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封面图说: 盘锦市盘山县水稻田———盘锦市位于辽宁省西南部,自古就有“鱼米之乡冶的美称。 这里地处温带大陆半湿润季风

气候,有适宜的温度条件和较长的生长期以供水稻生长发育,农业以种植水稻为主,年出口大米达 1 亿多公斤,是国

家级水稻高产创建示范区和重要的水稻产区。
彩图提供: 沈菊培博士摇 中国科学院生态环境研究中心摇 E鄄mail:jpshen@ reccs. ac. cn
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葡萄座腔菌科研究进展
———鉴定,系统发育学和分子生态学

程燕林,梁摇 军,吕摇 全,张星耀*

(国家林业局森林保护学重点实验室,中国林科院森林生态环境与保护研究所,北京摇 100091)

摘要:葡萄座腔菌科(Botryosphaeriaceae)真菌是农业和林业上重要的病原菌、内生真菌或潜在的致病菌,主要引起树木溃疡病。
这类真菌种类繁多,寄主范围广,广泛分布于全球,在生态系统中占有重要的地位。 综述了近年来国内外在葡萄座腔菌科的分

子生态学研究方面取得的新进展。 介绍了葡萄座腔菌科真菌物种鉴定及其研究方法方面的发展,并列出了 2006 年以来发现的

6 个新属和 38 个新种;概述了该科各个种、属之间的系统发育关系以及科内区分的 18 个群。 在真菌种群遗传结构及其与寄主

关系方面,已有研究表明葡萄座腔菌科真菌大体可分为寄主专化型和广谱寄生型两种类型,并已经揭示了无性型为 Diplodia,
Lasiodiplodia 和 Dothiorella 等部分种群的遗传结构及它们与寄主之间的联系。 在种内遗传多样性和基因流动研究方面,展示了

利用 ISSR、SSR 等分子标记方法取得的一些重要结果,有些种群(如 Lasiodiplodia theobromae)没有寄主专化性,它们在不同寄主

间表现出很强的基因流动,但在不同区域内的基因交流却很有限。 讨论了该科分子生态学研究有待进一步解决的问题。
关键词:葡萄座腔菌科;分子生态学;系统发育关系;遗传多样性;分子标记

Advances in Botryosphaeriaceae: identification, phylogeny and molecular ecology
CHENG Yanlin,LIANG Jun,L譈 Quan,ZHANG Xingyao*

The Key Laboratory of Forest Protection of China State Forestry Administration,Research Institute of Forest Ecology,Environment and Protection,Chinese
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Abstract: Members of the Botryosphaeriaceae are known to be cosmopolitan and occupy crucial niches in ecosystems. Some
species are economically important pathogens, causing serious die鄄back, cankers, and leaf spot diseases of woody plants.
The others are saprobes, endophytes or as potential pathogens in agriculture and forestry. They have large numbers of
species and a broad host range. The up鄄to鄄date advances in molecular ecology of the Botryosphaeriaceae were reviewed.
Firstly, a brief introduction to the developmental history on the species identification and the methods was made. Six new
genera and 38 new species published after 2006 were listed, six new species of which were from China belonging to the
genus Guignardia. At the same time, a large number of species were treated as synonymys, but some synonyms, e. g.
Botryosphaeria berengeriana were still used in some countries such as China and Japan. Phylogenetic relationships among
these genera and species were discussed and 18 groups were recognized within this family based on morphology and DNA
sequence data, including large subunit (LSU) and the internal transcribed spacer (ITS) regions 1 and 2 and the 5. 8S gene
of the ribosomal RNA, the portion of gene encoding translation elongation factor 1 alfa (EF1鄄琢) and Bt2 regions of the beta
tubulin gene ( 茁鄄tubulin ) . Moreover, the genus Dothidotthia, which formerly was treated as a member of the
Botryosphaeriaceae, was eliminated. In the respect of population genetic structure and patterns of host association,
botryosphaeriaceous fungi were divided into two groups, host specialization and host neutralization. In general, members in
Botryosphaeriaceae did not show an obvious host specialization, while some populations displayed a certain degree of host
association. The associations between Botryosphaeria spp. and their host plants were revealed, which showed that Diplodia
pinea and D. scrobiculata only occur on Pinus and other conifers, Neofusicoccum eucalyptorum and N. eucalypticola only
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occur on Eucalyptus, and N. protearum and Saccharata protea only occur on Proteaceae. Intra鄄specific genetic diversity and
gene flow in Botryosphaeriaceae were successfully investigated using inter鄄simple sequence repeat (ISSR), simple sequence
repeats (SSR), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP) and other
molecular marker methods. The level of genotypic diversity of Diplodia pinea populations were compared using SSR method.
It is South Africa, New Zealand, and Australia from high to low in turn and the morphotype B of D. pinea were most diverse
among all the four morphotypes. Lasiodiplodia theobromae populations from different host plants and regions were analyzed
using SSR method. The results indicated that they are not host鄄specialized and gene flow is very strong among different hosts
but limited geographic regions. It is of certain directive significance to control diseases caused by Botryosphaeria spp. to
review status of molecular ecology of these fungi. Finally, deficiency of present researches was pointed and problems need to
be solved in future research were briefly proposed.

Key Words: Botryosphaeriaceae; molecular ecology; phylogeny; genetic diversity; molecular markers

葡萄座腔菌科(Botryosphaeriaceae)(葡萄座腔菌目 Botryosphaeriales)真菌广泛分布于全球,其种类繁多,
寄主植物多种多样,在生态系统中办演的角色也不尽相同,既可作为病原菌引起树木溃疡病,又能作为内生真

菌潜伏在寄主植物组织中[1鄄2]。 目前已经报道的该科重要林木病原菌有松树枯梢病菌 Diplodia pinea,杨树溃

疡病菌 Botryosphaeria dothidea 和桉树溃疡病菌 Neofusicoccum eucalyptorum[3鄄4],还有引起某些果树病害的

Diplodia seriata 和 D. mutila 等,引起葡萄藤病害的 Neofusicoccum australe 和 N. luteum 及引起山龙眼科的

Saccharata proteae 等[5鄄8]。 某些葡萄座腔菌科真菌不直接侵染寄主,它们只在寄主受到环境胁迫或长势衰弱

的情况下才具有侵染性;有时它们也能通过健康植物的伤口引起感染[4,9]。 例如,有人从健康松树的茎干和

木质部分离到了 Diplodia pinea(即 sphaeropsis sapinea) [10],从健康芒果上分离到了多种 Fusicuccom spp. ,
Neofusicoccum spp. ,Pseudofusicoccum spp. (当时均称为 Dothiorella spp. )和 Lasiodiplodia theobromae[11],等。

实际上,研究人员从健康植物组织上分离到了大量的葡萄座腔菌科真菌。 因为很多葡萄座腔菌科真菌能

作为内生真菌潜伏于寄主植物内,在进行植物病害检疫时很可能被忽视,但一些具有致病性的种类一旦发生

将对农业和林业生态系统造成危害[2]。 因此,加强对葡萄座腔菌科真菌的种类鉴定和分子生态学研究非常

重要,尤其是对其物种的鉴定、物种间的关系、遗传多样性、种群遗传结构及其与环境关系的研究。
近年来,基于分子生物学技术的发展,DNA 序列信息和 DNA 分子标记已经应用于葡萄座腔菌科真菌的

种类鉴定、系统发育关系分析及遗传多样性研究,推动了对该类真菌的群体遗传结构和种内遗传分化的研究,
促进了葡萄座腔菌科的分子生态学的研究。 分子生态学是 20 世纪 90 年代初新兴的一门生态学学科分支,尽
管不同的学者对其概念有着不同的理解和诠释,但目前国内较为一致的看法认为,分子生态学是应用分子生

物学的原理和方法来研究生命系统与环境系统相互作用的机理及其分子机制的科学[12]。 目前,对于葡萄座

腔菌科真菌的分子生态学研究主要内容涉及该科真菌的系统发育关系分析、种群遗传结构分析及基因流动等

方面。 研究方法在宏观上主要有形态学描述、病理学特征和生态学性质;在微观上主要是利用同工酶和核酸

序列信息,包括限制性片段长度多态性(RFLP)、扩增片段长度多态性(AFLP)、简单序列重复(SSR)等分子标

记。 本文针对葡萄座腔菌科真菌的鉴定、系统发育关系及分子生态学研究现状及进展,系统论述了葡萄座腔

菌科真菌的种类鉴定与系统发育关系、种群遗传结构与寄主的关系、遗传多样性与基因流动等三个方面的进

展,为深入开展该类群真菌的分子生态学研究,尤其是发生在我国的葡萄座腔菌科真菌的种群遗传结构和分

子适应的研究打下基础,并为我国树木溃疡病的防治提供理论依据。
1摇 葡萄座腔菌科真菌分子生态学的研究现状和发展趋势

葡萄座腔菌科于 19 世纪 20 年代首次被描述,当时描述的真菌是球壳孢属(Sphaeria sp. )。 葡萄座腔菌

属(Botryosphaeria)建立于 1863 年,指一类具球状、双囊壁子囊、能引起木本植物坏死的子囊菌[13鄄15]。 最初关

于该属真菌的研究主要针对在农业和林业上引起重要病害的种类,集中于真菌的种类鉴定和分类地位的确

8913 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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定[4]。 明确鉴定病原菌是葡萄座腔菌科真菌生物学研究的基础,了解其种群结构特征和基因流动不仅有利

于该类真菌的分子生态学研究,也对树木溃疡病的预警和控制起到积极的促进作用。
1. 1摇 葡萄座腔菌科真菌的种类鉴定和系统发育关系研究

与其它真菌一样,葡萄座腔菌科真菌的鉴定和新种的描述都依赖于形态学,20 世纪 50 年代前,关于葡萄

座腔菌属的描述基本都是依据有性型形态特征(如子座、子囊和子囊孢子等)。 自 60 年代来,由于在自然界

和实验室更为常见的是该类真菌的无性型,因此无性型形态特征(包括分生孢子的形状、壁厚度、纹饰、成熟

度、颜色、分隔和长宽比)逐渐被用于 Botryosphaeria spp. 的描述和鉴定。 有时寄主专化性特征也用于新种的

鉴定,但由于有些葡萄座腔菌科真菌寄主广泛,故该特征的实用性不是很强[2]。 到了 80 年代,菌落特征也用

于葡萄座腔菌科真菌的描述和鉴定,该科真菌与其它真菌的最大区别在于其气生菌丝的颜色随真菌的生长由

灰白变为黑色,在培养皿(含 2%马铃薯葡萄糖琼脂培养基)背面颜色由蓝灰变为黑色,这种现象可用于葡萄

座腔菌科真菌的快速判定。 但形态学特征有时却低估了该类真菌的多样性,如在鉴定和描述 B. dothidea 和

B. quercuum 时即出现了形态不一致的情况[13,16]。 近年来,各种分子数据,尤其是 DNA 序列,已越来越多地用

于区别葡萄座腔菌科真菌。 LSU、ITS 等序列结合形态特征已经成功用于 B. dothidea 与其相近种的区别与鉴

定,认为严格意义上的 Botryosphaeria(即 Botryosphaeria s. str. )只包含 B. dothidea 和 B. corticis,广义上的 B.
dothidea(即 B. dothidea s. lat. )则包括 B. dothidea、B. parva 和 B. ribis 3 个种[7,13]。 RAPD、SSR 等分子标记

也被用于葡萄座腔菌科真菌的界定和描述,用 SS5、SS7、SS8、SS9、SS10 和 SS11 6 个微卫星标记和 Bt2、CHS、
EF鄄1琢、ACT、CAL 和 GPD 6 个蛋白编码基因分析,发现之前被认为是松枯梢病菌 Diplodia pinea 的形态 B 型应

描述为新种 D. scrobiculata[17]。 自 2006 年来,依据形态学特征和 DNA 分子数据,又陆续鉴定并描述了该科的

6 个新属和 38 个有性型及无性型新种(表 1)。

表 1摇 2006 年以来发现的葡萄座腔菌科新属或新种

Table 1摇 New genera or species of Botryosphaeriaceae found since 2006

新属或新种
New genera or species

相应有性型或无性型种
Teleomorph or anamorph

模式标本寄主
Host of type speices

采集地
Location

参考文献
References

Lasiodiplodia crassispora Botryosphaeria sp. Santalum album 澳大利亚 [18]

Lasiodiplodia rubropurpurea Botryosphaeria sp. Eucalyptus grandis 澳大利亚 [18]

Lasiodiplodia venezuelensis Botryosphaeria sp. Acacia mangium 委内瑞拉 [18]

Fusicoccum stromaticum Botryosphaeria sp. Eucalyptus urophylla 委内瑞拉 [19]

Fusicoccum andinum Botryosphaeria sp. Eucalyptus sp. 委内瑞拉 [19]

Diplodia cupressi Botryosphaeria sp. Cupressus sempervirens 以色列 [20]

Aplosporella prunicola 未知 Prunus persica var. nucipersica 南非 [21]

Diplodia africana 未知 Prunus persica 南非 [22]

Lasiodiplodia plurivora 未知 Prunus salicina 南非 [22]

Guignardia fici Phyllosticta sp. Ficus nervosa 中国 [23]

Guignardia fici鄄septicae Phyllosticta sp. Ficus septica 中国 [23]

Guignardia linderae Phyllosticta sp. Lindera glauca var. kawakamii 中国 [23]

Guignardia manihoticola Phyllosticta sp. Manihot utilissima 中国 [23]

Guignardia polygoni鄄chinensis Phyllosticta sp. Polygonum chinense 中国 [23]

Guignardia smilacicola Phyllosticta sp. Smilax elongato鄄umbellata 中国 [23]

Neodeightonia phoenicum Diplodia鄄like Phoenix sp. 西班牙 [24]

Phaeobotryon mamane Dothiorella鄄like Sophora chrysophylla 夏威夷 [24]

Phaeobotryosphaeria citrigena Sphaeropsis sp. Citrus sinensis 新西兰 [24]

Saccharata capensis 未知 Mimetes cucullata 南非 [25]

Lasiodiplodia pseudotheobromae 未知 Gmelina arborea 哥斯达黎加 [26]

Lasiodiplodia parva 未知 Cassava siol 哥伦比亚 [26]
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摇 摇 续表

新属或新种
New genera or species

相应有性型或无性型种
Teleomorph or anamorph

模式标本寄主
Host of type speices

采集地
Location

参考文献
References

Dothiorella longicollis 未知 Lysiphyllum cunninghamii 澳大利亚 [27]

Lasiodiplodia margaritacea 未知 Adansonia gibbosa 澳大利亚 [27]

Fusicoccum ramosum 未知 Eucalyptus camaldulensis 澳大利亚 [27]

Dothiorella moneti Dothidotthia sp. Acacia rostellifera 澳大利亚 [28]

Dothiorella santali Dothidotthia sp. Santalum acuminatum 澳大利亚 [28]

Aplosporella yalgorensis 未知 Acacia cochlearis 澳大利亚 [28]

Dothiorella casuarini 未知 Casuarina sp. 澳大利亚 [29]

Phaeobotryon cupressi 未知 Cupressus sempervirens 伊朗 [30]

Neoscytalidium 未知 [13]

N. novaehollandiae 未知 Crotalaria medicaginea 澳大利亚 [27]

Neofusicoccum Botryosphaeria;Dichomera [13]

N. pennatisporum Botryosphaeria鄄like Allocasuarina fraseriana 澳大利亚 [28]

Pseudofusicoccum 未知 [13]

P. adansoniae 未知 Adansonia gibbosa 澳大利亚 [27]

P. kimberleyense 未知 Acacia synchronica 澳大利亚 [27]

P. ardesiacum 未知 Adansonia gibbosa 澳大利亚 [27]

Endomelanconiopsis 未知 [31]

E. endophytica 未知 Theobroma cacao 巴拿马 [31]

Barriopsis 未知 [24]

B. fusca= Botryosphaeria disrupta 未知 Citrus sp. 古巴 [24]

B. iraniana 未知 Mangifera indica 伊朗 [30]

Spencermartinsia 未知 [24]

S. viticola = Botryosphaeria viticola Dothiorella viticola Vitis vinifera 西班牙 [24,32]

摇 摇 *2006 年以前发现的新属和新种参见文献[33]

根据葡萄座腔菌科真菌的纯培养物得到的 LSU 序列对本科各个属进行系统发育关系分析,认为该科至

少包括 10 个系统分支,分别对应于不同的有性型或无性型属:未解决的 Diplodia / Lasiodiplodia / Tiarosporella 分

支、Botryosphaeria s. str. (无性型为 Fusicoccum)、 Macrophomina、 Neoscytalidium、 Dothidotthia ( 无性型为

Dothiorella)、 Neofusicoccum ( Botryosphaeria鄄like 有 性 型, Dichomera鄄like 同 等 无 性 型 )、 Pseudofusicoccum、
Saccharata (Fusicoccum鄄like 和 Diplodia鄄like 同等无性型)、 “Botryosphaeria冶 quercuum(Diplodia鄄like 无性型)和
Guignardia(无性型为 Phyllosticta) [13]。 通过形态学特征和更多的 DNA 数据可知,葡萄座腔菌科还包括

Aplosporella,Endomelanconiopsis, Barriopsis 和 Spencermartinsia 4 个 属[21,24,31]。 另 外 3 个 属 Neodeightonia、
Phaeobotryon 和 Phaeobotryosphaeria 一直被认为是 Botryosphaeria 的异名,但有性型或无性型形态和分子证据

均显示它们与 Botryosphaeria 相区别,作为葡萄座腔菌科的另外 3 个独立的分支[24]。 Crous 等[13] 描述的分支

之一 Dothidotthia 一直被认为是葡萄座腔菌科的成员[34],而该属的代表种 D. symphoricarp 却位于葡萄座腔菌

科之外,隶属于新科 Dothidotthiaceae,从属于格孢腔菌目 ( Pleosporales);然而原来认为是该属无性型的

Dothiorella 属却仍位于葡萄座腔菌科中,并独自聚成一个分支[24]。 实际上仍有一些研究结果认为 Dothidotthia
与 Botryosphaeria 的系统发育关系接近,均归属于葡萄座腔菌目[35]。 进一步研究能很好将 Diplodia,
Lasiodiplodia 和 Dothiorella 三者区分,目前为止葡萄座腔菌科共有 18 个群[36]。
1. 2摇 葡萄座腔菌科真菌的种群遗传结构及其与寄主的关系

葡萄座腔菌科真菌的发生和分布与环境和寄主密切相关。 Botryosphaeria dothidea、B. stevensii 和“B冶 .
obtusa 均能引起果树的枝干溃疡和果实腐烂,但它们在不同寄主上表现的遗传特征不尽相同。 用 ITS 和 茁鄄
tubulin 分析引起芒果病害的 Botryosphaeria spp. ,共得到 9 个分支,“B冶 . obtusa 和 B. stevensii 位于同一个分
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支[37];但用 ITS 对不同果树上的 Botryosphaeria spp. 进行分析,“B冶 . obtusa 却独自成为一支,明显与其它类群

分开[38];利用 ITS 和无性型特征研究从南非果树上分离到的 50 株 Botryosphaeria spp. ,共得到 Neofusicoccum
ribis( = B. ribis),N. parvum ( = B. parva),N. australe ( = B. australis),B. dothidea、Diplodia mutila ( = B.
stevensii)和“B冶 . obtusa 6 个类群[7],且研究表明“B冶 . obtusa 的无性型为 Diplodia seriata,而 Botryosphaeria 已

不再适合作为该菌的有性型属名[6]。
相同植物寄主上的葡萄座腔菌科真菌与环境的相关性受到重视,尤其是重要的人工林树种———桉树。

Slippers 等[39]利用 ITS,茁鄄tubulin 和 EF1鄄琢 及其 RFLP鄄PCR 比较澳大利亚和南非桉树当地种和外来种相关的

Botryosphaeria spp. ,确定了 5 个 Fusicoccum鄄like 无性型种: B. australis, B. dothidea, B. eucalypticola, B.
eucalyptorum 和 B. parva,但未得到之前常见报道于桉树上的 B. ribis。 然而,对已报道于桉树上的 B.
australis,B. dothidea,B. parva 和 B. ribis 进行纯培养,发现这 4 种真菌除能产生 Fusicoccum鄄like 无性型外,均
能产生 Dichomera 同等无性型,且用 ITS 能将二者相区别[40]。 这在研究澳大利亚西部当地桉树时得到了验

证,除了 B. australis、B. parva 和 Fusicoccum macroclavatum 外,还分离到了 Dichomera eucalypti[41]。 另外,除了

Fusicoccum鄄like 和 Dichomera 同等无性型外,从桉树上分离到的还有 Lasiodiplodia theobromae[42];Taylor 等[28]利

用 ITS 和 EF1鄄琢 对澳大利亚桉树种植区内多种木本植物上的葡萄座腔菌科内生真菌进行系统发育分析,又得

了 1 个无性型属———Aplosporella。 研究表明,目前发现的与桉树相关的葡萄座腔菌科真菌共有 23 种,分别隶

属于 8 属,包括多种无性型[43]。
多种 Botryosphaeria spp. 能危害葡萄藤,但病原菌种类受环境影响较大。 用 DNA 序列分析引起加利福尼

亚葡萄藤病害的 Botryosphaeria spp. ,得到 B. australis,B. dothidea,B. lutea,“B冶. obtusa,B. parva,B. rhodina
和 B. stevensii 共 7 个分支[44];而在南非引起葡萄藤溃疡病菌的除以上 7 种外,还有 Diplodia porosum,
Fusicoccum viticlavatum,F. vitifusiforme 和 Diplodia sp. 4 个分支[8];Pitt 等[45]用 ITS 和 EF1鄄琢 序列研究澳大利

亚东部葡萄藤上的葡萄座腔菌科真菌,得到的 4 个分支共包括 8 个种: Botryosphaeria dothidea,Diplodia
seriata,D. mutila,Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum,N. australe,Dothiorella iberica 和 Do. viticola,
其中 B. dothidea,D. seriata,N. parvum 和 N. australe 4 种是与北美和南非共有种,但不同种群间是否有基因

交流还需要进一步的研究。
山龙眼科植物在环境胁迫时会遭到葡萄座腔菌科真菌的危害,导致树干溃疡、枯稍或萎蔫。 Denman

等[5]利用形态学和 ITS 序列确定了感染山龙眼的 5 个 Botryosphaeria spp. 并解析了它们在全球的分布,但该研

究报道的某些种实际是代表一个种的复合体。 例如,发生于澳大利亚的 Buchinghamia 和 Banksia 及南非的

Protea cynaroides 上的 N. luteum(即 Fusicoccum luteum,有性型为 B. lutea)即不是一个单系群。 研究者称,目
前已经报道山龙眼科的 19 种葡萄座腔菌科真菌与其寄主的相关性时,发现危害澳大利亚 Banksia coccinea、葡
萄牙和南非山龙眼科植物的 N. protearum,也发生于加那利群岛;而之前报道的山龙眼科植物相关的 N. ribis
被证实是 N. parvum[25]。

在葡萄座腔菌科真菌种群与寄主的相关性方面也备受关注。 早期对葡萄座腔菌属及相关无性型属进行

基于 ITS鄄rDNA 的系统发育学分析,认为该类群可分为 2 个系统分支,一支为具暗色分生孢子的 Diplodia,另一

个分支为具透明分生孢子的 Fusicoccum[1];而 Crous 等[13]利用 LSU rDNA 对葡萄座腔菌科进行系统发育分析

结果显示,Diplodia 和 Fusicoccum 均不是单系群,且 Diplodia 和 Lasiodiplodia 的处于同一分支,不能分开。 进一

步对 Diplodia,Lasiodiplodia 和 Dothiorella 3 个具暗色分生孢子的无性型属进行多基因(( ITS、茁鄄tubulin 和

ACT)联合分析,结果能够很好地将三者区分开,同时该研究结果显示出了这 3 类真菌与其寄主的相关性:
Diplodia 主要发生于裸子植物,只有少数在被子植物和裸子植物上均能分离到;Lasiodiplodia 在裸子植物和被

子植物上的发生几率相等;而 Dothiorella 只见于被子植物[45]。 由此可见,被子植物是葡萄座腔菌科真菌最大

的寄主,在已知的 2000 多种该科真菌中,仅有近 50 种报道于裸子植物[2]。
从葡萄座腔菌科系统发育关系及与寄主关系的研究可以看出,真菌与寄主的关系有两种:寄主专化型和
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广谱寄生型[2]。 本科中有一些真菌能特异地寄生于某一类寄主植物,甚至只寄生于特定区域内的特定属(或
科)的植物,如 Diplodia pinea 和 D. scrobiculata 只寄生于松属和其它针叶树,而 Neofusicoccum eucalyptorum 和

N. eucalypticola 只能从桉树上分离到,Saccharata protea 和 N. protearum 是山龙眼科的专化型;另外一些葡萄

座腔菌科真菌的寄主具有广谱性,如 Botryosphaeria dothidea,D. seriata ( = “B冶 . obtusa),B. parva ( = N.
parvum),B. australis( =N. australe),B. stevensii 等;此外,研究表明,一些原先被认为是专性寄生、以寄主命名

的种,如 B. quercuum(寄主为 Quercus spp. )和 B. ribis(寄主为 Ribes spp. )实际上具有更广的寄主范围。 真菌

的传播和感染主要通过产生子囊孢子和分生孢子,大量证据表明具有广谱寄生性的葡萄座腔菌科真菌是通过

水平传播方式感染其它寄主的,但也有研究证实葡萄座腔菌科真菌可以通过某些植物的种子传播,说明了垂

直传播的可能性[46]。 了解病原菌的亲缘关系及其和寄主的关系对真菌的分类和病害的防治具有重要的

意义。
1. 3摇 葡萄座腔菌科真菌的遗传多样性与基因流动

葡萄座腔菌科真菌对寄主植物的危害程度不一,有些具有很强的致病性,有些致病性很弱,有些却是对寄

主没有影响或有潜在影响的内生真菌。 为正确评估不同菌株对寄主的危害,需要鉴定各个种并研究其种内遗

传多样性及种群遗传结构。 研究发现,某些情况下,致病性或侵染力可能与 DNA 特征有关[47]。 RFLP鄄PCR、
RAPD 和 SSR 分子标记已用于研究 Diplodia sapinea(引起松树 diplodia 型枯梢病)和 Gremmeniella abietina(引
起松树 scleroderris 型溃疡病)这两种病原真菌侵染力的差别[48鄄49]。

Diplodia pinea(同名:Sphaeropsis sapinea) s. lat. 是松树的一种内生真菌,也是一种潜在的病原菌,它是一

个物种复合体。 根据孢子形态和培养特征,Palmer 等在 1987 年描述了美国的 D. pinea 的两个形态型(A 和

B),且已得到 RAPD 标记的证实[49]。 后来又有研究获得了该菌的第三个形态型和可能的第四个形态型。 De
Wet 等[50]用 RAPD 标记和形态学特征研究印尼的 D. pinea 菌株,得到了该菌的形态 C 型,其孢子比比 A 型的

大;Hausner 等[51]用 RFLP 结合形态学特征得到加拿大的 D. pinea 菌株中有一个形态 I 型,其孢子大小介于 A
型和 B 型之间。 研究发现 D. pinea 的不同形态型在病理学、RAPD 和同工酶上完全不同[52]。 Burgess 等[53]用

营养亲和性(VCG)测试对南非当地辐射松(Pinus radiata)上的 D. pinea 种群和外来种群的基因型多样性作

比较,用 SSR 标记确定每个 VCG 形态型,发现所有加利福尼亚的 D. pinea 菌株均为形态 B 型,而所有来自南

半球的菌株均为形态 A 型;且 D. pinea 种群中,澳大利亚的基因型多样性程度较低,南非的多样性程度非常

高,而新西兰处于中度多样性。 由于 D. pinea 的分布与松树的分布类似,且其引进与种子运输相关,因此推断

该菌是在早期欧洲殖民时期随着松树的引进而到达南半球的。 从南半球的外来松树上只鉴定到一个形态 A
型,用 11 个多态性 SSR 标记分析 40 个不同形态型的 D. pinea 菌株,将其与其它 3 个形态型清晰地区分开,并
证明形态 I 型是“B冶 . obtusa 的无性型( =D. seriata),而其它 3 种形态型中,C 型与 A 型的关系比其与 B 型更

为密切,4 个形态型中 B 型的遗传多样性程度最高[6,54]。 用多基因联合分析和 SSR 标记研究差异最大的形态

A 型和 B 型,将形态 B 型描述为新种 D. scrobiculata,至此 D. pinea s. lat. 已包括至少 3 个种———D. pinea,D.
scrobiculata 和 D. seriata[5]。 用 SSR 标记研究辐射松上的 D. pinea,结果显示南半球和北半球的 D. pinea 种群

缺乏多样性且各种群的基因型均相同;然而对加利福尼亚辐射松上的 D. scrobiculata 种群分析,表明北美不同

地区的 D. scrobiculata 种群具有很强的地理隔离,不同种群均有自己特有的等位基因[55鄄56]。
用于研究 D. pinea 的部分 SSR 标记也适用于其相近种———Lasiodiplodia theobromae ( 有性型为

Botryosphaeria rhodina),用 19 对 SSR 引物扩增 L. theobromae 的微卫星序列(其中 10 对是 D. pinea 的标记引

物),结果表明寄主对南非 L. theobromae 种群遗传多样性的影响比地理位置对其的影响更大[54]。 用 SSR 标

记研究来自不同寄主和不同区域的 L. theobromae 种群的遗传多样性和基因流动,认为该病原菌没有寄主专

化性,在不同寄主间有着很强的基因流动;不同区域内的 L. theobromae 种群存在着遗传隔离,其基因交流很

有限[57]。 但是,这些 SSR 标记只适用于研究具 Diplodia 无性型的 Botryosphaeria spp. (如 D. pinea,D.
scrobiculata 和 B. rhodina),不能有效地解决具 Fusicoccum 无性型的 Botryosphaeria spp. (如 B. parva 和B. ribis)
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的遗传多样性和基因流动问题。 Slippers 等[58] 开发了 8 套 SSR 标记用于研究 B. parva (无性型为

Neofusicoccum parvum)及其相近种的遗传多样性和基因流动,选用其中 6 套标记扩增澳大利亚天然林和人工

林桉树相关 B. australis(无性型为 Neofusicoccum australe)的微卫星序列,结果认为两个种群有很强的基因交

流,该病原菌具有广泛的寄主谱[59]。 此外,SSR 标记也用于研究 Macrophomina phaseolina 的遗传多样性分析。
该菌是葡萄座腔菌科的一个单种分支,具有广泛的寄主谱,其致病性、遗传多样性和适应环境的能力均有很大

的差异[13,60]。 用 12 对 SSR 标记对 109 株来自美国不同地区不同寄主的 M. phaseolina 种群进行分析,虽然结

果显示这些种群间的遗传多样性及其与葡萄座腔菌科内相关属间的转移能力有从中到高不等程度的差异,但
该菌仍然是一个单属单种[61]。
2摇 我国葡萄座腔菌科真菌的相关研究进展

在我国,由葡萄座腔菌科引起的树木溃疡类病害已经遍布全国,引起各种林木(杨树、松树、桉树等)的材

质下降和果树(苹果、梨、桃等)减产。 国内对葡萄座腔菌科的研究主要集中在病原的鉴定和分类方面,在真

菌的系统发育学及分子生态学方面的研究甚少。 我国葡萄座腔菌属及相关真菌最早报道于 20 世纪三四十年

代,最为常见的是引起苹果轮纹病的 Botryosphaeria berengeriana 和梨轮纹病的 B. berengeriana f. sp.
piricol[62鄄63];到 80 年代,陆续鉴定并描述了该类群真菌[64鄄67],这些病害标本均被保藏在中国科学院微生物研

究所;近来对这些标本重新检查时,发现其中有 6 个 Guignardia 属新种和 3 个新记录种[23]。
目前,国内在葡萄座腔菌科真菌的分子生态学研究方面主要集中在其遗传多样性及种内遗传分化研究。

张星耀等[68鄄69]用 RAPD、ITS鄄PCR鄄RFLP 方法验证了葡萄座腔菌属真菌的 Dothiorella 无性型与其他的树木溃疡

病病原 Cytospora、Dothichiza、Coniothyrium 等无性型属的传统分类关系。 对葡萄座腔菌属真菌的遗传分化进

行分析,发现该属真菌具有较大的分化现象,28S rDNA鄄PCR鄄RFLP 和 RAPD 标记分析表明 Botryosphaeria
berengeriana 与 B. dothidea 不同[68]。 余仲东等[70] 认为 ITS鄄nrDNA 序列分析结果支持 B. dothidea 与 B.
berengeriana 为同物异名的观点。 黄春燕等[71]对引起苹果轮纹病、干腐病以及桃树流胶病、山楂轮纹病的 B.
berengeriana 进行 RAPD 分析,发现轮纹病菌与干腐、流胶病菌的遗传差异较大,Liu 等[72]用 RAPD 证实了该菌

的遗传分化与地理环境条件差异无明显的相关性。 RAMs 分析发现参试的 Botryosphaeria spp. 菌株具有分化

现象,在不同的水平上解析,可以分为 2 到 4 个聚类群,说明现在被认为的葡萄座腔菌属不是一个单系群,推
测这些聚类群可能代表了不同的生物学种[73]。 王金利等[74]根据 ISSR 研究的结果显示供试有性型菌株为 B.
dothidea 与国外提供的 F. aesculi 菌株以 100%支持率聚为一类,因此,采集自我国的试验菌株 B. dothidea,其
无性型不是 Dothiorella gregaria,而是 F. aesculi。 利用 RAPD 对引起松树枯梢病的无性型病菌 D. pinea 进行

遗传分化研究,发现分为 3 个不同的类群[75]。
3摇 问题与讨论

葡萄座腔菌科真菌是农业和林业上重要的病原菌、内生真菌或潜在致病菌。 分类学的模糊使得关于该科

真菌生态学、致病性、内生真菌的性质和病原鄄植物间互作的研究显得尤为困难,它们在自然群落中生态功能

的探索则更少。 分子生物学的发展为葡萄座腔菌科真菌的分类学研究提供了有力的工具,尤其是基于 DNA
的分子学工具,已经发展到用于鉴定和描述该科真菌的种群遗传结构及遗传多样性研究,对该类群真菌的分

子生态学研究起到了至关重要的作用。 目前,葡萄座腔菌科真菌分子生态学的研究已有初步进展,且其将成

为该类群真菌研究的热点之一。 但是,该类群真菌的分子生态学研究过程中,也存在一些问题和有待改进的

地方,主要体现在种类鉴定、系统发育关系分析、遗传多样性、基因流动等方面。
(1)随着基因组数据的增多和应用,系统发育关系的研究不再局限于仅仅几个基因。 虽然大多系统发育

研究已经用到核糖体 DNA 基因,但是新的研究仍然会用到其它编码基因,如 茁鄄tubulin 和 EF鄄1琢 的基因。 除

了核基因组的某些序列被成功应用于真菌的鉴定和亲缘关系分析外,线粒体 SSU 基因也多次用于丝状子囊

菌的研究中,利用引物对 MSU1 / MSU7 和 MSU1 / NMS2 成功地将葡萄座腔菌属及其相关真菌区别[52]。 某些情

况下,由于不同测序区域得到的结果不一致,从而明显改变了对系统发育关系的判断,因此可能需要选择新的
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序列组合[76]。 此外,系统发育学正致力于研究微生物种内或种间生化途径的关系,系统发育学方法亦可用于

生物多样性和共进化的研究,同时也有助于更好地理解森林植病体系各成分间的进化关系[47]。 因此,探索可

用的新基因无论对葡萄座腔菌科的系统发育关系研究还是对其与寄主共进化关系的研究都很重要。
(2)真菌与寄主关系的研究影响了真菌的进化、真菌与特异性寄主的共进化模式、病害流行等研究。 葡

萄座腔菌科内有些真菌的寄主范围很大,能寄生于一些不相关的寄主上;而有些却具有寄主专化性,只寄生于

某一类植物。 真菌与寄主关系的研究对于该类真菌的传播方式研究至关重要,搞清楚葡萄座腔菌科真菌的传

播方式将有利于病害的防治工作。
(3)随着研究方法的发展,从简单的单基因分析到自动的高通量分析,分子标记技术的功能越来越强大,

利用也越来越广泛,大量 DNA 标记(RFLP,RAPD,ISSR,SSR 等)已经应用于葡萄座腔菌科真菌的遗传多样性

和种群遗传结构及基因流动研究。 对于如此众多的分子标记,如何选择是研究人员需要面对的问题。 不同的

分子标记所得到的研究结果也有所区别,如 RAPD 结合形态学只能得到 Diplodia pinea s. lat. 的 A、B、C 三个

形态型,而利用 RFLP 又得到了形态 I 型[50鄄51]。 新开发的标记有助于进一步理解真菌的遗传多样性,有助于

鉴定各种在生态系统中担当重要角色的微生物,有助于研究微生物对林木生产力、耐力和森林可持续性的影

响[47]。 例如,葡萄座腔菌属代表种 B. dothidea 不同菌株的致病力是有差异的,但目前仍未找到其分子水平

上的依据。 因此,亟需找到能够直接区别致病力不同的菌株的分子标记或其它方法(如多重 PCR 或免疫学方

法)。
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