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  תקציר

  
  .מציאת חלופות להדברה הכימית אשר ישולבו במערך ההדברה הביולוגית העתידית: מטרה

ה הביולוגית מוחדרים אל שטח הגידול בצורה יזומה אוכלוסיות אויבים טבעיים של בהדבר: הצגת הבעיה

אנו מציעים לפתח אמצעים נוספים , בעבודה זו. אלו החרקים המזיקים ובכך נבלמת התפשטותם של חרקים

אשר ייתוספו בעתיד אל מערך ההדברה הביולוגית הנמצא בשימוש כיום ובכך יוכלו לסייע בהתמודדות כנגד 

  .החרקים המזיקים

אלו שימשו כמאגר דוגמאות . תרבותהבר וה יתאיסוף דוגמאות של כנימות עלה מצמחי :מהלך ושיטות עבודה

: הכולל השונים נגיפיםתבדידי הא מ"של כאפיון בהמשך התבצע . פתוגנים לחרקים נגיפיםממנו נסרקו ואותרו 

ווח פונדקאים ובחלק מהנגיפים שזוהו התבצעה גם ט, זיהוי של החלבונים הנגיפיים, ריצוף של הגנום הנגיפי

  .בחינת השפעתם על חרקים מועיליםו כמדבירים ביולוגים של חרקיםם יעילותבחינה ראשונית של 

דוגמאות שונות המכילות מינים שונים של כנימות עלה זוהו  300 - למעלה מלאחר שנדגמו  :תוצאות עיקריות

  :לכנימות עלהפתוגנים  נגיפיםלראשונה בארץ ארבעה 

נבחר  נגיףתבדיד אחד של ה .Myzus persicae Densovirus (MpDNV)פתוגני לכנימות עלה  נגיףזוהה  .1

הגדלות על צמחי חרדל לביצוע הניסויים השונים  Myzus persicaeלגידול במעבדה על כנימות מהמין 

 .נגיףולאפיון ה

הגדלות על צמח בכנימות עלה ההרדוף Aphid lethal paralysis virus (ALPV)  הנגיףזוהה לראשונה  .2

 Myzusזה כפתוגני ביותר לכנימת עלה האפרסק  נגיףמתואר , בספרות המדעית.  Aphis neriiהרדוף הנחלים

persicae תבדיד אחד של . ולמינים נוספים של כנימות עלה הגדלות על דגנייםALPV  נבחר לגידול קבוע

לביצוע , על צמחי הרדוף) נגיףנפגעות בצורה משמעותית מה ןאינ(  A. neriiבמעבדה על כנימות מהמין

 .נגיףהניסויים השונים ולאפיון ה

מאוכלוסיה של   Brevicoryne brassicae picorna-like virus (BrBV) נגיףזוהה תבדיד ישראלי של ה .3

  .שנאספה מצמחי כרוב B. brassicaeכנימת עלה הכרוב  

מאוכלוסיה   Aphis gossypii virus (AgV)אותו כיננו בשם  Dicistroviridae -ת המשפחמחדש  נגיףזוהה  .4

  .שנאספה מצמח ההיביסקוס   A. gossypiiשל כנימת עלה הדלועים

 :מסקנות והמלצות

כנימות נגועות . את כנימת העלהכמדביר ביולוגי היא גבולית משום שהוא איננו מדביר  MpDNVיעילותו של  .1

לא מתקיימת תמותה של הכנימות בעקבות יכולת תנועה פחותה אך  ובעלותהן קטנות יותר  MpDNV -ב

   .המשמשים להאבקה) בומבוס, דבש(על דבורים  MpDNVיש לבחון את השפעתו של  . הדבקה בנגיף

זה נמצא אלים לכנימות עלה האפרסק אשר  נגיף. הכמדביר ביולוגי היא גבוה ALPVיעילותו של , לעומת זאת .2

יש להמשיך את  .שעות עד שבוע לאחר ההדבקה 48בטווח של בין  נגיףההדבקה בנושרות מהצמח כתוצאה מ

  .כמדביר ביולוגי כנגד כנימות עלה ALPV-המחקר על מנת לברר כיצד ניתן ליישם בשטח את השימוש ב

כמדבירים ביולוגים  יעילותם ללימודהנם נגיפים חדשים יש לבצע מחקר נוסף  AgV-ו BrBV-שהיות . 4 -ו  .3

  .םעתידיי
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  ח"לתקופת הדו מטרות המחקר
  .מציאת חלופות להדברה הכימית אשר ישולבו במערך ההדברה הביולוגית העתידית

 :שלבים עיקריים בהפעלת המחקר

I .   הברצמחי תרבות ומצמחיית מ) כנימות עלה(איסוף דוגמאות של חרקים .  

II . פתוגנים לחרקים נגיפיםסריקה של הדוגמאות לאיתור .  

  .מזיקים השונים ובחינת יעילותם כמדבירים ביולוגים של חרקים נגיפיםאפיון של  תבדידי ה      

  

 ח"פירוט עיקרי הניסויים שבוצעו וכלל התוצאות שהתקבלו לתקופת הדו
  

I . הפתוגנים לכנימות עלה בארץ נגיפיםסקר של כנימות עלה לאיתור.  

 לותעב תוך איתור הכנימות, פים פתוגנים לכנימות עלהאיתור ואפיון נגי הייתה זו מטרתה העיקרית של עבודה

לשם . ואשר תוכלנה לשמש במערך ההגנה העתידי מפני חרקים מזיקים יםביולוגי יםכמדבירפוטנציאל המרבי ה

בר  יתכנימות עלה מאזורים שונים בארץ מצמחי ם שלמיניבו נאספו נערך סקר במהלך תקופת המחקר כך 

אשר שימשו כמאגר לאיתור ) 1' תמונה מס(דוגמאות של כנימות עלה  300-כ קוונסר נדגמוכ "בסה .ותרבות

  .לחרקיםובידוד נגיפים פתוגניים 

  

  

  

קולקציה חלקית של מיני כנימות עלה הגדלות על  . המגוון העשיר של מיני כנימות עלה בארץ. 1' תמונה מס

  . תוגניים לכנימות עלההפ הנגיפים לאיתורצמחי בר ותרבות בארץ אשר נאספו במהלך הסקר 
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II .סריקה של הדוגמאות לאיתור נגיפים פתוגנים לחרקים   

פתוגניים לכנימות  זיהוי ואפיון של ארבעה נגיפיםבחינה של הדוגמאות שנאספו במהלך הסקר הניבה 

ושה של ,Picorna-like virus -ו  Dicistroviridae, Densovirus  :משפחות טקסונומיות שונות 3-המשתייכים ל

של נגיפים שזוהו בעבר בעולם ואילו הרביעי הנו ) ישראלים(מקומיים  תבדידיםהנם מבין ארבעת הנגיפים שזוהו 

בעוד שהנגיף  במהלך עבודה זו המלאהגנום נקבע רצף  לשלושת הנגיפים המוכרים. שלא דווח בספרותנגיף חדש 

  :שזוהו ונחקרו במהלך תוכנית מחקר זואור של הנגיפים הפתוגניים ילהלן ת. הרביעי מצוי בשלבי ריצוף

1. Myzus persicae Densovirus (MpDNV)  כנימות עלה האפרסק בזוהה)M. persicae(  אשר גדלו על

 .Mנבחר לגידול במעבדה על כנימות מהמין  נגיףתבדיד אחד של ה. צמחי חרדל בר במספר אזורים בארץ

persicae  מעבדה וביצוע ניסויי נגיףאפיון הלעל צמחי חרדל . 

2. Aphid lethal paralysis virus (ALPV) ת עלה ההרדוףוזוהה על כנימA. nerii) ( הרדוף  יעל צמח שגדלו

 .M(זה כפתוגני ביותר לכנימת עלה האפרסק  נגיףבספרות המדעית מתואר . במספר מוקדים בארץ הנחלים

persicae( חד של תבדיד א. ולמינים נוספים של כנימות עלה הגדלות על דגנייםALPV  נבחר לגידול קבוע

לאפיון הנגיף , על צמחי הרדוף) נגיףנפגעות בצורה משמעותית מה ןאינאשר (  A. neriiבמעבדה על כנימות מהמין

 .וביצוע ניסויי מעבדה

3. Brevicoryne brassicae picorna-like virus (BrBV)  ת עלה הכרובואוכלוסיה של כנימבזוהה 

 (B. brassicae) חוף הכרמלשל באזור  צמחי כרובשנאספה מ.  

4. Aphis gossypii virus (AgV) הת משפחמחדש  נגיף- Dicistroviridae ת עלה ואוכלוסיה של כנימזוהה ב

 .שנאספה מצמח ההיביסקוס )  (A. gossypiiהדלועים
  

II .1 .נגיף ה - )(MpDNV Densovirus persicae Myzus הישראלי  

וצמחי פלפל אשר גדלו על צמחי חרדל בר  )M. persicae(עלה האפרסק  כנימותב בישראל זוהה MpDNVנגיף ה

המשתייך  MpDNV-ל, לכנימות עלה אחרים בשונה מנגיפים פתוגנים .בגידולים מסחריים במספר אזורים בארץ

כללי מדוגמאות של כנימות עלה  DNA תוך הפקתכן זיהויו נעשה  לע DNAגנום של   Densoלנגיפים מהסוג

תחלים ייחודיים ב תוך שימוש PCRתוצרי ההפקה שימשו כתבנית להגברה באמצעות  . לך הסקרשנדגמו במה

). A-2' תמונה מס, שמקורו בדרום אפריקה( MpDMV התבדיד הצרפתי של שתוכננו תחילה על פי הרצף של

 שובט הפלסמיד .pGEM-T easyהמקטע המוגבר חולץ ושובט לתוך פלסמיד , ל אגרוז'גב הופרדוPCR -תוצרי ה

לאחר . MpDNVשימש להכנת גלאי מולקולארי ספציפי כנגד פלסמיד זה  ,משךהב .צףורו E. coliלחיידקי 

 שובטואשר  הנגיפירוצף גנום המלא באמצעות הגברה של מקטעים חופפים של הגנום  נגיףהזיהוי הראשוני של ה

 ALPVת את ארגון הגנום של סכימה כללית המתאר. )B-2תמונה ( בחיידקים ורוצפו הותמרו ,לפלסמידים

   .A-3' הוא מקדד מוצגת בתמונה מס אליהםוהחלבונים 

 



5 
  

A B 
של  1%ל אגרוז 'הפרדה בג PCR ..A בשיטתשל כנימות עלה דוגמאות ב MpDNV זיהוי. 2תמונה מספר 

סמן   m :סדר הרצה. כנימות חשודות' גר 0.02- כללי מ DNAמדוגמאות של  MpDNV-ה ספציפית להגברתוצרי 
אשר  M.p -ביקורת חיובית .4. מפלפל M.p .3. מחרדל בר M.p .2. מצנון בר M.pכנימות עלה מהמין .1דל גו

. מפלפל A. g .9. מוורד M.r .8. כנימות שנאספו מפרחי כתימה .7. מחציל M.e .6. מחיטה R.m .5. יובא מצרפת
הגברת מקטעי הגנום  .B .ת שליליתביקור )-(מחרדל  B.bכנימת  .11. מחרדל B. tabaciכנימת עש הטבק  .10

גנום הנגיף תוך שימוש בכנימות מ של מקטעים מוגברים 1%ל אגרוז 'הפרדה בג .PCRבאמצעות  MpDNV של 
-1מקטע   .bp .2 1-5002מקטע  .1 סמן גודל m: סדר הרצה .עלה האפרסק הנגועות בנגיף ותחלים ספציפיים

2557 bp .3. מקטע bp 3335-5490 .4.  512-5490.מקטע bp 5.  990-1645מקטע bp.   
  

מנוקה נעשתה בהתאם לפרוטוקול הפקה של  נגיףהכנת תכשיר : MpDNV-ה נגיףשל חלקיקי מורפולוגי אפיון 

רקמת טרף בין עורקית מצמחי חרדל  'גר 100, בקצרה. (1)מאבטיח בעלי צורה מורפולוגית דומה  נגיפים

בופר פוספט   0.067M:הרכב(בופר כתישה  200ml - הוספו ל, MpDNV-ה נגיףהמכילים כנימות עלה נגועות ב

7.2 pH 50-וml  0.1שלM התערובת נכתשה בהומוגיניזר חשמלי במהירות איטית עד . )חומצה אסקורבית

 נייר עיסה זו סוננה דרך. עד לקבלת עיסה אחידה המשך כתישה נעשתה במהירות גבוהה. לכתישת כל העלים

Miracloth 10,000(כה נמובמהירות  רכוזוהתסנין עבר סg(  של  ' דקות בטמפ 10למשך°C4 . הנוזל העליון נאסף

. C 4°של ' הדוגמא עורבבה באיטיות למשך כעשר דקות בטמפ. נפח שהתקבלהכלורופורום מ 10% ואליו הוסף

 במהירות רכזוס הנוזל העליון. במהירות נמוכה בתנאים זהיםנעשה סרכוז  5.3pH- ללאחר הבאת הדוגמא 

הורחף למשך המכיל את חלקיקי הנגיף  משקעה. C4°של ' בטמפ Ti-35ברוטור ' דק 120למשך  )30,000g(ה גבוה

 המתקבל נגיףאיכות הניקוי וריכוז ה נבחנה בהמשך. pH 7.0בופר פוספט   0.01Mשל 0.2-0.3ml-הלילה ב

  :באופנים הבאים

ונבחנה  נצבעה באורניל אצטט, חושתנג רשתית "מנוקים הונחה ע MpDNVדוגמא המכילה חלקיקי   .א

  ).B-3תמונה ( 28nmניתן לזהות חלקיקי נגיף איזומטרי בקוטר של  .ם חודרמיקרוסקופ אלקטרוניב

זיהוי של  ארבעת החלבונים המבניים של הנגיף התאפשר לאחר הפרדה של תכשיר המכיל וירויונים מנוקים  .ב

  ).C-3תמונה (י כחול צביעה בצבע קומאסואמיד-אקריל- פולישל ל 'ג ג"ע

ל אגרוז 'הכללי בג DNA-הפרדה של ה .נגיפי DNA תהפקשימשה כחומר מוצא ל MpDNV-ה חלקיקי דוגמת .ג

  ).D-3תמונה ( bp 6000-מאפשרת זיהוי של המקטע השלם של הגנום הנגיפי בגודל של כ 1%

  

  



6 
  

י יאות שהתקבלו בניסואימות נוסף של התוצ  MpDNAלזיהוי  DIG - פיתוח גלאי מולקולארי מסומן ב

נבחנו . הנגיףהספציפי לגנום  DIG-נעשה באמצעות הכנה של גלאי מולקולארי מסומן ב, PCR-הגברה בה

 האפרסק אשר גודלה על כנימות עלה Aphidius colemani)(צרעה טפילית ) a(: מספרת דוגמאות באופן זה

כנימות שאינן נגועות בנגיף כביקורת ) Aphis gossipii(; )c(כנימות עלה הדלועיים  )MpDNV; )b - נגועות ב

 -נגועות ב האפרסקכנימות עלה ) e(- מנוקים כביקורת חיובית והמכיל חלקיקי נגיף תכשיר ) d(שלילית 

MpDNV .) 3תמונה-F(.  
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35‐

25‐
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M MpDNV

2.5k‐

1.5k‐

1k‐

10k‐
8k‐

3k‐

2k‐

6k‐

4k‐
5k‐

3.5k‐

M MpDNV
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5565 nt
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C

B

D E (a)

(b)

(c)

(d)

(e)

F

 
 

 התבדידארגון הגנום הנגיפי של ה המתארת את סכמ. A. שבודד בארץ MpDNV-אפיון נגיף ה. 3תמונה מס 
חלקיקי נגיף שהופקו מאוכלוסיית בחינה במיקרוסקופ אלקטרונים חודר של . MpDNV  .Bהישראלי של 

ל 'ג ג"ע MpDNV ם מבניים שלהפרדת חלבוני.  C.לאחר צביעה באורניל אצטט.נגועות M. persicaeכנימות 
וסקופ בחינה במיקר. E  .שהופק מחלקיקי נגיף מנוקים נגיפיDNA של 1%ל אגרוז 'הפרדת בג. D. אקרילאמיד

כנימה (a) .מסומן פלואורסנטית DNAלאחר הגבה עם גלאי  הנגועות בנגיף M. persicaeקונפוקאלי של כנימות 
שילוב של השדה  (c)הכנימה כפי שנצפתה עם הגלאי הפלואורסנטי   Bright field) .((b(נגועה בשדה אור רגיל 

דוגמאות של . DIG-ולקולארי מסומן בבאמצעות גלאי מ MpDNVזיהוי . F. הפלואורסנטי ושדה אור רגיל
DNA  מלבד דוגמא (כלליd( בסדר הבא: )a .(  צרעה טפיליתAphidius colemani, לאחר שהתפתחה על כנימות

,   MpDNVויריונים מנוקים של . (d)בריאות   M. persicaeכנימות  .A. gossypii (c)כנימות ). (bעלה נגועות 
e) .(  כנימות M. persicae ות בנגוע- MpDNV    .  
  

  
  
  
  
  



7 
  

II .2  נגיף השיתוק הקטלני של כנימות עלה(ALPV) Aphid leathal paralysis virus 
  

 (Neruim  הנחלים צמחי הרדוףמ ושנאספ ת עלה ההרדוףואוכלוסיה של כנימ   - ALPVאפיון של חלקיקי 

oleander( )של נגיף השיתוק הקטלני של כנימות שראלי יה התבדידאפשרו את זיהויו ובידודו של ) 4' תמונה מס

מנוקה נעשתה בהתאם לפרוטוקול להפקה של  נגיףהכנת תכשיר  .לייצוג התבדיד AnALPV- נבחר השם, עלה

  . II.1וכפי שפורט בסעיף ) 1( מאבטיח בעלי צורה מורפולוגית דומה נגיפים

    :בלהמתק נגיףנלקחה דגימה לקביעת איכות הניקוי וריכוז ה בתום הכנת התכשיר

ונבחנה  נצבעה באורניל אצטט, נחושתג רשתית "מנוקים הונחה ע ALPVדוגמא המכילה חלקיקי  .א

  ).C-4תמונה ( 32nmניתן לזהות חלקיקי נגיף איזומטרי בקוטר של  .ם חודרמיקרוסקופ אלקטרוניב

ר המכיל של תכשי ל אקרילאמיד'ג ג"התאפשר באמצעות הפרדה ע ALPVזיהוי החלבונים המבניים של  .ב

  .)D-4תמונה (מנוקים חלקיקי נגיף 

אשר  )E-4תמונה , ל אגרוז'הפרדתו בג( נגיפי RNA תהפקשימשו להמנוקים  ALPV הנגיף חלקיקי, בנוסף .ג

 ).F-4(פי נגיגנום הה הגברת צורךל RT-PCR-שימש כתבנית ל

 

כשיר המכיל חלקיקי נגיף נגיפי הופק מתRNA  - פיגנום הנגיהוריצוף מלא של  ALPVזיהוי מולקולארי של 

הנגיפי שהתקבל שימש כתבנית  RNA-ה. ALPV-מנוקים מאוכלוסיה של כנימות עלה ההרדוף נגועות ב

התקבלו מקטעי . ds-cDNA המשליםסינתזה של הגדיל  ההתבצע עליווss-cDNA  גדיל הראשוןהלסינתזה של 

נסרקו  E. coliלחיידקי   התמרהלאחר  .SmaIחתוך באנזים  pUC19לפלסמיד  ובטושרצף בגדלים שונים אשר 

חפיפת כלל המחדרים אשר רוצפו אפשרו את קביעת הרצף המלא . לקביעת רצףנשלחו ומושבות בעלות מחדר 

רצף הופקד ה ,)A-4' תמונה מס( נוקלאוטידים 9635מכיל ה  ALPV-An,הגנום הנגיפי של הגזע הישראלישל 

   .Accession number JX480861)(בבנק הגנים 

  

נעשה באמצעות הכנת  ALPV-Anאימות נוסף לזיהוי   ALPVלזיהוי  DIG -פיתוח גלאי מולקולארי מסומן ב

הוכן , פינגיחלבון המעטפת ההמקדד ל מקטע מגן, הגלאי. נגיףספציפי לגנום ה DIG,- גלאי מולקולארי מסומן ב

ות שנבדקו היו ניקויי הדוגמא. DIG-נוקליאוטידים מסומנים בב ת המקטע תוך שימושבאמצעות הגבר

אפשר זיהוי של הנגיף הגלאי ). M. persicae(וכנימות עלה האפרסק ) (A.neriiמכנימות הרדוף  חלקיקים

 כנימות עלה האפרסקהפקה ממזיהה את הנגיף ההרדוף בלבד ולא  עלה מכנימותמתכשיר חלקיקי נגיף שהופק 

  .)5תמונה (

  

 ורוססהדבקה ראשוניים י יבניסו  ALPV-An. נגיףב) M. persicae(ניסוי הדבקה של כנימות עלה האפרסק 

על צמח  ושגודל) לכל מושבה כנימות 700 -כ( של כנימות עלה האפרסק ותמושב בתכשיר של חלקיקי נגיף מנוקים

 5%-כשעות נותרו  72כעבור , מכלל הכנימות 70%-מרגע הריסוס נשרו כ 48כעבור  .(B. perviridis)חרדל 

  .ג הצמחים"ע כנימותשבוע מהריסוס לא נותרו  לאחרהחרדל ו ימחמהכנימות על צ



8 
  

MW
(bp)

1.5k-

1k-

10k-

3k-

2k-

6k-

4k-

E

M ALPV ‐An

D

25-

M ALPV ‐AnMW
(kDa)

40-

35-

~36

~33
~31

100 nm

C

B

Neriumoleander
Aphis nerii

F

MW
(bp)

1k-

10k-

3k-

2k-

6k-

4k-

1.5k-

M ALPV ‐An

CP2 CP3CP1 C
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9
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-ALPVארגון הגנום הנגיפי של ה של סכמ. ALPV-An ( .A(הישראלי  ALPV-אפיון נגיף ה4. ' מס תמונה

An .B . אוכלוסיה של כנימות עלה ההרדוף)Aphis nerii( גדלו על צמחי הרדוף ר שא)Neruim oleander (
חלקיקי נגיף בחינת  .C). צד ימין(הגדלה של כנימת עלה ההרדוף נגועה בנגיף  ,)צד שמאל( משו לניקוי הנגיףשי

 אקרילאמידל 'גבהפרדת חלבוני נגיף מבניים . D. חודר לאחר צביעה באורניל אצטאט במיקרוסקופ אלקטרונים
12%.E .  RNA 10000-כ( נגיפיnt( ,1% אגרוז ל 'ג ג"שהופק מתכשיר נגיף מנוקה הופרד ע  .F .ל 'הפרדה בג

  ).10000bp-כ( של תוצר הגברת הגנום השלם של הנגיף 1%אגרוז 
  

  
  

 ויריונים חלקיקי נגיףדוגמאות של . DIG-באמצעות גלאי מולקולארי מסומן ב ALPVזיהוי  .5תמונה מס 
ד הנושא את הגן לחלבון פלסמי) 1(: הדוגמאותסדר . DIG-מסומן ב ALPV-ל ספציפי עם הגלאי הוגבומנוקים 

) (A.neriiמכנימות הרדוף  חלקיקי נגיףהפקת  )2( כביקורת חיובית )שימש להכנת הגלאי( ALPV של מעטפתה
  ).M. persicae(מכנימות עלה האפרסק  חלקיקי נגיףהפקת  )3(נגועות 
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II .3 . נגיףזיהוי ואפיון (BrBV) like virus-picorna Brevicoryne brassicae בארץ  

נכון  )Brevicoryne brassicae(בכנימות עלה הכרובים  2007זוהה ואופיין בבריטניה בשנת , BrBV-נגיף ה

מ לאתר נגיף בעל פוטנציאל "ע כמטרהבארץ נקבע  BrBVשל  יהויז .בעולם להיום זהו הגזע היחידי של הנגיף

, הצפון אזור(מאזורים שונים בארץ  וביםהכרכנימות עלה של דוגמאות  נסרקולשם כך . יישומי כמדביר ביולוגי

  ).6' תמונה מס( )אזור המרכזו הדרוםאזור 

  

של כנימות עלה גדולות אוכלוסיות . מצמחיית הבר והתרבות הכרובת עלה וכנימאיסוף אוכלוסיות של . 6' תמונה מס

ימין פרטים רבים מ בתמונה .BrBVממקומות שונים בארץ לשם איתור הנגיף נאספו מצמחי חרדל וכרוב  הכרוב
  .)מומיות( י צרעות טפיליות"ע נפגעומהאוכלוסייה 

  

   BrBV חלקיקי נגיףמורפולוגי של אפיון 

נגיף  יתכשיר נוהוכ מאזורים שונים בארץ ואספנשהכרוב ת עלה וכנימדוגמאות של ב BrBVאת  לאתרעל מנת 

 .II.1 -בהמפורט פרוטוקול נעשתה בהתאם ל יםתכשירההפקת . הכנימות כל אחת מאוכלוסיותמ יםמנוק

חלקיקי נגיף  .ם חודרמיקרוסקופ אלקטרוניונבחנו ב נצבעו באורניל אצטט, נחושתג רשתית "ע והונח ותדוגמאה

    .)7תמונה (דוגמאות ' זוהו במס nm 26  - איזומטריים בקוטר של כ

  

  

לאחר צביעה באורניל  יםמנוק חלקיקי נגיף של תכשיר. BrBVחלקיקי נגיף מורפולוגיה של  .7 'תמונה מס
  .חודר מיקרוסקופ אלקטרוניםבחינה באצטט ב
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  .  BrBVשל   הגנוםוריצוף מולקולארי זיהוי 

  תחל מסוגבאמצעות   ss-cDNAשימש כתבנית להפקתש Total RNAהופק מתכשיר מנוקה של חלקיקי נגיף 

.Oligo-dT  י"הוגבר ע הגנוםלאחר מכן RT-PCR פ רצף "נו עשתוכנתחלים ב תוך שימושBrBV ב וימצה -

GeneBank )Accession no. EF517277.( שובטו בפלסמיד  ההגברה יתוצרpGEM-T Easy קביעת שלחו לונ

-נמצאה בין רצף התבדיד הישראלי לזה המצוי ב 94%רמת זהות גבוהה של  ).8' תמונה מס( רצף הבסיסים

GeneBank  המצוי בין המקטע עבורbp 1895-3884 )1895תחל קדמיF  :3- ccgttccatccgatctctta -5  ותחל

  . )9תמונה ( BrBVבגנום של ) 3884R :3- ccgaataagtttaacccgtgtgמשלים 

  

CP2 CP3CP1

ORF1ORF2

CP
45’ (A)nhel pro RdRp 3’

RT-PCR

R-3884F-1895
RT-PCR

R-5542F-3659

RT-PCR

R-8920F-7088

RT-PCR

R-7128F-5329

RT-PCR

R-10060F-8300

A

B

  

  

 
ארגון הגנום תרשים המדגים את  .A. תבדיד הישראלימה BrBVהגברה של מקטעים בגנום של   .8' תמונה מס

תחלים ך שימוש בות RT-PCR  ותהגברה באמצע. הגנום ריצוףאופן ו BrBVהישראלי של  התבדידשל 
-1895 של האזור שבין RT-PCRתוצר הפרדת  . B .שונים לאורכו של הגנוםמקטעים ספציפיים אפשרה קבלת 

bp3884 .סדר הרצה:M –שלילית ביקורת  3 בארית ;כרובעלה שנאספו מצמחי כנימות  2- ו1בארית ; סמן גודל
  ).ללא תבנית(
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  BrBVאנגליההידועים כיום בעולם   BrBV שני תבדידישל  מיםן רצפי הגנוהשוואה בי .9' תמונה מס
ההשוואה נעשתה  .bp 2600-3640השוואה בין רצף הגנום של התבדיד הישראלי והאנגלי באזור שבין . הישראלי

  )multalin )http://multalin.toulouse.inra.fr/multalinבאמצעות תוכנת  
  
  
  

II .4.  ה  תמשפחבחדש זיהוי נגיף- Dicistroviridae   

Aphis gossypii virus (AgV)  במסגרת עבודה  ואופיין חלקית זוההשהרביעי נגיף שאנו מציעים לטנטיבי שם

דלו אשר ג) Aphis gossypii(ת עלה הדלועיים ושל כנימזוהה בדוגמא שנאספה מאוכלוסיה  AgV-נגיף ה .זו

נראו  AgV-נגועות בה) A-10 'תמונה מס(אוכלוסיות הכנימות . סקוס מתורבתיםיבמרכז הארץ על צמחי היב

  .ללא נגיעות בנגיף דלן מכנימות עלי דלועים אופייניות הגדלות על היביסקוסוקטנות בג
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B

A

  
  

הגדלה ). צד שמאל(סקוס במרכז הארץ יצמח היב. A. סקוסיהדלועיים שגדלו על צמחי היב כנימות עלה  10.'תמונה מס
חלקיקי נגיף שהופקו מאוכלוסיית . B ).צד ימין(סקוס עליו גדלו אוכלוסיות של כנימות עלי הדלועיים ישל פרח היב

  .חודר םאלקטרוני במיקרוסקופלאחר צביעה באורניל אצטט כפי שנצפו , כנימות עלה הדלועיים
  
  
   .ייםמדוגמאות כנימות עלי הדלוע נגיף הפקת

קרוסקופ ינבחן במתכשיר נגיף מנוקה  .II.1בסעיף בדומה למתואר ה תנעשההפקה של חלקיקי הנגיף 

  ). B-10תמונה ( 31nm-חודר והתאפשר זיהוי של חלקיקים איזומטריים בקוטר של כ אלקטרונים

  . AgVשל   זיהוי מולקולארי וריצוף הגנום

 הפקתבאמצעות  נעשה פיהנגי גנוםהריצוף  .)A. gossypii( םלראשונה זוהה נגיף הפוגע בכנימות עלי הדלועיי

Total RNA גדיל ה ליצירתהפקה זו שימשה כתבנית . נגיףהתכשיר מנוקה של חלקיקי מ -ss-cDNA גדיל ו

הפלסמידים . SmaIהחתוך באנזים  pUC19לפלסמיד שובטו  ds-cDNA-מקטעי ה, בהמשך. ds-cDNA משלים

 .נשלחו לקביעת רצף )11תמונה ( ברור מושבות בעלות מחדרו E. coliחיידקי  ל עם המקטעים השונים הותמרו

הגנום מקטעי כי הראתה  ) BLAST-nבאמצעות( GeneBank-בהשוואת הרצפים שהתקבלו אל רצפים המצויים 

       נגיףל 74%-71%היא נעה בטווח שבין  )אך הגבוהה ביותר שנמצאה( הומולוגיה נמוכהבעלי 

Rhopalosiphum padi virus (RhPV) ,ה משפחתמ-  Dicistroviridae. תקבל הנוהזהות שהאחוז מכיוון ש 

 Dicistroviridae -נגיף חדש ממשפחת הב כי מדוברנראה  90%העומד על  demarcation index -סף המתחת ל

בו הוא על שם הפונדקאי   Aphis gossypii virus (AgV) זמניה השם לנגיף  הוענקו הפוגע בכנימות עלה

  .מתאכסן

  



13 
  

2 3 54M 1
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6 7 8 9 10 11 12 13 14

0.25k‐

0.5k‐
0.75k‐

  

ה של מקטעי הגנום הנגיפי אשר הגבר  Aphis gossypii virus (AgV)בגנום של מקטעים . 11'תמונה מס
 ,נראים מחדרים ברורים שהתקבלו ואלו נשלחו לריצוף 1,4,7,12,14 ערוציםב .pUC19הוחדרו לפלסמיד 

  .מחדר רכשו הפלסמידים לא רוציםבשאר הע
  

  

  

  
מה של יסכ.  Aphis gossypii virus (AgV) סכימה כללית המתארת את ארגון הגנום של,  12' תמונה מס

צגים ימי המצויים תחת הסכימה המקטעיםשלושת  ,Dicistroviridae -ממשפחת הפים נגישל גנום הארגון 
רים המצויים בין שלושת רצף הגנום באזו ds-cDNA. של יצירהאמצעות רוצפו באשר  את האזורים בגנום

  .RT-PCRהתקבל באמצעות שימוש בתחלים ספציפיים בריאקציה של  ds-cDNA -מקטעי ה
  
  
  
  

  יכום עם שאלות מנחותס
  .חסות לתכנית העבודהיח תוך התי"מטרות המחקר לתקופת הדו. 1

שימוש את התשתית הראשונית לתחום חדש העושה תוצאותיה מספקות ו עבודה זו הנה חלוצית בתחומה

  .בנגיפים פתוגניים לחרקים מזיקים

יכים יש שבודדו הנגיפים. נגיפים פתוגניים לכנימות עלה בארץ 4במהלך תקופת המחקר זוהו לראשונה 

. אים אותם הם תוקפיםקובטווח הפונד ברמת הפתוגניות שלהםזה מזה למשפחות טקסונומיות שונות ונבדלים 

ניתן לעשות בהם כן הבנה של האופן בו מארבעת הנגיפים שזוהו ו דחאל כמובן שנדרש עוד מחקר רב לאפיון כ

  .שימוש מועיל לחקלאות ולמחקר

  :עיקרי התוצאות. 2

בעלי יכולת תנועה , הן קטנות יותר: נפגעות פיסיולוגית MpDNV - כנימות הנגועות ב :MpDNVהנגיף הראשון 

 משתייך למשפחההדו גדילי מעגלי  DNA נוםבעל גנגיף זה . אינן מתות בעקבות נגיעות בנגיףפחותה אך הן 

Densovirinae . נוקלאוטידים וארבע מסגרות  5565הגנום הנגיפי של הגזע הישראלי רוצף במלואו ונמצא מכיל

את  אינו מנגע MpDNVפונדקאים נמצא כי הבבדיקה של טווח ). A-3' מס תמונה(לחלבונים המקדדות קריאה 
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גם כאשר הצרעה גדלה וניזונה  ,שמשת כמדביר ביולוגי של כנימות עלה אלוהמ) A. colemani( הצרעה הטפילית

  .)F-3' מס תמונה( )A. gossipii (אינו מדביק את כנימת עלה הדלועיים  נמצא כי הנגיף ,על כנימות עלה נגועות

ימוש כמדביר ביולוגי מוגבלת ולכן כדאי לעשות בו ש MpDNVניתן להניח כי יעילותו של  על סמך התוצאות 

  .ופחות כמדביר ביולוגי ככלי למחקרים תשתיתיים

ממצא זה יכול להסביר את העובדה . עובר אינטגרציה לגנום הכנימהMpDNV -בבדיקה שערכנו נמצא כי נגיף ה

בקצוות הנגיף הידועים כמבנים נגיפיים  ITRשהכנימה מעבירה את הנגיף בצורה אנכית וכן לתת הסבר לקיום 

גבלת מוכמדביר ביולוגי היא  MpDNVיעילותו של . רים אינטגרציות בגנום הפונדקאיהיוצ) טרנספוזומים(

עובר אינטגרציה אל  MpDNVלעובדה כי  ,נגדמ. בעיקר בשל העובדה כי איננו פתוגני לכנימה אותה הוא מדביק

טיבי של קלון אינפקשל  ויתכן כי לראשונה תתאפשר יצירהגנום הכנימה ישנה חשיבות מחקרית גדולה ביותר 

MpDNV בכנימות הטרנסגניות . דבר שעדין לא נעשה בעולם, ישמש בעתיד ליצירה של כנימות עלה טרנסגניותש

ניתן יהיה לבטא חלבונים שונים או לחילופין להשתיק גנים חיוניים לכנימה לצורך לימוד תפקודם של גנים 

  .בכנימה בעבודות מחקר בעלות אופי של גנומיקה תפקודית

תבדיד אחד של הנגיף . זוהה לראשונה בארץ מדוגמאות של כנימות עלה שנאספו מן הבר: ALPVני הנגיף הש

הגדלות על צמחי הרדוף הנחלים לביצוע הניסויים   A. neriiמהמיןעלה נבחר לגידול רציף במעבדה על כנימות 

יצוף מלא של הגנום כולל ר ALPVהישראלי של  התבדידהתבצע אפיון של . השונים ולאפיון מעמיק של הנגיף

לימוד של דפוס החלבונים המבניים , מנוקה נגיףהכנת תכשירי , י והשוואתו לזה של הגזע הדרום אפריקאינגיפה

 יכולתלימוד בהמשך החל תהליך של . מדוגמאות של כנימות עלה נגיףפיתוח שיטות לזיהוי רגיש ואמין של הו

  פתוגני לכנימות עלה האפרסק ALPV המקומי של תבדידהנמצא כי  .כמדביר ביולוגי של כנימות עלה נגיףה

)M. persicae(  של  חלקיקי נגיף מנוקיםבאשר נושרות מהצמח עליו הן ניזונות עד כשבוע מרגע הריסוסALPV. 

יש לבחון את השפעתו של  אך ,כנימת עלה האפרסק כנגד במיוחד כמדביר ביולוגי היא גבוהה ALPVיעילותו של 

 ALPVמתוצאות החלק בעבודה אשר  .המשמשים להאבקה) בומבוס, דבש(עילים כגון דבורים על חרקים מו

  : יש לבחון בעבודות המשך נוספות ןעולות שאלות מדעיות שונות אות ALPV  -ה נגיףעסק בחקר 

  ?ALPVההרדוף יכולת עמידות כנגד  עלה מה מקנה לכנימת

  ? עלהפתוגני גם למינים אחרים של כנימות  ALPV -ה נגיףהאם 

   ?ח"האם הושגו המטרות לתקופת הדו. מסקנות מדעיות והשלכות לגבי ישום המחקר והמשכו. 3

הושגו כל מטרות המחקר לתקופת הדוח ובנוסף הושגו גם מטרות נוספות שלא הוגדרו בתוכנית , כן בהחלט

  :להלן מספר נקודות עיקריות הדורשות המשך מחקר עתידי. המחקר המקורית

לבחינת יעילותו של הנגיף נוספים לשם ביצוע ניסויים   Aphis neriiבכנימות  ALPVחיה של  קיום תרבית. 1

הנגיף פוגע בחרקים מועילים כגון דבורת יש לבצע ניסויים נוספים על מנת לבחון האם כן  כמו. כמדביר ביולוגי

  .)בומבוס(דבש 

תוכלנה   ALPV-מות עלה הרדוף נגועות בהמתפתחת על כני) לדוגמא אפידיוס(יש לבדוק האם צרעה טפילית . 2

  . ALPV-להדבקה של מיני כנימות עלה אחרות כגון כנימת עלה האפרסק או הדלועיים ב" וקטורו"לשמש כמעין 

יתרון השיטה היא שאיננה . ובחינת יכולתו לשמש כמדביר ביולוגי עתידי ALPVקלון אינפקטיבי של  הכנה של. 3

הקלון האינפקטיבי על  ריסוס י"יישום השיטה היא ע. דהבתרבית חיה במעב מחייבת החזקה שוטפת של הנגיף

  .מוקדי הכנימות בחלקות נגועות
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נגיף זה משתייך לקבוצה חדשה של . היה אחד ממטרות העבודה BrBVזיהויו בארץ של  :BrBVהנגיף השלישי 

עד היום פורסמה רק . ימות עלהזהו הנגיף הראשון מקבוצה זו התוקף כנ, Iflavirusesנגיפים התוקפים חרקים 

ת עלה הכרוב התוקפות צמחים ממשפחת ובה הנגיף זוהה ובודד מאוכלוסיות של כנימ ,עבודה אחת בנושא זה

הנגיף זוהה על . )1(אולם עדין לא נקבע טווח הפונדקאים  נגיפיהמצליבים ונקבע הרצף המלא של הגנום ה

 - כ(גנום הנגיף רוצף כמעט במלואו . מקומות ברחבי הארץת עלה הכרוב שנדגמו ממספר ואוכלוסיות של כנימ

רבה הנה מציאת נגיף זה בארץ  של חשיבותה. פונדקאיםהטווח  נבחןחלבוני הנגיף ו אופיינוובמקביל ) 95%

מלבד מאמר , כמו כן .התוקף כנימות עלה  Iflaviruses -הנו הנגיף היחידי מקבוצת ה BrBV םנכון להיומכיוון ש

פתוגנית וטווח על זיהוי הנגיף באנגליה אין כל מידע נוסף על נגיף זה וחסר מידע רב על יכולתו ה אחד שהתפרסם

  . הפונדקאים

  

הפתוגני לכנימות עלה חדש זוהה לראשונה נגיף במהלך עבודת מחקר זו , להפתעתנו (AgV): הנגיף הרביעי

מספר מקטעים בשלב זה רוצפו . כז הארץסקוס מתורבתים במריגדלו על צמחי היבאשר  )A. gossipii(הדלועיים 

מצאה כי נגיף זה הנו נגיף  GeneBank-השוואה של רצפי הגנום שהתקבלו אל רצפי נגיפים אחרים ב. גנום הנגיףב

שנבחר לנגיף חדש זה  השם הזמני .ALPV גם הנגיף אליה משתייך Dicistroviridae -משפחת הל ךייתשמחדש ה

הנגיף הראשון שזוהה כפוגע בכנימות עלה הנו  AgV ,ככל הידוע לנו . Aphis gossypii virus (AgV) הנו

ריצוף הגנום של נגיף זה עדיין לא הושלם . רבה במיוחד נזק כלכלי רב בארץ ועל כן חשיבותו תהמהוו, הדלועיים

מות עלה יש להמשיך ולבחון את השפעתו על כני. בשלבי לימוד כמו כן גם חלבוני הנגיף, )רוצף עד היום 80%-כ(

  .הדלועיים בפרט ועל מיני כנימות עלה אחרות ככלל ולבצע טווח פונדקאים

  

  :ח"האם הוחל כבר בהפצת הידע בתקופת הדו .5

  :פורסם בעיתונות העולמית ALPVמאמר על , כן •

• Dombrovsky Aviv and Luria Neta. (2013). The Nerium oleander aphid Aphis nerii is tolerant 
to a local isolate of Aphid lethal paralysis virus (ALPV).  Virus Genes. 46: 354-361. 
 

 .GeneBankל רצפי הגנומים המלאים של הנגיפים אשר רוצפו בעבודה זו הוכנסו למאגר המידע ש •

שהתקיים  של העמותה הישראלית למחלות צמחים(2013)  34 -חלקים מהעבודה הוצגו בכנס ה, כמו כן •

 .אביב דומברובסקי' לוריא פוסט דוקטורנטית במעבדתו של דר נטע' י דר"ר החקלאי עבמינהל המחק
  .מאמרים נוספים בעברית ובאנגלית עתידים להתפרסם בתקופה הקרובה •

  
  ח"פרסום הדו

  .ח ללא הגבלה"אני ממליץ לפרסם את הדו

  .האם בכוונתך להגיש תוכנית המשך בתום תקופת המחקר הנוכחי

 כן
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