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以核內之內轉錄區間序列探討
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摘 要

共生藻(Symbiodinium)與珊瑚所形成的互利共生(mutualism)在珊瑚生態系扮演著重要的角色。

在珊瑚中常見的共生藻有 4 種系群(clade)，分別為 A、B、C 及 D 系群。本研究以珊瑚主要共生

藻系群的細胞核之內轉錄區間(internal transcribed spacer; ITS rDNA)序列，探討共生藻基因組成

上的差異、親緣關係與演化路徑。結果顯示，共生藻 ITS rDNA序列平均總長度介於 526-576 bp，
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G+C 百分比介於 47.5-53.8%，而 A 系群在序列長度及 G+C 百分比均低於 4 種共生藻系群的平均

值。共生藻 ITS rDNA區段在系群內的遺傳距離為 0.00-0.052，系群間的遺傳距離為 0.283-0.677，

由親緣樹狀圖呈現系群間有明顯的分群現象，且 A 系群位於共生藻的最外群，而 A 系群在親緣

網狀圖具有古老單型(haplotype)，顯示出在共生藻的分歧演化(divergent evolution)中，A系群與其

他系群有特殊的演化軌跡，而這可能與共生藻從寄生(parasitism)到互利共生(mutualism)的演化過

程有關。

Abstract

Mutualistic relationship between Symbiodinium and corals is crucial importance for the coral reef

ecosystem. Using ITS rDNA sequences, we reconstructed the phylogeny of the Symbiodinium. The

lengths of the sequences were 526 to 576 bp and the G+C contents were 47.5 to 53.8%. There were four

major clades A to D with the genetic distances of 0.283 to 0.677 among the clades and 0.00 to 0.052

among the species within the clades, indicating that there was long divergence among the four clades.

A phylogenetic neighbor-joining tree displayed a step-wise differentiation from Clade A, the basal

lineage, through Clades D and B to Clade C. The minimum spanning network also revealed that Clade

A was ancestral form and clades B, C and D were its evolutionary trajectories. The phylogenetic relationship

of the four clades expressed the divergent evolution of Symbiodinium from parasitism to mutualism in corals.
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緒 言

共生藻是一種單細胞的渦鞭毛藻(dinofla-

gellates)，在許多的海洋無脊椎動物(如珊瑚與

海葵)及單細胞生物(如有孔蟲)的宿主上形成共

生(symbiosis)關係(Baillie et al. 2000; LaJeunesse

2001; Pawlowski et al. 2001; Pochon et al. 2001)。

可存於造礁珊瑚組織的內胚層中並行光合作

用，提供宿主珊瑚成長所需要的 O2 及營養物

質。相對的，宿主動物在氧化代謝的過程中，

提供共生藻所需要的CO2 及含氮營養 ，兩者

建立了互利共生(mutualism)關係(Goulet and

Coffroth 2003)。共生藻的共生作用具有加速有

機碳循環與形成珊瑚骨骼的功能，為熱帶珊瑚

礁形成的先決條件，當珊瑚受到干擾而失去共

生藻時，珊瑚出現白化(bleaching)現象，而長
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時間的白化通常會造成珊瑚的死亡(Ware et al.

1996)。

共生藻的外觀顏色為黃褐色，形態幾乎相

同而無法進一步區分，因此早年稱之蟲黃藻

(zooxanthellae) (Taylor 1974)，然而經由核體

28S 與葉綠體 23S rDNA 基因之分子鑑定，可

將共生藻分類為A-I等 9 個系群(clades) (Pochon

and Gates 2010)，在珊瑚上的共生藻主要為A、

B、C 及 D 系群(Pochon et al. 2006)。A 系群在

遺傳序列上具有高度的歧異度(divergence)

(Santos et al. 2003)，曾在刺細胞生物及軟體動

物上發現，但未曾在有孔蟲(foraminifera)上發

現(Pochon et al. 2006)，主要分布於西太平洋

(Baker and Rowan 1997)及紅海區域(Barneah et

al. 2004)。B 系群常存於造礁珊瑚上，並曾在

柳珊瑚(Briareum sp.)上發現(Santos et al. 2003,

2004; Lewis and Coffroth 2004)，廣泛存於西

太平洋(Baker and Rowan 1997)。C系群廣泛存

於造礁珊瑚上，曾在有孔蟲及纖毛蟲(ciliates)

上發現(Lobban et al. 2002)，分布於印度－太

平洋區域，為溫度敏感型(temperature sensiti-

vity)，不耐高溫環境，與珊瑚在高溫環境下所

造成之白化事件有關(Baker et al. 2004; Rowan

2004)。D 系群常存於西太平洋、熱帶地區之

造礁珊瑚上，為溫度耐受型(thermally tolerant)，

可在增溫海域的白化珊瑚中發現(Baker et al.

2004; Rowan 2004)，並具有逆境適應性(Chen

et al. 2003)。

rDNA 由於其序列高度保守及廣存於生物

體，使其基因序列成為建構親緣關係與探討演

化的重要工具(Pochon et al. 2004)。rDNA為一

群縱線排列(tandem array)的重複性基因族

(repeated gene families)，位於染色體的核仁組

成區域(nucleolar organizer region)。每個重覆

單位(repeat unit)中，含有可轉錄區域，包括

18S、5.8S及 28S rDNA等 3個基因，而在 18S、

5.8S 及 28S rDNA 基因間各有一個內轉錄間隔

區(internal transcribed spacer; ITS)，在 rDNA

中 18S、5.8S 及 28S rDNA 基因序列，在不同

物種間相當一致，但在 ITS區域中，不同物種

間之長度及序列上常有很大變異，使得 ITS常

被研究於屬間或屬內之親緣關係及演化上的探

討(Baldwin et al.1995; Chiang and Schaal 2000;

Bellarosa et al. 2005)。因此，本研究嘗試從基

因資料庫中所搜尋珊瑚的主要共生藻系群之

ITS rDNA 序列，探討共生藻基因組成上的差

異、親緣關係與演化路徑。

材料與方法

一、共生藻 ITS rDNA 區段序列搜尋

從已發表的文獻中查詢得到 4 種珊瑚共生

藻系群(A, B, C 及 D 系群) (Baillie et al. 2000;

LaJeunesse 2001; Santos et al. 2002; Diekmann

et al. 2003; Reimer et al. 2006; Reimer et al.

2007; Thornhill et al. 2007; Santiago-Vazquez et

al. 2007; Reimer and Todd 2009 )。將所得 ITS

rDNA 整區段序列，利用美國國家生物技術資

訊中心(National Center for Biotechnology Infor-

mation, NCBI) GenBank 的 BLAST 線上軟體

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)進行基因庫比對，

再篩選出相似度高珊瑚共生藻 ITS rDNA 區段

序列(表 1)，所得的序列以 Clustal X 1.81 程式

(Thompson et al. 1997)完成比對及排列，並將

共生藻之 ITS rDNA 序列，以位於 18S 和 5.8S

rDNA 之間定為 ITS1；5.8S 和 28S rDNA 之間

定為 ITS2，逐一定義出共生藻 ITS1-5.8S-ITS2

rDNA 之相關位置(圖 1)。由於 ITS1 與 ITS2 之

鹼基變異較大，為盡量減少排列時所形成的gap

數目，因此將 spacer區域以人工手動方式加以

逐一挑出，再依同源性的原理逐一檢視與修正。

二、序列分析

利用 DAMBE (Data Analysis in Molecular

Biology and Evolution, Version 4.10) (Xia and

Xie 2001)來計算鹼基組成的百分比。將排序後
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表 1. 序列代碼與 NCBI 資料庫序列登錄號對照表

Table 1. A list of sample codes and NCBI accession numbers of four Symbiodinium clades (A-D)

A B D

Code NCBI Code NCBI Code NCBI Code NCBI

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32

AF186055
AF186058
AF186059
AF186060
AF186061
AF186062
AF186063
AF186069
AF195149
AB253789
AF333505
AF333508
AF427466
AB190281
AB190282
AB190285
AB207200
AB190283
AB207201
AB207202
AB207205
AB207206
AB207208
AB207209
EU074856
EU074858
EU074859
EU074860
EU074861
EU074862
EU074867
EU074962

S33
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47
S48
S49
S50
S51
S52
S53
S54
S55
S56
S57

AF458607
AF458608
AF458609
AF458611
AF458612
AF458613
AY876596
AY876598
AY876599
AY876600
AY894809
AY894810
AY894812
DQ238587
EU074863
EU074864
EU074865
EU074866
EU074867
EU074868
EU074870
EU074871
EU074872
EU074874
EU074875

S58
S59
S60
S61
S62
S63
S64
S65
S66
S67
S68
S69
S70
S71
S72
S73
S74
S75
S76
S77
S78
S79
S80
S81
S82
S83
S84

DQ068038
DQ068040
DQ068042
DQ068044
DQ480631
DQ889737
DQ889741
DQ889743
DQ889744
EU074885
EU074887
EU074892
EU634159
EU074965
AB207190
AF427469
DQ068025
DQ068043
DQ335307
DQ335355
DQ335356
DQ335357
DQ480598
DQ480616
DQ480618
EU074963
EU074964

S85
S86
S87
S88
S89
S90
S91
S92
S93
S94
S95
S96
S97
S98
S99
S100
S101
S102
S103
S104
S105
S106
S107

EU074902
EU074898
EU074901
AF174553
AF174554
AF174556
AF174566
AF174574
EU333710
EU333714
AF174544
AF174545
AF174546
AF174547
AF174551
AF174552
AF174562
EU074903
EU074904
EU074905
EU074909
EU074911
EU074912

C

圖 1. ITS rDNA 示意圖(ITS rDNA 包含 ITS1-5.8S-ITS2 區段)。

Fig. 1. The ITS1-5.8S-ITS2 region of ITS rDNA sequences.
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的 DNA 以 MEGA 4.0 套裝軟體，以雙參數模

式(two-parameter model)的方法計算鹼基替代

率及遺傳距離(Kimura 1980)，利用聚類分析法

(neighbor-joining method)原理(Saitou and Nei

1987)構築出 4 種共生藻系群每一個基因的基

因樹狀圖。NJ tree 中每一個 group之可信度利

用不加權重、重複 1,000 次的bootstrap分析檢

測(Felsenstein 1985)；bootstrap 數值大於 70

時，相當於統計學上 95%信心水準支持(Hillis

and Bull 1993)。由所得到的基因樹狀圖，可加

以比對所篩選出的共生藻系群所屬類群。

三、親緣網狀圖

利用 MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007)軟體

計算單型(haplotype)間的突變數，所得數據以

MINSPNET 軟體(Excoffier and Smouse 1994)

建構親緣網狀圖 minimum spanning network

(Excoffier et al. 1992)，藉以追溯單型間的親緣

關係與演化途徑。

結 果

從NCBI基因資料庫所搜尋到的珊瑚共生

藻 ITS rDNA，含細胞核內部分 18S和部分 28S

rDNA，序列總長度約 730 bp，扣除 18S rDNA

及 28S rDNA 片段序列，ITS rDNA 序列平均

總長度介於 526-576 bp，包含 ITS1 區、5.8S

區和 ITS2區。其中 ITS1區平均長度介於202-227

bp、ITS2 區介於 164-198 bp、5.8S rDNA區則

介於 156-158 bp 之間。序列最長的為 D 系群

(576 bp)，最短為 A 系群(526 bp)。由於 ITS2

區鹼基變異較大，經去除 space 排序後共生藻

ITS rDNA 總長度為 547 bp。分析序列中 4 種

鹼基比例，在全段 ITS rDNA 區間序列，各系

群平均的G+C百分比分別為 47.5% (A系群)、

53.8% (B系群)、54.2% (C系群)及 52.9% (D系

群)，4 種共生藻系群的平均 G+C 百分比為

52.1%，經分析 5.8S rDNA基因的G+C百分比

介於 50.6-61.6%；ITS1 及 ITS2 區域之G+C百

分比分別介於 47.7-55.8%及 44.3-51.9%之間

(表 2)。

4 種珊瑚共生藻 ITS rDNA 區段之遺傳距

離範圍約在 0.00-0.677 之間，系群內最小的遺

傳距離值為 0.00 (data not shown)，最大的遺傳

距離為A系群的 0.052 (S15-S28)。系群間遺傳

距離最小的是B系群和C系群；遺傳距離值為

0.283 (S52-S58)。最大的是A系群和D系群，

遺傳距離值為 0.677 (S15-S99) (表 3)。

以neighbor-joining (NJ)法及maximum par-

simony (MP)法所建構的基因樹狀圖中，其系

群的組成結構完全相同。在樹狀圖上，A系群

首先被分出來，B系群與C系群互成姐妹群，

再分出 D 系群，整體呈現了{[(B, C), D], A}的

親緣結構(圖 2 )。親緣樹狀圖上的 bootstrap值

皆高於 75%。為了探究共生藻單型的演化路

徑，進一步利用 minimum spanning network，

表 2. 共生藻系群 ITS rDNA 區域序列平均長度與 GC 百分比

Table 2. Sequence sizes (bp) and G+C contents (%) of four Symbiodinium clades (A-D) of the ITS rDNA

Symbiodinium
clade

ITS1 ITS2 5.8S Total length

Size G+C Size G+C Size G+C Size G+C

A
B
C
D

202
211
223
227

47.7
55.8
54.0
55.6

164
198
192
190

44.3
51.9
47.0
50.4

158
156
157
157

50.6
53.6
61.6
52.7

526
567
574
576

47.5
53.8
54.2
52.9
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圖 2. 4 種共生藻系群 ITS rDNA 的 neighbor-

joining 親緣樹狀圖。

Fig. 2. The neighbor-joining tree reconstructed

from the ITS rDNA sequences of Symbiodinium

(A-D, four major clades).

藉以追溯各單型間的親緣關係與演化路徑。從

親緣網狀圖(圖 3)結果顯示，所有的單型可區分

為 4 大型，其中 A 系群中 S1 等單型位於親緣

網狀圖的中心位置，可能為 4 個系群的共生藻

ITS rDNA 區段中最古老的單型。

討 論

rDNA 在生物的蛋白質合成上扮演著重要

的角色，影響著生物成長、發育及各項生理功

能(Graves et al. 1994)。在本研究的共生藻中，

ITS rDNA 序列平均長度為 561 bp，A 系群平

均長度為 526 bp，明顯低於平均值。5.8S基因

區的序列長度介於 156-158 bp之間(表 2)，5.8S

區域的平均基因相似度(similarity)有 76.6%，

屬於保守的區域，但在 ITS1 與 ITS2 區域，不

同系群間之序列長度及組成則有差異，5.8S為

具有功能性的 rDNA部位，在功能限制(functional

constraint) 的壓力下受到高度保留，序列的變

異有限，但是 ITS1 和 ITS2 區域因不受功能限

制，隨著演化路徑加長，可保留較多的突變

量，並致使 ITS rDNA 序列有加長的跡象。此

現象在其他的生物中亦有存在(Gardes et al.

1991; Kasuga et al. 1993)。

ITS rDNA 序列之 G+C 百分比，在大多數

的物種中存在 GC 平衡(GC balance)共同演化

(coevolution)現象(Torres et al. 1990)。根據結

果顯示(表 2)，各共生藻 ITS1 與 ITS2 有著相

似的G+C百分比，符合GC平衡共同演化的現

象。然 A 系群的 G+C 百分比低於 4 種共生藻

系群的總平均值(52.1%)，B、C、D 系群 G+C

百分比明顯高於A系群。G+C百分比的增加，

可能是生物體對環境的一種適應現象(Nazar et

al. 1987)。

本研究以 ITS rDNA 基因建構 4 種珊瑚共

生藻系群的演化樹，結果顯示共生藻在演化樹

中各自形成獨立的系群，整體的親緣關係呈現

{[(B, C), D], A}的樹形結構，此結果與nr18S、
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圖 3. 4 種共生藻系群 ITS rDNA 的親緣網狀圖。

Fig. 3. A minimum spanning network of four Symbiodinium clades (A to D) based on the ITS rDNA haplotypes.

nr28S 與 cp23S 所得的樹形圖完全一致(Santos

et al. 2002; Pochon et al. 2006; Stat et al. 2008)。

顯示此親緣關係的結構無論以核體 rDNA、ITS

rDNA 或葉綠體的 rDNA 均有相同的支持度。

但以葉綠體psbA gene分析時，卻呈現{[(C, D),

B], A}的樹形結構(Barbrook et al. 2006)，此可

能是不同的分子標示在不同的物種內有不同的

演化歷史所造成。然而在目前的研究中，無論

以何種分子標示，均顯示出此 4 種珊瑚共生藻

均為各自獨立的系群。

ITS rDNA 遺傳距離的分析結果顯示，在

系群內的遺傳距離介於 0.00-0.052，在系群間

的遺傳距離介於 0.683-0.677 (表 3)。系群內與

系群間的遺傳距離並未有重疊現象，且系群間

彼此區隔有很高的遺傳距離。共生藻的 ITS1

區域曾被檢測出在系群間並無重組現象，並認

為應達到「種」的分化層級(Mauricio 2003)，

顯示 4 種共生藻系群間的遺傳分化相當明顯。

親緣網狀圖可提供物種可能的親緣模式及

遺傳變異分布，其中位於網狀圖的邊緣位置為

近代起源之單型(Golding and Taberlet 1994)，

而存在於網狀圖內部位置者為古老的單型(Cran-

dall and Templeton 1993)。由 ITS rDNA 所建

構的親緣網狀圖顯示，A系群可能為 4 種珊瑚

共生藻系群中的古老型，B、C、D 系群由古

老型的 A 系群擴展而來(圖 3)。

本研究的分析結果顯示，A 系群在 ITS

rDNA的序列長度及G+C百分比均低於 4 種共
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生藻系群的平均值，而無論以何種分子標示所

呈現的親緣樹狀圖，亦顯示A系群均位於共生

藻的最外群，在共生藻的分歧演化(divergent

evolution)中，顯示出 A 系群與其他系群有著

特殊的演化軌跡。在共生藻與宿主的共生演化

過程中，當共生藻進入宿主體內時，並非立即

就達到共生階段，而應是先有了寄生(parasitism)

的起始階段(ancestral state)，經過了一段時間

與宿主演化，進而達到互利共生(Holte et al.

2001)。A 系群被認為存有寄生現象，而 C 系

群則為互利共生關係(Stat et al. 2008; Stat and

Gates 2008)。在本研究中 ITS rDNA 親緣網狀

圖的分析顯示，A系群可能為古老型，而在親

緣樹狀圖上，A系群為最外群，B、C、D系則

群聚成一大類群，若 C 系群為互利共生，則

B、D系群應與C系群有相似之功能。從nr28S

與 cp23S 的分子時鐘推測，共生藻可能於 50

MYA分歧出A系群與 B、C、D系群的祖先型

(Pochon et al. 2006)。因此，共生藻的演化，

應是由早期的寄生關係，經過了長期的演化，

進而形成了互利共生與多樣性系群。
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