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  Staphylococcus warneriشانکر ساقه درختان میوه هسته دار ناشی از 

  *1اله رحیمیان حشمتو  نیري مجتبی دهقان

  )18/12/1394 :؛ تاریخ پذیرش14/9/1394: تاریخ دریافت(

  
پراکنش وسیعی در ایـران پیـدا    Pseudomonas syringae pv. syringaeشانکر باکتریایی درختان میوه هسته دار ناشی از 

اي از منـاطق مرکـزي    هاي احتمالی دیگـر در پـاره   ها و گونه به منظور ارزیابی تنوع جدایه). Abbasi et al 2013(کرده است 
هاي  هاي مرکزي از جمله اصفهان، چهارمحال و بختیاري، قم و یزد در سال استان هاي میوه برخی از کشور بازدیدهایی از باغ

 .P(، هلـو  )P. domestica(، آلـو  )Prunus armeniaca(هـاي زردآلـو    هـایی از شـاخه   نمونـه . به عمل آمـد  1394و  1393

persica ( و گیلاس)P. avium (د، جدا و به آزمایشگاه منتقـل  داراي علایم شاخص شانکر که غالباً همراه با ترشح صمغ بو
پس از شستشوي فراوان بخشی از پوست شاخه که داراي لکه بود جدا و همراه با چند قطره آب مقطـر در  ). 1شکل (گردید 

هـا در دمـاي اتـاق در     دقیقه نگهداري نمونه 10-20هایی از سوسپانسیون حاصل، پس از  قطره. یک تشتک پتري خرد گردید
. نگهـداري شـدند   oC1±27شده در دماي  هاي کشت تشتک. مخطط گردید) NAS(ی حاوي سوکروز سطح محیط آگار غذای

شده و پانزده کلنـی   مخطط NASروز از زمان کشت جدا و دوباره روي محیط  3-4هایی از باکتري غالب، پس از  تک کلونی
هـاي   هـا براسـاس روش   ي فنـوتیپی جدایـه  ها ویژگی. ها به کار برده شدند شده تکثیر و در آزمون تک به عنوان جدایه خالص

سلول زنـده در   107-108تزریق سوسپانسیون حاوي . تعیین گردید) Schaad et al 2001(شده توسط شاد و همکاران  توصیه
ها منجر به ایجاد واکنش فوق  جدایه) NASنانومتر و انطباق با شمارش کلنی روي  600واحد در  1/0-2/0کدري (میلی لیتر 
سلول در میلی لیتـر   106تزریق سوسپانسیون حاوي . گردید )Pelargonium × hortorum(هاي شمعدانی  در برگحساسیت 

رقم آلبرتا و رقم محلی از هر یک دو نهال بـراي هـر   (هاي یک ساله هلو  هاي نهال چهار نماینده به زیر پوست ساقه سرشاخه
 11-15شـده   زنـی  هـاي مایـه   جدایه. د از زمان آلوده سازي گردیدروز بع 4-5اي رنگ  منجر به بروز شانکرهاي قهوه) جدایه

هـاي   جداسـازي  و تشـابه آنهـا بـا جدایـه      NASزنی دوبـاره از شـانکرهاي در حـال توسـعه روي محـیط       روز پس از مایه
نمـک   8%از شده، براساس چند ویژگی کلیدي، از قبیل واکنش گرم، تولید کاتـالاز، اوره از، پروتئـاز و تحمـل بـیش      زنی مایه

کرومـوزمی از دو جدایـه نماینـده بـا جوشـاندن       DNA. تأییـد گردیـد   ERIC-PCRشده در  طعام و نیز نقوش قطعات تکثیر
  هـاي  هـایی از ژن  آزادشده و براي تکثیر قطعهAusubel etal)  1991(ها و نیز به روش آزوبل و همکاران  سوسپانسیون سلول
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 Staphylococcusعلائم شانکر روي شاخه جوان درخت هلوي آلوده از منطقه شهرکرد استان چهارمحال و بختیـاري، کـه از آن   . 1شکل 

warneri جدا گردید .  
Fig 1. Symptoms of stem canker on a twig of peach from Shahr-e-Kord, Char-Mahal and Bakhtiary province 
from which Staphylococcus warneri was isolated.  

  
هاي دو جدایه  مقایسه ترادف بخش تکثیرشده ژن. به کار برده شد (PCR)اي پلیمراز  در واکنش زنجیره tufو  S16ریبوزومی 

SP1  وSAP1  98(%هـا بـالاترین شـباهت نوکلئوتیـدي      نشان داد که این جدایـه (  جفـت بـازي ژن    1120قطعـهS16 ) رس
جفـت بـازي ژن    610قطعـه  ) 98(%و نیز بیشترین تشابه ) GenBankدر   KM 282104و   662717KPب هاي به ترتی شمار

tuf )149287هـاي بـه ترتیـب     رس شمارKR   136277و KR  درGenBank (  هـاي گونـه    را بـا جدایـهStaphylococcus 

warneri بیمـاریزایی گونـه   . دارندS. aureus     روي گیـاه آزمـون آرابیدوپسـیس(Arabidopsis thaliana)    قـبلاً در شـرایط
رسد این اولین گزارش از وقوع نوعی  ها به نظر می بر پایه دانسته (Pritiviraj et al 2005);آزمایشگاهی نشان داده شده است 

  . و اثبات بیماریزایی این باکتري در شرایط گلخانه و مزرعه باشد S. warneriشانکر باکتریایی ناشی از 
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Bacterial canker of stone fruit trees caused by Pseudomonas syringae pv. syringae has become widespread 
throughout most fruit growing areas of Iran (Abbasi et al 2013). To evaluate the diversity of the strains and 
possible species inciting the disease in the central areas of the country, surveys were made in 2014 and 2015 
in some central provinces including Charmahal-and-Bakhtiary, Isfahan, Qum and Yazd. The twigs and 
shoots of apricot (Prunus armeniaca), peach (P. persica), plum (P. domestica) and sweet cherry (P. avium) 
with typical cankers which almost invariably were associated with exudation of gum were collected and 
brought to the laboratory. The affected shoots were thoroughly washed under tap water. The bark tissues of a 
segment encompassing a canker were excised and chopped with a sterile razor blade in a few drops of sterile 
distilled water. Loopfuls of the resulting suspension, following standing for 10-20 min in the laminar flow, 
were streaked onto plates of sucrose nutrient agar (SNA), and the plates were incubated at 27±1oC. Pure 
cultures of the isolates were prepared by restreaking on SNA of single colonies of the predominant colony 
types, after, 3-4 days of incubation at the above-mentioned conditions. Fifteen isolates of the bacterium were 
characterized phenotypically, following the protocols of Schaad et al (2001). All strains induced a 
hypersensitive reaction (HR) on geranium (Pelargonium × hortorum) following injection of a suspension 
containing 107-108 CFU. ml-1 (OD 600 nm of 0.1-0.2, and adjustments through colony counting). Suspension 
of four representative isolates at ca 105-106 CFU/ml were injected into the bark tissues of the current season 
growth of 12-24-month old peach (two budlings each of cv. Alberta and a local early-ripening cultivar, per 
isolate). Brown depressed lesions started to develop 4-5 days after inoculation, enlarging and deepening in 
color with time. The inoculated strains were reisolated from the resulting brownish-black cankers 11-15 days 
following inoculation and their identity verified by checking their key phenotypic features including positive 
Gram-reaction, production of catalase, protease and urease and tolerance to over 8% NaCl and their ERIC-
PCR profiles. DNA was isolated from two representative strains by boiling and by the method of Ausuble et 
al (1991) and used in PCR for amplifications of fragments of the 16S rDNA and tuf genes. Blast analysis 
demonstrated that strains SP1 and SAP1 have the highest nucleotide sequence identity (98%) in their partial 
16SrDNA gene sequence (1120bp, GenBank accession # KP662717 and KM282104, respectively) and a ca. 
610bp fragment of tuf gene (98% identity) (GenBank accession # KP149287 and KR136277, respectively) 
with strains of Staphylococcus warneri. S. aureus has previously been demonstrated to be capable of 
infecting the model plant species, Arabidopsis thaliana experimentally (Pritiviraj et al 2005). To our 
knowledge, this is the first report on the occurrence of a bacterial canker disease of stone fruit trees caused 
by S. warneri and on proof of the pathogenicity of this bacterium in the field and in the greenhouse.  
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