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 تصرٌح

 Erwiniaمن البكتٌرٌا  Hrp Nعزل وتنسٌل وتعبٌر مورثة أصُرّح بأنّ هذا البحث " 

amylovora وتقٌٌم فعالٌة الهاربٌن بتحرٌض بعض ردود الفعل الدفاعٌة على نبات القمح  "

ا لذلك، وأنّ  كل العمل،  لم ٌسبق أن قدم للحصول على أي درجة جامعٌة أخرى، وغٌر مقدم حالٌا

هً جهودي الشخصٌة، وبتوجٌه من المشرف والمشرف المشارك، وجمٌع  والنتائج المذكورة

 نسبت إلى مصادرها ضمن النص وفً قائمة المراجع. ذه الرسالةالمراجع التً ذكرت فً ه
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 شكر

الحمد والشكرلله فً الأول والآخر، بداٌةا أتقدم بالشكر والعرفان لجامعة دمشق وكلٌة الهندسة 

الزراعٌة وللسادة المشرفٌن الأستاذ الدكتور محمود أبو غرة والدكتورة عروب المصري على 

إتمام وإنجاز لقبولهما بالإشراف على هذه الأطروحة وتقدٌم خبراتهم العلمٌة والعملٌة فً سبٌل 

العمل، والشكر موصول للدكتورة عاٌدة جلول لإسهامها الكبٌر والفعال فً هذا البحث، كم أتقدم 

بالشكر للسادة أعضاء لجنة الحكم الموقرة الأستاذ الدكتور محمد محمد والأستاذ الدكتور زكرٌا 

والأستاذ الدكتور الناصر والأستاذ الدكتور محمود أبو غرة والباحث الدكتور أنطونٌوس داود 

نزار عٌسى على جهودهم المبذولة فً التدقٌق والتصوٌب وطلب تعدٌلات من شأنها إخراج 

الأطروحة بأفضل شكل، والشكر والمتنان الكبٌر للهٌئة العامة للتقانة الحٌوٌة على جمٌع ما 

 قدمته من مواد وتجهٌزات متوفرة لولها لما أمكن متابعة العمل فً البحث.

نهاٌة شكراا لجمٌع أصدقائً وزملائً فً العمل الذٌن قدموا جمٌع أشكال الدعم أثناء وفً ال

إنجاز العمل والشكر الكبٌر لعائلتً أمً الحبٌبة وأخوتً الأعزاء وزوجتً الغالٌة وأمٌرتً 

ا.  الصغٌرة إٌفا على مساندتهم ودعمهم غٌر المحدود طٌلة فترة دراستً ... شكراا لكم جمٌعا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 السمخص

كمية الدراعة، ومخبخ البيػلػجيا الجديئية في الييئة العامة  -أجخي البحث في مخبخ أمخاض الشبات البكتيخية
مرجره الأساسي بكتيخيا  HarpinEaلمتقانة الحيػية بجمذق، استخجم في ىحه الجراسة بخوتيغ الياربيغ السؤشب 

Erwinia amylovora  السدببة لمفحة الشارية عمى التفاحيات، حيث أجخي تشديل السػرثةHrpN  السدؤولة عغ
، بعج تعجيمو أدخل إلى سلبلة التحػيخ Pmal C2إنتاج البخوتيغ في ىيئة الصاقة الحرية إلى البلبسسيج 

Escherichia coli DH5α السحػرة. أجخيت اختبارات التأكج مغ صحة الإدخال ومغ ثع عدلت البلبسسيجات 
بخوتيغ الياربيغ البخوتيغ الكمي الحي أجخي تشقية ، وتع الحرػل عمى E.coli BL21وأدخمت إلى سلبلة التعبيخ 

 .amylose resinمشو باستخجام عسػد 
، وضيخ بالخحلبن SDS-PAGEاختبخت نقاوة الياربيغ السشتج وقيدت تخاكيده باستخجام الخحلبن عمى ىلبمة 

كيمػ دالتػن وىػ الػزن الجديئي لبخوتيغ الياربيغ الخاص بـ  44حدمة واضحة ذات وزن جديئي تقجيخي 
E.amylovora . كسا اختبخت الثباتية الحخارية لمياربيغ باعتبارىا إحجى أىع صفات الياربيغ، حيث عخّض

حقغ في أوراق التبغ  ابعجى( سْ لخسذ دقائق، 80، 70، 60، 45، 30بخوتيغ الياربيغ لجرجات حخارة مختمفة )
حيث أضيخت الشتائج ضيػر ردة فعل  ،حداسية عمى التبغالردة فعل فخط ، وروقبت بعج تبخيجه لجرجة حخارة الغخفة
 لمبخوتيغ. حخاريةالثباتية المسا يجل عمى  فخط حداسية عمى أوراق التبغ

، لجراسة تأثيخه في تحفيد السقاومة في أيام 10بعسخ  قسحالسؤشب عمى بادرات  Harpinشبّق بخوتيغ الياربيغ 
السعقع كذاىج،  ( واستخجم الساء السقصخSOD) superoxide dismutaseالقسح مغ خلبل قياس فعالية أنديع 

( ساعة وحفطت في 96، 72، 48، 24، 18، 4، 2، 1، 0أخحت العيشات بعج الخش عمى أزمشة متعجدة )
لحيغ إجخاء الاختبارات، حيث عدل البخوتيغ الكمي مغ العيشات السحفػضة عمى شكل سْ  70 -التجسيج عمى 

 سػبخكديج دسسػتاز خلبصات بخوتيشية وقجرت تخاكيدىا بصخيقة بخادفػرد، ومغ ثع قيدت الفعالية الأنديسية لأنديع
Superoxide dismutase (SODبػاسصة جياز السصياف الزػئي، وأضيخت الشتائج زيادة فعا ) لية أنديع

في بادرات القسح السعاممة ببخوتيغ الياربيغ مقارنة بالسعاممة بالساء السقصخ؛ فبجأت الديادة السمحػضة في  SODالـ
ساعة مغ  96بعج الخش، وازدادت الفعالية حتى بمغت أعمى تخكيد للؤنديع بعج  18فعالية الأنديع مغ الداعة الـ 

 Native-PAGEلأنديع في عيشات الذاىج، كحلظ أجخي رحلبن مخة مغ تخكيد ا 2.68الخش حيث وصمت إلى 
وكذف عغ الأنديع عغ شخيق الحدم الذفافة التي  لسعاممة بالساء للؤزمشة السختمفةلمعيشات السعاممة بالياربيغ وا

( وبيشت الشتائج ازدياد كثافة ىحه الحدم في NBT) Nitro Blue Tetrazoliumتطيخ نتيجة مشافدة الأنديع لمـ 
ساعة بعج الخش مقارنة بالعيشات السعاممة  96، 72، 48، 24، 18ربيغ لأزمشة حراد لعيشات السعاممة بالياا

 zn-SOD، كسا دُرس التعبيخ السػرثي لسػرثة بالساء ليحه الأزمشة والتي بقيت كثافتيا عمى نفذ الجرجة تقخيبا  
عمى ىلبمة الآغاروز، وكانت الشتائج مؤكجة والخحلبن  rt-PCRولسػرثة الأكتيغ كذاىج داخمي عغ شخيق إجخاء 

في العيشات، وكانت  في العيشات السخشػشة بالياربيغ تجريجيا   zn-SODلسا سبق حيث تدايجت كثافة حدم الـ 
ساعة بعج السعاممة بالياربيغ مقارنة بالذاىج السعامل بالساء، أما تعبيخ  96أعمى كثافة حدمة عشج زمغ حراد 



 

في العيشات السعدولة مغ نباتات القسح سػاء السعاممة بالياربيغ أو السعاممة  كسا ىػ تقخيبا  مػرثة الاكتيغ بقي 
عمى مدتػى الشدخ أي أنو أدى  SODمسا يجل بأنّ أنّ لبخوتيغ الياربيغ فعالية عمى تحخيس أنديع الـ بالساء، 

 .SODلديادة التعبيخ عغ السػرثة السدؤولة عغ أنديع الـ 

في زيادة فعالية أنديع البيخوكديجاز  HarpinEaكحلظ قيست كفاءة رش بادرات القسح ببخوتيغ الياربيغ السؤشب 
(PODوذلظ ،)  عمى شخيقتي السصياف الزػئي والخحلبن الكيخبائي  عتسادا  إ عغ شخيق قياس الفعالية الأنديع

قياس بالسصياف الزػئي زيادة في فعالية (، أضيخت نتائج الnative-PAGE)  عمى ىلبمة متعجد الأكخيل أمايج
أنديع البيخوكديجاز في الأندجة الشباتية لأوراق القسح السعاممة ببخوتيغ الياربيغ مقارنة بالسعاممة بالذاىج )الساء(، 

ساعة بعج معاممة الخش بالياربيغ مقارنة بالذاىج حيث  72كانت الديادة تجريجية وبمغت أعمى تخكيد للؤنديع بعج 
ساعة بعج الخش، وأكج ذلظ الكذف عغ  96ضعف معاممة الذاىج، ثع انخفزت قميلب في الدمغ  1.828 بمغت

( لمخلبصات Native-PAGEعغ شخيق إجخاء رحلبن كيخبائي متعجد الأكخيل أمايج ) PODفعالية أنديع 
از تجريجيا في العيشات البخوتيشية لمعيشات السجروسة، فبيشت نتيجة الخحلبن ازدياد كثافة وشجة حدم البيخوكديج

ساعة بعج الخش ثع 72السعاممة بالياربيغ ووصمت لأعمى فعالية )أعمى كثافة وشجة لمحدمة الشاتجة( في الدمغ 
سا بعج السعاممة، كسا أجخيت دراسة لمتعبيخ السػرثي لسػرثة  96في زمغ الحراد  انخفزت كثافة الحدمة قميلب  

GPX البيخوكديجاز وقػرنت بتعبيخ مػرثة  إحجى السػرثات السدؤولة عغ أنديعTaβ-actin  )الذاىج الجاخمي(
أضيخت الشتائج ثباتية ندبية في التعبيخ مع الدمغ لكلب السػرثتيغ سػاء في بادرات القسح عمى ىلبمة الآغاروز، و 

غ الياربيغ عمى أو البادرات السعاممة ببخوتيغ الياربيغ أي لع يطيخ تأثيخ لسعاممة القسح ببخوتي السعاممة بالساء
، مسا يجل عمى أن تأثيخ بخوتيغ الياربيغ بتحخيس انتاج أنديع البيخوكديجاز ليذ GPXالتعبيخ السػرثي لسػرثة 

 مدتػى الشدخ، وربسا ىشاك مػرثات أخخى تمعب دورا في زيادة نذاشو .عمى 

الألسشيػم المػنية، وتبيغ ازدياد التخكيد كسا درس تأثيخ الياربيغ في رفع تخكيد الفلبفػنيجات الكمية بصخيقة كمػريج 
 .سا بعج السعاممة 96عشج السعاممة بالياربيغ حتى بمغ ضعف التخكيد تقخيبا  في معاممة الذاىج عشج زمغ حراد 

في نسـػ نبـات القسـح، حيـث أخـحت قـخاءات ندـبة الإنبـات وشـػل الجـحيخ والدـػيقة الياربيغ قيع تأثيخ بخوتيغ كحلظ 
ػزن الخشــب والجــاف وتخكيــد الكمػرفيــل فــي البــادرات كسؤشــخات أوليــة لقــػة الشســػ؛ وبيشــت التجخبــة وعــجد الجــحور والــ

( 170.03،   153.95وجػد تـأثيخ معشـػي لميـاربيغ فـي شـػل الجـحيخ والدـػيقة فـي بـادرات القسـح بعسـخ أسـبػ  )
ل لمدــػيقة والجــحيخ زيــادة ( مــع، ورافــق زيــادة الصــػ 131.84،  102.27بالذــاىج الســاء ) مــع عمــى التــػالي مقارنــة  

ــة باليــاربيغ حيــث كــان ) ( عمــى 1.27، 1.20معشػيــة فــي متػســن الــػزن الخشــب والجــاف لبــادرات القســح السعامم
ــة بالذــاىج الســاء، وبــشفذ الػقــت ازدادت كسيــة اليخزــػر  التــػالي ضــعف الــػزن الخشــب والجــاف لمبــادرات السعامم

 غ في البادرات السعاممة بالياربيغ.مغ / 14.2غ نبات في الذاىج إلى مغ / 11.2معشػيا  مغ 

جمت عدلات مغ جية أخخى قيّع تأثيخ بخوتيغ الياربيغ في تحفيد مقاومة القسح لسخض عفغ جحور القسح واستخ
القابل للئصابة  5بحػث  لعجوى الرشف ( Fusarium, Pythium, Rhizoctoniaمسخضة تشتسي للؤجشاس )

 .بحار دايفشكػنازول كذاىج ثان  الوقػرن الياربيغ بالساء كذاىج أول ومعقع ، بالسخض



 

أضيخت الشتائج أنّ بخوتيغ الياربيغ أعصى فعالية بتحفيد مقاومة القسح للئصابة بأعفان الجحور الثلبثة السجروسة 
(، 0ول )درجة إصابة =مساثمة لسعقع البحار دايفشكػناز  Fusariumمقارنة بالذاىج الساء وكانت فعاليتو ضج فصخ 

 0حيث معاممة الياربيغ أدت لجرجة إصابة = Pythiumوتفػق عمى معقع البحار السدتخجم عشج العجوى بالفصخ 
، بيشسا كان السعقع أفزل مشو عشج العجوى بالفصخ 1معقع البحار أضيخت درجة إصابة = معاممةبيشسا 

Rhizoctonia. 

في الحج مغ إمخاضية بكتيخيا تخصن الأوراق البكتيخي عمى القسح ت فعالية بخوتيغ الياربيغ وأخيخا  دُرس
Xanthomonas translucens استخجم في الجراسة عدلتيغ لمسسخض ،Xt10  وXt4.2  6والرشف شام 

( % 13.2، 14.8القابل للئصابة. أضيخت معاممة الياربيغ انخفاض في ندبة شجة الإصابة بالعدلتيغ إلى )
% في بادرات القسح السعاممة Xt10 6.4عمى التػالي مقارنة  بالذاىج؛ حيث بمغت ندبة شجة الإصابة بالعدلة 

%، بيشسا بمغت في البادرات السعجية بالعدلة 43.2لإصابة بالياربيغ مقارنة  بالذاىج الحي بمغت فيو ندبة شجة ا
Xt4.2 (5.2 ،39.2 بالشدبة لمبادرات السعاممة بالياربيغ والساء عمى التػالي، اقتخن انخفاض شجة الإصابة % )

 72بالعدلتيغ بانخفاض في الشسػ البكتيخي في الأندجة؛ حيث بجأ الانخفاض في التعجاد البكتيخي لمعدلتيغ بعج 
و أقل  Xt10مخة في الشباتات السعاممة بالياربيغ مقارنة بالذاىج لمعدلة  50اعة مغ العجوى فكان التعجاد أقل بـ س

ساعة مغ العجوى بالعدلتيغ  99واستسخ انخفاض التعجاد البكتيخي لبعج  Xt4.2مخة بالشدبة لمعدلة  120ب 
ت فعالية في الحج مغ إمخاضية وتخصن الأوراق ، وبحلظ يكػن بخوتيغ الياربيغ قج أثبXt4.2و Xt10السسخضتيغ 

 البكتيخي عمى القسح.
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  0...                  وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 :Introductionالسقدمة  -1

في شميعة ويعج  Tritiaceaeوالفريمة  Triticumوأصشافو السختمفة إلى الجشذ  wheatيشتسي القسح 

% مغ سكان 35السحاصيل الاستخاتيجيّة العالسية بحكع أىسيّتو الغحائيّة التّي تذكّل مرجرا  غحائيا  لأكثخ مغ 

 .2020/2021مميػن شغ في عامي  774.55العالع، وبإنتاج مقجر بـ 

يؤمغ الأمان الغحائي السحمي، حيث  ويحتل السختبة الأولى مغ حيث الأىسية في الجسيػرية العخبية الدػرية لأنو

مغ سشة إلى  سػرية% تقخيبا  مغ مجسل الأراضي السدروعة. وتختمف إنتاجية محرػل القسح في 20يذكل 

أخخى تبعا  لمطخوف السشاخية وعسميات الخجمة والأساليب السدتخجمة في الدراعة، ويسكششا الاشلب  عمى تصػر 

) السجسػعة الإحرائية،  ( 1,2الإنتاج مغ خلبل الججول رقع ) زراعة ىحا السحرػل مغ حيث السداحة و 

2020.) 
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مثل نػعية التخبة،  ويعتبخ الشطام الدراعي لمقسح ضعيف بدبب تجىػر مجسػعة مغ العػامل اليامة في إنتاجيت

الترحخ، التغيخات السشاخية التي أدت إلى التحكع بطيػر ضغػط إمخاضية ججيجة، أدى الجفاف الشاتج عغ 

التغيخات السشاخية أيزا  إلى تغيخات في مجتسعات الأمخاض التي تريب ىحه الدراعة. أدى نقز السياه في 

مشيا الأمخاض البكتيخية التي  ،ججيجة أكثخ تخررية بعس الجول والتحػل نحػ الخي الخذاذي إلى ضيػر أمخاض

يداعج الخي  تحج بذكل  كبيخ مغ الإنتاج في كل مشاشق زراعة القسح وبذكل  خاص في السشاشق السخوية، فسثلب  

 (.Maraite et al., 2007) الأمخاض البكتيخيةفي تصػر 

ويسكغ أن ترل الأضخار الشاتجة عغ  ،بذكل  متدامغ أو مدتقل قسح بالعجيج مغ الآفات والأمخاض،راب الي

 ,Duveillerوحتى التجميخ الكامل لمسحرػل ) ،% مغ الإنتاج 20الحذخات والفقج الشاتج عغ الأمخاض إلى 

1989; Mehta, 1990; Maraite et al., 2007 مخض الرجأ السخصن  الخدائخ التي سببيا قجرت(. فقج
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Puccinia glumarum حػالي عذخيغ مميار بسا يعادل  حػالي مميػن شغ، 2010عام  سػريةمى القسح في ع

 .في حيشيا ليخة سػرية

يختمف عجد وأىسية الأمخاض التي تريب القسح حدب السشصقة الجغخافية والطخوف السشاخية الدائجة وكحلظ 

حدب الأصشاف السدروعة وشبيعة الشطام الدراعي. حيث أن الأمخاض الأكثخ أىسية ذات أصل فيخوسي، فصخي 

، الأصجئة )صجأ الداق Wheat streak mosaic virusوبكتيخي ومشيا: فيخوس السػزاييظ السخصن لمقسح 

، والرجأ السخصن )الأصفخ( Puccinia reconditaصجأ الأوراق البشي  ،Puccinia graminisالأسػد

Puccinia glumarum (؛ والتفحسات )التفحع السغصىTilletia spp. والتفحع الدائب ،Ustilago nuda) ؛

؛ التخصن الييمسشثػسبػري .Septoria spp؛ التبقع الدبتػري .Fusarium sppلفحة الدشابل 

Helminthosporium gramineum جحور القسح الذائعة وأعفان ( كأمخاض فصخيةZillinsky, 1983 .) 

ولفحة الأوراق البكتيخية  Pseudomonas syringae pv. atrofaciensوعفغ العرافة القاعجية 

Pseudomonas syringae pv. syringae  البكتيخي )العرافة الدػداء(  التخصن الذفافومخض

Xanthomonas translucens ا مغ الأمخاض البكتيخية وغيخى(Maraite et al., 2007). 

لتمبية الديادة  2050٪ بحمػل عام 50زيادة إنتاج القسح بشدبة في العالع يتػجب عمى العامميغ بالقصا  الدراعي 

الإنتاجية تحجيا  كبيخا  لمباحثيغ، حيث يجب عمييع مػاجية تعج ىحه الديادة السصمػبة في ، الستػقعة الدكانية

أي الأمخاض  الحيػيةوالأىع مػاجية الإجيادات  ،السياه وارتفا  درجات الحخارة الإجيادات اللبحيػية كشقز

 (.Kayim et al., 2022) والآفات السختمفة التي تريب القسح

بحاث السشذػرة عمى أمخاض أعفان ول ىػ دراسة مخجعية للؤقدع الأيشقدع ىحا البحث إلى ثلبثة أقدام رئيدية، ال

بذكل و جحور القسح وتخصن الػرقة البكتيخي والأبحاث السشذػرة عمى آليات تحخيس السقاومة ومحفدات السقاومة 

رئيدي بخوتيغ الياربيغ، أما القدع الثاني فيػ مػاد وشخائق العسل حيث ذُكخ فيو شخائق الحرػل عمى بخوتيغ 
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ديج بيغ ودراسة خرائرو وشخائق تقييع كفاءتو في تحخيس الأنديسات الجفاعية البيخوكديجاز والدػبخكاليار 

ق تقييع فعاليتو لسقاومة مسخضات أعفان الجحور وتخصن الػرقة البكتيخي، أما القدع دسسػتاز والفلبفػنيجات، وشخائ

 إضافة لحكخ أىع الاستشاجات والتػصيات.الثالث فحكخت فيو نتائج التجارب الدابقة ومشاقذتيا وتفديخىا، 

 :Research Problem الإشكالية البحثية: 1-1

، حيث يسثل الأمان الغحائي لمعجيج مغ ة عمى نصاق واسع في أنحاء العالعمغ أىع السحاصيل السشتذخ  القسحيعج 

 اليامة. كثيخ مغ العشاصخ الغحائيةحتػائو عمى بقيسة غحائية لا الجول ولكػنو يتستع

لكشيا تعاني مغ مذاكل  قسح في سػرية مشح القجم، وزادت أىسيتيا والاعتشاء بيا في العقػد الأخيخة،زراعة الوججت 

عجيجة أىسيا الآفات العجيجة التي تريب القسح سػاء حذخية أو مخضية، عجا عغ معاناة سػرية في الدشػات 

د السائية، مسا يديج مغ حجع العقبات أمام زراعة الأخيخة كغيخىا مغ دول العالع مغ ضخروف الجفاف ونقز السػار 

ىحا السحرػل، واستخجمت السبيجات لكغ تكاليفيا العالية وخصػرتيا عمى البيئة والسجتسع، عجا عغ محجوديتيا 

لبعس الأمخاض أدت إلى انخفاض استخجاميا، وضيػر مقاومة مغ قبل العجيج مغ الدلبلات السسخضة تجاه ىحه 

مقاومة أو متحسمة  أصشاف طاستشبكا الآفات؛لحل مذاكل  اتنامغ التق عجد الأبحاث إلى تجيتالسبيجات، فا

الػراثي بدبب التعقيج الفيديػلػجي و  ؛اا محجود  حقق نجاح  ، أو استخجام التقانات الحيػية إلا أنّ ذلظ للئصابة

في ىحا  السقاومة عشج الشبات.، عجا قجرة السسخضات بذكل خاص عمى كدخ صفة عشج الشباتات السقاومة اتلرف

استعسال بعس السخكبات السحفدة لديادة تحسل الشبات للئجياد ورفع مقاومتو، كبخوتيغ الياربيغ، أصبح الدياق، 

  لكػنو آمشا  حدب جسيع الجراسات. في الػقت الحالي ا  ئجرا

 :Research Questionتداؤلات البحث  : 2-1

 البيانات، وتداعج في تحجيج نصاق واتجاه الجراسة.ىي أسئمة تػجو عسمية جسع وتحميل 

 :وفي ىحا البحث، يسكغ صياغة التداؤلات التالية
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 ؟الحرػل عمى بخوتيغ الياربيغ الشقي مغ البكتيخياكيف يسكغ  - أ

 ؟كفاءة بخوتيغ الياربيغ في تحخيزو لخدود الفعل الجفاعية في نبات القسح كيف يسكغ اختبار - ب

الجفاعية التي تعبخ عغ حالة الشبات ومقاومتو للؤمخاض وماىي شخق ماىي أىع الأنديسات  - ت

 قياسيا؟

 ؟القسح إنباتعمى نسػ و  بخوتيغ الياربيغكيف يؤثخ استخجام  - ث

 ؟سػرية في أنػا  مدببات عفغ الجحور الذائع التي تريب زراعات القسح أىع ما ىي - ج

بكتيخيا التخصن تحفيد مقاومة القسح ضج ذو كفاءة في  بخوتيغ الياربيغ السشتج محميا  ىل  - ح

 وأعفان الجحور الذائعة؟الذفاف 

 : Research Assumesفرضيات البحث  3-1 :

 :التالية اتفي ىحا البحث، يسكغ صياغة الفخضيو       

 إصابة القسح بالعجيج مغ الآفات تؤدي لانخفاض وتجىػر الانتاج. .أ 
 الأنديسات لانتاج تحخيزو خلبل مغ القسح نبات في الجفاعية الآليات تحفيد في فعالية الياربيغ يستمظ .ب 

 . Superoxide dismutase وأنديع Peroxidase أنديع متل الجفاعية
 الجحور أعفان لفصخيات مقاومتو ويحخض القسح، وإنبات نسػ مغ يحدغ الياربيغ ببخوتيغ القسح رش  .ج 

 .الذفاف الػرقة تخصن ولبكتيخيا الذائعة

 : Research Postulatesمدمسات البحث  4-1 :

 :في ىحا البحث، يسكغ ذكخ السدمسات التالية

 .مدكانؤمغ الأمغ الغحائي ل، ويسػريةالقسح مغ أىع السحاصيل الغحائية في يعج  - أ
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 الجيازية السقاومة لتحخيس تؤدي التي البخوتيشية الجديئات أشيخ مغ الياربيغ بخوتيغ - ب

 .السكتدبة

اض التي تريب ىي مغ أخصخ الأمخ والتخصن الذفاف البكتيخي مدببات عفغ الجحور الذائع  - ت

 .خدائخ كبيخة في السحرػلل ؤديزراعات القسح، وت

إما قاصخة أو أنيا ضارة القسح  لسكافحة أمخاضالسبيجات والأسسجة الكيسيائية التي تدتخجم  - ث

 .تزخ بالرحة العامة والبيئة وخصيخة مػاد سامة تحػي 

 .يفخز عغ شخيق نطام الإفخاز الثالث ،بخوتيغ الياربيغ ىػ بخوتيغ بكتيخي الأصل - ج

تحزيض يقأيت انُباتاث تجاِ يجال ٔاسع يٍ الآفاث سٕاء انحشزيت أٔ في أًْيت نهٓاربيٍ  - ح

 .انفطزيت أٔ انبكتيزيت أٔ انفيزٔسيت، ٔكذنك تعشيش ًَٕ انُباتاث

 :Research Objectivesأىداف البحث  5-1 :

تُقيت بزٔتيٍ ٔ E.coliْا في ٔتعبيز Erwinia amylovoraيٍ بكتيزيا  Hrp Nشل ٔتُسم يٕرثت ع .1

 .ّائصصخانٓاربيٍ ٔتحذيذ 

بعض تقييى كفاءة انبزٔتيٍ انًُتج في تحزيض بعض انزدٔد انذفاعيت عهى انقًح )قياص فعانيت  .2

 .(PODٔانبيزٔكسيذاس ) SODسًٕتاس اث انسٕبزكسيذ دَشيًيالأ

 .PODٔانـ  SODدراست انتعبيز انًٕرثي نًٕرثتي انـ  .3

 .أعفاٌ جذٔر انشائعت عهى انقًحتقييى كفاءة انبزٔتيٍ انًُتج في تحزيض يقأيت انقًح تجاِ  .4

 .عهى انقًح انتخطط انشفافتقييى كفاءة انبزٔتيٍ انًُتج في تحزيض يقأيت انقًح تجاِ  .5

 :Importance of Researchأىسية مهضهع البحث 6-1: 



  8...                  وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

كسحرػل رئيدي مقاومة القسح  سة بخوتيغ الياربيغ في تحخيستبخز أىسية ىحا البحث مغ خلبل مداى - أ

، قياس الأنديسات الجفاعية الجفاعية وإثخاء السعخفة مغ خلبل شخق  لياتللآ وىام اقتراديا  وتحفيده

 .تػفيخ بجائل شبيعية ومدتجامة لمسجخلبت الدراعية الكيسيائيةوبالتالي 

 التخصن الذفاف كسا يديع ىحا البحث في حل مذكمة عمسية وتصبيقية تػاجو زراعة القسح، وىي - ب

 وفعالة في مكافحتيا. وتقجيع بجائل شبيعية، البكتيخي وأعفان الجحور الذائعة

والسػاد يديع ىحا البحث في تعديد نسػ وإنتاجية نباتات القسح، وتقميل استخجام السبيجات بالإضافة لحلظ  - ت

 .عبئا  ماديا  تذكل و  تزخ بالبيئة والاندان سيائية التيالكي

 :Research Limitations: محدوديات البحث 1-7

 وزارة التعميع العالي، -الييئة العامة لمتقانة الحيػية الحجود السكانية: زر  القسح في البيت الدجاجي في .أ 

جامعة دمذق، ومخابخ الييئة  -الدراعيةكمية اليشجسة  -مخبخ أمخاض الشبات البكتيخيةنُفّح البحث في و

 .وزارة التعميع العالي -دمذق -العامة لمتقانة الحيػية

، 2019الحجود الدمانية: أجخيت اختبارات لمتأكج مغ خرائز وصفات بخوتيغ الياربيغ في العام  .ب 

درست الفعالية الأنديسية للؤنديسيغ ، بيشسا 2020زراعة القسح ومعاممة البادرات بالبخوتيغ في عام 

POD  وSOD  درست فعالية البخوتيغ عمى السسخضات ، و 2022حتى مشترف  2021في العام

 .2023 -2022 العاميغفي  SODو  PODبالإضافة لجراسة التعبيخ السػرثي لسػرثتي 

 :  يوى قسحمغ الأصشاف  3 تاستُعسم الحجود الدراعية: .ج 

  3شام الرشف 

  5بحػث الرشف   

  6شام الرشف 
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 معاممة الخش الػرقي ببخوتيغ الياربيغ السؤشب عمى بادرات القسحدُرست فائجة  الحجود السػضػعية:د. 

 مخاض.للؤلخفع مقاومتيا وتحسميا بجون وجػد السسخض، ومغ ثع لديادة قػة نسػىا وزيادة تحسميا ومقاومتيا 

 :Research Justifications البحث مبررات :1-8

 :يسكغ ذكخ مبخرات البحث كالتالي

مغ  كان ولعجم وجػد دراسات محمية عمى محرػل القسح، الياربيغ سخجعية في تصبيقالجراسات قمة ال - أ

ومشيا أمخاض أعفان الجحور ومخض الزخوري تقييع دوره في تحخيس مقاومة القسح تجاه مسخضاتو 

 . سػريةفي عمى القسح  ةعائذالالأمخاض  والتي تعج مغ التخصن الذفاف

عالسيا  عمى استخجام الأصشاف التي تحسل أكثخ  الفصخيةمخاض الأستخاتيجية الستبعة لسكافحة تعتسج الإ - ب

(، لكغ قج تشيار مقاومة تمظ الأصشاف Simmonds and Rajaram, 1988) مغ مػرثة مقاومة

سشػات قميمة مغ بدبب نذػء سلبلات ججيجة مغ الفصخ السسخض قادرة عمى كدخ صفة السقاومة خلبل 

 (.Bayles et al., 2000) اعتسادىا

في تحخيس السقاومة تجاه  Harpinىسية الـ ولأ ، في الحقل ةسكافحالفعالة في السبيجات ال لقمةونطخا   - ت

ديل وتعبيخ السػرثة السخمدة عمى البيئة؛  لحلظ عدل وتش أمانو وتعديده لشسػ الشباتات وبحات الػقت الآفات

ىجف عمسي واقترادي عالي القيسة لأىسيتو في مقاومة الشباتات ذات الانتاجية العالية تجاه  ػلو ى

 الزارة. الآفات السختمفة ودوره في الحج مغ استخجام السبيجات

  :البحث مرظمحات :1-9

 :يسكغ ذكخ السرصمحات التالية
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مغ أشيخ السحفدات  ا  واحج بخوتيغ الياربيغ: بخوتيغ بكتيخي تفخزه عجة أنػا  مغ البكتيخيا ويعج - أ

 البخوتيشية التي تحخض مقاومة جيازية مكتدبة عشج الشبات.

آخخ، تكػن ىحه السػرثة مدؤولة تشديل السػرثات: ىي عسمية نقل مػرثة مغ كائغ إلى كائغ  - ب

 .كبخ مخبخيا  تاج بخوتيغ معيغ، واليجف مغ ذلظ إنتاج ىحه البخوتيغ بكسيات أنعغ  إ

 مخضي بسدبب أولية عجوى  بعج تحجث نذصة مكتدبة مقاومة ىي: السكتدبةالسقاومة الجيازية  - ت

 مجسػعة وضج السُسخض العامل ضج الشبات بسقاومة وتُفيج الحداسية فخط بحجوث مختبصة وىي

 .السُسخضات مغ كبيخة

نػا  الفصػر التي  تدبب عفغ الجحور الذائع عمى ىي مغ أتعفغ الجحور الذائع:  فصخيات - ث

 .أحج أىع الأمخاض التي تريبووتعتبخ  القسح

البكتيخي: يعج أحج أىع الأمخاض البكتيخية التي تريب القسح وتؤدي إلى  الذفافتخصن ال - ج

 .خدائخ كبيخة في السحرػل
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 الدراسة السرجعية
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ا[  ]اكتب نصا
 

 :ةالدراسة السرجعي -2

 شيػعا   الأمخاض الفصخية التي تريب القسح في العالع أكثخأحج  :الذائعة ن جذور القسحاعفأ 2-1

(Ledingham et al., 1973 وىػ مغ )أعخاضو(، أىع 2002)الشائب وآخخون،  سػريةالسدجمة في  مخاضالأ 

مغ أىع والحي يعج بالمػن البشي الجاكغ  (Subcrown internodeتمػن الدلبمية تحت التاجية )، (1الذكل )

تتحج لتغصي مداحة  ثع الدلبمية شكل بقع صغيخة تشتذخ عمىعمى  يكػن التمػن بجاية  ، صابةلئلالسسيدة عخاض الأ

ويسكغ أن يستج التمػن إلى  ،كامل مداحة الدلبميةلترل  يسكغ أن معيشة مغ الدلبمية، وتبعا  لذجة الإصابة

لفحة البادرات  تطيخ أعخاضكسا (، Tinline, 1994; Alsadi, 2021)أغساد الأوراق الدفمية مؤديا لتسدقيا 

 (.2020 ابيزاض الدشابل )الجخيل،تطيخ أعخاض  ، وقبيل الشزجومػت الاشصاءات

 

 Moore: التمػن البشي لمدلبمة تحت التاجية   اليسيغ الشبات سميع )a( أىع أعخاض أعفان جحور القسح الذائعة 1الذكل )

., 2005et al )b 2022: ابيزاض الدشابل في الحقل قبيل الشزج), https://extension.sdstate.edu/( 

 وىي: (2002الشائب وآخخون )ذكخ أىسيا في سػرية  ةعجة مسخضات فصخي أعفان جحور القسح الذائعةيدبب 

Pythium  والحي يتبع فريمةPythiaceae  ورتبةPeronosporales ذبػل  أو البحور تعفغ مخض ويدبب

 .مختفعة الأرضية والخشػبة متداحسة تكػن البادرات ويشتذخ عشجما ،لمبادرات شخي 

Rhizoctonia  والحي يتبع فريمةThelephoraceae  ورتبةMycelia sterilia عفشا   يدبب العػائل متعجد 

  .يدبب تقخح الداق كسا فييا واختشاقا   تزيقا   مدببا   التاجية السشصقة يريب وىػ وذبػل البادرات لمبحور

https://extension.sdstate.edu/
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Fusarium  مغ الفصخيات الشاقرة يتبع فريمةTuberculariaceae  ورتبةHyphales  الكػنيجية أبػاغو 

 .حػاجد إلى عجد مغ الخلبيا 6-3وتقدع ب  مشجمية الذكل شفافة تكػن  الكبيخة

 الـتخصن الذــفاف الكتيــخي مــخض أضيـخت أبحــاث عجيـجة أنّ  عهررى انقمررح  مرر  انررتخطل انفررفاك انبكتيررر  2-2

ىـػ السـخض البكتيـخي ( و Silva et al., 2009يعـج السـخض البكتيـخي الـخئيذ عمـى القسـح فـي العجيـج مـغ البمـجان )

، حيث وجـج أنّ الشدـبة الػسـصية لعـدلات ىـحا السـخض كانـت ةالأكثخ انتذارا  في أغمب مشاشق زراعة القسح في سػري

، وأضيـــخت الجراســـات (2007)مشـــجو،  ة%( مـــغ مجســـػ  العـــدلات السعدولـــة مـــغ القســـح عمـــى مدـــتػى ســـػري83.3)

جل السـخض لأول سُـ(، 2017شخز وراثية مختمفة لعدلات البكشيخيا السجروسة )الرـالح،  6الأخيخة في سػرية وجػد 

(، حيــث 1987)أســعج،  17مــخة فــي ســػرية عمــى شــكل انتذــار وبــائي عمــى صــشف القســح القاســي السحمــي جديــخة 

رـل إلـى يفـي الغمـة قـج  ا  فقـج تدـبب الإصـابةاجيـة العاليـة. أخخج ىحا الرشف مغ الخصة الدراعية بخغع صـفاتو الإنت

(، يعـػد ىـحا الفقـج لتـأثيخه عمـى نػعيـة الحبـػب Maraite et al., 2007؛ Mehta, 1990)%  40مـا يديـج عـغ 

ــــف حبــــة بســــا يعــــادل  ــــشخفس وزن الأل  Xanthomonasيشــــتج الســــخض عــــغ بكتيخيــــا %،  30 -10حيــــث ي

translucens. ىػائيـــــة، ســــــالبة الغخام، عرػية الذــــــــكل، تعصي مدتعسخات دائخية لساعـة مخاشيـة وصـفخاء  وىي

(، Akhtar and Bhutta, 2002وتطيخ فخط حداسية عمـى التبـغ ) (Sands et al., 1986) الدر وسن عمى 

كسـا تستـاز ىـحه البكتخيـا بأنيـا تستمـظ القـجرة عمـى . (Adhikari et al., 2012)سـالبة أوكدـيجاز، مػجبـة كـاتلبز 

 ,.Kim et al)  سْ  10-0عشـج درجــــــات حـخارة  (ice nucleation activity)تذـــكيل نػى تذــــــــــجع تجسج الساء 

1987.) 

عمى الأوراق عمى شكل  (2الذكل ) لسخضأعخاض اتطيخ  :البكتيري  التخظط الذفافأعراض الإصابة بسرض 

وربسا في بجاية الإصابة مذبعة بالساء البقع وتكػن  ،تخصصات شػلية صغيخة شفافة تسيد بديػلة تحت الزػء

بشيا  غامقا   يالػن يربحثع ثع تربح صفخاء إلى بشية فاتحة ، water soakingتكػن محاشة بيالة خزخاء مائية 

شػلية بصػل عجة سشتيستخات وتغصي مداحات ، تشجمج ىحه التخصصات مع بعزيا البعس مذكمة بقعا  إلى أسػد

 ,Duveiller and Maraite) أكبخ مغ سصح الػرقة. تذاىج الإفخازات البكتيخية تحت ضخوف الخشػبة العالية
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، تترمب ىحه الإفخازات وتتحػل إلى حبيبات راتشجية مرفخة تغصي سصح الإصابة وتتسيد بديػلة (1993

متقجمة، تشحل ىحه القصيخات بػجػد الخشػبة )الشجى أو في الجػ الساشخ(  انفراليا وتربح بمػن أسػد في مخاحل

مسا يعصي قصخات حميبية واضحة تشتذخ فيسا بعج فػق سصح الػرقة ثع تجف وتتداقن كقذخة رقيقة رمادية وغالبا  

ىحه ، كسا تستاز (Maraite et al., 2007) وتسػت الأوراق وبتقجم الإصابة تجف ،شفافة عمى شكل حخاشف

عمى إصابة مختمف أجداء الشبات )الدػق والأوراق والأعشاق والعرافات والدفاة والحبػب(،  تياقجر ب البكتيخيا

 Duveiller) وتختمف الأعخاض عمى الأندجة السرابة حدب البيئة الدائجة والرشف السدرو  وشخاسة السسخض

et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

تخصصات ال :a( Duveiller et al., 1997)عمى القسح  التخصن الذفاف( أعخاض الإصابة السختمفة ببكتيخيا 2الذكل )
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لجورة زراعية وزراعة أصشاف اعمى الأساليب التقميجية مغ اتبا  التي تريب القسح تعتسج مكافحة الأمخاض 

لكغ قج تشيار مقاومة تمظ (، Duveiller et al., 1997)مقاومة، إضافة  إلى زراعة بحار خالي مغ الإصابة 

الأصشاف بدبب نذػء سلبلات ججيجة مغ السسخض قادرة عمى كدخ صفة السقاومة خلبل سشػات قميمة مغ 

 (.Bayles et al., 2000اعتسادىا )

فبالشدبة للؤمخاض البكتيخية تشحرخ عمى  ،السكافحة الكيسيائية السدتخجمة لعجد قميل مغ الأمخاضويسكغ اتبا  

ذات خصػرة متفاوتة عمى (، وىي مادة Sands et al., 1981و مػاد أخخى )أبالفػرماليغ  شكل تصييخ الحبػب

إلى جانب تدببيا لمتمػث أما الأمخاض الفصخية فاستخجام السبيجات أوسع عمى نبات القسح لكغ  صحة الإندان،

مغ السسخض مسا قيج  ، فإنيا أيزا تؤدي لطيػر عدلات مقاومةستفاوتة عمى الرحة البذخيةال وخصػرتياالبيئي 

، حيث اتجيت (Pittner et al., 2019)بجائل لمسبيجات ك وضيخت محفدات السقاومة عشج الشبات مغ استخجاميا

تحفد الاستجابات  التي محفدات السقاومةيا الأبحاث لإيجاد بجائل غيخ ضارة بالرحة العامة ومغ أىس العجيج مغ

التي تعصي الشبات  مقاومة لسجسػعة واسعة مغ مدببات  SARالجفاعية مؤدية إلى السقاومة الجيازية السكتدبة 

 .(McDowell and Woffenden, 2003الأمخاض )

بُحل الكثيخ مغ الجيج لفيع آليات السقاومة في الشباتات، ويسكغ التسييد بيغ ثلبثة أنػا  مغ السقاومة عشجالشباتات: 

السقاومة الجدئية )الأفقية(، السقاومة الستخررة )العسػدية(، السقاومة الجيازية التي تطيخ بعج تعخّض الشبات 

ت الجفاعية السحخضة التي تبجأ بالسػت الخمػي السبخمج لمخلبيا لتحخيس بعامل ما، حيث تشذن الاستجابا

(، وترل إلى تعديد الأندجة وإنتاج مخكبات Hypersensitive Response HR السرابة )فخط الحداسية

 دفاعية في مكان العجوى.

ويسكغ ليحه الاستجابات الجفاعية بجورىا، أن تؤدي إلى استجابة جيازية شػيمة الأمج )السقاومة الجياوية السكتدبة 

SAR( التي تؤدي لسقاومة الشبات لسجسػعة واسعة مغ مدببات الأمخاض )McDowell and Woffenden, 

2003). 
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عُخف مرصمح فخط الحداسية مشح أكثخ مغ  :Hypersensitive Responseردة فعل فرط الحداسية  2-3

( استجابات مختمفة عشج أصشاف القسح للئصابة بسخض صجأ أوراق القسح 1902) Wardعام عشجما لاحظ  100

Puccinia triticina  وسُسيت ىحه الطاىخة فيسا بعج مغ قبلStakman (1915 بفخط الحداسية. لاحظ )

Klement  إحجاث فخط الحداسية، حيثُ قامػا بحقغ سلبلة غيخ شخسة مغ  قجرة البكتخيا عمى( 1964) وآخخون

في الفخاغات بيغ الخمػية لأوراق نبات التبغ ولاحطػا مػت  Pseudomonas syringae pv syringaeبكتيخيا 

فخط  Pseudomonas fluorescensمُعطع خلبيا الشبات في مػضع الحقغ، لع تُحجث البكتيخيا الخمية 

 تصػر تبقعات عمى الأوراق السُعاممة. P. syringae pv. tabaci بيشسا سببت بكتيخيا الحداسية عشج الحقغ

وىػ ذروة الاستجابة  Programmed Cell Deathىػ أحج أشكال السػت الخمػي السبخمج  HRفخط الحداسية 

يػر بقع امل السسخض والعائل حيث يُلبحظ ضبيغ العتػافقي ال غيخالجفاعية في الشبات ويحجث في التفاعل 

سخض في مكان دخػلو والحج مغ انتذاره داخل الاندجة الشباتية في أماكغ العجوى لحرخ العامل السمتساوتة 

ساعة مغ حجوث العجوى ولا يسكغ رؤيتيا بالعيغ السجخدة في العجوى  24وأعخاضوُ تطيخ بذكل سخيع خلبل الـ 

 (.Iakimova et al., 2005الصبيعية )

، يحجث بعجىا تغيخ في تبادل Avr R/يبجأ التعارف بيغ الشبات والعامل السُسخض وىػ تعارف متخرز 

يػنات أولى التغيخات البيػكيسائية ىي تغيخ تخكيد أن أالأيػنات وتدول قصبية الغذاء الديتػبلبسسي وقج وجج 

Ca2الكالديػم 
لى داخل الخمية ويمعب دور إسسي حيث يتجفق مغ خارج الججار الخمػي عبخ الغذاء الديتػبلب +

Ca2(، يتع التعخف عمى التغيخ في تخكيد Seybold et al., 2014في تحخيس السقاومة )
بػاسصة بخوتيشات   +

calcium-binding proteins  مثلcalcium-dependent protein kinases (CPKs والتي تحػل ىحه )

لو تأثيخ ايجابي في تشطيع السشاعة  OsCPK4الاشارات الى استجابات فيديػلػجية وخمػية مخررة فػجج أن 

 Magnaportheيؤمغ مقاومة عشج نبات الخز ضج فصخ  OsCPK4عشج نبات الخز، حيث ان التعبيخ السػرثي لـ 

oryzae (Bundo and Coca, 2016 وتخخج شػارد .)K+  قصبية الغذاء الديتػبلبسسي. ثع يتع إنتاج وتدول

 oxidativeبسا يعخف بالانفجار التأكدجي Reactive Oxygen Species (ROS) أشكال الأوكدجيغ الفعالة
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burst  ( وىػ الدسة السُسيدة لمتعارف الشاجح بيغ السدبب السخضي والعائلKadota et al., 2015 تع .)

( لأول مخة في أندجة نبات البصاشا في التفاعل غيخ O2-) مغ الأوكدجيغالكذف عغ انتاج الأشكال الفعالة 

(. Doke, 1983وأُثبت دوره في فخط الحداسية ) Phytophthora infestansتػافقي عشج الإصابة بالفصخ ال

بات سامة بسا فيو الكفاية لقتل السدببات السخضية وتمعب دورا  ىاما  كجديئات إشارة تتػسن الاستجا ROSتعتبخ 

في نبات  ROSعشج تثبين تخاكع  ا  (، يربح الرشف حداسLehmann et al., 2015الجفاعية عشج الشباتات )

 .R (Singh et al., 2016)بالخغع مغ وجػد مػرثات السقاومة  Magnaporthe oryzaeالأرز السقاوم لمفصخ 

السػجػد عمى الغذاء الديتػبلبسسي لمخمية  NADPH Oxidaseبػاسصة عجة انديسات مشيا  ROSيتع إنتاج 

 H2O2والحي يتحػل الى   O2-ويحػل الاوكدجيغ الجديئي الى سػبخ اوكديج  ،والحي تحخضو بخوتيشات الكيشاز

وىػ مػجػد في  ،NADH Peroxidaseنديع البيخوكديجاز أ، و Superoxide dismutaseنديع أبػاسصة 

في الجديسات الرانعة الخزخاء يتػسن تفعيل الاستجابات  ROSان انتاج وجج  الججار الخمػي لمخمية الشباتية.

في تشذين الاستجابات  ا  في السيتػكػنجريا يمعب دور  ROSبيشسا انتاج  HRالجفاعية ويمعب الجور الاساسي في 

 HR (Jwa and Hwang, 2017.)لا يذارك مباشخة في  والجفاعية ولكش

تستمظ الشباتات العجيج مغ الآليات لمجفا  عغ نفديا ضج  :Induced Resistanceالسقاومة السدتحثة  2-4

تكػن مػجػدة أصلب  في الشبات أو تتكػن استجابة للئصابة  Structuralالسدببات السخضية، بعزيا بشيػية 

أو تُدتحث نتيجة الإصابة  ،تكػن مػجػدة بالشبات  Biochemicalبالكائغ السُسخض وبعزيا كيسيائية حيػية 

مل . عشج حجوث اترال بيغ الشبات والعاConstitutive Resistanceوتدسى ىحه السقاومة بالسقاومة التأسيدية 

( مثل Pathogen-associated molecular patterns) PAMPs ـالسسخض يتع استقبال جديئات ال

flagellin ،chitin ،glucans بػاسصة مدتقبلبت الخمية Pattern recognition receptors (PRRs)  ويتع

مسا يؤدي إلى تفعيل سيل مغ الاشارات يشتيي بتفعيل الخدود  ،تفعيل سمدمة الفدفخة بػاسصة أنديسات الكيشاز

 (.Jones and Dangl, 2006الجفاعية غيخ الستخررة )



  18 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 systemic acquiredن يصػر مقاومة جيازية في الشبات وىي السقاومة الجيازية السكتدبة أيسكغ لمشبات أيزا  

resistance (SARوالسقاومة الجيازية السحخضة ) induced systemic resistance (ISR و )ختمفان ت

 (.Walters et al., 2013بصبيعة السحخض والإشارات الخمػية السدؤولة عغ تفعيل السقاومة )

ىي مقاومة مكتدبة نذصة تحجث بعج عجوى أولية بسدبب مخضي : SARسقاومة الجيازية السكتدبة ال 2-5

وىي مختبصة بحجوث فخط الحداسية وتُفيج بسقاومة الشبات ضج العامل السسخض وضج مجسػعة كبيخة مغ 

( تحجث حػل مشصقة الإصابة بعج LAR) Local acquired resistance السسخضات وىي نػعيغ: مػضعية 

 و Salsilic acid (SA)حسس الرفراف وتتخاكع فييا بعج فتخة جديئــــــــــــــــــــــــــــــــــات حجوث فخط الحداسية 

Pathogenesis-related proteins (PR-proteins)  الفيتػالكديشاتو phytoalexins وجيازية ،

systemic acquired resistance ((SAR  تطيخ في الاندجة البعيجة عغ مشصقة الاصابة وتؤمغ مقاومة

 لى أفخاد الجيل الثانيإوتػرث السقاومة الجيازية الشبات ضج العامل السسخض نفدو أو عػامل مسخضة أخخى 

(Luna et al., 2012) .بسا السقاومة فعالة ضج مجسػعة واسعة مغ العػامل السسخضة والصفيميات  وتعج ىحه

 ,McDowell and Dangl) الشباتات الصفيمية والحذخاتو الشيساتػدا و  الفيخوساتو البكتيخيا و  الفصخياتفييا 

2000; Bektas and Eulgem, 2015)،  دتخجم فييا إما ســـــــــــــــــــــــــــــــلبلات معيشة مغ العامل السسخض تحيث

 أو محفدات حيػية وكــــيسيائية.

والتي تخمد مجسػعة  PR-proteinsتتفعل مػرثات البخوتيشات ذات العلبقة بالإمخاضية عمى السدتػى الجديئي 

ض أيزا باستخجام محفدات السقاومة الأخخى، وتع وصف مغ البخوتيشات مشخفزة الػزن الجديئي والتي تحخّ 

 Arabidopsisعشج نبات التبغ و نبات العخبية  PR –proteinمعطع الاستجابات الجفاعية التي تتػسصيا الـ 

thaliana ( والخيارBektas and Eulgem, 2015) نّ ألى إ. وتذيخ دراسة حجيثة PR1  يختبن ويعدل

 Gamir etلى دور ىحا البخوتيغ كسزاد لمسيكخوبات )إمة لشسػ العامل السسخض مسا يذيخ اللبز ستيخولات العائل 

al., 2017.) 
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ويدداد تخكيدىا في مػقع الإصابة  SAتتسيد السقاومة الجيازية السكتدبة بتخاكع جديئات حسس الرفراف 

ضيخت وأ، (Bektas and Eulgem, 2015)وبذكل أقل في أجداء الشبات الأخخى البعيجة عغ مشصقة الإصابة 

في المحاء  SAو في ىحه الجراسات اكتذفت ندبة عالية مغ نّ أيمعب دور إشارة جيازية حيث SA  نّ أالجراسات 

  .(Tripathi et al., 2019ندجة البعيجة عغ مشصقة الإصابة )في مػاضع الإصابة والأ

لى استخجام السقاومة الجيازية إتػجيت الأنطار حجيثا  :  Resistance Elicitorsحفــــــزات السقاومةم 2-6

في بخامج إدارة الأمخاض الشباتية بدبب خػاصيا الفخيجة وفعاليتيا في تحخيس السقاومة ضج  SARالسكتدبة 

الأمخاض الفصخية والبكتيخية والفيخوسية، ولا تتخك أثارا  ضارة في البيئة، ولتطيخ السقاومة الجيازية عشج الشباتات 

حجوث الإصابة بالعامل السسخض، وتقدع أو أكثخ مغ ردود الفعل الجفاعية بغياب  ا  تحتاج لسحفدات تحخض واحج

ىحه السحفدات إلى محفدات متخررة يفخزىا العامل السسخض وتؤثخ في نبات معيغ، ومحفدات عامة داخمية 

مشذأىا الشبات، ومحفدات عامة خارجية مشذأىا العامل السسخض وتختمف بتخكيبيا الكيسيائي فسشيا ذات شبيعة 

أول مخكب  ،(، بالشدبة لمسحفدات الكيسيائيةWalters et al., 2008شية )ليبيجية ومشيا سكخية ومشيا بخوتي

ض السقاومة عشج نبات التبغ تجاه حيث حخّ  Polyacrylicمذتقات حسس مغ صشعي استخجم في السقاومة ىػ 

. PR1 (Gianinazzi and Kassanis, 1974)بتشذين التعبيخ السػرثي لسػرثة  (TMV)فيخوس مػزاييظ التبغ 

في تحخيس السقاومة عشج نبات الأرز تجاه بكتيخيا لفحة الاوراق  Probenazoleكحلظ استُخجم الـ 

Xanthomonas oryzae pv. Oryzae  حيث ساىست السعاممة بتخفيس شجة السخض بذكل معشػي مقارنة

 (.Young and Huang, 1993مع الذاىج )

حسس ب)شبيو  BTHدراسة استخجم فييا  32بتدمين الزػء عمى Vallad and Goodman (2004 ) قام

مشيا ساىع ىحا السخكب بتخفيس شـــــجة الإصابة بشدبة تخاوحت  28الرفراف( كسحخض لمسقاومة ووُجج انو في 

 Hadwiger and%. استخجم 80% وفي ثلبث مشيا انخفزت ندبة الإصابة بسعجل فػق 80-4بيغ 

Beckman  الـChitosan  وأُثبت دوره كسحفد لمسقاومة عشــــــــــــــــج نبات البازلاء تجاه فصخ 1980لأول مخة عامF. 

solani f. sp. Pisi  واستُخجم في تحخيس السقاومة عشج العجيج مغ الشباتات مثل التبغ، القسح، فػل الرػيا
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 β-amino butyric acid (BABA)ـتخجم مخكب نػا  البكتيخية. اســـــــــــــنسػ العجيج مغ الأ Chitosanويثبن الـ 

 Plasmoparaعغ  الشاجعرشا  عمى أوراق الكخمة وتدبب بانخفاض شجة الإصابة بسخض البياض الدغبي 

viticola ( حيث يسكغ استخجام ىحا السخكب بذكل فعال في بخامج مكافحة ىحا السخضReuveni et al., 

2001 .) 

إلى  EPSمعاممة القصغ بكلب  مغ حسس الرفراف والكيتػزان وحسس الخل والدكخيات السعقجة الخارجية ت أدّ 

 نديسيأة كل مغ حجى ردود الفعل الجفاعية والتي تتسثل بديادة فعاليإد السقاومة لجى القصغ عبخ تفعيل تحفي

 .GhLOX1ـ سػرثةأو عبخ زيادة التعبيخ السػرثي ل PODوالبيخوكديجاز  SOD الدػبخكديج دسسػتاز

(Keshkeih, 2014)( وشبّق ،Niri et al., 2023 فلبفػنيج ) naringenin وحسس الفػليظ لتحخيس مقاومة

، كسا SOD و  PODحيث أدى استخجام ىحه السػاد لديادة فعالية انديسي  التخصن الذفافالقسح ضج بكتيخيا 

لسكافحة  الرفرافأمػنيالياز والبيخوكديجاز عشج معاممة القسح بحسس  ألانيغوالفيشيل ازدادت فعالية الكاتالاز 

 Mycosphaerella graminicola (Gholamnezhad et al., 2016)السسخض 

ىشاك عجة أنديسات تدداد فعاليتيا عشج تحخيس ردود الفعل : الأنزيسات الستعمقة بردود الفعل الدفاعية 2-7

، والبيخوكديجاز Superoxide dismutase (SOD)الجفاعية عشج الشبات، مشيا الدػبخكديج دسسػتاز 

Peroxidase (POD) والكاتلبز ،Catalase أمػنيا لياز  ألانيغ، والفيشيلphenylalanine ammonia-

lyase،  وتجرس فعاليتيا كسؤشخات لمسقاومةوبحلظ يسكغ أن تدتخجم (Gholamnezhad et al., 2016; Niri 

et al., 2023.) 

 SOD (ECيعج أنديع  :superoxide dismutase   (SOD)كديد دسسهتاز أنزيم الدهبر  2-7-1

وىػ مغ أحج أىع الأنديسات التي تجرس كسيتيا وفعاليتيا في الشباتات كأحج مؤشخات السقاومة، ( 1.15.1.1

، حيث وصف بأنو مغ البخوتيشات السعجنية الحاوية عمى الشحاس، 1959عام لأول مخة  دلالبخوتيشات السعجنية، عُ 

حيث اكتذف دوره في الجفا  ضج الإجياد التأكدجي  SODعخف الفعل الأنديسي لو وسسي بال  1969وفي عام 

الأيػنات السعجنية  بحدب SODنديسية لمـ تختمف الشطائخ الأ(، 2015في الكائشات ىػائية التشفذ )الإبخاىيسي، 
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مػرثات  (، وتعجGill and Tuteja, 2010وحجيج( ) الجاخمة في تذكيل السػقع الشذن ) نحاس، زنظ، مشغشيد

Cu/Zn-SODs  مػرثة ) 26مغ أصل  17الأكثخ تػافخا في جيشػم القسح حيث شكمتJiang et al., 

2019). 

، حيث يعسل ROSالدػبخ أوكديج دسسػتاز مغ أىع الانديسات السدؤولة عغ إزالة الجحور الحخة للبوكدجيغ يعج  

(؛ وذلظ Cyprus and Pratico, 2006; Leonowicz et al., 2018في الشباتات ) جياد الأكدجةكسزاد لإ

  (.3الذكل )( 2015إلى ىيجروجيغ بيخوكديج )الإبخاىيسي،  anion superoxideعغ شخيق تحػيل 

 
 (Razak et al., 2021بأنػاعو مع الأنيػن سػبخاكديج ) SOD( مخصن تسثيمي لتفاعل انديع الـ 3الذكل )

في مجسػعة واسعة مغ الأنػا  الشباتية تحت ضخوف الإجيادات   SODبيّشت العجيج مغ الجراسات زيادة نذاط الـ

( والاجيادات Pittner et al., 2019; Ramzan et al., 2021) والإصابة بالسسخضات السختمفة الحيػية

 ,.Alikamanoglu and Sen, 2011; Patade et al., 2012; Gupta et al)السختمفة  اللبحيػية

2013.) 

والحي يتفاعل مع  anion superoxide يعتسج مبجأ الكذف عميو عمى تفاعل الخيبػفلبفيغ مع السثيػنيغ مشتجا  

NitroBlueTetrazolium  الفػرمازان  يا  معصFormazan  الأزرق 

Riboflavin  +  Methionine                 Oº2
− 
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NBT      +      Oº2−                   Formazan 

فإنو يتشافذ مع  SOD نديعأ، وفي حال وجػد nm 560يتع قياس الامتراصية لمفػرمازان عمى شػل مػجة 

NBT     عمىOº2−  :الستذكل حدب التفاعل التالي 

2Oº2-        SOD               H2O2  +O2                                           

% مغ 50تسثل تثبين  SOD السػجػدة وكل واحجة SODىي مقياس لكسية   NBTوبالتالي عسمية تثبين اختدال 

 .(Giannopolitis and Ries, 1977تذكل الفػرمازان الازرق )

(  أحج أىع مؤشخات EC 1.11.1.7البخوكديجاز ) يعج Peroxidase (POD:)أنزيم البيروكديداز 2-7-2
لكثيخ مغ التفاعلبت  ا  ويعج وسيص ،نديسات السعصية والسدتقبمة للبكتخوناتوىػ مغ الأ (4الذكل ) السقاومة الشباتية

وغيخ  الحيػيةتؤدي لخدود فعل دفاعية تجاه الإجيادات  التي الفيديػلػجية والكيسياحيػية خلبل دورة حياة الشبات
 Whetten etفي الشبات بعسمية المغششة ) POD(، فيذارك البيخوكديجاز Almagro et al., 2009) الحيػية

al., 1998( والتفمغ )Espelie et al., 1986( وتفكيظ الأشكال الفعالة للؤوكدجيغ )Lagrimini et al., 
 ,Chakraborty and  Pradhan الدام لمشبات ) H2O2( والتخمز مغ بيخوكديج الييجروجيغ 1997
( Amaya et al., 1999( وتحسل الإجياد السمحي )Abeles et al., 1988( ومقاومة الذيخػخة )2012

يشػلية فتتحػل والتئام الجخوح والجفا  ضج العجوى بالسسخضات الشباتية؛ حيث يتػسن تفاعل أكدجة لبعس السػاد الف
 Almagro)إلى مخكبات أخخى مشيا يجخل باصصشا  الفيتػالكديشات ومشيا ما يمعب دور في تجعيع الججر الخمػية 

et al., 2009). 
مع  H2O2مع بيخوكديج الييجروجيغ  guaiacolعمى تفاعل غاياكػل مبجأ الكذف عمى البيخوكديجاز عتسج ي

نانػمتخ بحيث  470مى شػل مػجة التي تقاس ع  tetraguaiacolمادة  الدمغ بػجػد أنديع البيخوكديجاز مشتجا  

 .(Martinez et al., 2000) تيتخاغاياكػل مادة يدداد انتاج الشباتسا زاد وجػد الأنديع في كم
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 (Almagro et al., 2009) جى الشباتل( مخصن تسثيمي يبيغ دور أنديع البيخوكديجاز في ردود الفعل الجفاعية 4الذكل )

التي تؤدي  مغ أشيخ الجديئات البخوتيشية( 5الذكل )يعج بخوتيغ الياربيغ : Harpinبروتٌن الهاربٌن  2-8

 (.McDowell and Woffenden, 2003لتحخيس السقاومة الجيازية السكتدبة )

 (، أشيخىا الياربيغ السشتج مغ3كسا في الججول ) تشتج بخوتيغ الياربيغ عجة أنػا  مغ البكتيخيا السسخضة لمشبات

 ؛(Reboutier et al., 2007السدببة لسخض المفحة الشارية عمى التفاحيات ) Erwinia amylovoraالبكتيخيا 

 .Harpin(Perino et al السخمدة لمبخوتيغ ىاربيغ  Hrp Nحيث تتسيد ىحه البكتيخيا بأنيا تحتػي عمى السػرثة 

1999.) 

 

 

 

 (NCBI, 2023( التخكيب الكيسيائي لبخوتيغ الياربيغ الشقي )5الذكل)
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  (Choi et al., 2013)( بخوتيشات الياربيغ السػصفة في عجة أنػا  بكتيخية مسخضة لمشبات 3الججول )

(، Choi et al., 2013يُفخز الياربيغ عغ شخيق نطام الإفخاز الثالث في البكتيخيا سالبة غخام السسخضة لمشبات )

(، يستاز بثباتو الحخاري Vrancken et al., 2013بالديدتيغ ) يعجّ مغ البخوتيشات الغشية بالغلبيديغ والفقيخة 

كيمػ دالتػن  44حامزي وحداس لمبخوتياز، وزنو الجديئي  pHـ ب ( يستاز سْ  100دقيقة عمى درجة حخارة  15)

مشحل بالساء  ،Pseudomonasػ دالتػن عشج كيم 39(، وWei et al., 1992) Erwinia amylovoraعشج 

(Dong et al., 2004 يمعب دور ،)  إلى  ىحيث أنّ إجخاء شفخة عمى مػرثتو أد ،بالذخاسة  في الشبات العائل ا

عائمة ال غيخفي الشباتات  HR(، ويؤدي لفخط حداسية Sinn et al., 2008انخفاض الأعخاض عمى العائل )

(Choi et al., 2013). 

الجديئة في تحخيس مقاومة الشباتات تجاه مجال  هعجيجة أجخيت في العقجيغ الساضييغ أىسية ىحبيشت دراسات 

 ,.Choi et al) واسع مغ الآفات سػاء الحذخية أو الفصخية أو البكتيخية أو الفيخوسية، وكحلظ تعديد نسػ الشباتات

2013). 
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يعج تحخيس فخط الحداسية باستخجام الياربيغ أولى  :HRكسحرّض لفرط الحداسية  الياربين دور 2-8-1

إلى فخط  Mµ 500وضائفو السكتذفة؛ حيث أدّى عشج تصبيقو عمى أوراق التبغ بصخيقة التخشيح بتخكيد أقل مغ 

 (.;Wei et al., 1992; He et al., 1993حداسية ومػت خمػي بسكان الحقغ )

إلى مقاومة مختبصة بفخط  μg  /ml 15 بتخكيدوأوراق التبغ بالياربيغ  A. thaliana أدت معاممة أوراق

 .TMV  ((Peng et al., 2003و  P. parasiticaضج  HRالحداسية 

أنّ ىشاك مشاشق أحساض أميشية متخررة في الياربيغ ىي الدبب في تحخيزو لفخط شارت دراسات عجيجة أ

مقارنة لمسشاشق السدؤولة عغ تحخيس فخط الحداسية أنيا (، وأضيخ تحميل Choi et al., 2013الحداسية )

 (.Haapalainen et al., 2011غشية بالمػسيغ )

تخخيب فيديػلػجية الغذاء مغ خلبل آلية التحريض غير محددة بدقة لكن ىشاك عدة تفديرات محتسمة مشيا: 

مغ  ATPيات الأخخى تثبين ترشيع الـأكدجة الفػسفػليبيجات الجاخمة في تكػيشو مسا يؤدي لسػت الخمية، ومغ الآل

 burst oxydatif( )Xieخلبل تخفيس الشاقمية الالكتخونية في خلبيا التبغ وليذ عغ شخيق الزغن التأكدجي )

and Chen, 2000 إضافة لحلظ حخضت معاممة خلبيا ال ،)Arabidopsis  بالياربيغ إلى تحخيخ

cytochrome C ا وتخاكع أشكال الاوكدجيغ الفعالة )مغ السيتػكػنجريا الى الديتػبلبسسKrause and 

Durner, 2004) ، إضافة لآليات أخخى مقتخحة كتحخيس مػرثات ليا علبقة بالـHR  مثل مػرثةHin1 

 .(Desican et al., 2001السختبصة بالإمخاضية وتفعيل بخوتيغ الكيشاز )

نػعيغ مغ الياربيغ  E.amylovoraتججر الاشارة إلى أن بعس أنػا  الياربيغ تعيق السػت الخمػي، يشتج الشػ  

HrpN  وHrpW،  200حخَضت السعاممة بالتخكيد nM  ـوت خمػي شجيج لاستكلب الشػعيغ إلى مغ 

Arabidopsis  200بيشسا السعاممة بالتخشيح بتخاكيد nM HrpN 0.2و nM HrpW  ض السػت الخمػي لع تحخ

(Reboutier et al., 2007 وأشارت دراسة بأن )HrpW فقن أن يثبن السػت الخمػي السحخّض مغ  ويسكش

Harpin (Choi et al., 2013.) 
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عشجما يُعبّخ عغ الياربيغ في خلبيا الشبات  دور الياربين في تحريض ردود الفعل الدفاعية في الشبات: 2-8-2

 ت نباتية متشػعة مشيا الفصخيات،بتخاكيد متجنية فإنّو يؤدي لخدود فعل دفاعية لسسخضاأو يخش عمى الشبات 

 (.Choi et al., 2013لبكتيخيا والفيخوسات وذلظ دون أن يؤدي لفخط حداسية ومػت خمػي )ا

Botrytis cinerea (Jang et al., 2006 ،)البخوتيغ مقاومة لمسسخض  االتبغ السعجل وراثيا  بسػرثة ىح وأضيخ

 Beet necrotic yellow vein virus (Pavli والذػنجر الدكخي السعجل وراثيا بسػرثة الياربيغ مقاومة لمفيخوس

et al., 2011). 

صابة بسخضي المفحة الستأخخة السدبب مغ السسخض قي لمياربيغ في نبات البشجورة الإخفّس التصبيق بالخش الػر 

Phythophthora infestans  والعفغ الخماديB. cinerea (Fontanilla et al., 2005.)  

 Penicillium( انخفاض أعخاض العفغ الأزرق الحي يدببو الفصخ Capdeville et al., 2003بيّغ )

expansum  .في التفاح السعامل بالياربيغ 

مغ / ل مادة فعالة  80كسا ضيخ أنّ معاممة ما بعج القصاف  لمسذسر بسشتجات تجارية مغ الياربيغ حاوية عمى 

 Monilinia fructicola (Boro et al., 2011)إلى انخفاض تصػر الـ أدى 

لذتػي؛ ( في العشاب اSAR( بأنّ البخوتيغ ىاربيغ حخّض  السقاومة الجيازية السكتدبة )2012وآخخون ) Liذكخ 

فبعج معاممة أشجار العشاب الذتػي ببخوتيغ الياربيغ، انخفس معجل الرجأ بذكل ممحػظ بشدبة ترل إلى 

 . µ /ml 20٪ مقارنة بالذاىج السعامل بالساء، وتبيغ معيع بأنّ التخكيد الأكثخ فعالية مغ الياربيغ كان 87.1

السختبصة بالإمخاضية وفعّل السقاومة الجيازية  PR1إلى تعبيخ عغ مػرثات  Arabidopsisحخّض رش نبات 

 P.syringae pv. tomatoو  Peronospora parasiticaالسكتدبة مانحا  إياه مقاومة لعجة مسخضات مشيا 

(Dong et al., 1999 ) 
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 PR1aأدت معاممة التبغ بالياربيغ في دراسة أخخى إلى التعبيخ عغ مػرثات ليا علبقة بخدود الفعل الجفاعية مثل 

 PR1b  (Peng et al., 2004.)و 

 Xanthomonas oryzae pv. oryzaeكسا حخض تصبيق الياربيغ عمى الخز مقاومة قػية ضج السسخض 

 (.Chen et al., 2008في ضخوف البيت الدجاجي والحقل ) Magnaporthe griseaوالسسخض 

مغ /ل انخفزت أعخاض مخض التبقع  60( أنو عشج استخجام الياربيغ بتخكيد Boro et al., 2011وذكخ )

% 55( حتى الـ Xanthomonas axonopodis pv. citrumeloالبكتيخي لمحسزيات السدبب مغ السسخض )

 .citrumeloفي الـ 

 Xanthomonas campestris pv. amoraciaeأيام لقحت الأوراق بـ  7عػممت جحور الفجل بالياربيغ وبعج 

strain 704b أيام، حيث أدت معاممة  8-6ل، ثع قيست شجة الأعخاض البقع البكتيخية بعج السسخضة لشبات الفج

 .(Ahmad et al., 2001 ) ٪ مقارنة بالذاىج41الياربيغ إلى انخفاض الأعخاض بشدبة 

لػحظ ارتفا  مدتػيات الجديئات السختبصة بالآلية الجفاعية عشج نبات العشاب السعامل بالياربيغ وىي: حسس 

polyphenol oxidase (PPO ،) (، وPOD) peroxidase(، و البيخوكديجاز SAالرفراف )

 .(Li et al., 2012( وذلظ مقارنة بالذاىج )PAL) phenylalanine ammonia lyaseو

( بأنّ الياربيغ يشذن ترشيع  البخوتيشات مغ أجل مدار حسس الرفراف 2003وآخخون ) Pengوذكخ 

 الجيازية السقاومة في الخئيدية الإشارة يعجان المحان، (Walters et al., 2008ومدار حسس الياسسيغ )

 .(Kamle et al., 2020) التػالي عمى السحخضة الجيازية والسقاومة السكتدبة

التعبيخ عغ السػرثات الجفاعية التي تخمد لإنديسات  Arabidopsisحخّضت معاممة الياربيغ لسعمق خمػي لشبات 

وعلبوة عمى  anthranilate synthase (ASA1)( و phenylalanine ammonia-lyase (PAL)مثل 

 Mitogen-Activated Proteinنديسات الذبيية ببخوتيغ كيشازيغ أن الياربيغ يشذن اثشيغ مغ الأذلظ تب
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Kinase (MAPK أنديسات )AtMPK4  وAtMPK6  في الArabidopsis ويسكغ تخفيس تفعيل ،

AtMPK4  مغ قبل مثبنMAPKK (Livaja, 2005). 
 

 Arabidopsis، فسعاممة نبات الحذخاتيسمظ الياربيغ أيزا القجرة عمى تحخيس ردود الفعل الجفاعية عشج 

(؛ حيث بعج أسبػ  مغ تصبيق Dong et al., 2004زادت مغ مقاومتو لحذخات السغ ) Harpinبالياربيغ 

 بالياربيغ ثمث العجد السػجػد عمى الذاىج غيخ السعامل.الياربيغ كان عجد حذخات السغ في الشباتات السعاممة 

وقج أشارت دراسات عجيجة بأن تحخيس الياربيغ لخدود الفعل الجفاعية ضج الحذخات مغ خلبل مدارات الايتيميغ 

الخػخ الاخزخ مغ  مغّ حذخة ضج  Arabidopsis(، تتحخض مقاومة نبات Choi et al., 2013في الشبات )

( السشطع الأساسي للئشارة الإثيميغ، EIN2)  Ethylene-insensitive 2خلبل تفعيل إشارات الايتيميغ باستخجام

 .(LIU et al., 2010لخدود الفعل الجفاعية في الشبات )

ولخدود  HRثبت أنّ الياربيغ إضافة  لتحخيزو لفخط الحداسية  دور الياربين في تعزيز نسه الشبات: 2-8-3

يجابي ل إحيث تدداد بذك( Choi et al., 2013الفعل الجفاعية عشج الشباتات فإنّو يعدز ويحفد نسػ الشبات )

 ,Kothari and Patelزىار والشزج السبكخ وغمة السحرػل وتتحدغ الشػعية )الكتمة الحيػية لمشبات ويدداد الإ

2004). 

مغ نسػ الذتلبت   Harpinأو نقع بحورىا بسحمػل حاوي عمى الياربيغ  Arabidopsisفقج عدز رش شتلبت الـ 

(Dong  ،2004وزملبؤه ،) تعديد نسػ الشبات ككل أدى استخجام الياربيغ عمى السجسػ  الخزخي لمخز إلى و

 (. Chen et al., 2008نتاجية الحبػب وزيادة الغمة )إوتحديغ 

 (Zhang et al., 2011نبات الخز لمجفاف والاجياد السائي ) وأشارت دراسة حجيثة بأن الياربيغ زاد مغ تحسل

يا، حيث وصلبحيت Ziziphus jujubaتأثيخ بخوتيغ ىاربيغ عمى نػعية ثسار العشاب  (Li et al., 2013)درس 

ميكخوغخام/ مل وقػرنت بذاىج معامل بالساء، وأضيخت السعاممة  20بالياربيغ بتخكيد  رشت أشجار العشاب الذتاء
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وأثخ  ٪،54.6٪، مقابل انخفاض كبيخ في معجل الفاكية الصخية بشدبة 158.5معجل الفاكية الجيجة بشدبة تحدغ 

وإنتاج الإيثيميغ وذلظ بعج  يجابي حيث انخفس معجل التشفذ وانخفس معجل الفدادإعمى مؤشخات التخديغ بذكل 

وعلبوة ، بقاء الثسار يانعة ما بعج الحراد ، أي أدت معاممة الياربيغ إلى تصػيل فتخةيػما   80تخديغ الثسار لسجة 

حيث شجع عمى  ،سْ  0عمى ذلظ، كانت معاممة الياربيغ مفيجة لمحفاظ عمى جــــػدة ثسار العشاب السخدنة في 

ضسغ محتػيات الثسار، والتي تعج معاييخ ميسة لجػدة الثسار C تأخيخ انخفاض الدكخ القابل لمحوبان وفيتاميغ 

لمثسار السعاممة  C، كان الدكخ القابل لمحوبان وفيتاميغ يػما   80يغ أنو بعج تخديغ الثسار لسجة أثشاء التخديغ. فتب

 بالياربيغ أكثخ مغ ضعف السػجػد في الثسار الذاىج. 

 5تأثيخ الياربيغ عمى نػعية الخذ بعج حراده، أنو عشج رش الخذ بالياربيغ قبل حراده ب  عغووجج بجراسة 

 .(Fonseca et al., 2009أيام حافظ عمى نػعيتو وأشال مغ فتخة حفطو بعج الحراد )

صابة عسجت الكثيخ مغ دول العالع إلى إنتاج نباتات معجلة وراثيا  بحيث يشتج الشبات ىحه الجديئة عشج تعخّضو للئ

ووضعيا في الشبات تحت سيصخة بخومػتخ  Erwiniaبالآفة مغ خلبل نقل السػرثة السخمدة لمياربيغ عشج الـ 

 ,.Jang et al., 2006; Pavli et al)بتأثيخ الإصابة أو جخح الشبات  inducible promoterمُحخّض 

2011.) 

الاستفادة مغ ىحه الجديئة في التصبيقات الدراعية مغ خلبل انتاجيا  مغ سكغتولكغ ىشاك بالسقابل وسيمة أخخى  

مخبخيا  وتدػيقيا كسخكب تجاري تُخش بو الشباتات لتحخيس السقاومة تجاه مختمف الآفات آخحيغ بعيغ الاعتبار 

 .(Walters et al., 2008)بأنّ ىحه الجديئة ليذ ليا أي تأثيخ سام عمى أي نػ  مغ الكائشات الحية 

 

لبخوتيغ مغ مرجره غالبا ما يكػن ىشاك صعػبة في الحرػل عمى ا  HrpNتنسيم مىرثت انهاربين  2-9

، ولمتغمب عمى ىحه العقبة قام E.amylovoraذا كان أحج السدببات السخضية مثل البكتيخيا الأساسي وخاصة إ

بتشديل السػرثات ضسغ نػاقل اصصشاعية مرسسة لتعسل داخل الخلبيا السدتدرعة بديػلة،  العجيج مغ الباحثيغ

(، تتصمب عسمية التشديل العجيج مغ الخصػات Kielkopf et al., 2021) Escherichia coliبكتيخيا مثل 
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ومغ ثع تشقية جخاء تشديل السػرثة والتعبيخ عشيا ( وجػد عجة تقشيات ىامة لإ2021) Akhtarوالتقانات فأوضح 

لانتباه لاستخجام مع ضخورة ا ،لتزخيع السػرثة السخاد تشديميا PCRوىي باخترار استخجام الـ  ،البخوتيغ السؤشب

% 1غاروز عمى ىلبمة الا PCRرحلبن لسشتج الـ  إجخاءمغ ثع ، و High-Fidelityعالي السػثػقية  مسخةأنديع ب

ويشقى السشتج مغ اليلبمة وتجخى سمدمة لمقصعة السزخسة لمتأكج مغ تدمدميا  لمتأكج مغ حجوث التزخيع

تقػم  التي restriction enzymesدخال حيث تدتخجم أنديسات التقييج لشكميػتيجي، تأتي بعجىا خصػات الإا

بحيث  التقييج ويتع اختيار أنديسات Vectorمكان معيغ عشج تدمدل نكميػتيجي محجد ضسغ الشاقل في قصع الب

لخبن القصعة  T4 DNA ligaseتكػن ملبئسة لمشاقل والقصعة السخاد إدخاليا، ومغ ثع يتع استخجام أنديع الخبن 

دخاليا في مػقع القصع ضسغ الشاقل، ثع يتع نقل البلبسسيج أو أي ناقل مدتخجم إلى سلبلة بكتيخية كفػءة إالسخاد 

تشسى ىحه الدلبلة عمى أوساط مغحية حاوية عمى مزادات حيػية خاصة   ،E. coli DH5αبالتحػيخ مثل 

 colony-pcrإجخاء  يتعلا الدلبلة الستحػرة، إتشسػ عمى وسن الشسػ  عمى البلبسسيج السدتخجم وبحلظ لا اعتسادا  

باستخجام باستخجام بادئات متخررة بالقصعة السجخمة لمتأكج مغ صحة الادخال، ثع يتع عدل البلبسسيج السحػر 

دخالو إلى سلبلة التعبيخ البخوتيشي إل قمػية، بعج عدل البلبسسيج يتع و شخيقة العدل بسحاليأشقع العدل الجاىدة أ

ـ ضافة الإ( ثع تشسيتيا في دوارق الدر  ضسغ شخوط محجدة كجرجة الحخارة و E.coli bl21) E.coliمثل  

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)  خيخة تكػن بتشقية التعبيخ، والخصػة الألحث

البخوتيغ السشتج واختيار الصخيقة حدب البلبسسيج السدتخجم فقج يكػن مدود بحيل الييدتيجيغ أو ذيل 

glutathione S-transferase  كالايسجيازول  بسكان دخػل القصعة، فتدتخجم مػاد تجحب ىحه السػادوغيخىا

-SDSتتع دراسة خرائز البخوتيغ السؤشب السشقى باستخجام عجة شخق مثل  خيخا  أ، و وغيخه تبعا  لمحيل السػجػد

PAGE .والبرسة السشاعية لمبخوتيغ 

ىػ البلبسسيجات السرشعة ويتع  ىشاك العجيج مغ الشػاقل السدتخجمة في عسمية التشديل، الأكثخ استخجاما ورواجا  

 ،مجى التعبيخ عغ البخوتيغ ،القصع الستػفخة في الشاقل اختيار الشاقل عادة  تبعا  لسعاييخ عجة: مػاقع التقييج او
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(Akhtar, 2021 ويجب أن ،) وأحيل الييدتيجيغ ك ةحقلبلاتشقية عسمية اللالشاقل السػاقع السصمػبة  يحتػي 

glutathione S-transferase عو غيخىأ (Scheich et al., 2003). 

نتاجية ، الإىسيا معجل الشسػ الدخيعتشديميا لعجة أسباب أ لجنا السخاد كسزيف لقصع ا  E.coliتدتخجم بكتيخيا 

كدلبلة تحػيخ  واستخجاما   ىي الأكثخ شيػعا    DH5αوتعج الدلبلة  ،وكفاءة تحػيخ أكبخ ،العالية مغ البلبسسيج

(Kostylev et al., 2015 مغ ناحية أخخى تعج الدلبلة ،)Escherichia coli BL21  أحج أىع السزيفات

سخيعة  وذلظ لكػنياالبخوتيغ السؤشب  ع كدلبلة تعبيخ بخوتيشي أي لانتاجلسدتخجمة عمى نصاق واسالبكتيخية ا

 .(Jeong et al., 2015ىشاك معخفة تامة بسػرثاتيا وتخكيبيا )و بسعجل نسػىا، 

لتشتج ىحه  ،Escherichia coli (E. coli K-12)في سلبلة  Hrp Nتشديل السػرثة السخمدة لمياربيغ  أجخي 

وأُنتج بخوتيغ الياربيغ الدلبلة السحػرة كسيات كبيخة مغ الياربيغ، ثع عدلو وتشقيتو مغ وسن الشسػ البكتيخي، 

 .مصابق لمبخوتيغ الحي يشتج شبيعيا   بحيث أن البخوتيغ ىاربيغ السشتج تجاريا   كسدتحزخ تجاري 

نتاج  يتع درة عمى الشسػ في البيئة، بعج الإخ قاالسدتخجمة سلبلة غيخ مسخضة، غي  E. coli K-12تعج الدلبلة 

السحػرة، ومغ ثع قتل الخلبيا البكتيخية وإزالتيا مغ السشتج لتدػيقيا  E. coliتخكيد الياربيغ مغ وسن الشسػ مغ 

(Walters et al., 2008.) 

MessengerTMيػجج بخوتيغ الياربيغ تجاريا  تحت عجة مدسيات 
 ،Proact™،Axiom . 

حتػي عمى ي، وىػ مدتحزخ حبيبي قابل لمبمل 2000الة حساية البيئة، في نيدان مع وك ™Messengerسجُل 

با  حاليا للبستخجام يجيل الثاني مغ مشتجات الياربيغ و بأنو ال™Proact ٪ مغ البخوتيغ ىاربيغ، بيشسا وصف 3

عمى بحور القصغ لتحخيس  لتصبيقو  ™N-Hibitعمى القصغ والحرة والخز. وبالإضافة إلى ذلظ يتع تدػيق 

 .(Walters et al., 2008مقاومتيا ضج الشيساتػدا )

وىػ  low risk pesticideعمى أنو مبيج مشخفس الخصػرة  MessengerTMصشفت وكالة حساية البيئة مشتج 

 ,plant defense booster(PDB)( "Kothari and Patelيقع في  الترشيف "محخض مقاومة لمشبات 

2004). 
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فإن مخاشخ الرحة البذخية الشاجسة عغ ىاربيغ ضئيمة إلى درجة عجم وجػد  الأمخيكية وكالة حساية البيئةحدب 

أي خصػرة؛ فمع تطيخ أي آثار ضارة في اختبارات الدسية عمى الثجييات. إضافة إلى أنو يصبق بسعجلات 

امميغ مشخفزة ويتحمل بدخعة في الحقل، وبالتالي تقميل الأثخ الستبقي عمى السحاصيل السعاممة. الخصػرة عمى الع

 Environmental، وتشخفس أكثخ عشج اتبا  إجخاءات الأمان الاعتيادية السصمػبة )في تصبيقو مشخفزة ججا  

Protection Agency,  2019). 

أن الياربيغ لا يدبب أي ضخر عمى البيئة؛ لأنو يصبق بسعجلات مشخفزة  الأمخيكية اعتبخت وكالة الحساية البيئية

لا يحكخ يسكغ أن يرل للؤرض أو سصح السياه. ما  وبحلظ فإنو كسية قميمة مشو أو  ويتحمل بدخعة بعج التصبيق،

آثار سمبية عمى الصيػر والأسساك واللبفقاريات السائية وعمى نحل العدل  ةىحا عجا عغ أن الياربيغ لع يطيخ أي

شافعة قميمة إلى حج ما لعجم السخاشخ عمى الحياة البخية والحذخات الفوالشباتات غيخ السدتيجفة، والصحالب. ولحلظ 

 .(Environmental Protection Agency,  2019وجػدىا  )
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  Materials and Methods وطرائقو ،مهاد البحث -3

في ىيئة الصاقة  والتعبيخ عغ بخوتيغ الياربيغ وتشقيتو HrpNأجخي تشديل مػرثة الـ  مهقع إجراء البحث: 3-1

 البيػلػجيا الجديئية فيبخ ودرست خػاصو في مخ واختبخ البخوتيغ، بإشخاف د.أنصػنيػس الجاود سػرية –الحرية 

، زرعت بحور القسح اللبزمة للبختبارات في الييئة العامة لمتقانة الحيػية بجمذق ومخبخ أمخاض الشبات البكتيخية

، أجخيت التجارب السخبخية لجراسة الفعالية الأنديسية في الييئة العامة لمتقانة الحيػية بجمذقلبيت الدجاجي في ا

 .الييئة العامة لمتقانة الحيػية بجمذق ومخبخ البيػلػجيا الجديئية في ومخبخ أمخاض الشبات البكتيخية

 6شام الرشف  و 5بحػث والرشف  3شام الرشف  أصشاف القسح السادة الشباتية: 3-2

 E.amylovora، مرجره الأساسي بكتيخيا Harpin بخوتيغ الياربيغ السؤشبالسحفز السدروس:  3-3

بإشخاف د.أنصػنيػس  سػرية –أجخي العسل كاملب في ىيئة الصاقة الحرية :  HrpNتشديل مهرثة الـ  3-4

السدببة لمفحة  Erwinia amylovoraمغ عدلة محمية لمبكتيخيا  HrpNلسػرثة  PCRالجاود؛ حيث أجخي تفاعل 

 Taqباستخجام بادئات متخررة  بيحه السػرثة واستخجم انديع بمسخة عالي السػثػقية )الشارية عمى التفاحيات، 

polymerase high fidelity لتقميل حجوث خصأ في تدمدل الشكميػتيجات أثشاء التزخيع، مغ ثع أجخي رحلبن )

% لمتأكج مغ حجوث التزخيع، وأجخيت تشقية مشتج التزخيع مغ باقي 1عمى ىلبمة الاغاروز  PCRلسشتج الـ 

تقييج م أنديسات استخجت القصعة السخاد تشديميا بامدخأ ثع لمتشقية، شاقعباستخجام  PCRمكػنات تفاعل الـ 

Rrestriction enzymes لمشاقل والقصعة السخاد إدخاليا و أنديع الخبن  ملبئسةT4 DNA ligase  ضسغ

السيع لمتشقية  binding protein-maltose( tag( الحي يعصي ذيل )6الذكل ) Pmal C2البلبسسيج الشاقل 

 .اللبحقة لمبخوتيغ
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 Pmal C2 (addgene.org/vector-database/3509, 2020)لمبلبسسيج ( الخخيصة الػراثية 6الذكل )

 

الكفػءة بالتحػيخ، وتع التأكج مغ دخػل البلبسسيج  E.coli DH5αأدخمت نػاتج الخبن )البلبسسيج السحػر( لدلبلة 

مغ خلبل تشسية البكتيخيا السحػرة عمى وسن زر  انتخابي  E.coli DH5αإلى الدلبلة  HrpNالسحػر بسػرثة 

يحػي  Pmal C2ميكخوغخام/مل(؛ حيث أن البلبسسيج 50) Carbenicillinيحػي  السزاد الحيػي الكاربشديميغ 

فقن ستذكل مدتعسخات في  Pmal C2قاومة لمسزاد الحيػي وبالتالي البكتيخيا الحاوية عمى بلبسسيج مػرثة م

 .(7وسن الدر  الذكل )
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 E.coli DH5αإلى الدلبلة  HrpNكيفية التأكج مغ دخػل البلبسسيج السحػر بسػرثة ل تسثيمي(: مخصن 7الذكل )

, 2020)https://www.khanacademy.org/( 

باستخجام بادئة مغ مػرثة الياربيغ وبادئة مغ البلبسسيج فتطيخ الحدمة بالحجع السصمػب،  colony-PCRأجخي 

وتع التأكج مغ عجم وجػد خصأ  E.coli bl21بعج ذلظ استخمز البلبسسيج السحػر وأدخل إلى  الدلبلة البكتيخية 

باستخجام البادئات  PCRجخاء تفاعل إالسشدمة بعج  HrpNفي مكان الجخػل عغ شخيق إجخاء سمدمة لقصعة الـ 

 .الستخررة بسػرثة الياربيغ

واختيخت الذخوط الامثل لحلظ مغ درجة الحخارة  E.coli bl21ضسغ الدلبلة  HrpNدرس تعبيخ البخوتيغ لسػرثة 

سْ  37(، درجة الحخارة Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) IPTGحزغ و تخكيد ال وفتخة ال

، 0.35البكتيخيا  ODالحي أضيف عشج  IPTGساعات وذلظ بعج إضافة ال  6-4وفتخة الحزغ كانت ما بيغ 

رق نسيت البكتيخيا ضسغ ىحه الذخوط السثالية ضسغ دوا، ميمي مػلار 1بتخكيد  IPTGوتست إضافة ال 

واستخمرت البخوتيشات مشيا؛ حيث أخحت البكتيخيا وثفل السديج ثع فجخت الخلبيا )الخسابة( باستخجام السكبذ 

 .ميمي مػلار فػسفات الرػديػم 10ضسغ محمػل مػقي  French press الفخندي 

حيث  (  resinamyloseكخومػتػغخافي ) عسػد اميمػز  دمخر الشاتج عمى عسػ  تشقية بروتين الياربين: 3-5

للؤميمػز وبالتالي تتع تشقية بخوتيغ الياربيغ  binding protein-maltose ما بيغ ذيل Affinityيػجج انجحاب 

https://www.khanacademy.org/
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وممح تخكيده عالي يشافذ السالتػز  EDTAمعسػد بعج ذلظ محمػل يحػي ل أُضيفمغ بقية البخوتيشات الأخخى، 

 .binding protein-maltose حيلمختبن بالمع بقائو ل عمى البخوتيغ الشقي لكغ ػ حرالوبالتالي 

؛ حيث يقػم بقصع  binding protein-maltoseذيل  تخمز مغمل Factor Xa Proteaseعامل استخجم ال

خ الشاتج مخة أخخى عمى عسػد يسخ ت أعيج، binding protein-maltoseالسشصقة بيغ الياربيغ و

binding -maltoseيمػز في العسػد بالارتباط بالتاغ )لتقػم حبيبات الام  amylose resinالكخومػتػغخافي  

proteinم شخيقة ااستخجب هس تخكيد اقيع ، تنقي بذكل ( بيشسا يخخج بخوتيغ الياربيغ مغ العسػدBradford 

أخحت القخاءات عمى شػل  ،Bovine serum albumin (BSA)بالسقارنة مع محاليل عيارية مغ  (1976)

 نانػمتخ. 595مػجة 

 دراسة خرائز بخوتيغ الياربيغ السؤشب:  3-6

الخحلبن الكيخبائي عمى ىلبمة متعجد الأكخيل  باستخجام تقانة قياس وزن البروتين الجزيئي والتأكد من نقاوتو

 Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)أمايج 

(، مغ السحاليل السػجػدة في 1970) Laemmliوصبغ اليلبمة بأزرق الكػماسي، حيث حزخت اليلبمة وفق 

 (:4الججول )

 SDS-PAGEمكػنات ىلبمة متعجد الأكخيلبمايج اللبزمة لإجخاء رحلبن  (4الججول )

Composition السكػن Concentration gelىلبمة التخكيد Separation gel ىلبمة الفرل 

AcrylAmide/Bis 

Acrylamide ( 40% )* 
1 ml 5 ml 

Tris-Hcl 0.5M, pH6.8 2.5 ml - 

Tris-Hcl 1.5M, pH8.8 - 5 ml 
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dH2O6.45 ماء مقصخ ml 9.89 ml 

TEMED 10 µl 10 µl 

AmoniumPerSulfate 

(APS) 10% 
50 µl 100 µl 

SDS 10% 100 µl 100 µl 
 مل ماء مقصخ( 100لـ  37.5/1 g) AcrylAmide/Bis Acrylamide 40%محمػل *

 ,1X  ph 8.3 (Tris-base 3g /lوحزخت محاليل الخحلبن حيث استخجم محمػل رحلبن الغلبيديغ 

glycine 14.4g /l, 1 g SDS 4مل، ومحمػل تحسيل العيشات ) 1000( وأكسل الحجع إلى ml dH2O,1ml 

 Tris-Hcl 0.5M pH6.8, 800 µl glycerol, 400µl β-mercaptoethanol, 1.6ml SDS 10% , 

1mg promophenol blue,). 

مغ شخكة  Chromatein prestainsd Protein ladderحقشت عيشة بخوتيغ الياربيغ وحقغ معمع وزن جديئي 

Vivantis  لسعخفة الػزن الجديئي، لػنت اليلبمة بعج إجخاء الخحلبن باستخجام محاليل تمػيغ البخوتيغ لمكذف عغ

 %40دقيقة ) 30لسجة   Fixationالبخوتيشات الكمية بربغة الكػماسي، حيث وضعت اليلبمة  بسحمػل التثبيت 

Ethanol  +10% acetic acid حيث حزخ بسدج محمػليغ دقيقة لسحمػل الربغ  20(، ثع نقمت اليلبمة

 (، Ethanol + 0.2 % Coomassie Brilliant blue R 250 % 90)   1مل محمػل  100] 1:1بشدبة 

ثا، وأخيخا وضعت ليػم كامل  30([، ثع وضعت في محمػل التثبيت acetic acid %20: )2مل محمػل  100

 destaining (20% Ethanol  + 10% acetic acid.)في محمػل إزالة الربغ 

 وضعخرائرو؛ حيث  مغ اختبخت ثباتية بخوتيغ الياربيغ الحخارية لمتأكج اختبار الثباتية الحرارية لمبروتين:

ت كل حقش ثعدقائق،  5سْ( لسجة  80، 70، 60، 45، 30جرجات حخارة مختمفة )ب في حسام مائي البخوتيغ
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لجرجة حخارة الغخفة وأخحت قخاءة ردة فعل فخط الحداسية عمى  البخوتيغ في أوراق التبغ بعج تبخيج معاممة حخارية

 فخط الحداسية ىي أولى الرفات السكتذفة لمياربيغ. كػن  ساعة 24التبغ بعج 

 Superoxideتقييم كفاءة بروتين الياربين السؤشب في تحريض أنزيم الدهبروكديد دسسهتاز  3-7

dismutase  (SOD:في القسح ) 

مكخرات بحيث أن كل  3أزمشة( كل زمغ  9( تكفي لأزمشة الجسع السختمفة )3ف )شام زرعت بحور قسح لمرش

ومثميا لمذاىج )الساء( وذلظ لتجخبة قياس  Harpinنبات عػمل ببخوتيغ  81نباتات؛ أي  3مكخر عبارة عغ  

وزرعت نفذ الكسية لتجخبة دراسة التعبيخ  ،حلبن الكيخبائيالفعالية الأنديسية باستخجام السصياف الزػئي والخ 

، تست معاممة البادرات رشا  بعسخ أسبػعيغ ببخوتيغ الياربيغ السؤشب وبالذاىج )الساء( SODالسػرثي لأنديع الـ 

، جسعت الشباتات السعاممة بالياربيغ والذاىج غ/ل(1) حيث استخجم تخكيد الياربيغ الحي لع يؤد لفخط حداسية

( ساعة، ووضعت في 48،72،96، 24، 18، 4، 2، 1، 0ت زمشية مختمفة بعج الخش ) )الساء( عمى فتخا

 سْ. 70- درجة حخارة بالتجسيج عمى ةالآزوت الدائل مباشخة بعج الحراد لتحفظ كل عمى حج

 استخلاص البروتيشات الكمية وقياس تركيزىا: 3-7-1

 Gholamnezhad حزخت الخلبصة الشباتية مغ كل عيشة مغ العيشات السحفػضة، اعتسادا عمى شخيقة  

 Tris-Hcl pH=7مل محمػل استخلبص البخوتيغ ]  3غ عيشة نباتية مع  1 ؛ حيث شحغ(2016وزملبؤه )

(Tris base 50mM, Nacl 50mM) , β-MercaptoEthanol 5mM, PVPP 1%, 0.01% Triton  

 g16000مْ بدخعة  4د عمى درجة حخارة  15[ ثع أجخي التثفيل لسجة 1N Hclيل الحسػضة باستخجام مع تعج

 ( وأخحت الخلبصة  البخوتيشية )الخائق( لأنبػب ججيج.Thermo SCINTIFICباستخجام مثفمة )

ة مع محاليل ( بالسقارن1976) Bradfordقيذ تخكيد البخوتيغ الكمي في الخلبصات البخوتيشية باستخجام شخيقة 

(، حيث حزخت محاليل عيارية مغ BSA)  Bovine Serum Albumineعيارية مغ بخوتيغ السرل البقخي 

وقيدت الامتراصية ليا  µg/ml( 2000 ,1000 ,500 ,250 ,125 ,62.5 ,31.25 ,0بتخاكيد ) BSAالـ 
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ت معادلات الخصية ليا والتي نانػ متخ، ومغ ثع رسع بػاسصتيا السشحشيات السعيارية وأخح 595عمى شػل مػجة 

 .مغ خلبليا عخف تخكيد البخوتيغ الكمي

 :باستخدام جياز السظياف الزهئي  SODدراسة فعالية أنزيم  3-7-2

 Solution( محزخ مغ معايخة محمػل قمػي pH=7.5 ،mM50استخجم محمػل مػقي مغ فػسفات الرػديػم )

A pH (9-9.3) :Na2HPO4.12H2O  تخكيدmM 50  مع محمػل حامزيSolution B pH (4.2-

4.5)  :NaH2PO4.2H2O  تخكيدmM50. 

( حيث أضيف 5مل وذلظ حدب الججول ) 3أجخي التفاعل لمخلبصات الصازجة في أنابيب زجاجية بحجع نيائي 

خلبصة أنديسية )العيشة  ،NBTمغ  µM، 63 µM 13محمػل ميثيػنيغ  mM 50لـسحمػل فػسفات الرػديػم 

دقيقة،  15لػكذ لسجة  500ريبػفلبفيغ، ثع عخضت الأنابيب لإضاءة قػية  µM 1.3و  µl 20الشباتية( 

(  وشاىج سمبي مع عيشة لكغ غيخ معخض SODواستخجم شاىج ايجابي بجون عيشة )غيخ حاوي عمى أنديع الـ 

 .(Giannopolitis and Ries, 1977لمزػء )

 في انخلاصاث انبزٔتيُيت SODَٕاث ٔكًياث يٕاد انتفاعم انلاسيت نقياص فعانيت أَشيى انـ يك (5انجذٔل )

 انًحانيم انعيُت يع ضٕء شاْذ ظلاو شاْذ إيجابي

2252 2232 2232   
يحهٕل فٕسفاث انصٕديٕو 

52mM، pH=7.5 

 mM 13ييثيَٕيٍ  252 252 252

252 252 252 NBT  63 Mµ 

 خلاصت أَشيًيت 22 22 -

 1.3mMريبٕفلافيٍ 252 252 252

بػاسصة جياز السصياف الزػئي عمى  Superoxide dismutaseأجخيت اختبارات الفعالية الأنديسية لأنديع 

نانػمتخ وذلظ لجسيع التفاعلبت التابعة لمخلبصات البخوتيشية لمعيشات السعاممة بالياربيغ  560شػل مػجة 

 ت الفعالية مغ القانػن التالي:والذاىج لجسيع أزمشة أخح العيشات وحدب



  21 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 د(15( / زمغ التفاعل )DO Formazan Control -  DO Formazan sample)= د /  NBTندبة ارجا   •

 مغ بخوتيغ 1مل خلبصة بخوتيشية ومغ ثع في  1ثع حدبت في  في التفاعل عيشةحجع الوذلظ في 

عغ شخيق  SPSS17 وحممت التجخبة إحرائيا باستخجام بخنامج  مع حداب الستػسصات والانحخاف السعياري 

خلبصة بخوتيشية  µl 900غميديخول لـ  µl 100حفطت الخلبصات في السجسجة بعج إضافة ، Anovaاختبار

 وذلظ لجراسة الفعالية الأنديسية عغ شخيق الخحلبن الكيخبائي.

استخجمت  :native-PAGEعن طريق الرحلان الكيربائي العسهدي   SODدراسة فعالية أنزيم 3-7-3

% غميديخول وتع حقغ عيشات متداوية التخكيد مغ البخوتيغ في ىلبمة متعجد 10الخلبصات السجسجة مع 

(، لسجة 1970) Laemmali( وفق 10% Acrylamide/bisacrylamide) Poly AcylAmideالأكخيل أمايج 

(، ثع  أجخي الربغ الدالب لميلبمة بسحمػل مػقي مغ Delannoy et al., 2005فػلت ) 200ساعات عمى  4

 ,50mMد، ثع إلى محمػل محمػل فػسفات الرػديػم ) 10( مجة 50mM, ph 7.5-7.8فػسفات الرػديػم )

ph 7.5-7.8 ،ضسشو ريبػفلبفيغ )TEMED ( كسػلج  للبنيػن سػبخكديج عشج وجػد الزػءVoloudakis et 

al., 2006)،  30تع التحزيغ بالطلبم لـ ( 50د، نقمت بعجىا لسحمػل فػسفات الرػديػمmM, ph 7.5-7.8 )

 ,.Voloudakis et alمغ( كسدتقبل للبنيػن سػبخكديج ) Nitro blue tetrazolium NBT (25مع وجػد 

 .لػكذ 500د ثع وضعت في محمػل مػقي مغ فػسفات الرػديػم مع التعخيس لزػء قػي 20( لسجة 2006

قخئت الشتيجة عغ شخيق كثافة الحدم الذفافة البيزاء ضسغ اليلبمة التي ستأخح لػن الفػرمازان الستذكل مغ 

عمى الانيػن  NBTوالـ  SODمع الانيػن الانيػن سػبخكديج، حيث ستؤدي السشافدة بيغ انديع  NBTتفاعل ال 

ادة كثافة ىحه الحدم تعبخ عغ زيادة في سػبخكديج لزعف التفاعل المػني وبالتالي ضيػر الحدم الذفافة أي زي

 .SODفعالية أنديع الـ  

السحفػضة  القسح عيشاتل RNAعدل الحسس الشػوي الخيبي  :SOD ـدراسة التعبير السهرثي لسهرثة ال 3-7-4

والسعاممة مدبقا  بالخش بالياربيغ والذاىج )الساء( والسجسػعة في ازمشة حراد مختمفة، سْ 70-بالتجسيج عمى 
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وذلظ حدب تعميسات الذخكة الرانعة، أجخي رحلبن لمـ  SIGMAمغ شخكة  TRI Reagentحيث استخجم 

RNA  خالية مغ 1السعدول عمى ىلبمة آغاروز %RNase   وباستخجام محمػل رحلبنTBE 1X   وذلظ لمتأكج

 RevertAidباستخجام شاقع  rt-PCRجخي اختبار أ ثع(، Keshkeih, 2014) السعدول RNA ـالنػعية مغ 

First Strand cDNA Synthesis   مغ شخكةThermo   باستخجام بادئoligo dT   الحي سيختبن بحيل

مغ  µl 1و total RNAميكخوغخام  1، حيث حزخ التفاعل مغ mRNAالأدنيغ السسيد لمحسس الخيبي الخسػل 

ميكخوليتخ مغ  4ميكخوليتخ بالساء الخالي مغ الشػكمياز ثع أضيف  12وأكسل الحجع إلى   oligo(dT)18بادئ 

(5X Reaction Buffer مع )1 ( ميكخوليتخ مغRiboLock Rnase Inhibitr 20u/µl و )ميكخوليتخ  2

 RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptaseميكخوليتخ مغ أنديع  1و  mM dNTP Mix 10مغ

200u/µl دقيقة عمى  60ميكخوليتخ، خمن السديج بمصف ثع حزغ السديج لسجة  20يث يربح حجع التفاعل بح

 cDNAدقائق، بعج انتياء العسل خدن الـ  5سْ لسجة  72سْ ثع أنيي التفاعل بالتدخيغ عمى درجة  42درجة 

 Actin ثة مػر  zn-SODفي اليػم التالي وذلظ لسػرثة  PCRسْ حيث أجخيت تفاعلبت ال  20-عمى درجة 

 (6كذاىج داخمي دائع التعبيخ عغ نفدو باستخجام زوج البادئات الستخررة بيسا الججول )

 Actinوالـ  zn-SOD( التدمدلبت الشكميػتيجية لمبادئات السدتخجمة في دراسة التعبيخ السػرثي لسػرثتي الـ 6الججول )

 السخجع التدمدل الشكميػتيجي البادئات

zn-SOD 
F 5'->3:GTTGTTGGGAGAGCGTTTGT 

R 5'->3:GCAAGTCTTCCACCAGCATT 
Baek and Skinner, 2003 

Taβ –actin 
F 5'->3:GCTGGAAGGTGCTGAGGGA 

R 5'->3:GCATCGCCGACAGGATGAG 
Chitnis et al., 2016 

 pmol 12.5و   (Kappa)مغ شخكة  Master Mix 2xحجع نيائي( باستخجام 25 lμ) PCRأجخي تفاعل الـ 

 5و، ميكخومػلخRev 10مغ البادئ غيخ السباشخ   12.5pmol، و ميكخومػلخ For 10مغ البادئ السباشخ 

 وأكسل الحجع بالساء السقصخ معقع. نانػغخام/ميكخوليتخ  10تخكيد  cDNAميكخوليتخ مغ 
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  .(7ل )البخامج السبيشة في الججو وفق  (Bio-Gener)باستخجام جياز السجور الحخاري  PCRو أجخي تفاعل 

 Taβ –Actinو  Zn-SODالسجروسة لتزخيع مػرثتي  PCR( بخامج الجورات الحخارية لتفاعلبت الـ 7الججول )

 
Zn-SOD Taβ –Actin 

 الدمغ درجة الحخارة سْ  الدمغ درجة الحخارة سْ 

 د 3 94 د 3 94  فرل سمدمتيغ اولي

 فرل الدمدمتيغ
35 

 دورة

 د 1 94 د 1 94

 د 1 56 د 1 53 التحام البادئات

 ثا 30  72 ثا 30 72 استصالة

 د 10 72 د 10 72  استصالة نيائية

 TBE وباستخجام محمػل رحلبن% 1.5أجخي الخحلبن عمى ىلبمة آغاروز  PCRبعج الإنتياء مغ تفاعل الـ 

1Xباستخجام جياز تػثيق اليلبمات  الشتيجة ، وثقتCleaver  مغ وسجمت الشتائج عغ شخيق ضيػر الحدمة

 .عجمو وكثافة الحدمة الشاتجة

( في POD) Peroxidaseتقييم كفاءة بروتين الياربين في تحريض فعالية أنزيم البيروكديداز  3-8

 :القسح

السعاملبت لمتجخبة الدابقة "دراسة فعالية أنديع و  البحار بشفذ شخوط وعجد( 3زرعت بحور قسح لمرشف )شام 

SOD بشفذ الصخيقة اعتسادا  عمى  كيدىااتخ  تالبخوتيشات الكمية وقيد تاستخمر"، كساGholamnezhad 

 Bradford (1976.)استخجام شخيقة و  (2016وآخخون )

حُزّخ محمػل التفاعل مغ محمػل  :بالسظياف الزهئي PODدراسة فعالية أنزيم البيروكديداز  3-8-1

% غاياكػل 0.1و  pH=7 ، mM50(  Na2HPO4.12H2O/ NaH2PO4.2H2Oفػسفات الرػديػم )

guaiacol  +0.03 بيخوكديج الييجروجيغ %H2O2،  20وأضيف µl 980خلبصة بخوتيشية شازجة لـ µl 
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 spectrophotometer (WPAمحمػل التفاعل، وأخحت القخاءات مباشخة بػاسصة جياز السصياف الزػئي 

Biowave DNA)  ثا قخاءة، وذلظ لمعيشات الدابقة السعاممة بالياربيغ  10نانػمتخ كل  470عمى شػل مػجة

 .والذاىج لجسيع أزمشة أخح العيشات

واختيخت القخاءات التي تعصي خن مدتقيع، وحدبت فعالية البيخوكديجاز مغ  قيقةد 2أخحت القخاءات عمى مجار  

 (:Martinez et al., 1996السعادلة التالية )

[*]حجع Etetra guaicol(/ ΔOD470 nm/min)نانػكاتال / مغ بخوتيغ (= ]) PODفعالية البيخوكديجاز 

)تخكيد البخوتيغ  60/ 106/ حجع العيشة في التفاعل )مل([ * ] 1000[ * ]1000 /التفاعل )مل( 

 /مل([

E tetra guaiacol  = 103*  26.6: معامل الامتراصية  

 .Anovaعغ شخيق اختبار SPSS17إحرائيا باستخجام بخنامج  حممت الشتائج

بعج  سْ  70- حفطت الخلبصات البخوتيشية بعج دراسة الفعالية الأنديسية باستخجام السصياف الزػئي في السجسجة

خلبصة بخوتيشية وذلظ لجراسة الفعالية الأنديسية عغ شخيق الخحلبن  µl 900غميديخول لـ  µl 100إضافة 

 .الكيخبائي

 :native-PAGEعن طريق الرحلان الكيربائي العسهدي  PODالبيروكديداز  دراسة فعالية أنزيم 3-8-2

% غميديخول وتع حقغ عيشات متداوية التخكيد مغ البخوتيغ في ىلبمة 10استخجمت الخلبصات السجسجة مع 

 Laemmali( وفق 10% Acrylamide/bisacrylamide) Poly AcylAmideمتعجد الأكخيل أمايج 

فػلت، بعج اجخاء الخحلبن الكيخبائي أجخي صبغ اليلبمة كسا ذكخ في  200عمى  ساعات 4(، لسجة 1970)

(Keshkeih et al., 2019( حيث تع تجييد محمػليغ: محمػل )مكػن مغ1 )مل محمػل فػسفات  200

، Guiacol% غاياكػل 0.2(، Na2HPO4.12H2O/ NaH2PO4.2H2O( )50mM، pH 6الرػديػم ))
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، 3amino-9-ehylcarbazoleغ مغ   0.05( مكػن مغ 2، محمػل )H2o2% بيخوكديج الييجروجيغ 0.03

دقيقة في درجة  15، مدج السحمػليغ وحزشت اليلبمة في السديج لـ Dimethylformamide (DMF)مل  20

  حسخ.أبمػن  حخارة الغخفة حتى حجوث التفاعل المػني حيث تطيخ الشتائج عمى شكل حدم ممػنة

إحدى السهرثات السدؤولة  Glutathione Peroxidase (GPX) السهرثي لسهرثةدراسة التعبير  3-8-3

 عن أنزيم البيروكديداز :

"، أجخيت SODالسحزخ في تجخبة "دراسة التعبيخ السػرثي بسػرثة الـ  cDNAاستخجم في ىحه الجراسة الـ 

ئع التعبيخ عغ نفدو كذاىج داخمي دا Taβ -Actin بالسقارنة مع مػرثة  GPXلسػرثة  PCRتفاعلبت الـ 

 (8باستخجام أزواج البادئات الستخررة بيسا الججول )

 Actinوالـ  GPX( التدمدلبت الشكميػتيجية لمبادئات السدتخجمة في دراسة التعبيخ السػرثي لسػرثتي الـ 8الججول )

 السخجع التدمدل الشكميػتيجي البادئات

GPX 
F 5'->3: CCCCCTGTACAAGTTCCTGA 

R 5'->3: GTCAACAACGTGACCCTCCT 
Baek and Skinner, 2003 

Taβ –actin 
F 5'->3:GCTGGAAGGTGCTGAGGGA 

R 5'->3:GCATCGCCGACAGGATGAG 
Chitnis et al., 2016 

 pmol 12.5و   (Kappa)مغ شخكة  Master Mix 2xحجع نيائي( باستخجام 25 lμ) PCRأجخي تفاعل الـ 

مغ  µl 5و، Rev (10Mµ)مغ البادئ غيخ السباشخ   12.5pmol(، و 10 Mµ) Forمغ البادئ السباشخ 

cDNA  استخجم جياز السجور الحخاري وأكسل الحجع بالساء السقصخ معقع،  نانػ غخام/ميكخوليتخ  10تخكيد

(Bio-Gener) ( 9لإتسام التفاعل وفق البخامج السبيشة في الججول). 
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 Taβ –Actinو  GPXالسجروسة لتزخيع مػرثتي  PCR( بخامج الجورات الحخارية لتفاعلبت الـ 9الججول )

 
GPX Taβ –Actin 

 الدمغ درجة الحخارة سْ  الدمغ درجة الحخارة سْ 

 د 3 94 د 3 94  فرل سمدمتيغ اولي

 فرل الدمدمتيغ
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 دورة
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 د 1 56 د 1 53 التحام البادئات
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 TBE 1X% وباستخجام محمػل رحلبن 1.5أجخي الخحلبن عمى ىلبمة آغاروز  PCRبعج الإنتياء مغ تفاعل الـ 

وسجمت الشتائج عغ شخيق ضيػر الحدمة مغ عجمو  ،Cleaverباستخجام جياز تػثيق اليلبمات  وثقت الشتيجةو 

 .الشاتجةوكثافة الحدمة 

معاممة بالخش  3في عيشات قسح شام  كيد الفلبفػنػيج الكميةاتخ قجرت  :تحديد تركيزات الفلافهنهيد الكمية 3-9

بعج  سا( 96، 72، 48، 24، 0أزمشة حراد ) 5ببخوتيغ الياربيغ مقارنة بعيشات معاممة بالذاىج الساء السقصخ لـ 

( لتحجيج محتػى CHANG et al., 2002لألػمشيػم حدب )استخجمت الصخيقة المػنية لكمػريج االسعاممة، و 

حيث ( MOORE et al., 2006الفلبفػنػيج لأوراق القسح، حزخ تخفيف مغ مدتخمرات أوراق القسح وفق )

مل مغ السدتخمز ومدج مع  0.5أخح مل(،  10غ أوراق القسح لكل عيشة وحزخ مدتخمز اسيتػني ) 1شحغ 

مػلار  1مل مغ خلبت البػتاسيػم  0.1و ،٪10مل مغ كمػريج الألسشيػم  0.1ثع أضيف ٪، 95مل إيثانػل  1.5

دقيقة، أخحت قخاءات الامتراصية  30عمى درجة حخارة الغخفة لسجة  السديج حُزّغ ،مل مغ الساء السقصخ 2.8و 

رت كل كخ ، (DWتع التعبيخ عغ القيع عمى أنيا ميكخوغخام/غ وزن جاف ) ،نانػمتخ 415لمسديج عمى شػل مػجة 

 .Anovaعغ شخيق اختبار SPSS17مخات وحممت التجخبة إحرائيا باستخجام بخنامج  3عيشة 
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دقائق ثع غدمت  3% لسجة 70عقست بحور القسح سصحيا   بكحػل ايتيمي  إنبات القسح ونسهه: فيالتأثير  3-11

بحرة،  100ساعة كل معاممة  24مخات، نقعت بحور القسح بالياربيغ والساء كذاىج لسجة  3بالساء السقصخ السعقع 

، وحزشت الأشباق بحور 5ورق نذاف مبمل، بحيث وضع في كل شبق  عمى وزعت البحور ضسغ شبق بتخي 

قدست الأشباق لسجسػعتيغ، السجسػعة الأولى أخحت القخاءات بعج أسبػ  حيث حجدت ندبة °. س 20عمى درجة 

ات أولية عمى تأثيخ الياربيغ في قػة الشسػ، السجسػعة الإنبات وقياس شػل الجحيخ والدػيقة وعجد الجحور كسؤشخ 

أخحت  أسابيع 3بعج ة إلى ثمثييا بالتػرب و ءسع مسمػ  10الثانية نقمت البحار السشبتة إلى أصز صغيخة قصخ 

 3مغ مغ كل معاممة وبقجر  100بعج أخح قخاءات الػزن الخشب لمبادرات، أخح وزن  ،أوزانيا الخشبة والجافة

دورة /  3000%، ثع ثفمت بدخعة 80مل اسيتػن  10مكخرات، شحشت ىحه العيشات باستخجام جفشة ومجقة في 

ابق، مل بالاسيتػن الد 20دقائق حيث فرمت الخشاحة ووضعت في أنبػب ججيج وأكسل الحجع إلى  5دقيقة لسجة 

نانػ متخ وحدبت تخاكيد اليخزػر  645و 663أخحت القخاءات باستخجام مصياف ضػئي عمى شػل مػجة 

 (:2004السػثقة في )الجػاري،  Arnonباستخجام معادلة 

 V (100*W)( * D645( + )18.2*D663*20.2)غ نبات = مغ الكمػروفيل/ 

 : الػزن الخشب )غ(W: الحجع الشيائي لمخشاحة، Vبحيث 

 .SPSS17باستخجام بخنامج  Tعغ شخيق اختبار  ت نتائج السجسػعتيغ احرائيا  حمم

 :تعفن جذور القسح رضمتقييم الياربين في تحريض مقاومة القسح تجاه مدببات  3-11

سخض عفغ جحور الشبات وفق ما ذكخ في )الشائب ب القابل للئصابة 5اختيخ صشف القسح بحػث الشبات: 

 .(2002وآخخون، 

 بالتخكيد الحي لع يدبب فخط حداسية عمى القسح.سؤشب، الاستخجم بخوتيغ ىاربيغ  الشسه والسقاومة:محفز 
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تع الحرػل عمى العدلات الفصخية مغ مخبخ السبيجات الفصخية في كمية الدراعة قدع  العزلات الفظرية السدروسة:

 جُيد( حيث  Fusarium, Pythium,Rhizoctoniaعدلات تشتسي للؤجشاس ) 3وقاية الشبات معخفة مدبقا وىي 

 Potato Dextrose Agar ىيفات فصخية مشساة عمى وسن مغحي يحػي شبق لكل عدلة  ،أشباق بتخي  3

(PDA) مع مغ السذيجة لكل شبق ونقمت إلى شبق ججيج يحػي  8، ولمحرػل عمى مذيجة ججيجة أخحت قصعة

 .مْ  واستخجمت السذيجة الججيجة في الإلقاح 25أيام عمى درجة حخارة   3وحزشت ل  PDAوسن مغحي 

دقيقة ثع  3% لسجة 70عقست بحار القسح سصحيا  بكحػل  التأثير في مقاومة القسح لعفن الجذور: 11-1—3

ساعة  24 مجسػعات، نقعت السجسػعة الأولى لسجة 3مخات ثع قدست البحار لـ  3غدمت بالساء السقصخ السعقع 

)السعاممة الأولى( ونقعت مجسػعة أخخى بالساء كذاىج أول )معاممة ثانية(  غ/ل1مػل الياربيغ بالتخكيد في مح

 ليتخ( 10غ / 7.5) د بسعقع البحار دايفشكػنازول بالتخكيد السشرػح بو 5أما الأخيخة فبعج نقعيا بالساء غسخت 

 .)معاممة ثالثة(

سع جيدت  10نذاف مخشب ريثسا تشبت، ثع زرعت في أصز قصخىا  وضعت البحور في أشباق تحػي ورق 

؛ حيث وضع بأسفل الأصز شبقة قصغ ثع شبقة رمل ثع  تخبة معقسة بالاوتػغلبف لتسلؤ ثمثي الأصيز، مدبقا  

مع  8بحور مشبتة، وأجخيت العجوى بػضع أقخاص مغ الفصخ السسخض بقصخ  3كل أصيز )مكخر( وزر  فيو  عج

 3عدلات فصخية *  3أصيز ] 27مكخرات وبحلظ يكػن لجيشا  3صيتيا بالتخبة، حزخ لكل عدلة قخب البحار وتغ

 .معاملبت )ىاربيغ + ماء+ معقع([ 3مكخرات * 

 أخحت القخاءات حتى بعج  ضيػر الأوراق الثلبثة الأولى 

ي بالدلبمية تحت : ندبة الإصابة = عجد الشباتات التي ضيخ فييا تمػن بش السعادلةحجدت ندبة الإصابة مغ 

 .التاج / العجد الكمي لمشباتات ضسغ كل معاممة
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( عجم تمػن الدلبمية 1973وآخخون،  Ledinghamحدبت شجة الإصابة بالسخض باعتساد سمع تقييذ ثلبثي )

، تمػن بشي يغصي مداحة أكبخ مغ ربع الدلبمية 1، تمػن بشي يغصي ربع الدلبمية تحت التاج =0تحت التاج =

 . 2= تحت التاج

    SPSS17باستخجام بخنامج  Kruskal-Wallisعغ شخيق اختبار  حممت التجخبة إحرائيا  

 :عمى القسح التخظط الذفافإمراضية  بكتيريا  في السؤشبياربين التقييم فعالية بروتين  3-12

مـا ورد فـي  وفـقعمـى القسـح  الـتخصن الذـفافبسخض لئصابة لوذلظ لقابميتو  6صشف القسح شام  السادة الشباتية:

 .(2007 ،مشجو)

 .غ / ل(1)التخكيد  أعمى تخكيد لع يؤد لفخط حداسيةاستخجم  ،السؤشبياربيغ البخوتيغ  السحفز:

 Xanthomonasاستخجم في ىحه الجراسة عدلتيغ محميتيغ معخفتيغ مغ بكتيخيا : البكتيرية السختبرة تالعزلا

translucens (Xt10 ،Xt4.2)،  كمية الدراعة –أخحت مغ مخبخ الأمخاض البكتيخية في قدع وقاية الشبات- 

بعج تعقيع الأندجة الشباتية سصحيا  بسحمػل ىيبػكمػريت  حيث عدلت مغ عيشات قسح مرابة جامعة دمذق.

مخات، ثع 3% لسجة ثلبث دقائق، ثع غُدمت بساء مقصخ معقع لإزالة آثار ىيبػكمػريت الرػديػم  3الرػديػم 

وسن  دقيقة  حتى تتحخر البكتيخيا مغ الأندجة ونذخت عمى 30شحشت العيشات بساء مقصخ معقع، وتخكت لسجة 

YPGA (Yeast extract 7 g/l, Peptone 7 g/l, Glucose 7 g/l and Agar 1.5 g/l )مغحي عام 

سْ لسجة  28حزشت الأشباق عمى درجة حخارة و  /لتخ كسزاد فصخي  Cyclohexemide 50 mgمزافا  لو 

 ساعة. 72

أجخيت عجوى اصصشاعية لمعدلات البكتيخية التي حرل عمييا بحقغ  :اختبار القدرة الإمراضية لمعزلات 3-12-1

بخة وذلظ ضسغ نديج أوراق إ/ مل بصخيقة التخشيح باستخجام سيخنغ معقع بجون  cfu 810معمق بكتيخي بتخكيد 

مْ  30-25مدروعة في كؤوس بلبستيكية تحتػي عمى التػرب تحت ضخوف حخارة يػم  15بادرات قسح بعسخ 
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غصيت البادرات السحقػنة بأكياس نايميػن خلبل الداعات الأولى مغ العجوى ضلبم(،  8ضػء/ 16وإضاءة )

في عتبخت العدلة مسخضة لسجة أسبػ   حيث ا  يػميا   وفحرت البادرات. لتأميغ الخشػبة العالية لتصػر السخض

، وغيخ مسخضة عشج مكان وحػل مشصقة العجوى  عمى الأوراقتذبع بالساء و/أو الاصفخار ال أعخاضال ضيػر ح

 .(Duveiller et al., 1997)عجم ضيػر تمظ الأعخاض 

/ مل  مغ مدتعسخات 106cfuالدابق، وجيد معمق بكتيخي بتخكيد  YPGAنسيت كلب العدلتيغ عمى وسن مغحي 

 ساعة. 24بعسخ 

في أصز صغيخة قصخ  6زرعت بحار القسح صشف شام  :في القسح Xtالحد من الذدة السرضية لـ  3-12-2

بحار، عػممت البادرات   5وضع  في كل أصيز  سع مسمػؤة بالتػرب إلى الثمثيغ تقخيبا ومثقبة مغ الأسفل، 10

بحرة  100بالذاىج الساء السقصخ )أعمى تخكيد لع يحجث فخط حداسية و يػم بصخيقة الخش بالياربيغ ب 20بعسخ 

والقدع  Xt10بادرة( بالسعمق البكتيخي لمعدلة  100ساعة رشت أوراق نرف البادرات ) 48لكل معاممة(، بعج 

، وقيست شجة الزخر ضسغ الأندجة الشباتية 108*2، حزخ السعمقيغ بتخكيد Xt4.2الثاني بسعمق بكتيخي لمعدلة 

لظ اعتسادا عمى السداحة السرابة مغ الػرقة السعجاة حدب عغ شخيق سمع أيام، وذ 10بعج ضيػر الإصابة بـ 

 ( :Duveiller et al., 1994لذجة الاصابة )

 %  مغ مداحة الػرقة1= البقعة تغصي  1

 % مغ مداحة الػرقة5= البقعة تغصي  2

 % مغ مداحة الػرقة10= البقعة تغصي  3

 %  مغ مداحة الػرقة25= البقعة تغصي  4

 %  مغ مداحة الػرقة50البقعة تغصي =  5

 (Wheeler ،1970السعادلة ) وفق بالياربيغ السُعاممة والشباتات الذاىج لكل مغ السخضية الذجة وحُدبت
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/ أعمى درجة  )الإصابة السرابة في كل درجة * درجة الشباتات )عجد مجسػ  الإصابة =  لذجة السئػية الشدبة

 الكمية الشباتات عجد *إصابة

اتات في الشب ةالبكتيخي شجة الإصابةلجراسة الفخوق السعشػية بيغ  Tالشتائج عغ شخيق  إجخاء اختبار  تحمم

 .السعاممة الياربيغ والذاىج

 ,.Marmey et alباستخجام شخيقة العج البكتيخي وفق شخيقة ) تقييم الشسه البكتيري في الأوراق: 3-12-3

ياربيغ والذاىج الساء، أعجيت الأوراق السعاممة بالعدلات البكتيخىة  ( حيث بعج معاممة البادرات ببخوتيغ ال2007

أقخاص مغ  3بصخيقة التخشيح بػاسصة محقغ بجون إبخة ومغ ثع أخحت وعمى مجار أسبػ  وبػساشة مدبخ معجني 

 ،2-10 ،1-10مل ماء مقصخ معقع وأخحنا عجة تسجيجات  1سع وكل قخص شحغ في  0.5القسح السعجي بقصخ 

 YPGAميكخوليتخ وزرعت عمى شبق بيتخي حاوي وسن مغحي عام  10وأخح مغ كل تسجيج  10-4 ،10-3

ساعة وأخحت القخاءات، ومغ ثع حدبت تخاكيد البكتيخيا ضسغ الشدج السمقحة بالبكتيخيا السعاممة  72وحزغ 

لجراسة الفخوق السعشػية  Tالشتائج عغ شخيق  إجخاء اختبار  تحمم بالياربيغ والذاىج وأخح المػغاريتع العذخي ليا.

 اتات السعاممة الياربيغ والذاىج.بيغ التعجاد البكتيخي في الشب

 

 

 

 

 

 



  50 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 

 

 

 الفرل الرابع

 السشاقذة و ـــــائجشتــال     

Results and Discussion 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  52 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 الشتائج والسشاقذة: -4

أسمف سابقا في ىيئة الصاقة الحرية كسا  أجخي العسل كاملب: وتعبير البروتين  HrpNتشديل السهرثة  4-1

(، 8الذكل ) وتع الحرػل عمى بخوتيغ الياربيغ السؤشب الشقي ،بجمذق بإشخاف الجكتػر أنصػنيػس الجاود

 .غ /ليتخ 4أضيخت نتائج قياس التخكيد باستخجام شخيقة بخادفػرد أن تخكيد البخوتيغ الستحرل عميو كان 

 

 التشقية بعج Harpin( بخوتيغ الياربيغ السؤشب 8الذكل )

 دراسة خرائص الياربين السشتج: 4-2

أضيخت الشتائج  ،ولػنت اليلبمة SDS-PAGEحزخت اليلبمة وأجخي رحلبن  :قياس وزن البروتين الجزيئي

 42(، وكانت الحدمة أعمى قميلب مغ حدمة الـ9aوجػد حدمة واضحة وحيجة دلالة عمى نقاوة البخوتيغ الذكل )

كيمػ دالتػن في مؤشخ الأوزان البخوتيشية السدتخجم وتقجيخيا كانت حػالي  51مغ حدمة الـ  كيمػ دالتػن وأخفس

( بأن وزن  Wei et al., 1992; Choi et al., 2013كيمػ دالتػن وىحه الشتيجة مػافقة لسا أورده ) 44

 .كيمػ دالتػن  Erwinia Amylovora 44الياربيغ السشتج مغ 

، 30السشقى بعج تعخيزو لجرجات حخارة مختمفة )السؤشب بخوتيغ الياربيغ حقغ أدى  : اختبار الثباتية الحرارية

مسا يجل عمى ثباتية حخارية جيجة وذلظ مػافق  ،(9bلفخط حداسية عمى التبغ الذكل ) سْ( 80، 70، 60، 45

 (.Wei et al., 1992; Choi et al., 2013لخاصية الثبات الحخاري لبخوتيغ الياربيغ كسا أشار )
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فخط   b ،لبخوتيغ الياربيغ السجروس بالسقارنة مع معمع وزن جديئي ممػن  SDS-PAGEرحلبن   a(: 9الذكل )

 الحداسية عمى التبغ بعج الحقغ ببخوتيغ الياربيغ السعخض لجرجات حخارة مختمفة

 في انقمح  SODانـ  أنسيم تحريض انهاربين انمؤشب في تقييم كفاءة بروتين 4-3

 البروتيشات الكمية وقياس تركيزىا: استخلاص 4-3-1

 Bradfordعدلت البخوتيشات الكمية مغ العيشات السعاممة بالياربيغ والعيشات السعاممة بالساء وقيدت تخاكيدىا بصخيقو 
(، حيث رسست السشحشيات السعيارية لمسحاليل السعيارية 10الذكل ) BSA( اعتسادا عمى السحاليل السعيارية مغ الـ 1976)

(، والتي عغ 11، وحُرل عمى السشحشيات السعيارية والسعادلات الخصية الذكل )ةروسة لكل زمغ حراد عمى حجالسج
السشحشى  معادلةتعػيس قخاءة الامتراصية ليا في بعج  كل زمغ حراد عيشاتكيد البخوتيغ الكمية لاشخيقيا حجدت تخ 

 .(10السعياري السخسػم ليحا الدمغ الججول )

في ىحه  POD، وأنديع البيخوكديجاز SODالدػبخوكديج دسسػتاز للؤنديع  يةنديسالأفعالية اسة أن در مع التشػيو 

 .مباشخة أجخيت الخلبصات البخوتيشية الصازجة
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 )في السحزخة بعجة تخاكيد BSA(: تفاعل محمػل بخادفػرد مع محاليل قياسية مغ ألبػميغ السرل البقخي 10الذكل )

 48، تفاعل محمػل بخادفػرد مع البخوتيغ الكمي السعدول مغ عيشات زمغ حراد ويلبحظ التجرج المػني الحاصل (الأعمى

 (بعج السعاممة )في الأسفلسا 
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والسعادلة الخصية لمسحاليل السعيارية السجروسة لبعس الأزمشة السجروسة، زمغ (: السشحشى السعياري السخسػم 11الذكل )

 )في الأسفل( سا بعج الخش 72سا بعج الخش )في الأعمى(، وزمغ حراد  48حراد 

في العيشات السجروسة في معاممة الياربيغ ومعاممة الذاىج لكافة )ميكخوغخام/ مل( ( متػسن تخاكيد البخوتيغ 10الججول )

 ة الحرادأزمش
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أجخيت التفاعلبت في الأنابيب  اعتسادا عمى السظياف الزهئي: SODأنزيم الـ قياس الفعالية  4-3-2

(، ومغ ثع نقل ناتج التفاعل لخلبيا بلبستيظ 12الدجاجية كسا ذكخ آنفا وضيخ المػن السسيد لمفػرمازان الذكل )

 نانػمتخ. 560الزػئي عمى شػل مػجة لتقخأ بالسصياف 

 

لمـ  SODمع انيػن سػبخكديج نتيجة مشافدة انديع الـ  NBTتجرج في التفاعل المػني الحاصل مغ تفاعل الـ  (12الذكل )

NBT 

سسػتاز دة في فعالية أنديع الدػبخكديج دأضيخت الشتائج زياعشج قياس فعالية الأنديع باستخجام السصياف الزػئي 

ببخوتيغ الياربيغ السحمي مقارنة بالسعاممة بالساء السقصخ، وبجأت  في الأندجة الشباتية لأوراق القسح السعاممة رشا  

الياربيغ بعج الخش؛ حيث بمغت في العيشات السعاممة ب 18الديادة السمحػضة في فعالية الأنديع مغ الداعة الـ 

مغ 1/ دقيقة/ NBTندبة إرجا   0.449مغ بخوتيغ، مقارنة بفعالية قجرىا 1/ دقيقة/ NBTندبة إرجا   0.614

ساعة مغ الخش  96حتى بمغت أعمى تخكيد للؤنديع بعج معشػيا  بخوتيغ لمعيشات السعاممة بالساء، وتدايجت الفعالية 

ندبة  0.47مغ بخوتيغ، مقارنة مع الذاىج الحي بمغ 1/ دقيقة/ NBTندبة إرجا   1.26 حيث وصمت إلى 

بيغ معاممة ، وأضيخ التحميل الإحرائي أن ىحه الفخوقات (13مغ بخوتيغ الذكل )1/ دقيقة/ NBTإرجا  

كانت معشػية، وكانت فعالية  سا بعج الحراد 96إلى الدمغ بعج الحراد  18مغ الدمغ  الياربيغ والذاىج

 ساعة بعج السعاممة بالياربيغ ىي الأفزل معشػيا . 96تاز بالدمغ الدػبخكديج دسسػ 
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الياربيغ مقارنة  بخوتيغ ب رشا   مع الدمغ في بادرات القسح السعاممة SODمخصن قياس فعالية أنديع الـ  (13الذكل )

 سعاممة بالذاىج )الساء(الب

الشبات بالياربيغ أثخ واضح في زيادة فعالية أنديع الدػبخكديج ديدسػتاز أحج أىع أنديسات وبحلظ يكػن لسعاممة 

 ;Zhang et al., 2011;Wang et al., 2020الخدود الفعل الجفاعية عشج الشبات وىحا مػافق لسا بيشو )

Binici et al., 2022; Tian et al., 2023بتحخيس بخوتيغ الياربيغ لفعالية أنديع الـ ) SOD   في عجة أنػا

ساعة مغ الخش ولحلظ  96نباتية كالخز والرػيا وغيخىا، مع الأخح بعيغ الاعتبار أنو لع يؤخح عيشات لدمغ بعج 

 Wangساعة كسا ضيخ مع ) 96وأيزاَ يسكغ أن تشخفس فعاليتو بعج الـ  SODيسكغ أن تديج الفعالية لأنديع الـ 

et al., 2020 في نبات )Pinellia ternata.  

 :Native-PAGE الكيربائي  باستخدام الرحلان SODأنزيم الـ قياس فعالية  4-3-3

لمخلبصات البخوتيشية السحفػضة بالتجسيج مع الغميديخول والعائجة لأزمشة الجسع  Native-PAGEأجخيت تجخبة 

وجػد عجة حدم شفافة في كل عيشة ىحه الحدم عائجة لانديسات الـ  NBTالسختمفة، ضيخ في اليلبمة السعاممة بالـ 

SOD  السختمفة، وكانت الشتائج مؤكجة لسا ضيخ في دراسة الفعالية باستخجام السصياف الزػئي، حيث كانت كثافة

ذفافة في ساعات الأولى مقاربة لكثافة الحدم ال 4الحدم الذفافة في العيشات السعاممة ببخوتيغ الياربيغ خلبل ال 
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العيشات السعاممة بالذاىج الساء، بيشسا ازدادت كثافة ىحه الحدم في العيشات السعاممة بالياربيغ لأزمشة الحراد مغ 

السختمفة، مقارنة بالعيشات السعاممة بالساء ليحه الأزمشة  SODساعة بعج الخش وذلظ لحدم الـ 96ساعة لـ  18

ازدادت بذكل عام عشج  SOD (، أي أن فعالية أنديسات الـ14ا الذكل )والتي بقيت كثافتيا عمى نفذ الجرجة تقخيب

 السعاممة ببيخوتيغ الياربيغ. 

 

: الخلبصات البخوتيشية لمعيشات السعاممة بالياربيغ لأزمشة a متعجد الأكخيل أمايجالخحلبن الكيخبائي ليلبمة  (14الذكل )

 ساعة 96إلى  0لمعيشات السعاممة بالساء لأزمشة الحراد مغ : الخلبصات البخوتيشية bساعة  96إلى  0الحراد 

ساعة بعج الخش( وبقاء الأصز في مكانيا لسجة  96لػحظ بعج التػقف عغ ري الأصز بعج الحراد الأخيخ )

أسبػ ، تحسل الأصز السعاممة ببخوتيغ الياربيغ لمعصر حيث بقيت البادرات خزخاء مقارنة بالأصز السعاممة 

 SODالدبب إلى ازددياد فعالية أنديع الـ  ي عد ن(، ويسكغ أن 15ذبمت واصفخت بادراتيا الذكل ) بالساء والتي

ىػ خن لو دور مباشخ في مقاومة الإجيادات اللبإحيائية و  SODحيث ذكخت العجيج مغ السخاجع بأن أنديع الـ 

 Manavalan  and Nguyen, 2017; Dudziak etالإجياد السائي )في مػاجية بذكل خاص الجفا  الاول 

al., 2019) حيث يحػل يحػل الأشكال الفعالة للبوكدجيغ ،ROS الدام لمخلبيا  إلى بيخوكديج الييجروجيغ

متل الغمػتاثيػن بيخوكديجاز أو تدداد فعاليتيا بعج السعاممة بالياربيغ يدال لاحقا  عغ شخيق انديسات أخخى الحي و 
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 ;Leonowicz et al.,2018) السائي إلى أوكدجيغ وماء يداعج عمى تحسل ىحا الإجياد فككو، حيث تالكاتلبز

Maurya and Namdeo, 2022). 

 

( نباتات القسح الستخوكة بجون سقاية لسجة أسبػ  بعج حراد العيشات لجسيع الازمشة، عمى اليسيغ الشباتات 15الذكل )

 السعاممة بالساءالسعاممة بالياربيغ وعمى اليدار الشباتات 

 :SODدراسة التعبير السهرثي لمسهرثة  4-3-4

لمعيشات السعاممة بالياربيغ والعيشات  70-مغ العيشات السحفػضة في الـ  RNAعدل الحسس الشػوي الخيبي 

ساعة، رحمت الأحساض الشػوية السعدولة عمى ىلبمة آغاروز  96، 72، 48، 24، 0السعاممة بالساء لأزمشة 

وأضيخت نتيجة الخحلبن وجػد حدمتيغ واضحتيغ في العيشات،  مغ سلبمة الحسس الشػوي السعدول% لمتأكج 1

 السعدول سميع. RNAجسيع الحدم الشاتجة غيخ مفككة أي أن الـ  (16الذكل ) 18sوحدمة  28sوىي حدمة 
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والعيشات السعاممة بالذاىج  (5-1السعدولة مغ عيشات القسح السعاممة بالياربيغ ) RNAرحلبن عيشات الـ  (16الذكل ) 

 bp (M.) 100% وذلظ مقارنة بسعمع وزن جديئي 1( عمى ىلبمة آغاروز 10-6الساء )

وحدبت التخاكيد بالاعتساد عمى قياس  cDNAأجخي التفاعل لمحرػل عمى الـ  RNAبعج التأكج مغ سلبمة الـ 

ووحجت التخاكيد ومغ ثع أجخي  ،نانػمتخ باستخجام جياز السصياف الزػئي 260الامتراصية عمى شػل مػجة 

ولسػرثة الأكتيغ كذاىج دائع التعبيخ عغ نفدو، أضيخت الشتائج الذكل  zn-SODلسػرثتي الـ  PCRتفاعل الـ 

السقارنة بسعمع الػزن الجديئي عشج التزخيع باستخجام البادئات الخاصة  تقخيبا عشج bp 138( حدم بصػل 17)

 لمعيشات. RNAمغ الـ  cDNA نجاح إنذاءبالاكتيغ وىػ الصػل الستػقع ليحه القصعة، مسا يجل عمى 

-zn، أما عشج إجخاء التزخيع لسشصقة الـ لستساثمة بذكل تقخيبي فيسا بيشيابالكثافة الزػئية ا الأكتيغ حدمامتازت  

SOD  101ضيخت حدم بػزن تقخيبي bp   في  لكغ اختمفت كثافتيا حدب العيشة حيث بقيت كسا ىي تقخيبا

العيشات السعدولة مغ نباتات القسح السخشػشة بالساء بيشسا في العيشات السخشػشة بالياربيغ تدايجت الكثافة تجريجيا 

أي أن التعبيخ السػرثي قج زاد، وكانت أعمى كثافة حدمة عشج زمغ  48ساعة ثع  24إلى  0مغ زمغ الحراد 
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ساعة بعج السعاممة بالياربيغ مقارنة بالذاىج السعامل بالساء مسا يؤكج لشا أن ندخ مػرثة الدػبخكديج  96حراد 

 .(18بعج رش أوراق القسح بالياربيغ الذكل ) تدايج تجريجيا  

 

( لأزمنة الحصاد c( والشاهد )hالعائدة للقمح المعامل بالهاربٌن ) cDNAلعٌنات الـ  PCRنواتج ال  ( نتائج رحلان17الشكل )

 المختلفة والمضخمة ببادئات الأكتٌن

 

( c( والعٌنات المعاملة بالماء )hالعائدة للقمح المعامل بالهاربٌن ) cDNAلعٌنات الـ  PCR(: نتائج رحلان نواتج ال 18الشكل )

 bp 122مقارنة مع معلم وزن جزٌئً  SOD( ساعة والمضخمة بالبادئات المتخصصة بالـ 96-70-28-02-2لأزمنة الحصاد )
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وبحلظ تكػن نتائج التعبيخ السػرثي مػافقة لشتائج الفعالية الأنديسية مسا يجل عمى تأثيخ بخوتيغ الياربيغ بتحخيس 

 .SODأدى لديادة التعبيخ عغ السػرثة السدؤولة عغ أنديع الـ عمى مدتػى الشدخ أي أنو  SODانتاج أنديع الـ 

داعات الأربع الأولى مغ الخش بالياربيغ اللع تطيخ خلبل  SODىحه الجراسة أن الفعالية الأنديسية لمـ في  بيغت

راسة سا بعج السعاممة وليحا كانت د 24ساعة فقن مغ السعاممة وكانت قخيبة مغ قيستيا لدمغ  18إنسا ضيخت بعج 

)الحراد بعج الخش مباشخة قبل حرػل أي  0ساعة بعج السعاممة مع وجػد الدمغ  24التعبيخ السػرثي مغ الدمغ 

 .تأثيخ(

في بادرات القسح السعامل بالياربيغ مقارنة بالسعاممة بالساء وتحسميا  SODازدياد الفعالية الأنديسية لأنديع الـ 

 ROSفي تشطيع وتخفيس مدتػيات الأشكال الفعالة للؤوكدجيغ  ا  لمعصر بعج ذلظ يجل أن ىحا الأنديع يمعب دور 

(  لآلية Leonowicz et al.,2018; Maurya and Namdeo, 2022في الشبات وىحا مػافق لسا أشار إليو )

تفكظ ديج الييجروجيغ والحي يحيث يحػل الجحور الحخة للؤوكدجيغ الدامة لمخلبيا إلى بيخوك SODعسل أنديع الـ 

عغ شخيق انديسات أخخى متل الغمػتاثيػن بيخوكديجاز أو الكاتلبز وبالتالي في العلبقة  لاحقا  إلى ماء وأوكدجيغ

 .ROSدفاعي ضج الأشكال الفعالة للؤوكدجيغ يعج أول خن   SODما بيغ السسخض والشبات يعج أنديع الـ

يدسح في معاممتيا رشا  ببخوتيغ الياربيغ في بادرات القسح بعج  SODفي مدتػيات أنديع الـ  الحاصل رتفا لاا

 .في نبات القسح الحيػية غيخو  الحيػيةلاجيادات اوبالتالي تحسل  ROSتشطيع مدتػيات الـ 

 Peroxidase  (POD)از بيروكديدفعالية أنزيم ال تحريض دراسة كفاءة الياربين السؤشب في 4-4

 :في القسح

وتيشية خ لمخلبصات البأجخيت التفاعلبت عمى السظياف الزهئي:  اعتسادا   PODأنزيم  فعاليةقياس  4-4-1

 470أخحت القخاءات بالسصياف الزػئي عمى شػل مػجة  ،خلبيا مصياف ضػئي بلبستيظ الصازجة، واستخجمت 

د  كسا ذكخ آنفا وضيخ المػن السسيد لمتيتخاغاياكػل البختقالي وزادت شجة المػن مع الدمغ الذكل  2نانػمتخ لسجة 

(19). 
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مع بيخوكديج الييجروجيغ بػجػد  guaiacol(: تجرج في التفاعل المػني الحاصل مغ تفاعل الـغاياكػل 19الذكل )

 tetra guaiacol البيخوكديجاز مشتجا التيتخاغاياكػل 

ببخوتيغ  وأضيخت الشتائج  زيادة في فعالية أنديع البيخوكديجاز في الأندجة الشباتية لأوراق القسح السعاممة رشا  

مغ الخش وتدايجت حتى  4ـ ج الداعة الالياربيغ السحمي مقارنة بالسعاممة بالساء السقصخ، حيث بجأت الديادة مغ بع

مقارنة مع  ،نانػكاتال/مغ  104.62ساعة بعج معاممة الخش حيث وصمت إلى 72بمغت أعمى تخكيد للؤنديع بعج 

ساعة بعج معاممة الخش بالياربيغ إلى  96نانػكاتال/مغ،  ثع انخفس التخكيد في الدمغ  57.21الذاىج الحي بمغ 

 .(20نانػكاتال/مغ في الذاىج الذكل ) 50.31  نانػكاتال/مغ مقابل 90.05

بيغ معاممة الياربيغ والذاىج في فعالية البيخوكديجاز لجييسا في الأزمشة  وبيغ التحميل الإحرائي أن جسيع الفخوق 

 سا بعج الحراد كانت معشػية. 96إلى الدمغ  18
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مع الدمغ في بادرات القسح السعاممة بالياربيغ مقارنة  بالسعاممة بالذاىج  PODمخصن قياس فعالية أنديع الـ  (20الذكل )

 )الساء(

 مغ ذكخ لسا مػافق وىحاخش بادرات القسح بالياربيغ أثخ واضح في زيادة فعالية أنديع البيخوكديجاز لوبحلظ يكػن 

مثل العشاب  بالياربيغ الشبات معاممة عشج البيخوكديجاز أنديع فعالية زيادة إلى ذلظ أدى حيث ،الباحثيغ بعس قبل

(Li  ،و 2012وزملبؤه )Pinellia ternata (Wang et al., 2020( والفدتق )Binici et al., 2022). 

وبالتالي رفع مقاومة القسح تجاه السسخضات كػن البيخوكديجاز أحج أىع أنديسات الخدود الفعل الجفاعية عشج الشبات 

الشبات مغ تأثيخ الأشكال الفعالة للؤوكدجيغ  ايةحسي وإنتاج الفيتػ ألكديشات، إضافة لجوره فيويديج المغششة والتفمغ 

 Almagro et al., 2009: Chakrabortyواللبحيػية ) الحيػيةجيادات التي تطيخ عشج حجوث الإ ROSالـ 

and Pradhan, 2012). 

أكج الكذف عغ فعالية  :Native-PAGE الكيربائي  باستخدام الرحلان PODأنزيم الـ قياس فعالية  4-4-2

( لمخلبصات البخوتيشية Native-PAGEعغ شخيق إجخاء رحلبن كيخبائي متعجد الأكخيل أمايج ) PODأنديع 

نتائج السصياف الزػئي، فقج بيشت صػرة الخحلبن الثبات الشدبي  السجروسةلمعيشات الشباتية السحفػضة بالتجسيج 

كثافة الحدم وشجة التمػن  فكانت ،شج جسيع أزمشة الحراد ما بعج معاممة الخش بالذاىج )الساء(لفعالية الأنديع ع

عمى عكذ ما ضيخ في عيشات الحراد ما بعج  الخش بالياربيغ، حيث ازدادت كثافة  (21متقاربة ندبيا الذكل )
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ت لأعمى فعالية )أعمى كثافة وشجة حتى وصم أي أن فعالية البيخوكديجاز  تدايجت تجريجيا   الحدم وشجتيا تجريجيا  

سا بعج  96في زمغ الحراد  ساعة بعج الخش ثع انخفزت كثافة الحدمة قميلب  72لمحدمة الشاتجة( في الدمغ 

(، ضيخت في العيشات عجة حدم متقاربة بذكل كبيخ وىي عبارة عغ الايدو أنديسات 22السعاممة الذكل )

لكغ لع نتسكغ مغ تقجيخ عجد الحدم بدبب بنء الخحلبن الذجيج، فقن لمبيخوكديجاز وأعيجت التجخبة عجة مخات 

 سا بعج السعاممة لػحطت فييا حدمة مشفرمة بذكل واضح عغ الحدمة الأساسية. 72عيشات الدمغ 

 

 لمعيشات السعاممة بالساء للؤزمشة السختمفة بعج السعاممة native-PAGEعمى ىلبمة  PODفعالية الـ  (21الذكل )

 

 

 

 

 

 



  67 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 زمشة السختمفة بعج السعاممةلؤلمعيشات السعاممة بالياربيغ ل native-PAGEعمى ىلبمة  PODفعالية الـ  (22الذكل)

 إحدى السهرثات السدؤولة عن أنزيم البيروكديداز : GPX دراسة التعبير السهرثي لسهرثة 4-4-3

السعدولة مغ عيشات القسح السعاممة بالياربيغ والعيشات  RNAالحي أنذئ مغ عيشات الـ  cDNAالـ  استخجم

سػرثة قػرنت بالتعبيخ السػرثي لو  GPXلسػرثتي الـ  PCRأجخي تفاعل الـ  ،(16الذكل ) السعاممة بالذاىج الساء

لمحدم   بالكثافة الزػئية الستساثمة بذكل تقخيبيامتاز الحي ، و (17الذكل ) الأكتيغ كذاىج دائع التعبيخ عغ نفدو

 .بعج السعاممة الشاتجة عشج جسيع أزمشة الحراد

وىػ الػزن الستػقع لمحدمة وبيشت  bp 101، ضيخت حدم بػزن تقخيبي GPXعشج إجخاء التزخيع لسػرثة كحلظ 

سػاء في بادرات  حيث بقيت كثافة الحدم لجسيع العيشات كسا ىي تقخيبا   ،نتيجة الخحلبن ثباتية ندبية في التعبيخ

طيخ تأثيخ لسعاممة ي(، أي لع 23ببخوتيغ الياربيغ  الذكل ) رشا   ةعاممأو البادرات الس بالساء السعاممة رشا  القسح 

 .القسح ببخوتيغ الياربيغ عمى التعبيخ السػرثي ليحه السػرثة

 سا 2 سا 02 سا 28 سا 70 سا 96
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( 10-6)والذاىج  (5-1ياربيغ )لالعائجة لمقسح السعامل با cDNAلعيشات الـ  PCRنتائج رحلبن نػاتج ال  (23الذكل )

 .GPXلأزمشة الحراد السختمفة و السزخسة ببادئات 

عجم الارتباط يفدخ يسكغ أن  غيخ مختبصة بشتائج الفعالية الأنديسية، GPXلمـوبحلظ تكػن نتائج التعبيخ السػرثي 

 ,.Welinder et al) أنديع البيخوكديجازىحا بػجػد عائمة كبيخة مغ السػرثات تذفخ السجروسة في العيشات 

2002; Passardi et al., 2004 وقج يُعدى سبب ليدت مغ السػرثات التي زاد تعبيخىا( والـسػرثة التي درست ،

لػجػد تغيخات وتفاعلبت في السخحمة ما بعج  ةعجم الارتباط أن زيادة الشذاط الأنديسي لبعس الأنديسات عائج

 (. Gen et al., 2001; Miyamoto et al., 2001الشدخ )

ىحه الجراسة أن معاممة بادرات القسح ببخوتيغ الياربيغ أدت لديادة فعالية أنديع البيخوكديجاز الحي في  تبيغ لجيشا

ات، لكغ ىحه الفعالية لع تختبن بديادة في التعبيخ يعج أحج أىع ردود الفعل الجفاعية ومؤشخات السقاومة لجى الشب

إحجى مػرثات أنديع البيخوكديجاز للؤسباب التي ذكخت، وىحا لا يسشعشا أن نشرح باستخجام  GPXالسػرثي لسػرثة 

ت مقاومتو للآفالخفع مغ أجل زيادة فعالية أنديع البيخوكديجاز وبالتالي  يغ السشتج محميا  عمى نبات القسحرش اليارب

 السختمفة.

 هنيدات الكمية:فتقدير الفلا 4-5

صياف سربيغ مقارنة بالذاىج باستخجام الأضيخت نتائج تقجيخ الفلبفػنيجات الكمية لعيشات القسح السعاممة ببخوتيغ اليا

 الزػئي، وجػد تأثيخ لبخوتيغ الياربيغ عمى تخاكيد الفلبفػنيجات الكمية؛ فبيشسا تخكيد الفلبفػنيجات الكمية لجى

 69إلى  سا بعج السعاممة 0 حراد زمغمادة جافة في / غخام   µg 66ما بيغ  العيشات السعاممة بالذاىج تخاوح

µg  عشج السعاممة  ازداد التخكيد تجريجيا  بيشسا دد عغ ذلظ، يسا بعج السعاممة ولع  72/ غخام مادة جافة في الدمغ

/ غخام مادة  µg 133بعج السعاممة مباشخة   إلى  0دمغ / غخام مادة جافة في ال µg 65بالياربيغ تجريجيا  مغ 
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، وبيغ التحميل (24تخكيد إلى الزعف تقخيبا  الذكل )الأي ازداد  ؛سا بعج السعاممة 96جافة عشج الدمغ 

الإحرائي وجػد فخوق معشػية بيغ تخاكيد الفلبفػنيجات بيغ معاممة الياربيغ والذاىج في الأزمشة التي تمت الدمغ 

سا بعج الحراد ىػ الأعمى  96سا بعج الحراد، وكان التخكيد في الدمغ  96إلى الدمغ  24غ الدمغ أي م 0

 معشػيا  مغ بقية تخاكيد الأزمشة الأخخى.

 
السعاممة رشا  بالياربيغ مقارنة بالذاىج لأزمشة  3( تخاكيد الفلبفػنيجات الكمية في أوراق القسح صشف شام 24الذكل )

 .بعج السعاممةالحراد السختمفة 

ارتفا  تخاكيد الفلبفػنيجات بعج معاممة القسح ببخوتيغ الياربيغ يجل عمى ارتفا  مقاومتو للؤمخاض؛ فإضافة لكػن 

الفلبفػنيجات تعسل كسػاد مزادة للؤكدجة أي تقمل مغ تأثيخ الجحور الحخة الزارة بالشبات، فإنيا أيزا  تعسل 

(، وبالتالي زيادة تخاكيدىا ضسغ الشبات يؤدي لتقميل آثار phytoalexinsكسزادات ميكخوبية )فيتػألكديشات 

 .(Ahuja et al., 2012)السسخضات عميو 

ندبة الإنبات  فيأضيخت الشتائج أن الياربيغ لع يؤثخ  إنبات القسح ونسهه: في بروتين الياربين تأثير 4-6

 .T  =0.447عشج قيسة  ،p-value =0.66مع الذاىج، حيث كانت الفخوق غيخ معشػية  مقارنة  

( 11بيشــت نتــائج تــأثيخ اليــاربيغ عمــى بــادرات القســح لمسجسػعــة الأولــى الجــجول ) التــأثير فــي قــهة الشســه: 4-6-1

، وبمــغ متػســـن شـــػل 0.01أصــغخ مـــغ  P-valueبالذـــاىج حيــث كانـــت  زيــادة معشػيـــة فــي شـــػل الجــحيخ مقارنـــة  
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 102.27معشػي في الذاىج الحي بمـغ متػسـن شػلـو  مع، في حيغ انخفس شػل الجحيخ وبذكل 153.95الجحيخ 

 مع.

 *نسػ الدػيقة والجحيخ وعجد الجحور  في( تأثيخ معاممة بحار القسح بالياربيغ 11ججول )

 متػسن عجد الجحور متػسن شػل الدػيقة/ مع متػسن شػل الجحيخ/ مع السعاممة

 a102.27 a131.84 a3 الذاىج

 b153.95 b170.03 a3 الياربيغ

 0 34.25 43.78 السحدػبة Tقيسة 
 : يذيخ اختلبف الأحخف ضسغ العسػد الػاحج لػجػد فخوق معشػية بيغ الستػسصات*

(  حيـث بمـغ 10شػل الدػيقة بيغ البادرات السعاممة بالياربيغ والذاىج جـجول )ستػسن كانت الفخوق معشػية بكحلظ 

 170.03فــي البــادرات السعاممــة باليــاربيغ فبمــغ متػســصو  مــع، وازداد معشػيــا   131.84متػســن الصــػل فــي الذــاىج 

أي إن تأثيخ الياربيغ في نسػ بادرات القسح كان متذـابيا  فـي كـل مـغ  ،0.01أقل مغ  p-valueمع، وكانت قيسة 

 السؤشخيغ شػل الدػيقة والجحيخ، بيشسا لع تؤد معاممة بحور القسح بالياربيغ إلى تغيخ معشػي في عجد الجحور.

قيدــت أوزانيــا الخشبــة والجافــة، وأضيــخ التحميــل الإحرــائي وجــػد فــخوق معشػيــة و بــادرات السجسػعــة الثانيــة أخــحت 

(p-value   بــيغ البــادرات التــي عػممــت بــحورىا باليــاربيغ والسعاممــة بالســاء كذــاىج، حيــث كــان  0.01أقــل مــغ )

الـػزن الخشـب لمذـاىج، وكـحلظ الـػزن ضـعف متػسـن  1.2متػسـن الـػزن الخشـب لبـادرات القسـح السعاممـة باليـاربيغ 

 .% مغ الذاىج127الجاف لمبادرات السعاممة بالياربيغ كان أعمى بشدبة 

أي أن الديادة السعشػية في أشػال الدػيقة والجحيخ رافقيا زيادة معشػيـة فـي الأوزان الخشبـة والجافـة وبالتـالي نجـج أن 

بـأن  (Choi et al., 2013)فـي ذُكـخ  وىـحا مػافـق لسـا القسـحسـيع فـي زيـادة الكتمـة الحيػيـة لبـادرات أاليـاربيغ قـج 

بـأن  (2022وآخـخون ) Sandsتػافق ىـحه الشتـائج الأوليـة مـا وجـجه   ،بخوتيغ الياربيغ يدتخجم كسحفد لشسػ الشبات

بـخوتيغ اليـاربيغ زاد مـغ شـػل بـادرات القشـب السعاممـة ضـعف شــػل الذـاىج بعـج أسـبػ  مـغ السعاممـة، ومـع مـا بيشــو 
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Dong (2004)  مــا وجــجهبــأن معاممــة الشبــات باليــاربيغ قــج أدت لديــادة فــي الــػزن الخشــب لمشبــات، وتؤكــج Chen 

( بــأن نقــع بــحور القســح باليــاربيغ أدى لديــادة معشػيــة فــي شــػل الجــحيخ والــػزن الخشــب والجــاف، 2017وآخــخون )

 ,.Li et alباليـاربيغ لكـػن اليـاربيغ وفقـا  لــ )ويسكـغ أن تفدـخ زيـادة الكتمـة الحيػيـة لبـادرات القسـح نتيجـة معاممتيـا 

 EXP( يــؤدي فــي نبــات الــخز لتشذــين مدــارات الايتمــيغ وازديــاد معــجل الاصــصشا  الزــػئي وتعبيــخ مػرثــة 2014

 .وبالتالي يعدز الشسػ الخزخي 

تخاكيــد اليخزــػر فــي  تبعــج أخــح القــخاءات عمــى أشــػال الأمــػاج الدــابقة حُدــبحدــاب تركيــز اليخزــهر:  4-6-2

مـــغ /غ وزن  14.2السعــاممتيغ وكــان متػســـن  تخكيــد اليخزــػر بالسعاممـــة الأولــى )ىــاربيغ( لمسكـــخرات الــثلبث = 

( وفـق التحميـل الإحرـائي فـي الذـاىج T  =11.078وقيسـة  p-value  =0.0003) بيشسـا انخفـس معشػيـا   رشب

لميخزــػر فــي البــادرات السعاممــة بــحورىا باليــاربيغ مــع مــا ، وافقــت الديــادة السعشػيــة رشــبمــغ / غ وزن  11.3إلــى 

( بــأن معاممـة الفميفمــة باليـاربيغ زادت مــغ محتـػى الكمػروفيــل الكمــي Akbudak et al., 2006أضيختـو نتــائج )

 .Botrytisنخفاض بسحتػى الكمػرفيل في نباتات الفميفمة السعجية بفصخ الا توقمم

مـغ خـلبل اسـتخجام سـمع التقيـيذ الثلبثـي وجـج أن  :الذـائعة ن الجـذوراعفـالتأثير في مقاومة القسـح لأ 4-7

عشج العجوى بـالفصػر الثلبثـة حيـث غصـت الإصـابة أكثـخ مـغ ربـع  2البادرات السعاممة بالساء كانت بجرجة إصابة =

أعــجيت فــي الشباتــات التــي  0بيشســا البــادرات السعاممــة باليــاربيغ كانــت درجــة الإصــابة = يــة، الدــلبمية تحــت التاج

فـي البـادرات السعجيـة بـالفصخ أمـا التاجية أي تمـػن، تحت فمع تطيخ عمى الدلبمية  Pythiumو Fusariumبفصخ 

Rhizoctonia 1وبالتالي كانت درجة الإصابة =  يةضيخ تمػن بشي خفيف لأقل مغ ربع الدلبمية تحت التاج. 

 Rhizoctoniaو  Fusariumازول ســلبمة الشباتـــات السعــجاة بفصـــخ كػنالــجيفش وبيشــت نتــائج السعاممـــة بسعقــع البـــحار

ضيــخ تمــػن غصــى ربــع الدــلبمية تحــت   Pythium، أمــا الشباتــات السعجيــة بــالفصخ 0كانــت درجــة الإصــابة =حيــث 

ـــة بـــيغ السعـــاملبت مػضـــحة  ،1درجـــة الإصـــابة =  أي أنّ  يـــة،التاج ـــيغ التحميـــل الإحرـــائي وجـــػد فـــخوق معشػي وبّ

 .(25حرائية الذكل )بالجلالات الإ
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 *ومة لأعفان الجحور في القسحا( تأثيخ الياربيغ مقارنة بالجايفشكػنازول والساء في تحخيس السق25الذكل )

 الأحخف السختمفة إلى وجػد فخوق معشػية ضسغ كل عدلة فصخية عمى حجاالأرقام فػق الأعسجة إلى درجة الإصابة، وتذيخ  تذيخ*

وبيــحا نجــج أنّ بــخوتيغ اليــاربيغ أعصــى فعاليــة وحــخض مقاومــة القســح لأعفــان الجــحور مقارنــة بالذــاىج الســاء وكانــت 

مساثمــة لسعقـع البــحار دايفشكػنــازول، وتفـػق عمــى معقـع البــحار السدـتخجم عشــج العــجوى  Fusariumفعاليتـو ضــج فصـخ 

 .Rhizoctoniaبيشسا كان السعقع أفزل مشو عشج العجوى بالفصخ  Pythiumبالفصخ 

جراسات أضيـخت فعاليـة بـخوتيغ اليـاربيغ فـي مغ ال العجيج( بأن 2013وآخخون ) Choiىحه الشتائج مػافقة لسا أورده 

اىج حدـب بالذـ مـغ ندـبة الإصـابة بعفـغ الفيمفمـة مقارنـة   استخجام الياربيغ خفسفيزو لمسقاومة عشج الشباتات،  تحخ 

Tezcan ( وخفّــس رش نبــات البشــجورة ببــخوتيغ اليــاربيغ مــغ الإ2013وآخــخون ،) صــابة بسخضــي المفحــة الستــأخخة

 Botrytis cinerea (Fontanilla etوالعفـغ الخمـادي  Phythophthora infestansالسدـبب مـغ السسـخض 

al., 2005.) 

أعصـى نتـائج أوليـة جيـجة فـي تحـخيس مقاومـة القسـح  لأعفـان الجـحور وتعديـده  وبحلظ نجج أن الياربيغ السشتج محميـا  

 لشسػ بادراتو.

 

2b 2c 2c 

0a 

1b 

0a 0a 0a 

1b 

 Pethium شدة الإصابة بال Rhizoctonia شدة الإصابة بال fusarium شدة الإصابة بال

   داٌفنكونازول، هاربٌن، ماء: شدة إصابة القمح بأعفان الجذور فً المعاملات الثلاثة

 داٌفٌنكونازول هاربٌن ماء



  72 ...                وتقييم فعالية الياربين Erwinia amylovoraمن البكتيريا  Hrp Nالرالح، عزل وتشديل وتعبير مهرثة 

 :عمى القسح التخظط الذفافإمراضية  بكتيريا  في السؤشبياربين التقييم فعالية بروتين  4-8

( YPGA، عشج زراعتيا عمى وسن زر  )(Xt10 ،Xt4.2)السدتخجمة في الجراسة العدلات البكتخية تسيدت 

 ،(a26الذكل ) ( ممع4-3اء مشتطسة الحػاف بقصخ )بتذكيميسا مدتعسخات صفخاء لامعة دائخية محجبة ممد

. سالبة لربغة غخام، سالبة لاختبار الأوكديجاز، تشفديا ىػائي، لا سْ  27أيام لتشسػ عشج درجة  3احتاجت إلى 

 Xanthomonasتذكل سكخ المػفان، تدبب فخط الحداسية عمى التبغ، وىحا لمسػاصفات الشسػذجية لبكتيخيا 

translucens  وفقا لـ(Sands et al., 1986 ؛Adhikari et al., 2012) 

لمتأكج مغ إمخاضية العدلات أجخيت العجوى الاصصشاعية عمى بادرات قسح القدرة الإمراضية لمعزلات:  4-8-1

/ مل ومخاقبة أعخاض الإصابة خلبل أسبػ  مغ تاريخ العجوى حيث  cfu 108بسعمق بكتيخي تخكيده  6صشف شام 

ساعة مغ العجوى واصفخار في الفتخة اللبحقة  48بعج  water soakingضيخت أعخاض الإصابة تذبع بالساء 

 في أن أعخاض العدلات السسخضة تكػن عبارة (Duveiller et al., 1997) ( وىحا مػافق لسا ذكخه26bالذكل )

 تذبع بالساء واصفخار للؤندجة الشباتية في مشصقة العجوى الاصصشاعية. عغ

 

 

 

 

 بعجاصفخار أعخاض  :YPGA ،bعمى وسن نسػ  Xanthomonas translucensمدتعسخات بكتيخيا  :a( 26الذكل )

 6عمى صشف القسح شام Xt10العدلة  Xanthomonas translucensالعجوى الاصصشاعية ببكتيخيا 

 6بعج معاممة صشف القسح شام  في القسح: Xtتأثير بروتين الياربين في الحد من الذدة السرضية لـ  4-8-2

بالياربيغ والساء السقصخ، والعجوى بالسعمق البكتيخي لمعدلتيغ السجروستيغ، أخحت قخاءة شجة الزخر ضسغ الأندجة 

a b 
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(، وأضيخت الشتائج Wheeler, 1970) ( و معادلةDuveiller et al., 1994) عمى سمع تقييذ ا  الشباتية اعتساد

ومغ الذجة السخضية لبكتيخيا  6مغ ندبة إصابة بادرات القسح صشف شام  معشػيا   أن بخوتيغ الياربيغ قج خفس

لكلب العدلتيغ مقارنة بالبادرات السخشػشة بالذاىج الساء، حيث ضيخت الإصابة وأعخاض السخض  التخصن الذفاف

لبكتيخي الأول %( عشج العجوى بالسعمق ا26بادرة قسح ) 50مغ أصل  13عمى الشباتات السعاممة بالياربيغ في 

وبشفذ الػقت انخفزت الذجة حيث تػزعت شجة  ،%( بالشدبة لمسعمق الثاني22) 50بادرة مغ أصل  11وعمى

 3) 2بادرات( والجرجة  10) 1سعجاة بالسعمق الأول إلى الجرجة الالإصابة في البادرات السعاممة بالياربيغ و 

 ،)بادرتيغ(  2بادرات( والجرجة  9) 1تػزعت إلى الجرجة بادرات( مغ سمع التقييذ أما السعجاة بالسعمق الثاني ف

في البادرات السعاممة في الساء حيث ضيخت الإصابة عمى كافة البحار السعجاة  بيشسا ارتفعت الذجة السخضية معشػيا  

بادرة(  17) 3بادرة( و  15) 2بادرة( و 15) 1%( وتػزعت عمى الجرجات 100بكلب العدلتيغ )ندبة الإصابة 

الثاني،  بادرة( لمسعمق 15) 3بادرة( و  18) 2بادرة( و   17) 1بادرة( بالشدبة لمسعمق الأول والجرجات   3) 4و

% في البادرات السعاممة بالياربيغ مقارنة 6.4( Wheeler 1970عشج تصبيق معادلة ) وبمغت ندبة شجة الإصابة

عجية بالسعمق الثاني وبمغت في البادرات الس ،% لمسعمق الأول43.2شجة الإصابة  بالذاىج الحي بمغت فيو ندبة

(، أي معاممة الياربيغ 27) الذكل مة بالياربيغ والساء عمى التػالي% بالشدبة لمبادرات السعام(39.2، 5.2)

( % عمى التػالي مقارنة بالذاىج، وىحا يجل عمى أن 13.2، 14.8خفزت ندبة شجة الإصابة بالعدلتيغ إلى )

مغ تصػر السخض  حجمسا حفد الاستجابة الجفاعية والسقاومة الجيازية في القسح  تخجمالسد بخوتيغ الياربيغ

 وازدياد ضيػر الأعخاض في البادرات مقارنة بالذاىج الساء.
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السعاممة بالياربيغ  6عمى بادرات القسح صشف شام  التخصن الذفاف( ندبة شجة الإصابة بعدلتيغ مغ بكتيخيا 27الذكل )

  والسعاممة بالذاىج )الساء(.

 *إختلبف الأحخف دلالة إحرائية عمى وجػد فخق معشػي بيغ الستػسصيغ

إمخاضية البكتيخيا الشباتية لية لبخوتيغ الياربيغ في تخفيزو ىحه الشتائج تػافق العجيج مغ الجراسات التي أضيخت فعا

حيث ، Ahmad et al., 2001و  Boro et al., 2011اض الإصابة وشجتيا مثل ما أضيخت نتائج وتقميل أعخ 

خفس أعخاض الإصابة بسخض التبقع البكتيخي لمحسزيات والتبقع إلى الياربيغ عمى الشباتات  تصبيق أدّى

 .Xanthomonas الجشذ يشجسان عغ بكتيخيا تتبع البكتيخي عمى الفجل عمى التػالي والمحيغ

أخحت قخاءات العج البكتيخي في معاممة الياربيغ والذاىج  تقييم الشسه البكتيري بظريقة العد البكتيري: 4-8-3

وبيشت الشتائج ( ساعة لكلب العدلتيغ، 99، 96، 75، 72، 51، 48، 27، 24 ،4 ،1عمى فتخات زمشية مختمفة )

مقارنة بالذاىج  Xt10لمعدلة  فييا ض الشسػ البكتيخي الياربيغ قج بجأ انخفابخوتيغ ب القسح السعاممة رشا   أوراقأن 

مخة مقارنة  50بالياربيغ  السعاممةجخاء العجوى؛ حيث انخفس الشسػ البكتيخي في الأوراق إساعة مغ  72بعج 

 .(28ساعة مغ العجوى الذكل ) 99مخة أقل مغ الذاىج بعج  500بالذاىج واستسخ الانخفاض حتى وصل إلى 

6.40% a 5.20% a 

43.20% b 
39.20% b 

 Xt4.2نسبة شدة الإصابة بالعزلة  Xt10نسبة شدة الإصابة بالعزلة 

 * نسبة شدة الإصابة

Harpin Control
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 .عمى أوراق القسح السعاممة بالياربيغ والذاىج الساء مع الدمغ Xt10( الشسػ البكتيخي لمعدلة السسخضة 28الذكل )

ساعة مغ العجوى  72بالشدبة لمعدلة الثانية حيث بجأ الانخفاض في التعجاد البكتيخي بعج  ا  لع تختمف الشتائج كثيخ 

بالذاىج واستسخ انخفاض  السعاممة بالياربيغ مقارنة   مخة في الشباتات 120كان التعجاد أقل بـ و ، Xt4.2بالعدلة 

 Xt4.2ساعة مغ العجوى بالعدلة السسخضة  99مخة تقخيبا مغ الذاىج بعج  1000التعجاد البكتيخي وكان أقل بـ 

 .(29الذكل )

 

 
 الساء مع الدمغعمى أوراق القسح السعاممة بالياربيغ والذاىج  Xt4.2( الشسػ البكتيخي لمعدلة السسخضة 29الذكل )
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يسكششا اعتبار أن التخفيس الحاصل في الشسػ البكتيخي لكلب العدلتيغ في أوراق القسح السعاممة بالياربيغ جيج 

 Maraite et) كسا أورد ،لتقميل وبائية السخض وفعال حيث بيشت عجة درسات أن انخفاض تخكيد البكتيخيا كاف  

al., 2007) بتخفيس حجع السجتسع البكتيخي الأولي البكتيخي  تخصن الذفافأنو يسكغ تخفيس وبائية مخض الب 

خمية  1000أن البحور التي تكػن حسػلتيا البكتيخية أقل مغ ب (Schaad,1987)أشار  وكسا، لمعجوى  السدبب

بأنو ليذ مغ  (Schaad, 1988)مكػنة لمسدتعسخة )بكتخيا/غ ( لا تحجث إصابة مخضية في الحقل. وأوضح 

 سعجة لمدراعة الحقمية لكي نتفادى السخض.البحور في الالزخوري الػصػل إلى تخكيد صفخ بكتيخيا/غ 

ؤشب تجاه بعس مسخضات القسح البكتيخية بخوتيغ الياربيغ الس تقييع كفاءة عمى الشتائج التي ضيخت في بشاءا  

أعفان  في التقميل السعشػي مغ ندبة وشجة الإصابة كفاءة والفصخية السجروسة، تبيغ لشا بأن الياربيغ قج أعصى

، وذلظ عمى الأصشاف السدتخجمة الشسػ البكتيخي لبكتيخيا التخصن الذفافو وندبة وشجة الإصابة  الجحور الذائعة

التي تعج أصشاف قابمة للئصابة أو حداسة، وىحا يعػد بذكل  أكيج لقجرة بخوتيغ الياربيغ عمى تحخيس مقاومة 

سا رأيشا في التجارب الدابقة بأنّ معاممة بادرات القسح رشا  بالياربيغ أدت إلى إرتفا  الفعالية الأنديسية القسح، فك

لأنديسيغ يعجان مغ أىع الأنديسات الجفاعية وىسا البيخوكديجاز والدػبخكديج دسسػتاز، وبحلظ سيختفع تذكل 

 ;Almagro et al., 2009)يشات السزادة لمسيكخوباتالمجشيغ والتفمغ وتجعيع الأندجة الخمػية وإنتاج الفيتػألكد

Chakraborty and Pradhan, 2012) إضافة لسداىستيسا الفعالة في تفكيظ والتخمز مغ أشكال ،

 وبالتالي زيادة تحسل الشباتات للئجيادات الحيػية وغيخ الحيػية عشج نباتات عجة  ROSالأوكدجيغ الفعالة 

(Zhang et al., 2011;Wang et al., 2020; Binici et al., 2022; Tian et al., 2023) كسا قج ،

كأنديع  يعػد الدبب أيزا  بأن الياربيغ يؤدي لإرتفا  جديئات أخخى في الشبات ليا علبقة بخدود الفعل الجفاعية

 ,Livaja)كسا ذكخت العجيج مغ السخاجع  MAPKوتشذيصو لأنديسات  pr-proteinsالفيشيل ألانيغ والكاتلبز و 

2005; Li et al., 2012)وىحا ما يحتاج لجراسات لاحقة عمى القسح تؤكج ذلظ وتحجد ىحه الجديئات بجقة ،.  
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 الاستشتاجات: -6

كيمػ دالتػن ويستاز  44محمية وزنو الجديئي  E.amylovoraبخوتيغ الياربيغ السؤشب مغ بكتيخيا  -

 بثباتية حخارية.

 . SODرش بخوتيغ الياربيغ عمى بادرات القسح حخض الفعالية الأنديسية لأنديع الـ  -

، أي تحخيس الفعالية كان SODبالتعبيخ السػرثي لسػرثة الـ  SODارتبصت زيادة الفعالية الأنديسية لمـ  -

 .عمى مدتػى ندخ السػرثة

 . PODخوتيغ الياربيغ عمى بادرات القسح حخض الفعالية الأنديسية لأنديع الـ رش ب -

إحجى مػرثات  GPXبالتعبيخ السػرثي لسػرثة الـ  PODلع تختبن زيادة الفعالية الأنديسية لمـ  -

البيخوكديجاز، أي أن تحخيس الفعالية إما لع يكغ عمى مدتػى ندخ السػرثة، أو ىشاك مػرثات أخخى 

 .الأنديع قج زاد تعبيخىا مدؤولة عغ

 .زادت تخاكيد الفلبفػنيجات الكمية بذكل معشػي في بادرات القسح نتيجة معاممتيا بالياربيغ -

تعج زيادة فعالية الأنديسيغ الدابقيغ وتخكيد الفلبفػنيجات في بادرات القسح بعج السعاممة بالياربيغ مؤشخ  -

 .واضح لتحخيس السقاومة في القسح

يجابي لبخوتيغ الياربيغ في تحديغ ندبة الإنبات، بالسقابل حدغ مغ مؤشخات الشسػ لع يطيخ تأثيخ إ -

 .الأولية لمبادرات

أضيخ بخوتيغ الياربيغ كفاءة جيجة في تحخيس مقاومة القسح تجاه السسخضات السجروسة )أعفان الجحور  -

 .(التخصن الذفافالذائعة، ومخض 
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 التهصيات والسقترحات: 6-1

 عمى نبات القسح لخفع مقاومتو للآفات السختمفة. ؤشبالس الياربيغ استخجام -

 إنتاج بخوتيغ الياربيغ السؤشب كبجيل اقترادي لمسػاد التجارية مغ الياربيغ باىطة الثسغ.  -

 دراسة ججوى إقترادية لعسمية إنتاج البخوتيغ محميا . -

 التعبيخ السػرثي مع الفعالية الأنديسية.دراسة التعبيخ السػرثي لسػرثات أخخى لمبيخوكديجاز لخبن  -

دراسة تأثيخ الياربيغ عمى مدتػيات جديئات أخخى ىامة بالعسمية الجفاعية كالكاتالاز والفيشيل ألانيغ  -

 ( في نبات القسح.Pr1, Pr2لياز والبخوتيشات الستعمقة بالإمخاضية )-امػنيا

فع تحسمو للئجيادات اللبحيػية كالعصر إجخاء أبحاث لجراسة تأثيخ تصبيق الياربيغ عمى القسح لخ  -

 والرقيع وغيخىا.

 التػسع في دراسة تأثيخ الياربيغ عمى محاصيل ىامة أخخى. -
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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 
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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 
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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 Harpin 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, Pythium, 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. 
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