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   תקציר .א

מתאפיינים בדהיית צבע עלי הכותרת  ,'גולדן גייט'ו' פריסקו'כדוגמת , ורדים מזנים צהובים שונים

 יםפתיחת הפרח בתחילתה תלעהצבע הצהוב עוצמת  ם אלוניזהכותרת של בעלי . במהלך חיי האגרטל

ורמון הצמחי מתיל של הטענה וריסוס בה משולב טיפול. הפרחים הלכו ודהוובהמשך חיי האגרטל באגרטל 

בדיקה . בשני הזניםגבוהה במהלך חיי האגרטל צבע  שמר על עוצמת, )methyl jasmonate )MJ - יסמונט

הגביר את  MJ - הטיפול בשו, איכותית העלתה שהפיגמנטים העיקרים בשני זנים אלו הם קרוטנואידים

  . רמתם

 תמתקיימים תהליכים של יצירקטופים שבעלי הכותרת של ורדים  יתההיהעיקרית  העבודה נחתה

תהליכי היצירה  שבין היחסשינויי הצבע שחלים במהלך חיי האגרטל נובעים משינוי . ופירוקם קרוטנואידים

הקרוטנואידים בזן  ייצורש ,בנוסף הנחנו. וכתוצאה מכך צבע הפרחים דוהה, והפירוק של הקרוטנואידים

, מחמצון אנזימטי שלהם באמצעות אנזים פלסטידי נובע םופירוק ,מבוקר ברמה המולקולארית' פריסקו'

מגביר את עוצמת הצבע  MJ - הטיפול ב. פלסטידותכרומוהקרוטנואידים בתוך המידור ומותנה בהריסת 

   . בעלי הכותרת והן על עיכוב פירוקםוייצובם על הגברת יצירת הקרוטנואידים הן באמצעות השפעה 

  :הבאות ל נקבעו המטרות"לבחינת הנחות העבודה הנ

גולדן 'ו' פריסקו' ניםמז ורדים צהובים אפיון תכולת הקרוטנואידים והרכבם בעלי הכותרת של פרחי .1

 .על התכולה וההרכב MJ - והגדרת ההשפעה של הטיפול ב, במהלך חיי האגרטל' גייט

אנזימים במסלול הביוסינתזה של קרוטנואידים בעלי הכותרת של המקודדים לבחינת ביטוי גנים  .2

 .על הביטוי של גנים אלו MJובחינת ההשפעה של , במהלך חיי האגרטל צהובים ורדים

כתוצאה  משתנהרמת ביטויים אשר קרוטנואידים יציבות ופירוק הנוספים הקשורים לגנים  איתור .3

 .העצמת הצבעבין להקשר בינם  בחינתו MJ, -מהטיפול ב

מפירוק הקרוטנואידים כתוצאה  בחינת ההנחה שדהיית הצבע בפרחי ורדים צהובים באגרטל נובעת .4

 .על תהליכים אלו MJ - ובחינת השפעת הטיפול ב, מתהליכי חמצון אנזימטיים בכרומופלסטידות
של  2קרוטנואידים הצטברו עד ליום ה' פריסקו'מזן שבפרחי הביקורת  ,בניסויים הראשונים נמצא

הקרוטנואידים המשיכו להצטבר  MJ -ב בעוד שבפרחים מטופלים, חיי האגרטל ולאחר מכן תכולתם פחתה

הפרדנו בין תהליכי , המעכב את סינתזת הקרוטנואידים) norflurazon  )NF-בעזרת שימוש ב. 4עד ליום 

עיכב את גם הגביר את ייצור הקרוטנואידים ו MJ -והראינו שהטיפול ב, בעלי הכותרת הייצור והפירוק

כלל תכולת את הגביר  MJ -נמצא כי הטיפול ב' ן גייטגולד'הזן  פרחיגם ב. שונים של הפרחהפירוקם בדורים 

  .  קרוטנואידיםה

. זוהה והרכבו HPLCבמכשיר  הופרד 'פריסקו' של הזן מיצוי קרוטנואידים מעלי הכותרת, בהמשך

מתכולת  85% - אשר הרכיבו כ, neoxanthin - ו violaxanthinהקרוטנואידים העיקריים בעלי הכותרת היו 

אך  ,בימים הראשונים לחיי האגרטל אחרים קרוטנואידיםשל מגוון  הרכב היה ,סף אליהםבנו .הקרוטנואידים

הוגדר שלא מזוהה הצטבר תוצר חדש הלך ובמקביל  כאשר, הוא הלך והצטמצם עם התקדמות חיי האגרטל

 הכמותאך לא שינה מהותית את , הגביר את התכולה הכללית של הקרוטנואידים MJ -הטיפול ב. 'peak 1' -כ

, הייתה הפוכה ''peak 1 על רמתו של MJ - השפעת הטיפול ב, לעומת זאת. של כל קרוטנואיד בהרכב תהיחסי

  .בעלי הכותרתהטיפול עיכב את הצטברות החומר ו

נבחן דפוס הביטוי של גנים , ייצור הקרוטנואידים במהלך חיי האגרטלהשינויים ב כדי לבחון את



ii 
 

השפעת נבחנה ו, 'פריסקו'ואידים בעלי כותרת של פרחים מזן של מסלול הביוסינתזה של קרוטנשונים 

הגן שהושפע . 'פריסקו'מעלי הכותרת של הזן  זהחלק מהגנים שובטו לצורך . יםעל ביטוי MJ - הטיפול ב

הטיפול האריך את משך  שכןζ-Carotene desaturase ) ,(Zdsהוא  MJ -באופן המובהק ביותר מהטיפול ב

 Phytoene desaturaseהגביר גם את ביטוי הגן   MJ-הטיפול ב. טל לעומת הביקורתחיי האגרמהלך ביטויו ב

)(Pds השפעת הטיפול ב. בעיקר בימים הראשונים של חיי האגרטל- MJ  על ביטוי הגניםPhytoene Synthase 

) (Psyו-  Lycopene β- cyclase ) (Lcy-bשכן הגברת הביטוי בתגובה ל, משמעית- לא הייתה חד- MJ יכרה רק נ

  . בחלק מהניסויים

כדי ' פריסקו'מהזן ופרחי ביקורת נבנו  MJ -ב פרחים מטופליםשל  תות הפחתה גנטיוספרישתי 

 MJ - בהשפעת הטיפול בהמתבטאים בפרחים קרוטנואידים יציבות ופירוק לאתר גנים נוספים הקשורים ל

 הוגברמקטעים שביטויים  74ו נמצאבשתי הספריות . לחיי האגרטלהשעות הראשונות  48 -ו 24במהלך 

בלבד בדלים כמותיים ה נמצאוהמקטעים מ 28 -ל blot Northernאך באנליזות , MJ - בעקבות הטיפול ב

הומולוגי לגן  אחד המקטעים שהוגברו בספריית ההפחתה נמצא, יחד עם זאת. ומינוריים יחסית למצופה

מידור הקרוטנואידים לפלסטוגלובולות המשתתף ב, Chromoplast Protein C )(CHRC שמקודד לחלבון

רמת הגביר את  MJ -הטיפול בש ,נמצא semi-quantitative RT-PCR של באנליזות .שבתוך הכרומופלסטים

 MJ - הטיפול בש ,נמצא Westernבאנליזת  .'פריסקו'במהלך רוב חיי האגרטל של פרחי הזן  CHRCביטוי הגן 

בפרחי הביקורת חלה ירידה ברמת , בנוסף לכך. 2ל מיום בפרחים אלו הח CHRCרמת החלבון הגביר את 

כל התקופה  רמת החלבון נשמרה גבוהה לאורך MJ - ואילו בפרחים מטופלים ב, 5ליום  4החלבון בין יום 

נבחן המבנה הפנימי של הכרומופלסטים בעלי הכותרת של  CHRC,לאור תוצאות האנליזה לחלבון  .הנבדקת

התוצאות הראו שהחל  .יי האגרטל באמצעות אנליזה במיקרוסקופ אלקטרוניםבמהלך ח' פריסקו'פרחי הזן 

, בנוסף .דותכרומופלסטיבות פלסטוגלובולמספר רב יותר של הכילו  MJ - פרחים מטופלים ב ,אילךו 2מיום 

ואילו , היו הכרומופלסטידות בשלבי פירוק 4בחתכים שנלקחו מהאזור הדהוי העליון בעלה הכותרת ביום 

תוצאות אלה . בחתכים שנלקחו מהאזור הצבעוני שבבסיס עלה הכותרת הכרומופלסטידות נותרו שלמות

הפלסטוגלובולות  מצביעות על הקשר בין תכולת קרוטנואידים גבוהה ועוצמת הצבע הצהוב לבין מספר

  .ושלמות הכרומופלסטידות

עיכבה בצורה משמעותית את ימים  9למשך חמצן  2% באווירה של' פריסקו'הדגרת פרחים מזן 

האם כן החלטנו לבחון ל. תהליכי חמצון מעורבים בפירוקםעדות לכך ש, בתקופה זו פירוק הקרוטנואידים

, carotenoid cleavage dioxygenase (CCD) - חת הם ממשפקיימים בפרחי ורדים גנים המקודדים לאנזימי

 . מזרזים תגובות של חמצון קרוטנואידים בצמחים שוניםאשר 
. 'פריסקו'מעלי כותרת של פרחי  cDNA -שובטו מ RhCCD4 -ו CCD, RhCCD1גנים ממשפחת  שני

-בעוד ש, ותמכיל פפטיד מוביל לפלסטיד RhCCD4החלבון רק ש ,של הרצפים חזהביואינפורמטי ניתוח 

RhCCD1  ולכן הוא כנראה ממוקם בציטוזול, אינו מכיל כלל פפטיד מוביל .  

', גולדן גייט'ו' פריסקו'בשני הזנים  Northernנבדק באנליזת  RhCCD1 - ו  RhCCD4ניםביטוי הג

תוצאות האנליזה הראו . במהלך חיי האגרטל הנבדלים זה מזה בקצב פירוק הקרוטנואידים ודהיית הצבע

החל ' פריסקו'בזן . לבין קצב פירוק הקרוטנואידים בשני הזנים RhCCD4 ןמה גבוהה בין ביטוי הגהתא

עלתה רמת ביטוי הגן והוא נשאר ברמת ביטוי גבוהה עד ליום , שבו מתחילה דהיית הצבע, מהיום השני

עלייה ברמתו וה 5נותר ברמת ביטוי בסיסית עד ליום  RhCCD4, המאחר לדהות' גולדן גייט'בזן . החמישי
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לא התאים לקצב פירוק הקרוטנואידים באף אחד  RhCCD1ביטוי הגן , לעומת זאת. 6התרחשה רק ביום 

. RhCCD1רמת ביטוי הגן השפיע על אך לא  RhCCD4הפחית את רמת ביטוי הגן  MJ - הטיפול ב. מהזנים

כרומופלסטידות באכן משתתף בפירוק הקרוטנואידים  RhCCD4 -את ההשערה שות מחזק ות אלותוצא

  .עיכב את פירוק הקרוטנואידים באמצעות הפחתת ביטוי הגן  MJ- ושהטיפול ב, הגורם לדהיית עלי הכותרת

שנמצא בהפרדת , 'peak 1' הלא מזוהה בעקבות הממצאים האלו עלתה ההשערה שהתוצר

רוק של הוא תוצר ריאקצית פי, ואשר רמתו עלתה עם התקדמות חיי האגרטל  HPLC-הקרוטנואידים ב

למיצוי של  LCMSלבחינת ההשערה בוצעה אנליזת . RhCCD4 האנזיםבאמצעות  תקרוטנואידים המזורז

ומשקל  C27)(הוא בעל מספר פחמנים  peak 1'' -ש, נמצא. 'פריסקו' הזן קרוטנואידים מעלי כותרת של פרחי

שהוא ו, violaxanthin ואידבפרחי ורדים כתוצר הפירוק של הקרוטנ בעברזוהה ש,  sinensiaxanthin-זהה ל

הוא תוצר  'peak 1' - ש ,לאור הממצאים האלו מוצע. מכיל שתי קבוצות הידרוקסיל כצפוי ממבנה המולקולה

שמתרחש בפלסטידות ומזורז בעזרת האנזים  ,'פריסקו'בפרחי הזן  violaxanthinפירוק של הקרוטנואיד 

RhCCD4.  נדיפה בגודל של התוצר הנוסף הצפוי מפירוק זה הוא מולקולהC13 . ציפינו למצוא שהמולקולה

אולם המולקולה לא . MJ - פרחים שטופלו בגבוהה יותר בפרחי ביקורת בהשוואה למצטברת בכמות הזו 

  .ולמיצוי מכתש של עלי הכותרת לנדיפים שנאספו מהפרחים ושנערכ GCMSת ובאנליזאותרה 

יים האחראים לתהליך דהיית הצבע בפרחי מחקר זה שופך אור על המנגנונים התא :סיכום ומסקנות

שפירוק הקרוטנואידים בפרחים נובע , מוצע. ורדים קטופים המכילים פיגמנטים קרוטנואידים בעלי הכותרת

התהליך האחד הוא . משילוב של שני תהליכים קטבוליים שמתקיימים בעלי הכותרת במהלך חיי האגרטל

שהוא  violaxanthin,' פריסקו'בפרחים מזן : ם בעלי הכותרתפלסטידי של הקרוטנואידי- פירוק אנזימטי תוך

ממודר בפלסטוגלובולות שבכרומופלסטים , הקרוטנואיד העיקרי התורם לצבע הצהוב בעלי הכותרת

תהליך זה . פחמנים 27בגודל של  sinensiaxanthinלקבלת התוצר  RhCCD4ומחומצן באמצעות האנזים 

הפירוק התבטא . ף של פירוק המבנים הפנימיים בכרומופלסטידותמתרחש במשולב עם תהליך קטבולי נוס

, ובביטוי הגן במקודד לו RhCHRCבירידה ברמת החלבון , בהקטנת צפיפות החומר שבכרומופלסטידות

ובהמשך חיי האגרטל גם בהרס הממברנה של , בירידה מקבילה במספר הפלסטוגלובולות ובצפיפותן

אולם אנו משערים שתרומתו לדהיית הצבע בעלי , בעלי הכותרתנמצא  RhCCD1גם הגן . הכרומופלסט

שניתן לאחר הקטיף  MJ -טיפול משולב של הטענה וריסוס ב .עקב מיקומו הציטוזולי, הכותרת משנית

במהלך חיי האגרטל באמצעות שלושה ' פריסקו'הגביר את עוצמת הצבע הצהוב בעלי הכותרת של פרחי הזן 

, ביוסינתזה של הקרוטנואידיםמסלול הביטוי גנים המקודדים לאנזימי מפתח ב י הגברת"ע: מנגנונים שונים

י ייצוב הפלסטוגלובולות בהן ממודרים הקרוטנואידים שבפלסטידות באמצעות הגברת הרמה התאית של "ע

המקודד לאנזים המזרז חמצון  RhCCD4ביטוי הגן י הפחתת רמת "וע, RhCHRCהחלבון המבני 

   .ותקרוטנואידים בפלסטיד

על מידור הקרוטנואידים  MJמראה לראשונה השפעה מובהקת של המחקר הנוכחי 

וכן על הגברת רמת הביטוי של גנים במסלול הביוסינתזה של , בכרומופלסטידות בעלי כותרת של פרחים

תורם המחקר  .על פיגמנטים התייחסו לאנתוציאנינים MJלאחר שמרבית ההשפעות של , קרוטנואידים

הממוקם  CCD1דיון המדעי המתקיים בשנים האחרונות באשר לאופן פעילותם של האנזימים מידע חדש ל

מסלול פירוק חמצוני של קרוטנואידים בעלי כותרת של  ומציג ,הממוקם בפלסטידות CCD4 - בציטוזול ו

 .כולל זיהוי לראשונה של אחד מתוצרי הפירוק במסלול, פרחים
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  רשימת קיצורים

ABA = abscisic acid 

Au = arbitrary units 

BLAST = basic local alignment search tool 

BSA = bovine serum albumin 

CCD = carotenoid cleavage dioxygenase 

CHRC = chromoplast protein C 

CTAB = cetyl trimethylammonium bromide  

EDTA = ethylenediamine-tetraacetic acid 

ESI = electrospray ionization   

GCMS = gas chromatograph mass spectrophotometer 

GGPP = geranylgeranyl diphosphate  

JA = jasmonic acid  

LCMS = liquid chromatograph mass spectrophotometer 

Lcy-b = lycopene cyclase 

MJ = methyl jasmonate 

MOPS = 3-[N-morpholino]propanesulfonic acid 

NCED = 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 

NF = norflurazon 

nm = nanometer 

PAP = plastid associated protein 

Pds = phytoene desaturase 

PGIP = polygalacturonase-inhibiting protein 

Psy = phytoene synthase 

PVP = polyvinyl pyrrolidone 

PVPP = polyvinylpolypyrrolidone   

RCI-2 = Rare Cold-Inducible 2  

ROS = reactive oxygen species 

Rt = retention time 
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RT-PCR = reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SDS = sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE = SDS polyacryamide gel electrophoresis 

SSC = sodium chloride sodium citrate 

ZCD = zeaxanthin cleavage dioxygenase 

Zds = ξ-carotene desaturase  
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  מבוא . ב

  הצגת נושא המחקר. 1.ב

 ני הוורדיםזבעלי הכותרת של . זני ורדים שונים מתאפיינים בדהיית צבע בעלי הכותרת במהלך חיי האגרטל

עולה במהלך פתיחת הפרח באגרטל ובהמשך חיי האגרטל חלה דהייה הצבע הצהוב עוצמת ' גולדן גייט'ו' פריסקו'

גבוהה במהלך צבע  שמר על עוצמת, )MJ(של הטענה וריסוס בהורמון הצמחי מתיל יסמונט  משולב טיפול. הדרגתית

בדיקה איכותית העלתה שהפיגמנטים העיקרים בשני זנים אלו הם . Meir et al., 1998)( בשני הזניםחיי האגרטל 

עוסקת באפיון כימי ומולקולארי של זו דה עבו). Glick et al., 2007(הגביר את רמתם  MJ -והטיפול ב ,קרוטנואידים

בהקשר למסלול הביוסינתזה והפירוק של ' גולדן גייט'ו' פריסקו'שינויי הצבע בעלי כותרת של ורדים מזן 

  . על שינויים אלו MJ -ושל השפעת הטיפול ב, במהלך חיי האגרטל הקרוטנואידים

  פיגמנטים בפרחים ופירות .2.ב

מבחינה . לי חשיבות אקולוגית רבה ביכולתם למשוך מאביקים ומפיצי זרעיםצבעי הפרחים והפירות הם בע

לא בכדי צבעי פרחים ופירות . חקלאית הפיגמטים הם בעלי חשיבות כלכלית בשל ערכם האסטטי במשיכת צרכנים

  . היו בין התכונות הראשונות אשר שימשו בטיפוח

 אנתוציאנינים – בוצות כימיות שונותהפיגמנטים המעניקים צבעוניות לפרחים משתייכים לשלוש ק

)anthocyanins( , קרוטנואידים)carotenoids (ובטלאינים )betalains(.  כוללות את מולקולות המוצא של אנתוציאנינים

4-coumraoyl-CoA ו - malonyl-CoA .נואידים ונוצרים מענף במסלול יצירת הפלב האנתוציאנינים)flavonoids .(

ואילו בטלאינים נגזרים  ,כמפורט בהמשך) terpens(ם מסדרת ריאקציות מאחות של טרפנים קרוטנואידים נגזריה

  . )Tanaka et al., 2008( ממולקולת המוצא טירוזין

המקנים  , אנתותציאנינים. למרות המוצא הכימי השונה של הפיגמנטים הם חולקים כמה תכונות משותפות 

הם , מצהוב עד אדום  - ובטלאינים המקנים לפרחים קשת צבעים צרה יותר, מצהוב ועד כחול -  קשת צבעים רחבה

מקנים , בדומה לבטלאינים, הקרוטנואידים. או בגופיפים ציטוזוליים, )הואקואול(חללית התא הידרופיליים ואגורים ב

לעיתים ניתן למצוא באותם פרחים שילוב של . אך הם הידרופוביים ואגורים בפלסטידות ,צבעי אדום עד צהוב

 לא נמצאו פרחים שמשלבים בתוכם אנתוציאנינים, עד כה. קרוטנואידים ואנתוציאנינים והצבע מועשר עוד יותר

לעומת זאת פיענוח . מסלולי יצירת האנתוציאנינים והקרוטנואידים פוענחו ופורסמו בסקירות רבות. ובטלאינים

  .מסלול יצירת הבטלאינים עודנו נמשך

התופעה נחקרה בפרחים המכילים פיגמנטים אנתוציאנינים ויוחסה . שינויי צבע חלים באופן טבעי בפרחים

עוסקת בשינויי צבע הנוכחית עבודה ה. (Grotewold, 2006) תוכהבאופן מידורם ב ולשינויים חללית התאב pHלשינויי 

בהמשך הסקירה יפורטו מסלולי . הכותרת פיגמנטים קרוטנואידיםהמכילים בעלי קטופים החלים בורדים צהובים 

  . היצירה והמטבוליזם של הקרוטנואידים המשפיעים על שינויי הצבע בפרחים

  קרוטנואידים בצמחים. 3.ב

לקרוטנואידים בצמחים יש מגוון תפקידים הבאים לידי ביטוי ברקמות שונות ובזמנים שונים לאורך חיי 
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; האור וכן משמשים להגנה מפני נזקי חמצוןקליטת בכלורופלסט הם מרכיבים במערכת : )Hirschberg, 2001(הצמח 

משמשים תוצרי הפירוק שלהם ; שהם מקנים לפרחים ולפירות משמש למשיכת מאביקים ומפיצי זרעים הצבע

ובמסלול פירוק אחר הם מהווים מקור ליצירת חומרים , מולקולות מוצא ליצירת מווסתי צמיחה הנעים בצמחכ

נכון יהיה לומר כי הקרוטנואידים הם אחת מקבוצות המולקולות המגוונות ורבות . (Lewinsohn et al., 2005)נדיפים 

  .הפנים ביותר בעולם הצמח

 מסלול הביוסינתזה של קרוטנואידים . 4.ב

ם הוידועים האנזימים המשתתפים במסלול ותוצרי, מסלול הביוסינתזה של הקרוטנואידים אופיין בפרחים

הנוצרות בפרקציות , )C40(פחמנים  40הקרוטנואידים הם מולקולות בעלות . )Hirschberg, 2001() 1איור (השונים 

היא מולקולת " טרפנית"אבן הבניין ה. תחילת ייצורם בסדרת ריאקציות מאחות של טרפנים. השומניות של התא

isoprene  פחמנים  5בעלת - isopentenyl diphosphate . בשלבים המוקדמים של המסלול נוצרת מולקולה בגודל C20 

מסלול : לים מטבוליים שוניםמולקולה זו מהווה נקודת מוצא במסלו). geranylgeranyl diphosphate )GGPPהמכונה 

אשר מרכיב את השרשרת הצדדית  Phytol - פלסטידיים שונים כגון טוקופרול ו- יצירת מבנים תוך, יברלינים'יצירת הג

 -שאחד מהם מהווה חומר מוצא למסלול סינתזת ה, ומסלול  הביוסינתזה של קרוטנואידים, כלורופילמולקולת הב

ABA )Lu and Li, 2008( .  

, ליצירת הקרוטנואיד הראשון GGPPשלב מפתח מחייב ביצירת הקרוטנואידים הוא דחיסת שתי מולקולות  

phytoene . שלב זה מזורז באמצעות האנזיםphytoene synthase )Psy .(phytoene ,הוא , הקרוטנואיד הראשון במסלול

המעלים את מספר הקשרים הכפולים , והופך לליקופן לאחר איזומריזציה ושני שלבי דסטורציה, לינארי וחסר צבע

 נוצרים מליקופן הקרוטנואידים Lycopene cyclasesבאמצעות . הצמודים במולקולה ומקנים לה את הצבע האדום

בעל , β-caroteneבמסלול אחד או  luteinזוהי נקודת פיצול אשר ממנה עשוי להיווצר ). cyclic carotenoids( הציקליים

בהמשך מסלול זה מתרחשת הידרוקסילציה של הטבעות בקצוות ליצירת . במסלול המקביל, כתום-הצבע הצהוב

  . להם גווני צהוב, xantophyllsהקרוטנואידים המכונים 

קיימים ) Lcy( Lycopene cyclase - ו)  Phytoene desaturase  )Pds( ,ξ-carotene desaturase )Zdsלאנזימים 

ומשמש  Pdsמעכב את פעילות האנזים ) NF( norflurazonהחומר , לדוגמה. )Simkin et al., 2000(מעכבים שונים 

  .כקוטל עשבים

  בקרת הסינתזה של הקרוטנואידים. 5.ב

באיברי הצמח הירוקים הקרוטנואידים נמצאים בכלורופלסטים ומהווים חלק מקומפלקס קליטת האור 

 ,Lu and Li) היחסית הם קבועים ומדודים בקומפלקסים אלו הרכב הקרוטנואידים וכמותם. זהתבמערכת הפוטוסינ

בשונה . (Jilani et al., 1996)והבקרה על ייצורם לצורך זה היא הדוקה ומותאמת עם שאר מרכיבי הקומפלקס  ,(2008

מצטברת כמות רבה מאד של , בהם הקרוטנואידים נמצאים בכרומופלסטים ,בעלי כותרת צבעוניים ובפירות, מכך

בעוצמה , הקרוטנואידים האחראים ליצירת הצבע נוצרים ומצטברים בכרומופלסטים בתהליך מהיר. פיגמנט בזמן קצר

  .ובכמות רבה

: תעתוקקרוטנואידים בכרומופלסטים הינה ברמת הממצאים רבים מעידים שעיקר הבקרה על ייצור ה 
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פרחי עגבניה ופלפל הצטברות הקרוטנואידים השונים היא בהתאמה לעליה בביטוי גנים משלבים קודמים בבפירות ו

בתפוחי אדמה נמצא ; )Hirschberg, 2001(זה וירידה בביטוי גנים המופיעים במורד הזרם מהם תשל מסלול הביוסינ

, בנוסף. )Taylor and Ramsay, 2005(מאשר פקעות לבנות  Psyשפקעות צהובות הכילו רמה גבוהה יותר של הגן 

 ,Taylor and Ramsay )גרמה לעלייה משמעותית ברמת הקרוטנואטידים   zeaxanthin epoxidaseהאנזים ירידה ברמת

2005) .   

  

  
  

   .העקרייםמסלול הביוסינתזה של קרוטנואידים בפרחים והאנזימים  :1איור 
 -מ (ABA) חומצה אבציסית המסלול ליצירתאת גם וכולל Hirschberg, 2001,  המסלול מעובד מתוך         

violaxanthin.  
GGPP = geranylgeranyl diphosphate; Psy = phytoene synthase; Pds = phytoene desaturase; ZDS = ξ-carotene 
desaturase; Lcy-b = lycopene β-cyclase; Lcy-e = lycopene -cyclase; CrtR-b = β-ring hydroxylase; Zep1 = 
zeaxanthin epoxidase; Vde1 = violaxanthin deepoxidase; Nxs = neoxanthin synthase; VNCED = 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase; AO = aldehyde oxidase; ABA = abscisic acid.  
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שעלייה ברמת ביטוי גנים , חים השונים ברורמתצפיות בצמ. לא פוענח במלואו תעתוקמנגנון הבקרה על ה

עדיין  תעתוקאולם האות להפעלת ה, לביוסינתזה באיברים כגון פירות ופרחים תלויה בשלב ההתפתחותי של הצמח

מוגבר של גנים שונים במסלול  תעתוקהשרתה ) ROS(בדיסקיות פלפל דווח שעלייה ברמת המחמצנים . לא הוגדר

  . )Bouvier et al., 1998(ים הביוסינתזה של הקרוטנואיד

יברלין השרה יצירת קרוטנואידים בפרחי 'ג: בקרה הורמונלית על ייצור קרוטנואידים נמצאה במספר צמחים

צה חומ; )Bartely and Scolnik, 1995(בעגבנייה  Psyאתילן העלה את רמת האנזים ; )Vainstein et al., 1994(מלפפון 

  .9.כמפורט להלן בסעיף ב, יסמונית ומתיל יסמונט העלו את הרמה של קרוטנואידים שונים בצמחים שונים

  β-carotene hydroxylase- ול LCy - ל, Psy -בגנומים של עגבנייה וארבידופסיס מופיעים הגנים המקודדים ל

. )Galpaz et al., 2006(פרחים ובפירות גנים אלו מתורגמים למשפחות חלבונים בעלי ביטוי שונה ב. במספר עותקים

קיימות גם עדויות לכך שהבקרה על כמות הקרוטנואידים ברקמה . תעתוקתוצאה זו מרמזת על שלב בקרה נוסף על ה

 Li et)של הקרוטנואידים ) sequestration(אינה מתרחשת רק ברמת השיעתוק אלא גם ברמת ההצטברות או המידור 

al., 2001) כמפורט להלן.  

 fibrillin - תפקיד חלבוני הומידור הקרוטנואידים . 6.ב

ברקמות ירוקות מטמיעות . לאחר יצירתם הם אגורים בפלסטידות. קרוטנואידים הם הידרופוביים

ית וכאמצעי להתמודדות עם תטהקרוטנואידים נמצאים בכלורופלסטים ומשמשים כמרכיבים של המערכת הפוטוסינ

הם . הוא לשמש כצבעניםתפקידם של הקרוטנואידים  בפירות ופרחים. )Bartely and Scolnik, 1995(מחמצנים 

מהלך הצטברות הצבע בהבשלת פירות . דותמצטברים בכמויות גבוהות בפלסטידות ייעודיות המכונות כרומופלסטי

ופריחת פרחים מלווה בפירוק הכלורופיל בכלורופלסטים והתמיינות הכלורופלסטים לכרומופלסטים אשר בהם 

  . (Vishnevetsky et al., 1999)מצטברת כמות רבה של קרוטנואידים 

המכילים בתוכם את  נימייםנוצרים מבנים פ ,במקביל להרס תילקואידים בכלורופלסטים, בתהליך ההתמיינות

מבנים מוארכים צינוריים , )plastoglobules(מבנים אלו מופיעים בצמחים שונים בצורת בועיות . הקרוטנואידים

)tubules( , סיביים)fibrils ( או צורות אחרות)Tilney-Basset, 1989( . לעיתים ניתן למצוא מבנים פנימיים שונים

עם . פלסטידותכרומוב ותבשלבים הראשונים בהבשלת פירות פלפל מופיעים פלסטוגלובול. באותה פלסטידה

צברים ) sequester(מקובל להניח שמבנים אלו נועדו לאגור ולבודד . התקדמות ההבשלה הם מתארכים לצורת סיבים

מהקרוטנואידים  95% -בפרי פלפל נמצא ש. מות רבה במהלך הפריחה או ההבשלהשל קרוטנואידים שמסונתזים בכ

פלסטידיים אלו נחקרו במערכות שונות ונמצאו - מבנים תוך .)fibrils )Deruere et al., 1994 - שבכרומופלסט נמצאים ב

  .  בפירות ובפרחיםשות בנוסף לכרומופלסטים ברקמות ירוקשגם בכלורופלסטים  ותפלסטוגלובול

הוא חלבון מבני שאחראי לייצובם ולשמירת הקרוטנואידים  ותאחד המרכיבים החשובים של הפלסטוגלובול  

 fibrillin כונה החלבון בפלפל . )Smirra et al., 1993; Pozueta-Romero et al., 1997; Kim et al., 2001( ןבתוכ

)(Deruere et al., 1994 ,ותוהוא החלבון העיקרי שנמצא בפלסטוגלובול )Pozueta-Romero et al., 1997( .במערכתin 

vitro בני השיצירת מ ,המבוססת על פירות פלפל נמצא- fibrils  תלויה בנוכחות החלבוןfibrillin  ובנוכחות

סיל קכאשר הוספו למערכת קרוטנואידים המכילים קבוצת הידרו). cyclic carotenoids( ציקלייםקרוטנואידים 

)xanthophylls( ,בין ה ירתככל הנראה בגלל יצירת קשרי אס, יצירת המבנים הייתה יעילה יותר- xanthophylls 
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CHRC.ב.א

 ייםרתאס םהקשורים בקשרי xanthophyllsשהיחס בין  ,אכן נמצא בפלפל. )Deruere et al., 1994(ים פולריים לליפיד

קרוטנואידים תוצאות אלו רומזות שה. )Hornero, 2000(חופשיים עולה עם התקדמות ההבשלה  xanthophyllsלבין 

על . והקרוטנואידים האחרים במידה פחותה יותר xanthophyllsהם  ותהעיקריים שמשתתפים ביצירת הפלסטוגלובול

ממוקמים הקרוטנואידים ש, נראה) 'א2איור ( בפירות פלפל ותפי המודל המסביר את צורת מבנה הפלסטוגלובול

כבה זו עטופה אף היא בשכבה חיצונית של החלבון ש. עטופים בשכבת ליפידים, ברובד פנימי ותבפלסטוגלובול

fibrillin .  

 Chromoplast Protein C  (CHRC) (Vainstein et שנמצא בפרחי מלפפון כונה  fibrillin-החלבון ההומולוגי ל

al., 1994) .הגן לשל תרגום הו תעתוקה - CHRC  במלפפון הוגברו עם הפריחה במקביל להצטברות הקרוטנואידים

חלה ירידה דרסטית בכמות החלבון במקביל לירידה בכמות הקרוטנואידים , עם הזדקנות הפרח. בעלי הכותרת

(Vainstein et al., 1994) . בין הקרונואידים חוזר תצפית זו מצביעה על מערכת בקרה משותפת או מערכת היזון

ותלויה בכמות הקרוטנואידים  תעתוקל ביטוי החלבון מתקיימת גם לאחר הששהבקרה  ,נמצא ,אכן. CHRCלחלבון 

 ותמופיע ,כמו בפלפל בתחילת הפריחה, בפרחי מלפפון. )Vishnevetski et al., 1999(והרכבם בפלסטידה 

 - המודל שהוצע להסבר מבנה ה. )fibrils )Prebeg et al., 2006 - בפלסטידות ובהמשך נוצרים מהם ה ותפלסטוגלובול

fibrils שכבה משולבת של חלבון וליפידים פולריים , על פי המודל: בפרחי מלפפון שונה במעט מזה שהוצע בפלפל

אמנון פרחי ב ותגם במודל המתייחס למבנה הפלסטוגלובול .)'ב2איור (עוטפת את הקרוטנואידים ליצירת המבנה 

כבת מליפידים פולריים מצפה את השכבה הפנימית המורכבת בעיקרה ותמר מוצע ששכבה חיצונית דקה המור

שהקרוטנואידים בפלסטידה מציעים שלושת המודלים ש ,נראה לכן .(Vishnevetski et al., 1999)פולריים -מחומרים א

  .  פירוק אגורים בתוך מבנים פנימיים ומוגנים מפני

  

  

  

   

  

  

  

  

  

בפרחי מלפפון ו )'א( (Deruere et al., 1994)בפירות פלפל  fibrils - סכמות המתארות את מבנה ה :2איור 
(Vishnevetsky et al., 1999) )ב'.( LIP = םיליפידים פולרי ;/CAR C  =קרוטנואידים ; CHRC =

Chromoplast Protein C.  
  

בצמחים שונים נמצא . נראה שחלבונים אלו ממלאים תפקידים נוספים בצמח מעבר לאגירת קרוטנואידים

ים תחת בקרות ברי הצמח ונמצאיושהגנים לחלבונים מתבטאים בכל א, רביםפריטים מונה  fibrillinשמשפחת חלבוני 

 ;)Pozueta-Romero et al., 1997(ברי הצמח ימתבטא ברמה בסיסית בכל א fibrillinבפלפל הגן לחלבון : שונות

 7בכלורופלסטים של עלי ארבידופסיס נמצאו  ;)Laizet, 2004(גנים המשתייכים למשפחה זו  13מצאו בארבידופסיס נ

fibrillins קבוצת חלבוני . ל נמצאו ארבעהשונים ובכרומופלסטים של פירות פלפfibrillin  היא הקבוצה העיקרית
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 בקנולה. )Ytterberg et al., 2006(הן בכלורופלסטים והן בכרומופלסטים , ותשנמצאה בין חלבוני הפלסטוגלובול

)Brassica rapa(  כונו ש, ברי הצמח השוניםיחלבונים מהמשפחה בא 3נמצאו PAP)Plastid Associated Protein .( הגן

PAP1 מתבטא בעיקר באבקנים ,PAP2 מתבטא רק בעלי הכותרת ו - PAP3 ברים רבים אבל ביטויו הוא ימתבטא בא

ברי הצמח אך הכמות הרבה ביותר הצטברה בעלי ינמצאו בכל א PAPבהתאמה לכך חלבוני . ברמה בסיסית בלבד

  .)Kim et al., 2001(הכותרת 

 ןבפרט עקות בה, משתתפים בתגובת הצמח בהגנה כנגד עקות שונות fibrillinידוע ממחקרים רבים שחלבוני 

 Gillet et) (ABA) חומצה אבציסית וכן שהגנים לחלבונים אלו מבוקרים על ידי ההורמון, מעורבים רדיקלים מחמצנים

al., 1998; Manac'h and Kuntz, 1999) .הגנים שנמצאו בארבידופסיס מתבטאים : בדוגמאות הבאות, בין השאר, כך

עקת יובש ועקת אוזון הורידו את ; )Laizet et al., 2004(באופן שונה ברקמות שונות בצמח ובתגובה לעקות שונות 

צמחי ; )Kim et al., 2001(ואילו פציעה ועקת אור הגבירו את רמתם , בקנולה PAPרמת הביטוי של שלושת תעתיקי 

; )Rey et al., 2000(טבק שנחשפו לעקות יובש או עקת אור הגבירו את צבירת החלבון בכלורופלסטים שבעלים 

והגביר בכך את יכולת ההתמודדות עם עקת אור  fibrillinהשרה את הצטברות החלבון   ABA-בארבידופסיס נמצא ש

בתגובה לעקות  fibrillin -בעלי תפוח אדמה עלתה רמת ביטוי הגן ההומולוגי ל ;(Yang et al., 2006)בכלורופלסטים 

 .E בתגובה להדבקה בבקטריה  fibrillinבעגבניות עלתה רמת החלבון; )ROS(בהם מעורבים רדיקלים מחמצנים 

chrysanthemi  )Langenkämper et al., 2001( , ובעלי עגבנייה בהם הושתק ביטוי הגןCHRC  על ידיRNAi  עלתה רמת

 ,.Leitner-Dagan et al) .בנוסף לירידה בכמות הקרוטנואידים שהצטברו בפרחים, Botyrtis cinereaהרגישות לפטרייה 

2006(  

ביטוי : מהלדוג. גנים אלו גם מבוקרים על ידי מצבי התפתחות והורמונים צמחיים אחרים, בנוסף למצבי עקה

יברלין וירד מאוד בתגובה 'הוגבר גם בתגובה לג, אשר הוגבר עם הצטברות הקרוטנואידים, בפרחי מלפפון CHRCהגן 

) JA(חומצה יסמונית  עד כה לא דווח על קשר בין ההורמון, יחד עם זאת .)ABA )Vishnevetsky et al., 1997 - ל

  . CHRCביטוי הגן או החלבון בין ל , )MJ(מתיל יסמונט , ר הנדיף שלותוהמתיל אס

  ואפיון תוצרי הפירוק קרוטנואידיםהפירוק אופני . 7.ב

תוצרי פירוק . )Schwartz et al., 2001(קרוטנואידים מתחמצנים לתוצרים שונים המכונים אפוקרוטנואידים 

 ABA (Schwartz etבין התוצרים ניתן למנות את ההורמון . והם בעלי חשיבות ביולוגית וכלכלית, אלו נפוצים בטבע

al., 1997) ,הפיגמנטים הצהוביםMycorradicin  (C14) ו - Blumenin (C13)  במיקוריזההנוצרים בשורשים המאוכלסים 

)Walter et al., 2007( ,את הצבע האדום לתבלין הזעפרן הפיגמנטים המקנים ,bixin ו - crocetin )Bouvier et al., 2003( ,

 ,.β-ionone (Lewinsohn et alשונים כגון  ונדיפים )Booker et al., 2004(יצירת ענפים צדדיים  עיכובמולקולות סיגנל ל

2005) .  

מסלולי הקטבוליזם של הקרוטנואידים בצמחים עודנו חלקי  המידע על, בניגוד למסלול הביוסינתזה שפוענח

עשוי להיות תוצאה של ריאקציות  הקרוטנואידים פירוק. בשנים האחרונותרק והנתונים הולכים ומצטברים 

או תוצאה של ריאקציות אנזימטיות לא ספציפיות , )Caris-Veyrat et al., 2003(כגון חמצון על ידי אור , ספונטניות

וחמצון של קרוטנואידים , )lipoxygenase )Wu et al., 1999רוק חומצות שומן וקרוטנואידים על ידי האנזים כגון פי

  . )Bossert and Belin, 1994(ם בנוכחות אלדהידי xanthin oxidaseאשר זורז על ידי האנזים  β-iononeליצירת התוצר 
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נראה שעיקר פירוק הקרוטנואידים הינו מכוון ומזורז על ידי מסלולים אנזימטיים , לעומת הדוגמאות האלו 

ת וחלבונים המזרזים ריאקצי משפחות- שתי תתדגש מחקרי רב הושם על . וטנואידים השוניםרמוגדרים ליצירת האפוק

 Carotenoid Cleavage-ו cis Epoxycarotenoid Dioxygenase (NCED)-9: חמצון קרוטנואידים בצמחיםשל 

Dioxygenase   (CCD) .ת אנזים ממשפחNCED במוטנט , התגלה לראשונה בתירסvp14  המתאפיין במחסור בהורמון

ABA (Schwartz et al., 1997) .קרוטנואידים המוביל הבמסלול חמצון . בהמשך התגלו חלבונים נוספים ממשפחה זו

אנזים זה מזרז . NCEDמשמשים כסובסטרטים לאנזים  neoxanthin -ו violaxanthinהקרוטנואידים , ABAליצירת 

ולקולה בעלת ומ) C25(פחמנים  25ליצירת מולקולה בעלת  12-11ריאקציית חמצון שבה מתבקע הקשר הכפול בעמדה 

 ABA -שהוא חומר המוצא ל, AB-aldehydeהוא סובסטרט ליצירת  xanthoxin -ה .C15( ,xanthoxin(פחמנים  15

)(Camara and Bouvier, 2004 ) 1איור .(  

, חמישה מתוכם. NCED/CCD  (Tan et al., 2003)הגנים גנים המשתייכים למשפחת 9בארבידופיס התגלו 

AtNCED2,3,5,6,9 ,הם בעלי הומולוגיה קרובה יותר לגןvp14 ,  מקודדים לחלבונים שמחמצנים וככל הנראה

אך הם נבדלים זה , כל חמשת הגנים האלו מכילים רצף מוביל לפלסטידות. ABA -ה קרונטנואידים במסלול יצירת

 –עקות או מצבי התפתחות  –ובגורמי הבקרה , במיקומם בתוך הכלורופלסט, מזה בסוג הרקמה שבה הם מתבטאים

  . )Tan et al., 2003(המגבירים את ביטויים 

בעלי הומולוגיה נמוכה לגנים ממשפחת היו ארבעת הגנים הנותרים שאותרו בארבידופסיס ובצמחים נוספים 

NCED ,משפחה נפרדת על פי ההומולוגיה ביניהם - וסווגו לתת)Camara and Bouvier, 2004( . לקבוצת זו משתייכים

 inחלק מהאנזימים ממשפחה זו מזרזים . חלבונים אלה מפרקים קרוטנואידים לתוצרים שונים. CCD1,4,7,8הגנים 

vitro סובסטרט ספציפייש ולחלקם , פירוק של קרוטנואידים שונים .  

. התבצע החיתוך בו ת הקרוטנואידהתוצרים המתקבלים מהפירוק הם תוצאה של המיקום על גבי מולקול

והן מעידות על חיתוך כפול , )C14 - ו C13(פחמנים  14 -ו 13במקרים רבים שנחקרו תוצרי הפירוק היו מולקולות בעלות 

 - ו C13(פחמנים  27 - ו 13במקרים אחדים התוצרים היו של ). 3איור ( 10 -ו 9של המולקולה בשני קצותיה בין הפחמנים 

C27( ,תוך המולקולה בקצה אחד בלבד עדות לחי)Camara and Bouvier, 2004( . מחקרים אחרים מצאו שפירוק

יש לציין כי חלק מהדיווחים על פעילות . חלקם מתוארים להלןו, הקרוטנואידים יכול להתבצע בעמדות חיתוך אחרות

הן הסובסטרט והן העמדה בה  in vivoבפעילות , אחרונהבכפי שמתברר .  in vitroהאנזימים מתבססים על מחקרים

  .)Floss et al., 2008; Rubio et al., 2008(הוא נחתך עשויים להיות ספציפיים 

פירוק של קרוטנואידים  in vitroזרז , E.coli - שבודד מארבידופסיס ושובט ב AtCCD1,האנזים הציטוזולי 

אשר  C13)(פחמנים  13לות תוצרי הפירוק היו שתי מולקולות בע. י קצוות המולקולהנמש, 10 -ו 9שונים בין הפחמנים 

. norisoprenoidsמולקולות אלו מכונות . )Schwartz et al., 2001() 3איור (תלויה בקצוות הקרוטנואיד שפורק  ןצורת

 CCD1התוצר הנוסף של פירוק הקרוטנואידים על ידי . אלו הם טרפנואידים ארומטיים הנפוצים בפרחים ובפירות

וצר זה משותף ת. הנגזרת מהשלד שנותר לאחר חיתוך הקצוות ,)C14(פחמנים  14הוא מולקולת דיאלדהיד בעלת 

חיזור מולקולה זו מניב את המולקולה . לקרוטנואידים רבים בגלל מבנה השלד המרכזי המשותף לקרוטנואידים שונים

תוצרי פירוק אופייניים אלו נמצאו . )Schwartz et al., 2001(ורדים שונים ושאופיינה ב,  rosafluene, הפלואורוסצנטית

  . גם בצמחים נוספים

הקרוטנואידים מהוות מרכיבים חשובים התורמים לריח פירוק של  C13ובהדרים הנגזרות באבטיח  ,בעגבניה
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שנערכו למיצויים צמחים   HPLCחומרים ארומטיים אלו אופיינו באנליזות .)Lewinsohn et al., 2005( ולטעם הפירות

 Mahattanatawee et)במיץ תפוזים נמצא שתוצרי פירוק הקרוטנואידים תורמים לטעם ולריח האופייניים : אלו

al.,2005) ; בעגבנייה ובאבטיח נמצאו החומריםβ-ionone ו - β-cyclocitral  שהם תוצרי הפירוק שלβ-carotene ,וכן 

geranial ו - pseodoionone  שהם תוצרי פירוק שלlycopene )Lewinsohn et al., 2005( .  

,        תוצר הפירוק. שתנה לאורך שעות היממההושרה על ידי אור והבפרחי פטוניה  CCD1ביטויו של הגן 

β-ionone ,החוקרים שיערו שפעילותו . במקביל לשינויים ברמת הביטוי של הגן, התנדף מהפרחים בעיקר בשעות היום

 ,.Simkin et al)יקיםשל אנזים זה בייצור נדיפים המופרשים מהצמח מותאמת לזמני הפעילות של החרקים המאב

2004).   

 ,.Simkin et al)בארבידופסיס אינו מכיל רצף מוביל לפלסטידות 1CCDאנליזה ממוחשבת העלתה שהחלבון  

   )Rubio et al., 2008( בזעפרן, )Fleischmann et al., 2003(בקרמבולה , )Fleischman et al., 2002(גם בחבוש . (2004

מכיוון שהסובסטרטים של האנזים  ,מפתיעהתוצאה זו . נמצא פעיל בציטוזול בלבד 1CCDובצמחים נוספים האנזים 

  .אגורים בפלסטידות ולכאורה מוגנים שם מפני פירוק על ידי אנזימים ציטוזוליים, הקרוטנואידים, הזה

  

  

   .רקומביננטי עם קרוטנואידים שונים כסובסטרטים CCD1אנזים של  in vitroתוצרי פעילות : 3איור 
  . Schwartz et al., 2001)( התמונה לקוחה מתוך          

β-Car = β-carotene; Lut = lutein; Zeax = zeaxanthin; tViol = trans-violaxanthin; 9cViol = 9 cis-violaxanthin;  
9cNeox = 9 cis-neoxanthin. 
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 Booker et al., 2004; Snowden) בפלסטידות )Schwartz et al., 2004(פועלים ברצף CCD8, CCD7  האנזימים

et al., 2005)  ופעילותם בשורשי ארבידופסיס מייצרת מולקולת סיגנל, strigolactone,  צדדיים שמדכאת פריצת ענפים

)Schwartz et al., 2004; Snowden et al., 2005; Gomez-Roldan et al., 2008( . תעתיקים של גנים אלו נמצאו בכל

חותך את הקרוטנואיד בין   CCD7האנזים, CCD1 -בדומה ל. אך רמתם הגבוהה ביותר הייתה בשורשים, רקמות הצמח

זו האחרונה עוברת חיתוך נוסף על ידי . C27ומולקולת  C13הם מולקולת  CCD7תוצרי הפירוק של . 10 - ו 9הפחמנים 

CCD8 לקבלת המולקולותC9  ו -  C18)Schwartz et al., 2004( .  

המידע שהצטבר עד כה מעיד שהאנזים הוא פלסטידי . CCD4האנזים הפחות נחקר מכל המשפחה הוא 

ם בסריקת חלבוני. ניהםבקצה אחד של המולקולה או בש 10 - ו 9ומעורב בפירוק קרוטנואידים בין פחמנים 

 . )Ytterberg et al., 2006(שבכלורופלסט  ותנמצא החלבון ההומולוגי בפלסטוגלובול מפלסטידות של ארבידופסיס

CmCCD4a פרחי חרציתב פעיל )Chrysanthemum morifolium( , הגוון הצהוב נעלם במהירות שכן בפתיחת הפרחים

צהובים נותרו הצטברו קרוטנואידים והפרחים  CmCCD4ואילו בפרחים בהם הושתק הגן , הלבינומעלי הכותרת והם 

(Ohmiya et al., 2006, 2008) .יםבזעפרן הוצע לאחרונה שההומולוגים הפלסטידיCzCCD4a,b    מסוגלים לפרקβ-

carotene  י קצוות המולקולהנבש  10 -ו 9בין פחמנים )Rubio et al., 2008( . במחקר שפורסם לארונה דווח על שיבוט

CCD4 ביניהם , מצמחים שוניםRosa Damascena )Huang et al., 2009 .(במחקר זה נמצא שהאנזים מחרצית ,

CmCCD4a , זרז in vitro פירוקβ-carotene  לתוצר הנדיףβ-ionone אולם האנזים ההומולוגי מוורד ,RdCCd4 , לא זרז

  .בוורדים CCD4לא הצליחו לאפיין את תוצר הפעילות של  החוקרים , למעשה. תגובה זו

  :ניתן לשער שקיימים אופני פירוק שונים של קרוטנואידים, על סמך הדיווחים שתוארו לעיל

הפירוק נעשה , באבטיח ובהדרים, כגון בעגבנייה, בתאים מרקמות בהן לא חלה ירידה משמעותית בצבע. 1

ומניב את התוצרים  CCD1הפירוק מזורז על ידי האנזים הציטוזולי . וטנואידיםהקרכלל בציטוזול על אחוז קטן מאד מ

  .)Simkin et al., 2004( הנדיפים האופייניים

יש צורך במגע , קרוטנואידים המוביל לשינוי משמעותי בצבע במקרים בהם מתרחש פירוק מאסיבי של. 2

זעפרן וכן מפירוק ו פרחי חרציתשל כך בדוגמאות . פלסטידי ישיר בין הקרוטנואידים לאנזים המזרז את פירוקם- תוך

שמזרז פירוק מואץ של הצבע  CmCCD4aהאנזים  - בחרצית . אספסת י מיקוריזה בשורשי"קרוטנואידים המושרה ע

מזרז את הפירוק  CsZCDהאנזים הפלסטידי  - בזעפרן .(Ohmiya et al., 2006)מכיל פפטיד מוביל לפלסטידות  הצהוב

בעלת  crocetinהמולקולה , תוצר הפירוק. י קצוות המולקולהנמש 8 -ו 7בכרומופלסט בין פחמנים  zeaxanthinשל 

 Medicago, בשורשי אספסת .)Bouvier et al., 2003( חללית התאעובר גליקוזילציות ומובל אל תוך , הצבע האדום

trunculata,  למולקולות של הקרוטנואידים הגוון הצהוב מתקבל מפירוק ראשוניC27 ו- C13  אשר מתבצע בתוך

עובר גליקוזילציה ומובל אל הציטוזול שם  C27התוצר . CCD7או  CCD4כנראה , הפלסטידות על ידי אנזים פלסטידי

  .)CCD1 )Floss et al., 2008על ידי האנזים נוסף הוא נתון לפירוק 

ק באבטיח בהדרים ובדומיהם מתקיים פירו, אין לפסול את האפשרות שגם בעגבנייהש, נראה זאת לאור

  . ים הפלסטידי טרם אותרזאלא שהאנ ,ראשוני בפלסטידות

  ורדיםובופירוק קרוטנואידים שינויי צבע  ,פיגמנטים. 8.ב

ולעיתים צבע עלי הכותרת הוא שילוב של שני , ורדים מכילים אנתוציאנינים או קרוטנואידים בעלי הכותרת
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דהייה זו מתחילה . נפוצה בזני ורדים שונים דהיית צבע הפרח במהלך חיי האגרטל היא תופעה. סוגי הפיגמנטים

,  .2.תואר בסעיף בכפי ש. במהלך פתיחת ראש הפרח והיא מקדימה את התופעות האופייניות להזדקנות כגון הכמישה

כתוצאה שינויי צבע במהלך פתיחת הפרחים עשויים להיגרם  ,אנתוציאנינים הפיגמנטים בעלי הכותרת הםכאשר 

 pHעלייה של מעט יותר מחצי יחידת  'Better-Times'האדום הוורדים בזן , למשל. ת התאשל חללי pH - מעלייה ב

  . )Eugster and Märki-Fischer, 1991( כחול בפרחיםגוון הופעת עלי הכותרת גרמה ל של תאהבמוהל 

 .הנובעים מפירוק אנזימטי כמעט ולא נחקרו עד עתה המכילים קרוטנואידיםורדים שינויי צבע בפרחי 

רדים הקדים בכמעט שני פרחי ומנטים בעלי כותרת של על פיג) Märki-Fishcer  )1991-ו Eugsterקרם המקיף של מח

השערותיהם על אופן חיתוך , אף על פי כן. CCD -ה אנזימים ממשפחתהעשורים את הדיווחים הראשונים על 

  . עם השנים הקרוטנואידים התאמתו כמעט במלואן

 )Eugster and Märki-Fischer, 1991(של המאה הקודמת ' 80 -וה' 70 -במאמר המסכם את עבודתם משנות ה

 13 - ו 14, 27החוקרים מצאו אפוקרוטנואידים בעלי . רדיםוטנואידים בותוצרי פירוק שונים של קרו 15מתוארים 

  sinensiaxanthinבין האפוקרוטנואידים המתוארים נמצאה המולקולה. שונים ורדיםבזני  )C27 ,C14 ,C13(פחמנים 

בצבע צהוב המולקולה נפוצה גם בפירות ומאופיינת . violaxanthinהיא תוצר הפירוק של ש ,)C27( פחמנים 27בעלת 

ורדים שונים את המולקולה והחוקרים איתרו ב, בנוסף. 'גולדן דלישס' ם מזןצבע ציפת הפרי בתפוחי תדוגמכ, בהיר

rosafluene )C14( .של קרוטנואידים שונים, הלינארי, פחמנים נגזרת מהשלד המרכזי 14מולקולה זו בעלת , כאמור .

 13מולקולות נדיפות שונות בעלות  8מצאו  GC-MSים ובאנליזות החוקרים ריכזו נדיפים מוורדים שונ, בנוסף לכך

סובסטרטים לפירוק כשימשו ר שאאשר המבנה הכימי שלהם התאים לקצוות קרוטנואידים שונים  ,)C13(פחמנים 

)Eugster and Märki-Fischer, 1991(.  

ורדים מתקיים חיתוך אנזימטי של הקרוטנואידים בין ושב ,מניתוח התוצרים שהתקבלו שיערו החוקרים

ורדים שונים לעומת מגוון וב) rosafluene )C14 ,נפוצות המולקולה האחת .י קצוות המולקולהנמש 10 - ו 9פחמנים 

הובילו את החוקרים להשערה שקיים אנזים אחד המסוגל לחתוך קרוטנואידים , )C13(פחמנים  13המולקולות בעלות 

  : שונים בשני שלבי חיתוך על פי הנוסחה הבאה

  C40  →  C13 + [C27]  → C13 +  [C13 + C14[                 :1נוסחה 

המציע חיתוך מדורג של הקרוטנואידים לא אומץ על ידי רוב החוקרים בגלל שהמחקרים הרבים , דגם זה

י נהאנזים מסוגל לחתוך את מולקולת הקרוטנואיד מש in vitroהצביעו על כך שבפעילות  CCD1שבוצעו על האנזים 

  . קצותיה בו זמנית

. ה בשני שלביםיותר מציע שחיתוך הקרוטנואידים הוא אכן מדורג ונעשהמודל המעודכן ב, כפי שצויין לעיל

המודל מתבסס על פעילותם של , אך בשונה מהם, Märki-Fishcer - ו Eugsterרבה לגישתם של  מודל זה חוזר במידה

  ). CCD1(והשני ציטוזולי ) CCD7או  CCD4(הראשון פלסטידי  –שני אנזימים 

. )Huang et al., 2009(ורדים הופיע רק לאחרונה וב CCDנזימים ממשפחת של א םהדיווח הראשון על קיומ

. ברי הצמח ביטויו נמוך עשרות מוניםיבשאר אבעוד שמתבטא בעיקר בפרחים  RdCCD4גן צויין שהבדיווח זה 

-cis-ξ פירוק שלה אתלא אבל  apo-β-caroten-8’-al-’8פירוק של את ה in vitroמצאו שהאנזים זרז החוקרים 

carotene ,lycopene ,β-carotene ,ו- zeaxanthin . שיערו שהחוקרים-RdCCD4   מזרז את ייצור אינוβ-ionone בפרחים, 

   .בפרחים אינו ברור CCD4של והוסיפו שתפקידו הביולוגי 

בפרחים אלו צבע . )Shalit et al., 2004(מכילים פיגמנטים קרוטנואידים ' גולדן גייט'צהובים מזן  ורדיםפרחי 
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באנליזת נדיפים מעלי הכותרת של זן זה לא . רק לקראת סופם רוב חיי האגרטל ודוההבמשך עלי הכותרת נותר יציב 

כגון , צהובים אחרים ורדים בזני, לעומת זאת. )Shalit et al., 2004(נמצאו תוצרי הפירוק האופייניים שתוארו לעיל 

 ;Meir et al., 1998) קיימת ירידה חדה בעוצמת הצבע ובתכולת הקרוטנואידים בפרחים במהלך חיי האגרטל', פריסקו'

Glick et al., 2007).  

  קרוטנואידיםהעל  ההורמון תגובת צמחים לחומצה יסמונית או מתיל יסמונט והשפעת. 9.ב

הם הורמונים צמחיים המווסתים , )MJ(מתיל יסמונט , ר הנדיף שלהתוהמתיל אס) JA( חומצה יסמונית

היא חומצה אלפא  JAמולקולת המקור לייצור . )Howe, 2004(תהליכי התפתחות ותגובות הגנה כנגד עקות בצמחים 

המולקולה משתחררת מהממברנה על . שהיא חומצת שומן המצויה בממברנות צמחיות ,)α-linolenic acid(לינולנית 

האנזימים המרכזיים במסלול  .)octadecanoid )Howe, 2004 -במסלול ה JAזת תסובסטראט לסינכידי ליפאז ומשמשת 

אנזימים  .lipoxygenase (LOX), allene oxide synthase (AOS), allene oxide cyclase (AOC) :הם JAשל הביוסינתזה 

 ותנמצא בתוך פלסטוגלובול AOSהחלבון . )Ytterberg et al., 2006; Wasternack, 2007(אלו נמצאים בפלסטידות 

  .)Ytterberg et al., 2006(בכלורופלסטים שבעלי ארבידופסיס 

 JA  מעורב בתגובות הגנה בצמח כנגד טווח רחב של פתוגנים)Thaler et al., 2004(  . טיפול משולב של ריסוס

 Botrytis cinerea (Meir et שניתן לורדים קטופים מזנים שונים הגביר את עמידות הפרחים לפטרייה, MJ - והטענה ב

.al., 1998)  או פתוגנים נוספים באמצעות /ו לעיכוב התפתחות פטריית הבוטריטיסתגובות דומותMJ  נמצאו גם

מתבטאת בעליה של אנזימי הגנה  JA -התגובה ל. )Thomma et al., 2000(ובארבידופסיס  )Girault et al., 2008(בגפנים 

לתרבית תאי  MJ - במחקרים גנומיים נמצא כי מתן טיפול ב. )Farmer et al., 1992(ביניהם מעכבי פרוטאזות , שונים

גרם לשינויים  )Schenk et al., 2000; Mahalingam et al., 2003(ולצמחי ארבידופסיס  )Goossens et al., 2003(טבק 

שחלקם , ולייצור מגוון רחב מאוד של מטבוליטים משניים, JAמשמעותיים בביטוי גנים במסלול מעבר האות של 

  . קשורים למסלולי הגנה כנגד עקות שונות בצמח

דוגמאות למעורבות . בצמח) ROS(ביוטיות שונות עשויות להגביר את כמות המחמצנים - עקות ביוטיות וא

JA טיפולים ב: ח כנגד נזקי חמצון נמצאו במערכות שונותבתגובת הצמ - JA  הפחיתו תמותת תאים המושרית על ידי

O3  בצמחי ארבידופסיס)Rao et al., 2000( ; טיפולJA  הגן ל תעתוקשניתן לנבטי ארבידופסיס השרה את- glutathione 

peroxidase )Rodriguez-Milla et al., 2003( ,י "אנזים המשתתף בתגובות הגנה תאיות כנגד חמצון עROS ;ב טיפול- 

MJ  שניתן לחסה)Lactuca sativa L.(  רמתו של מרכיב פנולי העלאת הגביר את הפעילות נוגדת החמצון על ידי

הוא שליח  H2O2  - ש השערת החוקרים הייתה. )Kim et al., 2007(גם מנע את פירוק הקרוטנואידים בעלים ו, בעלים

  .)JA)Rodriguez-Milla et al., 2003  - משני בתיווך תגובת הצמח ל

עלייה , )Howe, 2004(ם עיכוב צמיחת שורשים ונצרי כוללים JAחלק מהתהליכים המבוקרים בצמח על ידי  

וכן , בתכולת הקרוטנואידים ברקמות מטמיעותגם ירידה בתכולת הכלורופיל ולעיתים , האנתוציאנינים ברמת

התפתחותי בתהליכי יש תפקיד JA  -לשתופעות אלו הובילו להשערה . )Perez et al., 1993, 1997(הזדקנות מואצת 

, גרם להזדקנות מוקדמת של העלים בארבידופסיס JAיישום י הדיווחים המראים ש"ו נתמכת עזהשערה . ההזדקנות

דנדרוביום סחלבי בפרחי פטוניה ו MJיישום גם . )He et al., 2002(עולה בהזקנות  JAנמצא שהרמה האנדוגנית של  וכן

  .(Porat et al., 1993)האיץ את הזדקנות הפרחים באמצעות הגברת רמת האתילן 
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ומאידך להפעיל , יכול להגביר תהליכי הזדקנות מחד  JAגם, יל מצביעים על כך שבדומה לאתילןהנתונים לע

נוכחות וכן מ ,מסוג הרקמה ומהתנאים בצמח, מושפע מהריכוזים JAנראה שכיוון הפעילות של . מערכות הגנה בצמח

ואתילן בתגובות הגנה שונות  JAמחקרים רבים מצביעים על הבקרה המשולבת של . סיגנלים הורמונליים נוספים של

והן על  JA המופעל הן על ידי    Ethylene Response Factor1 (ERF1)דוגמה בולטת אחת היא גורם השיעתוק . בצמח

. JA - גדות של אתילן וומחקרים אחרים מצביעים על השפעות מנ, לעומת זאת. )Lorenzo et al., 2003(ידי אתילן 

 מוגברת, תמותת תאים כתוצאה מהגברת המחמצנים ברקמההמתבטאת בהתגובה לאוזון בארבידופסיס , למשל

  .(Tuominen et al., 2004)מדכא את התגובה לאתילן ומגן על הרקמה מפני תמותה  JA - בעוד ש, באמצעות אתילן

אבל ידועה , )Tamari et al., 1995(על יצירת צבענים ידועה בעיקר בהקשר לאנתוציאנינים  MJ - ו  JAהשפעת 

במקרים מסוימים . שהם חומרי מוצא לקרוטנואידים ,)Goossens et al., 2003(על יצירת טרפנים  JAהשפעה של הגם 

הגביר את הצבע הצהוב והאדום  MJ - בהבשלת פירות מנגו טיפול ב: ליצירת קרוטנואידים  JAנמצא קשר ישיר ביןאף 

)González-Aguilar et al., 2001( , בהבשלת עגבניות)Czapski and Saniewski, 1995(  ובתפוחים)Perez et al., 1993( 

MJ  הגביר את הסינתזה שלβ-carotene ,ובתפוחי אדמהJA  הגביר את כמות ה- antheraxantin (Kovac and Ravnikar, 

בע התאים מצהוב בהיר לגוון כתום גרם להאטה בצמיחה ולהעצמת צ BY2שניתן לתאי טבק  MJטיפול . (1994

)Goossens et al., 2003( .טיפול , כאמור, בעלי חסהMJ מנע את פירוק הקרוטנואידים )(Kim et al., 2007 .ורדים וב

בחלק מהזנים נמצא שכתוצאה מהטיפול , Botrytis cinereaלצורך הגברת העמידות כנגד  MJ - קטופים אשר טופלו ב

לא נמצאו בספרות , עד כה. )Meir et al., 1998; Glick et al., 2007(צבע הפרחים ועוכבה הדהייה האופיינית הוגבר 

בעידוד יצירת קרוטנואידים בפרחים ולא למעורבותם בעיכוב הפירוק של  MJאו  JAעדויות נוספות למעורבות של 

  .קרוטנואידים

  

  הנחת העבודה. 10.ב

  

שבעלי הכותרת של ורדים קטופים מתקיימים תהליכים מקבילים של יצירה ופירוק העבודה שלנו היא  נחתה

שינויי הצבע שחלים במהלך חיי האגרטל נובעים משינוי העוצמה היחסית של . ים במהלך חיי האגרטלקרוטנואיד

' פריסקו'הקרוטנואידים בזן  ייצור. וכתוצאה מכך צבע הפרחים דוהה, תהליכי היצירה והפירוק של הקרוטנואידים

, CCD)(באמצעות אנזים פלסטידי הקרוטנואידים נובע מחמצון אנזימטי שלהם  פירוקו ,מבוקר ברמה המולקולארית

מגביר את עוצמת הצבע באמצעות  MJ - הטיפול ב. פלסטידותכרומוהקרוטנואידים בתוך ה מידורומותנה בהריסת 

פירוק , את ההנחה לגבי ייצורמטרת העבודה הייתה לבחון  .המידור או הפירוק, השפעה על כל אחד משלבי הייצור

  .אופן ההשפעה מהוו על תהליכים אלה MJ - ה רכזת השפעתהיכן מתלברר , ומידור הקרוטנואידים

  
  מטרות המחקר .11.ב

, במהלך חיי האגרטל' פריסקו'מזן  ורדים אפיון תכולת הקרוטנואידים והרכבם בעלי הכותרת של פרחי .1

 .על התכולה וההרכב MJ -והגדרת ההשפעה של הטיפול ב

 ורדיםזה של קרוטנואידים בעלי הכותרת של אנזימים במסלול הביוסינתהמקודדים לבחינת ביטוי גנים  .2

 .על הביטוי של גנים אלו MJובחינת ההשפעה של , צהובים במהלך חיי האגרטל
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 -כתוצאה מהטיפול ב משתנהרמת ביטויים קרוטנואידים אשר יציבות ופירוק נוספים הקשורים לגנים  איתור .3

,MJ העצמת הצבעבין להקשר בינם  בחינתו. 

ורדים הצהובים באגרטל נובעת מפירוק הקרוטנואידים כתוצאה מתהליכי והצבע ב בחינת ההנחה שדהיית .4

 . על תהליכים אלו MJ - ובחינת השפעת הטיפול ב CCD,בהם מעורב האנזים שפלסטידות כרומוחמצון ב
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  שיטות המחקר. ג

    טיפולים בפרחים. 1.ג

 'פרופיטה, ')'Golden Gate'( 'גייטגולדן , ')'Frisco'( 'פריסקו': ורדים מהזניםפרחי  :החומר הצמחי 

)('Prophyta'' ,אז'ג' )'Jazz'(' ,ארם'רד צ' )'Red Charm'(' ,מרסדס' )('Mecedes'' ,שרי ברנדי' )'Cherry Brandy'(' ,ספארי' 

)'Safari'(' ,בוננזה' )'Bonanza'( קלאוד טפרגרנ'ו ')'Fragrant Cloud' ( הובאו ממגדלים מסחריים במהלך היממה

  . ונה שלאחר הקטיףהראש

ן לשם הפיכתו לתכשיר מסיס 'נקנה מחברת סיגמה והועבר לחברת האחים מילצ  MJהחומר :MJ - בטיפול  

התכשיר יושם בוורדים קטופים באמצעות טיפול . Triton X-100 5% -אגרל ו 5% - על ידי המסתו ב TOG-MJ)(במים 

שעות  24למשך   μM MJ 350והטענה בריכוז סופי של  μM MJ 500בריכוז סופי של עלי הכותרת משולב של ריסוס 

)Meir et al., 1998( . וספת האך ללא , באותו אופןטופלו הביקורת פרחיMJ ריסוס –כלומר , לתמיסות הטיפול 

  .TOG-MJ - בממסים של תכשיר ה והטענה

) ביקורת( TOG-MJ -של תכשיר ה ממסיםאו ב μM MJ 500הפרחים רוססו בתמיסת  :יםנוספ MJטיפולי 

   .שעות מהריסוס הראשון 48 - ו 24וכן לאחר , שעות מהריסוס הראשון 24לאחר : במועדים נוספים במהלך חיי האגרטל

 - ב 2או ביום  0הפרחים רוססו ביום . ן'חברת האחים מילצמהתקבל  80%נורפלורזון : NF)( נורפלורזוןיישום 

NF 0.04 של ריכוזב mM  צ"מ 20 - עות בש 24חומר פעיל והוטענו בתמיסה זו למשך.  

 Sodium-בתום כל אחד מהטיפולים שתוארו לעיל הפרחים הועברו לאגרטלים עם תמיסת כלורין אורגני 

dichloroisocyan-ureate  ) תכשיר מסחרי,TOG-6 והוצבו בתנאים  ,מ"ח 50בריכוז של ) ן'מחברת אחים מילצ

 14שעות והארה בעוצמה של  12פוטופריודה של , 60-70%לחות יחסית של , צ"מ 20(המבוקרים של חדר התצפית 

    .למעקב אחר מדדי איכות שונים במהלך חיי האגרטל) מיקרואיינשטיין

 הוצבוהובאו מהמגדל בשלב קטיף מסחרי ו' פריסקו'פרחי ורדים מהזן : הדגרה באווירה של חמצן נמוך

לאחר היממה הראשונה הפרחים הודגרו . שעות 24למשך  צ"מ 20 - במ "ח 50בריכוז של  TOG-6באגרטלים עם תמיסת 

שאליהם הוזרמו גזים ליצירת  ,בתאי אווירה מבוקרתצ "מ 20 - ב אור פלואורסצנטי רציףבעם אותה התמיסה באגרטל 

באותם הודגרו במקביל פרחי הביקורת  .ימים 9למשך  )CO2, 97.5% N2, 2% O2 0.5%(ריכוז חמצן נמוך  אווירה בעלת 

  . רגילאוויר באך  םתנאי

כמפורט (משקל טרי ויבש של ראש הפרח ועוצמת צבע , קוטר ראש הפרח, הזדקנות, כמישה :מדדי איכות

  ).להלן

  צבעשל עוצמת המדידות . 2.ג

 Minolta CR-300 מסוג ורימטרבוצעה במכשיר קולבעלי הכותרת מדידה כמותית של עוצמת הצבע הצהוב 

על מערכת צירים המתבססת על ערכי  X,Y רדינטותאוהתוצאות מוצגות כקו .Minolta DP 301עם מעבד נתונים 

X,Y,Z tristimulus  ירוק על פי לוח הצבעים -כחול- יסוד אדוםהעם צבעיCIE color space ) או , )'ב', א4איור

 a,bשבה הגוונים  , CIE-L*a*b* color spaceהצבעיםמימדית על פי לוח - על מערכת צירים תלת  a,bרדינטותאוכקו

  .Clydesdale, 1978)( )'ג4איור ( Zמיוצגת בציר , L, והבהירות X,Yמיוצגים בצירים 
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  .לטהומערכות הצירים ששימשו למדידת עוצמת הצבע במכשיר מינו צבעיםהלוחות : 4איור 
  בהיקף של אורכי הגל מצויינים בכחול . X,Y,Z tristimulusהמתבססת על ערכי  X,Yמערכת צירים . א
  .  ספקטרום הצבעים 
  .כתום המצויים בעלי הכותרת- לבן- הגדלה של האזור במערכת הצירים שבו מופעים הצבעים צהוב. ב
  .CIE-L*a*b* color space של מערכת הצירים. ג           

  

   ורדיםשל  זיהוי סוג הפיגמנט בעלי הכותרת. 3.ג

ממיצוי עלי  צענו הפרדה שלהםיב, מזנים שונים ורדיםלצורך זיהוי סוג הפיגמנטים המצוי בעלי הכותרת של 

עלי כותרת כתושים הושרו באצטון עד למיצוי . הפיגמנטים ההידרופוביות השונה שלמידת על  הכותרת בהתבסס

 הצבע הצהובנבחן האם  בתום הסרכוז. הודגר וסורכז להפרדת הפאזות, עם כלורופורם המיצוי עורבב. הצבע הצהוב

  ).אופייני לקרוטנואידים(או בפאזה ההידרופובית ) וציאניניםתאופייני לאנ(נמצא בפאזה ההידרופילית 

.א  

.ג  

.ב  

Y 

X 
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 הקרוטנואידיםריכוז מיצוי וקביעת  .4.ג

העלים נדגמו מדורים שונים לפי . ד לבדיקהצ ע"מ 20- - עלי כותרת שנדגמו בניסויים השונים הוקפאו ב

. 21-18עלי כותרת = ודור פנימי ; 12-9עלי כותרת = דור אמצעי ; 4-1עלי כותרת = דור חיצוני : ההגדרות הבאות

המייצגים שילוב של הדורים  7-5הכללית בעלי כותרת מספר  נבדקה תכולת הקרוטנואידיםבחלק מהניסויים 

  .יםהאמצעיים והחיצוניים בפרח

קביעת רמת הקרוטנואידים . עד למיצוי הצבע מהכתש לתמיסה 80%העלים נכתשו וטולטלו בתמיסת אצטון 

  .)Wellburn, 1994( ננומטר 441היחסית ברקמה נעשתה בספקטרופוטומטר באורך גל של 

  נעשתה על פי הצבה בנוסחתבוצע המיצוי ממנה רקמה במדגם שקול של הקרוטנואידים ריכוז קביעת 

  :Beer-Lambert  

  Concentration.= Absorbance/ε      :2נוסחה 

                 ε   =מולרי קבוע בליעה )A( ; 2500=לקרוטנואידים  משוערערך .  

  הפרדת הקרוטנואידים וזיהויים  .5.ג

בוצעו במעבדתו של ההפרדה והזיהוי : 'פריסקו'מזן  ורדיםוזיהויים בעלי כותרת של  הפרדת הקרוטנואידים

  .  רושליםי, גבעת רם,  העבריתבפקולטה למדעים של האוניברסיטה , יוסף הירשברג' פרופ

האצטון נודף תחת זרם חנקן גזי . 7-5 מספרעלי כותרת  3מכתש קפוא של באצטון קרוטנואידים מוצו ה

בתום הספוניפיקציה . צ"מ 4 - למשך הלילה ב KOHועברו ספוניפיקציה עם  diethylether - והקרוטנואידים הורחפו ב

הפאזה ההידרופובית שהכילה את הקרוטנואידים . 1N 20% (v/v) NaClהוספת  באמצעות בוצעה הפרדת פאזות

  .  al., 1999) (Ronen et ל  אצטון"מ 1 -נודפה תחת זרם חנקן גזי והורחפה ב

בעלת המאפיינים  המצוייד בקולונה Waters 600מסוג  HPLCלמכשיר  המהתמיסה הוזרק µl 40של  ימהדג

     SPHERISORB 5 ODS 1 (silica 5 µm, 250 mm- 4.6 mm) (Phenomenex®).  : הבאים

 Waters 996 photodiodeנחשפו בעזרת גלאי מסוג השיאים  .ל לדקה"מ 1הפאזה הנוזלית הוזרמה בקצב של 

array detector .שטחי השיאים וחלקם היחסי מתוך כלל החומר המופרד התקבלו מתוכנתWaters Millenium  .

סטנדרטים  לש אלהלהם לשבליעה הוספקטרום ) retention time(הקרוטנואידים זוהו על פי התאמת זמן הדחיקה 

  . ידועים

  

  .'פריסקו'זן עלי כותרת מלהפרדת הקרוטנואידים ב HPLCמהלך ההרצה במכשיר הרכב הממס ב :1טבלה 

  
Time  
(min) 

% 
MeCN:H2O

9):1( 

% 
Ethyl 

Acetate  
0 95 5 
1 95 5 
10 80 20 
14 2 98 
30 2 98 
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במעבדתו של  ובוצעוהזיהוי ההפרדה : 'גולדן גייט'זן מ ורדיםעלי כותרת של הפרדת הקרוטנואידים וזיהויים ב

  . של מינהל המחקר החקלאי במרכז המחקר נווה יער, ר יעקב תדמור"ד

עד  hexane:acetone:ethanol [50:25:25 (v/v)] טולטל בחושך בתמיסת.7-5מספר עלי כותרת  3כתש קפוא של 

ושני שלבי ) החדר רטורתדקות בטמפ KOH 8% (w/v) )5 - התמיסה הצבעונית עברה ספוניפיקציה ב. למיצוי הצבע

מתמיסת הפאזה  µl 400 - המשקע הורחף ב. לאחר מכן נודפה הפאזה ההידרופובית הצבעונית. ןאהפרדת פאזות בהקס

 µl 40של  דגימהו, )acetonitrile:methanol:dichloromethane [(45:5:50 (v/v)] )Lewinsohn et al., 2005הנוזלית 

 C18 Nova-Pak :בעלת המאפיינים הבאים המצוייד בקולונה  Waters model 2690,מסוג HPLCלמכשיר  ההוזרק

(Waters) (250- 4.6 mm i.d.; 60 A°; 4 mm).  הקרוטנואידים השונים נחשפו בעזרת גלאי מסוגWaters 996 

photodiode array detector .הקרוטנואיד–carotene β ייניים לוזוהה על פי זמן הדחיקה וספקטרום הבליעה האופ.  

  LC/MSאנליזת  .6.ג

 Agilent 1200במכשיר  ,.5.בכמתואר בסעיף ' פריסקו'קרוטנואידים מהזן  יבוצעו על מיצוי LCMSאנליזות 

rapid resolution HPLC system  עם גלאיUV/Visible  וגלאי מסהAgilent 6410 triple quad mass selective detectors .

מתח : הבאים הופעל מקור יונים חיוביים על פי המדדים) electrospray ionization  )ESI - לאנליזה של המיצויים ב

, psi 40 -  לחץ מערבל, ליטר לדקה 10 – זרם הגז, צ"מ 350 - טמפרטורת הגז, 5000 V - (capillary voltage)קולונה ה

ביציאה ). collision gas(יך עם חנקן כגז מול, eV 15 -בוצעה ב MS/MSאנליזת . fragmator – 140 V - ה מתח

 ESI. -להגברת הפרוטונציה ב ל לדקה"מ 0.15בזרם של במתאנול  formic acid  2%מהקולונה הוספה לדוגמה תמיסת 

 של היה זרימההקצב פרט לכך ש .5.בסעיף בהתקבלה מההרצה במכשיר זה על פי התנאים שצויינו  UVכרומטוגרמת 

   .ל לדקה"מ 0.4

  ת וריאמולקולעבודה שיטות  .7.ג

    . Sambrook et al., 1989המבוססות על, העבודה המולקולאריות נעשתה בשיטות המקובלות,  ככלל

לאחר מפרחים מטופלים ומפרחי הביקורת הוקפאו במועדים שונים  8-5מספר עלי כותרת : RNAהפקות 

 0.1M Tris, 0.025M: שכללק  בבופר עברו פירו, העלים נכתשו בחנקן נוזלי. ובמהלך חיי האגרטל MJ - מתן הטיפול ב

EDTA, 2N NaCl, 2% cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), 2% polyvinylpyrrolidon (PVP), 2% β-

mercaptoethanol, ושני שלבי ניקוי ב - chloroform:isoamylalcohol )24:1, v/v .( תמיסת חומצות הגרעין המתקבלת

הופק מהתמיסה בעזרת  RNA -ה .)Gasic et al., 2004(והורחפה במים  LiCl 3M  - הושקעה בהדגרה למשך הלילה ב

 או בהשקעה אתאנולית על פי השיטות המקובלות, על פי הוראות היצרן) RNeasy mini kit(קולונה של חברת סיגמה 

     ). pH = 5.5  ,15 mM סודיום אצטט+ אתאנול  75%(

אקצית ברי template - ושימש כ) DNAse  )rDNAse I, Promega-המופק טופל ב RNA - ה: cDNAייצור 

Reverse transcription ליצירתcDNA  )M-MLV Reverse Transcriptase, Promega (עם תערובת של תחלים,Random 

Hexamers ו - Oligo dT )Promega.(  
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על בסיס , חיצוניים ופנימיים, תוכננו שני זוגות תחליםשיועדו לשיבוט לכל אחד מהגנים : שיבוטים

ושימשו בשילובים ) 2טבלה () ירושלים(' זהתסינ'התחלים סונתזו בחברת . יםהומולוגיה לגנים אלו מצמחים שונ

פרוטוקול , ככלל. 'פריסקו'מעלי כותרת של ורדים מזן  template cDNAעם   Touch-Down PCRשונים בריאקציית

ם הולכת בה' touch-down'עשרה סבבי , דקות 2 - לצ "מ 94 -ב דנטורציה ראשונית: כמפורט להלןבוצע הריאקציות 

- ל) בהתאם לתחלים השונים(צ "מ 64-57 ,שניות  20-לצ "מ 94ושלושים סבבים של   annealing-ויורדת טמפרטורת ה

. דקות 5למשך צ "מ 72 - ב בתום ההגברה בוצע שלב הארכת קצוות סופי. שניות  30-לצ "מ 72 -ו שניות 20

שנרכשה   Ampliqon Taq DNA Polymerase Master Mix REDערכתמ ל נלקחו"לריאקציה הנאנזים הריאגנטים וה

  . Genetech R&Dמחברת 

הוגבר בריאקציה כפולה שבה ' פריסקו'מזן  Rosa hybrida)( ורדיםשבודד מעלי כותרת של  RhCCD1 הגן

תנאי ). nested(לריאקציה שנייה עם זוג התחלים הפנימיים  templateתוצרי הריאקציה עם התחלים החצוניים היוו 

 - ו 54.5והפנימיים היו צוניים יעם התחלים הח annealing - ת הופרטורמטש פרט לכך ,ציה היו כמתואר לעילהריאק

  .בהתאמה, צ"מ 50.9

 pGEM-Tהוא אוחה עם הפלסמיד המסחרי , הצפוייחיד בגודל פס שהתבטא ב נקי PCRכאשר התקבל תוצר 

Easy  )Promega( , שובט בתאיJM-109 )Promega( בחברת  ונשלח לריצוףDanyel Biotech . תוצאות הריצוף הושוו

   .http://www.ncbi.nlm.nih.govבאתר  BLASTxלמאגרי המידע הקיימים בתכנת 

שבודדו  ,ל"הנשל הגנים ' 5בהמשך העבודה שובטו קצות  :RhCCD4 ,RhCCD1של הגנים ' 5ריצוף אזור קצה 

 Rosa Damascena - ההומולוגיה שלהם לגנים המקבילים מי "פע', פריסקו'מזן  Rosa hybrida)( ורדיםמעלי כותרת של 

  . אשר פורסמו במאגרי המידע

נלקחו מספריית  Phytoene Synthase ,ζ-Carotene Deasturase ,Violaxanthin De-epoxidaseמקטעי הגנים 

אלכסנדר וינשטיין בפקולטה ' במעבדתו של פרופשפותחה  ,)Guterman et al., 2002(הגנים מעלי כותרת של ורדים 

  .ברחובות לחקלאות

  

  .גנים הקשורים לביוסינתזה או פירוק קרוטנואידים רצף התחלים ששימשו לשיבוט :2טבלה 

  
  רצף התחלים  שם הגן

 
Lcy-b 5’ TGCTTGATTGCCTCGACACTACCT
Lcy-b 3’ CTTGAATTGTGACGCCATCGTTGC

Pds 5’ ACCATACTGCTGGAAGCAAGAGA
Pds 3’ TCCACCAAGAATTGCTGGCACAAG 

RhCCD1 5’ GTTYGAYGGNGAYGGNGA
RhCCD1 3’ GCRAARTCRTGCATCATDA

RhCCD1 nested 5’ ATYAARGATGGVAAAGCD
RhCD1 nested 3’ TTBGGRTGRGCHGTRAA

RhCCD4 5’ TACCAYYTVTTCGACGG
RhCCD4 3’ TTDGGRTGMGCMGTAT

  
על ביטוי גנים נבחנה באנליזת                  MJ - השפעת הטיפול ב :RT-PCR Semi-quantitative )(sqRT-PCRאנליזת  
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sqRT-PCR  המתקבלים מריאקציות הפסים באמצעות השוואה איכותית של עוצמתPCR  שבוצעו במקביל

חיי במהלך שונים  מועדיםב MJ - בורת ופרחים מטופלים מעלי כותרת של פרחי ביקשבודדו  ,template  cDNAעם

טבלה ( ריאקציות כיול מקדימות לקביעת מספר הסבבים בריאקציה בוצעו לכל אחד מזוגות התחלים בנפרד. האגרטל

שבוצעה  PCRבריאקציית הפסים בין הדוגמאות השונות הושגה באמצעות השוואת עוצמת  cDNA - אחידות ה. )3

   .זומלי השמור בין צמחים רביםוהריב 17Sממקטע במקביל עם תחלים 

נבנתה באמצעות  MJ - ספריית הפחתה לגנים בעלי כותרת המושפעים מהטיפול ב :בניית ספריית הפחתה

מעלי כותרת מפרחים  RNAדגימות . על פי הוראות היצרן) PCR-Select cDNA subtraction kit )Clontech ערכהה

מכל קבוצת טיפול  RNA -דוגמאות ה. MJ - ממתן הטיפול ב 48 - ו 24, 16, 8, 4, 2שעות מטופלי ופרחי ביקורת נלקחו ב

  .להפחתה cDNAליצירת  ואוחדו ושימש

  
 של לאנליזה של גנים הקשורים לביוסינתזה או פירוק PCR-sqRT ששימשו בריאקציות רצפי התחלים :3טבלה 

  .קרוטנואידים

  
  רצף התחלים

 
  שם הגן

TGCTTGATTGCCTCGACACTACCTLcy-b 5’ 
CTTGAATTGTGACGCCATCGTTGCLcy-b 3’ 
ACCATACTGCTGGAAGCAAGAGAPds 5’ 
TCCACCAAGAATTGCTGGCACAAG Pds 3’ 
TATGTCTGGTGTTCTCTTTGPsy 5’ 
TCCGCTCTGGTGTCATAAG Psy3’ 
ATGCCTGCAGGCCTTGCAATZds 5’ 
AGCCTTGCGATGATGGGAAZds 3’ 
AACGGATAATACTTGCGGGCCTGAVEP 5’ 
AGCTTCCGAAGAGGAAGTGTTCGT VEP 3’ 
AGGTTTGTCTGCCTCTGAAAGAGCRhCCD1 5’ 
GGAAAGCAACATAGTCTCCCGCTRhCCD1 3’ 
ATGCTCCACTCCATCAGAATCTCCRhCCD4 5’ 
GAACAGCTCGCCGTTAAAGTCGTTRhCCD4 3’ 
ACGATTCGGCCTTGCTACTTGAGARhCHRC 5’
TGTCCGAAGTCCTAAGCGTGTTCARhCHRC 3’
GCGACGCATCATTCAAATTTC ribosomal 5’
TCCGGAATCGAACCCTAATTCribosomal 3’

  

  

הוגבר בריאקציית מהקלונים שהתקבלו בספריית ההפחתה  DNA -ה : Reverse Northernהיברידיזציות

PCR  במטען חיובי טופטף על ממברנות ניילון טעונותו, ביםבס 35בעלת (HyBond N+, Amersham Biosciences) .

, MJ -מופחת לטיפול ב cDNA - ל dCTP32הכנת גלאים רדיואקטיביים לא ספציפיים בוצעה בריאקציית שיעתוק עם 

והריאגנטים והאנזים לריאקציה , החומר הרדיואקטיבי נרכש מחברת דניאל ביוטק. מופחת לביקורת  cDNA-ל, ומנגד

  ).בית העמק, גיותתעשיות ביולו(  Random Primer DNA Labeling kitסופקו בערכה 

. על פי הוראות היצרן) Clontech ExpressHyb(בוצעה בבופר מסחרי  Reverse Nothernהיברידיזציית  
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נסרק ש ,שעות 12למשך ) Fuji-film imaging plate(הממברנה עם הגלאים המוצמדים נחשפה ללוח הדמיה זרחני 

קלונים שהגיבו באופן שונה לשני  Fuji-film FLA-5100 imaging system. מסוג ר'במכשיר פוספואימג לאחר מכן

.  Northernחלק מהקלונים שימשו כגלאים באנליזת . BLASTxוהרצפים הושוו למאגרי המידע בתכנת  ,הגלאים רוצפו

  .כמפורט לעיל sqRT-PCRשימש גם ליצירת תחלים עבור אנליזת  CHRCהרצף ההומולוגי לגן 

בשיטה ' גולדן גייט'ו' פריסקו'של פרחים מזן  8-5מספר כותרת הופק מעלי  Northern: RNAאנליזות 

 ץמכל הפקה עבר דנטורציה והור µg20  של RNAמדגם  .nm 280 - הבליעה שלו בפי כומת על  RNA -ה. שצויינה לעיל

 MOPS )40 mM MOPS, pH 7.0, 10 mMטבול בבופר  0.66Mפורמאלדהיד + ל אגרוז 'שעות בג 3למשך  V 60 -ב

sodium acetate, 1 mM EDTA .(ל צולם על שולחן 'הגUV ה. לצורך כימות נוסף - RNA  בשיטה קפילרית הועבר

ואז קובע אל , שעות 16במשך  )HYBOND N+, Amersham Biosciences(ל אל ממברנת ניילון טעונה חיובית 'מהג

   .UltraLUMמתוצרת חברת  UV Cross-linkerמכשיר עזרת הממברנה ב

בריאקציות אלו היו   templates-ה. ים הוכנו בריאקציית שיעתוק כמפורט בסעיף הקודםגלאים ספציפי

  .פלסמידים שהופקו מהקלונים שנבחרו לאנליזה

 Salmon testesשהכיל  Denhardt’s buffer-בצ "מ 65 - טרם ההיברידיזציה הממברנה טולטלה למשך שעתיים ב

DNA 25  בריכוז שלµg/ml)Sigma .( היברידיזצייתNorthern  שעות בבופר  16בוצעה באותם תנאי טמפרטורה למשך

 SSC + 0.05%  - בתום ההיברידיזציה הממברנה נשטפה ב. Salmon testes DNA - טרי שהוספו לו הסמן הרדיואקטיבי ו

SDS  כאשר ריכוז ה, כל אחד דקות 10-5בתשעה שלבי שטיפה בני- SSC 1 -יורד בהדרגה מX 0.05 - לX . הממברנה

 ר'במכשיר פוספואימגלאחר מכן נסרק ש ,שעות 12למשך  Fujifilm imaging plate מסוג ה ללוח הדמיה זרחנינחשפ

  .Fuji film FLA-5100 Imaging System מסוג 

  RhCHRCלחלבון   Western Blotואנליזת , והרצה כימות, הפקה :אנליזות חלבונים. 8.ג

חיי במהלך נאספו והוקפאו במועדים שונים  MJ - בופלים של פרחי ביקורת ופרחים מט 8-5מספר עלי כותרת 

ובופר  polyvinylpolypyrrolidone )(PVPPגרם  1גרם רקמת העלים נכתש בחנקן נוזלי בתוספת  2מדגם של . האגרטל

 mM BisTris propane, pH 7.5, 10% (v/v) glycerol, 5 mM Na2S2O5, 10 mM NaCl, 1 mM 50 - המורכב מ הפקה

EDTA, 14 mM β-mercaptoethanol, 1% (w/v) PVP-40 . החלבונים כומתו בריאקצית פעילות עם ריאגנט ברדפורד

)Biorad (595 של ופוטומטר באורך גלרבספקט nm  מול עקומת כיול שנבנתה מסטנדרטBSA. מיקרוגם  25 מדגם של

 w/v SDS, 10 mM β-mercaptoethanol, 20% v/v 10% שהכיל עם בופר צבע 1:5מכל דוגמת חלבון עורבב ביחס של 

Glycerol, 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 0.05% w/v Bromophenol blue,  צ"מ95 (בחום דקות  5של עבר דנוטרציה( ,

 שעות 1.5למשך  mV 100 - והופרד באלקטרופורזה ב ,במקביל לסמני גודל SDS-PAGE מסוג לים'גשני על  ןהוטע
 Coomassie 0.2%ל אחד נצבע בריאגנט'בתום ההרצה ג. Tris-SDS-glycine בטמפרטורת החדר בנוכחות בופר הרצה

Blue, 7.5% acetic acid, 50% ethanol  ,90 -ל השני הוספגו לממברנת ניטרוצלולוז ב'והחלבונים מהג mV  1.5למשך  

  .צ"מ 4 - ב, Tris-glycine-methanolבבופר שעות 

כנגד החלבון שחוסנה שהופק מארנבת  ,וגדן ראשונינ עםבוצעה  CHRCלחלבון   Western Blotאנליזת

CHRC שהופק מעלי כותרת של פרחי מלפפון )Smirra et al., 1993( ,וינשטיין בפקולטה ' התקבל ממעבדתו של פרופש
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בנוכחות ) 0.02M Tris, 0.15N NaCl )TBS שהכיל פר חסימהבוב הממברנה טולטלה במשך שעה .ברחובות לחקלאות

 1:20,000במיהול של הראשוני הממברנה הוגבה עם הנוגדן ולאחר מכן  ,בטמפרטורת החדר) 1%(חלב רזה  5%

) TBST( TBS + Tween-20 שטיפה פרובב )שטיפות X 3דקות  15(אחר שטיפות ל. צ''מ 4- ה בלמשך הלילבטלטול 

 1:6000במיהול של  )Anti–rabbit IgG-AP conjugate )Promega, Madison, USA שניוני ןעם נוגדהוגבה הממברנה 

   .בטמפרטורת החדר שעות 1.5משך באמצעות הדגרה ל

 לתמיסת צבעהועברה הממברנה  ,)שטיפות X 3דקות  TBST  )15-לאחר סדרת שטיפות נוספת ב

, )NBT (nitro blue tetrazolium) / BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate  )Promega, Madison, USAשהכילה

 10י שטיפת הממברנה במים למשך "הריאקציה הופסקה ע. עד להתפתחות הצבע שעות 1.5בחושך למשך  וטולטלה

  .דקות

  ' פריסקו'בדיקת הרכב הנדיפים בפרחים מזן .  9.ג

קטופים הוכנסו לצנצנת זכוכית המחוברת למשאבה על ידי צינורות ' פריסקו'פרחי : Headspaceאנליזת  

של גרם   0.1שהכילה) מ"ס x 10 0.7(תוך קולונת זכוכית ל) cm3/ min 200(לטו נשאבו והחומרים הנדיפים שנפ ,טפלון

Porapack Q 80/100 )Waters, USA (של גרם   0.2שהכילה  ,קולונה נוספת. שמשני צידיה צמר זכוכיתכPorapack Q 

שאליהם הוסף  ,הקסאןל "מ 3החומרים הנדיפים מוצו מהקולונה עם . שימשה לסינון האויר שנכנס לכלי 80/100,

  .ל"מ   0.1הדוגמה רוכזה לנפח של. µg/ml 2 של בריכוז  isobutyl benzeneסטנדרט 

צ "מ 4 - קטופים נכתשו בחנקן נוזלי וטולטלו למשך הלילה ב' פריסקו'מפרחי  7-5עלי כותרת : מיצוי נדיפים

  .ל"מ  0.1ליונה רוכזה לנפח שלהדוגמה סורכזה והפאזה הע. מ"ח isobutyl benzene 10עם  ל הקסאן"מ 3 -ב

 Gas chromatography-mass spectrometry של התרכובות הנדיפות עברו אנליזה במערכת: GCMSאנליזת 

  : המצויידת במרכיבים הבאים

Pal autosampler (CTC analytic, Zwingen, Switzerland) 

TRACE GC 2000 gas chromatograph 

TRACE DSQ quadruple mass spectometer (Thermo Finnigan, Hemel UK) 

). Restek, California( RTX -5Sil מסוג) 'מ X 30מ "מ 25( התרכובות הופרדו על גבי קולונה קפילרית

 transfer line -ה רטורתוטמפ צ"מ 200הייתה  ion source -ה רטורתטמפ ,צ"מ 250 הייתה   injector- טמפרטורת ה

  .שימש כגז נשא ל לדקה"מ 1 רם בקצב שלשהוז הליום .צ"מ 280 תהיהי

. NIST V.2.0שימוש בספריה ממוחשבת אמצעות זיהוי החומרים נעשה על ידי אנליזת ספקטרום המסות ב

   .שימש כסטנדרט פנימי) isobutyl benzene )2µg / mlכמותית האנליזה הלצורך 

   מיקרוסקופ אלקטרוניםדוגמאות ב אנליזת. 10.ג

של פרחי ביקורת או פרחים  5מספר כותרת  העלשל  וממרכז נחתכו מ"ס X 0.5 0.5 של ריבועים בגודל

 המכיל PBS   - כותרת הושרו בהחתכים מעלי ה. של חיי האגרטל 6 -ו, 4, 2, 0בימים ' פריסקו'מזן   MJ-מטופלים ב

137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 100  mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4  3.5%עם glutaraldehyde  החתכים . יבועקלצורך
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לאחר מכן . uranyl acetate -ונצבעו בבלוק ב PBS - ב נשטפו, OsO4 in PBS 1% - ב נוסף קיבוענשטפו ועברו 

 -בתום הייבוש הדוגמאות הושקעו ב. נול עולים ואצטוןאריכוזי אתתמיסות עם ב ןהדוגמאות יובשו על ידי העברת

epoxy resin Agar100 )Agar Scientific, Cambridge( , ונצבעו שנית בלחתכים נפרסו - uranyl acetate/ lead citrate .

הכרומופלסטים  ).Tecnai G2 Spirit TEM )FEI company, Philipsבוצעה במיקרוסקופ מסוג  אנליזה של הדוגמאותה

מספר היחס של שב וח, לכימות התוצאות .הפלסטוגלובולותמספר  רקמה צולמו ובכל כרומופלסט נספרהשבתאי 

 .והכרומופלסטים בכל חתך סווגו לקבוצות על פי ערכי היחס הזה, הכרומופלסט רדיוס/לכרומופלסט ותסטוגלובולהפל
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  תוצאות. ד

 המופע על  MJ- השפעת הטיפול בו במהלך חיי האגרטל מופע עלי הכותרת בורדים קטופים. 1.ד

  MJ - טל והשפעת הטיפולים בחיי האגר במהלך' גולדן גייט'ו' פריסקו'מופע הצבע בזנים השתנות  .1.1.ד

 כהההוא בעל גוון צהוב ש' גולדן גייט'זן ב ,מופע הצבע במהלך חיי האגרטל נבדק בשני זני ורדים צהובים

 ,במהלך פתיחת פרח, ביומיים הראשונים באגרטל). 'ב5איור (הוא בעל גוון צהוב בהיר ש' פריסקו'זן בו )'א5איור (

בשל צבעו המקורי  היה קשה להבחין בהעצמת הצבע' גולדן גייט'זן ב אך, התעצם' פריסקו' ןזלהצבע הצהוב האופייני 

בזן . בשני הזנים של עלי הכותרתבצבע חלה דהייה הדרגתית ומתמשכת  ,הפתיחה עם התקדמות. הכהה יחסית

' גולדן גייט'זן דהייה בבהרבה לשקדמה , לחיי האגרטל 3או ביום  2דהייה משמעותית ניכרה כבר במהלך יום ' פריסקו'

  .ובעוצמה נמוכה יותר 6או  5בו הדהייה ניכרה רק ביום 

מהקצה האפיקלי כלפי בסיס  - הבודד  וברמת עלה הכותרת ,םיהדהייה מתפתחת מהדור החיצוני כלפי פנ 

  . איבוד הטורגור והכמישה האופייניים להזדקנותדהה קודם לעלי הכותרת הצבע ב רוב). 'ג5איור ( העלה

העצים את מופע הצבע בשני  ,)µM 500(ובריסוס ) µM 350(בהטענה  משולבבלפרחים שניתן , MJ - ב טיפול

הצבע  MJ -שטופלו ב' פריסקו'בפרחים מהזן ). 5איור ( כל חיי האגרטל משךבממתן הטיפול ו שעות 24 -החל מ הזנים

במהלך היומיים  MJ - ריסוסים נוספים בבזן זה ניתנו . והדהייה החלה רק לאחר היום הרביעי, נשמר ואף התעצם

עות ש 48+ שעות  24 לאחרמהטיפול הראשון וכן שעות  24מנות הריסוס ניתנו לאחר  .הראשונים לחיי האגרטל

  ). 6איור (הייתה השפעה מתווספת על עוצמת הצבע בעלי הכותרת  מנת ריסוסלכל . מהטיפול הראשון

 בזןגם ). 'ב5איור (הצבע  גברת עוצמתבנוסף לה, הפרחראש את פתיחת  גם האט MJ - הטיפול ב' פריסקו'בזן 

הטיפול לביקורת היו קטנים יותר והטיפול לא השפיע אך ההבדלים בין , הצבע הטיפול הגביר את עצמת 'גולדן גייט'

  ). 'א5איור (על  פתיחת ראש הפרח 

   'גולדן גייט'ו 'פריסקו'לצבע הצהוב בזנים האחראי זיהוי הפיגמנט  .2.1.ד

נערכה בדיקה איכותית על מנת לברר האם , על הצבענים ברקמה MJההשפעה של כצעד ראשון לבירור 

מידת על התבססה הבדיקה  .הוא קרוטנואיד או פלבנואיד' גולדן גייט'ו' פריסקו'נים זההצבען בעלי הכותרת של 

והמיצוי עורבב עם כלורופורם , אצטוןבהפיגמנטים מוצו מעלי כותרת כתושים : הפיגמנטים ההידרופוביות השונה של

 רופורם ההידרופוביתעיקר הצבע הצהוב נמצא בפאזת הכלו בתום ההדגרה בשני הזנים. והודגר עד להפרדת הפאזות

תוצאה זו הובילה למסקנה שקרוטנואידים הם הצבענים העיקריים ). התוצאות אינן מוצגות(האופיינית לקרוטנואידים 

  .'גולדן גייט'ו' פריסקו'בעלי הכותרת של הורדים מזנים 

   במהלך חיי האגרטל על מופע הצבע בזני ורדים נוספים  MJ-השפעת הטיפול ב. 3.1.ד

' גולדן גייט'פריסקו ו' הצהובים לזניםמצבעים אחרים בנוסף נבחנה גם בזני ורדים  MJ - יפול בהשפעת הט

' מרצדס', 'ארם'רד צ' מהזנים ורדים אדומיםוניתן ל MJ - ב טיפולה). 8, 7איורים (במטרה לאפיין את כלליות התופעה 

ורדים הצהובים ווכן ל ,'אז'ג'ו' פרופיטה' זניםמה ורדים ורודיםול, )התוצאות אינן מוצגות(' קלאוד טפרגרנ'ו) 7איור (
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 4נמדדו ברפרקטומטר ביום ) 'ג7איור (ומידת הבהירות ) 'ב ,'א7איור (עוצמת הצבע ). 8איור (', גולדן גייט'ו' פריסקו'

השפיע במובהק על  MJ - בנמצא שהטיפול  ',פריסקו'בנוסף להשפעה על עוצמת הצבע הצהוב בזן . לחיי האגרטל

, )'ב', א7איור ( )בהתאמה, גווני האדום והצהוב( b - ו aהטיפול הגביר את ערכי ' פרופיטה'בזן . ים הורודיםהצבע בזנ

 השפיעלא  MJ - בהטיפול . )'ג7איור ( )L(וכהים יותר ) 'א7איור () a(פרחים מטופלים היו אדומים יותר ' אז'ג'בזן  ואילו

  . )7איור (' רצדסמ'ו' ארם'רד צ' צבע עלי הכותרת בזנים האדומיםעל 

עוצמת הצבע ומידת ). 8איור ( בעלי גוון כתום נבחנה בסדרה נוספת של זנים MJ - בהשפעת הטיפול 

ורוד -מתאפיין בשינויים בצבע עלי הכותרת מכתום' שרי ברנדי'הזן . חיי האגרטלבמהלך  7 - ו 4מים הבהירות נמדדו בי

בדיקת הרפרקטומטר ו, שימר את הצבע הכתום בזן זה MJ - הטיפול ב. לורוד בסופם ועד בראשית חיי האגרטל

שהפרחים המטופלים היו בעלי עוצמת צבע גבוהה יותר ושהם  ,הראתהימי אגרטל  7שבוצעה בעלי הכותרת לאחר 

הוא בעל צבע כתום ' פריסקו'אשר נוצר מהזן ) 'ב8איור (' ספארי'הזן   ).'א8איור ( היו כהים יותר מפרחי הביקורת

הגביר את עוצמת הצבע הכתום ומנע את דהיית עלי הכותרת בזן  MJ - הטיפול ב. במהלך חיי האגרטל שהולך ודוהה

יותר מזו גם בזן זה בדיקת הרפרקטומטר העלתה שהפרחים המטופלים היו כהים יותר ובעלי עוצמת צבע גבוהה . זה

השפעת הטיפול בזן . לך חיי האגרטלהצבע דוהה בקצב איטי במה' בוננזה'בזן הכתום . )'ב8איור ( פרחי הביקורתשל 

בבדיקת הרפרקטומטר בזן זה לא נמצא הבדל  ו ,מאוחרים בחיי האגרטלהזה הייתה מינורית ביותר ונראתה רק בימים 

בעלי הכותרת העלתה שהפיגמנט העיקרי ת סוג הפיגמנט בזנים אלה בחינ. )'ג8איור ( בין פרחים מטופלים לביקורת

  . הוא קרוטנואידשלהם 

שהצבענים בעלי כתום  -בעלי גוון צהובהגביר את הצבע בפרחי ורדים שונים   MJ-שוצאות מראות לכן הת

מקובל שהצבענים . לא השפיע על הצבע בזנים האדומים אך, וכן בזנים ורודים הכותרת שלהם הם קרוטנואידים

, לאור זאת. )Eugster and Märki-Fischer, 1991( הם אנתוציאנינים ורדים בעלי הכותרת שלהמקנים צבעים אדומים 

' גולדן גייט'ו' פריסקו'תוך שימוש בשני הזנים הצהובים , על קרוטנואידים MJ - ול בפטיהתמקדנו באפיון השפעות ה

  .כזני מודל

  חיי האגרטל  במהלך' פריסקו' הזן הקוטר והמשקל של פרחישינויי על  MJ - השפעת הטיפול ב .4.1.ד

-ב טיפולהש היאביקורת לבין פרחי ה MJ -בהבדלי הצבע בין פרחים מטופלים אחת האפשרויות להסביר את 

MJ  פריסקו'בזן  מאחר והטיפול גם גרם לעיכוב בפתיחת הפרח ,יחד עם זאת. הקרוטנואידים בפרח הגביר את כמות' 

הקרוטנואידים בעלי הכותרת אלא מריכוז גבוה  כמותאינה נובעת מהבדלים בזו ה תוצאעלתה האפשרות ש) 'ב5איור (

על מנת לאפיין . יחסית לפרחי הביקורתאיטית בהם ליטת מים כתוצאה מק MJ -ב יותר שלהם בפרחים המטופלים

ראש הפרח של הטרי משקל בקוטר והשינויים בנמדדו , גורמים שיכולים להשפיע על עוצמת הצבע בעלי הכותרת

  .MJ -בהשפעת הטיפול ב במהלך חיי האגרטל

הראה  ביקורתבין פרחי הל MJ - בבין פרחים מטופלים ' פריסקו'מעקב אחר ההבדלים בקוטר ראש הפרח בזן 

 - המטופלים ב הפרחיםבהמשך ו, ימי האגרטל הראשונים בלבדעיקר בשני התבטא ב MJעל ידי  ת הפרחעיכוב פתיחש

MJ של הטיפול בהשפעה לא ניכרה  'גולדן גייט' בזן ).'א9איור ( הגיעו לפתיחה מלאה - MJ על פתיחת ראש הפרח 

ת השפעמביקורת אינו נובע פרחי שהבדל הצבע בין פרחים מטופלים לתוצאה זו מעידה  ).התוצאות אינן מוצגות(

  .על פתיחת הפרחים MJ - הטיפול ב

 2עד ליום  ההעלייה במשקל נעצר .1 - ל 0בין יום פרחי הביקורת במהלך חיי האגרטל עלה משקל הטרי של ה
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ברוב הניסויים ). 'ב9איור ( 6שלאחריו הובחנה ירידה ביום , 5עלה בקצב מואץ עד ליום הטרי ומכאן והלאה המשקל 

  .)'ב9איור (פרחי הביקורת במשך רוב חיי האגרטל זה של היה נמוך מ MJ -המשקל הטרי של פרחים שטופלו ב

השונות בין , עם זאת. )התוצאות אינן מוצגות( הייתה התאמה בין המשקל הטרי לבין המשקל היבש, ככלל 

על המשקל הטרי והיבש לא הייתה מובהקת  MJ -בהשפעת הטיפול והיו מקרים בהם  ,הניסויים ובתוכם הייתה רבה

  . חיי האגרטל הלךאו שלא הייתה אחידה במ

  

  

  

  

  

  

  

  .     ג                

  

  
  

  

 .)'ג', ב( 'פריסקו'ו )'א( 'גולדן גייט'על עוצמת הצבע הצהוב בורדים קטופים מהזנים  MJ - השפעת טיפול ב :5איור 
 μM MJ 350 - והטענה ב μM MJ 500 - ים טופלו בטיפול משולב הכולל ריסוס בקטופים משני הזנפרחים 
הפרחים לאחר מכן . MJללא תוספת , תמיסת המשטחים שבתכשירטופלו בהביקורת פרחי . שעות 24למשך 
מופע . ימים) 'ג', ב( 5או ) 'א( 6בחדר התצפית למשך ) TOG-6(תמיסת כלורין אורגני אגרטלים עם הוצבו ב
  . )'ג(ימים באגרטל  5לאחר  MJ - עם או ללא טיפול ב' פריסקו'רת מהדור החיצוני של פרחים מזן עלי כות

      
  
  
  
  
  
  
  
  
  



28 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .'פריסקו'זן עלי כותרת של פרחים מהעל עוצמת הצבע ב MJ - השפעת טיפולים מתווספים ב :6איור 
 הטיפולים. םימי 7דר התצפית למשך חאגרטל בוהודגרו בלהלן פרחים קטופים טופלו בטיפולים המפורטים 

+ ראשון  MJטיפול  =  MJ0+1 ;שעות 24למשך  μM MJ 350 - והטענה ב μM MJ 500 - ריסוס ב= MJ0 : כללו
טיפול + ראשון  MJטיפול =  MJ0+1+2; הראשון MJיממה לאחר טיפול  μM MJ 500 -טיפול ריסוס שני ב

.  טיפול ריסוס שלישי לאחר שתי יממות+ אשון הר MJיממה לאחר טיפול  μM MJ 500 - ריסוס שני ב
ומבוטאת מינולטה נמדדה ברפרקטומטר ) 7–5עלים מספר ( 3–2 יםעוצמת הצבע של עלי כותרת מדור

הערכים . 'ב', א4כמפורט באיור  X,Y,Z tristimulusעל מערכת צירים המבוססת על ערכי   x,yרדינטותאוכקו
  .  שגיאות תקן ±עלי כותרת  20–15של  ותממוצעי מדיד מייצגיםהמוצגים 
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ימים  4לאחר בזני ורדים שונים ) 'ג( L* - ו) 'ב( b*, )'א( a*עוצמת הצבע מדדי על  MJ - השפעת טיפולים ב :7איור 
  .באגרטל

בתמיסת כלורין  י הביקורת בחדר התצפיתוהוצבו במקביל לפרח 5איור כמפורט ב MJ - הפרחים טופלו ב            
ורדים מהזנים המצוינים באיור ביום פרחי הוהוסרו מ) 6-4עלים (ני שעלי כותרת מהדור ה. )TOG-6(אורגני 

 L*a*b*על פי לוח הצבעים מינולטה ברפרקטומטר מדדי עוצמת הצבע שלהם נקבעו הרביעי לחיי האגרטל ו
  .שגיאות תקן ±עלי כותרת  15וצעי מדידה של הערכים מייצגים ממ. 'ג4כמפורט באיור 
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X

X

X

Y

Y

Y

  

  

) 'ג(' בוננזה'ו) 'ב(' ספארי, ')'א(' שרי ברנדי' מהזנים ורדיםועוצמת הצבע במדדי על  MJ - השפעת טיפולים ב :8איור 
  .במהלך חיי האגרטל

ין תמיסת כלורוהוצבו במקביל לפרחי הביקורת בחדר התצפית ב 5איור כמפורט ב MJ - הפרחים טופלו ב 
 7-5מספר ועלי כותרת ) 'ג( 7או ביום ) 'ב ,'א( 4הפרחים צולמו ביום . למשך שבעה ימים) TOG-6(אורגני 

בעזרת רפרקטומטר  הםשל) reflectance(ורמת הבהירות ) color(עוצמת הצבע הוסרו מהם לצורך קביעת מדדי 
 X,Y,Zים המבוססת על ערכי על מערכת ציר x,y רדינטותאומבוטאת כקו) color(עוצמת הצבע  .מינולטה

tristimulus  הבהירות רמת ו, 'ב', א4כמפורט באיור)reflectance ( בהשוואה למשטח מבוטאת כאחוז החזר אור
עלי כותרת  15הערכים מייצגים ממוצעי מדידה של   .Clydesdale, 1978)) (100%(אידיאלי בעל החזר אור מלא 

    .שגיאות תקן ±
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' פריסקו'של ראש הפרח בוורדים מזן ) 'ב(ובמשקל הטרי ) 'א(על השינויים בקוטר  MJ - יפול בהשפעת הט :9איור 
  .  במהלך חיי האגרטל
והוצבו במקביל לפרחי הביקורת בחדר התצפית למעקב אחר מדדי  5איור כמפורט ב MJ - הפרחים טופלו ב

ל של ראשי הפרחים נקבע והמשק, קוטר הפרחים נמדד במד קוטר עגול. הקוטר והמשקל של ראש הפרח
  .שגיאות תקן ±פרחים  10הערכים מייצגים ממוצעי מדידה של . לאחר הסרתם מהגבעולים

  
 

  

גולדן 'ו' פריסקו'של ורדים מהזנים  בעלי הכותרת בהרכבםהקרוטנואידים ותכולת שינויים ב .2.ד

  אלושינויים על   MJ- ב הטיפולהשפעת ובחיי האגרטל ' גייט

 שינויים אלו על MJ - והשפעת הטיפול ב 'פריסקו'זן תכולת הקרוטנואידים של ורדים משינויים ב .1.2.ד

במהלך חיי ' פריסקו'עלי הכותרת של ורדים מהזן בעוצמת הצבע של התוצאות עד כה מצביעות על שינוייים 

משפיע על  MJ - תוצאות אלה מצביעות על כך שיתכן ו. על שינויים אלה MJ -ובהשפעה ברורה של הטיפול ב האגרטל

 MJאת השינויים האלו ואת השפעת ן ילאפי אנליזות שונות שמטרתן נערכו ,אי לכך. תכולת הקרוטנואידים בפרח

נבחר לביצוע , MJ - שבו נראתה דהייה משמעותית והשפעה חזקה ביותר של הטיפול ב, 'פריסקו'זן ה. עליהם

  . זותיהאנל

 הדוריםשילוב של המייצגים  7-5מספר  בעלי כותרתהכללית  נבדקה תכולת הקרוטנואידיםבשלב ראשון 

בפרחי הביקורת הצטברו הקרוטנואידים ש, נראה 10איור מהתוצאות המוצגות ב. החיצוניים בפרחיםו האמצעיים

 -הטיפול ב .2פי תכולת הקרוטנואידים פחתה  6ליום  2בין יום ו, לחיי האגרט לש ים הראשוניםימוביבעלי הכותרת 

MJ בפרחים המטופלים הירידה בתכולת  ,ובנוסף, עלי הכותרתב םהקרוטנואידיהשיא של ולת הגביר את תכ

אשר מ 2.4מטופלים הייתה גבוהה פי הכמות הקרוטנואידים בפרחים  6ביום  .4הקרוטנואידים החלה רק לאחר יום 

  .1.תוצאות אלו הן בהתאמה לשינויים במופע הפרחים שתוארו בפרק ד). 10איור (הביקורת בפרחי 

 –תכולת הקרוטנואידים מבטאת את המאזן בין שני תהליכים שיכולים להתרחש בעלי הכותרת במקביל 
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שבימים אלו עלייה זו מצביעה . ישנה עלייה בתכולת הקרוטנואידים בפרחי הביקורת 2ליום  0בין יום . ייצור ופירוק

ירידה זו . ישנה ירידה בתכולת הקרוטנואידים 6ליום  2בין יום . קרוטנואידיםסינתזה של תהליכי  מתקיימים בפרחים

הגביר את תכולת  MJ - הטיפול במאחר ו. השולט בעלי הכותרת בימים אלו הוא הפירוקתהליך המצביעה על כך ש

בפרחים  4 - 2 מיםבי, כך למשל. או על שניהם, השפעת הטיפול עשוייה להיות על כל אחד מהתהליכים, הקרוטנואידים

משינוי עשוייה לנבוע  הגברה זו. )10איור ( 7-5עלי הכותרת בשל קרוטנואידים מוגברת תכולה הייתה  MJ - שטופלו ב

לא ניתן לקבוע האם הטיפול הגביר את  אולם ,קרוטנואידיםהייצור לפירוק השחולל הטיפול במאזן בין תהליכי 

מכך שעלי הכותרת בדורים נבע  MJ - בהגדרת השפעת הטיפול בקושי נוסף . מנע את הפירוק מים אלו אובי ייצורה

. החיצוניים של הפרח נמצאים בשלב ההתפתחותי מתקדם יותר מאשר בדורים הפנימיים והם מקדימים לדהות

ון בנורפלורז השתמשנו ,בין שני התהליכים פרידלה על מנת. כתוצאה מכך שינוי הצבע אינו אחיד בכל ראש הפרח

)NF (י עיכוב האנזים על יד יצירת הקרוטנואידיםמסלול חוסם את שphytoene desaturase )Simkin et al., 2000( .

עלי = דור אמצעי ; 4 – 1עלי כותרת = דור חיצוני : הפרדנו בין הדורים השונים של הפרח על פי המפתח הבא, בנוסף

  .21 – 18עלי כותרת = ודור פנימי ; 12 – 9כותרת 

זת הקרוטנואידים בעלי הכותרת של תאכן חוסם את סינ  NF-נערך ניסוי מקדים כדי לוודא ש, ראשית 

כמות הקרוטנואידים בדור החיצוני  2ביום . והוצבו בחדר התצפית 0ביום  NF -הפרחים טופלו ב). 11איור (ורדים וה

 0כמות הקרוטנואידים הייתה שווה לכמותם ביום  NF -אך בפרחים שטופלו ב, 37% -פרחי הביקורת עלתה בשל 

 NF -הביקורת לפרחים שטופלו ב בין פרחי) 'ב11איור (ובצבע ) 'א11איור (הבדלים ברמות הקרוטנואידים . )'א11איור (

שייצור הקרוטנואידים בעלי הכותרת נמשך לאחר מניסוי זה עולה   . 6נשמרו במהלך כל חיי האגרטל וניכרו גם ביום 

שנמצאה הכמות השווה של הקרוטנואידים , בנוסף .ם של הקרוטנואידיםאכן מנע את הצטברות NFויישום  ,הקטיף

קרוטנואידים בעלי של לא התרחשו תהליכי פירוק  בתקופה זוש ידהעמ NF - לו בם שטופבפרחי 2ליום  0בין יום 

    .הכותרת

ונמדדה תכולת ) 12איור (בהמשך נערך ניסוי בו יושמו טיפולים שונים בדורים השונים של הפרחים 

  :הקרוטנואידים בעלי הכותרת לאורך חיי האגרטל

ים ימוביברו הקרוטנואידים בעלי הכותרת בפרחי הביקורת הצט10איור בדומה לתוצאות שהוצגו ב 

ובדור ) 'א12איור ( 3תכולת הקרוטנואידים פחתה בדור החיצוני פי  6ליום  2בין יום . לחיי האגרט לש הראשונים

הנתונים (בדור הפנימי לא חל שינוי בתכולת הקרוטנואידים בימים אלו ) 'ב12איור (האמצעי כמעט שלא השתנתה 

  ). אינם מוצגים

כמות הקרוטנואידים של  2בדור האמצעי ביום . הגביר את תכולת הקרוטנואידים בפרחים MJ -ל בהטיפו

כמות , לאחר ארבעה ימי אגרטל נוספים, 6יותר מאשר בפרחי הביקורת וביום  1.5פרחים מטופלים הייתה גבוהה פי 

לא היה הבדל בין  2ר החיצוני ביום בדו). 'ב12איור (מהביקורת  1.4הקרוטנואידים בפרחים מטופלים הייתה גבוהה פי 

בדור הפנימי לא ניכרה ). 'א12איור (מהביקורת  2.4כמות הקרוטנואידים הייתה גבוהה פי  6אך ביום , הטיפול לביקורת

  ).התוצאות אינן מוצגות(השפעה לטיפול 

זה לא היה במועד , כאמור). NF2( 2ביום  NF - בהוטענו ורוססו  MJ -הביקורת ופרחים מטופלים ב פרחי

). 'א12איור (לפרחי ביקורת  MJ -הבדל בכמות הקרוטנואידים בעלי כותרת של הדור החיצוני בין פרחים מטופלים ב

והן ) 'א12איור ( הן בדור החיצוני , NF2כמות הקרוטנואידים בפרחי הביקורת הייתה שווה לכמותם בפרחי  6ביום 

. 2לכך שבפרחים אלו לא נוצרו קרוטנואידים נוספים אחרי יום  תוצאה זו מהווה עדות). 'ב12איור (בדור האמצעי 
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תכולת הקרוטנואידים הייתה דומה , NF2 -אשר קיבלו את טיפול ה MJ - בדור החיצוני של פרחים מטופלים ב, מנגד

גרם   MJ-שהטיפול ב, מכאן). 'א12איור (וגבוהה במובהק מתכולתם בפרחי הביקורת  MJ - לזו של פרחים שטופלו ב

התקבלה מגמה דומה לגבי  6גם בדור האמצעי ביום . עיכוב פירוק הקרוטנואידים בעלי כותרת של הדור החיצוניל

בדור , יחד עם זאת). 'ב12איור ( NF2אשר קיבלו את טיפול  MJופרחי  MJ - תכולת הקרוטנואידים בפרחים שטופלו ב

ולכן , )'ב12איור ( 2רחי הביקורת ניכר כבר ביום לבין פ MJ -זה ההבדל בתכולת הקרוטנואידים בין פרחים שטופלו ב

  . 6ייתכן שהבדל זה נשמר עד ליום 

' פריסקו'על שיפור עוצמת הצבע בעלי הכותרת של ורדים מזן  MJשהשפעת בסדרת הניסויים הזאת הוכח 

ברר מהו לאור התוצאות האלו הוחלט ל. נובעת הן מהגברת הייצור והן מעיכוב הפירוק של הקרוטנואידים ברקמה

ובאיזה , MJ -ולבחון אילו מהקרוטנואידים שבעלי הכותרת מושפעים מהטיפול ב ,הרכב הקרוטנואידים בעלי הכותרת

    .אופן

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

' פריסקו'על שינויים בתכולת כלל הקרוטנואידים בעלי הכותרת של פרחי ורדים מזן  MJ - השפעת הטיפול ב :10איור 
  .במהלך חיי האגרטל

והוצבו במקביל לפרחי הביקורת בחדר התצפית בתמיסת כלורין  5איור כמפורט ב MJ - ים טופלו בהפרח
של פרחי ביקורת או של ) 7-5' מס(הקרוטנואידים מוצו משלושה עלי כותרת . ימים 6למשך ) TOG-6(אורגני 

פקטרופוטומטר י בליעת המיצוי בס"במועדים שונים במהלך חיי האגרטל וכומתו עפ MJ - פרחים מטופלים ב
  .שגיאות תקן ±הנתונים מייצגים ערכים ממוצעים של חמש חזרות לכל טיפול . ננומטר 441באורך גל של 
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במהלך ' פריסקו'בוורדים מזן ) 'ב(ומופע הצבע של הפרח ) 'א(על תכולת הקרוטנואידים  NFהשפעת יישום  :11איור 
  .חיי האגרטל

מעלי כותרת מהדור החיצוני של פרחי ביקורת או פרחים שרוססו  6 - ו, 2, 0קרוטנואידים מוצו בימים 
י בליעת האור של "תכולת כלל הקרוטנואידים נקבעה עפ). mM norflurazon )NF0 0.04 -ב 0והוטענו ביום 

מופע הפרחים המטופלים ופרחי ). 'א(ננומטר  441שנמדדה בספקטרופוטומטר באורך גל של , המיצויים
  ). 'ב(לחיי האגרטל  6ם ביום הביקורת צול

.א .ב   

control NF 



35 
 

  

  

  

  

  

  

  

והאמצעי ) 'א(על תכולת כלל הקרוטנואידים בעלי הכותרת בדור החיצוני  NF - וב MJ - השפעת טיפולים ב :12איור 
  .במהלך חיי האגרטל' פריסקו'של ורדים מזן ) 'ב(
של פרחי ביקורת ) 'ב( או האמצעי) 'א(מעלי כותרת מהדור החיצוני  6 - ו, 2, 0קרוטנואידים מוצו בימים  
)control( ,פרחים מטופלים ב- MJ )MJ( ,פרחי ביקורת שרוססו ב- NF  2ביום )NF2 (או פרחים מטופלים ב- 

MJ 0.04 - שרוססו והוטענו ב mM norflurazon  2ביום )MJ NF2 .(10איור הקרוטנואידים כומתו כמתואר ב .
  .שגיאות תקן ±ות לכל טיפול נתוני האיורים מייצגים ערכים ממוצעים של חמש חזר
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על שינויים  MJ - והשפעת הטיפול בבמהלך חיי האגרטל  'פריסקו'זן שינויים בהרכב הקרוטנואידים של ורדים מ .2.2.ד

 אלו

וכמותם נמדדה , MJ - של פרחי ביקורת ופרחים שטופלו ב 7-5מספר כלל הקרוטנואידים מוצו מעלי כותרת 

על מנת לזהות מהו הרכב הקרוטנואידים בזן  ,פרדה כמתואר בפרק החומרים ושיטותה ועבר ים אלומיצוי). 10איור (

ת של הקרוטנואידים ואופייני ותכרומטוגרמשתי מדגים  13איור . MJ - זה ואילו קרוטנואידים מושפעים מהטיפול ב

ים נעשה על פי זיהוי הקרוטנואיד. באגרטל 4 - ו 0שמוצו מפרחי ביקורת בימים ' פריסקו'בעלי הכותרת של הזן 

הקרוטנואידים . ידועים היציאה מהקולונה וצורת ספקטרום הבליעה של כל שיא לבין סטנדרטיםמועד השוואה בין 

בנוסף לאלו זוהו גם כמויות . β-carotene, zeaxanthin, antheraxanthin,violaxanthin, neoxanthin :שזוהו הם

ניתן לראות ירידה כללית בבליעה של  13איור ב). ת אינן מוצגותהתוצאו( phytoeneנמוכות ביותר של הקרוטנואיד 

הוא גבוה  4ואילו ביום  0שכמעט ואינו מופיע ביום  ,peak 1, מלבד השיא הראשון, 4ליום  0כל השיאים בין יום 

  .החומר המיוצג בשיא הזה יתואר להלן. ובולט

ותכולתו , )14, 13איורים ( violaxanthinתוצאות ההפרדה מראות שהקרוטנואיד העיקרי בעלי הכותרת הוא 

 10% - מהווה כתכולתו היחסית אשר  neoxanthinשני לו הוא . מכלל הקרוטנואידים 70% – 80%מהווה  היחסית

). 1 איור(קרוטנואידים בצמחים הזה של תשני החומרים האלו נמצאים במורד מסלול הביוסינ. מכלל הקרוטנואידים

עוד יותר במהלך חיי  תופוחת כתהול תכולתם היחסיתנמוכים בהרבה ו אחוזיםבשאר הקרוטנואידים נמצאים 

במהלך חיי האגרטל מצטבר בעלי הכותרת חומר נוסף במגמה הפוכה לקרוטנואידים , יחד עם זאת. )14איור ( האגרטל

קטרום בליעה לחומר זה ספ. )13איור ( 'peak 1' - החומר הופיע בכרומטוגרמה וצויין כ. ובמקביל לירידה בתכולתם

האופייניים  הגל הם קצרים מאורכי) nm ,420 nm 394(אך אורכי הגל המקסימליים שלו  ,קרוטנואידיםזה של דומה לה

  .)nm,≈470 nm≈ ()Wellburn, 1994 441(לקרוטנואידים 

, יחד עם זאת. )10איור ( גרטלאחיי הבמהלך כמות כלל הקרוטנואידים  הגברוה MJ - השפעת הטיפול בב

של קרוטנואיד  תהיחסיתכולתו הטיפול לא שינה את הרכב הקרוטנואידים בעלי הכותרת ולא הגביר או הוריד את 

- ו MJ violaxanthin - בפרחים המטופלים של כך גם בעלי הכותרת , כמו בפרחי הביקורת. מסויים מתוך ההרכב

neoxanthin יוצא מן הכלל היה החומר . )תוצאות לא מוצגות( מכלל הקרוטנואידים 90%–80 -תפסו כ'peak 1 ' אשר

 -ל של חומר זה הגיעה תכולתו היחסית 4ביום . ביקורתפרחי הותר מאשר בהצטבר בפרחים המטופלים בכמות קטנה י

התוצאה ( MJ - ב בלבד בפרחים המטופלים 3%לעומת ) 'ג14איור (ביקורת המתוך כלל הקרוטנואידים בפרחי  17%

  ). אינה מוצגת באיורים

נבחנה השפעת  ,בהרכב של כל קרוטנואיד וקביעת תכולתו היחסיתלאחר איפיון הרכב הקרוטנואידים 

נצפתה בפרחי הביקורת , ככלל. )15איור ( במהלך חיי האגרטל קרוטנואיד בנפרדתכולתו של כל על כל  MJ -הטיפול ב

 - השפעת הטיפול ב. 2ליום  0יום ין בחלקם החלה הירידה כבר ב. 2ירידה בכמותם של כל הקרוטנואידים החל מיום 

MJ  כמפורט להלן 4יעה לשיאה ביום והג 2על הקרוטנואידים השונים החלה ביום .  

 β-carotene   ) 15איורB ( ביומיים הראשונים לחיי האגרטל . 0נמצא בפרחי הביקורת ברמת השיא שלו ביום

הוא לא אותר  6וביום , כמעט כלילירדה הקרוטנואיד רמת  4ליום  2בין יום . קרוטנואיד זה נשמר ברמתו המקורית

ורמתו ביום זה הייתה גבוהה , 4עד ליום   β-carotene - מרת רמתו המקורית של הנש MJ - בפרחים המטופלים ב. כלל
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  .מרמתו בפרחי הביקורת 6פי 

 antheraxanthin ו- zeaxanthin ) 15איורC,D  ( בימים. 0נמצאים בפרחי הביקורת בשיא הצטברותם ביום   

 עיכב את  MJ. 0 - י יותר עד שערכם יורד לבקצב איטממשיכה לרדת  יאה 2באופן מואץ ולאחר יום  רמתם יורדת  2-0

שנמדדה בפרחים   antheraxanthinכמות. 6עד יום זו ה קבועה ברמ ונותרהם ו 2יום רק החל מ הירידה ברמתם

  ).15Cאיור ( 6זה נשמר גם ביום  והבדל, מאשר בפרחי הביקורת 10הייתה גבוהה פי  4ביום  MJ - בהמטופלים 

neoxanthin ו - violaxanthin ) 15איורE,F ( , המשיכו , הקרוטנואידים העיקריים בעלי הכותרתהמהווים את

רמתם מכן לשיא הצטברותם ולאחר הגיעו הם  2ביום . להצטבר בפרחי הביקורת ביומיים הראשונים לחיי האגרטל

 , 4ליום  להצטבר בקצב מואץ עדהמשיכו  שני קרוטנואידים אלה MJ - בפרחים מטופלים ב, לעומת זאת. בהדרגה ירדה

. בפרחי הביקורתזו שמאשר  3הייתה גבוהה פי ביום זה בעלי הכותרת של הפרחים המטופלים  violaxanthin - ורמת ה

מאשר  1.6הייתה גבוהה פי  4שהצטברה בפרחים מטופלים ביום  violaxanthinהכמות המקסימלית של , בנוסף לכך

דומה מצטיירת גם לגבי הקרוטנואיד תבנית שינויים  ).15Eר איו( 2בפרחי הביקורת ביום  ההכמות המקסימלית שנמדד

neoxanthin . ה כמות 4ביום- neoxanthin  בבפרחים המטופלים - MJ  מאשר בפרחי הביקורת 2.6הייתה גבוהה פי ,

איור ( ביקורתפרחי המאשר ב 2ומהשוואת כמויות המקסימום עולה שבפרחים המטופלים הכמות הייתה גבוהה פי 

15F.(  

צטבר בפרחי ההלך ו' peak 1' - הקרוטנואיד שהוגדר כ ,יגוד למגמה הכללית של פירוק קרוטנואידיםבנ

במגמה , )15Aאיור ( צטבר בקצב מואץה' peak 1'החומר , 4ליום  2בין יום ). 15A ,14, 13איורים ( 4הביקורת עד ליום 

על  MJ - השפעת הטיפול ב). 15E ,Fאיור ( neoxanthin - ו  violaxanthinשל צת ברמתםהמוא ירידההפוכה ל

שכן הטיפול עיכב את , הייתה גם היא הפוכה להשפעתו על שאר הקרוטנואידים' peak 1' החומר הצטברות

איור (מאשר בפרחי ביקורת  2.3הייתה נמוכה פי  MJ - בבפרחים מטופלים ' peak 1'כמותו של  4ביום . הצטברותו

15A.(  מהשוואת כמות השיא של'peak 1 ' בפרחי ביקורת) ב בפרחים מטופליםשלו מול כמות השיא ) 4ביום- MJ 

 -מכאן שהטיפול ב. מאשר בפרחים המטופלים 1.3ביקורת הייתה גבוהה פי פרחי הב' peak 1' שכמות ,עולה) 6ביום (

MJ  לא רק האט את הצטברותו של'peak 1 'ייתכן שהחומר , עם זאת. אלא אף מנע אותה חלקית'peak 1' ך המשי

הוא  'peak 1' -התוצאות תומכות בהשערה ש. בו הסתיימה המדידה, 6להצטבר בפרחים המטופלים גם לאחר יום 

  . תוצאות נוספות שמחזקות השערה זו יוצגו בהמשך העבודה. תוצר פירוק של קרוטנואידיםכנראה 
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 0ביום  'פריסקו'הזן ם לא מטופלים מפרחימעלי הכותרת של שמוצו ת לקרוטנואידים ואופייני ותכרומטוגרמ :31 יורא
)A ( 4וביום )B (במהלך חיי האגרטל.  
והופרדו , באגרטל 4וביום  0ביום ל אצטון "מ 1 -מוצו ב) 7-5' מס(עלי כותרת  שלושהקרוטנואידים מה

מרים זוהו על פי השוואת זמן היציאה וספקטרום הבליעה של כל פיק החו. C18 Spherisorbבקולונת 
  :ומוגדרים כמפורט להלן הפיקים המזוהים ממוספרים. כמתואר בפרק החומרים ושיטות, לסטנדרטים ידועים

1. peak 1; 2. neoxanthin; 3. violaxanthin; 4. cis-violaxanthin; 5. cis-antheraxanthin;  
6. antheraxanthin; 7. zeaxanthin;  8. β-carotene.  
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10.8 µg carotenoids/g FW 12.3 µg carotenoids/g FW

7.6 µg carotenoids/g FW 4.3 µg carotenoids/g FW

.א .ב

.ג.ד

β-carotene 3%

β-carotene 6%

β-carotene 1%

β-carotene < 0.5%

  

בימים שמוצו  'פריסקו'מהזן  ם לא מטופליםשל פרחי בעלי הכותרתהיחסית הרכב הקרוטנואידים ותכולתם  :41איור 
  . במהלך חיי אגרטל) 'ד( 6 - ו) 'ג( 4, )'ב( 2, )'א( 0
של כל קרוטנואיד בהרכב  תהיחסיתכולתו . כמתואר בפרק החומרים ושיטותהופרדו מוצו וקרוטנואידים ה

והשטח היחסי של כלל , Waters Millenniumמניתוח שטחי השיאים בכרומטוגרמות בתוכנת  ההתקבל
הערכים המוצגים  .ברקמה הקרוטנואידיםכלל מבטא באופן יחסי את תכולת ) כל העיגול(הקרוטנואידים 

  .  מהווים ממוצעים של חמש חזרות
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' פריסקו'הזן   של פרחיתכולת הקרוטנואידים השונים בעלי הכותרת השינויים בעל  JM - השפעת הטיפול ב :51איור 
  . במהלך חיי האגרטל

 ופרחים )•(של פרחי ביקורת  )7-5עלים מספר (משלושה עלי כותרת כתושים מוצו קרוטנואידים כלל ה
תכולת  .טרננומ 441 של באורך גל הנמדדרמתם ו 13איור הופרדו כמתואר ב, )○( MJ -ב מטופלים

 )peak 1 ')A' השינויים בתכולת. הקרוטנואידים מיוצגת באמצעות שטחי השיאים שהתקבלו בכרומטוגרמה
, )β-carotene )B( ,antheraxanthin )C( ,zeaxanthin )D - המזוהים  אחד מהקרוטנואידיםכל בתכולת וכן 

violaxanthin )E( ו- neoxanthin )F( חום ערכי ת יבעל יםנפרד פיםבגר יםמוצגY בעלי  םבהתאם לתכולת
  .  שגיאת תקן ±הנתונים מייצגים ממוצע של חמש חזרות לכל טיפול . הכותרת
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 שינויים אלה על MJהשפעת ו במהלך חיי האגרטל 'גולדן גייט'בזן ובהרכבם תכולת הקרוטנואידים שינויים ב. 3.2.ד

. והופרדו כמתואר בפרק החומרים ושיטות' טגולדן גיי'של פרחי  7-5קרוטנואידים מוצו מעלי כותרת מספר 

אולם , )16איור (, β-caroteneהקרוטנואיד היחיד שזוהה מתוך כלל הקרוטנואידים בכרומטוגרמה של ההפרדה הזו היה 

' פריסקו'שלזנים , נראה) הנתונים לא פורסמו(הירשברג ' בהסתמך על עבודה קודמת שנערכה במעבדתו של פרופ

כך . והגוון השונה ביניהם נובע מתכולה יחסית שונה של הקרוטנואידים, רכב קרוטנואידים דומהיש ה' גולדן גייט'ו

  . 'פריסקו'הייתה גבוהה בהרבה מתכולתו בזן ' גולדן גייט'בזן  β-caroteneתכולתו היחסית של , למשל

איור (שיאים משניים  7שיאים עיקריים ועוד   9-7נראים ' גולדן גייט'בכרומטוגרמה של הקרוטנואידים מפרחי 

נובעת ) 16איור (' גולדן גייט'ו) 13איור (' פריסקו'הסיבה למספר השיאים השונה בין הכרומטוגרמות של הזנים ). 16

  .מהשיטות השונות של הכנת הדוגמאות להרצה

נמצאה עלייה בתכולת רוב ' גולדן גייט'שבזן , חישוב שטחי השיאים המתקבלים מאנליזת ההפרדה מראה

וכן , שתכולתו יורדת, β-caroteneיוצאים מכלל זה הם . 5ליום  0טנואידים העיקריים בעלי הכותרת בין יום הקרו

כמותם של  MJ -בפרחים שטופלו ב. 0שווה לכמותו ביום  5אשר כמותו ביום , )retention time 18.98(קרוטנואיד נוסף 

הצטבר בכמות הרבה ביותר  β-carotene .הביקורת הייתה גבוהה מזו שבפרחי 5כל הקרוטנואידים העיקריים ביום 

  ).16איור ( MJ -בהשפעת הטיפול ב

בתחילת חיי .  MJ-התוצאות עד כה מצביעות על כך שתכולת הקרוטנואידים מוגברת בעלי הכותרת בעקבות הטיפול ב

הגביר את תכולתם  MJ - טיפול בובדור האמצעי ה) 'א11איור (הקרוטנואידים לא התפרקו בדור החיצוני , 2-0בימים  , האגרטל

, 6-2בימים , בהמשך חיי האגרטל. הגביר את ייצור הקרוטנואידים בימים אלו MJ - שהטיפול ב, נראה). 'ב12, 10איורים (

הגביר את תכולת  MJ -הטיפול ב, בהשוואה לפרחי הביקורת. הקרוטנואידים התפרקו בדור החיצוני של פרחי הביקורת

כנראה בשל עיכוב פירוק הקרוטנואידים בימים , )'א12איור ( 2ביום  NF -יצוני גם בפרחים שטופלו בהקרוטנואידים בדור הח

עיכוב הפירוק . והן את עיכוב פירוקםנוספת של קרוטנואידים  עידוד יצירהכוללים הן  MJמכאן עולה שמנגנוני הפעולה של . אלו

בסעיפים הבאים יוצגו תוצאות הניסויים . יימים בתוך הפלסטידותהק מידור הקרוטנואידיםעשוי לנבוע מהשפעה של הטיפול על 

.  שנערכו לבחינת שלושה מנגנונים אלו
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 5לאחר  'גולדן גייט'שונים בפרחי ורדים מזן הקרוטנואידים השינויים בתכולת העל  MJ - השפעת הטיפול ב :61איור 
  .אגרטלם בימי

  5 -ו 0בימים . והוצבו בחדר התצפית למשך חיי האגרטל 5ור איכמפורט ב MJ - טופלו ב' גולדן גייט' הזן פרחי
כמפורט  C18 Nova-Pack הופרדו על גבי קולונת, קרוטנואידים מוצו מהעליםה. 7-5מספר נדגמו עלי כותרת 

העמודות בזמן . כמתואר בפרק החומרים ושיטותננומטר   441של וכומתו באורך גל, בפרק החומרים ושיטות
אשר זוהה בכרומטוגרמה על פי התאמת זמן הדחיקה שלו וצורת  ,β-caroteneהקרוטנואיד ת מייצגות א 16.41

הנתונים  .שאר הקרוטנואידים בכרומטוגרמה הזאת אינם מזוהים בוודאות .הספקטרום לסטנדרט ידוע
 . שגיאות תקן ± שטחי השיאים של שלוש חזרות לכל טיפולממוצעים של מייצגים את 
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של פרחי ורדים מזן  הכותרתבעלי  קרוטנואידיםשל  זהתביוסינבמסלול הטוי גנים ביב שינויים. 3.ד

 ם במהלך חיי האגרטליעל ביטוי MJ - והשפעת הטיפול ב' פריסקו'

  ורדיםותזה של קרוטנואידים בנבמסלול הביוסיהמקודדים לאנזימים ור ושיבוט מקטעים מגנים תאי. 1.3.ד

בפרק כמפורט ( תעתוקה תינתזה של קרוטנואידים מתרחשת ברמשבקרת הס ,במערכות צמחיות שונות נמצא

השרה סינתזת  MJ -בהטיפול של עלי הכותרת שבדור האמצעי  ,עד עתה נראהשתוארו מהתוצאות ). סקירת הספרות

 - טיפול בבהשפעת ההראו ש HPLC -תוצאות ההרצה בו ,)'ב12 ,10 יםאיור(לפחות ביומיים הראשונים קרוטנואידים 

MJ, טנואידיםהקרו violaxanthin ו - neoxanthin  15איור ( 4ליום  2המשיכו להצטבר בעלי הכותרת גם בין יוםE ,F.( 

השינויים בביטוי גנים נבחנו , קרוטנואידים בעלי הכותרתהזת תעל סינ MJ - במטרה לבחון את השפעת הטיפול ב

 ,)5 -ו, 4, 2, 1ימים (נים בחיי האגרטל קרוטנואידים במועדים שוההמקודדים לאנזימים במסלול הביוסינתזה של 

  .על ביטויים של גנים אלו  MJ- ונבחנה השפעת הטיפול ב

של הזן  שובטו מעלי הכותרת) Lcy-b(Lycopene cyclase  -ו )Phytoene desaturase)Pds מקטעי הגנים 

תוצרי הריאקציה . חריםהומולוגיה לגנים אלו מצמחים אהשתוכננו על בסיס  עם תחלים PCRבריאקציית ' פריסקו'

ההומולוגיה לגנים מקבילים . NCBIורצפי החלבונים המקודדים שלהם הושוו למאגר   TA cloningשובטו במערכת 

:                NCBIהמקטעים נרשמו במאגר הגנים של ). 17איור ( ששובטו מצמחים אחרים הייתה גבוהה מאד בשני המקטעים

Pds – FJ853597,Lcy-b – FJ853596  .מקטעי הגנים Phytoene Syntahse )Psy( ו - ζ-carotene Desaturase )Zds (

 הוגברמספרייה זו . )Guterman et al., 2002(וינשטיין ' של ורדים שקיימת במעבדתו של פרופ  cDNAמספריית הוגברו

מקודד אלא של הקרוטנואידים  אינו חלק ממסלול הביוסינתזה אשר )Violaxanthin de-epoxidase  )Vdeגם מקטע הגן

 xanthophyll-במסלול ה) 1איור ( zeaxanthin - ול antheraxanthin -ל violaxanthinאפוקסידציה של - דהלחלבון המזרז 

cycle  )Rockholm and Yamamoto, 1996( .מקטע זה שימש כביקורת.  

' פריסקו'הכותרת של פרחי ורדים מזן בעלי  קרוטנואידיםשל  זהתמסלול הביוסינבביטוי גנים ב שינויים .2.3.ד

  ם במהלך חיי האגרטליעל ביטוי MJ - והשפעת הטיפול ב

 Vde בביטוי הגןו  Psy Pds ,Zds,Lcy-b, ,זה של קרוטנואידיםתמסלול הביוסינבביטוי גנים שינויים בה

מעלי כותרת של פרחי  cDNA בוצע עלש sqRT-PCRאמצעות ב על ביטוי גנים אלו נבחנו MJ -והשפעת הטיפול ב

מוצגות תוצאות מייצגות מתוך  18איור ב. חיי האגרטלבמהלך שונים במועדים  MJ - בביקורת ופרחים מטופלים 

  :ניסויים בלתי תלויים שבוצעו לכל גן בנפרד ארבעה

. 65% - בהדרגה בכ ביטויו נחלש 5ליום  עד . 2 -ו 1מגיע לשיא ביטויו בפרחי הביקורת בימים  Psyהגן  

  . ביומיים הראשונים לחיי האגרטל בשני ניסויים בלבד מתוך הארבעה Psyהגביר את ביטויו של הגן  MJ - הטיפול ב

 -נחלש בכביומיים הראשונים לחיי האגרטל ביטוי הגן . 0בפרחי הביקורת היה בשיאו ביום  Pdsביטוי הגן 

 2כמעט פי  Pdsהגביר את ביטוי הגן  MJ - הטיפול ב. Psy -בדומה ל, 65% - בכעוד ביטויו נחלש  5 - 4ימים וב 15%

  .  הראשונים של חיי האגרטלביומיים 
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מאשר ביום  2פי  כמעטעוצמת ביטוי הגן ביום זה הייתה  .2יום הגיע לשיאו בבפרחי הביקורת  Zdsהגן  ביטוי

לא ניתן היה להבחין כבר  2לאחר יום והאחרים  גן זה בפרחי הביקורת היה קצר יותר מהגניםו של ביטוימשך  .0

. 4הגיע לשיאו ביום והביטוי , לעומת הביקורתביומיים נוספים האריך את משך ביטויו  MJ - הטיפול ב. בביטוי הגן

   . 0מאשר ביום  2מפי  יותרהייתה גבוהה  MJ -בפרחים המטופלים ב 4עוצמת ביטוי הגן ביום 

 MJ - בפרחים המטופלים ב. 4ליום  2עליה קלה בין יום עלה ו 50% - בכ 2ליום  0בין יום  ירד Lcy-bהגן  ביטוי

  . בניסוי אחד מתוך הארבעה, אשר בביקורתמ 2עוצמת ביטוי הגן הייתה גבוהה פי  4-1בימים 

לא זה גן ביטוי . 4ביום  2ביותר מפי והתגבר  2ליום  1בין יום  40%ב בפרחי הביקורת נחלש  Vdeהגן ביטוי 

  . MJ - ב מהטיפולכלל  הושפע

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .'פריסקו'מעלי כותרת של ורדים מזן ) 'ב( b-Lcy - ו) 'א( Pdsשיבוט מקטעי הגנים  :71איור 
צמחים אחרים ושימשו בריאקציית של גנים אלה מהומולוגיה התוכננו על בסיס   Lcy-b-ו Pdsתחלים לגנים 

PCR  עםcDNA template רוצפו והרצפים , תוצרי הריאקציה שובטו. 'פריסקו'רחי מעלי כותרת של פ
  . )'ב(שזיף יפני ופאפאיה מ Lcy-bאו לרצפים של ) 'א(משזיף וגזר  Pdsשל המתורגמים הושוו לרצפים 

Lcy-b 

Pds 

80 90 100 110 120 130 1
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....

Rosa hybrida cv.Frisco -------------------------------------IAGAGMAGLSTAKYLADAGHKPILLEARDVLG
Prunus armeniaca VDYPRPDLDNTANFLEAAYFSSTFRASPRPAKPLKVVIAGAGLAGLATAKYLADAGHKPILLEARDVLG
Daucus carota subsp. sativus VDYPRPDIDNTLPFLEAAYLSSFFSTASRPNKPLNVVIAGAGLAGLSTAKYLADAGHKPILLEARDVLG

150 160 170 180 190 200 2
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....

Rosa hybrida cv.Frisco KIAAWKDKDGDWYETGLHIFFGAYPNIQNLFGELGINDRLQWKEHSMIFAMPNKPGEFSRFDFPEVLPA
Prunus armeniaca KVAAWKDKDGDWYETGLHILFGAYPNIQNLFGELGIDDRLQWKEHSMIFAMPNKPGEFSRFDFPEVLPA
Daucus carota subsp. sativus KVAAWKDDDGDWYETGLHIFFGAYPNVQNLFGELGINDRLQWKEHSMIFAMPNKPGEFSRFDFPEVLPA

220 230 240 250 260 270 2
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....

Rosa hybrida cv.Frisco LNGIWAILKNNEMLTWPEKVKFAIGLVPAILGGQAYVEAXDGLTVKEWMTKQGIPDRVTTEVFIAMSK-
Prunus armeniaca LNGIWAILKNNEMLTWPEKIKFAIGLLPAILGGQAYVEAQDGLSVKDWMRKQGIPDRVTTEVFIAMSKA
Daucus carota subsp. sativus LNGIWAILKNNEMLTWPEKVKFALGLLPAIIGGQAYVEAQDGLSVQDWMRKQGIPDRVTTEVFVAMSKS

130 140 150 160 170 180
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv.Frisco -----NYGVWVDEFEAMDLLDCLDTTWSGAVVFIDEQSKKDLDRPYGRVNRKQLQVQKCC
Prunus mume ----NNYGVWVDEFEAMDLLDCLDTTWSSAVVFIDEQTKKDLDRPYGRVNRKQLKS-KML
Carica papaya LIWPNNYGVWVDEFEAMDLLDCLDTTWSGAVVYIDDKSKKDLDRPYGRVNRKQLKS-KML

190 200 210 220 230 240
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv.Frisco RKMLSNGVKFHQAKVSNVIHEEEKSLLICNDGVTIQASVVLDATGFSXCLVQYDKPYK--
Prunus mume QKCISNGVKFHQAKVNKVIHEEEKSLLICNDGVTIQAAVVLDATGFSRCLVQYDKPYNPG
Carica papaya QKCIANGVKFHQAKVIKAIHEESKSLLICNDGVTIQATVVLDATGFSRCLVQYDRPYNPG

.א

.ב
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של ורדים מזן  זה של קרוטנואידים בעלי הכותרתתביוסינממסלול העל ביטוי גנים  MJ - השפעת הטיפול ב :81איור 
  .במהלך חיי האגרטל 'ריסקופ'

. חיי האגרטלבמהלך שונים במועדים נדגמו  MJ -בשל פרחי ביקורת ופרחים מטופלים  8-5 מספרעלי כותרת 
cDNA יאקציות מהעלים שימש מצע ברsqRT-PCR מסלול הביוסינתזה מגנים שונים ארבעה עם תחלים ל

ציה בוצעה במקביל עם תחלים ריבוזומליים כל ריאק. אשר שימש כגן ביקורת Vdeולגן , של קרוטנואידים
לינאריות הריאקציות נבחנה ). הרצה אחתשל בתחתית האיור מוצגות תוצאות ( cDNA -ה לוידוא אחידות

ניסויים מייצגים מתוך ארבע חזרות ביולוגיות בלתי תלויות של מוצגות תוצאות . עבור כל זוג תחלים בנפרד
  .שבוצעו לכל גן
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Vase life (days) 0 1 2 4 5 5 421
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Lcy-b
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במהלך חיי האגרטל והשפעת  הכותרת פלסטידות שבעליכרומומידור הקרוטנואידים בינויים בש .4.ד

  על מידורם MJ - הטיפול ב

  MJ - שביטויים הושפע מהטיפול ב ספריית הפחתהמ אנליזה של גנים .1.4.ד

נבנתה במטרה לאתר גנים הקשורים , ופרחי ביקורת MJ - ב פרחים מטופליםשל , ספריית הפחתה גנטית

. לחיי האגרטלהשעות הראשונות  24במהלך  MJ - בהשפעת הטיפול בבפרחים הגברת הצבע שביטויים מוגבר ל

הספרייה . MJ -ב טיפולהמתן מ 24 - ו 8, 4, 2ת נדגמו בשעושמעלי הכותרת שנוצר   cDNAספריית ההפחתה בוצעה על

יחיד בטווח  DNAמכילה מחדר  ודא שכל מושבהועל מנת ל PCRת נערכה אנליזמתוכה מושבות  600 - לשובטה ו

ת ול ממברנעל שני עותקים שטופטפו  ,PCRשעברו את הסינון הראשוני באנליזת  DNAמחדרי . ההגדלים המצופ

עותק אחד . כמפורט בפרק החומרים ושיטות reverse Northern בעלות מטען חשמלי חיובי ונסרקו בשיטת  ניילון

עם  - והשני ) forward hybridization(של פרחים מטופלים  total mRNA - שהוכנו מביים יעם סמנים רדיואקטהודגר 

מושבות שנסרקו נמצא ביטוי דיפרנציאלי ה מתוך). reverse hybridization(סמנים שהוכנו באותו אופן מפרחי ביקורת 

. BLASTx באמצעות תוכנת נבדקה ההומולוגיה שלהם לחלבונים ידועיםו עברו ריצוף אלהמחדרים . מחדרים 62 - ל

אנזימים , )גנים 3( תעתוקגורמי ): 4טבלה (כמו , ותשונ משפחותמ חלבונים מוכרים 27 -נמצאו תואמים ל המחדרים

נמצאה הומולוגיה , בנוסף. ועוד, )גנים 9(חלבוני עקות , )גנים 10(המזרזים ייצור של מטבוליטים ראשוניים ומשניים 

בזוג זה נמצאו שני . מודגמות תוצאות הסריקה בזוג אחד של ממברנות 19איור ב. חלבונים שתפקודם אינו ידוע 8 - ל

, RCI2ולגן ממשפחת , שתואר בסקירת הספרות CHRCמחדרים שהראו ביטוי דיפרנציאלי ונמצאו הומולוגים לגן 

  . )Jarillo et al., 1994(המושרים בעקבות עקות קור 

השעות  48באותו אופן נבנתה ספריית הפחתה נוספת מעלי כותרת שנדגמו במועדים שונים במהלך 

הגנים שאותרו . גנים משוערים 47 - המחדרים המופחתים בספרייה זו נמצאו הומולוגיים ל. הראשונות לחיי האגרטל

הם הומולוגים לגנים מהגנים שנמצאו בשתי ספריות ההפחתה  20%. 4בשתי ספריות ההפחתה מרוכזים בטבלה 

ידוע כמולקולת סיגנל   JAואכן ההורמון, הקשורים למסלולי הגנה מפני עקות ולמסלולים הקשורים בהזדקנות

ביוטיות וכן ידועה מעורבות ההורמון בעידוד תהליכי הזדקנות - המבקרת תגובות צמחיות במצבי עקות ביוטיות וא

)Howe, 2004( .באנליזת , יחד עם זאת. לכן נוכחותם של גנים אלו בספריית ההפחתה הייתה צפויהNorthern  שבוצעה

, היו מתונים מהצפוי MJ -מטופלים בההבדלים בביטוי הגנים בין פרחי ביקורת לפרחים , כדי לאמת את התוצאות

  .יש לציין שלא נמצאו בספריית ההפחתה גנים הקשורים למסלול הביוסינתזה של קרוטנואידים. כמפורט להלן

. את אמיתות תוצאות הסריקה כדי לאששמחדרים מהקבוצות השונות  28 -ל ובוצע Northernות היברידיזצי 

בלבד בדלים כמותיים ה ביקורתלבין פרחי ה MJ - ב הפרחים המטופליםין ב נמצאולגבי רוב הגנים שנבחנו באנליזה 

אלא רק גנים שביטויים הוגבר מעט , השרה את ביטויים MJ - לא נמצאו גנים שהטיפול ב. ומינוריים יחסית למצופה

לגנים מחדרים שהראו הומולוגיה  6 - ההבדלים המשמעותיים ביותר בין הטיפול לביקורת נמצאו ב. בעקבות הטיפול

, Superoxide dismutase (SOD) ,Polygalacturonase-inhibiting protein (PGIP), Dehydrin): 20איור ( הבאים

Desaturase-∆-9,  Extensin ,RCI-2. ביטוי הגנים , כך למשלSOD ו- PGIP  בעקבות הטיפול ב 25%בכ התגבר - MJ 

  .מתחילת הטיפול בשעה השמינית

נמצא מחדר הומולוגי  MJ - ם בספריית ההפחתה שביטויים עלה בעקבות הטיפול בבתוך כלל המחדרי, כאמור
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חלבון זה משתתף באריזת הקרוטנואידים בתוך ). 4טבלה , 19איור (CHRC לגן שמקודד לחלבון המבני 

משפיע על מידור הקרוטנואידים  MJ -ייתכן ש, לאור זאת. )Vishnevetsky et al., 1996, 1999(הכרומופלסטידות 

ולכן הוחלט לבצע אנליזות מפורטות של שני , בכרומופלסטידות באמצעות השפעתו על חלבון זה ועל הגן המקדד לו

  . גורמי מפתח אלה כמוצג להלן

השעות  48 - ב MJ - ל בושהושפעו מהטיפו' פריסקו'ספריית הפחתה לגנים שבודדו מעלי כותרת מפרחי הזן  :4טבלה 
  . הראשונות לחיי האגרטל
 reverse Northernלמחדרים שהראו ביטוי דיפרנציאלי בהיברידיזציות  BLASTxסיכום תוצאות סריקת 

והתאמת התפקוד האפשרי לכל מחדר על פי ההומולוגיה שלו לחלבונים , שבוצעו לשני ניסויי ההפחתה
(* =  reverseלממברנת  forwardההבדל בביטוי בין ממברנת  עמודת הכוכביות מייצגת את עוצמת. ידועים

  ).עוצמה חזקה*** = ; עוצמה חלשה

cell cycle DNA replication and division   Primary and secondary metabolism 
 alpha Tubulin ** ABC transporter * 
beta-Tubulin 1 * Alergen-like protein ** 
Translationally Controlled Tumor Protein *** Aquaporin ** 
60S ribosomal protein L10- * Aaquaporin plasma membrane *** 
60S ribosomal protein L4 ** ATP synthase delta subunit ** 
ElongationFactor-1 alpha *** ATP:citrate lyase ** 
 Actin  ** Farnesyl diphosphate synthase precursor *** 
 Coatomer ** Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ** 
 Pyrophosphatase *** NAD-dependent sorbitol dehydrogenase ** 
 Ubiquitin conjugating enzyme 8  *** Orcinol O-methyltransferase *** 

 UDP glucose phosphorylase ** 
gene transcription  UDP glucose epimerase *** 
14-3-3 protein ** Soluble Acid Invertase ** 
MADS-box protein ** Alkaline alpha Galactosidase  ** 
putative rac protein ** beta  Galactosidase *** 
 Myb  ** Expansin  *** 

 Xyloglucan Endotransglycosylase  ** 
stress, defence & senescence beta glusidase ** 
Bowman-Birk type proteinase * Ferredoxin ** 
Chaperonin-60 beta subunit ** Oxidorductase ** 
Dehydration-induced Protein RD22 ** Zeatin  Glucosyltransferase ** 
Extensin-like Protein ** Auxin Influx Protein *** 
Phospholipid Hhydroperoxide Glutathione *** Leucoanthocyanidin Dioxygenase *** 
plastid-lipid protein/ fibrillin precursor (ChrC) ** Lipid Transfer Protein ** 
Stearoyl-CoA 9-Desaturase ** Annexin ** 
Blt101/RCI2- cold induced protein *** Plasma Membrane Polypeptide ** 
 Cystein Proteinase  *** 
 Superoxide Dismutase ** unknown 20 sequences 
Polygalacturonase Inhibitor Protein (PGIP) ** 
 Serine Carboxypeptidase ** 
Dehydrin *** 
 Senescence-associated  Protein *** 
 beta Xylodase  *** 
 Fructokinase Zinc Finger ** 

Putative function                                        Intensities          Putative function                          Intensities

(CHRC)
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A.    Forward hyb. B.    Reverse hyb.

CHRCCHRC RCI-2RCI-2

 

' פריסקו'לגנים מספריית ההפחתה שהופקו מעלי כותרת של פרחי הזן   orthern Nreverseהיברידיזציית :91איור 
  ).B(מפרחי הביקורת בהשוואה לגנים שהופקו  MJ (A) - השעות הראשונות שלאחר הטיפול ב 24במהלך 

וטופטפו באופן זהה על שתי ממברנות ניילון  PCR - מחדרים מהקלונים של ספריית ההפחתה הוגברו ב
של פרחים   total mRNA-שהוכן מ, α-P32 cDNA, ממברנה אחת הודגרה עם סמן רדיואקטיבי. טעונות

ביטוי מוגבר של ). B(יקורת של פרחי ב total mRNA -והשנייה עם סמן שהוכן מ, )MJ )A - מטופלים ב
מודגם עבור הגנים   reverseלעומת ביטוי מופחת של אותם מחדרים בממברנתforward מחדרים בממברנת 

CHRC   (           )ו - RCI-2 .(         )  
  

  

עם  'פריסקו'לגנים שונים מספריית ההפחתה שהופקו מעלי כותרת של פרחי הזן  orthern BlotNאנליזות  :20איור 
  .MJ - וללא טיפול ב

) 'א(ומפרחי ביקורת במועדים שונים במהלך היממה  MJ -הופקה מפרחים מטופלים ב µg RNA 20דגימה של 
הוספג בממברנה והודגר עם סמנים  RNA - ה. MJ - הראשונות שלאחר הטיפול ב) 'ב(או שתי היממות 

. reverse Northernציאלי באנליזת שהוכנו מהקלונים שהראו ביטוי דיפרנ, α-P32 cDNA, רדיואקטיבים
השעות הראשונות לאחר  24במהלך  RCI-2 -ו Extensinהיברידזציות עם סמנים שהוכנו ממחדרים של הגנים 

, )SOD( Superoxide dismutaseהיברידזציות עם סמנים שהוכנו ממחדרים של הגנים ; )'א( MJ - מתן הטיפול ב
Polygalacturonase-inhibitng protein )PGIP( ,Dehydrin ו - -Desaturase9∆-  השעות  48במהלך

 RNA -תוצאות הביטוי של כל מחדר מוצגות בהשוואה ל). 'ב( MJ - הראשונות לאחר מתן הטיפול ב
  .ל עם אתידיום ברומיד במועדים המקבילים'שצולם בג) rRNA(ריבוזומלי 

t
Extensin

rRNA

2   4    8    24       2   4   8  24Vase life (h)

rRNA
RCI‐2

control MJ
.א

.ב
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במהלך חיי ' פריסקו'מזן  עלי כותרת של ורדיםבורמת החלבון שלו  RhCHRCדפוס הביטוי של הגן השתנות  .2.4.ד

   על שינויים אלה MJ - האגרטל והשפעת הטיפול ב

השעות הראשונות לחיי  24במועדים שונים במהלך  RhCHRCלבחינת ביטוי הגן  Northernבהיברידיזציית  

אשונה של חיי שביטויו אינו משתנה בצורה משמעותית לאורך היממה הר, נמצא MJ - האגרטל שלאחר הטיפול ב

מאחר ולחלבון זה , למרות זאת). תוצאות לא מוצגות(לא הגביר את ביטוי הגן ביממה הזו  MJ - והטיפול ב, האגרטל

הוחלט לבחון את ביטוי הגן ונוכחות החלבון גם בהמשך , יש תפקיד בשמירה על שלמות הקרוטנואידים בעלי הכותרת

  .על רמת הביטוי והנוכחות שלהם MJ - וכן את השפעת הטיפול ב, חיי האגרטל

ואחריו  1היתה בשיאה ביום  RhCHRCשבפרחי ביקורת רמת ביטוי הגן , נמצא sqRT-PCRבאנליזות 

היה גבוה מזה  RhCHRCירידה זו עוכבה וביטוי הגן  MJ - בפרחים מטופלים ב. התרחשה ירידה מהירה וחזקה ברמתו

 -לחלבונים שהופקו מפרחים מטופלים ב Westernך נערכה אנליזת בהמש). 'א21איור ( 5של פרחי הביקורת עד ליום 

MJ  עם נוגדן ראשוני כנגד , 5-1ומפרחי ביקורת בימיםCHRC  מצמחי מלפפון)Vishnevetsky et al., 1996( . בתום

 kD 32.6, שהייתה בגודל הצפוי של החלבון) 'ב21איור (ההגבה עם הנוגדן השיניוני נראתה על הממברנה סדרת פסים 

)Dafny-Yelin et al., 2005( . חלה ירידה  5ליום  4ובין יום , 4בפרחי הביקורת רמת החלבון הייתה יציבה עד ליום

ורמה גבוהה זו , 2רמת החלבון הייתה גבוהה יותר מאשר בפרחי ביקורת החל מיום  MJ - בפרחים מטופלים ב. ברמה

  ).'ב21איור (המטופלים לאורך כל התקופה הנבדקת נשמרה בפרחים 
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בעלי כותרת מפרחי הזן ) 'ג( CHRCורמת החלבון ) 'ב', א( RhCHRCעל ביטוי הגן  MJ - השפעת הטיפול ב :12איור 
  . במהלך חיי האגרטל' פריסקו'
פרחים של פרחי ביקורת ו 8-5בעלי כותרת מספר  RhCHRCלבחינת ביטוי הגן  sqRT-PCRאנליזת . א

התחלים נוצרו על פי הרצף שהתקבל למקטע הגן הזה בספריית . ימים באגרטל 5במהלך  MJ - מטופלים ב
מוצגות תוצאות מייצגות של ניסוי אחד מתוך ארבע . האנליזה בוצעה בשיטות שתוארו לעיל. ההפחתה

  .חזרות ביולוגיות
האנליזה בוצעה עם . ימים באגרטל 5לך במה CHRCלבחינת שינויים ברמת החלבון  Western Blotאנליזת . ב

-SDS - הורצו ב, ופרחי ביקורת MJ - חלבון שהופקו מעלי כותרת של פרחים מטופלים ב µg 25 דגימות של
PAGE , הוספגו בממברנת ניטרוצלולוז והודגרו למשך הלילה עם נוגדן ראשוני שהופק כנגדCHRC  מפרחי
שנערכה בהרצה מקבילה של אותן כמויות חלבון   Coomassieהתוצאות מוצגות בהשוואה לצביעת. מלפפון

  .  ל נפרד'בג

  

0     1      2      4      5    1 2 4 5Vase life (days)

MJcontrol

ribosomal cDNA

cHRC

CHRC 32 Kd

Coomassie blue

.א

.ב
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השפעת במהלך חיי האגרטל ו 'פריסקו'של ורדים מזן  פלסטידות בעלי כותרתכרומומבנה הפנימי של השינויים ב .3.4.ד

  על המבנה MJ - הטיפול ב

 Vishnevetsky et)ידות משתתף באריזת הקרוטנואידים למבנים פנימיים בתוך הכרומופלסט CHRCהחלבון 

al., 1996) .ששכבות של ליפידים ו, על פי מודלים שונים הוצע - CHRC  עוטפות את הקרוטנואידים ומאפשרות את

הוחלט לבחון ) 'ב21איור (שבודד מוורדים CHRC בעקבות תוצאות האנליזה לחלבון . )Deruere et al., 1994(מידורם 

ההנחה . 'פריסקו'על המבנה הפנימי של הכרומופלסטידות בעלי כותרת של וורדים מזן  MJ - כיצד משפיע הטיפול ב

תתבטא בשינויים בכמות הפלסטוגלובולות שבתוך הכרומופלסטידות או  MJי "שהגברת רמת החלבון ע, היתה

  . בצורתם

מוצגות ' א22איור ב. נדגמו במהלך חיי האגרטל MJ - עלי כותרת של פרחי ביקורת ופרחים מטופלים ב

בלטו גרגרי  0ביום . MJ - תמונות מייצגות של כרומופלסטידות מעלי כותרת של פרחי ביקורת ופרחים מטופלים ב

 2בפרחי הביקורת בין יום . בשולי הפלסטידות ניכרו הפלסטוגלובולות. עמילן אשר תפסו את רוב נפח הפלסטידות

נצפה המספר הגבוה ביותר של פלסטוגלובולות  4ביום . מספר הפלסטוגלובולות בכרומופלסטידות עלה 4ליום 

ביום זה גם נצפו כרומופלסטידות . מספרן ירד ברוב הכרומופלסטידות 6וביום , בכרומופלסטידות של פרחי הביקורת

הכרומופלסטידות שנצפו בכל דגימה , כדי לכמת את מספר הפלסטוגלובולות. בשלבי פירוק ובעלי גבולות פרוצים

י "ת על פי מספר הפלסטוגלובולות לכרומופלסטידה בשקלול גודל הכרומופלסטידה שנקבע עפקבוצו 3 - סווגו ל

כרומופלסטידות =  4-2; כרומפלסטידות דלילות בפלסטוגלובולות= > 2: הסקאלה שהוגדרה כללה. הרדיוס שלה

בפרחי הביקורת . )'ב22איור (כרומופלסטידות מאוכלסות בצפיפות בפלסטוגלובולות = < 4; בעלות צפיפות ביניים

. מכלל הכרומופלסטידות 10% - וביום זה הן היוו כ 4נצפו כרומופלסטידות מאוכלסות בצפיפות רק ביום 

תכולתן מתוך כלל . כרומופלסטידות הדלילות בפלסטוגלובולות נצפו בפרחי הביקורת במהלך כל חיי האגרטל

 MJ -בפרחים שטופלו ב, לעומת זאת. 4 ביום 20%לבין  6 - ו 2בימים  60-70%הכרומופלסטידות נעה בין 

מהשוואה בין ). 'א22איור תמונות מייצגות ב(הכרומופלסטידות הכילו יותר פלסטוגלובולות במהלך כל חיי האגרטל 

יותר  MJ - ולאורך כל חיי האגרטל נמצאו בפרחים המטופלים ב 2שהחל מיום , פרחים מטופלים לפרחי ביקורת נראה

הכרומופלסטידות  4כאשר ביום , ות בצפיפות בפלסטוגלובולות מאשר בפרחי הביקורתכרומופלסטידות המאוכלס

ביום זה כלל לא נצפו כרומופלסטידות דלילות בפלסטוגלובולות . מכלל הכרומופלסטידות 90%מקבוצה זו היוו 

המגמה . שנהל נערך בשלושה מועדים שונים לאורך ה"הניסוי הנ). 'ב22איור ( MJ -בחתכים מהפרחים המטופלים ב

אולם בין הניסויים הייתה שונות שנבעה כנראה מקצב שונה של פירוק , המתוארת נשמרה בניסויים השונים

לא נראה הבדל  4כך לדוגמה באחד הניסויים הייתה דחייה בפירוק הפלסטוגלובולות ולכן ביום . הפלסטוגלובולות

באותו , מנגד. לבין אלה של פרחי הביקורת MJ -במספר הפלסטוגלובולות בכרומופלסטידות של פרחים מטופלים ב

 MJ - בעוד שבפרחים המטופלים ב, 6ניסוי בפרחי הביקורת הכרומופלסטידות היו כבר מפורקות ביום 

  ). התוצאות לא מוצגות(הכרומופלסטידות נותרו שלמות 

גם ). 'ג5איור (דהיית הצבע מתפתחת מהקצה העליון של עלה הכותרת הבודד כלפי בסיסו הפנימי , כאמור

אלא שהיא מתרחשת , הדהייה מתחילה מהקצה החיצוני של עלה הכותרת MJ - בעלי כותרת של פרחים מטופלים ב

לחיי האגרטל  4לכן נבחנו חתכים אשר נלקחו משני קצותיו של אותו עלה כותרת ביום ). 'ג5איור (בקצב יותר איטי 

מות בקצה העליון הדהוי לבין אלה הממוקמות בקצה במטרה לבחון את ההבדל במבנה הכרומופלסטידות הממוק

בקצה  –ההבדל בין שני הקצוות ניכר במיוחד בשלמות מעטפת הכרומופלסטידות . הפנימי הצהוב של עלה הכותרת
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בעוד שבקצה הפנימי הצהוב רק , מהכרומופלסטידות היו בשלבי פירוק ובעלות גבולות פרוצים 50% - כ, הדהוי, העליון

הכרומופלסטידות בקצה הצבעוני אכן , בנוסף .)'א23איור תמונות מייצגות ב(סטידות היו בשלבי פירוק מהכרומופל 6%

סווגו  30% -מהכרומופלסטידות סווגו בקבוצת צפיפות הביניים ו 60% - כ: הכילו מספר פלסטוגלובולות רב יותר

כאשר , וי בו התונה הייתה הפוכהלעומת הקצה העליון הדה, בקבוצת הכרומופלסטידות הדלילות בפלסטוגלובולות

מהכרומופלסטידות סווגו בקבוצת הכרומופלסטידות  60% - מהכרומופלסטידות סווגו בקבוצת צפיפות הביניים ו 30%

  .)'ב23איור (הדלילות בפלסטוגלובולות 
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ת הפלסטוגלובולות ועל התפלגות כמו) 'א(על שינויים במבנה הכרומופלסטידות   MJ-השפעת הטיפול ב :22איור 

   .במהלך חיי האגרטל' פריסקו'בעלי כותרת של ורדים מזן ) 'ב(דות בכרומופלסטי
 -שנדגמו מפרחי ביקורת ופרחים מטופלים ב, מיקרוגרפיות של כרומופלסטידות מחתכים של עלי כותרת .א

MJ יקרוסקופ נצפו במ, טופלו כמפורט בפרק שיטות המחקר, 6 - ו, 4, 2בימים  במהלך חיי האגרטל
באיור מוצגות תמונות מייצגות בהן נראות הפלסטוגלובולות כעיגולים אפורים . אלקטרונים חודר וצולמו
=  µM .pg 0.5הבר מייצג = קנה מידה . 0וכן הגדלה של הצילום מיום , בתוך הכרומופלסטים

 .ממברנה=   m;גרגירי עמילן=  S; פלסטוגלובולות
 9-5 -הכימות בוצע ב: ת בכרומופלסטים במהלך חיי האגרטלהתפלגות כמות הפלסטוגלובולו .ב

פי מספר  לעקבוצות  3 - סווגו להכרומופלסטידות מכל דגימה . כרומופלסטידות שאותרו בחתכים
כרומפלסטידות דלילים = > 2כאשר , בשקלול עם רדיוס הכרומופלסט בהן שנצפו ותהפלסטוגלובול

כרומופלסטידות = < 4; פלסטוגלובולות בצפיפות ביניים כרומופלסטידות עם=  4-2; בפלסטוגלובולות
הנתונים מייצגים את אחוז הכרומופלסטידות בכל קבוצה מתוך כלל . מאוכלסים בצפיפות בפלסטוגלובולות

  .מוצגות תוצאות של ניסוי מייצג מתוך שלוש חזרות ביולוגיות. הכרומופלסטידות שנצפו בדגימה
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ועל התפלגות ) 'א(על המבנה שלהם ' פריסקו'קום הכרומופלסטידות בעלה הכותרת של פרחי הזן השפעת מי :32איור 
  .ימים באגרטל 4לאחר ) 'ב(מספר הפלסטוגלובולות בהם 

או מהבסיס הצבעוני ) Top(מיקרוגרפיות של כרומופלסטידות מחתכים שנדגמו מהקצה העליון הדהוי  .א
)Base (קנה . 22איור הדגימות טופלו כמפורט ב. לחיי האגרטל 4ורת ביום של עלה הכותרת שנלקח מפרח ביק

 .ממברנה=   m;גרגירי עמילן=  S; פלסטוגלובולות=  µM .pg 0.5הבר מייצג = מידה 
הכימות בוצע . התפלגות כמות הפלסטוגלובולות בכרומופלסטים שנדגמו כמתואר לעיל וכמודגם בתמונה .ב

  .  כרומופלסטידות 30-23במדגם של ' ב22איור כמפורט ב
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מהזן  קרוטנואידים בעלי הכותרת של ורדיםשל בפירוק המעורבים תהליכי חמצון איפיון של  .5.ד

   על תהליכים אלה MJ - ובחינת השפעת הטיפול ב' פריסקו'

 חמצן על פירוק הקרוטנואידים  הדגרה באווירה מעוטתהשפעת  .1.5.ד

נובעת מירידה בתכולת הקרוטנואידים ' גולדן גייט'ו' פריסקו'דהיית הצבע בעלי הכותרת של ורדים מהזנים  

עיכב את תהליך הפירוק של  MJ - הראו שהטיפול ב 12איור התוצאות שהוצגו ב. הצהובים בעלי הכותרת

תהליך פירוק הקרוטנואידים הוא בעיקרו תהליך חימצוני המזורז , כמפורט בסקירת הספרות. הקרוטנואידים

י תהליכי "שגם בעלי הכותרת הירידה בתכולת הקרוטנואידים נובעת מפירוקם ע, שיערנו .CCDבאמצעות חלבוני 

י הורדה משמעותית "כדי לאמת השערה זו השתמשנו באחד האמצעים הידועים לעיכוב תהליכי חימצון ע. חימצון

  . בריכוז החמצן באווירה בה שוהים הפרחים

שעות בתמיסת כלורין אורגני ולאחר מכן  24למשך הודגרו בחדר התצפית ' פריסקו'פרחים קטופים מזן 

מהתוצאות המוצגות . או בתנאי חמצן אטמוספריים כביקורת) 2%(הועברו לתאי אווירה מבוקרת בתנאי חמצן נמוך 

שלאחריו חלה ירידה , 2שפרחי הביקורת הגיעו לתכולת השיא של קרוטנואידים בעלי הכותרת ביום , נראה 24איור ב

 4ביום . 2בפרחים שהודגרו באווירת חמצן נמוך לא חלה ירידה ברמת הקרוטנואידים לאחר יום  ואילו, בתכולתם

 2מרמת השיא שנצפתה ביום  60% - וכמות הקרוטנואידים בפרחים ירדה ל, )'א24איור (הדהייה ניכרה בפרחי הביקורת 

ורמת ) 'א24איור (גוון צהוב חזק בעלי  4לעומת זאת הפרחים שהודגרו בתנאי חמצן נמוך היו ביום ). 'ב24איור (

פרחי הביקורת היו חסרי צבע צהוב ונראו לבנים  9ביום ). 'ב24איור ( 2הקרוטנואידים בהם הייתה דומה לרמתם ביום 

הפרחים שהודגרו באווירת , לעומתם). 'ב24איור (ורמת הקרוטנואידים בפרחים אלו הייתה אפסית , )'א24איור (לגמרי 

ותכולת הקרוטנואידים שלהם הייתה קרובה לרמת השיא של , )'א24איור ( 9דיין צהובים ביום החמצן הנמוך היו ע

תוצאה זו מצביעה על כך שהתהליכים המעורבים בפירוק הקרוטנואידים ). 'ב24איור (באגרטל  2פרחי הביקורת ביום 

מזרזים את תהליך חימצון  CCDמכיוון שחלבוני . עוכבו בתנאי חמצן נמוך' פריסקו'בעלי הכותרת של ורדים מזן 

ובוצע מעקב אחר ביטויים במהלך , שובטו הגנים המקודדים לחלבונים אלו מעלי כותרת של ורדים, הקרוטנואידים

 .כמפורט בסעיפים הבאים, ובלעדיו MJ -חיי האגרטל עם טיפול ב
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בעלי ) 'ב(לת כלל הקרוטנואידים ועל תכו) 'א(השפעת הדגרה באווירה מעוטת חמצן על מופע הפרחים  :42איור  
  . 'פריסקו'הכותרת של פרחי הזן 

שעות בתמיסת כלורין אורגני ולאחר מכן הודגרו באגרטלים  24פרחים קטופים הוצבו בחדר התצפית למשך 
או בתנאי חמצן ) 2%(צ בתנאי חמצן נמוך "מ 20 -בתאי אווירה מבוקרת באור פלואורסצנטי רציף ב

הקרוטנואידים הופקו ). 'א(ימים  9 - ו 4הפרחים צולמו לאחר . ימים 9למשך , יקורתכב) 20%(אטמוספריים 
ננומטר  441 וכומתו בספקטרופוטומטר באורך גל של, בימים שונים במהלך ההדגרה 7-5מעלי כותרת מספר 

  . שגיאות תקן± הנתונים מייצגים ממוצעים של שש חזרות ). 'ב(
  

  של גנים אלה בתא ומיקום החלבונים RhCCD4  - ו RhCCD1 שיבוט מקטעים מהגנים  .2.5.ד

עם  PCRבריאקציית ' פריסקו'מעלי כותרת של פרחי  cDNA - אותרו ב RhCCD4 - ו RhCCD1מקטעי הגנים 

תוצרי הריאקציה שובטו והמקטעים נרשמו במאגר . שתוכננו על בסיס הומולוגיה לגנים אלו מצמחים אחרים תחלים

פורסמו , במקביל לעבודתנו). GQ150680 RhCCD4 - )Rosa hybrida -ו - NCBI:GQ150681  RhCCD1הגנים של 

הרצפים שפורסמו . Rosa damascenaמפרחי  RdCCD4 - ו RdCCD1במאגר הגנים גם הרצפים המלאים של הגנים 

מתורגמים ההומולוגיה בין הרצפים ה. 'פריסקו'של הגנים בזן ' 5שימשו לתכנון תחלים נוספים לריצוף אזורי קצה 

). 25איור (הייתה גבוהה מאד בשני המקטעים  Rosa damascena - לגנים המקבילים מ) Rosa hybrida(' פריסקו'מהזן 

, כאמור בסקירת הספרות. גם ההומולוגיה בין הגנים משני סוגי הוורדים השונים לבין ארבידופסיס הייתה גבוהה

איור אמנם ב. )Ytterberg et al., 2006(ים מעלי ארבידופסיס אותר בפלסטוגלובולות של כלורופלסט AtCCD4החלבון 

אך , בין הוורדים לארבידופסיס היא נמוכה יחסית לשאר חלקי החלבון' 5ההומולוגיה בקצה  CCD4 - נראה שב 25

מכיל  RhCCD4שגם החלבון , חזה )Emanuelsson et al., 2007(ומארבידופסיס ' פריסקו'ניתוח ממוחשב של הרצפים מ
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 RhCCD4מוצע שמיקומו התאי של , מאחר ובעלי הכותרת אין כלורופלסטים). 5טבלה (פפטיד מוביל לכלורופלסטים 

חומצות  74ים הוא אותו ניתוח חזה שאורך הפפטיד המוביל בורד. בעלי הכותרת של פרחי ורדים הוא בכרומופלסטים

העלה שחלבון זה אינו מכיל פפטיד  RhCCD1ניתוח הרצף של , RhCCD4 - בשונה מ. בארבידופסיס 34אמינו לעומת 

  ). 5טבלה (מוביל 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  RhCCD4 - ו RhCCD1 שיבוט מקטעי הגנים :52איור 
 PCRם אחרים ושימשו בריאקציית תוכננו על בסיס הומולוגיה לצמחי RhCCD4 -ו, RhCCD1תחלים לגנים 

רוצפו והרצפים , תוצרי הריאקציה שובטו. 'פריסקו'מעלי כותרת של פרחי הזן  cDNA templateעם 
  .Arabidopsis thaliana  - ו Rosa damascene  -המתורגמים הושוו לרצפי החלבונים המקבילים מ

  

RhCCD1 
10 20 30 40 50 60 70

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Rosa hybrida cv. Frisco MAEVVEKRHDDDVKEKLKSNGIVVPNPKPSKGVTSTLVDTLRKLIAKLMYDSSQPHH-LAGNFAPVIEET
Rosa damascena MAEVVEKRHDDDVKEKLKSNGIVVPNPKPSKGVTSTLVDTVEKLIVKLMYDSSQPHHYLAGNFAPVIEET
Arabidopsis thaliana MAEKLSD-----------GSSIISVHPRPSKGFSSKLLDLLERLVVKLMHDASLPLHYLSGNFAPIRDET

80 90 100 110 120 130 140
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv. Frisco ASTKDLHVIGHLPDCLNGEFVRVDPNPKFGPVAGYHWFDGDGXIHGMRIKDGKATYVSRYVKTSRLMQEE
Rosa damascena PPTKDLHVIGHLPDCLNGEFVRVGPNPKFAPVAGYHWFDGDGMIHGMRIKDGKATYVSRYVKTSRLKQEE
Arabidopsis thaliana PPVKDLPVHGFLPECLNGEFVRVGPNPKFDAVAGYHWFDGDGMIHGVRIKDGKATYVSRYVKTSRLKQEE

150 160 170 180 190 200 210
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv. Frisco YFGGAKFMKVGDLKGLFGLLMVNMQQLRAKLKVLDLSYGHGTGNTAFV----------------------
Rosa damascena YFGGAKFMKVGDLKGLFGLLMVYMQQLRAKLKVLDLSYGHGTGNTAFVYHHGKLLALSEGDKPYVLKVLE
Arabidopsis thaliana FFGAAKFMKIGDLKGFFGLLMVNVQQLRTKLKILDNTYGNGTANTALVYHHGKLLALQEADKPYVIKVLE

RhCCD4 
10 20 30 40 50 60 70

....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Rosa hybrida cv. Frisco MDALSSS-FLSTLPTRSSTTAAPKLTPTKSLDISSVRIEERPTTQTPPKTTAPQPLPKQTPPPP--SYSS
Rosa  damascena MDALSSS-FLSTLPTRSSTTAAPKLTPTKSLNISSVRIEERPTTQTPPKTTTPQPPPKQTPPPPPPSYSS
Arabidopsis thaliana MDSVSSSSFLSSTFSLHHSLLRRRSSSPTLLRINSAVVEERSPITNPSDNNDRRNKPKTLHNRTNHTLVS

80 90 100 110 120 130 140
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv. Frisco PPPTKPNAPALPAVIFNLFDDFINNFVDPPVRSSVNPKQALSGNFAPVT-ELPPTECQVIKRLITLRSRR
Rosa  damascena PPPTKPNAPALPAVIFNLFDDFINNFVDPPVRSSVDPKQALSGNFAPVT-ELPPTECQVIKGSLPSALDG
Arabidopsis thaliana SPPKLRPEMTLATALFTTVEDVINTFIDPPSRPSVDPKHVLSDNFAPVLDELPPTDCEIIHGTLPLSLNG

150 160 170 180 190 200 210
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Rosa hybrida cv. Frisco RFTSRNGPQPSVTSPRGPYHLFDGDGMLHSIR--------------------------------------
Rosa  damascena AYI-RNGPNP-QYLPRGPYHLFDGDGMLHSIRISQGRAVLCSRFVKTYKYTVERDAGFPLLPNVFSGFNG
Arabidopsis thaliana AYI-RNGPNP-QFLPRGPYHLFDGDGMLHAIKIHNGKATLCSRYVKTYKYNVEKQTGAPVMPNVFSGFNG
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לחיזוי של  ED4AtNC ,RhCCD4 ,RhCCD1ניתוח ממוחשב של רצף חומצות האמינו בחלבונים  :5טבלה 

  . קיום פפטיד מוביל לכלורופלסטים

 AtNCED4 ,RhCCD4 ,RhCCD1של הרצפים המתורגמים של הגנים ' 5חומצות אמינו מהקצה  90קבוצה של 
המחשבת את הסיכוי לקיומו של פפטיד מוביל , )transitP )Emanelsson et al., 2007הוזנה לתוכנת הניתוח 

או , )SP(אל מחוץ לתא , )mTP( למיטוכונדריה, )cTP(לכלורופלסטים : להכוונת החלבון לאתרים שונים בתא
נקבעת על פי האתר שקיבל את הציון ) location(תחזית מיקום החלבון ). other(ל "אף אחת מהאפשרויות הנ

נקבעה על פי היחס בין המיקום בעל הציון הגבוה ביותר  5-1בסולם של )  RC(אמינות התחזית . הגבוה ביותר
המספר המשוער של חומצות האמינו אשר .  0.6> יחס >  0.8=  2,   0.8> יחס =  1: לבין המיקום שדורג שני

מציינת שהחלבונים   Locationבעמודה Cהאות  .TP lenמרכיבות את הפפטיד המוביל מצויין בעמודה 
  .מכילים פפטיד מוביל לכלורופלסט

  

  

  

  

במהלך חיי האגרטל והשפעת הטיפול  'גולדן גייט'ו' פריסקו'בזנים  RhCCD4 - ו RhCCD1נים ביטוי הגשינויים ב .3.5.ד

  על ביטויים MJ - ב

נמצא אחראי לפירוק מואץ של , CmCCD4a, הגן ההומולוגי) Chrysanthemum morifolium(בפרחי חרצית  

מזרז את פירוק  RhCCD4 - לאור נתונים אלו שיערנו ש. )Ohmiya et al., 2006(הקרוטנואידים ולהלבנת עלי הכותרת 

בשני  Northernנבדק באנליזת   RhCCD4ביטוי הגן. 'פריסקו'הקרוטנואידים בכרומופלסטים שבעלי הכותרת של פרחי 

החל מהיום ' פריסקו'בזן . צבעהנבדלים זה מזה בתהליך פירוק הקרוטנואידים ודהיית ה' גולדן גייט'ו' פריסקו'הזנים 

בזן . עלתה רמת ביטוי הגן והוא נשאר ברמת ביטוי גבוהה עד ליום החמישי, שבו גם מתחילה דהיית הצבע, השני

 6והעלייה ברמתו התרחשה רק ביום  5נותר ברמת ביטוי בסיסית עד ליום  RhCCD4, המאחר לדהות' גולדן גייט'

הייתה גבוהה ביותר בתחילת   RhCCD1בשני הזנים רמת הביטוי של. RhCCD1ן אנליזה מקבילה נערכה לג). 26איור (

רמה גבוהה ' גולדן גייט'ואילו בזן , לאורך התקופה הנבדקת 0ביטוי הגן הלך ונחלש מיום ' פריסקו'בזן . חיי האגרטל

ו מצביעה על כך שאין תוצאה ז). 26איור ( 2ועלייה נוספת בביטוי הגן חלה אחרי יום  1של ביטוי הגן הייתה ביום 

  . 5איור וב 1.1.כפי שתואר בסעיף ד, למהלך התפרקות הקרוטנואידים בעלי הכותרת RhCCD1התאמה בין ביטוי הגן 

בעלי הכותרת של פרחי   RhCCD4 - ו RhCCD1על רמת ביטוי הגנים  MJ - נבחנה השפעת הטיפול ב, בהמשך

 5, 4, 2, 1, 0שבודד מעלי הכותרת בימים  cDNA -בוצעה ל sqRT-PCRאנליזת ). 27איור (לאורך חיי האגרטל ' פריסקו'

רמת ביטוי הגן  1-0בימים : Northen -בפרחי הביקורת התקבלו התוצאות הצפויות מאנליזת ה. לחיי האגרטל

RhCCD4 ביטוי הגן  5ביום . 4והגיעה לשיאה ביום  2עלתה ביום אך רמת ביטויו , הייתה אפסית עד חלשה ביותר

אורך 
הפפטיד 
 המוביל

אמינות 
התחזית

אל מחוץ  אחר מיקום
 לתא

פפטיד מוביל 
הלמיטוכונדרי  

פפטיד מוביל 
 לכלורופלסטים

 שם אורך

TP len RC LocationOther SP mTP cTP Length Name 
34  1  C 0.008  0.054  0.133  0.944  90  AtNCED4 
74  1  C  0.101  0.07  0.068  0.928  90  RhCCD4  
-  2  -  0.922  0.049  0.052  0.176  90  RhCCD1  
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 - בפרחים המטופלים ב, לעומת זאת. 2אך עדיין נותר ברמה גבוהה יותר מביטויו ביום , עט יחסית לרמת השיאנחלש מ

MJ  רמת ביטוי הגןRhCCD4 רמת  2-0בימים : הייתה נמוכה בהרבה מזו שבפרחי הביקורת במהלך כל חיי האגרטל

אך גם ביום , 4ופלים הגיע לשיאו ביום בפרחים המט RhCCD4ביטוי הגן . ביטוי הגן הייתה אפסית עד חלשה ביותר

).  27איור (ביטוי הגן ירד שוב לרמה אפסית  5וביום , זה הביטוי היה נמוך יותר בהשוואה לביטויו בפרחי הביקורת

  . RhCCD4עיכב את פירוק הקרוטנואידים על ידי הורדת ביטוי הגן  MJ - שהטיפול בהתוצאות מציעות 

בפרחי : Northern - התקבלו התוצאות הצפויות מאנליזת ה RhCCD1ן גם באנליזה המקבילה שבוצעה לג

, בגן זה. 5-2ולוותה לאחר מכן בירידה חדה ברמת הביטוי בימים , 0הביקורת רמת ביטוי הגן הייתה בשיאה ביום 

שבודד  RdCCD4לאחרונה פורסם שהחלבון . לא הייתה השפעה על רמת הביטוי  MJ-לטיפול ב, RhCCD4 - בניגוד ל

. )apo-β-caroten-8’-al )Huang et al., 2009-’8פירוק של הקרוטנואיד  in vitroזרז , Rosa damascenaוורדים מ

המוביל לדהיית עלי , שפירוק הקרוטנואידים בכרומופלסטידותהתוצאות דלעיל תומכות באפשרות , לאור זאת

  . RhCCD1ולא על ידי  RhCCD4מזורז כנראה על ידי האנזים , הכותרת

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  . במהלך חיי האגרטל' גולדן גייט'ו' פריסקו' כותרת של פרחי הזנים בעלי  4RhCCD - ו RhCCD 1ביטוי הגנים .62איור 
ומזן ' פריסקו'הופקו במועדים שונים במהלך חיי האגרטל מעלי כותרת של פרחים מזן  RNA 20 µgדגימות 

 RhCCD4הוספגו בממברנות טעונות חיובית והודגרו עם סמן רדיואקטיבי לגן  RNA -דגימות ה. 'גולדן גייט'
ל עם אתידיום ברומיד 'בתום ההרצה בג rRNA -של  הUV בתחתית האיור מוצג צילום . RhCCD1 או לגן

  . לפני הספגה בממברנה והדגרה עם הסמנים
  

  

0  1   2 4  6 0       1   2     4  6  Vase life (days)

RhCCD1
rRNA
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 5במהלך ' פריסקו'בעלי כותרת של פרחי הזן  RhCCD4 - ו RhCCD1על ביטוי הגנים  MJ - השפעת הטיפול ב :72איור 
  .ימים באגרטל

אשר בודדו מפרחי ורדים מהזן  RhCCD4 - ו RhCCD1על פי הרצף של מקטעי הגנים התחלים סונתזו 
במועדים שונים במהלך חיי האגרטל באמצעות אנליזת  8-5ביטוי הגן נבדק בעלי כותרת מספר . 'פריסקו'

sqRT-PCR מוצגות תוצאות מייצגות של ניסוי אחד לכל גן מתוך ארבע חזרות . בשיטות שתוארו לעיל
  .תביולוגיו

  

   violaxanthinשל  הפירוק החימצוניכתוצר peak 1' 'איפיון  .4.5.ד

 ,sinensiaxanthinהמכונה  C27בגודל האחד : CCDי "ע violaxanthin של פירוק יתוצרשני  וורדים תוארוב

על פי המשוער התוצרים  .)rosafluene )Eugster and Märki-Fischer, 1991המכונה  C14בגודל  נוסףותוצר פירוק 

  :1התקבלו מהתגובה המתוארת בנוסחה 

  

  :1נוסחה 

  

  

של פרחי הזן צטבר במהלך חיי האגרטל האשר  'peak 1'תגלה החומר נליזת הפרדת הקרוטנואידים הבא

איור (מעכב את הצטברותו  MJ -הטיפול באשר ו )14, 13איורים ( במגמה הפוכה להתפרקות הקרוטנואידים' פריסקו'

15A .(בפרט של , שיערנו שחומר זה הוא תוצר פירוק של קרוטנואידיםviolaxanthin , הקרוטנואיד המהווה את

  . )14איור ( 'פריסקו' הזן העיקרי בפרחי

אכן מזוהה כמולקולה , )13איור (של הקרוטנואידים  HPLCשאותר באנליזת ,  'peak 1'על מנת לברר האם

sinensiaxanthin ,שספקטרום הבליעה של , מראות' א28התוצאות המוצגות באיור . נבדק ספקטרום הבליעה שלו

, 393, 373באורכי גל  ,האופייניים לספקטרום הבליעה של קרוטנואידים, הוא בעל שלושה שיאי בליעה' peak 1'החומר 

ננומטר שדווחו בספרות עבור  418, 393, 373שיאים אלו הם כמעט זהים לשיאי הבליעה באורכי גל . ננומטר 417

sinensiaxanthin )Eugster and Märki-Fischer, 1991( .מיצוי הקרוטנואידים שהופרד באותם תנאים עבר , בנוסף

מופיע על גבי ' peak 1'החומר . ועם גלאי מסות UVוהתקבלו כרומטוגרמות עם גלאי ,  LC-MSאנליזה במכשיר

[ ] [ ] 1313 14
CCD

1327
CCD

40 CCCCCC ++⎯⎯→⎯+⎯⎯→⎯
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בכרומטוגרמת יינון ). 'ב28איור (דקות  5.42ננומטר בזמן של  393באורך גל של  UVהכרומטוגרמה עם גלאי 

). 'ג28איור ( m/z = 411היא ' peak 1'שמסת היינון של החומר  ,נמצא) extracted ion chromatogram(המולוקולות 

שלחומר  ,נמצא) LC/MS-MS(ביינון שני , בנוסף. sinensiaxanthinמסה זו זהה למסת היינון המחושבת של המולקולה 

תוצאות אלו מחזקות את ). 29איור ( sinensiaxanthinכצפוי מהמבנה המתואר של , זה יש שתי קבוצות הידרוקסיל

בכרומטוגרמה של . violaxanthinתוצר הפירוק של , sinensiaxanthinמולקולה הוא אכן ה' peak 1'ההשערה שהחומר 

התוצאות אינן ) (rosafluene )m/z = 221כלל הקרוטנואידים לא נמצא כל חומר במסת היינון הצפויה למולקולה 

   ).מוצגות

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  

מעלי כותרת של שבודדו קרוטנואידים כלל הל MSLC/אנליזת ו, )'א( 'peak 1'ספקטרום הבליעה של החומר  .82איור 
   .מיצויהעבור ) 'ג(וכרומטוגרמת מסות ) 'ב( UV המראה כרומטוגרמת, 'פריסקו' הזן פרחי

נסרק לגבי ספקטרום הבליעה שלו בטווח אורכי  13איור המוצגת ב HPLCשזוהה באנליזת  'peak 1'החומר             
עברו  ,4ביום  'פריסקו'של פרחי  7-5 מספר מעלי כותרתרוטנואידים מוצו קה). 'א(ננומטר  500-300הגל של 
 Agilentובגלאי מסה ) 'ב(ננומטר  393באורך גל של  UVואנליזה בגלאי  C18 Spherisorbבקולונת הפרדה 

המספרים ). 'ג( 411 כערך של sinensiaxanthinלמולקולה  המחושבת) מטען/מסה(מסת היינון ב 6410
, מהקולונה' peak 1'החומר של יציאת  rt)(בכוכבית מתחת לפיקים מציינים את מועדי הדחיקה המצויינים 

  .לפי סוג הגלאי
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ושהתקבל ביינון שני באנליזה , 'פריסקו'שבודד מעלי כותרת של הזן  'peak 1'ספקטרום המסות של החומר  :92איור 
  .LC/MS-MSשל 

בכרומטוגרמה המובאת  Rt = 5.3-5.7של החומר המופיע בזמן   electrospray-ספקטרום המסות שהתקבל מ
ומסומנים ,  sinensiaxanthin (Eugster and Märki-Fischer, 1991)לאיור מצורף מבנה המולקולה . 28איור ב

כצפוי , שמכילה שתי קבוצות הידרוקסיל 411בחץ תוצרי הפירוק האופייניים למולקולה בעלת מסת יינון של 
     .sinensiaxanthinבמקרה של 
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 על  MJ- השפעת הטיפול בבמהלך פירוק הקרוטנואידים ו' פריסקו'של הזן  הכותרת הרכב הנדיפים מעלי. 5.5.ד

  הרכבם

 C13 הוחלט לנסות ולאתר גם את המולקולה המשלימה בגודל , sinensiaxanthin - כ C27בהמשך לזיהוי של 

 Eugster and)ה מולקולה זו עשויה להיות נדיפ. 1על פי התגובה המתוארת בנוסחה  violaxanthinהמתקבלת מפירוק 

Märki-Fischer, 1991) ;הן יצטברו במקביל , אכן מתקבלות מולקולות נדיפות מהפירוק הזה וההנחה הייתה שאם

שהתנדפות המולקולה מפרחי הביקורת תהיה גבוהה מאשר מפרחים , כמו כן שיערנו. sinensiaxanthinלהצטברות של 

ר כמתוא. 4ליום  3שעות בין יום  24נדיפים נאספו מפרחי הביקורת למשך , לצורך בחינת ההשערה. MJ -מטופלים ב

 - הנדיפים נאספו בשיטת ה. יממה זו מתאפיינת בירידה ניכרת ברמת הקרוטנואידים של פרחי הביקורת, 10באיור 

Headspace , מוצו מהקולונה בהקסאן והמיצוי עבר אנליזתGC-MS . נראה שרמת  6מהתוצאות המסוכמות בטבלה

יתה ברמה דומה לכמות הנדיפים שנאספו והי, הנדיפים שנאספה מפרחי הביקורת הייתה נמוכה ביותר באופן כללי

המולקולות הנדיפות המשמעותיות ביותר . )Shalit et al., 2004( 3שהיו בשלב פתיחה ' גולדן גייט'בעבר מפרחי 

  ברמות שבין 4 -ל 3שהתנדפו ביממה שבין יום , hexanol-3 - ו, orcinol dimethyl ether  ,methyl benzoateשאותרו היו

0.4 μg 0.6 - ל μg וכן , לפרחbenzaldehyde ,caryophyllene ,ו - phenylethyl alcohol , אשר התנדפו במועד זה מעלי

). 6טבלה (בעוד ששאר המולקולות התנדפו בשיעורים נמוכים בהרבה , לפרח μg 0.2 - ל μg 0.1 הכותרת ברמות שבין 

שרמתה הייתה , β-carotene (Lewinsohn et al., 2005)המהווה תוצר פירוק של , β-iononeראויה לציון המולקולה 

לא נמצאה כל מולקולה שעשויה להיות תוצר . בלבד ng 1 - נמוכה בהרבה מרמת הנדיפים האחרים והגיעה לרמה של כ

לא נמצא כל הבדל ברמת הנדיפים ובהרכבם בין , כמו כן. או של קרוטנואידים אחרים violaxanthinהפירוק של 

  ).6טבלה (לבין פרחי ביקורת   MJ-פרחים מטופלים ב

עלי כותרת של פרחי ביקורת ופרחים מטופלים . אנליזה נוספת בוצעה למיצוי נדיפים מכתש של עלי כותרת

ובתום ההרצות הושוו הכרומטוגרמות  GC-MSהמיצוי המסונן הוזרק למכשיר . ומוצו בהקסאן, 4נכתשו ביום  MJ -ב

מפירוק  המתקבלתC13 מאחר ואין ברשותנו סטנדרט למולקולה בגודל . של פרחי הביקורת והפרחים המטופלים

violaxanthin )Eugster and Märki-Fischer, 1991( ,תחום . לא ניתן היה לזהות את הפיק המייצג את התוצר הזה

אולם גם באנליזה , בגודל המתאים למולקולה המבוקשת הסריקה הורחב לכל המולקולות על גבי הכרומטוגרמה שהן

 MJ -שהצטברה באופן שונה בפרחים מטופלים ב, בגודל הצפוי או בכל גודל אחר, זו לא נמצאה שום מולקולה

אשר רמתו גבוהה יותר   C13בגודל violaxanthinלא נמצא תוצר פירוק של , סיכומו של דבר. בהשוואה לפרחי ביקורת

  . על הרכב הנדיפים בעלי הכותרת  MJ-ולא נמצאה השפעה של הטיפול ב, מאשר בפרחים המטופלים בפרחי ביקורת
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במהלך היממה הרביעית של חיי ' פריסקו'הנדיפים המופרשים מפרחי הזן על  MJ - השפעת הטיפול ב :6טבלה 
  . האגרטל

והופרדו , MJ -ים מטופלים בבאגרטל מפרחי ביקורת ומפרח 4ליום  3שעות בין יום  24נדיפים נאספו במשך 
הערכים בטבלה מציינים ממוצעים של ארבע חזרות . על גבי קולונה קפילרית כמתואר בפרק שיטות המחקר

 .  שגיאות תקן ±לפרח ביממה ) µg(לכל טיפול של משקלי הנדיפים השונים 
  

  

   

  Volatile name Volatile content 

 Control (µg) MJ (µg) 
3-hexanol 0.394 ± 0.145 0.260 ± 0.228 
pinene 0.034 ± 0.003 0.040 ± 0.009 
benzaldehyde 0.231 ± 0.08 0.206 ± 0.123 
3-hexen-1-ol acetate 0.123 ± 0.028 0.069 ± 0.03 
2-ethyl hexanol 0.079 ± 0.011 0.090 ± 0.028 
benzyl alcohol 0.016 ± 0.009 0.009 ± 0.009 
methyl benzoate 0.557 ± 0.08 1.182 ± 1.045 
nonanal 0.015 ± 0.003 0.014 ± 0.003 
phenyl ethyl alcohol 0.109 ± 0.047 0.055 ± 0.035 
gerany formate 0.013 ± 0.004 0.017 ± 0.01 
benzyl acetate 0.008 ± 0.002 0.007± 0.005 
acetic acid 2-phenyl ethyl ester 0.005 ± 0.0004 0.005 ± 0.003 
caryophyllene 0.199 ± 0.042 0.214 ± 0.044 
carene 0.010 ± 0.002 0.011 ± 0.002 
beta ionone 0.001 ± 0.0003 0.001 ± 0.0001 
D-germacrene 0.002 ± 0.001 0.001 ± 0.0003 
benzyl_benzoate 0.015 ± 0.01 0.004 ± 0.002 
squalene 0.010 ± 0.006 0.011 ± 0.011 
orcinol dimethylesther 0.609 ± 0.114 0.745 ± 0.162 
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  ומסקנות דיון. ה

  

ורדים מזנים צהובים . עבודה זו דנה בשינויי צבע החלים בפרחי ורדים צהובים קטופים במהלך חיי האגרטל

עוצמת בזנים אלו . צבע עלי הכותרת לאחר הקטיףב םמתאפיינים בשינויי ,'גולדן גייט'ו' פריסקו'כדוגמת , שונים

של הטענה  משולב טיפול. בהמשך חיי האגרטל הלכה ופחתהעלתה בתחילת פתיחת הפרחים באגרטל והצבע הצהוב 

 ,בדיקותינו העלו. בשני הזניםגבוהה במהלך חיי האגרטל צבע  שמר על עוצמת MJוריסוס בהורמון הצמחי 

מסלול הביוסינתזה של . הגביר את רמתם MJ -ושהטיפול ב, שהפיגמנטים העיקרים בשני זנים אלו הם קרוטנואידים

כן ידוע שהקרוטנואידים  .וידועים האנזימים המשתתפים במסלול ותוצריהם השונים, פיין בפרחיםהקרוטנואידים או

ואחד המרכיבים החשובים של הפלסטוגלובולות הוא , בכרומופלסטים) פלסטוגלובולות(ממודרים במבנים מיוחדים 

המידע על , נתזה שפוענחבניגוד למסלול הביוסי. חלבון מבני שאחראי לייצובם ולשמירת הקרוטנואידים בתוכן

יחד  .מסלולי הקטבוליזם של הקרוטנואידים בצמחים עודנו חלקי והנתונים הולכים ומצטברים רק בשנים האחרונות

  .הצטבר מידע לגבי תהליכי חמצון אנזימטיים המעורבים בפירוק, עם זאת

 JAועה גם ההשפעה של אבל יד, על יצירת צבענים ידועה בעיקר בהקשר לאנתוציאנינים MJ - ו  JAהשפעת 

או  JAלא נמצאו בספרות עדויות נוספות למעורבות של , עד כה. שהם חומרי מוצא לקרוטנואידים, על יצירת טרפנים

MJ בעידוד יצירת קרוטנואידים בפרחים ולא למעורבותם בעיכוב הפירוק של קרוטנואידים.  

קיימים תהליכים של יצירת העיקרית גרסה שבעלי הכותרת של ורדים קטופים מתהעבודה  נחתה

שינויי הצבע שחלים במהלך חיי האגרטל נובעים משינוי היחס שבין תהליכי היצירה והפירוק . קרוטנואידים ופירוקם

מבוקר ברמה ' פריסקו'שייצור הקרוטנואידים בזן , בנוסף הנחנו. וכתוצאה מכך צבע הפרחים דוהה, של הקרוטנואידים

ומותנה בהריסת מידור , חמצון אנזימטי שלהם באמצעות אנזים פלסטידיופירוקם נובע מ, המולקולארית

מגביר את עוצמת הצבע באמצעות השפעה הן על הגברת  MJ - הטיפול ב. הקרוטנואידים בתוך הכרומופלסטידות

מטרת העבודה הייתה לבחון את ההנחה לגבי . יצירת הקרוטנואידים וייצובם בעלי הכותרת והן על עיכוב פירוקם

 MJ -לברר היכן מתרכזת השפעת ה, בפרחי וורדים צהובים במהלך חיי האגרטל פירוק ומידור הקרוטנואידים, ורייצ

  .על תהליכים אלה ומהו אופן ההשפעה

 במהלך חיי האגרטל  ' פריסקו'שינויים בצבע ובתכולת הקרוטנואידים של פרחי . 1.ה

במחקרים שנערכו על פרחים שונים נבחנה . ההוא תופעה נפוצבאגרטל שינוי צבע בעלי כותרת של פרחים 

אולם רובם . ורמת הסוכרוז על התפתחות הצבע בעלי הכותרת, אור, pH, השפעתם של גורמים שונים כגון טמפרטורה

גורמים לדהיית הצבע הלא דווח על , ככל הידוע. ככולם נוגעים לפרחים המכילים פיגמנטים ממשפחת האנתוציאנינים

בהלבנת עלי הכותרת  CmCCD4a מעורבותו של האנזיםמדיווח על לבד  ,ים הם קרוטנואידיםבפרחים שבהם הצבענ

  .cv. 'Yellow Paragon'  Chrysanthemum morifolium (Ohmiya et al., 2006),בפתיחת פרחי חרצית

צבע  תהליכים מנוגדים של צבירתבעלי הכותרת מתקיימים  'פריסקו' ורדים מזן במהלך חיי האגרטל של פרחי

לפני שהפרחים הגיעו עוד החלה ' פריסקו'דהיית הצבע בפרחי . הנובעים מייצור קרוטנואידים ופירוקם תוודהיי

 ,Van Doorn and Schröder)בזן זה  הכמישה האופייניים להזדקנותולפתיחה מלאה והקדימה את איבוד הטורגור 

קינטיקה של עלייה . אך ללא התייחסות לגורמיה, )Mayak and Halevy, 1970(ורדים ובאמנם תופעה זו תועדה . (1995
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 )Vainstein et al., 1994(ון בפרחי מלפפון כג ,וירידה בצבע עלי הכותרת של פרחים צהובים נצפתה בצמחים אחרים

שיא , 'פריסקו'הזן פרחי ורדים מבשונה מ, בפרחים אלו .)Eason and Webster, 1995; Lewis  et al., 1998(וסנדרסוניה 

. מישת הפרחיםהצטברות הקרוטנואידים היה בשלב הפתיחה המלאה ודהיית הצבע החלה לאחר שלב זה במקביל לכ

נפרדים זה מזה במשך חיי האגרטל של הקרוטנואידים שתהליכי הייצור והפירוק , הנוכחית מראותתוצאות העבודה 

ציין את מועד המעבר שבו נפסק ייצור  2יום  12-10בניסויים שהוצגו באיורים . ואינם מתקיימים במשולב

, 2ביום  ההצטברות הקרוטנואידים בפרחי הביקורת נפסקהוצגו ראיות לכך ש בעבודה. תחילההקרוטנואידים ופירוקם 

החוסם את יצירת  ,)NF )NF2 - ב 2פרחי ביקורת ופרחים שטופלו ביום  של 6כמות הקרוטנואידים ביום שכן 

 2-0בעבודה הוצגו גם ראיות לכך שבימים ). 12איור (הן בדור האמצעי והן בדור החיצוני  הייתה זהה, הקרוטנואידים

 NF - בפרחים שטופלו ביום הקטיף ב שכן, 'פריסקו'קרוטנואידים בעלי הכותרת החיצוניים של ורדים מזן לא התפרקו 

)NF0( , ייצור הקרוטנואידים נעצר יש להדגיש שלמרות ש, יחד עם זאת .2כמות הקרוטנואידים ירדה רק לאחר יום

אידים המשיכו להתבטא בפרחי הביקורת קרוטנוהביוסינתזה של המקודדים לאנזימים במסלול הגנים החלק מ, 2ביום 

הקרוטנואידים החדשים  RhCCD4ייתכן שבגלל ירידה ברמת המידור ועלייה ברמתו של ). 18איור ( 2גם לאחר יום 

הלבנה  תופעה דומה דווחה בחרצית. מתפרקים במהירות ואינם מצטברים בעלי הכותרת 2לאחר יום שנוצרים 

Chrysanthemum morifolium: בעלי הכותרת גם בשלבי התפתחות  התבטאוזה של קרוטנואידים תביוסינגנים ל

, ו שייצור הקרוטנואידים נמשך בעלי הכותרתסיקההחוקרים . לבנים לגמריכבר היו הצהובים מאוחרים בהם הפרחים 

  . CmCCD4a (Ohmiya et al., 2008)אלא מפורקים במהירות באמצעות האנזים ברקמה זו אך הם אינם מצטברים 

העלים בדור החיצוני . נמצאים בשלבים התפתחותיים שוניםשל פרח הורד עלי הכותרת בדורים השונים 

 .)12איור (הכילו קרוטנואידים רבים יותר  2וביום ) התוצאות אינן מוצגות(הם גדולים יותר , מקדימים להיפתח

בדור  הכותרת גם בהמשך חיי האגרטל עלי. )Evans and Reid, 1986(בהתאמה לדיווחים קודמים  ןתוצאות אלו ה

 ,נשרועלי הכותרת  שלבי הזדקנות מתקדמיםבש ,ים דווחדבזני ורדים אח .כמושור ולאבד טורגמקדימים להחיצוני 

גם  .)Van Doorn and Schröder, 1995(ו רק לאחר כחודש מפתיחת הפרח רעלי הכותרת נשפריסקו 'בזן בעוד ש

מאשר הדהייה והפירוק  מוגברים יותר יודהיית הצבע ופירוק הקרוטנואידים בעלי הכותרת שבדור החיצוני התהליכי 

אך ברור שהיא אינה  ,ה ונראה שהיא איננה חלק מתהליך ההזדקנותאמנם הדהייה הקדימה את הכמיש. בדור האמצעי

  .עלי הכותרת שלמנותקת משאר התהליכים שמתקיימים בפרח והיא תלויה בשלב ההתפתחותי 

 MJ - על ידי הטיפול ב נוספים ורדים ובזני 'פריסקו'תכולת הקרוטנואידים בזן הצבע ו הגברת .2.ה

שניתנו לפרחים הקטופים העצימו את הצבע הצהוב ועיכבו את  MJ - ריסוס והטענה ב ים משולבים שלטיפול

בהעצמת הצבע הצהוב  MJשל דומה השפעה . )8–5ים איור( הדהייה האופיינית לפרחים אלו במהלך חיי האגרטל

. (Goossens et al., 2003) של צמחי טבק BY-2ובתרבית תאי  )González-Aguilar et al., 2001(תועדה בפירות מנגו 

אך גורמיה לא נדונו לעומק והיא לא יוחסה ישירות להגברת כמות , אמנםבשני המקרים האלו העצמת הצבע אובחנה 

ת ההגברה של הצבע העצימו את תופע' פריסקו'בפרחי הזן עוקבים  MJטיפולי . םאו לעיכוב פירוק/ו הקרוטנואידים

   .MJ - בעוקבים נוספים א מצאנו בספרות התייחסות לטיפולים ל. )6איור (הצהוב 

שעיקר ההשפעה על הצבע  ,באופן כללי ניתן לומר. נבחנה גם בזני ורדים נוספים MJ - השפעת הטיפולים ב

ניכרה בזני ורדים שמכילים בעלי הכותרת קרוטנואידים ופחות השפעה ניכרה בזנים שמכילים בעלי הכותרת 

גרם לעלייה ברמת  MJ -שבמערכות אחרות נמצא ש ןתוצאה זו מעניינת מכיוו). 8, 7ורים אי(אנתוציאנינים 
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 ,)Tamari et al., 1995(הגביר את הצבע על ידי הגברת הפלבנואידים  MJכך בפרחי פטוניה בהם . האנתוציאנינים

 Rudell et)הגבירו את הצבע האדום בקליפה על ידי הגברת רמת האנתוציאנינים  MJטיפולי  Fuji''ובתפוחי עץ מזן 

al., 2002) .  

לניסוי הראשון נלקחו עלי כותרת מדור . 'פריסקו'של הזן  בהמשך נבחנה תכולת הקרוטנואידים בעלי הכותרת

בניסוייים אלו בפרחי ). 8-5עלי כותרת (ביניים המשלב את התופעות האופייניות לדור החיצוני ולדור האמצעי 

 4נמשכה הצטברותם עד ליום  MJ - ם בובפרחים המטופלי 2הביקורת הקרוטנואידים הגיעו לשיא הצטברותם ביום 

  . כתוצאה משילוב בין עידוד ייצורם למניעת פירוקם) 9איור (

, הגביר את תכולתם MJ - הקרוטנואידים בעלי הכותרת העלתה שהטיפול ב מדידת תכולת ,בניסויי ההמשך

 - לא נמצאה השפעה לטיפול ב בדור הפנימי ביותר, בנוסף. )12איור ( דור החיצוניובאך לא באופן שווה בדור האמצעי 

MJ תוצאה זו מתקבלת על הדעת מאחר ועלי הכותרת בדורים . )תוצאות לא מובאות( על תכולת הקרוטנואידים

שטח המגע של , בנוסף לכך. השונים נמצאים בשלבים התפתחותיים שונים וגם דפוס הדהייה הוא שונה בין הדורים

גם בהגמעה עלי הכותרת החיצוניים . של הפנימייםזה דול יותר מעלי הכותרת החיצוניים עם נתזי הרסס הוא ג

  . הפנימייםעלי הכותרת נפתחים קודם וקולטים תמיסה רבה יותר מאשר 

והתבטאה בתכולת  2ניכרה כבר ביום  MJ - בבדור האמצעי השפעת הטיפול , למרות השוני בין הדורים

ליום  0עודד את ייצור הקרוטנואידים בין יום  MJ - תן להניח שני. )12, 10איורים ( קרוטנואידים מוגברת בעלי הכותרת

גם בתוצאות  ניתן למצוא הקרוטנואידים יצוריעודד את  MJ -כך שלנוספים תימוכין . )'ב12איור (בדור האמצעי  2

ובחלק , Pdsהגביר את ביטויו של  MJ - הטיפול ב: של הקרוטנואידים הגנים במסלול הביוסינתזהביטוי אנליזת 

דור האמצעי של פרחי ב, לעומת זאת. )18איור ( ביומיים הראשונים לחיי האגרטל Lcy-bשל  הביטוי הניסויים גם אתמ

מנע את  MJ - ולכן בדור זה לא ניתן לומר שהטיפול ב ,)'ב12איור ( 6ליום  2לא ניכרו תהליכי הפירוק בין יום הביקורת 

בין תכולת הקרוטנואידים בדור האמצעי של  6ביום יה קיים שהמניסוי זה נראה כי ההפרש . פירוק הקרוטנואידים

ייתכן , עם זאת. 2כבר ביום  נוצר בין פרחים אלהלעומת פרחי ביקורת נגרר כולו מההפרש ש MJ - בפרחים מטופלים 

שכן הטיפול הגביר את ביטויים של , 2בדור האמצעי נמשכת גם מעבר ליום על ייצור הקרוטנואידים  MJשהשפעת 

 .)22איור ( 4עד ליום  הכרומופלסטידותשמר על שלמות  MJ, ובנוסף, )18איור ( 4 עד ליום Lcy-b -ו Pds, Zds הגנים

שכן , הקרוטנואידים נובעת מהגברת ייצור 2-0מים בי MJ -השפעת הטיפול באפשר להניח שגם בדור החיצוני 

מהווה את  2בדור החיצוני יום  .)'א12איור ( בימים אלו זהו התהליך הדומיננטי גם בעלי הכותרת של הדור החיצוני

ור דהוכח שב NF - אמצעות הטיפול בב. םאחריה תהליכי הפירוק והדהייה הופכים דומיננטיילנקודת שיווי המשקל ש

  . )'א12איור ( 6ליום  2לפחות בין יום , רוק הקרוטנואידיםעיכוב פיגרם ל  MJ-הטיפול ב זה

גולדן 'בתפוחי עץ מזן  פרט לעבודות, על עידוד יצירת קרוטנואידים MJשל  דיווחים לגבי השפעות לא נמצאו

  .)Czapski and Saniewski, 1995(ובעגבניות  Perez et al., 1993)(' דלישס

 על שינויים אלה MJבמהלך חיי האגרטל והשפעת  ורדיםכותרת של פרחי השינויים בהרכב הקרוטנואידים בעלי . 3.ה

ניסינו לבחון כיצד , בעלי הכותרת משפיע על תכולת כלל הקרוטנואידים MJ -הראינו שהטיפול בשלאחר 

באיורים . 'גולדן גייט'ו' פריסקו, 'הטיפול משפיע ספציפית על הרכב הקרוטנואידים במהלך חיי האגרטל בשני זני ורדים

נראה . במהלך חיי האגרטל' פריסקו'של פרחי הזן ים בעלי הכותרת הרכב הקרוטנואידב ים השינוייםמתואר 15-14



68 
 

 -כיחד  המהווים, neoxanthinובמידה פחותה גם , violaxanthinם העיקריים בעלי הכותרת הם שהקרוטנואידי בבירור

 כהוהל בהרבה הייתה נמוכה של שאר הקרוטנואידים שזוהו רמתם היחסית . )14איור ( מתוך כלל הקרוטנואידים 90%

ם סמוכים במיקומם לאורך ניתן לראות שלקרוטנואידי 15איור במהתוצאות המוצגות . חיי האגרטל במהלך הופחת

משותף  MJ -גם דפוס השפעתו של הטיפול בו יש דפוסי הצטברות ופירוק משותפים) 1איור (מסלול הביוסינתזה 

ולגבי  15C ,(Dאיור ( zeaxanthin - ו antheraxanthinלגבי זוג הקורטנואידים הדמיון כך למשל : לאותם קרוטנואידים

   ).15E ,Fאיור (  neoxanthin -ו  violaxanthinהזוג 

ניתן לדמות את מהלך הצטברות הקרוטנואידים ופירוקם בפרחים לתנועה בתוך  15, 14על סמך איורים 

שנמצא במורד מסלול הביוסינתזה של ,  violaxanthin-נמצא באזור ההזנה של המשפך ו β-carotene. משפך

גורמת לכך  2וטנואידים בעלי הכותרת ביום ייצור הקרפסקת ה. )1איור ( מצטבר בתחתית המשפך ,קרוטנואידיםה

, β-caroteneשל רמתם היחסית מתבטא בהקטנת הדבר , 4ליום  2שהתנועה לאורך המשפך הולכת ונחלשת בין יום 

zeaxanthin ו- antheraxanthin .של " דליפה"מתחילה  2החל מיום , בנוסף לכךviolaxanthin ו- neoxanthin  מאזור

על  A)15איור ( peak 1של רמתו היחסית דבר זה מתבטא בהגדלת . הנובעת מפירוקם, שפךהמההצטברות בתחתית 

של  steady-stateתמונת  ותיש להדגיש שהתוצאות משקפ. של הקרוטנואידים האלורמתם היחסית חשבון הקטנת 

הבדיקה התהליך המתואר מתחיל לפני מועד . התהליך השלם מהלךמצב הקרוטנואידים בארבע נקודות בדיקה ב

  . 6ביום , ונמשך גם לאחר מועד הבדיקה האחרון 0הראשון ביום 

אך , )Eugster and Märki-Fischer, 1991(נמצאו גם בזני ורדים אחרים  'פריסקו'כל הקרוטנואידים שזוהו בזן 

הרכב הקרוטנואידים . לא נדונה עד כה לאחר הקטיףשינויים בהרכבם בעלי הכותרת הככל הידוע לנו הקינטיקה של 

 ,)16איור (' גולדן גייט'בעלי כותרת של פרחים מזן  'וחוב Hirschbergדומה להרכב שנמצא על ידי ' פריסקו'בזן 

, למשל ךכ. שלהםנובעת מיחסים שונים בין הקרוטנואידים ) 'ב', א5איור (הזנים שני בין הצהוב והסיבה להבדלי הגוון 

-β אידהקרוטנו כגון ,של קרוטנואידים כתומים הגבוה רמה יחסיתעשוי לנבוע מ' גולדן גייט'הצבע הכהה יותר בזן 

carotene   פריסקו'בזן נמוכה של קרוטנואיד זה יחסית  רמהלעומת'.   

 Chrysanthemum morifolium, בחרצית צהובהשינויים בהרכב הקרוטנואידים במהלך פתיחת פרחים נצפו גם 

cv. 'Yellow Paragon'.  של ת ך התכולה היחסיא, שהגיעו לפתיחה מלאה שיא תכולתם בפרחיםל הגיעוהקרוטנואידים

lutein, עם הגעת הפרחים לפתיחה מלאה הירד ,שהיה הקרוטנואיד העיקרי בשלבים הראשונים של הפתיחה 

)Kishimoto and Ohmiya, 2006(.  

הגביר את  MJשכן  ,בראש המשפך הן מתקיימת  MJ - השפעת הטיפול ב, המשפך שהוצע לעיל מודלעל פי 

 violaxanthinעל ידי עיכוב הפירוק של " דליפה"מנע את ה MJשכן  ,בתחתיתוהן ו, )15Bאיור (β-carotene הייצור של 

 2שהשפעת הטיפול אינה מובהקת ביום , על כל קרוטנואיד בנפרד נראה MJ - בבחינת השפעת הטיפול ב. E)15איור (

ה לכך היא שבאנליזה הזו נבחנו עלי כותרת שנמצאים בין הדור החיצוני לדור האמצעי בהסי). 15איור ( 4אלא ביום 

 2שהתקבלה על כלל הקרוטנואידים בדור האמצעי ביום  MJ - ב ולכן ההשפעה המובהקת של הטיפול ,)8-5עלי כותרת (

  .מוסכה) 'ב12איור (
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' פריסקו'של פרחי הזן קרוטנואידים בעלי הכותרת המסלול הביוסינתזה של גנים בעל  MJ - השפעת הטיפול ב. 4.ה

  במהלך חיי האגרטל 

ככלל מתאימה  ל קרוטנואידיםש במסלול הביוסינתזההמקודדים לאנזימים על גנים  MJ - בהשפעת הטיפול 

וגרם להמשך , )18איור ( 4-2בימים  Lcy-b - ו Pds ,Zdsהגביר את הביטוי של הגנים  MJ -בשכן הטיפול  ,למודל שהוצע

קשה לייחס , עם זאתיחד  .ולהמשך הזרימה לאורך מסלול הביוסינתזה )15Bאיור ( 2גם לאחר יום  β-caroteneייצור 

מזרזים שלבי ביניים  Lcy-b - ו Pds ,Zds שכן , ידים להגברת ביטויים של גנים אלו לבדםאת הגברת ייצור הקרוטנוא

 ,MJ - מהו הקרוטנואיד הראשון המוגבר בעקבות הטיפול בלדעת מהתוצאות לא ניתן ). 1איור (במסלול הביוסינתזה 

דת הבקרה המחייבת כנקו Psyמקובל להתייחס לפעילות האנזים ". מקור ההזנה של המשפך"זה אשר מהווה את 

מקור "כ  phytoene-ה להחשיב אתניתן היה , אי לכך. )Hirschberg, 2001( של הקרוטנואידים במסלול הביוסינתזה

בהגברת  MJ - בשכן השפעת הטיפול , תוצאות האנליזה מצביעות על תמונה מורכבת יותר, בפועל". ההזנה של המשפך

מתקיימת ביומיים הראשונים לחיי האגרטל בלבד ולא בהמשך , Pds, גן הבא אחריו במסלולהו Psyגן ביטויים של ה

השרה את הגברת ייצור הקרוטנואידים גם בשלבים מוקדמים יותר  MJ -ייתכן שהטיפול ב. )18איור (חיי האגרטל 

.  isopentenyl diphosphate,הפחמנים תכגון באחד משלבי מסלול ייצור מולקולת הטרפן בעלת חמש, מאלו שנבדקו

 deoxy-D-xylulose 5-phosphate-1,שפעילות האנזים הראשון במסלול זה ,בהבשלת פירות עגבנייה הוצע, למשל

synthase , ל ייצור קרוטנואידים שעשויה להיות שלב בקרה)Lois et al., 2000(.   

 ;Perez et al., 1993) קרוטנואידים בצמחים שונים נדונה בסקירת הספרותבהגברת  MJאו   JAשל םמעורבות

Czapski and Saniewski, 1995) . הקרוטנואידים הוא מנגנון הבקרה של הגברת שבכל המקרים שהובאו לא דווח

 הוזכרהשל הקרוטנואידים זה תל ביטוי הגנים במסלול הביוסינשמעורב בבקרה   JA-האפשרות ש. הסינתזההגברת 

ות על דיסקי) ROS progenitors(יישום קדמים של חומרים מחמצנים ה שבה נבחנה ההשפעה של בעבודבעבר רק 

  .)Bouvier et al., 1998( תזה של קרוטנואידיםנהגבירו את ביטויים של גנים לביוסי ונמצא שהם, פירות פלפל

  ' פריסקו' הזן מידור הקרוטנואידים בפרחיב RhCHRC תפקיד החלבון  .5.ה

שתי ספריות הפחתה נבנו בשלב מוקדם במחקר במטרה למצוא גנים מוקדמים המושרים כתוצאה מהטיפול 

הגנים אשר נמצאו בספרייה אינם קשורים ישירות למסלול יצירת הצבע ולא , RhCHRCלהוציא את הגן . MJ -ב

בתוך  ותהוא חלבון מבני המשתתף באריזת הקרוטנואידים במבנים המכונים פלסטוגלובול CHRC. )4טבלה ( לפירוקו

איור ( 1הגיע לשיאו ביום  RhCHRCביטוי הגן ' פריסקו'של הזן בפרחי הביקורת . Vainstein et al.,1994)(הפלסטידות 

מתאימה לדפוס הצטברות הקרוטנואידים בעלי תוצאה זו . )'ב21איור ( 2ביום  הלשיא ההחלבון הגיע רמתו, )'א21

והצטברות החלבון לבין מהלך הצטברות  CsCHRCגם בפרחי מלפפון דווח שקיימת חפיפה בין ביטוי הגן . הכותרת

 מאנליזתגם לתוצאות  מהבראשית חיי האגרטל התאי RhCHRCהחלבון רמת . )Smirra et al., 1993( הקרוטנואידים

  . )'א22איור ( בכרומופלסטים ותומצטבר ותנוצר ותהפלסטוגלובול 2ליום  0לפיהן בין יום  םמיקרוסקופ האלקטרוני

הגיב מעניין לציין שהנוגדן . מפרחי מלפפון CHRC - חלבון ה עשינו שימוש בנוגדן כנגד Western - באנליזת ה

מכילות ' פריסקו'פלסטידות בפרחי כרומוורדים למרות שבאנליזת מיקרוסקופ האלקטרונים נראה שהובצורה טובה ב

, ככלל. )Deruere et al., 1994; Prebeg et al., 2006(בפלפל או כמו במלפפון  fibrilsולא  ותפלסטוגלובול
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 הן בעלות מבנה המזכיר את זה שתואר בתאי מזופיל של פירות מנגו מבשילים' פריסקו'בפרחי הזן פלסטידות כרומוה

)Vasquez-Caicedo et al., 2006( . תפסו העמילן  יגרגיר, כמו בשלב טרום ההבשלה בפירות מנגו, לחיי האגרטל 0ביום

עם התקדמות ההבשלה . )'א22ור אי(ות היו צבורות רק בשוליים הפלסטוגלובולכאשר  ,הכרומופלסטידהאת רוב נפח 

 הזן גם בפרחי. בעוד שגודלם ומספרם של גרגירי העמילן פחת ,ותפלסטוגלובלבבפירות מנגו הכרומופלסטים התמלאו 

ות על פלסטידות התמלאו בפלסטוגלובולכרומובהמשך חיי האגרטל הקרוטנואידים הצטברו בעלי הכותרת וה 'פריסקו'

פרחי כרומופלסטידות של לא ניתן היה להבחין כלל בגרגרי עמילן ב 2החל מיום , לכן .חשבון ההפחתה בגרגירי העמילן

רי העמילן בזמן פתיחת פרחי ורדים נדונה בספרות והיא יוחסה יההתפרקות המהירה של גרג .)'א22איור ( 'פריסקו'

 ,Hammond) דיםור פירוק העמילן יש תפקיד בפתיחת פרחימ שמתקבליםשלסוכרים  ,נראה. לפעילות עמילאזות

1982; Evans and Reid, 1986; Evans and Reid, 1988)  ופרחים אחרים בכלל)(Van Doorn and Van Meeteren, 2003.  

 2לאחר יום ורמת החלבון שלו  RhCHRCהגן  ביטוי ,ביומיים הראשוניםהקרוטנואידים הצטברות דומה לב

הגן  יטויורמת ב 2פירוק הקרוטנואידים מתחיל ביום : למהלך דהיית הצבע ופירוק הקרוטנואידיםהם אף מים מתאי

RhCHRC היא בהמשך חיי האגרטל ו כהנמוהייתה  1לאחר יום החלבון רמת . )'א21איור ( 1ויורדת לאחר יום  הולכת

 4רק לאחר יום  בפרחי הביקורת נצפתה ותבמספר הפלסטוגלובולהירידה , לעומת זאת. )'ב21איור ( עוד יותר אף ירדה

  .)22איור (

 -בהשפעת הטיפול ב, שך כל התקופה הנבדקתלמ ההחלבון הוגבר רמתו 4הוגבר עד ליום  RhCHRCביטוי הגן 

) MJ 21איור( ,בעקבות הטיפול בעלו  ןוצפיפות ותמספר הפלסטוגלובול כאשר במקביל גם -  MJ) תוצאה זו . )22איור

 ,למיטב ידיעתנו. )9איור (במועדים אלה  הקרוטנואידים בעלי הכותרתתכולת על  MJ -בתואמת את השפעת הטיפול 

 ותהגברת מספר הפלסטוגלובולאת וכן שלו או החלבון  CHRCהגברת ביטוי הגן  המראה את זהו הדיווח הראשון

על הצטברות  MJמיקרוסקופ האלקטרונים אמנם מוסיפות מימד מבני להשפעת באנליזות ה. MJבהשפעת  ןוצפיפות

וספת של עודד יצירה נוהגביר  MJ - לא ניתן לקבוע אם הטיפול בשהתקבלו אך מהתוצאות , הקרוטנואידים

  .ות בכרומופלסטידותקיימ ותשל פלסטוגלובול ןמנע את פירוקרק או  ותפלסטוגלובול

 electron(נראה שקיים גם קשר בין עוצמת הצבע בעלי הכותרת לבין צפיפות החומר , ותמעבר לפלסטוגלובול

density (פלסטידות שבבסיס ומוכרתופעה זו מודגשת במיוחד בהשוואה בין ה. כרומופלסטיםושלמות הממברנות של ה

פלסטידות של כרומובהשוואה בין מצב הכן ו ,)23איור (של אותו עלה העליון לבין אלו שבחלקו  4עלה כותרת ביום 

שהתקבלו תוצאות היש להדגיש ש, עם זאת. )'א22איור ( לחיי האגרטל 6פרחים מטופלים ופרחי ביקורת ביום 

בכל . ולא הוכחה כמותית, שעל פיה ניתן להצביע על מגמהד בלבמהוות עדות תומכת ם מיקרוסקופ האלקטרוניב

יכולות . MJ - ב פלסטידות שאינן מתאימות לשלב ההתפתחותי של העלה או לטיפולגם כרומונצפו שבחנו החזרות 

מזודרמיס , כגון רקמת אפידרמיס, ייתכן שבדוגמאות השונות נצפו שכבות תאים שונות. 1: לכך מספר סיבותלהיות 

. )Vasquez-Caicedo et al., 2006( פלסטידות בשכבות השונותכרומונראה הבדל בין צורת ה, למשלבמנגו . מיסואנדודר

שבכל שכבות התאים קיימות  ,במיקרוסקופ אור עלה 'פריסקו'מתצפיות ראשוניות שנערכו על עלי הכותרת של פרחי 

לפפון בפלפל ומ. 2). התוצאות אינן מוצגות בעבודה(פלסטידות ושצורתן אכן שונה בין התאים השונים כרומו

במנגו . )fibrils )Deruere et al., 1994; Prebeg et al., 2006 - להתפתח ונוצרים מהם מבני ה ותממשיכ ותהפלסטוגלובול

 fibrils -צורה פחות ברורה מאשר ליש  ם שלהןלצבריש, פלסטידותכרומוב tubulesבשלב הבשלה מתקדם נוצרים 

)Vasquez-Caicedo et al., 2006( .נוצרים מבנים משניים ' פריסקו'גם בורדים מזן  שבדומה לכך, ייתכן

  .םאשר לא זוהו באנליזת מיקרוסקופ האלקטרוני, מהפלסטוגלובולות
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   הגנה מפני פתוגנים המנגנוני על בעלי הכותרת  RhCHRCהחלבון כחות נוו  MJ - הטיפול ב השפעת  .6.ה

בתגובת הצמח גם משתתפים  CHRCמלבד מידור הקרוטנואידים חלבוני , כפי שתואר בסקירת הספרות

עולה בקנה  MJ - בעקבות הטיפול ב RhCHRC הגן הגברת ביטויו של .)Laizet et al., 2004( בהגנה כנגד עקות שונות

מעורב בתגובות הגנה בצמח כנגד טווח  JAשכן ההורמון  ,בהתמודדות עם עקות CHRCאחד עם תפקידו של החלבון 

עלתה רמת  CHRCבעלי עגבנייה בהם הושתק ביטוי הגן  ,יתרה מזאת. Thaler et al., 2004)(רחב של פתוגנים 

הגביר את עמידות הפרחים  MJ -ב ורדים טיפולווב, )Botritis cinerea )Leitner-Dagan et al., 2006הרגישות לפטרייה 

מתרחשת בצמח התפרצות חמצונית Botrytis בעת הדבקה בפטריה  ,זאת ועוד. (Meir et al., 1998)לאותה פטרייה 

)oxidative burst (שגורמת לתמותת הרקמה )Govrin and Levine, 2000( , ובצמחי עגבנייה עמידים כנגדBotrytis 

ידוע כהורמון JA , כפי שתואר בסקירת הספרות. )H2O2 )Asselbergh et al., 2007הבחינו החוקרים ברמה מוגברת של 

בספריית ההפחתה שביצענו אף , אכן. )Rey et al., 2000; Laizet et al., 2004( המעורב בתגובות כנגד עקות חמצון

 -הופך את יון הסופר אוקסיד לחמצן וה, Superoxide Dismutase )(SOD אנזים האנטי חמצונינמצא שהגן המקודד ל

H2O2 ,מוגבר בעקבות הטיפול ב - MJ ) ם שלהגברת עמידותש ,מתוך הדוגמאות האלו ניתן לשער. )'ב20איור , 4טבלה 

התמודדות הצמח מכנראה  נבעה MJ (Meir et al., 1998) -באמצעות הטיפול ב Botrytisיה ורדים קטופים כנגד הפיטרי

ש לציין י, בנוסף. SOD האנזים האנטי חמצוניו CHRC - ן ההדבקה באמצעות חלבוהעם העקה החמצונית בעת 

 PGIPכגון , ושאינם קשורים לעקה חמצונית MJ - י הטיפול ב"שהוגברו עגנים נוספים אותרו  ת ההפחתהשבספריי

משרה מנגנונים שונים  MJ - כך ש .Joubert et al., 2006)(מעורב בתגובת הצמח כנגד בוטריטיס ה, )'ב20איור , 4טבלה (

   .כנגד פתוגנים

בעלי תפוח אדמה הצטבר . fibrillinובקרת עקות וקרוטנואידים ניתן למצוא בדיווחים לגבי  MJקשר נוסף בין 

 Fibrillin - בארבידופסיס דווח שביטוי הגנים ל .Langenkamper et al., 2001)(בתגובה לעקת חמצון   fibrillinהחלבון

 ,.Vishnevetsky et al)יברלין 'במלפפון נמצא שביטוי החלבון מוגבר על ידי גו, )ABA )Yang et al., 2006מבוקר על ידי 

לבין , המסונתזים במסלול הקרוטנואידים, יברלין'וג ABAאלה מחזקים את הקשר האפשרי בין ממצאים . (1997

  . תפקיד בבקרתםשיש לו כנראה , MJי "התמודדות הצמח עם עקות ועידוד ייצור הקרוטנואידם ע

  הקרוטנואידים בעלי הכותרת    של אנזימי חמצון אפיון הגנים ל. 7.ה

של פיגמנטים של פרחי ורדים נמצאו תוצרי פירוק  ל Märki-Fischer - ו  Eugsterכימיות שביצעוהבאנליזות 

אולם בשעתו לא , על סמך הממצאים הם שיערו את מהלך הפירוק. )Eugster and Märki-Fischer, 1991(קרוטנואידים 

 ו עדויותבשנים שלאחר מכן נמצא. טרם התגלתה CCDניתן היה לדון בתהליך האנזימטי משום שמשפחת חלבוני 

 ,Schwartz et al., 2001; Camara and Bouvier) נזימטייםבצמחים רבים שקרוטנואידים מתפרקים בתהליכי חמצון א

חמצן מנעה  2%אווירה מבוקרת עם ב' פריסקו'הזן  פרחיגם בעבודה הנוכחית הראנו שהדגרת , בדומה לכך. (2004

עדות לכך שתהליכי חמצון מעורבים , )24איור (ימים  9בעלי הכותרת במשך  כמעט לחלוטין את פירוק הקרוטנואידים

' פריסקו'של פרחי הזן  בעלי הכותרת CCDהימצאותם של גנים ממשפחת  נבחנהבעקבות כך . הקרוטנואידים בפירוק

  .'גולדן גייט'ו
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   RhCCD1הגן   .1.7.ה

ביטויו של . 'גולדן גייט'ו' פריסקו'של פרחי הזן  שהופק מעלי הכותרת RNA -אותר ב RhCCD1מקטע מהגן 

הביטוי הנמוך של הגן . )26איור ( 0רד במהלך חיי האגרטל החל מיום הלך וישל שני הזנים הגן בעלי הכותרת 

RhCCD1  במשך רוב חיי האגרטל רומז שהאנזיםRhCCD1  הוא בעל רמת פעילות בסיסית בלבד בעלי הכותרת בימים

תוצאות אלו לא התאימו למהלך פירוק  ).27איור ( MJ -ביטויו לא השתנה בעקבות הטיפול ב –יתרה מזאת .האל

אינו האנזים שמזרז את  RhCCD1 - והן רומזות ש, )9איור ( MJ -בהקרוטנואידים ולעצירת הפירוק בעקבות הטיפול 

  .'פריסקו' הזן עלי הכותרת בפרחיצבע תהליך פירוק הקרוטנואידים ודהיית 

כפי ששיערו החוקרים שחקרו את , זולממוקם בציטו RhCCD1 -אחת הסיבות לכך יכולה להיות שחלבון ה

כך עלה מהאנליזה , אכן. ובצמחים נוספים )Simkin et al., 2004a(בעגבניה , )Tan et al., 2003(בארבידופסיס החלבון 

מיקומו הציטוזולי . )5טבלה (' פריסקו'הזן  ששובט מפרחי RhCCD1של הגן ' 5הממוחשבת שביצענו עבור אזור קצה 

אפילו אם  ,ם בעלי הכותרתשל החלבון מקשה אף הוא על ההנחה שזהו האנזים שמזרז את תגובת פירוק הקרוטנואידי

שכן על מנת שתתרחש תגובה  ,כפי ששיערו החוקרים, פלסטרומומיקומו הוא בסמוך למעטפת החיצונית של הכ

פלסטידות בתוך כרומוואילו הקרוטנואידים האגורים ב ,אנזימטית יש צורך במגע ישיר בין האנזים לקרוטנואיד

  . וזולימפני פירוק ציטי כך "עמוגנים ו ותפלסטוגלובול

. זרז פירוק קרוטנואידים ליצירת נדיפים חומרי טעם וריח CCD1 -נמצא ש  in vitroבצמחים רבים ובניסויים 

-βסדרי גודל מזה של הקרוטנואיד  3-2 -בבפרי הייתה נמוכה  β-iononeבעגבנייה ובאבטיח כמותו של התוצר 

carotene ,אשר ממנו הוא נגזר (Lewinsohn et al., 2005) .כמות ה- β-ionone  נמדדה שהתנדף מפרי העגבניה

הכמות נמצא ש' פריסקו'של פרחי הזן באנליזת הנדיפים מעלי הכותרת . )Simkin et al., 2004a(בפיקוגרמים בודדים 

. באותו זמן סדרי גודל מכמות הקרוטנואידים ברקמה ארבעהכמות זו נמוכה ב). 6טבלה ( ננוגרם 1שנמדדה הייתה 

במהלך  'פריסקו'מתרחשת בעלי הכותרת של הזן השיעור פירוק נמוך שכזה אינו מתאים לפעילות הפירוק המאסיבית 

האנזים העיקרי שמזרז את הפירוק המאסיבי והמואץ של הקרוטנואידים   RhCCD1אילו היה. )14איור (חיי האגרטל 

הוא זן שאינו ריחני וכמות הנדיפים שבו  'פריסקו'ן הז, בפועל. בעלי הכותרת ניתן היה לצפות שהפרחים יפיצו ריח עז

טיעונים אלו מחזקים את ההשערה ). 6טבלה (נמוכה מאד גם בימים שבהם מתרחש פירוק מואץ של הקרוטנואידים 

בעלי הכותרת  RhCCD1נראה שפעילותו של . אינו האנזים שמזרז את דהיית הצבע בעלי הכותרת RhCCD1 -ש

בתוכן של או שהיא מתקיימת , פלסטידותכרומואל מחוץ ל" חמקו"ידים שונים אשר מכוונת לפירוק קרוטנוא

 -השערה זו מתיישבת עם דיווחים בספרות על כך ש. ומיועדות לפירוקפלסטידות אשר איבדו את שלמותן הכרומו

CCD1  מזרז את פירוקם של מגוון קרוטנואידים שונים)Schwartz et al., 2001(.  

 RhCCD4הגן   .2.7.ה
 'גולדן גייט'וגם בזן ' פריסקו'התאים למהלך פירוק הקרוטנואידים בזן  RhCCD4ביטוי הגן , RhCCD1לעומת 

תוצאות אלו . )27איור ( MJ - רמת הביטוי של הגן ירדה משמעותית בעקבות הטיפול ב, בנוסף. )27, 26איורים (

בכרומופלסטים ושפעילותו בעלי הכותרת  violaxanthinהוא האנזים שמזרז את פירוק  RhCCD4 -תומכות בהשערה ש

בפרחי חרצית לבנים  CmCCD4השתקת הגן : להשערה זו יש תמיכה בספרות. הצבע מזרזת את דהיית

Chrysanthemum moriflorum  גרמה להצהבת הפרחים ושימרה את רמת הקרוטנואידים המקורית בעלי הכותרת

)Ohmiya et al., 2006, 2008( . אנליזה ממוחשבת של אזור : מחושב של החלבון מתאים להשערהההתאי גם מיקומו

טבלה ( מכיל פפטיד מוביל לכלורופלסטים RhCCD4המשובט העלתה שהחלבון המתורגם  RhCCD4של הגן ' 5קצה 
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בפרחי חרצית  )Tan et al., 2003(תוצאה דומה התקבלה מניתוח ממוחשב של הגנים ההומולוגים בארבידופסיס . )5

)Ohmiya et al., 2006( ובזעפרן (Rubio et al., 2008) .נראה , מאחר ובעלי הכותרת המפותחים אין כלורופלסטים

נמצאים חלק מהמוטיבים המאפיינים  RhCCD4ברצף המתורגם של . הוא בכרומופלסטים RhCCD4שמיקומו של 

נמצאת אלנין החומצה האמינית : )cTP ()Bruce, 2000; Emanelsson et al., 2007(פפטיד מוביל לכלורופלסטים 

חומצות אמינו אחריה  10 -נמצאת כפרולין והחומצה  ,אם כי לא בצמידות אליו, בסמיכות למתיונין הראשון

האזור המרכזי בפפטיד המוביל עשיר בחומצות . cTP -כמקובל ב, עשרת חומצות האמינו אינן טעונות. בשרשרת

טיות באחד פבשרשרת מקנה את תכונת האמפי ןסיל וסידורקת אלו מכילות קבוצת הידרוחומצו. סרין ותראונין אמינו

 100 - ל 20יכול לנוע בין  cTPאורכם של פפטידים מובילים מסוג . )Bruce, 2000(של הפפטיד במבנה השניוני הצדדים 

אשר , AtNCED4כך למשל אורכו המחושב של הפפטיד המוביל באנזים ההומולוגי . חומצות אמינו בחלבונים שונים

ואורכו , חומצות אמינו 34הוא , )Ytterberg et al., 2006(אותר בפלסטוגלובולות של כלורופלסטים בעלי ארבידופסיס 

קשה , אף על פי כן). 5טבלה (חומצות אמינו  74הוא ' פריסקו'מפרחי  RhCCD4 -שב של הפפטיד המוביל בהמחו

קשה  RhCCD4 -ב שכן cTP,לבין מבנה קלאסי של  RhCCD4להצביע במדויק על התאמה בין המבנה הראשוני של 

של   C terminal-קרוב לקצה ה שהוא אזור מועשר בחומצת אמינו ארגינין, cTPלאתר את המוטיב השלישי המאפיין 

  . הפפטיד

 RhCCD4המזורז על ידי האנזים  violaxanthinכתוצר הפירוק של   'peak 1'זיהוי . 8.ה

לך הבאנליזות הכימיות של הקרוטנואידים נראה שבמהלך חיי האגרטל במקביל להתפרקות הקרוטנואידים 

הייתה דומה ) 'א28איור (טרום הבליעה של החומר תבנית ספק). 15-13איורים ( 'Peak 1'והצטבר חומר שכונה 

, )14איור ( violaxanthinמאחר והקרוטנואיד העיקרי בעלי הכותרת הוא  .לספקטרום הבליעה האופייני לקרוטנואידים

שהוא , sinensiaxanthinבספרות תואר מבנה החומר   .violaxanthinשיערנו שהחומר המצטבר הוא תוצר פירוק של 

ספקטרום . )(Eugster and Märki-Fischer, 1991בעלי כותרת של ורדים  violaxanthinפחמנים של  27בעל  תוצר פירוק

עלה שהמסה של  mass-spectrumבאנליזת ). 'א28איור ( sinensiaxanthinהיה אכן זהה לזה של ' peak 1'הבליעה של 

וכמו כן בכרומטוגרמת תוצרי היינון של המולקולה נמצאו , )'ג28איור ( sinensiaxanthin - היא זהה ל 'peak 1'החומר 

 sinensiaxanthin.הצפויות להתקבל מפירוק שתי קבוצות ההידרוקסיל של , )29איור ( 374.9 -ו 393.2 נון שלמסות יי

איור ( violaxanthinהיוותה תמונת ראי להתפרקות A) 15איור (' פריסקו'בפרחי הזן  'peak 1'הצטברותו של החומר 

15(E ,והצטברות החומר בפרחים שטופלו ב- MJ וכה יותר מאשר בפרחי הביקורת הייתה מעוכבת ונמ) 15איור(A .

ואנו מציעים שיצירת חומר זה מזורזת על   sinensiaxanthin,הוא אכן החומר 'peak 1' -מכלל תוצאות אלו הסקנו ש

עיכב את הצטברות החומר על ידי עיכוב פעולת  MJ -ושהטיפול ב, בכרומופלסטידות שבעלי הכותרת RhCCD4ידי 

  .RhCCD4האנזים 

לתוצר הנדיף  β-caroteneמזעפן מסוגלים לזרז פירוק של  CsCCD4b -ו CsCCD4aרונה דווח שהאנזימים לאח

β-ionone .שבפרחי זעפרן  םהחוקרים הציעו שזהו תוצר הפעילות העיקרי שלהם בעלי)Rubio et al., 2008( . נראה כי

 הינה מולקולה משנית בעלי הכותרת β-caroteneשכן ', פריסקו'זו איננה התגובה שמתקיימת בעלי הכותרת של פרחי 

אותרה בעלי הכותרת הייתה מזערית ולא ש β-iononeכמות המולקולה  ,באנליזות הנדיפים שערכנו כמו כן. )14איור (
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תוצאה דומה פורסמה בתקופה האחרונה . )6טבלה ( MJ - ב ניכר כל הבדל בכמותה בין פרחי ביקורת לפרחים מטופלים

 inאינו מזרז  Rosa damascenaבפרחי  RdCCD4ובהתאם לכך שיערו החוקרים שהחלבון  Rosa damascenaבפרחי 

vivo  את יצירתβ-ionone )Huang et al., 2009( . באותו מחקר ציינו החוקרים שתפקידו הביולוגי שלCCD4 ורדים וב

  . ה זו חשיבותן של התוצאות שהוצגו בעבודה זו מקבלות משנה תוקףעל רקע אמיר. עדיין אינו ידוע

 מודלים והוכחות –פירוק הקרוטנואידים תהליך  . 9.ה

באנזימים שמפרקים קרוטנואידים בעלי הכותרת אלא עסק לא   Märki-Fischer-ו  Eugsterמחקרם של

שנגזרו מקצוות  )C13( פחמנים 13בעלי  הם מצאו תוצרים נדיפים sinensiaxanthinמלבד . בתוצרים בלבדהתמקד 

רדים שונים והם איתרו בו, בנוסף. neoxanthin - ו violaxanthinאך לא את אלו של  ,קרוטנואידים שוניםשל מולקולות 

על סמך ממצאיהם הם ניסחו  .)Eugster and Märki-Fischer, 1991( פחמנים 14שהיא בעלת  rosaflueneאת המולקולה 

). 1נוסחה (ות ובפרק התוצאות את תגובת פירוק הקרוטנואידים בעלי כותרת של ורדים שהובאה בסקירת הספר

תוצאות עבודה זו תומכות בהשערתם ומחברות בין ממצאי האנליזות הכימיות שהם ביצעו לבין הנתונים המצטברים 

התמונה , יחד עם זאת. קרוטנואידיםשל כמזרזי תגובות חמצון  CCDבשנים האחרונות אודות תפקידם של חלבוני 

 13 של בגודל violaxanthinצפוי היה להימצא גם תוצר הפירוק של , המוצעת שכן על פי התגובה ,עודנה אינה שלמה

לא אותרה על ידם בעלי הכותרת של , Märki-Fischer - ו  Eugsterאף שאופיינה על ידי, אולם מולקולה זו. פחמנים

ולמיצוי ' ריסקופ'לנדיפים המופרשים מפרחי  שביצענו GC-MSוגם לא על ידינו באנליזות  ,שנחקרו על ידםורדים וה

פחמנים עובר מודיפיקציות בדומה  13בגודל  violaxanthinייתכן שתוצר הפירוק של  ).6טבלה ( הנדיפים מעלי הכותרת

שם הוא עובר , פלסטידות ומובל לציטוזולכרומושנוצר ב xanthoxinקרוטנואידים אחרים כגון של לתוצרי פירוק 

או בדומה לפירוק קרוטנואידים , )ABA )Seo and Koshiba, 2002ן תהליכי חמצון וחיזור במסלול יצירת ההורמו

עוברים , הפחמנים 13התוצר בעל , cyclohenoneבמקרה זה נגזרות של . המושרה על ידי מיקוריזה בשורשים

  . )Fester et al., 2002(גליקוזילציה ומידור בוקואולה 

מזרזים פירוק קרוטנואידים בפלסטידות בשורשי  CCD8 -ו CCD7 האנזימים, כפי שתואר בסקירת הספרות

במעלה הצמח ומהווה מולקולת סיגנל המדכאת פריצת ענפים  מובל ,strigolactone, תוצר הפירוקוארבידופסיס 

 שתהליך דומה מתקייםייתכן  .(Schwartz et al., 2004; Snowden et al., 2005; Gomez-Roldan et al., 2008) לטרליים

אך היא עשויה לספק , בעבודה לא נבחנהאפשרות הזו ה .ושלתוצר הפירוק הנדון יש תפקיד ביולוגי ,בעלי הכותרתגם 

  פחמנים 13בגודל  violaxanthinשל תוצר הפירוק  של איתורואי הסבר ל

הניבו זווית ראייה חדשה על התגובה המזורזת באמצעת  )Floss et al., 2008(ממצאים שפורסמו לאחרונה 

בשורשי אספסת המאוכלסים במיקוריזה גרמה לעלייה ברמתה של מולקולה  MtCCD1השתקת הגן : CCD1האנזים 

 in vivoהסיקו שהסובסטרט החוקרים . פחמנים 14פחמנים על חשבון ירידה חדה ברמתה של מולקולה בת  27בגודל 

מולקולה בעלת  –אלא תוצר הפירוק הראשוני שלה ) C40(פחמנים  40אינה מולקולת הקרוטנואיד בעלת  CCD1של 

תיארו החוקרים את  ,בציטוזול CCD1בהתייחס למיקום התאי של . אשר נגזרה מהקרוטנואיד השלם) C27(פחמנים  27

פלסטידה ומזורז על ידי תוך ההשלב הראשון מתרחש ב: שלבי- דו ךתהליפירוק הקרוטנואידים בשורשי אספסת כ

. פחמנים 27באחד הקצוות ומתקבל תוצר בעל  10 -ל 9בשלב זה נחתך הקרוטנואיד בין פחמן . פלסטידי  CCDאנזים

הפחמנים מובל אל הציטוזול שם הוא עובר חיתוך נוסף המזורז על ידי האנזים  27בשלב השני תוצר הפירוק בעל 
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CCD1 . בכך אימצו החוקרים את המודל שלEugster ו - Märki-Fischer .תוצאות ההמודל הזה תקף גם לגבי , כאמור

  .הפחמנים נותרת בעינה 13אך החידה בנוגע למוצא התוצר בעל ', פריסקו'שהצגנו בעלי הכותרת של ורדים מזן 

  סיכום. 10.ה

ך דהיית הצבע בפרחי ורדים קטופים המכילים תהליל האחראיםמחקר זה שופך אור על המנגנונים התאיים 

בע משילוב של שני תהליכים ושפירוק הקרוטנואידים בפרחים נ ,מוצע. פיגמנטים קרוטנואידים בעלי הכותרת

פלסטידי - התהליך האחד הוא פירוק אנזימטי תוך. קטבוליים שמתקיימים בתאים שבעלי הכותרת במהלך חיי האגרטל

הוא המולקולה העיקרית התורמת  violaxanthinהקסנטופיל ' פריסקו'בפרחים מזן : תרתשל הקרוטנואידים בעלי הכו

האנזים מחומצנת באמצעות שבכרומופלסטים ו ותמולקולה זו ממודרת בפלסטוגלובול. לצבע הצהוב בעלי הכותרת

RhCCD4  לקבלת התוצרsinensiaxanthin האנזים . פחמנים 27 של בגודלRhCCD4 וייתכן , יםממוקם בכרומופלסט

  . ןעצמ ותפלסטידי הוא בפלסטוגלובול-שמיקומו התוך

הפירוק . פלסטידותכרומותהליך זה מתרחש במשולב עם תהליך קטבולי נוסף של פירוק המבנים הפנימיים ב

, יטוי הגן במקודד לובוב RhCHRCבירידה ברמת החלבון , פלסטידותכרומוהתבטא בהקטנת צפיפות החומר שב

גם . ובהמשך חיי האגרטל גם בהרס הממברנה של הכרומופלסט, ןובצפיפות ותמספר הפלסטוגלובולירידה מקבילה בב

עקב מיקומו , אולם אנו משערים שתרומתו לדהיית הצבע בעלי הכותרת משנית ,נמצא בעלי הכותרת CCD1הגן 

יכוב פירוקם באמצעות מתואר מודל המסכם את מנגנון פירוק הקרוטנואידים בעלי הכותרת וע 30באיור . הציטוזולי

  .בהסתמך על הספרות ותוצאות המחקר הנוכחי MJ - הטיפול ב

הפעיל  MJ -הטיפול ב. ורדים צהובים עיכב את דהיית הצבע בפרחי MJ -מצאנו שריסוס והטענת הפרחים ב

  :כמפורט להלן מנגנונים שונים לשמירת עוצמת הצבע בעלי הכותרתבמשולב 

אידים בעלי הכותרת והשרה ביטוי מוגבר של הגנים במסלול יצירת הטיפול עודד יצירה של הקרוטנו .1

  Lcy-b  - ו Psyובחלק מהניסויים גם של , Zds  - ו Pds -הקרוטנואידים

על כן ו, וביטוי הגן המקודד לו RhCHRCהחלבון רמת הטיפול שיפר את מידור הקרוטנואידים על ידי הגברת  .2

 .הםם ושמירה על מבנה יציב יותר שלבכרומופלסטי ותידי הגדלת מספר הפלסטוגלובול

המקודד לחלבון שמזרז את פירוק הקרוטנואידים הפלסטידי  RhCCD4הטיפול הוריד את רמת ביטוי הגן  .3

שהוא תוצר הפירוק של  sinensiaxanthin -הטיפול עיכב את הצטברות ה, במקביל .בעלי הכותרת

.violaxanthin   

על מנגנון  מידור הקרוטנואידים בכרומופלסטידות בעלי  MJמחקר זה מראה לראשונה השפעה מובהקת של 

לאחר שמרבית , וכן על הגברת רמת הביטוי של גנים במסלול הביוסינתזה של קרוטנואידים, כותרת של פרחים

המחקר תורם ידע חדש לדיון המדעי המתקיים בשנים . על פיגמנטים התייחסו לאנתוציאנינים MJההשפעות של 

ומציג  ,הממוקם בפלסטידות CCD4 - הממוקם בציטוזול ו CCD1אופן פעילותם של האנזימים האחרונות באשר ל

 sinensiaxanthinכולל זיהוי לראשונה של המולקולה , מסלול פירוק חמצוני של קרוטנואידים בעלי כותרת של פרחים

  .כאחד מתוצרי הפירוק במסלול זה
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במהלך חיי  'פריסקו'ורדים מזן פרחי דהיית הצבע בעלי הכותרת של המנגנונים המעורבים בציג את מודל המ :30איור 
  .על התהליך MJואת ההשפעות של האגרטל 

חמצון הקרוטנואידים המזורז באמצעות האנזים מ, זת הקרוטנואידיםתדהיית הפרחים נובעת מעצירת סינ            
 ותשמובילה להפחתה במספר הפלסטוגלובול RhCHRCלבון המבני ירידה ברמת החמו ,RhCCD4הפלסטידי 

מחמצן את הקרוטנואיד  RhCCD4האנזים הפלסטידי  .והרס מידור הקרוטנואידים בכרומופלסט
violaxanthin  פחמנים שזוהתה כ 27פחמנים למולקולה בת  40בן - sinensiaxanthin , 13ולמולקולה בת 

במהלך כב את דהיית הצבע ושומר על רמת קרוטנואידים גבוהה יותר מע MJ - ב טיפול. פחמנים שלא אותרה
ורמת הביטוי של הגן  RhCHRCרמת החלבון הגברת , סינתזת הקרוטנואדים באמצעות הגברת חיי האגרטל
 RhCCD1האנזים הציטוזולי . RhCCD4, אנזים המחמצןהביטוי של הגן המקודד לרמת  הורדתו, המקודד לו

  .MJ -ואינו מושפע מהיית הצבע דאינו משתתף בתהליך 
  

  
  

MJ

קרוטנואידיםפירוק חמצוני של 

RhCCD1
 ציטוזולי

הקרוטנואידיםמידור 
RhCHRC

הקרוטנואידים חימצון

Psy , Pds, Zds, Lyc-b

כרומופלסטידה

 הקרוטנואידיםשמירה על תכולת 
ועל צבע עלי הכותרת

132740 CCC +⎯→⎯
RhCCD4

sinensiaxanthin

MJ

קרוטנואידיםפירוק חמצוני של 

RhCCD1
 ציטוזולי

הקרוטנואידיםמידור 
RhCHRC

הקרוטנואידיםמידור 
RhCHRC

הקרוטנואידים חימצון

Psy , Pds, Zds, Lyc-bPsy , Pds, Zds, Lyc-b

כרומופלסטידה

 הקרוטנואידיםשמירה על תכולת 
ועל צבע עלי הכותרת

132740 CCC +⎯→⎯
RhCCD4

sinensiaxanthin
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Abstract 
Various yellow-pigmented cut rose (Rosa hybrida) cultivars such as ‘Frisco’ and 

‘Golden Gate’, show color fading during their vase life. The petal color intensity of these 

cultivars increased during the first two days of vase life and gradually decreased thereafter. A 

combined spray and pulse application of methyl jasmonate (MJ) to the cut roses retained their 

petal color intensity throughout vase life. Pigment analysis revealed that the major pigments of 

these rose cultivars are carotenoids, and that the MJ treatment increased their content. 

Our research hypothesis postulates that the biosynthesis and degradation processes of 

caroetnoids occur in parallel in the petals of cut roses during vase life. Therefore, the color 

changes obtained during vase life result from changes in the dominance of the biosynthesis and 

degradation processes, leading to color fading. Additionally, we have assumed that the 

carotenoid biosynthesis in ‘Frisco’ flowers is regulated at the molecular level, and that they are 

degraded via oxidative processes, catalyzed by a plastidic enzyme. Carotenoid degradation 

depends also on the destruction of the carotenid sequestration inside the chromoplasts. We 

assumed that MJ treatment enhances petal color by increasing carotenoid biosynthesis and 

stability in the peals, as well as by inhibiting their oxidative degradation. 

The following research objectives were outlined in order to examine the hypotheses: 

1. Characterization of the carotenoid content and composition in petals of yellow-

pigmented ‘Frisco’ and  'Golden Gate' roses, and examining the effect of MJ treatment 

on these parameters. 

2. Examining the expression of genes encoding enzymes of the carotenoid biosynthesis 

pathway in petals of yellow-pigmented roses during vase life, and the effect of MJ 

treatment on their expression. 

3. Isolation of additional genes related to carotenoid stability and degradation, whose 

expression is modified in response to the MJ treatment, and examining the relation 

between these changes and enhanced petal color. 

4. Examining the hypothesis that fading of color in yellow-pigmented roses during vase 

life is derived from carotenoid degradation via their enzymatic oxidation in the 

chromoplasts, and that MJ treatment delayed these processes. 

Preliminary experiments showed that the carotenoids accumulated in control 'Frisco' 

flowers until the second day of vase life and decreased later on, while in MJ-treated flowers the 

carotenoids continued to accumulate until day four. Using norflurazon (NF), an inhibitor of 

carotenoid biosynthesis, we were able to separate the biosynthesis and degradation processes. 



II 
 

We showed that MJ treatment increased flower color in 'Frisco' petals both by enhancing 

carotenoid biosynthesis and by delaying their degradation in the different flower whorls. A 

similar effect of MJ in enhancing total carotenoid content was obtained also with 'Golden Gate’ 

flowers. 

The carotenoid extracts from ‘Frisco’ flower petals were separated by HPLC and their 

components were identified. The major carotenoids in the petals were identified as 

violaxanthin and neoxanthin, which comprised about 85% of the total carotenonid content in 

the petals. Additionally, at early stages of vase life, we found a variety of other carotneoids, 

which gradually decreased at advanced stages of vase life. This degradation was accompanied 

by a parallel accumulation of an unidentified product designated as 'peak 1' according to its 

early appearance in the chromatogram. MJ treatment increased the total carotenoid content in 

the flowers, but did not change the relative proportions among the different carotenoid 

components. In contrast, MJ treatment had an opposite effect on 'peak 1' and it delayed its 

accumulation in the petals.  

In order to examine the changes occurring in carotenid biosynthesis during vase life, we 

have assayed the expression pattern of several carotenoid biosynthesis genes in petals of 

control and MJ-treated ‘Frisco’ flowers. For this purpose, segments of the genes Phytoene 

Desaturase (Pds) and Lycopene Cyclase (Lcy-b) were cloned from petals of ‘Frisco’ flowers. 

The ζ-Carotene Desaturase (Zds) was the gene most affected by MJ treatment. The 

treatment extended its expression during vase life compared to control flowers. MJ treatment 

also enhanced the expression of Pds at early stages of vase life. The effect of MJ treatment on 

transcript levels of Pds and Lcy was not definite, since an increase in the expression level of 

these genes in response to the MJ treatment was obtained only in several tests. 

Two subtraction libraries were constructed from MJ-treated vs. non-treated 'Frisco' 

flowers in order to isolate genes related to carotenoid stability and degradation with increased 

expression during the first 24 and 48 h following the MJ treatment. A total of 74 segments with 

increased expression in response to MJ were isolated from the two libraries, but Northern blot 

analyses performed for 28 of them resulted only in minor differences between MJ-treated and 

untreated flowers. Nonetheless, further analyses of the subtraction library confirmed that MJ 

treatment increased the expression of a gene encoding for the Chromoplast Protein C (CHRC), 

associated with carotenoid sequestration into the plastoglobules of the chromoplasts. Semi-

quantitative RT-PCR analysis revealed that MJ treatment increased the expression level of the 

CHRC gene during most of the vase life. Additionally, a Western blot analysis revealed that 

starting from day 2, MJ treatment increased the protein level of CHRC in the flowers, while in 
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control flowers the protein level decreased between days 4 and 5 of vase life. Regarding these 

results, we have used electron microscopy analysis to examine the internal structures of the 

chromoplasts in the petals of ‘Frisco’ flowers  during vase life. The results showed that starting 

from day 2, the MJ-treated flowers contained a significantly higher amount of plastoglobules in 

the chromoplasts. Additionally, chromoplasts sampled at day 4 from the faded top petal region, 

were completely degraded, while chromoplasts sampled from the colored base region of the 

petal, remained intact. These results further imply the positive correlation between high 

carotenoid content and intense yellow color, and between the integrity of petal chromoplasts 

and the number of their plastoglobules. 

Incubation of cut 'Frisco' flowers in a low (2%) oxygen atmosphere significantly 

retained petal color and carotenoid levels for 9 days. This indicates that oxidative processes are 

involved in carotenoid degradation, possibly via the Carotenoid Cleavage Dioxygenase (CCD) 

enzyme. Therefore, we have cloned from 'Frisco' roses segments of two CCD genes - RhCCD1 

and RhCCD4. A bioinformatic analysis of the translated protein sequences of these two genes 

predicted that a chromoplast transit peptide is present in RhCCD4 but not in RhCCD1, which 

therefore seems to be located in the cytosol. 

The expression of these two genes was examined by Northern blot analysis in the two 

rose cultivars ‘Frisco’ and ‘Golden gate’, which differ in their rate of color fading and petal 

carotenoid degradation. The results showed a high correlation between the expression pattern 

of RhCCD4 and the rate of petal carotenoid degradation in both cultivars. In ‘Frisco’, the 

expression level of RhCCD4 increased at day 2, parallel to the starting point of the petal color 

fading, and was sustained at a high level until day 5. In ‘Golden Gate’ flowers fading started at 

the end of the vase life, as the expression level of RhCCd4 was basal until day 5 and it began to 

increase only at day 6. Unlike this clear correlation, the expression pattern of RhCCD1 did not 

match the color fading pattern of both cultivars. In addition, MJ treatment reduced the 

expression level of RhCCD4 but not that of RhCCD1. Taken together, these results support the 

hypotheses that RhCCD4 catalyses carotenoid degradation in ‘Frisco’ petals, resulting in color 

fading, and that MJ treatment delayed color fading by decreasing the expression of its gene. 

Regarding these results, we hypothesized that the compound ‘peak1’, which was found 

in the HPLC analysis and whose level increased during the vase life, is the product of a 

carotenoid oxidation reaction catalyzed by RhCCD4. An LC/MS analysis performed on the 

carotenoid extract from ‘Frisco’ petals revealed that ‘peak1’ has the same carbon number (C27), 

the same ionic mass and it includes two hydroxyl groups in his structure as sinensiaxanthin, 

which was formerly identified as the degradation product of violaxanthin, Therefore, it is 
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suggested that ‘peak 1’ is the product of the degradation reaction of violaxanthin, which occurs 

in chromoplasts  of ‘Frisco’ petals and is catalyzed by RhCCD4. 

The second product expected from this cleavage reaction is a C13 volatile molecule. 

We hypothesized that higher amounts of such a molecule would be emitted from control 

flowers than from MJ-treated flowers. However, the molecule could not be identified neither in 

GCMS analyses performed to volatiles emitted from ‘Frisco’ flowers, nor to volatile extracts 

obtained from crushed petals. 

Summary and Conclusions: 

This research sheds light on the cellular mechanisms involved in the color fading of cut 

rose flowers containing carotenoid pigments in the petals. Our results suggest that the 

carotenoid degradation in the petals during vase life is controlled by two combined catabolic 

processes: An enzymatic carotenoid degradation reaction occurring inside the chromoplasts, in 

which violaxanthin, the major carotenoid in ‘Frisco’ petals sequestered into plastoglobules 

inside the chromoplast, is oxidized by RhCCD4 to produce the C27 apocarotenoid, 

sinensiaxanthin. This reaction is combined with a second catabolic process - the degradation of 

internal structures of the chromoplasts. This degradation is manifested in decreased density and 

number of plastoglobules, accompanied by a parallel decrease in the level of the structural 

protein, RhCHC, and the reduced expression level of its gene transcript. At advanced stages of 

vase life, the chromoplast membranes are finally destroyed. The RhCCD1 gene, which was 

also found to be located in the petals, does not seem to be involved in the color fading process 

because it is presumably located in the cytosol. 

A combined pulse and spray MJ application to the cut flowers increased the yellow 

color in ‘Frisco’ flowers during vase life via the following mechanisms: By up-regulation of 

carotenoid biosynthesis genes, by increasing the plastoglobules in which the carotenoids are 

sequestered, by increasing the level of the structural protein, RhCHRC and down-regulation of 

RhCCD4 which encodes an enzyme that catalyzes carotenoid oxidation in the chromoplasts. 

Our research is the first report that demonstrates a significant effect of MJ on the 

carotenoid sequestration mechanism in petal chromoplats, and on increasing the expression 

level of different genes encoding key enzymes of the carotenoid biosynthesis pathway. The 

present research also presents new evidence to the scientific debate of the last years, regarding 

the mode of action of the cytosolic CCD1 enzyme and the plastidic CCD4 enzyme, by  

demonstrating a carotenoid oxidative degradation pathway, including the identification of one 

of its products. 
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