中国水产科学  2014年9月, 21(5): 1020(1028
Journal of Fishery Sciences of China  

研究论文
1026
中国水产科学
第21卷

第5期
陈维等: 西北太平洋大弹涂鱼群体遗传结构的AFLP分析
1027

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2014.01020

西北太平洋大弹涂鱼群体遗传结构的AFLP分析

陈维, 洪万树, 陈仕玺, 王琼, 张其永

厦门大学 海洋与地球学院, 福建 厦门361005

摘要: 应用AFLP标记分析了西北太平洋沿岸大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)的遗传多样性和群体结构。利用6对选择性引物对采自日本、韩国、越南及中国广西、广东、福建、台湾和浙江8个群体的126尾大弹涂鱼进行扩增。在15~500 bp之间得到186条条带, 其中多态性片段160条, 多态性比例为86.02%, 每对引物组合扩增片段为25~36条, 每对引物组合多态位点检出率为52.0%~96.42%。各群体的多态性位点比例在27.96%~57.53%之间, 其中韩国群体的多态性位点比例最高, 广东群体的多态性位点比例最低。各群体间Nei’s遗传距离为0.038~0.151, 遗传距离较大。各群体间遗传分化指数Fst值为0.175~0.459, 均检测到显著的遗传分化(P=0.000)。基于遗传距离矩阵构建的NJ系统树显示, 大弹涂鱼的8个群体被分为了两支, 其中日本、韩国及台湾群体聚为岛屿支系, 浙江、福建、广东、广西和越南群体聚为大陆支系。AMOVA分析显示, 大部分的变异组分来自于各群体内个体间, 且组群间、群体间及群体内均存在明显的遗传分化。群体间遗传分化系数Gst为0.385 7, 群体间的基因流Nm为0.796 4, 群体间基因交流弱于其他多数鱼类。
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大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)隶属于鲈形目(Perciformes), 虾虎鱼亚目(Gobioidei), 虾虎鱼科(Gobiidae), 背眼虾虎鱼亚科(Oxuderc​inae), 大弹涂鱼属。大弹涂鱼为广温广盐性两栖鱼类, 喜栖息于港湾和河口潮间带淤泥滩涂, 有钻洞栖息的习性, 分布于西北太平洋沿岸的日本、韩国、中国、越南和马来西亚, 中国产于江苏、浙江、福建、台湾、广东和广西等省沿海滩涂, 是东南沿海地区的名特优养殖鱼种。关于大弹涂鱼的性腺和早期发育、生殖生理生态、年龄生长和生殖力、胚胎和成鱼耗氧率、食性和消化酶活性、人工繁育和养殖技术等方面已有研究报道[1]。近几十年来, 由于过度捕捞、环境污染和自然栖息地的破坏, 大弹涂鱼资源锐减, 群体变小, 这势必影响到大弹涂鱼的群体遗传结构。为了评估现存大弹涂鱼遗传多样性水平, 有学者利用同工酶、RAPD及线粒体测序对大弹涂鱼的遗传多样性进行了研究[2−6], 但采样的区域性较窄, 分析的地理群体偏少, 研究结果未能整体反映出西北太平洋沿岸大弹涂鱼地理群体的遗传特异性。一般认为大弹涂鱼的起源地是马来西亚[7], 但其群体是如何扩散并形成现有的地理格局的, 迄今未见文献报道。
AFLP技术是基于全基因组DNA进行的扩增片段长度多态性检测, 是遗传多样性分析、高密度遗传图谱构建、遗传育种操作效应监测、种质鉴定、基因定位及分离、系统分类和进化, 以及甲基化研究等的理想标记[8], 已被广泛应用于那些无法通过形态特征加以区别的家系, 或近缘物种系统发生关系的研究中, 同时AFLP也是研究海洋生物遗传多样性以及群体遗传学的重要方法之一[9−17]。


本研究采集了分布于西北太平洋沿岸的8个大弹涂鱼地理群体, 应用AFLP技术分析了这些群体的遗传结构, 以了解西北太平洋沿岸大弹涂鱼地理群体的遗传特异性和群体历史, 并为大弹涂鱼的资源保护和杂交育种提供科学依据。

1  材料与方法

1.1  样品采集

2008—2010年共采集了西北太平洋沿岸8个地理群体的大弹涂鱼样品, 分别取自日本长崎、韩国木浦, 中国的浙江、福建、广东、广西和台湾以及越南海防, 基本覆盖大弹涂鱼在西北太平洋沿岸的主要分布范围(表1)。新鲜样品运回实验室或在取样地点取背部肌肉, 于100%酒精固定。
1.2  基因组DNA的提取

采用《分子克隆实验指南》的酚/氯仿抽提方法[18]提取基因组总DNA。制备0.8%的琼脂糖电泳胶, 取样品4 μL进行电泳检测; 用微量紫外分析仪测定样品浓度及纯度, 选取OD260/OD280值在1.8~2.0的样品DNA; 采用琼脂糖凝胶电泳结果显示基因组DNA 主带清晰的样品, 然后将DNA样品用离子水稀释到约20 ng/μL, 保存于−20℃冰箱。
表1  大弹涂鱼样品信息

Tab. 1  Sampling information of Boleophthalmus pectinirostris
	采样点

sampling site
	简称

abbreviation
	采样时间

sampling time
	样品数

sample number
	纬度

latitude
	经度

longitude

	木浦(韩国)
 Mokpo, Korea
	KR
	2008.5
	18
	34.81°N
	126.39°E

	长崎(日本)
  Nagasaki, Japan
	JP
	2009.7
	18
	32.74°N
	129.87°E

	浙江 舟山

Zhoushan, China
	ZJ
	2010.1
	18
	29.99°N
	122.21°E

	福建 霞浦

Xiapu, China
	FJ
	2008.4
	12
	26.94°N
	126.11°E

	台湾 台南
Tainan, China
	TW
	2008.9
	18
	23.14°N
	120.25°E

	广东 珠海

Zhuhai, China
	GD
	2010.1
	12
	22.27°N
	113.58°E

	广西 北海

Beihai, China
	GX
	2008.4
	18
	21.48°N
	109.12°E

	海防(越南)
Haiphong, Vietnam
	VN
	2009.3
	12
	20.86°N
	106.68°E


1.3  AFLP分析

参照Vos等[19]的方法构建AFLP图谱。所用接头和引物见表2。

1.3.1  双酶切  取基因组DNA样品200 ng, EcoR I(10 U/μL)0.5 μL, MseI(10 U/μL)0.5 μL, Rxbu​ffer(反应缓冲液)2 μL, 再加超纯水至反应体积20 μL。于恒温水浴中37℃下反应6 h, 取出后于65℃下放置20 min, 使酶失活。冰上放置30 min。产物取4 μL, 用0.7%琼脂糖凝胶电泳检测, 结果显示原基因组DNA主带消失, 电泳条带呈弥散状, 表明基因组DNA酶切完全, 可用于连接反应。

1.3.2  连接  于双酶切产物中直接加入E接头1 μL, M接头5 μL, T4 buffer 3 μL, T4连接酶(350 U/μL) 1 μL, 16℃下连接过夜。

1.3.3  预扩增  预扩增选用带有1个选择性碱基的引物: Pre-EcoR I和Pre-MseI。总反应体系为40 μL, 包含连接产物8 μL、0.8 μL EcoR I 引物、0.8 μL MseI 引物、0.25 μL ExTag酶(5 U/μL)、2.9 μL Mg2+ (25 mmol/L)、4 μL Ex buffer、3.2 μL dNTP(10 mmol/L), 加入超纯水补足至20 μL。预扩增反应程序: 94℃
表 2  AFLP实验中所用的接头和引物

Tab. 2  Adaptor and primer sequences used in AFLP analysis

	引物 primer
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)

	接头 adapter
	

	EcoR I-adapter-A
	CTCGTAGACTGCGTACC

	EcoR I-adapter-B
	AATTGGTACGCAGTCTAC

	MseI-adapter-A
	GACGATGAGTCCTGAG

	MseI-adapter-B
	TACTCAGGACTCAT

	预扩增引物
pre-amplification primer
	

	Pre-EcoR I
	GACTGCGTACCAATTC

	Pre-MseI
	GATGAGTCCTGAGTAA

	选择性扩增引物
selective amplification primer
	

	E1
	GACTGCGTACCAATTCAAC

	E2
	GACTGCGTACCAATTCAGC

	E3
	GACTGCGTACCAATTCACG

	E4
	GACTGCGTACCAATTCATG

	E5
	GACTGCGTACCAATTCACT

	E6
	GACTGCGTACCAATTCAGG

	M1
	GATGAGTCCTGAGTAACAC

	M2
	GATGAGTCCTGAGTAACTG

	M3
	GATGAGTCCTGAGTAACCA

	M4
	GATGAGTCCTGAGTAACGA

	M5
	GATGAGTCCTGAGTAACAT

	M6
	GATGAGTCCTGAGTAACTT


预变性3 min; 94℃变性30 s, 56℃退火30 s, 72℃延伸1 min, 进行25个循环; 最后72℃延伸5 min。扩增产物取4 μL于0.7%的琼脂糖电泳中检测, 后于−20℃中保存。

1.3.4  选择性扩增  选择性扩增使用带有3个选择性碱基的引物。将预扩增产物稀释10倍作为模板。总反应体系为20 μL, 包含稀释后模板2 μL、0.5 μL EcoR I引物、0.5 μL MseI引物、0.2 μL Ex Tag酶(5 U/μL)、1.2 μL Mg2+(25 mmol/L)、0.4 μL 2×Ex buffer、3.2 μL dNTP(10 mmol/L each), 加入超纯水补足至20 μL。引物两两组合, 共组合成36对引物。选择性扩增反应程序: 94℃预变性1 min; 94℃变性30 s, 65℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 进行13个循环, 每个循环的退火温度逐次降0.7℃; 94℃变性30 s, 56℃退火30 s, 72℃延伸1 min, 进行30个循环; 最后72℃延伸10 min。

1.3.5  毛细管电泳测序  选择性扩增产物用QIA​x​cel DNA High Resolution Kit毛细管电泳仪进行测序, 采用15~500 bp marker, OM 800模式进行测试。

1.4  数据分析

对毛细管测序后的图谱进行分析, 其中在同一片段长度上有条带的记录为“1”, 无条带的记录为“0”, 将记录下来的条带原始数据转化为矩阵。

使用GenALEx 软件[20]计算Nei’s遗传距离。采用POPGENE软件[21](version 1.32)进行遗传参数分析, 分别计算多态位点比例(P, %)、观测等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、Nei’s(1973)基因多样性指数(H)[22]、Shannon’s(1949)信息指数(I)[23]、群体总基因多样性(Ht)、群体内基因多样性(Hs)、群体间的遗传分化系数(Fst)。根据Nei’s遗传距离, 利用MEGA 4.0软件[24]构建NJ系统树。采用Arlequin 3.0软件[25], 进行 AMOVA 分析, 并计算群体间 Fst值, 在AMOVA分析中, 除了将所有群体合并为一个组群进行分析外, 还根据NJ树所得出的结论, 构建两个相应的组群进行分析。

2  结果与分析

2.1  AFLP扩增结果及遗传多样性

从36对选择性扩增引物中, 选取条带清晰、条带数在25~40的6对引物组合(E2M2, E2M3、E4M3、E4M6、E5M1和 E6M6), 对8个群体126尾大弹涂鱼进行分析。在15~500 bp之间得到186个条带, 其中多态性片段160条, 多态性比例为86.02%。每组引物扩增的条带数在25~36条, 引物组合E4M6的多态性比例最高, 为96.42%; E5M1的多态性比例最低, 为52%; 其余引物组合的多态性比例均在82%以上。

各群体扩增的条带数在158~179, 其中韩国群体得到的扩增条带最多, 为179条; 福建群体最少, 为158条。8个群体的多态性条带以韩国群体最多, 为107条; 广东群体最少, 仅为52条; 其余群体均在81~59条。韩国群体的多态性位点比例最高, 为57.53%; 广东群体的多态性位点比例最低, 为27.96%, 其余群体的多态性位点比例在31.72%~45.70%。其中在广西群体和韩国群体分别发现4条和2条特异性条带。平均杂合度的变化趋势与多态性位点比例相同(表3)。
2.2  群体遗传结构

Nei’s遗传距离比较结果显示, 群体间的遗传距离较大(表4), 在0.038~0.151。基于群体间Nei’s遗传距离矩阵构建的NJ系统树显示, 大弹涂鱼的8个群体被分为两支, 日本、韩国及台湾的群体聚为一支, 越南、广西、广东、福建和浙江群体聚为一支(图1), 分别将其称为岛屿支系和大陆支系。在大陆支系中, 广东、浙江、福建等中国群体又先聚为一支。从遗传距离来看, 这3个群体的遗传距离较近。群体间遗传分化指数Fst值统计检测到显著的遗传结构(P=0, 表4), Fst值在0.175 07~0.459 41, 其中日本与大陆支系的所有

群体间均有0.4以上的Fst差异。

在AMOVA分析中(表5), 将所有的群体归为一个组群分析表明, 大弹涂鱼群体内部的变异(66.56%)大于群体之间的变异(33.44%), 各群体间存在显著遗传分化(Fst=0.33, P=0); 从NJ树所
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图1  基于大弹涂鱼群体间遗传距离构建的 NJ 树

Fig. 1  NJ tree based on genetic distance among populations of Boleophthalmus pectinirostris
表3  各群体的多态位点分析

Tab. 3  Analysis of polymorphic loci of Boleophthalmus pectinirostris popalations
	群体

population
	条带数

number of bands
	多态性位点数

polymorphic loci
	多态性位点比例/%
proportion of polymorphic loci, P
	特有条带数

private band
	出现率小于25%的条带数

less common alleles (≤25%)
	出现率小于50%的条带数

less common alleles (≤50%)
	平均杂合度

mean heterozygosity

	VN
	160
	65
	34.95
	0
	0
	3
	0.135±0.015

	GX
	174
	69
	37.10
	4
	1
	9
	0.121±0.013

	GD
	162
	52
	27.96
	0
	0
	3
	0.101±0.013

	TW
	163
	85
	45.70
	0
	1
	5
	0.172±0.015

	FJ
	158
	59
	31.72
	0
	0
	2
	0.114±0.013

	ZJ
	171
	81
	43.55
	0
	1
	7
	0.162±0.015

	JP
	157
	77
	41.40
	0
	2
	5
	0.158±0.015

	KR
	179
	107
	57.53
	2
	1
	11
	0.202±0.015


表4  群体间的Fst值(对角线上)及群体间遗传距离(对角线下)
Tab. 4  Pairwise Fst (above diagonal) and Pairwise Nei’s genetic distances (below diagonal) among populations
	群体population
	VN
	GX
	GD
	TW
	FJ
	ZJ
	JP
	KR

	VN
	
	0.38090
	0.36020
	0.34125
	0.38090
	0.26779
	0.41647
	0.25096

	GX
	0.106
	
	0.26401
	0.38471
	0.39327
	0.17507
	0.43169
	0.30804

	GD
	0.090
	0.106
	
	0.41129
	0.45771
	0.17746
	0.45941
	0.18628

	TW
	0.111
	0.151
	0.130
	
	0.43537
	0.36427
	0.22165
	0.29337

	FJ
	0.097
	0.101
	0.057
	0.115
	
	0.33213
	0.44952
	0.31514

	ZJ
	0.068
	0.080
	0.038
	0.115
	0.039
	
	0.42101
	0.25729

	JP
	0.133
	0.150
	0.136
	0.065
	0.125
	0.130
	
	0.22935

	KR
	0.085
	0.108
	0.099
	0.060
	0.087
	0.081
	0.074
	


注: 表中Fst的P值均为0, 表现为显著遗传分化.

Note: P values for all the Fst are 0, which means significant genetic divergence.
表5  大弹涂鱼群体的分子变异分析(AMOVA)

Tab. 5  Analysis of molecular variance (AMOVA) of Boleophthalmus pectinirostris

	变异来源

source of variation
	自由度

df
	平方和

sum of squares
	变异组分

variance component
	变异百分比/%

percentage of variation
	固定指数

fixation index
	P

	一个组群 one group
	
	
	
	
	
	

	群体间 among populations
	7
	767.413
	6.20631
	33.44
	
	

	群体内 within populations
	118
	1458
	12.35593
	66.56
	Fst=0.33
	0

	两个组群 two groups
	
	
	
	
	
	

	组群间 among groups
	1
	277.371
	3.08303
	15.48
	Fct=0.15
	<0.01

	组群内群体间

among populations within groups
	6
	490.042
	4.47211
	22.46
	Fsc=0.27
	0

	群体内 within populations
	118
	1458
	12.35593
	62.06
	Fst=0.38
	0


注: Fct为组群间遗传分化指数; Fsc为组群内群体间遗传分化指数; Fst为群体间遗传分化指数.
Note: Fct denotes fixation index among groups; Fsc denotes fixation index among populations within groups; Fst denotes fixation index within populations.
划分的两个组群分析表明, 15.48%的变异组分来自2个组群之间, 两组群间存在非常明显的遗传分化(Fct=0.15, P<0.01), 22.46%的变异组分来自组群内群体间(Fsc=0.27, P=0), 而各个群体内个体间的变异为62.06%(Fst=0.38, P=0), 遗传分化指数均非常高, 遗传分化显著。

2.3  群体遗传分化

8个大弹涂鱼地理群体的有效等位基因数在1.141 8到1.296 3之间(表6)。Nei’s基因多样性指数H在0.086 2到0.177 7之间, 其中韩国群体的基因多样性最高, 表明其遗传变异最大, 台湾群体次之, 广东群体最低。Shannon’s 信息指数I反映的是不同群体之间的基因变异程度, 其值越大, 表明群体内的变异越大。8个地理群体的Shannon’s 信息指数I值在0.272 0~0.132 8, 整体趋势与H值相同。8个群体间总遗传杂合度Ht为0.1928±0.0282, 群体内遗传分化指数Hs为0.1185±0.0108, 群体间遗传分化系数Gst为0.385 7, 表明总的变异中38.57%的变异存在于不同群体间。大弹涂鱼群体间的基因流Nm小于1, 仅为0.796 4, 表明群体间基因交流不足。
3  讨论

3.1  群体遗传多样性分析

AFLP指纹分析中, 多态片段比例可用于判断物种群体遗传多样性水平[26]。对比近年来利用AFLP技术对海洋鱼类遗传多样性的研究结果[27−32], 发现本研究中大弹涂鱼群体遗传多样性整体呈现出中等偏低水平, 各群体遗传多样性差别较大。先前对于大弹涂鱼遗传多样性的研究也表明, 不
表6  大弹涂鱼各群体遗传多样性参数

Tab. 6  Parameters of genetic diversity for populations of Boleophthalmus pectinirostris
	群体population
	样品数sample size
	Na
	Ne
	H
	I

	VN
	12
	1.3495
	1.2156
	0.1249
	0.1863

	GX
	18
	1.3710
	1.1814
	0.1105
	0.1707

	GD
	12
	1.2796
	1.1418
	0.0862
	0.1328

	TW
	18
	1.4570
	1.2479
	0.1471
	0.2236

	FJ
	12
	1.3172
	1.1683
	0.1026
	0.1571

	ZJ
	18
	1.4355
	1.1999
	0.1227
	0.1915

	JP
	18
	1.4140
	1.2310
	0.1360
	0.2056

	KR
	18
	1.5753
	1.2963
	0.1777
	0.272


注: Na为观测等位基因数; Ne为有效等位基因数; H为Nei’s基因多样性; I为Shannon’s 信息指数.
Note: Na denotes observed number of alleles; Ne denotes effective number of alleles; H denotes Nei’s gene diversity; I denotes Shannon's Information index.

同地理种群的大弹涂鱼遗传多样性相差较大。金春华等[2]采用同工酶及RAPD研究了浙江宁海三门湾大弹涂鱼自然群体的遗传多样性, 结果表明该区域大弹涂鱼的遗传多样性水平比较低, 应加强大弹涂鱼种质资源的保护。刘至治等[4]采用RAPD技术及cyt b序列, 分析了长江口及其南部邻近地区大弹涂鱼群体遗传结构及群体历史, 认为这一区域的大弹涂鱼遗传多样性水平很丰富。Kanemori等[3]通过线粒体控制区测序分析了大弹涂鱼日本6个群体、韩国1个群体和中国浙江群体的遗传多样性, 认为日本和韩国群体的大弹涂鱼遗传多样性低于浙江群体, 处于一个中等水平。杨帆等[6]采用线粒体COI序列对中国东南沿海广东汕头、福建东山、福建云霄、福建泉州、福建霞浦和上海崇明等6个大弹涂鱼群体的种内遗传学进行分析, 表明所研究的地区大弹涂鱼群体虽然表现出较为丰富的单倍型多样性, 但核苷酸多样性低, 仍需要对其资源进行相应的恢复和保护。
关于大弹涂鱼遗传多样性水平的高低, 从目前已有的研究报道看, 还存在不同的观点, 采用同工酶、RAPD及AFLP方法所得出的群体遗传多样性水平比线粒体基因测序所得出的低。这种差异可能是由于不同分子标记的进化速率及多态位点信息存在差异[33−34], 还可能与所研究群体的地理距离有关。RAPD和AFLP是基于全基因组DNA水平上所进行的检测, 而线粒体基因测序则是基于线粒体DNA水平所做的检测, 线粒体DNA的进化比核基因快得多, 可能会因此高估了群体的遗传多样性。此外, 线粒体DNA为母系遗传, 鱼类性别的差异也会导致其所得出的结论与其他分子标记有所差异[35−36] 。
3.2  群体遗传结构分析

从遗传分化指数Fst以及基因流Nm可看出, 西北太平洋大弹涂鱼各群体两两间基因交流较低, 存在显著的遗传分化。这种现象在其他海洋游泳鱼类中不多见, 由于海洋中几乎没有明显的扩散屏障, 加之自身较高的扩散能力, 使得多数海洋游泳鱼类在极其广阔的空间范围内仍出现较低的遗传分化, 群体间不存在显著的遗传结构[37−39]。大弹涂鱼为洞穴滩涂鱼类, 生殖季节雌雄配对在洞穴的产卵室内交配产卵, 受精卵靠黏着丝附在产卵室的顶部和周壁, 孵化后的仔稚鱼营漂浮生活, 变态为幼鱼后便附着在滩涂表面营底栖生活[40]。因此相对于游泳鱼类来说, 大弹涂鱼活动范围十分的狭小, 仅限在河口港湾潮间带淤泥滩涂及红树林区, 没有产卵洄游的习性, 虽然其仔稚鱼也会随海流扩散, 但总体上扩散能力很差。大弹涂鱼这种独特的生活史特征对其种群遗传结构产生了显著的影响, 即生物本身的生活史特征对其现存的种群分布格局起到了决定作用。

杨帆等[6]采用线粒体COI测序发现, 中国东南沿海大弹涂鱼的6个不同地理种群之间有共享单倍型, 地理种群间与地理种群内的遗传距离重叠, 各地理种群之间的基因流较频繁, 该研究结果与本研究结果有差异。原因可能在于大弹涂鱼样品采集地点的地理距离不一样, 杨帆等研究的不同大弹涂鱼群体样品的采集地距离比较近, 地理隔离格局所形成的时间还不够长[6], 而且所采集的海区范围受到闽浙沿岸流的影响, 这为不同大弹涂鱼群体间的幼体迁移提供了条件; 而本研究样品采集的范围广, 地理距离比较远, 地理隔离格局形成的时间长, 因此导致群体间的基因交流比较弱。再者, 不同的分析方法对于研究结果也有一定的影响, 如研究长江口及邻近地区的大弹涂鱼群体遗传结构时, 采用RAPD方法显示出群体间表现出明显的遗传分化, 而采用cyt b序列分析则显示群体间未出现明显的遗传分化[4]。韩志强等[41]采用AFLP、RAPD和线粒体cyt b片段序列分析技术研究了半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)群体遗传变异, 比较了这3种分子标记所获得的半滑舌鳎群体间遗传差异和群体间遗传距离的结果, 发现AFLP标记对群体间遗传差异的检测最为灵敏, 是一种理想的分子标记, 而RAPD标记的灵敏度次之, cyt b序列分析的灵敏度最低。造成这种现象的原因可能是由于cyt b基因序列方法是对这单一基因位点的分析, 而RAPD及AFLP标记是对整个基因组多个基因位点遗传变异信息的扫描, 从而导致了这两种标记对群体间的遗传差异反应较cyt b基因灵敏。而同样存在于线粒体中的蛋白质编码基因COI虽然常用于种一级的识别鉴定, 但在地理种群水平的识别则比较困难[6]。 

本研究根据群体间遗传距离所构建的系统树及AMOVA分析, 将西北太平洋的大弹涂鱼群体分为岛屿支系和大陆支系两个分支。这两个支系具有非常明显的地理结构。岛屿支系所包含的3个群体, 即台湾、日本和韩国群体, 在地理上属于岛屿或半岛, 与大陆支系的5个群体没有陆地的衔接。大陆支系的5个群体均分布于中国及越南大陆沿岸, 具有空间上的连续性。而且在大陆支系中, 地理距离相距较近的广东、福建和浙江群体先聚成了一个小分支。Kanemori等[3]通过对线粒体控制区的部分测序, 发现日本和韩国群体的大弹涂鱼与中国浙江群体的大弹涂鱼属于不同的分支, 认为这是由于地理隔离所造成的遗传分化, 该观点与本研究结果相似。一般认为大弹涂鱼的起源地是马来西亚[7]。根据本研究所得出的两大分支, 可以推测大弹涂鱼沿着2条路线扩散, 一条是从马来西亚西部沿岸→中南半岛东北部→中国大陆(即大陆支系), 另一条是从马来西亚东部沿岸→菲律宾→台湾岛→日本和韩国(即岛屿支系)。从地理角度看, 大陆沿岸生境是连续性, 大弹涂鱼一路向北扩散是可能的。台湾群体虽在历史冰期时与大陆相连, 但随着冰后期海平面上升, 台湾海峡恢复, 台湾大弹涂鱼与大陆发生隔离, 而该物种定居性行为决定了它不可能跨越台湾海峡。但向北黑潮暖流则可能促使台湾大弹涂鱼的卵和仔稚鱼向北扩散到日本和韩国沿岸, 发生基因交流, 导致它们在系统地理格局上聚为一个支系。
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AFLP analysis of genetic structure of Boleophthalmus pectinirostris populations from the coastal waters of Northwest Pacific

CHEN Wei, HONG Wanshu, CHEN Shixi, WANG Qiong, ZHANG Qiyong

College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China
Abstract: The mudskipper(Boleophthalmus pectinirostris) is an amphibious fish, adapting to a wide range of temperature and salinity. It inhabits the mudflats of intertidal zone and the mangrove forests in China, Korea, Japan, Vietnam and Malaysia. In China, it is mainly found in coastal mudflats of Zhejiang, Fujian, Taiwan, Guangdong and Guangxi provinces. Due to its economic importance, this species is widely cultured in southeast China. In the past 30 years, its natural resource has decreased gradually due to overfishing, loss and fragmentation of its natural habitats and environmental pollution. Genetic diversity of this species has been previously studied, but the samples were only obtained from a certain range of its habitats. In this study, amplified fragment length polymorphism(AFLP) markers were used to analyze the genetic diversity of 8 B. pectinirostris populations from the coastal waters of Northwest Pacific, in an attempt to illustrate its phylogeographic patterns and genetic structure. The findings of this study will provide insights into the future fishery management and conservation for B. pectinirostris. Instead of the traditional method polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), QIAxcel DNA High Resolution Kit Gel Cartridges was used to perform the AFLP analysis. Among the 126 individuals from the 8 populations in Japan, Korea, Vietnam and Guangxi, Guangdong, Fujian, Taiwan, and Zhejiang provinces of China, 186 loci between 15 bp and 500 bp were detected using 6 selective amplification primers(E-AGC/M-CTG, E-AGC/M-CCA, E-ATG/M-CCA, E-ATG/M-CTT, E-ACT/M-CAC, E-AGG/M-CTT), and 160 of which were polymorphic (86.02%). The amplified bands ranged from 25 to 36 for each primer combination. On the other hand, the detecting rates of each primer varied from 52.0% to 96.42%, with E-ACT/M-CAC showing the lowest detecting rate of 52.0% while other primers were all above 82%. The proportion of polymorphic loci from 8 populations varied from 27.96% to 57.53%, with the highest one for Korea population and the lowest one for Guangdong(China) population. The polymorphic loci proportion of B. pectinirostris were much lower than those of other fish species. Overfishing, habitats loss and environmental pollution may be the reasons for the low genetic diversity of B. pectinirostris. Nei’s distances between populations were from 0.038 to 0.151. The highest genetic distance was observed between Taiwan and Guangxi populations while the lowest was observed between Zhejiang and Guangdong populations. The pairwise comparisons of Fst ranged from 0.175 to 0.459, all of which were statistically significant(P=0). NJ tree constructed on the base of genetic distances between populations showed that the 8 populations were divided into two groups (A and B). Group A included Japan, Korea and Taiwan populations while Group B included the populations from Zhejiang, Fujian, Guangdong, Guangxi Provinces and Vietnam. The analysis of molecular variance showed that 15.48% of the total genetic variance was contributed by the among groups variation (Fct=0.15, P<0.01), 62.06% within populations variation (Fst=0.38, P=0) and 22.46% among populations within groups variation (Fsc=0.27, P=0). Coefficient of population differentiations (Fst) was 0.385 7 and the geneflow (Nm) from Gst was 0.796 4, which were comparatively lower than those of most other fish species. Also, strong genetic divergence between the populations of B. pectinirostris was found based on the pairwise comparisons of Fst and Nm. In comparison with the other marine migration fish, B. pectinirostris live in burrows on the mudflats of intertidal zone and do not have the feeding and spawning migration habits in their life cycle. Accordingly, their dispersal ability is very poor, leading to genetic differentiation between their populations. Since Japan, Korea and Taiwan are islands or peninsula, the habitats of B. pectinirostris populations in these locations are geographically different from those of the continental populations. Hence, genetic exchanges among them are very difficult to realize.
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