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摘要: 选用来源于鲤基因组中的鳞被相关基因(ant、eda、edar、fgfr)及其上下游序列中的155个微卫星标记, 对德国镜鲤(Cyprinus carpio L.)与黑龙江野鲤(Cyprinus carpio haematopterus)杂交的F2 116尾个体的遗传多样性进行检测, 以卡方检验估计群体Hardy-Weinberg平衡。结果表明, 36个微卫星标记表现为多态, 各标记的等位基因数在2~4个浮动, 共检测到86个等位基因, 平均每个标记2.388 9个; 平均有效等位基因数为2.209 4; 平均观测杂合度为0.624 5; 平均期望杂合度为0.529 2; 平均多态信息含量为0.432 1, 其中23个微卫星标记表现为中度多态(0.25≤PIC<0.5), 13个微卫星标记表现为高度多态(PIC≥0.5), 说明这个群体属于中度多态性水平。Hardy-Weinberg平衡检验结果显示, 61%标记显著偏离平衡, 人工选择压力和自交对家系造成了严重的影响。SPSS 17.0分析发现分别有10(28%)、7(19%)、7(19%)和11个(31%)标记与体质量、体长、体高和体厚存在显著相关性, 并发现11个优势基因型。源于鳞被相关基因的微卫星标记与生长性状连锁的比例较高, 以上结果从分子水平上提示鳞被基因与所研究4种生长性状存在一定的相关性。
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鲤(Cyprinus carpio)是中国淡水鱼类中分布最广, 种类最多的一个种。其养殖历史可追溯到殷商时期[1]。但近年来在鲤养殖生产中出现了优势性状不断衰退和抗病力逐渐减弱的现象, 严重制约着中国鲤养殖业的发展。而通过分子育种技术改良已有品种和选育新品种可以有效地解决此问题。获得与表型性状紧密连锁的基因或分子标记则是开展分子育种的首要条件。
鳞被是鱼类的重要外部形态特征, 也是常规育种中使用最多的遗传标记。研究表明, 鲤鳞被是质量性状, 全鳞(S)为显性, 散鳞(s)为隐性[2]。亦有研究表明, 鱼类鳞被的发育与生长等经济性状密切相关, 沈俊宝等[3]认为, 鳞被的遗传复杂, 且数据显示鳞被与个体生长、生活力(特别是抗寒, 抗病性状)等紧密相关; 沈俊宝等[4]在研究中发现, 全鳞被的鲤在生长方面比散鳞型的快10%~20%。上述研究仅停留在表型水平上, 从分子水平阐述鳞被基因与生长性状的关系还未见报道。已有研究发现ant基因[5]、eda/edar基因[6−7]、fgfr基因[8]与鳞被发育相关, 其中, ANT为ATP/ADP载体, 调节线粒体内ATP和ADP的转运。程安达等[5]利用从鲤中获得的ant基因做原位杂交时发现, ant2在鳞片生长的部位表达强烈, 而在其他部位表现为弱表达状态或不表达状态, 因此, ANT可能作为ATP/ADP转运载体, 为鳞片的形成提供能量从而参与到鳞片的发育中, 但无证据表明ant基因的缺失或突变会导致鳞被的缺陷。Harris等[7]在研究斑马鱼eda/edar基因突变体时发现, 其突变体具有与哺乳动物相似的表型(影响皮肤附属物的发育), 并且该基因参与斑马鱼皮层骨架的发育, 其突变会导致鳞被的缺陷, 但该基因的突变是否影响鱼类生长性状还未进行报道。Rohner等[8]发现斑马鱼和鲤fgfr基因的突变都会导致鳞被的缺陷, 而该基因是否影响鱼类生长性状的表达亦未进行明确的研究。以上基因的研究为从分子水平上研究鳞被与生长性状的关系提供了基础, 同时, 研究鳞被相关基因与生长性状的相关性对鲤的选种、育种也具有十分重要的意义。
微卫星(microsatellite)具有共显性遗传、检测方便快速、多态信息含量高等优点, 已被广泛应用于经济性状的遗传连锁分析, 如Sun等[9]利用微卫星首次构建鲤遗传图谱, 并定位了抗寒性状的标记; 杨晶等[10]从24个鲤EST-SSRs标记和41个SSRs标记筛选出10个与体质量、体长、体高和吻长显著相关的标记; 鲁翠云等[11]从164个微卫星标记中筛选到22个与眼径和眼间距显著相关的标记。本研究利用德国镜鲤(Cyprinus carpio L.)和黑龙江野鲤(Cyprinus carpio haematopterus)杂交的F2中的116个个体作为研究群体, 使用鳞被相关基因ant、eda/edar、fgfr在鲤基因组中的同源序列及上、下游序列中的155个微卫星标记, 分析了群体遗传多样性以及微卫星标记与体质量、体长、体高、体厚4项生长性状的相关性, 以期为鲤群体的遗传结构优化、寻找性状优势基因型以及鳞被相关基因与生长性状的相关性研究提供更准确的数据。
1  材料与方法
1.1  实验材料
实验用鱼由黑龙江水产研究所呼兰实验站培育, 以德国镜鲤和黑龙江野鲤为祖父母本, 通过微卫星标记分析, 选取遗传差异大的1尾雄鱼和1尾雌鱼于2009年配对产生F1, 其中, 雄鱼来自黑龙江野鲤群体, 雌鱼来自德国镜鲤群体。待F1个体性成熟, 选取F1中1尾雌鱼和1尾雄鱼配对获得F2, 于呼兰实验站养殖, 2012年10月从其中随机选取116尾, 测量其生长性状同时剪取鳍条保存, 体质量、体长、体高、体厚4项生长性状的测量依据GB/T 18654.3–2008《养殖鱼类种质检测》第3部分性状测定进行。
1.2   DNA制备及PCR扩增
基因组DNA的提取采用传统的酚、氯仿抽提的方法[12]。
实验所用微卫星标记来源于鳞被相关基因ant、eda/edar、fgfr在鲤基因组中的同源序列及其附近序列, 微卫星序列上传至GenBank, 引物由上海生工生物工程公司合成(表1)。PCR反应体系为11 µL, 其组成为10 mmol/L Tris-Cl, 1.5 mmol/L MgCl2, 50 mmol/L KCl, 200 µmol/L dNTP, 上下游引物(10 µmol/L)各0.5 µL, 1 U Taq DNA聚合酶, DNA模板1 µL, 加适量灭菌水至11 µL。扩增反应均在PE 9700型PCR仪上完成, 反应条件为94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 52~64℃复性30 s, 72℃延伸30 s, 共27个循环; 72℃延伸5 min。PCR产物检测方法为: 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(Native-PAGE)分离, 0.1%硝酸银染色, 利用Gel-Pro Analyzer(Version 4.5)软件确定电泳条带的大小。

1.3  数据分析
采用PopGene(Version 1.32) 软件计算微卫星标记在F2群体中的遗传多样性参数, 包括等位基因数(No)、有效等位基因数(Ne)、观测杂合度(Ho),及期望杂合度(He)。利用卡方检验估计群体Hardy-Weinberg平衡偏离, 并由bonferroni法加以校正。多态信息含量(PIC)由Botstein等[13]提出的公式计算:
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式中, n为某一位点上等位基因数, Pi、Pj分别为第i和第j个等位基因在群体中的频率, j=i+1。

采用SPSS17.0检验性状是否符合正态分布, 利用GLM模型分析标记和性状的相关性, 建立模型如下: y=u+gi+e (y为性状, u为群体均值, g为第i个基因型的效应, e为残差), 基于Permutation检验确认基因型效应的显著性水平(10 000次),

[image: image2.png]€ETPTT 86 “(VOL) DILOVOLLLLIDLLLLYVOILOVVOOL VDOVVDLOVODLLIDIDLILD 120V LS¥ADA
987—9LC 8¢ T(OLHOV) VIVODILDLODDLLYIIOIOL VVVIOODLLOVVLLOLLDODD 0Z0v <P €Sy ADA
06C—CLT 8¢ (LVLLY) VDILODOVDDOOVILLLOVOLLODVD VOVIOLLLLODILVVVIIOVIOVVY 610V <P SYAD
¥81—€91 8¢ YVD)'(LOIOV)EDV) ODLVOHOLVVOHILVVOLVIDLIDL DDLVIOVVVODOVIVOVIIVD 810VEY Y 164404
LOE—T8T 09 N(LD)HVVIV)HDOL) VOLLLOLVVLLLDDDOVIDLOVVY LVVOVIDLODODOVIOLLLOL L10VEYY [$44D
161-981 96 '(OV) DDIDLVIVODLVIOVODILVVDL DLDIOLIIIIDLIOVIDILDD 91OV EY 9 ADd
6L1—0L1 4 (LV) ODVILODOVVILLLIDOLLLOLDLLIOL DLVIOVOLVIIIDIIDVVV.LLD STOVEPI LTIADA
TET-LTT 8¢ "(LVV) VVOVIOVILVOOVVVIDILLO DI1DDIODIVIOVVOVLILDDLD AIZ34D| STIADA
181-vL1 8¢ (DL) VOV.IODOVIDVILILLLYVVVVVD ILOILODIVVIODLVILVIDODLLOL CIOvEY LY YT ADd
¥17-90C 86 ‘OVV) LLLLOLODOVVODILODOVIOVVDLL VODVVIVVOVDLLLODLVOVVD Z10v v L1¥ADA
¥81-0L1 09 {ILVL) LVDOVVVVIVIOLOVOVOILDLL VVVILVOLVDOLOVVIVDLODLVYDL 110VEP 119494
L9T-19C 09 (V1L) VODVOLLVLIOLLOVOLVVVVOVY  VVVILOLVVVVDLODLOVIVOVID 010v <P 014D
6CC—0TT 86 (VLLL) VDOLLLLOVOLOIODLLLODOV  LLDOVOVLILLVLLIDDOLLLLV.LLL 600v ¥ L9404
1€7-681 96 (VL) VVVVVOVDILIIILVIDVVVVD DOVOLLVIOVIDLLOLODLOD 800V €Y 19404
86€—CI¢ 86 S1(LD) LODLVIVIDIDDVOVVIVOD DILVVVDLLIDOVVVIIVDLOV LOOY SV yEIvVad
€81-081 86 "(VVLV) VDLVIDDDILOVVVVDILVOVDIDL DOVIOVIOLLIDOVIOVVVIILIOVOL 900 ¥ zeavad
S81-081 86 (VLLL) OVVVVILVVILVDVIODODDOD DLVOLODLLLLODDLODIOL SO0V EVI 0cdvad
8YT—SHT 09 “(VLLVV) OVDIIDVVVDIOIDOVOHVDLY LOVVIVIIDVVVVILVODOVVY 234D coavad
697—€9¢ 86 (VVVLL ODLLVVOLVOLLLLLDODLL DDVDOHVILIDLIDLDIOVVD €00 Er [12dvad
v17-661 9 T(OV) VVOLLVVOVVDLODLLDODL LLVDIOLODIDILVIODILOV 200¥ < crdvad
0LY—Stt 65 (VD) LOVDIOIOVVVIIVDOVVDILIDL VVDIOVODLOLOLOLLIOVVVD 100V 11dvad
0LT—€ST 65 “L(OV) IDIDLLLOLVOVIDDDLLOD VVODVODILOILOLVVILLVDLLOL 000V LIVAA
€1-+0¢ 86 AVVVD) DLODLOLIDDLOVOLLLLVOVD LLODLIOLLODIODLIODIOL 666€ T 0dVAd
9LT-9+T 86 “(DLV) VIDLLDLLVVOVVVDOVVILODLLLLD VIIVIOVIOVIVVIIVDOVOL 866EEH cIvad
081-9L1 8¢ *(LVD) DOVODLIDIOVVVILVILODIDD DOVIOLODILOLOILOLIIIOL L66EET oavad
rE—€0¢ 8¢ F(LLLV)*'(1D)°'(1D) VIDLOVVIIODOHOVIIVIVD LVOVILVIODLLLLVIDODIOVOLVVY 966€ET cevad
697—€9¢ 8¢ (VO'M(LD) DIDHILOHODOVVIVILOLVIVVIOVVVILOL DOVVIIDHVIDVIVVOIIIIIV S66EETI 0cvad
v61-161 86 1(LD) VV.ILODIOVVIVIOVVIIILVVVIVV DOVVIIOVIOVILVVOIIIIDV Y66E Y 3TVaAd
LYT—6€T 96 ¢(1LD) ODLLODDILVVLLLVVIOVOL DIDOLODOIDOILOVDHILODVVDOL €66€EH Y [zvad
€LT-09C 29 (1D) OVOVIOLLDLLOLODLIDOVY LOVVDLODDDLIDIOVIODLY T66EEP LVAd
€67-18C 8¢ 1(vO)TH(LD) LLOLVDOVOVIIOLODLLIOL DDOVVVIIIILOLVOVILIOVD 166€EH ovad
€YT-LET 8¢ *(DLLDYLLVL) DLVODLLLODDIVOVOLLVV DVOVVIIIDLOLLVVIODLVY SYIZ34D| STINV
¥L7T—99C 86 VL) OV.ILODILODLVIDILDLOOVDD VOLOVIVILLOLODLIODLY STOVEYI YTINV
T8T—SLT 8¢ “(VLLL) LLDDLOVIOVVVIODILIIDILOV VOVVOLVVV.LVOVODLLIDIL YTOr P 1INV
66£—667 29 (VD) VVOVDDVVVLLLOOVDODDL V1DDDLVIIDILVVVDLVVOL €TOvErr SINV
S6—€6 96 {VLLL VVOVLIOVODVIILLIDODIDL VV.IODILODIDOVVVDOVLIVID TTovErr CINV
9ZIS JudWsely ainjerddway aouanbas jeadal (,€—,S)3ouanbas 1awirxd 3SIIAAIL (,€—,S)3douanbas 1owrnid piemlio] "ON Juegquan IayIew
do/z(>trgy  Suresuue ),/ z oy Hr [EESEA (€= S g L lh | & Tl (€= S g LA lh | &l =TT 3K & ueguad RIS

10] AdyesodIw dyd.aow Ljod 9¢ Jo s3nsda pagipdwe pue duanbag

I "qeL

UzEr fNNSEEGLHIEFE TS 2L MT2kd, 9¢ 1 2




利用Duncan’s多重比较分析基因型均值之间的差异。
2  结果与分析
2.1  性状值分布与相关性
SPSS17.0软件的Shapiro-Wilk检验结果表明, 该群体的体质量(BW)、体长(BL)、体高(BH)和体厚(BT)4种生长性状的P值均大于0.05, 呈连续变异的特点, 符合正态分布。Person相关性检验(表2)表明, 4种生长性状间具有极显著的相关性(P<0.01), 其中体质量和体高的相关性最大(r=0.976); 体长和体厚的相关性最小(r=0.870)。
表2  鲤体质量、体长、体高和体厚性状的正态分布检验结果及生长性状间的相关系数
Tab.2  Normal distribution test results and phenotypic correlation coefficients among body weight(BW), body length(BL), body height(BH) and body thickness(BT) of Cyprinus carpio
n=116;[image: image4.wmf]x



(SD 
	性状
trait
	平均值
mean
	偏度
skewness
	峰度
kurtosis
	最小值
minimum
	最大值
maximum
	p
	体质量
BW
	体长
BL
	体高BH

	体质量/g BW
	140.843±52.279
	0.512
	–0.285
	36.80
	279.10
	0.056
	
	
	

	体长/mm BL
	167.411±19.876
	0.000
	–4.510
	117.75
	212.23
	0.841
	0.959**
	
	

	体高/mm BH
	66.327±9.801
	0.088
	–0.468
	43.43
	90.80
	0.781
	0.976**
	0.943**
	

	体厚/mm BT
	31.721±4.941
	0.052
	–0.060
	16.92
	44.62
	0.668
	0.931**
	0.870**
	0.918**


注: **表示生长性状间相关性极显著(P<0.01).
Note: ** means the extremely significant correlation among growth traits(P<0.01).

2.2  微卫星扩增结果及群体遗传多样性分析
实验所用155个微卫星标记中有135个在F2群体中扩增出清晰、稳定的DNA条带, 其中36个表现为多态(图1)。扩增的片段大小在93~470 bp。各标记的等位基因数在2~4个之间浮动, 共检测到86个等位基因, 平均每个标记2.388 9个。
PopGene (Version 1.32)软件计算结果显示: F2群体的有效等位基因数在1.544 4~3.922 6, 平均值为2.209 4; 观测杂合度在0.310 3~1.000 0, 平均值为0.624 5; 期望杂合度在0.354 0~0.748 3, 平均值为0.529 2; 多态信息含量在0.290 4~0.697 6, 平均值为0.432 1, 其中23个微卫星标记表现为中度多态(0.25≤PIC<0.5), 13个微卫星标记表现为高度多态(PIC≥0.5)。从统计结果中可以看出该养殖群体处于中度多态性水平(0.25≤PIC<0.5)。
F2群体的Hardy-Weinberg平衡检验结果(表3)显示: 25个标记显著偏离平衡(P<0.05), 其中24个极显著偏离平衡(P<0.01); 11个标记未发生平衡偏离。经bonferroni法校正后依然有22个标记(61%)显著偏离平衡(P<0.05)。表明人工选择压力和自交对群体造成了严重的影响。

2.3  微卫星标记与4种生长性状的相关性分析
利用SPSS 17.0的GLM模型, 对微卫星标记与体质量、体长、体高和体厚4种生长性状进行相关性分析, 在36个微卫星标记中与4种生长性状显著相关的标记数分别为10、7、7和11个, 所占比例分别为28%、19%、19%和31%(表4)。
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图1  鲤F2群体部分个体(1~36)在微卫星标记FGFR41的PAGE电泳图谱
Fig.1  Electrophoresis pattern of PCR product of partial F2 population individuals (1–36) at FGFR41 microsatellite marker

表3  36个微卫星标记在鲤F2群体的遗传多样性参数及Hardy-Weinberg遗传平衡分析
Tab. 3  Genetic diversity indexes and Hardy-Weinberg equilibrium analysis of 36 
microsatellite markers for F2 in Cyprinus carpio
	标记marker
	等位基因数No
	有效等位基因数Ne
	观测杂合度Ho
	期望杂合度He
	多态信息含量PIC
	P(HWE)

	ANT3
	2
	1.9999
	0.5603
	0.5021
	0.3750
	0.2098

	ANT5
	3
	2.6843
	0.7434
	0.6302
	0.5550
	0.0000*

	ANT14
	2
	1.9927
	0.5431
	0.5003
	0.3741
	0.3552

	ANT24
	2
	1.6110
	0.5086
	0.3809
	0.3073
	0.0003*

	ANT28
	2
	1.9547
	0.3478
	0.4911
	0.3691
	0.0049*

	EDA6
	3
	2.4079
	0.7232
	0.5873
	0.5200
	0.0014*

	EDA7
	3
	2.4079
	0.7232
	0.5873
	0.5200
	0.0014*

	EDA21
	2
	1.7076
	0.3103
	0.4162
	0.3285
	0.0059

	EDA28
	3
	2.6624
	1.0000
	0.6271
	0.5539
	0.0000*

	EDA30
	2
	1.5444
	0.4569
	0.3540
	0.2904
	0.0016*

	EDA32
	4
	3.9226
	1.0000
	0.7483
	0.6976
	0.0000*

	EDAR2
	2
	1.9781
	0.5088
	0.4966
	0.3722
	0.7933

	EDAR3
	3
	2.8156
	0.8173
	0.6479
	0.5720
	0.0000*

	EDAR6
	3
	2.7857
	0.8019
	0.6441
	0.5686
	0.0000*

	EDAR7
	3
	2.8156
	0.8173
	0.6479
	0.5720
	0.0000*

	EDAR11
	2
	1.7779
	0.6466
	0.4394
	0.3418
	0.0000*

	EDAR13
	2
	1.7584
	0.6293
	0.4332
	0.3383
	0.0000*

	EDAR21
	2
	1.9987
	0.5259
	0.5018
	0.3748
	0.6044

	EDAR22
	2
	1.9963
	0.5259
	0.5012
	0.3745
	0.5950

	EDAR30
	2
	1.9927
	0.5948
	0.5003
	0.3741
	0.0411

	EDAR32
	2
	1.9927
	0.5086
	0.5003
	0.3741
	0.8578

	EDAR34
	2
	1.9963
	0.5259
	0.5012
	0.3745
	0.5950

	FGFR1
	2
	1.8503
	0.7155
	0.4615
	0.3540
	0.0000*

	FGFR7
	2
	1.9963
	0.4914
	0.5012
	0.3745
	0.8316

	FGFR10
	2
	1.9788
	0.5172
	0.4968
	0.3723
	0.6561

	FGFR11
	2
	1.9880
	0.4741
	0.4991
	0.3735
	0.5879

	FGFR17
	3
	2.8104
	0.7946
	0.6471
	0.5716
	0.0000*

	FGFR24
	2
	1.6438
	0.5345
	0.3933
	0.3149
	0.0001*

	FGFR25
	2
	1.9987
	0.6293
	0.5018
	0.3748
	0.0060

	FGFR27
	2
	1.9963
	0.5948
	0.5012
	0.3745
	0.0434

	FGFR36
	2
	1.9752
	0.3362
	0.4959
	0.3718
	0.0005*

	FGFR41
	3
	2.7339
	0.7652
	0.6370
	0.5624
	0.0000*

	FGFR51
	3
	2.7472
	0.7672
	0.6388
	0.5640
	0.0000*

	FGFR52
	3
	2.6188
	0.7632
	0.6209
	0.5487
	0.0001*

	FGFR53
	2
	1.5779
	0.4828
	0.3678
	0.2992
	0.0007*

	FGFR57
	3
	2.8203
	0.7965
	0.6483
	0.5727
	0.0000*

	平均值mean
	2.3889
	2.2094
	0.6245
	0.5292
	0.4321
	


注: *表示经bonferroni法校正后显著偏离Hardy-Weinberg平衡的标记.

Note: * donates significantly deviating Hardy-Weinberg equilibrium after adjusting with bonferroni method on the locus.

表4  Permutation检验结果
Tab.4  The test results of Permutation

	标记
marker
	性状trait

	
	体质量body weight, BW
	体长 body length, BL
	体高body height, BH
	体厚 body thickness, BT

	ANT3
	**
	**
	**
	*

	EDA21
	*
	*
	*
	**

	FGFR41
	**
	*
	*
	*

	FGFR51
	*
	*
	*
	*

	ANT14
	*
	
	*
	*

	ANT24
	*
	*
	*
	

	FGFR7
	*
	*
	*
	

	EDAR34
	*
	*
	
	*

	EDAR21
	*
	
	
	*

	EDAR22
	*
	
	
	*

	EDA6
	
	
	
	*

	EDA7
	
	
	
	*

	FGFR53
	
	
	
	**


注: *表示95%置信区间与相应性状显著相关; **表示99%置信区间与相应性状极显著相关.
Note: * means significant correlation with corresponding trait in 95% confidence interval. ** means extremely significant correlation with corresponding trait in 99% confidence interval.

EDA21、FGFR41、FGFR51和ANT3与4种生长性状均具有显著的相关性(P<0.05); 另外, FGFR7和ANT24与体质量、体长、体高均具有显著的相关性(P<0.05); EDAR34与体质量、体长和体厚均具有显著相关性(P<0.05); ANT14与体质量、体高和体厚均具有显著相关性(P<0.05); EDAR21和EDAR22与体质量和体厚均具有显著相关性(P<0.05); EDA6、EDA7和FGFR53与体厚均具有显著的相关性。
选取与生长性状显著相关且含有2个以上基因型的标记进行基因型间均值的Duncan’s多重比较(表5), 共获得11个性状优势基因型。其中, ANT3标记的基因型AB(95/93)、EDA21标记的基因型AB(247/239)、FGFR41标记的基因型AC(307/282)和FGFR51标记的基因型AB (184/177)在4项生长指标中均表现出显著优势; ANT14标记的基因型AA(282/282)在体质量、体高、体厚3项生长指标中均表现出显著优势; EDAR34标记的基因型AA(358/358)在体质量、体长、体厚3项生长指标中均表现出显著优势; FGFR7标记的基因型AB(229/220)在体质量、体长、体高3项生长指标中均表现出显著优势; EDAR21标记的基因型BB(263/263)和EDAR22标记的基因型BB(245/245)在体质量、体厚2项生长指标中均表现出显著优势; EDA6标记的基因型BC(288/281)和EDA7标记的基因型AB (273/267)在体厚生长指标中表现出显著优势。其中, 杂合子优势基因型有7个, 所占比例达64%。

3  讨论
3.1  F2群体的遗传多样性水平
遗传多样性是对种质资源进行评估的重要指标, 维持群体的遗传多样性水平是长期利用种质资源的前提。对于人工选育的品种更是如此, 在品种选育过程中近交、遗传漂变和人为选择压力是难以避免的, 因此评价并维持选育品种的遗传多样性对其优良性状的稳定遗传具有重要作用[14]。等位基因数(No)、有效等位基因数(Ne)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)以及多态信息含量(PIC)都是评价遗传多样性水平的参数, 这些参数越高, 表明其遗传多样性越丰富。全迎春等[15]研究表明, 5个镜鲤群体的平均有效等位基因数在4.75~5.62, 平均期望杂合度在0.70~0.78。贾智英等[16]研究表明, 松浦鲤的平均有效等位基因数为4.285 2, 平
表5  11个微卫星标记不同基因型个体生长性状的平均值和多重比较
Tab. 5  Means and multiple comparisons of 4 growth traits with different genotypes in 11 microsatellite markers

	标记
marker
	基因型
genotype
	个体数
no.
	体质量/g

body weight
	体长/mm

body length
	体高/mm

body height
	体厚/mm

body thickness

	ANT3
	AA
	26
	117.462±9.934a
	157.564±3.749a
	61.699±1.861a
	29.648±0.946a

	
	AB
	65
	152.680±6.283b
	172.207±2.371b
	68.476±1.177b
	32.694±0.598b

	
	BB
	25
	134.384±10.131ab
	165.182±3.823ab
	65.554±1.898ab
	31.348±0.965ab

	ANT14
	AA
	30
	151.493±9.439b
	
	68.353±1.764b
	33.345±0.885b

	
	AB
	63
	142.833±6.514ab
	
	66.802±1.217ab
	31.595±0.611ab

	
	BB
	23
	121.500±10.780a
	
	62.384±2.015a
	29.949±1.011a

	EDA6
	AB
	34
	
	
	
	31.557±0.823ab

	
	AC
	16
	
	
	
	28.335±1.200a

	
	BB
	31
	
	
	
	32.290±0.862ab

	
	BC
	31
	
	
	
	32.820±0.862b

	EDA7
	AB
	31
	
	
	
	32.820±0.862b

	
	AC
	16
	
	
	
	28.335±1.200a

	
	BB
	31
	
	
	
	32.290±0.862ab

	
	BC
	34
	
	
	
	31.557±0.823ab

	EDA21
	AA
	64
	139.484±6.338b
	165.889±2.419ab
	66.484±1.188b
	31.868±0.596b

	
	AB
	36
	156.708±8.450b
	174.176±3.225b
	68.814±1.584b
	32.966±0.794b

	
	BB
	16
	110.581±12.675a
	158.277±4.837a
	60.104±2.376a
	28.335±1.191a

	EDAR21
	AA
	26
	130.092±10.160a
	
	
	30.703±0.960a

	
	AB
	61
	137.813±6.633ab
	
	
	31.439±0.627ab

	
	BB
	29
	156.855±9.621b
	
	
	33.227±0.909b

	EDAR22
	AA
	25
	129.728±10.342a
	
	
	30.715±0.978a

	
	AB
	61
	137.238±6.621ab
	
	
	31.373±0.626ab

	
	BB
	30
	157.437±9.441b
	
	
	33.266±0.893b

	EDAR34
	AA
	30
	160.930±9.366b
	174.003±3.583b
	
	33.460±0.889b

	
	AB
	61
	135.520±6.568a
	165.951±2.513ab
	
	31.278±0.623ab

	
	BB
	25
	129.728±10.26a
	163.065±3.925a
	
	30.715±0.974a

	FGFG7
	AA
	32
	137.888±9.132ab
	166.191±3.473ab
	66.613±1.688b
	

	
	AB
	57
	150.326±6.842b
	171.029±2.602b
	68.253±1.265b
	

	
	BB
	27
	124.326±9.941a
	161.220±3.780a
	61.921±1.838a
	

	FGFR41
	AA
	27
	121.937±9.795a
	160.438±3.750a
	63.302±1.850a
	29.796±0.928a

	
	AB
	24
	144.658±10.389ab
	167.797±3.977ab
	66.976±1.963ab
	32.388±0.984ab

	
	AC
	33
	160.376±8.860b
	174.221±3.392b
	69.689±1.674b
	33.325±0.839b

	
	BC
	32
	133.791±8.997ab
	165.982±3.444ab
	64.925±1.700ab
	31.192±0.852ab

	FGFR51
	AA
	27
	121.937±9.821a
	160.438±3.750a
	63.302±1.855a
	29.796±0.930a

	
	AB
	33
	160.376±8.884b
	174.221±3.392b
	69.689±1.678b
	33.325±0.842b

	
	AC
	23
	139.604±10.641ab
	165.865±4.063ab
	66.277±2.010ab
	32.030±1.008ab

	
	BC
	33
	137.642±8.884ab
	167.384±3.392ab
	65.474±1.678ab
	31.477±0.842ab


注: 同一栏中不同上标字母数值间差异显著(P<0.05).
Note: Values with different superscript in the same column are significantly different (P<0.05).

均期望杂合度为0.572 2。在本研究中, F2群体的平均有效等位基因数为2.209 4, 平均期望杂合度为0.529 2, 均低于以上两种高度多态性水平的种群, 但高于孙新等[17]检测的镜鲤换新群体(于天津市换新水产良种场养殖)的平均有效等位基因(2.16)和平均期望杂合度(0.473 6), 属于中度多态性水平, 多态信息含量(PIC)的统计结果也证明了该结论。PIC直观反应了群体的遗传多样性水平, Botstein等[13]认为: 当PIC≥0.5时, 处于高度多态水平; 当0.25≤PIC<0.5时, 处于中度多态水平; 当PIC<0.25时, 处于低度多态水平。本研究中F2群体的平均多态信息含量为0.432 1, 表明该群体处于中度多态性水平。本实验所用微卫星标记均来自基因内或其附近序列, 存在一定的保守性, 因此可能会导致其PIC值偏低。
Hardy-Weinberg平衡检验结果显示, 36个微卫星标记中25个(69%)标记显著偏离平衡(P<0.05), 其中24个极显著偏离(P<0.01)。这可能由于在人工选育的过程中, 人为选择压力大, 且该F2群体的父母本来源于同一亲本, 导致群体基因型频率发生严重偏离。
3.2  微卫星标记与性状的相关分析
在人工育种过程中, 使用基因或分子标记且最终形成新品种的育种技术称为分子育种技术[18]。而获得与表型性状紧密连锁的基因或分子标记则是开展分子育种的首要条件。近几年, 广大学者已致力于性状连锁分子标记的筛选, 并取得一定的成绩, 吕伟华等[19]筛选出23个分别与鲤体长、体厚、体高和体质量显著相关的微卫星标记, 顾颖等[20]检测出8个与鲤体长、体高、体厚性状显著相关的EST-SSRs标记。在本研究中, 共得到13个与性状显著相关的标记, ANT3、EDA21、FGFR41、FGFR51与4种生长性状均具有显著的相关性(P<0.05); 其余9个标记亦与至少1个生长性状显著相关, 说明存在一因多效的现象, 与吕伟华等[19]和顾颖等[20]研究结果一致。另外, 有10个标记与体质量显著相关, 7个与体长显著相关, 7个与体高显著相关, 11个与体厚显著相关, 这可能是由于数量性状由多个基因共同控制所致。
实验选取与生长性状显著相关且含有2个以上基因型的标记进行基因型间均值的Duncan’s多重比较, 共发现11个优势基因型, 这些优势基因型可用于指导人工选育。在繁殖过程中, 将一个或几个优势基因型富集到一个群体中, 结合表型选择, 以达到快速获得优良品种的目的。另外, 我们发现这11个优势基因型中有7个(64%)属于杂合子, 在吕伟华等[19]的研究中, 此比例达到70%, 都明显表现出一定的杂合子优势。
3.3  鳞被基因与生长性状的关系

研究表明, ANT为ATP/ADP载体, 调节线粒体内ATP和ADP的转运, 在真核生物的能量代谢中起着重要的作用[21]。程安达等[5]的研究表明, ant2在鳞片生长的部位表达强烈, 而在其他部位表现为弱表达或不表达状态, 因此, ANT可能作为ATP/ADP转运载体, 为鳞片的形成提供能量从而参与到鳞片的发育中, 但无证据表明ant基因的缺失或突变会导致鳞被的缺陷。亦有研究表明, 斑马鱼eda/edar基因和fgfr基因的突变都会导致鳞被的缺陷。而本实验所用微卫星标记均来自以上基因在鲤基因组中的同源序列及上下游序列, 36个多态性微卫星标记中与体质量、体长、体高和体厚显著相关的标记数分别为10、7、7和11个, 所占比例分别为28%、19%、19%和31%, 远远高于顾颖等[20](体长4%、体高7%、体厚6%)、杨晶等[10](体质量3%、体长5%、体高5%)和吕伟华等[19](体质量5%、体长5%、体高3%、体厚5%)随机筛选所得比例。其中依据ant设计的5个微卫星标记中有3个(60%)与生长性状显著相关, 依据eda设计的6个微卫星标记中有3个(50%)与生长性状显著相关, 依据edar设计的11个标记中有3个(27%)与生长性状显著相关, 依据fgfr设计的14个标记中有4个(29%)与生长性状显著相关, 均具有较高的比例。这可能由于以上基因除了与鳞片发育有关外, ant还在真核细胞的能量代谢中扮演重要的角色, eda/edar也与皮层骨架发育有关, 这些功能可能影响鱼类的生长性状, 从而导致鳞被与生长性状相关。如前言所述, 鳞被与生长性状在表型上是相关的, 本研究结果从微卫星标记的角度提示鳞被基因与生长性状可能存在一定的相关性。
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Correlation analysis of microsatellite markers derived from scale genes (ant, eda, edar, fgfr) with four growth traits in common carp (Cyprinus carpio)
Xiao Tongqian1,2, Lu Cuiyun2, Li Chao 2, Cao Dingchen2, Cheng Lei 2, Sun Xiaowen2
1. College of Fisheries and Life, Dalian Ocean University, Dalian 116023,China;
2. Heilongjiang Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China
Abstract: We evaluated the correlation of scale genes (ant, eda, edar, fgfr) with four growth traits in common carp(Cyprinus carpio). A total of 155 microsatellite markers were selected from the homologous sequence of the carp genome. We used 116 progeny from a self-bred line of F1 derived from intercross lines of German mirror carp (Cyprinus carpio L.) and Amur wild carp (Cyprinus carpio haematopterus). We estimated the following genetic diversity parameters: allele number(No), effective allele number(Ne), observed heterozygosity(Ho), expected heterozygosity(He) using PopGene (Version 1.32). We used achi-square test to test for Hardy–Weinberg equilibrium. Of the 155 markers, 36 microsatellite loci were polymorphic with 2–4 alleles for each locus (86 alleles for the 36 loci). The mean number of alleles and the mean effective number of alleles were 2.388 9 and 2.209 4, respectively. The mean observed heterozygosity and expected heterozygosity were 0.624 5 and 0.529 2, respectively. The mean polymorphism information content (PIC) was 0.432 1 for the 36 loci, of which 23 loci had a moderate level of polymorphism (0.25≤PIC<0.5) and 13 loci had a high level of polymorphism (PIC≥0.5). Our results suggest the population has a moderate level of polymorphism. Given that the microsatellite markers were located in the genes or their contexts, the level of polymorphism may be even lower. The majority (69%) of the 36 loci deviated significantly from Hardy–Weinberg equilibrium. The artificial selection pressure and development of the self-bred line may explain this phenomenon. Of the 36 markers, 10(28%), 7(19%), 7(19%), and 11(31%) were significantly associated with body weight, body length, body height, and body thickness, respectively. Eleven dominant genotypes were identified via the multiple comparisons. The higher screening rate of SSR markers tightly linked with growth traits demonstrated that the scale genes maybe associated with growth traits.
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