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5个紫菜属物种丝状体的微卫星初步遗传分析
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摘要 : 文章 利用 68 对 微 卫星 引物 对坛 紫 菜 ( Porphyra haitanensis) 、半 叶紫 菜 ( P. katadai) 、条 斑 紫菜

( P. yezoensis)、少精紫菜( P. oligospermatangia) 和皱紫菜 ( P. crispata) 5个紫菜属物种的丝状体进行初步的遗传分

析, 共筛选出 20对高多态性适用引物 , 在 10份紫菜丝状体样品扩增位点的多态性比例为 95. 24% , 每对引物可

扩增的等位基因位点数为 1. 22～4. 05, 平均为 2. 37; 各样品之间的遗传多样性指数为 0. 254 6～0. 899 4; 不同物

种的遗传距离为 0. 106 0～1. 406 6, 同一物种的丝状体材料优先聚类为一支 , 表明筛选出的微卫星引物具有良好

的遗传分辨能力。
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Preliminary genetic analysis of conchocelis from5 Porphyra
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Abstract: We conducted a preliminary genetic analysis of conchocelis from 5 Porphyra species ( P. haitanensis, P. katadai,

P. yezoensis, P. oligospermatangia and P. crispate) by 68 microsatellite primer-pairs, and selected 20 microsatellite primer-pairs with

high polymorphism. The polymorphism proportion among10 Porphyra conchocelis reaches 95. 24% , and the effective number of alleles

for each primer is 1. 22～4. 05 ( average 2. 37) . The genetic diversity index is 0. 254 6～0. 899 4 and the genetic distance between dif-

ferent species is 0. 106 0 ～1. 406 6. Conchocelis from the same species group into one cluster first, which reveals that the selected mi-

crosatellite primer-pairs have good genetic resolution power.

Key words: Porphyra; microsatellites; allele loci; genetic variation

  紫菜( Porphyra) 属于红藻门、红毛菜科, 已经

报道有 134 个物种, 广泛分布于从寒带到亚热带的

潮间带海域。紫菜是一类重要的经济红藻, 作为目

前世界上人工养殖海藻中经济价值最高的种类, 仅

中、日、韩三国紫菜的初级加工品年产值就超过

20 ×109
美元

[ 1 ]
。中国是世界紫菜的主要生产国和

出口国, 主要栽培种类包括条斑紫菜 ( P. yezoensis)

和坛紫菜( P. haitanensis) 。长期以来紫菜的遗传育

种研究以诱变育种、单性生殖、选择育种等经典育

种技术为主, 相对于蓬勃发展的动植物分子育种研
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究而言, 分子标记技术尤其是共显性分子标记数量

少、应用种类有限, 制约了紫菜遗传改良工作的快

速发展。微卫星又称为简单序列重复 ( simple se-

quence repeat, SSR) , 作为一种共显性遗传标记,

具有多态性高、重复性好等优点
[ 2 ]

, 已被广泛应

用到海带属 ( Laminaria; Saccharina)
[ 3 - 4]
、江蓠属

( Gracilaria) [ 5 ]
、龙须菜属 ( Gracilariopsis) [ 6 ]

、紫菜

属( Porphyra)
[ 7 - 8]
等重要大型海藻的遗传多样性、

遗传图谱构建和 QTL定位研究中。

皱紫菜( P. crispata) 是中国南方沿海野生紫菜

的主要种类之一, 具有重要的经济价值和药用价

值。研究表明, 皱紫菜的高温耐受性较坛紫菜和条

斑紫菜要强, 对环境具有更强的适应能力 [ 9]
。目

前中国已经进行皱紫菜人工栽培试验, 增加紫菜栽

培新种类对于解决坛紫菜栽培生产中因高温而出现

“烂 菜”等 问 题具 有重 要 的意 义。半 叶 紫菜

( P. katadai) 和少精紫菜 ( P. oligospermatangia) 均为

野生种类, 主要分布于北方沿海地区, 和条斑紫菜

都属于雌雄同体的紫菜种类, 也是紫菜属遗传学研

究的良好试验材料。微卫星标记在紫菜属不同物种

中的研究应用较少, 关于皱紫菜、半叶紫菜和少精

紫菜等紫菜属物种的微卫星标记尚未见报道。笔者

利用微卫星 DNA 分子标记技术分析皱紫菜等 5 个

紫菜属物种的遗传结构及种质, 以便更有效地推动

紫菜种质资源评价并辅助紫菜遗传改良, 同时对微

卫星标记在紫菜属物种遗传分析中的通用性进行探

讨, 以期为紫菜属的分子遗传学研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用的紫菜属 5 个物种 10 个品系自由丝

状体( 表 1) 由中国海洋大学汤晓荣老师惠赠, 培养

于中国海洋大学海洋生物遗传育种研究室。

1.2 基因组 DNA 的提取

紫菜丝状体基因组 DNA的提取均采用植物基

因组 DNA提取试剂盒( 北京天根) 法提取, 用 Nan-

odrop 1000 分光光度计测定 DNA 的光密度 ( OD) 和

浓度, 并在 1. 0% 琼脂糖凝胶上电泳 ( 100 V 30

min) 检测, 用 JS-380A自动凝胶图像分析仪拍照并

进一步检验 DNA的质量和浓度。

1.3 微卫星引物合成及筛选

现有的文献报道紫菜微卫星引物共 68 对: 25

对引自 SUN等 [ 10 ]
发布的微卫星引物, 10 对引自刘

表 1 此试验所用的 10个品系紫菜丝状体信息表

Tab.1 Information of 10 lines of Porphyra

conchocelis in this study

序号
No.

品系代码
line code

物种名称
species name

1 PH1 坛紫菜 P. haitanensis

2 PH2 坛紫菜 P. haitanensis

3 PH3 坛紫菜 P. haitanensis

4 PH4 坛紫菜 P. haitanensis

5 PK1 半叶紫菜 P. katadai

6 PK2 半叶紫菜 P. katadai

7 PY1 条斑紫菜 P. yezoensis

8 PY2 条斑紫菜 P. yezoensis

9 PO 少精紫菜 P. oligospermatangia

10 PC 皱紫菜 P. crispata

必谦等
[ 11 ]
发布的微卫星引物 , 11 对引自 ZUO

[ 12 ]

发布的微卫星引物 , 8 对引自 XIE等 [ 1 3]
发布的微

卫星引物 , 14 对引自 KONG等 [ 14 ]
发布的微卫星

引物, 引物由华大基因公司合成。以 5 个不同物

种的丝状体 ( PH2, PK2, PY2, PO 和 PC) DNA

样品为模板, 对所有引物进行 PCR 筛选 , 从中选

择扩增稳定且条带清晰的微卫星引物 ( 引物信息

见表 2) 。

1.4 PCR扩增及电泳

利用筛选出的微卫星引物对 5 个物种的 10 个

丝状体品系进行 PCR扩增。

PCR反应在 PCR 仪 ( BIOER) 上进行。反应体

系为 20 μL, 试剂终浓度分别为 1. 5 mmol·L
- 1

, 10

×PCR buffer[ 含氯化镁 ( MgCl2 ) ] , 0. 125 mmol·

L
- 1

dNTP, 20 ng 模板 DNA, 0. 05 U TaqDNA聚合

酶, 微卫星引物 1. 0 μL。

PCR反应程序为 94 ℃变性 5 min; 接 35 个循

环为 94 ℃ 50 s, 退火 45 s( 退火温度因引物而定) ,

72 ℃ 1 min; 72 ℃最后延伸 10 min, 4 ℃保存,

1. 0%琼脂糖电泳, 100 V 50 min, 检测 PCR产物。

取部分选扩产物( 3 μL) 与等体积的上样缓冲液( 3

μL)充分混匀, 95 ℃变性 5 min。点样 6 μL, 在

6%变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳, 仪器为 DYY-12C

电泳仪( 北京市六一仪器厂出品) , 电泳前进行 30

min预电泳, 最大功率恒功率电泳 2 h。银染程序

参照 SANGUINETTI等 [ 15 ]
报道的方法。室温下自然
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干燥, 用扫描仪扫描并保存图像。

1.5 数据统计分析

微卫星标记按共显性标记进行数据统计及分析。

根据分子量大小对扩增结果读带, 以二倍体形式记

录, 从大到小依次记为 A, B, C⋯⋯。利用 POP-

GENE32 ( V 1. 31) ( ftp: ∥ ftp. microsoft. com/ Softlib /

MSLFILES/HPGL. EXE)软件计算各群体的观测有效

等位基因数( Ne )、多态位点百分率( P)、基因多样

性指数( Nei′s)、Shannon信息指数( I) 、表观杂合度

( Ho ) 和预期杂合度( He) 、Nei′s 标准遗传距离( D)、

遗传相似度和遗传分化指数( Fst )。根据 Nei′s 标准

遗传距离, 利用 MEGA 4. 0 ( http:∥www. megasoft-

ware. net/ )中的非加权平均算术法( UPGMA) 对各种

群进行聚类分析, 自展检验 1 000 次。

2 结果与分析

2.1 紫菜丝状体基因组 DNA 的提取

所提取的紫菜丝状体基因组 DNA, OD260 /

OD28 0为 1. 7 ～1. 9, 质量浓度为 20 ～40 ng·μL
- 1

,

没有 DNA降解、RNA 残留及蛋白质污染, 可以满

足微卫星遗传分析的需要(图 1)。

图 2 部分微卫星引物( 左: SSR-ZC15; 右: SSR-ZC20)在 10个紫菜丝状体中的扩增结果

M. DL100 分子量标准 ; 1 ～10. PH1, PH2, PH3, PH4 , PK1, PK2, PY1 , PY2, PO, PC

Fig. 2 Electrophoresis of part of microsatellite primer-pairs ( L: SSR-ZC15; R: SSR-ZC20) in

10 lines of Porphyra conchocelis

M. DNA maker DL100 ; 1 ～10. PH1, PH2 , PH3, PH4, PK1, PK2, PY1, PY2, PO, PC

2.2 引物筛选结果

从 68 对微卫星引物中筛选出 20 对扩增稳定、

多态性高的引物 ( 表 2) , 其部分扩增结果见图 2。

其中有 14 对引物在 5 个物种中均可扩增出稳定的

条带, 扩增片段大小为 192 ～420 bp, 且这 14 对引

物中有 10 对可在 10 个丝状体中扩增出稳定的条

带。

图 1 紫菜丝状体基因组 DNA在 1. 0%的

琼脂糖电泳检测结果

M. DL 2 000 分子量标准 ; 1 ～4. PH1、PH2、PH3、PH4,

坛紫菜 ; 5 ～6. PK1、PK2, 半叶紫菜 ; 7 ～8. PY1、PY2,

条斑紫菜 ; 9. PO, 少精紫菜 ; 10. PC, 皱紫菜

Fig. 1 Electrophoresis in 1% agarosegel of genomic DNA

obtained from conchocelis of Porphyra

M. DL 2 000 DNA marker; 1 ～4. PH1, PH2, PH3 , PH4,

P. haitanensis; 5 ～6. PK1, PK2 , P. katadai; 7 ～8. PY1,

PY2, P. yezoensis; 9. PO, P. oligospermatangia;

10. PC, P. crispata
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表 2 20对微卫星引物序列和特异退火温度

Tab.2 Sequence of 20 pairs of microsatellite marker primers and specific annealing temperature for PCR amplification

引物编号
primer No.

引物序列( 5′→3′)
primer sequence

重复序列
repetitive
sequence

退火温
度 /℃

annealing
temperature

片段范围
fragment

range

GenBank
登录号
GenBank

accession No.

参考文献
reference

SSR-ZC1 TTCGCTGCGTTTCACCTTACATTT ( TGCG) 6 60 205 AV434771 [ 10]

ACAAGGCCAACCCGAACACA

SSR-ZC2 GGCTGCGGCTGAGTCACAGA ( AGC) 8 60 235 AU194221 [ 10]

GTCGCTCCAACTCCTCCTGCT

SSR-ZC3 TGGTGCTGTCTTCCAACGAGTA ( AGC) 13 60 245 AU196122 [ 10]

CGGCTGTCGCACCTCGTTATA

SSR-ZC7 CGCTCAACCACTTCGTCAG ( AAC) 10 +1 58 261 AU191538 [ 10]

CATTGTTGGCGTTGTTGTCATA

SSR-ZC9 CCGTCGTCAGCAGGAGCA ( GGC) 7 60 200 AV434560 [ 10]

ATGTGAGAAGCCAGTAGGGAAAGT

SSR-ZC10 ACTTCCATCGCTGTCTTCGCT ( AGC) 8 60 196 AU192094 [ 10]

CTGAGCTGCGTGTTGTGGTT

SSR-ZC12 TCAACCATCAGCCATACCGAC ( ACC) 11 58 192 AV435510 [ 10]

GACATGTCCGCCACCTTGTA

SSR-ZC15 TGACTTCCTCATCGACATTGT ( AGC) 8 55 319 AU187439 [ 10]

GCCATAGTACATTTGTTGCTG

SSR-ZC16 TACCAGGTCGACCAGGAGCA ( AGC) 11 60 291 AU193458 [ 10]

TCCAACTCTGCAGTGTCCGTT

SSR-ZC19 ACCTCCTCGGCTACTTCAGA ( AGC) 7 58 276 AV431181 [ 10]

GGATACAACGCCTGCTCCAT

SSR-ZC20 GGCAGCAGCCATGATGTA ( AGC) 8 +8 55 339 AV433675 [ 10]

CCGTCAGGCAGAAGAGAAT

SSR-ZC23 CAAGGGCTACTGCTACTA CAA ( AAC) 17 55 249 AU195299 [ 10]

TACAAAAAGACTCTCGTG GCA

SSR-ZC25 CCGTGCTACTACGGCTA CAA ( AAC) 9 +11 58 302 DN606134 [ 10]

GTCCGGTGCAGGTTG TTCT

SSR-ZC36 CCAACGATGGGTTTCTTCAA 55 300 [ 7]

ACTTCATGCCCCTGCCGATG

SSR-ZC38 GGACAAGGGGTAATGGCT ( CA) 17 50 212～226 DQ831155 [ 12]

TGGAAAACTTCCTGGGTG

SSR-ZC43 GGAATGCCTTGCACCTGG ( GT) 26 55 408～420 DQ831185 [ 12]

CACTATTGACCGAATCCGCTAC

SSR-ZC44 CGTGCGAGTCATAGTCTGCT ( GTGA) 26 55 191～200 DQ831194 [ 12]

ACAGCCAGTGCAAGAACACC

SSR-ZC47 CTAGACGGAGTGCGGCTGAC ( CA) 9 58 176～196 DQ831197 [ 12]

GCTCCTCCACGAGCATCAGG

SSR-ZC54 GGTGGCAGTGAAGCGAAACA ( CG) 7 60 229 DN607742 [ 13]

ACCCAGCAAGTGCGTGAGC

SSR-ZC61 AACAGAGATACGGAGAGC ( GT) 8 . . ( TG) 11 50 276 EU670707 [ 14]

ATCAGATTGGACTTGCCT



2.3 

:MJ 

SSR-ZCI5 0.1000 0.4158 

SSR-ZCI6 0.4444 0.6797 

SSR-ZCI9 0.6667 0.7974 

SSR-ZC20 0.7842 0.7842 

SSR-ZC23 0.5000 0.5750 

SSR-ZC25 0.6000 0.5632 

SSR-ZC36 O. 111 1 0.3856 

SSR-ZC38 0.5000 0.7632 

SSR-ZC43 0.6667 0.7320 

SSR-ZC44 0.5714 0.5714 

SSR-ZC47 0.2857 0.4396 

SSR-ZC54 0.1000 0.5421 

SSR-ZC61 0.5000 0.6842 

ljL:hl] mean 0.3752 0.5509 

fff,ii& 
0.2885 0.2055 

standard deviation 

24 ~~~.,~~mm.~~~.~m 

10 1- J'b * ~ ~ ~f' ~ 1* ~ :1ft 1~ if!'! {1iJ- m ~ ]g 
0.2546 -0. 899 4, f:MJ]g O. 4749, :l{VJVm:I±lJ~1± 

~~~(PC) 5fO*llt~~(PKI) 9=t, :li*ml±l~1± 
~3;XI~~~ 2 1-:;f IPJ J'b * 9=t; :lft1~Ji!E~]g0. 106 0 
-1. 4066, f:MJ]g O. 792 3, :li*mI±lJ~1±±-i~~ 
(PHI) 5fOy~~~ (PO) 9=t, :li/J\ml±l ~1±~3;XI~ 
~~ 21-:;f IPJ J'b * 9=t (;~ 4 ) 0 

1. 65 0.6874 0.8734 0.0362 

2. 79 1. 161 6 0.718 3 0.0980 

4.05 1. 5654 0.6250 0.1500 

3.92 1. 4490 0.9329 0.0180 

2.17 0.9215 0.7163 0.0990 

2. 15 0.845 1 0.4393 0.319 1 

1. 57 0.6547 0.8969 0.0287 

3.64 1. 415 0 0.6552 O. 131 6 

3.24 1. 2395 0.6000 0.1667 

2.13 0.991 1 0.7403 0.0877 

1. 69 0.5983 0.8592 0.0410 

2.06 0.8237 0.9029 0.0269 

2.86 1. 161 1 0.6154 0.1563 

2.37 0.8999 0.7330 0.091 1 

0.872 7 0.3926 

~m~1-1*~~:Ift~Ji!E~*B&GMA.~* 

tR( rn 3), ~ 5 1-tfmfIP ~ 10 1-J'b * ~~~~f'~{* 
~~*~21-~m,~~~.~.]g-~;*~~ 

~,~m~~,Y~~~5fO~~~.]g~-~,~ 

9=t~m~~~21-J'b*§~.1±-~,~~Y~~ 

~.1±-®,~~~~~~ffi.,:li~~*~~~ 

rC.o 
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2.3 有效等位基因数和遗传杂合度

10 个紫菜丝状体个体间的平均 Ne 为 2. 37, 平

均 He 为 0. 550 9, I 为 0. 899 9, Fst为 0. 400 0 ～

1. 000 0, 平均为 0. 733 3。10 个品系的紫菜丝状体

具有良好的遗传多样性, 且不同材料之间遗传分化

较明显( 表 3) 。

表 3 20个微卫星的遗传多样性指数

Tab.3 Genetic diversity index of 20 microsatellite loci

locus
表观杂合度

Ho

预期杂合度
He

有效等位基因数
Ne

Shannon信息指数
I

遗传分化指数
Fst

基因流
Nm

SSR-ZC1 0. 700 0 0. 647 4 2. 60 1. 010 4 0. 430 9 0. 330 2

SSR-ZC2 1. 000 0 0. 733 3 2. 57 1. 011 4 0. 844 6 0. 046 0

SSR-ZC3 0. 333 3 0. 333 3 1. 38 0. 450 6 0. 946 5 0. 014 1

SSR-ZC7 0. 000 0 0. 484 8 1. 80 0. 636 5 1. 000 0 0

SSR-ZC9 0. 000 0 0. 189 5 1. 22 0. 325 1 1. 000 0 0

SSR-ZC10 0. 100 0 0. 721 1 3. 17 1. 565 4 0. 927 0 0. 019 7

SSR-ZC12 0. 600 0 0. 526 3 2. 00 0. 693 1 0. 400 0 0. 375 0

SSR-ZC15 0. 100 0 0. 415 8 1. 65 0. 687 4 0. 873 4 0. 036 2

SSR-ZC16 0. 444 4 0. 679 7 2. 79 1. 161 6 0. 718 3 0. 098 0

SSR-ZC19 0. 666 7 0. 797 4 4. 05 1. 565 4 0. 625 0 0. 150 0

SSR-ZC20 0. 784 2 0. 784 2 3. 92 1. 449 0 0. 932 9 0. 018 0

SSR-ZC23 0. 500 0 0. 575 0 2. 17 0. 921 5 0. 716 3 0. 099 0

SSR-ZC25 0. 600 0 0. 563 2 2. 15 0. 845 1 0. 439 3 0. 319 1

SSR-ZC36 0. 111 1 0. 385 6 1. 57 0. 654 7 0. 896 9 0. 028 7

SSR-ZC38 0. 500 0 0. 763 2 3. 64 1. 415 0 0. 655 2 0. 131 6

SSR-ZC43 0. 666 7 0. 732 0 3. 24 1. 239 5 0. 600 0 0. 166 7

SSR-ZC44 0. 571 4 0. 571 4 2. 13 0. 991 1 0. 740 3 0. 087 7

SSR-ZC47 0. 285 7 0. 439 6 1. 69 0. 598 3 0. 859 2 0. 041 0

SSR-ZC54 0. 100 0 0. 542 1 2. 06 0. 823 7 0. 902 9 0. 026 9

SSR-ZC61 0. 500 0 0. 684 2 2. 86 1. 161 1 0. 615 4 0. 156 3

平均 mean 0. 375 2 0. 550 9 2. 37 0. 899 9 0. 733 0 0. 091 1

标准差
standard deviation

0. 288 5 0. 205 5 0. 872 7 0. 392 6

2.4 遗传距离、遗传相似指数和聚类分析

10 个品系紫菜丝状体的遗传相似指数为

0. 254 6 ～0. 899 4, 平均为 0. 474 9, 最小值出现在

皱紫菜( PC) 和半叶紫菜( PK1) 中, 最大值出现在

条斑紫菜的 2 个不同品系中; 遗传距离为0. 106 0

～1. 406 6, 平均为 0. 792 3, 最大值出现在坛紫菜

( PH1) 和少精紫菜 ( PO) 中, 最小值出现在条斑紫

菜的 2 个不同品系中( 表 4) 。

根据各个体间的遗传距离进行 UPGMA聚类分

析( 图 3) , 这 5 个物种的 10 个品系的紫菜丝状体

可以分成 2 个亚群, 坛紫菜单独聚为一支; 半叶紫

菜、条斑紫菜、少精紫菜和皱紫菜聚为另一支, 其

中条斑紫菜的 2 个品系首先聚在一块, 再与少精紫

菜聚在一起, 接着与皱紫菜相聚, 最后与半叶紫菜

汇聚。
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表 4 10个紫菜品系遗传距离( 左下方)和相似性系数(右上方) 矩阵

Tab. 4 Genetic distance ( lower-trangular data matrix) and genetic similarity

( upper-triangular data matrix) of 10 Porphyra lines

POP ID
坛紫菜 1

PH1

坛紫菜 2

PH2

坛紫菜 3

PH3

坛紫菜 4

PH4

半叶紫菜 1

PK1

半叶紫菜 2

PK2

条斑紫菜 1

PY1

条斑紫菜 2

PY2

少精紫菜

PO

皱紫菜

PC

坛紫菜 1 PH1

P. haitanensis 1
0. 445 4 0. 471 9 0. 506 0 0. 307 7 0. 302 2 0. 296 9 0. 373 1 0. 245 0 0. 423 1

坛紫菜 2 PH2

P. haitanensis 2
0. 808 9 0. 753 8 0. 619 8 0. 335 0 0. 296 1 0. 348 5 0. 377 2 0. 384 7 0. 477 0

坛紫菜 3 PH3

P. haitanensis 3
0. 751 1 0. 282 7 0. 860 8 0. 555 6 0. 527 4 0. 485 8 0. 465 1 0. 391 2 0. 436 4

坛紫菜 4 PH4

P. haitanensis 4
0. 681 2 0. 478 4 0. 149 8 0. 474 3 0. 414 0 0. 444 9 0. 380 4 0. 338 9 0. 379 5

半叶紫菜 1 PK1

P. katadai 1
1. 178 5 1. 093 6 0. 587 8 0. 745 8 0. 872 9 0. 502 5 0. 465 1 0. 425 3 0. 254 6

半叶紫菜 2 PK2

P. katadai 2
1. 196 7 1. 217 1 0. 639 9 0. 881 8 0. 136 0 0. 526 4 0. 488 2 0. 467 7 0. 357 1

条斑紫菜 1 PY1

P. yezoensis 1
1. 214 3 1. 054 2 0. 722 0 0. 809 8 0. 688 1 0. 641 8 0. 899 4 0. 692 4 0. 493 5

条斑紫菜 2 PY2

P. yezoensis 2
0. 985 9 0. 975 1 0. 765 5 0. 966 6 0. 765 5 0. 717 0 0. 106 0 0. 721 8 0. 519 7

少精紫菜 PO

P. oligospermatangia
1. 406 6 0. 955 4 0. 938 4 1. 082 1 0. 855 1 0. 759 9 0. 367 6 0. 326 0 0. 567 9

皱紫菜 PC

P. crispata
0. 860 2 0. 740 2 0. 829 1 0. 968 8 1. 368 1 1. 029 6 0. 706 3 0. 654 5 0. 565 8

图 3 10个紫菜品系的 UPGMA聚类图

Fig. 3 Phylogenetic tree of 10 Porphyra lines using method of UPGMA

3 讨论

3.1 引物通用性

微卫星标记的缺点在于微卫星引物具有种属特

异性, 在对一个物种首次进行微卫星分析时必须要

进行微卫星引物的开发, 较费时耗力
[ 10 ]
。有关研

究认为微卫星引物可以在近缘物种间进行转移应

用, 但能否转移以及转移的成功率在不同的物种间

表现较大的差异
[ 1 6 - 17 ]
。SUN等

[ 1 0]
、刘必谦等

[ 11]
、

XIE等
[ 13 ]
和 KONG等

[ 14 ]
通过对一个紫菜属物种设

计的微卫星引物进行了引物种间转移扩增研究, 证

明微卫星引物在不同物种间具有高的通用性。笔者

从 68 对微卫星引物中筛选出 20 对通用微卫星引

物, 筛选比例为 29. 4% , 其中 14 对引物均能在 5

个物种中进行有效扩增, 证实上述选扩的微卫星位

点的侧翼序列在坛紫菜、条斑紫菜、少精紫菜、半
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叶紫菜及皱紫菜具有比较高的保守性。

所研究的 68 对微卫星引物中 63. 24% 来自紫

菜 EST序列, 36. 76%来自基因组文库, 而筛选出

的 20 对引物中有 15 对来自 GenBank 中紫菜 EST

数据库, 占 34. 88% , 5 对来自基因组, 占 20%。

EST序列来自于有表达意义的 mRNA反转录的 cD-

NA, 相对于含有内含子的基因组文库, 在物种进

化中更具保守性, 来自于 EST 序列的微卫星引物

可以在更大范围的紫菜属内扩增出多态性位点。因

此, EST-SSR与基因组 SSR 相比更容易在不同物

种中进行转移扩增。

3.2 紫菜属的遗传多样性

Ne 作为衡量 SSR引物多态性高低的一个标准,

表明了物种或品系间的遗传多样性。Ne 越高, 物

种或品系间的遗传多样性越高, 在笔者的研究中每

对引物可扩增的 Ne 平均为 2. 37。张鹏等
[ 18 ]
对坛紫

菜 9 个品系的亲缘关系进行 SSR 标记分析, 平均

Ne 为 1. 72。KONG等
[ 14]
用微卫星标记对条斑紫菜

进行遗传分析, 平均 Ne 为 1. 81。XIE等
[ 1 3]
用相同

标记分析了坛紫菜 15 品系的遗传多样性, 平均 Ne

为 2. 81, 此研究获得的 Ne 结果与前人研究相似,

同时显示种间的遗传多样性高于种内。

DAYANANDAN等 [ 19 ]
用 4 个微卫星引物对就

可区分白杨( Populus tremuloides) 的 34 个品系, 只

有 2 个品系没有被区分开; BECHER等
[ 2 0]
用 3 对

引物就可以很好区分 44 个天竺葵 ( Pelargonium) 品

系。此研究从 68 对微卫星引物中筛选出 20 对引

物, 多态性比例高达 95. 25% , 这可能与引物来源

有关, 笔者所用的引物 63. 24%来自 EST序列。然

而, 刘必谦等 [ 7 ]
认为从基因组 DNA 筛选出的微卫

星, 其信息量要比来自 EST的丰富, 而此研究结

果并不支持这一观点。崔灵英等
[ 21]
用 ISSR标记对

4 种紫菜叶状体进行分析, 获得多态性条带比例达

95. 5%。贾建航等
[ 22 ]
在对 15 个紫菜种( 系) 的丝状

体进行 RAPD分析时得到多态性比例达 97. 1% ;

杨锐等
[ 23]
用 AFLP对坛紫菜 8 个品系的丝状体进

行分析得到 96. 97%的多态性位点, 这些结果与笔

者的研究结果相似, 进一步显示了紫菜物种的遗传

变异相当丰富。

3.3 5种紫菜的种间遗传关系

5 个紫菜属物种 10 个品系丝状体的遗传相似

指数平均为 0. 474 9, 说明个体间的亲缘关系比

较远。曾呈奎等
[ 1]
曾根据叶片边缘的细胞排列方

式将真紫菜亚属分为全缘紫菜组、刺缘紫菜组和

边缘紫菜组 , 并且认为该特征具有进化上的意

义。根据这一分类系统皱紫菜、坛紫菜均属于刺

缘紫菜组, 条斑紫菜、半叶紫菜和少精紫菜属于

全缘紫菜组。此研究中 5 个物种中少精紫菜和条

斑紫菜首先聚在一起, 两者的遗传距离最为接

近 , 这一结果与崔灵英等
[ 21 ]
用 ISSR 分子标记对

紫菜叶状体分析的结果一致, 也符合经典分类学

结果; 根据笔者的研究结果, 皱紫菜聚类在条斑

紫菜、半叶紫菜和少精紫菜的内部, 而不是与坛

紫菜聚类为一支, 这与杨立恩等
[ 2 4]
对紫菜叶状体

进行 rbcL基因分类分析结果相矛盾, 同时此研究

结果与经典形态分类学认为皱紫菜和坛紫菜都属

于刺缘紫菜组的结论也不一致。造成这些差异的

原因可能是: 1) 试验材料不一样, 笔者采用的试

验材料为丝状体, 而其他学者为叶状体 ; 2) 各种

标记手段本身也存在着差异。

前人的研究表明, 坛紫菜、条斑紫菜、皱紫

菜、半叶紫菜和少精紫菜这 5 种紫菜之间具有重要

生物学特征的差异, 例如少精紫菜和条斑紫菜染色

体 n =3, 皱紫菜、半叶紫菜和坛紫菜染色体 n =

5[ 1] , 这一研究结果与笔者的聚类分析结果有一定

的相关性。通过聚类分析结果可以较真实地反映这

10 个品系紫菜丝状体间的亲缘关系, 进一步显示

微卫星分子标记在大型海藻分类学上具有一定的应

用价值。
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