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 Sambucus ebulus یبه عنوان عامل لکه برگ Alternaria alternataن گزارش از ینخست
  رانیدر ا

  *3کخواهیمحمد جوان نو  2زاده میرا کریسم، 1ل شمسیاسماع، 1يدادین علیام

  )4/7/1398 :؛ تاریخ پذیرش29/2/1398: تاریخ دریافت( 

  

. استفاده شده انـد  یانسان يها يماریب یدرمان برخ يداشته و برا یانسان یزندگبا  یکیرباز ارتباط نزدیاز د ییاهان دارویگ
 یم است و بومیاز زمان قد گونه هاي ارزشمند و دارویی از) Sambucus ebulus  )Caprifoliaceae یبا نام علم یاه آقطیگ

 ;Westwood 1985(باشـد   یم ـ) رانیژه شمال ایبه و(ا یآس یقا و جنوب غربیآفر یاروپا، شمال غرب يو مرکز یمناطق جنوب

Jabbari et al. 2017 .(ا دارد ی ـاز کشورها در مناطق مختلف دن ياریبس یدر طب سنت ین گونه نقش مهمیا)Jabbari et al. 

علائـم  . لان و مازنـدران مشـاهده شـد   یگ ـ يها در استان یاهان آقطیگ يرو یگبر لکه يماریب 1393در تابستان سال ). 2017
تـا نـامنظم    يا رهیره و به شکل دایت يا قهوه  رنگ با هاله ينکروزه، قهوه ا يها آلوده به صورت لکه يها برگ يبر رو يماریب

لان و مازنـدران نمونـه   یگ ـ يهـا  در اسـتان  يمـار یعلائـم ب  ياهان دارایاز گ 1394و  1393  در تابستان سال. دیمشاهده گرد
دکسـتروز آگـار    ین ـیب زمیو س ـ) WA 2%% (2آب آگار  يها ط کشتیها در مح قارچ يرفت و جداسازیصورت پذ يبردار

)PDA (ط کشـت  یسه در محیبه روش برداشتن نوك ر یقارچ يها هیجدا يخالص ساز. انجام گرفتPDA   بـه  . انجـام شـد
د یط نـور سـف  یکشـت و در شـرا  ) PCA(آگـار  -جیهـو -ین ـیب زمیط س ـیمح ـ يها رو هیجدا، یخت شناختیر یمنظور بررس

 Simmons(روز قـرار گرفتنـد    7وس بـه مـدت   یدرجـه سلس ـ  25 يساعته و دما 8/16 یکیتار/ ییفلورسنت با دوره روشنا

متـر   یل ـیم 65-70روز برابر بـا   7و قطر رشد آن پس از  يا ره تا قهوهیت یتونیبه رنگ سبز ز PCAط یمح يپرگنه رو). 2007
بلنـد   یومیدی ـکن يها رهیباشند و زنج یکرومتر میم 70ه اغلب به صورت منفرد و به طول یاول يوفورهایدیکن. شد يریاندازه گ

 ـد 3-5  يشکل حاو يا گرزی یها اغلب به صورت تخم مرغ ومیدیکن. کنند ید میرا تول يها ومیدیو فاقد انشعاب از کن  يواری
ات یبـر اسـاس خصوص ـ  ). A-D، 1شـکل  (باشـند   یکرومتـر م ـ یم 8-12×20-54بوده و به ابعاد  یواره طولید 2-1و  یعرض
در مطالعـات انجـام   ). Simmons 2007(شـدند   ییشناسـا  A. tenuissimaجدا شده به عنوان گونه  يها قارچ یخت شناسیر

 ـا) 2015(شـده توسـط ودنبـرگ و همکـاران      شـده اسـت    ينامگـذار  A. alternataن گونـه در حـال حاضـر تحـت نـام      ی
)Woudenberg et al. 2015 .(  
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 ها ومیدیکن. C-D ،ییاسپورزا يالگو. Bروز،  7پس از  PCA طیمح يپرگنه رو. NG1 ،A هیجدا A-C) Alternaria alternata. (1شکل 
 ـگ يهـا  بـرگ  يرو یعلائم لکه برگ. Sambucus ebulus ،E-F اهیگ يرو یلکه برگ يماریعلائم ب) E-G. (یومیدیکن يرهایو زنج در  اهی

 .روز 7پس از  A. alternata يها هیتوسط جدا اهیگ یمصنوع حیشده توسط تلق جادیعلائم ا. G لان،یاستان گ
Fig 1. (A-C) Alternaria alternata isolate NG1, A. Colony on PCA medium after 7 days, B. Sporulation pattern, 
C-D. Conidia and conidial chain. (E-G) Symptoms of leaf spot disease of Sambucus ebulus, E-F.  Leaf spot 
symptoms on leaves in Gilan province, G. Leaf spot symptoms on artificially inoculated leaf with A. alternate 
isolates 7 days after inoculation. (scale bar = 20 μm).    

  
از  یر بخشیو تکث) ITS1 /ITS4 )White et al. 1990يتوسط جفت آغازگرها یبوزومیر يان ا ياز د  ITSیر نواحیتکث
 .رفتیصـورت پـذ  ) RPB2–5F2/ fRPB2–7cR )Sung et al. 2007; Liu et al. 1999 يتوسـط آغازگرهـا   rpb2ه ی ـناح
در بانک ژن ثبت  MK262741و  MK212914 یابیب با کد دستیبه ترت NG1ه یجدا rpb2و  ITSه یمربوط به ناح يها یتوال
 ABRIICC 10119 یابیبا شماره دسـت  يکشاورز يوتکنولوژیپژوهشگاه ب یکروبیون میه در کلکسین جداین ایهمچن. دیگرد

و بـا  ) Maximum Parsimony( یمونیموم پارس ـیبا اسـتفاده از روش ماکس ـ  یکیلوژنتیف يم تبارنمایترس .گردد یم ينگهدار
ه مـورد  ینشان داد که جدا یکیلوژنتیف يزهایج آنالینتا). Tamura et al. 2013(انجام گرفت  MEGA 6.0استفاده از نرم افزار 

 ـدر کنار جدا%) 100(بالا  یمطالعه با درجه اعتبار سنج ن در کنـار  یو همچن ـ) Alternaria )sec. Alternariaبخـش   يهـا  هی
سـالم   يها برگ يها به روش پاشش اسپور رو هیجدا ییزا يماریاثبات ب). 2شکل( ردیگ یقرار م A. alternataگر ید يها گونه
ل شستشو و سوسپانسون اسپور یه توسط آب استریهر جدا ياه به ازایده شده گیبرگ بر 10تعداد . اه انجام شدیده شده گیبر

ز به عنوان کنتـرل در نظـر گرفتـه شـد و     یده شده نیبر  برگ 10تعداد . دیپخش گردها  آن يتر رویل یلیدر م 1×106به غلظت 
  هی ـه بـه علائـم اول  یدرست شـب  يماریروز علائم ب 5پس از . ها انجام شد آن يل رویح با استفاده از آب مقطر استریند تلقیفرآ
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Maximum Parsimony .  از  یدرجهاعتبـار سـنج
Stemphylium botryosum CBS 714.68   یبه عنوان گـروه خـارج 

Fig 2. Gene tree constructed using Maximum Parsimony method based on phylogenetic 
sequences of combined ITS-rDNA and rpb2 regions. Bootstrap support from 1000 replicates higher than 50% 
are given above each branch. 

 .)E-G، 1شکل (د 

ف ی ـاز طباشـد و   یم ـ یع جهـان یبا پـراکنش وس ـ 
بـوده و   یاهی ـار مهـم گ یبس ـ يهـا  از پاتوژن

Solanum melongena  ،Solanum lycopersicum ،
ا یمناطق مختلف دن  در یلکه برگ يماریبه عنوان عامل ب

Li et al. 2011; Nasehi et al. 2012; Agamy 

Solanum tuberosum ،Aloe vera و Populus 

Ardestani et al. 2010; Abkhoo & Sabbagh 2014; Osdaghi 

 ـدر ا Sambucus ebulusاه ی ـگ يرو ران ی
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Maximum Parsimonyبا روش  rpb2و  ITS-rDNAيها هیاستنباط شده از ناح

Stemphylium botryosum CBS 714.68گونه . هر شاخه نوشته شده است ي

Gene tree constructed using Maximum Parsimony method based on phylogenetic 
rDNA and rpb2 regions. Bootstrap support from 1000 replicates higher than 50% 

د یگرد ییو شناسا يمجددا از بافت آلوده جداساز يمار
A. alternata با پـراکنش وس ـ  یاهیگ يزا يماریمهم ب ياز گونه ها یکی

از پاتوژن یکین گونه یا .)Domsch et al. 2007( است شده 
Capsicum annuum ،Solanum melongenaازجملـه   يمتعـدد  ی

Medicago sativa به عنوان عامل بگر یمختلف د  زبانیو م
. 2012; Agamy et al. 2013Shahid et al. 2017; Abbasi et

Solanum tuberosum يهـا  گونـه  يرو ین گونه به عنوان عامل لکـه برگ ـ 

 .Abkhoo & Sabbagh 2014; Osdaghi et al ;2010 .(و گـزارش شـده اسـت    

 ـیمنابع ا رو A. alternata یـی زا يمـار ین گـزارش از ب ین اول

  .ییدارو اهانیگ يماریب ،يمورفولوژ ،یلوژن
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استنباط شده از ناح یکیلوژنتیف يتبارنما. 2شکل 
يبالا% 50تکرار بزرگتر از  1000

 .انتخاب شده است
Gene tree constructed using Maximum Parsimony method based on phylogenetic analysis of the nucleotide 

rDNA and rpb2 regions. Bootstrap support from 1000 replicates higher than 50% 

  
ماریمشاهده شد و قارچ عامل ب

A. alternataمارگر یقارچ ب

 ياهان جداسازیاز گ یعیوس
یاهی ـگ يهـا  تاکنون از گونـه 

Solanum tuberosum  وMedicago sativa

 .et al( گـزارش شـده اسـت   

ن گونه به عنوان عامل لکـه برگ ـ یز ایران نیدر ا). ;2018
euphratica  و گـزارش شـده اسـت     يجداسـاز

منابع ا یبر اساس بررس). 2014
  .باشد یم

لوژنیف ،یلکه برگ: ها کلیدواژه
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First report of Alternaria alternata causing leaf spot on Sambucus 
ebulus in Iran 
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Medicinal plants have undoubtedly been considered by human beings since ancient times. Sambucus 

ebulus (Caprifoliaceae) is one of the best known medicinal herbs since ancient times and is native to 
Southern and Central Europe, Northwest Africa, and Southwest Asia (especially Northern Iran) (Westwood 
1985; Jabbari et al. 2017). It plays an important role in traditional medicine in many countries from different 
regions of the world (Jabbari et al. 2017). During the summer of 2014, leaf spots have been observed on S. 
ebulus plants in Gilan and Mazandaran provinces, Iran. Symptoms on infected leaves appeared as brown 
necrotic spots that surrounded by distinct dark brown haloes and were circular to irregularly in shape. During 
the summer of 2014 and 2015, sampling was done in Gilan and Mazandaran provinces from symptomatic 
leaves of S. ebulus and the fungus was isolated on 2% water agar (WA 2%) and potato dextrose agar (PDA). 
Pure fungal cultures were obtained by picking up a single spore on PDA. For morphological identification, 
the isolates were cultured on Potato Carrot Agar medium (PCA) and incubated at 25 °C under cool-white 
fluorescent with 16 h dark, 8 h light photoperiod for 14 days (Simmons 2007). The seven-days-old colonies 
on PCA were dark olive to brown in color and 70 mm in diameter. Primary conidiophores were often simple, 
reached to 70 µm in length and produced numerous conidia in a simple long chain. The conidia were 8–12 × 
20–45 µm in size, egg or club shaped and contained 3-5 transverse and 1-2 longitudinal septa (Fig. 1a-c). 
According to macro- and micro morphological characters, all recovered isolated were identified as 
Alternaria tenuissima which was later synonymized under the name of A. alternata by Woudenberg et al. 
(2015). PCR amplification of the nuclear ITS-rDNA and RNA polymerase II second largest subunit regions 
was performed using primers ITS1/ITS4 and RPB2–5F2/fRPB2–7cR respectively (White et al. 1990, Sung 
et al. 2007; Liu et al. 1999). The sequence of NG1 isolate was deposited into the GenBank with the 
accession numbers MK212914 for ITS-rDNA and MK262741 for rpb2 region and living cultures of this 
strain were deposited in the Agriculture Biotechnology Research Institute of Iran culture collection (ABRII 
10119). Phylogenetic estimates were evaluated using the Maximum Parsimony Analyses in MEGA 6.0 
(Tamura et al. 2013). The results of phylogenetic study showed, NG1 isolate was clustered in a well-
supported clade (100%) including sec. Alternaria and related to Alternaria alternate isolates (Fig. 2).  
Pathogenicity test was performed in greenhouse condition on the detached leaves taken from healthy S. 
ebulus. Ten healthy leaves per isolates were cleaned with sterile water and were inoculated with conidial 
suspension containing 1 × 106 conidia/mL using the spray method. The control leaves were inoculated with 
distilled water. Leaf spots similar to the original symptoms were observed on all inoculated leaves after 5 
days since inoculation and the fungus re-isolated from leaf lesions (Fig. 1e-g). Also, no symptoms were seen 
in controls.  

A. alternate is one of the important plant pathogen species with the worldwide distribution (Domesh et al. 
2007) and has been reported as the causal agent of leaf spot disease on various hosts including Capsicum 
annuum, Solanum melongena, Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum and Medicago sativa and various 
other hosts in the world (Li et al. 2011; Nasehi et al. 2012; Agamy et al. 2013; Zhao et al. 2016; Shahid et 
al. 2017; Abbasi et al. 2018). Additionally, there is a record of this fungus as the causal agent of leaf spot on 
Solanum tuberosum, Alo vera and Populus euphratica and Eriobotrya japonica in Iran (Ardestani et al. 
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1. Department of plant protection, College of Agriculture and Natural Resources, University of Tehran, Karaj, Iran. 
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2010; Abkhoo & Sabbagh 2014; Osdaghi et al. 2014). To our knowledge, this is the first report of A. 
alternata as the cause of leaf spots on Sambucus ebulus plant in the world.  

 
Keywords: Leaf spots, Phylogeny, Morphology, Medicinal plant disease. 
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