白鹭脱落羽毛的微卫星个体识别研究
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摘要：本研究利用鹭科鸟类已有微卫星引物进行跨种扩增筛选，获得12对可用于白鹭（Egretta garzetta）的微卫星引物，结合非损伤采集的脱落羽毛样品，在物种分子鉴定和性别分子鉴定的基础上，建立适用于羽毛样品个体识别分析的微卫星基因分型技术体系.在中国沿海的3个白鹭繁殖种群的181样品中，19个羽毛样品由于DNA质量较差未能有效鉴定物种. 119个羽毛样品成功地鉴定为白鹭个体，物种鉴定结果可重复率达93.8%. 性别鉴定结果可重复率94.1%，119个白鹭羽毛样品当中的28.57%为雄性. 基因分型得到各个位点的等位基因数7-22个，观察杂合度和期望杂合度分别为0.623-0.875和0.779-0.918，没有位点偏离哈迪-温伯格平衡，基因分型错误率为1.2%. 个体识别分析发现其中的2个样品为相同基因型，为重复采集自同一个体脱落的不同羽毛. 本研究结果将为深入研究白鹭种群遗传结构、扩散模式等保护遗传学问题奠定了基础，并且能够为其他鹭科鸟类的脱落羽毛的物种鉴定、性别鉴定、个体识别提供参考.
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动物种群遗传学研究的关键工作之一就是对每个个体进行个体识别，建立个体标签库1[]
.利用脱落羽毛、毛发或粪便等非损伤性采集的样品进行基因分型和个体识别，不仅样品采集过程不会对动物造成伤害，而且可简化采样过程，有利于迅速收集到大量的样品，因此在鸟类等不易捕捉动物的种群遗传研究中日益受到广泛应用
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.
白鹭（Egretta garzetta）属于鹳形目（Ciconiiformes），鹭科（Ardeidae），鹭亚科（Ardeinae）的白鹭属（Egretta）5[]
，是广泛分布于全球各地淡水或咸水湿地的涉禽. 数十年来，由于其对于生态环境的指示作用，白鹭被广泛应用于生态毒理学、环境监测等方面的研究，如Chokri等观测分析了白鹭在突尼斯 Sfax盐沼地的营巢地址选择与繁殖成功率相关关系6[]
；Malic等研究了白鹭羽毛在巴基斯坦不同地区中的多氯联苯醚含量及其影响7[]
. 对于白鹭繁殖生态学方面的研究也较多，如在福建厦门、湖南花盐溪等地白鹭种群的繁殖习性研究
 ADDIN EN.CITE 
[8-11]
. 也有一些学者进行了白鹭遗传学方面的研究，如江杉等研究了扩增性别基因片段的鹭类性别鉴定方法12[]
，林清贤等研究了包括白鹭在内的中国6种白色羽鹭科鸟类的分类系统归属13[]
，Li等研究了白鹭等鹭科鸟类的组织相容性复合体（Major histocompatibility complex，MHC）基因特点14[]
. 近年来，微卫星（microsatellite）标记逐渐被应用于鸟类种群遗传学研究. 微卫星是指基因组中由短的重复单元(一般为1～6个碱基)组成的DNA串联重复序列，或称简单重复序列(simple sequence repeats, SSR) 15[]
. 鹭科鸟类的微卫星标记研究报道如黄嘴白鹭(Egretta eulophotes)16
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及棕颈鹭（Egretta rufescens）18[, 19]
. 但是，目前对于白鹭种群的遗传学研究方面如微卫星标记、个体识别、亲缘关系鉴定等尚处于空白阶段.
在野外，白鹭经常和池鹭（Ardeola bacchus）、牛背鹭(Bubulcus ibis)、黄嘴白鹭、大白鹭（Ardea alba）等鹭科鸟类混群营巢20[]
，这些鹭类物种的白色羽毛在外形上难以区分. 另一方面，世界上50％鸟类物种的雌雄外部形态是相似的，这些物种很难通过外形特征区分不同性别21[]
，白鹭也是如此. 目前，新兴的分子生物学技术，如PCR-RFLP（Polymerase Chain Reaction–Restriction Fragment Length Polymorphism，限制性片段长度多态性聚合酶链反应）、多重PCR等分子生物学技术为物种鉴定和性别鉴定提供了准确的新方法22[, 23]
.   
针对前文所述问题，本研究利用在鹭科鸟类巢区内非损伤性采集的自然脱落白色羽毛，应用分子生物学技术对羽毛样本进行物种鉴定，并对鉴定为白鹭物种的羽毛样本进一步进行性别鉴定，然后，利用微卫星分型技术对白鹭物种的全部羽毛样本进行个体识别，由此建立白鹭脱落羽毛的物种鉴定、性别鉴定、个体识别的方法体系，为白鹭及其它鹭科鸟类的种群遗传结构、迁移模式、分子行为生态等保护遗传学研究奠定基础.
1 材料与方法

1.1材料
肌肉组织样品：引物筛选所用的20个肌肉组织样品分别来自福建省厦门市（8只白鹭雏鸟）、漳州市（7只白鹭雏鸟）和泉州市（5只白鹭雏鸟），20只白鹭雏鸟均为2008-2010年白鹭繁殖期间的野外死亡个体.
羽毛组织样品：种群遗传研究所用的181支羽毛的组织样品分别来自广西防城港、福建厦门和浙江舟山的3个繁殖种群（表1）. 采样时间为2009-2010年的白鹭繁殖期，拾取白鹭自然脱落于巢下的整支白色飞羽，分别用塑料袋收纳密封，带回实验室-20℃保存备用.
表1羽毛样品采集信息

Tab. 1 Information of feather sampling
	采集地名
	地名缩写
	地理坐标
	时间
	羽毛样品数量（支）

	广西防城港巫头村
	WTC
	21°31′00″N，108°00′30″E
	2010
	 65

	福建厦门猫屿
	MY
	24°31′04″N，118°03′42″E
	2009
	 59

	浙江舟山馒头山
	MTS
	30°13′57"N，121°53’50" E
	2009
	 57


1.2 方法

1.2.1 DNA提取

肌肉组织基因组提取参照周晓平等的酚氯仿抽提法24[]
. 取2μL在1%的琼脂糖胶电泳检测，使用ND-1000分光仪器测定其OD值和浓度，-20℃保存备用.
羽毛样品基因组提取参照Rudnick等的方法25[]
. 将羽毛剪碎，加入裂解缓冲液、SDS和蛋白酶K 55℃过夜消化，用乙酸铵去除杂质，酚氯仿抽提，异丙醇沉淀DNA，75%酒精洗涤，TE溶解后使用ND-1000分光仪器测定其OD值和浓度，-20℃保存备用.
1.2.2微卫星引物筛选
选取黄嘴白鹭
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和棕颈鹭18[, 19]
多态性较高的19个4-5碱基微卫星位点的引物进行PCR筛选，PCR反应体系为：1μL PCR buffer， 1.2 μL dNTP Mixture (2.5 mM)，0.2μL正向引物（20M），0.2μL反向引物(20M)， 0.1 μL Taq 酶 (5 U/L)，0.4 μL 基因组DNA，15.9 μL ddH2O.94 ℃ 预变性 3 min, 30个循环：94 ℃ 30 s, 退火55℃ 30 s, 72 ℃ 30 s；最后72 ℃延伸5 min.1.5%的琼脂糖胶电泳检测，如果扩增出预期大小的单一条带，则进行8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，银染观察条带，对预期大小的条带进行回收纯化和克隆测序以确认其是否为目标微卫星序列. 总计筛选得到12对较理想的微卫星引物.
表2 用于白鹭个体识别的微卫星引物序列
Tab. 2 Sequences of microsatellite primers for the individual identification of little egret
	引物名称
	来源物种
	引物序列(5'-3')
	基因库接收号

	Ae01
	Egretta eulophotes
	F: CATCTTGCAGCCTCTAGCAACT
	FJ900138

	
	
	R: AGTACACTTCTCCACCAGCAGC
	

	Ae05
	Egretta eulophotes
	F: TGCCTTTCAAATAGAACCCAAC
	FJ900140

	
	
	R: TCGTATGCAACTGGGGAGATAG
	

	Ae24
	Egretta eulophotes
	F: TGCTTTGAGAAGGAGAGTGCTG
	FJ900143

	
	
	R: TTACCTGCAAACCAATTAAGCGT
	

	Ae26
	Egretta eulophotes
	F: TACAGCTGGGTATTGGACCTGA
	FJ900145

	
	
	R: AGAGGCCATTTTCAAAGAAGGTG
	

	Ae36
	Egretta eulophotes
	F: TCTGAGTAAACAGGCAGTTGGG
	FJ900150

	
	
	R: ATGGAACAAGCTGCACAACATC
	

	Ae37
	Egretta eulophotes
	F: TGAGCAAGCCGTACTACAGCAA
	FJ900151

	
	
	R:GGCTACTTTAAAGATGACACGGGA
	

	Ae44
	Egretta eulophotes
	F: TACTGGGCTATGACCTCACTGG
	FJ900154

	
	
	R: TGCAGCACTCCTTTCTCATCTT
	

	Ae47
	Egretta eulophotes
	F: GATCAGGTCAGGCTGCAA
	FJ900155

	
	
	R: GCAACCTCTAAGCAAGCAC
	

	Ae51
	Egretta eulophotes
	F: GTTATCCCATGTGCAGGACCT
	JF433926

	
	
	R: CATCTCACTCAACTTGCGTTATAG
	

	Gatg
	Egretta eulophotes
	F: CCTGTAGGAGCCAAAAGCCTAAT
	FJ900141

	
	
	R: TCCCTTACATTAAGGCCAACTCA
	

	Er44
	Egretta rufescens
	F:GAGGGCGAGAACTTGAGG
	HM368086

	
	
	R:CAAAGCAACAAAACATTCAGC
	

	Er46
	Egretta rufescens
	F:AGGGAAAGAAAGAGAGGGAC
	HM368083

	
	
	R:TGCTACCACTTTGAAACAGAC
	


1.2.3物种鉴定

白鹭在广西巫头村繁殖地与大白鹭、池鹭混群营巢20[]
；在厦门猫屿，白鹭与池鹭混群营巢；在舟山馒头山，白鹭与黄嘴白鹭混群营巢26[]
. 在采集的脱落羽毛中，为了准确地鉴别及挑选出白鹭物种的羽毛，本研究采取了多重PCR鉴定方法. 
物种特异的多重PCR鉴定参考Huang的方法27[]
，即用一组引物ND6F、GluR先后与引物EER、EGR组合，通过2次鉴定，达到区分黄嘴白鹭和白鹭的目的（表3）. 利用该方法，对浙江馒头山羽毛样品进行了鉴定；其余地点并无黄嘴白鹭的观测记录，则采用引物ND6F、GluR与EGR组合，区分白鹭与其它鹭科鸟类. 所有扩增反应重复一次，在结果不确定的情况下重复2次. 

表3 物种分子鉴定所用引物

Tab. 3 Primers used for the species molecular identification
	引物名称
	引物序列（5’-3’）
	扩增片段大小*

(bp)
	引物特异性


	ND6F
	CCATAGTAAGGGGACGGATT
	
	Common

	GluR
	AGCCAAGCAGGAACTGCTATG
	101
	Common

	EER 
	AGGGAAGAGCATATGGATGTGTT
	278
	E. eulophotes

	EGR
	GGTTCATCGGAGAAGGGTATGTAG
	302
	E. garzetta


注:扩增片段大小是指所引物组合分别以ND6F为正向引物所扩增的结果
1.2.4性别鉴定

由于白鹭和黄嘴白鹭的P2/P8扩增序列保守区域高度一致28[]
，本研究参照Wang和Huang
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的方法，利用黄嘴白鹭性别鉴定的引物进行实验. 引物P8-n: 5’-ATGAGGAATTGTGCAAAACAG-3’, ZW-n: 5’- CACTTCCATT- AAAGCTGATCTG -3’， CHD-W特异引物：5’-TAGGTGGGTGCCAGGTGT -3’. 
经过反应及染色成像后，雌性有230bp和136 bp两条带分别对应于ZW和W染色体，而雄性只有一条230bp的ZW条带.两条带相差较大，因而可以在琼脂糖凝胶电泳图直接鉴定性别(图1). 
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图1 白鹭性别分子鉴定的琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of sex molecular identification for E. garzetta
注：♀为雌性，♂为雄性；N，无DNA模板的阴性对照；M，分子量标记DL2000.
1.2.5基因分型

采用本研究筛选获得的12对引物，一共12个多态微卫星位点（表2）进行基因分型. PCR反应体系为：2μL PCR buffer，1.2μL dNTP混合物(各2.5 mM)，0.2μL正向引物（20M），0.2μL反向引物(20M)， 0.1μL Taq 酶 (5 U/L)，1.5μL羽毛提取的基因组DNA，14.8μL ddH2O. PCR程序为：94℃预变性3min，94℃变性30s，退火40s（位点Ae24和Ae44 的退火温度分别为56℃和55℃，其余位点的退火温度为58℃），72℃延伸40s，33个循环；最后72℃延伸15min.1.5%琼脂糖胶电泳及8%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，银染观察.
1.2.6数据分析

等位基因数、种群平均等位基因数、观察杂合度、奈氏无偏差杂合度、期望杂合度和近交系数FIS使用GenAlEx6.41软件进行分析30[]
. 空等位基因、多态信息含量使用CERVUS 3.0软件进行分析31[]
，哈迪-温伯格平衡和连锁不平衡使用GENEPOP 4.0.732[]
 软件进行检测，条带和等位基因丢失使用MICRO-CHECKER 2.2.333[]
 软件进行检测.
个体识别使用CERVUS 3.031[]
 软件对基因型进行一致性鉴定. 对于基因型错配一个或两个位点的样品重新PCR和基因分型，以排除基因分型错误和/或等位基因丢失所造成的影响.同时也统计PID（Probability of identity，两个个体基因型一致的概率）和PID-sibs (Probability of identity for siblings，一对同胞具有相同基因型的概率)，确保能够有效区分亲缘关系较近的个体.
2 结果

在181个羽毛样品中，19个样品由于DNA质量较差，未能有效鉴定物种. 162个高质量 DNA羽毛样品的物种鉴定结果表明，119个羽毛样品为白鹭物种，占羽毛样品总数的73.4%（表4）. 119个羽毛样品当中，雄性占比28.57%，雌性占比71.43%，性别鉴定可重复性达到94.1%.
表4 羽毛样品的物种分子鉴定结果
Tab.4 Species molecular identification results of feather samples
	地点
	时间
	样品数
	高质量 DNA样品数
	物种为白鹭的样品数

	WTC
	2010
	65
	57
	38

	MY
	2009
	59
	51
	43

	MTS
	2009
	57
	54
	38


通过MICRO-CHECKER检测，119个白鹭样品的基因分型结果没有明显条带或等位基因丢失.所有的位点在3个种群都有多态性.总计等位基因数从Ae01或Ae46最低的7个到Er46最高的22个（表5），平均每个位点的等位基因数为11.564. 观察杂合度范围从Ae51的0.623到Ae24的0.875，期望杂合度范围从Ae47的0.779到Er46的0.918. 位点平均空等位基因频率从Ae36的0.0494到Ae05的0.1284. 哈迪温伯格检验经FDR校正后，在广西巫头村种群有2个位点Ae05和Ae24杂合不足（P<0.01）；在厦门猫屿种群有2个位点Ae05 和Er44偏离平衡（P<0.05），Ae05杂合不足；在浙江馒头山有一个位点Ae01偏离平衡（P<0.01），有2个位点Ae01和Ae26杂合不足. 3个种群12个位点的全局检验均未偏离平衡（P＞0.05）.

表5白鹭12个多态微卫星位点的特征
Tab. 5 Characterization of 12 microsatellite loci for Egretta garzetta
	位点
	重复序列
	克隆片段

大小(bp)
	等位

基因数
	H0
	HE

	Ae01
	Imperfect1 
	229
	7
	0.667
	0.793

	Ae05 
	(CCAT)8
	199
	12
	0.625
	0.884

	Ae24
	(GATG)7 (GATA)8
	257
	9
	0.875
	0.844

	Ae26
	(GATG)13
	246
	11
	0.677
	0.839

	Ae36
	(TGGA)11
	194
	10
	0.792
	0.852

	Ae37
	(GTCT)5
	137
	13
	0.75
	0.866

	Ae44
	(GATG)15
	228
	14
	0.627
	0.889

	Ae47
	(GGAT)13
	171
	7
	0.667
	0.779

	Ae51
	(TGTC)5
	275
	11
	0.623
	0.843

	Er44
	(TATC)12(CTAC)6
	380
	8
	0.75
	0.842

	Er46
	Imperfect2
	190
	22
	0.833
	0.918

	Gatg
	(GGAT)11
	132
	8
	0.667
	0.859


注：H0, 观察杂合度, He, 期望杂合度. 
1(CTAT)6(CTAC)3T(TATC)7.

2(ATGG)5...(ATGG)4...(GGAT)7...(GATG)4(GGAT)4AGATG(GGAT)6.

在3个种群12个位点的连锁不平衡检测中，有 17对引物组合显示连锁（表6）.在这些连锁的位点中，只有Ae01-Ae47、Ae24-Ae36、Ae36-Er46出现了2次，其余均为1次，即仅在1个或2个种群出现，所以可以认为这些位点在物理位置上是不连锁的. 12个位点的平均每个反应基因分型的错误率是0.012（范围：0-0.02），每个等位基因的错误率为0.0043（范围：0-0.01）.
表6 各白鹭种群的连锁位点
Tab. 6 Linked alleles in three populations of Egretta garzetta 
	采集地名
	地名缩写
	连锁位点

	广西防城港巫头村
	WTC
	Ae01-Ae47*，Ae24-Ae36*，Ae36-Ae37，Ae37-Ae51，Ae51-Er44

	福建厦门猫屿
	MY
	Ae05-Er44， Ae24-Ae44，Ae26-Ae44， Ae36-Er46*， Ae37-Er44

	浙江舟山馒头山
	MTS
	Ae01-Ae47*，Ae05-Er46，Ae24-Ae36*，Ae24-Ae44，Ae26-Ae51，Ae36-Er46*，Ae37-Er46


注：标注*为出现重复的连锁位点

在白鹭羽毛样品的个体识别中，发现1对基因型完全一致的样品. 基因型一致的样品必然是来自同一个体，因为这些个体在12个位点上基因型都一致的几率极低（PID = 6.41×10-21，单个位点值0.0111-0.0910）.另外，更为保守的同胞关系计算中，PID-Sib = 4.4×10-7，表明即使同胞个体基因型一致的概率也是非常低的. 而且，由于这2个基因型一致的羽毛样品采集于同一地点，而且其性别相同，因此，可以推断这2个样品是重复采样自同一个体脱落的不同羽毛. 
3讨论

3.1 物种鉴定

本研究利用物种特异的多重PCR鉴定法对脱落羽毛进行物种鉴定。物种特异多重PCR鉴定方法只需设计物种特异的引物，扩增出物种特异的DNA片段，经简单的琼脂糖凝胶电泳成像即可进行物种鉴定，具有快速、准确和经济的优点[27]。该方法通常是利用线粒体的某段基因，如Cyt b34[]
，COI35[]
和16 S36[]
等. 在线粒体基因当中，DNA控制区是非编码基因，具有较高的突变积累和种间变异，近年来已被广泛应用于物种鉴定37[ -39]
. 本实验针对自然脱落羽毛样品进行物种鉴定，自然脱落羽毛的DNA不仅含量较少且质量较差，因为羽毛从鸟类身体脱落后在环境中受雨水、温度、光照等影响，导致脱落羽毛DNA发生降解40[]
，杂质较多影响PCR反应效率41[]
，容易出现扩增失败或非特异性扩增的情况. 为提高扩增成功率、鉴定成功率及鉴定准确性，本实验过程中的所有扩增反应都至少重复一次，并且进行了重复鉴定，对所有样品鉴定了2次，对于部分结果不确定的样品鉴定了3次. 实验结果为：扩增成功率达89.5%，物种鉴定结果可重复率（2次鉴定结果一致比例）达93.8%，因此，绝大部分脱落羽毛样品能够通过物种鉴定而用于后续的实验。
3.2 性别鉴定
性别鉴定是鸟类种群研究的基础工作. Wang等建立分子生物学手段对鹭科鸟类10个物种（黄嘴白鹭、白鹭等）的血液及肌肉组织个体进行了准确的性别鉴定28[]
，Huang等进一步改进该方法以应用于非损伤性采集的粪便样品的性别检测，鉴定结果可重复率达97.7% 29[]
. 本实验参照Wang和Huang的方法对白鹭脱落羽毛进行性别鉴定，性别鉴定结果可重复率达到94.1%，说明绝大部分脱落羽毛样品能够通过该方法的性别鉴定而用于后续的实验. 羽毛性别鉴定可重复率也受脱落羽毛DNA含量较少且质量较差的影响，因此，和物种鉴定一样，性别鉴定过程也应当采取重复扩增和鉴定以提高性别鉴定可重复率. 本实验检测到雌性的白鹭个体较多，推测是因为在白鹭巢下收集脱落羽毛样品时，采集到雌性个体的概率会更高. 研究表明，在白鹭的孵化期，孵卵由双亲合作完成，但以雌鸟为主，雌鸟卧巢时，雄鸟在巢址附近保护或外出觅食8[]
. 
3.3 个体识别
个体分子识别技术是分子生态学研究的基本实验手段.本研究采用非损伤性取样的遗传分析技术，利用12个微卫星位点对3个繁殖种群的118个白鹭个体进行了个体识别，所有位点都具较高多态性（PIC>0.5），基因分型错误率为1.2%，总体错误率相对较低
 ADDIN EN.CITE 
[42, 43]
，因此，这些位点可用于白鹭的后续研究，如种群结构、扩散模式、亲缘鉴定等. 本研究通过非损伤性采集自然脱落羽毛获取DNA，为白鹭种群遗传学研究的带来了便利，但是，样品当中可能出现重复采样自同一个体脱落的不同羽毛，即羽毛样品之间的基因型出现相互一致，发生这种情况时，对于基因型一致的羽毛样品可以再通过分析其采集地及性别的一致性加以排除. 微卫星分型结果容易受到技术手段的影响44[, 45]
，近年来微卫星分型主要是采用银染法和荧光分型法两种方法
 ADDIN EN.CITE 
[46-48]
. 本研究中采用的是银染法（硝酸银染色法）. 在分析材料和微卫星位点较少的情况下，银染法比荧光分型法经济，而且普通引物比荧光标记引物更适宜长期保存使用. 今后，若研究需要对大批量的样品进行微卫星分型检测，则应采用荧光分型法以提高工作效率. 

总之，本研究建立了一套应用于白鹭自然脱落羽毛非损伤性取样样品的物种鉴定、性别鉴定及个体识别的方法，能够有效地鉴定潜在一致或重复的基因型，甚至是鉴定同胞关系的个体，为今后深入开展白鹭种群遗传结构、扩散模式等保护遗传学研究提供了基础，并且为其它鹭科鸟类物种的相关研究提供了参考.
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 Microsatellite individual identification for moulted feathers in Egretta garzetta 
Guan Hao1, Lin Qing-xian1，2, Zhou Xiao-ping1，2, Fang Wen-zhen1，2,

 Chen Xiao-lin1，2*
(1. School of Life Sciences; 2. College of the Environment and Ecology, Key Laboratory of Ministry of Education for Coast and Wetland Ecosystems, Xiamen University, Xiamen 361103, China)

Abstract: Little egret（Egretta garzetta）is a worldwidely distributed waterbird which inhabits fresh or saline wetlands and recently is threatened by wetland degradation and loss. As egrets and herons mostly nest on canopy trees, and nestlings are often difficult to access for sampling, noninvasive collection of naturally molted feathers of these ardeid birds can provide an important source of DNA in conservation genetic analyses. However, the E. garzetta in a heronry were often mixed with cattle egret (Bubulcus ibis), Chinese pond-heron (Ardeola bacchus), great egret (Ardea alba) and Chinese egret (Egretta eulophotes), and the molted feathers of E. garzetta were difficult to distinguish from those of other colonial ardeid species due to their same white color, similar feather size and morphological appearance. Moreover, sex identification and individual identification of adult E. garzetta is difficult because adults are sexually monomorphic and similar in their exterior characteristics. Therefore, reliable species identification, sex identification and individual identification method of the molted feathers of E. garzetta through the molecular markers has become more urgent and valuable. Here, 12 microsatellite loci with high polymorphism were obtained for little egret by cross-species amplification, and microsatellite genotyping technique for individual identification of little egret molted feathers were established after the species identification and sex identification of these molted feathers. Among 181 molted feather samples from three breeding populations of E. garzetta along the coastline of China, 19 feather samples could not be identified for species because of their low DNA quality. 119 feather samples were successfully identified as the species of little egret and the repeat proportion of species identification was 93.8%. The repeat proportion of sex identification was 94.1% and 28.57% of 119 feather samples were identified as male. Basing on the genotyping, the number of alleles ranges from 7-22 per locus, and the observed and expected heterozygosity ranged from 0.623 to 0.875 and 0.779 to 0.918, respectively. No locus deviated significantly from Hardy-Weiberg equilibrium. The error rate of genotyping was 1.2%. In individual identification of molted feather, 2 samples shared the same genotypes, indicating that these two feathers were repeatly collected from one individual. These results will provide a groundwork for further studies on the conservation genetics such as genetic structure and dispersal pattern of population in little egret, and give a reference for species identification, sex identification and individual identification of molted feathers in other ardeids.
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