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摘要　由致病性根癌土壤杆菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ．侵染引起的根癌病对樱桃等果树生产造成严重的影响。利用双

层平板、胡萝卜圆盘法和接种指示植物番茄等方法验证了澳洲生防菌株Ｋ１０２６对２种不同原生物型樱桃冠瘿病病

原菌的抑制作用；检测了不同接种时间对病原菌侵染产生瘤状组织的影响，结果显示提前或者在病原菌接种后２０ｈ

内接种Ｋ１０２６可抑制胡萝卜产生瘤状组织；研究了Ｋ１０２６对大樱桃根癌病的作用机制是产生土壤杆菌素和竞争附着位

点；田间试验表明Ｋ１０２６蘸根处理，对‘中国樱桃’株系冠瘿病的防治效果达８１．６１％，使发病率降低至１８．１３％。

关键词　冠瘿病；　土壤杆菌Ｋ１０２６；　土壤杆菌素；　生物防治；　田间试验
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　　植物冠瘿病又称为根癌病，是由根癌土壤杆菌

犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｓｐｐ．引起的一种细菌性病害
［１］，其

寄主范围广，达５９科１４２属３００余种，可危害核果

类、浆果类、梨果类、坚果类等果树及观赏植物根茎
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部，使植株地上部分发育受阻，直接影响果树生产，

造成重大经济损失［２］。

引起植物根癌病的病原菌主要有犃．狋狌犿犲犳犪

犮犻犲狀狊（原生物Ⅰ型），犃．狉犺犻狕狅犵犲狀犲狊（原生物Ⅱ型），

犃．狏犻狋犻狊（原生物Ⅲ型），根据它们Ｔｉ质粒产生的生

物碱类型又可以分为胭脂碱型、章鱼碱型和土壤杆

菌素碱型等三种类型［３］。植物根癌病的生物防治与

病原菌的种类和Ｔｉ质粒类型密切相关，生防菌产生

有抑菌活性的土壤杆菌素是它的作用机制之一，但

并不是唯一的［４］。如生防菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狉犺犻狕狅

犵犲狀犲狊Ｋ１０２６可产生土壤杆菌素Ａ８４和Ａ４３４
［４］，可

以抑制多种致病性土壤杆菌，但对引起葡萄根癌病

的原生物Ⅲ型病原菌并没有抑制作用。鉴于引起植

物根癌病的病原菌复杂的致病和生防机制，目前已

对重要的寄主植物，如葡萄、樱花、树莓［５］、樱桃、桃

树的病原菌类型进行调查并分离获得了相应的生防

菌株。

樱桃犆犲狉犪狊狌狊狆狊犲狌犱狅犮犲狉犪狊狌狊是山东泰安地区的

主栽果树之一，根癌病对其生长造成严重的影响，部

分苗圃的发病率接近１００％。在前期研究中，本研

究室发现引起山东泰安地区食用大樱桃根癌病的病

原菌主要为原生物Ⅰ型和Ⅱ型，Ｔｉ质粒类型为胭脂碱

型。本文研究了遗传工程菌犃．狉犺犻狕狅犵犲狀犲狊Ｋ１０２６菌

株对大樱桃不同原生物类型病原菌的抑制作用，及

存在的可能生防机制，并通过田间试验进行验证，为

生防菌株Ｋ１０２６在山东泰安地区的应用提供理论

基础。

１　材料和方法

１．１　供试菌株及植物

１．１．１　供试菌株

生物防治菌株Ｋ１０２６由澳大利亚阿德莱德大

学ＲｙｄｅｒＭａａｒｔｅｎ教授提供，属于非致病性发根土

壤杆菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狉犺犻狕狅犵犲狀犲狊。

病原菌Ｃ３１３２由本实验室分离自食用大樱桃

根癌组织，属胭脂碱型Ｔｉ质粒，原生物Ⅰ型土壤杆

菌犃．狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊。

病原菌Ｃ３１８由本实验室分离自食用大樱桃根

癌组织，属胭脂碱型Ｔｉ质粒，原生物Ⅱ型土壤杆菌

犃．狉犺犻狕狅犵犲狀犲狊。

１．１．２　供试植物

供试胡萝卜根茎购买自菜市场，品种为‘春红二

号’；供试番茄品种为‘佳粉１５号’；田间试验所用的

一年生樱桃苗木为‘中国樱桃’株系。

１．２　培养基

ＹＭＡ培养基：Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２０．２ｇ／Ｌ、

ＮａＣｌ０．２ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ／Ｌ、酵母浸粉

１ｇ／Ｌ、甘露醇１０ｇ／Ｌ、微量元素（１０００×）２ｍＬ，蒸

馏水定容至１０００ｍＬ，ｐＨ７．２～７．４，琼脂１５ｇ，１２１℃

灭菌２０ｍｉｎ后备用。其中微量元素（１０００×）的配方

为：ＦｅＣｌ３５ｇ／Ｌ、ＭｎＣｌ２０．１ｇ／Ｌ、ＺｎＣｌ２０．５ｇ／Ｌ。

产素培养基（Ｓｔｏｎｉｅｒ’ｓ培养基）
［６］：ＣａＳＯ４·

２Ｈ２Ｏ０．１ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ、ＮａＣｌ０．２ｇ、

ＮＨ４ＮＯ３２．７ｇ、柠檬酸钾１０ｇ、谷氨酸钠２ｇ、

ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０．３ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ１．１５ｇ、

ＹＭＡ培养基中微量元素（１０００×）１ｍＬ、蒸馏水定

容至１０００ｍＬ，调整ｐＨ７．２，琼脂１５ｇ，１２１℃灭菌

２０ｍｉｎ，倒平板前加入抽滤灭菌的生物素，使终浓度

达到０．２ｍｇ／Ｌ。

１．３　方法

１．３．１　平板法检测Ｋ１０２６产生的土壤杆菌素对樱

桃根癌病原菌的抑制作用

　　参照Ｓｔｏｎｉｅｒ的方法
［６］，将活化的Ｋ１０２６菌株

点接在产素培养基平皿中心，２８℃培养２ｄ后用灭

菌棉棒拭去菌苔，用三氯甲烷熏蒸５ｍｉｎ，杀死生长

的Ｋ１０２６菌株。

挑取ＹＭＡ平板上培养２４ｈ的病原菌Ｃ３１８和

Ｃ３１３２，分别用无菌水制备成ＯＤ６００＝０．３左右的菌

悬液，取１ｍＬ与４ｍＬ含０．６％琼脂的０．２ｍｏｌ／Ｌ

磷酸缓冲液充分混匀后，倾倒至上述培养皿内，使覆

盖成均匀的薄层，每个病原菌重复３次，置２８℃培

养３～７ｄ，观察抑制圈的出现情况。

１．３．２　胡萝卜圆盘法检测Ｋ１０２６对樱桃根癌病病

原菌的抑制作用

　　选择新鲜、无损伤的胡萝卜根茎，用自来水清洗干

净，用７０％乙醇擦洗后火焰干燥，横切成５ｍｍ厚的圆

片，用干净的手术刀片切除胡萝卜圆片外周部分，放在

铺有水琼脂的培养皿内，靠近根端的一面朝上。

挑取在 ＹＭＡ培养基上生长２４ｈ的病原菌

Ｃ３１８、Ｃ３１３２和生防菌Ｋ１０２６，分别用无菌水制备

成ＯＤ６００＝０．３左右的菌悬液，各吸取３０μＬ涂于胡

萝卜圆盘上。设４个处理，分别为单独接种病原菌，

病原菌和Ｋ１０２６菌悬液按１∶５的体积比例混合后接

种。每个处理重复接种２～３个胡萝卜片，同时设无

菌水对照，２５℃保湿两周左右观察结果。

１．３．３　番茄接种Ｋ１０２６对根癌病原菌Ｃ３１８的抑

制作用

　　取生长５０ｄ左右的健康番茄植株，利用针刺法
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接种，每株番茄各取３个不同的分枝进行处理。先

用７５％乙醇表面消毒，用无菌注射针头轻刺番茄茎

部１０针左右，造成微小创伤。将分别在ＹＭＡ培养

基上生长２４ｈ的病原菌Ｃ３１８和生防菌Ｋ１０２６，用

无菌水制备成ＯＤ６００＝０．３左右的菌悬液，用无菌棉

蘸取菌悬浮液包裹于创伤处４８ｈ，设３个处理，分别

为只接种病原菌，病原菌和生防菌Ｋ１０２６菌悬液按

１∶５的体积比例混合后接种，以及无菌水对照。每个

分枝连续处理５个点作为重复，２１ｄ后调查创伤处

根癌组织的产生情况。

１．３．４　不同接种时间对病原菌瘤状组织产生的影响

利用胡萝卜切片法检测，挑取分别在ＹＭＡ培

养基上生长２４ｈ的病原菌和生防菌Ｋ１０２６，用无菌

水制备成ＯＤ６００＝０．３左右的菌悬液，分别于病原菌

接种前２ｈ、接种后０、１２、２４、３６、４８、７２ｈ接种。每

片胡萝卜接种病原菌悬液２０μＬ，接种新鲜制备的

Ｋ１０２６菌悬液４０μＬ，每个处理设３个重复。２６℃

保湿培养２周，小心切下瘤状组织并称重。

１．３．５　生防菌株Ｋ１０２６对中国樱桃冠瘿病田间防

治试验

　　田间试验于２０１６年３月２１日至１１月３０日在

山东省泰安市岱岳区樱桃育苗地进行，土壤类型为

棕壤，ｐＨ６．３４，经检测土壤中总氮、磷、钾和有机质

的含量分别为１．３５、１．２４、１．９和２２．４ｇ／ｋｇ。试验

地块有连续５年的‘中国樱桃’育苗史，冠瘿病发病

４年，试验在严重发病地块进行。用无菌水洗下在

ＹＭＡ培养基上生长２４～４８ｈ的生防菌Ｋ１０２６，与

无菌草炭充分混匀，调整有效活菌数２×１０９ｃｆｕ／ｇ，

制备成Ｋ１０２６草炭制剂。试验设Ｋ１０２６草炭制剂

和清水对照２种处理，小区面积４．５ｍ２，每小区定植

１５株樱桃苗，每处理重复８次，随机区组排列。

试验用苗为‘中国樱桃’一年生健康实生苗，处理

前修剪根部，造成伤口利于土壤杆菌侵染，采用蘸根法。

用纯净水将Ｋ１０２６草炭制剂１００ｇ稀释至５Ｌ，将根部

分别浸入 Ｋ１０２６溶液和清水中３０ｓ，按株行距

４０ｃｍ定植于小区中，浇水，其他常规管理同大田。

１１月３０日调查结果时首先统计各小区苗木成

活率，然后小心挖出完整植株，用清水清洗干净后统

计有根癌组织和没有根癌组织的苗木数量，最后用

锋利的刀子取下根癌组织，再次清洗、晾干后称量根

癌组织的重量。计算无瘤植株比率、平均每株瘤重

和防治效果。

防治效果（％）＝（对照平均每株瘤重－处理平

均每株瘤重）／对照平均每株瘤重×１００。

试验数据用ＤＰＳ６．５０统计软件处理，并采用

ＬＳＤ法检测处理间差异显著性。

２　结果分析

２．１　生防菌犓１０２６产生的土壤杆菌素对根癌病原

菌的抑制作用

　　Ｋ１０２６在产素培养基上培养４８ｈ后可产生大

量土壤杆菌素Ａ８４
［７］，抑制病原菌的生长，被测２株

病原菌接种后均在Ｋ１０２６接种点附近产生明显的

抑菌圈。Ｃ３１３２培养２４ｈ后产生的抑菌圈直径范

围为５５～６０ｍｍ，边缘清晰；而Ｃ３１８抑菌圈出现较

晚，４８ｈ后才在Ｋ１０２６接种点附近观测到两个同心

抑菌圈（图１），一个直径约４０ｍｍ左右，边缘模糊，

另一个直径大于７０ｍｍ，边缘清晰。

图１　待测病原菌犆３１３２（左）和犆３１８（右）对

土壤杆菌素的敏感性

犉犻犵．１　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犪犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻犪犆３１３２（犾犲犳狋）

犪狀犱犆３１８（狉犻犵犺狋）狋狅犪犵狉狅犮犻狀狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔犓１０２６

２．２　犓１０２６对病原菌侵染产生瘤状组织的影响

胡萝卜切片接种病原菌２周后，在次生木质部

周围均可以产生乳黄色的瘤状组织，而接种病原菌

和生防菌Ｋ１０２６混合悬液的处理，则没有瘤状组织

产生（图２）。

图２　犓１０２６对病原菌侵染产生瘤状组织的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犓１０２６狅狀狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲狊犮犪狌狊犲犱犫狔

狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犪犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻犪狅狀犮犪狉狉狅狋犱犻狊犮狊
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以番茄为指示植物，检测生防菌株Ｋ１０２６对病

原菌的抑制作用。结果显示，番茄茎部接种病原菌

Ｃ３１８，２周后针刺部位肿大产生不规则瘤状组织；

病原菌和生防菌Ｋ１０２６混合接种，针刺部位与无菌

水对照相比没有瘤状组织产生（图３）。

图３　犓１０２６对病原菌侵染番茄茎引起的瘤状组织的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犓１０２６狅狀狋狌犿狅狉狋犻狊狊狌犲狊犮犪狌狊犲犱犫狔狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犪犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻犪狅狀狋狅犿犪狋狅狊狋犲犿狊

２．３　犓１０２６不同接种时间对病原菌侵染产生瘤状

组织的影响

　　接种Ｋ１０２６可显著减少瘤状组织的发生（表１），

与只接种病原菌Ｃ３１３２的处理相比，提前接种Ｋ１０２６

对瘤状组织减少率为９５．５２％；同时接种生防菌和病

原菌瘤状组织减少率为８９．２２％。接种病原菌后再接

种生防菌Ｋ１０２６也可影响瘤状组织的产生，但间隔时

间越长胡萝卜切片产生的瘤状组织越多，即Ｋ１０２６对

病原菌的抑制效果越低，间隔４８ｈ后接种Ｋ１０２６，瘤

状组织减少率为５６．９０％，说明Ｋ１０２６对冠瘿病的防

治以预防为主，但也存在其他防治机制。

表１　犓１０２６不同接种时间对胡萝卜瘤状组织

产生的影响１）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犓１０２６犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀狋狌犿狅狌狉狋犻狊狊狌犲

犳狅狉犿犪狋犻狅狀犫狔狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犆３１３２

处理时间／ｈ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ

平均瘤重／ｇ

Ｆｒｅｓｈｗｅｉｇｈｔｏｆ

ｔｕｍｏｕｒｐｅｒｃａｒｒｏｔ

瘤状组织减少率／％

Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｕｒ

ｔｉｓｓｕｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

－２ （０．００６５±０．００２５）ｄ ９５．５２

０ （０．０１５５±０．００１６）ｄ ８９．２２

１２ （０．０２４０±０．００１４）ｃ ８３．３５

２４ （０．０３４０±０．００６４）ｂｃ ７６．３６

４８ （０．０６２０±０．００１３）ｂ ５６．９０

Ｃ３１３２ｏｎｌｙ （０．１４３９±０．０１２３）ａ －

　１）－２表示接种病原菌前２ｈ接种生防菌Ｋ１０２６；０、１２、２４和４８
分别表示病原菌接种后用生防菌处理的时间。同列数据后不

同小写字母表示经ＬＳＤ检验在０．０５水平差异显著。

－２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｐｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＫ１０２６，２ｈｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎ；０，１２，２４ａｎｄ４８ｈａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓｏｆａｄｄｉ

ｔｉｏｎｏｆｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌｂａｃｔｅｒｉａＫ１０２６ａｆｔｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

２．４　生防菌株犓１０２６对‘中国樱桃’冠瘿病田间防治效果

Ｋ１０２６对‘中国樱桃’一年生苗的田间防治试验

分为２个处理，８个重复。结果Ｋ１０２６蘸根处理后

定植于含有病原菌的土壤中，８个月后调查，无瘤健

康植株比率提高至８１．８７％（见图４），冠瘿病发病率

从５４．２９％降低至１８．１３％。

提前接种Ｋ１０２６也可减少瘤状组织大小，从而

降低植株感病程度。与清水对照相比，瘤重减少率

（即防治效果）可达８１．６１％。

３　讨论

Ｋ１０２６可产生土壤杆菌素Ａ８４和Ａ４３４，对于含

有胭脂碱类型Ｔｉ质粒的土壤杆菌具有明显的抑制作

用［７］。本试验选用的两株病原菌分离自山东泰安大

樱桃根癌组织，分属于原生物Ⅰ型和Ⅱ型，含有胭脂碱

类型Ｔｉ质粒。通过双层平板、胡萝卜切片和接种指

示植物番茄等３种不同的方法检测Ｋ１０２６对病原菌

的抑制作用结果是一致的。证明Ｋ１０２６能明显抑制

两株病原菌的生长，其抑制作用除产生土壤杆菌素

外，还可以通过营养竞争和定殖侵染位点起作用。

利用Ｓｔｏｎｉｅｒ的双层平板法Ｐｕｌａｗｓｋａ等
［８］测定

了４０９株致瘤菌对土壤杆菌素Ａ８４的敏感性，发现

约４１％的菌株可产生不同大小的抑菌圈。本试验

的２株病原菌经测定也可产生两种不同形式的抑菌

圈，Ｃ３１３２与模式菌株Ｃ５８相似
［９］，产生的抑菌圈

直径约５５～６０ｍｍ，边缘清晰，推测是由于土壤杆菌
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素Ａ８４的抑制作用；而Ｃ３１８可以产生两个同心抑

菌圈，一个边缘清晰直径大于６０ｍｍ，另一个直径为

４０ｍｍ左右，边缘模糊，推测是由于Ｋ１０２６产生的

土壤杆菌素Ａ４３４的作用。

图４　犓１０２６制剂对‘中国樱桃’冠瘿病结瘤及根癌组织大小的影响

犉犻犵．４　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狊狅犳犓１０２６狅狀犻狀犮犻犱犲狀犮犲狅犳犮狉狅狑狀犵犪犾犾犱犻狊犲犪狊犲犪狀犱犳狉犲狊犺狑犲犻犵犺狋狅犳

狋狌犿狅狌狉狊犻狀‘犆犺犻狀犲狊犲犮犺犲狉狉狔’狉狅狅狋狊狋狅犮犽犻狀狋犺犲犳犻犲犾犱

　　土壤杆菌对受伤植株产生的分泌物有趋化性，

致病菌可以附着到植物细胞表面，在伤口部位存活

超过１６ｈ，将遗传信息片段导入植物创伤中，使正

常的植物细胞转化成肿瘤细胞，进而形成冠瘿

瘤［１０］。致病及无致病土壤杆菌互相竞争有限的附

着位点，这种竞争作用是Ｋ１０２６的另一个生防机

制。本试验研究了接种病原菌前后不同时间用

Ｋ１０２６处理对病原菌的抑制作用，发现于接种病

原菌前２ｈ和同时接种处理，瘤重减少率分别为

９６．７７％和８２．２３％，接种病原菌２４ｈ后再接种

Ｋ１０２６，防治效果急剧下降，其生防效果只能依靠

产生的土壤杆菌素实现。

以上结果表明提前接种Ｋ１０２６，可较好地抑制

病原菌的侵染。因此，在田间试验过程中采取健康

植株蘸根处理，通过修剪根系人为制造伤口，易于

Ｋ１０２６进入植物组织，与致病菌竞争附着位点而达

到８１．６１％的防治效果，降低发病率至１８．１３％。说

明生防菌株Ｋ１０２６可用于樱桃等核果类果树根癌

病的生物防治。
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