水系已经很难发现胭脂鱼的踪迹, 分布在长江的胭脂鱼可能是现存胭脂鱼的唯一野生种群[4]。自20世纪80年代以来, 一直通过向长江放流胭脂鱼鱼种的方式以增加其长江中的野生资源。据统计, 2011―2013年, 在四川宜宾江段和重庆万州江段放流胭脂鱼8万余尾(2011年和2012年各2万余尾, 2013年4万余尾), 其体长范围在10~50 cm。以该物种目前所处的环境和资源量来看, 以人工增殖放流的方式增加其在长江中的资源量, 可能是避免其资源进一步减少进而使资源量较快恢复的有效途径[5]。

放流效果评估普遍采用的是统计标志回捕率, 即根据捕获标志个体数在放流群体的比例估算放流群体的回捕率, 目前对胭脂鱼的标志方法主要有用茜素络合物和盐酸四环素溶液浸泡胭脂鱼仔、稚鱼对耳石进行标记[6], 或者植入可见荧光标记(VIE)和编码金属标(CWT)[7], 这些方法存在操作繁琐、费用昂贵、对鱼体有伤害且标志容易脱落等缺点, 从而不易区分放流和野生个体[8]。胭脂鱼增殖放流效果目前还没有准确评估的手段和方法。此外, 对于增殖放流效果的评估往往在放流个体进入渔业阶段后就停止了, 从而无法得到完整的评估结果, 同时缺乏增殖放流对野生群体遗传多样性和生态系统平衡的负面影响等的评价内容[9]。微卫星分子标记符合孟德尔遗传规律, 多态性高且为共显性遗传, 是一种极具应用价值的遗传分子标记。利用微卫星分子标记位点的多态性, 以多个微卫星位点在群体中的等位基因频率为基础, 通过计算排除率来进行亲子鉴定和谱系鉴定[10−11], 近年来在濒危动物种群特别是保护遗传学上得到越来越多的应用[12−13], 如微卫星遗传多样性检测[14]、个体/家系溯源[15−16]、遗传图谱构建[17]等。

子代等位基因只会来源于父本和母本, 每对父母本的后代均会携带特定的基因座即DNA分子指纹, 该分子指纹可用于区别个体或家系。依据DNA分子指纹的特异性, 以亲本基因型为参照, 便可从混合群体中精确地识别出该家系的后代。利用微卫星标记进行亲子关系鉴定, 能准确区分人工增殖放流鱼和长江野生鱼, 是评估增殖放流效果的一种可行方法。该方法无需进行任何形式的物理标志, 且对鱼体没有伤害, 并且终生存在而不影响鱼类正常生活史。通过基因组DNA获取放流个体和亲本的遗传信息, 便可对增殖放流效果进行评估和追踪。因此, 本研究利用微卫星标记依据胭脂鱼亲子鉴定技术判定亲缘关系, 从而估算人工增殖放流胭脂鱼对长江胭脂鱼资源的贡献率, 并对增殖放流效果进行评估。
1  材料与方法

1.1  实验材料

2011―2013年胭脂鱼繁殖期间, 采集5个养殖场所有的繁殖亲鱼149尾, 其中重庆市万州区水产研究所85尾, 四川省水产研究所(宜宾)14尾, 宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所13尾, 宜昌三江渔业有限公司9尾, 武汉水产引种中心28尾, 其部分后代用于人工增殖放流。另外, 2011年2月至2013年9月, 从长江中上游各个江段采集野生胭脂鱼65尾作为混合子代群体, 长江干流13个采样点2011年26尾(宜宾9尾、南溪3尾、巴东2尾、万州5尾、武汉6尾、合江1尾), 2012年16尾(合江11尾、巴东1尾、宜昌4尾), 2013年23尾(宜宾1尾、南溪1尾、泸州6尾、弥陀13尾、江津2尾) , 3年共采集65尾胭脂鱼鳍条样本(图1)。
1.2  基因组DNA的提取及PCR扩增和测序

所有采集样本均剪取鳍条并用无水乙醇保存备用, DNA提取采用经典的酚氯法[18], 经1%琼脂糖凝胶电泳检测后稀释到约100 ng/μL用于PCR扩增。利用11对多态性高的胭脂鱼微卫星标记[19−20]合成荧光引物(FAM和HEX), 在各自特
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图1  胭脂鱼采样点分布图
Fig. 1  Map of the sampling sites of Myxocyprinus asiaticus
定的退火温度下进行PCR扩增, PCR扩增体系和反应程序参照李小芳等[21]的优化体系。PCR产物经自动测序仪ABI Prism3730 xl(Rox-500 standard)测序并用软件GENEMAPPER V. 4.0[22]读取等位基因大小。

1.3  亲子关系鉴定及增殖放流效果评估

利用软件Cervus 2.0[23]分析各个基因座上的等位基因频率、观测杂合度Ho和期望杂合度He、多态信息含量PIC、非亲权排除率(NEP)和累计非亲权排除率(CEP), 检测微卫星位点是否符合Hardy-We​inberg平衡及各位点无效等位基因频率, 再以父母本双盲建模(simulation)模拟运行10 000次得到Delta分布值, 以每个候选父母的LOD (the nature log of the overall Likelihood atio)值进行亲权鉴定分析[24]。
2  结果与分析

2.1  微卫星座位的多态性

11个微卫星标记分析检测得到140个等位基因。其中等位基因数最少的为座位Mas23和Mas11, 均只有5个等位基因; 最多的为座位M46, 检测到21个等位基因(如表1), 其中座位M23和座位M46的微卫星测序图如图2。其观测杂合度为0.519~0.906(平均值为0.771), 期望杂合度0.469~ 0.894(平均值为0.759), 多态性信息含量为0.392~ 0.882(平均值为0.726)。另外座位Mas22、M5、M11显著偏离Hardy-Weinberg指数, 座位Mas23极显著偏离。微卫星标记主要多态性参数见表1, 非亲排除率(NEP)和累积非亲权排除率(CEP)见表2。

表1  本研究所用的11个微卫星引物的主要多态性参数和Hardy-Weinberg检测结果

Tab. 1  Main polymorphic parameters for the 11 microsatellite loci applied in this study and Hardy-Weinberg test result

	基因座

locus
	等位基因数

the number of alleles
	观测杂合度

Ho
	期望杂合度

He
	多态信息含量

PIC
	Hardy-Weinberg检测结果

H-W test result

	Mas22
	7
	0.519
	0.562
	0.519
	*

	Mas23
	5
	0.636
	0.469
	0.392
	**

	Mas21
	14
	0.860
	0.828
	0.806
	NS

	Mas3
	12
	0.832
	0.825
	0.801
	NS

	Mas11
	5
	0.654
	0.640
	0.569
	NS

	Mas13
	15
	0.906
	0.893
	0.881
	NS

	Mas15
	12
	0.833
	0.819
	0.798
	NS

	M5
	16
	0.794
	0.746
	0.709
	*

	M11
	17
	0.762
	0.831
	0.811
	*

	M23
	16
	0.808
	0.838
	0.816
	NS

	M46
	21
	0.874
	0.894
	0.882
	NS

	平均 mean
	12.73
	0.771
	0.759
	0.726
	


注: NS表示未显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P>0.05); *表示显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.05); **表示极显著偏离Hardy- Weinberg平衡(P<0.01).

Note: NS means no significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium(P>0.05); * means significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium(P<0.05); **: means extremely significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium(P<0.01).
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图2  胭脂鱼微卫星座位M23(左)和M46(右)基因分型结果

Fig. 2  Genotype of the microsatellite loci M23 (left) and M46 (right) in Myxocyprinus asiaticus
表2  非亲权排除率(NEP)和累积非亲权排除率(CEP)

Tab. 2  Non-exclusion probability (NEP) and combined non-exclusion probability (CEP)

	基因座

locus
	GenBank access. no.

登录号
	无效等位基因频率

frequency of null
	非亲排除率

NEP
	累计非亲权排除率

CEP

	M46
	KC012966
	0.01
	0.356
	

	Mas13
	JX855149
	(0.0087
	0.363
	0.589772

	M23
	KC012959
	0.0152
	0.490
	0.790784

	M11
	KC012954
	0.041
	0.494
	0.894137

	Mas21
	JX855157
	(0.0237
	0.511
	0.948233

	Mas15
	JX855151
	(0.0147
	0.517
	0.974996

	Mas3
	JX855139
	(0.0039
	0.519
	0.987973

	M5
	KC012952
	(0.0389
	0.641
	0.995682

	Mas11
	JX855147
	(0.0109
	0.785
	0.999072

	Mas22
	JX855154
	0.0296
	0.829
	0.999841

	Mas23
	JX855158
	(0.1592
	0.890
	0.999983


2.2  亲子关系鉴定结果

通过Cervus 2.0软件对长江干流中上游采集的65尾胭脂鱼与149尾候选亲本进行亲子关系分析, 结果显示, 11个微卫星座位累计非亲权排除率为99.998 3%, 共有39尾在95%非亲权置信区间LOD值大于零(数据未列出)。其中11尾子代个体与第一候选亲本11个基因座均没有错配座位, 其余28尾中有1个微卫星座位与候选亲本不匹配(表3), 因此, 可以确定11尾子代胭脂鱼来自149尾候选亲本, 占总采集样本的16.92%(表4)。2011年26尾样本中有4尾分别来自万州水产研究所(2尾)和宜宾珍稀水生动物保护研究所(2尾)繁殖亲本后代, 占当年采集样本15.39%(表4); 2012年16尾样本中有3尾分别来自万州水产研究所(1尾)和四川水产研究所的繁殖亲本后代(2尾), 占当年采集样本18.75%(表4); 2013年23尾样本中有4尾分别来自万州水产研究所(1尾)和四川水产研究所的繁殖亲本后代(3尾), 占当年采集样本17.39%(表4)。

表3  于长江中上游采集的11尾胭脂鱼亲子鉴定结果

Tab. 3  Paternity test of 11 Myxocyprinus asiaticus collected from the middle and upper reaches of Yangtze River

	子代

offspring
	采集时间

sampling time
	候选亲本

candidate mother
	错配座位数

pair loci mismatching
	似然率对数值

pair LOD score
	Delta值

pair top LOD
	自信度

pair confidence

	YZ57
	2011
	YB2
	0
	8.56
	8.56
	*

	YZ11
	2012
	SC13
	0
	8.34
	8.34
	*

	YZ8
	2012
	SC2
	0
	8.20
	8.20
	*

	YZ27
	2013
	SC13
	0
	7.94
	7.94
	*

	YZ30
	2013
	SC2
	0
	6.96
	6.96
	*

	YZ51
	2011
	YB6
	0
	6.49
	6.49
	*

	YZ7
	2011
	WZ22
	0
	5.66
	5.66
	*

	YZ44
	2013
	SC2
	0
	5.65
	5.65
	*

	YZ12
	2012
	WZ70
	0
	5.49
	5.49
	*

	YZ4
	2011
	WZ70
	0
	4.62
	4.62
	*

	YZ48
	2013
	WZ82
	0
	3.57
	3.57
	*


注: YB: 宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所; WZ: 重庆市万州区水产研究所; SC: 四川省水产研究所(宜宾); WH: 武汉水产引种中心; YC: 宜昌三江渔业有限公司.

Note: YB: Yibin Rare Aquatic Animal Research Institute; WZ: Wanzhou Fisheries Research Institute; SC: Sichuan Fisheries Research Institute (Yibin); WH: Wuhan Aquatic Restocking Center; YC: Yichang Sanjiang Fisheries Co., Ltd.

表4  2011―2013年胭脂鱼人工增殖放流贡献率评估

Tab. 4  The enhancement effect of Myxocyprinus asiaticus from 2011 to 2013

	采集年份

sampling year
	采集样本数

the number of samples
	养殖场亲本后代个数

the number of offsprings from farms
	贡献率/%

contribution rate

	2011
	26
	4
	15.39

	2012
	16
	3
	18.75

	2013
	23
	4
	17.39

	总计 total
	65
	11
	16.92


3  讨论

3.1
 微卫星座位多态性

等位基因数越多, 多态性越丰富, 杂合度越高, 表明该遗传标记在个体识别中的应用价值也就越大。多态信息含量(PIC)是衡量位点多态性的重要指标, 一般认为当0.25<PIC<0.5为中度多态, PIC>0.5即为高度多态[25], 11个微卫星标记除座位Mas23为中度多态外其他所有的座位均表现为高度多态(表1), 且平均观测杂合度和期望杂合度均在0.75以上, 说明这10个微卫星座位能够提供丰富的遗传信息, 可作为有效的遗传标记用于胭脂鱼亲子鉴定分析。

非亲排除率(NEP)与PIC值成反比关系, PIC值越高, NEP值越低, 这与其他学者的研究也是一致的, 既非亲排除率基于微卫星座位的多态性[26]。累计非亲权排除率(CEP)是亲子鉴定的重要标准, 一般以达到95%为最低标准[27]。本研究中当座位数达到6个时, CEP即达到了97.50%; 座位数达到9个时, CEP值为99.91%; 座位数为10时, CEP为99.98%; 11个座位的排除率达到了99.998 3%(表2), 进一步确定了这11个座位用于亲子鉴定的准确性。

3.2
 亲子鉴定分析及增殖放流效果评估

确定存在亲子关系必须同时满足以下3个条件, 即LOD值大于零, 所有的座位完全匹配(即每一个座位中, 亲代和子代至少共享1个等位基因)以及在95%置信区间下显著。通过软件的模拟分析, 65个子代个体中(长江中上游捕获样本), 39个LOD值大于零, 但只有其中11个在95%置信区间内没有错配座位, 另外28尾与候选亲本均存在1个错配座位, 判定该28尾个体与候选亲本不存在亲子关系。因此, 长江中上游捕获的65尾胭脂鱼中有11尾属于养殖场繁殖亲鱼的子代, 是人工增殖放流胭脂鱼, 占捕获样本总数的16.92%, 据此可以推算放流胭脂鱼对长江中上游胭脂鱼的贡献率为16.92%。根据长江中上游各江段监测点渔民样本采集统计, 已经很少能捕获较大个体的野生胭脂鱼, 渔获物一般为15~25 cm的1龄鱼, 有些渔获物上还能发现显著的荧光标志或者挂牌标志, 且放流后较放流前捕获量显著增加, 可能原因是刚放流个体适应能力偏弱, 并且较为集中, 容易被渔民捕获。

3.3
 胭脂鱼资源量现状

据统计, 1958年胭脂鱼占岷江渔获量的13%以上; 20世纪70年代, 胭脂鱼资源量已经开始明显下降, 只占到2%左右; 20世纪80年代, 胭脂鱼占长江上游渔获物已经不足1%, 捕捞记录只能以尾为单位计算[28]。本研究中, 65尾长江胭脂鱼样本来自13个监测点2011年2月至2013年9月的渔获物, 样本量少且不易获得。人工增殖放流是目前世界各国增殖渔业资源的普遍方法, 也是恢复和重建濒危物种的重要手段。增殖放流的目的除了要不断增加放流物种的种群数量, 还要保证物种自然的野生种质资源遗传特征不被干扰, 不影响放流水域的自然生态系统。因此应该严格执行国家和省市有关繁殖和保护渔业资源的法律、法规, 科学加大人工增殖放流胭脂鱼的力度, 进一步做好放流管理工作。在生态系统方面, 同时也要避免长江野生胭脂鱼的遗传结构被改变, 需要进一步利用微卫星分子标记对长江增殖放流胭脂鱼和野生胭脂鱼遗传多样性进行分析。
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Effect of restocking enkancement of Chinese sucker in the middle and upper reaches of Yangtze River based on microsatellite loci
CHENG Weiwei1, 2, 3, WANG Dengqiang1, WEI Qiwei1, 2, WANG Chengyou 1, DU Hao 1, WU Jinming1, LI Lei1
1. Key Laboratory of Freshwater Biodiversity Conservation, Ministry of Agriculture of China; Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China;
2. Institute of Hydrobiology, the Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China;
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Abstract: Chinese sucker, Myxocyprinus asiaticus (Bleeker), is a freshwater fish that is endemic to China, and the only representative of the Catostomidae in Asia. Historically, M. asiaticus were primarily distributed in the Yangtze and Minjiang (Fujian Province) rivers. Currently, the only remaining wild population is in the Yangtze River, primarily in the middle and upper reaches. The species was listed as a class Ⅱ state protected species by the Chinese government in 1988 and as a vulnerable species (VU) by the International Union for Conservation of Nature in 1998. Currently, hatchery-reared juvenile M. asiaticus are released into natural river systems to supplement the wild population in the Yangtze River. However, the effectiveness of these enhancement efforts has not be evaluated to date. To address this, we collected 149 breeding parents and 65 recaptured individuals, and evaluated the parentage relationship using 11 polymorphic microsatellite loci. A total of 140 alleles were obtained and the mean observed and expected heterozygosity was 0.771 and 0.759, respectively. The range of the non-exclusion probability was 0.356–0.890 and the combined non-exclusion probability (first parent) of 11 loci was 99.998 3%. Eleven of the 65 recaptured individuals were offspring of the breeding parents (4 from 26 samples in 2011, 3 from 16 samples in 2012, 4 from 23 samples in 2013). Our results suggest that the total contribution of the enhancement to the wild population of M. asiaticus was 16.92% in the middle and upper reaches of Yangtze River.
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