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 چکیده

های مهم از بیماری  Xanthomonas axonopodis pv. phaseoliبیماری سوختگی باکتریایی معمولی لوبیا با عامل

شده از راهکارهای اصلی مقابله با ذر سالم و گواهیــشود. استفاده از بدنیا محسوب میبذرزاد لوبیا در اکثر مناطق کشت 

های گواهی انجام صورت روتین در برنامهلذا ارزیابی سلامت بذور در بسیاری از کشورها به ،رودگسترش این بیماری به شمار می

 خمین زایی بر روی رقم حساسو بیماری PCR، های تشخیصی کشت روی محیط انتخابیآزموندر تحقیق حاضر شود. می

شده برای بررسی های بهینهروش این .سازی شدبهینه  Xanthomonas axonopodis pv. phaseoliبرای ردیابی باکتری

استفاده از روش کشت روی محیط انتخابی پیش از آزمون که . نتایج نشان داد نداستفاده شد لوبیا بذری هایپارتسلامت 

PCR ،دهد. همچنین کاهش میرا باکتری زای بیماریهای های مشابه غیر هدف از کلنیمیزان زیادی خطای تمایز کلنیبه

دلیل حذف عصاره بذر بهبر روی  PCRهای انتخابی در مقایسه با شده از محیطهای مشکوک جداروی کلنی PCRانجام آزمون 

های مذکور برای بررسی دهد. روشامکان واکنش کاذب دروغین را کاهش می ،میزان بسیار زیادیهای گیاهی بهکنندهممانعت

احراز سلامت بذور و عدم  با موفقیت استفاده شد و نتایج حاکی ازهای بذری منتخب از مزارع بذری استاندارد نمونهسلامت 

   .ور استشده کشگواهیمنتخب های بذری در توده  X. axonopodis pv. phaseoliآلودگی به باکتری
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 مقدمه 

 .Xanthomonas axonopodis pvباکتری

phaseoli   یک باکتری بذرزاد است که باعث ایجاد

( .Phaseolus vulgaris L)بیماری بلایت معمولی لوبیا 

ترین عوامل ایجاد خسارت در شود. این بیماری از مهممی

ویژه در مناطق گرمسیر به تولید تجاری لوبیا در جهان به

 ,.Koike et al., 2007; Coyne et al)رود شمار می

. بیماری مذکور باعث کاهش کمی و کیفی (2003

درصد بسته به حساسیت رقم  07تا  97محصول لوبیا بین 

. در حال (Saettler, 1989)گردد ی میو شرایط محیط

حاضر این بیماری در ایران نیز از اهمیت بالایی در مناطق 

های مرکزی، تولید لوبیا برخوردار است و بیماری از استان

لرستان، اصفهان و چهارمحال بختیاری گزارش شده است 

(Lak et al., 2002; Osdaghi et al., 2010) برای .

های مختلف از جمله بلایت بیمارینمودن توسعه محدود

های معمولی لوبیا، تولید بذر در مناطق خاص با ویژگی

مشخص با توجه به استانداردهای ملی کشور و تحت 

نظارت مستقیم بازرسین فنی موسسه تحقیقات ثبت و 

های شود. از طرفی آلودگیگواهی بذر و نهال انجام می

یه بیماری است. ترین منبع اینوکلوم اولسطحی بذر، مهم

هزار عدد می تواند باعث ظهور  97تقریباً یک بذر آلوده در 

سلول باکتری در  9777بیماری در مزرعه شود و وجود 

بذر، حداقل جمعیت مورد نیاز باکتری برای ایجاد بیماری 

. (Weller and Saettler, 1980)رود شمار میدر گیاه به

های پیشگیری ترین راهلذا استفاده از بذر سالم یکی از مهم

های تشخیصی از توسعه بیماری است. استفاده از آزمون

های بذری جزو مناسب برای پایش سلامت نمونه

راهکارهای کنترلی با اهمیت این بیماری هستند. استفاده 

های از روش محیط کشت نیمه انتخابی یکی از روش

پرکاربرد در ردیابی این بیماری معرفی شده است 

(Remeeus and Sheppard, 2006) البته دقت این .

میزان بسیار زیادی به مهارت اشخاص در تشخیص روش به

دلیل گردد و بهزای باکتری بر میهای بیماریصحیح ایزوله

گیری اشتباه های باکتری احتمال تصمیمتشابه برخی گونه

باشد. از طرفی به کارگیری آزمون دور از تصور نمی

تواند راهگشای مناسبی برای حصول ی میزایبیماری

ها باشد اما با توجه به اطمینان از تشخیص صحیح ایزوله

تواند در تعداد زیاد هفته( نمی 2مدت بر بودن آن )بهزمان

کار گرفته شود. در سیستم کنترل و گواهی سلامت به

عنوان برای ردیابی این باکتری به PCRاستفاده از روش 

 تخصصی در دنیا مورد توجه قرار داردیک روش سریع و 
(Audy et al., 1994; Audy et al., 1996; Molouba 

et al., 2001.)  با وجود فواید قابل تامل این روش، دو

اشکال اصلی استفاده مستقیم آن را برای پایش سلامت 

سازد. یکی عدم ارائه های بذری با مشکل مواجه مینمونه

نتایج در تعیین سطح آلودگی نتایج کمی است، )این نوع 

گیری برای رد یا قبول آن نمونه حائز نمونه بذری و تصمیم

اهمیت است( و ایراد دیگری که برای استفاده مستقیم این 

-آزمون وارد است احتمال وجود واکنش منفی دروغین به

های نمونه بذری است ها و آلودگیکنندهدلیل ممانعت
(Van Der Wolf and Schoen, 2004; Tebaldi et 

al., 2010.)  روشسه در تحقیق حاضر تلفیقی از 

های برای ردیابی آلودگی باکتری در غلظت شدهذکر

 مختلف و در بذر بررسی شده است. 

 

 ها روش و مواد

 مواد گیاهی و ایزوله باکتری

ارقام یاقوت )لوبیا قرمز(،  شده،گواهی بذری هاینمونه

از مؤسسه حیدری )لوبیا چیتی( و درسا )لوبیا قرمز( 

 ارزیابی سلامتجهت  تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال

. ندشدتهیه  از نظر بیماری بلایت باکتریایی معمولی لوبیا

شده از استان از دو ایزوله باکتری شناساییهمچنین 

تحقیقات کشاورزی و منابع شده از مرکز )دریافت مرکزی

شده از دانشگاه )دریافت و فارس طبیعی استان مرکزی(

-بههمچنین و  سازی روش تشخیصجهت بهینه شیراز(

 ترل مثبت در تمام مراحل آزمایشات استفاده شد.عنوان کن

 کشت در محیط انتخابی

 MTدر تحقیق حاضر از دو محیط کشت نیمه انتخابی 

(Goszczynska and Serfontein, 1998)، XCP1 

(McGuire et al., 1986) نیز و YDC عنوان محیط به

استفاده شد. از معیارهای مهم در کنترل غیر انتخابی 

-تعیین کارایی محیط کشت توجه به توان تفکیک کلنی

زا بر اساس های غیر بیماریهای باکتری بیمارگر از کلنی

همچنین قابلیت رشد سریع  .مورفولوژی و رنگ کلنی بود

که  های قارچی و باکتریاییبیمارگر و اجتناب از آلودگی

د نیز در نطور معمول در گیاه و بذور لوبیا وجود داربه

تعیین کارآمدی محیط کشت مد نظر قرار گرفت. برای این 

منظور آزمایشات در چهار تکرار بر روی سه سری رقت از 
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 .سوسپانسیون عصاره بذر و سوسپانسیون باکتری انجام شد

 در چهار تکرار عدد بذر برای کشت 0777، نمونههر از 

وزن ) بذر گرم 257حدود با  ابتدا چهار نمونه .شداستفاده 

تا سه  نیمو ( تفکیک و هر زیر نمونه با دو تقریبی هزار دانه

لیتر بافر نمکی حاوی میلی 757 حجم خود معادل برابر

مدت یک شب در دمای ها بهنمونهزیر ترکیب وتوئین 

ساعته  20از کشت همچنین . شدندیخچال نگهداری 

های کنترل عنوان نمونهبههای استاندارد باکتری هایزول

های یک سری رقتسازی آزمون استفاده شد. برای بهینه

 (097تا  cfu/ml 297) به ده از عصاره اولیه بذر و باکتری

تهیه  27بافر استریل نمکی حاوی توئین در  صورت مجزابه

میکرولیتر از  977میزان های مذکور بهو روی محیطد ش

ها در انکوباتور در دمای رقت کشت گردید. کشتهر 

ظهور، شکل، رنگ و  درجه سلسیوس نگهداری و 2±28

 ایصورت دورهروز به 97مدت به هاسرعت رشد کلنی

های مشکوک با مورفولوژی، اندازه و کلنی ارزیابی شدند.

شدند و  سازیخالص های استانداردرنگ مشابه ایزوله

زایی مورد و تست بیماری PCRجهت انجام آزمون سپس 

 استفاده قرار گرفتند.

 PCRآزمون 

سوسپانسیون  باکتری، DNAمنظور استخراج به

درجه  15دقیقه در  5مدت به شدههای جداایزوله

 .Xبرای ردیابیسپس ، شدند جوشانده سلسیوس

axonopodis pv. phaseoli ی از پرایمرهای اختصاص

p7X4c 5 با توالی’ggcaacacccgatccctaaacagg 3’  و

p7X4e 5 با توالی’ cgccggaagcacgatcctcgaag 3’ 

در  PCRآزمون  .(Audy et al., 1994) استفاده شد

 میکرولیتر بافر 5/92. شدمیکرولیتری انجام  25واکنش 
(Ampliqon, Denmark Taq 2x Master Mix 

Red) ،0/7  میکرومولار از هر کدام از جفت پرایمرهای

p7X4c  وp7X4e  97)یک میکرولیتر از استوک 

میکرولیتر آب  5/9و  DNAمیکرومولار(، چهار میکرولیتر 

 . گرفتدر هر واکنش مورد استفاده قرار 

درجه  10صورت یک سیکل در سیکل دمایی به

 دو مرحله سیکل شامل 95مدت سه دقیقه، سلسیوس به

درجه  72درجه و دو دقیقه در  10یک دقیقه در )

-بهسلسیوس درجه  72و نهایتاً یک سیکل در  (سلسیوس

میکرولیتر از محصول  97 و دقیقه در نظر گرفته 97مدت 

PCR  بر روی ژل آگاروز یک و نیم درصد حاوی ژل رد

های کنترل نمونه PCRدر هر آزمون الکتروفورز شد. 

)آب و ایزوله گونه  و منفی)ایزوله استاندارد باکتری( مثبت 

 مورد استفاده قرار گرفت.( Xanthomonas دیگری از

 زاییتست بیماری

برای تست بیماریزایی از رقم حساس خمین استفاده 

حاوی پیت، پرلیت و  های کوچکر لوبیا در گلدانوبذشد. 

 شده گلخانه کشت شدند. گیاهانخاک در شرایط کنترل

برای )تقریباً دو هفته پس از کشت(  اولین مرحله برگی در

سوسپانسیون  .گرفتندزایی مورد استفاده قرار بیماریتست 

  cfu/ml  (OD 797باکتری با غلظت های ایزوله

=0.05)600nm  20-08در آب مقطر استریل از کشت 

درجه  28که در دمای  YDC)ساعته باکتری )روی محیط 

 .شدسلسیوس رشد یافته، تهیه 

ر سوسپانسیون ثانیه د 97مدت های اولیه بهبرگ

 Darsonval et) شدندشده غوطه ور باکتری با غلظت یاد

al., 2009)شده در شرایط رطوبت بالای . گیاهان تیمار

ایی و ساعت روشن 99درجه سلسیوس با  28درصد در  15

روز پس از  99تا  5علائم  هشت ساعت تاریکی نگهداری و

سازی )بسته به زمان شروع ظهور علائم( یادداشت آلوده

 شدند.برداری 

 

 و بحث نتایج

 .X. axonopodis pvهای شاهد باکتریایزوله

phaseoli 797تا  297های  در سری رقت cfu/ml  در هر

و محیط  MT ،XCP1انتخابی  دو محیط کشت نیمه

-با جمعیت و سرعت مشابه به YDCکشت غیر انتخابی 

ها روی محیط مورفولوژی تیپیک کلنیخوبی رشد نمودند. 

به رنگ زرد با دو ناحیه هیدرولیز که یک  MTکشت 

ناحیه شفاف بزرگ مربوط به هیدرولیز کازئین است و 

 87ناحیه کوچک شیری مربوط به هیدرولیز توئین 

به رنگ زرد  XCP1ها روی محیط و کلنی مشاهده شد

شده که با یک ناحیه هیدرولیز است کمرنگ درخشان

محیط کشت  ها درکلنی(. 9)شکل  شدندنشاسته متمایز 

YDC .به رنگ زرد و بدون وجه تمایز خاصی نمایان شد 

های آن، نتایج در خصوص کشت عصاره بذر و سری رقت

ویژه های نیمه انتخابی بهقدرت تفکیک بالای محیط

نسبت به محیط کشت عمومی  XCP1محیط کشت 

YDC  .را نشان داد  
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 MTو  XCP1)ایزوله استان مرکزی( در دو محیط  Xanthomonas axonopodis pv. phaseoliهای کلنیمورفولوژی  -1شکل 

Figure 1. Morphology of X. axonopodis pv. phaseoli colonies (Markazi isolate) on MT  and XCP1 plates

بیوتیک یا عدم وجود آنتی دلیلبه YDCدر محیط 

و نیز آلودگی بذور لوبیا به عوامل  هاکنندهممانعتسایر 

های غیر جمعیت زیادی از کلنیقارچی و باکتریایی دیگر، 

شوند که برخی مواقع با سرعت رشد زا ظاهر میبیماری

زا در محیط کشت زیاد مانع از رشد مناسب باکتری بیماری

تر، های غلیظها خصوصاً در رقتیابید. در اکثر ارزنشومی

امکان  ی غیر هدفهاجمعیت زیاد و متنوع باکتری

 د.ننمایشمارش تعداد کلنی باکتری هدف را غیر ممکن می

دلیل مورفولوژی نشان داد به PCRاز طرفی نتایج آزمون 

تفکیک  ،زای هدف در این محیطباکتری بیماریغیر تیپ 

با خطای زیادی همراه معمولاً های غیر هدف آن از ایزوله

نتخابی قدرت اهای کشت نیمه است. در خصوص محیط

. تمام (9)جدول  بالایی صورت گرفتنسبتاً تفکیک با دقت 

-ای از تمام کلنیهمچنین نمایندههای مشکوک و کلنی

مورد بررسی قرار  PCRغیر هدف بر اساس آزمون های 

متفاوت از نظر  هایدر تمام کلنی PCR گرفتند و نتایج

 .های هدف منفی شدبا کلنی های موروفولوژیکویژگی

های بذری نشان داده که های مختلف نمونهکشتاگرچه 

ها ممکن است حتی در یک نمونه اندازه و رنگ کلنی

های مشکوک در های دقیق کلنیارزیابیلذا متفاوت باشد 

ضروری های تکمیلی های بذری با استفاده از آزموننمونه

 . (Sheppard et al., 2007) است

های نیمه انتخابی شده از ده نمونه بذری لوبیا در محیطهای غیر هدف ردیابیمیزان کلنی های مشابه و کلنی -1جدول 

XCP1 ،MT  و محیط غیر انتخابیYDC 
Table 1- number of suspect and non-target detected colonies from 10 bean seed samples on sem-selective 

media XCP1, MT and non-selective media YDC 

بودن دو محیط کشت با توجه به ماهیت نیمه انتخابی

های ساپروفیت شده، امکان حذف تمام باکتریانتخاب

دلیل وجود اگرچه به ،مواد گیاهی وجود ندارد موجود در

-میکروارگانیسمها رشد بسیاری از بیوتیک در آنانواع آنتی

یابد که امکان رشد بیمارگر فراهم ها در حدی کاهش می

های مشابه اما کلی امکان رشد کلنیطورگردد، بنابراین به

 ها وجود دارد و مهارت افراد درغیر هدف در این محیط

های هدف اهمیت زیادی دارد تمایز کلنی

(Goszczynska and Serfontein, 1998). 

 بذری مشکوک به آلودگیتایج کشت نمونه ن

هر در  MTروی محیط  شدههای بذری کشتدر نمونه

های مشابه با باکتری انواع مختلفی از ایزولهچهار تکرار 

 میکرولیتر عصاره بذر 977حاصل از کشت  (cfu)اد کلنی 

 )از ده نمونه بذر و در رقت اول در چهار تکرار(
Number of colony forming units in 100 μl of seed extract 

(from 10 seed samples in first dilution with four replicates) 

 YDCمحیط 

YDC medium 
 MTمحیط 

MT medium 

 XCP1محیط 
XCP1 medium 

 مشابه باکتری هدف
suspect colonies 

>100 31 5 

 های غیر هدفسایر باکتری
non target bacterial colonies 

many 147 70 
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های گرم مثبت و نیز هدف و غیر مشابه شامل باکتری

که هایی از گونه سودوموناس مشاهده شد درحالیباکتری

ها از نظر تعداد و تنوع بسیار کلنی XCP1در محیط 

محدود مشاهده شدند یا اصلاً کلنی روی این محیط رشد 

تر کم MT. تحقیقات نشان داده محیط (2)شکل  نکرد

انتخابی است اما از حساسیت خوبی برخوردار است و حتی 

های سودوموناس توان از آن برای ردیابی سایر باکتریمی

 ,Remeeus and Sheppard)استفاده نمود نیز بیمارگر 

گزارشات دیگری بر این ادعا هستند که محیط . (2006

XCP1 سازی و ردیابیتری در کمیکارایی بیشX. 

axonopodis pv. phaseoli  های بذری دارند نمونهدر

(Tebaldi et al., 2007). منظور تشخیص قطعی به

 PCRهای مشکوک و مشابه در ادامه از آزمون کلنی

 استفاده شد.

 
 رشد با مقایسه در( راست سمت) MT محیط در هدف غیر های کلنی و هدف کتری با مشابه هایکلنی انواع ظهور -2 شکل

 )سمت چپ( XCP1 محیط در هاکلنی رشد عدم یا حداقلی
Figure 2. Appearance of various suspect colonies and non-pathogenic isolates on MT plates (right) in 

comparison to XCP1 plates with limited growth of colonies (left)

 PCRنتایج آزمون 

 X. axonopodisباکتری ،PCRبا استفاده از آزمون 

pv. phaseoli .های نمونهدر  با موفقیت ردیابی شد

و در  تکثیر شد bp 797به اندازه  ایقطعه کنترل مثبت

روش . (9)شکل  قطعه تکثیر نشدنمونه کنترل منفی این 

PCR باکتری  تکثیر قابل توجه قسمتی از ژنومدلیل به

عنوان ابزار بسیار مفیدی در ردیابی هب بیمارگر هدف

عنوان یک و به شناخته شده استهای بذری پاتوژن

تکنیک قوی در صنعت بذر خصوصاً بذر سبزیجات در 

-قرار می های رسمی سلامت بذر مورد استفادهآزمایشگاه

اما  .(Munkvold, 2009; Popovic et al., 2010) گیرد

های مبتنی بر ز عوامل محدودکننده استفاده از روشا

PCRهای کنندهمنفی اشتباه در اثر ممانعت های، واکنش

از  DNAهای بذری و همچنین ردیابی موجود در عصاره
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استفاده از روش  .استمعرفی شده های غیر زنده پروپاگول

ور طبه PCRکشت روی محیط انتخابی قبل از انجام روش 

شده مؤثر واقع شده قابل توجهی در رفع مشکلات یاد

 Bio-PCRآن به نام  مشابهکه  در این روش است.

های پاتوژن روی محیط کشت پروپاگول، شودشناخته می

شده از روی محیط های شستهسپس پاتوژن ،تکثیر شده

صورت این روش بهشوند. ارزیابی می PCRه لیکشت بوس

زاد خصوص ردیابی باکتری پاتوژن بذرموفقیت آمیزی در 

Pseudomonas syringae pv phaseolicola   نیز در

 ,.Schaad et al)لوبیا مورد استفاده قرار گرفته است 

ضمن  PCRهمراه کشت روی محیط انتخابی به .(2007

دروغین را در این آزمایشات که امکان واکنش منفی این

های مشابه از تشخیص اشتباه کلنی ،شدت کاهش دادبه

 عمل آورد.باکتری هدف نیز ممانعت به

 
 نشانگر: L. آگاروز ژل روی Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli باکتری 730bp شده تکثیر PCR محصول -3 شکل

100 bp، +M :مرکزی، استان از جداشده باکتری ایزوله به مربوط مثبت کنترل Sh :+باکتری ایزوله به مربوط مثبت کنترل 

 Xanthomonas باکتری از دیگری گونه از تکثیرشده kb1 قطعه: X.t. فارس استان از جداشده
Figure 3. PCR product of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli with specific band at 730 bp on agarose 

gel. L: 100 bp Ladder, M+: positive control belong to Markazi isolate, Sh+: positive control belong to fars 

isolate. X.t: 1kb band produced with other Xanthomonas species

شده از دو محیط کشت های مشکوک جداایزولهاز بین 

MT  وXCP1 ها در آزمون هیچکدام از ایزولهPCR به-

نشدند و نتایج حاکی از عدم  عنوان باکتری هدف شناسایی

 .Xشده به باکتریهای بذری ارزیابینمونهآلودگی 

axonopodis pv. phaseoli (0)شکل  بود . 

 
ارقام یاقوت،  شده ازهای بذری ارزیابیدر توده Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli باکتری عدم ردیابی -4 شکل

 100  نشانگر: L(. 7تا  1های )شماره های مشکوک(ایزوله بررویPCR آزمون دو روش کشت و استفاده حیدری و درسا )با 

bp، + :کنترل منفی- مرکزی،ایزوله  مثبت کنترل : 
Figure 4. No detection of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli from seed lots of Yaghoot, Heidari and 

Dorsa (using two methods, culture and PCR on suspected colonies) . L: 100 bp Ladder, +: positive control 

of Markazi isolate, -: negative control

ی مشکوک و هابرخی ایزوله ،برای اطمینان از نتایج

زایی نیز مورد برای تست بیماری های کنترل مثبتایزوله

باکتری کنترل  ،زاییدر نتایج بیماری استفاده قرار گرفتند.

مثبت علائم مشخصی از بیماری را ایجاد نمود و کنترل 
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 .(5اند )شکل تیپیک بیماری نبودههای مشکوک قادر به ایجاد علائم منفی و سایر ایزوله

 
و ظهور علائم بیماری روی لوبیا رقم   Xanthomonas axonopodis pv. phaseoliزایی با باکتریآزمون بیماری -5شکل 

 حساس خمین
Figure 5. pathogenicity test of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli and appearance of disease symptoms 

on Khomein susceptible cultivar

اند آلودگی بذور جایی که تحقیقات نشان دادهاز آن

 باعث X. axonopodis pv. phaseoliلوبیا به باکتری 

 Valarini)شود زنی بذور میو قدرت جوانهکاهش وزن 

and Menten, 1992).  بوجاری و حذف بذور لذا

چروکیده حاصل از مزارع بیمار در کاهش آلودگی بذر به 

بسیار عامل بیماری بلایت باکتریایی معمولی لوبیا 

شده جایی که بذور بررسیدر مجموع از آن .تاثیرگذار است

اند، به نظر برداری شدهارع بذری لوبیا نمونهاز منشاء مز

رعایت حداقل رعایت کامل اصول بهداشتی،  ،رسدمی

های هرز و حذف تناوب دو ساله، حذف و مبارزه با علف

های بذرزاد، استفاده از آبیاری کامل و مبارزه با بیماری

باعث کاهش چشمگیر  (Koike et al., 2007)ای قطره

می نظیر بلایت باکتریایی معمولی های مهوقوع بیماری

لذا اجرای قوانین مندرج در استانداردهای  ،لوبیا شده است

و ارتقاء کیفی  های بذرزادملی بذر لوبیا در کاهش آلودگی

های روش شده بسیار کارآمد بوده است.و کمی بذور تولید

شده برای اولین بار در پذیر بهینهتشخیصی دقیق و تکرار

سلامت بذور جهت ارائه گواهی سلامت کشور در تعیین 

شده سالم ضمن کار گرفته شد. استفاده از بذور گواهیبه

تواند منجر به کنترل مؤثر توسعه بیماری در که میاین

های سطح کشور شود در کاهش خسارات ناشی از بیماری

-بذرزاد و افزایش محصول با کیفیت نیز حائز اهمیت می

 .(Choudhury et al., 2017) باشد

 

 تشکر و قدردانی

مؤسسه تحقیقات ثبت و گواهی نگارندگان از مسئولین 
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Abstract 

Common bacterial blight, caused by the seed-borne bacteria Xanthomonas axonopodis pv. phaseol, 

 is important seed borne disease in been culture area in the world. Using healthy and certified seed is 

the major key to success for control disease distribution so seed health testing is routinely carried out 

in the certification programs. In this study cultivation diagnostic tests on selective medium, PCR and 

pathogenicity on susceptible cultivar Khomain for detection of the bacteria X. axonopodis pv. phaseoli 

were optimized. These optimized methods were used for assessing the health of bean seed samples 

obtained from different seed lots. The results showed that the use of selective-medium in culturing 

bacteria prior to PCR test, greatly reduces differentiation error of similar non-target colonies from 

pathogenic ones. Also performing PCR on suspected colonies isolated from selected media compared 

to PCR of seed extract, due to the removal of plant inhibitors, it reduces the possibility of false 

feedback. The mentioned methods check the health of selected seed samples from standard seed farms 

successfully and the results indicated the authentication seed health and non-contaminated seed lots.  
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