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提要   于1997 年9 月在大连石庙海区分株采集蜈蚣藻、管形藻和舌状蜈蚣藻,采用RAPD技

术在分子水平上对属于红藻门的两种藻类 ) ) ) 蜈蚣藻和管形藻进行了分析。所试 60 个引物

中,有 21个经扩增得到了 120个多态片段。应用 PHYLIP软件, 按照 UPGMA 和Neighbo r-

Joining( N- J)法分别构建聚类图。分析结果表明, RAPD多态性提示蜈蚣藻和管形藻差异较

大,应为两个不同的属。

关键词   蜈蚣藻  管形藻  分类  RAPD

学科分类号   Q789

目前,海藻的分类仍主要借助于藻体的外部形态和内部结构的差异,如常以固着器形

状、主要分枝数、藻体细胞的形态及层数等作为确定其种属关系的依据。李伟新等( 1985,

1998)根据藻体形态构造的差异首次提出将蜈蚣藻节荚变型( Grateloup ia f i licina f . lo-

mentaria)从蜈蚣藻属中分离出来, 另建一新属 ) ) ) 管形藻属, 但这一说法并未得到普遍

承认,至今仍有人延用蜈蚣藻节荚变型这一名称(徐祖洪等, 1990)。为了确定管形藻的分

类地位,本文报道采用 RAPD技术将管形藻与蜈蚣藻在 DNA分子水平上的比较结果。

1  材料与方法
111  样品的采集与处理

所有样品均于 1997年 9月采自大连石庙海滨浴场,按 t1 ) t9编号, 其中 t1 ) t4为管

形藻( Sinotubimorpha porr acea) ,各为 1个样品; t5 ) t8为蜈蚣藻( Gr ateloup ia f il icina) ,

各为 1个样品; t9为舌状蜈蚣藻( G rateloup ia l ivida ) , 4个样品。

所采样品按照 Tseng( 1983)和栾日孝( 1989)进行形态鉴定。然后将藻体表面的盐、

砂、附生生物冲洗干净,再用蒸馏水冲洗两遍, 于无菌风下或阴凉处风干。表面干燥后于

- 70 e 条件下保存待用。
112  基因组 DNA的提取

参照 Doyle等( 1990)的 CTAB法提取海藻模板 DNA。

113  DNA扩增反应与电泳

11311  随机引物   实验所用引物为Operon公司生产的G组、H 组、F 组引物,共计60个。
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11312  RAPD反应体系   扩增反应总体积为 20Ll, 其中无菌双蒸水 12Ll, 10 @ Buffer

2Ll, 4 @ dNTP(每种 210mmol/ L) 1Ll, 随机引物( 5 pmol/Ll) 1Ll, 模板 DNA( 12 ng/ Ll) 3Ll,

T aq聚合酶 1Ll [注: 10 @ Buf fer: Tris- HCl 10mmol/ L ( pH = 813) , KCl 500mmol/ L ,

M gCl220mmol/ L, 011%明胶( W / V ) , T riton 100 1%( W / V ) ]。

11313  RAPD反应程序   反应混合物在加入 TaqDNA聚合酶前置于沸水浴中预变性

5 ) 10m in,待冷却后加入 Taq DNA 聚合酶, 然后将反应管置于 PCR- 90AD反应仪上,

94 e 变性 1m in, 35 ) 36 e 复性 1分 40秒, 72 e 延伸 2分 40秒, 反应进行 45个循环, 最后

一次延伸反应为 72 e 10min。

11314  电泳检测   经含 0. 5Lg/ ml溴化乙锭( EB) 114%琼脂糖凝胶电泳分离扩增产
物,在 1 @ TAE 缓冲液( T ris- HAc, 01001mol/ L EDTA)条件下电泳( 4V/ cm) 3h后,取出

凝胶在紫外灯下观察并照相。

114  数据处理
11411  随机扩增 DNA 片段的观察及统计   记录电泳后清晰有多态的扩增带, 有扩增

带用/ 10表示,没有扩增带或扩增带弱用/ 00表示, 得到原始数据。

11412  统计分析   按照公式 S = 2N xy / ( N x+ N y )获得各样品间的遗传相似度( Nei et

al , 1979) ,其中 S 为片段共享度, N xy为 X和Y 两个个体共享的片段数, N x 和 N y 为X与

Y 个体分别拥有的 RAPD标记数,再由 D = 1- S 获得相应的遗传距离。将得到的数据

输入计算机,应用 PHYLIP 软件,按 U PGMA法和 N- J法分别构建聚类图。

2  结果与分析
211  引物的筛选

以各样品的 DNA为模板,对 Operon公司的 G组、H 组、F 组共 60个引物进行筛选,

选出其中 21个引物在所有样品中均扩增得到一定大小的片段,且扩增带清晰可辨, 背景

较浅,扩增产物具多态。全部扩增产物共 120个, 片段大小范围为 250 ) 2500bp(图 1)。

图 1 引物 OPH12/ OPH13扩增产物电泳

Fig. 1  The electrophoresis pat terns of RAPD withprim er OPH12/ OPH13

t1 ) t4:管形藻, t5 ) t8:蜈蚣藻, t9:舌状蜈蚣藻, M .KDNA- Hind Ó / EcoR Ñ

分子量标记。表 1、图 2同

212  各样品间的遗传距离

以上述确定的 21个引物对表1中9个样品的模板DNA进行深入的RAPD分析。按
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11412统计分析中所述的方法得到各样品间遗传距离矩阵(表 1)。从表 1中可以看出,蜈

蚣藻和管形藻两居群内各个体间的平均遗传距离分别为 01080 ( D蜈蚣藻 ) 和 01161
( D管形藻) , 而蜈蚣藻和管形藻两个居群间的平均遗传距离( D 1)为 01746,管形藻居群和舌
状蜈蚣藻之间的平均遗传距离( D2)为 01766,蜈蚣藻居群和舌状蜈蚣藻(蜈蚣藻属中的另

一种)之间的平均遗传距离( D3)为 01699,其中 D 1、D2 和 D 3 均远大于 D蜈蚣藻和D管形藻 ,

且 D 1和 D2 均大于 D3。

表 1 管形藻、蜈蚣藻、舌状蜈蚣藻个体间遗传距离矩阵

T ab. 1  The matrix of genet ic distance betw een G . porracea , G . f i licina and G . l iv ida

样品 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8 t9

t1 0. 000

t2 0. 125 0. 000

t3 0. 117 0. 248 0. 000

t4 0. 143 0. 263 0. 073 0. 000

t5 0. 782 0. 780 0. 717 0. 760 0. 000

t6 0. 768 0. 765 0. 720 0. 766 0. 111 0. 000

t7 0. 755 0. 742 0. 685 0. 765 0. 061 0. 087 0. 000

t8 0. 745 0. 739 0. 682 0. 762 0. 052 0. 121 0. 051 0. 000

t9 0. 765 0. 760 0. 778 0. 762 0. 700 0. 688 0. 704 0. 702 0. 000

  注: D 1= 0. 746, D 2= 0. 766, D 3= 0. 699

图 2  利用 UPGMA 法( a)和 N- J 法( b)分析

得到的聚类图

Fig. 2  T he dendrogram based on random amplifilied Polymorph ic

DNA by UPGMA ( a) and N- J ( b) analysis

of genet ic distance data

213  聚类分析结果

根据遗传距离矩阵,应用 PHYLIP

软件, 按照 UPGMA 法(图 2a)和 N- J

法(图 2b)分别构建聚类图, 其中 N- J

法以舌状蜈蚣藻为外群。

3  讨论
311  海藻模板 DNA的制备

海藻细胞富含多糖, 采用常规的

植物总 DNA提取方法很难将其去除,

从而影响 PCR扩增反应( Hong et al ,

1995)。在本实验中,作者曾采用多种

方法制备模板 DNA,其中以 CTAB法

获得的 DNA为模板进行 PCR扩增时

的效果最为理想。

实验表明, 要获得纯度较高的

DNA,首先应保证材料前处理过程中藻体干燥程度的适宜,一般以表面干燥为佳。作者

曾做过吹干时间的梯度试验,将试材在同等条件下分别吹干 1h、2h、3h和 4h, 结果表明以

2h为最佳吹干时间。此后,随着吹干时间的延长即藻体干燥程度的增加, 得到的提取液
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越粘稠,其中的多糖也更难去除,这一结果与 Hong 等( 1995)的实验结果基本一致。

此外,在提取过程中还应注意试材量与提取缓冲液量的适当比例,通常在 215m l的提

取缓冲液中加入 011g 试材较好, 只有这样才能保证多糖等物质在提取缓冲液中彻底溶

解。如果材料比例过大, 同样会造成提取液粘度过大, 给 DNA 的提取带来困难。

312  RAPD分析结果与传统分类的比较

李伟新等( 1985, 1998)根据藻体的形态构造如外皮层细胞排列方式,内皮层细胞形状

等方面的特征差异, 首次提出蜈蚣藻节荚变型并非蜈蚣藻的变型,而是另一种物种。同时

建议将蜈蚣藻节荚型从蜈蚣藻属中移出来,另建立一新属 ) ) ) 管形藻属( Sinotubimor pha

porracea)。RAPD多态片段聚类分析的结果表明(图 2b) , 蜈蚣藻和舌状蜈蚣藻首先聚为

一类, 然后再与管形藻聚在一起。由于 N- J法中是以舌状蜈蚣藻为外群进行聚类, 所以

U PGMA 法和 N- J法得到的聚类结果略有差异, 但在两种方式的聚类结果中蜈蚣藻和

管形藻均首先各自聚为一类。另外,据表 1还可知,蜈蚣藻和管形藻居群间的平均遗传距

离( D1)为 01746,远远大于蜈蚣藻和管形藻居群内各个体间的平均遗传距离( D蜈蚣藻=

01161, D管形藻= 01080) ; 蜈蚣藻和管形藻居群间的平均遗传距离( D 1)与管形藻居群和舌

状蜈蚣藻之间的平均遗传距离( D2= 01766)又大体相近, 同时 D1 和 D2 又大于蜈蚣藻与

舌状蜈蚣藻之间的平均遗传距离( D3= 01669) , 由此提示管形藻与蜈蚣藻之间具有种以
上的遗传距离。综合上述得到的遗传距离和聚类分析结果, 作者认为管形藻并不是蜈蚣

藻的节荚变型, 而应建立一个新的属 ) ) ) 管形藻属。

313  RAPD技术在海藻分类学上的应用

目前,海藻的分类仍主要在形态水平上进行。由于海洋环境的开放性,不同的生活环

境、气候、潮汐等各种各样的外界因素均会使藻体形态特征发生较大变化,从而给海藻的

传统分类带来困难。而 RAPD技术可以在 DNA 水平上对物种进行分子鉴定, 因此进入

90年代以来该技术被用于海藻分类学的研究。Patw ay 等( 1993)首先应用该技术比较了

宽叶石花菜与异形石花菜的种间差异及后者 13个个体间的种内差异; Doutcher ( 1994)用

该技术研究了三种紫菜的亲缘关系; Ho 等( 1995a, b)报道了 RAPD- PCR技术在马尾藻

属种间分子鉴定中的应用。本实验表明, 采用 RAPD技术对蜈蚣藻和管形藻进行 DNA

分子水平上的研究,可以提出比较明确的分类学上的证据, 而且作者将 RAPD 实验重复

两次,得到的实验结果较稳定,因此这一实验方法无疑是对传统分类的一个极好补充,并

将更加广泛地应用于海藻分子系统学研究中。
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RAPD ANALYSIS OF GRATELOUPIA FILICINA AND

SINOYUBIMORPHA PORRACEA

WANG Qian, AN Li- jia, YANG Jun, SU Q iao, WANG Hong- wei, KANG Xiao- hui­

( Dep artment of Biological Engineer ing , Dalian University of Technology, Dalian , 116012)

­( Dalian Medical Universi ty Dandong Br anch , Dandong, 118002)

Abstract   Randomly amplified polymorphic DNA ( RAPD) w as used to study Grateloupia f ilicina and Sino-

tubimorpha por racea ( Rhodophyta) , in terms of the molecular systematics. Amplification with 60 random

primers wasmade under predetermined optimal reaction ( samples were first heated at 95 e for 10 min. , and fo-l

low ed by 45 cycles of 60 sec. at 94 e , 100 sec. at 36 e , and 160 sec. at 72 e , then held at 72 e for 10min.

after 45 cycles) . 21 of the 60 random pr imers tested were positive, generating a total of 120 prominent amplif-i

cation products. The amplified fragments were scored as present ( 1) of absent ( 0) for each DNA sample and an

index of degree of band shar ing ( S ) was calculated by using Nei and Li. s matching coefficient method. The value

of ( 1- S) was used to evaluate genetic distances between species. The dendrograms were built based on UPG-

MA and Neighbor- Joining analysis of genetic distance matr ix data. The result suggests that RAPD is useful in

distinguishing G. f ilicina fr om S . por racea and that G. f ilicina and S. por racea may belong to different gen-

era.

Key words   G . f ilicina   S. por racea   Classification   RAPD

Subject classif ication number   Q789
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