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 תקציר

הצגת הבעיה: להתמודד להם המאפשרת השתקה מערכת פיתחו וירוסיםצמחים מולקולריתעם הבנת .

 ויראליות. מחלות עם להתמודדות חדשות דרכים להציעה עשויה זו מערכת של וביוכימית -RNAהאנזים

dependent-RNA polymerase 1(RDR1)במערכתההתגוננותשלהצמחכנגדוירוסיםהואאנזיםמפתח

שונים.

,בר/ותרבותובדלועיכמודל(Cucumis sativus)מלפפוןבCsRDR1שללאפייןאתהגניםת המחקר:ומטר

.דלועייםבעמידותרחבתטווחלווירוסיםמעורבותובוללמודעל

עבודה:השיטות  בשיטות מולקולאריות של שיבוט נעשה RDR1 שלהגניםמשפחת באמצעותובדלועיים.

נעשה.וירוסיםורגישיםאועמידיםלבדלועייםהביטויהדיפרנציאלישלגניםאלוןאופייQ-RT-PCRאנליזהשל

 של וירוסים DNA-וRNAשימושבחמישה של פעילות את לאפיין אנליזההשRDR1שונים נעשתה  ונים.

לא ביוכימית שביין הקשר לוירוסים.RDR1sSalicylic acid,פיון ורגישות לגן מוטנטים ע"יRDR1יצרנו

.CRISP/Cas9עםתבניתשלטרנספורמציהשלמלפפון

נויאופילראשונהמחקר:עיקריות של התוצאות  עלהממוקמים CsRDR1שוניםשלגניםארבעהבמלפפון

ביטוייםמושרה,זהותברמתהחלבון(98%)משוכפליםהםCsRDR1c2-וCsRDR1c1.הגנים5כרומוזום

-וCsRDR1b.הגניםהווירוסבתאתרמעליתלגרמהתםהשתקו(25-1300)פיוירוסובנוכחותבאופןקיצוני

CsRDR1a החלבון(55%) ברמת ובאמצעותזהות ויראלית בהדבקה ומושרים בריא בצמח מתבטאים

Salicylic acid(SA) אפינו. במחקר ביין הקשר את גבוביטוי ה לוירוסיםוCsRDR1bשל רחבה עמידות

.שונים בגן פגוע CsRDR1bמוטנט לוירוס. יתר רגישות מראה הראנו בנוסף ביטוי שלגבוהשרמת

CsRDR1bשלמנוכחותתלויהאינהSAבמלון.Cucumis meloנושלושהגניםשליפיאCmRDR1כאשר

במלוןהברהםפגומים.CmRDR1c-וCmRDR1bבעודששניהגניםהאחריםCmRDR1aרקאחדמתבטא

Cucumis callosusנמצאשמערךהגניםשלהרגישלוירוסיםRDR1 תרבותי. באבטיחדומהלזהשלמלון

טיפוחנמצאבאסוציאציהעםClRDR1bהגןכאשרClRDR1 שלושהאפיינו ZYMV-לעמידקווי באבטיח.

מהנמוכהרבRDR1bוהגןמתבטאברמהגבוההRDR1aהגןהרגישלוירוסיםCitrullus colocynthisהבר

ברמתהרצף.RDR1a,b,cגניםהשלושחלקיתבירוקתהחמוראופיינו.יחסית

בדלועייםRDR1לשמספרגניםלמעורבותלמדעבאשרחודייויהמחקרהביאליידעחדשמסקנות והמלצות:

בסיס מהווה המחקר וירוסים. מפני )בהגנה בדלועיים לוירוסים לעמידות וחשיבהRDR1bלטיפוח גבוה(

יצירתעמידות.מלוןלבעתידיתשלתיקוןגנים



 

 



 סכום עם שאלות מנחות:

  תוך התייחסות לתוכנית העבודה.מטרות המחקר 

 וכניתהמחקרהעיקריתעסקהבנושאוברובההושגה.ת.בדלועיםRDR1a,b,cלאפייןאתהגנים .1

 .2 של אתרמתהביטוי ןנבחתוכניתהעבודהעפ"י.יםבדלועRDR1a-cלבחון שלהביטויונלמד

 .SAריסוסבחומצהסלציליתוירוסיםשוניםוע"יובהדבקהבהשוניםהגנים

 .RDR1bעםהרמההגבוההשלביטוי823לבחוןאתהקשרביןהעמידותבקוו .3

עפ"יתוכניתהעבודהנעשוהכלאותונבחןהקשרהנדון.

 .4 של חולף ביטוי האם dsRNAלבחון הגן של ביטוי ולא.RDR1bמשרה רבים ניסויים נעשו

 .CsRDR1cהצלחנולהראותהגברהשלאת,לעומתזCsRDR1bהצלחנולהראותהשרייהשל

וליצורRDR1cהצלחנולהשתיקאתהגן.RDR1a,b,cלגניםוביטוייתרknockoutליצורצמחי .5

knockoutמוטנט ליצרצמחיםטרנסגנייםהמבטאיםבעודףCsRDR1bלגן אבללאהצלחנו .

שלגניםאלו.

קוים,מטרהזולאהושגה.dsRNAלביטוישלRDR1a,b,cבחינתהתגובהשלפרומוטרייםשל .6

 לפרומוטרים מאוחה מדווח גן המכילים מסיבהCsRDR1a,b,cטרנסגניים פעילות הראו לא

 .שאינהברורה

  מטרות המחקר הושגו בעבודת המחקר הנוכחית.מאלו 

.לאהושגה6הושגובחלקן.מטרה4-5בעודשהמטרותבמלואןהושגו1-3המטרות

 עיקרי התוצאות.  

 חדשהגניםמשפחתנהיאופיRDR1a,b,c,בדלועיםשוניםובדלועיבר.רוצפוהגנים

 שלהגניםנהרמתהביטוייאופיRDR1a,b,cבדלועיםשוניםונמצאשהגןRDR1bהואגןחדש

אבלאינותלויSA-וירוסומודבקהבמושפעמהRDR1bשלהביטוילעמידותבמלפפוןובאבטיח.

 בהם.

 ינובגנוםשלושהגניםכאשרבמלוןשניהגניםיבכלהדלועייםברותרבותאופRDR1bו-RDR1c

 בטאים.תנמצאופגומיםואינםמ

  הגן של הווירוס CsRDR1c1/2השתקה ברמת לעליה הגן,גרמה של מוטנט יצירת ובדומה

csrdr1bרגישותלווירוס.להגברתהגרמה 

 :המסקנות המדעיות וההשלכות לגבי יישום המחקר והמשכו 

גןבדלועיםואיתורהRDR1sמשפחתגניםשלפיוןשלאשגמדעיחדשלמדעיהמחקרהביאלה

 וירוסיםRDR1bלעמידות כנגד עמידות לטיפוח גנטי בסיס מהוות אלו תוצאות בדלועיים.

ב הגנים של תיקון בעתיד יאפשר שנצבר הידע כן כמו ואבטיח. באמצעותבמלפפון מלון



 הישגטכנולוגיותחדישות. היא בדלועיים מכוונת באמצעותמוטגנזה אלו בגנים היכולתלפגוע

 מדעישיאפשרלימודמעמיקיותרעלהגניםבמשפחה.

  .בעיות שנותרו/או השינויים שחלו במהלך העבודה 

.כמוכןלאעשרותמיקרוגרמיםבכמותשלin vitrodsRNAתיצירנתקלנובבעיותטכניותשל

ריסוסעלוותישלמלפפון.באמצעותRDR1bהגןשלביטוימוגברהצלחנולהראות

 האם הוחל כבר בהפצת הידע שנוצר בתקופת הדו"ח.

בן בכנסמדעי הוצגו -תוצאותהמחקר ובכנסשלהאגודהשהתקייםברודוס MPMIשללאומי

.למחלותצמחיםהישראלית

והתוצאותסוכמו לעיתון לפרסוםמדעי בפניPlant Physiologyהוגשו חלקמהתוצאותהוצגו .

כסמןגנטילעמידות.RDR1bחברותזרעיםשהביאוענייןלשתףפעולהבאשרלשימושבגן

 .אני ממליץ לפרסם את הדוח



  



 קצר. ב. מבוא רקע מדעי 

 ההשתקה מערכת על מבוססים ווירוס, צמח הגומלין Gene silencingיחסי הצמחית מערכתשהיא

וןחיס" ה" התרבות את לחלבונים(;Baulcombe 2004)וירוסוהמונעת מקדדים צמחיים וירוסים .

.suppression genes  (Ding and Voinnet 2007)  (GS)הנקראיםהמעקביםאתמערכתההשתקה

 השנייה כנגד אחת פועלות אלו מערכות נגועיםשתי בטבע הצמחים מרבית מנצח אין זו ובאבולוציה

כמווב תרבות בצמחי הצמח. של התקינה ההתרבות במהלך פוגעים אינם ומרביתם שונים וירוסים

ב מערכת מחלה של ובמקרים המשקל שיווי נפגע חקלאים על(SG)הויראליתהדיכויגידולים גברה

 הצמח של ההשתקה (GS)מערכת של. מולקולות להשמדת מופעלת הצמח של ההשתקה מערכת

double-strand-RNA(dsRNA). וירוסיםיוצריםבתהליךהשכפול,מולקולותשלdsRNAלצורךיצירת

ה של חדשים ותעתיקים וירוס. הולכן, והdsRNA-מולקולת הווירוסויראלית בהתרבות שלב שהם

גנוםה רוסויומפעילותאתמערכתההשתקהלחיתוך (viral-small-RNA)RNAלמקטעיםקצריםשל

(Llave 2010)ההשתקהמבוססתעלחישהשלמולקולות.מערכתdsRNAהגברהולאפחותחשובעל

פולימראזותשלהםע"י dsRNAמקטעיםשלהמסנתזיםRDR1-וRDR6כמואנזימי גנוםויראלי על

וה וירוס (Wang et al. 2012)viral-siRNAבאמצעות . במערכתRDR1האנזים העיקרית פעילותו

 ההשתקה שלבסינתזההיא dsRNAמקטעי באמצעות RDR1ויראליים להגברת, מערכתכדרך

RNAבהתמודדותעםוירוסיםשלחיוניתהיאש(GS)ההשתקה מכאןשבכלצמחנגועבווירוסישנה.

 מV-siRNAהצטברותשל חשמקורו המסונתזיםviral-dsRNAיתוךשלמקטעי RDR6-וRDR1ע"י

(Pandey and Baldwin 2007)פעילותוהאנדוגניתשל.RDR1אינהברורהוהואהכרחילהגנהיעילה

הדבקהשלוירוסיםועליהא.:אתהקשרבין.בעברהראוRNAשלהצמחבפניהדבקהשלוירוסיםשל

 Carr et)RDR1משרהעליהבביטוישל SAב.salicylic acid (Xie et al. 2001), (SA)ברמהשל

al. 2010) .ג. מוטציותטבעיותבגן וירוסיםשלוגורמתלעליהברגישותלהדבקהבRDR1פגיעהאו

RNA(Yang et al. 2004)(עליה823)קועמידיםלווירוסיםלאחרונההראנובצמחיםטרנסגניים.ד.

בלתיtransgene-siRNA (t-siRNA),בהתאמהעםהצטברותגבוההבצמחשלRDR1בביטוישלהגן

ברמה תלוי שותףה..(Leibman et al. 2011)SAשל אנוכי בו במאמר לאחרונההראו לציין, ראוי

של פעילותו את ויראליתמשרה רביםRDR1שהדבקה אנדוגניים גנים של  .Cao et al)בהשתקה

2014). 

 

  



 המחקר: היפותזות

  רחבה לוירוסים.עמידות  להקנות משרה בתא RDR1 של גבוההביטוי  תרמ א. 

 . RDR1גורמת לעליה בשעתוק של  vsiRNAאו  dsRNAב. רמה גבוהה של 

ם בעמידות המעורביגנים  שתקתשלהם תפקיד ב ,siRNA תיצירב מעורב RDR1האנזים ג. 

 לוירוסים. 

 

 

:היומטרות המחקר 

 בדלועייםבמיניםרגישיםועמידיםלוירוסים)מלון,מלפפון(.RDR1לאפייןאתהגנייםשל .1

שלברמהללאתלותRDR1שלמותלביטוייתרגורsiRNAאוdsRNAאםמולקולותשלהלבחון .2

Salicylic Acid. 

 ים.ביןדלועייברומתורבתRDR1להשוותאתרמתהביטוישל .3

 .4 כנגדRDR1-dependent endogenous siRNAלאפיין הצמח של ההגנה למערכת שקשורים

 וירוסים.



 .במלפפון ומלון RDR1a,b,cפיון הגנים א

RDR1שקייםהנחנובראשיתהמחקר במרביתהמיניםצמחהמודלארבידופסיסובאחדבדלועייםכמו

עיקרהקדשנואתRDR1sגניםשל.לאחרשהתבררשבדלועייםקיימיםמספר)סולנייםמצליביםוכו'(

בדלועיים.השוניםפיוןהגניםבאהמחקר

 אפיינו בדלועיים לראשונה של גנים של RDR1sמשפחה  אחרות. ממשפחות קימת במקריםשלא

יאופ(Hunter et al. 2016)ובתפו"א(Madsen et al. 2009)כמובשעורהבודדים גניםבגנוםינו שני

 שהם פעמיים. הגן אותו של (Cucumis sativus)במלפפוןדופליקט 4אפינו של CsRDR1sגנים

ו CmRDR1sשלושתגניםשל 1)ראהאיור(Cucumis melo)במלון ארבעהפיינואגנומיתבאנליזה(.

הנושלושיפי.במלוןא2CsRDR1a,b,c1 and cשקראנולהם,במלפפון CsRDR1sגניםאפשרייםשל

 גנים ש(a,b,c)הומולוגייםלמלפפון שאלה ש,מתבטא CmRDR1aרקהראנו -וCmRDR1b-בעוד

CmRDR1cפגומים מתבטאיםנמצאו )ואינם ב(1איור שנמצא הפגום לגן  Nicotiana-בדומה

benthamiana(Yang et al. 2004) . של המבנה כאשר אקסונים מארבעה מורכב גן ככל ניםגהל

 ואינטרונים( ומלוןהמתבטאים)אקסונים במלפפון הגנים דומה. מאד CmRDR1c-וCmRDR1bהוא

האחדצמודיםהם CmRDR1a-וCmRDR1bבעודהגנים350Kשניבמרחקשלמהוקמיםהאחדממ

 לשני של ראשוב2.5Kבמרחק של תרבותי.לראש-אורינטציה במלון מצאנו דומה בגןתבנית  ובר

CmRDR1a . של הגנים RDR1ריבוי בדלועים לאקסונים/אינטרונים ואבטיח(והחלוקה קישוא )כולל



המעיד של גנים למספר RDR1שההפרדה התרחשה מוקדםבדלועיים במועד טרםבאבולוציה

 .בדלועייםההתפצלותלמינים

 שהגנים הראנו CsRDR1b-וCsRDR1aבמלפפון מתבטאים באופן בנוכחותרציף תלות ללא גם

רקהגןבמלוןבצמחבריא.אינםמתבטאיםCsRDR1c2-וRCsDR1c1בעודשהגנים,(2)איורהווירוס

CmRDR1a(.2)איורוירוסובאופןרציףגםללאהדבקהבמתבטא









. הקו Cucumis Meloובמלון  Cucumis Sativusשאופיין במלפפון  RDR1a,b,c1,c2: מערך הגנים של 1איור 

אקסונים בגדלים דומים בין הגנים  4. ניתן לראות תבניות של Exonוהמלבן  Intronsהבלתי רציף מיצג אזורי 

 .RDR1c-ומקוצר ב RDR1b -השונים. במלון האקסון הראשון חסר ב







 RDR2  ,RDR6במלפפון ובמלון. כביקורת נבדקו הגנים  RDR1a,b,c1,c2של הגנים  mRNA ביטוי של  .2איור 

 (DNA)במלפפון. החלק העליון של התמונה מעיד על נוכחות הגן  Fbox-במלון ו Cyclophilinוהגנים האנדוגנים 

 (.RT-PCRבעוד שחלקו התחתון מציין את הביטוי של הגן )אנליזה של 

 



המלבנים ברמה של חומצות אמיניות.  במלון -RDR1aבמלפפון ו RDR1a,b,c1,c2השוואת הרצפים של  .3איור 

 מסומן. RNAח. אמיניות זהות ודומות.  האזור הקטליטי והאזור קושר  מקיפים





 98%בעלידמיוןמאדגבוהשלוהםלמעשהמשוכפליםבגנוםהםCsRDR1c2-וCsRDR1c1הגנים

ברמתביניהם 55-66%שלדמיוןבמלפפוןהראוRDR1a,b,cהגנים.(3)איוריניותמותאצברמתחומ

(.3)איורוהאזורהקטליטיRNA-המוטיביםשלקישורלכוללחומצותאמיניות

 אפיון עמידות לוירוסים בגנוטיפים השונים

מעורבות בחינת םלצורך קוויםCsRDR1sשל ושני גנוטיפים שלושה נבחרו לווירוסים בעמידות

הגנוטיפ 'ביתאלפא'טרנסגניים. 'אילן', 'שמשון'שהםרגישיםלווירוסיםוהגנוטיפ887והקוהטרנסגני

 הטרנסגני 823והקו השוניםיםעמידשהם הטרנסגניים והקווים הגנוטיפים של העמידות לווירוסים.

חריפיםתסמיניםהופיעוCVYV-ו CGMMVCMV,בהדבקהבשלושהוירוסיםשונים.4מצוינתבאיור

-בקוויםבית והקוו  823אלפא,אילן והקווהטרנסגני התסמיניםהםמוחלשים823בעודשבקוושמשון

.(4)איוריחסיתנמוכהביחדעםרמתוירוס

 



להדבקה  887-ו  823ים יאלפא ושמשון ושני קווים טרנסגנ-. רגישות ועמידות של שלושה גנוטיפים אילן, בית4איור 

וירוס -ו CGMMVהירוק של המלפפון  , וירוס הנימורCMVפפון סים שונים וירוס המוזאיקה של המלבשלושה וירו

. Real-time RT-PCRוירוס באנליזה של ו. העמודות מצינות את רמת הCVYVהצהבת העורקים של המלפפון 

 התמונות מצינות את הנגיעות ברמת התסמינים כשלושה שבועות לאחר הדבקה.
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 של מלפפון  ZYMV-ו CMVבוירוסים עולה בהדבקה  CsRDR1c2-ו CsRDR1c1הגניים ביטוי : 5איור 

.Q-RT-PCRאלפא ושמשון. התוצאות הם תוצאה של אנליזה כמותית של -בית

 



 .CsRDR1sשל הגנים  דיפרנציאלביטוי 

מתחתנמוךהואביטויהאוש,אינםמתבטאיםבצמחבריאCsRDR1c2-וCsRDR1c1הגנים

לעומתזאתבהדבקהב(2הבדיקה)איורלרמתסף באופןרמתםעולהZYMV-וCMVכמווירוסיםו.

היותשיש,אלודומהגניםתבקריחיםשנאנומ.(5)איורושמשוןאלפא-בגנוטיפיםהשוניםביתדרמטי

בסיסיםבמעלההגן(.3000)להםרצףזההשלפרומוטר

 שהגנים נמצא גבוCsRDR1a,bבמלפפון ביטוי רמת כאשר הצמחי חלקי בכל שלמתבטאים הה

CsRDR1b העמיד ובצמחהטרנסגני שמשון 823אופיינהבגנוטיפהעמיד הגבוההשלרמ. תהביטוי

CsRDR1bאיוריאופי(נהבשורשיםגבעוליםועליםשלהגנוטיפיםהעמידיםA6.)בשורשיםוגבעולניתן

תהנמוכהמאדיהיCsRDR1c1התבטאותהגן.(A6)איורCsRDR1aלראותרמהגבוההיחסיתשל

 )איור בווירוס הדבקה 6ללא 7, בווירוס בהדבקה .)ZYMV עליה רואים הגניםבביטוי שלושת בכל

CsRDR1a,b,c גןניתןלראותבכאשר"קפיצהדרמטית"CsRDR1c(.7,6)איור

 של המושרה הביטוי CsRDR1c1הגן של בווירוסים בהדבקה אופיין מקבוצותשונותRNAבמלפפון

(CMV,CGMMV,CVYVוגםבווירוסשל)DNASLCVמקבוצתה-geminivirus(.8)איור







ל ושורש של מלפפון. בעלה, גבעו  CsRDR1a,b,c. רמת ההתבטאות היחסית של הגנים A6איור 

 .Fboxעם פרימרים מתאימים בהשוואה לגן האנדוגני  Q-RT-PCRהאנליזה בוצעה ע"י 
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בעלים סיסטמיים  של קווים בית אלפא, שמשון ואילן  RDR1a,b,c. הביטוי היחסי של הגנים  6איור 

ימים לאחר הדבקה, לעומת צמחים שאינם מודבקים  4,7,11)מלבנים השחורים(  ZYMV -ב מודבקים

שאופיינה בגנוטיפים   ZYMV)מלבנים לבנים(. העמודות בחלק התחתון מציינות את רמת הווירוס

 .Q-RT-PCR-השונים. האנליזה הכמותית נעשתה ב



בית אלפא ושמשון. הצמחים הודבקו בעלים סיסטמיים של הגנוטיפים  RDR1c. הביטוי היחסי שלהגן  איור 

ימים לאחר   14)מלבנים השחורים  DNA-SLCV( ובווירוס CMV,CGMMV ,CVYV) RNAבשלושה וירוסים של 

הדבקה( לעומת צמחים שאינם מודבקים )מלבנים לבנים(. העמודות בחלק התחתון מצינות את רמת הווירוסים 

 .Q-RT-PCR-עשתה בשאופיינה בגנוטיפים השונים. האנליזה הכמותית נ



 במערכת ההגנה הצמחית: bRDR1cCs -ו 1/2RDR1cCs הגניים תפקיד

 נקטנובדרךשלפגיעהבביטויגניםאלו.CsRDR1cb-וCsRDR1c1/2הגניםקידבכדילבחוןאתתפ

 בווקטור גניםZYMVהשתמשנו החדרנו(Shoresh et al. 2006)(VIGS)כמערכתשלהשתקהשל .

והדבקנוצמחידלועיםשונים.הווירוסיםהרקומביננטים CsRDR1c1/2לווקטורהוויראלימקטעשלהגן

CsRDR1c1/2נושאימקטעשלZYMVIcוהמוחלש ZYMVRc אלים ולאהיונבדליםםאינפקטיבייהיו

ירידהברמתהביטוישלנמדדהמלפפוניםמודבקיםבווירוסיםהרקומביננטיםב.ZYMV-wtמווירוסהבר

 CSRDR1c1/2ניםהג האחרים הגנים של CaRDR1b-וCsRDR1aולא נמצא8)איור במקביל .)

תוצאהזו.גבוההמהרמהשלוירוסהברהייתה ZYMVIc -ו ZYMVRcשרמתהווירוסיםהרקומביננטים

בהגנהעלהצמחיםמעורב CsRDR1c/2בארבידופסיסובעבודהזוRDR1cןשהגמחזקתאתהמידע

.(Garcia-Ruiz et al. 2010)מערכתההשתקהשלהצמחבהגברת

 

 

 





בצמחי מלפפון מודבקים בווירוסים  RDR1a,b,c. ביטוי 8איור  

 RDR1cנושאי מקטע של  ZYMVIc -ו  ZYMVRcהרקומביננטים 

מצויינת בתחתית האיור. . רמת הווירוסים ZYMV-wtובווירוס הבר 

ורמת הווירוס נמדדה  RDR1a,b,cרמת הביטוי של הגנים 

 Q-RT-PCRבאנליזה של 

 

 

 





לב הגחבכדי פעילות את מוטנטCsRDR1bןון knockout יצרנו הגן את.rdr1bשל פיתחנו לאחרונה

אתפשרהשא(Chandrasekaran et al. 2016)במלפפוןCRISPR/Cas9המערכתשלמוטגנזהבאמצעות

 לגן הומוזיגוטיים מוטנטים .CsRDR1bיצירת לגן מוטנט שצמח הראנו ראשוניים רגישcsrdr1bבניסויים

(.9בהשוואהלצמחיביקורת)איורCMVמשמעותיתלוירוס

 

 



 

 

של מבנה הגן  סכמתי. ציור CMV .Aלהדבקה בוירוס  גבוההמראה רגישות  csrdr1bמוטנט של . 9איור 

CsRDR1b מסומן באדום(.  המיועד המטרהאתר רצף ו( B זיהוי של המוטציה באמצעות חיתוך באנזים .

EcoRI .C החסר  מוטציית. מיפוי(-34 nt) לעומת הביקורת  בצאצאיםwt .Dוירוס ו. הרמה המצטברת של ה

CMV לעומת צמחים שאינם מוטנטים. צמחים המוטנטיםשלושה ב Eתסמיני . CMV  על צמחים מוטנטים

(rdr1b) לעומת ביקורת של צמחים שאינם מוטנטים (RDR1b). 

 

 .דלועי ברוב יחטבאב RDR1a,b,cפיון הגניים א

 השלושתשובטו של .(Citrullus lanatus)אבטיחמClRDR1a,b,cגנים הגנום ברמת גניםמופו שלושה

ההומולוגישובטורקקטעיםמהגניםשהראו.במלפפוןבאבטיחבדומהלמערךהגניםClRDR1אפשרייםשל

מוצגות(ו)תגבוההלגניםהמתאימיםבמלפפון צאותשאינן את. שלהגניםרמתבחנו ClRDR1a,b,cהביטוי

הזןשנבחרוהם.הזנים(10)איורCitrullus colocynthisהערגישיםעמידיםובמיןהברפקו,בגנוטיפיםשונים

.(Ling et al. 2009)PI-54, 59 ,69ZYMV-קוויטיפוחעמידיםלשלושהו'קרימסון'הרגיש





 :התוצאות שהתקבלו באבטיחסכום 



ויראליתClRDR1c.א להדבקה כתגובה למלפפוןמתבטא הרגישיםClRDR1c.בדומה בזנים אופיין

ומללי קרימסון , לצייןPI-69, 59בקווי ראוי נשארהנמוכה. הברשבמ,רמתו שבוCitrullus colocynthisין

ינהעליהבביטוישלי(לאאופימיםלעומתקרימסון10של)עיכובZYMV-אופיינהעמידותחלקיתלהדבקהב

CcRDR1c. 

לקוויבדומהוירוסולפניואחריהדבקהב PI-69 ,59בקוויםהעמידיםמתבטאברמהגבוההClRDR1b.ב

 .ןעמידיםמלפפו

משמעותיתClRDR1a.ג מושפעת אינה רמתו אך פקועה, הבר במין גבוהה יחסית ברמה מתבטא

 .בדומהלקווימלפפוןשוניםבהדבקהבווירוס

 שהזן לציין כראוי הראהתסמיני 7-מללי המחלה תסמיני כאשר קרימסון הזן פחותאלימיםימיםלאחר היו

בהשוואהלזןקרימסון.

 

 

בקווי אבטיח שונים.  ClRDR1c-ו ClRDR1a ,ClRDR1b הגנים של היחסית אפיון רמת הביטוי . 10ר איו

. PI-54 ,59,69וקווי טיפוח  ,Citrullus colocynthisמללי זנים איזוגניים מסחריים, פקועה מין הבר  ,קרימסון

 שימש כגן אנדוגני לייחוס.  cyclophilinכאשר הגן  Real-Time-RT-PCR-רמת הביטוי היחסי נבחנה ב

 

 

 בדלועי הבר. c,b,RDR1aרמת הביטוי של  בחינת



א הגנים פיון החמורRDR1a,b,cשל ירוקת דלועיים: של בר מיני בארבעה  Ecbaliumמצויהנעשה

elateriumמשולש מלון Cucumis callosus, פקועה אבטיח ,Citrullus colocynthis (L.)מר ומלון

Momordica charantia הגניםב(.1)טבלה שלושת של נוכחותם אופיינה פקועה, ובאבטיח החמור ירוקת

RDR1a,b,cב-PCRשלהםב הביטוי כן מהמזרחומיצג.(.1)טבלהRT-PCR-וכמו משולששמקורו במלון

 של הביטוי אופיין בר RDR1aמלון הגנים RDR1b,cכאשר בדומה ואינםמתבטאים פגומים תוצאותלהם

.McRDR1aבמלוןהמרהצלחנובשלבזהלאפייןרקאתהביטוישל.שאופיינובמלוןהתרבותי



 בדלועי בר. RDR1a,b,cהגנים  המצאות. 1טבלה 



מיןצמחהבר

RDR1a RDR1b RDR1c

Gene Expression 
level

Gene Expression 
level 

GeneExpression 
level

ירוקתהחמור

Squirting cucumber (Ecbalium elaterium

+ ++ + ++ + ++ 

מלוןמשולש

Cucumis callosus

+ +++ - - - - 

 Citrullus colocynthis (L.)העאבטיחפקו

Schrad

+ ++ + +++ + + 

מלוןמר

Bitter melon (Momordica charantia)

+ + ? ? ? ? 



 RDR1Csעם הרמה הגבוהה של  23  טרנסגני קוושל לווירוסים  הקשר בין העמידות  בחינת

הגבוביטויעם823הטרנסגניוקבtransgene-siRNAביטויגבוההשלביןאתהקשרהראנובמחקרקודם

CsRDR1bספציפילההואבמחקרהנוכחיהראנושהביטויהגבו.(Leibman et al. 2011)CsRDR1של

עםזוtransgene-siRNAבכדילבחוןאתהקשרביןהרמההגבוההשל.CsRDR1c1/2-וCsRDR1a-ולאל

המקורחוזרתותהכלאבוצעו,CsRDR1bשל 'Ilanעםקוו אילןוהק.לקבלתקוויםהטרוזיגוטייםלטרנסגן'

)איורRDR1bרגישלוירוסומבטארמהנמוכהיחסיתשלהינו,טרנספורמציהשעליונעשתהההגנוטיפהואש

12A) של רמתהביטוי .CsRDR1b ההטרוזיגוטיים המכלוא יהבקווי הגבוהיתה מובהק מקוויםבאופן יותר

אלוהיוהטרוזיגוטייםצאצאיםש,ראויציין.(12B)איורההומוזיגוט823הקושלמזומוכהונשאינםטרנסגניים,

 בעמידים להדבקה ZYMV-סיסטמית . ההטרוזיגוטיים אוכלוסהצאצאים לקבלת עצמם עם יהיהוכלאו

 לטרנסגן.F2מתפצלת והומוזיגוטיים הטרוזיגוטיים וצמחים טרנסגניים שאינם צמחים הצאצאיםשל בכל

 של יותר גבוהה רמה CsRDR1bאובחנה שבצאצאים המעניין אילן. בהורה טרנסגנייםF2מאשר שאינם

 של דומה רמה הטרנסגנייםCsRDR1bאופיינה לצמחים . שקיימת אפשרות של גבוהה -transgeneרמה



siRNAהמבקריםאתםיישינוייםאפיגנטגרמהלCsRDR1bעברובתורשהלצאצאיםאלוספציפייםשינויים,ו

.שאינםטרנסגניים

 

 

 



רגיש  (יצירת צמחים טרנסגניים)מקור ל Ilanבקווים השונים:  CsRDR1bשל  תרמת הביטוי היחסי .12איור 

הומולוגי  ZYMV-קוו טרנסגני מחוסן רק ל  887קו טרנסגני הומוזיגוטי עמיד למספר וירוסים;  823לוירוסים; 

 Ilan/823סים; ווירולאלפא רגיש מאד-זן ביתה BA משון מראה עמידות למספר וירוסים;יהזן ש Shimלטרנסגן; 

-טרנסגניים מתפצלים. רמת הביטוי היחסי נבחנה ב F2קווי  Tr2 ,Tr3(BC)הטרוזיגוט לטרנסגן;  Tr1(BC)ו 

Real-Time-RT-PCR  כאשר הגןF-Box .שימש כגן אנדוגני לייחוס 

 
 

 ?RDR1bCsשל הגן יתר ביטוי ל גורם dsRNAהאם ביטוי חולף של 

 המחקר שהשערת תרמהייתה מוגברביטוי רחבה823טרנסגניבקווCsRDR1bשל לעמידות גרמה

הצטברותשללשהביאהtransgene-dsRNA שלרבביטויהיאתוצאהשללוירוסים.כאשרהרמההגבוהה

transgen-siRNA(43% from total)(Leibman et al. 2011)ובאחרקלעתכננו,זופותזההיבכדילהוכיח.



dsRNAליצרשונותניסינושיטות.עלעלימלפפוןdsRNAשלחיצוניםושיילאחרRDR1bרמתהביטוישל

ולהחדירולצמח.

אינפילטרציה למלפפון.-באמצעות אגרו dsRNAהחדרת .א גניתהמבטא בתבנית לצורךGFPהשתמשנו

למלפפוניםאלאשהביטויהואמאדנוחלהזריקלפסיגיםשחינהטכניתמבבדיקתיעילותהשיטה.מצאנוש

.ערכנומספראמתייםחלשבהשוואהלביטויבטבקבנטמיאנה.הנחנושרקמתהפסיגיםאינהדומהלעלים

ל אגרו הזרקת של ניסיונות של שברב הניסויים בכל מלפפון. של אתעלים להחדיר הצלחנו לא צאנו

 התרביתביעילותלרקמתהעלה.

סינתזה.dsRNAשל in vitroלסינתזהלצורךזאתבחנומספרשיטותהעלה.על פני  dsRNAשל  ריסוס .ב

in vitro ליצ הגדילים ואיחוי בנפרד גדיל כל ישל שלdsRNAרת בחיתוך התוצר נבדק האיחוי לאחר .

DICERל.התוצאותהראושפרקציהמאדקטנהעברהאיחוי-dsRNA.

.dsRNA0.6 mg/mlשל,מערכתזוהניבהכמותReplicator RNAi Kit שימוש

 של גדולה כמות ליצירת פאג'ים של dsRNAשימושבמערכת כיול.(Aalto et al. 2007)עפ"י לאחר

נעשתהעפ"יdsRNAאפליקציהשל.dsRNAרתיליצReplicatorהמערכותנבחרההשיטההשנייהשל

קפרוטו  מוסיפיםלWo-2013025670 A1פטנטמספרמול במערכתזו .-dsRNAהצמחי אתההורמון

brassinoostroid (BR)plant hormone -mediated penetration of dsRNA.מספרניסויים ביצענו

CsRDR1c-וCsRDR1bהגניםהואמיצג.לאחרהאפליקציהבחנואתרמתהביטוישל13כאשראיור

אלובטיפוליםובמועדיםשונים:CsRDR1bהתוצאותמראותשאיןשינוימשמעותיבביטויבמועדיםשונים.

dsRNA+ hormone (Br),ssRNA+ hormone (ssRNA+Br)וטיפוליהביקורתשלהורמון(Br+H2O)

 (H+H2O)ומים שיש. המחקר.המסקנה היפותזת לבחינת נוספות שיטות הואלבחון וקאודשהמעניין

CsRDR1cעליהברמתהביטויבשילובשלהראהdsRNAעםההורמון(br)יתכןשהחדרת(.13)איור

dsRNAלתאמזוההע"ימערכתההשתקהומפעילהאתRDR1cבדומהלרפליקציהשלהווירוס.





יום ממתן  21-ושבוע  שעות, 24חי מלפפון לאחר צמב RDR1c-ו RDR1bשל  היחסית הביטוי . רמת13איור 

 (Br)והביקורות הורמון dsRNA + hormone (ds+Br) , ssRNA+ hormone (ss+Br)הטיפולים השונים. 

מיגרוגרם  0.6 .התוצאות הם סיכום של שלוש חזרות ביולוגיות שבכל חזרה היו שלושה צמחים.  .(H2O)ומים 

שימש  F-Boxכאשר הגן  Real-Time-RT-PCR-נבחנה ב תרמת הביטוי היחסי נמרחו על עלה אמיתי ראשון.

צמחיםבשלושחזרות.3ניסויכללמדגםשלהכגן אנדוגני לייחוס.



 

 .(14)איור כתגובה  במלפפון RDR1a,b,cעל פעילות הגנים עבודת המחקר סוכמה במודל 

שאינהוירוסובבהדבקהוללאהדבקהRDR1a,b,cהגניםמשפחתפעילותמשולבתשלנראהשבדלועיםישנה

המודלמתאראתהתוצאותהבאות:.קיימתבמשפחותאחרות

 שלושתהגניםמושריםע"יSalicylic acid (SA).לפפוןבמדומהברמה

 הגןRDR1aופעילותואינהברורה.ואבטיחמלון,אינומושרהבהדבקהויראליתבמלפפון

  ככנראהמתפקדRDR1bהגן .במיניםרביםשלללאתלותברצףשלהםוירוסיםשוניםלמידותלעגן

רגישותהראהזהגןשלKnockout.גבוההתביטויורמCMV-ביןעמידותלהתאמהנהימלפפוןאופי

יתכןשזוהסיבהלרגישותהגבוההשלמלוניםלוירוסיםשונים.הגןהואפגום,במלונים.CMV-תרלי

 ניםהגRDR1c1/2רמתמלווהבעליהשלתם,והשתקבאופןמאדדרמטיבהדבקהשלוירוסיםמושרים

גניםאלוולכןלחיצוני)ויראלי(,dsRNAשגניםאלומושריםבנוכחותבמלפפונים.נראהZYMVוירוסוה

 ה.תפקידחשובבמערכתההשתק



 הביטויהגבוההשלCsRDR1bאינותלויב-SAוהבקרהשלואינהידועה. 





 

 

Figure 11. A model describing the effects of virus infection on expression of CsRDR1 genes in 

susceptible and resistant plants. The model shows induced expression of the four CsRDR1 genes 

(short, thick, green arrows) by SA (long thin red arrows), and possibly other phytohormones (JA 

or ABA). Virus induced CsRDR1 expression occurs via SA induction (red dashed arrow). 

However, virus infection (thick red arrow) induces a much higher level of CsRDR1c1/c2 (long, 

thick, green arrow) than does SA alone, leading to virus silencing. The high constitutively 

expressed (CsRDR1b) (thick green arrow) causes broad virus resistance. A high level of RDR1b 

expression is possibly associated with the production of viral-activated siRNAs (vasiRNAs) (Cao 

et al., 2014) which activates broad-spectrum antiviral activity via widespread silencing of host 

genes. 

 

 

סכום: 

א.א יהמחקר משפחה יפיין של גנים של בדלועייםהRDR1sחודית הברקימת ובדלועי .תרבותיים

התוצאותמעידות ההתפצלותנלפאבולוציוניתהתרחשהRDR1a,b,cשהחלוקהלגניםהשוניםשל י



בעודש,שלהדלועיםלסוגיםהשונים CsRDR1C1/2הדופליקציהשלהגן לאחרהתרחשהבמלפפון

 ההתפצלותלסוגיםהשונים.

יםוירוסוע"יהדבקהבמושרהRDR1cהגןואילוע"יהורמוניםצמחייםחלקיתגניםמבוקרתמשפחתה.ב

 .(14ראהמודלאיור)

.ג לעמידותRDR1bהגן ,הואגן זהמעורבבהשתקהשלSA-אינהתלויהבשהבקרהשלו שגן יתכן .

.(Cao et al. 2014)viral-activated-siRNAיםשמעורביםבעמידותלוירוסבמערכתשליגניםאנדוגנ

 Wang)כפישנמצאלאחרונהבאורזmicroRNAהבקרהשלהגןאינהידועהיתכןשהיאמבוקרתע"י

et al. 2016). 
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