
 الملخص

كمية الزراعة، ومخبر البيولوجيا الجزيئية في الييئة العامة  -أجري البحث في مخبر أمراض النبات البكتيرية
مصدره الأساسي بكتيريا  HarpinEaلمتقانة الحيوية بدمشؽ، استخدـ في ىذه الدراسة بروتيف الياربيف المؤشب 

Erwinia amylovora  المسببة لمفحة النارية عمى التفاحيات، حيث أجري تنسيؿ المورثةHrpN  المسؤولة عف
، بعد تعديمو أدخؿ إلى سلالة التحوير Pmal C2إنتاج البروتيف في ىيئة الطاقة الذرية إلى البلاسميد 

Escherichia coli DH5αلمحورة . أجريت اختبارات التأكد مف صحة الإدخاؿ ومف ثـ عزلت البلاسميدات ا
، وتـ الحصوؿ عمى البروتيف الكمي الذي أجري تنقية بروتيف الياربيف E.coli BL21وأدخمت إلى سلالة التعبير 

 .amylose resinمنو باستخداـ عمود 
، وظير بالرحلاف SDS-PAGEاختبرت نقاوة الياربيف المنتج وقيست تراكيزه باستخداـ الرحلاف عمى ىلامة 

كيمو دالتوف وىو الوزف الجزيئي لبروتيف الياربيف الخاص بػ  44ئي تقديري حزمة واضحة ذات وزف جزي
E.amylovora . كما اختبرت الثباتية الحرارية لمياربيف باعتبارىا إحدى أىـ صفات الياربيف، حيث عرّض

بعدىا حقف في أوراؽ التبغ ( سْ لخمس دقائؽ، 80، 70، 60، 45، 30بروتيف الياربيف لدرجات حرارة مختمفة )
بعد تبريده لدرجة حرارة الغرفة، وروقبت ردة فعؿ فرط الحساسية عمى التبغ، حيث أظيرت النتائج ظيور ردة فعؿ 

 فرط حساسية عمى أوراؽ التبغ مما يدؿ عمى الثباتية الحرارية لمبروتيف.

لدراسة تأثيره في تحفيز المقاومة في  أياـ، 10المؤشب عمى بادرات قمح بعمر  Harpinطبّؽ بروتيف الياربيف 
( واستخدـ الماء المقطر المعقـ كشاىد، SOD) superoxide dismutaseالقمح مف خلاؿ قياس فعالية أنزيـ 

( ساعة وحفظت في 96، 72، 48، 24، 18، 4، 2، 1، 0أخذت العينات بعد الرش عمى أزمنة متعددة )
ت، حيث عزؿ البروتيف الكمي مف العينات المحفوظة عمى شكؿ سْ لحيف إجراء الاختبارا 70 -التجميد عمى 

خلاصات بروتينية وقدرت تراكيزىا بطريقة برادفورد، ومف ثـ قيست الفعالية الأنزيمية لأنزيـ سوبركسيد دسموتاز 
Superoxide dismutase (SOD بواسطة جياز المطياؼ الضوئي، وأظيرت النتائج زيادة فعالية أنزيـ )

بادرات القمح المعاممة ببروتيف الياربيف مقارنة بالمعاممة بالماء المقطر؛ فبدأت الزيادة الممحوظة في في  SODالػ
ساعة مف  96بعد الرش، وازدادت الفعالية حتى بمغت أعمى تركيز للأنزيـ بعد  18فعالية الأنزيـ مف الساعة الػ 

 Native-PAGEىد، كذلؾ أجري رحلاف مرة مف تركيز الأنزيـ في عينات الشا 2.68الرش حيث وصمت إلى 
لمعينات المعاممة بالياربيف والمعاممة بالماء للأزمنة المختمفة وكشؼ عف الأنزيـ عف طريؽ الحزـ الشفافة التي 

( وبينت النتائج ازدياد كثافة ىذه الحزـ في NBT) Nitro Blue Tetrazoliumتظير نتيجة منافسة الأنزيـ لمػ 
ساعة بعد الرش مقارنة بالعينات المعاممة  96، 72، 48، 24، 18اربيف لأزمنة حصاد العينات المعاممة بالي

 zn-SODبالماء ليذه الأزمنة والتي بقيت كثافتيا عمى نفس الدرجة تقريباً، كما دُرس التعبير المورثي لمورثة 
وكانت النتائج مؤكدة والرحلاف عمى ىلامة الآغاروز،  rt-PCRولمورثة الأكتيف كشاىد داخمي عف طريؽ إجراء 

في العينات المرشوشة بالياربيف تدريجياً في العينات، وكانت  zn-SODلما سبؽ حيث تزايدت كثافة حزـ الػ 
ساعة بعد المعاممة بالياربيف مقارنة بالشاىد المعامؿ بالماء، أما تعبير  96أعمى كثافة حزمة عند زمف حصاد 



عينات المعزولة مف نباتات القمح سواء المعاممة بالياربيف أو المعاممة مورثة الاكتيف بقي كما ىو تقريباً في ال
عمى مستوى النسخ أي أنو أدى  SODمما يدؿ بأفّ أفّ لبروتيف الياربيف فعالية عمى تحريض أنزيـ الػ بالماء، 

 .SODلزيادة التعبير عف المورثة المسؤولة عف أنزيـ الػ 

في زيادة فعالية أنزيـ البيروكسيداز  HarpinEaتيف الياربيف المؤشب كذلؾ قيمت كفاءة رش بادرات القمح ببرو 
(POD وذلؾ عف طريؽ قياس الفعالية الأنزيـ إعتماداً عمى طريقتي المطياؼ الضوئي والرحلاف الكيربائي ،)

 (، أظيرت نتائج القياس بالمطياؼ الضوئي زيادة في فعاليةnative-PAGEعمى ىلامة متعدد الأكريؿ أمايد ) 
أنزيـ البيروكسيداز في الأنسجة النباتية لأوراؽ القمح المعاممة ببروتيف الياربيف مقارنة بالمعاممة بالشاىد )الماء(، 

ساعة بعد معاممة الرش بالياربيف مقارنة بالشاىد حيث  72كانت الزيادة تدريجية وبمغت أعمى تركيز للأنزيـ بعد 
ساعة بعد الرش، وأكد ذلؾ الكشؼ عف  96قميلا في الزمف ضعؼ معاممة الشاىد، ثـ انخفضت  1.828بمغت 

( لمخلاصات Native-PAGEعف طريؽ إجراء رحلاف كيربائي متعدد الأكريؿ أمايد ) PODفعالية أنزيـ 
البروتينية لمعينات المدروسة، فبينت نتيجة الرحلاف ازدياد كثافة وشدة حزـ البيروكسيداز تدريجيا في العينات 

ساعة بعد الرش ثـ 72ربيف ووصمت لأعمى فعالية )أعمى كثافة وشدة لمحزمة الناتجة( في الزمف المعاممة باليا
سا بعد المعاممة، كما أجريت دراسة لمتعبير المورثي لمورثة  96انخفضت كثافة الحزمة قميلًا في زمف الحصاد 

GPX  إحدى المورثات المسؤولة عف أنزيـ البيروكسيداز وقورنت بتعبير مورثةTaβ-actin  )الشاىد الداخمي(
أظيرت النتائج ثباتية نسبية في التعبير مع الزمف لكلا المورثتيف سواء في بادرات القمح عمى ىلامة الآغاروز، و 

أو البادرات المعاممة ببروتيف الياربيف أي لـ يظير تأثير لمعاممة القمح ببروتيف الياربيف عمى  المعاممة بالماء
، مما يدؿ عمى أف تأثير بروتيف الياربيف بتحريض انتاج أنزيـ البيروكسيداز ليس GPXة التعبير المورثي لمورث

 عمى مستوى النسخ، وربما ىناؾ مورثات أخرى تمعب دورا في زيادة نشاطو .

 كما درس تأثير الياربيف في رفع تركيز الفلافونيدات الكمية بطريقة كموريد الألمنيوـ المونية، وتبيف ازدياد التركيز
 سا بعد المعاممة. 96عند المعاممة بالياربيف حتى بمغ ضعؼ التركيز تقريباً في معاممة الشاىد عند زمف حصاد 

في نمػو نبػات القمػح، حيػث أخػذت قػراءات نسػبة الإنبػات وطػوؿ الجػذير والسػويقة الياربيف قيـ تأثير بروتيف كذلؾ 
بػػادرات كمؤشػػرات أوليػػة لقػػوة النمػػو؛ وبينػػت التجربػػة وعػػدد الجػػذور والػػوزف الرطػػب والجػػاؼ وتركيػػز الكمورفيػػؿ فػػي ال

( 170.03،   153.95وجود تػأثير معنػوي لميػاربيف فػي طػوؿ الجػذير والسػويقة فػي بػادرات القمػح بعمػر أسػبوع )
( مػػـ، ورافػػؽ زيػػادة الطػػوؿ لمسػػويقة والجػػذير زيػػادة 131.84،  102.27مػػـ عمػػى التػػوالي مقارنػػةً بالشػػاىد المػػاء )

( عمػػى 1.27، 1.20الػػوزف الرطػػب والجػػاؼ لبػػادرات القمػػح المعاممػػة باليػػاربيف حيػػث كػػاف ) معنويػػة فػػي متوسػػط
التػػوالي ضػػعؼ الػػوزف الرطػػب والجػػاؼ لمبػػادرات المعاممػػة بالشػػاىد المػػاء، وبػػنفس الوقػػت ازدادت كميػػة اليخضػػور 

 .مغ /غ في البادرات المعاممة بالياربيف 14.2مغ /غ نبات في الشاىد إلى  11.2معنوياً مف 

مف جية أخرى قيّـ تأثير بروتيف الياربيف في تحفيز مقاومة القمح لمرض عفف جذور القمح واستخدمت عزلات 
القابؿ للإصابة  5بحوث  لعدوى الصنؼ ( Fusarium, Pethium, Rhizoctoniaممرضة تنتمي للأجناس )

 د ثافٍ.وقورف الياربيف بالماء كشاىد أوؿ ومعقـ البذار دايفنكونازوؿ كشاى، بالمرض



أظيرت النتائج أفّ بروتيف الياربيف أعطى فعالية بتحفيز مقاومة القمح للإصابة بأعفاف الجذور الثلاثة المدروسة 
(، 0مماثمة لمعقـ البذار دايفنكونازوؿ )درجة إصابة = Fusariumمقارنة بالشاىد الماء وكانت فعاليتو ضد فطر 

 0حيث معاممة الياربيف أدت لدرجة إصابة = Pethiumبالفطر وتفوؽ عمى معقـ البذار المستخدـ عند العدوى 
، بينما كاف المعقـ أفضؿ منو عند العدوى بالفطر 1بينما معمممة معقـ البذار أظيرت درجة إصابة =

Rhizoctonia. 

ت فعالية بروتيف الياربيف في الحد مف إمراضية بكتيريا تخطط الأوراؽ البكتيري عمى القمح وأخيراً دُرس
Xanthomonas translucens استخدـ في الدراسة عزلتيف لمممرض ،Xt10  وXt4.2  6والصنؼ شاـ 

( % 13.2، 14.8القابؿ للإصابة. أظيرت معاممة الياربيف انخفاض في نسبة شدة الإصابة بالعزلتيف إلى )
% في بادرات القمح المعاممة Xt10 6.4عمى التوالي مقارنةً بالشاىد؛ حيث بمغت نسبة شدة الإصابة بالعزلة 

%، بينما بمغت في البادرات المعدية بالعزلة 43.2بالياربيف مقارنةً بالشاىد الذي بمغت فيو نسبة شدة الإصابة 
Xt4.2 (5.2 ،39.2 بالنسبة لمبادرات المعاممة بالياربيف والماء عمى التوالي، اقترف انخفاض شدة الإصابة % )

 72لنمو البكتيري في الأنسجة؛ حيث بدأ الانخفاض في التعداد البكتيري لمعزلتيف بعد بالعزلتيف بانخفاض في ا
و أقؿ  Xt10مرة في النباتات المعاممة بالياربيف مقارنة بالشاىد لمعزلة  50ساعة مف العدوى فكاف التعداد أقؿ بػ 

اعة مف العدوى بالعزلتيف س 99واستمر انخفاض التعداد البكتيري لبعد  Xt4.2مرة بالنسبة لمعزلة  120ب 
، وبذلؾ يكوف بروتيف الياربيف قد أثبت فعالية في الحد مف إمراضية وتخطط الأوراؽ Xt4.2و Xt10الممرضتيف 

 البكتيري عمى القمح.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

This study was conducted in Plant Bacterial Diseases lab at Damascus university - 

faculty of Agriculture, and Molecular Biology lab at National Commission for 

Biotechnology, In this research, recombinant HarpinEa protein was used, the native 

source for it is the bacterium Erwinia amylovora, which causes fire blight on apple. 

At the Atomic Energy Commission, HrpN gene which is responsible for producing 

this protein, was cloned into the Pmal C2 plasmid, then  modified Pmal C2 plasmid 

was introduced into transformation-efficient Escherichia coli DH5α strain. After 

ensuring the accuracy of insertion, the modified  plasmids were isolated and 

introduced into expression strain "E.coli BL21". The total protein was obtained, 

which Harpin was purified from was performed using amylose resin column. 

Harpin purity and its molecular weight was studied using SDS-PAGE method, clear 

band was obtained that had a molecular weight of 44 kDa, which is the Molecular 

weight of harpin protein in E.amylovora, also thermal stability of Harpin was tested as 

a one of important characteristics. It was exposed to different temperatures (30, 45, 

60, 70, 80 C) for 5 minutes, then Harpin was injected into tobacco leaves after cooling 

Harpin to room temperature, after that Hypersensitivity reaction (HR) at tobacco was 

noted, the result showed appearance HR at tobacco leaves. 

After confirming the characteristics of Harpin protein, its efficiency in inducing 

defense reactions in wheat plants was studied. Harpin was applied on 10-day wheat 

seedlings by spraying, to study its effect in increasing wheat resistance by measuring 

the activity of superoxide dismutase (SOD) enzyme, sterilized distilled water was 

used as a control, samples were collected from plants at (0, 1, 2, 4, 18, 24, 48, 72, 96) 

hour post-treatment and stored at -70°C, total protein was extracted from frozen 

samples ,their concentrations were estimated using Bradford assay. 

Superoxide Dismutase (SOD) activity was determined by using spectrophotometer 

assay for the protein extracts of all post-treatment samples, the results showed 

increasing in the activity of the SOD enzyme in wheat seedlings which were treated 

with Harpin protein compared to ones which were treated with distilled water, the 

noticeable increase in the effectiveness of the enzyme began from 18 hour after 

spraying, and were still increasing to 96 hours post-treat, where they reached 2.68 

times the concentration of the enzyme in the control samples, The SOD activity was 

determined by native polyacrylamide electrophoresis for post-treated-samples, the 



enzyme was detected through the transparent bands that appear as a result of the 

competing between SOD and Nitro Blue Tetrazolium (NBT), the density of these 

bands increased in the samples treated with Harpin from 18 hours after spraying, 

compared to samples treated with water for these times, whose density remained 

approximately at the same degree. Gene expression of zn-SOD was studied by reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (rt-PCR) and electrophoresis on agarose gel, 

actin expression used as an internal control, the results showed gradual increase in the 

density of the zn-SOD bands in post- Harpin treatment samples, the highest band 

density was at 96 hours post-treatment with Harpin in comparison with control which 

is treated with water. On the other hand, the study of actin gene expression showed, 

the same density of bands in post-treatment samples in both treatments (Harpin and 

water) i.e gene expression was constant, which indicates that the effect of Harpin 

protein on stimulating the SOD enzyme activity is by increasing its gene expression. 

Also, the efficiency of spraying wheat seedlings with the recombinant HarpinEa 

protein was evaluated in increasing the activity of the peroxidase enzyme (POD), 

spectrophotometry and polyacrylamide gel electrophoresis (native-PAGE) assays 

were used for that, the results of enzyme activity measurement by spectrophotometer 

showed increasing in POD activity at wheat seedlings which were treated with Harpin 

compared to seedlings that were treated with water (control).  The highest activity of 

the enzyme was at 72 hours post-treatment with Harpin compared to control (it 

reached 1.828 times concentration of the enzyme in the control), then it had decreased 

slightly at 96 hours after spraying. Detection of POD enzyme activity by 

polyacrylamide electrophoresis (Native-PAGE) confirmed the last result, 

electrophoresis showed that the density and intensity of the peroxidase bands 

gradually increased in samples treated with Harpin and reached the highest 

effectiveness (the highest density and intensity of the resulting band) at 72 hours post-

treatment with Harpin, then the band density decreased slightly at 72 hours post-

treatment with Harpin. 

Gene expression of GPX (one of the genes responsible for peroxidase enzyme) was 

conducted, and was compared to gene expression of Taβ-actin gene as internal control 

on agarose gel. The results showed stability in gene expression by time for both 

genes, whether in wheat seedlings treated with water or seedlings treated with Harpin, 

i.e. there wasn't any effect of treating wheat with harpin protein on the GPX gene 

expression, which indicates that gene expression isn't the effect of Harpin protein in 



stimulating activity of peroxidase enzyme, maybe there are other genes that play a 

role in increasing its activity. 

The effect of Harpin on concentration of total flavonoids in wheat was studied using 

aluminum chloride colorimetric method, and showed double increasing in harpin 

treatment, compared to control treatment at 96 h post-treatment samples. 

Also, the effect of HarpinEa protein on the growth of wheat was evaluated. The 

percentage of germination, root and peduncle length, number of roots, wet and dry 

seedling weight, and chlorophyll concentration were recorded as primary indicators of 

growth. The experiment showed that there was a significant effect of Harpin on length 

of  root and peduncle and in wheat seedlings compared to the control. Also, there  was 

asignificant increase in wet and dry weight of seedlings treated with Harpin, the 

amount of chlorophyll had increased significantly from 11.2 mg/g in the control to 

14.2 mg/g in the seedlings treated with Harpin. 

On the other hand, the effect of Harpin protein in inducing wheat resistance to root rot 

disease was studied. Three fungal isolates of Fusarium, Pethium, Rhizoctonia were 

used in this study to infect the Bohoth 5 variety which is susceptible to this disease. 

Harpin was compared with water and difenconazole. the results showed that Harpin 

protein stimulated defense response in wheat against root rots, in comparsion to 

control.    

The activity of  Harpin protein in reducing the pathogenicity of the Bacterium 

Xanthomonas translucens  which caused Bacterial leaf streak (BLS) on wheat was 

evaluated. Two isolates of the pathogen Xt10 and Xt4.2, and the wheat cultivar Sham 

6 which is susceptible to disease were used. Harpin treatment showed decreasing in 

infection severity in both isolates (14.8, 13.2)%. respectively compared to the control 

; Whereas, the rate of infection severity with isolate Xt10 was 6.4% in wheat 

seedlings treated with Harpin compared to control which was 43.2%, while in 

seedlings infected with the isolate Xt4.2 reached (5.2, 39.2)% for seedlings treated 

with Harpin and water, respectivel. Decreased infection severity of the two isolates 

was associated with a decrease in bacterial growth in the tissues, where the decrease 

in the bacterial count of the two isolates began 72 hours after infection, and the count 

was 50  times less in the plants treated with Harpin compared to control for  isolate 

Xt10 and 120 times lower for Xt4.2 isolate. 

As a result, this study showed the possibility of treating wheat with Harpin protein 

which is locally produced to increase its immunity and resistance to various pests. 


