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  )۲۰/۸/۱۳۸۸ :؛  تاريخ پذيرش۲۳/۱۰/۱۳۸۷: فتتاريخ دريا(

 
  چكيده

هـاي ليمـوترش   تـرين بيمـاري  گردد، يکي از مخرب ايجاد ميCandidatus Phytoplasma aurantifoliaبيماري جاروک ليموترش که توسط 

 همـوژنيزه   GMSاسـتفاده از بـافر       عليه عامل جاروك ليموترش، رگبرگ ليموترش آلوده با        پادتنبراي تهيه   . هاي جنوبي ايران است   دراستان

 هاي گياه سـالم، مجـدداً     توليد شده بر عليه پروتئين     پادتنرسوب حاصل پس از تيمار با       . شده و آموده به صورت افتراقي سانتريفيوژ گرديد       

بولين استخراج شده از    گاماگلو. آموده حاصل بعد از اختلاط با آجوانت ناقص به خرگوش تزريق شد             و تحت سانتريفيوژ افتراقي قرار گرفت    

عـلاوه بـر   .  عصاره گياه آلوده بهترين واکنش را نشان داد ۵۰۰/۱ با رقت    ۱۰۰/۱در رقت    درآزمون سرولوژيكي الايزاي غيرمستقيم      آنتي سرم 

کـه  ر حالي عصاره گياه آلوده ليموترش واکنش نشان داد، د  ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱هاياستخراج شده با رقت    پادتن ۱۰۰/۱اين در آزمون ديبا رقت      

تواند براي  تهيه شده بر عليه عامل جاروک ليموترش مي        پادتن.  نگرديد ديدهاستخراج شده واکنشي     پادتنبين عصاره گياه سالم ليموترش و       

  .دشورديابي بيماري در طبيعت استفاده 

  

  اي، ديبا، الايزا چند همسانهپادتنجاروک ليموترش،  :  كليدي هاي واژه
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  ۱۵۹-۱۵۵: ۱۳۸۸ سال / ۲شماره /  ٤٥ جلد/ بيماريهاي گياهي  

۱۵۶  

  مقدمه

هاي مهم ليموترش در    بيماري بيماري جاروك ليموترش يکي از    

اين بيماري اولـين بـار از اسـتان سيـستان و             .استان کرمان است  

کرمان  هاي هرمزگان واز استان و سپس ۱۳۷۶بلوچستان درسال   

در حال حاضر اپيدمي شديد     . گزارش گرديد ) كهنوج وجيرفت (

هـاي آلـوده وجـود دارد و سـاير منـاطق            اين بيمـاري دراسـتان    

کنـد  نيـز بـه شـدت تهديـد مـي          ليموکاري در جنـوب ايـران را      

(Salehi et al. 1997 2002) .    دو  ايـن بيمـاري قبـل از ايـران از

ــان  ــسايه عم ــشور هم ــود  ک ــده ب ــزارش ش ــز گ ــارات ني    و ام

(Garnier et al. 1991) .     فيتوپلاسـماي عامـل بيمـاري جـاروک

 SrII) (16ليموترش، پس از تعيين خصوصيات، در گـروه خـود        

 Candidatus Phytoplasmaنــامه عنــوان گونــه کانديــد بــه بــ

aurantifolia توصيف گرديد (Zreik et al. 1995).  

هـاي  وترش يکي از بيمـاري    از آنجا که بيماري جاروک ليم     

مهم مناطق مرکبات خيزجنوب و جنوب شرق ايران است، لازم           

جلوگيري از توسـعه بيمـاري       است در جهت کاهش خسارت و     

جهت كنتـرل ايـن بيمـاري     اولين گام در. اقداماتي صورت گيرد 

ي سريع و حساس تـشخيص عامـل بيمـاري          هاروشاستفاده از   

هـاي چنـد    پـادتن تفاده از   هاي سرولوژيکي بـا اس ـ    آزمون. است

. اي ضمن ساده بودن، به امکانات متعددي نيز نياز نـدارد     همسانه

اين روش براي شناسايي چنـدين بيمـاري فيتوپلاسـمايي در            از

ــي     ــادام زمينـ ــاروک بـ ــاقلا، جـ ــودي بـ ــل فيلـ ــان مثـ   جهـ

(Saeed et al. 1993)فيلودي شبدر (Clark et al. 1983) استفاده 

 ايـن روش بـراي شناسـايي و تفکيـک           در ايران نيـز   . شده است 

  عوامـــل جـــاروک يونجـــه دراســـتان هـــاي فـــارس و يـــزد

(Salehi & Izadpanah 2000, Esmailzadeh-Hosseini et al. 2003) 
و عوامــل فيتوپلاســمايي بــرگ ســفيد مــرغ و نيــشكر از اســتان 

ــده اســت (Biabani et al. 2005)خوزســتان  ــتفاده گردي   .  اس

تر  به مراتب حساس   PCRزمون  ي مولكولي بخصوص آ   هاروش

، ولـي رديـابي و      اسـت هـاي سـرولوژيكي     تـر از آزمـون    و دقيق 

تشخيص با استفاده از اين آزمون علاوه بـر پرهزينـه بـودن، بـه               

 پـذير كه تهيه آن براي تمـام مراكـز امكـان          امكاناتي احتياج دارد  

اي هنـوز   چنـد همـسانه    پادتنطرف ديگر، استفاده از      از. نيست

ص عامل بيماري جاروك ليمـوترش مـورد بررسـي          براي تشخي 

چنــد  پــادتنهــدف ار ايــن تحقيــق تهيــه . نگرفتــه اســت قــرار

اي بر عليه عامل اين بيماري و بررسي اختصاصي بودن          سانهـهم

ــ پــادتن ــا عوامــل چنــد بيمــاري  ه ب دســت آمــده در مقايــسه ب

  .فيتوپلاسمايي ديگر است

  

  روش بررسي

ه به بيماري جاروک ليموترش  از مناطق آلود۸۳-۸۴هاي در سال 

هـايي از درختـان     نمونـه . در استان كرمان بازديد بـه عمـل آمـد         

هـاي مرکبـات    باغ ليموترش با علائم جاروک و درختان سالم از       

منطقه جهادآباد جيرفت تهيه و پس از انتقال بـه آزمايـشگاه، تـا              

. داري شـدند   نگـه  C۴°زمان جداسازي عامل بيمـاري در دمـاي         

هاي مورد اسـتفاده توسـط آزمـون        دم آلودگي نمونه  آلودگي و ع  

PCR ــاي ــتفاده از آغازگره ــا اس  ,Deng & Hiruki 1991) ب

Schneider et al. 1995) P1/P7 سـازي  خـالص .  بررسي گرديد

و سـعيد  روش  هاي ليمو ترش با اسـتفاده از   فيتوپلاسما از نمونه  

: صورت زيـر انجـام گرفـت   ه  ب(Saeed. et al. 1993) همکاران

 برابـر  بيست گرم رگبرگ برگ سالم ليموترش با استفاده از پـنج          

 و ۸pH  ،MgCl2 مـولار  ۳/۰حاوي گليـسين   (GMSحجم بافر 

Na2SO4  در دستگاه مخلوط کن هموژنيزه     )  مولار ۰۲/۰ با غلظت

هاي همـوژنيزه شـده بـا پارچـه         پس از فيلتر کردن رگبرگ    . شد

 g۲۰۰۰يقه در  دق۱۵دست آمده به مدت ه ململ استريل، نمونه ب

 به مـدت يـک سـاعت        g۳۹۰۰۰رونشين در   . سانتريفيوژ گرديد 

درمرحله بعد رونشين حذف و رسوب در بـافر         . سانتريفيوژ شد 

GMS)  حـل گرديـد   )  گـرم بافـت    ۱۰ هر   یليتر به ازا  يك ميلي .

هـاي   جهت تهيه آنتي سرم بر عليه پـروتئين        به دست آمده  آموده  

انت ناقص مخلوط و در     گياهي سالم با حجم مساوي روغن اجو      

 ـ   ۴ بـه  )  روز ۷در فواصـل    (طـور يـک درميـان       ه   نوبت متوالي ب

. پوست پشت گردن خرگوش تزريق شد      زير ماهيچه پاي عقبي و   

هاي گياه سـالم    در مرحله بعد آنتي سرم تهيه شده بر عليه پروتئين         

   بـر عليـه عامـل بيمـاري، ابتـدا          پـادتن بـراي تهيـه     . جدا گرديـد  
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   ...عامل بيمارياي عليه  بادي چند همسانه  تهيه آنتي:زائی و همکاران رمي

۱۵۷  

سـپس  .  مشابه بافت سالم انجـام شـد       ،ودهسازي بافت آل  خالص

هـاي گيـاه    دست آمده بر عليه پروتئين    ه  ب پادتنآموده حاصل با    

مخلوط . داري شد نگهC۴°سالم مخلوط و به مدت يک شب در        

بعد از حذف   .  سانتريفيوژ شد  g۲۰۰۰ دقيقه در    ۱۵فوق به مدت    

به مـدت    ، رقيق شده و   GMSاستفاده از بافر     رسوب، رونشين با  

رونـشين حـذف و   .  سـانتريفيوژ شـد  g۳۹۰۰۰ سـاعت در  يـک 

ليتر بـافر   يك ميلي  (pH ۴/۷ مولار،   PBC  ،۰۱/۰رسوب در بافر    

آمـوده  . به حالت سوسپانسيون درآمد   )  گرم بافت  ۲۰ هر   یبه ازا 

دست آمده جهت تهيه آنتي سرم برعليه فيتوپلاسـماي همـراه       ه  ب

ن مراحل اي. بيماري جاروك ليموترش به خرگوش تزريق گرديد 

. در سه نوبت ديگر براي تزريق هفتگي نمونه حاصل انجام شـد           

دست آمده با عصاره گياه سالم جذب شده و سپس          ه  سرم ب آنتي

-خـالص . سازي گاماگلوبولين از ستون سلولز انجام گرفت      خالص

سازي گاماگلوبولين و مراحـل آزمـون الايـزاي غيـر مـستقيم بـه               

 آوري شـده بـر اسـاس روش   هاي جمعمنظورتعيين آلودگي نمونه  

 (Clark & Adams. 1977)  کـلارک و آدامـز  ارائه شـده توسـط  

ارزيابي نتايج بر اساس تغيير رنگ چاهک با اسـتفاده          . انجام شد 

  بـا EL800 (Biotek Instrument)از دسـتگاه الايزاخـوان مـدل    

 و  ۱۰۰/۱هاي  ابتدا رقت .  نانومتر صورت گرفت   ۴۰۵طول موج   

 ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱،  ۲۰/۱هـاي    و بـا رقـت     سرم تهيـه   آنتي ۵۰۰/۱

. عصاره گياهان آلوده به جاروک ليمـوترش واکـنش داده شـدند           

هاي سالم و آلـوده ليمـوترش مـورد مقايـسه           ميزان جذب نمونه  

 تهيه  پادتنمنظور بررسي درجه اختصاصي بودن      ه  ب. قرار گرفت 

 عصاره گياهـان آلـوده كنجـد،        ۱۰۰/۱شده در اين مطالعه، رقت      

گياهـان  . دو نمونه گياه پروانش آلوده تهيه گرديد      دو، و گوجه، ك 

. آوري شـدند  كنجد، گوجه و كدو از مزارع استان کرمـان جمـع          

 ي بودنـد کـه از  يهانمونه گياه پروانش زنجرک    منشاء آلودگي دو  

آوري شـده بودنـد     مزارع کنجد منطقه جيرفـت و شـهداد جمـع         

(Omidi et al. 2005) .ًيي تمـامي ايـن    آلودگي فيتوپلاسـما قبلا

هـاي  نهايت رقت  در.  به اثبات رسيده بود    PCRگياهان با آزمون    

ــوده     ۵۰۰/۱ و ۱۰۰/۱، ۲۰/۱  عــصاره ايــن گياهــان وگيــاه آل

ه شـده   ـ تهي ـ نـپادت از   ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱اي  ـهليموترش، با رقت  

در اين آزمايش واكنش داده شد و ميـزان جـذب نـور در طـول                

اين آزمايش در چند   . گرديد نانومتر براي هر يک ثبت       ۴۰۵موج  

. تكرار انجام شد و در آخر براي هر واكنش ميانگين گرفته شـد            

ــه شــده توســط   ــق روش ارائ ــا طب ــون ديب ــي و ســايتوآزم   هيب

(Hibi and Saito, 1985)   در ايـن روش  . با تغييراتي انجـام شـد

 از عـصاره گيـاه آلـوده بـه بيمـاري            ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱هـاي   رقت

 از عصاره پروانش آلوده به دو       ۱۰۰/۱جاروك ليموترش و رقت     

ــت    ــهداد و رق ــت و ش ــشاء جيرف ــا من ــما ب     از۱۰۰/۱فيتوپلاس

 توليد شده در ايـن تحقيـق روي کاغـذ نيتروسـلولزي در              پادتن

سه، جهت مقاي. گرفت آزمون سرولوژيکي ديبا مورد بررسي قرار

تـرش سـالم بـا رقـت          عصاره ليمـو   ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱هاي  رقت

. دست آمده در ايـن تحقيـق واکـنش داده شـد           ه   ب پادتن ۱۰۰/۱

هاي بي رنگ گيـاه سـالم       هاي بنفش، در مقايسه با لکه     ايجاد لکه 

  .به عنوان واکنش مبثت ارزيابي گرديد

  

  نتايج و بحث

يمـاري جـاروک   سرم تهيه شده عليه فيتوپلاسماي همراه با ب      آنتي

 ۱۰۰/۱هاي    ليموترش توسط آزمون الايزاي غير مستقيم در رقت       

 عصاره گياه آلوده    ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱،  ۲۰/۱هاي   با رقت  ۵۰۰/۱و  

کـه قـبلا عمـل تركيـب        رغم ايـن  علي. مورد بررسي قرار گرفت   

 ــاره گيـ با عصپادتن  انجـام شـده   (Cross absorption)مـاه سال

 به خصوص در رقـت      پادتنژن و   هاي مختلف آنتي  بود در رقت  

  ).۱شکل (، با گياه سالم واكنش ديده شد پادتن ۵۰۰/۱

 نـانومتر بـين     ۴۰۵اختلاف ميزان جذب نور در طـول مـوج            

 در مقايـسه بـا      پـادتن  ۵۰۰/۱هاي سالم و آلوده در رقـت        نمونه

از طرف ديگر ازميان سه رقت      ). ۱شکل  ( كمتر بود    ۱۰۰/۱رقت  

 تعيــين ۵۰۰/۱ژن، بهتــرين رقــت تــي آن۵۰۰/۱ و ۱۰۰/۱، ۲۰/۱

 ـ        . گرديد  ـ  هـدر اين رقت ميزان جذب نور بـين نمون   ودهـهـاي آل

ــاً ــودو ســالم تقريب ــر ب ــابراين مــي.  دو براب ــوان گفــت كــه بن   ت

اي كـه در ايـن تحقيـق تهيـه          انهـد همس ـچن پادتنبهترين رقت   

 و بهترين رقت عـصاره گيـاه ليمـوترش آلـوده            ۱۰۰/۱شده بود   

  .باشــد مــي۵۰۰/۱ آلــودگي يــا عــدم آن، رقــت بــراي ارزيــابي
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  ۱۵۹-۱۵۵: ۱۳۸۸ سال / ۲شماره /  ٤٥ جلد/ بيماريهاي گياهي  

۱۵۸  

  
به  Bو A . هاي آلوده به بيماري جاروك ليموترشاي به منظور تشخيص نمونهچند همسانه پادتن نتايج آزمون الايزا با استفاده از .۱شكل 

ستون سياه گياهان آلوده . باشندن ميژ آنتي۵۰۰/۱ و ۱۰۰/۱، ۲۰/۱هاي  به ترتيب رقت3 و 2، 1سرم،  آنتي۵۰۰/۱ و ۱۰۰/۱هاي ترتيب رقت

  .دهدبه جاروک ليموترش و ستون سفيد گياهان سالم ليموترش را نشان مي
Fig. 1. Detection of lime witches’ broom (LWB) infected samples by ELISA using polyclonal antiserum raised against the 

phytoplasma associated with the LWB disease. A and B, dilutions of 1/100 and 1/500 of antiserum, respectively; 1, 2 and 3, 
dilutions of 1/20, 1/100 and 1/500 of antigen, respectively; black, LWB infected plant; white, control healthy plant. 

  

ک اي تهيه شـده عليـه عامـل بيمـاري جـارو            چند همسانه  پادتن

ليموترش با عصاره چند گياه آلوده به بيماري فيتوپلاسـمايي در           

 عصاره ۱۰۰/۱ابتدا رقت . شدآزمون الايزاي غير مستقيم بررسي      

نمونه گياه آلوده پروانش و      گياهان آلوده كنجد، گوجه، كدو، دو     

 پادتن از   ۱۰۰/۱عصاره گياه آلوده به جاروك ليموترش، با رقت         

ده ـ تهيـه ش ـ   پادتن. واكنش داده شدند  تهيه شده در اين آزمايش      

به خوبي قادر به تـشخيص گيـاه ليمـوترش آلـوده بـه بيمـاري                

جاروك ليموترش بود، اما واكـنش ضـعيفي بـا عـصاره گياهـان              

بـه عبـارت ديگـر ميـزان        . آلوده كنجد، گوجه و كدو ديده شـد       

جذب نور آنها كمتر از نصف ميزان جـذب عـصاره گيـاه سـالم          

 پادتن اما ميزان جذب واکنش بين       ).۲كل  ش(باشد  ليموترش مي 

 عصاره گياهان آلوده پروانش بـا منـشاء جيرفـت و خـصوصاً             و

 بيـشتر از ميـزان   (Omidi et al., 2005)پروانش با منشاء شهداد 

 و عـصاره گيـاه ليمـوترش سـالم          پـادتن هاي بين   جذب واکنش 

اين يافته ممکن اسـت ناشـي از نزديكـي تاكـسونوميكي            . است

وک ليموترش و عامل بيماري گياه آلـوده پـروانش بـا            عامل جار 

در بررسي كه به همين منظور انجـام گرفـت   . منشاء شهداد باشد  

اي .ان.هاي آر  جفت بازي بين ژن    ۳۰۰ناحيه   ترادف نوكلئوتيدي 

پروانش آلوده بـا منـشاء شـهداد بـه       گياه   S۲۳ و   S۱۶ريبوزومي  

  ي  در فيتوپلاســـماهمـــين ناحيـــه بـــا تـــرادف ۷/۹۹ميـــزان 

 مـشابه بـود   SrII 16 از گـروه  peanut witches’-broomعامـل  

(Omidi unpublished) . فيتوپلاسـماهاي همـراه   بر اين اسـاس 

بيماري در گياهان ليموترش و پروانش با منشاء شهداد هر دو از            

 بوده و بنـابراين از لحـاظ تاكـسونوميكي بـه هـم      SrII 16گروه 

ــستند  ــك ه ــي  . نزدي ــشان م ــايج ن ــن نت ــداي ــه  ده ــه در تهي    ك

اي هرچه فيتوپلاسماهاي عامـل بيمـاري       هاي چند همسانه  پادتن

 از نظـر    تـر باشـند، احتمـالاً     از نظر تاكسونوميكي به هم نزديـك      

  .سرولوژيكي نيز اين ارتباط را نشان خواهند داد

 عصاره گيـاه آلـوده ليمـوترش و         ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱هاي  رقت  

پلاسـماي بـا منـشاء       عصاره پروانش آلوده بـه فيتو      ۱۰۰/۱رقت  

محل .  تهيه شده واكنش نشان دادند     پادتن ۱۰۰/۱شهداد با رقت    

 در .واكنش روي كاغذ نيتروسلولز به رنـگ قرمـز تيـره در آمـد             

رقـت    عصاره گيـاه سـالم و      ۵۰۰/۱ و   ۱۰۰/۱هاي  كه رقت حالي

   عصاره پروانش آلوده به فيتوپلاسماي با منـشاء جيرفـت          ۱۰۰/۱

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

   ...عامل بيمارياي عليه  بادي چند همسانه  تهيه آنتي:زائی و همکاران رمي

۱۵۹  

  
، پروانش آلوده به يك فيتوپلاسما از منطقه (4)، كدو (3)، گوجه فرنگي (2)گياهان آلوده به فيتوپلاسما شامل كنجد  واكنش عصاره .۲شکل 

سرم چند  در مقابل آنتي(1) و گياه سالم ليموترش (7)، ليموترش آلوده (6)، پروانش آلوده به يك فيتوپلاسما از منطقه شهداد (5)جيرفت 

 ۱۰۰/۱هاي مورد استفاده و عصاره پادتنرقت . ي همراه با بيماري جاروك ليموترش در آزمون الايزاي غيرمستقيماي عليه فيتوپلاسماهمسانه

  .باشدمي

Fig. 2. Reaction of several phytoplasma infected plant samples to polyclonal antiserum raised against the phytoplasma 
associated with the lime witches'-broom (LWB) disease in indirect ELISA using 1/100 dilution of antiserum and antigen. 1, 

healthy lime; 2, sesame; 3, tomato; 4, zucchini squash; 5, infected periwinkle by a leafhopper collected from Jiroft; 6, infected 
periwinkle by a leafhopper collected from Shahdad; 7, LWB infected sample.  

  

نتـايج آزمـون    . نـشان نـداد    پـادتن  ۱۰۰/۱هيچ واكنشي بارقـت     

سرولوژيكي ديبا مشابه آزمايش سرولوژيكي الايزاي غير مستقيم    

  .ييد نمودأبوده و آن را ت

ــوع  ــادتندر مجم ــدپ ــاي چن ــسانه ه ــرهم ــه ب ــه  اي ك علي

 انـد، تـا حـدودي بـا       شـده  گياهي توليد  فيتوپلاسماهاي بيمارگر 

يكـي از دلايـل ايـن امـر         . دهندعصاره گياه سالم نيز واكنش مي     

  نتيجــه مــشکل بــودن  در توانــد غيــر قابــل كــشت بــودن ومــي

بنـابراين بـه علـت وجـود        . سازي اين موجـودات باشـد     خالص

 گيــاهي، آمــوده تهيــه شــده از آنهــا از خلــوص بــالايي یاجــزا

هـاي مربـوط بـه گيـاه        دتنپـا رغم جذب   علي. برخوردار نيست 

سالم، هنوز در آزمون الايزا مقداري واكـنش بـين عـصاره گيـاه              

 تهيـه   پـادتن با اين وجـود،     . ها مشاهده گرديد  پادتنسالم و اين    

 بـالائي از اختـصاصي بـودن را    شده در اين بررسي درجه نـسبتاً   

ــي  ــشان داد و م ــوان ازن ــرولوژيكي    ت ــشخيص س ــراي ت آن ب

 بـر اسـاس نتـايج     . موترش استفاده كـرد   فيتوپلاسماي جاروك لي  

توان مي پادتن F(ab')2با تهيه قسمت  ) (1993سعيد و همکاران

تـوان چنـين    در نهايـت مـي    .  را بالا بـرد    پادتناختصاصي بودن   

اي بـراي رديـابي     هـاي چنـد همـسانه     پادتنگيري كرد كه    نتيجه

فيتوپلاسماهاي عامـل بيمـاري فقـط در مـورد فيتوپلاسـماهايي            

بــر . د دارد كــه از نظــر تاكــسونوميكي دور از همديگرنــدكــاربر

 بــراي )(Lee & Davis 1992 لــی و داويــس اســاس گــزارش

اي هاي تك همسانه  پادتنم   ه جداسازي فيتوپلاسماي نزديك به   

اي بـه   از آنجايي كه تهيه آنتـي سـرم چنـد همـسانه           . مفيد است 

 سـريع و    توان تعداد زيادي گيـاه را     امكانات اندكي نياز دارد، مي    

-از طرف ديگر چنين تكنيكـي مـي       . آسان مورد بررسي قرار داد    

تواند به عنوان ابزار مفيدي براي تشخيص ناقلين فيتوپلاسـماها          

اين در صورتي اسـت كـه از حـشرات          . مورد استفاده قرار گيرد   

 استفاده شود   پادتنژن و از گياهان براي تهيه       عنوان آنتي ه  ناقل ب 

هاي گياهي هم ژنسرم و آنتيبين آنتيهاي در اين حالت واكنش  

  .(Saeed et al. 1993)كمتر است 
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