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摘 要:本文利用高通量测序技术对重庆地区3种行道树香樟、天竺桂和黄葛树患煤烟病

的叶片进行真菌扩增子测定,并对其真菌多样性进行生物信息学分析.结果发现,多样性指

数显示在不同采样区的同一树种,其煤烟病真菌多样性和丰富度存在差异,如重庆市渝中

区黄葛树和重庆市北碚区天竺桂煤烟病样本的Shannon指数和Simpson指数明显高于重庆

市渝中区香樟和重庆市北碚区黄葛树煤烟病样本;检测样本中优势菌门是平均相对丰度为

70.41%的子囊菌门;优势菌属分别是煤炱属、枝孢属、附球菌、短梗霉属,其占比分别是

16.98%,7.17%,6.70%和6.23%;聚类分析和组间差异比较分析表明,同树种样本聚类距

离更近,其差异菌群主要集中在相对丰度较低的非核心菌群中.FUNGuild解析显示,除天

竺桂外,其他树种样本的煤烟病真菌群落均是腐生营养型真菌比例最高.3种行道树煤烟病

核心菌群种类并无明显差异,但不同栽植环境和树种种类可能是导致真菌结构、丰度和功

能呈现显著差异的重要因素.
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Abstract:Inthisstudy,high-throughputsequencingtechnologywasusedtosequencetheregion
offungalampliconsfromCinnamomumcamphora,Cinnamomumjaponicum Sieb.andFicus
virensAitoninChongqing,andbioinformaticanalysiswascarriedoutforstudyofthefungaldi-
versity.Theresultsofdiversityindexshowedthatthediversityandrichnessofthesootymold
fungiinthesametreespeciesindifferentsamplingareasweredifferent.Forexample,theshan-
nonandsimpsonindexesofFicusvirensAitioninDapingCentralStreetofYuzhongDistrictin
ChongqingandCinnamomumjaponicumsieb.inLuzuofuStreetofBeibeiDistrictinChongqing
weresignificantlyhigherthanthoseofCinnamomumcamphorainHeyuanStreetofYuzhong
DistrictinChongqingandFicusvirensAitoninShuangyuanStreetofBeibeiDistrictin
Chongqing.ThedominantphylaintheexperimentalsamplesisAscomycotawithanaveragerel-
ativeabundanceof70.41%.ThedominantgenerawereCapnodium,Cladosporium,Epicoccum
andAureobasidiumi,accountingfor16.98%,7.17%,6.70%and6.23%,respectively.Cluster
analysisandcomparisonbetweengroupsshowedthattheclusterdistanceofthesamespecies
wascloser,andthedifferencewasmainlyconcentratedinthenon-corefungalcommunitywith
lowrelativeabundance.FUNGuildanalysisshowedthattheproportionofsaprophyticfungiwas
thehighestinthefungalcommunityofsootymolddiseaseinothertreespeciessamples,except
CinnamomumjaponicumSieb.inChongqingAcademyofAgricultralSciencesofJiulongpoDis-
trictandCinnamomumjaponicumsieb.inLuzuofuStreetofBeibeiDistrictinChongqing.There
wasnosignificantdifferenceinthespeciesofcorefungalcommunitiesamongthreestreettrees,
butdifferentplantingenvironmentsandtreespeciesmaybeimportantfactorsleadingtosignifi-
cantdifferencesinthestructure,abundanceandfunctionoffungalcommunities.
Keywords:streettrees;sootymold;fungaldiversity;high-throughputsequencing

  煤烟病(SootyMold)作为植物表面病害,主要通过在寄主表面(如叶或茎)形成黑色或褐色

污斑,影响寄主观赏价值,进而造成一定经济损失[1].研究表明,煤烟病真菌在显微镜下常为暗

色菌丝和分生孢子,主要以蚜虫、粉虱和蚧壳虫等昆虫的蜜露或植物叶片分泌物为营养物质[2].现
已报道的煤烟病病原菌,在柑桔[3]、蓝莓[4]和芍药[5]等上均有发现,且具有明显的宿主类型差异.

国内早期对煤烟病的研究主要来自于苹果表皮,根据不同煤烟病菌在表面形成的病征类型

不同及分子鉴定,已前后鉴定出接瓶霉属(Zygophiala)、锥梗孢属(Dissoconium)、叠孢属

(Microcyclospora)、月盾霉属(Peltaster)等[6-7].近年来,随着研究的不断深入,对寄主范围的

研究也持续扩大,通过对香蕉、芍药和桑树煤烟病的病原菌分离鉴定,明确其病菌均来自于枝

孢菌属(Cladosporium)[2,5,8],栀子花煤烟病病原菌主要为隔孢从壳菌(Glomerellaseptospo-
ra)[9],竹类煤烟病上主要病原菌为海绵胶煤炱菌(Scoriasspongiosa)[10].

重庆市为亚热带季风性湿润气候,属典型的高温、高湿地区,因此城市街道多选取香樟、
天竺桂和黄葛树等性喜温暖湿润的树种进行栽植.然而,集中种植也为许多病虫害的发生提供

了有利的条件.近年来,随着种植面积的不断扩大,重庆市城市街道主要园林植物如香樟、天

竺桂和黄葛树等均受到不同程度煤烟病危害,出现叶片污斑、掉落、枝条枯萎的现象,不仅破

坏园林植物景观效果,影响生态效益,而且容易滋生和传播有害病菌,对居民身心健康带来隐

患.由于煤烟病是由多种病原菌复合形成的表面病害[2],传统的病原菌分离鉴定费时费力,之

前的大部分研究也仅聚焦经济作物,目前针对城市街道行道树煤烟病原复合真菌种类及结构,
尚未有明确报道.
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本研究通过高通量测序技术对真菌ITS1区域测序,明确重庆市城市街道3种主要行道树

患煤烟病的叶片群落多样性结构、种类及相对丰度,并对微生物群落结构、进化关系进行分析,
以期对后续研究煤烟病作用机制、药剂筛选及综合防控提供参考.

1 材料与方法

1.1 材料采集与保存

本研究调查时间为2021年4月,在晴朗无雨的天气条件下,选取在重庆市城市街道煤烟

病发生较重的4个区域集中采样(采样点前3个月均未施药),每种发生煤烟病的行道树随机选

取3株,每株随机采集5片病叶,共计105片病叶,保存至采样密封袋中带回.样本具体采集地

点和种类如表1所示.

表1 重庆市城市街道煤烟病样本种类及采集地点

采样地区 样本种类 样本名称

重庆市璧山区黛山大道 香樟(Cinnamomumcamphora) SX
重庆市北碚区云华路 香樟(Cinnamomumcamphora) BX
重庆市渝中区河运路 香樟(Cinnamomumcamphora) YX

重庆市北碚区双元大道 黄葛树(FicusvirensAiton) BH
重庆市渝中区大坪正街 黄葛树(FicusvirensAiton) YH
重庆市北碚区卢作孚路 天竺桂(CinnamomumjaponicumSieb.) BT

重庆市九龙坡区重庆市农业科学院 天竺桂(CinnamomumjaponicumSieb.) NT

1.2 样本DNA提取及PCR扩增

将附有煤烟病的叶片喷洒75%乙醇3次,每次5s进行表面消毒,再用无菌水进行清洗后

晾干.在无菌条件下刮取叶片表面煤烟病污斑于2mL离心管中,加适量无菌水离心10min
(12000r/min),弃去上清后得到黑褐色沉淀,采用CTAB[11]法提取样本基因组DNA,并检测

DNA的浓度和纯度,确保其符合后续试验要求.
检测后的DNA经稀释后,使用针对ITS1的标准特异性引物ITS5-1737F(GGAAGTA-

AAAGTCGTAACAAGG)和ITS1-2043R(GCTGCGTTCTTCATCGATGC)进行 PCR 扩增.
PCR反应体系(30μL)∶2×PCRmix15μL,引物3μL(2μM),模板10μL(1ng/μL),ddH2O
2μL.PCR反应条件:98℃预变性1min;98℃变性10s,50℃退火30s,72℃延伸30s,

30个循环;72℃5min.使用2%浓度的琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳检测;对检测合格的

PCR产物进行磁珠纯化,采用酶标定量,根据PCR产物浓度进行等量混样,充分混匀后使用

2%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,目的条带使用胶回收试剂盒回收.后续样本上机测序委

托天津诺禾致源生物信息科技有限公司协助完成.
1.3 数据处理

根据Barcode序列和PCR扩增引物序列从下机数据中拆分出各样本数据,对Barcode和引

物序列进行切割后,利用FLASH 对每个样本的Reads进行拼接,得到的拼接序列视为原始

Tags数据(RawTags);将拼接得到的RawTags进行过滤,得到高质量的Tags数据(Clean
Tags).参照Qiime的Tags质量控制流程,进行如下操作:

1)Tags截取:将RawTags从连续低质量值(默认质量阈值为≤19)碱基数达到设定长度

(默认长度值为3)的第一个低质量碱基位点截断.
2)Tags长度过滤:Tags经过截取后得到的Tags数据集,进一步过滤掉其中连续高质量碱

基长度小于Tags长度75%的Tags.
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经上述处理后得到的Tags需要再进行处理以去除嵌合序列,将Tags序列与物种注释数据

库进行比对,检测嵌合体序列,最后删除嵌合体序列,得到最终有效数据(EffectiveTags).通
过Uparse算法对所有样本的全部有效数据进行聚类,本研究中默认以97%的一致性(Identity)
将序列聚类成为OTUs(OperationalTaxonomicUnits),筛选OTUs中出现频数最高的序列作

为OTUs的代表序列.
1.4 生物信息学分析

根据OTUs聚类结果,通过对每个OTU的代表序列做物种注释,得到对应的物种信息和

基于物种的丰度分布情况.同时,基于OTUs对真菌群落结构和丰度等进行相关分析,以得到

物种丰富度和均匀度信息、不同样本或分组间的共有和特有OTUs信息等.另一方面,通过对

OTUs进行多序列比对并构建系统发生树,通过 NMDS[12]等降维分析和 UPGMA[13]聚类树、
组间热图和LEfSe等分析,可以直观的观察样本组间和内部的不同,探究不同样本或组别间群

落结构的差异.

2 结果与分析

2.1 测序结果分析

通过对Reads拼接,平均每样品测得104281条Tags,经过质控平均得到103114条有效

数据,质控有效率是98.88%.默认以97%的一致性将序列聚类成为 OTUs,共得到1303个

OTUs,然后对OTUs序列与UNITE数据库进行物种注释.注释结果中,共有930(71.37%)个

OTUs可注释到属水平.
通过基于OTU的花瓣图可知,7组样本产生的共有OTUs数为165,其中重庆市璧山区香

樟煤烟病样本(SX)、重庆市北碚区香樟煤烟病样本(BX)和重庆市渝中区黄葛树煤烟病样本

(YH)的特有OTUs数相对较高,分别为88,69和56,重庆市渝中区香樟煤烟病样本(YX)的特

有OTUs数最少(图1).

BH为重庆市北碚区黄葛树煤烟病样本;YH为重庆市渝中区黄葛树煤烟病样本;

BX为重庆市北碚区香樟树煤烟病样本;YX为重庆市渝中区香樟树煤烟病样本;

SX为重庆市璧山区香樟煤烟病样本;BT为重庆市北碚区天竺桂煤烟病样本;

NT为重庆市九龙坡区天竺桂煤烟病样本.

图1 总样本基于OTU的比较分析
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2.2 样品复杂度分析

稀释曲线直接反映测序数据量的合理性,并间接反映样本中物种的丰富程度.等级聚类曲

线可直观的反映样本中物种的丰富度和均匀度.本研究中,所有样品的序列量到60000后趋于

平缓,说明测序数据量较为合理,测序深度已经覆盖样本中的菌落数,测序数据可以反映群落

实际情况(图2).

图2 稀释曲线(A)和等级聚类曲线(B)

通过Shannon指数和Simpson指数评估样本中真菌多样性,ACE指数和Chao1指数衡量

样本中菌落丰富度.由试验结果可见,Shannon指数从大到小依次是YH,BT,SX,BX,YX,NT,

BH;Simpson指数从大到小排序依次是YH,BT,BX,SX,NT,YX,BH;Chao1指数从大到小依

次是SX,BT,BX,NT,YH,YX,BH;ACE指数从大到小排序依次是BT,SX,BX,NT,YH,YX,

BH(表2).上述结果表明,即使在同一采样区下的不同树种,其煤烟病真菌多样性和丰富度也

存在差异.

表2 煤烟真菌α多样性指数

样本名称 可观测物种量 Shannon Simpson Chao1 ACE

YH 329 4.545 0.913 352.459 355.203
BH 286 3.235 0.696 310.103 314.124
YX 317 3.928 0.828 339.716 343.800
BX 356 4.065 0.845 386.030 384.106
SX 385 4.113 0.843 413.348 418.244
NT 331 3.739 0.837 353.008 357.595
BT 394 4.357 0.894 411.621 420.821

2.3 真菌群落结构组成

通过与数据库UNITE比对和物种注释,并对不同分类层级统计发现所有1303个OTUs
中有1161个OTUs(89.10%)可注释到数据库,其中注释到界水平的比例为89.10%,门水平的

比例为71.68%,纲水平到种水平的比例均为71.37%.
从门水平相对丰度柱形图可知(图3A),叶片煤烟病样本真菌占优势的是子囊菌门(Asco-

mycota),其平均相对丰度为70.41%;其次是担子菌门(Basidiomycota),平均相对丰度均是
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14.20%.属水平上,平均相对丰度超过6%的属是煤炱属(Capnodium)、枝孢属(Cladosporium)、
附球菌(Epicoccum)、短梗霉属(Aureobasidiumi),对应的相对丰度是16.98%,7.17%,6.70%和

6.23%(图3B).

图3 门水平(A)和属水平(B)上煤烟病层真菌群落结构

2.4 多样品比较分析

为了研究不同区域、不同寄主间煤烟病菌群的异同,基于OTU水平对样本间的真菌群落

结构进行UPGMA聚类树(图4A)及降维分析(图4B).由菌群聚类树可知,3个区域(SX,BX和

YX)的香樟聚在一类,其中BX和YX两组样本距离更近.2个区域的天竺桂样本(BT,NT)距
其他样本最远;NMDS分析反映出相较于黄葛树组样本(YH 和BH)和天竺桂组样本(NT和

BT),香樟组样本(YX,BX和SX)距离更近.两者的结果均表明,不同地区的同一树种在聚类

分析中更为接近.
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图4 煤烟病真菌群落结构的UPGMA聚类分析(A)和NMDS分析(B)

2.5 组间显著性差异分析

从组间差异热图分析可知,主要是BX和YX、BH和BX、BH和YH3组存在明显组间差

异(图5).属水平上,北碚区香樟煤烟病病原菌样本(BX)与渝中区香樟煤烟病病原菌样本(YX)
两组样本间存在差异的菌群为Aureobasidum 和Buckleyzyma(p<0.01),以及Chaetothyria-

lessp.,Botrytis,Capnodialessp.和Cladosporium(p<0.05);北碚区黄葛树煤烟病病原菌样本

(BH)和北碚香樟煤烟病病原菌样本(BX)的差异菌群集中在Aureobasidum 和Capnodialessp.
(p<0.01)以及Fusicolla,Penicillium,Fusarium 和Cladosporium(p<0.05);而BH和YH的

差异菌群为Cladosporium(p<0.05),Capnodialessp.,Phoma,Tripospermum,Pleosporale
sp.和Capnodium(p<0.01);黄葛树北碚区样本(BH)和渝中区(YH)样本间存在差异的菌群为

Cladosporium(p<0.01),Phoma,Capnodialessp.,Tripospermum,Pleosporalessp.和Capno-
dium(p<0.05).

图5 组间差异热图
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进一步将3个区域的香樟煤烟病叶片样本(BX,YX和SX)进行LEfSe组间差异比较.由结

果可见,科水平上,3组样本差异菌群是Cladosporiaceae,Cuniculitremaceae 和Capnodiales

sp.;种水平上,差异菌群主要集中在Cladosporiumhalotolerans,Kockovaellasp.和Capnodia-

lessp.(图6A).同一地区栽种的不同树种(香樟和黄葛树),其煤烟真菌也有显著变化,主要差

异菌群集中在Capnodiaceae,Cladosporiaceae,Neodevriesiaceae,Didymellaceae,Trichomeri-

aceae,Nectriaceae,Stachybotryaceae,Bulleribasidiaceae 和Cuniculitremaceae9个科.上述差

异菌种的进化分支图如图6B所示.

LDA值分布柱状图展示了LDAScore大于4的物种;进化分支图展示了由门至种的丰度和在某一组的重要度.

图6 LDA值分布柱状图(A)和进化分支图(B)

2.6 功能预测

根据FunGuild数据库的比对结果,对7组样本真菌的营养型进行分类统计,煤烟病真菌

营养方式可划分为为病理营养型(Pathotroph)、共生营养型(Symbiotroph)和腐生营养型(Sa-

protroph),以及病理-共生营养型(Pathotroph-Symbiotroph)、病理-腐生营养型(Pathotroph-

Saprotroph)、腐生-共生营养型(Saprotroph-Symbiotroph)、病理-腐生-共生营养型(Pathotroph-

Saprotroph-Symbiotroph)以及病原-腐生-共生过渡型(Pathogen-Saprotroph-Symbiotroph)8种.
除2组天竺桂煤烟病样本(BT-NT)外,腐生营养型在其余5组样本中所占比例均最高,尤其是

在BH和YX中占比分别高达49.08%和45.54%;病理-腐生-共生过渡型(Pathotroph-Saprotro-
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ph-Symbiotroph)在NT中占比是61.88%;病理-腐生(Pathotroph-Saprotroph)过渡型仅在BT
中占比较高,比例为25.66%;BX和YH有相对更多的真菌营养型尚未鉴别,其比例分别是

52.89%和55.97%(图7).

图7 煤烟病真菌群落营养型组成

3 讨论与结论

行道树在城市园林绿地中发挥着净化空气、美化城市和减少噪音等多种作用,已成为道路

绿化中不可或缺的一部分[14].行道树发生煤烟病会导致树势衰弱,通过减少叶子的有效光合面

积来间接影响植株的生理功能[15],影响行道树生态效益的发挥.由于煤烟病致病菌并非源于单

一病原菌,而是由多种菌丝混杂生长在寄主表面,常规手段难以将病原菌一一分离和鉴定,导

致其致病机制不明.随着分子生物学技术的发展,高通量测序技被广泛的用于细菌[16]和真菌[17]

的分类鉴定中,在植物内生细菌、动物肠道菌群和土壤真菌结构等方面均有运用.因此,本研

究利用ITS扩增子测序手段对重庆市城市街道发生煤烟病病原菌的3种常见树种进行真菌群

落结构多样性分析,揭示了其病原菌结构组成和丰度差异.
通过高通量分析3种常见行道树煤烟病真菌,发现行道树煤烟病的病原菌种类与其他寄主

为花果的病原菌种类存在一定差异.在门水平上,子囊菌(Ascomycota)平均相对丰度为

70.41%,是3种行道树煤烟病共有的主要真菌优势菌门,这与之前报道的一致[18];煤炱科是拥

有煤烟菌最丰富的科[1,18],但在本研究中只鉴定到煤炱属(Capnodium)一种,相对含量为

16.98%,也是本研究中属水平上丰度最高的一类,该类真菌也是常见的煤污病致病菌[19];其次

相对含量较高的是附球菌属(Epicoccum)和枝孢属(Cladosporium),其相对比例均在7%以上,

前者可引起一些植物的叶斑病[20-22],后者是已报道多种寄主的煤烟病或叶斑病致病菌[2,23-25].
同时,担子菌在九龙坡区天竺桂样本(NT)中相对占比最高,在对苹果煤污病的相关研究中发

现,担子菌也是煤污病致病菌之一[6,26],但本研究中具体的属种与之前报道有差异;结合采样
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信息,九龙坡区采样区域天竺桂粉虱类(Aleyrodidae)害虫发生较为严重,而其余采样地区昆

虫以蚜和蚧为主,推测其真菌相对含量差异较大可能与此相关,后期可结合不同发生昆虫种类

进一步探究其与真菌种类多样性的相关性.
病害的发生往往与树种周围的立地条件、空气质量等环境因素相关,煤烟病作为一种表面

寄生病害更是如此.因此,本研究将采样地区和寄主树种列入变量进行多样性分析,通过多样

性指数发现,重庆市渝中区黄葛树煤烟病样本(YH)和重庆市北碚区天竺桂煤烟病病原菌样本

(BT)的Shannon指数和Simpson指数都明显高于重庆市渝中区香樟煤烟病样本(YX)和重庆

市北碚区黄葛树煤烟病病原菌样本(BH);重庆市北碚区天竺桂煤烟病样本(BT)的Chao1指数

和ACE指数均高于重庆市北碚区黄葛树煤烟病样本(BH).上述结果表明即使是在同一地区,

不同树种煤烟病样本也存在一定差异.而结合NMDS和 UPGMA聚类分析可知,同为黄葛树

煤烟病病原菌重庆市渝中区样本(YH)和重庆市北碚区样本(BH)相距较近,并且同样是香樟煤

烟病病原菌样本的重庆市渝中区样本(YX)和重庆市北碚区样本(BX)和重庆市璧山区样本

(SX)则相距较近;通过组间差异分析进一步比较3个区域的香樟煤烟病叶片样本(BX,YX和

SX)发现,同一树种下真菌差异主要集中在相对丰度较低的菌群中.结合以上分析结果可知,煤

烟病病原菌多样性与采样地和寄主种类均呈现一定相关性,FUNGuild功能预测也表明煤烟病

中多以腐生营养型为主,后期有必要联合空气环境微生物、采样地条件、真菌生态功能等方面

开展联合分析.
本研究首次探明重庆市城市街道常见3种行道树煤烟病的真菌群落结构及多样性,明确了

其优势菌种,并从不同采样地区和不同寄主两方面对行道树煤烟病作比较,分析数据表明寄主

立地条件不同可能影响了病原菌的菌群结构,数据也证实栽植环境的不同是导致寄主表面煤烟

病病原菌结构和丰度发生变化的因素之一,进一步扩充了对行道树煤烟病的认识,为后续的防

控和致病机制研究提供了基础数据.
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