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利用 RAPD分子标记研究酵母菌的亲缘关系
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摘 要: 采用随机扩增多态性 DNA( RAPD )分子标记对 6个属的 21个酵母菌株的基因组

DNA的多态性进行了研究,并采用聚类分析法评价它们之间的亲缘关系。研究表明, RAPD能

够检测出酵母种内微小的遗传学差异,以其特征谱带作为酵母菌种鉴定的特征标记。聚类分

析结果显示,休哈塔假丝酵母与热带假丝酵母之间亲缘较近, 遗传距离为 0. 114, 它们与毕赤

树干酵母之间遗传距离为 0. 493;粟酒裂殖酵母与卡斯伯酒香酵母的亲缘关系较近,遗传距离为 0. 322; 嗜单

宁管囊酵母与克鲁斯假丝酵母间的亲缘较近, 遗传距离为 0. 383, 它们与酿酒酵母间的遗传距离达到 0. 443,

与产朊丝酵母聚类的遗传距离是 0. 471。除假丝酵母属外, 大多数酵母属、种间的分类结果与经典形态学分

类结果相符。
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ANALYSIS OF POLYGENET IC AFFIN IT IES AMONG YEAST STRA INS

W ITH RANDOM AMPLIFIED POLYMORPH ISM DNA ANALYSIS

XU Yong, ZHANG Bo, YONG Q iang, HUANGM in-ren, YU Sh-i yuan

(Co llege of Chem ical Eng ineering, Nanj ing F orestry University, N anjing 210037, Ch ina)

Abstrac t: The genotyp ic po lym orphism and po lygenetic affinities o f in tergenus, interspec ies and in traspec ies among

21 stra ins from 6 yeast genus w ere studied w ith random am plified po lym orphism DNA ( RAPD ) analysis. The resu lts

showed that them in-i differences of intraspecies in genetics could be distingu ished and particu lar e lectrophoretic bands

w ere selected as character isticm arkers in the classification and identifica tion of yeastw ith RAPD. The genetic distance

betw een Candida shehatae and C. trop icalis w as 0. 114, and the genetic d istance betw een them and P ichia stip itis

reached 0. 493. The genetic distance between Schizosaccharomyces p ombe and Bettanomyces custer sii w as 0. 322, the

genetic d istance between Pachy solen tanophilus and C. krusei w as 0. 383 and the genetic d istance betw een them and

Saccharom yces cerevisiae reached 0. 443. The genotypic c lassifica tion o f spec ies exceptCand ida seem ed to be cons is-

ten tw ith trad itional mo rpho log ica l c lassification.

K ey words: yeast; m olecu larm arker; classification and identifica tion; po lygenetic a ffin ities

酵母菌是一种重要的微生物资源,其分类与鉴定是人类利用的基础。传统的酵母菌分类与鉴定是

一项复杂而细致的工作,需要在形态学和生理学方面做大量的试验。由于酵母的形态和生理学特点受

培养条件的影响很大,得出的鉴定结果往往不够稳定;同时受到环境因素的影响,某些酵母菌属、种在形

态学和生理学方面的差异极不显著,采用传统分类法也相当困难, 如菌种水平的鉴定一般需要进行 50

~ 100次检测
[ 1]
。近年来,分子标记技术的引入给微生物分类鉴定带来了巨大的推动作用,使分类鉴定

工作由一般的表型特征鉴定深化到分子水平和遗传型特性的鉴定
[ 2]
。

分子标记技术是指能够提供分子标记的分子生物学技术, 即直接或间接地检测生物大分子的一级
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结构, 在基因组上寻找多态位点,用以指示个体间或居群间的遗传变异或评估种间的亲缘关系
[ 3]
。其

中,应用于酵母菌鉴定的 DNA指纹技术 ( DNA fringerprint)主要有内切酶作用片段多态性 ( restriction en-

zyme fragment po lymorph ism, REFP)、限制性片段长度多态性 ( restriction fragm ent leng th polymorphism,

RFLP)和随机扩增多态性 DNA ( random amplified polymorphism DNA, RAPD)等
[ 4 ]
。

基于聚合酶链式反应 ( po lymerase cha in react ion, PCR)的 RAPD采用随机的寡聚核苷酸为引物, 可

检测到生物体的整个基因组 DNA, 因而大大简化了技术过程和工作强度,在菌种的鉴定、基因遗传图谱

制作、数量性状基因研究、自然群体中遗传变异及种间杂交的研究、流行病学调查和菌株鉴别上均发挥

了重要的作用
[ 5]
。与 REFP和 RFLP相比, RAPD对样本 DNA要求的量少, 质量要求不高, 操作简便迅

速,成本也比较低廉, 因而 RAPD适于在微生物分子标记技术中应用
[ 6 ]
,且其在酵母菌分类与鉴定中的

研究活跃。本研究选取 21个酵母菌株,采用 RAPD分子标记对它们进行了鉴定, 并就其亲缘关系进行

了分析。

1 材料与方法

1. 1 菌株

共选取假丝酵母属 Cand ida、管囊酵母属 Pachy so len、毕赤酵母属 P ichia、酒香酵母属 B rettanomyces、

裂殖酵母属 S chizosaccaromyces和酵母属 Sacchromyces等 6个属的 21个酵母菌株, 其中大部分酵母菌株

可用于木糖或植物纤维水解液发酵。

1. 2 RAPD扩增反应及电泳检测

酵母菌基因组 DNA提取采用玻璃珠破菌法
[ 7]
。PCR引物为 Operon公司产品,引物长度为 10 bp。

采用 M J220型 PCR扩增仪。RAPD的扩增反应体系为 20 L, 其中酵母 DNA模板量 20 ng左右,引

物 1 mo l/L, dNTP 0. 2mmo l/L, 1 buffer, Tap酶 1U, M gC l2 2. 5mmo l/L。 PCR扩增反应程序为: 94 预

变性 2m in, 再循环 38轮 ( 94 变性 30 s, 40 退火 30 s, 72 延伸 90 s) ,最后 72 延伸 7m in。

RAPD扩增产物电泳检测: 1%琼脂糖凝胶 [加入微量溴化乙锭 ( EB ) ], 3 V / cm 泳动 3 h。采用

B IO-RAD凝胶成像系统采集电泳图谱。

1. 3 RAPD分析

遗传距离估算采用 Popgene1. 31软件, 聚类分析采用 SAS软件。

2 实验结果

2. 1 RAPD扩增结果

加入不同用量的模板 DNA进行 PCR扩增, 通过比较确定了 PCR扩增体系中的最佳模板 DNA浓度

为 20 ng左右。在此基础上, 对 90个 RAPD引物进行了筛选,共筛选出 33个扩增产物电泳谱带清晰、多

态性高的引物,共扩增出 498条谱带,平均每个引物可扩增出 15. 1条谱带,其中多态位点高达 90%以

上。引物 AV19和 Q09的 RAPD结果如图 1所示。

由图 1可见,酵母属和种间的 RAPD结果差异十分显著,属、种间的多态性较高。一般认为, RAPD

分子标记技术适应于研究种内 (种下 )水平的遗传变异, 但目前已被逐渐引入到酵母的种和属间关系的

鉴定
[ 7]
。本研究结果进一步表明, RAPD可用于酵母属和种间关系的鉴定。其中, 某些酵母菌的 RAPD

特征谱带十分突出,如引物 AV19和 Q09所获得的酵母菌 1、13和 20的,这些特征谱带可作为酵母菌鉴

定的特征分子标记。

2. 2 聚类分析

通过人工读带 (删除模糊不清和强度低的电泳谱带 ) ,将 RAPD的电泳图谱转换成二元矩阵, 以 Ne i

遗传距离采用非加权配对算术平均法 ( unw eight pa ir groupmethod using arithmet ic average, UPGMA )对 21

个酵母菌株的 RAPD结果进行聚类分析,得到的聚类分析树状谱如图 2所示。
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表 1 实验所采用的酵母菌株

Tab le 1 Stra ins of yeast ana ly zed w ith RAPD

序号

N o.

菌株名称

strain nam es

菌株来源

sou rce of stra ins

典型生理特征

descript ion

OB 1 产朊假丝酵母 C. u tilis ATCC22023 发酵木糖 xylose ferm entation

OB 2 假丝酵母 C. sp. Berkh XF217 发酵木糖 xylose ferm.

OB 3 假丝酵母 C. sp. Berkh X024 利用木糖 xylose ferm.

OB 4 热带假丝酵母 C. trop ical is AS2. 402 同化五碳糖 p entose assim ilat ion

OB 5 热带假丝酵母 C. trop ical is USA 造纸废液发酵 pu lp ing w aste ferm.

OB 6 嗜单宁管囊酵母 P. tan oph ilu s ATCC32691 发酵戊糖 pentose ferm.

OB 7 嗜单宁管囊酵母 P. tan oph ilu s NRRL Y- 2461 发酵戊糖 pentose ferm.

OB 8 休哈塔假丝酵母 C. shehatae NL 05 南京林业大学, NFU 发酵木糖 xylose ferm.

OB 9 休哈塔假丝酵母 C. shehatae NL 01 南京林业大学, NFU 发酵木糖 xylose ferm.

OB 10 休哈塔假丝酵母 C. shehatae NL 02 南京林业大学, NFU 发酵木糖 xylose ferm.

OB 11 毕赤树干酵母 P. stipi tisNL 03 南京林业大学, NFU 发酵木糖 xylose ferm.

OB 12 毕赤树干酵母 P. stipi tisNL 04 南京林业大学, NFU 发酵木糖 xylose ferm.

OB 13 卡斯伯酒香酵母 B. cu stersi i ATCC37774

OB 14 粟酒裂殖酵母 S. pom be ATCC26192 发酵 D-木糖 D-xylose ferm.

OB 15 克鲁斯假丝酵母 C. K ruse i NCYC872 分解纤维素 cellu lose u tilizat ion

OB 16 酿酒酵母 S. cerevi siae H annsen USA 酿酒 ethano l ferm.

OB 17 酿酒酵母 S. cerevi siae H annsen AS2. 541 植物酿酒 plant ut i.l

OB 18 酿酒酵母 S. cerevi siae H annsen Y47 木屑酿酒 l ignocellu lose u ti.l

OB 19 酿酒酵母 S. cerevi siae H annsen Poland 33 paca 造纸废液发酵 pu lp ing w aste ferm.

OB 20 酿酒酵母 S. cerevi siae H annsen 南京林业大学, NFU 造纸废液发酵 pu lp ing w aste ferm.

OB 21 面包酵母 S. cerevi siae B aker 南京林业大学, NFU

图 1 引物 AV19和 Q09对 21个酵母菌株的

RAPD扩增结果

F ig. 1 Random am plified po lymo rph ism DNA products of

21 strains o f yeast by pr ime rAV19 and prim erQ09

由图 2可知,尽管同种异株酵母间的距离很小、

相似性系数极高, 但借助 RAPD分子标记技术仍然

可以检测出它们在遗传学上的差异, 将它们鉴定出

来,如: 1)酿酒酵母 16、17、18和 19的遗传距离在

0. 100以下,相似性系数在 90% ~ 95%之间; 2)休

哈塔假丝酵母 C. shehatae NL 05和 C. shehataeNL 01

的遗传距离为 0,相似系数为 1, 即 RAPD标记技术将

二者视为同一种酵母菌株。它们与 C. shehatae NL

02之间的遗传距离也仅为 0. 010, 相似系数达到

0. 990; 3) 2个假丝酵母 C. sp. Berkh的种内遗传距

离仅为 0. 020 3, 2个嗜单宁管囊酵母 P. tanophilus的

种内遗传距离为 0. 035, 2个毕赤树干酵母的种内遗传距离为 0. 052。而采用传统的形态学和生理学分

类法, 这些酵母种内 (或种下 )的各菌株间差异难以鉴定, 或需要大量细致的分类和鉴定实验才能做出

相应的判断 (未发表 )。

通过 RAPD聚类分析不仅能够表征各酵母属、种间的亲缘关系,而且还可以定量表征各菌株彼此之

间的遗传距离和相似性系数的大小 (相似性系数数据表略 )。在标记的酵母菌中: 1)休哈塔假丝酵母与

热带假丝酵母之间亲缘较近,遗传距离为 0. 114,它们与毕赤树干酵母之间遗传距离为 0. 493; 2)粟酒裂

殖酵母与卡斯伯酒香酵母的亲缘关系较近, 遗传距离为 0. 322。嗜单宁管囊酵母与克鲁斯假丝酵母间

的亲缘较近,遗传距离为 0. 383,它们聚类后与酿酒酵母间的遗传距离达到 0. 443,再与产朊丝酵母聚类

的遗传距离是 0. 471; 3)假丝酵母 C. sp. Berkh与上述其它酵母的亲缘关系较远, 遗传距离达到 0. 567。

本研究建立的酿酒酵母、粟酒裂殖酵母、嗜单宁管囊酵母、毕赤树干酵母和休哈塔假丝酵母的聚类分析

结果与基于 rRNA测序所得到的进化树基本一致
[ 8]
, 但对假丝酵母属的分类却与传统的形态学不相

符
[ 9]
。
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图 2 酵母菌株 RAPD的聚类分析树状谱

F ig. 2 The cluster ing dendrog ram based Ne i s genetic

distance by RAPD in 21 stra ins o f yeast

3 结 论

3. 1 RAPD能够检测出酵母种内微小的遗传学差

异,可利用 RAPD的特征谱带作为酵母菌种鉴定的

特征标记。

3. 2 RAPD聚类分析可以定量表征出酵母菌属、种

间和种下的遗传距离和相似性系数, 评价酵母菌种

之间的亲缘关系。休哈塔假丝酵母与热带假丝酵母

之间亲缘较近, 遗传距离为 0. 114,它们与毕赤树干

酵母之间遗传距离为 0. 493;粟酒裂殖酵母与卡斯伯

酒香酵母的亲缘关系较近,遗传距离为 0. 322; 嗜单

宁管囊酵母与克鲁斯假丝酵母间的亲缘较近, 遗传

距离为 0. 383, 它们与酿酒酵母间的遗传距离达到

0. 443,与产朊丝酵母聚类的遗传距离是 0. 471。

3. 3 在本研究中,大多数属、种基因组 DNA分类结果与形态学分类结果相符, 部分酵母菌的分类结果

也与 rRNA的分析结果基本一致,但假丝酵母属却例外。产朊假丝酵母、克鲁斯假丝酵母、热带假丝酵

母和休哈塔假丝酵母、假丝酵母 Berkh之间的关系似乎超出了种间的等级范围,与 Lodder( 1970)的形态

学的假丝酵母属的分类结果不相符
[ 9]
。前期的分子标记研究也发现了类似的结果

[ 9~ 11 ]
。这首先与传

统的酵母菌种鉴定方法有关:传统的酵母菌属以上的分类单位划分是以形态特点为主,而种的鉴定则以

生理特性为主,这些均属于表型性状,并不能完全反映酵母菌在遗传学上的关系; 同时也与假丝酵母属

本身的分类有关:假丝酵母属为半知菌亚门,这些酵母如果一旦发现其有性阶段, 就应该按其有性阶段

的系统重新分类,并且假丝酵母属的有性世代也分属于不同的属。与之相比,采用分子标记可直接或间

接检测和鉴定遗传相对稳定的基因组 DNA, 能够更准确地反映酵母菌种间的亲缘关系, 因而在酵母菌

的分类和鉴定上更具有优越性。
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