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摘要: 以1个人工授精获得的中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)F2家系为材料, 对其中80尾中国明对虾进行正态分布检验, 选择19个稳定扩增的微卫星位点对每一个体进行扩增和基因分型, 分析家系遗传信息。利用最小二乘法对微卫星位点与中国明对虾体长、全长、体质量性状进行关联性分析。采用SPSS 11.5软件作微卫星分子标记与经济性状的方差分析, 考察各微卫星位点对体长、全长、体质量3个经济性状的影响程度。结果表明, 中国明对虾体长、全长、体质量3个性状均呈正态分布(P>0.05); 相关分析得到, 19个微卫星位点中RS0683和FC019两个微卫星位点与体长、全长、体质量呈显著相关(P<0.05); 同时对差异显著的位点进行不同基因型间经济性状的多重比较, RS0683标记座位AA 基因型在体长、全长、体质量的表型效应上极显著高于AB、BB基因型(P<0.01), 表明该标记位点基因型AA与3种经济性状正相关; FC019标记座位的AA基因型体长、全长、体质量显著低于AB、BC基因型(P<0.05), 表明该标记位点基因型AA与3种经济性状呈负相关。
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在进行常规选择育种过程中基本上应用的是形态学标记, 这类标记往往受环境影响, 不利于直接选择, 并且标记数目有限。基于DNA多态性的分子标记技术给育种提供了崭新的途径, 即“分子标记辅助选择(marker assisted selection, MAS)”。分子育种技术与常规育种方法相结合, 大大促进了遗传改良进程。其中, 微卫星DNA 是广泛存在于真核生物基因组中高度特异性的1段DNA片段, 在整个基因组上的分布随机、广泛、均匀, 呈共显性遗传, 被广泛应用于遗传结构分析、QTL定位和标记辅助选择育种等研究领域[1], 以及数量性状基因座的连锁和相关分析[2−3]。借助微卫星进行性状连锁分析或QTL定位, 在禽畜育种中已有广泛的研究, 在鱼、虾、贝等水产类品种育种中也有较多报道[4−7]。
中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)是中国重要的海水养殖品种。其生长、抗病等经济性状一直是最为重要的选育目标。中国明对虾的生长、抗病性状属于数量性状, 受多基因控制。这些基因具有相同或相关效应, 往往分布在有限数目的基因簇内, 每一基因簇占据一定染色体区域, 称之为数量性状基因座(quantitative trait locus, QTL)[8]。研究表明, 控制一个数量性状的QTL并不很多, 存在主效基因[9]。这些QTL 的一个或两个主效基因就能反映一个数量性状表型变异的10%~50%以上。因此可以利用基因的重组交换原理筛选出与主效QTL 有紧密相关的分子标记, 从而可通过分子标记来选择和定位数量性状基因[10], 实现分子标记辅助选择。在中国明对虾中, 微卫星分子标记与性状间关系的研究报道[11−15]均以分离群体为研究对象, 采用分离群分析法进行分析。本研究以1个中国明对虾家系材料为研究对象, 选择数个微卫星引物, 分析这些标记在中国明对虾家系中的遗传特征及其与经济性状的相关关系, 探寻一种与经济性状紧密相关的微卫星分子标记的筛选方法, 为中国明对虾的分子标记辅助选择提供理论依据, 为定位、克隆与经济性状相关的基因奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料

在中国明对虾产卵季节, 取越冬养殖、精荚饱满的雄虾1尾, 将精荚和瓣状体一起取出, 用弯头眼科镊植入1尾越冬养殖未交配雌虾的纳精囊, 将授精雌虾所产卵及孵化子代单独养殖, 建立1个F1家系。次年, 从越冬的F1家系中选取雌、雄虾各1尾, 利用人工精荚移植技术使中国明对虾F1自交, 建立F2家系。同一养殖池中培育至8月份, 至体长约4 cm, 随机选取该中国明对虾家系F2个体180尾进行数据测量。

1.2  数据测量与检验

体长测量从眼柄基部至尾脊末端, 全长测量从额剑前端至尾脊末端, 体质量用电子天平称量。从测量的180尾个体中取体质量高值组、低值组各40尾构成一个群体。采用SPSS 11.5进行单样本Kolmogorov-Smirnov, 检验所取80尾样本体长、全长、体质量3个性状是否符合正态分布。

1.3  基因组DNA提取

参照《分子克隆实验指南》[16]及刘萍等[17]的方法提取中国明对虾基因组DNA, 用琼脂糖凝胶电泳EB染色鉴定, GENEQUANTpro (Pharmacia Biotech Ltd) RNA/DNA分析定量仪定量。用TE (10 mmol/L Tris-HCl, 0.1 mmol/L EDTA, pH 7.6)稀释成50 μg/mL的模板DNA, −20℃保存备用。

1.4  微卫星引物

选取中国明对虾微卫星引物序列56对, 由上海生工生物工程有限公司合成。用亲本及10尾后代对所有引物进行初步筛选。选出能够稳定扩增并在家系扩增中呈现多态性的引物19对。引物基本情况见表1。
1.5  PCR反应体系及扩增程序

25 μL总反应体积, 其中包括: 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/L KCl, 2.0 mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L dNTPs, 0.8 μmol/L引物, 1.0 U Taq酶, 100 ng模板DNA。反应在Gene Amp PCR system 9600型PCR扩增仪上进行。

PCR反应条件为: 94℃预变性5 min; 然后94℃ 40 s, 退火温度(表1) 1 min, 72℃ 1 min, 25个循环; 72℃延伸5 min, 4℃保存。

1.6  扩增产物处理

扩增产物通过 8%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 用银染法进行显色, 定影。待凝胶干燥后使用扫描仪记录凝胶图像。对于电泳条带模糊的个体再进行PCR扩增。

1.7  统计分析

根据条带出现情况统计所有个体在各微卫星位点的基因型及等位基因数目。计算F2家系各基因位点杂合度、多态信息含量。利用SPSS11.5软件进行微卫星分子标记与经济性状的方差分析, 考察其对经济性状的影响程度。利用最小二乘法对微卫星位点与中国明对虾体长、全长、体质量性状关联性进行分析。

多态信息含量(PIC)计算公式 : 
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式中, Pi , Pj分别为群体中第i、j个等位基因频率, m为等位基因数。

杂合度(He)计算根据Nei等[18]的公式: 
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式中, Pi为该位点上第i个等位基因的频率, n为等位基因个数。

最小二乘分析的线性模型为: 
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式中, Yij为第i类基因型中第j个个体的数量性状表型值, μ为数量性状总均值, Gi为第i 种标记基因型的固定效应, εij为随机残差效应。
表1  本研究所用PCR引物的基本情况

Tab. 1  Basic information of the primers used in the study
	引物名称name
	引物序列primer
	GenBank登录号

GenBank access no.
	退火温度/℃
annealing temperature

	EN0033
	(专利patent)(申请号patent number 02135714.5)
	AY132813
	64

	RS1101
	F: CGAGTGGCAGCGAGTCCT
	AY132811
	52

	
	R: TATTCCCACGCTCTTGTC
	−
	

	RS0676
	F: ACGATGCTTATTAGCTGCG
	AF526880
	63

	
	R: TGTGGAGCTTGATGGTTGC
	−
	

	FC012
	F: TATGGCGAGGAAGAATGT
	AY566112
	45


	
	R: AGTTGTAATCGTTGGTGC
	−
	

	EN0018
	F: ACAGACACTATGTCACACC
	AY132812
	66

	
	R: CCGAGATACAGAAAAGATGGGC
	−
	

	RS0622
	F: TCAGTCCGTAGTTCATACTTGG
	AY132778
	66

	
	R: CACATGCCTTTGTGTGAA AACG
	−
	

	RS0683
	(专利patent)(申请号patent

number 02135713.7)
	AY132823
	64

	FC029
	F: AGCCAATTAGACAGGTAG
	AY566117
	45

	
	R: GACCATGAGTGACGGAGT
	−
	

	FC015
	F: CCAGATTTTCCCTTCCTT
	AY566114
	45

	
	R: TTCGAAACTACTTCATCTGTTC
	−
	

	FC030
	F: CGTCGGCGTTGTTATTCG
	−
	50

	
	R: ATGGGAAATCTCGGAAGG
	−
	

	FC031
	F: TGATTGGTTCTTAGGTATG
	−
	40

	
	R: AGAAAGATAACCGCAGAA
	−
	

	FC008
	F: GAGAAATTCGATTATCAG
	AY566111
	36

	
	R: CGCTAAGTTATGCTTTTA
	−
	

	FC021
	F: ATAACCTCCGTGATAAAA
	−
	36

	
	R: TACTGAAACAACAGCAAC
	−
	

	FC027
	F: GCGTGTAATGCTTGCTGT
	−
	45

	
	R: TTTAGGACCTGCGGAGAA
	−
	

	IOPC04
	F: TCTGGAAAGAAATGAAAGT
	−
	

	
	R: AATACAACAATCCTTTAGTC
	−
	

	FC028
	F: AATGTTTGGCTCGGGTAT
	−
	45

	
	R: GCTAGGAAGTTTGGGATT
	−
	

	FC019
	F: GTTGATGCCAGCAGTTAT
	−
	45

	
	R: TTCCAAGGGTCAGAGGTG
	−
	

	RS062
	F: TGCTGAAGCTACACTACCTTCG
	AY132778
	66

	
	R: TGATGAAACGCA AGCAAAGGC
	−
	

	FC002
	F: AGGGCACGACATATTGAC
	−
	45

	
	R: AAACCACAAGCCACATCA
	−
	


注: F为正向引物; R为反向引物; “−”表示未录入GenBank.

Note: F is forward primer; R is reverse primer; “ –” donates no GenBank access no.
2  结果与分析

2.1  表型性状统计分析

SPSS11.5单样本Kolmogorov-Smirnov检验结果表明, 80尾中国明对虾体长、全长、体质量正态分布的显著性值分别为0.643、0.605、0.232, 3个性状均符合正态分布, 适合QTL连锁分析。

2.2  微卫星检测结果

用19对微卫星引物对全部个体基因组DNA进行了PCR扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳分析, 各微卫星标记呈明显的多态性, 扩增结果稳定, 结果可重复。图1、图2显示了引物RS0683、FC019 
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图1  RS0683标记座位的扩增结果

M为marker; 6, 18, 22为AA基因型; 2, 3, 4, 5, 7, 8, 13, 14, 16, 19, 20, 21, 23为AB基因型; 1, 9, 10, 11, 12, 15, 17为BB基因型.

Fig. 1  Amplification result of locus RS0683
M is marker; 6, 18, 22 were genotype AA; 2, 3, 4, 5, 7, 8, 13, 14, 16, 19, 20, 21, 23 were genotype AB; 1, 9, 10, 11, 12, 15, 17 were genotype BB.
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图2  FC019标记座位的扩增结果

M为marker; 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11, 13为AA基因型; 4, 7, 9, 10, 12, 14为AB基因型; 15-19为BB基因型.

Fig. 2  Amplification of locus FC019
M was marker; 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11, 13 were genotype AA; 4, 7, 9, 10, 12, 14 were genotype AB; 15-19 were genotype BB.
对部分个体的扩增结果。
2.3  各微卫星座位的多态性

各微卫星标记座位平均等位基因数目、平均杂合度分别为0.533、2.470, 平均多态信息含量为0.442(表2)。
2.4  微卫星标记与性状间的相关分析

采用单因素方差分析判定19个微卫星标记座位对体长、全长、体质量性状是否存在显著影响。各微卫星标记座位与体长、全长、体质量性状相关性见表2。检测的19个微卫星标记座位中, RS0683标记座位对体长、全长、体质量性状影响均极显著(P<0.01), FC019标记座位对体长、全长、体质量性状影响均显著(P<0.05), 其他标记座位影响不显著(P>0.05)。

2.5  各基因型间呈显著差异的标记座位分析

对与性状显著相关的微卫星标记座位, 进行不同基因型间体长、全长、体质量最小二乘均值的多重比较。RS0683标记座位不同基因型对体长、体质量、全长的影响见表3。RS0683标记座位AA 基因型在体长、全长、体质量的表型效应上显著高于AB、BB基因型, AB 和BB 基因型间效应基本相似。FC019标记座位不同基因型对体长、全长、体质量的影响见表4。FC019标记座位的AA 基因型与AB、BC基因型之间的体长、全长、体质量差异显著(P<0.05), AB基因型与BC 基因型间3个性状均无显著差异(P>0.05)。
3  讨论

3.1  单一家系中微卫星分子标记多态性

微卫星标记具有无可比拟的稳定性和丰富的多态性, 并且呈共显性遗传, 能够揭示等位位点的遗传差异。本研究共选用56对引物, 其中19对能检测到多态性, 扩增结果稳定。本研究检测的中国明对虾的微卫星多态性低于刘萍等[19]和张天时等[20]检测的微卫星多态性。其原因是本研究检测对象为单个家系材料, 所能检测到的等位基因数目有限。但家系材料中由于等位基因数较少, 基因型性容易判定, 利于排除其他因素的干扰, 方便分析与经济性状相关的分子标记。对于单个家系的微卫星多态性, 本研究所得的多态信息含量为0.442, 平均等位基因数为2.47。殷倩茜等[21]用微卫星分子标记对德国镜鲤(Cyprinus carpio)两家系遗传多样性进行了比较分析, 其多态信息含量分别为0.437 6和0.325 4, 低于本次研究中的中国明对虾家系, 其平均等位基因数目也少于本研究结果。张曼等[22]用19个微卫星位点对1个虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)家系所做的研究中, 共获得60个等位基因,
表2  微卫星多态性及与体长、全长、体质量性状间的相关性

Tab. 2  Polymorphism of the microsatellites loci and the correlation between loci and the three growth traits

	标记座位

locus
	等位基因

allele
	杂合度

heterozygosity
	多态信息含量

PIC
	微卫星标记与性状间相关性

correlation between loci and the traits

	
	
	
	
	体长body length
	全长total length
	体质量body weight

	EN0033
	2
	0.428
	0.335
	2.598
	1.613
	2.989

	RS1101
	2
	0.500
	0.374
	1.626
	2.015
	1.365

	RS0676
	3
	0.635
	0.560
	1.229
	1.309
	2.356

	FC012
	3
	0.607
	0.536
	0.226
	0.261
	0.258

	EN0018
	2
	0.499
	0.373
	0.570
	0.624
	0.604

	RS0622
	2
	0.503
	0.375
	0.153
	0.505
	0.312

	RS0683
	2
	0.502
	0.375
	5.882((
	5.083((
	6.038((

	FC029
	3
	0.667
	0.589
	1.045
	1.136
	1.285

	FC015
	2
	0.358
	0.292
	0.185
	0.171
	0.481

	FC030
	3
	0.638
	0.562
	0.690
	0.557
	0.967

	FC031
	2
	0.396
	0.316
	0.537
	0.749
	0.370

	FC008
	4
	0.751
	0.700
	1.187
	0.966
	1.591

	FC021
	2
	0.384
	0.309
	2.267
	3.004
	2.686

	FC027
	3
	0.608
	0.536
	1.559
	1.615
	1.700

	IOPC04
	3
	0.657
	0.578
	0.152
	0.092
	0.171

	FC028
	2
	0.502
	0.375
	0.843
	0.585
	0.789

	FC019
	3
	0.573
	0.507
	4.387(
	3.339(
	4.115(

	RS062
	2
	0.503
	0.375
	0.153
	0.505
	0.312

	FC002
	2
	0.418
	0.329
	3.020
	2.654
	2.894

	平均average
	2.47
	0.533
	0.442
	
	
	


注: 上标“(”和“((”分别代表性状与标记呈显著相关(P<0.05)和极显著相关(P<0.01).

Note:  “(”and “((” demonstrate the correlation between the loci and the traits was significant(P<0.05) or remarkablely significant(P<0.01). 
表3  RS0683标记座位不同基因型对体长、全长、体质量的影响

Tab. 3  Effect of different genotype at locus RS0683 on body length, total length and body weight

	性状trait
	基因型genotype

	
	AA
	AB
	BB

	体长body length
	4.0911a
	3.5531b
	3.6185b

	全长total length
	5.0411a
	4.3917b
	4.5015b

	体质量body weight
	0.83478a
	0.55533b
	0.62140b


注: 同一组中标注不同上标字母的最小二乘均值间差异显著(P<0. 05).
Note: Least squares mean with different superscript letter are significant different in the same column (P<0. 05).
平均等位基因数为3.26个, 平均多态信息含量为0.571; 油九菊等[23]在合浦珠母贝(Pinct​ada martensii)微卫星标记的家系筛选研究中, 检测到单个家系的等位基因数平均为0.480 1, 平均多态性信息含量为0.336 9, 均高于本研究结果。
表4  FC019标记座位不同基因型对体长、全长、体质量的影响

Tab. 4  Effect of different genotype at locus FC019 on body length, total length and body weight

	性状trait
	基因型genotype

	
	AA
	AB
	BC

	体长body length
	3.3714a
	3.7905b
	3.8326b

	全长total length
	4.2043a
	4.6937b
	4.6937b

	体质量body weight
	0.47762a
	0.69398b
	0.68363b


注: 同一列中标注不同字母的最小二乘均值间差异显著(P< 0.05).
Note: Least squares mean with different superscript letter are significantly different in the same column (P<0. 05).
3.2  分子标记与性状的连锁分析

分子标记辅助选择的基础是寻找对目标性状具有较大遗传贡献率的基因或标记, 即主效基因或标记。如果能够找到与目标性状座位相连锁的遗传标记, 则可在育种过程中实施分子标记辅助选择[24−25]。在虹鳟、鲤、扇贝等水产动物中均已检测到与性状连锁的分子标记[26−28]。在中国明对虾中, 用分离群分析法(BSA法)从中国明对虾中筛选与抗病性状相关的RAPD遗传标记[11−13]。张天时等[29]和陈华增等[14]采用同种方法分别筛选出中国明对虾与体质量关联的微卫星标记及与抗逆性状密切相关的序列特征性片段扩增区域分子标记。另一种是通过方差分析找到与目标性状相关联的标记的随机群体标记关联分析法, 也被广泛应用[30−32]。
本研究对中国明对虾19个多态性微卫星标记座位进行扩增, 结合性状进行分子标记与QTL间的相关性分析。检测到RS0683标记座位的不同基因型在体长、全长和体质量最小二乘均值上存在极显著差异(P<0.01), FC019标记座位不同基因型在体长、全长和体质量最小二乘均值上存在显著差异(P<0.05)。对这两个微卫星标记座位进行不同基因型性状均值的多重比较表明, RS0683标记座位的AA 基因型在体长、全长和体质量的表型效应显著高于AB、BB基因型, FC019标记座位的AB、AC基因型在体长、全长和体质量的表型效应显著高于AA基因型。因此RS0683标记座位的AA 基因型, 可以开发为体长、全长和体质量选择育种的正相关辅助选择标记基因型, FC019标记座位的AA基因型可以开发为体长、全长和体质量选择育种的负相关辅助选择标记基因型。
本研究检测到RS0683标记座位的不同基因型在体长、全长和体质量不同基因型均值上存在极显著差异(P<0.01), 提示该标记座位与控制这3种经济性状的基因相关联。而张天时等[20]在连续4代生长快选育群体中发现, 一些标记位点等位基因频率呈现规律性递增或递减, 其中RS0683标记座位基因频率在4 个连续世代中的前3 个世代呈现递增的趋势, 表明该位点的基因频率变化是由于选育快速生长性状时所造成的, 因此该位点与本研究所选择的3个生长相关的经济性状存在关联性, 两次不同的研究材料均证明了相同的结果。该结果提示后续的研究可以对此位点进行深入的研究, 搜寻与该标记位点相关联的基因, 从而克隆出影响这些性状的主效基因。

3.3  资源群体的选择

依据QTL分析的基本原理和方法, 理想的资源群体应该是亲本间遗传标记的等位基因不同, 且完全纯合, 以数量性状表型高度分化的两个品种(系)为亲本, 建立的近交群体中所有个体具有完全一致的基因型和连锁相, 由此构建的实验群体可造成遗传标记与数量性状基因位点之间最大的连锁不平衡, 且每个个体都能为统计分析提供信息。在植物的QTL定位时可以利用连续自交或近交而得到近交系, 使其基本满足以上的要求。在远交群体中, 由于基因型的不一致导致部分亲本有信息, 同一位点存在着多个等位基因, 同时遗传标记与数量性状基因位点的连锁相也随个体而异, 所有这些差别大大增加了数量性状基因位点定位的难度。在中国明对虾中, 获得和维持近交系十分困难。利用目标性状差异显著的亲虾杂交得到的F2设计进行QTL分析, 是目前较常采用的途径。
本研究建立的资源群体利用目标性状差异较大的亲虾, 采用F2家系设计, 在1个家系中利用19个微卫星标记, 检测到2个分子标记与性状存在显著或极显著的相关性。可见F2设计应用于中国明对虾的QTL分析是切实可行的。在中国明对虾中, 虽然F2群体性状会有较大的分离, 但由于标记基因型仍有较大的随意性, 且不同的家系可能具有不同的分离位点, 少数家系检测的呈分离状态的QTL可能很少, 或由于其效应较小检测不到, 因此对远交系F2设计的资源群体来说, 关键是群体在所研究的数量性状上是否存在遗传变异, 并且其变异有多大。检测出QTL的效力主要取决于潜在QTL的效应程度, 在群体中的遗传变异程度、标记密度、统计方法。应用F2设计时要检测出较多、效应不同的QTL, 需要加大资源家系的数目, 以尽可能多地包含呈分离状态的QTL; 其次是增加标记的密度及样本的数量, 以有效检测效应较小的QTL。









































参考文献：


Bai J J, Lutz-Carrillo D J, Quan Y C, et al. Taxonomic status and genetic diversity of cultured largemouth bass Micr​opterus salmoides in China[J]. Aquaculture, 2008, 278: 27−30.
Wang J M, Yue W B, Qin Z J, et al. Correlation analysis of growth traits in native sheep using microsatellite DNA markers[J]. Acta Veterinaria Et Zootechnica Sinica, 2007, 38(11): 1160−1167.王建民, 岳文斌, 秦孜娟, 等. 绵羊微卫星标记与生长性状的相关研究[J]. 畜牧兽医学报, 2007, 38(11): 1160−1167.

Zhang Y F, Zhang Y, Lu C Y, et al. Correlation analysis of microsatellite DNA markers with body weight, length and height of common carp (Cyprinus carpio L.) [J]. Hereditas, 2008, 30(5): 613−619.张义凤, 张研, 鲁翠云, 等. 鲤鱼微卫星标记与体质量、体长和体高性状的相关分析[J]. 遗传, 2008, 30(5): 613−619.
Zhao H Y, Li C T, Jia Z Y, et al. Correlation analysis of microsatellite DNA markers andmorphological traits in Germanmirror carp (Cyprinus carpio L. )[J]. Journal of Shanghai Ocean University, 2009, 18(5): 513−519.赵海燕, 李池陶, 贾智英, 等. 德国镜鲤微卫星标记与形态性状的相关分析及亲本的选育[J]. 上海海洋大学学报, 2009, 18(5): 513−519.

Liang S X, Sun X W, Bai J J, et al. Genetic analysis for cultured largemouth bass (Micropterus salmoides) in China with microsatellites[J]. Acta Hydrobiologica Sinica, 2008, 32(5): 80−86.梁素娴, 孙效文, 白俊杰, 等. 微卫星标记对中国引进加州鲈养殖群体遗传多样性的分析[J]. 水生生物学报, 2008, 32(5): 80−86. 

Yin Q, Peng J X, Cui L, et al. Molecular cloning of Litopenaeus vannamei TCP-1-eta gene and analysis on its relationship with cold tolerance[J]. Hereditas, 2011, 33(2): 168−174.殷勤, 彭金霞, 崔亮, 等. 凡纳滨对虾TCP-1-eta 基因的克隆及与耐寒性状的相关性[J]. 遗传, 2011, 33(2): 168−174.

Li J L, Tang Y K, Chen W H, et al. Association analysis of microsatellite DNA markers with body weight and body shape in GIFT[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2009, 16(6): 824−832.李建林, 唐永凯, 陈文华, 等. 吉富罗非鱼微卫星标记与体质量、体形性状相关性分析[J]. 中国水产科学, 2009, 16(6): 824−832.

Xu Y B, Zhu L H. 徐云碧, 朱立煌. 分子数量遗传学[M]．北京: 中国农业出版社, 1994: 108−110. 

Li N. Hereditas, 1997(S1): 7−10. 李宁. 动物基因组研究计划及其对动物育种的影响[J]. 遗传, 1997(S1): 7−10.

Li H X, Zhu Q, Li L, et al. The correlation analysis of microsatellite DNA markers for some production performances in chicken[J]. Hereditas, 2004, 26 (6): 854−858.李红霞, 朱庆, 李亮, 等. 黄羽肉鸡微卫星多态性与体质量的相关分析[J]. 遗传, 2004, 26 (6): 854−858.

Liu P, Meng X H, Kong J, et al. RAPD analysis of genetic markers affiliated with disease resistant trait in shrimp[J]. Journal of Fisheries of China, 2002, 263: 270−274.刘萍, 孟宪红, 孔杰, 等. 对虾抗病性状遗传标记的RAPD分析[J]. 水产学报, 2002, 263: 270−274.

Meng X H, Kong J, Liu P, et al. Screen of white-spot- syndrom-virus(WSSV)-resistance molecular markers in Fenneropenaeus chinensis[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2005, 12(1): 14−19.孟宪红, 孔杰, 刘萍, 等. 中国明对虾抗白斑综合症病毒分子标记的筛选[J]. 中国水产科学, 2005, 12(1): 14−19.

Li S H, Zhang T S, Kong J, et al. Screen of white-spot-syndrome-virus(WSSV)-resistance molecular markers and analysis of genetic diversity in Fenneropenaeus chinensis[J]. Progress in Fishery Sciences, 2009, 30(2): 54−59.李素红, 张天时, 孔杰, 等. 中国对虾抗病性状遗传标记筛选及遗传多样性分析[J]. 渔业科学进展, 2009, 30(2): 54−59.

Chen H Z, Li J, Wang Q Y, et al. Sequence-related amplified polymorphism markers related to stress resistance traits in “Huanghai No.1” Fenneropenaeus chinensis[J]. Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 18(6): 1243−1249.陈华增, 李健, 王清印, 等. “黄海1 号”中国明对虾抗逆性状SRAP标记[J]. 中国水产科学, 2011, 18(6): 1243−1249.

Liu B, Wang Q Y, Li J, et al. The analysis of mapping QTLS associated with several growth-related traits in chinese shrimp Fennero penaeus chinensis[J]. Oceanologia Et Limnologia Sinica, 2010, 41(3): 352−358.刘博, 王清印, 李健, 等. 中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)“黄海1 号”部分生长相关性状的QTL 定位分析[J]. 海洋与湖沼, 2010, 41(3): 352−358.

萨姆布鲁克J, 弗里奇E F, 曼尼阿蒂斯 T. 分子克隆实验指南[M]. 第2版. 金冬雁, 黎孟枫, 等, 译. 北京: 科学出版社, 1992: 954−962.

Liu P, Kong J, Shi T,et al. RAPD analysis of wild stock of penaeid shrimp(Penaeus chinensis)in the China’s coastal waters of Huanghai and Bohai Seas[J]. Acta Oceanologica Sinica, 2000, 22(5): 88−93.刘萍, 孔杰, 石拓, 等. 中国对虾黄、渤海沿岸地理群的RAPD分析[J]. 海洋学报, 2000, 22(5): 88−93.

Nei M. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small number of individuals[J]. Genetics, 1978, 89: 583−590.
刘萍, 孟宪红, 何玉英, 等. 中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)黄、渤海3 个野生地理群遗传多样性的微卫星DNA分析[J]. 海洋与湖沼, 2004, 35(3): 252−257.

Zhang T S, Liu P, Li J, et al. Genetic diversity of cultured populations of Fenneropenaeus chinensis shrimp using microsatellites[J]. Journal of Fisheries of China, 2005, 29(1): 6−12.张天时, 刘萍, 李健, 等. 用微卫星DNA技术对中国对虾人工选育群体遗传多样性的研究[J]. 水产学报, 2005, 29(1): 6−12.

Yin Q Q, Li D Y, Wang H Z, et al. Microsatellite marker analysis on genetic diversity in two German mirror carp ( Cyprinus carpio L. ) families[J]. Journal of Anhui Agricultural University , 2008, 35(2): 211−218殷倩茜, 李大宇, 王洪哲, 等. 微卫星分子标记对德国镜鲤两家系遗传多样性的比较分析[J]. 安徽农业大学学报, 2008, 35(2): 211−218

Zhang M, Chen M, Ji N J. Genetic structure of Japanese scallop population (Patinopecten yessoensis) and correlation of microsatellite DNA markers with growth traits[J]. Chinese Agricultural Science Bulletin, 2012, 28(20): 125−130.张曼, 陈蒙, 姬南京. 虾夷扇贝家系群体遗传结构及其微卫星标记与经济性状相关性的分析研究[J]. 中国农学通报, 2012, 28(20): 125−130.

You J J, Huang G J, Fan S G, et al. Screening of microsatellite markers from Pinctada fucata based on a family population[J].Guangdong Agricultural Sciences,2012 (13): 158−160.油九菊, 黄桂菊, 范嗣刚, 等. 合浦珠母贝微卫星标记的家系筛选[J]. 广东农业科学, 2012 (13): 158−160.

Lander E S, Botstein D. Mapping mendelian factors underlying quantitative traits using RFLP linkage map[J]. Genetics, 1989, 121: 185−199.

Lande R, Thompson R. Efficiency of marker-assisted selection in the improvement of quantitative traits[J]. Genetics, 1990, 124: 743−756.

Rodriguez M F, LaPatra S, Williams S, et al. Genetic markers associated with resistance to infectious hematopoietic necrosis in rainbow and steelhead trout (Oncorhynchus mykiss) backrcrosses[J]. Aquaculture, 2004, 241: 93−115.

Wang X P, Zhang X F, Li W S, et al. Mapping and genetic effect analysis on quantitative trait loci related to feed conversion ratio of common carp (Cyprinus carpio L.)[J]. Acta Hydrobiologica Sinica, 2012, 36 (2): 177−196.王宣朋, 张晓峰, 李文升, 等. 鲤饲料转化率性状的QTL定位及遗传效应分析[J]. 水生生物学报, 2012, 36 (2): 177−196.

Li L, Xiang J, Liu X, et al. Construction of AFLP-bases genetic linkage map for Zhikong scallop Jones et Preston and mapping of sex-linked markers[J]. Aquaculture, 2005, 245: 63−73.

Zhang T S, Liu P, Li J, et al. Preliminary study on specific microsatellites markers related to growth trait in Fenneropenaeus chinensis[J]. Marine Fisheries Research, 2006, 27(5): 201–209.张天时, 刘萍, 李健, 等. 中国对虾与生长性状相关微卫星DNA分子标记的初步研究[J]. 海洋水产研究, 2006, 27(5): 201–209.

He C B, Zhou Z C, Liu W D. Channel catfish ( Ictalurus Punctatus ) genome research[J]. Fisheries Science, 2005, 24(1): 38−40.赫崇波, 周遵春, 刘卫东. [image: image7.png]


斑点叉尾的基因组研究[J]. 水产科学, 2005, 24(1): 38−40. 

Fuji K, Kobayashi K, Hasegawa O, et al. Identification of a single major genetic locus controlling the resistance to lymphocystis disease in Japanese flounder (Paralichthys olivaceus)[J]. Aquaculture, 2005, 254: 203−210; 

Fan J J, Bai J J, Li X H, et al. Identification of microsatellite markers associated with growth traits in largemouth bass (Micropterus salmoides L.)[J]. Hereditas, 2009, 31(5): 515−522.樊佳佳, 白俊杰, 李小慧, 等. 大口黑鲈生长性状的微卫星DNA标记筛选[J]. 遗传, 2009, 31(5): 515−522.
Screening of microsatellite DNA markers associated with growth traits in a single Fenneropenaeus chinensis family
DONG Shirui1, LUAN Sheng2, KONG Jie2
1. Tianjin Key Laboratory of Food Biotechnology; College of Biotechnology and Food Science, Tianjin University of Commerce, Tianjin 300134, China;
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Abstract: Microsatellite DNA markers are increasingly being used to improve selective breeding programs. Currently, there is a need for molecular markers associated with traits for marker assisted selection in shrimp breeding programs. We analyzed the association between microsatellite DNA markers and body length, total body height, and body weight in an F2 family of Chinese shrimp (Fenneropenaeus chinensis) that were mated by artificial insemination. Eighty individuals from the F2 family were chosen for the normal distribution test. Nineteen microsatellite primer pairs were obtained to amplify the total DNA and genotype each locus. We calculated the mean number of alleles, mean expected heterozygosity, mean polymorphic information content. Genotypic differences of these microsatellites loci between the maximal high group and minimal low group were analyzed using SPSS11.5 software. One-way ANOVA was conducted to test the association between the individual marker alleles and the three economic traits. The body length, total body height, and body weight were normally distributed(P>0.05). The mean number of alleles, mean expected heterozygosity, and mean polymorphic information content were 2.470, 0.533 and 0.442, respectively. The microsatellite loci RS0683 and FC019 were significantly associated with body weight, body length, and total body height (P<0.05 or P<0.01). The most favorable genotypes for growth traits at the microsatellite locus RS0683 was AA (P<0.01) and the most unfavorable at locus FC019 was AA (P<0.05). We speculate that the genotype AA was positively associated with the three economic traits at locus RS0683 and the genotype AA was negatively associated with the traits at locus FC019. Our results suggest that selective genotyping integrates the advantages of BSA and marker-based analysis to improve our ability to detect an association between quantitative trait locus and markers. Two of the microsatellite loci had a significant effect on the three economic traits. Identification of a large number of DNA markers linked to QTL controlling the resistance to WSSV will contribute to the application of DNA marker-assisted selection during breeding of Chinese shrimp for intensive culture.
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