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 תקציר

ידול פגעי הקרקע הקשים ביותר בגנמנות עם  ,.Meloidogyne sppעפצים הת ות יוצרונמטוד. הצגת הבעיה

בעוד שהשימוש בתכשירים לחיטוי קרקע טרום שתילה ושימוש בנמטוצידים  במהלך  .ירקות בארץ ובעולם

עמידות . מקורות העמידות לנמטודה זו נמצאים תחת איום גובר, הגידול נמצאים תחת רגולציה מתמדת

 Lycopersiconר י גן דומיננטי יחיד שמקורו מעגבניית הב"עגבניות מוקנית ע זניבלנמטודת העפצים 

peruvianum  הנקרא .Mi-1 geneוההישענות על מקור עמידות זה זנים עמידיםשימוש ממושך ב, ברם, 

תופעה  המסכנת , בשטחי גידול עגבנייה בארץ ובעולםשוברי עמידות  לברירתם של ביוטיפים וירולנטים והוביל

המובילים לביטוי  גנטיים מסלולים בזיהוי מכאן קיים צורך .היחידה  Miאת המשך קיומה של העמידות

  .Miמתאימה למרות נוכחותו של הגן לעמידות ההאינטראקציה 

אוכלוסיית מסלולים גנטיים אשר עוברים שינוי עם ההדבקה בבמחקר זה ביקשנו לזהות . המטרה של המחקר

צמחי במערכת  ולבחון את היתכנות השימוש Mi-1ת על העמידות וירולנטית המתגבר  M. javanicaנמטודות 

 ממחקר זהמידע    . נמטודה Xלבחינת תפקוד גנים באינטראקציה הפרזיטית צמח  "שורש ימהונדס"עגבנייה 

ויוכל להצביע על מסלולים נוספים הדרושים לביטוי   Mi-1 ישמש בסיס להבנת מנגנון שבירת העמידות תלוית

 .עמידות כנגד הביוטיפים הוירולנטים

 Mi עבודה בתרביות סטריליות של שורשי עגבנייה נושאי במחקר זה שילבה בתוכה העבודה.  שיטות העבודה

 , in vitroבתנאי רגישות לנמטודת העפצים /מבחני עמידותהתבצעו . ותרביות שאינן נושאות את הגן לעמידות

 . Agrobacterium rhizogenesבאמצעות" מהונדסות שורש"וייצור עגבניות , בניית פלסמידים בינאריים

מעקב אחר ביטוי הגנים  southern blot. אנליזתו PCRאיפיון השורשים המותמרים התבצע באמצעות  

-quantitative real time (qRT באמצעות נעשה המוחדרים בשלבי ההדבקה השונים של הנמטודה הפרזיטית 

(PCR . אנליזתimmunolocalization   החיים הפרהחלבון המופרש מהנמטודה נעשתה במהלך מחזור השל-

 . והסתכלות תחת המיקרוסקופ באמצעות חתכים היסטולוגיים  פרזיטי והפרזיטי של הנמטודה

מבין . על אחוז השורשים המותמרים זקהישנה השפעה ח A. rhizogenesכי לתבדיד  נמצא . תוצאות עיקריות

נמצא כי קטעי גבעול   (שורשים ועלים אמיתיים, פסיגים, גבעול)חלקי צמח העגבנייה אשר נבחרו להדבקה 

על מנת לבחון את השינוי בדפוס ביטוי . המתאים ביותר ליצירת שורשים מותמרים explantמהווים את ה 

הגנים בשורשי העגבנייה בעקבות ההדבקה בביוטיפים הוירולנטים לעומת הביוטיפים האוירולנטים החלנו 

השייכים למסלולי הגנה של גנים  רחבהנה בחי. בסריקה רחבה של גנים המשתתפים בתגובת ההגנה הצמחית

 Miבשורשי עגבניה נושאי  נבדלכי ביטויים  ההצביעבעגבנייה  SAושאינם תלויי  Salicylic acid (SA)תלויי  

במקביל לסריקה של הגנים ניצלנו את .  לאחר הדבקה עם נמטודות אוירולנטיות לעומת נמטודות וירו לנטיות

לבירור תפקיד אפקטור מהנמטודה המקודד לחלבון קושר חומצות " סי השורשמהונד"ערכת צמחי העגבנייה מ
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הוביל  Mj-FAR-1ביטוי יתר של האפקטור .  (Fatty acid and retinol binding protein FAR)שומן ורטינול 

י מספר נקבות ושקי ביצים גבוה יותר בשורשים המבטאים "כפי שנמדד ע נמטודהלרגישות גבוהה להדבקה ב

mj-far-1  . אנליזת   qRT-PCR  של גנים הקשורים למערך ההגנה מצביעה כי בשורשים בהםFAR  מבוטא

בבירור  התוצאות שהצטברו עד כה מצביעות . יורד   Jasmonic acid ה   ביטויים של גנים הקשורים למסלול

מעורבים בביטוי מערכת מהימנה לזיהוי ואפיון גנים ה מהווה" מהונדסי שורש"מערכת צמחי העגבניה כי 

 . .Meloidogyne sppרגישות כנגד נמטודות מסוג /תגובת העמידות

ללימוד " מהונדסי שורש"שימוש במערכת צמחי עגבניה . מסקנות והמלצות לגבי יישום התוצאות

בנוסף   . רגישות/לזיהוי גנים המעורבים בתגובת עמידותמהווה אמצעי מהימן  נמטודה Xהאינטראקציה צמח 

באינטרקציה המתאימה והאינטראקציה הבלתי מתאימה   Miבדל של גנים בגנוטיפ נושא עמידות ביטוי נ

שימוש במידע זה יוכל לשפר את טווח . י הביוטיפים הוירולנטים"ע גנטיים עירור מסלולים/מצביע על עיכוב

 .העמידות הקיים
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רגישות יתר  HRתגובת  .Mi. aהתפרצות ביוטיפים וירולנטים ל  .2איור 

שהודבק בנמטודה  Miבצמח עמיד נושא , בתאי הזנה ראשוניים

שהודבק  , לכאורה" עמיד"בצמח , התפתחות תאי הזנה   .b.  אוירולנטית

, (gc)תא הזנה  .תאי הזנה מפותחים נראים, Miנטית ל בנמטודה וירול

 .(Melillo et al., 2006) (N)גרעין , (Ne) נמטודה , (HR)תגובת רגישות יתר 

התוקפות שורשי צמחים ודות אנדופרזיטיות נמטהן , .Meloidogyne sppת עפצים ות יוצרונמטוד. מבוא

 .(Agrios et al., 1997) קשים בגידול ירקות בארץ ובעולםפגעי קרקע בוטניות ונמנות עם משפחות  ןממגוו

הפסקת השימוש במתיל  .המובילים להפסדי יבול ונבילההצהבת קודקודים , הנזק מתבטא בהאטת צימוח

מדגישים את , שיקולי בריאות ואיכות סביבהמנמטוצידים וש בכמו גם איסור השימברומיד לחיטוי קרקע 

או עיכוב תגובות הגנה /רגישות לנמטודת העפצים היא תוצאה של דיכוי ו .בלימוד מנגנוני עמידותהצורך 

את ומאפשרים את התבססות הנמטודה המובילים ליצירת תאי ההזנה הצמחיות ספציפיות ושאינן ספציפיות 

שמקורו י גן דומיננטי יחיד "קיימת ומוקנית עבעגבנייה עמידות לנמטודת העפצים  (Berker 1993).התרבותה

 Meloidogyneהמקנה עמידות כנגד שלושת מיני , Mi-1 הנקרא Lycopersicon peruvianumמעגבניית הבר 

spp.: M. javanica, M. incognita  ו  M. arenaria אך לא בפני M. hapla ,עוד ב .מין פחות שכיח בארץ

 םויובק Miנושאי הגן  םיבקובאופן דומה  נמשכים ונעים לעבר אתר ההזנה בשורש J2  בשלב שזחלי נמטודות

 צפיתנ  (HR) תגובת רגישות יתרוהתפתחות תאי ההזנה בצינורות ההובלה מעוכבת  Miנושאי  םבקוי ,שאינם

, ברם.  (Dropkin, 1969)  תא ההזנהבמקום 

מקור העמידות השימוש התדיר וההישענות על 

 ,.Cortada et al)או בכנות/אם בזנים ו היחיד

בייחוד בצל איסור השימוש   (2009 ;2008

 ברירתגרר אחריו   1002במתיל ברומיד מאז 

 ,למקור העמידות היחיד יםוירולנטביוטיפים 

 עולםארץ ובתופעה המדווחת יותר ויותר ב

.(Roberts and Thomason, 1989; 

Verdejo-Lucas and Sorribas, 2009; 

(Castagnone-Sereno  2002. 

על  עבודה זו מתבססהרעיון המחקרי של 

הם בעלי דגם  Miי הגן "שמספר רב של גנים המעורבים בתגובת עמידות המוקנית ע המראות  עבודות אחרונות 

 compatibleאו  incompatible) צמח עמידה או רגישה-ביטוי משתנה כתלות בין אינטראקצית נמטודה

לדוגמה ביטוי גנים המקודדים למוטיב פרוקסידאז מוגבר בשורשים העמידים לעומת זאת מופחת . (בהתאמה

בצמחי  שביטויים מוגבר או מעוכבתוכנית מחקר זו מתמקדת בזיהוי גנים  .(Schaff et al., 2007)  ברגישים

 אינטראקציה המתאימההלעומת  (incompatible)מתאימה בלתי הבאינטראקציה  Miעגבניה נושאי הגן 

(compatible). כנגד אוכלוסיית של הגנים הפוטנציאלים  תאנליזה תפקודיM. javanica  וירולנטית שבודדה

תחת ההנחה  . לאחרונה בארץ תוכל להצביע על מנגנונים ומסלולים אשר ישפרו את טווח העמידות הקיים
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הכוונה תחילה להגביר את  (compatibility) שמערכות הגנה צמחיות עוברות דיכוי באינטראקציה המתאימה

המעורבים בתגובת ההגנה הצמחית  םאנדוגניי במחקר זה זוהו גנים. ביטוי הגנים המשתתפים בתגובת ההגנה

והתפתחות את יצירת תאי ההזנה  וימנע או השתקתם  בשלבי ההכרה הראשונים ואשר ביטויים ביתר

היקף התבססות אוכלוסיות שוברות ,  Mi נושאים את הגן חרייםזני העגבניות המסכיוון שמרבית .  הנמטודה

ודרכים להבנת המנגנון זיהוי גנים נוספים להשבת העמידות  ואיתם שבירת העמידות מתעצמים ולכן  עמידות

 .העמידות הינו מחייב  המוביל לשבירת

 מולקולארייםם מטרתנו הכללית היא לזהות מסלולי. (בתוכנית המקורית הכפי שהוגדר) מטרת המחקר

 Mi בצמחי קםישתהאו ל לבטאם ביתר, המשתתפים בהקניית עמידות בפני אוכלוסיית נמטודת העפצים

אלה ישמשו בסיס  םמסלולים מולקולאריי/ ספציפיים גנים. ת עמידותועמידות כנגד נמטודות שובר להשיב ו

 . ללימוד אופן הפעולה של מנגנוני עמידות ושבירתם במחקרים עתידיים

 :טרות המחקר בפירוט הןמ

שורש  לצורך זיהוי גנים -מהונדסת יהשל גנים לעמידות בעגבני תה פונקציונאליסריקלפיתוח  מערכת  .2

 .Miהמעורבים בהפעלת מערכות הגנה צמחיות תלוית גן 

ניצול מידע טרנסקריפטומי קיים אודות גנים העוברים אקטיבציה או רפרסייה במהלך תגובת העמידות  .1

 . לנמטודת העפצים ובחינת תפקודם Miתלוית 

שורש -שלמים מהונדסיבצמחים  אמצעות שימושב ( 1ו  2ממטרות ) פוטנציאלייםלימוד ואפיון תפקיד גנים  .9

 . ורגנרציה לצמח  טרנסגני שלם
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חלקי עלים מונחים על . A. מערכת ליצירת שורשי עגבנייה מותמרים .1איור 

התמיינות ליצירת  .A. rhizogenes 15834 .Bלאחר הדבקה ב  MSמצע 

גדילת  .A. rhizogenes 15834 . C י התבדיד"שורשים מותמרים מושרית ע

  A. rhizogenesי "שורש עגבניה מושרה ע. D-F. שורש מותמר מפסיגי עגבניה

ולאחר , (D)לאחר התמרה בפלסמיד בינארי המכיל אפקטור של הנמטודה 

יש לציין את  .GUS  (E-F)דווח התמרה בוקטור בינארי הנושא את הגן המ

 .  GUS stainingהאחוז הגבוה של השורשים המותמרים כפי שנראה לאחר 

 פירוט עיקרי הניסויים

 "מהונדסי שורש"צמחי עגבנייה מערכת טרנספורמציה לקבלת  כוילה  .2

 .Aותבדיד   A. rhizogenes 15834דדיתב, שני תבדידי אגרובקטריום ה יעילותם שלנבחנאלה  ניסוייםסידרת ב

rhizogenes K599  בהתמרת חלקי

התבדידים שימשו שני . צמח שונים

, פסיגים: לאילוח חלקי צמח שונים

י "עשורשים ועלים אמיתיים , גבעול

 מתאים  טבילה בתרחיף חיידקים

שורשים  .(1איור ) .O.N  אשר גודל

ם גדלו על מצע סלקטיבי יטרנסגני

. כגורם סלקציה Kanamycin המכיל

מספר השורשים הטרנסגניים אשר 

חלקי  Xתבדיד )התקבל בכל טיפול 

שווה לצורך קביעת הטיפול ה( צמח

מספר השורשים הרב המניב את 

ים הועברו יטרנסגנ שורשים. ביותר

המכיל גורם  MSלגידול במצע 

לצורך . ןפיוסלקציה  להמשך א

בחינת אחוז השורשים המותמרים 

 .Aי "מכלל השורשים המושרים ע

rhizogenes  ,השתמשנו בפלסמידPME524   הנושא את הגן המדווח-glucoronidase . גבוה של שורשי אחוז

 A. rhizogenes 15834מצביע על יעילות גבוה בשימוש בתבדיד  GUSאשר מבטאים את הגן המדווח  עגבנייה

הראנו כי השורשים המותמרים אכן  הבאבשלב  (.2Bאיור )המתאים ביותר הוא קטעי גבעול  explantsכאשר ה 

והשלימו מעגל חיים בשורשים , הנמטודות השרו יצירת תאי ענק, י נמטודת יוצרת העפצים"מאוכלסים ע

בחינת לונמטודה  Xבלימוד אינטראקציה צמח השלכות רבות  ןלמערכת טרנספורמציה זו ישנ. המותמרים

אמצעי זה שפותח ובוסס  . כמו גם בחינת תפקוד של גנים רגישות/ מסלולים גנטיים המבקרים תגובת עמידות 

או לחילופין  לזיהוי גנים המעורבים במערכת ההגנה הצמחית שביטויים ביתרבמעבדתנו במחקר זה שימש ככלי 

 .העפציםיוצרת ודת ביוטיפים וירולנטים של נמטבפני יותר הגנה רחבה  ויספק השתקתם
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י "ע linolenic acid (18:3)ו  linoleic acid (18:2)חמצון חומצות שומן בלתי רוויות . מסלול האוקסיליפינים. A.  3איור 

המעורבות  בתהליכי גדילה והתמיינות  LOX-13או   LOX-9  דמוביל לנגזרות הידרופרוקסיודיאוקסיגנאז ליפוקסינגנאז 

עץ פילוגנטי הבוחן את קירבת חלבוני הליפוקסיגנאז  .B (Vellosillo et al., 2007).ובתגובת ההגנה הצמחית לפתוגנים 

 . ClustAWLעם  MEGA 5.05י  "השוואת הרצפים נעשתה ע.  והדיאוקסיגנאז בעגבנייה

 

 

 

 

 . 

 . 

 בחינת השפעת ההדבקה בנמטודות על  ביטוי גנים המשתתפים במסלול יצירת האוקסיליפינים . 1

בתחילתו  שכוילהבניסויים אלו ביקשנו לבחור מספר גנים פוטנציאלים אשר ייבחנו במערכת הטרנספורמציה 

חומצות שומן ונגזרותיהן המכונות  שלבשלב זה בחרנו להתמקד בגנים המעורבים במטבוליזם . של המחקר

אוקסיליפינים אשר ממצאים אחרונים בספרות מצביעים על מעורבותם בתגובת ההגנה כנגד 

לאחר ודיאוקסיגנאז י ליפוקסיגנז "בצמחים אוקסיליפינים מיוצרים ע.  (Vellosillo et al., 2007)פתוגנים

איור ) PUFAs  (Feussner, et al., 2002) (Poly unsaturated fatty acids) חמצון חומצות שומן בלתי רוויות 

3A.) ושלושה המקודדים לליפוקסיגנאז שישה גנים המקודדים , צמחי עגבנייהחיפוש בגנום העגבניה העלה כי ב

 ,TomLOXAביניהם  (Griffiths et al., 1999; Chen et al., 2004; Marriutto et al., 2011)לדיאוקסיגנזות  

TomLOXB  וTomLOXE   9שייכים לקבוצת ה-LOX    ובעודTomLOXD, TomLOXC  וTomLOXF  שייכים

  (.3B איור) LOX-13ה לקבוצת 

 

 . 

 

A. B. 
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של צמחי עגבניה שאינם נושאי הגן  הדבקהבמהלך  LOX-13וה  LOX-9עקב אחר ביטוי גנים מקבוצת ה מ  .6איור 

Mi שורשי עגבנייה בתרבית סטירילית אולחו בזחלי . עם ביוטיפים אוירולנטיםJ2   שלM. javanica   אוירולנטים ו

RNA  עות ריאקציית ביטוי הגנים נבחן באמצ. קהבימים לאחר ההד 2שעות ו  8,3,12,21הופקqRT-PCR כמותי  

 .הצמחי 18Sביחס לביטוי 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

למרות המחקר הרב שהוקדש בלימוד מעורבות  גנים המקודדים לליפוקסיגנאז ודיאוקסיגנאז בבקרה על 

 נמטודות עדיין לא נלמדה לעומק  התמיינות והזדקנות מעורבותם במערכות הגנה כנגד, תהליכי גדילה

.(Gao et al.,2009)  ליפוקסיגנאז ו -29ו  -3המקודדים לאנזימים מסוג מעקב אחר תעתיקי הגנים-

אולם ביטויו . מוגבר עם ההדבקה בנמטודות  LOX-9מצביע כי ביטוי שלושת הגנים ממשפחת ה דיאוקסיגנאז 

ביטוי מעורבותם בהיתכנות מה שמצביע על  ,(2איור ) היורד עם ההדבק  LOX ,TomLOXD-13 איזופורם השל 

לליפוקסיגנז השינוי בדפוס הביטוי של גנים המקודדים , בנוסף. הרגישות לנמטודת יוצרת העפציםתגובת 

בשלב הבא . הצמח להדבקהתגובת קביעת ב Jasmonic acidצביע על מעורבות המסלול של ההורמון הצמחי מ

גנים מקבוצה זו ההשוואת ביטוי הקשורים למסלול זה תוך ה של גנים סריקה רחבנקטנו בשל המחקר 

המודבקים בביוטיפים הוירולנטים  Miשל שורשי עגבניה נושאי  (compatible)באינטראקציה המתאימה 

 תוצאות אנליזה זו . עם אוכלוסיות אוירולנטיות (incompatible)לעומת האינטראקציה הבלתי מתאימה 

  .Miי "ידת מעורבותם בתופעת שבירת העמידות המוקנית עלהצביע על מ יוכלו
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כמותי לבחינת רמות ביטוי הגנים הקשורים במסלול ה   qRT-PCRאנליזת . 5איור 

Jasmonic acid  והSalicylic acid . שני גנוטיפים של עגבניה האחד נושא עמידותMi-1 

אולחו בשני  (B) (+/+)וגנוטיפ עגבניה רגיש שאינו נושא את הגן  (A) במצב הטרוזיגוטי 

 .  (BR)וביוטיפים וירולנטים   (GH)ביוטיפים אוירולנטים : ביוטיפים

ובאינטראקציה הבלתי  (compatible)הגנים באינטראקציה המתאימה  בחינת שינויים בדפוס ביטוי. 3

בניסויים אלו ביקשנו לברר מהו השינוי בביטוי גנים בעקבות אינטראקציה בלתי  .(incompatible)מתאימה 

עם ( אילוח בביוטיפים וירולנטים)לעומת אינטראקציה מתאימה ( פים אוירולנטיםאילוח בביוטי)מתאימה 

 גנוטיפ עגבנייה נושא 

Mi/+  ( 5איורA) . בנוסף

נבחן דפוס הביטוי של 

אותם הגנים לאחר 

אינטראקציה מתאימה 

עם הביוטיפים 

האוירולנטים 

והוירולנטים על גנוטיפ 

 Miעגבניה שאינו נושא 

ורך לצ. (5Bאיור ) (+/+)

נבחרו גנים  זוסריקה 

הקשורים לשני מסלולים 

עיקריים של תגובת הגנה 

   Salicylic acidתלויית 

ב  ותגובה שאינה תלוייה

SA . בהשוואת התגובה

של גנוטיפ עגבנייה נושא 

Mi הדבקה עם ל

הביוטיפים האוירולנטים 

לעומת הוירולנטים עולה 

כי באינטרקציה הבלתי 

תוך חמישה ימים  thionin  ɤ–רולנטית רמות ביטוי גבוהות נראות של הגן מתאימה עם האוכלוסיה האוי

תוצאות אלו מצביעות  .מההדבקה זאת לעומת רמות נמוכות של ביטוי לאחר הדבקה עם הביוטיפים הוירולנטים

לאחר אילוח עם הביוטיפים הוירולנטים מאפשר את  thionin  ɤ–על האפשרות כי  דיכוי הגן המקודד ל 

התוצאות המתקבלות אף מצביעות כי באינטרקציה  .Mi-1ת האינטראקציה על אף נוכחותו של הגן התבססו

  Salicylic acidיש  עירור מוקדם של גנים הקשורים ל ( אילוח עם ביוטיפים אוירולנטים)הבלתי מתאימה 

ר מוקדם של אולם באינטרקציה המתאימה בעקבות הדבקה עם הביוטיפים הוירולנטים יש עירו PR1כדוגמת 

 בחינת. עם הביוטיפים האוירולנטים בהדבקהבשלב זה  נצפהאשר אינו  proteinase inhibitorהגן המקודד ל 
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מצביעה על נוכחות סיגנל ליפידי  in-silicoאיפיון החלבון באמצעות אנליזת . A. 6איור 

אנליזה פילוגנטית מראה כי מידת  .B. ת החלבון אל מחוץ לנמטודההמכוון את הפרש

גבוהה יותר בין הנמטודות פרזיטיות לצמחים מאשר  FARהקירבה של חלבוני ה 

   .  C. elegansנמטודות פרזיטיות לחיות או הנמטודה החופשי

ביטוי הגנים הקשורים למסלולי ההגנה מראה באופן מובהק ש  Miשאינו נושא  (+/+) ביטוי הגנים בגנוטיפ 

בו נראית  Mi, בשונה מהגנוטיפ נושא  ההדבקהימים מ 2להדבקה נראית רק כעבור  ת הגניםותגוב מעוכבהשונים 

ניסויים אלו  מסדרת. עובדה הנכונה לשני הביוטיפים האוירולנטים והוירולנטים יחדיו, שעות 21תגובה תוך 

גנוטיפ נושא אך יורד באינטרקציה המתאימה ב נטרקציה הבלתי מתאימהלה באינבחרו הגנים אשר ביטויים עו

Mi-1 השבת העמידות כנגד הביוטיפים הוירולנטיםם לעל מנת לבחון את הדרכי.   

 לבחינת תפקיד אפקטורים של הנמטודה "מהונדסי שורש"בחינת היתכנות השימוש בצמחי עגבנייה  .6

  באינטרקציה האנדופרזיטית

תגובת ההגנה הצמחית או  סיגנלים ליפידים מבקרים אתכי  של המחקר המתבצע במעבדתנו הינההיפותזה ה

י "ן חשופים למניפולציה עלחילופי

אפקטורים המופרשים מהנמטודה 

ובכך קובעים את התגובה 

ראיות עד , יתרה על כן. להדבקה

כה מוכיחות כי אחת מקבוצות 

י "האפקטורים המופרשות ע

הנמטודה ומסייעת בשיבוש 

מערכות הגנה צמחיות המבוססות 

על סיגנל ליפידי הם קבוצת 

בונים קושרי חומצות שומן חל

אנו  .(8איור ) (FARs) ינולורט

משבשים משערים שחלבונים אלו  

י "מערכות סיגנל המבוקרות ע

LOXs  י הרחקת חומצות "עזאת

שומן חופשיות או נגזרותיהם 

הדרושות לתגובת ההגנה 

במקביל לבחינת . הצמחית

י גנים פוטנציאלים של ביטו

ה נבחנו גם גנים יעגבני

המקודדים לאפקטורים של 

לימוד דפוס הביטוי צורך בשלב הראשון ל. ויכולים להיות מעורבים בשיבוש מסלולי הגנה M. javanica  הנמטודה

 הגן  משלבי החיים השונים ונלקח לאנליזת ביטוי של RNAשל האפקטור במהלך שלבי החיים של הנמטודה הופק 

mj-far-1  . תוצאות הqRT-PCR כל השלבים ו הצביעו שביטוי הגן נמשך במשך השלבים הפר פרזיטים המאוחרים

B. 
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מהנמטודה במהלך  FAR2האפקטור מעקב אחר ביטוי  .7איור 
שורשי עגבנייה . השלבים הפרהפרזיטים והפרזיטים במחזור החיים

  M. javanicaשל   J2 בתרבית סטירילית אולחו בזחלי

ימים לאחר  2שעות ו  21 ,8וכן  J2מזחלי  הופק RNA .אוירולנטים

 . כמותי qRT-PCRביטוי הגנים נבחן באמצעות ריאקציית . קהבההד

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

בחינת תגובת שורשי עגבנייה בהם ביטוי יתר של  .9איור 

mj-far-1 שורשי עגבניה של . להדבקה בנמטודת עפצים

Vector 11.5  וfar-1 E1.1   הודבקו בזחלים
 . אחוז הדרגות של כל שלב הוערך.אינפקטיביים

בשלבים ה  FARשל חלבון ה  immunolocalizationאנליזת  .א. 8איור 
פרזיטים והפרזיטים מצביעים כי החלבון מופרש משיכבת -פרה

. האיפודרמיס של הנמטודה ומצטבר בין הנמטודה והתאים כמעין סוכך
יצירת שורשים טרנסגניים באמצעות מערכת שורשי העגבנייה  .ב

 mj-far-1לבחינת ביטוי הגן  RT-PCRמהונדסי שורש אומתה באמצעות 

 . Kanamycin (kanR)ביטוי הגן המקנה עמידות ו

של החלבון מצביעה כי החלבון אכן מופרש במהלך שלבי   immunolocalisationאנליזת . (7איור ) הפרזיטים

 (. 1איור )החיים הפרזיטים של הנמטודה ומהווה חלבון דומיננטי במעטפת שטח הפנים 

לבחון את התפקיד להמשיך וללמוד על תפקיד הגן ו על מנת

הדבקה נבנו שני פלסמידים במהלך ה FARשל האפטור 

השתקת לר והשני בינארים  האחד לביטוי ביתר של האפקטו

שורשים מותמרים   (. 8Bאיור ) RNAi  האפקטור במערכת של

ואופיינו מולקולארית  התקבלו לפי הפרוטוקול שפותח 

 qRT-PCRאו /ו PCR, Southernלזיהוי המחדר באמצעות 

בשלב הבא אולחו השורשים בתנאי תרבית (. 1איור )

 והתפתחות 

זחל )הנמטודה נקבעה על פי ספירת  השלבים הפרזיטים 

J3/4 ,תוצאות ראשוניות מצביעות  .(שק ביצים, נקבה

 far-1בקו  FARכי ביטוי ביתר של החלבון האפקטור 

E1.1  י מספר "מוביל לעלייה ברגישות כפי שנראה ע

שורשי שקי ביצים לעומת גבוה יותר של נקבות ו

 (.3איור ) Kanהביקורת המותמרים בפלסמיד נושא עמידות 

פיון תפקיד לו ממחישות את חוזקה של השיטה באתוצאות א

 . נמטודה Xגנים באינטרקציה הפרזיטית צמח 
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 דיון

ה סריקלפיתוח  מערכת  (.א: כפי שהוגדרו בתחילת המחקר כללו מטרות המחקר הנוכחי

שורש  לצורך זיהוי גנים המעורבים בהפעלת מערכות -מהונדסת יהל גנים לעמידות בעגבניש תפונקציונאלי

ניצול מידע טרנסקריפטומי קיים אודות גנים העוברים אקטיבציה או  (.ב .Mi  הגנה צמחיות תלוית גן

  .לנמטודת העפצים ובחינת תפקודם Miרפרסייה במהלך תגובת העמידות תלוית 

במהלך השנה .  ד גנים הינה תנאי הכרחי להצלחת תוכנית העבודהבחינה מהימנה של תפקו

מבין שני . Agrobacteriun rhizogenesמערכת לבחינת תפקוד גנים באמצעות החיידק  כוילההראשונה 

את מספר  בשילוב עם הדבקת מקטעי גבעולים הניב  A. rhizogenes 15834 התבדיד  התבדידים שנבחנו

גנים פוטנציאלים במסגרת בחינת . שימש בהמשך המחקרכן על ו (1איור ) ותרהשורשים המותמרים הרב בי

וסיליפינים כאשר הדגש הושם על קמסלול האראשון נבחר  רגישות לנמטודה/ים בתגובת עמידותהמעורב

שינוי . אילוח בנמטודותהושפע כתוצאה מבעגבנייה אשר ביטויים  LOX-13וה  LOX-9גנים ממשפחת ה 

בתגובת ההגנה ולכן   Jasmonic acidה זו מצביע על מעורבות מסלול ה חגנים ממשפ בדפוס הביטוי של

( ביוטיפים וירולנטים)מעורבות גנים הקשורים למסלול זה נבחנה במהלך האינטראקציה המתאימה 

סריקה רחבה של גנים . Mi-1עם גנוטיפ נושא ( ביוטיפים אוירולנטים)והאינטראקציה הבלתי מתאימה 

עם הביוטיפים השונים בשני סוגי האינטראקציות נבדל גנים פוטנציאלים אשר ביטויים  העלתה מספר

י ביטויים ביתר או "גנים אלו ישמשו להמשך המחקר ע. ויכולים לקבוע את תגובת הצמח להדבקה

 . כאן אשר פותחה" מהונדסי שורש"השתקתם במערכת צמחי העגבניה 

את היתכנותה של  מערכת  החלטנו לבחון  צידיה את האינטראקציה משנילעומק על מנת לבחון 

לאיפיון אפקטורים המופרשים מהנמטודה במהלך האינטראקציה " ונדסי שורשמה"צמחי עגבניה  

נמטודה מה FARתפקיד חלבוני  בהצלחה לבחינת שורשים שימשה ההתמרת במחקר זה מערכת . הפרזיטית

M. javanica .יית ה למרות השימוש הנפוץ בטכנולוג, אולםRNAi  גישה  , של הנמטודהגנים לצורך השתקת

ביטוי יתר של הגן  זאת לעומת  FAR.זו לא צלחה במחקר זה שכן לא נצפתה השתקה של הגן המקודד ל 

שורשים אלו רגישים יותר באופן מובהק להדבקה בנמטודה לעומת כי  הצביעאשר בשורשים המותמרים 

וזיהוי גנים  לאפיוןכי בידינו מערכת הדירה  מצביעים ה הממצאים שהצטברו עד כ . שורשי הביקורת

עם רשימת הגנים אשר ביטויים נבדל בין שתי נתונים אלו ביחד . המעורבים  בתגובת ההגנה הצמחית

מספקים תשתית רחבה לפיתוח עמידות  Mi-1עם גנוטיפ נושא ( המתאימה והבלתי מתאימה)האינטרקציות 

 . מידותוכלים לשמירה על קיימותה של הע
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 מנחות שאלות עם סיכום
 
 
ר הנוכחי כפי שהוגדרו בתחילת מטרות המחק . העבודה לתוכנית התייחסות תוך המחקר מטרות. 2

 יהעגבנישל גנים לעמידות באמצעות  תה פונקציונאליסריקלפיתוח  מערכת  (.א:  המחקר כוללות

ניצול  (.ב. Miגן הת ושורש  לצורך זיהוי גנים המעורבים בהפעלת מערכות הגנה צמחיות תלוי-מהונדסת

ד אודות גנים העוברים אקטיבציה או ללימו  cDNAאו בניית סיפריות /מידע טרנסקריפטומי קיים ו

באינטראקציה המתאימה  לנמטודת העפצים ובחינת תפקודם Mi  רפרסייה במהלך תגובת העמידות תלוית

 . לעומת הבלתי מתאימה

 
שרת אנליזה פונקציונאלית של גנים ילה והותאמה מערכת המאפוכ. והתוצאות הניסויים עיקרי. 1

גנים הקשורים לביוסינתיזה של . רגישות לנמטודות/ובת עמידותפוטנציאלים לבחינת מעורבותם בתג

הבדלים אלו . נבדל כתוצאה מהדבקה בנמטודת העפציםאוקסיליפינים נבחרו כקבוצה ראשונה שביטויים 

אשר ביטויים  Mi-1יה נושא נזוהו גנים בגנוטיפ עגב. הובילו להתמקדות בתפקיד הסיגנל הליפידי בהדבקה

המערכת שבוססה נמצאה , בנוסף. עם ביוטיפים וירולנטים לעומת אוירולנטיםנבדל כתוצאה מהדבקה 

 . מתאימה אף לאיפיון אפקטורים של הנמטודה בעלי תפקיד באינטרקציה האנדו פרזיטית

 

  הדוח לתקופת המחקר מטרות הושגו האםו והמשכו המחקר יישום לגבי וההשלכות מדעיות מסקנות. 3

. לאנליזה פונקציונאלית של גנים מתאימהכאן שפותחה  "מהונדסי שורש"צירת צמחי עגבנייה מערכת לי

גנים אשר ביטויים יורד באינטרקציה  עם הביוטיפים הוירולנטים יכולה לתרום לשיפור   מניפולציה של

 . לתקופת הדוח הושגו בהחלטאשר הוגדרו מטרות המחקר . Mi-1י "טווח העמידות הניתן ע

 

 ;העבודה במהלך שחלו ( ואחרים שיווקיים , טכנולוגיים ) שינויים או / ו לפתרון שנותרו בעיות. 6

 תוכנית לביצוע שנותרה בתקופה המחקר מטרות יושגו האם , הן לגבי המחקר התייחסות המשך

 ? המחקר

להשתקת גנים של הנמטודה  RNAiאחת הבעיות בה ניתקלנו היתה חוסר הצלחה של שימוש בטכנולוגיית ה 

בעתיד ניתן לשקול הנדוס שונה של מולקולת ה . קטורים במהלך האינטראקציה המתאימההמקודדים לאפ

RNAi לקבלת מבנה אשר ישפר את יעילות ההשתקה . 

 
 מאמר בפרסום כמקובל ביבליוגרפי טוציט - בכתב פרסומים : חוהד בתקופת שנוצר הידע הפצת. 5

 .מדעי
 

בנוסף . דווחה במאמר בעיתונות העברית Mi-1מידות הופעת ביוטיפים וירולנטים על גנוטיפים נושאי ע 

נשלח לפרסום בעיתון " מהונדסי שורש"י שימוש במערכת צמחי עגבנייה "איפיון אפקטור של הנמטודה ע

Plosone  בנוסף הנושא הועבר במספר פורומים של ימי עיון וימים . ומאמר נוסף מתגבש בימים אלו

  .ו מעלהשפורט פתוחים וכן בכנסים בינלאומיים
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 ציטוט , תאריך , מקום לפרט יש - עיון וימי הרצאות ;פטנט ' ומס שם לציין יש - פטנטים. 4

 מדעי מאמר בפרסום התקציר כמקובל של ביבליוגרפי
 

ינואר )פ הבשור באמצעות הרצאה בפנל מיוחד של בעיות הגנת הצומח "הוצגה ביום פתוח של מוהעבודה 

 .  מטולוגים בינלאומיים המפורטים מטהנסף העבודה הו צגה בכניסים בנו( . 1021

 
 מהאופציות אחת סמן: חהדו את לפרסם ממליץ אני :הדוח פרסום .7
  ובאינטרנט בספריות, הגבלה ללא  

 
 כן ? הנוכחי המחקר תקופת בתום המשך תוכנית להגיש בכוונתך האם
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