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蓝莓采后主要病原真菌的分离鉴定与生物学特性研究
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摘要：霉变是导致蓝莓采后损失、货架期短的主要原因之一，为确定蓝莓贮藏期的主要致腐病原真菌，对浙江省杭

州市安吉县蓝莓产区发病果实的病原菌进行分离纯化，得到 ５株病原真菌（ＬＭＡ、ＬＭＢ、ＬＭＣ１、ＬＭＣ２和 ＬＭＣ３）。通

过形态学和 ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析，初步鉴定为 Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ、Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ、Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ、Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ和 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ。

分离菌株的生物学特性研究表明，５株病原菌适宜生长条件为：蓝莓汁 葡萄糖培养基，２５～３０℃；菌株 ＬＭＡ、ＬＭＣ１

和 ＬＭＣ２的最适碳源为果糖，菌株 ＬＭＢ和菌株 ＬＭＣ３的最适碳源分别为蔗糖和可溶性淀粉；菌株 ＬＭＡ、ＬＭＣ１和

ＬＭＣ２的最适氮源为蛋白胨，菌株 ＬＭＢ和 ＬＭＣ３的最适氮源为酵母浸出粉。光照对菌株 ＬＭＡ、ＬＭＣ１和 ＬＭＣ２病原

菌菌丝生长有明显影响，而对菌株 ＬＭＢ和 ＬＭＣ３影响较小。
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　　引言

蓝莓果实含有丰富的花青素、类黄酮、维生素 Ｃ、
叶酸、鞣花酸等多种生理活性物质

［１－２］
，具有抗衰

老、降血压、抗氧化、抗癌等功效
［３］
。蓝莓一般成熟

于高温多雨的夏季，采收后，很容易发生结构、营养

和生理品质的变化，并且果实富含糖分及其他营养

物质，易于微生物的繁殖，低 ｐＨ值属性使其更易受
到真菌的侵袭，霉变成为蓝莓采后损失、货架期短的

主要原因之一
［４－５］

，严重影响其商品性和经济价值。

侵袭采后蓝莓的病原真菌很多，但存在地域的差异

性：西班牙、美国、智利、阿根廷等地的病原菌主要是

Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ、Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｓｐｐ．、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．、
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐｐ．、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．、Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．和
Ｒｈｉｚｏｐｕｓｓｐｐ．［５－１０］；周笑犁等［１１］

的研究表明贵州省

蓝莓果实采后贮藏过程中的主要病原菌为拟盘多毛

孢 （Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）、青 霉 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、地 霉

（Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ）和枝孢霉（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）；白雪等［１２］
鉴

定出 大 连 地 区 蓝 莓 主 要 病 原 菌 为 葡 萄 孢 霉

（Ｂ．ｃｉｎｅｍａ）。分离鉴定蓝莓采后致腐的主要病原
菌是病害防治的首要问题，目前尚未见浙江地区蓝

莓霉变真菌的研究。由于病原菌在形态、生理、病理

等方面存在复杂性和多态性，常规形态鉴定周期较

长，且难以将病原鉴定到种或亚种水平；而真菌在

ｒＤＮＡＩＴＳ区既具保守性，又在属间及同属不同种间
存在广泛的多态性

［１３］
，在病菌分类鉴定方面应用广

泛。目前国内外对利用真菌 ｒＤＮＡＩＴＳ对霉烂蓝莓
病原菌鉴定的研究鲜有报道。

本文对采收于浙江省杭州市安吉县蓝莓基地贮

藏发病的蓝莓果实病原菌进行分离纯化，在传统的

形态鉴定基础上，结合 ｒＤＮＡＩＴＳ测序将菌株鉴定到
种的水平，并研究分离株的生物学特性，以期为蓝莓

贮藏期真菌病害的防控提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与培养基
１１１　试验材料

蓝莓品种为“莱格西”，采自浙江省杭州市安吉

县“森之蓝”蓝莓基地，采摘当天用保鲜车运回实验

室，４℃贮藏备用。
１１２　培养基

ＰＤＡ培养基：马铃薯（去皮）２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼
脂２０ｇ，ｐＨ值自然。

察氏培养基：蔗糖 ３０ｇ、ＮａＮＯ３２ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５ｇ、ＫＣｌ０５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１ｇ、琼
脂２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７０～７２。

１２　病原菌的分离纯化与致病性测定
对典型发病的蓝莓果实，采用常规组织分离法

分离病原菌
［１４］
，切取病健交界处小块病变组织

（５ｍｍ×５ｍｍ），经７０％酒精消毒１ｍｉｎ，再用 ０１％
升汞处理 ３０ｓ后，用无菌水漂洗 ３遍，移至 ＰＤＡ平
板培养基上，置于２８℃黑暗条件下培养。长出菌丝
后挑取菌落边缘接种至 ＰＤＡ平板纯化，获纯培养
后，再转接到试管培养７ｄ，放入４℃冰箱保存。

按照柯赫氏法则进行致病性测定。将纯化保存

的病原菌活化，接种至ＰＤＡ培养基上２８℃黑暗条件
下培养５ｄ，挑取菌丝块放入无菌水中将孢子洗脱，
用血球计数板计数测定孢子悬浮液浓度并调至

１０５个／ｍＬ。将健康的蓝莓果实经 ７５％酒精表面消
毒后，用经高压蒸汽灭菌的针轻轻刺伤表皮，将制备

好的孢子悬液涂布到刺伤部位，将蓝莓果实置于

９０ｍｍ培养皿中，培养皿放有无菌水浸湿的经高压
蒸汽灭菌的滤纸保湿培养。每处理 ３次重复，设清
水对照。发病后从病斑上再分离病原菌。

１３　病原菌鉴定
病原菌形态学观察：将病原菌接种到 ＰＤＡ平

板，２８℃黑暗培养，观察记录菌落形态学特征，并对
病原菌分生孢子进行显微形态观测、拍照。

ＩＴＳ序列分析：将孢子悬浮液接种到 ＰＤＢ培养
液中培养 ３～４ｄ，收集菌丝，采用改良的 ＣＴＡＢ
法

［１５］
提取病原菌基因组 ＤＮＡ。采用真菌核糖

体 基 因 转 录 间 隔 区 通 用 引 物 ＩＴＳｌ
（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′） 和 ＩＴＳ４
（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）对病原菌的基
因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。２５μＬＰＣＲ反应体系包
括１０ｘＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２５μＬ，
ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，５Ｕ／μＬ
ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶 ０２ μＬ，ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 引 物
（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）各０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７３μＬ。

反应程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，
５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，共 ３０个循环；最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。

扩增产物用 １０％琼脂糖凝胶电泳检测后，在
凝胶成像仪上进行观察并拍照，并送杭州利贞生物

公司进行测序。将所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已知序
列进行 ＢＬＡＳＴ比对和同源性分析，选取与病原菌
ＩＴＳ序列同源性高和形态相近的菌株序列，用
ＭＥＧＡ５０软件［１６－１７］

中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）方
法构建系统发育树，并用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ进行自举检验，
５００次重复。
１４　病原菌生物学特性

将纯化保存的病原菌活化后接种至 ＰＤＡ培养
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基上２８℃黑暗条件下培养 ５ｄ，用打孔器取直径为
６ｍｍ的菌饼接种至测定培养基，培养 ５ｄ后用十字
交叉法测量菌落直径，分析不同培养基、温度、碳源、

氮源、ｐＨ值、光照对菌丝生长的影响。
培养基：病原菌接种到 ＰＤＡ、ＰＣＡ（胰蛋白胨

５０ｇ、酵母浸膏２５ｇ、葡萄糖１０ｇ、琼脂１５ｇ、蒸馏
水１０００ｍＬ，ｐＨ值 ７０～７２）、孟加拉红培养基（蛋
白胨 ５０ｇ、葡萄糖 １００ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４１０ｇ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０５ｇ、孟加拉红 ００３３ｇ、琼脂 ２０ｇ、蒸馏水
１０００ｍＬ）、蓝莓汁 葡萄糖培养基（蓝莓 ２００ｇ、葡萄
糖２０ｇ、琼脂 ２０ｇ、蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值 ７０～
７２）和 ＷＡ培养基（琼脂２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ）。

图 １　蓝莓贮藏期发病果实病害症状、分离菌株形态特征及其回接症状

Ｆｉｇ．１　Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔｄｉｓｅａｓｅｓｏｎｂｌｕｅｂｅｒｒｙａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓ

温度：病原菌接种到 ＰＤＡ培养基后，置于温度
为４、１０、１５、２０、２５、３０、３５℃的条件下恒温培养。

碳、氮源：以察氏培养基为基础培养基，用含等

质量的葡萄糖、果糖、可溶性淀粉、麦芽糖、乳糖、甘

露醇代替蔗糖作为碳源；用含等质量的牛肉膏、

ＮＨ４ＮＯ３、蛋白胨、酵母浸膏、尿素代替 ＮａＮＯ３作为
氮源。

ｐＨ值：病原菌接种到用 ０１％ ＮａＯＨ和 ０１％
ＨＣｌ溶液调节至 ｐＨ值为 ４、５、６、７、８、９、１０、１１的
ＰＤＡ培养基后，恒温培养。

光照：病原菌接种到 ＰＤＡ培养基后，进行 ２４ｈ
光照、１２ｈ光暗交替、２４ｈ黑暗共３个处理。以上试
验每处理３次重复，除温度和光照试验外，其余均在
２８℃条件下黑暗培养２４ｈ。
１５　数据分析

数据以平均值 ±标准差表示，利用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ
５８软件进行单因素方差分析，ｐ＜００５作为差异显

著性判断标准。

２　结果与分析

２１　病害症状及致病性
蓝莓果实在低温贮藏一个月后，果实长出霉菌，

典型发病果实分为３类（图１ａ）。菌斑 ＬＭＡ：果实上
密生灰褐色团粒状柔软霉层，形成大量孢子，易与周

围病果形成片状霉层。菌斑 ＬＭＢ：病果初期有扁平
或塌陷的斑点，后期形成大的腐烂区，在腐烂区域的

表面有白色菌丝。菌斑 ＬＭＣ：造成蓝莓的干瘪皱
缩，侵染部位最初为水浸状略变色的斑点，形成橄榄

绿色或绿色霉层。

用病斑上分离纯化的菌株，人工接种健康的蓝

莓果实。在接种部位分别出现灰色霉层、白色菌丝

和橄榄绿色或绿色霉斑，病症与自然条件下的发病

症状相同（图 １ｄ）。从接种发病的部位可重新分离
到与接种菌相同的菌株，而对照不发病，证明所分离

接种的菌株为蓝莓致腐病原菌。

２２　分离菌株的形态学特征
从发病果实样品上经纯化得到 ５株分离菌株，

编号为 ＬＭＡ、ＬＭＢ、ＬＭＣ１、ＬＭＣ２和 ＬＭＣ３（图 １ｂ、
１ｃ）。菌株 ＬＭＡ在 ＰＤＡ培养基上 ２８℃培养 ３～６ｄ
即可长满平板，初为白色、质密，随着菌丝增长颜色

加深变成深灰绿色，老熟时呈灰褐色，菌丝丝绒状，

约７ｄ在培养基周围产生黑色菌核，呈球形，分生孢
子梗数根丛生，具隔膜，稍弯曲，淡褐色，（１２３～
２８７）μｍ×（１０～１４）μｍ，顶端有分枝，膨大呈圆形，
分生孢子聚生于小梗上，呈卵圆形或椭圆形，单胞，

（８～１４）μｍ×（７～１１）μｍ，无色至淡色透明。菌株
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ＬＭＢ在 ＰＤＡ培养基上、２８℃条件下菌落生长速度很
快，整个菌落整齐而平坦，气生菌丝体绒状或棉絮

状，菌丝为白色，生长中期菌落中间出现淡黄色，后

期渐变为青绿色，在电子显微镜下观察呈树枝状，疏

散，分生孢子呈卵形、椭圆形或近球形，光滑，

３６μｍ×４５μｍ。菌株 ＬＭＣ１在 ＰＤＡ培养基上菌
落呈粉末状，具有明显环痕，中间区域呈绿色，生长

后期中间有白色，后长成白绒，周围呈金褐色，背面

黄褐色。分生孢子梗生于菌丝，一端分生孢子梗

顶端呈帚状分枝，分子孢子大多呈圆形，多为三轮

生。菌株 ＬＭＣ２在 ＰＤＡ培养基上菌落平坦，青色
呈粉粒状，中间有小白点，有白色的边缘，最后变

褐色。基质由白色转为黄褐色，并随着培养时间

的延长逐步加深，较薄，易产生小菌落，干燥，呈圆

形，生长后期颜色加深。在电镜下观察，帚状枝，

通常双轮生，分生孢子呈卵圆形，孢梗茎壁平滑。

菌株 ＬＭＣ３在 ＰＤＡ培养基上形成的菌落平坦，呈
绒状，生长后期颜色加深，呈深灰绿色，背面暗红

色，最外圈呈粉色，有油状分泌物。菌丝细长丝

状，线性，分生孢子梗顶端呈帚状分枝，分枝不规

则，排列紧密；小梗平行排列，通常 ６～１０个，（９０～
１５０）μｍ×（３０～３５）μｍ，分生孢子呈链状，椭
圆形，表面光滑，单胞，无色，（４５～６５）μｍ×
（３０～４０）μｍ分生孢子链集成圆柱形。在罹病
果实和人工培养条件下均未见病原菌的有性阶

段。依据病原菌的培养性状和形态学特征，参照

文献［１８－２０］，初步鉴定以分离菌株 ＬＭＡ为代表
的第 １类蓝莓果实的病原菌是灰葡萄孢，以分离
菌株 ＬＭＢ为代表的第 ２类蓝莓果实的病原菌是木
霉属，以分离菌株 ＬＭＣ１、ＬＭＣ２和 ＬＭＣ３为代表的
第 ３类蓝莓果实的病原菌是青霉属。
２３　 ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析

以真菌 ｒＤＮＡＩＴＳ区通用引物 ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４，扩
增这５种代表病原菌菌株的基因组 ＤＮＡ，在 ５００ｂｐ
附近有明显的扩增条带（图２，图中 Ｍ、１、２、３、４、５、Ｃ
分别表示 ＤＬ２０００ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、菌株 ＬＭＡ、菌株
ＬＭＢ、菌株 ＬＭＣ１、菌株 ＬＭＣ２、菌株 ＬＭＣ３和对照），
将测序结果与 ＮＣＢＩ中的基因序列进行比对，用软
件 ＣｌｕｓｔａｌＸ１８进行多重序列比较，再用软件 ＭＥＧＡ
５０采用邻接法构建系统发育树（图３）。ＬＭＡ与
ＧｅｎＢａｎｋ中登记的登录号为 ＫＲ０８０２８６、ＫＲ９０９１９０
的 灰 葡 萄 孢 菌 聚 为 一 支；ＬＭＢ 与 登 录 号 为
ＮＲ１３８４２９、ＡＹ３８０９０５、ＡＦ４５６９２２的绿色木霉聚为一
支；ＬＭＣ１与 ＧｅｎＢａｎｋ中登记的登录号为 ＡＹ７８７８４４
的 Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ聚为一支；ＬＭＣ２与 ＧｅｎＢａｎｋ中登记
的登录号为 ＡＪ００５４９２１、ＮＲ１０３６８７的波兰青霉聚

为一支；ＬＭＣ３与 ＧｅｎＢａｎｋ中登记 的登 录号为
ＫＣ４５６３２７、ＮＲ０７７１５４的扩展青霉聚为一支，相似度
分别为９９％ ～１００％。５种病原菌特异性引物扩增
结果再次证明所获代表菌株分别为 Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ、
Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ、 Ｐ． ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ、 Ｐ． ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ 和

Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ。

图 ２　ＩＴＳ１和 ＩＴＳ４区域的 ＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎＩＴＳ１ａｎｄＩＴＳ４
　
２４　病原菌生物学特性

从图 ４可以看出，不同培养基对 ５种病原菌菌
落生长影响有差异，与其他３种培养基相比，病原菌
均在蓝莓汁 －葡萄糖培养基中生长最好，其次是
ＰＤＡ培养基。培养５ｄ后，５种病原菌菌丝在 １０～
３５℃均可生长，且菌落生长直径在 ４～３５℃温度梯
度范围内均呈现先上升后下降的趋势，最适生长温

度为 ２５～３０℃。ＬＭＡ、ＬＭＣ１和 ＬＭＣ３最适生长温
度为 ２５℃，ＬＭＢ和 ＬＭＣ２最适生长温度为 ３０℃。
ＬＭＡ、ＬＭＢ和 ＬＭＣ１５ｄ菌落直径分别达到 ７１１９ｍｍ、
８３４２ｍｍ和 ５７４６ｍｍ，而 ＬＭＣ２、ＬＭＣ３５ｄ菌落直
径仅为３５４０ｍｍ和 ３１６９ｍｍ。ＬＭＢ相比其他病
原菌有较宽的适宜生长温度。ＬＭＡ、ＬＭＣ１和 ＬＭＣ２
菌株在以果糖为碳源的培养基中菌丝生长得较

好，ＬＭＢ菌株在以蔗糖为碳源的培养基中菌丝生
长得较好，ＬＭＣ３菌株在以可溶性淀粉为碳源的培
养基中菌丝生长得较好。病原菌菌丝生长对氮源

的要求不同，其中 ＬＭＡ、ＬＭＣ１和 ＬＭＣ２菌株菌丝
在以蛋白胨为氮源的培养基中生长最好，ＬＭＢ和
ＬＭＣ３菌株菌丝在以酵母浸出粉为氮源的培养基
中生长最好。５种病原菌在 ｐＨ值为６～１１下均能
生长，其中 ＬＭＢ对 ｐＨ值不敏感，在 ｐＨ值为６～１１
下均生长良好，但其他 ４种病原菌在 ｐＨ值为 ９０
以上时病原菌菌丝均生长受限。在光照、黑暗和

１２ｈ光 暗 交 替 条 件 下，光 照 对 ＬＭＡ、ＬＭＣ１和
ＬＭＣ２病原菌菌丝生长的影响有显著差异（ｐ＜
００５），说明对光照反应敏感，而光照对 ＬＭＢ和
ＬＭＣ３病原菌菌丝生长的影响没有显著差异（ｐ＞
００５），说明对光照反应不敏感。
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图 ３　蓝莓贮藏期主要真菌病害分离株 ｒＤＮＡＩＴＳ序列系统发育树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｒＤＮＡＩＴＳｏｆｆｕｎｇａｌｐａｔｈｏｇｅｎｓｆｒｏｍｂｌｕｅｂｅｒｒｙｄｕｒｉｎｇｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔｓｔｏｒａｇｅ
　

图 ４　不同培养基、碳氮源、温度、ｐＨ值和光照对病原真菌菌丝生长的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｓ，ｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ，ｐＨｖａｌｕｅｓａｎｄｌｉｇｈｔｏｎ

ｍｙｃｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｏｆｆｉｖｅｆｕｎｇａｌｐａｔｈｏｇｅｎｓ
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３　讨论

（１）为延长蓝莓的货架期，低温储藏是最常用
的方式，而霉菌能在 －０５℃的条件下生长并通过气
生菌丝在浆果间快速传播，导致蓝莓在采后储藏、运

输过程中损失严重
［２１－２２］

。梁晨等
［２３］
分离鉴定出引

起北方地区蓝莓采后病害的主要病原菌包括灰葡萄

孢、青霉、褐孢霉、链格孢和枝顶孢等真菌。由于蓝

莓品种以及温度和湿度等自然条件的差异，不同地

区的蓝莓采后感染的真菌种类不同。本文从浙江地

区采后发病蓝莓果实中分离得到主要病原真菌，经

形态学及分子生物学鉴定，分别确定为灰葡萄孢霉

（Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ）、木霉（Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ）和青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐｐ．）。葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）和青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）分
别导致果蔬发生灰霉病（ｇｒａｙｍｏｌｄ）和绿霉病（ｇｒａｙ
ｍｏｌｄ）。国内外有研究报道葡萄孢、青霉是引起蓝莓
采后贮藏期病害的主要病原菌

［６－１２，２３－２４］
，本研究得

到了相类似的结果，灰葡萄孢霉（Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ）、青霉
（Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ、Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ和 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ）也是浙
江地区蓝莓采后霉变的主要真菌，另外，本研究还在

霉变蓝莓果实中分离鉴定出病原菌 Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ。
木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）被报道是引起猕猴桃贮藏期果
实霉烂的主要病原菌之一

［１３］
。张广志等

［２５］
发现

Ｔｒｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．是一类具有较高生防价值的真菌，对
防治作物白绢病、立枯病、猝倒病、枯萎病、疫病等土

传病害及线虫有良好的效果。本研究中的木霉菌株

ＬＭＢ对引起蓝莓霉变的其他病原菌是否有拮抗作
用，还有待进一步研究。

（２）灰葡萄孢菌（Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ）的寄主范围十分广
泛，生物学特性由于寄主、地区等条件不同而略有差

异
［２６］
。梁晨等

［２３］
报道的灰葡萄孢菌适宜生长温度

范围为２０～２５℃；雷百战等［２７］
发现灰葡萄孢菌生长

温度范围为５～３０℃，最适温度为１５～２５℃；陈长卿
等

［２８］
研究的越橘灰霉病病原菌菌丝生长最适碳、氮

源分别为甘露糖和蛋白胨。本研究分离的灰葡萄孢

菌 ＬＭＡ最适生长温度为 ２５℃，最适碳、氮源分别为
果糖和蛋白胨。木霉菌 ＬＭＢ的最适生长温度为

３０℃，蔗糖和酵母浸出粉分别为最适碳、氮源，与柯
仿钢等

［２９］
研究报道的菌丝最适生长温度范围为

２８～３０℃，蔗糖、酵母膏分别为最佳碳、氮源结果类
似。青霉 属 之 间 的 生 物 学 特 性 有 一 定 差 异。

Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ的最适温度为 ３０℃，而 Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ和
Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ的最适温度为 ２５℃，在高温条件下
Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ为优势种，这与梁晨等［２３］

研究发现的

高温条件有利于青霉菌的侵染结果相似。

（３）多种采后病害的发生与水分、温度和可溶
性糖含量有关

［３０－３１］
，蓝莓果实可溶性糖含量高，成

熟采收于 ６—７月份，杭州多雨且温度多为 ２５～
３０℃，为５种病原菌的最适宜温度。有些病原菌有
潜伏特性，多数病原菌在生长期间就侵入果实，长期

潜伏在果实内部，并不表现症状，直至果实成熟采收

和环境条件适宜的时候才发病
［３２－３３］

，５种病原菌是
否具有潜伏特性以及侵染机制的研究还有待进一步

研究。采后侵染多是由于在果实的采收、包装、运输

过程中划伤或挤压造成的微伤口，是微生物侵染的

主要途径
［３１］
，我国蓝莓的采收多为人工采摘，为减

少采后病害的发生，在采收和贮运过程中要尽量避

免机械损伤；蓝莓采收后应尽快运到包装厂进行预

冷处理，在低温下贮藏，以减少病原菌的侵染，降低

采后病害发生率。

４　结束语

初步研究了浙江地区蓝莓采后贮藏期霉变病原

菌，获得５株病原菌，结合形态学和分子生物学方法
分别鉴定为 Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ、Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ、Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ、
Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ和 Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ；同时研究分离菌株的生
物学特性，确定了其营养基质和生长条件：蓝莓汁

葡 萄 糖 培 养 基，２５ ～３０℃；菌 株 Ｂ．ｃｉｎｅｒｅａ、
Ｐ．ｃｅｃｉｄｉｃｏｌａ和 Ｐ．ｐｏｌｏｎｉｃｕｍ的最适碳、氮源分别为
果糖和蛋白胨，且对光照敏感；菌株 Ｔ．ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ
和菌株Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ的最适碳源分别为蔗糖和可溶
性淀粉，最适氮源均为酵母浸出粉，对光照不敏

感。研究结果可为蓝莓贮藏期腐烂病害的防治提

供理论基础。
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