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以粒線體去氧核醋核酸之限制酪切割圖譜鑑別台灣養殖之吳郭魚

摘要

利用 10 種限制酪切割 5 種台灣養殖之吳郭魚 (尼羅吳郭魚、歐利亞吳郭魚、賀諾奴吳

郭魚、莫三比克吳郭魚及一般紅色吳郭魚) 及其雜交種之粒線體去氯核醋核酸進行試驗 ,
結

果發現 Bgl IT 、 Hindm 、 Pst I 、 Ace I 及 Ava I 等 5 種限制醋切割所得之圖譜 ,
具有種之

變異性
,
因此

,
可作為品種判別之用。其中 ,

尤其以 Ace I 及 Ava I 切割所得之圓譜
,
在

各品種間均皆不同
,
因此

,
更適合作為各品種之判別圖譜。雜交種之 mtDNA 切割圖譜均與

親代雌魚相同
,
顯示為母系遺傳

,
同時

,
由於紅色吳郭魚與尼羅吳郭魚之 mt DNA 之圖譜

相間
,
此項可為紅色吳郭魚係出自尼羅吳郭魚之雜交後代做佐證。由上述 5 種具有認識 6

鹼基對限制醋的 -base pair recognized restriction enzyme) 分析估算長度約為 17140 鹼基的

台灣養殖之吳郭魚粒線體去氧核醋核酸
,
估算其核苦酸分歧度約為 0.234

'
鹼基對替代率約

為 0.246
'
但種內差異極低

,
此即顯示台灣養殖之吳郭魚顯著存在引進外來種之瓶頸效應。

綜上
,
本研究之結果除可作為台灣重要養殖種之吳郭魚之品種鑑別外

,
並可供作品種保存及

雜交種之重要參考資料以及品種遺傳標識之用 o

開鐘詞 : 吳郭魚
,
紅色吳郭魚

,
粒線體去氧核醋核酸

,
限制醋

,
台灣

在台灣
, 吳郭魚為引進的魚種 , 因此 , 品種之保存關係

到未來養殖的雜交應用
, 而紅色吳郭魚為一亟待判別的

吳郭魚品系。糖、之,
探討吳郭魚的來源

, 並進行探討其

品系的基礎資料及研究確立判別方法
, 為吳郭魚養殖上

極為重要的課題。

形質分析是藉由總耙 ' 側線鱗片數
, 體高等之比

較
,
用來判別品種之不同

,
然而

,
形質很容易受外界

環境的影響
,
隨時會改變

, 故其結果常受質疑
(11.
酵

素電泳分析 (Allozyme) 的結果較能說明品種之差

異
,
也可用來區分吳郭魚品系 (2-41 , 但酵素電泳分析

探討的是基因產物之變異
,
並經由族群基因頻率

(Allele frequency) 統計之結果說明其差異性 ,
與基因

座 (Locus) 多型性個數有關 , 這些基因座叉經常分布

在魚類不同組織中
,
因此

,
在取樣或讓標本魚之活存

上均較困難。而經特殊生化性狀標識之魚生存於其他

不同性狀魚種之環境中
, 其性狀只能維持一世代

(5)
。

DNA (粒線體去氧核醋核酸 ) 之限制晦mt

蔡添財 , 陳榮華 , 余廷墓 , 廖一久 (1997) 以粒線體去氧核酪核酸

之限制鴨切割圖譜鑑別台灣養殖之吳郭魚.水產研究,5(1): 1-10

(Restriction endonuclease) 切割圖譜能深入瞭解影響

族群的遺傳結構
,
因此

, 在相近的品系或相關的品種

間
, mt DNA 分析較酵素電泳分析真有較顯著的差異

性
,
這是因為 mtDNA 探討的是核酸水準之變異

,
分

析是以個體為基本單位
,
而且具有遺傳性

, 可穩定的

維持很多世代。同時 , mt DNA 之演化較之細胞核

DNA (Nuclear DNA) 更為快速 5-10 倍以上 16) ,
在有

性生殖時沒有核酸重組 (Recombi nation) 情形
(71 ,

且

為母系遺傳 (Maternal inheritance)( 叫
9) ,
因此 , 只要

具有相同的基因型
, 均可視為相同之母系種源。 mt

DNA 不但在脊椎動物間具有變異性 , 在魚類品種問

亦具有很大之變異
, 近年來 , mt DNA 之變異性研究

已有很多應用於魚類族群判別
, 對資源管理非常有

用 , 亦可作為品種之判別及遺傳標識
(5,1 日 -12)

。

本報告主要探討台灣重要的養殖種吳郭魚
,
如尼羅

吳郭魚、歐利亞吳郭魚、賀諾奴吳郭魚、莫三比克吳

郭舟、及紅色吳郭魚等及其雜交種之mtDNA 限制晦切

割圖譜之變異性及其應用於品種判別之能力
(Ability) 0
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材料與方法

一、偽就有之褒揚亨

試驗用魚為保存在台灣省水產試驗所鹿港分所之

尼羅吳郭魚 Oreochromis niloticus (以下以 N 代表

之卜歐利亞吳郭魚 O. au 悶 us (以下以 A 代表之卜賀

諾奴吳郭魚 O. hornorum (以下以 H 代表之卜莫三比

克吳郭魚 O. mos 日mbicus (以下以 M 代表之 ) , 及其

雜交種如 : 尼羅吳郭魚×歐利亞吳郭魚 (N )

莫三比克吳郭魚×尼羅吳郭魚 (M X N), 尼羅吳郭

魚×莫三比克吳郭魚 (N x M) 及一般紅色吳郭魚

(Red hybrid tilapia) 等 , 試驗魚出生後昀飼養於室外

3.0 X 5.0 X 0.6 m 及 3.0 X 5.0 X 1.2 m 7]<. 泥池中 o

/
、

二、拉頹唐 DNA 乏胎教

本試驗抽取粒線體 DNA 所用的方法主要根據

Gonzalez-Villasenor et al.(13) 及 White and Densmore
111114) 之方法。試驗時將成魚移入試驗室中摘取肝臟、

生殖腺及腦等之組織
,
以 1:5 (wt!v) 之比例加入 TEK

(Tris-HCI 50mM
'

EDTA 10 Mm
'

KCI 1.5%' PH

7.5) 緩衝液 , 以電動研磨器 (Poltter-Elvehjem

homogenizer) 磨碎後 , 將其組織懸浮液緩緩倒入含有

15% Sucrose 溶液的離心管底部後 , 以 500 X g 在 4

℃下離心 10 分鐘
, 上澄液再以 1,500 X g 離心一

次 , 而後再將其上澄液以 23,000 X g 在 4
�

C 下離心

20 分鐘 ,
沉澱物以 TEK 緩衝液清洗後

, 以 0.7 ml TEK

緩衝液溶解後加入 Triton-100 使成 1% 濃度之溶液在

室溫下反應 10 分鐘後
, 以 12,500 X g 離心 20 分

鐘
, 上澄液加入等量之酌 (Phenol), PH 介於 7.5 -

8.0 之間。抽取兩次後 ,
以 Choloform: isoamyl

alcohol (24:1) 清除 phenol, 上澄液加入 2 倍之 95%

酒精在 -20
�

C 中財存 , 隔天再以 12,500 X g 在 4

℃離心 40 分鐘 , 沉澱物以 70% 酒精清洗後經真空

乾燥
, 最後加入 100 μ l 之 TEK 緩衝液。然後再以

fcoR I 、 Hind ill 、 Pst I 、 Hinf I 、 Ava I 、 Bgi

H 、 Acc I 、 BamH I 、 Sau3AI 及 Msp I 等限制晦

(Toyobo Co. LTD.) ,
在 37

�

C 下進行作用 1 小時
,

並以 0.8% 洋菜膠片以 100 v 進行電泳分析
, 最後以

Ethidium bromide 染色後 ,
以 Polaroid 照相機在 UV

光下照相
, 並量取各電泳片段之大小

, 電泳時以

DNA 經 Hind ill 所切之片段為大小標準。

結果

由 10 種內切限制醋 (fcoR I 、 Hind ill 、 Pst I 、

Acc I 、 Ava I 、 Bgi II 、 BamH I 、 HinfI 、 Msp

I 、及 Sau 3AI) 切割目前在台灣養殖之吳郭魚的 mt

DNA 進行分析研究。 Table 1 為由 5 種具有認識 6

個鹼基對 (Six base recogn ition) 的限制醋 (Hind

E 、 Pst I 、 Acc I 、 Ava I 及 Bgi II) 切割所得片

段之大小。由此估算所得台灣養殖之吳郭魚的 mt

λ

DNA 大小約為 1 7,140 士 850 鹼基長度 ,
此與非洲

慈銅魚類 (Tilapiine cichlid fish) 得到之長度 17,300

bp 相近似 (15-16) ,
並且與其他研究過之魚種的結果也相

似
(11,17)

。本研究以具有認識 6 個鹼基對的限制酪切割

所得圓譜總共得到 71 個不同片段
,
分析長度為 426

bp (Base pair) 佔全部 mtDNA 之 2.5% 。

由 fcoR I 及 BamH I 限制酪作用得到的結果
,

發現在各不同品種之吳郭魚的 mtDNA 出現了同樣大

小的一個帶 , 可能是這些吳郭魚的 mtDNA 同樣起源

自一相同的祖先。而由限制酪 Bgi II 所得的圖譜可

以看出尼羅吳郭魚、歐利亞吳郭魚及莫三比克吳郭魚

及紅色吳郭魚均具相同的 mtDNA 片段
,
但賀諾奴吳

郭魚圖譜則具有與之不同大小的片段
,
可用為賀諾奴

吳郭魚與其他品種間之判別 (Fig. 1) 。至於 Pst I 所切

得之圖譜中歐利亞吳郭魚僅得一片段 ,
尼羅吳郭魚與

賀諾奴吳郭魚得到三個同樣大小的片段
, 莫三比克吳

郭魚則得到另一型態三個不同大小的片段 , 所以可作

為歐利亞吳郭魚與莫三比克吳郭魚之兩品種問判別

之用 (Fig. 2) 。

另外
, Hind III 、 Acc I 及 Ava I 切割之 mtDNA

圖譜中
, 4 種品系之吳郭魚各具有不同的切割圓譜 ,

可作為各品系問之判別圖譜。其中 Acc I 及 Ava I 之

切割圓譜
, 因為品系間之差異有較大之片段

, 容易分

辨
, 為最其種別特↑生之圓譜 , 可用來判別所有台灣養

殖之吳郭魚。 Hinf I 及 Sau 3AI 、 Msp I 分別屬於

認識 5 及 4 個鹼基對之限制醋
, 經這些限制酪切割

後 , 很多片段過小無法檢測 , 但四種吳郭魚問亦可看

到不同之 mt DNA 圍譜。 M X N 雜交種與莫三比

克吳郭魚具有相同之圖譜
,
而 N X A 及 N X M 二

種雜交種以及紅色吳郭魚均具有與尼羅吳郭魚相同

之圖譜
, 顯示紅色吳郭魚係由尼羅吳郭魚雜交而來的

同源性
(18) ,
而且也顯示吳郭魚 mt DNA 為母系遺傳

之結果 (Fig. 1 - 4) 。由圖中各 mt DNA Vi 割的片段情

形顯示 , 台灣養殖之吳郭魚應是起源於一個同樣大小
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Table 1. Fragment sizes (base pair) produced by restriction endonuclease
digestion of mt DNA isolated from Taiwan farmed tilapias.

N A

fcoR I

18150 18150

z 18150 18150

Hind ill

13700 6500

4240 4820

2800

nunu--

nununu1

z
Ace I

17940 16220

7430 6560

3810 3470

3000 2150

1330 1230

1030

880

z 15570 15320

Ava I

4900 5900

4200 5220

3740 4860

1790 1500

1390

1240

z 17260 17480

Bgl II

7700 7700

5500 5500

3800 3800

z 17000 17000

Pst I

9600 18280

4710

2950

z 17260 18280

N = O. nilaticus M = O. mas 日mbicus

H = O. harnarum A = O. aureus

M

18150

18150

11300

4100

2800

18200

9420

5780

1030

880

17110

4900

4200

2750

1500

1390

1240

1120

17100

7700

5500

3800

17000

7640

5410

4200

17250

H

18150

18150

13700

4400

18100

13390

1870

1330

16590

6690

5900

3910

1240

17740

11 500

5500

17000

9600

4710

2950

17260
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bp

-23130

9416
6557
4361

2332
2027

564

Fig. 1. Fragment sizes produced by 8g1 II digestion

of mt DNA isolated from four Taiwan farmed tilapias
and their hybrids.
From left to right are H, A, M, N, 凹 ,Rand λ / Hind ill
DNA size marker ﹒ BI and R are represented the black
and red offspring of red hybrid tilapia. H, A, M, N are
represented the same tilapia stocks as shown in Table

bp

一 9416

6557

4361

二 2332

564

Fig. 2. Fragment sizes produced by Pst I digestion of

mt DNA isolated from four Taiwan farmed Tilapias and
their hybrids.
From left to right are A, N-A, N, M, H-M, Hand λ /
Hind ill DNA size marker. A, N, M, H are represented
the same tilapia stocks as shown in Table 1.
N-A: Hybrid of o. niloticus female and o. aureus male.
H-M: Hybrid of o. hornorum female and o.
mossambicus male

bp

- 23130
9416
6557
4361

2322
2027

564

Fig. 3. Fragment sizes produced by Ace I digestion

of mt DNA isolated from five Taiwan farmed tilapias.
From left to right are N, A, M, H, BI, Rand 入 / Hind ill
DNA size marker. Abbreviated of species are the same
泊的 own in Fig. 1.

bp

-23130
9416
6557
4361

564

Fig. 4. Fragment sizes produced by Ava I digestion

of mt DNA isolated from five Taiwan farmed tilapias.
From left to right are N 、 A 、 M 、 H 、 and BI, the lasted

one IS λ / Hind ill DNA size marker. Abbreviated of
species are the same as shown in Fig. 1.
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基因流動 (Gene flow) 完全不存在
,
所以會造成品種

內 (I n tr as pec i fj c) 變異降低
,
此種因族群數量少而減

少種內變異的效應 , 在尼羅吳郭魚混合選種 (Mass

bp

一-23130

9416

6557

2322
2027

564

4361

的 , 同時
,
各品系問之限制酪切割圖譜之差異符合單

一核酸得或失 (Gain or lose) 之結果 (19,2 日
)

。四種吳郭

魚間成對分析所得核苦酸變異 (Nucleotide

diversity)(21J 由 0.138 至 0.357 平均為 0.234 。每個切

割位置取代之核苦酸數 (Number of nucleotide

substitution per site)121J 由的 72 至 0.383 ' 平均為

Ie 1

0.246 。

Fig. 5. Fragment sizes produced by Acc I digestion

of mt DNA isolated from three tilapias and their
hybrids farmed in Taiwan. From left to right are A, N-
A, N-A (salt wate'r), N, M-N, N-M, M and AI Hind ill
DNA size marker. A, N-A, Nt M are represented the
same as shown in Fig. 1. M-N: Hybrid of O.
mas 日mbicl 胚胎male and O. ni/aticus male. N-M:
Hybrid of 0, ni/aticus female and O. massambicus
male

bp

一-23 可 30

94 可 e
6557

2322
2027

564

Fig. 6. Fragment sizes produced by Ava I digestion

of mt DNA isolated from three Taiwan farmed tilapias
and their hybrids. From left to right are A 、 f叫 -A 、

N 、 M-N 、 N-M 、 M and λ I Hind ill DNA size

marker. Abbreviated of species are the same as shown

in Fig. 5.

本研究由 5 種認識 6 個鹼基對的限制臨切割所得

的 mtDNA 圖譜
,
發現品種間之核苦酸變異

,
平均為

0.234 (Table 2) , 序列差異百分率 (Percent sequence

difference) 為 3.76% 。此種 mtDNA 之變異顯然低

於其他養殖魚類
,
養殖的虹縛 (Rainbow trout) 為

0.423123) , 紅鼓魚 (Red drum) 更高為 0.9431
叫 ;天然族

群較低
, 黑斑耨 (Haddock) 為 0.87(25) , 而歐洲鰻

(European eel) 之序列差異百分率為 0.8%1 刊
) ,
攝

制 orseshoe crab) 為 2.0%127) 。可見不同魚種與不同棲

息環境之間之差異很大。一般在天然環境下 ,
如大洋

中地理界限少 ,
種間 (Interspecific) 之接觸多而且容

易時
,
其 mtDNA 之種內遺傳分散性 (Genetic

divergence) 相對較低 119,2 日 ,28) 。反之 ,
環境受限制或者

行動力較弱之品種
,
其種間接觸少則種內相似性

(Similarity) 會較高 (27)
。台灣養殖之吳郭魚均自國外引

進
(
約

)

且其當初引進之尾數有限
,
因此

, 形成一種瓶頸

效應 (Bottleneck effects)
,
另外

, 因為同一雌親魚所

生之同一批魚苗 , 真有相同 mtDNA 序列。臺灣養殖

之吳郭魚種魚引進之後 , 由於長期飼養在水泥池中施

行人工選種交配 , 因此品種間完全被隔離 , 自然間的

討論

4361

一
一
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selection) 的成長率上亦被指出 (30)
。臺灣養殖之吳郭

魚之品系問 (I nterspecific) 維持在約 24% 的自然變

異水準。此種品種內趨向現象與其他養殖或繁殖魚類

的研究結果一樣 , 是由於人工繁殖時所用的種魚尾數

4.000 3.200

Genetic distance

3.600

太少而造成的瓶頸效應以及人工選種所導致
(肌刊。這

種結果會使品種對自然環境的適應能力減弱
(
划。相關

研究結果顯示因 mtDNA 的遺傳僅來自母魚 ,
當親魚

數少時即使基因流動很高 , 變異的消失亦

N 4.000

A 3.000

M 2.000

H
Level

2.800 2.000 1.60020400

Fig. 7. Phenogram of mt DNA genetic distances among four farmed tilapia

in Taiwan by midpoint-rooted neighbor-joining method.
N 、 A 、 M 、 H are represented the same tilapia stock as shown in Table 1.

Table 2. Description of mt DNA composite digestion patterns (haplotype)

in five farmed tilapia species in Taiwan. Composites represent the following
order of enzyme: Ace I 、 Ava I 、 Hind III 、 Bg/II 、 Pst I.

No. of

Species fish Ace I

O. ni/oticus 17

O. aureus 13

O. mossambicus 16

Table 3. E 的 mated genetic distance (above diagonal)

and numbers of shared restriction sites (below diagonal)
between mt DNA haplotypes in four farmed tilapias in

Taiwan.

N HA 九4

N 0.227 0.172 0.141

A 0.218 0.176 0.337

M 0.166 0.171 0.383

H 0.138 0.3570.352

Ava I Hind III PstIBg/ II

A A AA A

B B BAB

仁 仁 仁℃ A

AD

會較有雄魚參與的細胞核 DNA 快而且敏感
(31,33-351

0

因此 , 有些研究結果認為以 100 尾雌魚生殖所得子

代的核苦酸變異較能與自然族群相等
(36) ,
有些則認為

必需 200 尾左右的親魚才能維持族群不變
, 或者至少

雌雄 25 對同時產卵排精才能保持基因頻率的平衡
(
少

)

。這是人工育種養殖上值得注意的因素。

Figure 7 為以 Table 3 的資料所繪製的樹狀圈 ,

其結果顯示四種吳郭魚的遺傳距離以莫三比克吳

郭魚與賀諾奴吳郭魚較為接近
, 而與尼羅吳郭魚距
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離最遠
,
此結果與先前的形質及酵素電泳分析研究

結果相似
(Z) ,
這項結果顯示台灣養殖之吳郭魚之形

質已具有相當程度的遺傳性
,
且能代表品種之特

{獸
,
同時 , 表示台灣引進的吳郭魚之形質對其成長

環境已產生其適應性。

mtDNA 經由限制臨切割所得之圖譜 ,
顯示在台灣

養殖之吳郭魚具有相當程度的遺傳變異性
, 其中有一

些限制醋切割所得之圖譜可直接用為品種問之判

別。尤其是 AccI 及 Ava I 所切得之圖譜 ,
非但各品

種問均不相同
, 而且彼等之間之差異均屬於較大的片

段可以很容易的檢測到 ,
因此

, mt DNA 限制晦切割

圖譜可說是一種直接有效的品種判別方法 (5,10-

13,17 鉤 ,39) 。同時 , 更進一步可作為族群間之標誌
(lZ) 。不

過
,
由於 mtDNA 只是單由母系遺傳

, 缺乏父系方面

的訊息
, 如要進一步瞭解整個基因資料則有必要同時

進行細胞核 DNA 之分析或其他基因之序列分析
,
才

會有更好的效果 O
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Identification of Farmed Tilapia Stocked in Taiwan by Mitochondrial DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism

Abstract

Restriction endonuclease analysis of mitochondrial DNA (mt DNA) from five stocks of Taiwan farmed tilapia

Oreoehromis nilotieus, O. aureus, O. hornorum, O. mos 日mbieus and red hybrid tilapia and their crossed

hybrids revealed a clear polymorphism. Four different restriction fragment patterns were observed with each

enzymes of Ava I and Ace I. Other enzymes such as Pst I, Bgi II and Hind III showed only two restriction

fragment patterns, and feoR I and BamH I gave only one cut site. The nucleotide diversity from the analysis of

five 6-base pair recognized restriction enzyme within sample was estimated to be 0.234, and the base pair

substitution rate was 0.246. No heterogeneity was detected within species indicating that the farmed tilapia in

Taiwan were affected by the bottleneck effects. The restriction enzyme patterns of red hybrid tilapia showed all

of the patterns same as Nile fi 咐 , demonstrating that the origin was from hybridized Nile female fi 的 . The study

revealed several mitochondrial genotypes variant which may have potential for use as stock identification and

genetic marker of farmed tilapia stocked in Taiwan.

Key words: Tilapia, Red tilapia hybrid, Mitochondrial DNA, Restriction endonuclease, Nucleotide
diversity, Taiwan
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