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摘要: 利用10个微卫星分子标记, 对中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)配套系育种群体(A、B选育系F4群体及其正反杂交子一代AB、BA群体)和长江口野生群体(YZ)的遗传变异与差异进行了检测。结果表明: (1)配套系育种群体中, 正反杂交群体的遗传多样性高于两亲本群体, 但配套系育种群体的遗传多样性均低于野生群体。(2)分子方差分析(AMOVA)、基于Nei’s遗传距离构建的NJ树、主成分分析(PCA)以及STRUCTURE遗传聚类分析均一致显示, 正交群体AB与其母本AA为一组、反交群体BA与其母本BB为一组, 野生群体YZ单独为一组, 三组间的遗传差异极显著(P<0.01)。(3)应用Arlequin软件和Bayescan软件进行选择压力检测, 发现配套系育种群体中有 3个位点、野生群体中有1个位点受到了显著的正向选择压力, 揭示连续4个世代的人工选择在一定程度上促进了配套系育种群体与野生群体间的遗传分化。综合研究表明, 人工选择作用促进了配套系育种群体与野生群体的遗传分化并导致了育种群体的遗传多样性下降, 而配套系育种技术可在一定程度上增加配套子代的遗传多样性。
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人工育种群体与野生群体的遗传差异是生物种质资源保护和利用研究中的核心问题之一。育种群体由于受奠基者效应、人工有目的选择和遗传漂变等因素影响, 其遗传多样性会随选育进程而逐渐下降, 会与野生群体存在较大的遗传差异并可能给野生群体带来不同程度的负面影响[1–3]。因而, 了解育种群体的遗传变异和遗传背景, 维持育种群体合理的遗传多样性, 对于水产生物的连续世代选育与遗传改良非常重要。

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis), 俗称河蟹, 是中国重要的水产经济生物。近些年来, 河蟹市场需求旺盛, 养殖产量不断提高, 2012年全国河蟹产量已达71.44万t[4], 堪称中国名特优水产养殖业的一朵奇葩。然而, 支撑中国如此巨大产量的河蟹种源基本上是未经遗传改良的野生群体。自2011年以来, 中国虽然选育出3个中华绒螯蟹良种, 并经全国水产原种和良种审定委员会审定通过, 但与其庞大的产业规模与巨大的苗种需求相比, 中华绒螯蟹的良种数量实在太少, 良种的贡献率仍然非常低。

自2004年以来, 笔者实验室开展了中华绒螯蟹的良种选育, 采用配套系育种的技术路线, 构建了3个不同选育目标性状的配套选育系(A系: 以第二步足长节长度和生长速度为选育目标; B系: 以额齿形态和生长速度为选育目标; C系: 以背部疣突出和体形为选育目标[5])。这3个选育系均以长江干流(南京江段)中的野生亲蟹为奠基群体, 每代应用群体选育方法对3个选育系分别进行平行选育, 以纯化各选育系的基因型。当各系选育至第4代(F4)时, 首先开展了A、B系间的双列杂交, 筛选性状优良的配套系。因而, 本研究与先前有关作者对中华绒螯蟹养殖、选育群体与野生群体的遗传比较研究不同[6–7], 拟以中华绒螯蟹配套系育种群体(两个配套亲本及其正反杂交子一代)为材料, 长江野生群体为参照, 利用微卫星分子标记技术, 分析它们的群体内遗传结构和群体间遗传差异, 其目的是: (1)比较配套系育种群体与野生群体的遗传差异, 探讨育种群体的遗传多样性维持方式; (2)了解双亲对配套组合的遗传传递关系; (3)探讨人工选择压力对配套系育种群体的作用和影响。

1  材料与方法

1.1  样本采集

2012年12月, 取本实验室正开展的中华绒螯蟹配套选育系群体第4代(F4)的2个亲本群体, 分别为A系(A♀×A♂, 简称AA)和B系(B♀×B♂, 简称BB), 以及其正反杂交子一代群体AB(A♀×B♂)和BA(B♀×A♂)的成蟹, 雄蟹体重150~280 g, 雌蟹体重130~180 g, 其中AA、BB群体各50只、BA群体71只、AB群体24只。野生群体(简称YZ)取自2012年12月采集于长江口九段沙水域的长江水系洄游亲蟹, 雄蟹体重60~180 g, 雌蟹体重50~110 g, 共50只。所有样本在测量外部形态特征后, 取第二步足肌肉组织于95%乙醇中保存备用。
1.2  DNA提取与PCR扩增

基因组DNA提取采用饱和氯化钠法[8]。筛选已报道[9–10]的10对微卫星引物(编号A9、B3、CHX23、CHX24、CHX26、CHX29、ES17、ES29、ES30、Esin18、Esin87)由上海生工生物工程服务有限公司合成后, 对所有样本进行PCR扩增。PCR反应体系为10 μL: 包括1 μL基因组DNA (20 ng/μL)、5 μL Mix缓冲液 (0.2 μmol/L dNTPs, 1.5 μmol/L MgCl2, 0.5 μmol/L TaqDNA聚合酶)、正反向引物各0.5 μL(5 μmol/L), 蒸馏水3 μL。PCR扩增程序: 94℃预变性5 min, 随后进行35个循环, 每循环为94℃变性30 s、退火30 s、72℃延伸1 min, 35个循环结束后, 72℃延伸10 min, 4℃保存。
PCR产物用德国Qiagen公司生产的QIAxcel全自动毛细管核酸分析系统进行基因分型和片段分析。

1.3  数据分析

应用FSTAT2.9.4[11]软件检测各群体的遗传多样性指标, 包括等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、等位基因丰富度(AR)、观测杂合度(HO)、期望杂合度(HE)和近交系数(FIS)。采用Botstein等[12]公式计算微卫星位点的多态信息含量(PIC)。应用GENEPOP version 4.0[13]软件检测群体内的位点是否偏离哈迪–温伯格平衡(Hardy–Weinberg equ​i​l​ib​rium, HWE)。

为了解群体内遗传变异和群体间遗传分化情况, 运用Arlequin3.5[14]软件进行群体变异分子方差分析(AMOVA)和群体间遗传分化指数(FST)估算。运用POPGENE3.2[15]软件计算各群体间Nei’s遗传距离(DA)后, 用MEGA5.0[16]软件构建群体的NJ系统关系树。利用GENALEX 6.5[17] 软件进行群体间遗传差异的主成分分析(principal coordi​nate analysis, PCA); 应用STRUCTURE 2.3.4[18]软件分析群体的遗传聚类关系, 为探求5个群体的最佳聚类分组, 聚类数值(K)设置为从1到5, 最佳K值(ΔK)根据Falush等[19]的方法确定, 所得到的聚类用DISTRUCT[20]程序绘制成彩色格状图。
微卫星标记虽为中性分子标记, 若标记间因选择而存在连锁不平衡(linkage disequilibrium, LD)现象, 就有可能表现出显著的选择压力效应[21]。目前, 应用Beaumont test[22]中的启发式岛屿模型(hierarchical island model)是检测受到正向选择压力的微卫星位点的常用方法。因此, 本研究运用Arl​e​q​uin3.5[14]软件的hierarchical island model和Ba​y​escan[23]软件的multinomial-dirichlet model, 分析所有群体中受到正向选择压力的微卫星标记位点。
2  结果与分析
2.1  群体遗传变异

实验所用10对微卫星引物均能在5个中华绒螯蟹群体中扩增出清晰条带, 部分图谱如图1所示。遗传多样性相关参数(表1)表明, 配套系育种群体仍具有高的遗传多样性, 其中正反交群体AB、BA的观测杂合度(HO)和期望杂合度(HE)均高于两个亲本群体AA、BB, 而近交系数明显低于两亲本群体。配套系育种群体的平均遗传多样性参数略低于野生群体, 但差异不显著(P> 0.05)。Hardy–Weinberg平衡检测发现, 育种群体显著偏离Hardy–Weinberg平衡的位点数要高于野生群体。
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图1  微卫星引物ES18在部分中华绒螯蟹个体中的扩增电泳图谱

Fig. 1 PCR amplification profiles from the microsatellite primer ES18 in some individuals of Eriocheir sinensis
表 1  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的遗传变异参数统计

Tab. 1  Summary of genetic variation in the microsatellite breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
	群体
population
	等位基因数

Na
	有效等位基因数
Ne
	等位基因丰富度
AR
	多态信息含量

PIC
	观测杂合度

HO
	期望杂合度

HE
	近交系数

FIS

	AA
	6.9
	4.4
	6.6008
	0.7035
	0.5723
	0.7455
	0.234

	BB
	6.7
	4.5
	6.3481
	0.7036
	0.5479
	0.7445
	0.266

	AB
	6.4
	4.5
	6.4000
	0.7086
	0.6125
	0.7559
	0.193

	BA
	7.1
	5.0
	6.7451
	0.7260
	0.6014
	0.7621
	0.212

	平均值mean
	6.8
	4.6
	6.5230
	0.7104
	0.5835
	0.7520
	0.226

	YZ
	7.4
	4.9
	7.0770
	0.7372
	0.6511
	0.7741
	0.160


注：A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂；BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.

Note: A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.

AMOVA分析(表2)显示, 配套系育种群体间存在显著的遗传分化(FST=0.049 9, P<0.001), 两个杂交群体与双亲间不存在显著的遗传分化(FCT=−0.017 3, P=0.646), 而AA与AB群体为一组, BB与BA群体为一组时, 两组间表现出显著的遗传分化(FCT=0.033 0, P=0.027)。进一步分析发现, 配套系育种群体与野生群体间不存在显著的遗传分化(FCT=0.017 2, P=0.164), 但野生群体、AA和AB、BB和BA分为3个组时, 遗传分化显著(FCT=0.035 8, P=0.002)。群体间相互比较的遗传分化指数(FST)表明(表3), 5个群体相互间均表现为显著的遗传分化(P<0.05), 正反杂交群体BA、AB间的遗传分化最大(FST=0.079 8), BA群体与BB群体的遗传分化最小(FST=0.022 2)。根据等位基因频率计算出的Nei’s 遗传距离(DA)表明, BB与BA群体间DA值最小(0.097 6), 而两杂交群体(AB、BA)间DA值最大(0.362 4); 亲本群体(AA、BB)与野生群体的遗传距离要小于杂交群体(AB、BA)与野生群体的遗传距离。构建的NJ关系树(图2)较好的支持了前述的AMOVA分析结果。
2.2  群体遗传关系

2.2.1 主成分分析 主成分分析(PCA)结果显示, 在4个育种群体中, BA群体与其母本BB、AB群体与其母本AA这两组间的遗传差异明显(群体水
表 2  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的遗传差异分子方差分析(AMOVA)
Tab. 2  Results of AMOVA for the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
	变异来源 source of variation
	变异百分比/%
heteromorphosis 
	分化指数
divergence index
	P

	育种群体 breeding population
	
	
	

	未分组one group(AA+BB+AB+BA)
	
	
	

	群体间among populations
	5.00
	FST =0.0499
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	95.00
	
	

	2个组two groups(1. AA+BB; 2. AB+BA)
	
	
	

	组间between groups
	–1.73
	FCT =–0.0173
	0.646

	组内群体间between populations within groups
	6.23
	FSC =0.0612
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	95.50
	FST =0.0449
	<0.001

	2个组two groups(1. AA+AB; 2. BB+BA)
	
	
	

	组间between groups
	3.31
	FCT =0.0330
	0.027

	组内群体间between populations within groups
	2.79
	FSC =0.0288
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	93.90
	FST =0.0609
	<0.001

	育种群体与野生群体breeding and wild populations
	
	
	

	未分组one group(AA+BB+AB+BA+YZ)
	
	
	

	群体间among populations
	5.64
	FST = 0.0564
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	94.36
	
	

	2个组two groups (1. AA+AB+BA+BB; 2. YZ)
	
	
	

	组间between groups
	1.72
	FCT = 0.0172
	0.164

	组内群体间among populations within groups
	4.88
	FSC =0.0496
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	93.40
	FST =0.0660
	<0.001

	3个组three groups (1. AA+AB; 2. BB+BA; 3. YZ )
	
	
	

	组间among groups
	3.58
	FCT = 0.0358
	0.002

	组内群体间between populations within groups
	2.76
	FSC =0.0286
	<0.001

	群体内个体间among individuals within populations
	93.66
	FST=0.0633
	<0.001


注：A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂；BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.

Note: A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.

表3  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的遗传分化指数(左下角)和遗传距离(右上角)
Tab. 3  Pairwise FST values (lower-left triangle) and genetic distance (upper-right triangle) among the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
	群体population
	AA
	BB
	AB
	BA
	YZ

	AA
	
	0.1841
	0.1825
	0.2344
	0.2464

	BB
	0.0465*
	
	0.3293
	0.0976
	0.2365

	AB
	0.0407*
	0.0762*
	
	0.3624
	0.3568

	BA
	0.0577*
	0.0222*
	0.0798*
	
	0.3335

	YZ
	0.0576*
	0.0556*
	0.0750*
	0.0736*
	


注: “*”表示群体间差异显著(P<0.05). A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂；BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.
Note: “*” denotes significant differences among populations (P<0.05). A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.
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图2  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的NJ聚类树

A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA: A♀×A♂; BB: B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.
Fig. 2  NJ clustering tree from the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA: A♀×A♂; BB: B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.


平的PC1达67.56%, 个体水平达16.32%), BA群体与其母本BB的遗传差异最小, 两者的个体重叠程度最高(图3上)。配套系育种群体与野生群体的遗传差异也较为明显(群体水平的PC2达33.07%, 个体水平达13.03%)(图3下)。总的说来, AB群体与其母本AA、BA群体与其母本BB、野生群体这3组间存在较为明显的遗传差异。

2.2.2  遗传聚类关系分析  STRUCTURE遗传聚类分析显示, 当K=3时, 此时ΔK=147, 出现最大峰值, 为群体的最佳遗传分组, 即AB群体与其母本AA聚为一类, BA群体与其母本BB聚为一类, 野生群体YZ单独聚为一类(图4)。这一结果与前述的AMOVA分析、NJ树、PCA等结果一致。
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图3  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的微卫星标记的主成分分析

左: 群体水平; 右: 个体水平. A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA: A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.
Fig. 3  Principal coordinates analysis (PCA) of microsatellite loci for the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
Left: population level; Right: individual level. A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.
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图4  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的微卫星标记STRUCTURE遗传聚类分析图

A、B分别为本实验室选育的中华绒螯蟹第4代亲本群体. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂；BA: B♀×A♂; YZ: 野生群体.
Fig. 4  STRUCTURE genetic cluster analysis of microsatellite loci for the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
A and B are the parent populations of F4 Eriocheir sinensis selected bred by our laboratory. AA：A♀×A♂; BB：B♀×B♂; AB: A♀×B♂; BA: B♀×A♂; YZ: wild population.

2.3  选择压力检测

应用两种软件对10个微卫星位点在不同群体中的选择压力进行检测(图5)。发现: 当5个群体混合为一组时, 两种软件均检测到ES17位点存在显著的选择压力(图5 a); 当只分析亲本群体AA和BB时, Arlequin软件检测到ES30和E29两个位点受到了显著的选择压力, 而Bayescan软件只检测到ES30位点受到了显著的选择压力(图5 b); 当两亲本群体与野生群体为作为1个组时, 只有Arlequin软件检测到ES17位点存在显著的 
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图5  中华绒螯蟹育种群体与野生群体的选择压力检测Arlequin检测(左)和Bayescan检测(右)

红色表示超过95%置信水平, 黄色表示5%~95%置信度水平; HE表示观测杂合度, FST表示遗传分化指数值; 黑点表示微卫星位点.

Fig. 5 Selective pressure test results using Arlequin(left) and Bayescan (right) in the breeding and wild populations of Eriocheir sinensis
Red area represents 95% quantile limits. Yellow area denotes 5%−95% quantile limits. HE , means observed heterozygosity . FST represents coefficient of genetic differentiation. Black dots are the microsatellite loci.

选择压力(图5 c); 若只分析两个杂交群体AB和BA时, 两种软件均检测到ES17和ES30位点存在显著的选择压力(图5 d); 又若将两杂交群体与野生群体作为1组时, 两种软件只检测到ES17位点受到了显著的选择压力(图5 e)。综上所述, 在本研究所选用的10个微卫星位点中, ES17、ES29、ES30这3个位点在4个育种群体中受到了显著的正向选择压力, 而野生群体只有ES17位点受到了显著的正向选择压力, 育种群体受到的选择压力明显高于野生群体。

3  讨论

3.1  中华绒螯蟹配套系育种群体的遗传多样性

遗传多样性是生命进化和物种分化的基础, 在一定程度上决定了物种在自然或人为条件下对环境改变的适应能力[24]。因此, 在实际育种工作过程中, 需要确保育种对象的遗传多样性维持一定的水平, 以顺利实现育种目标。研究中我们发现, 配套系育种群体的平均观测杂合度(0.583 5)低于期望杂合度(0.752 0), 表明存在杂合子缺失, 且配套系育种群体平均遗传多样性指数低于野生群体, 而近交系数则大于野生群体, 表明育种群体的遗传多样性经过4个世代的连续选育有所下降, 基因型受到人工选择的影响而造成纯合基因型的增加。这种随着繁育世代数增加而呈现的群体遗传多样性水平降低的情况, 在尼罗罗非鱼(Tilapia nilotica)、全红瓯江彩鲤(Cyprinus carpio var. color)、日本对虾(Marsupenaeu japonicus)等水产动物的研究中也有过类似报道[25–27]。张天时等[28]在研究中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)人工选育群体不同世代的遗传多样性时指出, 始终保持有效亲本数量与选育群体的育种潜力关系密切。鉴于此, 在后期育种过程中为维持育种群体一定的遗传多样性, 我们可以适当增加有效亲本数量来避免多世代选育而造成的遗传多样性下降现象。综合分析研究结果表明目前育种群体的遗传多样性仍处于较高水平, 具有较高的继续选育潜力。研究还发现, 中华绒螯蟹的4个育种群体中两个杂交群体的遗传多样性高于两亲本群体, 说明配套系育种技术不仅能通过杂交将两个选育系的优良性状聚合, 还在一定程度上提高了种群的遗传多样性, 增加了种群对环境的适应能力; 该结果也为进一步开展中华绒螯蟹不同品系间的配套系育种奠定了基础。

3.2  中华绒螯蟹配套系育种群体与野生群体的群体差异
遗传分化指数是反映群体间遗传分化程度的重要参数, 群体遗传分化越大, 说明遗传差异越明显。育种过程中, 人工有目的选择、杂交等手段均可能改变群体的遗传平衡, 造成基因或基因型的改变, 随之改变群体的遗传特性。本研究表明, 中华绒螯蟹育种群体与野生群体的群体间遗传分化指数FST介于0.02~0.08, 根据Wright[29]提出的判断标准, 尚处于中度分化较弱水平。同时, STRUCTURE和PCA主成分分析结果, 也揭示配套系育种群体与野生群体间存在显著的遗传分化, AB群体与其母本AA聚为一类, BA群体与其母本BB聚为一类, 野生群体YZ单独聚为一类, AMOVA分析表明分化主要来源于群体内个体间。进一步比较育种群体内, 两杂交群体分别与其母本亲本的FST值最小; 与野生群体的遗传分化值大于两亲本群与野生群体的遗传分化指数, 说明育种群体中两杂交群体与野生群体之间的分化程度较高, 遗传特色明显。本研究与先前有关作者[7]的研究结果不同, 育种群体与野生群体存在显著性遗传分化。事实上, 不同的育种方法, 基础群体数量上的差异, 选育强度的不同, 都可能影响育种群体的遗传多样性及遗传分化程度。因此, 推测我们的研究中育种群体与野生群体产生显著遗传分化很可能是人工选择差异的结果。人工选育群体与野生群体间存在着显著的遗传分化现象, 在其他水产动物如罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)、团头鲂(Megalobra- ma amblycephala)等[1, 30]的研究中也存在; 相较于野生群体, 育种群体长期受到正向人工选择的作用, 则更能促进群体的遗传分化[31]。
3.3  人工选择对育种群体的影响
群体间的FST可以评估群体所受的选择压力情况, FST检验已经被证实是最简单且有效的群体遗传标记之一[32]。然而, 微卫星标记位点是否受到选择压力是通过假定的模型来测定, 所以检测结果存在着假阳性比例[33]; 为了获得更好的结果, 本研究采用了两种不同方法检测每一位点所受到的选择压力情况。综合分析两种检测结果表明, 育种群体ES17、ES29、ES30 3个位点、野生群体ES17位点受到了来自正向选择压力的作用, 育种群体受到的选择压力高于野生群体。从实验数据看, 经过4个世代的人工选择育种群体的遗传多样性有所下降, 比较4个育种群体的遗传结构, 两选育系亲本及其杂交后代之间已经发生了显著的遗传分化, 这可能是针对不同的选择性状而人工选择的结果。从进化角度看, 群体遗传变异是自然环境与人工选择的共同结果。然而, 在自然环境条件下, 没有巨大环境变化时更多受到的是净化选择。育种群体遗传结构发生改变, 说明本研究中, 中华绒螯蟹育种群体经历了4个世代的人工选择, 人工选择的作用已经对群体基因型产生了重要影响。与野生群体相比较, 人工选择作用在一定程度上促进了育种群体与野生群体的遗传分化, 进一步证明人工定向选择取得了有效结果。因此, 在后期的育种过程中我们仍要对育种群体保持一定的选择压力, 继续提高育种群体的优良性状, 更加注重科学的保护与利用。然而, 微卫星作为中性分子标记所检测到的位点是否与人工选育的性状直接相关, 能否进一步从控制性状的基因去证实受到的选择作用, 还需进一步研究。
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Genetic comparison and selection pressure analysis in complete set lines breeding and wild populations of Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis)
WU Lian1, CI Yuanji1, HUANG Shu1, MAO Haicheng1, WANG Zhongqing1, 2, WANG Chenghui1
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Abstract: Ten microsatellite loci was used to investigate the genetic variation and differentiation of complete set line breeding populations (parental lines A and B of selective F4 and their reciprocal crosses AB, BA) and wild population (YZ) sampled from the Yangtze River Estuary. The results indicated that: (1) Genetic diversitiy of reciprocal crosses was higher than these of their parents, but the mean genetic diversity of the four breeding populations was lower than that of the wild populations. (2) The results of molecular variance analysis (AMOVA), NJ phylogentic tree based on Nei’s genetic distance, principal components analysis (PCA) and STRUCTURE genetic cluster analysis consistently showed that there were significant differentiation (P<0.01) among three clusters, namely, AB and AA clustered one group, BA and BB clustered another group and YZ consisted of separate group. (3) According to selective pressure analysis in the Arlequin software and Bayescan software, three microsatellite loci in the breeding populations and one locus in the wild population were detected with significantly positive selection pressure, indicating the continuous strong artificial selection would have resulted in a high level of genetic differentiation between breeding and wild populations. In general, the artificial selection has decreased the genetic diversity within breeding populations and enlarged genetic differentiation between breeding and wild populations. Fortunately, the complete set line breeding could enrich genetic diversity of breeding populations.
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