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  摘 要:蓝藻具较强的适应能力,不仅能生活在淡水和海洋等各种水体生境中,也能在土壤、沙漠、极地、温

泉等极端生境中生存.通过野外样品采集,从中国广西壮族自治区桂林市九马画山生物土壤结皮中成功分离到1株

蓝藻藻株JM-1001,采用形态学、生态学和分子生物学相结合的多相分析方法对其进行了系统发育分析和分类特

征研究.该藻株为单细胞、丝状体或群体生活,具有明显的生活史,具异形胞和厚壁孢子,与科马雷克藻属 Komar-
ekiella形态特征极其相似.基于16SrRNA基因系统发育分析表明,该藻株聚集在科马雷克藻属支系中,并且

JM-1001和大西洋科马雷克藻 Komarekiellaatlantica 的序列紧密聚为一个系统进化分支,具有很高的步展值

(98/93/1).藻株JM-1001与模式种大西洋科马雷克藻 K.atlantica 的16SrRNA基因相似性⩾99.9%.同时,藻株

JM-1001和大西洋科马雷克藻ITS二级结构中的D1-D1'、Box-B和V3螺旋结构一致.这些结果共同支持了本研究

分离的藻株属于模式种大西洋科马雷克藻,该属是中国首次发现的新记录属.
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蓝藻是一类古老的光合放氧原核生物,为地球有氧环境做出巨大的贡献,在地球生命进化过程中扮演着

重要角色[1].蓝藻是许多生态系统的重要组成部分,其适应性很强,能够在淡水、海洋甚至是极端生境中生

存[2].正是蓝藻这种较强的适应能力、巨大的扩散能力和较快的生长速度[3],使其在生物土壤结皮和亚氧湿

壁组合中也频繁出现[4].
在过去的20多年里,基于多相分析方法,蓝藻分类学研究发现了比以前更多的属,如果仅根据藻株的形

态结构特征评估,那些最新描述的属都将被错误地认定为传统属的成员[5].近年来的研究中,DNA序列及其

二级结构在鉴定蓝藻类群和解决其系统发育关系等问题中起到了关键作用.16SrRNA基因序列是区分蓝

藻属或种的重要标识,也是重组和修订整个蓝藻分类体系的要素[6].但是,单靠该基因也并不能充分地在物

种水平上解决蓝藻系统发育问题[7-9],ENGENE等[8]也发现了16SrRNA基因内的差异性并不能作为蓝藻

分类的绝对标准,也不能准确反映蓝藻内的物种形成.因此,16S-23SITS作为新的基因组位点被应用于系统

发育树的构建和ITS区域二级结构的分析中[10].许多研究证实了16SrRNA基因系统发育和16S-23SITS
二级结构相结合的综合性方法对于复杂的蓝藻分类系统来说是非常有用和可靠的[11-12].目前,应用分子系

统发育学、细胞形态学和生态学等相结合的多相分析法进行蓝藻新类群的鉴定已成为蓝藻分类学研究的最佳
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方法[13-15].
科马雷克藻属(Komarekiella)隶属于念珠藻目(Nostocales),念珠藻科(Nostocaceae)[16].科马雷克藻属

在形态特征上与念珠藻属相似,都具有异形胞和厚壁孢子的分化,藻丝聚集形成群体.但是系统发育分析发

现科马雷克藻属与念珠藻属在系统进化树上不聚集在同一个分支,亲缘关系相对较远,因此,HENTSCHKE
等[17]把科马雷克藻属Komarekiella 从念珠藻属中分离出来,形成了一个新的蓝藻属.科马雷克藻属的模式

种是大西洋科马雷克藻Komarekiellaatlantica,是SCOTTA等[17]在2017年从大西洋热带雨林(巴西沿海

森林)的树木上首次分离出来的.此模式种的特征如下:藻体最初呈亮蓝绿色,随着增长逐渐变成较暗的蓝绿

色,并由许多不规则藻丝体聚集组成,长度可达1cm;起初藻丝体排列不可见,后来慢慢明显且分散开来形

成多列藻丝体,宽度可达10μm;成熟的藻丝体再聚集变成球形或压缩成亚球形,在一个以上的平面上进行

分裂,平铺开来.目前已报道的科马雷克藻属有5个物种[15],分别是Komarekiellaatlantica[17],K.chia[18],

K.delphini-convector[19],K.globosa[20],K.gloeocapsoidea[20].Komarekiellaatlantica 发现于大西洋热带

雨林(巴西沿海森林),K.chia 发现于希腊俄斯岛洞穴内,K.delphiniconvector 发现于美国佛罗里达州杰

克逊维尔的圣约翰河,K.globosa 发现于西班牙加那利群岛、K.gloeocapsoidea 发现于捷克某地区的岩石

上,这5个种均发现于国外,而国内目前并无该属的相关报道.
本研究从中国广西壮族自治区桂林市九马画山采集并分离到1株蓝藻藻株,在形态特征上与科马雷克

藻属的物种相似.基于16SrRNA基因序列相似性和系统发育分析表明,该藻株与科马雷克藻属的模式种聚

为紧密的一个系统进化分支,且基因序列相似性⩾99.9%;进一步通过ITS二级结构对比分析,确定该藻株

为科马雷克藻属的模式种:大西洋科马雷克藻 Komarekiellaatlantica.这也是我国首次对科马雷克藻属的

报道.

1 材料与方法

1.1 样品采集与藻株的分离、纯化与培养

1.1.1 藻株样品的采集

2023年5月,在中国广西壮族自治区桂林市九马画山潮湿的山体墙壁上(110.496821°E,24.915794°N)
用镊子刮取,采集到该藻株的陆生样品,然后将样品放入滤纸袋内保存,运回实验室.将陆生样品放在50mL
容量瓶中复苏.
1.1.2 藻株样品的分离纯化与培养

首先将采集到的藻株样品置于光学显微镜(NEXCOPE,Ningbo,China)下观察,待藻体或者藻丝分散开

来后,用经典的毛细管分离法[21]分离纯化单根藻体或藻丝,然后转移至装有无菌BG11液体培养基[22]的

24孔培养板中进行培养.待藻丝长成肉眼可见的群体时,置于光学显微镜(NEXCOPE,Ningbo,China)下观

察,若为纯藻株,即可将24孔培养板中的样品转移至装有15mL无菌BG11培养基的螺旋管中培养.24孔培

养板和螺旋管的培养条件均为:培养温度25℃,光照周期12h∶12h,光照强度2000lx.获得的纯藻株编号

为JM-1001,保存于武汉轻工大学藻类实验室.
1.2 藻株的形态学观察

待藻株生长至对数生长期,具有一定的生物量时,即可进行形态学观察.藻株于光学显微镜(NEX-
COPE,Ningbo,China)下观察,用自带的拍照软件拍摄获得该藻株的显微照片,同时用自带的辅助软件

(Imageview)测量并记录细胞的形态特征数据,如厚壁孢子、营养细胞、异形胞的长与宽,进行60~100次测量.
1.3 DNA提取、PCR扩增、克隆及测序

分离得到的藻株采用改良后的十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)法[23]进行DNA的提取.16SrRNA基因

和16S-23SITS片段的扩增引物为 PA(5'-AGAGTT-TGATCCTGGCTCAG-3')和 B23S(5'-CTTCGC-
CTCTGTGTGCCTAGGT-3')[24-25].PCR扩增体系为:25μLPremixTaq,2μL模板DNA,1μL上游引物,

1μL下游引物,最后加入ddH2O至50μL.PCR扩增程序为:在95℃预变性3min;94℃变性30s,58℃退

火30s,72℃延伸2min,共34个循环反应.PCR产物通过质量分数1%琼脂糖凝胶电泳分析,目的条带使用
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胶纯化试剂盒(Omega,USA)进行纯化回收,然后将得到的PCR反应产物用于克隆测序.
1.4 16SrRNA基因序列比对与系统发育分析

获得的序列首先在NCBI网站上进行BLAST对比分析,检测序列是否正确扩增为所需要的目的片段.
为进一步确定藻株JM-1001的系统发育位置,将目的序列与NCBI网站上下载的念珠藻科的其他种的相关

序列进行比对分析,使用 MAFFTv7.312[26]将序列对齐,并使用 MEGAv.7.0[27]手工检查并校正,校正后的

序列用于系统进化树的构建.
用于系统发育分析的类群包括86条序列,选择GloebactervioiaceusPCC8105作为外类群.系统进化树

的构建采用邻接法(neighborjoining,NJ),最大似然法(maximumlikelihood,ML)和贝叶斯推理法(bayes-
ianinference,BI).其中 ML基于GTR+I+G核酸替代模型,采用PAUPv4.0b10[28]软件构建.BI分析使用

软件CIPRESScienceGatewayV.3.3[29]构建.最后系统进化树使用软件TreeView1.6.6进行显示,用Adobe
PhotoshopCS6V13.0进行编辑.16SrRNA的基因序列用 MEGAv.7.0[27]软件进行计算,确定16SrRNA
数据的序列一致性(100×(1-p)).

藻株JM-1001的16SrRNA 和16S-23SITS基因序列已上传 NCBIGenBank数据库,登录号为

OR758489,OR758490,OR763295,OR763296.
1.5 16S-23SITS二级结构分析

选取所研究藻株的16S-23SITS进行二级结构的分析.采用RNAstructurever.6.4软件[30]测定该藻株

的D1-D1',Box-B和V3螺旋的ITS二级结构.并与该属的2个种类的二级结构进行比较分析.二级结构是在

理想条件下创建的,默认温度固定在37℃,结构分配为untangleloopfix.然后使用AdobeAcrobatDC重新

绘制二级结构.

2 结 果

2.1 形态学观察

科马雷克藻属(念珠藻目,念珠藻科).
大西洋科马雷克藻KomarekiellaatlanticaHentschke,G.S.,Johansen,J.R.etSant'Anna,C.L.2017

(图1).
形态描述:单细胞、丝状体或群体.群体肉眼可见,小型群体聚集形成大的不规则群体.藻丝颜色最初呈

蓝绿色,随着藻丝生长逐渐变成较暗的蓝绿色,生活史前期藻丝细胞单列、双列或多列排列,宽度可达5~
10μm;后期藻丝紧密聚集形成群体.群体起初可看到多列藻丝,后逐渐无法分辨单个细胞和单列藻丝.成熟

的藻丝再变成球形或压缩成亚球形细胞,在1个以上的平面上进行分裂,营养细胞球形或半球形,直径为

3.4~5.5μm.异形胞直径为2.0~3.0μm,厚壁孢子直径为3.5~5.0μm.
实验藻株:JM-1001.
采样地区:中国广西壮族自治区桂林市九马画山.
生境:在潮湿的山体壁上自由生活.
标本号:WHPU-GXGL202305.

2.2 系统发育分析

通过测序,获得本研究藻株16SrRNA基因的2个克隆序列,全长分别为1484bp和1483bp.结果显

示,藻株与科马雷克藻属下的5个种基因序列相似性为96.8%~99.9%,与模式种 K.atlantica 藻株16S
rRNA基因序列相似性高达99.9%(表1).

基于邻接法、最大似然法和贝叶斯法3种方法构建的16SrRNA基因系统发育树(图2)可知,藻株JM-
1001与科马雷克藻属下的K.atlantica、K.globosa、K.gloeocapsoidea 和K.delphini-convector的序列聚

为1个系统进化分支,具有较高的自展支持值(81/93/0.92),说明藻株JM-1001属于科马雷克藻属的类群.
藻株JM-1001与模式种K.atlantica 在系统进化树中具有更近的亲缘关系,自展支持率更高(98/93/1),说
明JM-1001属于模式种K.atlantica.
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表1 JM-1001与科马雷克藻属藻株16SrRNA基因序列相似性比较

Tab.1 Sequencesimilaritycomparisonofthe16SrRNAgenebetweenJM-1001andKomarekiellastrains

Strains 1 2 3 4 5 6 7

1.KomarekiellaatlanticaJM-1001clone1

2.KomarekiellaatlanticaJM-1001clone2 0.999

3.KomarekiellaatlanticaCCIBt3481 0.999 0.998

4.KomarekiellaatlanticaCCIBt3552 0.996 0.996 0.997

5.KomarekiellachiastrainTAU-MAC0117 0.988 0.987 0.989 0.986

6.Komarekielladelphini-convectorSJR-PJCV1 0.988 0.987 0.989 0.986 0.990

7.KomarekiellaglobosaPJ104 0.989 0.989 0.990 0.988 0.985 0.992

8.KomarekiellagloeocapsoideaPJ101 0.972 0.971 0.973 0.971 0.968 0.975 0.979

2.3 16S-23SITS二级结构分析

将本研究的藻株JM-1001,与K.atlanticaCCIBt3483、K.delphini-convectorSJR-PJCV1和K.chia
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TAU-MAC0117(无V3螺旋)的ITS二级结构进行比较分析(图3).因K.globosa 和K.gloeocapsoidea 没

有16S-23SITS基因序列,相关文献也未记录ITS二级结构,所以没有与这2个种的ITS二级结构进行比较

分析.

D1-D1'螺旋分析表明(图3),实验藻株JM-1001的D1-D1''螺旋有66个核苷酸,基部茎包含1个4bp的

螺旋,紧接着为一个右侧带有9bp茎环结构的双侧凸起,1个双侧对称凸起和1个4∶5的双侧凸起,末端为

3bp的环状结构.K.atlanticaCCIBt3483和K.atlanticaCCIBt3487的D1-D1''螺旋也有66个核苷酸,基
部茎包含1个4bp的螺旋,紧接着为一个右侧带有9bp茎环结构的双侧凸起,1个双侧对称凸起和1个4∶
5的双侧凸起,末端为3bp的环状结构.与实验藻株JM-1001的D1-D1'螺旋一致.K.delphini-convector
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SJR-PJCV1的D1-D1'螺旋有65个核苷酸,基部茎包含1个5bp的螺旋,其上为1个2∶7的双侧凸起,紧
接着为1个1∶2的双侧凸起和1个2∶1的双侧凸起,其后是1个4∶5的双侧凸起,末端为3bp的环状结

构.与实验藻株JM-1001的D1-D1'螺旋的基部碱基对有差别.K.chiaTAU-MAC0117的D1-D1'螺旋有54
个核苷酸,基部茎包含1个5bp的螺旋,其上为1个6∶1的双侧凸起,1个2∶1的双侧凸起,紧接着为1个

4∶5的双侧凸起,末端为3bp的环状结构.与实验藻株JM-1001的D1-D1'螺旋的差别较大.
Box-B螺旋分析表明(图3),实验藻株JM-1001的Box-B螺旋有27个核苷酸,基部茎包含1个4bp的

螺旋,其后为1个3bp双侧对称凸起,紧接着为1个4bp螺旋,末端含有1个5bp环状结构(GAAUA).K.
atlanticaCCIBt3483和K.atlanticaCCIBt3487的Box-B螺旋有26个核苷酸,基部茎包含1个4bp的螺

旋,紧接着为1个3bp双侧对称凸起和1个4bp螺旋,末端为1个4bp环状结构(AAUA).K.delphini-
convectorSJR-PJCV1的Box-B螺旋有30个核苷酸,基部茎包含1个4bp的螺旋,紧接着为1个3bp双侧

对称凸起和1个6bp螺旋,末端为1个4bp环状结构(CAGA).K.chiaTAU-MAC0117的Box-B螺旋有

27个核苷酸,基部茎包含1个4bp的螺旋,紧接着为1个3bp双侧对称凸起和1个4bp螺旋,末端为1个

5bp环状结构(GAAUA).
V3螺旋分析表明(图3),实验藻株JM-1001的V3螺旋的基部茎包含1个3bp螺旋,其后紧接着3个

双侧对称凸起,末端环状结构含有4bp.K.atlanticaCCIBt3483和K.atlanticaCCIBt3487的V3螺旋的

基部茎也包含1个3bp的螺旋,紧接着为3个双侧对称凸起,末端为1个4bp环状结构.K.delphini-con-
vectorSJR-PJCV1的V3螺旋的基部茎包含1个3bp的螺旋,紧接着为4个双侧对称凸起和1个4∶5的双

侧凸起,末端含1个4bp环状结构.K.chiaTAU-MAC0117无V3螺旋.

3 讨 论

蓝藻是生物土壤结皮群落的主要组成部分,它们是土壤表层的第一批栖息者[31],为创造土壤稳定环境

并为下一个生物的产生提供条件[32].研究表明,形态上相似的蓝藻并不属于同一个类群,而且其命名方式也

不符合“藻类、真菌和植物国际命名规则”[33].近年来,随着分子生物学的不断发展,利用16SrRNA基因描述

新的蓝藻分类群变得越来越广泛,出现了许多新属和新种,从目到属和种,揭示了蓝藻的遗传多样性远高于

其形态多样性[5].通过蓝藻新类群的不断发现或对一些已知类群的重新解释,蓝藻类群的分类体系不断更新

和完善[34].
念珠藻属是一多系、形态学上难以区分的类群,科马雷克藻属是从念珠藻属中分离出来[35-36].科马雷克

藻属在形态上与微观的念珠藻属相似,因为它们有重叠的特征,藻丝都具有厚壁孢子和异形胞分化,且藻丝

能形成群体.然而,科马雷克藻属与典型的念珠藻属有明显的不同,它不形成念珠藻属中发现的大量藻丝聚

集或紧密缠绕形成的由胶被包裹的肉眼可见的圆球形群体.科马雷克藻属的独特之处还在于其特殊的厚壁

孢子的萌发方式,在第1次分裂时会产生1个较大的营养细胞和1个较小的异形胞.其模式种Komarekiella
atlantica 的典型特征是呈现多束藻丝和不均等的厚壁孢子.本研究分离得到的藻株JM-1001与科马雷克藻

属模式种的形态特征相同,都有厚壁孢子,且出现由营养细胞分化形成的异形胞,整个生活史的过程也相似,
细胞外无胶被包裹.从生态学上看,模式种参考藻株发现于大西洋巴西沿岸热带雨林的树皮上;本研究藻株

发现于我国桂林市阳朔县九马画山(亚热带地区),从山体墙壁上分离下来,与模式种具有相似的生境.
16SrRNA基因相似性表明,实验藻株与参考藻株KomarekiellaatlanticaCCIBt3481、K.atlanticaCCIBt
3552、K.chia TAU-MAC0117、K.delphini-convectorSJR-PJCV1、K.globosaPJ104和 K.gloeocap-
soideaPJ101的基因序列相似性极高,达到96.8%~99.9%,高于细菌学上属的划分界限,进一步说明实验

藻株属于科马雷克藻属;并且实验藻株与模式种K.atlanticaCCIBt3481和K.atlanticaCCIBt3552的序

列同源相似性最高,达到99.9%,说明实验藻株属于模式种K.atlantica 的藻株.16SrRNA系统发育树分析

表明,实验藻株与科马雷克藻属中的模式种参考藻株单独聚在1个分支上,具有很近的亲缘关系;同时,

16S-23SITS二级结构也表明,实验藻株JM-1001的D1-D1'、Box-B和V3螺旋结构也与模式种参考藻株一

致.因此,综合形态学特征、生态学、16SrRNA系统发育分析和ITS二级结构的结果,分离自广西壮族自治
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区桂林市阳朔县九马画山的陆生蓝藻藻株JM-1001属于大西洋科马雷克藻.科马雷克藻属是中国的新记录

属,大西洋科马雷克藻KomarekiellaatlanticaJM-1001是中国的新记录种.

本研究中还发现,在系统进化树中Komarekiellachia 与Parakomarekiellasp.9E-03聚为1个紧密的

分支,亲缘关系很近;其与科马雷克藻属的另外4个种处于不同属水平上的分支中.SOARES等[16]在

2020年曾提出Parakomarekiella 与科马雷克藻属在形态学上非常相似,但是在异形胞大小、厚壁孢子内容

物上有较小的区别.并且通过系统发育分析表明Parakomarekiella 与Komarekiella 分别处于独立的分支

中.这与本研究系统发育分析的结果较为一致.因此,科马雷克藻属的分类尽管现在取得了一些较好的进展,
但是未来希望能够进一步的修订,使其分类地位更加完善和精确.

本研究中的科马雷克藻属是在中国(桂林市阳朔县九马画山)的首次报道,显示出我国陆生蓝藻的物种

多样性.未来希望能够继续应用多相分析方法去发现、分离和鉴定更多的蓝藻,也期待探索不同生境下蓝藻

多样性和丰富度信息,为蓝藻分类学和其他生物学的研究提供更多的材料.
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Komarekiella(Nostocale,Cyanobacteria):aterrestrial
novelrecordedgenusfromChina

ChenJiaxin1,XiYu2,LiShuheng1,CaiFangfang1

(1.SchoolofAnimalScienceandNutritionalEngineering,WuhanPolytechnicUniversity,Wuhan430072,China;

2.EcologicalEnvironmentMonitoringandScientificResearchCenter,TaihuBasin&EastChina

SeaEcologicalEnvironmentSupervisionandAdministrationBureau,Ministryof

EcologyandEnvironment,Shanghai200125,China)

  Abstract:Cyanobacteria,withstrongadaptability,livinginnotonlyfreshwaterandmarineenvironments,butalsodes-
ert,polar,hotspringsandotherextremehabitats.Inthisstudy,astrainofcyanobacteria,JM-1001,wasisolatedandpurified
fromthesoillayerofJiumahuashan,GuilinCity,GuangxiZhuangAutonomousRegion,China.Thephylogeneticandtaxonom-
iccharacteristicsofJM-1001werestudiedbasedonpolyphasicanalysiscombiningmorphological,ecologicalandmoleculardata.
MorphologicalcharacteristicsofthecyanobacteriastrainwasverysimilartoKomarekiella,whichwithunicellular,filamentous
orincolonies,distinctlifehistory,heterocytesandakinete.Thephylogeneticanalysisof16SrRNAgenesequencemanifested
thatthisstrainwasclusteredintheKomarekiellaclade,andJM-1001andKomarekiellaatlanticawerecloselyclusteredintoa

phylogeneticcladewithhighbootstrapvalues(98/93/1).The16SrRNAgenesimilaritybetweenJM-1001andK.atlanticais
99.9%,whichsupportsittobeamemberofK.atlantica.Inaddition,the16S-23SITSsecondarystructureofJM-1001iscon-
sistentwiththatofK.atlantica.AllresultssupportedittobeamemberofK.atlantica.AndthegenusKomarekiellaisa
newlyrecordedgenusinChina.

Keywords:cyanobacteria;newrecordedgenus;phylogenetic;taxonomy
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