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 תקציר
  

הבעיה העיקרית בזן היא אחוז . מהווה מרכיב חשוב בין זני האבוקדו בעולם ובארץ' האס'הזן 

. 'גר  220 -מכלל הפירות הינם בעלי משקל סופי נמוך מ  60%-40% -כ, רות קטניםגבוה של פי

הבדלים אלו ניתנים לזיהוי בשלבים , הפירות הקטנים נבדלים מהפירות הגדולים בצורה ובגודל

אפיון פירות קטנים הראה כי בפירות אלו קליפת הזרע מנוונת . מוקדמים של התפתחות הפרי

היבטים נוספים הקשורים בהתפתחות הפרי כגון תהליכי , רות זאתלמ, וקצב גידולם מואט

. התפתחות וגידול פרי תלויים בקצב חלוקת התאים ובגידולם. הבשלה והזדקנות אינם מושפעים

אולם באבוקדו , תאים נמשכת במשך תקופה קצרה לאחר החנטהההפירות חלוקת  מיני ברוב

מחקר אנטומי השוואתי שנערך  בזן  .פריחלוקת התאים נמשכת במהלך כל שלבי התפתחות ה

הוביל למסקנה כי הגורם המגביל את התפתחות הפרי אינו גידול התאים אלא עיכוב ' האס'

הוביל לסדרת עבודות שנערכה במטרה לנסות ולאפיין שינויים  אשרממצא . בתהליך חלוקתם

, לך התפתחות הפריעבודות אלו נמצא כי במהב .פירות גדולים וקטניםין במאזן ההורמונלי ב

 ,כן דווח כמו .ברקמת הציפה של פירות קטנים) ABA(חלה עלייה חדה ברמת חומצה אבסיסית 

 .בזרעי פירות קטניםIAA) (אוקסין צבירת /וירידה בייצור ABAצבירת /בייצורחדה על עלייה 

לפיכך הוצע כי עלייה , מעכבת תהליך זהABA , המעודד חלוקת תאים ,בניגוד לאוקסין

 םהתוררם מרכזי ולהוות געשויה , פריהבשלבים מוקדמים של התפתחות , ABAצבירת /צירתבי

שינויים אודות ה, הקיים הידעלמרות  .’האס‘לעיכוב תהליך חלוקת התאים ולפנוטיפ פרי קטן בזן 

המולקולארים  סיגנליםה ידע אודותמה, הפריבמהלך התפתחות במאזן ההורמונלי החלים 

החלים בפרי הינו  שינויים הורמונאלים בפרי האבוקדו ובין המחזור התא  הקושרים בין פעילות

   .מצומם ביותר

 QTLsבעגבנייה מופו מספר . גודל פרי הינה תכונה כמותית התלויה בביטויים של מספר גנים

(Quantitative trait locus) נמצא כי אחד מ. המשפיעים על משקל הפרי- QTLs אלו ,fw2.2  

(Fruit weight 2.2) ,לבין , המתורבתת" גדולה"בין גודל העגבנייה ה 30% -אחראי לשונות של כ

זה משפיע באמצעות גן יחיד  QTLחשף כי  FW2.2שיבוט . הבר בעלת פרי קטן–עגבניית זן

))ORFX(Lefw2.2 ( ,הגן . המקודד לחלבון הפועל כבקר שלילי של חלוקת תאים בפריLefw2.2 

יים נוספים המקודדים לכאורה לחלבונים בעלי תפקיד שאינו צמח  ESTsחולק הומולוגיה עם

בהילקח בחשבון הידע הקיים . באבוקדו הומולוגילמיטב ידיעתנו לא דווח עד כה על גן , ידוע

נראה סביר ואף מעורר עניין להניח כי גם באבוקדו ', האס'באבוקדו ' פרי קטן'בהקשר לפנוטיפ 

. ביתר בפרי קטן ומעכב את תהליך חלוקת התאים בפריהמתבטא  Lefw2.2 - ל הומולוגיקיים גן 

באבוקדו  Lefw2.2לגן  הומולוגיבחלקו הראשון של המחקר ניסינו לזהות ולאפיין גן  ,פיכךל
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החולק  Pafw2.2)(אותר מקטע גן מאבוקדו  sq-RT-PCRות שימוש בשיטת עבאמצ '.האס'

 חומצות אמיניות 136 - ודד לרצף הגן החלקי המתורגם מק. Lefw2.2הומולוגיה גבוהה לגן 

של הגן אשר  ובדיקת דפוס ביטוי .LeFW2.2ברמת החלבון עם  63.70%וחולק הומולוגיה של  

מתבטא ביתר  Pafw2.2הראתה כי במהלך התפתחות הפרי  ,בפירות גדולים וקטנים ,בודד

ממצאים . זאת בהשוואה לאותן רקמות בפרי הגדול, )קליפת זרע וזרע, ציפה(ברקמות פרי קטן 

כבקר , קרי LeFW2.2, -עשוי לקודד לחלבון הפועל באופן דומה ל Pafw2.2אלו מרמזים כי 

בבקרת חלוקת תאים בפרי  Pafw2.2תפקידו האפשרי של  .שלילי של חלוקת תאים בפרי

  .  בהמשךנה האבוקדו והשפעתו האפשרית על גודל פרי נידו

עשויה , ABAצבירת /ה כי עלייה ביצירתאת הסבר קודמות אשר העלו עבודותבהמשך לובמקביל 

של  חלקה השניב, לעיכוב תהליך חלוקת התאים ולפנוטיפ פרי קטן םהתור גורם מרכזי הוותל

זה של תהמעורבים במסלול הביוסינ ,של גנים מאבוקדו ביטוידגם ה פיוןבאהתמקדנו , העבודה

ABA המידע הקיים לגבי סינתזת . במהלך התפתחות הפרי ABAוקדו ואופן בקרתה בפרי האב

זוהתה באבוקדו משפחת הגנים בעבודות קודמות  .הפרי מצומצם במהלך התפתחות

PaNCED1-3,  המקודדים לחלבונים המבקרים שלבים מוקדמים בסינתזתABA , דגם אולם

גנים נוספים המקודדים לאנזימים , כמו כן .לא נלמד בפרי המתפתח גנים אלושל  םביטוי

 -MoCo sulfuraseו ABA aldehyde oxidaseכגון  ABAשל סינתזת  הפעילים בשלבים סופים

    .לא זוהו עדיין באבוקדו

תהליך . ABA-aldehydeהינו חמצונו של חומר הביניים  ABAהשלב האחרון במסלול סינתזת 

הדורש לצורך פעילותו שינויים הכוללים הוספת שייר מוליבדן , ABA-AOי האנזים "ע המזורז

)Mo (ריתי ושייר גופ)sulfur( ,האנזים המזרז את הוספת שייר הגופרית למרכז ה - MO  הינו

MoCo sulfurase . מאבוקדו מקטע גן ' האס'בעבודה הנוכחית שיבטנו מפרי אבוקדו מזן

חומצות אמיניות  263 -מקטע הגן המתורגם מקודד ל MoCo sulfurase. -המקודד לכאורה ל

 ABA3 - ו מעגבנייה FLACCAשל הגנים  יטרמינל- N -ה דומייןגבוהה ל הומולוגיהומראה 

מעקב  ).בהתאמה, 67.93%-ו MoCo sulfurase )68.61%לאנזים  המקודדים ,מארבידופסיס

 MoCo-ל ולגן המקודד לכאורה NCED1-3  - אחר דגם הביטוי של הגנים המקודדים ל

sulfurase פרי קטן חלה כי במהלך התפתחות , הראה, במהלך התפתחות פירות גדולים וקטנים

בעוד  ,ברקמות הפרי השונות NCED3 -איזופורםל  הגן המקודד שלברמת השעתוק עלייה חדה 

נה עלייה מתו עם כמעט קונסטיטוטיבי היה MoCo sulfurase -של הגן המקודד לכאורה ל ביטויו

בפירות  ABAניתן להסיק כי העלייה ברמת נתונים אלו מ. בפירות קטניםבביטוי תעתיק הגן 

עלייה זו . ברקמות השונות ABAשל   de novoזהתנימקורה מס, אשר עליה דווח בעבר, טניםהק

ייתכן  NCED3. -איזופורםל  הגן המקודדשל בעיקר בשעתוקו  ותלויהברמת השעתוק מבוקרת 
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 הקשר  ABA.תפקיד בקרתי משני בבקרת יצור PaMoCo sulfurase -לגן המקודד לכאורה ל כי

תהליך בעיכוב ו Pafw2.2עלייה  ברמת הביטוי של , בפרי קטן ABAברמת האפשרי בין שינויים 

  . מוצג בדיון חלוקת התאים
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  מבוא. 1
 רקע כללי  – אבוקדו. 1.1

  מקור ותפוצה  .1.1.1
 , טרופי הנמנה עם משפחת העריים- הינו עץ סוב, .Persea americana Mill, אבוקדו

Lauraceae .רחבה מאד והוא גדל כמעט  ת העץתפוצ. האבוקדו מאמריקה המרכזית ו שלמוצא

האבוקדו בתחילת המאה  הובאלישראל . בכל האזורים הטרופיים והסובטרופיים של כדור הארץ

הגזע  :מקובל לחלק את זני האבוקדו לשלושה גזעים .בעיקר מקליפורניה ומפלורידה, 20 -ה

קטנים וצרים  ועלי, העץ רחב  פו שלנו. מן הרמות הגבוהות במקסיקו אשר מוצאוגזע : המקסיקני

הגזע . בע חצילקליפתו דקה וצבעו ירוק או כצ, )גרם 200-50( הפרי קטן .מוקדמתתו פריחו

סוף (מאוחרת  תופריחו גדולים ועלי, לרוב העץ גבוה וזקוף. הרי גואטמלהממוצאו : הגואטמלי

: הודי-הגזע המערב. צבעו ירוק או כצבע חציל. קליפתו עבה ועצית, הפרי בינוני עד גדול. )אביבה

ים בשני עץ קטן וחלש מן העצים הנכללהבדרך כלל . שפלות טרופיות במרכז אמריקהממוצאו 

הפרי בינוני עד . חלה בארץ בחורף ובאביב המוקדם של גזע זהעונת הפריחה . הגזעים האחרים

 ,.Whiley et al; 1976, חומסקי(צבעה ירוק עד אדמדם , ה בינונייעובי, קליפתו עורית. ענק

ע זן קליפורני בן הגזשהינו  ,'האס'בין זני האבוקדו החשובים מבחינה מסחרית נמנים ה .)2002

הינו זן שהתגלה לעומתם ', אטינגר'ה .זן מכלוא מקסיקני גואטמלישהינו  'פוארטה'הגואטמלי וה

   . י ישראל"והפך למסחרי בישראל משווק לייצוא אך ורק ע

  

  תאור בוטני  .1.1.2
. מטר 20-30והוא עשוי להגיע לגובה , גדילת העץ נמרצת מאוד. ירק-עץ תדיר ינוהאבוקדו ה

ומכילות לעתים , תפרחות האבוקדו גדולות מאוד. ביתי והפרח הינו דו מיניהאבוקדו הינו חד 

משמע הצלקת רצפטיבית , הינו פרוטוגיני, שמכיל איברים זכריים ונקביים, הפרח .מאות פרחים

למשך כמה , לרוב בשני ימים עוקבים, הפרח נפתח פעמים. לפני שחרור האבקה מהמאבקים

, פרח עליני(נלי כפרח נקבי במהלך פתיחתו הראשונה הפרח מתפקד באופן פונקציו. שעות

בו מתרחש , פרח אבקני(ובאופן פונקציונלי כזכרי במהלך פתיחתו השנייה ) הצלקת רצפטיבית

: זני האבוקדו נחלקים לשתי קבוצות פריחה ,על פי זמני הפריחה). שחרור אבקה מהמאבקים

מתנהגת  Bקבוצה . צ פרחים זכריים"ובשעות אחה, העץ נושא בבוקר פרחים נקביים - Aקבוצה 

ולקבוצה ' ריד'ו' פינקרטון', 'האס'שייכים בין היתר הזנים המוכרים  Aלקבוצה . Aהפוך מקבוצה 

B  אופי פתיחת הפרח המתוארת  .)1976, חומסקי( 'נאבל'ו' פוארטה', 'אטינגר'שייכים הזנים

יים לשבש את המהלך הסינכרוני אולם ידוע כי שינויי טמפרטורה עשו, לעיל נצפית בימים חמים
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יאביקו ) בימים חמים(על פי מקצב הפריחה המתואר צפוי שבשעות הבוקר . של פתיחת הפרחים

לאחרונה נמצא . צ יהיה כיוון ההאבקה הפוך"ובשעות אחה, Aאת הזנים מטיפוס  Bזנים מטיפוס 

פה קצרה בין תקופת פריחה וחפי, בכל הזנים שנבדקו בישראל, גם כי באמצע היום קיימת

במהלך תקופת חפיפה זו עשויה להתרחש האבקה . העליניים והאבקניים של אותו העץ הפרחים

 ;Lahav and Gazit, 1994; Gazit and Degani, 2002( בתוך הזן) האבקת שכנים(עצמית 

Bergh, 1986; Davenport, 1986(.  נעשים מאמצים להגביר את מסחריים במטעי אבוקדו

 .)Ish-Am and Eisikowitch, 1998( על ידי שימוש בדבורים כוקטור מאביק סיכויי ההפריה

עטוף בשתי קליפות זרע , בתוך הפרי זרע אחד גדול בעל שני פסיגים ,הפרי בעל ציפה מוצקה

תכולת השמן . שמן הינו חומר התשמורת העיקרי שבציפה .עבות המתייבשות לקראת ההבשלה

פרי האבוקדו . )Lewis et al. 1978(  15-30%ונעה בין , זן ושלב ההבשלה תלוית משתנהבפרי 

בעיקר הודות לשיעור הגבוה של חומצות השומן הבלתי , נחשב לבעל ערך תזונתי ובריאותי רב

  . רוויות שהוא מכיל

  

  'האס' הזן  . 1.1.3
במערב , הנטוע בשיעור רחב מאוד בקליפורניה, מהגזע הגואטמלי, זן קליפורניהינו ' האס'הזן 

י רודולף "הינו מזריע שנמצא בקליפורניה ע' האס'מוצאו של הזן . בדרום אפריקה ובארץ, מכסיקו

 80% - מהווה כו נחשב לחשוב ביותר בסחר באבוקדו הבינלאומין זה ז. 1926האס בשנת 

 -המהווה כ', האס'בארצות הברית ענף האבוקדו מתבסס ברובו על גידול הזן  .מהייצור העולמי

 הנטועים הינם מהזן מכלל שטחי האבוקדו  40% -כ ,בארץ ואילו , טחי האבוקדומכלל  ש  95%

הפרי מצטיין בסגולות רבות כמו תקופת קטיף  ).http://www.avocadosource.com(' האס'

, יות של טעם ומרקםבנוסף הפרי בעל תכונות איכות. סון וחיי מדף ארוכיםחכושר א, ארוכה

בעלת צבע , גמישה ומתקלפת היטב, חזקה תוקליפ, 18-23% - מגיעה לבו תכולת השמן 

 . )Whiley et al., 2002( המשתנה בהבשלה לסגול כהה

  

  ' האס'בעיית גודל פרי באבוקדו  . 1.2
וז הבעיה העיקרית בזן היא אח. ארץעולם ובמהווה מרכיב חשוב בין זני האבוקדו ב' האס'הזן 

 'גר 220 -מכלל הפירות הינם בעלי משקל סופי נמוך מ 60%-40% - כ, גבוה של פירות קטנים

)Zilkah and klein, 1987; Cowan et al., 1997(.  של פירות קטנים במיוחד אחוז גבוה

תופעה . )Roe and Morudu, 1999( בהן ישנה תנובה גבוהה של פרי ONמתקבל בשנים של 

הפירות הקטנים  .המטע ומשפיעה במידה ניכרת על רווחיות ית מרכזיתמהווה בעיה חקלא, זו
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בשלבים מוקדמים של כבר הבדלים אלו ניתנים לזיהוי  ,נבדלים מהפירות הגדולים בצורה ובגודל

אפיון פירות קטנים הראה כי בפירות אלו קליפת הזרע מנוונת וקצב גידולם  .התפתחות הפרי

הקשורים בהתפתחות הפרי כגון תהליכי הבשלה והזדקנות  היבטים נוספים, למרות זאת. מואט

תלוי בקצב חלוקת התאים  ,גידולו של פריידוע כי . )Cowan et al., 2005( אינם מושפעים

, לאחר חנטת הפרי ,מיני הפירות חלוקת תאים מתרחשת במשך תקופה קצרה ברוב. ובגידולם

. )Schroeder, 1953(תחות הפרי אולם באבוקדו חלוקת התאים נמשכת במהלך כל שלבי התפ

הנובע , בו חל גידול איטי - I  שלב: באופן כללי ניתן להבחין בשלושה שלבים בגידול פרי האבוקדו

הנובע מגידול ניכר של התאים והמשך מתון , בו חל  גידול מהיר -  IIשלב .  בעיקר מחלוקת תאים

, באופן מעניין. בו חלה האטה בקצב חלוקת התאים ובקצב הגידול - IIIשלב . בקצב חלוקתם

הראה כי במהלך התפתחות הפרי גודל התאים ' האס'מחקר אנטומי השוואתי שנערך בזן 

הודגם בפירות ) ליחידת שטח(מספר תאים רב יותר , לעומת זאת. בפירות גדולים וקטנים זהה

אלא עיכוב בתהליך  יםמכאן הוסק כי הגורם המגביל את התפתחות הפרי אינו גידול התא ,גדולים

הוביל לסדרת עבודות שנערכה במטרה לנסות  ,ממצא זה .)Cowan et al., 1997( םחלוקת

אשר עשויים  ,האיזופרנואידיםבמאזן הקרבוהידרטים ומאזן , ולאפיין שינויים במאזן ההורמונאלי

  .עבודה זו ומוצגים להלןלממצאים מעבודות אלו היוו בסיס . להשפיע על מערך חלוקת התאים

  

  'האס'על התפתחות פרי באבוקדו והשפעתו  הורמונאלימאזן .  1.3
, מהלך חלוקת התאים בפרי מבוקר על ידי הורמונים צמחיים המיוצרים בחלקי הצמח השונים

 CKעוד בתחילת שנות השבעים הודגמה לראשונה חשיבות . םבעובר ובחלקי פרי נוספי

)Cytokine (רמות גבוהות של . בהתפתחות פרי האבוקדוCK  נמדדו ברקמת הציפה ונמצא

). Blumenfeld and Gazit, 1970(לבין קצב גידול הפרי  CK -מתאם חיובי בין רמת ה

 ABA )Abscisicחלה עלייה חדה ברמת , כי במהלך התפתחות הפרי, במחקרים נוספים נמצא

acid(  קטנים '  האס'ברקמת הציפה של פירות)Cowan et al., 1997; Taylor and Cowen, 

2001; Cowan et al., 1999(. רמת הב הייעלכי  ,ידוע- ABA  המתרחשת בצמח בתגובה

כי שינוי מכאן הוצע  ,)Wang et al., 1998(משפיעה באופן שלילי על מחזור התא , למצבי עקה

גורם לעיכוב  ABA,צבירת /מעליה ביצירת הנובע, ABAלבין רמת  CK - ביחס בין רמת ה

 ,.Cowan et al(יפ של פרי קטן ולמופע הפנוט להאטת גידול הפרי, בתהליך חלוקת התאים

1997; Cowan et al., 1999.( טיפולי , בהתאמהABA בתחילת שלב , שניתנו לפירות גדוליםII 

תופעה אשר נמנעה , גרמו להתנוונות קליפת הזרע ולפנוטיפ פרי קטן, של התפתחות הפרי

 ,.CK )2iP- isopentenyladenin) (Moore-Gordon et al - ו ABAכאשר ניתן טיפול של 

רמת  ,כי בשלבים מוקדמים של התפתחות הפרי ,פורסםלאחרונה , בנוסף). 1998
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נמוכה , של פירות קטנים ברקמת הזרע IAA-indole-3-acetic acid)(אוקסין  של צבירה/יצירהה

 IAA -ברמת ה ,זוירידה  .זרעי פירות גדוליםאוקסין ב יצירה של/צבירהמרמת הבכמה סדרי גודל 

אוקסין  .)ABA )Cowan et al., 2005מתרחשת במקביל לעלייה ברמת , קטניםבזרעי פירות 

 מקביל לעלייה ברמתבכי  נטען ועל כן ,המעודד התרחבות וחלוקת תאיםהורמון צמחי ידוע כ

ABA ,לצבור/צוריחוסר היכולת ל IAA, גודל הפרי הסופי  ע עלימכריע המשפ םגור המהוו

)Cowan et al., 2005 .(החלים במאזן ההורמונלי שינויים אודות ה ,הרב הקיים ידעמלמרות ה

פעילות מחזור התא רים הקושרים בין אמולקולה סיגנליםה הידע אודות, פריהבמהלך התפתחות 

  .ם ביותרצהחלים בפרי הינו מצומ שינויים הורמונאלים בפרי האבוקדו ובין ה

  

 מאזן קרבוהידרטים ואיזופרנואידים והשפעתם עלשינויים ב .1.4
   'האס'התפתחות פרי באבוקדו 
, מטבוליטיים משניים, הדורש מינרלים (terminal sink) פרי מתפתח מתפקד כמבלע סופי

קרבוהידרטים והורמונים צמחיים המשפעים באופן ישיר או עקיף על מערך התבטאות גנים 

האבוקדו המתפתח מתרחש ככל הנראה במסלול  החומרים בפרי מעבר. ובמהלך התפתחות

 ציפהלרקמת הוחזרה > - זרע /עקליפת זר> - אזור החלצה > - ציפה> - הפרי עוקץ  :באה

)Moore-Gordon et al., 1998(. 90% - זה ומהווה כתהמצטבר בתהליך הפוטוסינ, סוכרוז 

מעבר זה עשוי . מועבר לתאי הפרי המתפתח המשמשים כמבלע, מכלל המומסים בשיפה

קטנים תהליך ' האס'נמצא כי בפירות , באופן מעניין .להתרחש באופן סימפלסטי או אפופלסטי

מעבר , כתוצאה מכך .התנוונות קליפת הזרע מלווה בחסימת גשרי פלסמודסמטה בתאי רקמה זו

 ,נמצא, בהתאמה. )Moore-Gordon et al., 1998( החומרים הסימפלסטי אל הזרע וממנו לקוי

 Richings et(בהק מרמתו בפרי הגדול נמוכה באופן מו ,כי רמת הסוכרוז בזרעי פירות קטנים

al., 2000( .סוכרוז סינטאז:רמת האנזימים הפעילים בפירוק סוכרוזדווח כי , כמו כן(SuSy)   

 בעוד פעילות. שונה בזרעי פירות גדולים וקטנים) Insoluble acid Invertase –AI(ואינורטאז 

SuSy עולה פעילות, מופחתת  בפרי קטן AI,  רמתו היחסית של גלוקוז  מתוך  י נמצא כובהתאם

עשוי להשפיע על  כי גלוקוז ,ידוע .)Richings et al., 2000(עולה אף היא  כלל הסוכרים

 ,מבוקרת  AI -ו SuSy  ידוע כי פעילות, מאידך .לעלייה ברמתה ולגרום ABAהמטבוליזם של 

צבירת /יצירת. )ABA )Koch, 2004; Richings et al., 2000 על ידי שינויים ברמת, בין היתר

ABA ,הדרוש לחלוקת תאים תקינה  ההורמונאלי מאזןאת העשויה להפר  ,הן בזרע והן בציפה

השאלה הנשאלת היא האם שינוי ברמת  .)Swiatek et al., 2002( במהלך התפתחות הפרי
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האם הוא מתרחש , או לחילופין ההורמונאליהסוכרים בפרי קטן הינו הגורם לשינוי במאזן 

  . שאלה זו נותרת לעת עתה פתוחה? צאה משינוי זהכתו

-HMGR )3-hydroxy-3 האנזיםתפקיד מרכזי בהתפתחות הפרי הינו  בעל, גורם נוסף

methylglutaryl coenzyme A reductase(.  במסלול  משחק תפקיד מרכזיזה אנזים

-HMG-CoA )3-hydroxy-3-methylאת הפיכת לז טמקו, איזופרנואידיםזה של תהביוסינ

glutaryl-Coenzyme A(  מוואלוניתלחומצה ) איזופרנואידיםזת תבמסלול סינתוצר ביניים( 

)Richings et al. 2000( . ך התפתחות הפריכי במהל ,מלון הראובבעגבנייה ושנערכו מחקרים, 

עלייה  כיהוצע . ובין חלוקת תאים בפרי HMGRרה בין עלייה בפעילות קיימת קורלציה יש

ואת מאגר הסטרולים הדרוש ליצירת  חומצה המלווניתה מעלה את רמת ,HMGRבפעילות 

 ,Kobayashi et al., 2002; Narita and Gruissem( יםבמהלך חלוקת התאנות אממבר

 - כ ירידה של חלהכי בפירות קטנים מצא ' האס' מזן אבוקדוב רךמחקר שנע, מקבילב). 1989

עבודה זו  ).Cowan et al., 1997( וליםגדבהשוואה לפירות  זאת  HMGR,בפעילות   70%

  .על גודלו הסופי של פרי האבוקדו אף היאמשפיעה  HMGR,מורה כי פעילות גבוהה של 

הורמונים , טבוליזם של סוכריםמבהחלים שינויים הלקח בחשבון מכלול הממצאים אודות בה

לאגד  טיבי המנסהאינטגר הוצע מודל ,ואיזופרנואידים בפירות קטנים בהשוואה לפירות גדולים

על פי מודל זה . )1 'מס איורראה ( 'האס'הגורמים המשפיעים על גודל הפרי באבוקדו  כללאת 

-Sucrose non( SnRK1 דמויי אנזיםעל  יםמשפיע) הקסוז/יחס סוכרוז(תכולת הסוכר בשינויים 

fermenting 1-like protein kinase (שפעל מהחש שינויים ברמות הסוכר ו" סנסור"הפועל כ

שיווי משקל  על וויסותו מחד HMGRהמשפיעים על פעילות  תגובה שרשרת אירועיםב

בהתאם ועל גודל הפרי הסופי  יםתאחלוקת המהלך  שינוים אלו משפיעים על . מאידךהורמונאלי 

)Richings et al., 2000; Cowan et al., 2001 .( הינו בגדר השערה בלבד, מודל זהיצוין כי  .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

מודל אינטגרטיבי היפותטי  – 1 'מס איור
עים על תהליך המציג גורמים שונים המשפ

   .'האס'באבוקדו  חלוקת תאים ועל גודל הפרי

Cowan et al., 2001)(  
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על גודל ) PGR )Plant growth regulatorsהשפעת טיפולי . 1.5
  'האס'הפרי באבוקדו 

עד כה נערכו  ולכן, המרכזיות של הגידול הבעיותבעיית גודל פרי בזן האס הינה אחת  ,כאמור

כללו יישום חומרי צימוח ומעכבי  ניסיונות אלו. בזן זה פרי תניסיונות רבים ומגוונים לצורך הגדל

. 'האס' בזןת גודל פרי יבעיהפותר בצורה יעילה את לא נמצא מענה עד כה , אולם ,שוניםצימוח 

זה של תמעכב ביוסינ, )AVG )aminoethoxyvinylglycineשל מתן אקסוגני דווח כי , לדוגמא

בזמן  ,אוקסין סינטטי שהינו )D )2,4-dichlorophenoxyacetic acid-2,4 -בנוסף ל, אתילן

והפחית באופן משמעותי ) לפרי גרם 213-269(את יבול הפירות הגדולים  העלה, פריחה מלאה

בשנת  טיפול זה נמצא אפקטיבי כאשר הוא בוצע. )לפרי גרם 99-134(את יבול הפירות הקטנים 

 .Lovatt, Calif. Avo. Com. 2007 Ann. Rpt( שפע ולא בשנת שפל

symposium_2007http://www.avocado.org/growers/page/.(  גודל הפרי דווח כי כמו כן

   CPPU -ו, )BA )6-benzyladenine-6 :םיסינטט םציטוקני של חיצוניהושפע באופן ניכר ממתן 

)N-(2-chloro-4-pyridyl)-N-phenylurea(, וחיתהפוהממוצע את גודל הפרי  והעלאלו  יםטיפול 

תוצאות אלה מהוות עדות  .)Zilkah et al., 1998(את מספר הפירות שאינם מתאימים ליצוא 

כי אם , עשוי להשפיע בצורה חיוביות על גודל הפרי ציטוקיניןו ניןמתן חיצוני של אוקסלכך ש

, עומס פרי בעץ: לויה בגורמים כגוןות משתנהעל גודל פרי  PGRשל טיפולי  האפקטיביות

  . וגורמים נוספים בלתי ידועים ם שוניםייבתיגורמים סב

  

  מחזור חלוקת התא ובקרתו בתאי צמח . 1.6
 את  הבסיסי המבקר המנגנון. מנגנון מחזור התאגודלו הסופי של פרי תלוי באופן ישיר בבקרת 

מחזור  ,ככלל. אאוקריוטיםה הינו מנגנון שמור אבולוציונית בכל היצורים תאיםה תתהליך חלוק

) 2. (בנפחו גדלבו התא  DNA - שלב מקדים לחלוקת ה G1- שלב) 1: (ל מספר שלביםהתא כול

בו התא מתכונן  DNA-שלב לאחר הכפלת ה - G2שלב ) DNA) .3 -הכפלת השלב  - Sשלב 

יצירת בשל מחזור התא תלויה הפעילות הבסיסית . מיטוזה וציטוקינזה - Mשלב ) 4. (לחלוקה

-Cyclin( CDKs -ו )Cyclins(חלבונים הנקראים ציקלינים בין קומפלקסים חלבוניים 

dependent protein kinases ( אשר אחראיים לזרחון סובסטרטים ספציפיים ובכך מאפשרים

נקודות הביקורת העיקריות במהלך חלוקת התא הן המעבר  . חלוקת התאאת התקדמות מחזור 

 פועלים ,בצמחים. )M )Pines, 1995; Gutiérrez et al., 2005 - ל G2 - וכן מ S -ל G1 -מ

 ,M -ל Sחשובה למעבר משלב  CycA חלבוני משפחת ,ככלל. חלבוני ציקליניםמספר סוגים של 

 ,CycDמשפחת חלבוני ו Mלשלב   G2את המעבר משלב תמבקר CycBמשפחת חלבוני 
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כי בקרת מחזור  ,ידוע כמו כן .)S, )Verkest et al., 2005לשלב  G1את המעבר משלב  תמבקר

במחקר שנעשה , לדוגמה. במאזן ההורמונאליסוכרים וים במאזן הישינומ תמושפעהצמחי התא 

שעתוק של עלייה ברמת ההביא ל בנוסף לסוכרוז CKחיצוני של מתן דווח כי  ,בארבידופסיס

CycD3, טיתוולעלייה בפעילות המיט )Riou-Khamlichi et al., 2000(. כגוןהורמונים  ,מאידך 

ABA באופן שלילי את תהליך חלוקת התאים מבקרים, סמונית'וחומצה ג )Sa´nchez et al., 

 (BY-2 cells)טבקצמחי לתאי תרבית של אלו  הורמוניםהוספת כך לדוגמא דווח כי  .)2005

קורלציה בין הראו  יסבארבידופסמחקרים שנערכו  ,כמו כן, DNA -ה שכפולאת מהלך  המנע

  ICKsם המעכבים פעילות ציקליניםחלבוניגנים המקודדים ל ועלייה בביטוי ABA עלייה ברמת

)Inhibitors of CDKs, הנקראים גם Kip Related Proteins KRPs -( )Wang et al., 1998; 

Swiatek et al., 2002 .(ים יהתפתחות אותות אופן השפעתהממחיש את  ,תאור סכמתי

  . 2 'מס באיור גשונים על מחזור התא הצמחי מוצהורמונלים ו

 (Cell-proliferating-related-genes)המבקרים את מחזור התא גנים ה שעתוקיש לציין כי 

, בעגבנייה. במאזן חומרי הצמיחהקשור לשינויים ו בהתאם לשלבי התפתחות הפרימשתנה 

ושל גנים המקודדים לחלבונים , CDKsמשפחת גנים המקודדים לחלבוני פרופיל הביטוי של 

יורד ו ולאחר חנטת הפריבתחילת הפריחה  העול ,Dמשפחת ציקלינים מסוג  םשונים הנמנים ע

פעילות חלוקת נמצא בהתאמה עם  , דגם ביטוי זה. באופן משמעותי במהלך התפתחות הפרי

הפרי  טתואחרי חנלפני  ,קצר פיסיולוגי "זמן-חלון"במשך בעגבנייה  תרחשתהמ, תאים

)Chevalier, 2007 .(לא זוהו עדין גנים הפעילים במהלך מחזור התא באבוקדו , למיטב ידיעתנו

 . ולא אופיין אופן ביטויים במהלך התפתחות הפרי

  

  
  
  
  
  
  
  

  
  

השפעת   – 2 'מס איור
אותות סביבתיים 

והתפתחותיים על מחזור 
   .התא בצמח

)Inzé, 2005(  
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 1.7 . Lefw2.2 בפרי שלילי של חלוקת תאים בקר  
 QTLsמופו מספר  יהבעגבני. מספר גניםבביטויים של גודל פרי הינה תכונה כמותית התלויה 

(Quantitative trait locus), ונקרא  2מופה בכרומוזום , אחד מהםfw2.2 )(Fruit weight 

)Grandillo et al., 1999(. QTL  גדולה"העגבנייה ה ין גודלב 30% - כאחראי לשונות של זה "

. ) Frary et al., 2000; Tanksley, 2004(בעלת פרי קטן  הבר–זןלבין עגבניית  ,מתורבתתה

המקודד לחלבון , ) ORFX(Lefw2.2((זה משפיע באמצעות גן יחיד  QTLחשף כי  fw2.2שיבוט 

 ,.Frary et al., 2000; Cong et al( בפריל חלוקת תאים ששלילי  בקרהפועל כ ,ליאממברנ

שמשו להבנת ' גדול' -ו' קטן' פרי  בעלי אללים של, איזוגניםכמעט  שני קווים , בתחילה). 2002

בשלבים תוצאות עבודה זו הראו כי . במהלך התפתחות הפרי Lefw2.2פוס הביטוי של ד

באופן מובהק  הגבוהייתה ה Lefw2.2רמת השעתוק של , מוקדמים של התפתחות הפרי

בהשוואה זאת , )Small fruit NIL( 'פרי קטן' אלל איזוגני בעל כמעט של הקו ה הפריברקמות 

 ,.Large fruit NIL( )Frary et al( 'גדול פרי’אלל גני בעל איזוכמעט קו הלרמת שעתוק הגן ב

גודל התאים , באותה עבודה דווח כי למרות ההבדלים במימדי הפרי בין שני הקווים). 2000

לא נבעו ' גדול' - ו' קטן'כמו כן דווח כי ההבדל בין האללים . ברקמת הפרי השונות היה שווה

, בעקבות עבודה זו. Lefw2.2אזור הפרומוטור של הגן אלא משינויים ב, ממוטציה באזור המקודד

הועלתה ההיפותזה אשר לפיה נטען כי שינויים שחלו במהלך האבולוציה בפרומוטור 

 ,.Frary et al., 2000; Liu et al(גררו לשינוי בביטוי הגן והביאו לשינוי בגודל פרי   Lefw2.2של

2003; Tanksly, 2004 .(רמת השונות בכי  ור כמה שנים נמצאבעבודה נוספת שנערכה כעב

 בתזמון גםאה לידי ביטוי אלא ב ,תרק כמותיאינה  בין  הקווים mRNA Lefw2.2 -ביטוי של הה

עם  הפוכהבקורלציה נמצא  Lefw2.2 mRNA תזמון העלייה בביטוי .הגן ביטוישונה של 

ו בקר שלילי הינ Lefw2.2כי ממצא זה חיזק את הטענה  .מיטוטית בפרי המתפתחהפעילות ה

מיטוטית הפעילות ה שלילי על ידי דיכוי  באופןמבקר את גודל הפרי של חלוקת תאים בפרי ה

)Cong et al., 2002.(   

במהלך  Lefw2.2למרות המחקרים הרבים שנערכו בהקשר לדפוס הביטוי של , באופן מפתיע

בעבודה . נו ידוען איילפעילות מחזור התא עדי LeFW2.2הקשר בין , התפתחות פרי העגבנייה

, נמצא באינטראקציה LeFW2.2החלבון  כי ,דווח )Cong et al., 2006( שפורסמה לאחרונה

 .)casein kinase II(קינאז  CKIIשל ) ß(עם תת היחידה הבקרתית , בקרבת ממברנת התא

, במערכות אלו ידוע .נלמד היטב בשמרים ובבעלי חיים CKIIתפקידם של חלבוני קינאזות מסוג 

 ,.Guerra et al(חלבונים אלו מהווים חלק ממערכת האותות המבקרים את מחזור התא  כי

 ,LeFW2.2המנבאות את אופן קיפולו המרחבי של  ,שימוש בתוכנות מחשב ,בנוסף. )1999

). RasP21 )Frary et al., 2000האונקוגני ההומני חלבון הובין  בינו למציאת הומולוגיההובילו 
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תפקיד  המשחקים ,GTPaseבעלי פעילות ) KDa 21 - כ(בונים קטנים הינם חל RASחלבוני 

בתאים הומנים לגרעין התא ומעורבים בבקרת תהליך חלוקת תאים בהעברת אותות 

)Coleman et al., 2004(. בהומולוגיה ברמת המבנה השלישוני עם חלבוני  בהתחשבRAS 

הועלתה ההשערה כי  CKIIβעם  LeFW2.2של האפשרית אינטראקציה הילקח בחשבון הבו

בקרתי וכעת יש לו תפקיד  RASחלבון קדמון של -מאב LeFW2.2במהלך האבולוציה התפתח 

 Cong(מחזור התא במהלך התפתחות הפרי  ומבקר את) up-stream(במעלה הזרם הפועל 

and Tanksley, 2006(. גןה Lefw2.2 חולק הומולוגיה עםESTs  המקודדים  צמחיים נוספים

  . מקביל באבוקדו  ESTלמיטב ידיעתנו לא דווח על ,לבונים בעלי תפקיד שאינו ידועלכאורה לח

 
  ABA    זת תמסלול סינ  .1.8

 תפקיד מרכזי בבקרת הסתגלות צמחים לתנאי עקה ובבקרת תהליכי התפתחות שונים ABA - ל

 הינו מסלול אוניברסלי המשותף לצמחים ABAזת תמסלול סינ. תהליך חלוקת תאים ניהםיב

בקרה שונים ברקמות שונות ובתנאים שונים  ככל הנראה מבוקר על יד מנגנוני אולם, עילאיים

)Seo and Koshiba, 2002 ; Zeevaart et al., 1989 .( סינתזתהשלבים הראשונים  של ABA 

המוביל , cis-violaxanthin-9 -בהן חל ביקוע הפרקורסור הקרטנואידי , מתרחשים בפלסטידות

 Liotenberg et( ABA זתתסינשהינו חומר ביניים במסלול , )Xanthoxin( ליצירת קסנטוקסין

al., 1999(.  ין לציטופלסמה מתרחש בציטוזול לאחר מעבר קסטוקס הסינתזההמשך מסלול

מספר  .)Milborrow, 2001; Schwartz et al., 2003( )3 'מס איורראה (במנגנון שטרם פוענח 

 .נחקרו בשנים האחרונות במערכות מודל צמחיות שונות ABA סינתזתלהיבטים הקשורים 

   :מתוארת להלן הסינתזהנקודות הבקרה העיקריות של מסלול 

-cis-9 אנזים ל ים/ים המקודד/ביטוי הגנ קשורים בבקרת :שלבי בקרה מוקדמים

epoxycaratenoid dioxygenase (NCED) ,  מזרז את ריאקצית ביקוע האנזים  

  9-cis-violaxanthin 9 - ו-cis-neoxanthin הגן המקודד לאנזים זה . דההמתרחשת בפלסטי

 ABAת ייצור הפגום ביכול viviparous ש המוטנט"ע  Vp14זוהה ואופיין לראשונה בתירס וכונה

)Tan et al., 1997 .(במינים שונים גנים הומולוגים לגן זה אשר כונו  בהמשך זוהו ואופיינו

NCED related genes .כי בכל המינים גן זה משתייך למשפחות גנים  ,אנליזה נרחבת הראתה

 ,Tan et al., 1997; Burbidge at el., 1999; Qin and Zeevaart(המונות מספר נציגים 

1999; Iuchi at el., 2000; Chernys and Zeevaart, 2000; Seo and Koshiba, 2002; 

Nambara and Marion-Poll, 2005 .(י תשעה "בארבידופסיס משפחה זו מיוצגת ע, לדוגמא

 Lefebvre et al., 2006; Iuchi( גנים המתבטאים באופן ספציפי ברקמות שונות ובתנאים שונים



 19

et al., 2001( . מורים כי עלייה בסינתזת  מעבודות במינים צמחים נוספיםממצאים כן כמוABA 

 Seo( שונותהשונים ברקמות  NCED מבוקרת ברמת השעתוק ותלויה בעלייה ברמת תעתיקי 

and Koshiba, 2002(.  

הינו השלב האחרון במסלול  ABA-aldehyde חומר הביניים של חמצונו :שלבי בקרה מאוחרים

 ABA-AO )abscisicי האנזים "ך זה מתרחש בציטופלסמה ומזורז עתהלי, ABA סינתזת

aldehyde oxidase( )Seo et al., 2004 .( האנזיםABA-AO שינויים  ופעלתהלצורך  דורש

המזרז את האנזים נמצא כי . )sulfur( ושייר גופריתי )Mo(ן מוליב קואפקטורהכוללים הוספת 

 MoCo sulfurase )Bittner et al., 2001; Mendelהינו  Mo -למרכז ההוספת שייר הגופרית 

and Hansch, 2002( .זיהוי הגן המקודד ל-MoCo sulfurase   התאפשר לאחרונה בעקבות

בצמחים  נמצא כי. ABAמספר עבודות בהן אופיינו מוטנטים שונים הפגועים ביכולת ייצור 

 בשל ABA-AOשפעול פגום תהליך , בארבידופסיס aba3 -בעגבנייה ו flacca, המוטנטים

 - ו FLACCAגנים אלו כונו בהתאמה  ,  MoCo sulfuraseמוטציות בגנים המקודדים לאנזים

ABA3 )Xiong et al., 2001; Sagi et al., 2002(.  לימוד תפקידו שלMoCo sulfurase 

עומד כיום על הפרק במעבדות שונות החוקרות נושא  ABA זת תכאנזים מפתח המבקר את סינ

  .זה בצמחי מודל שונים

  

  
  

  

  

  
  
  
  

  

מסלול סינתזת  – 3 'מס איור
ABA.  אנזימים מרכזים

המשתתפים בתהליך הביוסינתזה 

איור מותאם . מסומנים באדום

 Chernys and: מתוך

Zeevaart, 2000. 

AO
MoCo
Sulfurase

NCED

AAO
MoCo
Sulfurase

NCED

פלסטידה

ציטוזול

AO
MoCo
Sulfurase

NCED

AAO
MoCo
Sulfurase

NCED

AO
MoCo
Sulfurase

NCED

AAO
MoCo
Sulfurase

NCED

פלסטידה

ציטוזול
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   באבוקדו  ABAזת תבקרת מסלול סינ. 1.8.1
כאשר , בהקשר להבשלת פרי באבוקדו בעיקר ABA סינתזתנחקרה בקרת מסלול , עד כה

עולה במהלך תהליך ההבשלה ABA המניע למחקר היה הממצא לפיו באבוקדו רמת ייצור 

)Adato et al., 1976 .(הובילו לשיבוט ולאפיון משפחת הגנים המקודדים לשלושה  ,מחקרים אלו

 PaNCED1-2-3 )Chernys and אשר כונו בהתאם  ,NCED איזופורמים שונים של

Zeevaart, 2000 .(רמת  לימוד דגם הביטוי של גנים אלו במהלך הבשלת הפרי הראה כי

PaNCED1  ו- PaNCED3  במקביל לעלייה ביצירת, עולה בצורה חדה בציפת הפריABA  .

בעלים בעקבות עקת יובש   ABAבסינתזתבלבד אחראי לעלייה  PaNCED1דווח כי הגן , בנוסף

)Chernys and Zeevaart, 2000.( אלו מורים כי בקרת ייצור  ממצאים ABA במהלך הבשלת

לא נלמד עד כה בפרי  PaNCED1-2-3  לעומת זאת דגם הביטוי של. שונה, פרי ובתגובה ליובש

וניתן להניח כי קיימים הבדלים בביטוי גנים אלו בפרי גדול וקטן במהלך התפתחות , המתפתח

כגון   ABA סינתזתבשלבים סופים של גנים נוספים המקודדים לאנזימים הפעילים , כמו כן. הפרי

abscisic aldehyde oxidase וMoCo sulfurase- לא זוהו עדיין באבוקדו.    

 

 מטרות המחקר. 1.9
נראה סביר ואף מעורר ', האס'באבוקדו ' פרי קטן'בהילקח בחשבון הידע הקיים בהקשר לפנוטיפ 

המתבטא ביתר בפרי קטן ומעכב את  Lefw2.2 -עניין להניח כי גם באבוקדו קיים גן הומולוגי ל

זיהוי ואפיון גן עבודה זו התרכזנו בהראשון של  החלקב, פיכךל .תהליך חלוקת התאים בפרי

הבנה  בכדיי לאפשר ,חלקה השני של העבודהב, במקביל'.האס'באבוקדו  Lefw2.2הומולוגי לגן 

והשפעתה על  קדובאבו  ABAזתתעמוקה יותר ברמה הביולוגית של הבקרה על מסלול ביוסינ

מסלול בבקרת של גנים מאבוקדו המעורבים  ביטוידגם ה איפיוןלימוד ובהתמקדנו  ,גודל פרי

    .יבמהלך התפתחות הפר ABAזה של תהביוסינ
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  שיטות וחומרים. 2
  חומר צמחי. 2.1

 1982התבצע במטע אבוקדו הנטוע בקבוצת שילר בחלקה שנטעה בשנת ' האס'איסוף פירות 

בחלקה זו . מטר בין העצים בשורה 6  -מטר בין השורות ו 6ת מערב הודיות עם מרווח של על כנו

פזורים ' אטינגר'עצי . 'האס'המשמשים כזן המפרה של הזן ' אטינגר'נטועים בנוסף גם עצי 

במהלך העבודה נדגמו ממטע . 'אטינגר'בחלקה כך שכל עץ רביעי או שישי בשורה הינו עץ מזן 

 12 -הפירות נאספו מ. ם וקטנים במועדים שונים במהלך תקופת התפתחות הפריזה פירות גדולי

דגימות . אשר נבחרו בתחילת עונת הפריחה לאחר ביצוע סקירת פריחה כללית במטע' האס'עצי 

חלוקה לקבוצות דיגום של פירות גדולים , אולם, ימים לאחר פריחה מלאה 47ראשונות נלקחו 

בשלב בו ניתן היה לזהות בבירור הבדלים , אחר מועד הפריחהימים ל 90 - וקטנים התבצעה כ

, לצורך מדידות אורך הובאו למעבדה הפירות .)Cowan et al., 1997(בין פירות גדולים וקטנים 

רקמות הפרי המופרדות  .למרכיביהם הפירותפורקו , לאחר מדידות הפרי. קוטר ומשקל רטוב

בכדי לשמש בהמשך להפקת  -  80°C-וזלי ונשמרו בהוקפאו בחנקן נ) .קליפת זרע וזרע, ציפה(

RNA .  

בתקופת  ,הובאו למעבדה ולצורך דגימות רקמות פרי בשלבים שונים של הבשלת הפרי ,בנוסף

. ושארו בטמפרטורת החדר עד להבשלתםה הפירות. 'האס' זןהמפירות גדולים , קטיף הפרי

פירות  3 -נדגמה רקמת הציפה מ, )ימים לאחר קטיף 13 ,11 ,9 ,6 ,3 ,0(במהלך הבשלת הפרי 

בכדי לשמש בהמשך   80°C- -ב ובחנקן נוזלי ונשמר והוקפא הרקמות הנדגמות. בכל נקודת זמן

  .RNAלהפקת 

 צעירים ' האס'שתילים נעשה שימוש ב, לפני ולאחר עקת יובש, צורך איסוף עלי אבוקדול, בסוףל

משתילים אלו עלים נלקחו עקת יובש י להשרות תנאי בכד. גודלו בחממה במכון וולקניאשר 

שלוש לצורך -חדר למשך שעתיים' נשקלו והושמו על השולחן במעבדה בטמפהעלים . בוגרים

עטופות בנייר  הושמו העלים בשקיות נייר לחות ,ממשקלם 30%עד  20%לאחר איבוד . ייבושם

 -80°C -לי ונשמרו בבחנקן נוזהוקפאו העלים . )Xiong et al., 2001( שעות 4 המשך אלומיניום 

 .RNAבכדי לשמש בהמשך להפקת 

  

  הערכת מספר תאים וגודל תאים –חתכים היסטולוגים . 2.2
נדגמו בנקודות זמן שונות במהלך תקופת התפתחות אשר  )קטנים 9 -גדולים ו 9(פירות  18

, חתכו לרוחבםנפירות ה. לצורך הכנת חתכים היסטולוגיים של רקמת הציפהשימשו  ,הפרי

 FAA )50%קובעו בתמיסת  המקטעים. מ"ס 0.5 -למקטעים בעובי של כ, רכז הפריבמ
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Ethanol, 10% Formaldehyde, 5% Acetic acid(  ותדהידרצי ועברו סידרה של 'ש 24למשך 

פינקלמן ) (Tert-butanol(בוטנול -טרט :)Ethanol(של אתנול שונים בריכוזים  םעל ידי השריית

 .)בהתאמה 25%:75% ,45%:55% ,50%:35% ,50%:20% ,40%:10%) (מ"כימיקלים בע

 ,60oC )Paraplast plus( )Oxford Labware -מומס בבפארפין  דוגמאותקובעו ה ייבושןלאחר 

St. Louis. U.S.A. (. במכשיר מיקרוטום מסוג הדוגמאות  י חיתוך"בוצעה עחתכים הכנת ה

Laica RM2245 )Leica Microsystems, Wetzlar, Germany(  בספרנין החתכים נצבעו

(Safranin) )Sigma-Aldrich, St Louis, MO ( ובפאסט גרין)Fast-green) (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO(, ציטופלסמה וצלולוז :בירוקוליגנין , קוטין, סוברין, כיטין :באדום יםהצובע. 

   .)Leicaתוצרת מ(  DC 200ובמצלמה) DMLB 100S(צולמו במיקרוסקופ אור  החתכים שהוכנו

בכל נבחרו באקראי  ,רקמת הציפה ברוחבה שלבכדי לחשב את שטח התאים ומספר התאים 

במרכז הציפה וכן ליד , אזור ליד קליפת הזרע: μm2 90,000 )בשטח של (שלושה אזורים חתך 

מוצע שטח התאים ברקמת הציפה חושב על ידי מ .מספר התאיםונספרו בהם  האקסוקארפ

ממוצע מספר . במספר התאים שהתקבל בכל ספירה) μm2 90,000(דגם חילוק השטח הנ

כאשר , n=d√X*3.33: חושב על ידי שימוש בנוסחה הבאהרקמת הציפה ברוחב התאים הכולל 

n הינו מספר התאים ,d  פרי במילימטרים וציפת הפרי הינו רוחב- X  הוא מספר התאים שנספר

  .  )Cowan et al., 1997( באזור הנדגם

 

  Total RNAהפקת . 2.3
 ,.CTAB )Chang et alמרקמות הפרי השונות ומעלים נעשתה בשיטת  Total RNAהפקת 

1993(. 

 20mM NaPhosphate, pH 6.8( 1%ל אגרוז 'נאמדה באמצעות הפרדה על ג RNA-איכות ה

8% Formaldehyde (י כימות במכשיר הננודרופ "ועSpectophotometer NanoDropND) – 

1000) (NanoDropTechnologies, Rockland, USA .(  

  
  'האס'מאבוקדו  Lefw2.2שיבוט חלקי של גן ההומולוגי ל . 2.4

זוהו תחילה אזורים שמורים בעלי הומולוגיה  ,מאבוקדו Lefw2.2 -על מנת לשבט גן ההומולוגי ל

). NCBI )http://www.ncbi.nlm.nih.govגבוהה במגוון הצמחים על ידי חיפוש במאגרי המידע 

 DNAMANההשוואה בין רצפים ברמת החלבון ואיתור רצפים שמורים נעשתה בעזרת התוכנה 

(Lynnon BioSoft) ובאתר - http://align.genome.jp .סמיעוצבו תחלים , על בסיס מידע זה - 

תחלים אלה שימשו להגברה של מקטע הגן , )1 'מס טבלה(יים לאזורים השמורים דגנרטיב
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יום לאחר  120, הופק מרקמת ציפה של פרי קטןש RNA -י שימוש ב"ע RT-PCRבשיטת 

חיזוי אזורים . RACE’3השלמה חלקית של ריצוף הגן נעשתה בשיטת . פריחה מלאה

) DAS’ )http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS‘הידרופוביים בחלבון בוצע באמצעות התוכנות 

, תוצאותראה ) (SOSUI )u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html-http://bp.nuap.nagoya -ו

 ).11 'מס איור

  :בוצע כדלקמן Pafw2.2של  קטע חלקימשיבוט 
 ,ONE-STEP RT-PCR Premix )Intronנעשתה על ידי שימוש בערכת הגן הגברת מקטע 

Korea (שבמבחנה מתבצעת תחילה יצירת מתבסס על כךעקרון השיטה . לפי הוראות היצרן 

 כאשר, להגברת מקטע ספציפי של גן מטרה PCRולאחריה ראקצית  cDNAהגדיל הראשון של 

  .כל התהליך חל במבחנה אחת

  :טיפול זה נערך באופן הבא. DNase -ב RNA -הריאקציה בוצעה לאחר טיפול מקדים של ה

  : הוסף Total RNAשל  µg 4ל 

1 µl 10X DNase I Buffer (Promega, Madison, WI, USA) 

1 µl DNase free RNase (1 U/ µl) (Promega, Madison, WI, USA) 

 
הדוגמאות הודגרו חצי שעה . DEPC  -י מים שעברו טיפול ב"ע µl 10 - הושלם לנפח הריאקציה 

  :לאחר מכן הוסף 37°C -ב

1 µl Stop reaction Buffer (Promega, Madison, WI, USA) 

 

 : בוצעה הריאקציה כדלקמן DNase -טיפול בהלאחר 

  : וסף ה) ONE-STEP RT-PCR Premix )Intron, Koreaלמבחנה המסופקת בערכה של 

2 µg DNAse treated RNA  

1 µl Primer forward (Fw2.2 dS) (10 pmol/ul) 

1 µl Primer reveres (Fw2.2 dAS) (10 pmol/ul) 

  .µl 20עד לנפח של  DEPC - מטופלים ב) ddH2O(וכן מים מזוקקים פעמיים 

: ורים שלמחז 94°C ,45 -דקות ב 45°C ,5 -דקות ב 30: היו כדלקמן PCR -תנאי ריאקצית ה

.  72°C-דקות אחרונות ב 72°C .10-דקות ב 2 -ו C60° -שניות ב C94 ,60°- שניות ב 30

ל של 'הופרד בג PCR -תוצר ה. Labnetשל חברת  Multigeneבמכשיר מסוג  בוצעההריאקציה 

, DNA λכסמן גודל שימש . 1.2%בריכוז של ) Sigma-Aldrich, St Louis, MO(אגרוז 

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder )(Farmentes, Canada , המכיל מקטעים בגדלים של

250 - 10000 base pairs (bp) . 
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  :RACE’3השלמה חלקית של ריצוף הגן בשיטת 
שהופק מרקמת ציפה של  RNA - י שימוש ב"נעשתה ע, cDNA - סינתזת הגדיל הראשון של ה

רצף זה שימש ). 2 'מס ראה טבלה(ורצף בסיסים ידוע  Oligo dTפרי קטן ותחל אשר מכיל 

  . PCRלאחר מכן כעוגן לריאקצית ההגברה ב 

  :סונתז כדלקמן cDNA - הגדיל הראשון של ה 

  :הוסף) DNase -מטופל ב( total RNAשל μg 2 -ל

1 μl Oligo dT anchor primer (T17AP) (10 pmole/ μl)  

  µl 11עד נפח  DEPC - ומטופלים ב) ddH2O(מים מזוקקים פעמיים 

 

  :למבחנת הריאקציה הוספו. והועברה במהירות לקרח C70°דקות ב  5ה הודגרה התמיס

4 μl 5X M-MuLV RT buffer (Fermentas, Irvine, USA) 

2 μl dNTP mix (10 mM each) 

0.5 μl RNAse inhibitor (40 U/ μl) (Fermentas, Irvine, USA) 

 

. DEPC –מטופלים ב ) ddH2O(י מים מזוקקים פעמים "ע µl 19נפח הריאקציה הושלם ל 

  .37°Cדקות ב  5המבחנה הודגרה למשך 

  :למבחנת הריאקציה הוסף

1 μl M-MuLV RT enzyme (200 U/ μl) (Fermentas, Irvine, USA) 

-דקות ב 10י הדגרה למשך "סיום הריאקציה בוצע ע. C42°-המבחנה הודגרה במשך שעה ב

70°C .  

  :שבוצעה כדלקמןראשונה  PCRריאקצית שימש ל cDNA -תוצר ריאקצית ה,  בהמשך

 : הכילה µl50 הריאקציה בנפח כולל של 

  µl 5X Phusion GC  Buffer (1.5 mM MgCl2 10מכיל (

1 µl dNTP mix (10 mM each) 

1 µl Primer forward 1 (Fw2.2 dS) (10 pmol/ul) 

1 µl Anchor Primer (AP) (10 pmol/ul) 

0.5 µl Phusion DNA Polymerase (0.02 U/µl) (FINNZYMES, Finland) 

1 µl cDNA (0.2 µg)  

  .DEPC-מטופלים ב) ddH2O(עם מים מזוקקים פעמים  µl 50 -נפח הריאקציה הושלם ל
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, C98° - שניות ב 10: מחזורים של C98 ,45°-דקות ב 5: היו כדלקמן PCR -תנאי ריאקצית ה

הורץ  PCR - תוצר ה.  72°C-ונות בדקות אחר 72°C .15 -שניות ב 45ו  C58° -שניות ב 30

  .1.2%ל אגרוז בריכוז של 'בג

 ,NucleoSpin Extract II )Macherey-Nagelלאחר ההרצה נוקה התוצר באמצעות ערכת 

Düren, Germany(  בהתאם להוראות היצרן .  

  ).Semi-nested-PCR(נוספת  PCRהראשונה בוצעה ריאקצית  PCR -לאחר ריאקצית ה

  :הכילה µl 50כולל של הריאקציה בנפח 

3 µl PCR Product  

10 µl 5X Green Go Taq Reaction Buffer (7.5 mM MgCl2) 

1 µl dNTP mix (10 mM each) 

1 µl Primer forward 2 (PaFw2.2 S2) (10 pmol/ul) 

1 µl Primer (AP) (10 pmol/ul) 

0. 25 µl Go Taq DNA Polymerase (5 U/µl)  

  .DEPC -מטופלים ב) ddH2O(עם מים מזוקקים פעמים  µl 50-ל נפח הריאקציה הושלם

 , C94°  - אחת ב דקה: מחזורים של C94 ,45° -דקות ב 2: היו כדלקמן PCR -תנאי ריאקצית ה

ל 'הורץ בג PCR -תוצר ה. 72°C -דקות אחרונות ב 72°C .15 - דקות ב 2 - ו 58°C - דקה אחת ב

  .מ לקריאת רצף הבסיסים"נוקה ונשלח למעבדות חי בע, 1.2%אגרוז 
 
 
 
 
 

' טמפ 5→  3רצף התחל   שם התחל
  החיבור

Fw2.2 dSGGTGGTCNACNGGNTTRTGTCATT 65  

Fw2.2 dAS AGCCNCGGTTCTTYAGYTCYCTGT 
  

65  

 
 

 
ואותיות הקוד לצרופי הבסיסים  .Pafw2.2חלים הדגנרטיביים אשר שמשו להגברת הגן הת :1' מס טבלה

 .השונים
  
  
  

  N  V  D  B  H  W  M  R  K  S  Y  אותיות קוד
 A,C,G,T G,A,C G,A,T G,T,C A,T,C A,T A,C A,G G,T G,C C,T  בסיסים



 26

' טמפ 5→  3רצף התחל   שם התחל
  החיבור

T17AP  GACTCGAGTCGACATCGA(T)17 57.8  

AP   GACTCGAGTCGACATCGA52.1 

PaFw2.2 S2  ATTGCAGCGATAGTGAACAGAGGAGC 68  

 
  Pafw2.2  של 3'משו להגברת מקטע הרצפים ששי :2 'מס טבלה

  
 

מאבוקדו  MoCo sulfurase -ל הומולוגישיבוט חלקי של גן . 2.5
  'האס'

  מאזור זוהו תחילה אזורים שמורים  מאבוקדו MoCo sulfurase  -ל הומולוגיעל מנת לשבט גן 

 NCBIע בעלי הומולוגיה גבוהה במגוון צמחים על ידי חיפוש במאגרי המידטרמינל של הגן  N -ה

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov .( ההשוואה בין רצפים ברמת החלבון ואיתור רצפים שמורים

על . http://align.genome.jp -ובאתר) DNAMAN )Lynnon BioSoftנעשתה בעזרת התוכנה 

תחלים אלו ). 3 'מס ראה טבלה(עוצבו תחלים לאזורים השמורים , צף של הגן מעגבנייהסמך הר

מרקמת ציפה מפרי קטן של אבוקדו  RNA - שהוכן מ cDNA  -שימשו להגברת מקטע הגן מ

   .'האס'

  

  .2.4כמתואר בסעיף סונתז  cDNA -הגדיל הראשון של ה

  :לקמןשבוצעה כד PCRשימש לריאקצית , cDNA -ה תוצר ריאקצית

 : הכילה µl50 הריאקציה בנפח כולל של 

  µl 5X Phusion GC  Buffer (1.5 mM MgCl2 10מכיל (

1 µl dNTP mix (10 mM each) 

1 µl Primer forward (MoCo S1) (10 pmol/ul) 

1 µl Primer Reverse (MoCo AS1) (10 pmol/ul) 

0.5 µl Phusion DNA Polymerase (0.02 U/µl) (FINNZYMES, Finland) 

1 µl cDNA (0.2 µg)  

  .DEPC-מטופלים ב) ddH2O(עם מים מזוקקים פעמים  µl 50 -נפח הריאקציה הושלם ל

, C98° -שניות ב 10: מחזורים של C98 ,45° -דקות ב 5: היו כדלקמן PCR -תנאי ריאקצית ה

הורץ  PCR-תוצר ה.  72°C-דקות אחרונות ב 72°C  .15 -שניות ב 45ו  60°C -שניות ב 30

  .1.2%ל אגרוז בריכוז של 'בג
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 ,NucleoSpin Extract II )Macherey-Nagelלאחר ההרצה נוקה התוצר באמצעות ערכת 

Düren, Germany  (בהתאם להוראות היצרן . 
 

  החיבור' טמפ 5→  3רצף התחל   שם התחל
MoCo S1AACAGCGTCCTTGGGATTAGGGAA60.3  

MoCo AS1 GCACTTGCACCAGGATTGCAAAA 59.2  

 
 .על סמך רצף הגן בעגבנייה PaMoCo sulfuraseהתחלים אשר שמשו להגברת הגן  :3 'מס טבלה

  
    (Semi-quantitative RT-PCR)אנליזה חצי כמותית. 2.6

תחלים . בפרק זה 4 'מס התחלים הספציפים אשר שמשו לאנליזה חצי כמותית מופיעים בטבלה

 DNA -תוכננו על פי רצף הבסיסים של ה PaMoCo sulfurase - ו Pafw2.2ספציפיים לגנים 

תוכננו על פי רצף  PaNCED3 -ו PaNCED1תחלים ספציפיים לגנים ). מפורט לעיל(ששובט 

, PaACTINתחלים ספציפיים לגן ). Charnys and Zeevaart, 2000(הגנים שפורסם בעבר 

 Floral Genome Projectתוכננו בהתאם לרצף הגן המופיע במאגר המידע של 

)http://fgp.bio.psu.edu/fgp .(  

   

כמתואר סונתז  )קליפת זרע וזרע, ציפה, עלים(שונות  תומרקמ cDNA - ה הגדיל הראשון של

   :בוצעה כדלקמן גנים ספציפים עיהגברת מקט, 2.4בסעיף 

  

 µl 5X Green Go Taq Reaction Buffer (7.5 mM MgCl2 5מכיל ( 

1 µl dNTP mix, 10 mM each 

1 µl Primers forward (10 pmol/ul) 

1 µl Primer reveres (10 pmol/ul) 

0.125 µl Go Taq DNA Polymerase (5 U/µl)  

1 µl cDNA (0.2 µg)  

  .DEPC -מטופלים ב) ddH2O(עם מים מזוקקים פעמים  µl 25 -נפח הריאקציה הושלם ל

- אחת ב דקה: מחזורים של ºC94 ,27-42 -דקות ב 2: היו כדלקמן PCR -התנאי ריאקצית 

ºC94 ,72 - דקה אחת ב, דקה אחת בטמפרטורות המתאימות לכל זוג תחליםºC  ושלב הארכה

  -ב הגברהעבור כל גן כוילו תנאי הריאקציה ומספר מחזורי ה. 72°C - לבד שניות ב 10 -קצר 

PCR )ת התוצר שמתקבלת בכל ריאקציה מקבילה למידת כמו, באופן זה) 4 'מס ראה טבלה

  .התבטאות הגן ברקמה הנבדקת
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' טמפ 5→  3רצף התחל  1שם התחל שם הגן

  החיבור
מספר 
מחזורי 

PCR  

תוצר 
PCR 

)bp( 
Pafw2.2  PaFW2.2 F ATTGCAGCGATAGTGAACAGAGGAGC 65  

  

42  201 

PaFW2.2 R TTCTTGGCACAAGGCACAACACTC 

PaNCED1 PaNCED F TCAACGAATCCAACCAGAGCCTGA 60  

  

42  818 

PaNCED RTACAAGCAGTGGAAGAAGGGAAGG

PaNCED3 PaNCED3 F GAACAAGACCCTGAGACTGAG 60  42  302 

PaNCED3 R ATTATAGAGAACCAGCTAAGGTAC 

PaMoCo 
sulfurase  

PaMoCo F ACCCAAGCTATGTCACCAGCAGAA60 27 524 

PaMoCo  R  AGAGAAGCCGTATGCCTGGCTATT

PaACTIN PaActin F TGAAATACCCCATTGAGCATGG 60  27  267 

PaActin R GAATCCAGTACAATACCTGTGGTACG 

 

אשר שמשו להגברת הגנים השונים  PCR -מחזורי ה' החיבור ומס' טמפ, רצפי התחלים  :4 'מס טבלה

   .וגודל התוצר המצופה sq-RT-PCR -בריאקצית ה

1- F  מיצג את התחלforward , R  מייצג את התחל.reverse  

  

2.7.Northern blot  (Drager and Stern, 1998)  
עלים מהלך הבשלת הפרי ובציפת הפרי בב PaNCED3 -ו PaNCED1דגם הביטוי של הגנים 

בשל ההומולוגיה הגבוהה בין הגנים . Northernאנליזת  י"נבדק ע, עקבות השראת יובש בעליםב

 Charnys( של שני הגנים אלו UTR’3השתמשנו בגלאים ספציפים שהוגברו מחלקי ה , ל"הנ

and Zeevaart, 2000( .   

  :בוצע באופן הבא גלאיםה סימון
    100oCהורתחו  ב )ng 50( אשר שמשו כגלאים יםהמנוק DNA - ה ימקטע 

  :למבחנת הריאקציה הוסף

10X buffer klenow (Promega, Madison, WI, USA) 

0.5mM dNTP-C  
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0.25 u/µl DNA Polymerase l Large (Klenow) Fragment (Promega, Madison, WI, 

USA) 

1 µg Random Primers (Promega, Madison, WI, USA) 

2 µl [α32P] dCTP (Roche Diagnostics, Meylan,France) 

   . 37°Cהמבחנה הודגרה למשך שעה ב 

 ,QIAquick nucleotide removal kit )Qiagene :הערכה י"ניקוי הבסיסים העודפים נעשה ע

Inc. Hilden, Germany(    

  Blotting - הרצת הדוגמאות ו
 (Formamide, 16.5% 50%הרצה בופרשל  µl 7הוספו ) RNA )10 µg -לדוגמאות ה

Formaldehyde, 10mM EDTA, 40mM NaPhosphate, pH 6.8, 0.2 µg/µl EtBr, 10% 

(Glycerol, Bromofenol blue.  65° -דקות ב 15הדוגמאות חוממו למשךC  על מנת לפתוח

ל אגרוז 'הוטענו בגו הדוגמאות לקרחהועברו מיד לאחר מכן . RNA -את המבנה השניוני של ה

1.2% )20mM NaPhosphate, pH 6.8 8% Formaldehyde,( .הפרדת הדוגמאות נעשתה 

במכשיר ) 10mM NaPhosphate, pH 6.8, 7.5% Formaldehyde(בבופר הרצה 

 RNA - לאחר ההרצה וההפרדה של ה .שעות 4 - למשך כ 100Vאלקטרופורציה במתח של 
 ,Hybond –N+, Amersham( נת ניילוןהדוגמאות לממבר הועברו בשדה חשמלי

Buckinghamshire, UK ()(Sambrook et al., 1989 .  
   קדם היברידיזציה

חסימת האתרים הפנויים מחומצות גרעין בממברנה במטרה למנוע קישור לא ספציפי של הגלאי 

 0.25M Na2PO4 ,pH 6.8-7.2, 100 mg(תמיסת היברדיזציה בי טלטול הממברנה "נעשתה ע

BSA, 3.5% SDS, 1mM EDTA ( 65° -בלמשך שעהC .  

  היברידיזציה
 .דקות 5שך למ 100°C -בלתמיסת הקדם היברידיזציה הוסף הגלאי המסומן אשר חומם מראש 

, נעשתה תוך כדי טלטול בתנור היברידיזציה RNA -תגובת ההיברידיזציה בין הגלאי לבין ה

  . 65°C -בלמשך הלילה 

  וחשיפה לפילם שטיפות
י נאסף לשימוש חוזר והממברנה נשטפה לשם הסרת שאריות הגלאי שנקשר באופן לא הגלא

 40mM NaPO4 ,pH 6.8-7.2, 5%( 1בופר שטיפה שתי שטיפות ראשונות נעשו עם . ספציפי

SDS( ,ב- C°65  2עם בופר שטיפה בהמשך בוצעו שתי שטיפות . כל אחת דקות 5למשך 

)40mM NaPO4 ,pH 6.8-7.2, 1% SDS (25° -בC  עד לשטיפת מרבית החומר הרדיואקטיבי
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מונה הגייגר היה . במונה גייגר באזורים ספציפייםחזקה וקבלת קריאה , )קרינת רקע(הלא קשור 

  .ימים 1-4הפילם נחשף למשך . FLA-5000  ,Fujifilmמדגם 
  

  שיטות מולקולאריות כלליות. 2.8
  ל אגרוז'בג DNAאלקטרופורזה של . 2.8.1

 ,.Maniatis et al(מרים הדרושים להרצה הוכנו על פי הפרוטוקולים המקובלים התמיסות והחו

בריכוז סופי של  (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)התמיסות הכילו אתידיום ברומיד . )1982

0.2 µg/ml .תוצרי ה- PCR  ותוצרי חיתוך שלDNA ל אגרוז בריכוז 'הופרדו על גבי ג, פלסמידי

  1xTAEההרצה נעשתה במתקן אלקטרופורזה אופקי שהכיל בופר הרצה. 1%-1.5%של 

-nm )TFX 320באורך גל של  UVל נעשתה על גבי שולחן 'בחינת הג. Volts 100ובמתח של 

35M Viber Lourmat, france.( 

  
  ל אגרוז 'מג DNAבידוד מקטעי . 2.8.2

נעשה באמצעות הערכה המסחרית , על מנת לקבוע את רצף המקטע, ל'מהג DNAבידוד מקטעי 

NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel, Düren, Germany) בהתאם להוראות היצרן .

 DNA - טף הלאחר מכן נש. לממברנת סליקה DNA-ל וספיחת ה'הניקוי נעשה על ידי המסת הג

  .על ידי בופר המכיל אתנול והומס במים

  

   E.coliהחדרת פלסמיד לחיידקי . 2.8.3
  ריתוך מחדר לתוך פלסמיד -ליגציה . 2.8.3.1

הליגציה . לצורך קביעת רצף הבסיסיםPCR שבודדו בריאקציות , DNAליגציה נעשתה למקטעי 

בהתאם , pGEM T Easy  (Promega, Madison, WI, USA)נעשתה באמצעות ערכת

בתום הארכת התבנית  Taq Polymeraseמוסיף האנזים , PCRבריאקצית  . להוראות היצרן

כן יכולה להתבצע -ועל, TTPוקטור הליגציה מכיל בקצותיו בסיסי . ATPמספר בסיסים מסוג 

  . ליגציה בין קצוות המחדר לקצוות הוקטור

  :הכילה µl 10הריאקציה בנפח כולל של 

3 µl PCR fragment 

1 µl Vector 

5 µl 2X Buffer T4 Ligase  

1 µl T4 Ligase 
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  .4°Cשל ' הריאקציה בוצעה למשך הלילה בטמפ

 Chung and(קור - הכנת חיידקים קומפטנטיים לטרנספורמציה באמצעות שוק חום. 2.8.3.2
Miller, 1988.(  

כל התמיסות עברו עיקור לפני . DH5αמסוג  E.coliהחיידקים ששימשו בעבודה זו הם חיידקי 

כשהמטרה היא קבלת חיידקים בעלי יכולת  ,CaCl2הכנת החיידקים נעשתה בשימוש  .השימוש

 SOB )2%תרבית חיידקים גודלה במצע . מוגברת לקליטת פלסמידים בעזרת שוק חום וקור

Bacto-tryptone, 0.5% yeast extract, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM 

MgSO4 ( 37° -בC עם מצע  100התרבית נמהלה פי , למחרת. למשך לילהSOB  וגודלה ללילה

 - הגידול נמשך עד שהתרבית הגיעה ל). ml250 נפח התרבית (בטלטול  20°Cשל ' נוסף בטמפ

O.D.650nm=0.4-0.6  .ום הגידול החיידקים קוררו בקרח למשך בת. המשך העבודה נעשה בקרח

של  ml80  - משקע החיידקים הורחף ב. C4° -דקות ב 10במשך  g 2500 - דקות והושקעו ב 10

) 10mM Hepes, 15mM CaCl2, 250mM KCl, 55mM MnCl2, pH 6.7(מקוררת  TBתמיסת 

 הכילה  כאשר כל מבחנה, מבחנות 4 -נפח החיידקים חולק ל. דקות 10והועבר לקרח למשך 

ml20 .2500 -החיידקים הושקעו ב g  4° - דקות ב 10למשךC והמשקע הורחף ב-ml  20  שלTB 

 חולקו למנות של , דקות בקרח 10החיידקים קוררו למשך . DMSO 7%לכל מבחנה הוסף . קר

µl500 80°  -החיידקים אוחסנו ב. והוקפאו מיד בחנקן נוזליC-.  

  טרנספורמציה לחיידקים. 2.8.3.3
חיידקים ). Chung and Miller, 1988(רנספורמציה נעשתה באמצעות שוק חום הט

והם הונחו בקרח למשך  מתוצר הליגציה µl 5-10  לחיידקים הוסף . קומפטנטיים הופשרו בקרח

. שניות ומיד הוחזרו לקרח למשך שתי דקות 30למשך  42°C -החיידקים הועברו ל. דקות 30

 ,LB  )1% Bacto-Tryptone, 0.5% Bacto-Yeast extractמצע µl 800החיידקים אוששו עם 

1% Nacl, pH 7.2( ,37° - טולטלו למשך שעה בC ,ונזרעו על גבי צלחות על מצעLB  

 -הצלחות הודגרו ב). μg/ml 100בריכוז סופי של , אמפיצילין(ואנטיביוטיקה מתאימה לסלקציה 

37°C למשך הלילה. 

  

  רצףפלסמידי וקביעת  DNAהפקת . 2.8.4
שהכיל את האנטיביוטיקה המתאימה , LBשל  ml 3 -מושבות חיידקים בודדות גודלו ב

, פלסמידי DNAהפקת . למשל לילה 37ºC -בטלטול ב, )μg/ml 100בריכוז סופי של , אמפיצילין(

 ,Plasmid Mini Kit )RBC Bioscience, Taipaiנעשתה באמצעות הערכה המסחרית 

Taiwan (ההפקה נעשתה על ידי הטענת הנוזל העליון המתקבל לאחר . ןבהתאם להוראות היצר
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תוצרי הפקה זו שימשו בין היתר לתהליכי . של הפלסמיד מתוכה DNA - פירוק החיידקים ומיצוי ה

  .DNAקביעת רצף עבור 
  חיתוך הפלסמיד בעזרת אנזימי רסטריקציה. 2.8.4.1
ע על מנת לוודא כניסתו של החיתוך בוצ. פלסמידי נעשה לאחר בידוד הפלסמיד DNAחיתוך 

 ,EcoRI ).Promegaהחיתוך נעשה על ידי אנזים הרסטריקציה . המחדר הרצוי לתוך הפלסמיד

Madison, WI, USA .(  

  :תנאי הראקציה

5 µl Plasmid 

2 µl 10X Buffer H (Promega, Madison, WI, USA) 

0.5 µl EcoR I (12 U/ µl) 

לאחר מכן המבחנה הודגרה למשך . ם מזוקקים פעמייםעם מי μl 20  -נפח הריאקציה הושלם ל

  .37°C - שעתיים ב

  .1%ל אגרוז של 'תוצרי החיתוך הורצו בג

  ועיבוד רצפים DNA - קביעת רצף ה. 2.8.4.2
לקביעת הרצפים נעשה ). ישראל, רחובות(מ "בעקביעת הרצף נעשתה על ידי מעבדות חי 

אנליזת הרצפים נעשתה . ספציפים לרצףאו בתחלים  T7, SP6שימוש בתחלים אוניברסליים 

  . http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/index.html: באתר BLASTבאמצעות תוכנת 

אשר נתן את ההתאמה לרצף הבסיסים וחומצות  http://align.genome.jp: וכן באמצעות האתר

  .של החלבון המבוקשהאמינו 
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  תוצאות. 3
 .חלק א –תוצאות . 3.1

שטח תאים ומספר  -גדולים וקטנים ' האס'התפתחות פירות . 3.1.1
  .ברקמת הציפה תאים

הינו עיכוב בתהליך ' האס'בעבודות קודמות נטען כי הגורם המגביל את התפתחות הפרי בזן 

 מצא זה ובכדי לבסס את המערכת המחקריתבעקבות מ). Cowan et al., 1997(חלוקת תאים 

פירות גדולים בדיקות לקביעת שטח התאים ומספר התאים ב ,בשלב ראשוןערכנו  ,בה עבדנו

נדגמו פירות גדולים וקטנים במועדים שונים , לצורך בדיקות אלו. מהלך התפתחות הפריוקטנים ב

חלוקה , אולם, חה מלאהימים לאחר פרי 47דגימות ראשונות נלקחו . במהלך תקופת הגידול

בשלב בו ניתן , יום לאחר מועד הפריחה 90 -לקבוצת דיגום של פירות גדולים וקטנים התבצעה כ

הפירות הובאו  ).Cowan et al., 1997( היה לזהות בברור הבדלים בין פירות גדולים וקטנים

עקום הגידול  4' כפי שניתן לראות באיור מס .אורך ומשקל רטוב ,למעבדה לצורך מדידות קוטר

הבדלים מובהקים במדדי . של פירות גדולים וקטנים שהתקבל היה בעל אופי סיגמואיד פשוט

נמצא , כמו כןויום לאחר פריחה מלאה  90 - נצפו  כ, הרוחב והאורך של הפירות הגדולים וקטנים

שינוי מובהק במשקל הפירות הגדולים והקטנים במהלך התפתחות הפרי ובמשקל הפרי הסופי 

  ).  ג-א 4 'מס איורראה (

בחינת חתכי רוחב היסטולגיים של ציפת פירות גדולים וקטנים בשלבי התפתחות שונים בוצעה  

תוצאות חישובי מספר התאים לרוחב ציפת ). Cowan et al., 1997(כמתואר בעבודות קודמות 

קבלו על ידינו התוצאות שהת . 5 'מס מוצגים באיור, הממוצע התאים הפרי ותוצאות חישובי שטח

, פירות הגדולים והקטנים גדילה בשטח התאיםציפת הבמהלך התפתחות הפרי חלה במורות כי 

יום לאחר  120 -גיעה לפלטו כהבחודשים האחרונים של התפתחות הפרי ו התמתנהגדילה זו 

במהלך תקופת התפתחות הפרי לא נצפו הבדלים מובהקים בשטח התאים . פריחה מלאה

תוצאות , לעומת זאת .)'ג5 'מס ואיור' ב5 'מס איור(פירות גדולים וקטנים בין הממוצע המחושב 

הראה כי במהלך תקופת התפתחות הפרי , לרוחב ציפת הפרי חישוב מספר התאים הממוצע

, )'א5 'מס איור(מאשר בפירות גדולים  היה קטן באופן מובהק, מספר התאים בפירות הקטנים

או עצירה בתהליך חלוקת /י קטן הינו אמנם תולדה של עיכוב ותוצאות אלו מורות כי פנוטיפ פר

התוצאות הללו מאששות , בהתאם, התאים בפרי ואינו נגרם כתוצאה מעיכוב בגידול התאים

    .)Cowan et al., 1997( ממצאי עבודות קודמות
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אורך ומשקל ,שינויים במדדי קוטר – 4 'מס איור
 'האס'טרי של פירות גדולים וקטנים מהזן 

קוטר , השתנות אורך) ג-א( .במהלך עונת הגידול

. גדולים וקטנים' האס'ומשקל טרי של פירות 

סטיית /+ -פירות   36העקומות מייצגות ממוצע של 

החץ מתאר את נקודת הזמן בה בוצעה . תקן

חלוקה לקבוצות דיגום של פירות גדולים ופירות 

חתך אורך מייצגים של פרי גדול ופרי  )ד(. קטנים

  . יום לאחר פריחה מלאה 88קטן  
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במספר ובשטח התאים המחושב של פירות גדולים וקטנים במהלך  שינויי ממוצע  -5 'מס איור
שטח התאים  )ב(שינוי במספר התאים הממוצע המחושב לרוחב רקמת הציפה  )א(התפתחות הפרי 

העקומות והנקודות מייצגות . הממוצע המחושב של פירות גדולים וקטנים במהלך תקופת התפתחות הפרי

חתכי רוחב היסטולוגים מציפת פירות גדולים וקטנים בשלבים  )ג(. סטיית תקן/+ -ספירות   54ממוצע של 

 ושימש ים אשרהאזור. חתך רוחב היסטולוגי של חנט אבוקדו צעיר) ד(שונים של התפתחות הפרי 

   .לספירת תאים מסומן באדום

  

    .'האס'מאבוקדו   Lefw2.2 -ל הומולוגישיבוט חלקי של גן . 3.1.2
הינו גן המקודד לחלבון הפועל כבקר שלילי של חלוקת תאים בשלבי  Lefw2.2כפי שצויין במבוא 

עלייה בביטוי דגם הביטוי של גן זה נמצאת בקורלציה  .התפתחות מוקדמים של פרי העגבנייה

בהילקח בחשבון תוצאות עבודות . )Cong et al., 2002(הפוכה עם הפעילות המיטוטית בפרי 

, אינו עיכוב בגידול התאים 'האס'תחות הפרי בזן קודמות המורות כי הגורם המעכב את התפ

, ובעקבות אישוש ממצא זה בעבודה זו ,)Cowan et al., 1997(אלא עיכוב בתהליך חלוקתם 

מתוך הנחה זו  .קיים באבוקדו ,ניתן היה להניח כי גן זהה המקודד לחלבון הפועל באופן דומה

שיבוט חלקי של הגן בוצע בשיטת . 'האס'באבוקדו  Lefw2.2 -ל הומולוגיהחלטנו לנסות לשבט גן 

RT-PCR על ידי שימוש ב- cDNA  ימים לאחר  120(שהופק מרקמת ציפה של פירות קטנים

אשר הראו הומולוגיה גבוהה ממגוון צמחים  ESTsלצורך כך הושוו תחילה רצפי ). פריחה מלאה

, ראה חומרים ושיטות(ורים אלו דגנרטיביים כנגד אזורים שמ- סמיותוכננו תחלים  LeFw2.2 - ל
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אשר הראה    bp 102באורך DNAשימוש בתחלים אלו הוביל להגברת מקטע ). 2.4סעיף 

, בהמשך Lefw2.2.ברמת החלבון לגן  52.67% - ו DNA -ברמת ה 70.26%הומולוגיה של 

שהתקבלו משימוש  PCRל מייצג של תוצרי ה 'ג.  RACE'3של הגן בשיטת  3' -ה בודד קצהו

הגן . 6 'מס מוצגים באיור RACE'3ושל תוצר ה   Lefw2.2דגנרטיבים של הגן- הסמיחלים בת

בסיסים מהווים את האזור  156 מתוכם , בסיסים 564החלקי  אשר שובט מאבוקדו הינו באורך 

 חומצות אמיניות 136 -רצף הגן החלקי המתורגם מקודד ל). UTR’3(הלא מתורגם של הגן 

 – Lefw2.2  ברמת החלבון עם הגן  63.70% -ו DNA -הברמת  65.44%וחולק הומולוגיה של 

  ). 8 - ו 7 'מס איורראה ( Pafw2.2בהתאם כונה גן זה על ידינו  

ועם  מעגבנייה Lefw2.2עם רצף הגן המתורגם   Pafw2.2 השוואת רצף הגן החלקי המתורגם

מתוצאות השוואה זו ניתן . 9 'מס מוצגת באיור הומולוגים מתורגמים מייצגים ESTsמספר רצפי 

חד  צמחים מיניממספר  ESTsעם ) 71.8%עד (גבוהה הומולוגיה חולק  Pafw2.2לראות כי 

המקודד לחלבון מגפן  EST תרגוםההומולוגיה הגבוהה ביותר נמצאה ל. פסיגיים ודו פסיגיים

 EST תרגוםנמצאה ל) 53.4%(ביותר נמוכה ההומולוגיה אילו ובעל פעילות בלתי ידועה 

  . המקודד אף הוא לחלבון בעל פעילות שאינה מוגדרת מפטוניה

) domain(הראתה כי בחלבון קיים אזור  PaFW2.2אנליזה פונקציונלית של מקטע החלבון 

דומיין עשיר בחומצה , )10' איור מס( )PLAC8 )Placenta-specific gene 8 proteinהנקרא 

). Nakagawa et al., 2006(נים בחי ובצומח חלבו 127 - מצוי בה) Cys(האמינית ציסטאין 

אינו ידוע אולם ניתן לשער כי גשרי ציסטיאינים ,  LeFW2.2-המצוי גם כן ב, תפקידו של דומיין זה

שימוש בתוכנה לחיזוי  .הנוצרים באזור זה עשויים להשפיע על מבנהו המרחבי של החלבון

 (domains)מים שני אזורים קיי Pafw2.2 -מורה כי ב, אזורים חוצי ממברנה בחלבון

לאזורים אשר מקבילים אזורים אלו , הידרופוביים העשויים להוות לכאורה אזורים חוצי ממברנה

רמת ).  11 'מס איור) (Lefw2.2 )Cong and Tanksley, 2006  -במופו כאזורים חוצי ממברנה 

 Lefw2.2ובין  Pafw2.2בין  השניוני המשוער הגבוהה ברמת החלבון וברמת המבנה הדמיון

, קרי  LeFW2.2, - עשוי לקודד לחלבון הפועל באופן דומה ל Pafw2.2כי  האפשרותאת מעלה 

   .כבקר שלילי של חלוקת תאים בפרי

  
  

  

.ב

105 120 Days
(DAFB)

 RT-PCRתוצרי   - 6 'מס איור
תוצר ה ) א( .Pafw2.2של הגן 

PCR שהוגבר מcDNA   על ידי

 -סמישימוש בתחלים 

רטיבים כנגד אזורים דגנ

 יתוצר) ב. ( fw2.2-שמורים ב

בשיטת   והגברה שהתקבל

3'RACE.  

.א
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1         TCGACTGGTCTTTGTCATTGCTGCAAAGAACCCTCAAATTGTTTTATCACCTGCTGTTGC 
1          S  T  G  L  C  H  C  C  K  E  P  S  N  C  F  I  T  C  C  C  
 
61        CCATGCATCACATTTGGACAGATTGCAGCGATAGTGAACAGAGGAGCCCTGCCTTGTGCG 
21         P  C  I  T  F  G  Q  I  A  A  I  V  N  R  G  A  L  P  C  A  
 
121       GCTAGCGGCGCTCTGTACCTCCTGTTGAGTTTTACAGGCTTTGCTTGCTTGTACTCATGC 
41         A  S  G  A  L  Y  L  L  L  S  F  T  G  F  A  C  L  Y  S  C  
 
181       TGCTATCGTTCGAGATTGAGGGCGCAGTATGACTTGGAGGAGGACCCTTGTGCGGACTGC 
61         C  Y  R  S  R  L  R  A  Q  Y  D  L  E  E  D  P  C  A  D  C  
 
241       CTAGTTCATTGCTGTTGTGAGTGTTGTGCCTTGTGCCAAGAATACAGAGAGCTCAAGAAC 
81         L  V  H  C  C  C  E  C  C  A  L  C  Q  E  Y  R  E  L  K  N  
 
301       CGCGGTTTTGACATGGGAATCGGTTGGCAAGCAAACATGGAGAGGGCAAACCGTGGTGTT 
101        R  G  F  D  M  G  I  G  W  Q  A  N  M  E  R  A  N  R  G  V  
 
361       ACTGTTGCCTGTACACCACCATCAATGGTTGGAGACATGAAGAGATAGGTGTTGGGTCAA 
121        T  V  A  C  T  P  P  S  M  V  G  D  M  K  R  * 
     
421       ATTTGATTGAGCAATTGTAGCTACAATATTGTCATGTAACTGCCACAAATAACAGGGTCA  
481       TCTCCATATATCGTTTCTATAACTGAGTACTCTTATGGGTGTTTGGTACTTTGATTACAT 
541       GATTTCAAAATAATGCATTGTGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

רצף הגן  החלקי   – 7' איור מס
Pafw2.2 . רצף הנוקליאוטידים

. Pafw2.2וחומצות האמינו של 

 ORF )Open -האזור של ה

reading frame ( מסומן

תרגום רצף חומצות . באפור

האמינו נעשה בתוכנה 

DNAMAN. 

  
השוואת רצף הגן   – 8 'מס איור

 Lefw2.2לגן   Pafw2.2החלקי  
 Multiple-אנליזת ה  .בעגבנייה

Alignment  נעשתה בתוכנה

ClustalW.*  - יד שמור נוקלאוט

  בכל הפרטים הנבדקים
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ומספר רצפי   Lefw2.2הגן המתורגםעם רצף   Pafw2.2המתורגם  גןהשוואת רצף ה  -9 'מס איור

ESTs המתורגם הגן השוואת רצף  )א(. ם מייצגיםהומולוגים מתורגמיPafw2.2  עם רצףLeFW2.2  

)AAF74286 ,sculentumeycopersicon L ( 2.2רצףFWAAF74287) Lp ycopersicon L

,iiennellp( , ורצפיESTs  צמחיים מתורגמים מגפן)CAO47798 ,iniferavitis V( , אורז )BAF10122 

, ativasryza O( , תירס)CF85498A, aysmea Z( , פטוניה)AAD02554 ,ybridhetunia x P( ,

). NP_680337 ,halianatrabidopsis A(וארבידופסיס ) ABK95453 ,richocarpatopulus P(צפצפה 

ומעלה  75%אזורים מושחרים מורים על  זהות של  .NCBI -ב ESTsהינם ממאגר רצפי  ESTs - רצפי ה

אזורים בעלי פוטנציאל להיות חוצי . 75%עד  50%ת של זהו :אזורים אפורים. בכל הפרטים הנבדקים

עץ פילוגנטי על סמך אחוזי ההומולוגיה בין הרצפים הצמחיים השונים  )ב( .ממברנה מסומנים באדום

  ).DNAMANנעשה בתוכנה ( BLAST -שהתקבלו ב

  

 

PaFW2.2PaFW2.2

מסומן  PLAC8האזור הנקרא  .PaFW2.2אנליזה פונקציונאלית של מקטע החלבון  -10' איור מס
  )gov/Blast.cgihttp://blast.ncbi.nlm.nih.. (באדום

.א

.א

.ב
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רצף ) ב( .PaFW2.2חוצי ממברנה ב , חיזוי אזורים הידרופוביים) א(   . PaFW2.2מבנה  -11 'מס יורא

   דיאגראמות סכמאטיות המשוות בין מבנה )ג(. PaFW2.2  -חומצות האמינו של אזורים חוצי ממבנה  ב

PaFW2.2  ו- LeFW2.2.  

  

  במהלך התפתחות הפרי Pafw2.2בחינת דגם הביטוי של הגן . 3.1.3
ולבחון האם קיים הבדל במהלך התפתחות הפרי  Pafw2.2בכדי לבדוק את דגם ביטוי הגן 

 cDNAלצורך סינתזת . sq-RT-PCRבפרופיל ביטוי הגן בין פירות קטנים וגדולים בוצעה אנליזת 

קליפת הזרע והזרע של פירות גדולים , אשר הופק מרקמת הציפהRNA  -נעשה שימוש ב

ור נבדק במקביל דגם הביטוי של גן המקודד לאקטין אשר אמ, לצרכי ביקורת פנימית. וקטנים

מורה כי במהלך התפתחות הפרי חלה ברקמת הציפה  'א12 איור. להתבטא באופן קונסטיטוטיבי

יום לאחר פריחה  195 - עלייה אשר הגיעה לשיאה כ, של פירות גדולים וקטנים עלייה בביטוי הגן

היה נמוך הן בפירות גדולים והן בפירות Pafw2.2 ר עבו mRNAבקליפת הזרע ביטוי ה . מלאה

יום לאחר פריחה מלאה בפירות  105 -אולם נצפתה רמה גבוהה יחסית בביטוי הגן כ ,הקטנים

רמות נצפו בפירות קטנים ) 'ג12' איור מס(ברקמת הזרע , במקביל). 'ב12' איור מס(הקטנים 

יום לאחר פריחה  105 -ל  88בתקופה שבין   .2Pafw2עבור   mRNA - של ביטוי הגבוהות 

בזרעי פירות גדולים נצפתה רמה . טוי הגן  במהלך התפתחות הפריוירידה הדרגתית בבי, מלאה

  . יום לאחר פריחה מלאה  88 - גבוהה בביטוי הגן כ

עבור אקטין הייתה אחידה במהלך התפתחות הפרי ולא נצפו  mRNA -רמת הביטוי של ה

   .הבדלים בין פירות גדולים וקטנים

 

1 43 64 75 94 163 AA

1 12 34 40 62 136 AA

TM TM

TM TM

Lefw2.2

Pafw2.2

1 43 64 75 94 163 AA

1 12 34 40 62 136 AA

TM TM

TM TM

Lefw2.2

Pafw2.2

.ג  

.א

.ב
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נצפתה שונות , בין פירות גדולים וקטניםPafw2.2 יש להדגיש כי למרות הדמיון בפרופיל ביטוי 

בהילקח בחשבון רצף תקופת התפתחות . כוללת ברמת ביטוי הגן בין פירות גדולים וקטנים

הייתה גבוהה באופן ניכר ברקמות פירות קטנים  Pafw2.2עבור   mRNAרמת ביטוי ה, הפרי

. מהוות תוצאות מייצגות 12 'חשוב לציין כי התוצאות המוצגות באיור מס.  לעומת  פירות גדולים

המורות כי במהלך רצף תקופת התפתחות הפרי רמת , אם כי לא זהות לחלוטין, תוצאות דומות

התקבלו , הייתה גבוהה בפירות קטנים לעומת פירות גדולים  Pafw2.2הביטוי  הכוללת של 

  ). 1ראה נספח (בשלוש חזרות בלתי תלויות שנערכו באופן דומה 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

במהלך תקופת התפתחות הפרי  Pafw2.2לאפיון ביטוי הגן  sq-RT-PCRאנליזת  – 12 'מס איור
שימש  )ג(והזרע  )ב(קליפת זרע , )א(מרקמת הציפה    cDNA .)תמונת נגטיב( בפירות גדולים וקטנים

מחזורי  27 על ידי , PaActinולהגברת מקטע הגן   PCRמחזורי  42י "ע    Pafw2.2להגברת מקטע הגן 

PCR .  

  

  

פרי גדול פרי קטן 

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230 Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230 Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

.א

.ב

פרי גדול פרי קטן 

Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

פרי גדול פרי קטן 

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230

.ג

פרי גדול פרי קטן 

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230 Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230 Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

.א

.ב

פרי גדול פרי קטן 

Days (DAFB)

PaActin

Pafw2.2

פרי גדול פרי קטן 

75   88   105   119  150  195   230 88  105  119   150  195   230

.ג
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  חלק ב -תוצאות . 3.2
 -כאורה להמקודד ל' האס'מאבוקדו גן שיבוט חלקי של . 3.2.1

MoCo sulfurase 
 ,ABAצבירת /חלה עלייה חדה ביצירת בפרי קטןהראו כי  'האס'עבודות שנערכו באבוקדו 

עשוי , ABA - הנגרם כתוצאה מעלייה ב, יכי שינוי במאזן ההורמונל, הוצע בעקבות ממצא זה

' האס‘להיות אחד הגורמים התורמים לעיכוב תהליך חלוקת התאים ולפנוטיפ פרי קטן בזן 

)Taylor and Cowan, 2001.(  אחת  ממטרות עבודה זו הייתה שיבוט גנים מאבוקדו

ביטוים ואפיון , ABAהמקודדים לאנזימים הפעילים בשלבים האחרונים של מסלול סינתזת 

בשלב ראשון בחרנו להתמקד בשיבוט ואפיון . בפירות גדולים וקטנים במהלך התפתחות הפרי

 מזרז הוספת שייר גופרית פועל כקטליזטור ההאנזים  MoCo sulfurase. אנזיםהגן המקודד ל

בין מאפשרת  ,המתרחשת לאחר תרגום ,מודיפקציה זו. MoCoקופאקטור חלבונים המכילים ל

לבודד  בכדי. ABAזת תלז את השלב האחרון של סינטהמק  ABA-AOת האנזיםאת הפעלהיתר 

רצפי הגנים   נו תחילה אתוהשו, אבוקדוב MoCo sulfurase -כאורה להגן המקודד ל את

FLACCA ו- ABA3 ) המקודדים לגןMoCo sulfurase  סעיף ראה  –בעגבנייה ובארבידופסיס

התחלים  .והלל כנגד אזורים שמורים בגניםלים תחתוכננו  ,על סמך השוואה זו). במבוא 1.8

 .)2.4סעיף , ראה חומרים ושיטות(מעגבנייה   FLACCAהתבססו על רצף הגןשאיתם עבדנו 

. אשר סונטז מציפת פרי קטן cDNA - י שימוש ב"ע RT-PCR שיבוט חלקי של הגן בוצע בשיטת 

 67.93% -ו 68.61%ל אשר הראה הומולוגיה ש  bp 789באורך DNAהוגבר מקטע בשיטה זו 

 איור(עגבנייה ומארבידופסיס מ ABA3 -ו FLACCAלמקטעי הגנים המקבילים  DNA -ברמת ה

חומצות אמיניות ומראה  263 - מקטע הגן המתורגם מקודד לתוצאותינו הראו כי . )13 'מס

בהתאם , מארבידופסיס ומעגבנייהMoCo sulfurase לחלבוני  65.8% -ו 67.3%הומולוגיה של 

 PaMoCoהשוואת רצף הגן החלקי המתורגם ..PaMoCo sulfurase על ידינו מקטע גן זה נהכו

sulfurase  מספר גנים ממינים שונים המקודדים לחלבון עםMoCo sulfurase באיור תמוצג 

: בינהם ,הדרושים לפעילות האנזים אזוריםמספר  מכילטרמינלי של החלבון  -Nחלקו ה .41 'מס

מוטיב המכיל ציסטאין שמור  ,PLP  )(pyridoxal 5-phosphate binding motifאזור קישור

)C430 ב- ABA3 ו- C427 ב - FLACCA( הקרוייםנוספים דומינים  ושני MoCo domains 

)(molybdopterin-oxidoreductases .מצויים  והלל אזוריםכל ה', א 14תן לראות באיורכפי שני

 של מקטע החלבון BLAST -אנליזת תוצאות . ואבוקדאשר בודד מ במקטע החלבון המתורגם

כללו חלבוני ) NCBI )http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiבאתר המתורגם מאבוקדו 

MoCo sulfurase ההומולוגיה . חד תאיים ויונקים, אצות, ממערכות שונות ביניהם צמחים
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בידופסיס ועם מאר ABA3התקבלה עם החלבון  PaMoCo sulfuraseהגבוהה ביותר של 

מעגבנייה התקבלה הומולוגיה של  FLACCAעבור החלבון ). 67.3%(מגפן  ESTsתרגום 

 Nבעלי דומין הומולוגי לחלקו ה מעכבר ומאדם חלבונים הומולוגיה נמוכה התקבלה עם . 65.8%

   ).בהתאמה, 42.2% - ו MoCo sulfurase )41.4%טרמינלי של 

  

  

  
  

105         119   Days
(DAFB)

1.0 kb

105         119   Days
(DAFB)

1.0 kb

.ב  

 cDNAמקטע  -13' מס איור
 PaMoCoשל הגן 

sulfurase.  

של  cDNAהשוואת מקטע . )א(

עם    PaMoCo sulfuraseהגן 

 FLACCAגן המקטע 

 -ו )AY074788( עגבנייהמ

ABA3  מארבידופסיס

)AY034895(.  השוואת

נעשתה בתוכנה  הרצפים

ClustalW . *-  נוקלאוטיד

  .קיםשמור בכל הפרטים הנבד

שהוגבר  RT-PCRתוצר   )ב(

על ידי שימוש  cDNA -מ

בתחלים שתוכננו על פי רצף 

  .מעגבנייה  FLACCAהגן 

 

.א  
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ומספר רצפים הומולוגים     PaMoCo sulfuraseהשוואת רצף החלבון המתורגם  -14 'מס יורא
 ABA3עם רצף החלבון   PaMoCo sulfurase השוואת רצף החלבון המתורגם )א( .מייצגים

  ,AAL71858 (מעגבנייה  FLACCA ,)AAK58888halianatrabidopsis A ,(מארבידופסיס 

umsculentecopersicum yL ( , ורצפיESTs  צמחיים מתורגמים מגפן)CAO23775 ,iniferavitis V( ,

apienssomo H ,( ואדם ) NP_081055usculusmus M ,(עכבר , )ABH88164ativasryza O ,(אורז 

Q96EN8( . אזורים אפורים. ומעלה בכל הפרטים הנבדקים 75%אזורים מושחרים מורים על  זהות של: 

 molybdopterin oxireductasesאזורים בעלי פוטנציאל לפעילות של  .75%עד  50%זהות של 

)MoCo (אזור לקשירת , מודגשים באדוםpyridoxal 5-phosphate )PLP (חץ מסמן ה, מודגש בירוק

אחוזי ההומולוגיה בין הרצפים השונים שהתקבלו  עץ פילוגנטי על סמך )ב(הציסטאין השמור מוטיב את 

  ).DNAMANנעשה בתוכנה ( BLAST -ב

  
  

MoCo

PLPMoCo

MoCo

PLPMoCo

.ב  

.ב  

.א  
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 PaMoCo אפיון ביטוי מקטע הגן המקודד לכאורה לאנזים . 3.2.2
sulfurase במהלך הבשלת הפרי ובעקת יובש בעלים  

בבקרת  PaMoCo sulfuraseבכדי לקבל אינדיקציה ראשונית לגבי תפקודו של הגן 

קטע הגן בדקנו את דגם הביטוי של מ ,ולמרות שעדין לא הושלם ריצוף הגן השלם,  ABAזתתסינ

עלים לפני ואחרי עקת יובש ובציפת פרי ב :עולה ABAתנאים בהן ידוע כי רמת שבודדנו ב

 sq-RT-PCRבאמצעות אנליזת  הבדיקה בוצעה. )Adato et al., 1976( במהלך הבשלת הפרי

 .PaNCED3 - ו PaNCED1עבור  mRNA -כביקורת פנימית נבדק גם כן דגם הביטוי של הו

מה דגהו, בתנאים בהם עבדנו, כפי שניתן לראות. ב-א 15צגות באיור תוצאות אנליזה זו מו

 עלייה  MoCo sulfuraseהמקודד לכאורה עבור   mRNA -בעקבות עקת יובש עלייה בביטוי  ה

עולים בקנה אחד עם אלו ממצאים  .)'ב15איור ( PaNCED1 בביטוי זו הודגמה במקביל לעלייה 

מלווה , בעלים בעקבות עקת יובש  ABAעלייה ברמת ה  כיממצאים מעבודות קודמות בהן דווח 

במהלך הבשלת , בנוסף . PaNCED1 (Chernys and  Zeevaart, 2000) בעלייה חדה בביטוי 

 MoCo sulfurase -המקודד לכאורה ל mRNA -מקטע הביטוי קונסטיטוטיבי של  נצפה, פרי

 הודגמה לאחר  זועלייה , )'א15איור ( ועלייה מתונה בביטויו לקראת סוף תהליך ההבשלה

תוצאות אלו . תשעה ימים לאחר קטיף הפריאשר החלה כ PaNCED3 ברמתחדה העלייה ה

  .  ABAזת תתפקיד משני בבקרת סינ  MoCo sulfurase-הנראה ל מורות כי ככל 

לא , שערכנו sq-RT-PCR -באנליזת ה ,אופן מפתיע ובניגוד לממצאי עבודות קודמותב, כמו כן

, במהלך תקופת ההבשלה של הפרי PaNCED1עבור  mRNA - ה לראות עלייה בביטוי הניתן הי

 סתר ממצאים אשר פורסמו בעבודה קודמת ערכנו אנליזתזה  כיוון שממצא. )'א15 'מס איור(

Northern  אשר בה בדקנו במקביל את דגם הביטוי שלPaNCED1 ו- PaNCED3  בעלים

של עלה ופרי הורצו על אותה  RNA -דוגמאות ה. ריבתנאי יובש ובציפת פרי במהלך הבשלת פ

התוצאות שקיבלנו . PaNCED3 -ו PaNCED1ממברנה והוגבו עם פרובים ספציפיים כנגד 

חלה עלייה משמעותית , ממשקל העלים 20%מורות בברור כי בעקבות עקת יובש ולאחר איבוד 

, מאידך .)ד - ג ו 15 'מס איור(  PaNCED3אך לא הודגמה עלייה בביטוי PaNCED1בביטוי 

לראות באופן ברור עלייה ברמת הביטוי של ניתן ציפת הפרי ובמהלך הבשלת הפרי ב

PaNCED3   ולעומת זאת לא הודגמה עלייה בביטוי הmRNA   המקודד עבורPaNCED1 

בפרי ובעלה   ABAכי ככל הנראה באבוקדו עלייה ביצירת  מורהממצא זה ). ד -ג ו 15 'מס איור(

  . NCED  י גנים המקודדים לאיזופורמים שונים של"ע אופן שונהמבוקרת ב
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 PaMoCo-ומקטע הגן המקודד לכאורה ל PaNCED1 ,PaNCED3אפיון ביטוי הגנים  – 15 'מס איור
sulfurase בציפת פרי לאחר קטיף ובעלים לאחר עקת יובש .  

ומקטע הגן המקודד לכאורה  PaNCED1 ,PaNCED3לאפיון ביטוי הגנים  sq-RT-PCR אנליזת )ב-א(

ובעלים לפני ולאחר עקת  )פנל ימני( ברקמת ציפת פרי של פרי לאחר קטיף PaMoCo sulferase -ל

  .)שמאלי פנל ( יובש

לפני  ,בעלים PaNCED1והגן PaNCED3 לאפיון דגם הביטוי של הגן  Northern blotאנליזת  )ד-ג(

    . עקת יובש וברקמת ציפת פרי לאחר קטיף ולאחר

  

PaNCED1

0  20 30
%H2O Loss

0  3   6   9  11 13
Days (DAR)

PaNCED3

0  20 30
%H2O Loss

0  3   9 11 13
Days (DAR)

PaNCED1

0  20 30
%H2O Loss

0  3   6   9  11 13
Days (DAR)

PaNCED3

0  20 30
%H2O Loss

0  3   9 11 13
Days (DAR)

.ג .ד   

0   20%  30%   
H2O Loss

PaActin

PaNCED1

PaNCED3

PaMoCo

0         3       6       9     11    13 
Days (DAR) 

0   20%  30%   
H2O Loss

PaActin

PaNCED1

PaNCED3

PaMoCo

0         3       6       9     11    13 
Days (DAR) 

. א . ב   
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 ושל מקטע הגן PaNCED1-3בחינת דגם הביטוי של  . 3.2.3
באבוקדו במהלך  PaMoCo sulfurase -המקודד לכאורה ל
  התפתחות הפרי

 גנים המקודדיםהדגם הביטוי של  בדקנו בהמשך את 3.2.1לאחר שלב האיפיון שנערך בסעיף 

דולים בפירות ג  PaMoCo sulfurase - ל ן המקודד לכאורהולג  NCED3 - ל,  NCED1 - ל

תוצאות  16 'מס כפי שניתן לראות באיור). 17 - ו 16  'מס איור( וקטנים במהלך התפתחות הפרי

 - כי בציפה ובקליפת הזרע של פירות קטנים חלה עלייה ברמת ה ,הראו sq-RT-PCRאנליזה 

mRNA   עבורPaNCED3 .ימים לאחר  88(נוטיפ הפרי הקטן עלייה זו החלה עם מופע פ

לעומת זאת ברקמת הזרע . ושיאה נצפה בשלבים מאוחרים של התפתחות הפרי, )פריחה מלאה

יום לאחר  88(קטן פרי העם מופע פנוטיפ ה PaNCED3  של mRNA -עלייה ברמת הנצפתה 

 PaNCED1ביטוי הגן עלה הראו כי בפירות קטנים  שהתקבלותוצאות ה, בנוסף. )פריחה מלאה

 195-230(רקמות שנבדקו לקראת סוף תקופת התפתחות הפרי השלושת רמה מסויימת בב

 -בדיקת דגם הביטוי של הגן המקודד לכאורה ל). 16 'מס איור() ימים לאחר פריחה מלאה

PaMoCo sulfurase  במהלך התפתחות הראתה ביטוי כמעט קונסטיטוטיבי של תעתיק הגן

נה בביטוי תעתיקי הגן אם כי עלייה מתו, ת גדולים וקטניםפירוהנבדקות של  ברקמות הפרי

יום לאחר פריחה  88-119(של התפתחות הפרי בזרעים של פירות קטנים  II נצפתה בשלב

   . )17 'מס איור( )מלאה
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פרי גדול פרי קטן

88  105  119  150  195   23075  88  105 119  150  195  230 Days (DAFB)

.א

PaActin

PaNCED3

PaNCED1

פרי גדול פרי קטן

88  105  119  150  195   23075  88  105 119  150  195  230 Days (DAFB)

.א

PaActin

PaNCED3

PaNCED1

. ב

PaActin

PaNCED3

PaNCED1

פרי קטן

75  88  105 119  150  195  230 Days (DAFB)88  105  119  150  195 230

פרי גדול

. ב

PaActin

PaNCED3

PaNCED1

פרי קטן

75  88  105 119  150  195  230 Days (DAFB)88  105  119  150  195 230

פרי גדול

Days (DAFB)

 PaNCED3

.ג

PaActin

פרי קטן
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פרי גדול

PaNCED1

Days (DAFB)

 PaNCED3

.ג

PaActin

פרי קטן
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פרי גדול

PaNCED1

  
 sq- RT- PCR  - 16 'מס איור

 לאפיון ביטוי הגנים 

PaNCED1ו- PaNCED3 
 cDNA במהלך התפתחות הפרי

קליפת זרע , )א(מרקמת הציפה   

שימש להגברת  )ג(והזרע  )ב(

 -ו PaNCED1מקטע הגן 

PaNCED3    מחזורי  42י "ע

PCR   ולהגברת מקטע הגן

PaActin ,  מחזורי  27על ידי

PCR .  
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  PaMoCo sulfurase.cDNA -י הגן המקודד לכאורה ללאפיון ביטו sq-RT- PCR – 17 'מס איור

 27י "ע  PaMoCo sulfuraseשימש להגברת מקטע הגן  )ג(והזרע  )ב(קליפת זרע , )א(מרקמת הציפה 

  . PCRמחזורי  27על ידי  , PaActinולהגברת מקטע הגן   PCRמחזורי 
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מוצגות מספר חזרות  -1נספח 

, ציפה(בוצעו בכל רקמה אשר 

-sq-RTבשיטת  ) קליפת זרע וזרע

PCR  לאפיון ביטוי הגןPafw2.2 

במהלך התפתחות הפרי בפירות 

החזרה הראשונה . גדולים וקטנים

בכל רקמה הינה התמונה המוצגת 

  .14באיור 

למעט זו המוצגת , בכל האנליזות

ת ומרקמ Pafw2.2a  , cDNAכ

שימש להגברת  הפרי השונות

 42י "ע    Pafw2.2הגן מקטע 

ולהגברת מקטע הגן   PCRמחזורי 

PaActin ,  מחזורי  27על ידי

PCR. באנליזה  

   Pafw2.2מקטע הגן המצויינת  

  . PCRמחזורי  38י "ע הוגבר 
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  דיון. 4
  ?  מהו הגורם המגביל –' האס'פנוטיפ פרי קטן באבוקדו  .4.1

בעייה  .הינה תופעה כללית הבאה לידי ביטוי בכל אזורי הגידול של הזן' האס'מופע פרי קטן בזן 

כאשר אחוז גבוה יותר של , חקלאית זו מחריפה ביתר שאת בשנות שפע בהשוואה לשנות שפל

פירות  44% דווח על קבלת בקליפורניה ,מאלדוג .פירות קטנים פר עץ מתקבל בשנת שפע

קרול ' פרופ( פירות קטנים בשנת השפל 3-10% לעומתבשנת השפע ) מכלל הפירות(קטנים 

עיכוב : להתקבל כתוצאה ממספר גורמים הכולליםעשוי  'פרי קטן'פנוטיפ ). דיווח אישי -לווט

גודל  דיקתב. ורמים אלועיכוב בתהליך חלוקת התאים או שילוב שני ג, בתהליך גדילת התאים

כי  המור, שנערכה בעבודה זו, ברקמת הציפה בפירות גדולים וקטנים התאים ומספר התאים

, הינו תולדה של עיכוב בתהליך חלוקת התאים ולא בגדילתם' האס'מופע פרי קטן באבוקדו 

 ,.Cowan et al( מאששות ממצאים מעבודות קודמות שפורסמו בנושא ינותוצאות ,לפיכך

בכדי להשלים את . יש להדגיש כי בעבודה זו נספרו תאי הציפה בחתך רוחב בלבד ).1997

בהמשך  .התמונה יש לבצע בנוסף גם ספירת תאים בחתכי רוחב של רקמת הזרע וקליפת הזרע

. באופן שלילי את תהליך חלוקת התאים בפרי קטן המבקרים מיםהגור םמהנשאלת השאלה 

בין , אם קיים, ומהו הקשר? ללי את מהלך חלוקת התאים בפריהאם קיים פקטור המבקר באופן כ

בכדי לנסות ולענות על שאלות אלו  ?ועיכוב בתהליך חלוקת התאים בפרי  ABAשינוי ברמת 

ובבחינת דגם   'האס'באבוקדו  Lefw2.2לגן  הומולוגיגן  ואפיוןבחרנו להתמקד בעבודה זו בזיהוי 

, בפרי קטנים ABAזת תלאפיין את אופן בקרת סינ בכדי, במקביל. גדולים וקטניםביטויו בפירות 

בבחינת דגם הביטוי של גנים המקודדים לאנזימים הפועלים בשלבים שונים של מסלול , התרכזנו

  .במהלך התפתחות הפרי ABAזת תסינ

  

ביטוי   - 'האס'באבוקדו  Lefw2.2 -ל הומולוגיגן מקטע  אפיון. 4.2
אפשרית בעיכוב תהליך ה וותהגן במהלך התפתחות הפרי ומעורב

  פריבחלוקת תאים 
מהשונות בין  30% - כגן האחראי לכ ORFX (Lefw2.2(זוהה הגן , בעבודות שנערכו בעגבנייה

מחקרים  ).Frary al el., 2000(קטנת המימדים , הבר - העגבנייה המתורבתת לבין עגבניית זן

הראו כי השינויים ' פרי קטן'ואלל ' גדולפרי 'שנערכו בקווי עגבנייה כמעט איזוגניים הנושאים אלל 

. ואינם קשורים בשינוי במבנה החלבון Lefw2.2בגודל הפרי קשורים לשינוי בדגם הביטוי של 

נמצא  )לפני ומיד לאחר חנטה(בשלבים מוקדמים של התפתחות הפרי  Lefw2.2ביטוי ביתר של 
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מקודד  Lefw2.2קנה כי הגן ממצא זה הוביל למס, בקורלציה הפוכה עם פעילות מיטוטית בפרי

 Nesbitt(לחלבון הפועל כבקר שלילי של חלוקת התא בשלבים מוקדמים של התפתחות הפרי 

and Tanksley, 2001; Cong et al., 2002; Liu and Tanksley, 2003 .( הגןLefw2.2  חולק

גית לא המקודדים לכאורה לחלבונים בעלי פעילות ביולו, צמחיים ESTsהומולוגיה עם מספר 

אלו ושינויים בגודל   ESTsלא נמצא קשר קורלטיבי כלשהו בין אופן הביטוי של, עד כה .מוגדרת

חשף כי חלבון זה כולל שני אזורים  LeFW2.2אפיון מבנה החלבון  .פרי במינים שונים

ממצא אשר אומת באמצעות בדיקת מיקום , התא תהידרופוביים המעגנים אותו לכאורה לממברנ

 GFP )Cong andמאוחה לחלבון  LeFW2.2א על ידי יצירת חלבון כימרי החלבון בת

Tanksley, 2006.(  

לגן  )65.44%( גבוהההומולוגיה החולק  Pafw2.2)(בעבודה זו אותר מקטע גן מאבוקדו 

Lefw2.2 . בידודו של מקטע הגן נעשה בשיטתRT-PCR סמיתחלים על ידי שימוש ב - 

רצף הגן החלקי המתורגם מקודד . RACE’3של הגן בשיטת קצהו  שובטדגנרטיבים ולאחר מכן 

אפיון  .LeFW2.2ברמת החלבון עם  63.70%חומצות אמיניות וחולק הומולוגיה של  136 - ל

מקודד לכאורה לחלבון המכיל שני אזורים  Lefw2.2 ,Pafw2.2 -כי בדומה ל, מקטע הגן הראה

נבדק דפוס  ,Pafw2.2הוי מקטע הגן בהמשך לזי). 11' איור מס(הידרופוביים חוצי ממברנה 

 .sq-RT-PCRבאמצעות שיטת ביטוי הגן במהלך התפתחות הפרי בפירות קטנים וגדולים 

היתרון בשימוש בשיטה זו הוא שהיא מאפשרת בדיקת רמת ביטוי גן מסוים תוך כדי שימוש 

רמת ביטויו  בשיטה זו ניתן לקבל אינדיקציה לגבי י שימוש"בנוסף ע. RNAבכמויות נמוכות של 

לשיטה , מאידך. Northernי היברדיצית "של גן המתבטא ברמה נמוכה יחסית ולא ניתן לזיהוי ע

זו קיימים מספר חסרונות הכוללים אי דיוקים שעשויים לנבוע כתוצאה מהנפחים הזעירים 

וכן הגברת מקטעים אשר מקורם  DNAהגברה לא שווה של מולקולות ה , הנלקחים לריאקציה

לתוצאות  סיש צורך לבצע חזרות וביקורות מתאימות ולהתייח, לפיכך. ים שוניםבזיהומ

ההחלטה לעבוד על פיה התקבלה , למרות חסרונות השיטה. המתקבלות בזהירות הנדרשת

 PCR )42 -ה תבשל העובדה שהיה צורך במספר מחזורים גבוה של ריאקצי, במקרה זה

כאן המקום לציין כי גם בעבודות  Pafw2.2.על מנת לקבל תוצר עבור מקטע הגן ) מחזורים

נמוך מכדי לקבל  ORFX (Lefw2.2(שנערכו בעגבנייה נטען כי תעתוק מסגרת הקריאה של הגן 

  sq-RT-PCRולכן נעשה שימוש בשיטת , Northernשל הגן בשיטת ההיברדיזציה  האינדיקצי

 ;Fray  et al., 2000( בפרי Lefw2.2בכדי לבדוק את רמת ביטוי  real-time PCRובשיטת 

Cong and Tanksley, 2006; Baldet et al., 2006.(   

 Pafw2.2ערכנו שלוש חזרות בלתי תלויות בכדי לבדוק את פרופיל התבטאות הגן , בעבודה זאת

נמצא שקיימת שונות ). 1נספח , תוצאותראה (בפירות גדולים וקטנים במהלך התפתחות הפרי 
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או הבדלים /הבדלים בריאגנטים ו, יכולה לנבוע מטעויות פיפטציהשונות זאת . באנליזות השונות

וכמו כן משונות פיזיולוגית הנובעת מהעובדה שהמערכת בה עבדנו עשוייה  PCR - ביעילות ה

למרות כל זאת ). עצים שונים במטע 12נדגמו פירות מ (להיות מושפעת מתנאים סביבתיים 

הביטוי  תלך רצף תקופת התפתחות הפרי רמכי במה חשוב להדגיש כי מכלול התוצאות מורה

תוצאות אלו עולות . הייתה גבוהה בפירות קטנים לעומת פירות גדולים  Pafw2.2הכוללת של 

נמצא  Lefw2.2בהן דווח כי ביטוי , בקנה אחד עם ממצאים מעבודות שנערכו בעגבנייה

ופת התפתחות בקורלציה הפוכה עם הפעילות המיטוטית בפרי וכי בהילקח בחשבון סך תק

, בעלי  אלל פרי קטן" כמעט איזוגנים"היה גבוה יותר בפירות  מקוים   Lefw2.2ביטוי הגן , הפרי

, לפיכך). Cong et al., 2002(בעלי  אלל פרי גדול "  כמעט איזוגניםי"לעומת פירות  מקוים  

     Lefw2.2 .פועל באופן דומה ל Pafw2.2, באבוקדו כי רעיוןב ממצאים אלו עשויים לתמוך

 על פי איור זה .12' לביטוי הגן בדיון זה הינה על סמך התמונה המוצגת באיור מס תההתייחסו

בפרק הזמן  Pafw2.2ניתן לראות כי ברקמת הזרע של פירות קטנים התקבל ביטוי גבוה של 

). 'ג12(וירידה הדרגתית בהצטברות התעתיק במהלך התפתחות הפרי  DAFB 88-105שבין 

יום לאחר  88 -ירות הגדולים התקבל ביטוי גבוה יחסית של תעתיק הגן אך ורק כבפ, מאידך

יום  120 -בהנחה שבזרע האבוקדו חלוקת תאים אקטיבית נמשכת לפחות עד כ. פריחה מלאה

עשויי לפעול באופן המקביל  PaFW2.2תומך דגם ביטוי זה בטענה כי , פריחה מלאה לאחר

  . כבקר שלילי של חלוקת תאים, ריק, בעגבנייה LeFW2.2לפעילותו של 

בציפת הפרי נצפתה רמה יחסית , א12על פי דגם ביטוי הגן המוצג באיור , כמו כן,  במקביל

יום לאחר  120-החל מ, בפירות הקטנים לעומת הפירות הגדולים Pafw2.2גבוהה של ביטוי הגן 

) 5' איור מס( על פי הספרות ותוצאות ספירת התאים שנערכה בעבודה זאת. פריחה מלאה

 Schroeder 1953; Cowan(יום לאחר פריחה מלאה  120חלוקת תאים פעילה מתרחשת עד כ

et al., 1997 .(ביטוי גבוה יחסית של , לפיכךPafw2.2 בשלב בו עדין חלה , בציפת פירות קטנים

פועל בדומה ל  PaFW2.2תומך לכאורה ברעיון כי ) DAFB 120(חלוקת תאים פעילה 

LeFW2.2 .באופן מפתיע,התקבל גם כן, בניגוד לכך יש לציין כי בתנאים בהם עבדנו, ולםא ,

, ביטוי גבוה של הגן בציפת הפירות הקטנים בשלבים מאוחרים יחסית של התפתחות הפרי

או נפסק כמעט לחלוטין , )Schroeder, 1953(בשלבים אלו קצב חלוקת התאים מואט 

השאלה המתבקשת היא מדוע בשלבים ). 5' איור מס –בהסתמך על ספירת התאים בציפה (

מות ביטוי גבוהות נצפות ר, כאשר חלוקת התאים נמוכה, מאוחרים של התפתחות הפרי

תוצאה זו עשויה אולי להצביע על תפקיד נוסף של הגן . בציפת פירות קטנים  Pafw2.2עבור

Pafw2.2 מאחר ותוצאותיה של עבודה זו אינן חד משמעיות . ונותרת בשלב זה כשאלה פתוחה

כן  כמו. יש צורך לחזור על האנליזות שבוצעו ולנסות לכייל את המערכת לקבלת תוצאות תדירות
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 In-Situובשיטת היברידיזציה  Real-Time RT-PCRניתן להשתמש בשיטות מקבילות כגון 

נוספת לכמות ביטוי הגן ברקמה בפירות הקטנים  האשר בעזרתה ניתן יהיה לקבל אינדיקצי

נמצאת בקורלציה הפוכה  Pafw2.2של גבוהה  כי רמת ביטוי הראותיש ל כמו כן .לעומת הגדולים

י בדיקת הפרופיל "דרך אפשרית לבדיקת קשר זה הינה ע. וטית בפריעם הפעילות המיט

 - ו  CDKs, ההתפתחותי של גנים המבקרים את מהלך חלוקת התאים בפרי כגון ציקלינים

PCNA )Proliferating Cell Nuclear Antigen(, לפרופיל הביטוי של םוהשוואת Pafw2.2. 

. בפרי Pafw2.2המבקר את העלייה בביטוי  עקבות עבודה זו ניתן לתהות מהו הגורםב, נוסףב

ובין השינוי במאזן  Pafw2.2השאלה הנשאלת היא האם קיים קשר בין בקרת שעתוק 

 LeFW2.2אחת ההיפותזות בנוגע לאופן פעילותו של . או מאזן ההורמונים ברקמה/ו פחמימותה

את פעילות  הינו להתאים LeFW2.2 בבקרת גודל הפרי בעגבנייה טוענת כי ייתכן שתפקיד

, לפרי המתפתח עשויה הפחמימותואספקת  פרי לתנאי הצמח הקיימים וכי/מחזור התא בפרח

 ,.Chevalier, 2007; Baldet et al(לבקר את פעילות מחזור התא  LeFW2.2,בתיווכו של 

נתמכת בתוצאות מחקר השוואתי שנערך בצמחי עגבנייה מתורבתת שגודלו , טענה זו). 2006

תוצאות מחקר זה הראו כי הפחתת עומס , באופן מעניין. ונים של עומס פריתחת משטרים ש

דילול הפירות גרר , במקביל. במספר התאים לעלייה בגודל הפרי ולוותה בעלייה הפרי גרמה

 CDKB2;1 - ו CYCD3;1 ,CYCB2;1 עלייה ברמת הביטוי של גנים המבקרים את מחזור התא

, כמצוין במבוא). mRNA Lefw2.2 )Baldet et al., 2006 - ולווה בירידה ברמת הביטוי של ה

כי בזרעי פירות קטנים חלה ירידה ברמת הסוכרוז ועלייה , הראו', האס'מחקרים שנערכו בזן 

נטען כי פירות קטנים מתאפיינים בחוסר יכולת , כמו כן, הגלוקוז מתוך כלל הסוכרים אחוזב

 ,.ABA )Cowan et al., 2005; Richings et alצבירה גבוהה של /וביצירה IAAלצבור /ליצור

בה התחרות על , מחריפה בשנת שפע' האס'ידוע כי בעיית גודל פרי בזן , בנוסף). 2000

נים בהתחשב בנתו). Whiley and Schaffer, 1994(המוטמעים בין הפירות המתפתחים גדלה 

שינויים מ, ופין מושפעאו לחיל, מבוקר Pafw2.2ביטוי  האם לתהות ניתן , אלו ובתוצאות שבידינו

המוצעת אחת הדרכים  .החלים בפרי במהלך התפתחותו או ההורמונים/במאזן הסוכרים ו

אנליזה זו עשויה לחשוף , Pafw2.2להמשך המחקר הינה אנליזה של אזור הפרומוטור של 

-או/ו) ABA response elements )ABREs) (Gómez-Porras et al., 2007אלמנטים כגון 

glucose responsive elements )Ji et al., 2008 ( אשר עשויים לרמוז על אופן בקרת ביטוי

הבנת  ..2Pafw2כמובן ששלב הכרחי מקדים במחקר עתידי מצריך את השלמת ריצופו של . הגן

לבקרה על מחזור חלוקת התאים מהווה עדיין שאלה   FW2.2האותות הקושר אתמסלול 

פועל  PaFW2.2במידה ויימצאו חיזוקים לטענה כי  .ךביולוגית פתוחה הנמצאת בתחילת הדר
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, יהיה להשתמש באבוקדו כמערכת נוספתייתכן כי בעתיד ניתן  ,LeFW2.2  - באופן דומה ל

  .על מנת לחקור נושא זה, מלבד עגבנייה

נקודה זו  .הינו הגורם גנטילהשפיע על גודל הפרי נוסף אשר יכול אפשרי גורם כמו כן יש לציין כי 

בהם נבדקה נשירה ) (Degani and Goldring, 1989ה כבר במחקרים קודמים הועלת

במקרה '  פוארטה'או /ו' אטינגר'(כתלות בזהות ההורה הזכרי ' האס'וההתפתחות פרי באבוקדו 

באבוקדו , כפי שהוזכר במבוא). במקרה של האבקה עצמית'  האס'לעומת , של  האבקה זרה

פרח האבוקדו הינו (בטיח את קיומה של האבקה זרה קיים מנגנון דיכוגמי אשר נועד לה

 ,Gazit and Degani(אולם נמצא כי עשויה להתרחש האבקה עצמית בתוך הזן  , )פרוטוגיני

אחוז גבוה מבין החנטים הנבדקים , במחקר המוזכר לעיל נמצא כי כחודש לאחר חנטה). 2002

הפירות הנותרים , רת חנטים מסיביתואילו לאחר פרק זמן בו חלה נשי, היו תוצרי האבקה עצמית

ניתן לשער כי , מכאן). היברידים' אטינגר'בעיקר תוצרי  (על העץ היו ברובם תוצרי האבקה זרה 

זהות תורם הגמטות הזכריות עשויה להשפיע על התפתחות וגודל הפרי הסופי וייתכן אף באופן 

בעתיד ). Pafw2.2בינהם (ים ישיר או עקיף על על ביטוי גנים המבקרים את תהליך חלוקת התא

זאת , גדולים וקטנים' האס'האם קיים שוני בזהות ההורה הזכרי בין פירות  לבדוק יהיה ניתן 

אשר ) Small Sequence Repeats – SSR( שימוש בסמנים מולקולרים של אבוקדובאמצעות 

  . ולשפוך אור על נקודה זו, )Sharon et al., 1997(מופו בעבודות קודמות  

 

  .במהלך התפתחות פרי  ABAזתתבקרת מסלול ביוסינ .4.3
באבוקדו  FLACCA -ו ABA3 -ל הומולוגיגן מקטע  אפיון .4.3.1

  ABAזת תתפקידו האפשרי בבקרת סינ – 'האס'
המתרחשת תחת תנאי עקה מאפשרת לצמח התמודדות עם שינויים , ABAעלייה ברמת 

 ותלויהעלייה זו מבוקרת ברמת השעתוק . וניםי הפעלת מנגנונים תאיים ש"קיצונים ע יבתייםסב

זת תבעלייה ברמת הביטוי של גנים המקודדים לאנזימים הפעילים בשלבים שונים של מסלול סינ

ABA )Seo and Koshiba, 2002(. זת תמספר היבטים הקשורים בבקרת סינABA  נחקרו

פר משפחות גנים בעבודות אלו זוהו מס .ונות במערכות מודל צמחיות שונותבשנים האחר

ואופיין שעתוקם ברקמות שונות ובתנאי  ABA  זתתהמקודדות לאנזימים המעורבים במסלול סינ

 ,Chernys and Zeevaart, 2000; Rodrigo et al., 2006, Yang and Geo( עקה שונים

2007; Qin and Zeevaart, 1999; Iuchi et al., 2000; Tan et al., 2003; Zdunek-

Zastocka et al., 2004 (. זתתהמידע הקיים לגבי סינ  ABA בפרי האבוקדו ואופן בקרתה

המקודדים לחלבונים המבקרים  PaNCED1-3זוהתה באבוקדו משפחת הגנים , עד כה. מצומצם
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כמו , באבוקדו כי  ונמצא )ABA )Chernys and Zeevaart, 2000זת תשלבים מוקדמים בסינ

  .גנים אלושעתוקם של עיקר בתלויה ב  ABAזתתבקרת ביוסינ, במינים אחרים

MoCo sulfurase זת תסינבמשחק תפקיד מפתח האנזים  הינוABA . זה פועל כזרז אנזים

מאפשרת  ,זו מודיפקציה . MoCoפאקטור -לחלבונים המכילים קו הוספת שייר גופרית המאפשר

 ABA )Seoזת תהמקטלז את השלב האחרון של סינ  ABA-AOאת הפעלת האנזים, בין היתר

et al., 2004(.  קודמות הראו כי הגן עבודותABA3,  המקודד לאנזיםMoCo sulfurase 

, שורשים -בחלקי הצמח השונים, ברמה נמוכה, מתבטא באופן קונסטיטוטיבי ,בארבידופסיס

, אולם רמתו עולה באופן חד ברקמות השונות כתוצאה מעקת יובש, פרחים ובפרי, עלים, גבעול

 ,.ABA )Xiong et alזת תעל תפקידו הבקרתי של גן זה במסלול סינ רמזהמ ממצא ,ועקת מלח

2001; Bittner et al., 2001 .(כי גן ניתן היה להניח , בהתבסס על המידע הקיים בספרות

 לשחק תפקיד בבקרת סינתזתעשוי קיים באבוקדו ו ,MoCo sulfurase -הומולגי לגן המקודד ל

ABA .  

מקטע הגן  MoCo sulfurase. -מאבוקדו המקודד לכאורה לע גן מקטבודד בעבודה הנוכחית 

של  יטרמינל- N -גבוהה לחלקו ה הומולוגיהחומצות אמיניות ומראה  263 -המתורגם מקודד ל

מקטע זה כונה על ידינו  ,)בהתאמה, 67.93%-ו ABA3 )68.61% -ו FLACCAהגנים 

PaMoCo sulfurase .רי של תפקידו האפשית לגבי י לקבל אינדיקציה ראשונבכדPaMoCo 

sulfurase זת תבבקרת מסלול סינABA  בחרנו לבדוק את דגם ביטוי הגן בתנאים בהם רמת

ABA כי ביטוי מקטע הגן המקודד לכאורה ל הראותוצאותינו . עולה-MoCo sulfurase   עלה

 וביטוירמת כי  כמו כן מצאנו .PaNCED1במקביל לעלייה בביטוי הגן , בעלים בתנאי עקת יובש

נצפתה זו עלייה , במהלך הבשלתובאופן מתון בציפת פרי  לתהע PaMoCo sulfurase של

לוו בבדיקות לא האנליזות שביצענו יש לציין כי . PaNCED3עלייה החדה בביטוי ה לאחר

כי  מכלול תוצאותינו מורה , אולם, ויש לבצע בדיקות אלו בהמשך, ABA - מקבילות של רמות ה

תפקיד בקרתי משני בבקרת  PaMoCo sulfurase -מקודד לכאורה לככל הנראה לגן ה

כי ככל הנראה  יםהממצאים שהתקבלו בעבודה זו מור, באופן מפתיע ,יתרה מזאת  ABA.יצור

- י איזופרמים שונים המקודדים ל"בפרי ובעלה מבוקרות באופן שונה ע ABAבקרת סינטזת 

NCED. עלייה חדה בביטוי  יצענו הודגמהבאנליזות שב, כפי שהודגם בעבודות קודמות

PaNCED1 הן אנליזת , אולם בניגוד לממצאים קודמים, בעלים לאחר עקת יובשsq-RT-PCR 

בעוד , PaNCED3  מורות כי במהלך הבשלת פרי חלה עלייה חדה בביטוי northernוהן אנליזת 

ככל הנראה  מכאן ניתן להסיק כי .הינם מינימלים PaNCED1השינויים הנצפים ברמת ביטוי 

ואילו עלייה , PaNCED1בעלה מבוקרת ברמת השעתוק ותלוייה בביטוי  ABAעלייה ברמת 

 PaMoCoתפקידו הבקרתי של. PaNCED3  עיקר בביטויב תלוייהבפרי   ABAברמת
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sulfurase זת תבסינABA בעוד פעילות שכן למעשה אינו מפתיע ממצא זה  .משני אמורהינו כ

האנזים פעילות , ABAפעילות ספציפית למסלול הסינטזה של  הינה NCED1-3האיזופרמים 

MoCo sulfurase משפיעה אך ורק על סינטזת לא) ABA י שפעול "ע(ABA-AO  אלא גם על

 XDHי שפעול האנזים "עזאת , )Purines(פורינים תרכובות ארומטיות כגון  של סינטזת

)Xanthine dehydrogenase ()Mendel and Hänsch, 2002, Mendel and Schwarz, 

1999; Bittner et al., 2001( . למינים אחריםבדומה באבוקד תוצאותינו מלמדות כי )Barrero 

et al., 2006( ,המבקרת עלייה ברמתת בקרת השעתוק קיימת היררכיה ברמABA   -  ראה מודל

ה צורך יהי PaMoCo sulfuraseלהמשיך ולאפיין את פעילות   בעתיד בכדי .18איור  טיתהיפו

זאת  ,ABA-AO לסיים את ריצופו ולבדוק האם עלייה ברמתו מתרחשת במקביל לעלייה בפעילות

  ).ABA-AO)Zdunek-Zastocka et al., 2004 לים הבודקים פעילות  'גי שימוש ב"לדוגמא ע

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

ייצגים החצים הרציפים מ. באבוקדו ABAמודל היפותטי המציג את אופן בקרת סינטזת  -18איור 

החיצים ). ABAהמייצגים השריית יצירת  , ABAפרט לחצים המצביעים על  (בקרה חיובית על ביטוי גנים 

 .המקווקווים מייצגים רמת בקרה משנית על ביטוי גנים

מוביל ליצירה מוגברת של  גנים המשתתפים ) כגון ירידה בריכוז המוטמעים(סיגנל של עקה :  בפרי

עלייה בביטוי גנים אלו  גורמת . )PaMoCo sulfurase -ו( PaNCED3ניהם  בי ABA;בביוסינתזה של  

  . ברקמה ולמשוב חיובי המשפיע על ביטוי גנים אלו ABA -לעלייה ברמת ה

ביניהם  ABA;בעקבות עקת יובש חלה עלייה בביטוי  גנים המשתתפים בביוסינתזה של :  בעלה

PaNCED1 ו- PaMoCo sulfurase .ים אלו גורמת לעלייה ברמת העלייה בביטוי גנ- ABA  ברקמה

  . ולמשוב חיובי המשפיע על ביטוי גנים אלו
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  במהלך התפתחות הפרי  ABAזתתבקרת מסלול ביוסינ. 4.3.2
 ABAחלה עלייה חדה ברמת , עבודות קודמות דווח כי במהלך התפתחות הפריב, כאמור

 ;Cowan et al., 1997; Taylor and Cowen, 2001( ברקמת הציפה והזרע של פירות קטנים

Cowan et al., 1999( .מעקב אחר דגם הביטוי של הגנים המקודדים ל- PaNCED1, 

PaNCED3  ל ולגן המקודד לכאורה - PaMoCo sulfurase  בקליפת  ,הראה כי בציפהשערכנו

עלייה , PaNCED3עבור  mRNA - הזרע ובזרע של פירות קטנים חלה עלייה חדה ברמת ה

ושיאה נצפה בשלבים , )ימים לאחר פריחה מלאה 88( ם מופע פנוטיפ הפרי הקטןאשר החלה ע

יטוי בב מסוימתהודגמה ברקמות הפירות הקטנים עלייה , בנוסף. מאוחרים של התפתחות הפרי

לקראת סוף תקופת התפתחות הפרי בעוד דגם הביטוי של הגן המקודד  PaNCED1הגן 

  . י כמעט קונסטיטוטיביהראה ביטו PaMoCo sulfurase -לכאורה ל

 ABA, -האנליזות שביצענו לא לוו בבדיקות מקבילות למדידת רמת ה ,למרות שגם במקרה זה

עלייה כי הניתן להסיק נתונים אלו מ, אשר מטבע הדברים נדרשות ויבוצעו בהמשךבדיקות 

 ABAשל   de novoזהתנימקורה מס, דווח בעברעליה אשר  בפירות הקטנים ABAברמת 

במהלך התפתחותו מבוקרת  ןבפרי קט ABAעלייה בסינטזת וכי , ת השונות של הפריברקמו

    NCED3.-איזופורםל  הגן המקודדשל בעיקר בשעתוקו  ותלויהברמת השעתוק 

 Swiatek et(חלוקת התא מחזור ב G1/Sעל המעבר  שליליתהשפעה ישנה  ABA -לידוע כי 

al., 2002; Wang et al., 1998( .חליםתנאי עקה ה בעקבות האם: ןהינלות הנשא ותהשאל 

הפעלת י "ע מועכבתתאים החלוקת ו הפרי ברקמה ABA ייצוררמת עולה , בפירות קטנים

השפעה ישירה או ישנה  ABAרמת בלעלייה לחילופין  האם, או CDKחלבונים המעכבים פעילות 

עבודה ממצאי , זהבשלב  .Pafw2.2 גנים המעכבים את מחזור חלוקת התא כגוןביטוי עקיפה על 

הבנה מעמיקה יותר של המנגנונים המשפיעים , בעתידאנו מקווים כי . הנקודת התחל יםזו מהוו

יאפשרו אשר לתרום לפיתוחם של פרוטוקולים  עשויה ,על חלוקת התא ועל גדילת הפרי באבוקדו

  .'האס'התמודדות עם תופעת הפרי הקטן באבוקדו 
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Abstract 
 

The 'Hass' avocado (Persea americana Mill.) cultivar dominates the world 

avocado industry. Despite its popularity, this cultivar is known to be problematic 

in terms of fruit size. 'Hass' trees produce two populations of fruits; normal (NF) 

and phenotypically small fruit (SF). Notably, a high proportion of the latter are 

produced, even under favorable conditions, contributing to economic losses. 

Anatomical studies demonstrated that the SF is limited by cell number and not by 

cell size, indicating that events controlling fruit cell division play a key role in fruit 

size determination. In addition, changes in hormone homeostasis, were shown to 

be linked to SF appearance. Studies performed with ‘Hass’ established that small 

sized fruit are characterized by elevated abscisic acid (ABA) levels. In addition, a 

recent study showed that increased ABA levels, coincide with the inability of SF 

seeds to produce/accumulate indole-3-acetic acid (IAA). Whereas ABA is known 

as a plant hormone implicated in stress-induced cell cycle arrest, it is well 

established that IAA is required to maintain sink strength and to positively 

regulate cell division. Hence, it was proposed that the inability of the seed to 

produce /accumulate IAA, occurring concomitantly with increased ABA levels 

formation/accumulation, plays a central factor in determination of final fruit size. 

However, despite the current state of knowledge of changes in hormonal 

homeostasis during 'Hass' avocado fruit development, to date, nothing is known 

about the molecular signals that link hormonal perception to cell cycle activity. 

In tomato, FW2.2 is one of few QTL controlling fruit size. Cloning of FW2.2 

revealed that its effect is caused by a single gene (Lefw2.2) encoding a 

transmembrane protein proposed to function as a negative regulator of fruit cell 

division. In the first part of this study, a partial; cDNA (Pafw2.2) encoding a 

FW2.2-like protein was isolated from 'Hass' SF mesocarp tissue. The identified 

Pafw2.2 encodes a predicted 136 aa protein with two transmembrane domains, 

and shares 63.70% identity with LeFW2.2. sq-RT-PCR analysis revealed a 

strong increase in Pafw2.2 transcript level during fruit development in SF tissues 

relative to NF tissues. Remarkably, during fruit development, mesocarp cell 
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number was significantly higher in NF, yet there were no significant differences in 

cell area between NF and SF. Taken together, our results suggest that Pafw2.2 

may function similarly to Lefw2.2, negatively regulating avocado fruit cell division. 

Whether up regulation of Pafw2.2 is imposed by hormonal changes i.e. 

modification in IAA or ABA levels, remains at this stage as an open question. 

As motioned above, elevated ABA levels are linked to 'Hass' SF phenotype 

and might play a role in controlling fruit cell division. The analysis of regulation of 

ABA biosynthesis is crucial in understanding ABA action, thus, in the second part 

of this work, we characterized the developmental expression profile of transcripts 

encoding key enzymes regulating ABA biosynthesis. Previous study from 

Zeevaart’s lab led to isolation and characterization of an avocado NCED gene 

family, comprising three members (PaNCED1-3) encoding enzymes participating 

in an early regulatory step of ABA biosynthetic pathway. It was further shown that 

in dehydrated avocado leaves, were endogenous ABA levels accumulates, the 

expression of PaNCED1, but not ofPaNCED3, was induced.  To the best of our 

knowledge, so far, no study was performed to monitor PaNCED1-3 expression 

pattern during avocado fruit development.   

Another key enzyme in the ABA biosynthetic pathway is Molybdenum 

cofactor sulfurase. The last step of ABA synthesis is catalyzed by ABA-AO by the 

conversion of abscisic-aldehyde to ABA. MoCo sulfurase regulates the activity of 

molybdenum containing enzymes including ABA-AO by converting their 

molybdenum cofactor form into a sulfo form. In Arabidopsis MoCo sulfurase 

(ABA3) is expressed ubiquitously in different plant parts, yet its expression is 

induced under drought stress conditions underlying its physiological importance 

in plant stress responses. Using RT-PCR strategy a partial cDNA (PaMoCo 

sulfurase) encoding a ABA3-like from 'Hass' avocado was isolated. The identified 

PaMoCo sulfurase sequence encodes a predicted 263 aa protein and shares 

high homology to the N-terminal part of MoCo sulfurase from several plat 

species. Our sq-RT-PCR analysis reveled that while PaNCED3 mRNA levels 

dramatically increases during fruit development in SF tissues relative to NF 

tissues, the expression level of PaMoCo sulfurase was constitutive and remind 
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mainly unchanged both in NF and SF tissues. These results thus: A. Provide 

evidence of SF de novo ABA synthesis B. Illustrate the main regulatory role of  

PaNCED3 in ABA formation during SF development and C. Indicate that 

PaMoCo sulfurase  plays a minor role regulating ABA synthesis during fruit 

development. Future exploration of ABA function in regulating avocado fruit cell 

division is called for. 
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