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杨洁1, 何安元1, 何学军2, 唐首杰1, 王成辉1
1. 上海海洋大学 农业部淡水水产种质资源重点实验室, 上海201306

2. 海南新吉水产科技有限公司, 海南 海口571100
摘要: 利用线粒体DNA控制区部分序列对中国8个尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus) 养殖群体(埃及、吉拉达、美国、鹭业、吉诺玛、宝路、广东、新吉富)的遗传多样性和相互间遗传关系进行了分析。在所分析的237个样本中, 可归结为15种单倍型, 其中单倍型BL1为宝路(BL)、埃及(EGY)、吉拉达(GLD)、吉诺玛(GNM)和鹭业(LY) 5个群体所共享, 但没有一个单倍型为所有群体共享。8个群体内的核苷酸多态位点数(S)在4~83, 平均核苷酸差异数(K)的范围为0.50~37.26, 单倍型多样性(h)为0.190 8~0.802 3, 核苷酸多样性(π)为0.000 8~0.056 9。AMOVA分析与群体间两两比较的遗传分化指数(FST)表明, 这些罗非鱼群体存在显著的遗传分化与差异(P<0.01)。利用Kimura two-parameter模型分析的系统发育关系表明: 宝路、广东和新吉富3个群体亲缘关系较近, 它们聚为一大支; 埃及、美国、吉拉达、鹭业、吉诺玛这5个群体聚为另一大支。单倍型网络(NETWORK)结果显示, 8个群体并没有明显的谱系分化。本研究结果旨为尼罗罗非鱼种质资源的聚合利用奠定基础。
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尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)隶属于鲈形目(Perciformes)、丽鱼科(Cichlidae)的热带鱼类, 原产于非洲, 具有生长快、繁殖能力强、食性杂、抗病力强等优点, 是中国罗非鱼养殖的主要对象之一。中国自1978年由长江水产研究所从苏丹境内的尼罗河引进22尾尼罗罗非鱼以来, 曾多年份、多地点、多批次地引进了尼罗罗非鱼[1–3], 其大体可归纳为3个系列: 第一系列为原种系列, 如‘78’、‘85’、‘88’、‘95’、‘98’、‘99’系, 为中国从埃及等非洲国家直接引种; 如‘92’、‘93’、‘94’系, 为中国从第三国间接引种; 第二系列为中国的台湾系列, 如吴郭鱼、福寿鱼等; 第三系列为‘吉富’系列[4]。中国引进群体众多、遗传背景丰富的尼罗罗非鱼种质资源, 在引进后又经历了多单位、多世代的选育, 已形成了不同选择压力、不同遗传性状的选育品系和养殖群体, 为中国成为世界第一罗非鱼养殖大国奠定了坚实的物质基础。国内多位学者曾对中国养殖的尼罗罗非鱼群体进行了多方位的比较分析, 包括形态[5] 、养殖性能[6–7]、起捕率[8]、生化遗传[9]和分子遗传[10–12]等方面, 为尼罗罗非鱼的种质研究与良种选育积累了丰富的资料和数据。如何充分发挥中国尼罗罗非鱼引进资源群体多、遗传背景丰富的特点, 开展这些引进后养殖群体的种质资源综合利用, 将是中国罗非鱼良种选育和产业化开发的重要方向之一。
鱼类线粒体DNA(Mitochondrial DNA, mtD​NA)具有母系遗传和高突变率等特点, 特别是mtDNA控制区(D-loop)的进化速率较其他区段快5倍以上[13–14], 是近缘种间和种内群体间遗传分化的重要标记[15–16]。国内有关学者虽对中国尼罗罗非鱼养殖群体和选育群体的线粒体控制区序列进行了遗传多样性分析[11, 17–18], 但主要是对单一来源的选育群体进行分析, 而对多个来源的养殖群体的比较研究相对较少。

本研究通过收集中国部分尼罗罗非鱼主要养殖群体, 利用线粒体控制区部分序列对它们进行遗传多样性分析, 了解这些养殖群体的遗传变异情况、相互间遗传关系以及进一步育种潜力, 以便为罗非鱼种质资源的聚合利用(如尼罗罗非鱼配套系育种)积累资料。

1  材料与方法

1.1  材料
本研究所用尼罗罗非鱼主要养殖群体的来源和采样情况如表1所示。其中, GD群体是2002


年广西国家级罗非鱼良种场从广东三高罗非鱼场引进; 2002年广西国家级罗非鱼良种场转引的群体有EGY群体和USA群体, 其中EGY群体是1999年淡水渔业研究中心从埃及农业和农垦部水产研究中心实验室引进并经多代选育, USA群体是1992年淡水渔业研究中心从美国奥本大学引进并繁育至今; GLD群体为 2008年广西国家级罗非鱼良种场从美国关岛大学引进。

GNM、BL、LY群体均于2009年采自海南。其中GNM、BL群体均以‘GIFT’品系尼罗罗非鱼为基础选育而来, LY群体的来源未知。NGF群体为上海海洋大学的‘新吉富’罗非鱼选育群体。
1.2  实验方法

1.2.1  基因组DNA提取  基因组DNA提取采用常规的“酚–氯仿–异戊醇”法进行[19]。
表1  尼罗罗非鱼主要养殖群体来源和采样情况表

Tab.1  Sampling information and origination of the 8 populations of Nile tilapia used in this study

	尼罗罗非鱼群体population of Nile tilapia
	代号code
	样本数sample size
	采集地sampling locality

	广东群体 Guangdong
	GD
	28
	广西南宁国家罗非鱼良种场

	埃及群体 Egypt
	EGY
	30
	广西南宁国家罗非鱼良种场

	美国群体 America
	USA
	30
	广西南宁国家罗非鱼良种场

	吉拉达群体 Gilada
	GLD
	30
	广西南宁国家罗非鱼良种场

	吉诺玛群体 Genomar
	GNM
	30
	海南新吉水产科技有限公司

	宝路群体 Baolu
	BL
	29
	海南新吉水产科技有限公司

	鹭业群体 Luye
	LY
	30
	海南新吉水产科技有限公司

	新吉富群体 New GIFT
	NGF
	30
	上海海洋大学鱼类种质研究试验站


1.2.2  线粒体DNA控制区扩增与测序  根据GenBank中已报道的尼罗罗非鱼线粒体DNA全序列(序列号: GU370126), 利用在线引物设计软件Primer3[20]设计D-loop区的扩增引物序列(正向引物F: 5′-CGGCTGGCTAGAAAACAAAA-3′, 反向引物R: 5′-CTAGAGCTTTTCC​TGTTTC​CG- 3′)。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。PCR反应总体积为50 µL: 含5 µL 10× buffer, 4 µL dNTP混合液(每种dNTP终浓度为 0.2 mmol/L), 正、反向引物各2 µL(终浓度0.2 µmol/L), 2 µL基因组DNA(50~150 ng), 1 µL Taq DNA聚合酶(2单位), 34 µL双蒸水。反应程序为: 94℃预变性5 min, 接下来进行35个循环, 每个循环包括94℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 1 min, 最后一个循环结束后在72℃延伸10 min, 4℃保存。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后委托上海美吉生物工程技术服务有限公司进行正向测序。

1.3  数据处理和分析    

所获序列用Clustal W软件[21]进行多重比对, Bioedit软件[22]检查比对结果并进行人工校正。用Arlequin 3.5软件[23]计算单倍型多样性(haplotype diversity, h)、核苷酸多样性(nucleotide diversity, π)、平均核苷酸差异数(average number of nucleotide differences, K)和核苷酸多态位点数(numbers of polymorphic sites, S), 对群体内和群体间的遗传变异进行分子方差分析(AMOVA)和遗传分化指数(F-statistics, FST)检验。用SAMOVA软件[24]计算最大分化指数(FCT)来确定群体间的最大遗传分组。
用MEGA 5.0软件包[25]中的Kimura two-Par​a​m​eter程序计算群体间遗传距离, 用邻接法(Neighbor-Joining, NJ)构建群体间的分子系统树。使用Network4.611[26]软件构建单倍型网络图。

2  结果与分析

2.1  单倍型及核苷酸多样性

所测序列经Clustal X比对并加以人工校对后, 选取655 bp序列用于群体遗传分析。在所测个体中, 共发现15种单倍型, 其中单倍型BL1的共享率最高, 为BL、EGY、GLD、GNM和LY这 5个群体共享, 但没有一个单倍型是所有群体的共享单倍型(表2)。从群体内观测, NGF群体的单倍型最少(2个), EGY群体的单倍型最多(8个)。
表2  尼罗罗非鱼8个养殖群体的单倍型及其分布

Tab. 2  The haplotypes and their distribution in the 8 populations of Nile tilapia

	单倍型
haplotype
	BL
	EGY
	GD
	GLD
	GNM
	LY
	USA
	NGF
	总计
total

	BL1
	13
	9
	
	10
	22
	1
	
	
	55

	BL2
	15
	
	
	
	3
	
	
	11
	29

	BL5
	1
	
	
	19
	
	
	
	19
	39

	EGY2
	
	2
	
	
	
	27
	
	
	29

	EGY3
	
	7
	1
	
	
	
	17
	
	25

	EGY4
	
	8
	1
	
	
	
	
	
	9

	EGY23
	
	1
	24
	
	
	
	2
	
	27

	EGY28
	
	1
	
	
	
	
	8
	
	9

	GD16
	
	
	1
	
	
	
	3
	
	4

	EGY7
	
	1
	
	
	
	
	
	
	1

	EGY30
	
	1
	
	
	
	
	
	
	1

	GD11
	
	
	1
	
	
	
	
	
	1

	GLD13
	
	
	
	1
	
	
	
	
	1

	GNM4
	
	
	
	
	5
	
	
	
	5

	LY5
	
	
	
	
	
	2
	
	
	2


注: 各群体代码如表1所示.

Note: Code for each population is shown in table1.

尼罗罗非鱼8个养殖群体核苷酸多样性结果如表3所示。发现: 各群体核苷酸序列的多态位点数(S)在4~83, 平均核苷酸差异数(K)为0.50~37.26, 单倍型多样性(h)为0.190 8~0.802 3, 核苷酸多样性(π)为0.000 8~0.056 9。BL群体的多态位点数最多(83个), 其核苷酸多样性(0.056 9)与平均核苷酸差异数(37.26)也最高; 而LY群体的这3项参数均最低。
2.2  群体间遗传差异

群体间遗传差异的分子方差分析表明, 群体间变异占44.70%, 群体内变异占55.30% (表3); 8个群体间总的遗传分化指数(FST)为0.447 0, 差异极显著(P<0.01, 表4)。SAMOVA结果显示, 8个群体分为两组时(一组为EGY+GLD+GNM+ LY+USA; 另一组为BL+GD+NGF), 其组间分化指数最大, 其占总遗传变异的23.25% (P<0.01, 表4)。群体间两两比较表明, 除USA与BL群体间的遗传分化指数差异不显著外(P>0.05), 其他群体间均存在极显著的遗传分化(P<0.01)(表5)。

2.3  遗传关系

从尼罗罗非鱼8个养殖群体间Kimura双参数遗传距离(表5)可看出,  GD与GLD群体间的遗传距离最大(0.106), LY群体与EGY群体之间的遗传距离最小(0.016)。

根据各群体间的遗传距离用NJ法构建的群体分子遗传关系显示: 8个群体明显分成两大支, BL、GD和NGF群体聚为一支, EGY、LY、GLD、GNM、USA这5个群体聚为另一支(图1)。
应用Network软件中的Median-joining方法构建单倍型网络图(图2)显示, 8个群体没有明显的谱系分化, 单倍型(BL1)衍生出许多单倍型, 为比较原始的单倍型; EGY群体的多个个体与其他群体
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图1  尼罗罗非鱼8个养殖群体间的NJ聚类关系

Fig.1  Neighbor-joining dendrograms of the 8 populations of Nile tilapia

表3　尼罗罗非鱼8个养殖群体的遗传多样性参数统计

Tab. 3  Summary of genetic variation in the 8 populations of Nile tilapia

	群体population
	N
	S
	NP
	K
	
[image: image2.wmf]h

±SD
	
[image: image3.wmf]p

±SD

	BL
	29
	83
	3
	37.26±16.68
	0.5493±0.0408
	0.0569±0.0284

	EGY
	30
	67
	8
	14.41±6.64
	0.8023±0.0390
	0.0220±0.0113

	GD
	28
	64
	5
	13.56±6.28
	0.2698±0.1090
	0.0207±0.0106

	GLD
	30
	45
	3
	23.12±10.46
	0.5034±0.0642
	0.0355±0.0178

	GNM
	30
	65
	3
	28.20±12.69
	0.4391±0.0970
	0.0431±0.0215

	LY
	30
	4
	3
	0.50±0.44
	0.1908±0.0928
	0.0008±0.0007

	USA
	30
	63
	4
	32.95±14.78
	0.6138±0.0728
	0.0503±0.0251

	NGF
	30
	61
	2
	33.63±15.07
	0.4805±0.0519
	0.0513±0.0256


注: N,样本数; S,多态位点数; NP,单倍型数; K,平均核苷酸差异数; h,单倍型多样性; π,核苷酸多样性.

Note: N, numbers of studied specimens; S, numbers of polymorphic sites; NP, numbers of haplotype; K, average number of nucleotide differences; h, haplotype diversity; π, nucleotide diversity.

表4　尼罗罗非鱼8个养殖群体间遗传差异的AMOVA和SAMOVA结果

Tab. 4  Results of AMOVA and SAMOVA for the 8 populations of Nile tilapia

	变异来源

source of variation
	自由度

df
	方差组分

variance components
	方差比例/%

percentage of variance
	遗传分化指数(P)

fixation indexes (P)

	AMOVA: 未分组
	
	
	
	

	群体间 among populations
	7
	9.29
	44.70
	FST = 0.4470(P<0.01)

	群体内 within populations
	229
	11.49
	55.30
	

	SAMOVA: 分两组(1.EGY+GLD+GNM+LY+USA; 2. BL+GD+NGF)

	组间 among groups
	1
	5.42
	23.25
	FCT = 0.2325(P<0.01)

	组内群体间

populations within groups
	6
	6.41
	27.48
	FSC = 0.3581(P<0.01)

	群体内 within populations
	229
	11.49
	49.27
	FST = 0.5073(P=0.01)


表5  尼罗罗非鱼8群体间的平均遗传距离(右上角)和遗传分化指数 (左下角)

Tab.5  Average genetic distances ( right-upper diagonal ) and fixation index ( left-lower diagonal ) between the 8 populations of Nile tilapia

	群体populations
	BL
	EGY
	GD
	GLD
	GNM
	LY
	USA
	NGF

	BL
	—
	0.062
	0.062
	0.079
	0.060
	0.065
	0.060
	0.077

	EGY
	0.3200**
	—
	0.092
	0.054
	0.037
	0.016
	0.049
	0.087

	GD
	0.3304**
	0.7477**
	—
	0.106
	0.081
	0.104
	0.063
	0.070

	GLD
	0.4006**
	0.4616**
	0.7167**
	—
	0.064
	0.052
	0.074
	0.058

	GNM
	0.1022 **
	0.0698*
	0.5694**
	0.3749**
	—
	0.034
	0.054
	0.084

	LY
	0.5274**
	0.2971**
	0.8899**
	0.6413**
	0.3342**
	—
	0.051
	0.093

	USA
	0.0667NS
	0.2194**
	0.3964**
	0.4036**
	0.0755 **
	0.4734**
	—
	0.082

	NGF
	0.2736**
	0.5619**
	0.5128**
	0.2266**
	0.4148**
	0.7016**
	0.3627**
	—


注: “**”表示差异极显著, “*”表示差异显著, NS显示差异不显著.

Note: “**”, P < 0.01; “*”, P < 0.05; NS, no significance (P > 0.05).

交错在一起, 说明EGY群体为较为原始的群体。
3  讨论

3.1  单倍型及核苷酸多样性

单倍型分析表明, 23.2%的个体属于单倍型BL1, 宝路、埃及、吉拉达、吉诺玛和鹭业群体中都含有单倍型BL1, 且从单倍型网络图可以明显看出单倍型BL1衍生出许多单倍型, 因此单倍型BL1应是这5个群体的主要单倍型, 也是较原始的单倍型。单倍型BL2被宝路、吉诺玛和新吉富
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图2  尼罗罗非鱼8个养殖群体线粒体控制区的单倍型网络图

Fig.2  Median-joining network of the 8 populations of Nile tilapia based on haplotypes of mitochondrial control region

群体共享, 且在宝路和新吉富群体中占多数, 而这3种鱼都以‘GIFT’品系为基础选育而来, 因此, 推测单倍型BL2应主要存在于‘GIFT’品系尼罗罗非鱼中。鹭业群体中有27个个体与单倍型EGY2相同, 单倍型EGY2应是鹭业群体的主要单倍型。

8个群体的单倍型多样性(h=0.190 8~0.802 3)均小于‘GIFT’品系尼罗罗非鱼选育群体(h= 1.000 0~0.867 0)[18], 这一现象的主要原因可能是这些群体在选育时受到较大的选择压力。养殖群体线粒体DNA遗传多样性的显著降低, 已在多种鱼类中有过报道[27–28]。本研究测得的埃及群体的单倍型多样性(h=0.802 3)与吴长敬[11]报道的埃及群体多样性(h=0.866 0)基本相符, 说明埃及群体有较高的遗传多样性。宝路(h=0.549 3)、吉拉达(h=0.503 4)和美国群体(h=0.613 8)的单倍型多样性均高于奥利亚罗非鱼群体(h=0.497 0)[11], 说明这些群体的遗传多样性也较高, 而鹭业群体(h=0.190 8, π=0.000 8)的单倍型多样性和核苷酸多样性均为最小, 可见其群体的遗传多样性偏低, 其原因可能与引种时的奠基群体大小有关, 因线粒体为母性遗传, 原始构建种群的大小对后代种群的核苷酸多样性有很大影响。

3.2  群体间的遗传差异和遗传关系

AMOVA分析结果显示, 8个群体间总的遗传分化指数(FST)为0.447 0, 差异极显著(P<0.01, 表4), 群体间两两比较的遗传分化指数(FST)表明, 除USA与BL群体间的遗传分化指数(FST)差异不显著外, 其他群体间均存在极显著的遗传分化(P<0.01, 表5)。在养殖条件下, 人为和环境的选择会通过改变养殖群体中等位基因构成, 从而影响遗传结构[29]。在罗非鱼的苗种生产过程中, 生产单位可能为降低生产成本, 致使有效繁育亲本过少, 加剧了群体遗传漂移的产生, 从而使群体间发生不同程度的遗传分化。类似的现象在牙鲆(Paralichthys olivaceus)[28]和美洲鲑(Salmo clarki)[30]中也有报道。

由平均遗传距离构建的NJ树可以看出(图1), 宝路群体、广东群体和新吉富群体聚为一大支, 埃及、鹭业、吉拉达、吉诺玛、美国这5个群体聚为另一大支。值得注意的是, 宝路、吉诺玛和新吉富群体均是由‘GIFT’品系选育而来[4], 却在两个不同的分支中, 说明这3个群体间由于受到选择压力, 特别是人工选择压力的作用, 已存在较为明显的遗传分化。

遗传距离是研究物种遗传多样性的基础, 一般认为群体分化时间越短, 遗传距离越小[12]。本研究中, 鹭业群体与埃及群体间遗传距离最小(0.016), 且这两个群体在类聚结果中也聚为一支, 说明鹭业群体很有可能由埃及群体较短时期选育而来。

单倍型网络图(图2)显示, 8个群体没有明显的谱系分化。这可能与中国多次, 多渠道的引种有关。有些引进群体本身就具有较为宽广的遗传背景, 如‘GIFT’品系罗非鱼系国际水生生物资源管理中心, 取埃及、肯尼亚、加纳、塞内加尔四地产的尼罗罗非鱼原种, 台湾、以色列、泰国和新加坡4个尼罗罗非鱼地方养殖品系, 经过4代混合选育而得[7], 具有较丰富的遗传背景。
由单倍型分布和聚类分析结果可以看出, 单纯依靠线粒体控制区无法把8个尼罗罗非鱼养殖群体完全分开, 只能分成两个明显的分支。因而在后续研究中, 还需选取基因组DNA标记来分析父源的遗传差异对目标群体遗传多样性的影响, 这样才能全面评估现有尼罗罗非鱼群体的真实关系和总体遗传多样性状况。
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Genetic diversity and relationships of mitochondrial DNA control 
region from the eight domesticated populations of Nile tilapia 
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Abstract: Tilapia is one of the most extensively cultured species in aquaculture with great economic importance, and has been introduced to nearly 100 countries in the world. China is the biggest country in tilapia production, accounting for about 55% of the total production in the world. In which, Nile tilapia (Oreochromis niloticus) has played an important role in developing tilapia industry. Since 1978, Nile tilapia first introduced to China, it has been multiply introduced from different countries or areas for several times. Consequently a number of domesticated strains or populations have been established and developed with different selective pressures and divergent genetic characteristics in China. This gives us a chance to combine multiple germplasm resources in breeding practices of tilapia. However, the genetic evaluation and investigation of these domesticated populations of Nile tilapia in China have been relatively poorly conducted. In this study, genetic diversity and genetic relationships of the eight domesticated populations of Nile tilapia in China were examined using partial mitochondrial control region (D-loop) sequence, including the Egypt (EGY), Gilada (GLD), American (USA), Luye (LY), Genomar (GNM), Baolu (BL), Guangdong (GD) and New GIFT (NGF) populations. The results showed that only 15 haplotypes were defined in the 237 analyzed individuals, in which, BL1 haplotype was shared by the five populations (BL, EGY, GLD, GNM, LY), but no one shared haplotype was found for all the populations. The Number of variable sites (S), average number of nucleotide differences (K), haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (π) ranged from 4 to 83, 0.50 to 37.26, 0.190 8 to 0.802 3 and 0.000 8 to 0.056 9, respectively. The genetic diversity in the LY was the lowest in the eight populations analyzed. The results of analysis of molecular variance (AMOVA) indicated significant genetic divergence ( FST=0.447 0, P<0.01) and pairwise FST value between populations also demonstrated significant genetic differentiation (P<0.01) among the populations. The cluster analysis based on Kimura two-parameter model exhibited the two clusters among them, one cluster included the three populations of BL, GD and NGF, and another cluster consisted of the five populations of EGY, LY, GNM, GLD and USA. However, it was not well supported by the haplotype network profile in network. This study provided insight into the genetic basis of Nile tilapia in combining their germplasm in future.
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