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摘要
� 研究用 � �  ! 技术对条斑紫菜 ���

�� � , 叹 岁之肥�� �� �
、

坛紫菜�尸
�

�� ��� �� �� �� �
、

半叶紫菜�尸
�

�� �� �� �
� ��

�

�� � ￡�� 贝�� �和 少精紫菜�尸
�

� ��� � �加 �� � �� � ��� � 的 巧

个无性系丝状体进行了遗传多样分析
,

用 �� � 个 � �� ��
� 引物进行 了筛选

,

从中选用

来 自 � �� 一 �� 和 � � � 一 �� 扩增出的 � 条多态性条带构建 了这 巧 个紫菜无性系 的

� �  指纹图谱
,

在该 图谱中每个紫菜无性系均有各 自特异的 � �  指纹
�

用 � 和 �

分别表示 � � � 带的出现和缺 失
,

将各个无性系 的 � � � 指纹用计算机语言表示
,

建

立 了 �� 个紫菜无性系的计算机化 � � � 指纹 �在此基础上设计 了紫菜无性系种质鉴

定的计算机软件 � �� �
�
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引言

紫菜是世界性分布的大型红藻
,

具有重要的经济价值
,

我国紫菜的产量居世界首位
,

与海

带相比
,

我国紫菜的产量低于海带
,

但其产值却高于海带
�

传统的分类方法主要是依据紫菜的

形态特征
,

包括形状
、

大小
、

边缘细胞的数目等
�

由于大多数形态性状受环境因素的影响较大
,

可描述的特征有限
,

因此紫菜种质的准确鉴定较为困难
�

种质鉴定是品种选育的基础
�

近年

来分子标记技术和 � � � 指纹分析技术已广泛应用于农作物的种质鉴定〔
‘一 �〕

,

并已开始在海

藻研究中应用
,

如红藻的种质鉴定及分子系统发育研究 ��一 � 〕
、

藻类的亲缘关系的 比较�� 
、

藻类

的遗传多样性检测 �’� 和藻类的杂种优势研究〔�〕
�
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紫菜丝状体是保存紫菜种质的主要方式
,

也是育种所必需的材料
�

本研究目的在于建文

一个基于紫菜丝状体 � �� � 指纹的计算机分析方法
,

为紫菜无性系的快速
、

准确鉴定及分炎
提供一种新的方法

�

� 材料和方法

�
�

� 紫菜无性系

紫菜丝状体无性系由江苏省海洋水产研究所和中国科学院海洋研究所提供
,

有 � 个条斑

紫菜
、

� 个坛紫菜
、

�个半叶紫菜和 � 个少精紫菜
,

共计 �� 个无性系
,

其来源与特点见文献【�〕
�

�
�

� 紫菜丝状体 � �  的提取

在 �� ℃ 培养紫菜的丝状体
,

收集
、

吸干后
,

在液氮中研磨成粉状
,

按本实验室报道的方法

提取其 � � ��
�〕

�

�
·

� � �  ! 分析

按本实验室 的方法�� 进行紫菜的 � � 卫� 分析
,

反 应总 体积 �� �耐
,

成分为 � �� � 一 ��

� � �
�

� �� � � � ���耐
,

� �� �� �
�

� � � � ���� �
,

� � � �� � �� ����
� ,

� 种核昔酸各为 �
�

�� � � � ��

�� �
,

引物 ��
� �

,

模板 �� ��
,

�� � � � � 聚合酶 �
�

� �
,

覆盖一滴石蜡油
�

反应程序如下
�

反应

混合物在 �� ℃变性 � � � 
,

然后进入循环
�

�� ℃变性 ��
� ,

�� ℃复性 � � ��
,

�� ℃ 延伸 � � ��,

共 �� 个循环
,

最后 �� ℃ 保温 � � � 
�

扩增产物在 �
�

� � 琼脂糖凝胶中电泳
,

� � 染色后用 ��
。 �

� �� � �  一 ���� 扫描仪扫描记录或照相
�

�
�

� 紫菜丝状体 � �  指纹图谱的构建

参照本实验室建立水稻 � � � 指纹图谱的方法〔‘”〕
,

挑取具有代表性的 � � � � 多态性条带

构建紫菜丝状体的 � � � 指纹图谱
�

� 结果分析

�
·

� �  ! ∀ 分析

本研究首先用 �� � 个 � �� ��
�
引物对 �� 个紫菜无性系进行了 � �� � 分析

,

在 � � 的琼脂

糖凝胶检测中
,

每个引物能够扩增出 � 一 � 条带
�

在此基础上选用重复性好的 � 个引物扩增

出的 �� 条多态性条带用于聚类分析
,

建立了 巧 个无性系的聚类图�
�〕

,

根据上述结果选用有代

表性的扩增条带构建 � � � 指纹 图一

�
�

� 数据转换和计算机化的 � �  ! 一 � � � 指纹的建立

由聚类研究所用的 �� 个多态性条带中选取 �个稳定性和重复性良好的多态性条带
,

用于

构建紫菜无性系种质鉴定用的 � � � 指纹图谱
,

这 � 个多态性条带分别来自引物 � �� 一 �� 和

� � � 一 � � 的扩增结果�见图 �
,

� �
�

根据凝胶图谱中这 � 个条带的出现与否进行记录 �见表 ��
,

然后根据记录结果绘制了 � �  指纹模式图 �见图 � �
�

图中 � �� 一 ���� 。表示用引物 � �� 一 ��

扩增出的长度为 ��� �� 的 � �  片段
�

在这一 � � � 指纹图谱中
,

每个无性系均有其特异的

� � � 指纹
,

可以把这 �� 个紫菜无性系彼此区分开
�

为了使 � � � 指纹方便于计算机识别和分析
,

本研究将这种 � �  指纹转换成由 �和 � 组

成的计算机可以识读的语言�见表 ��
,

�和 。分别代表某条 � � � 带的存在或缺失
,

每个无性系

均有一个由代码构成的 � � � 指纹
�
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表 � 用 � �� 一 �� 和 � � � 一 � � 扩增出的

� 个多态性条带的记录结果

引物及其扩谱带

紫菜无性系 �� � 一
�� � ��一 ��

� � � � �  ! ∀

�
�

� ���� 一 � � � 一 � 一 �

� �  � �� � � 一 � 一 + 一 +

3
.
Y 9 4 3 0 一 + 一 + + + 一 +

4
.
Y 9 5 0 2

+ 一 + 一 + 一 + +

5
.
Y 9 3 0 6

+ + + + + + 一 +

6
.
Y 9 2 5 2 + + 一 + + 一 一 +

7
.

半叶
一 一 一 一 一 一 十 +

8
.

少精
+ + + + + 一 一 +

9
.
H 9 2 0 8

+ + + 一 + 一 一 +

1 0
.
g
r2 0 2 一 + + + + 一 一 +

1 1
.
H 9 1 6 1

一 一 一 + + + 一 一

1 2
.
H 1 8 1

一 + + 一 一 一 + 一

1 3
.
H 9 1 6 3 一 一 一 + + 一 一 一

1 4
.
H 1 8 2

一 + + 一 一 , 一 _ _

1 5
.
H 1 8 0

一 一 十 一 一 一 十 一

表 2 15 个紫菜无性系计算机化的 D N A 指纹

紫菜无性系 计算机化的 D N A 指纹

1
.
Y 9 10 1

2
.
Y 9001

3
.
Y 9430

4
.
Y 9502

5
.
y 9306

6
.
Y 9252

7
.
半叶

8
.
少精

9
.
卿208

10.gr202

11
.H 9161

12.H 181

13.H 9163

14.H 182

15.H 180

01110101

11010101

01011101

10101011

11111101

11011001

00() (X) 011

11111(X) 1

11101001

011110() 1

00() 11100

0110() 010

000110() 0

01100() 00

0010() 010

我们开发了计算机应用软件 phG I(Po rP h, 叹 Ge
rm p las m Id en tifiea tio n )

,

辅助进行紫菜无

性系的鉴定
.
在实际应用时

,

通常先对一批材料进行 PC R 检测获得其 D N A 指纹
,

然后将每个

样品计算机化的 D N A 指纹输入计算机
,

计算机就会立即显示这个样品属于上述 巧 个已知无
·

性系中的某一个
.
如果这一样品不属于这 巧 个无性系

,

计算机则显示这是一个新材料
,

并给

出该样品与每个已知无性系的相似系数
一

4 讨论

目前
,

我国紫菜生产中所用的品种多数还是由自然界采集的
,

各无性系之间存在着丰富的

遗传多样性
.
过去紫菜的分类较为粗放

,

主要采用形 态分类的方法
.
近年来分子标记方法在

紫菜分类和种质鉴定中得到应用
.
本研究中的 4 类紫菜(条斑紫菜

、

坛紫菜
、

半叶紫菜
、

少精紫

菜)之间的相互关系及分类地位一直是藻类学家们争论的焦点
.
本研究的 R AP D 分析结果表

明我国的紫菜无性系之间存在丰富的多样性
,

彼此差异非常大
,

多态性高达 70 % 一97 %
,

这可

能由于它们的栽培历史很短
,

而且主要来自野生种源
,

这为建立它们的 D N A 指纹提供了方

便
,

使获得足够的多态性变得 比较容易
.
R A PD 分子标记和 D N A 指纹图谱的应用将能由

D N A 水平上反映出各紫菜无性系的相互关系及其分类地位
.
虽然紫菜的 D N A 多样性非常丰

富
,

容易获得多态性产物
,

但在进行 R A P D 分析时如果采用较多的 R AP D 产物进行有关分析
,

得出的结果会更加可靠
.

D N A 指纹 已在世界范围内被广泛接受
,

做为具有法律效力的依据已经用于农作物品种鉴

定的 D u s(di
stinctness

,
u n

i f
o r

m i t y
a n

d
s t a

b i l i
t y

) 测定
.
为了防止或减少使用不合格无性系带给

紫菜生产造成的损失
,

建立快速
、

可靠和简便的无性系鉴定方法已成为当务之急
.
本研究开发

的计算机化的 R AP D 一 D N A 指纹方法用于紫菜无性系鉴定
,

对于合理
、

持久利用紫菜优 良种
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质资源
,

加速对紫菜优良品系的选育
,

并逐步实现紫菜生产的良种化和稳产
、

高产具有重要意

义
,

而且可以对我国优良紫菜种质资源的产权保护提供具有法律效力的证据

R A PD
,

A F L P 和 SS R 都是以 P C R 为基础的 D N A 指纹分析技术
,

它们可以作为D U S 测试

的法律依据
,

用于法庭处理种子质量及产权纠纷
.
R妙D

一 D N A 指纹分析具有简单
、

方便
、

经

济和快速的特点
,

适合于实际的种质鉴定
.
R A PD 技术的缺点在于其检测多态性的效率低

,

即

使在装备良好的实验室通常也需要用很长时间来寻找合适的 D N A 指纹
.
但对于紫菜而言

,

这

个缺点相对不明显
,

因为紫菜无性 系的多态性非常丰富
,

很容易找到它们的差 异
,

所以用

R A PD 方法基本上就可以满足 目前紫菜研究的要求
.
只要建立了合适 R A尸D 一 D N A 指纹

,

在

实际的种质鉴定中应用起来就很简便
.

该图谱中无性系的数目可以根据需要和新无性系的不断出现而随时更新
,

使之适合研究

和 生产的需求
.
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