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于 80 年代兴起的藻类分子系统学指通过比较藻类核酸差异进行藻类系统发生的研究
,

主要采用 D N A 一

DN A 杂交
,

限制性内切酶酶切片段长度多态性 (res tric tion 丘粤ne n t le n
gth 因l皿明两sms )

、

酶谱分析
、
D N A 指纹

、

核酸测序技术(胎和e

二 翅妙
5 15 )以及 D N A 随机引物扩增多态性分析 (农川由m 田刀 plifi ed 卯l卿帅hi c D N A )等手

段研究藻类系统发生
、

亲缘关系及地理种群分布等课题
。

红藻分子系统学是当今各国藻类学家研究的热点之

一
,

已积累了大量红藻核酸材料
,

并解决了利用传统手段难以定论的问题
,

实验技术与方法也在不断改进
。

1 红藻分子生物学的主要研究手段

限制性内切酶酶切片段长度多态性 (R FLPs
)

1塑刀 年前
,
R 曰尹s是广泛应用的一种 D N A 技术

,

通过限制性内切核酸酶探测因替代
、

缺失和插入所造成

的 D N A 长度变异情况
,

经琼胶电泳分离
,

获得大量数据进行系统分析
。

叶绿体 D NA 和核 D N A 则是分析的

主要对象仁S aUn d ers ,

1卯3〕
。

叶绿体 D N A R 风尹 s 解决 了一些种间和种内的关系问题
。

G o ff 和 0 1e江旧刀〔19朋 ]通过红藻质体 D NA

斑兀浇提出了江篱属(份
〔记认王r云2 )中新的种群分类方法

,

并首先阐明 了该方法适用于红藻系统学及进化关系研

究 ; 随后
,

C 几“。11「l叨39 〕也利用 R FI尹: 研究了江篱属的种群结构
。

P盯阳n 、等【l少灭)〕则通过该方法证明 了加拿

大沿岸与法国沿海的叉枝藻属(‘砂
刀刀双

哪呼。 )不是一个种
。

Sc ho m el d 等仁199 1〕运用 I℃R 扩增了几种江篱属和

龙须菜属(‘阳
‘

而瓜邓
乃

司的 18 srD N A
,

并用识别 4 一 bP 序列的限制性核酸酶检查
,

认为该方法在确定这两属中

种的亲缘关系时可能比较有效
,

但不适用于种间关系的检验
。

对于核 D N A
,

St已叮犯 等〔1卯1〕运 用 PC R 扩增 了产于 澳大利亚的杉藻类 的包括 5
.

s rR N A 和 间隔区域

R N A
,

通过凝胶电泳检验
,

认为该扩增的多型性不适于用作种及其以上水平的分类标记
。
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2 序列分析

序列分析是通过测定某个基因或其侧翼区域的核昔酸并进行比较的方法
。

自动测序仪和一些直接测定

PCR 产物技术的 日益成熟
,

使近年来核酸序列分析越来越多地运用于红藻的系统发育与进化等研究中
。

序

列分析所选定的基因片段必须依据在分析中所要解决问题的程度以及具有用作 PCR 扩增及测序的引物等客

观条件「C沁ff 等
,

l卯4」
。

那些包含较多遗传信息的基因片段成为分子生物学研究的主要目标
。

如
:

在光合作

用中占重要地位的成L 基因
,

因其大小(超过 1 400 帅)可 以提供许多性状(bP ) 进行系统分析
,

并且该基因具

有相对较慢的演化率
,

故适于研究科级水平以上的关系 [E m shw a le r 和 Ru ~
,

19男〕;在卡尔文循环和 Cq 固

定中起主要作用的 1
,

5一二磷酸核酮糖梭化加氧酶(R U BISCO )基因间隙及其侧翼序列则适用于属间和种以

上的研究
。

紫菜属(Po , 与花)
,

江篱属和石花菜属(‘以记加爪 )等重要经济红藻是研究的主要对象
。

Bha ttaC h叼
a 等 [l华刃〕比较了脐形紫菜(凡, 勺花 姗必江必山公)与其他真核

、

原核生物的质体 5女D N A 序列
,

发

现不同的藻类质体起源有先后
。

B讨等【1卯2〕则从 rR N A 小亚基完整序列出发研究脐形紫菜与真菌中担子菌

纲的 Le
诬

切柳械uln sco ui i 的进化位置
。

Bha 恤ha 叮a 等【19 , 〕」通过比较江篱目中龙须菜 ( 份砚故诚
“

如
“U 把如功山 )的核糖体小亚基 R N A 基因序列

与不同的真核生物同源基因序列
,

认为红藻与高等动
、

植物和真菌几乎是同时分化的
,

该结论与基于 ssrR N A

和质体基因的研究结果不同
。

同时
,

作者认为藻类是多起源的
,

与高等真菌没有较近的进化关系
。

B ird 等

〔1望刃
,

l叨」运用 翻乡
n〔1琪刃〕制成的特异性真核 引物来扩增 翻

Zc
如月近 ‘山

左J该记
,

英国江篱 ( ‘
.

~
)和

奋陇边犷咖is 印
.

的 正创A 小亚基(185 = “
16 一 】止e , , rD NA )基因

,

随后测序
。

研究表明这一区域在描述属和目

的关系上非常有效
,

但因其在种的水平上具有相对较高的保守性(约 0
.

5 % 一 3 % )
,

不适用于研究种和种群

关系
。

De SI D 川be 和 D阅glas 〔1卯l]
、

Magg
s等【1琪挖〕利用 R U bisco 基因大

、

小亚基间的转录间隙和一些附近编码

D N A 的侧翼区域检查英国江篱和叉枝菜属中种及种群关系
。

Go ff 等【19 9 4」运用两个转录间隙进行了江篱属

和龙须菜属两属的分子系统学研究
,

通过 PC R 扩增核核糖体重复片段的 5
.

8女D N A (r巧 s)以及质体 P助 isco 启

动子的转录间隙和编码基因的侧翼片段并测序
,

认为两属中核 IT S s 在种的水平上具有保守性并能作为研究

种间关系的特征之一
。

刀似
.

等〔1卯3」和及以皿〔1994 〕运用 PCR 产生的同源探针扩增了英国江篱的 5 个编码蛋白质的核基因及相

应的 CDN A (G 可C
,

C.
PA

,

m
,

价ACN 和 uB 16 R )
,

并通过测序及基因组的 &川山曰m 杂交确定了其性质
。

G Ap D H 序列的系统发育树表明
,

红藻的 G 叩A 基因和绿色植物的 。p刃 G 叩B 基因明显不同
,

两者可能共同

起源于蓝细菌状的内共生体的 励p 基因
。

U 胡d 等【1卯3
,

199 4」也从角叉菜(。刃
刀
击

l拈 c几, us )中获得了 C等C 和

G可八 基因的克隆
,

并测定了序列
。

杉藻目口gar 山目eS 中
,

H忱DI 众杀知祖等【199奥」通过 d ℃L 序列分析研究了杉藻科的系统学和生物地理学 ;

s创口无rs 和 K ra ft【1姚」结合形态和分子生物学研究了 sP] 劝er oc OCea
Ce ae

、

孙aCe吹袱国Ceae 和 N返界留ni aCe ae 三科

的分类
。

Chi 口行苗等【1卯5〕又根据藻体细胞壁的多搪组分
,

营养解剖结构结合核酸序列 (n 名2 )分析提出将澳

大利亚产的哑酬搜‘

~
中的三个种均置于 彻汾爬翔远 属

,

原种 头
刀侧吸记七恻耐

is 与从沙秘曲溯诉而 构成一

新组合
。

E 心改成闪 等【1卯5」则通过详细分析 d 犯L 序列和形态发育特征建立了杉藻目中各科间的亲缘关系
。

石花菜目 C记lidi aie
s 中

,

E民劝阴助改 和 R”e功煞s【l望鸿]获得了产于欧洲的 24 种及 13 种欧洲以外的石花菜属

的 d ℃L 序列
,

以研究欧洲石花菜的种及种群关系
,

他们认为
,

除 ‘以似勿爪 p us 边UnZ 外的所有欧洲种类组成一个

主要的欧洲石花菜类群
。

E 忿由w

血 等【1姚」又通过石花菜 目中六个 属 G甲卿如
,

‘以以泪趾
,

石花菜属
,

口梢认‘
,

鸡毛菜属 (乃沙仪为‘她)
,

几沟而m 和& J坛公 的血L 序列测定
,

进行系统发育分析
,

将之分归 10 个分类

群
,

与传统分类相异的是
,

其中石花菜属和鸡毛菜属不是共同起源的
。

s匕留h in 等【1哪」测定了红叶藻目 R 饭川卿咖址韶 中 即 多个代表属的小亚基 扭N A 序列
,

认为该目中现

有的三个科具有严格的相关性
,

但同时对传统的分类形式提出了一些疑问和修改意见
。
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3 D N A 随机引物扩增多态性分析

以任意序列的单链
,

短的寡核昔酸作为引物
,

扩增未知区域的基因组 D N A
,

然后通过凝胶电泳分辨扩

增产物的方法称 D N A 随机引物扩增多态性分析 (R A P氏 )
。

R A巧飞 技术相对快速
、

简便和经济
,

在种群分析

中的应用优于系统发育分析
。

叭八伍姐‘等【1塑粼〕〕
、

叭阳七五和 M屺k ll田已 【l, 刃〕和 C ae ta 介) 内的珑 s等 【19男)」三个

研究小组几乎同时报道了这项技术
。

该技术已经在高等植物基因图谱(加月, m g hi g l心 ph 以 名e阅tr七s)
,

区别细

菌品系和植物的真菌病原体及蕃茄的种间
、

种内体细胞杂交的鉴定等许多方面得到运用
。

Pal w ary 等 [l姗」在 ‘以诚uIn 佣召1
如 中运用了 R A巧、 技术

,

用以鉴定一些 ‘
.

佣钾城 的隔离种是否具有足

够的遗传变异
,

作为能获得杂种优势的亲本
。

19 % 年
,

他们运用该法成功地检验了 ‘J 杯乡如 的杂种优势的

产生
,

即通过检测父本特有条带的有无以确定杂交是否产生
,

结果证明杂合子的生长速率超过近亲繁殖的

四分抱子体的 9
.

5 % 一 130 %
。

s恤【1勇5〕等在用 R A曰飞 法研究了仙菜目的 知帅戌如山
名￡滚人过远玩 的单倍体和

双倍体后认为
,

该法仅适用于种群水平上的研究
。

H佣g 等〔1卯5」运用 R A I飞殆法
,

检验了紫菜 尸
.

声晌心
a

藻体

的 6 个不同区域(包括雌
、

雄组织
,

斑点组织
,

营养性的分生与非分生组织和根丝组织 )中总 R N A 反转录合成

的相应 c DN A
,

认为不同区域的形态差异是具有组织特异性的基因表达的结果
。

2 实验技术与方法的改进

PC R 和核酸序列分析等技术的改进
,

渗透了藻类系统学的不同方面
。

在提取红藻 DN A 时
,

实验材料的

选用已经从最初的大量新鲜的藻体发展至少量干燥藻体
。

C心ff 和 Moo n 【1卯3 〕主要根据 w 公由等【199 1」报道

的森林病理学中运用的方法从保存在标本室达 n 年之久的干燥的江篱囊果体及新鲜的红藻抱子中扩增
,

克

隆了质体 R u肠卿基因和核核糖体基因
,

并测序
,

其扩增片段的大小及序列与从新鲜藻体中获得的结果相

似
。

SaU lx k rs 和 枪叭〔l卯3」针对红藻提出了一种快速简单的胶纯化方法
,

从许多种红藻(新鲜和干燥藻体)中

分离微量(1 一 3 傀)基因组 D N A
,

进行 PCR 及进一步的分子分析
。

他建议藻体的采集
、

清洗和干燥在一天内

完成
,

从而为一次性采集多种标本以及实验提供了便利
。

在 S te an e 等〔1卯1〕的基础上
,

SaU Ix 允rs 【1卯3〕认为在

裂解前加人钾盐 (乙酸钾 )可以大量降低裂解混合物的粘滞度
,

去除样品中一定的多搪和 R N A ; 为避免多糖的

污染
,

红藻的裂解步骤在室温下进行的效果好于通常采用的 功 一 65 ℃
。
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