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 چکيده

لاین سلول هیبریدومای یک منظور استفاده در فرایند تولید كیت تشخیص عامل بیماری باكتریایی نواری غلات در بذور آلوده گندم و جو، به

های میلومااای  از الحاااس ساالول ( تولید شد. این لاین  L-B7به نام  ) Xanthomonas translucens pv. translucensدودمانی در مقابل پادتن تک ۀتولیدكنند

SP2/0    های  موش   لنفوسیت طحال های  سلول باBALB/c ،   از این پاتووار    جدایه   یک شده با  كوبی مایه ( UPB684 ایااران شده ازجااو در  جداسازی ) ، تهیااه شااد. 

 و بااا مثباات واكاانش X. t. pv. translucens پاااتووار از جدایااه 15و  X. t. pv. undulosaپاااتووار  از جدایااه 15 بااا شده تولید مونوكلونال بادیآنتی

 عنوانبااه هاام و ایمیونااو ن عنوانبه هم زنده باكتری، هایسلول. داد نشان منفی واكنش X. t. pv. poaeو  X. t. pv. graminis های دو پاتووارجدایه

  تمااایز   باارای   تااوان ماای   بااادی آنتاای   ایاان   از .  شد   ، مناسب ارزیابی الایزا  آزمون   براساس   بادی آنتی   قدرت .  گرفتند   قرار   استفاده   مورد  الایزا  های آزمون   در    ن آنتی 

 . كرد   استفاده  تشخیص،   كیت   تولید  فرآیند   در  همچنین   و ها  تووار پا  سایر   از   ، ، عوامل بیماری باكتریایی نواری غلات undulosaو    translucensهای  تووار پا 

 Xanthomonas translucens pv. translucensگندم، جو، ، دودمانیپادتن تک غلات،بیماری باكتریایی نواری : هاي کليديواژه
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Abstract 

In order to be used in studies related to the production of a kit for detection of the causal agent of bacterial leaf streak of cereals, in 

contaminated wheat and barley seeds, a hybridoma cell line (named L-B7) secreting monoclonal antibody to Xanthomonas translucens pv. 

translucens by fusing SP2/0 myeloma cells with splenocytes from immunized BALB/c mice with one strain of this bacteria (UPB684 

isolated from barley in Iran), were produced. The monoclonal antibody produced, reacted positively with X. c. pv. undulosa (15 strains) and 

pv. translucens (15 strains). Strains from other pathovars (X. c. pv. graminis and pv. poae) gave a negative reaction. Antibody potency was 

assessed by testing in ELISA. Whole cells were used both as immunogen and as antigen in ELISA tests. This antibody could be used to 

differentiate Xanthomonas translucens pathovars, causing bacterial leaf streak of cereals, from other pathovars, as well as in the process of 

producing a detection kit. 
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 مقدمه

درسااال  در آمریكا  بار غلات، نخستین بیماری باكتریایی نواری  

ماازار     از   1362و   1361هااای  طی سااال م و در ایران  گند از  1902

 .(Alizadeh and Rahimian, 1989)  شد   گزارش گندم و جو كرمان  

در سااال های انجام گرفته توسط علیزاده و رحیمیااان  با بررسی

 دو پاتوار از این باكتری، ابتدا در بعضی از مزار  كرمااان1389

 انااد از كه عبااارت ،  های كشور گزارش شد و سپس از بیشتر استان 
Xanthomonas translucens pv. undulosa (ex Jones et al. 1917) 

Vauterin et al. 1995 وX. t. pv. translucens (ex Jones et al. 1917) 

Vauterin et al. 1995.  دامناام میزبااانیX. t. pv. translucens 

گندم، جو، چاااودار،  شامل X. t. pv. undulosaو  جو  محدود به

قادر به ایجاد آلودگی در  اما ،بود چچم، بروموس و آگروپیرون

 در سال ،  این بیماری . (Alizadeh et al., 1994)میزبان یولاف نبود 

های ایران، كاری بسیاری از استاناز مناطق مختلف گندم  1995

مختلااف  های ایزولااه .( Alizadeh et al., 1995a)گاازارش شااد 

متنااو   زایی شده از این دو پاتودار در ایران، ازنظر بیماری آوری جمع 

و ازلحاظ  (Alizadeh et al., 1994; Alizadeh et al., 1995b) بوده

 ;Alizadeh et al., 1996).گرفتندمولكولی نیز در چند گروه قرار 

Alizadeh et al., 1997; Habibian et al., 2021)  واكاانش ارقااام

و برخی از ارقام ایرانی و خارجی جااو در  رایج گندم در ایران

 برابااار ایااان بیمااااری متفااااوت گااازارش شاااده اسااات 

(Alizadeh et al. ,1994 ; Alizadeh et al., 1995c; Beiki et al., 2002) .

خسارت ایاان بیماااری در ماازار  گناادم آباای های اخیر  درسال

اقتصااادی و زیااانبساایاری از مناااطق كشااور بااالاتراز ساا  

باااكتری عاماال ایاان بیماااری   .كننده ارزیابی شااده اساات نگران

 های گندم وجود داشته باشاادتواند در س   و یا داخل دانهمی

 .(Duveiller et al., 1997) سااال دیگاار منتقاال شااودبهو از سالی

تاارین از مهااماستفاده از بذر سااالم و عاااری از آلااودگی یكاای

از یكاایهای كنترل این بیماری در ساا   مزرعااه اساات. روش

 ،برای تعیااین میاازان ساالامتی بااذر  و ارزان  مناسب   هایحلراه

است كه كشاورز، خود، بتواند   تشخیص سریعكیت    استفاده از

 م العات.  سرعت از سلامت بذر خود م لع شودراحتی و بهبه

هااای تشخیصاای مناسااب، تولید كیت   در  دتوانسرولو یكی می

هااای اخیاار . پیشاارفت كمک نمایااد  ،ساده و سریعنسبتا  ارزان،  

دودمااانی، امكااان هااای تااکتكنولااو ی تولیااد پااادتن  مدرزمین

هااا را درساا   پاااتووار فااراهم تشخیص ساده و سریع باكتری

 (1993)و ورویاان  براگارد. (Alvarez et al., 1985)نموده است 

)كه روی گندم، جو  X. t. pv. undulosaدودمانه علیه پادتن تک

تولیااد   ،كنااد(های دیگر ایجاد آلودگی میو تعدادی از گرامینه

هااای عاماال بیماااری سااوش  بااینقااادر بااه تمااایز    كه  ،نمودند

 X. translucensباكتریااایی نااواری غاالات از سااایر پاتوارهااای 

. در ایاان تحقیااق سااعی (Bragard and Verhoyen, 1993)بودند 

)كااه فقااط   translucensدو جدایااه از پاااتوار    ازگردید بااستفاده

 ن اقاادام بااه تولیااد عنااوان آنتاای(، بهاست زا  روی جو بیماری

 شود.  دودمانهبادی تکآنتی

 

 بررسيروش 

دو ، X. t. pv. translucens هااای كاماال باااكتریاز ساالول

یااا  1UPB(458 جااو در هنااد شااده ازجاادایكاای  ،سااوش

(NCPPB2389 (Shekhawat and Patel, 1978)  جاادادیگااری و 

 ،(.Alizadeh et al., 1995a) (UPB684) شااده ازجااو در ایااران،

 دومااوش    ی، ششسازایمناستفاده شد. برای     نعنوان آنتیبه

تزریااق داخاال از تكنیااک بااستفاده  BALB/c  ماهه از نو چهارتا

بااا   فاصااله دوهفتااه از یكاادیگرمرحله و بااه  چهاردر    2صفاقی

تازه )سه مااوش بااا   های باكتریسوسپانسیونمیكرولیتر از  100

( PBSدر بااافر  1cfu/ml 1010هاار سوسپانساایون بااه غلظاات 

از آخاارین روز پسسی. (Alvarez et al., 1985) شدند كوبیمایه

برداشااته و  كوبی شااده،هااای مایااهطحااال مااوش ،كااوبیمایااه

محاایط مااایع   (، در3باایهای لنفوسیت های طحال )سلولسلول

EMEM4 EMEM) :100كشاات محاایطلیتاار از میلاایEMEM ،

 (Hepes5لیتاار تااامپون  میلااییااکلیتر استرپتومایسین و  میلییک

 
1 UPB = Unit of Phytopatbogenic Bacteria, UCL, Louvain-la-Neuve, Belgium 
2 interaperitoneale 
3 B lymphocytes 
4 Eagle's minimum Essential Medium 
5 Hypoxanthine, Aminopterin, thymidine 
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 نگهااداری شااد سلساایوس مدرجاا ازهاام جاادا و در چهااار 

(Zhang 2012). های ساالول ساالولی میااذی ملایاا  باارای تهیااه

 BALB/cاز فضای پریتونیال یک مااوش (  Peritoneal)  یالنپریتو 

چاهكی، پخااش   96های  در پلیت و    هكوبی شده برداشتغیرمایه

های سااانتریفو  ساالول ومخلااو   ازپس .(Zhang 2012) شدند

، كامل RPMIكشت در محیط (SP2/0)  موشی میلومای وطحال 

 یكااولگلااتاایلناز محلااول پلاای  بااستفاده  یک،به    پنجنسبت  به

(PEG1450, Sigma) محیط  درEMEM  ساالولی انجااام والحاس 

 96هااای در پلیاات  هیبریاادوماهای تولیدشااده سوسپانساایون

 ساالولی میااذی، پخااش و در انكوباااتور  مچاهكی حاااوی لایاا 

نگهااداری   سلساایوس  مدرجاا 37  دمااایدر    حاوی گازكربنیااک

هااای كلاان از آن،پااس ماااهدوشاادند. از روز سااوم تااا حاادود 

، هاااهای حاوی كلاانچاهک  درحال تكثیر و نهایتاًهیبریدومای  

یافتم داخل كشت تیییررنگشناسایی و كدگذاری شدند. محیط

 بااا كمااک آزمااونو    آوریجمع  ی حاوی هیبریدوما،هاچاهک

مااورد بررساای قاارار   هااا،آنبااادی در  وجود یا عدم آنتی  الایزا

 بااادی مااوردنظر در ازتآنتی  ۀكنندهای تولیدماهیبریدو  .گرفت 

 نگهااداری  سسلسیو   مدرج196  منهایدمای  در  مایع منجمد و  

 .(Hutsghemagkers et al.,1988) شدند

 ،هااای حاصاالهتوانااا ی پااادتن  بااستفاده از آزمون الایاازا،

سااوش از پاااتوار 15لیتاار از سوسپانساایون میلاای100علیااه 

translucens  سااوش از پاااتوار 15وundulosa سااوشو یااک 

هااا كه مشخصااات آن  graminisو    poaeاز هریک از پاتوارهای  

 سااالول از810غلظااات باااه آماااده اسااات، 1در جااادول 

 گردیااد ارزیااابی ،BSAلیتاار بااافر میلاای هاار سااوش در

(Bragard and Verhoyen, 1993). 
 

 مورد سنجش قرار گرفتند. ها های تولیدی علیه آنكه كارایی پادتن Xanthomonas translucensهای چهار پاتووار از مشخصات استرین -1جدول 

Table 1. Strains of four Xanthomonas translucens pathovars, against which the efficacy of the antibodies was evaluated . 
Pathovar names of   

X. translucens 
Collection number1 Country Isolation year Plant host Isolated by:2 

graminis NCPPB2700 Switzerland 1973 D. glomerata3 NI 
poae UPB 952 Switzerland NI P. trivialis4 NI 

translucens UPB 907 Iran, Arak 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB929 Iran, Kahnooj 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 
translucens UPB 940 Iran, Boroujerd 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB 880 Libya 1990 Barley NI 

translucens UPB 684 Iran 1984 Barley Alizadeh et al., 1995a 
translucens UPB 814 Iran, Abadeh 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB 820 Iran, Arak 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB 833 Iran, Kerman 1988 Barley Alizadeh et al., 1995a 
translucens UPB 852 Iran, Saveh 1989 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB 867 Iran, Darab 1990 Barley Alizadeh et al., 1995a 

translucens UPB 448 USA 1933 Barley Reddy et al., 1924 
translucens UPB 545 Mexico 1987 Barley Duveiller et al., 1997 
translucens UPB 675 South Africa NI rye Smith, et al.,1919 
translucens UPB 681 South Africa NI Wheat Smith, et al.,1919 
translucens UPB 458 India 1978 Barley Shekhawat and Patel, 1978 
undulosa UPB 903 Iran, Kerman 1989 Wheat Alizadeh et al., 1995a 

undulosa UPB 922 Iran, Kerman 1988 Wheat Alizadeh et al., 1995a 
undulosa UPB931 Iran, Malayer 1990 Wheat Alizadeh et al., 1995a 

undulosa UPB 933 Iran, Fars 1990 Wheat Alizadeh et al., 1995a 

undulosa UPB 935 Iran, Isfahan 1990 Wheat Alizadeh et al., 1995a 
undulosa UPB941 Iran, Sirjan 1989 Wheat Alizadeh et al., 1995a 

undulosa UPB 804 Iran, Dorood 1990 Wheat Alizadeh et al., 1995a 
undulosa UPB 854 Iran, Azna 1990 Wheat Alizadeh et al., 1995a 

undulosa UPB 410 Argentina 1988 Wheat Colin et al., 1990 

undulosa UPB 426 Argentina 1988 Wheat Colin et al., 1990 
undulosa UPB 443 Canada 1966 T. turgidum5 Hagborg, 1968 
undulosa UPB 513 Mexico 1987 Triticale Duveiller et al., 1997 

undulosa UPB 522 Mexico 1987 Wheat Duveiller et al., 1997 
undulosa UPB 728 Iran 1984 Wheat Alizadeh et al., 1995a 
undulosa UPB956 Canada 1966 T. turgidum Hagborg, 1968 

1: NCPPB, National Collection of Phytopathogenic Bacteria, Harpenden, UK;UPB, UPB = Unit of Phytopathogenic Bacteria, UCL, Louvain-la-Neuve, 

Belgium. 2: NI, non identified, Smith, 1917, Colin et al. 1990, Shekhawat, and Patel, 1978. 3: Dactylis glomerata, 4: Poa trivialis, 5: Triticum turgidum  
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هااای  بااادی تولیدشااده در رقاات آزمون تعیین قاادرت آنتاای 

  بااستفاده از تست الیزا برای اسااترین  10-3تا  10-1سریالی از غلظت 

UPB 684   مورد بررسی قرار گرفت  (Bragard and Verhoyen, 1993) :  

در    دودمانااه بااادی تااک آنتاای منظور بررساای اولیاام كااارایی ایاان  به 

تشخیص عامل بیماری باكتریایی نواری غلات در بذرهای آلااوده،  

انجام شد. در    ( Immunofluorescence- IF)   آزمون ایمیونوفلورسنس 

،  Pseudomonas syringae pv. atrofaciensایاان آزمااون از باااكتری  

 . (Duveiller and Bragard, 1992)عنوان شاهد منفی استفاده شد  به 

 

  نتيجه و بحث

 سااازی شااده تنهااا دو عاادد تااا پایااان موش ایماان  شش از 

هااای   ن از آنتی ها بایكی مراحل، باقی ماندند. هریک از این موش 

UPB684    وUPB458  چهااارده و شااشسازی شده بودند.  ایمن 

 

های میلومااا بااا از الحاس سلولبه ترتیب  كلن سلول هیبریدوما  

 UPB458  هااایشده با استرینكوبیهای طحال موش مایهسلول

، الایاازا براساس آزمایشات (.2شد )جدول حاصل  UPB 684و 

های های میلوما بااا ساالولاز الحاس سلول  (L-B7)كلن  تنها یک

دساات آمااد، به UPB 684شده با استرین كوبیطحال موش مایه

از   ،های عامل بیماااری نااواری غاالاتباكتری  مبه كلیكه نسبت 

تولیدشااده در براباار   بااادیخود واكنش مثبت نشااان داد. آنتاای

 (. 2)جدول   داد  نشان   منفی واكنش    poaeو   graminisارهای  و پاتو 

 10-1های  بادی برای رقت میزان جذب نوری محلول آنتی

بااادی ونیم تا دو بااود، بنااابراین توانااایی آنتاایبین یک  10-2و  

قبول تلقی شد. ( قابلL-B7موجود در مایع روی هیبریدومای )

از هااای حاصاالباااكتریتنهااا باارای    آزمون ایمیونوفلورساانس،

 شستشوی بذور آلوده، مثبت بود.

 . Xanthomonas translucensهای چهار پاتووار از با استرین هیبریدوماهای كلنواكنش پادتن تولیدی   -2جدول 

Table 2. Clones produced from hybridoma cells and their antibody reaction with strains of four Xanthomonas translucens pathovars . 

X. t. pvs. graminis and 

poae strains reaction 

with clones supernatant 

15 strains of X. t. pv. 

translucens reaction with 

clones supernatant 

15 strains of X. t. pv. 

undulosa reaction with 

clones supernatant 

Alived clones 

after melting 

(+) 

Developed 

clones 
Antigens 

- - - + B-F10 UPB 458 

- - - + B-G10 UPB 458 

N N N - E-C11 UPB 458 

- - - + B-D4 UPB 458 

- - - + B-D1 UPB 458 

- - - + B-G12 UPB 458 

- - - + B-G10 UPB 458 

- - - + A-B10 UPB 458 

N N N - C-A2 UPB 458 

- - - + H-C2 UPB 458 

- - - + H-C2 UPB 458 

N N N - B-G11 UPB 458 

N N N - B-D10 UPB 458 

N N N - C-A2 UPB 458 

- - - + I-G6 UPB 684 

- - - + I-E11 UPB 684 

- - - + I-F11 UPB 684 

- - - + I-H7 UPB 684 

- + + + L-B7 UPB 684 

- - - + L-D8 UPB 684 
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های سرولو یک برای شناسااایی روش  ،های اخیردر سال

هااای در كشاات  عامل بیماری نواری غاالاتمختلف    هایسویه

خالص و تشخیص پاتو ن در بذر آلااوده توسااعه یافتااه اساات 

(Claflin and Ramundo, 1987; Azad and Schaad, 1988). 

  نیااکآنتاای  ۀكنناادیک تعییندودمانی كه فقط بههای تکپادتن

(epitope)دهنااد، باارای تعااداد زیااادی از واكاانش نشااان ماای

 تولیاادهااا هااای مختلااف زانتوموناااسگونااه پاتووارهااای

 دودمانااه علیااهپااادتن تااک  چهاربراگارد و وروین    شده است.

X. t. pv. undulosa    كردند  تولید(Bragard, and Verhoyen, 1993) .

هااای عاماال بیماااری قادر به متمایز ساختن سوشها  این پادتن

هااای مربااو  بااه سااایر باكتریااایی نااواری غاالات از سااوش

های زانتوموناس و نیااز و سایر گونه X. translucensپاتوارهای 

 . هستندهای دیگر جنس

دودمانااه بااادی تکما در این تحقیق موفق به تولید آنتاای

سااایر   ازپاتوارهای عامل بیماااری نااواری غاالات    كنندهمتمایز

 ن آن )باارخلاف شاادیم كااه آنتاای .X. translucensپاتوارهااای 

توانست   حقیقاین ت  است.  translucensپاتووار    م العات قبلی(

. اسااتفاده از تكمیاال كناادنتایج حاصاال از م العااات قبلاای را  

در ایاان م العااه و م العااات قبلاای، كه    ،دودمانههای تکپادتن

 تواننااد می اند، تولید شده  translucens و  undulosaعلیه پاتووارهای  

در ردیابی باكتری عامل ایاان بیماااری در بااذور گناادم و جااو 

باانجام تحقیقات قبلی و این .  داشته باشند  موثریكاربرد    ،آلوده

  ندودمانااه علیااه دو آنتاایبااادی تااکم العه، تعداد پنج آنتاای

X. t. pv. undulosa  وX. t. pv. translucens .از  فراهم شده است

توان در شناسایی، تشااخیص دودمانه میهای تکبادیاین آنتی

   استفاده نمود. "سریعتشخیص "های كاربردی  و تولید كیت 

 

 تشکر و قدرداني

از مسئولین و كاركنان دانشكده مهندسی علااوم زیسااتی 

دانشگاه كاتولیک لااوون )واقااع در لااوون لانااوف در بلژیااک( 

خاطر فراهم كردن امكانات و تجهیزات لازم برای انجام این به

 شود.تحقیق، سپاسگزاری می
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