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摘要:基于线粒体控制区序列和SLAF-seq,对重要药源生物多室草苔虫的群体遗传分化水平开展了

研究。控制区序列中检测到8个单倍型,单倍型多样性(h)和核苷酸多样性(π)分别为0.1307和

0.0007,单倍型网络图和NJ系统进化树的结构都较简单,无明显拓扑结构。中性检验和核苷酸不配

对分析结果均表明多室草苔虫未经历过大规模群体扩张。Fst和AMOVA 分析显示遗传变异主要来

自于群体内。SLAF建库共开发得到214409个SLAF标签,其中多态性SLAF标签23437个,共开

发出99432个SNP位点。群体间的遗传距离较小,且低于群体内的遗传距离。基于SNP所做的系

统发育树和群体遗传结构分析表明,各群体之间没有显著的遗传结构。综上所述,我国沿海多室草苔

虫的遗传多样性水平较低,不同地理群体之间不存在显著的遗传结构。多室草苔虫较强的扩散能力

是造成上述结果的主要原因。另外,本研究还验证和讨论了SLAF-seq应用在海洋生物群体遗传分化

研究中的可行性和优势。
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1 引言

多室草苔虫(Bugulaneritina),又称总合草苔

虫,隶属于苔藓动物门(Bryozoa),裸唇纲(Cymndae-
mata),唇口目(Cheilostomida),草苔虫科(Bugulidae),
草苔虫属(Bugula),系环热带广布种,广泛地分布于

世界各地的中低纬海域[1]。在中国范围内的表层水

体中,多室草苔虫只分布于东海和南海等南方海

区[2]。作为一类常见的污损苔虫,多室草苔虫经常附

着于船底、浮标、石油平台等人造水下设施以及养殖

网箱、定置渔网等水产养殖设施上。
多室草苔虫还是一种重要的海洋药源生物。到

目前为止,国内外学者一共从多室草苔虫中成功分离

到22个抗癌活性成分[3-5]。草苔虫内酯bryostatin
系列成分,具有抗肿瘤和免疫调节作用[6],其中,bry-
ostatin1对于阿尔茨海默症和许多癌症更有着显著

的疗效,是草苔虫内酯中最有希望成药的抗癌药物来

源[7-11]。目前,该活性成分已经被美国食品与药品管

理局批准进入临床Ⅱ期试验[12]。然而,bryostatin1
只在美国的东太平洋沿岸等海域生长的多室草苔虫



中发现[4],从中国沿海生长的多室草苔虫中却一直未

能成功分离。类似的由于多室草苔虫生长地点的地

域性差别而造成活性产物不同的现象在世界其他地

方也同样存在[4,13],在中国范围内,从生长于不同地

方的多室草苔虫中提取得到的草苔虫内酯亦存在一

定差异[4],但其影响因素是来源于内在的遗传差异还

是外在的环境因子目前尚不得知。而关于这种重要

药源生物的生物地理学和群体遗传学的研究至今仍

少有报道。因此,开展中国沿海多室草苔虫的群体遗

传分化研究不仅可为类似污损生物的扩散方式研究

提供借鉴,亦可为该重要药源生物的种质资源保护及

其活性产物研发提供必要参考。
线粒体DNA(mtDNA)已被众多学者证实其在

海洋生物群体遗传学研究中的适用性[14-17]。而

SLAF-seq作为一种基于限制性酶切的简化基因组新

技术,目 前 已 经 广 泛 应 用 在 全 基 因 组 关 联 分 析

(GWAS)、遗传图谱构建及QTL定位、群体遗传进化

分析和基因组选择等领域[18-21]。本研究同时采用线

粒体DNA控制区(D-loop)片段和SLAF-seq技术对

中国沿海多室草苔虫的群体遗传分化开展研究,研究

结果对深入了解这种重要药源生物在我国的资源状

况及种群分化具有重要意义。

2 材料与方法

2.1 样品采集与DNA提取

根据中国多室草苔虫的分布范围及可能存在的

地理阻隔特征,本研究采集了4个地理群体共104个

个体(表1),分别来自于三亚(SY)、深圳(SZ)、厦门

(XM)和温州(WZ)(图1)。所有个体都根据《中国海

洋污损苔虫生物学》一书中的分类检索表进行鉴定。
样品用无菌海水清洗3次后,置于95%的乙醇中固

定,-20℃保存。

DNA的提取参考孙名安等[22]关于苔藓动物基

因组DNA的提取方法。提取的DNA经琼脂糖凝胶

电泳检测合格后于-20℃保存备用。

2.2 线粒体 DNA控制区片段克隆和遗传多样性

分析

根据GenBank上的多室草苔虫线粒体全基因组序

列(序列号:NC_010197),利用PrimerPremier5软件设

计扩增D-loop片段的引物。引物F-bncn序列为5'-
CTAATTTCTCACCCTTATTC-3',引物R-bncn序列为

5'-GTTGGTTGGCTGACACTT-3'。

PCR的反应体系为25μL,其中包括10×反应缓

图1 多室草苔虫采样地点示意图

Fig.1 SamplinglocalitiesofB.neritina

冲液(Mg2+)2.5μL,引物 (10μmol/L)各0.5μL,

Taq 酶(2.5U/μL)0.2μL,DNA模板(100ng/μL)

1μL,dNTPs(2.5mmol/L)2μL,ddH2O18.3μL。

PCR反应条件为:94℃预变性5min;94℃变性30s,

53℃退火30s,72℃延伸90s,共30个循环;72℃延伸

10min。PCR产物使用TaKaRaDNAFragmentPur-
ificationkit纯化后进行凝胶电泳检测,扩增结果良好

的样品送至北京六合华大基因科技股份公司进行

测序。
测序结果使用Sequencher4.1.4软件进行比对

和校正,使用DnaSP5.0软件[23]统计单倍型数目,并
计算单倍型多样性和核苷酸多样性。使用Network
5.0.0.0软件构建单倍型网络图。采用 Tajima'sD
和Fu'sFs中性检验以及核苷酸不配对分布来检测

多室草苔虫群体的历史动态。

2.3 SLAF-seq简化基因组测序

2.3.1 酶切建库

选取紫色球海胆(Strongylocentrotuspurpura-
tus)基因组作为参考基因组进行酶切预测。根据最优

酶切方案,从三亚(SY)、深圳(SZ)、厦门(XM)和温州

(WZ)群体中各随机选取12个样品对其基因组DNA
进行酶切,对得到的SLAF标签3'端进行加A处理,
连接Dual-index测序接头后PCR扩增,纯化,产物混

样处理后切胶回收目的大小片段的产物。

2.3.2 高通量测序及测序片段质量检验和分析

文库构建成功 质 检 合 格 后 用IlluminaHiSeq
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2500进行测序。选取拟南芥(Arabidopsisthalianae-
cotypeColumbia)参与酶切和测序作为对照。利用

Dual-index对测序得到的原始数据进行识别,得到各

个样品的reads。过滤掉测序reads的接头后,对其进

行GC含量和Q30分析,以评估测序质量和数据量。
通过对照的数据评估选取的酶切方案的酶切效率,判
断实验的准确性和有效性。

2.3.3 SLAF标签的获得和全基因组范围SNP标记

的开发

根据序列相似度对各个样品的reads进行聚类,
聚类到一起的reads来源于同一个SLAF标签,同一

个SLAF标签在不同样品间的序列相似度要远高于

不同SLAF标签间的相似度。一个SLAF标签在不

同样品间有差异即可定义为多态性SLAF标签。根

据具有多态性的SLAF标签寻找SNP位点。

2.4 群体遗传结构分析

基于线粒体DNA控制区片段的测序结果,使用

MEGA5.0软件[24]计算群体内和群体间基于Kimura
2-parameter的遗传距离,并采用邻接法构建单倍型的

系统进化树,设定重复抽样1000次以检验单倍型关

系树各分枝的置信度。使用 Arlequin3.5.1.2软

件[25]中的分子方差分析(AMOVA)估算遗传变异的

分布和固定系数Fst,1000次随机重复抽样后进行显

著性检验。
从SLAF-seq技术开发得到的分子标记中,选取

群体内具有代表性的高质量(筛选标准为 MAF>
0.05)的SNP位点开展群体遗传结构分析。使用

MEGA5软件[24],运用neighbor-joining算法[26],构建

群体的进化树。使用structure软件[27]和admixture
软件[28],分别假设样品的分群数(K 值)为1~10,进
行聚类,通过交叉验证确定分群数为何时验证结果的

错误率ΔK 最低,以ΔK 值最低的分群作为最佳分群

数。使用cluster软件[29],进行主元成分分析(Princi-
palcomponentsanalysis,PCA)分析,通过样品间的接

近程度辅助进化分析。

3 结果

3.1 基于线粒体控制区序列的结果

3.1.1 遗传多样性分析和单倍型统计

共检测到10个多态简约信息位点和11个核苷

酸变异位点,定义了8个单倍型。单倍型多样性(h)
和核苷酸多样性(π)分别为0.1307和0.0007,显示

其多样性水平较低。各个群体的遗传多样性参数统

计情况见表1。
单倍型网络图如图2所示。Hap1是所有群体

共享的主单倍型。Hap5、Hap6、Hap7这3个单倍

型均是三亚群体的独有单倍型,且数量仅有1个。

4个群体D-loop片段的单倍型NJ系统树,如图

3所示。从图中可以看出进化枝主要分为两支,但两

进化枝之间枝长均较短。

3.1.2 群体历史动态

各群体和总体的Fu'sFs和Tajima'sD 中性检

验结果如表2所示。结果显示,除了三亚群体的Fu's
Fs中性结果为正值外,其他的都为负值,然而除了深

圳群体的结果为显著以外,其他群体和总体的中性检

验结果都不显著。4个群体的核苷酸不配对分析和

吻合度分析见表2,根据核苷酸不配对分析结果所做

的核苷酸不配对分布曲线如图4所示。结果显示,4
个群体的核苷酸不配对分布曲线都不是典型的单峰

分布,说明多室草苔虫在历史上可能并未发生过大规

模扩张事件。

表1 不同群体的遗传多样性参数统计

Tab.1 Thegeneticdiversityestimatesof4B.neritinapopulations

变异参数 温州 厦门 深圳 三亚 总计/平均

个体数 18 32 33 21 104

长度 687 687 687 687 687

变异位点 1 1 1 9 11

单倍型数 2 2 2 5 8

单倍型多样性 0.1111 0.0625 0.0606 0.3524 0.1307

核苷酸多样性 0.00016 0.00009 0.00009 0.00282 0.00070

29 海洋学报 39卷



图2 多室草苔虫4个群体的单倍型网络图

Fig.2 Haplotypenetworkof4B.neritinapopulations

图3 多室草苔虫4个群体的D-loop片段的单倍型NJ系统树

Fig.3 Neighbor-joiningtreeofD-loopsequencehaplotypesfrom4B.neritinapopulations

表2 多室草苔虫4个群体的中性检验、核苷酸不配对分析及吻合度检验

Tab.2 Neutralitytests,mismatchanalysisandgoodness-fittestsfor4B.neritinapopulations

群体

中性检验 核苷酸不配对分析 吻合度检验

Tajima'sD
检验

Fu'sFs
检验

τ θ0 θ1 SSD
Raggedness

指数

温州 -1.1647 -0.7943 3.0000 0.0000 0.13223 0.00010 0.61728

厦门 -1.1424 -1.2648* 3.0000 0.0000 0.06855 0.00001 0.76953

深圳 -1.1401* -1.2903* 3.0000 0.0000 0.06611 0.00001 0.77594

三亚 -0.7967 0.6451 3.0000 0.0000 0.33604 0.07064 0.43347

总体 -1.0610 -0.6761 3.0000 0.0000 0.15073 0.01769 0.64906

  注:τ用突变单位表示的种群扩张时间,θ0种群开始扩张前大小,θ1种群扩张后大小;数值右上方的*号表示结果显著。

3.2 基于SLAF-seq简化基因组的结果

3.2.1 SLAF建库评估

根据对参考基因组序列的电子酶切结果,确定最

佳的限制性内切酶组合为HinCII+EcoRV-HF,酶
切长度在314~344bp的序列定义为SLAF标签,预
测可得到14540个SLAF标签。另外,拟南芥的酶切

片段双端比对效率为79.21%,表明比对效率基本正

常;酶切效率为99.21%,表明酶切反应正常。综上所

述,本实验SLAF建库正常。

3.2.2 测序数据统计与评估

为保证后续生物信息学分析质量,实验采用去掉

接头后读长的80bp×2作为后续的数据评估和分析

数据。各样品经测序共获得11.93M的reads数据,
每个样品的总测序读长74430~735578bp不等。
各样品的GC含量35.09%~48.85%,达到测序要

求;来自所有样品的个体碱基测序评估的指标Q30
比例80.01%~91.16%,所有样品 Q30比例都在

80%以上,说明测序过程中碱基错误率低,获得的测

序数据质量合格可信。

3.2.3 SLAF标签的开发和SNP信息统计

实验中针对所有样品共开发得到214409个

SLAF标签,样品的平均测序深度为10.29×。根据

等位基因数和基因序列之间的差异进行多态性分析,
共得 到 23437 个 多 态 性 SLAF 标 签,比 例 为
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图4 多室草苔虫4个群体D-loop序列核苷酸不配对分布图

Fig.4 MismatchdistributionforD-loopsequencesof4B.neritinapopulations

10.93%;190972个非多态性的SLAF标签,比例为

89.07%。利用得到的多态性SLAF标签共开发出

99432个SNP位点。

3.3 多室草苔虫群体遗传结构分析

基于控制区序列的4个群体的遗传距离,如表3
所示。从中可以看出,群体内遗传距离的大小比较为

三亚(0.00282)>温州(0.00016)>深圳(0.00009)

=厦门(0.00009),而群体间的遗传距离范围为

0.00009~0.00162。整体来看,群体间的遗传距离

水平低于群体内的遗传距离,没有显著的遗传结构。
但是,三亚群体与另外3个群体之间的遗传距离相对

较远。

表3 群体间/群体内的Kimura2-parameter遗传距离

Tab.3 TheaverageKimura2-parameterdistancewithinandbetweenpopulations

群体 温州 厦门 深圳 三亚

温州 0.00016*

厦门 0.00013 0.00009*

深圳 0.00013 0.00009 0.00009*

三亚 0.00162 0.00159 0.00157 0.00282*

  注:*为群体内Kimura2-parameter遗传距离。

  基于控制区序列的4个群体的遗传分化,其结果

如表4所示。Wright[30]曾经提出了关于遗传分化指

数的大小和分化程度的解释,他认为Fst值小于0.05
时,群体间遗传分化程度很低;在0.05~0.15之间表
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明群体遗传分化达中等水平。由基于D-loop片段序

列的数据可知,三亚群体对另外3个群体的Fst值均

高于0.05,且三亚对深圳和三亚对厦门的Fst分析均

显示差异显著。这说明三亚群体相对于另外3个群

体可能存在一定的遗传分化。

表4 多室草苔虫4个群体的遗传分化

Tab.4 Thegeneticdivergenceamong4B.neritinapopulations

群体 温州 厦门 深圳 三亚

温州 **** - - -

厦门 0.00757 **** - +

深圳 0.00832 0.00006 **** +

三亚 0.07125 0.11853 0.11268 ****

  注:对角线以下群体间Fst值;对角线以上基于Fst值的显著性分析(以P<0.05为标准)结果差异显著为“+”,反之为“-”。

  将三亚群体和另外3个群体分别归为1个群组

进行AMOVA 分析,结果如表5所示。可以看出,有

22.75%的变异来自群组间,而79.70%的变异来自群

体内,而群体间、群组间固定系数Fst和Fct分别为

0.09512和0.22747,说明三亚群体和其他群体间存

在较大的遗传差异。

表5 多室草苔虫群组间的AMOVA分析

Tab.5 TheAMOVAanalysisbetweenB.neritinapopulationgroups

变异来源 自由度 平方和 方差组分 方差比例/%

群组间 1 2.268 0.06558 22.75

群组内群体间 2 0.081 -0.00706 -2.45

群体内 100 22.978 0.22978 79.70

总计 103 25.327 0.28830 100

群体间固定系数 Fst:0.09512

群组内群体间固定系数 Fsc:-0.03169

群组间固定系数 Fct:0.22747

  基于SNP位点的系统发育树见图5。由图可知,
系统发育树呈现出与分布地点不相关的散状分枝,说
明各群体之间的遗传分化并不明显。

基于SNP位点的群体遗传结构的分析结果显示,
来自不同地点的群体的最佳分群数为1(图6,图7),这
表明所有多室草苔虫均属于同一个群体。PCA分析结

果(图8)则显示,来自温州、厦门、深圳的样品比较接

近,而来自三亚的样品与其他地点的样品较为疏远。

4 讨论

4.1 多室草苔虫的遗传多样性水平和群体遗传结构

分析

物种的遗传多样性水平与其适应和生存的能力

以及进化的潜力密切相关[31]。基于线粒体控制区序

列的结果表明,我国的多室草苔虫群体的单倍型多样

性(h)和核苷酸多样性(π)均处于较低水平。当种群

的h值和π值都较低时(h<0.5,π<0.005),说明该

种群的遗传多样性水平较低,有可能在进化过程中经

历了瓶颈效应(bottleneckeffect)或者是奠基者效应

(foundereffect)[32]。群体历史动态结果也显示多室

草苔虫在历史上没有发生过显著的扩张行为。基于

SLAF-seq的群体遗传分化分析结果显示,只有约

10%的SLAF标签是多态性的,这同样表明该物种的

遗传多样性水平较低。由此,基于线粒体DNA和

SLAF-seq的群体遗传分化结果都一致表明,多室草

苔虫的遗传多样性处于较低的水平,这也与其他学者
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对世界范围内多室草苔虫的群体遗传学研究中只发 现了1种COⅠ单倍型的结果相吻合[33]。

图5 基于SNP位点的系统进化树

Fig.5 PhylogenetictreebasedonSNPloci
图6 分群数为1~10的聚类图

Fig.6 Dendrogramofclusteringfrom1-10

图7 ΔK 值分布图

Fig.7 ScattergramofΔKvalue

  群体遗传结构分析结果表明,4个不同地点的多

室草苔虫之间未检测到显著的遗传结构,故应属于同

一个群体。导致生物群体遗传结构同质化的原因有

很多,对于海洋生物而言,其自身的生活史与扩散能

力、海洋水文环境条件和理化因素、生境的连续性等,
都是有可能影响其遗传结构的重要因素[34]。

多室草苔虫是固生的海洋动物,其完整生活史中

只有幼虫阶段具有潜在的扩散能力,但幼虫在海水中

仅能自由游动1~2h便会附着在固着基上[35-36],其
较差的扩散能力,限制了不同地点群体间的基因交

流[37-38]。在凭借自身条件难以实现远距离扩散的情

况下,多室草苔虫仍可以依靠舰船航行扩散。舰船航

行使得依附在其表面的污损生物有可能克服其原本

无法逾越的海洋陆地阻隔、温度差别以及低盐度的河

口径流等障碍,从而扩大种群的分布范围[1]。然而,
要实现上述目的污损生物还必须满足以下条件:(1)
能经受舰船快速航行和波浪冲击;(2)能抵御温度、盐
度等环境条件的急剧变化;(3)能在新环境里进行有

性生殖[39]。对多室草苔虫而言,其直立生长和钙化

程度较低的群体特性不利于应对舰船快速航行和波

浪冲击,但其幼虫附着变态后幼体生长发育迅速,形
成初虫直立生长至群体第四次分歧仅需30d,因此,
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图8 PCA聚类分析图

Fig.8 PCAclusteringanalysis

多室草苔虫仍然可借助附着在舰船底部进行有效的

长距离扩散[1]。另外一方面,作为一种常见的污损生

物,多室草苔虫对栖息环境的适应范围较广,在半裸

露的岩石、浮标、栈桥、渔排、船底、海带和石花菜表面

等地方均可大量生长[1],在扩散到新的环境后有能力

生存下来。
综上所述,多室草苔虫广泛的扩散行为和对环境

较好的适应性可以使不同群体间保持频繁的基因交

流,在一定程度上使基因库趋于同质化,同时抵消了

选择压力下对特定遗传变异的保留[40],进而影响群

体的遗传多样性水平并阻碍群体遗传结构的产生。

4.2 SLAF-seq应用在多室草苔虫群体遗传分化研究

中的可行性和优势

目前,SLAF-seq技术已经在各个领域的研究中

成功开发出众多分子标记[41]。对于没有参考基因组

的物种,如鲤鱼等,SLAF-seq也能进行SNP位点的

挖掘[42];对于基因组序列组成高度杂合的物种,如牡

丹、茶树、胡桃等,在没有参考基因组序列的情况下,

SLAF-seq可以通过先进行电子酶切设计方案再测序

的方式,实现分子标记的大规模开发[43-45];而对于多

态率低的物种,如大豆等,SLAF-seq大规模开发分子

标记的能力也得到过检验[18]。因此,尽管目前由于

没有多室草苔虫及其近缘物种的基因组序列可供参

考,无法了解其基因组的复杂程度和组成特性,但是

根据SLAF-seq技术在其他诸多物种上的成功实践案

例,我们依然可以将其用于多室草苔虫全基因组范围

内SNP位点的开发。
分子标记开发的结果显示,实际开发出的SLAF

标签数远高于用电子酶切预测的结果,同时做到了对

所有样品的深度覆盖。10.29×的覆盖率,不仅高于

预期的5×,同时也确保了碱基读取的准确性和SNP
位点的有效性。另外,获得的SLAF标签中没有重复

性标签,而只有多态性标签和非多态性标签。由于缺

乏参考基因组信息,无法排除多室草苔虫基因组本身

重复序列比例较低的可能性;但是事先通过电子酶切

来预测最优酶切方案,显然对于研究结果中重复性标

签的杜绝和分子标记挖掘效率的提升起到了重要的

作用。最终开发出的99432个分子标记,数量可观,
并实现了在全基因组范围内的高密度均匀覆盖,因此

完全可以用于后续的群体遗传分析。另外,SLAF-
seq在遗传多样性水平和群体遗传结构方面,呈现出

与线粒体DNA序列相一致的结果,这也从另一个侧

面证明了,SLAF-seq技术完全可以应用于包括多室

草苔虫在内的海洋生物群体遗传分化研究。
作为一种生物信息学分析辅助的基于酶切的简

化基因组技术,SLAF-seq有着(1)不受参考基因组限

制,可以应用于各种非模式生物;(2)对SLAF标签的

深度测序可以保证基因分型的高度准确性;(3)对目

标基因组简化代表的策略显著降低了测序成本;(4)
酶切方案灵活,能够有效避开重复序列,优化了分子

标记的挖掘效率;(5)开发的SNP分子标记性价比

高,稳定性好,在基因组中分布均匀;(6)双端barcode
接头的系统非常适合大群体研究等诸多优势[42,46]。
特别是相较于其他传统的分子标记,如线粒体DNA
等,SLAF-seq有着高出几个数量级的分子标记数目。
另外,由于在全基因组范围内的高密度均匀覆盖,而
非其它分子标记仅仅来源于基因组的局部有限范围,
如线粒体基因组等,SLAF-seq在群体研究中有着更

精细的分辨率,因而能传递出更多的遗传信息。在本

研究中,尽管两种技术手段的结果基本一致,但是相

较于线粒体控制区序列结果中的8个单倍型,SLAF-
seq从来源相同、样品数目却更少的4个群体中共得

到99432个SNP位点,其呈现出的有关遗传变异的

信息量显然更为丰富和准确,因此,能够更加全面和

深入地反映多室草苔虫的群体遗传结构和群体遗传

分化水平。另外,SLAF-seq在群体遗传学研究中对

每个群体的样品数量要求较低,在综合考虑研究结果

的准确性和测序成本的前提下,通常只需要10~15
个,较线粒体DNA等传统分子标记所需的30~50个

而言大幅减少,在一定程度上降低了采样成本和难

度。由此可见,相较于线粒体DNA等传统分子标记,
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SLAF-seq技术在群体遗传分化研究中有着无可比拟 的巨大技术优势。
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PopulationgeneticvariationstudyofBugulaneritina
incoastalwatersofChina

LiHai1,2,LiuQiaohong2,TangXueying2,ChenWuge3,DingShaoxiong2

(1.LaboratoryofMarineBiologyandEcology,ThirdInstituteofOceanography,StateOceanicAdministration,Xiamen361005,

China;2.FujianCollaborativeInnovationCenterforExploitationandUtilizationofMarineBiologicalResources,Xiamen361102,

China;3.XiamenOceanVocationalCollege,Xiamen361012,China)

Abstract:WestudiedthegeneticdiversityandpopulationgeneticvariationofBugulaneritina,animportantphar-
maceuticalorganism,sampledfrom4distinctlocalitiesalongChinacoastlinebymitochondrialcontrolregionampli-
ficationandSLAF-seq.8haplotypesweredetectedincontrolregion,haplotypediversity(h)andnucleotidediver-
sity(π)were0.1307and0.0007,respectively.Nosignificanttopologicalstructurewasfoundinhaplotypenet-
workandNJphylogenetictree.NeutralitytestsandmismatchdistributionbothsuggestedthatB.neritinadidnot
experiencearangeexpansion.FstandAMOVAanalysisindicatedthatgeneticvariationmainlyoccurredwithin
populations.SLAFlibraryconstructiongenerated214409SLAFs,amongwhich23437werepolymorphic,99432
SNPlociweredeveloped.Geneticdistancesamongpopulationswereshortandevenshorterthanthosewithinpopu-
lations.PhylogenetictreeandpopulationgeneticanalysisbasedonSNPdatarevealedthatnosignificantgenetic
structurewereobservedamongpopulations.Inconclusion,geneticdiversityofB.neritinaincoastalwatersofChi-
nawerelow,andnosignificantgeneticstructureexistedamonggeographicallydistinctpopulations.Weassumed
thiswasmainlyattributedtobryozoanscapabilitytodisperse.Inaddition,ourstudyvalidatedtheapplicationand
advantagesofSLAF-seqinpopulationgeneticvariationstudyofmarineorganisms.
Keywords:Bugulaneritina;populationgeneticvariation;mitochondrialDNA;SLAF-seq;reducedrepresentation
sequencing
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