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א 

  -תקציר-

  

, המדד העיקרי לקביעת איכות הפרי בהדרים הינו היחס בין אחוז הסוכרים לאחוז החומצה

לכן חשוב לבחון את השפעת פעילות . כאשר יחס זה משקף את טעם הפרי, האופייניים לכל זן

 .האנזימים המשתתפים במטבוליזם של הסוכרים על הרכב המיץ ומהלך הצטברות הסוכרים בפירות

לגלוקוז  האחראית על הידרוליזת הסוכרוז, במשפחת אנזימי האינברטאזהוחלט להתמקד ה מחקר זב

משפיע  זסוכרוהפרוק  . של הקשר הגליקוזידיהאנרגיה במהלכה אובדת,  הפיכהבלתיוסוכרוז בתגובה 

   . שלהםאת חוזק המבלעקובע  ובכך  אל שקיקי המיץ מוטמעיםבאייכולת ליה ישירות על

 המערכת האנזימטית הקשורה למטבוליזם של סוכרוז במהלך התפתחות התפוז בשלב ראשון נלמדה

במהלך . גנים ממשפחת האינברטאזהבנת תפקיד הבדגש על , )Citrus sinensis [L.] Osbeck (הטבורי

 ,לחיפוש גנים ממשפחת האינברטאז המתבטאים בספריית ציפה של תפוז טבורי, עבודה מוקדמת

אך לא נמצאו .  שהראו הומולוגיה לאינברטאז חומצי מסיס,Inv2- וInv1 -בודדו ורוצפו שני שבטים 

גם בחיפוש . בסיפריה שהופקה מציפת הפרי, שבטים המראים הומולוגיה לאינברטאז הקשור לדופן

על כן הוחלט לבדוק . בסיפריות של שקיקי מיץ הדר לא נמצאו שבטי אינברטאז קשור, במאגרי מידע

לכך שהם מקודדים לאנזימים , ל וכן לבחון את האפשרות"ים הנלעומק את ביטוי שני השבט

  .הממוקמים גם בדופן

 1-קליף מזן אור: בעלי אופן צבירת סוכרים שונה, בעבודה זו נבדקו ארבעה זנים שונים של פירות הדר

)Citrus reticulata x temple (ותפוז טבורי) Citrus sinensis [L.] Osbeck( , בהם מגיעים הסוכרים

, והסוכרים העיקריים במיץ הם גלוקוז.  מכלל המוצקים המסיסים80% עד 75%בהבשלה לכדי 

 בלימטה המתוקה: לעומת יחס שונה בזנים האחרים. בהתאמה, 2:1:1פרוקטוז וסוכרוז ביחס 

)Citrus limmetioides( ,1:6:6 ,ובלימון החמוץ) Citrus limon [L.] Burm( ,1:3:3בהם .  בהתאמה

  .  מכמות המוצקים המסיסים20%ווים רק הסוכרים מה

 בעזרת גלאים שהופקו מהשבטים שבודדו בתפוז , לימון פרישקיקי מיץ של מcDNAסריקת ספריית 

כי מתוך הנחה .  משני פירות ההדר השוניםInv1בין הרצפים של העלתה התאמה גבוהה ביותר , טבורי

ביטוי הגנים לאינברטאז החומצי בזני  וק אתהוחלט לבד, מידת השונות בין זני ההדרים השונים זניחה

  . ההדרים השונים

. של האינברטאז בפרי) mRNA(נמדדה רמת השעתוק , כדי לבחון את הבקרה על ביטוי השבטים

, ודגם שונה בין הזנים שנבדקו. אנזימים לאינברטאז-נמצא דמיון רב בדגם הביטוי של שני האיזו

בלימטה עולה רמת .  בשלבי הפרי הצעירmRNA-ברמת ה ובתפוז הטבורי נצפה שיא 1-כאשר באור

 חלשה במהלך mRNAה רמת תבלימון נצפ. תוצרי השעתוק לאורך ההתפתחות עד לשיא בפרי בוגר

, כי יתכן שהחומצה הציטרית, לראשונה, מוצע כאן. יתר זני הפירותלביחס , כל שלבי התפתחות הפרי

  .יווטימהווה מעכב לב, אזשנצברת ביחס הפוך לרמת תוצרי השעתוק לאינברט



ב 

 .E'  וכנגדם הופקו נוגדנים במעבדתו של פרופ בוטאו בחיידקיםInv2- ומInv1-פפטידים נבחרים מ

Blumwald . על ביטויים ופעילותם של תוצרי השבטים שבודדו בנוגדנים אלה נעשה שימוש כדי ללמוד

, בכל אחד מהזנים השונים. לימטה ולימון, 1-אור, בשלבי התפתחות שונים של התפוז הטבורי

-שנמצאה בהמסיס  אינברטאזשל ה נים המשוקללתחלבוהלכמות , mRNA-הושוותה רמת ה

immunoblot .יוצא מן הכלל הוא התפוז הטבורי. לימטה ולימון, 1-נמצאה התאמה גבוהה בפרי אור ,

 RNA-בעוד רמת ה,  עם התבגרות הפריInv1ישנה עליה בכמות החלבונים המזוהים על ידי נוגדני  בו

נראית ירידה ,  בשיאהRNA-כאשר רמת ה,  דווקא בשלבים המוקדמיםInv2-ואילו ב. דווקא יורדת

כי כמות חלבוני האינברטאז מבוקרת , מבחינה איכותית, מכך ניתן להסיק. בכמות החלבון המשוקלל

שבתפוז הטבורי , כנראה, לעומת זאת. לימטה ולימון, 1-בזנים אור, ברמת השעתוק של שני השבטים

  .)post-transcriptional ( שעתוקי–הבקרה אינה נעשית ברמה זו אלא באופן פוסט 

- במופיעהפס העיקרי ב נקבע ,שזוהו על ידי הנוגדנים ,זארטנבאיחלבוני ה המולקולרי של םמשקל

74kDa76- ובkDa  לגביInv1ו -Inv2בעלי משקל מולקולרי   אחדים חלבוניםמצאונ בנוסף . בהתאמה

, לא פעילים, יש להניח שאלה הם תוצרי פירוק).  ואף קטנים מכך55kDa ,47kDa ,42kDa (נמוך יותר

  .  כיוון שפעילות נצפתה רק באיזורים בהם נמצאו חלבונים הקרובים למשקל הגבוה. של החלבון השלם

ינברטאז גבוהה בשלבים גם כאן מאובחנת פעילות א, בדומה לתוצאות שהוצגו בעבודות קודמות

 ואת כמות mRNA-הרמת הפעילות אינה תואמת את . המוקדמים של הפרי בכל הזנים שנבדקו

 עובדה זו .עצמו בחלבוןמשינויים  נובעיםעל כן נראה כי ההבדלים בפעילות , המשוקללהחלבון 

ך  הוא תהליהדר ותרי חומצי מסיס בפאינברטאזשאיבוד הפעילות של  מחזקת את האפשרות

  .שינוי בתנאי הסביבה בחללית כתוצאה ממתרחשהתפתחותי ה

באמצעות . נבחנו מיקומם של תוצרי השבטים בשתי שיטות שונות Inv2- וInv1 כנגד נוגדניםהבעזרת 

נמצא כי חלבוני האינברטאז אכן קיימים גם , הפרדת החלבונים שהופקו לפרקציה מסיסה וקשורה

- וInv1בנוסף מוקמו חלבוני . 1-קי מיץ מתפוז הטבורי ואורבפרקציה הקשורה לדופן התאים של שקי

Inv2בחתכים שנלקחו משקיקי מיץ של תפוז טבורי בשני ,  גם בעזרת שיטת האימונולוקליזציה

בשימוש במיקרוסקופ אור ,  שונותשיטותזאת בעזרת שתי .  פרי צעיר ובוגר–שלבים התפתחותיים 

בעיקר ,  התאדופןבאכן נראה  Inv2- וInv1-כי הסימון לשהראו , חודר וכן במיקרוסקופ קונפוקאלי

  . בפרי הבוגר

וצאות ת. זה מחדש של סוכרוז ברקמות הסמוכות למערכת ההובלה של פרוק וסינתמנגנוןבעבר הוצע 

 על פי .מנגנון זה גם בתאי שקיקי המיץ המרוחקים מאתרי הפריקה מהשיפה קיום אששות ממחקר זה

רק להקסוזות והוא מפבאפופלסט , עבור בין תאי המבלע בצורה אפופלסטיתיכול ל הסוכרוז ,המנגנון

שם הם מסונתזים , קלטים לציטופלסמהנתוצרי הפרוק . ז חומצי הקשור לדופן התאארטבעל ידי אינ

עדר פעילות  והסוכרוז שמתקבל נאגר בחללית בה, פוספט סינתזמחדש לסוכרוז על ידי סוכרוז

 1-אור-בתפוז הטבורי ובכי שילוב של מספר מרכיבים הקיימים נראה  .ז חומצי מסיסארטבאינ

במהלך  סוכרוז לצבור 1-לתפוז הטבורי ואור מאפשרים ,בלימטה המתוקה והלימון החמוץוחסרים 

  . הם מסוגלים לאגור מוצקים מסיסים בריכוז גבוה, משיקולים אוסמוטיים, על כן .התפתחות הפרי



 1

  -מבוא-

, לאורך כל שלבי האגירה והובלת המוצקים המסיסים לפרי, אחד התהליכים המטאבוליים החשובים

מתקבל לאחר  α-glucopyranosyl- β-D-fructofuranoside הסוכרוז. קשור לבניה ופירוק סוכרוז

ה של סוכרוז גם נוצר בקליפ.  העיקרי בעלים לכל חלקי הצמחוהפוטוסינתזה ומועבר ממקום הווצרות

  .טיתאשר תאיה פעילים פוטוסנתפרי צעיר 

חלק גדול ממנו נאגר בריכוז גבוה . הסוכרוז משמש כמקור של פחמן אורגני לבניה וכן לאנרגיה

 המוסע בשיפה  בהדריםסוכרוז הוא החומר העיקרי). Avigad 1982(באיזורי המבלע כגון בפרי 

ט וכסוכר לא מחזר הוא בעל יציבות רבה הסוכרוז חודר דרך קרום התא והטונופלס, ומועבר לפרי

היותו סוכר ניטרלי עושה אותו לאינרטי וגורם לכך שאינו יוצר קשרים . לחמצון במהלך ההובלה

בהיותו סוכר מסיס הוא מגיע לריכוזים .  עם מולקולות טעונות המצויות בתאםאלקטרוסטטיי

רוז משמש כמווסת לחץ אוסמוטי סוכ. גבוהים וללא השפעה ועיכובים על תהליכים המתקיימים בתא

  .וזרימת מים בין מרכיבי התאים

, רטאז לגלוקוז ופרוקטוזעובר הידרוליזה על ידי אינב, ייםהסוכרוז משתתף במספר תהליכים מטאבול

מניחים . ופרוקטוזלבניית דופן התא  -UDPאו מתפרק על ידי סוכרוז סינתאז ומספק גלוקוז

. של התפתחות הצמח, המבוקרת באופן עצמאי, ערכת הרגישהשתהליכים אלו נמצאים בליבה של המ

אבל מערכות ותגובות שונות מעורבות , השפעותיה מאוזנות בידי יכולת החישה את הסוכרוז עצמו

)Koch 2004 .(  

המעורבים בתהליך , בקשר שבין מטאבוליזם סוכרוז ובין אותות של סוכרים ישנם גורמים נוספים

סוכרוז יכול לנוע מן השיפה אל הציטופלסמה של . ז ואתרי פירוק הסוכרוזהפיזיקאלי של יבוא סוכרו

כיוון שנקודות על פני , זהו הבדל חשוב. תאי מבלע עם או בלי מעבר דרך ממברנת התא או חלל הדופן

. שטח הממברנה נמצאו כמעורבות במנגנונים ייחודיים של חישת סוכרוז וכמו כן גם חישה של הקסוז

-או הקסוזות במקרה ואין חיבורים פלסמו/לה להיות חשופה לשפע סוכרוז וממברנת התא יכו

כמו בפירות הדר בהם אין המשכיות בין תאי , במקרים אלה). או שהם מוגבלים(דסמטיים בין התאים 

אינברטאז דופן יכול להעלות רמות הקסוז מקומיות בצורה , צרורות ההובלה אל תוך תאי השקיק

הופך שוב מטאבולזם הסוכרוז חשוב לויסות ריכוז ,  התאים המייבאיםכשהוא כבר בתוך. ניכרת

  . הפעם להקסוז שנוצר בתא ואולי אף למערכת מעבר אותות בידי סוכרוז, הסוכרים בתא

דבר שיכול (התוצרים של פעילות סוכרוז סינתאז מעלים באופן המזערי ביותר את ריכוז ההקסוז בתא 

כמו כן פעילות אינברטאז ציטופלאסמי היא מינימאלית ביותר ,  )להוות יתרון במצבים מסויימים

  . בכל מקרה סוכרוז ציטופלאסמי בדרך כלל מועבר לחללית לביקוע, ברוב המערכות

. מייצר שפע של הקסוזות ומעלה את ריכוזן בתא, כמו שותפו צמוד הדופן, אינברטאז חללי

, כרוז ברקמות שבשלב ההתרחבותהאינברטאז החללי גם משתתף בתהליך המרכזי של ביקוע הסו

ובכך תורם לשטף משמעותי של הקסוזות דרך הטונופלסט ולכניסה של הקסוזות למטאבוליזם 

אשר יכול למזג , שליטה זמנית בשני התהליכים מסתייעת עוד בידי המידור בחללית. הציטופלאסמי

האוסמוטי שבשלב יחד עם תפקידו , את הייבוא והתפקוד בשליחת אותות של האינברטאז החללי

  ). Koch 2004(התרחבות התאים 
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 כאשר החלו המחקרים בוויסות רמת הסוכרים בתא הובנההחשיבות הרבה של האינברטאזות 

עד כה , מאז ועד היום האינברטאזות משכו הרבה תשומת לב.  המוקדמות90'-המולקולריים בשנות ה

 זני 50~זימים שונים מאנ- איזו200-ל להמיצגים מע,  רצפי אינבטאז במאגרי המידע300-ישנם מעל ל

  ).Roitsch et al. 2004(צמחים שונים 

ניתן ,  האופטימאלי והנקודה האיזואלקטריתpH-ה, המיקום התוך תאי, בהתבסס על רמת המסיסות

  .קשור לדופן התא וניטראלי, אינברטאז חללי: אנזימים-להבדיל בין שלושה טיפוסים שונים של איזו

ללית ולאלה הקשורות לדופן יש מאפיינים אנזימתיים וביוכימיים דומים ומשותפת לאינברטאזות הח

שני טיפוסי . להן רמת הומולוגיה גבוה ברצף הכללי וכן שני מוטיבים של חומצות אמיניות שמורות

 אופטימאלי חומצי והם גם מסוגלים pHאשר להם , פרוקטופוראנוסידאזות-βהאינברטאז הינם 

סידים אחרים כגון סטאכיוז וראפינוז כמצע אך עם יעילות מופחתת בהרבה לקבל פרוקטופוראנו

הודגם בעבר שעיקוב הגליקוזילציה , חלבונים-האינברטאז החללי וזה הקשור לדופן הם גליקו. לביקוע

  . תגרום לפירוק מהיר של האינברטאז קשור הדופן

 pH הן מאופיינות על ידי ,שמסווגות גם כאינברטאזות מסיסות חומציות, אינברטאזות החללית

לאינברטאזות החללית יש תוספות ברצף של . וממוקמות בחללית) pH 5.0-5.5(אופטימאלי חומצי 

הן קובעות את רמת הסוכרוז . שלא כמו ברצפי האינברטאזות הקשורות לדופן,  טרמינאליN-הקצה ה

כח היטב הוא וויסות תפקיד מו. המאוחסן בחללית ואת התעבורה של סוכרוז לתהליכים מטבוליים

  .של מאזן הסוכר ברקמות הפרי ובפקעות בוגרות

פריפלסמטיות או , אפופלסטיות, אליהן מתייחסים גם כחוץ תאיות, אינברטאזות קשורות לדופן

נקודה , )pH 3.5-5.0( אופטימאלי נמוך pHהן מאופיינות על ידי , כאינברטאזות החלל החופשי

האינברטאזות קשורות הדופן , כפי המוצע. צורה יונית לדופן התאאיזואלקטרית גבוהה והן קשורות ב

מבקעות סוכרוז שחדר או הועבר על ידי נשאי סוכרוז מאלמנטי הכברה של השיפה אל תוך 

הקישור הפונקציונאלי . אז מועברים תוצרי הביקוע לתוך תאי המבלע בידי נשאי הקסוז. האפופלסט

ות דופן נתמך בידי צימוד הביטוי ברקמות ספציפיות בין נשאי הקסוז לבין אינברטאזות קשור

כמו תאי , בעוד שבמסלול האפופלסטי נדרש בתאים מבודדים מבחינה סימפלסטית. ובויסות מתואם

הוברר כי אינברטאזות קשורות לדופן הן גם חשובות ברקמות מבלע בעלות , השמירה בגרגרי אבקה

כל , WECP/V האמיניות השמורות באיזור המוטיב של החומצות. קשרים סימפלסטיים

) פריפלסמטיות(בעוד כל האינברטאזות החוץ תאיות , האינברטאזות החלליות הן בעלות שייר ואלין

 pH-ההבדל של חומצה אמינית שמורה אחת הוא זה שקובע את ה. מאופיינות בשייר פרולין

  .ספציפיות שלהן למצעיותר המייחד את האינברטאזות קשורות הדופן ואת ה, האופטימאלי החומצי

דבר התומך ,  חומציpI-אשר שובטו מתאפיינות ב, החשודות כקשורות לדופן, מספר אינברטאזות

 Roitsch et(אשר אינו קשור בצורה יונית לדופן , בקיומו של טיפוס נוסף של אינברטאז של דופן התא

al. 2004.(  
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 pH-בגלל ה, ציטופלסמטיות סיות אוידועות גם כבסי, ניטרליות, הטיפוס השלישי של אינברטאזות

, מידע על תפקידם הפיזיולוגי מוגבל יחסית. ומיקומן התוך תאי) pH 6.8-8.0( שלהן יהאופטימאל

רק מעט אינברטאזות , בשל הפעילות האנזימתית הנמוכה באופן כללי ואשר אובדת במהירות

ברות גליקוזילציה ומזרזות לעומת האינברטאזות החומציות הן לא עו. ניטרליות שובטו ואופיינו

 הרצפים המעטים. לכן אינן פרוקטופוראנוזידאזות, הידרוליזה של סוכרוז באופן מועדף או בלעדי

-עם אחוז גבוה של שימור בקצה ה, הם בעלי הומולוגיה גבוהה, של אינברטאזות ניטראליות, הזמינים

Cללית והקשורות לדופןאבל מראות הומולוגיה נמוכה לרצפי אינברטאזות הח,  טרמינאלי   .  

אופיינו פעילות האנזימים בשלבי התפתחות , אשר נעשו בעשור הקודם, בעבודות פיסיולוגיה בהדרים

התארכות והבשלה , שנלקחו החל משלב חלוקת תאים מהירה, הפרי במיצויים של הפרקציות השונות

)Tzur 1994, Echeverria et al. 1997( .פעילות גבוהה ללכה בדרך במרבית הפירות שנבדקו נמצא 

 .ת הפרי לעומת שלבים מאוחרים יותרות חומציות בשלבים מוקדמים של התפתחואינברטאזיותר של 

 בסריקת .נבדקו בעבודות השונותזנים אשר   לגבילא תמיד ישנה התאמה בדגם הפעילות, יחד עם זאת

לאור ( כפעילות בחללית הנחשבות,  עולה כי עד היום שובטו שתי אינברטאזות מסיסותDNAרצפי 

ר "י ד"נערכה ע( בעבודה מוקדמת .Inv2 - וInv1שלהלן יקראו , )הומולוגיה לשבטים מצמחים אחרים

ץ של מייקי  שקל מספריית" ורוצפו שני השבטים הנבודדו) E. Blumwald במעבדתו של אבי צדקה

 הומולוגיה לאינברטאז והם מראים, cDNA-שבטים אלה ניכר שוני מהותי ברצף הין ב.  טבוריתפוז

ניסיון למצוא שבטים המראים הומולוגיה , כמו כן .מסיס ולכן נחשדו כאינברטאזות של החללית

במאגר המרכזי , בנוסף. נכשלו ולא נמצאו בסיפריה שהופקה מציפת הפרי, לאינברטאז הקשור לדופן

 מצויים שבטים , שבטים שונים225,000-המכיל למעלה מ, )HarvEST( מהדרים s’ESTשל רצפי 

אך , )פלבדו, עלים(אולם כולם בסיפריות של איברים אחרים , המראים הומולוגיה לאינברטאז דופן

ל וכן לבחון את "הוחלט לבדוק לעומק את ביטוי שני השבטים הנ. לא בסיפריות משקיקי מיץ

טים מתוך השב, פפטידים נבחרים. לכך שהם מקודדים לאנזימים המצויים גם בדופן, האפשרות

נוגדנים אלו נתתקבלו . בוטאו בחיידקים והוכנו כנגדם נוגדנים, שבודדו משקיקי מיץ של תפוז טבורי

על מנת להיעזר בהם ככלי לזיהוי מיקום , אוניברסיטת דייויס, בלומוולד' באדיבותו של פרופ

  .החלבונים בתא ומידת השינוי בכמותם לאורך התפתחות התפוז הטבורי

 בפירות נבדקה רמת ביטויים גם, שבודדו מתפוז טבורי ביטוי שני השבטים  בין רמתלשם השוואה

וכן בציפת הפרי לאורך , המכילים רמת סוכר שונה במהלך התפתחות השחלה והחנט, הדר שונים

, זאת כדי לבדוק את ההשפעה הפיסיולוגית ).לימטה מתוקה ולימון חמוץ, 1-אור (התפתחותו

 שמידת קירבתם הטקסונומית ,צה השונים בין פירות ההדרהצטברות הסוכרים ותכולת החומשב

  ).   Rutaceaeמשפחת  (Citrusמשתנה בתוך הסוג 

נבדקו ההבדלים בין דגם ביטוי , כדי לבחון את רמת הבקרה על תוצרי שיבטי האינברטאזות שבודדו

 בהתאם השוואה זו של פעילות האנזים נערכה. האינברטאזות לבין רמת פעילות ספציפית בחללית

  .לאורך התפתחות הפירות מהסוגים השונים ,לבדיקות רמת הביטוי
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  :מטרות העבודה

  

 Inv2- וInv1 האינברטאז של ,שבטיםהלהעריך את חשיבות תוצרי לנסות עבודה הינה המטרת 

  : ההדרמטבוליזם של הסוכרוז בפירותהאגירה וה ,קליטהבמנגנון ה, שבודדו

 . באמצעות אימונולוקליזציהin vivo  שבטי האינברטאזתוצרי המיקום התוך תאי של בירור )1

 .ורמת חלבון האינברטאז לאורך התפתחות פרי ההדר) mRNA(דגם הביטוי  מעקב אחר )2

 . פירות ההדר שנבחרו במהלך התפתחותInv2- וInv1לימוד פעילות  )3

 .הבנת המנגנון המטבולי להובלה ואגירה של סוכרוז בתאי שקיקי המיץ )4
  

 1-קליף מזן אור: בעלי אופן צבירת סוכרים שונה, ו ארבעה זנים שונים של פירות הדרבעבודה זו נבדק

)Citrus reticulata x temple ( ותפוז טבורי)Citrus sinensis [L.] Osbeck( , בהם מגיעים הסוכרים

, והסוכרים העיקריים במיץ הם גלוקוז.  מכלל המוצקים המסיסים80% עד 75%בהבשלה לכדי 

בלימטה המתוקה : לעומת יחס שונה בזנים האחרים. בהתאמה, 2:1:1סוכרוז ביחס פרוקטוז ו

)Citrus limmetioides( ,1:6:6 , ובלימון החמוץ)Citrus limon [L.] Burm( ,1:3:3בהם .  בהתאמה

  .  מכמות המוצקים המסיסים20%הסוכרים מהווים רק 

הערכת . פרי והכוונת המוטמעים אליולמטבוליזם הסוכר בפרי חשיבות רבה בקביעת כח המבלע של ה

לימוד מיקומם בפרי והבקרה על , פעילותם של האנזימים הקשורים במטבוליזם של הסוכרוז

 עשוי לתרום להבנת ,צבירת סוכרים ותכולת חומצה שונהיכולת  להם, פעילותם בסוגי הדרים שונים

  . בקביעת איכות הפריואולי אף שליטה מסוימת, המנגנון הביוכימי המאפשר אגירת סוכרים
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  -סקירת ספרות-
  

    הדר פרי המבנה. א  

במבנהו ניתן . משפיע רבות על תכונותיו, "הספרידיום"המוגדר כ, של פרי ההדראופיו הסטרקטוראלי 

, אין קשר ואסקולרי לשקיקי המיץ שבפלחים. למצוא קליפה עבה וציפה שאינה רקמה הומוגנית

, הוא החלק החיצוני בקליפה, הפלבדו.  הקליפה והציפה ועודקיימים יחסים שונים באחוז המים של

.  נמצא האלבדו המורכב משכבה ספוגית לבנה, מתחת לפלבדו בקליפה. מהווה את שטח פני הפרי

ציפת פרי ההדר מורכבת מפלחים נפרדים ובתוך כל פלח שקיקי מיץ שהתפתחו מקבוצות תאים 

ים באמצעות עוקצים לבסיס הפלחים כאשר דרכם שקיקים אלה מחובר). Burns 1992(מריסטמטיים 

מועברים אל שקיות המיץ מים וחומרים מומסים הבאים מהעלים מזרימת מוטמעים ומחלקי הצמח 

  .האחרים

אינה רצף של תאים פרנכימתיים , דהיינו, רקמת הציפה אינה רקמה במובנה הרגיל של המילה

צמדה של צברי תאים המהווים את שקיקי אלא מתהווה מה, הגובלים זה בזה באופן בלתי אמצעי

בשקיקי המיץ חלים תהליכים . אלה מופרדים זה מזה על ידי קרומים המכוסים בשכבות דונג. המיץ

מטאבוליים שונים כולל תהליכים הידרוליטיים שבעקבותיהם נאגרים סוכרים וחומרים אחרים 

חומצות , רים ולא מחזריםמיץ זה מורכב מתערובת של סוכרים מחז.  התאיםחלליותבמוהל שב

היחסים בין מרכיבים אלה משתנים עם התפתחות הפרי . אורגניות וחומצות אמינו ומנרלים שונים

בהובלת המוטמעים מעלי מקור לפרי המתפתח בעצי הדר המשמש ). Iwagaki et al. 1981(והבשלתו 

  ).Kriedemann 1969(נמצא הסוכרוז כחומר עיקרי , כמבלע

של הפרי אין קשר ישיר עם שקיקי המיץ ) אלבדו(ת ההובלה הנמצאת במזוקרפ למערכת צינורו

)Schneider 1968 .( אפשר להבחין בצרור צינורות מרכזי הנמצא בצד הדיסטלי של כל פלח)Dorsal 

bundle ( ובצרורות צינורות נוספים)Septal bundle (    כאשר בין כל שני פלחים נמצא צרור אחד

)Lowell et al. 1989(, צרורות צינורות אלה מספקים את המוטמעים לכל פלח בנפרד . 1 תמונה

חדירת המוטמעים ). Koch et al. 1990(כאשר הם ניצבים במקביל ולאורכם של שורות שקיקי המיץ 

מהשיפה של מערכת צרורות הצינורות שתוארה ) Unloading(אל שקיקי המיץ מותנית בפריקתם 

דרך האפידרמיס של הפלח והזירים של ) Nonvascular transport (תלעיל ובתנועה לא וסקולארי

  ).Koch et al. 1990(שקיקי המיץ שהם חסרי מערכת הובלה 

    

  

  

  צרורות הצינורות: 1 תמונה
מתוך ( המוליכים לציפת פרי הדר

Lowell et al. 1989(.  
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    הדרות פרי הכאי. ב  
, אינה מוגדרת על ידי שלב פיסיולוגי חד משמעי, רישאינו נחשב לפרי קלימקט, הבשלתו של פרי ההדר

ומוגדרת באופן אנליטי בעיקר על ידי היחס בין סוכר , אלא נקבעת על פי טעמם של מרבית הצרכנים

. הבשלת הפרי מאופיינת על ידי הצטברות סוכרים וירידת מתכונת החומצה). Rhodes 1980(לחומצה 

ובעת מפירוק עמילן אלא מזרימה מתמדת של מוטמעים הצטברות הסוכרים בהתפתחות הפרי אינה נ

. מסיבה זו פרי שנקטף טרם זמנו לא יבשיל על המדף. ומתהליכים המתרחשים בתוך הפרי, מן העלים

  .עם זאת יש לציין שעמילן נמצא רק בפירות צעירים

. דהמדד לקביעת איכות הפרי בהדרים שונה בהתאם לשימוש בו כפרי למאכל טרי או כפרי מעוב

אחוז מיץ וביחס בין אחוז הסוכרים , )שבירת צבע(סטנדרט ההבשלה בפרי טרי תלוי בשינוי הצבע 

  .האופייניים לכל זן כאשר יחס זה משקף את טעם הפרי, לאחוז החומצה

, במיוחד פרי המיועד לשיווק טרי, אחת הבעיות החשובות בהדרים היא הקושי לכוון את איכות הפרי

בדרישת , איכות הפרי תלויה גם באיזורים. רי בעל יחס רצוי של סוכר לחומצהכאשר המגמה להגיע לפ

  . בהתאמת זנים לכנות ולתנאים המקומיים, השוק

  

  

   הדרהרכב המוצקים המסיסים בפרי ה. ג

סוג הסוכרים . סוכרים הם אחד המרכיבים הביוכימיים החשובים המשפיעים על איכות הפירות

לכן חשוב לבחון את מרכיבי המיץ ומהלך . הפרי ועל המתיקותוכמותם משפיע ישירות על טעם 

הצטברות הסוכרים בפירות ולהבהיר את הקשר שלהם לפעילות האנזימים המשתתפים במטבוליזם 

  ).Moriguchi et al. 1992(של הסוכרים 

חלק ,  פחמימות מסיסות המצויים בשפע–מהווים הסוכרים , בין החומרים השונים הנאגרים בפירות

 Soule( מכלל המוצקים המסיסים הם סוכרים 80% עד 75%, בהבשלה, בפרי ההדר. שוב ביותרח

יחס . בהתאמה, 2:1:1פרוקטוז וסוכרוז ביחס , הסוכרים העיקריים במיץ הדרים הם גלוקוז). 1986

במשך ההבשלה ). Sinclair 1984 (1:3:3, בלימון, 1:6:6, בלימטה: כגון, כללי זה שונה בחלק מהזנים

   . ש עליה ברמות הסוכרים במיץי

בלימון . באשכוליות ובפירות של זנים חמוצים כמות הסוכרוז קטנה בהשוואה לפירות מתוקים

ההצטברות ). Ting et al. 1986( מכמות המוצקים המסיסים 20%ולימטה הסוכרים מהווים רק 

ל פרי ההדר במהלך  שטיבוהאיטית של הסוכרים והירידה ההדרגתית של תכולת החומצה משנים את 

  .התפתחותו
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  רוזסוכ יתרונות אגירת .ד

, ראשית.  מחזריםעל פני אגירת סוכרים,  ישנם שני יתרונות עיקריים לאגירה בצמחיםלסוכרוז

יבוד על ידי מערכת הנשימה ותהליכים מטבוליים עהוא פחות זמין לו סוכרוז הינו דיסכריד לא מחזר

ת וזמינותו למטבוליזם וימטיז אנותהוא מוגן בפני התקפ, לגלוקוזיחסית , מסיבה זו. אחרים

מאחר שלא ,  אינו עובר זרחון ישירהואז נובע ככל הנראה מהעובדה ש הסוכרוזה שליתרונו . מופחתת

רקמות ימים הממודרים בזהוא עובר פרוק אנזימתי על ידי אנקיים סוכרוז קינאז בטבע ורק לאחר ש

במידה שקליטת ,  שנית).Hawker 1965(וק זמינים למטבוליזם תוצרי הפר, מבלעברקמות מקור או 

ישנה עדיפות לאגירת סוכרוז ,  הטורגורץעל ידי הפוטנציאל האוסמוטי או לח מוגבלת חלליתסוכר ל

 .Yelle et al(ז הינה מחצית מזו של הקסוזות מאחר שהאוסמולריות של סוכרו, על פני הקסוזות

, אוגרים סוכרוז, בהם תכולת הסוכרים גבוהה, אגירה שונים בשלים רבים ואיברי פירות ).1988

 Schaffer( מלון, )Hatch and Glasziou 1963( סלק סוכר ,)Giaquinta 1979( קנה סוכר: לדוגמא

1985, Lingle et al. 1987(, הדרים )Kato et al. 1978( ,פינו פ)Schaffer et al. 1989 ( עגבנית וכן

המצאות הסוכרוז עשויה לנבוע מפרוק של עמילן במהלך ). L. chmielewskii )Yelle et al. 1988הבר 

 ).Hawker 1985(או על ידי קליטה במהלך ההתפתחות , כפי שקורה בבננה או תפוח, ההבשלה

 על ז סוכרו8-3%מכילים , אננס ושזיפים, משמשים, תפוזים ,מלונים, אננס, בננות, אפרסקים, תפוחים

 סוכרוז וכמויות 1-0.2%נם גם יוצאים מן הכלל כגון ענבים המכילים אולם יש. בסיס משקל טרי

  ).Whiting 1970) ( מכל אחד8%עד  (ז ופרוקטוזגדולות של גלוקו

  

  אתר בקרה בהובלת וחלוקת המוטמעיםכפעילות המבלע . ה  

, מבלעהמקור ורקמות הנקבעת על ידי פעילויות משולבות ב,  הסוכרים המגיעה אל הפרי ונאגרתכמות

את עלי המקור מבקרים .  ופנימיים פעילות בתגובה לשינויים סביבתייםוהיא מהווה מכלול של רמת

 ומספקים את האנרגיה הדרושה לטעינה  לאזורי גדילה ואגירהובלהכמות ואת זמינות הסוכרוז לה

 נקבעת על פי המטבוליזם של הפחמן,  כמות הסוכרוז הזמינה ליצוא).Fondy et al. 1983(לשיפה 

 ).Daie 1985(תהליכים אלה משפיעים באופן עקיף על יצוא המוטמעים . ומידורו בעלי המקור

 ובכך משפיעים על ההובלה זקרים את החלוקה בין עמילן לסוכרו בעלי המקור מבמסוימיםתהליכים 

)Fondy et al. 1983(. סינתז פוספט  סוכרוז- סוכרוזהים מסנתז זה על פעילות האנהבקר, לדוגמא 

כמו כן היחסים בין ). Huber et al. 1982(יע על החלוקה בין עמילן לסוכרוז פויה להשעש

)DHAP+PGA(Pi/רימת הפחמן המקובע לעמילן בעלים זל הנראה את קצב  בציטופלסמה מבקרים ככ

)Portis 1982.( למבלעים מתפתחים תפקיד מפתח בקביעת קצב יצוא גם  במקרים רבים ,אולם

משפיעה על קצב וכיוון היצירה של תוצר , יכולתו של המבלע לקלוט מוטמעים. הסוכרוז מן העלים

 תורמת חכרבהכי העלאת קצב הפוטוסינתזה לא  הראו. )Daie 1985(הפחמן הסופי בעלי המקור 

מקובע הופך לעמילן ולא ה למבלעים מאחר שחלק גדול מהפחמן להובלת כמות מוטמעים גדולה יותר

גם כאשר קצב קיבוע הפחמן היה , מצא כי בפירות עגבניה) Ho 1979( הו ).Ho 1977(מיוצא למבלעים 
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נמשך איבוד משמעותי של פחמן מעלי המקור כתוצאה מדרישה מתמשכת על ידי , ימינימאל

מינות המוטמעים באמצעות בקרה על זכך שדרישת המבלע יכולה לגבור על הוא הסיק מ. המבלעים

וכן על ,  לפחמן בעלהז יש השפעה על חלוקה בין סוכרוםבלעידרישות המ לנמצא גם כי. קציההטרנסלו

הראו כי העלאת הדרישה למוטמעים בצמחי סויה ) Thorne et al. 1974(תורן וקולר . הפוטוסינתזה

גרמה לעליה בריכוז הסוכרוז בעלה המקור על ,  פרט לעלה המקור,על ידי הצללת אברי הצמח השונים

בקצב , ו כן נמצאה עליה משמעותית בקצב הפוטוסינתזהכמ. חשבון ירידה בריכוז העמילן

.  Ribulose 1,5-diphosphate carboxylase ופעילותיהאנאורגאנהטרנסלוקציה וכן בריכוזי הפוספט 

 המוביל רדב, יכולת לצבור עמילן באנדוספרם דרמחקר שנערך במוטנטים של תירס הראה כי הע

 .Koch et al(ת עמילן לריכוזים גבוהים יותר בעלים גרם לצביר, ליצירת מבלע בעל קיבולת נמוכה

1982.(  

מבוקרים בעיקר על ידי תהליכים ,  כיוון ההובלה והחלוקה של המוטמעים המובלים בשיפהגם 

 ברגע שסוכרוז ).Walker et al. 1977(מבלע -הובלה-הממוקמים בקצה המבלע של המערכת מקור

ק היחסי של המבלעים זיקבע ככל הנראה על פי החו הסופי יעדו, תאי לוואי/  נטען לתאי כברה

 לא קיימות עדויות שלרקמת המקור יש השפעה בבקרת היעד הסופי ).Fondy et al. 1983(השונים 

 מבוקרת על ם בין המבלעים השוניסוכרוז צורת החלוקה של ).Gifford et al. 1981(של המוטמעים 

המוטמעים שתגיע לכל מבלע תלויה ביכולתו ומכאן שכמות , ידי תחרות בין המבלעים השונים

כאשר בניסיונות בהם הורדו שני שליש , לדוגמא. היחסית של כל מבלע להתחרות על המוטמעים

, מהתפרחות של צמח עגבניה היו הצמחים גדולים יותר ובעלי מספר קטן יותר של פירות גדולים

 לא הורדו תפרחות נמצאה ירידה בצמחים בהם. שיבולם לא היה קטן בהרבה לעומת צמחי הביקורת

, לפירות המתפתחים, בעקבות תחרות, המוטמעיםמשמעותית בצמיחה הוגטטיבית כתוצאה מהפניית 

בנוסף לכך נמצא כי התפתחות .  מהעליה במשקל הטרי בזמן זה היתה בפירות המתפתחים90%-וכ

  ).Hurd et al. 1979( עמוסות פרי יותר התפרחת מעוכבת במצבים בהם התפרחות המוקדמות

שימוש בטכניקת ) Tang et al. )1999עשו , כדי  לבדוק השפעתם של אנזימים על חוזק המבלע

 שימוש בעיכוב .על מנת ליצור צמחים טרנסגניים בהם פעילות אנזימתית מופחתת, אנטיסנס

ות הראו שינויים פנוטיפיים כבר בשלבי ההתפתח, אינברטאזות חללית וקשורות לדופן התאים בגזר

הנחשבת כמבלע , רקמת עלים. נבטי הגזר הצעירים לקו מאוד בהתפתחותם. הראשוניים של העובר

 של אינברטאז דופן פיתחה תוספות עלעלים אשר אגרו רמות mRNAשבה בוטא אנטיסנס , בצעירותה

הופחתה בצורה ניכרת , שורש הגזר, התפתחות רקמת מבלע נוספת. מוגברות של סוכרוז ועמילן

יחס המשקל היבש בין עלים , בהשוואה לצמחי ביקורת. כמויות נמוכות יותר של פחמימניםוהכילו 

בצמחים . לשורש הגזר הוסט בצורה חדה לטובת העלים בצמחים שביטאו אנטיסנס לאינברטאז דופן

גם כן נצפו יותר עלים מאשר בצמחי הביקורת והתפתח ,  לאינברטאז חלליmRNAשביטאו אנטיסנס 

כמו כן תכולת הפחמימנים היתה גבוה יותר בעלים ומופחתת . ר ביחס למסת העליםשורש קטן יות

המרמזים על תפקיד האינברטאזות החומציות בהרכב הסוכרים והשטף המטאבולי של , בשורש

    ).Tang et al. 1999(המבלעים 
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עילות גרם לירידה ניכרת בפ, אז באמצעות אנטיסנס של הגן בעגבניהשימוש בעיכוב סוכרוז סינת

יבוא הסוכרוז , in-vitro , אך,)D'Aoust et al. 1999(בפרי וירידה קלה בהצטברות העמילן החלבון 

הפריקה לפרי , אז היתה נמוכהבפירות בהם פעילות הסוכרוז סינת, לעומת זאת. לפרי לא הופחת

של המצביעה על מעורבותו , חלה ירידה ניכרת בכמות הפרי לצמח, כמו כן. הופחתה משמעותית

בקביעת כמות היבול והתפתחות הפרי , אז בשליטה על חוזק המבלע של פרי העגבניהסוכרוז סינתה

)D'Aoust et al. 1999 .( בעבודה דומה שנעשתה בצמחי עגבניה טרנסגנית המבטאת אנטיסנס

הבדלים לצמחי עגבנית בר ) 1996 (.Klann et alהראו , )TIV(מסיס ותוך תאי , לאינברטאז חומצי

בעקבות ירידת רמת האינברטאז החומצי בעגבניות הטרנסגניות היה ריכוז . לו בתנאים זהיםשגוד

בהתאם לעליה ברמות הצטברות הסוכרוז בשלבים . גבוה של סוכרוז וריכוז נמוך של הקסוזות

      ).Klann et al. 1996 (30%-היו הפירות קטנים יותר בכ,  האחרונים של התפתחות העגבניה

 נראה כי כמות הפחמן הסופית שתקלט במבלע תלויה בכמות לעילים המתוארים  סמך הנתונעל

 בעלי המקור ומבוקרת על ידי לסוכרוזהמושפעת מהחלוקה בין עמילן , הפחמן המיועדת ליצוא

בא מוטמעים שהוא פונקציה יוכן מיכולת המבלע לי, תהליכים המתבצעים במקור ומדרישת המבלע

  ).Daie 1985 (עברכפי שהוצע ב, של חוזק המבלע

של מבלע בתוך המסגרת הכללית של " כח המשיכה"או " יכולת התחרותית" המבלע מוגדר כקזחו

ק המבלע האמיתי מושפע מהזמינות של אספקת זלמרות שחו). Wolswinkel 1990(הצמח השלם 

 המרכיב העקרוני ביותר הוא היכולת הפנימית של המבלע, המוטמעים ומהקרבה של המבלע למקור

הוא נקבע . ק המבלע הפוטנציאליזיכולת פנימית זו של המבלע היא חו. לקבל או למשוך מוטמעים

וכאשר התנאים הסביבתיים ,  המוטמעים עונה על הביקושעכאשר היצ, גנטית ובא לידי ביטוי במלואו

  ).Ho 1988(לפעילות המטבולית במבלע הינם מיטביים 

-Warren( בנוסחא הבאה בוטהכפי שמ, ל המבלע ופעילותול גודש המבלע של הפרי הוא פונקציה חוזק

Wilson 1967:(  

  

  )יום/'רג/'רג( פעילות המבלע X) 'רג(גודל המבלע ) = יום/'רג( המבלע קזחו                          

  

מספר מחקרים מראים .  ויכוח לגבי הגורם המהותי ביותר בקביעת קצב ההובלה למבלעקיים

, 14CO2- תוך שימוש ב,)Moorby et al. ) 1974.וב ביותר הינו פעילות המבלעשבעגבניה הגורם החש

 כאשר פעילות 15-30%-הם הראו שההובלה קטנה ב. הביאו עדות להשפעת פעילות המבלע על ההובלה

  .המבלע ירדה כתוצאה מקרור הפרי
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דל הפרי של המתבטא בעליה הדרמתית בגו) QTL(בעגבניה נמצא אף אתר האחראי לתכונה כמותית 

 מזן הבר לזן המתורבת נצפה fw2.2 –כאשר שובט והועבר האתר . הזנים המתורבתים לעומת זני הבר

  30%-כמו כן הופחת גודל הפרי במידה כמותית קבועה של כ, הבדל ברמת חלוקת התאים בשחלות

)Frary et al. 2000 .(דל הפרי ניסויי שדה בזנים התרבותיים המותמרים הראו כי כפיצוי על גו

. כתוצאה ממספר משמעותי גדול יותר של תפרחות, והשחלות המוקטנים נצפה מספר רב יותר של פרי

נותר גודל הפרי שונה מזה של הקוים , כאשר הוסרו תפרחות עודפות. סך מסת היבול נשאר קבוע

 אשר , יש השפעה על חלוקת מוטמעים לפרי ובדיעבד גם על גודלוfw2.2 -מכאן שלאתר . המקוריים

 QTLבבחינה של ). Nesbitt et al. 2001(כל השפעה הקשורה למופע הפנוטיפי שניה לה 

)Quantitative Trait Loci ( אחר שערכוFridman et al.) 2000(שביטויו מושפע מתנאי ,  בעגבניה

שאלל ,  שאופיין הופק מזן עגבניה ירוקהQTL-ה. נבדק הבסיס המולקולרי לשוני הפנוטיפי, הסביבה

בר שלה העלה את תכולת הגלוקוז והפרוקטוז בפירות זני טיפוח של עגבניה תחת רקע גנטי וסביבתי ה

בעל כמה מופעים , בדיקה של הקוים המותמרים הגבילה את השוני הגנטי לכדי בסיס בודד אחד. שונה

ני המתפרסים על פ,  בסיסים484של ) רקומבינציה(המייצר איזור מועד לשיחלוף , )פולימורפיזם(

תוצאות ההכלאות בין הזנים מדגימות כיצד . אקסון ואינטרון של אינברטאז אפופלסטי ספציפי לפרי

מופעים שונים של אינטרון אינברטאז מווסת את חוזק המבלע של פרי העגבניה וקובע את הפנוטיפ של 

, י הזניםבעזרת חמישה קוים שבהם שולבו שנ). Fridman et al. 2000(תכונה הקשורה ביבול הכללי 

המשיך ניתוח המופעים הפונקציונליים של האתר והוגבל לכדי חומצה אמינית אחת ליד האתר 

אשר השפיעה הקינטיקה האנזימתית וחוזק המבלע של הפרי , הקטליטי של קריסטל האינברטאז

)Fridman et al. 2004.(    

הראו שלגודל הפרי , )Cook et al. 1983(וחיטה ) Hurd et al. 1979(כגון מלון ,  אחריםבצמחים

   .והקרבה למקור השפעה מכרעת על חוזק המבלע

יטת קל, פריקה מהשיפה: אך הם כוללים, יםיאינם ברורים ד,  התורמים לפעילות המבלעהגורמים

  .מטבוליזם ואחסון פחמימות באיזורי המבלע, המוטמעים על ידי רקמת המבלע

  

  פריקה מהשיפה. 1

ריכוז מאגר . נקודת בקרה חשובה בקביעת צורת ההובלה של פחמן הינה סוכרוז מהשיפה פריקת

  ).3ראה סעיף (הסוכרוז באתר הפריקה מהשיפה עשוי להשפיע על קצב הפריקה 

מונעת דרך , המועברים ברובו של השטף כתמיסה , מהמסה של הסוכרים90%-כ, יבשתייםבצמחים ה

וקצה המבלע ) המייצא(בין קצה המקור השיפה באופן אוסמוטי על ידי הבדלי לחצים הידרוסטטיים 

טעינה במקור ופריקה במבלע של סוכרים נעשית בזכות הריכוזים האוסמוטיים . של השיפה) המייבא(

.  המובלים בשיפה עשויים להיפרק באחת משתי דרכיםהסוכרים.  ובכך שינויי הלחץ שלאורך השיפה

 בצורה שכיחה ברוב רך פלסמודסמטההם עשויים להיות מובלים לתאי המבלע במסלול סימפלסטי ד

שמור בדרך כלל כצעד ,  או לחילופין להיפרק לאפופלסט לפני הכניסה לתאי המבלע.סוגי המבלע
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 Giaquinta et al. 1983 ,Daie  (מן המקור, במצבים מיוחדים, ביניים לרקמות הרחוקות

1985,Lalonde et al. 2003 ) (2 תמונה.(  

 סויה ,)Felker et al. 1980(תירס : בלע במספר סוגי צמחים כגון  נפרק לאפופלסט של המזסוכרו

)Thorne 1982(,ר קנה סוכ) Glasziou et al. 1972( ותפוח )Zhang et al. 2004(.   

כמה , קיימים גם נשאים חלבוניים המשחררים סוכרוז לסביבת האפופלסט באתרי פריקה מהשיפה

, מעוגן ממברנלית, גית של נשאים אלה מאופיינת במעברההתנהגות הפיזיולו). 2ראה סעיף (אף שובטו 

, כמו כן ידועים תפקודם של מנגנונים המווסתים מעבר סימפלסטי. שיכול להיות מצומד אנרגטית

  ).   Lalonde et al. 2003(אשר להם בקרה משמעותית על פריקת סוכרוז מן השיפה 

 סטית הינה מחויבת המציאות מאחרפריקה אפופל,  מתפתחבפרי תפוח עץ מסוימות כמו ברקמות

צרורות הצינורות לרקמות המוזנות לאורך התפתחות פרי  קיים חיבור של פלסמודסמטה בין שלא

.  סימפלסטית במבלעים מתפתחיםלפריקהאת קיימות עדויות ז לעומת ).Zhang et al. 2004 (התפוח

 Giaquinta(קמות ההיקפיות בעלים צעירים של סלק סוכר נמצא קשר סימפלסטי בין תאי הכברה לר

 בדומה ).Dick et al. 1975 (ז עדות לתנועה סימפלסטית של סוכרוכמו כן בשורשי אפונה ישנה. )1977

  .)Giaquinta et al. 1983(לול פריקה סימפלסטי בשורשי תירס קיימת תמיכה למס, לכך

  
  .  מהשיפהזו מסלולים אפשריים לפריקת סוכר:2 תמונה

S-ז סוכרו, G-ז גלוקו, F- מתוך ( זפרוקטוGiaquinta et al. 1983(.  
  

או לעבור ,  הנפרק עשוי להיקלט כפי שהואזהסוכרו, שית לאפופלסטנע שהפריקה מהשיפה במידה

.  נכנס לרקמת האגירה של גידולים מסוימים ללא פרוקזסוכרו). 2 תמונה( לתאים פרוק לפני כניסתו

 Daie(וגזר בוגר ) Wyse 1979( שורש בוגר של סלק סוכר ,)Thorne 1982(בסויה ,  למשל,הדבר נכון

1984.(  
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 חומצי הקשור אינברטאזים זועובר פרוק על ידי האנ, הסוכרוז נפרק לאפופלסט,  אחריםבגידולים

צרורות הצינורות מבודדים מבחינה סימפלאסטית מרקמת , למשל,  באגוזי מלך.לדופן התא

 חומצי בדפנות תאי אינברטאזנמצאה נוכחות מובהקת של אנזים , כמו כן. הבשרניתהפריקארפ 

המעידים על כך שהפריקה ברקמת הפריקארפ , הלוואי של הכברה וכן בתאי הפרנכימה הצמודים להם

יש , בעולי קנה סוכר צעירים ובוגרים בג).Wu et al. 2004(הבשרנית של האגוז נעשית דרך האפופלסט 

נמצא שקצב . ימההסוכרוז הנפרק לאפופלסט עובר פרוק לפני כניסתו לתאי הפרנכעדות לכך ש

 Glasziou(זות ו להקסז לפרוק הסוכרואינברטאזלתאים אלה תלוי בפעילות ה זהקליטה של הסוכרו

et al. 1972 .(נפרק לאפופלסט ומשם הוא נקלט לתאי העברה בבסיס זגם בתירס נמצא שסוכרו 

 ומצי חאינברטאז שם הוא עובר פרוק על ידי ,)basal endosperm transfer cells(האנדוספרם 

)Doehlert et al. 1987.(  

  

  טסוהטונופלרך קרום התא  דרים כ קליטת סו.2

. מטבוליזם ואגירה של סוכרים על ידי תאי המבלע הינם הצעדים הסופיים בחלוקת הפחמן, קליטה

ברקמות בהן הפריקה הינה ,  דרך קרום התא מערכת קליטה פעילהצאהבסוגי מבלעים מסוימים נמ

מנגנון מעין זה עשוי להוות אתר בקרה באיזור המבלע ולהסביר את השפעת המבלע על . לאפופלסט

  .)Gifford et al. 1981(חלוקת הסוכרים בצמח השלם 

וזרעי סויה , )Daie 1984(שורשי תירס , )Saftner et al. 1983( אחדים כגון סלק סוכר בצמחים

)Thorne 1982, Lichtner et al. 1981( ,י לסוכרים דרך קרום התא זפא-נמצא עקום קליטה בי

עקום המגיע מתבצעת קליטה פעילה בעלת , כאשר ריכוז הסוכרוז באפופלסט נמוך. ברקמות המבלע

ליטת סוכר אקטיבית ק .)Daie 1985) (לינארית(הקליטה הינה קווית ,  גבוהזבריכוז סוכרו. לרוויה

) 1987(  .Griffith et alבמחקר שנערך על ידי. עם פרוטונים )cotransport(ך קוטרנספורט ר דתאפשרי

,  החיצוניזאה הקליטה לינארית לריכוז הסוכרולגבי קליטת הסוכרוז לתוך אנדוספרם של תירס נמצ

גוד בני.  טמפרטורהכמו כן לא היתה השפעה למעכבים מטבוליים ולטיפולי. ללא מרכיב הניתן לרוויה

כי , תוך שיפור שיטות הבדיקה למניעת הפציעה של הרקמה, )Thomas et al.  )1992לזאת מצאו

בדיסקיות פרי . הקליטה לאנדוספרם של תירס הינה אקטיבית ונעשית ככל הנראה על ידי נשא חלבוני

ה נמצא תוך שימוש בסוכרים מסומנים שהקליטה דרך קרום התא אינה ספציפית לגבי ישל עגבני

- על ידי מעכבים מטבוליים שונים וכן שפעילות הבתכמו כן נמצא שהקליטה אינה מעוכ. כר מסויםסו

ATPaseמתוצאות אלו הסיקו שהקליטה דרך קרום התא אינה דורשת . מת הפרי היתה נמוכהרק ב

והיא נעשית ככל הנראה ,  לאספקת אנרגיה לקליטת הסוכרוזATPaseנוכחות של נשא ממברנלי או 

ניתוח גנטי שנסמך על הכלאות בין  .)Damon et al. 1988,Johnson et al. 1988 (הריכוזים לפי מפל 

הראה כי ,  אוגרת הקסוז לעומת אחרת מזן בר שאוגרת סוכרוז-האחת מתורבתת , שני זני עגבניות

י כימ-ניתוח ביו). Yelle et al. 1991(ריכוז הסוכרוז נשלט על ידי פעולת גן רצסיבי אחד או שניים 

, הראה כי ריכוז הסוכרוז בעגבנית הבר קשור בעיקר ברמות המופחתות של האינברטאז החומצי
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אינברטאז מהזן האוגר הקסוז בודד ואופיין לשלושה . סינתאזבהבדל מן רמה הנורמלית של הסוכרוז 

ון רמות האינברטאז הנמוכות בזן האוגר סוכרוז נובעות מכמות נמוכה של החלב. אנזימים שונים-איזו

כדי לבדוק את היחס בחשיבות של האינברטאז ). Yelle et al. 1991(ולא כתוצאה מנוכחות מעכב 

נמצא . נבדקו פעילותם לאורך התפתחות הפרי,  לכח המבלע של העגבנייהסינתאזהחומצי והסוכרוז 

 ולא האינברטאז נקשר באופן חיובי לרמת הגדילה סינתאזדווקא הסוכרוז , שבשלבים המוקדמים

 תפקיד סינתאזמכאן שלסוכרוז . חסי של פרי העגבנייה וכן לתכולת העמילן ברקמת הפריקרפהי

כמו כן נמצא ששיא ). Wang et al. 1993(מכריע בשינוע ויבוא סוכרוז בתחילת התפתחות העגבנייה 

mRNA חוסר .  בפרי העגבנייה מגיע ימים לפני שנראה שיא ברמות החלבוןסינתאז של סוכרוז

 בעגבנייה נשלט הן סינתאז והחלבון מצביע על כך שביטוי הסוכרוז mRNA-ן רמות הההתאמה בי

            ).Wang et al. 1994(ברמת השעתוק והן ברמת התרגום 

 .Saftner et al(סלק סוכר , )Thom et al. 1985( שאוגרים סוכרים פשוטים כגון בקנה סוכר במבלעים

. ים דרך הקרום מסובכת יותרהובלת הסוכר, וגזר) Willenbrink et al. 1979(סלק אדום , )1983

המגיעים עד , סן בחלליות של תאי הפרנכימה ברקמות אלה בריכוזים גבוהים ביותרח מאוזסוכרו

mM800) יש צורך גם במעבר דרך הטונופלסט כנגד אבנוסף למעבר דרך קרום הת, לכן). בסלק סוכר 

 זנונים שונים לקליטת סוכרונגסלק סוכר נמצאו שני מבשורשי . יהמפל הריכוזים תוך השקעת אנרג

. H+וכולל ככל הנראה אנטיפורט עם  MgATP-במנגנון אחד הקולט סוכרוז ישירות ותלוי . לחללית

 group (תוך כדי העברתו לתוך החללית UDP-Glucose- פוספט מזמנגנון שני המסנתז סוכרו

translocator( .ימטיות המשתמשות בז אננגנון זה תלוי בסדרת פעילויותמ- UDP-

Glucoseהמרכיבים את הסוכרוז זפרקורסור הן לגלוקוז והן לפרוקטוכ )Thom et al. 1986 .( בקנה

 בסלק סוכר שנמצאדומה למנגנון השני , סוכר נמצא מנגנון קליטת סוכרוז לחלליות האוגרות סוכרוז

)Thom et al. 1985 .( נמצא כי , בוזיקולות של טונופלסטתוך שימוש , אתזבפירות עגבניה לעומת

עיכוב קליטת הקסוזות . ATP-בהקליטה לחללית אינה ספציפית לגבי סוכר מסוים וכי אינה תלויה 

   .שית על ידי נשא חלבונינעעל כך שהקליטה  מעידה PCMBSיקולות אלה על ידי זלו

 תפוח אדמה ,טבק: עדויות לפריקה של סוכרוז אל האפופלסט הוצגו במספר זני צמחים כמו

ניתוח . בידוד ואפיון הגן הראשון לנשא חלבוני של סוכרוז נעשה בתרד). Li et al. 2003 (וארבידופסיס

תפקידם של נשאי סוכרוז כחלבונים הקובעים את מידור הפחמימנים נערך במספר צמחים כמו תפוח 

בהדרים . מודהנמצא כי נשאי הסוכרוז הם חלבונים הנתונים תחת בקרה צ. אדמה וארבידופסיס

המעידים על , האחד מתבטא בעלים תחת בקרה של סוכרים. בודדו ואופיינו שני נשאי סוכרוז

איברים מייבאי , השני מבוטא יותר במבלעים. מעורבות בתהליך מעבר אותות בתיווך הקסוקינאז

      ).Li et al. 2003(סוכר ומרמז בכך על תפקידו הפיסיולוגי השונה מנשא הסוכרוז הראשון 
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  יםוכרלת הסבתהליכים במבלע המבקרים את הו. 3

  . האחראיים לבקרת ההובלה של סוכרים בצמחים עדיין לא ברורים דייםהתהליכים

גישה אחת סוברת כי .  מספר גישות ביחס לגורם המבקר את קצב זרימת המוטמעים למבלעקיימות

על פי גישה .  בין המקור למבלעזרו במפל הריכוזים של הסוכ של המוטמעים למבלע תלויימהקצב הזר

  :זו ניתן להגביר את הזרימה בשיפה באחת משתי דרכים

דבר זה עשוי להגביר את קצב ההובלה בשיפה . העלאת ריכוז הסוכרוז באתר הטעינה לשיפה. א

  .מזופיל וישפיע על צבירת עמילן בעלהתאי ה על ידי ז הפרשת הסוכרואת אך יקטין

-שית לחלל הביןה שהפריקה נעמקרב.  במבלעפה באתר הפריקה מהשי ריכוז הסוכרוזהקטנת  .ב

. על ידי השיפה" יורגש" באתר זה ישפיע על הפרש הריכוזים בין המקור למבלע שזריכוז הסוכרו, תאי

תגביר את הגרדיאנט בין המקור ,  נמוך באפופלסטזת של המבלע לשמור על ריכוז סוכרוהיכול, לפיכך

  ).Wyse et al. 1986( אל המבלע זזרימת הסוכרולע ולפיכך תגביר את למב

קצב הדליפה , הפריקה מהשיפה נעשית על ידי דליפה עם מפל הריכוזים באמצעות נשא חלבוני כאשר

 Viciaבניסיונות בהם ניתן סוכרוז מסומן לעלים של .  באפופלסט יגדלזכרויקטן ככל שריכוז הסו

faba ונבדקה הדליפה ממנו לתוך תמיסות עם עולהגב דקות לאחר מתן הסימון נחתך ושלושים 

נמצא כי ריכוזים עולים של סוכרוז עכבו את הדליפה בעוד , זיכוזים שונים של סוכרוז או גלוקור

ניתן לשמור על ריכוז סוכרוז נמוך באפופלסט ). Wyse 1983(שלריכוז הגלוקוז לא היתה כל השפעה 

 זפן התא או הרחקה פיזית של הסוכרו הקשור לדואינברטאזעל ידי הידרוליזה של הסוכרוז באמצעות 

ו פרוק אפופלסטי של הסוכרוז עשוי להגביר את הפריקה מהשיפה זעל פי גישה . מאתר הפריקה

 לשיפה זמניעת טעינה של הסוכרו. ב. ופלסט סוכרוז נמוך באפזשמירה על ריכו. א: במספר דרכים

 פריקה של זזירו באפופלסט ובכך סמוטיאו הריכוז האתהעל. ג. טעינה ספציפית לסוכרוזמאחר שה

הידוע כמקודד לאינברטאז , אנזים-בניסיונות שנערכו בטבק על איזו ).Wyse 1983(המים מהשיפה 

, הושתק הגן על ידי אנטיסנס ספציפי לרקמה, דופן המאופיין בדגם ביטוי תקופתי ומרחבי מסויים

תוצאות נראו בדמות חסימה בשלבים ה). Goetz et al. 2001(המבוקר פרומוטר מתאים לטבק 

תוצאות אלו מדגימות את תפקידו . הראשונים של התפתחות גרגרי האבקה ובכך גרמו לעקרות זכרית

הקריטי של האינברטאז החוץ תאי ומחזקות את הגישה לפיה ביקוע סוכרוז חוץ תאי הינה פעולה 

מחקר נוסף ). Goetz et al. 2001(חיונית לאספקת פחמימנים אל רקמות מבלע דרך האפופלסט 

העוסק בהשפעות אינברטאז הדופן על המעבר מצמיחה וגטטיבית לרבייתית בדק יצירת זרעים בצמח 

נמצא שפעילות . המבטא אינברטאז דופן תחת פרומוטר ספציפי למריסטמה,  ארבידופסיס–המודל 

עליה זו היא . עים בתפוקת הזר30%-אינברטאז דופן מוגברת גורמת להאצת הפריחה ולעליה של כ

גם כאן מודגמת . שנגרמת על ידי הסתעפות מוגברת של התפרחת, תוצאה של מספר תרמילים גבוה

חשיבותו של האינברטאז בויסות תהליכים התפתחותיים על ידי קביעת חוזק המבלע של איברים 

  ).               Heyer et al. 2004(אוגרים 
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 המומסים באתר פריקת המוטמעים זדר כיכולת להוריד את ריכובלע מוג חוזק מ, פי הגישה השניהעל

 .Geiger et al(חודי לסוכרוז יולא באופן י,  הינה לכלל המומסיםתיחסוההתיבמקרה זה . מהשיפה

, מהיר של המומסים מאתר הפריקהק יאופיין בקיום מערכת יעילה לסילוק זלפיכך מבלע ח). 1975

 אינברטאזפרוק הסוכרוז על ידי ). Wardlaw 1993(ו פיזיקליות בשיטות ביוכימיות אלת לבודדם וכוי

  .באפופלסט ללא הרחקת תוצרי הפרוק יקטין את קצב הפריקה מהשיפה

ריקה מהשיפה במבלע גבוה מזה שבתאי פם נמצא שריכוז הסוכרים באיזורי ה מסוימיבמקרים

  ).Welbaum et al. 1990(בקנה סוכר ,  לדוגמא,)Huisinga 1979(הכברה או בתאי המקור 

 הזרימה למבלע לא יכולה להיות מוסברת על ידי הפרש בריכוז הסוכרים בין המקור  אלובמקרים

בזרימת לחץ על פי , יתכן שהמפל האוסמוטי בצינור הכברה עשוי להיות הגורם הקובע. למבלע

 והביקוש המפל האוסמוטי עשוי להיות מבוקר על ידי גורמים השונים מההיצע. Münch התאוריה של

  ).Lang et al. 1986(של סוכר במקור ובמבלע 

נשאלת ,  קצב הזרימה של מוטמעים בשיפהן החוקרים לגבי הגורם המבקר את חילוקי הדעות בילאור

השאלה אם רמה גבוהה של מומסים באפופלסט של המבלע צפויה להיות קשורה בפעילות מבלע 

מת המוטמעים נשלט על ידי גרדיאנט בריכוז אם קצב זרי.  בנקודת ההשקפה תלוייהצפ. מוגברת

אם קצב , אתזלעומת . ז מומסים או סוכרוז נמוךצפוי ריכו, מומסים או הסוכרוז בין המקור למבלע

ההפך הוא הנכון , הזרימה נשלט על ידי ההפרש בפוטנציאל המים במערכת ההובלה בין המקור למבלע

)Lang et al. 1986.(ישנה חשיבות מכרעת למטבוליזם של הסוכרים , ותעל פי שתי הגיש,  בכל מקרה

  . בפרי לקביעת ריכוז הסוכרוז באפופלסט

  

  מטבוליזם של הסוכרוז בפרי. 4

  זפרוק הסוכרו. 1

בקרת ,  אלהםהוצע כי בצמחי.  הוא הפחמימן העיקרי המובל בשיפה במיני צמחים רביםזסוכרו

ות אם בלא תל,  באיברים אלה).Ho 1988 (הפרוק של סוכרוז במבלע מהווה סמן ביוכימי לחוזק מבלע

 הוצע כצעד ביוכימי הכרחי במסלול זפרוק סוכרו, ות או עמילןזהקסו, ז המובל נאגר כסוכרוזהסוכרו

, אנזימים המפרקים סוכרוז במבלע, לפיכך. הצריכה או האגירה של מוטמעים המיובאים למבלע

ריכוז הסוכרוז בפרי ,  למשל בעגבניה.המבלעובכך את חוזק ,  מוטמעיםבאייקבעו את יכולת המבלע לי

 הקשר המוצע בין מטבוליזם של ).Walker et al. 1978(הוא שקובע את קצב וכיוון ההובלה בצמח 

ועל כן צפוי שהוא יהווה מרכיב חשוב בתהליך , ת הסוכרוזז במבלע והובלת הפחמן הוא הידרוליפחמן

של הפחמן מאתר הפריקה לאתר בו הוא מנוצל המרכיב השני הוא הרחקה פיזית .  מהשיפהריקההפ

  ).Walker et al. 1978(או נאגר 
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   חומצי ובסיסיאינברטאזיותר בצמחים הם ב מפרקי הסוכרוז הנפוצים האנזימים

)β-D-Fructofuranoside fructohydrolase; EC 3.2.1.26(  

  )UDP-glucose: D-fructose 2-glucosyltransferase; EC 2.4.1.13 (נתזוסוכרוז סי

. והאנרגיה של הקשר הגליקוזידי אובדת במהלכו,  איננו הפיךאינברטאז של סוכרוז על ידי הפירוק

 .Ho et al (פירוקהפירוק על ידי סוכרוז סינתז הינו הפיך ואנרגית הקשר נשמרת בתוצר ה, לעומת זאת

1991 (UDP-glucose.  

המכילות עד שני אינברטאזות , ים מצומצמותמקודדים על ידי משפחות גננזימים לאינברטאז א-האיזו

אקסון נראה שמור בין -האירגון הגנומי ומבנה האינטרון. מסיסות ושישה אינברטאזות דופן בהתאמה

אקסון של תשעה חומצות -מרכיב מיוחד הוא המיני. הגנים לאינברטאזות מחד פסיגיים ודו פסיגיים

 הוא מקודד לשלוש). Roitsch et al. 2004( מאחד אשר נמצא בכל הגנים לאינברטאז חוץ, גרעין בלבד

אשר נפרש על פני שלושה אקסונים ונמצא , A/G-DPN-Nחומצות אמינו של האיזור השמור 

הסידור העוקב בטאנדום של אינברטאז דופן מתפוח . בקטריות ושמרים, באינברטאזות מצמחים

 2400עד (ון זוהתה באינטרון הארוך כניסת טרנספוז. שמור גם בזנים אחרים, כנראה, אדמה ועגבניה

bps (ואינברטאז דופן מעגבניה של אינברטאז מסיס מגזר , הראשון)Roitsch et al. 2004   .(    

 בבקרת החלוקה של מוטמעים תוך התבססות על פעילות זכרו מייחסים תפקיד לפירוק סולרב

 או ,)Johnson et al. 1988(בהקשר לקצב צבירת החומר היבש במבלע , אנזימים אלה במבלעים

  ).Doehlert 1990(למסלול הביוכימי לניצול או אגירה של מוטמעים המיובאים לרקמת המבלע 

עשוי לרמז , ציטופלסמה או חללית,  דופן התא- במדורים השונים של התאז של פירוק הסוכרוהמיקום

פרוק סוכרוז בדופן אם , לדוגמא. על התפקידים השונים של תהליך זה בבקרת היבוא של מוטמעים

הדבר עשוי להיות על ידי בקרה על פריקת ,  אגירה הינו אתר בקרה ביבוא מוטמעיםתאי התא של

אם , לעומת זאת. או קליטה סלקטיבית של סוכרים בקרום התא האוגר, הסוכרים מצינורות הכברה

 סוכרים על למשל כאשר יש קליטה סלקטיבית של, פרוק הסוכרוז בציטופלסמה מהווה גורם מגביל

  .המידור של סוכרוז לעמילן או סוכרים עשוי להיות נקודת הבקרה, ידי הטונופלסט



 17

, תא או בחללית חומצי עשוי לפעול בדופן האינברטאז, המיטבי של אנזימים אלה pH- על הבהתבסס

 Koch ( בסיסי עשוי לפעול בציטופלסמהאינברטאז.  עשוי לפעול בציטופלסמהזתא סינזשסוכרובעוד 

et al. 2002( . בשמרים גן אחד המקודד לאינברטאז יכול לפעול באיזורים מגוונים בתא לעומת זאת

). Koch et al. 2002(גנים שונים מקודדים לאנזימים הפועלים במדורים שונים בתא , בצמחים

 .Ho et al (1'  סוכרוז מסוכמים בטבלה מספרקיהמיקום התוך תאי והמאפיינים של אנזימים מ

1991(.  

   סינתזסוכרוז  אינברטאז  

  

  )חומצי( התא דופן   תאימיקום

  )סיבסי (ציטופלסמה

  )חומצי(  חללית

  ציטופלסמה

          Sucrose+H2O  פעילות
glucose+fructose  

Sucrose+UDP            

UDP-glucose+fructose  

        

  

pHבדופן (4.5   מיטבי(  

  )חלליתב( 5-5.5

  )בציטופלסמה (7-8

  )וון פרוקבכי (7

  )בכיוון סינתזה (8

Kmלסוכרוז  

)mM(    

  )בדופן (1-9

  )בחללית (2-16

  )בציטופלסמה (2-6

13-40  

  .)Ho et al. 1991מתוך ( אנזימים מפרקי סוכרוז ברקמות מבלע פיוןיא: 1 'מס טבלה
  

   האפשריים לפירוק סוכרוז בבקרת היבוא והמטבוליזם של סוכרוז במבלעהתפקידים

  תאי-וק של סוכרוז בחלל הביןחשיבות הפר. א

טרלי או בהעדר פעילות יינ pH-הוא עשוי להשאר שלם ב,  שסוכרוז נפרק לאפופלסטבמידה .1

 פעיל והסוכרוז יתפצל אינברטאזנמוך ה pH-ב, לעומת זאת.  חזרה לשיפהסכנולה, אינברטאז

 טעינה המונעמשמש כשסתום , נמוך pHהמופעל על ידי , אינברטאזהוצע שה. ותזהקסו הלשני

כיוונית של פריקה מהשיפה -וכתוצאה מפעילותו נוצרת תנועה חד, מחדש של סוכרים לשיפה

)Eschrich 1980(. 

,  מהשיפהז שלריכוז מומסים פעילים אוסמוטית באפופלסט חשיבות בפריקת הסוכרובמידה .2

) Wolswinkel & Ammerlaan) 1984 . חומצי באפופלסט תפקיד נוסףאינברטאזעשוי להיות ל

במהלך פריקת סוכרוז מהשיפה נוצר פוטנציאל מים נמוך יחסית , מצאו שבזרעי קטניות



 18

  פוטנציאל זה אינו נמוך דיו על מנת , אולם. תמיסהבאפופלסט כתוצאה מזרימת הסוכרוז כ

 אינברטאזהפיכת הסוכרוז להקסוזות על ידי .  בקצב רגיל בשיפהזרימת סוכרוזלאפשר המשך 

ובכך , הוריד את הפוטנציאל האוסמוטי של תמיסת האפופלסטעשוי ל, חומצי באפופלסט

- ניסויים שנערכו בזרעי תירס על איזו).Wolswinkel 1985(לאפשר את המשך ההולכה בשיפה 

הראו כי במוטנטים בהם ירדה פעילות , אנזים ספציפי לאנדוספרם המקודד לאינברטאז דופן

. )Cheng et al. 1996( ת הנורמליתהופרעה ההתפתחו,  מתירס הבר6%-האנזים לרמה של כ

אינברטאז הדופן מפקח הן על כוח המבלע של האנדוספרם המתפתח והן על היציבות 

תצפיות אלה מספקות תובנה . ההתפתחותית של תאי האם בגבעול בצורה המגבילה על פי רמתו

לו על משמעותית לגבי תפקידו הפיזיולוגי של האינברטאז בקביעת הכוח האוסמוטי ובבקרה ש

בעבודה אחרת על קטניות שונה מאזן הסוכרים ). Cheng et al. 1996(ההתפתחות בזרע 

על ידי ביטוי של אינברטאז ממקור שמרי בשעועית תחת פרומוטר , במהלך התפתחות הזרע

רמת הסוכרוז ירדה .  הנחה את האינברטאז לאפופלסט בעוברים מתבגריםאותותרצף . מתאים

חלליות , כמו כן נצפתה ירידה משמעותית בעמילן, ברו בקוטילידוןבעוד הקסוזות רבות נצט

גם כאן הראו כי  שינוי בריכוז הסוכרוז שנובע . התאים היו מוגדלות וזרעים יבשים התקמטו

 .Weber et al(מביטוי יתר של אינברטאז בשעועית טרנסגנית גורם לשינויים בריכוז הסוכרים 

1998 .(  

 תלוי במפל הריכוזים של סוכרוז בין זוקצב הזרימה של סוכר, 2וצע בסעיף בניגוד למ, אם .3

כאשר הפריקה הינה , ריכוז סוכרוז נמוך באפופלסט יגביר את הזרימה למבלע , המקור למבלע

 זו עשויה להוריד את ריכוז הסוכר, גבוהה באפופלסטאינברטאז פעילות לפיכך. לאפופלסט

  )Wyse 1983 (. את קצב הזרימה למבלעלהגדיל באפופלסט ובכך

לפירוק הסוכרוז על ,  שקיימת קליטה סלקטיבית של סוכרים דרך קרום התא של המבלעבמידה .4

 .Ho et al( חומצי באפופלסט עשוי להיות תפקיד בבקרת הקליטה של סוכרים אינברטאזידי 

. שפרוק הסוכרוז מהווה דרישה מוקדמת לקליטתו הראובגבעולי קנה סוכר , לדוגמא. )1991

נמצאה ירידה , אינברטאז על ידי הוספת נוגדן כנגד האינברטאזוכבה פעילות הכאשר ע

 בניגוד לזאת מצאו. )Bowen et al. 1972(משמעותית בקליטה של סוכרוז אך לא של גלוקוז 

Thom & Maretzki) 1990 (נקלט בתאי  אינברטאזשאינו מתפרק על ידי , רוזשפלואורוסוכ

 לתא הכנסי של עגבניה נמצא כי פלואורוסוכרוז יכול לבדיסקיות פר. גבעול של קנה סוכר

)Damon et al. 1988 .( והן הקסוזות נקלטים על ידי תאי אגירה של קנה סוכרוזנראה כי הן 

הידרוליות , מאחר שקצב קליטת גלוקוז גדול בהרבה מקצב קליטת סוכרוז. סוכר ועגבניה

 Ho et(ן מהווה שלב בקרה לקליטתו עדיי, רחי לקליטת סוכרוזכסוכרוז גם אם אינה צעד הה

al. 1991(. 
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בעגבניה שובט ורוצף . פירוק סוכרוז בחלל הבין תאי נחקר ואף בודדו אינברטאזות קשורות דופן

השבט שרוצף ). Sato et al. 1993(אינברטאז שהראה פעילות בפרקציה שהופקה מדופן תאי הפרי 

 636 שקודדה לפוליפפטיד של bps 1908 והכיל מסגרת קריאה שהכילה bps 2363היה בעל 

הראו כי ביטוי האנזים משתנה לאורך התפתחות פרי ) Sato et al.) 1993כמו כן . חומצות אמינו

  . כך שהרמה נמוכה בפרי ירוק והיא עולה במשך הבשלת הפרי, העגבניה

   בציטופלסמהז סוכרופרוק  .ב

 סינתז סוכרוזפקיד לפרוק סוכרוז על ידי אין ככל הנראה ת,  מבלע האוגרים סוכרוז בוקואולהבתאי

 האוגרים חיםבצמ. במידה שסוכרוז הוא הסוכר שקליטתו מועדפת, בהעברת סוכרוז דרך הטונופלסט

עשוי פירוק ציטופלסמטי של הסוכרוז על ידי סוכרוז סינתז , כגון עגבניה וענבים, הקסוזות בחללית

דבר זה עשוי להיות הכרחי . ותזחודית להקסוייליטה דרך הטונופלסט במידה שהק, להוות צעד הכרחי

 חומצי אינברטאזבמידה שהקליטה לתאים הינה סימפלסטית או אינה כוללת פרוק על ידי 

 .Ho et al( סינתז באספקת אבני בנין ליצירת עמילן סוכרוזתפקיד נוסף עשוי להיות ל. באפופלסט

1991.(   

     בחלליתז סוכרופרוק  .ג

יינים ככל הנראה באיבוד פעילות ת ניכרות של סוכרוז בוקואולה מאופ האוגרים כמויויםבראי

מאחר שהסוכרוז נאגר באותו מדור בו ממוקם . )Schaffer et al. 1987( החומצי בחללית אינברטאזה

אין באפשרותו להאגר ללא איבוד פעילות , )Leigh et al. 1979( החומצי המסיס אינברטאזה

וכרוז נמצא במקרים רבים כי מתרחש שינוי מטבולי במהלך ברקמות האוגרות ס. אינברטאזה

והיא ,  החומצי המסיס גבוהה באופן יחסיאינברטאזרמת ה, בשלב ההתפתחות הראשוני. ההתפתחות

 סלק ,)Hatch et al. 1963(מעבר מטבולי כזה נמצא בקנה סוכר . יורדת במקביל לאגירת הסוכרוז

 .Schaffer et al( פפינו ,)Ricardo et al. 1970(ר זג, )Schaffer 1987( מלון ,)Giaquinta 1979(סוכר 

  ).Avigad 1982(ובצמחים נוספים  ,)Kato et al. 1978( הדרים ,)1989

  

   של סוכרוזזהתביוסינ  .2

הן עם , הן בעבודות עם פרי שלם, וז בפריר מסוימים נמצא שיש אפשרות לסינתזה של סוכבצמחים

צמח המוביל סטכיוז , בדיסקיות פרי של מלון מתוק.  מבודדיםטיםלסוהן עם פרוטופ, דסקיות פרי

 מסומן שניתן לדיסקיות זצא כי היתה סינתזת סוכרוז מגלוקונמ, בשיפה ואוגר סוכרוז בפרי

)Schaffer 1987 .( נמצא שיש סינתזה של סוכרוז למרות שבעגבנית סוכרוזבצמח העגבניה המוביל 

ות שלמים של עגבניה להם הוזרק גלוקוז מסומן נמצאה סינתזה בפיר. התרבות אין אגירה של סוכרוז

  ).Walker et al. 1978(סוכרוז שהוגברה עם קרור הפרי 
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-UDP תורם הגלוקוז הינו, בשניהם.  סוכרוזזתלסינתיימים שני מנגנונים המובילים בצמחים ק

glucose:   

  סוכרוז סינתז   .א

)UDPglucose:D-fructose -2glucosyltransferase;EC2.4.1.13   (  

UDP-glucose+fructose        sucrose+UDP     

  סוכרוז פוספט סינתז   .ב

)UDPglucose:D-fructose-6-phosphate 2-glucosyl-transferase; EC 2.4.1.14   (  

UDP-glucose+fructose -6P        sucrose-6P+UDP     

  ז ה פועל במשותף עם האנזים סוכרוז פוספט פוספטז אנזים

)Sucrose-6-phosphate phosphohydrolase, EC 3.1.3.0  ( ליצירת סוכרוז  

Sucrose+Pi          Sucrose-6-P      

)Salerno et al. 1978(.     

 זותיד המרכזי בסיננוטים ליחס את התפק,  בצמחיםזום של שני מנגנונים ליצירת סוכרולמרות הקי

 סינתז הינו ככל הנראה בכיוון של פרוק זיזיולוגי של סוכרוהתפקיד הפ. נתז פוספט סיזסוכרוז לסוכרו

נתונים קינטיים אודות , השערה זו מבוססת על עדויות ניסיוניות). Doehlert et al. 1991(הסוכרוז 

המיקום התוך תאי של שני . ומיקומם ברקמות השונות של הצמח במהלך ההתפתחות, שני האנזימים

מקרים מסוימים עשוי ב, אתזאולם למרות ). Avigad 1982(לסמטי ופהאנזימים הוא ככל הנראה ציט

מצאה סינתזת סוכרוז על ידי בטונופלסטים של סלק נ. ז סינתז תפקיד בסינתזת סוכרוזלהיות לסוכרו

בפקעות ). Goldschmidt et al. 1977( סינתז והוצע כי אנזים זה קשור באופן רופף לטונופלסט זסוכרו

ים פעיל הן בכיוון הפירוק והן בכיוון הסינתזה בהתאם זהאנin vivo י של תפוחי אדמה הוצע כ

 משפחת הגנים ).Geigenberger et al. 1993(מן זוזי המטבוליטים המצויים בכל פרק לריכ

 סינתזשישה גנים מקודדים לאנזים סוכרוז , המקודדים לאנזים בודדה בשלמותה בארבידופסיס

שלושה גנים ). Baud et al. 2004(ותיים ותנאי סביבה שונים שלבים התפתח, במגוון רחב של רקמות

  ).Komatsu et al. 2002(בודדו ואופיינו בהדרים 

ברקמת   בעלי המקור וחשיבותוזנזים המשתתף בביוסינתזה של סוכרוסוכרוז פוספט סינתז מוכר כא

ן בכיוון הסינתזה של בניגוד לסוכרוז סינתז שפעיל הן בכיוון הפרוק וה. המבלע לא נחקרה במידה רבה

 פעיל בכיוון הסינתזה בלבד זסוכרוז פוספט סינתים זהאנ, )Geigenberger et al. 1993(סוכרוז 

ה מצאו עליה במיד, )Lingle et al. 1987(לינגל ודנלופ  ).Barber 1985(ופעילותו כמעט אינה הפיכה 

אולם , יל לאגירת הסוכרוזקב פוספט סינתז במהלך הבשלת פרי מלון במזמסוימת בפעילות סוכרו

 משפחות גנים המקודדות לסוכרוז 3ברמה המולקולרית בודדו . ו לא היתה משמעותית ביותרזעליה 

 הם הדומיננטיים ביותר ונמצאו מקודדים לאנזים במספר מגוון – Aהגנים ממשפחה , פוספט סינתז

 נפוצים מאוד Bפחה גם הגנים הקשורים למש, )Langenkamper 2002(של רקמות ותנאי סביבה 

  ).Komatsu et al. 1999(בהדרים בודד גן אחד מכל משפחה . ברקמות צמחים
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  ז חומציאטרבאינ. ו

   ומבנהpH, ריולקולמשקל מ. 1

.  את נוכחותו פורסמום נפוץ בעולם הצמחים ומספר רב של מחקרים המתאריאינברטאז יםזהאנ

 מקורה במחקר אינברטאז והפעילות של העבודה והידע המפורטים ביותר על המבנה המולקולרי

על טווח משקלים נמצא ב,  שבודד משמריםאינברטאז. ים ממקור פטרייתיזבשמרים ובאנ

יחידות חלבוניות -ים מכיל שתי תתזהאנ. ו לתכולת הסוכר בבהתאם kDa300-150מולקולריים בין 

  ).Avigad 1982. ( כל אחתkDa-60במשקל מולקולרי של כ 

 משעועית ,)Arnold 1965(היו מענבים ,  מצמחיםאינברטאזנים לנקות חלקית את ה הראשוהנסיונות

)Frost et al. 1968 (אדמה תפוחיו) Pressey 1966, Frost et al. 1968(.נוקה האנזים ,  מאוחר יותר

 .Prentice et al(משעורה , )kDa100) Roberts 1973  מחיטה ונמצא כי משקלו המולקולרי אינברטאז

 Kato( kDa 69 מפירות הדרים במשקל מולקולרי, )Prentice 1972 (kDa 92במשקל מולקולרי ) 1976

et al. 1978( , סלק סוכר במשקל מולקולרי kDa28) Masuda et al. 1980( , מפירות בננה במשקל

, )Faye et al. 1981( kDa 48.5מנבטי צנון במשקל מולקולרי , )kDa22) Sum et al. 1980  מולקולרי

 ,)Goupil et al. 1988 (kDa 51 במשקל מולקולרי, )ארטישוק ירושלים (Heliantus tuberosus-מ

  מעלי קנה סוכר במשקל מולקולרי ,)kDa 80 ) Hashizume 2003 במשקל מולקולרי מפירות אגס יפני

kDa130) Sampietro et al. 1980( , וממיץ קנה סוכר במשקל מולקולריkDa 380) Rosario et al. 

ים מורכבת משלוש ז של האנה שנוקה מעלים של קיקיון נמצא כי הצורה הפעילאינברטאזב). 1977

הוצע כי האנזים מורכב משתי תת יחידות .  כל אחתkDa11  שמשקלן המולקולרי הוא, תת יחידות

 הקשור אינברטאזבגזר נוקה ). kDa 33) Prado et al. 1985 יחידה אחת מפעילה במשקל כולל שלו

מפפאיה בודד . )kDa 63) Lauriére et al. 1988ומשקלו המולקולרי נמצא , רביתות מתאים בתלדפנ

 של מפירות עגבניה נוקו שתי פרקציות). kDa )Zhou et al. 2003 73אנזים קשור דופן בגודל 

 ממלון בודדו מספר ).kDa 58 )Nakagawa et al. 1971יהן במשקל שת הקשור לדופן התא אינברטאז

). kDa) Lester et al. 2001 25- וkDa ,52 kDa ,38 kDa 75 של אינברטאז מסיס בגדלים של  יחידות

יחד עם התפתחות הפרי נצפתה גם ירידה בפעילות האנזים וכן העלמות הדרגתית של היחידות 

 מהגודל שהיה צפוי להתקבל על פי  בכשלישגודלן של רוב היחידות שנוקו קטן. הגדולות בהתאם

הבדל של חומצה אמינית אחת יכול לשנות , יתכן שכל יחידה ממלאת תפקיד שונה. דדוהשבטים שבו

לא ברור .  האופטימלי ולקבוע את ייחודיות המצע של אנזים קשור דופן או מסיס בחלליתpH-את ה

כיוון שהימצאות יחידה כזו , אם יחידה אחת או כולן תורמות לפעילות האנזימתית שנמדדת במקביל

  . ה בהכרח מרמזת על כך שהיא זו הפעילהאו אחרת אינ
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המיטבי pH -נמצא כי ה, מחים שוניםצ מאינברטאזבהם נוקה ה,  שהוזכרו לעילבמחקרים

.  חומציאינברטאז והוא נחשב בכל המקרים ל5.6- ל3.5 החומצי נע בטווח הרחב שבין אינברטאזל

 משקל מולקולרי גבוה שהינו לעאנזים ב. 1: אינברטאז שונות של קולותנמצאו שלוש מול, בשמרים

 שייר סוכרי או בעל שייראנזים תוך תאי חסר . 2. רי וממוקם בחלל הפריפלסמי של התא סוכשיירבעל 

 אינברטאזשלושת סוגי ה.  סוכרי בינוני הקשור לקרום התאשייראנזים בעל . 3. סוכרי קטן ביותר

. וטאין אחת מולקולת גליקופרמאחר שהם מייצגים שלבים שונים במסלול הסינתזה של, מקורבים

יחידה של האנזים -כל תת. 60%- ל30% משמרים נעה בין אינברטאזלמשקל ה הסוכר תרומת שייר

ראות בנויות מיחידות מסועפות השרש.  אספרגין-Nמכילה תשע שרשראות סוכריות הקשורות בקשר 

ר מהווה ככל הנראה את  את הרמה הגבוהה ביותר של סוככילטיפוס האנזים המ.  מנופירנוזיל-αשל 

.  חומצי הינו גליקופרוטאיןאינברטאזגם בצמחים . )Avigad 1982(הפרקציה החוץ תאית המסיסה 

 25%- שנוקה חלקית מענבים מכיל כאינברטאזכי ה) Arnold 1966(הראה ארנולד , 1966עוד בשנת 

 22%ץ קנה סוכר ממי: ים המנוקה כגוןזים אחרים נמצא מרכיב פחמימני באנגם בצמח. פחמימות

 Faye et (7.7%רעי צנון זמ, )Prentice et al. 1976( סוכר 49%משעורה , )Rosario et al. 1977(סוכר 

al. 1981( , בהתאם לפרקציה , 9.1%- ו5.3%ובעגבניה)Nakagawa et al. 1971( . בנוסף לממצאים

, )Rosario et al. 1977(סוכר  קנה ,)Prentice et al. 1976( משעורה אינברטאזנמצא כי מיצוי , אלה

 Concanavalin Aהינו בעל זיקה גבוהה ללקטין , )Sum et al. 1980(ובננה , )Faye et al. 1981(צנון 

פרסמו את המבנה המוצע לשייר  )Lauriére et al. ) 1989.זמנו -חד סוכר חודי יהקושר באופן י

ם השתמשו בנוגדנים שהוכנו נגד החלק ה.  הקשור לדופן התא בגזראינברטאזהסוכרי של מולקולת ה

לי בעגליקופרוטאינים צמחיים מסוימים נוגדנים אלה נקשרו לשייר הסוכרי של . הסוכרי של האנזים

וכר שונים המקובעים ל לשיירי ס"בדקו את קשירתו של הנוגדן הנ, בנוסף לכך. מבנה סוכרי דומה

על סמך ניסיונות אלו הוצע כי מבנה השייר .  ואת עיכוב הקשירה על ידי הפטנים שוניםזלקולונת ספרו

 וקואולריים גליקופרוטאינים עשוי להיות דומה לזה של מספר,  הקשור בגזראינברטאזהסוכרי של ה

  .1 תרשיםמבנה זה מתואר ב. ספרגיןשבהם הסוכר קשור לא, צימחיים

Man ,1.6 
                               Man β,1.4  GlcNAc β,1.4  GlcNAc β,1.N               
Man ,1.3  
                               Xyl β,1.2                              Fuc ,1.3               

  
 Lauriére(מבנה אופייני של שייר סוכרי מורכב הקשור לאספרגין במספר גליקופרוטאינים : 1 תרשים

et al. 1989(.  
  

וכן נראה כי אינו , )Faye et al. 1981 (אינברטאזהוב ככל הנראה לפעילות  הסוכרי אינו חשהמרכיב

 הינו כפי אינברטאזידו של השייר הסוכרי של התפק. ים למדור הסופיזבות בהכוונת האנבעל חשי

רת השייר נמצא כי כאשר מעוכבת יצי. ים ולהגן עליו מפני עיכול פרוטאוליטיזהנראה לייצב את האנ

הוא מופרש מפרוטופלסטים מבודדים אך נראה כי ,  על ידי טוניקמיציןינברטאזאהסוכרי על גבי ה

  .)Faye et al. 1981(הוא עובר פירוק לאחר מכן 
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  מידור. 2

שטיפות ). Faye et al. 1981 (אינברטאזהתאי של רכו אודות המיקום התוך נע רב של מחקרים מספר

 .Little et al (קמהישבר החומצי נברטאזאיבודדות הכילו חלק ניכר מהרות של דפנות תאים מזחו

 Edelman( .ות תאים לא הוכתרו בהצלחהניסיונות ראשוניים לשחרר את האנזים ממקטעי דפנ. )1973

et al. 1965( . הקשורים אינברטאזוכן שלושה טיפוסים של ,  מסיסאינברטאזבתאי סלק סוכר נמצא 

והשלישי נותר קשור , EDTAהשני על ידי ,  מלחדיי הראשון ניתן לשחרור מהדפנות על .לדפנות התאים

 in- להצביע על כך שעשויות עדויות ניסיוניות רבות. )Masuda et al. 1988(בחוזקה לדפנות התאים 

vivoממוקם לפחות בחלקו באפופלסטאינברטאז ה ) Koch et al. 2002( . אמיתות המסקנות לגבי מידור

 קשור למקטעי דפנות תאים אינברטאזהמצאות . טל בספקמו, המבוססות על מיצוי בלבד, אינברטאזה

בענבים , לדוגמא. in vivo המצאות האנזים במיקום זה אינו בהכרח מעיד על, ציהנ פרקציוחרלא

האנזים המסיס יוצר . יםז מארטיפקט הנוצר במהלך מיצוי האנעשוי לנבוע,  קשוראינברטאזהמצאות 

טנינים נקשרים . )Hawker 1969(ו לדפנות התאים קשר עם טנינים המצויים במיצוי ונקשר דרכ

לבין הקשר הפפטידי , קשר מימני בין קבוצת ההידרוקסיל של הפנול בטנין: לחלבונים בשני סוגי קשרים

, בענבים. )Rhodes 1977(וקשר קוולנטי בין קבוצת הקווינון בטנין לקבוצה פעילה בחלבון , של החלבון

 אינברטאזנמצא כל ה, נינים לחלבוןט המפרק את הקשר בין ה,תוספת בורטכאשר נעשה המיצוי ב

ישנה , pH- היוני של בופר המיצוי וכן לקזלחו  בנוסף לכך נמצא כי).Hawker 1969(במקטע המסיס 

  . לדפנות התאיםאינברטאזהשפעה על מידת הקשירה של ה

מרבית האנזים במקטע  חומצי גרמה להכללת pH- באינברטאזנמצא כי מיצוי ה, רז אגירה של גיקמתבר

 או בסיסי נמצאה מרבית הפעילות במקטע המסיס ניטרליבמיצוי בבופר , לעומת זאת. של דפנות התאים

)Ricardo et al. 1970 .(ב-Heliantus tuberosus , נמצא כי הגדלת החוזק היוני של בופר המיצוי גורמת

קיימות הוכחות עקיפות לגבי המידור של  ).Little et al. 1973( חומצי מדפנות תאים אינברטאזלשחרור 

סיס שונה באופן  המאינברטאזשל הKm -המיטבי וכן הpH - נמצא כי הסוכר בקנה, לדוגמא. אינברטאז

יתכן שקשירת האנזים לדפנות תאים עשויה ). Hatch et al. 1963 (הקשור יםזמהותי מזה של האנ

  .לא סביר כי זהו ארטיפקט, כה משמעותייםמאחר שההבדלים הם , אולם, לגרום לשינוי בתכונות אלה

 ממוקם אינברטאזתירס ותאי טבק הראו כי ה,  שנעשו בפרוטופלטים מבודדים של שורשי סלקניסיונות

על סמך הניצולת של . בודדו חלליות מרקמת האגירה,  בסלק סוכר).Avigad 1982(ברובו בחללית התא 

 Leigh( ממודר אף הוא בחללית אינברטאזלק ניכר מההוכח כי ח, הממוקם באופן בלעדי בחללית, בטנין

et al. 1979.(  

 קשור אינברטאז) Iki et al.) 1977  ניקו,אינברטאז מנת לקבל הוכחה ישירה יותר לגבי המידור של העל

-נוגדנים אלה שימשו לאיפיון המיקום של האנזים בשיטות אימונו. והכינו נגדו נוגדנים, מפירות עגבניה

אולם השיטה אינה , התקבל סימון פלואורסצנטי בדפנות התאים.  במיקרוסקופ אורפלואורסנציה

  ).Iki et al. 1977( ומחוסר המיקוד של הסימון פלואורסנציה-אמינה דיה בגלל רקע הנובע מאוטו
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Chapman et al.) 1988(, ברקמות אינברטאזלאיתור המיקום של פעילות  פיתחו שיטה ציטוכימית 

 אינברטאזמתקבלת צביעה לפעילות Heliantus tuberosus -יטה זו הראו כי ב שבעזרת .צמחיות

. ו הצביעה אינה ממוקדתזגם בשיטה . ופ אור שהוכנו מהפקעתבדפנות התאים של חתכים למיקרוסק

 בתא ישנן ראיות המצביעות על כך שהוא ממודר בצורה אינברטאזהמחקרים אודות המיקום של מכל 

  . התאדופן קשורה למסיסה בוקואולה ובצורה

 בחינה של על ידי , )Miron et al. 2002(אנזימים של אינברטאז הוצגו בזני עגבניה -הוכחות למידור איזו

הראו כי ביטוי האנזימים ) Miron et al. ) 2002.אנזים מסיס ומשפחה של אנזימים אפופלסטיים

 ולא יכול להסביר את העליה האפופלסטיים אינו תואם את ההבדלים בפעילות אינברטאז קשור דופן

דווקא דגם הביטוי של האנזים שנחשד כמסיס הוא זה שיכול להחשב כגורם . בפעילותו בפרי הבוגר

מכאן שפעילות אינברטאז קשור היא תוצר . לשינויים ברמת הפעילות של האנזים המסיס וכן גם הקשור

יקומם בתא של חלבוני כדי לאשר ממצא זה נבדק מ. של הגן לאינברטאז שנחשב היה כמסיס

הוכיחו כי האנזים שנחשד כמסיס ) Miron et al.  )2002. באמצעות נוגדניםin vivoהאינברטאז המסיס 

  .נמצא גם בחללית התאים וגם באפופלסט לאורך התפתחות פרי העגבניה

בנוסף למאמץ לאפיין את פעילות האנזים במקטעים השונים נעשה מאמץ מולקולרי לשיבוט הגנים 

כיום ניתן לשער את ייעוד האנזים במקטעים השונים לפי הרצף של הגן המקודד לו , קודדים לאנזיםהמ

)Koch et al. 2002.(  

  

  זארטבבקרת הפעילות של אינ. 3

, קודקוד השורש:  חומצי גבוהה בדרך כלל ברקמות הנמצאות בשלב גידול נמרץ כגוןאינברטאז פעילות

תרביות קאלוס מתפתחות ופירות , ול בזמן התפתחות הגבעולקודקודי הגבע, מפרקי הגבעול, עלים

 ,)Hawker 1985( לרב נמוכה ביותר אינברטאזת הרמ, בהן נאגר סוכרוז, ברקמות בוגרות. מבשילים

)Avigad 1982.(אינברטאזלה ישנה עליה משמעותית בפעילות נמצא כי במהלך ההבש,  בפירות עגבניה 

,  de novoת החלבוןתזבפעילות האנזים עשויה לנבוע מסינליה  הע).Manning et al. 1975(חומצי 

 תרזהראו בע) Iki et al.  )1978.וגניאו מהעלמות של מעכב אנד, רה לא פעילה של האנזיםו צלמשפעול ש

כי ישנה עליה בפעילות האימונולוגית של האנזים במקביל לפעילות ,  קשוראינברטאזנוגדנים כנגד 

ל הנראה מעליה בביוסינתזה של  הם הסיקו כי העליה בפעילות נובעת ככ.המטבולית במהלך ההבשלה

כאשר , )Zhou et al. 2003( מסקנה דומה עלתה באנזים קשור דופן בפפאיה .ים עם ההבשלהזהאנ

לעומת ,  ובסימון האימונולוגי לאורך ההתפתחות וירידה עם הבשלת הפריmRNA-נצפתה עליה ברמת ה

התופעה מוסברת בכך שישנה בקרה שלאחר . קא עלתה עם הבשלת הפריזאת פעילות האינברטאז דוו

  .    על ידי הצטברות אינברטאז לפני שיא הפעילות האנזימתית, התרגום

ות הראשון אינברטאזמעכב ה. ת באמצעות מעכבים מבוקראינברטאז אחרים נמצא כי פעילות בצמחים

 אינברטאזנמצא כי מעכב זה יעיל לא רק ל). Pressey 1966 (1966 בשנת  עודבודד מפקעות תפוחי אדמה

   בסביבות נו המיטבי היpH-ות מצמחים אחרים בהם האינברטאזמתפוחי אדמה אלא גם ל
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4.5) Pressey 1967 .(סלק אדום ושורשי בטטה , בודדו מעכבים גם מסלק סוכר, תרומאוחר י)Pressey 

וכן מארבידופסיס ) Greiner et al. 1998(מטבק , )Jaynes et al. 1971(מאנדוספרם של תירס , )1968

)Rausch et al. 2004( .יחד עם , אובחנה נוכחות גבוה של אינברטאז לאורך התפתחות הפרי, בעגבניה

, )Husain et al. 2001(זאת ניכר שינוי רב ברמת פעילות החלבון אשר מתגברת לקראת הבשלת הפרי 

אינברטאז ופחות כתוצאה מהכמות הכללית של הבדל זה נובע עקב שינוי ברמת האקטיבציה של ה

נגרם , שבין שלבי התפתחות הפרי, הציעו שההבדל ברמת הפעילות) Husain et al. ) 2001.החלבון בתא

   .  על ידי שינויים בכמות חלבונים מעכבי אינברטאזות

ך רי נמולהמעכב אופיין כחלבון במשקל מולקו.  בפקעות תפוחי אדמההמבנה הכימי של המעכב הוגדר

kDa 17-19 ,בלתי הפיך לאנזים ןאשר נקשר באופ )Pressey 1967, Matsushita et al. 1976  

,Arnold 1965( . בדומה שובט ואופיין מעכב בגודלkDa 18אשר נקשר באופן ספציפי ,  מטבק

 .Greiner et al(לאינברטאז אפופלסטי וביטויו משתנה לאורך ההתפתחות בהתאם לכל איבר בצמח 

 . לאחר הבנת המבנה שלו הועלו השערות באשר לתפקידו הפיסיולוגי בצמח). 1998
תומך ,  ובטבק ורמת המעכב בפקעות תפוחי אדמהאינברטאז היחסים בין רמת פעילות לימוד

 אינברטאזהוצע כי עליה בפעילות . בהשערה שלקשר זה תפקיד בבקרת פירוק הסוכרוז ברקמה

 ,Pressey 1967(נובעת בחלקה מירידה בקשירה של המעכב , תניכמאו פציעה , רמת מטיפול בקורנגה

 Pressey 1966, Matsushita et al. 1977,Ewing et al. 1977 .( נראה גם כי הרמה והמידור של

  ).Avigad 1982( והמעכב עשוי להשתנות במהלך השלבים השונים של התפתחות השורש אינברטאזה

 גורם נוסף המשפיע על רמת שיעתוק ופעילות אינברטאז אעקה הנגרמת כתוצאה ממחסור במים הי

)Kim et al. 2000 .( בניסויים שנערכו באיברי מקור ומבלע וגטטיביים של תירס הראו הצטברות של

פעילות גבוהה וכן עליה בכמות השעתוק של אינברטאז בתאים הסמוכים לצרורות צינורות , חלבון

קר מערכת האותות המועברים על ידי הקסוז וכן בבקרת הציעו לאינברטאז תפקידים כמב.  ההובלה

-כנראה שפעילותו של אחד מהאיזו. שינוע סוכרוז ויצירת איברי מבלע תחת לחץ של מחסור במים

עולה בהתאם להצטברות ,  מחסור במיםעקתהפועלים בחללית של תאי עלי תירס תחת , אנזימים

מצא שלסוכרוז אין קשר עם עליית פעילות נ). Trouverie et al. 2003(חומצה אבסיסית בעצה 

האינברטאז ודווקא העליה בריכוז החומצה האבסיסית היא שמשפיעה כמשרן ומגבירה את שיעתוק 

  . האינברטאז ופעילותו בחללית
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   מטבוליזם של סוכרוז בפירות הדר. 4

. ת מהזן סטצומהחקרו את הפעילות של אינברטאז בפירות מנדרינו) Kato et al.  )1978 - אינברטאז

בשקיקי מיץ של פירות לא בשלים הם מצאו אינברטאז חומצי ואינברטאז ניטרלי כאשר רמת 

עם זאת בשקיקי המיץ הלא בשלים רמת אינברטאז חומצי היתה גבוהה יותר . הסוכרוז היתה נמוכה

עם התקדמות ההבשלה הם מצאו שבשקיקי המיץ היתה פעילות של . מאשר האינברטאז הניטרלי

פעילות אינברטאז חומצי בשקיקי מיץ . ינברטאז ניטרלי והיתה ירידה בפעילות של אינברטאז חומציא

היתה בעיקר , שנבדקה לאחר ריסוק ומיצוי עם בופר פוספאט ציטראט, של פירות סטצומה צעירים

בהבדל ממקרים אחרים בהם , רב האנזים החומצי מוצה בקלות). של המיצוי(במקטע המסיס 

פעילות אינברטאז ניטרלי היתה במקטע הבלתי . חומצי קשור בצורה יותר חזקה לדופןאינברטאז 

הראה שהאנזים הניטרלי קשור , חוסר המסיסות שלו במים ואחרי כן בבופר. מסיס של המיצוי

התפלגות אינברטאז ניטרלי בין המקטע המסיס לבלתי מסיס השתנתה במשך . בחזקה לדפנות התאים

שבהסתמך , טענו) Tomlinson et al. 1991, Kato et al. 1978.(Kato et al.  )1978(התפתחות הפרי 

קשה לתת הסבר , על התוצאות של אינברטאז ניטרלי בסטצומה ובהשמטת ההידרוליזה של סוכרוז

  . ברור על פעילות האנזים

ליד בצרורות הצינורות ש, הבדיקות נעשו באלבדו, פעילות אינברטאז נבדקה באשכוליות בפרי בשל

לא נמצאו הבדלים משמעותיים בפעילות בין .  באפידרמיס ובשקיקי המיץ,הזירים של שקיקי המיץ

באלבדו לא נמצאה כל פעילות של , הרקמות בין אינברטאז ניטרלי מסיס לבין אינברטאז חומצי מסיס

חנו את פעילות אינברטאז חומצי מסיס אופיינה במספר עבודות שב). Lowell et al. 1989(אינברטאז 

 Lowell et(מעורבות האנזימים במטבוליזם של סוכרוז בשלבי התפתחות הפרי במיני הדרים שונים 

al. 1989, Tomlinson et al. 1991, Tzur et al. 1992, Echeverria et al. 1997, Echeverria 1990, 

Kubo et al. 2001 .(מסיס בשלב ל נראו רמות גבוהות של פעילות אינברטאז "בכל העבודות הנ

באשכולית נראית ירידה חדה ברמות פעילות האנזים עם . ההתפתחותי הראשון של פירות ההדר

לפיכך מוצגת ירידה ברמת האינברטאז ). Lowell et al. 1989(המעבר לשלב התארכות התאים 

מגמה דומה ). Koch 2004(תופעה הידועה גם במערכות אחרות , המסיס כתנאי לצבירת סוכרוז בפרי

עם זאת עליה ). Kubo et al. 2001(ל ירידה בפעילות האנזים עם התפתחות הפרי נראית בסטצומה ש

, )Tzur et al. 1992(מחודשת ברמת פעילות האנזים מופיעה במינאולה ובמורקוט בשלב הבשלת הפרי 

ות  מתוק מוצגת פעיליםבלי. לאחר הירידה האופיינית בפעילות האנזים שבין שני השלבים הראשונים

כמו כן . בניגוד למה שנראה באשכולית ובמנדרינות, האנזים לאורך כל שלבי התפתחות הפרי בציפה

 .Echeverria et al( מכלל הסוכרים 20% המתוק נמוכה ביותר ומהווה רק יםרמת הסוכרוז בלי

ת ל הוצע שתפקיד האנזים בבניית מפל ריכוזים של סוכרוז לצורך קליטה פאסיבי"בעבודה הנ). 1997

,  המתוקיםבדומה לעבודה בלי. של סוכרוז בחלליות של שקיקי המיץ) ללא צורך בהשקעת אנרגיה(

נצפו בשלבים , )Echeverria 1990(בעבודה מוקדמת יותר שנעשתה לאורך התפתחות ליים חמוץ 

  פעילות האנזימים ירדה בצורה תלולה עד היעלמותם . הראשוניים כל האנזימים מפרקי הסוכרוז
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) Echeverria) 1990. 2.5-בחללית ירד בקירוב ל pH-אך לא לפני שה, לב שלקראת הבשלת הפריבש

בדרך זו מתקיימת מערכת מיוחדת . הראה כי בשלב זה סוכרוז מתפרק על ידי הידרוליזה חומצית

אשר בה מעורבים גם תהליכים אנזימתיים וגם תהליכים שאינם , ומתואמת לפירוק הסוכרוז

לב הראשון להתפתחות הפרי האנזים יכול להיות מעורב בהספקת אנרגיה לצורך בש. אנזימתיים

ל ליכולת הפרי "לא ברור האם יש קשר בין פעילות האנזים בשלב הנ). Koch 2004(חלוקת התאים 

   ).Roitsch et al. 2004(לקלוט סוכרוז ממערכת ההובלה בהתאם למפל ריכוזים 

 בשלושה שלבים של התפתחות הפרי באותן הרקמות בפרי פעילות אינברטאז נבדקה גם באשכוליות

הפעילות הספציפית של אינברטאז ניטרלי היתה גדולה ). Tomlinson et al. 1991(צעיר ופרי בשל 

בזמן התרחבותם וכן באלבדו וזאת בהשוואה לצרורות הצינורות , בשקיקי המיץהשני יותר בשלב 

היתה גדולה יותר בשקיקי , המסיס והלא מסיס, ניטרליהפעילות הכללית של אינברטאז . ולאפידרמיס

הראשון פעילות אינברטאז ניטרלי בכל הרקמות בשלב . המיץ בהשוואה לצרורות הצינורות שבאלבדו

התוצאות היו הפוכות השני אולם בשלב , היתה קטנה בהשוואה לפעילות אינברטאז חומצי

)Tomlinson et al. 1991 .(האינברטאז הניטרלי נחקר הרבה פחות מאשר ראוי לציין כי , עם זאת

פעילות גבוהה של אינברטאז חומצי נמצאה ). Koch et al. 2002(האנזימים החומציים ממשפחתו 

האנזים היה פעיל ברקמות . באשכולית בפרי צעיר שהלכה וירדה לקראת השלב של אגירת הסוכרים

.  שבועות עד גבול אפשרות הזיהוי12הראשון של התפתחות הפרי וירד אחרי הובלה ומבלע בשלב 

הפעילות בשקיקי המיץ היתה קטנה בהשוואה לצרורות הצינורות ולאלבדו וגם ירדה בשלב השני 

גם אינברטאז דופן , בדומה לאינברטאז המסיס). Tomlinson et al. 1991(והשלישי עד גבול הזיהוי 

פעילות , )Lowell et al. 1989(התא נמצא פעיל באשכולית רק בשלב הראשון של התפתחות הפרי 

 Lowell etבעבודה של . האנזים ברמה גבוהה מעידה על פירוק מאסיבי של סוכרוז בחלל האפופלסטי

al.) 1989 (איך איננה קשורה . הוצע שפעילות האנזים קשורה להקניית כוח המבלע של הפרי הצעיר

ת הפרי שבו מואטת התרחבות  בשלב התפתחו.באופן ישיר לפריקה אפופלסטית של מערכת ההובלה

כמו גם , תפקיד אינברטאז הדופן חשוב למניעת לחץ אוסמוטי המעכב מעבר סימפלסטי, התאים

  .  חשיבותו בהורדת הלחץ באיזורי הפריקה מהשיפה



 28

 פעילות סוכרוז סינתז כמפרק סוכרוז וכמסנתז סוכרוז נחקרה במערכות ההובלה – זאסוכרוז סינת

הוא הנחקר ביותר בהקשר להתפתחות פרי ). Lowell et al. 1989, Tomlinson et al. 1991(של הפרי 

 פעילות סוכרוז סינתז .ההדר ואף נחשב כאנזים הפעיל ביותר לאורך שלבי התפתחות פרי ההדר

פעילות האנזים בשלב זה היתה , המפרק סוכרוז נמצאה בשלב הראשון של התפתחות הפרי באשכולית

. בהשוואה לפעילות בצרורות הצינורות ובאלבדו) שאינם קשורים לשיפה (גדולה יותר בשקיקי המיץ

בשלב השני והשלישי השתנה היחס כאשר . פעילות זו של סוכרוז סינתז ירדה בשלב השני והשלישי

באלבדו לא זוהתה . פעילות האנזים היתה גדולה יותר בצרורות הצינורות מאשר בשקיקי המיץ

פעילות האנזים כמסנתז סוכרוז היתה גדולה יותר בשלב הראשון של גם . פעילות של סוכרוז סינתז

בשקיקי המיץ היתה . התפתחות הפרי בצרורות הצינורות וירדה לקראת השלבים השני והשלישי

). Lowell et al. 1989(עלתה לקראת השלב השני וירדה בשלב השלישי , פעילות מועטה בשלב הראשון

 סוכרוז גבוהה בהרבה מרמת הפעילות הקטליטית של האנזים רמת פעילות האנזים בכוון סינתזת

לכן הוצע שהאנזים מסנתז סוכרוז בשקיקי המיץ תוך שימוש בהקסוז ). Kubo et al. 2001(בסטצומה 

  . שמקורו במערכת השיפה

 .Tomlinson et alממצאים דומים של פעילות סוכרוז סינתז המפרק סוכרוז באשכולית נמצאו על ידי 

מסבירה את מפל הסוכרוז ,  שקבעו שהעליה ברמת הפעילות של האנזים בצרורות הצינורות,)1991(

פעילות ומיקום האנזים משויכת לתאי הלוואי של מערכת ההובלה . אחרי הפריקה מהשיפה

)Tomlinson et al. 1991 .( תפקיד האנזים בתאי הלוואי יכול להיות אספקת סובסטרט למערכת

תפקיד אחר ). Koch 2004(צרך בתאי הלוואי לצורך פריקת המוטמעים  הנATPהנשימה ולייצור 

 הקשור  הנצרך לסינתזה של קאלוזUDPGלאנזים במערכת ההובלה יכול להיות באספקת 

 במערכת ההובלה אופיינית כתגובה לתנאים סינתזה של קאלוז, ת השיפה וסביבתהלהתפתחו

לפעילות האנזים במערכת ההובלה יכול להיות תפקיד נוסף ). Koch 2004(חיצוניים ובעיקר פציעה 

בהתאם , דבר היכול לאפשר קליטת סוכרוז בפרי, קשור לויסות רמות הסוכרוז בנקודת פריקת השיפה

בודדו שלושה גנים ) 2002 (.Komatsu et alבעבודה של ). Komatsu et al. 2002(למפל הריכוזים 

גיה למשפחת גנים שהתפתחו בצמחים דו  מראה הומולוCit SUS1הגן , משתי משפחות סטצומה

מקורו , לעומת זאת. פסיגיים והוא מבוטא בקליפה ובציפה בשלבים הראשונים של התפתחות הפרי

בצמחים חד פסיגיים וביטויו בפירות ההדר בקליפה ובציפה מתאפיין בשלבים  Cit SUSAשל הגן 

 .Komatsu et al( לביטוי הגן ל בהתאם"פעילות האנזים מוצגת הנ. המתקדמים של התפתחות הפרי

לפיכך נראית ירידה בפעילות עם תום השלב הראשון של התפתחות הפרי בקליפה ובציפה , )2002

  .   ולאחר מכן עלייה בפעילות האנזים במקביל להתפתחות הפרי בקליפה ובציפה
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  -שיטות וחומרים-

  

  חומר צמחי. 1

  :מהזניםספו באקראי ממספר עצים  שנאחנטים ופירות הדר, במחקר זה השתמשנו בשחלות

  .פריהנלקח מחלקת ניסוי בצ, )Citrus reticulata x temple - Or-1 (1- אורקליף

  .מחוות צריפין, )Citrus sinensis [L.] Osbeck cv. Washington Navel( וושינגטון טבורי תפוז

  .וולקנימרכז מחלקת , )Citrus limmetioides( מתוקה לימטה

  .וולקנינלקח מחלקת מרכז , )Citrus limon [L.] Burm cv. Eurika( חמוץ לימון

  

  cDNAסריקת סיפריית . 2

 של שקיקי cDNAבודדו מתוך ספריית , E. Blumwald' בעבודה מקדימה שנעשתה במעבדתו של פרופ

: הם נקראו בכינויים. שני שבטים בעלי הומולוגיה גבוהה לאינברטאז חומצי מסיס, מיץ מתפוז טבורי

Vac1ו -Vac2 ,תוך הערכה כי הם פעילים בחללית .cDNA של שני השבטים הוחדר לפלסמיד pCR-

BluntII-TOPO) Invitrogene( ,שבטים אלה שימשו כגלאים מסומנים . בעל עמידות לקנמיצין

הוכנה בעבודה ( לסריקה בספריה שהופקה משקיקי מיץ של לימון dCTP [α32P]-ב רדיואקטיבית

 Stratagene, La (Lambda Zap- בcDNAבקונסטראקט של ספריית , )בי צדקהר א"מקדימה של ד

Jolla, CA, USA .( השבטים שהתקבלו בודדו על פי הפרוטוקול שלStratageneונשלחו לריצוף  .

, במכון ויצמן למדע,  נעשה ריצוף דו כווני במחלקת השירותים הביולוגיים7T- ו3Tבעזרת הפריימרים 

בעלי  ,DH5αמזן  E-coli לחיידקי כווקטורים עברו טרנספורמציהלימון ודדו מים שבטהשב. ברחובות

  .C°-70-החיידקים המותמרים נשמרים בהקפאה ב. Heat shock-הבשיטת , עמידות לאמפיצילין

  

   חלבונים י  מיצו.3

   ים מסיסחלבוניםוי צמי. 1.3

על  , קפואה בחנקן נוזליפריקרפרקמת חנטים או , שחלותגרם  5 נעשה על ידי ריסוק חלבוניםמיצוי ה

 mM100 Tris-HCl: של בופר ריסוק 10mlלאבקה הוספו . עד טחינתם לאבקה דקה, ידי עלי ומכתש

(pH 7.5),1   בתוספתmM PMSF, DTT 5mM, 2% PVPP0.1%- ו Protease Inhibitor . הריסוק

 g18,000-המיצוי סורכז ב). Kinematica, Basel, Switzerland(  מסוג פוליטרוןנעשה בהומוגנייזר

או להמשך טיפול ,  מסיסאינברטאז התרחיף שהתקבל שימש לבדיקת פעילות .C°4- דקות ב20למשך 

 0.6-התרחיף שנאסף רוכז על ידי הוספת אצטון ב. immuno blotל על ידי 'עבור אנליזת חלבונים בג

 10 למשך g5,000-ז עדין ב דקות על הקרח והושקעה על ידי סירכו10התמיסה עורבבה למשך , מנפחו

  ).PVPPללא ( של בופר הריסוק µl500-המשקע הורחף שנית ב. C°0-דקות ב
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   ים קשורחלבוניםמיצוי . 2.3

 נשטף המשקע, ים המסיסמיצוי החלבונים מהמשקע שהתקבל לאחר ים הקשורחלבוניםלשחרור ה

 המשחרר 1M NaClת רכוז הורחף בבופר ריסוק בתוספלאחר ס, פעמיים נוספות בבופר ריסוק

-ב  דקות20למשך  g18,000-ב סורכז, רים אלקטרוסטטיים לדפנות תאיםאנזימים הקשורים בקש

C°4.80%לריכוז  עד, תוך כדי ערבוב,  הושקע על ידי הוספת אמוניום סולפט באיטיות התרחיף 

התמיסה מכן סורכזה לאחר .  למשך הלילהC°4-הושארה הדוגמה לערבוב ב, בתום ההוספה. מרוויה

 pH 7.5 (Hepes-NaOH 50mM(המשקע שהתקבל הומס בבופר . C°4- דקות ב20 למשך g10,000-ב

 ,)3.3ראה סעיף (לאחר ניקוי בעמודת ספרוז ). PVPPללא (בופר הריסוק  והושם לדיאליזה ללילה כנגד

-ב זארטבננוגדנים כנגד איאו להמשך טיפול עם , קשור אינברטאזלבדיקת פעילות המיצוי שימש 

Western B1ot. י נשמרו בהמיצו-C°-20.    

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

  

  

 שלבי הפקת חלבונים תוך הפרדה לפרקציות של המקטע המכיל את החלבונים סכימת :2 תרשים
 1Mבעזרת, המסיסים והמשך המיצוי ממשקע השיירים לקבלת המקטע של החלבונים הקשורים

NaClרים אלקטרוסטטיים לדפנות תאים המשחרר קש.  
  

    לסילוק מלחים ה  הרצה על עמוד.3.3

 PD-10ת בעמודהסילוק נעשה . סולקו המלחים מהמיצוי, ל ובדיקת פעילות חלבונים'לפני הרצה בג

-ה. לפי הוראות היצרן, )Amersham Biosciences) Sephadex G-25שבה נארז  ,cm8בגודל 

Sephadex הותפח במים מעוקרים למשך לילה וסונן דרך פילטר CA µm22 בכוס צלולוז אצטאט 

על העמודה .  לפני כל שימוש חוזר0.2M NaOH-פעמיים ב העמודה נשטפה .מחוברת למשאבה

 החלבון ונבדקה פעילות ה תכולתבהן נקרא µl500 נאספו פרקציות בנות ,הועמסה הדוגמא

  .אינברטאזה

  

תרחיף משקע

 + הומוגנציה
 עדינהצנטרפוגה

תרחיף   משקע

צנטרפוגה+  1M NaCl  
במהירות גבוהה

 שטיפות 2
בבופר הפקה

 צנטרפוגה
במהירות גבוהה

שקיקי מיץ

 מיצוי
המקטע המסיס

שיירים
ומקטעי דופן

 מיצוי
המקטע הקשור

תרחיף משקע

 + הומוגנציה
 עדינהצנטרפוגה

תרחיף   משקע

צנטרפוגה+  1M NaCl  
במהירות גבוהה

 שטיפות 2
בבופר הפקה

 צנטרפוגה
במהירות גבוהה

שקיקי מיץ

 מיצוי
המקטע המסיס

שיירים
ומקטעי דופן

 מיצוי
המקטע הקשור
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   תכולת החלבון במיצוי  בדיקת .4.3
על ) Bradford) Bio-Rad, Hercules, CA, USAמגיב  מדידה כמותית של החלבון נעשתה באמצעות

 ריאגנט lµ500ו  דוגמא הוספlµ8-ל.  עם מים מזוקקים פעמיים1:5מהל נריאגנט  ה.פי הוראות היצרן

 הדוגמאות נקראו בספקטרופוטומטר .lµ80 בנפח gµ80-20 BSA כיול שימש עקום נתלהכ .מהול

  .nm595באורך גל 

  

   ל'בגהחלבונים  ימיצוהרצת   .4

  10%ל פוליאקרילאמיד 'הכנת ג .1.4

  ml8 -נפח  ל תחתון'ג

 3.3ml  מים מזוקקים פעמיים  

l.5M  Tris-HCl  (pH 8.8)     2ml 
 2.6ml   אקרילאמיד30%

10% SDS 150µl 
  150µl   אמוניום פרסולפט10%

TEMED 7µl  

ל 'נמזג הג, ל התחתון'ת הגש לאחר קרי.ל'אתנול לשמירת פני שטח ישרים בגל טופטפה טיפת 'מעל הג

  .העליון והושם בו מסרק

  ml3 -נפח  עליוןל 'ג

 2.2ml  מים מזוקקים פעמיים  

O.5M  Tris-HCl (pH 6.8)  2ml 
 0.4ml   אקרילאמיד30%

10% SDS 50µl 
  50µl   אמוניום פרסולפט10%

TEMED 5µl  

  

  ל'הטענת הדוגמאות בג .2.4

: שנמהל לקבלת בבופר ההטענה,  חלבון20µgוי נפח המכיל נלקח מהמיצ, לאחר בדיקת כמות החלבון

62.5mM Tris-HCl (pH 6.8) ,3% SDS ,5% β-mercaptoethanol ,10% glycerol ,0.001% 

bromophenol blue .ל 'הוטענו בדרך קבע סמני משקל מולקולרי בצד הג, כמו כן)BioLabs, New 

England, USA.(  
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  ל'הרצת הג .3.4

 ,Mini  PROTEAN II slab cell) Bio-Rad, Hercules, CAות נעשתה במכשיר הרצת הדוגמא

USA (בל הורץ בבופר הרצה 'הג. על פי הוראות היצרן-V80 ל ' דקות לכניסת הדוגמאות לג10-למשך כ

  . ל התחתון'צה בגעד סיום ההר V200- ול העליון'ה הגצלריכוז הדוגמאות בפס בק עד 120V ,העליון

   )8pH 3. (הרצבופר ה

   25mM     Tris  

    O.2M  Glycine  

    0.1%  SDS  

  

  )   Westem blot(ל לניטרוצלולוז  'העברת חלבונים מהג. 4.4

 ,Mini Trans-Blot  )Bio-Rad, Herculesל לניטרוצלולוז נעשתה במכשיר  'העברת החלבונים מהג

CA, USA.(בות נייר סופג  שכ3-ועל גבי ספוג , ל הונח על הקסטה של המכשיר' הג)Whatman 

3MM(,3 וביבעל הונחה חתיכת ניטרוצלולוז ' הג על גבי. ספוגים בבופר העברהµm )Schleicher & 

Schuell( ,ההעברה נעשתה ב.  וספוגופג שכבות נוספות של נייר סשלוש-V100,קר  עם בופר העברה 

  . למשך שעה, ותבנית קרח למניעת התחממות

   עברהבופר ה

   25mM     Tris  

    192mM  Glycine  

    20%  methanol  

  

   צביעת הממברנה. 5.4

 0.1% צביעת החלבונים על גבי הניטרוצלולוז נעשתה על ידי השרייתו למספר דקות בתמיסת

Poncaeu-S )Sigma(1%-ב הניטרוצלולוז לאחר הצביעה נעשתה פתשטי. חומצה אצטית 1%- ב 

  . חומצה אצטית

  

   חומצי ברטאזאינם כנגד י  נוגדנ.5

נעשה בעזרת נוגדנים שהתקבלו , זיהוי התוצרים החלבוניים של שני שבטי האינברטאז שבודדו

וכנו בארנבות כנגד הנוגדנים ה.  מאוניברסיטת דייויס בקליפורניהE. Blumwald' באדיבותו של פרופ

  . Vac2- וVac1 של שבטי DNA-על פי רצף ה, מאתר ספציפי של החלבון, יפוליפפטיד סנטת

.   
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   Western Blot עם Inv2- וInv1הגבת הנוגדנים כנגד   .6

 ,Enhanced Chemiluminescence (ECL) )Amersham מערכתהגבת הנוגדן נעשתה עם 

Buckinghamshire, UK (רןצלפי הוראות הי .  

   חסימת הממברנה .1.6

 . חדרטורת הפרבטמ, לטול בטשעה למשך  חלב1%-ממברנת הניטרוצלולוז נחסמה ב
   הגבה עם הנוגדן .2.6

I .בטמפרטורתהשע  למשך,1:3000במיהול  נה עם הנוגדן הראשוניברלאחר החסימה הוגבה הממ  

   .  המיהול נעשה עם בופר שטיפה.החדר

II.  בבופר שטיפה,עשר דקות כל שטיפה,  פעמים3הממברנה נשטפה .   

III. הממברנה הוגבה עם נוגדן שניוני rabbit anti goatאליו קשור ש horseradish peroxidase 

(HRP) , למשך שעה1:20,000במיהול .     

IV. פעמים עשר דקות בבופר שטיפה 3 הממברנה נשטפה .  

     טיפהש בופר

   0.58M     Na2HPO4  

    0.17M  NaH2PO4  

    0.68M  NaCl  

   0.1% Tween 20  

  

  דן גזיהוי הנו. 3.6

 בתמיסת המגיביםדקות  5 הממברנה הושרתה למשך ).ECL(ציה סנזיהוי הנוגדן בשיטת כמיאלומינ

 חשיפה של הנעשת. הפולט אור במהלך התגובה, HRP שהינם סובסטרט לאנזים 1:40מהול ב

לפיתוח  עד ,דקות בודדות ךלמש (FluorChem, Alpha Innotech) למצלמה בתא חושךהממברנה 

  .תמונה דיגיטלית ברורה
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  ז החומצי ארטב האינרודי  מ.7

1.7. immunolocalizationחומצי בז אטבר של אינ -TEM  

I.הדוגמאות נת הכ   

 mm65 ( בוגרתפוזו)  קוטר פרי חיצוניmm40(צעיר  מפלחי תפוז טבורי שקיקי מיץ הופרדו בזהירות

להקל על  ו במרכזם לרוחב כדישקיקי המיץ נחתכ.  שנדגמו באקראי ממספר עצים)קוטר פרי חיצוני

 מספר שקיקי .לקיבוע לה למשך לי פורמאלדהיד3%- וגלוטראלדהיד 2%- ברו הושם ה.מקבעחדירת ה

 10,  פעמים5 לאחר מכן נשטפו הדוגמאות . אוסמיום למשך שעתיים1%-מיץ אף הושרה בנוסף ב

דרת ריכוזים דהידרציה בסל שקיקי המיץ הועברו .).2.6סעיף ראה ( בבופר שטיפה ,דקות כל פעם

  אתנול50%- שעה ב,אתנול בטמפרטורת החדר 30%-ב שעה .לים של אתנול עם ירידה בטמפרטורהעו

 .-C°20-ב אתנול 100%- בלילה ו-C°20-ב אתנול 90%-בשעה , C°0- אתנול ב70%-שעה ב, C°4-ב

. ).medium grade (L. R. White )The London Resin Co(- בembeding לאחר הדהידרציה נעשה

.  השקיקיםלשקיעת עדכשעה נודף  והאתנול האתנול לנפח זהה  בנפחL. R. White הוסף תחילה

 עם האתנול והם הושארו לנידוף במשך 1:2 לקבלת יחס resinלאחר מכן הוספה כמות קטנה של 

סגורות  לטין'בקפסולות ג לשמירהוהדוגמאות הועברו  טרי resin-שוב הושלם הנפח שנודף ב. שעתיים

הקפסולות הותכו במים . C°60-ב  שעות 24 יובשו בתנור למשך קפסולות ה.C°4-למשך יומיים ב

 µm2-5 בעובי  להכנת חתכים,)Pyramitone )LKBהבלוק שהתקבל נחתך במיקרוטום רותחים ו

 לפי )Bio-bond )Bio-Lab-ב החתכים הונחו על גבי זכוכיות מצופות .לקטרונים חודרלמיקרוסקופ א

  . ןצרהוראות הי

II .Immunogold labelling     

שעבר אינאקטיבציה ) normal goat serum (NGS)) Bio-Lab 10% על הזכוכיות עם החתכים הושם

 לאחר מכן . למשך שעה.)2.6ראה סעיף (בבופר שטיפה  מהול ,לחסימת האתרים הלא ספציפיים בחום

 בבופר  דקות5החתכים נשטפו למשך  . דקות30 גליצין בבופר שטיפה למשך 50mMהועבר תחת 

 Inv1 ,Inv2 כנגד נים החתכים עם נוגדדגרולאחר מכן הו.  בבופר שטיפהNGS ,1% BSA 1%: עבודה

 1:100 במיהול )ר משה ראובני"התקבלו ממעבדתו של ד( vATPase- של חלבון הEאו תת יחידה 

אחר  ל.דקות כל שטיפה 10 ,עבודהש פעמים בבופר ש לאחר לילה נשטפו הזכוכיות .C°4- בלמשך לילה

 על 1:50 במיהול 5nm (Amersham)  שניוני הקשור לחלקיקי זהב בקוטרהשטיפות הונחה טיפת נוגדן

 דקות כל 10 , בבופר עבודהובציה נשטפו הזכוכיות שלוש פעמים בתום האינק.כל חתך למשך שעה

ן  לאחר הסימו. כל פעםותדק 5 למשך  במים מעוקריםש פעמיםושופר פוספט בבשלוש פעמים  .שטיפה

נשטפו חמש פעמים במים .  דקות15 במים למשך Uranyl acetae 4%-ב נצבעו החתכים, חלקיקי זהבב

 דקות ונשטפו שוב חמש פעמים במים 5 למשך Lead citrate-צביעה נוספת ב.  דקות5מעוקרים למשך 

  .קרוסקופ אלקטרוני חודריהחתכים הועברו להסתכלות במ.  דקות5למשך 
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2.7. immunolocalizationחומצי במיקרוסקופ קונפוקליז אטבר של אינ  

 בוגר מפלחי תפוז טבורי שקיקי מיץ הופרדו בזהירות, TEM-בדומה להכנת הדוגמאות והסימון ל

)mm70לאחר הדהידרציה . 1.7שקיקי המיץ עברו קיבוע ודהידרציה כמו בסעיף . ) קוטר פרי חיצוני

-תחילה קוררה תמיסת האגרוז הנוזלי ל. מוכה אגרוז בעל טמפרטורת התכה נ4%- בembeding נעשה

C°60תוך , התמיסה נמזגה לצלחת פטרי.  והשקיקים הוספו לו להשריה במשך לילה בטמפרטורה זו

 ,בעל סכין חיתוך רוטטתטום ויברוהבלוק שהתקבל נחתך ב .ל'סידור שקיקי המיץ עד להתמצקות הג

ה האנטומי של שקיק המיץ במיקרוסקופ לשם הסתכלות על המבנ ,mµ300-400 בעובי להכנת חתכים

 נושא ונשמרו החתכים הונחו על גבי זכוכיות. קונפוקלי מיקרוסקופ או להמשך סימון עבור, אור

לאחר מכן . למשך שעה .)2.6סעיף ראה ( בבופר שטיפה BSA 1%החסימה נעשתה על ידי . לחים

. שעה למשך 1:100  במיהולpreimmune serum או עם Inv1 ,Inv2 כנגד נים החתכים עם נוגדדגרוהו

 goat antiהדגרה עם נוגדן שניוני .  דקות כל פעם10, לאחר מכן נשטפו בבופר שטיפה שלוש פעמים

rabbit CY3) Jackson( ה נשטפו הזכוכיות שלוש פעמיםהדגרבתום ה . למשך שעה1:100 במיהול 

אטמו עם זכוכית מכסה והועברו נ, Elvanolהחתכים הודבקו עם .  דקות כל שטיפה10 ,בבופר שטיפה

  .במיקרוסקופ הקונפוקלי, לערור פלואורוסצנטרי בלייזר

  

 RNAאנליזת . 8
  RNAהפקת  .1.8

 ,שלבים התפתחותיים שוניםברקמות שונות ו בInv2- וInv1על מנת לבדוק את דגם הביטוי של הגנים 

 . בשלבים שונים של התפתחותלימטה ולימון, תפוז טבורי, 1-אורחנטים ושקיקי מיץ מ, נדגמו שחלות

תוך הוספת חנקן  הרקמה נכתשה . מעט חנקן נוזליוהוסף, מקוררבמכתש הרקמה שנדגמה הושמה 

 TLE  כתישה בופרml25 עם המבחנ בהורחפואבקה  g10-כ.  עד לקבלת אבקה דקהנוזלי מדי פעם

(Tris-HCl (pH 8.2) 0.2 M, LiCl 0.1 M, EDTA 5mM),בתוספת  ml8 רה הומוגניזציה ועב פנול

 500C-אמבט מים ב המבחנה הועברה להדגרה ב. דקות במהירות בינונית2-למשך כ פוליטרון בעזרת

מהפרקציה  40C. ml20- דקות ב10 למשך g7500ריפוגה בצנט התמיסה סורכזה .דקות 20למשך 

 ml10ולאחר ערבוב הוספו עוד ,  פנולml10  למבחנה הוספו.למבחנה חדשההועברו העליונה 

הפרקציה  . החדררטורת דקות בטמפ10 למשך g4500בצנטריפוגה  התמיסה סורכזה .כלורופורם

  לקבלת ריכוז סופי של,8M LiCl) הנפח הסופימ 1/3-כ (ml7 ו והוספ הועברה למבחנה חדשההעליונה

LiCl 2M . בצנטריפוגה  התמיסה סורכזה ,למחרת. למשך הלילההמבחנה נשמרה בקרח במקרר

g7500 40-ב  דקות30 למשךC,הפלט נשטף ב. שפה מיידית תוך שמירה על הפלט הנוזל נ-ml2.5LiCl 

2M  סירכוז בצנטריפוגה ולאחרg400040- בC שפה מיידית תוך שמירה על הנוזל נ,  דקות20 למשך

מבחנת הנוזל הועבר ל. DePc-ב  מים מטופליםµl300-ב הפלט הומס .בקרחנשמרה המבחנה  והפלט
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להמסת שאריות ( DePc- מים מטופלים בµl100 שתה חזרה על השלב האחרון עםנע. היאפנדורף נקי

למשך  g18000מהירות  בצנטריפוגה בהרכזוס המבחנה .אפנדורףשהוספו למבחנת ה) הפלט שבמבחנה

-כ, עשירית הנפחלמבחנה הוסף .  נזרקהפלטויה י למבחנת אפנדורף נק הנוזל הועבר.40C- דקות ב4-3

45µl NaAc 3M ב מטופל-DePc.לאחר ערבוב. אתנול נפחים 2.5 הוספו בוורטקס ו התמיסה עורבבה 

 20 למשך g14000- בוסורכזה מההקפאה ה הוצאה המבחנ שעות 24 לאחר .בהקפאהנשמרה המבחנה 

- מים מטופלים ב, lµ100-400 לאחר יבוש הפלט הוספו. מנדףהפלט יובש בשפה והנוזל נ. 40C-ב דקות

DePc,ה בדיקת ריכוז .כמות המשקע בהתאם ל-RNA בספקטרופוטומטר באורכי גל  נעשתהnm260 

 . בכל אחתµg100-כ ,בחנות אפנדורףהתמיסה למלקה וח, RNA-הלאחר חישוב ריכוז . nm280-ו

  .200C-- בנשמרוהמבחנות 

  

   )RNA )Northern אנליזה של .2.8

ל אגרוז 'הוכן ג). 7.33–7.31:  עמודים– RNA :)Sambrook and Russell, 2001-לל אגרוז 'הכנת ג

שמשה כבופר  1xTAEתמיסת . 2.2Mלדהיד בריכוז סופי של אהמכיל פורמ 1.2%בריכוז סופי של 

   .הרצה

 RNAהוכנו דוגמאות ). 7.34 – 7.33:  עמודים– Sambrook and Russell, 2001 (:ל'בג RNAהטענת 

ל במצלמת 'שה צילום של הגלאחר ההרצה נע. 96Vנעשתה תחת מתח של ל ' בגההרצה .ל'להטענה בג

U.V , ההפקהיעילותלבדוק את על מנת  .  

ל לממברנת ' מהגRNA-של ההוכן בלוט על ידי העברה , ל'רצה בגה לאחר ה:בלוטההכנת 

  . )7.40–7.35:  עמודים– Sambrook and Russell, 2001 (לוז בשיטה הקפילאריתוניטרוצל

 ,5xSSC, 5xdenhardt’s)מיסת פרהיברידיזציה  הבלוט הוכנס לת:פרהיברידיזציה והיברידיזציה

SDS 1%, denatured Salmon sperm DNA-100μg/ml) . שעות בתמיסת3לאחר הדגרה במשך  

 עם dCTP [α32P] - ב פרהיברידיזציה גלאי רדיואקטיבי מסומןהלתמיסת הוסף , הפרהיברידיזציה

–9.4:  עמודים– Sambrook and Russell, 2001 (כתחלים) Roche(הקסונוקליאוטידים רנדומליים 

ההיברידיזציה נמשכה . 680C-שלב הפרהיברידיזציה ושלב ההיברידיזציה נעשו בתנור גלילים ב). 9.8

בטמפרטורת החדר  2xSSC, SDS 0.1%יהן נשטפה הממברנה פעמיים בתמיסת שלאחר,  שעות16

במידה .  דקות30 למשך 680C-ב 1xSSC, SDS 0.1%ולאחר שטיפה בתמיסת ,  דקות20למשך 

 20 למשך 680C-ב 0.1xSSC, SDS 0.1%וקרינת הרקע היתה חזקה נעשתה שטיפה שלישית בתמיסת 

פיתוח נייר הצילום נעשה בחדר . (FUJIFILM Super RX) הממברנה נחשפה לנייר צילום. דקות

 נעשתה  מכןלאחר. Kodakחברת של ) fixer- וdeveloper(חושך תוך שימוש בחומרים מתאימים 

  .כמות ההטענה בבארותנירמול  כסטנדרט ל18S rRNA של .U.Vלעוצמת  השוואה
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 ל'פעילות אינברטאז בג. 9
ללא (ל נאטיבי 'הורצו מיצויים לצביעת פעילות בג, )4ראה סעיף (ל ' להרצת המיצויים בגבדומה

  . לבופר ההטענהSDS- וβ-mercaptoethanolוללא תוספת ) ל ובבופר ההרצה' בגSDSתוספת  

  

  טיבי אל נ'ז על גבי גארטבלפעילות אינאנזימתית   צביעה .1.9

  : לפעילות בתמיסה שהכילהבמים ונצבע טיבי אל הנ'הגנשטף לאחר ההרצה 

  )  pH 4.5(ציטרט  -פוספט 85mM בופר

mM100   סוכרוז  

10U/ml   (Roche) glucose oxidase     

10U/ml (Sigma) horsgradish  peroxidase  

0.3mg/ml (Sigma) 3.3'-diaminobenzidine    

 חומצה 5%-בל 'הפסקת הצביעה נעשתה על ידי השריית הג. 370C- שעות ב3-כ נמשכההצביעה 

צביעה בשיטה נעשתה , ל'צביעות ספציפיות לאיזורי ריצת החלבונים בגמאחר ולא התקבלו . אצטית

  .)2.9סעיף  (עם מגיבים כימיים, שונה

   

  טיביאל נ'ז על גבי גארטבילות אינלפעכימית צביעה  .2.9

  :ל הושרה בתמיסה שהכילה'הג, .1.9ל נאטיבי בדומה לסעיף ' בג נבדקהאינברטאזפעילות 

ל במים 'לאחר מכן נשטף הג. 300C- דקות ב30למשך , סוכרוז O.1M-ו) pH 5( אצטט M0.1בופר 

-2,3,5 0.1%שמכיל  M0.5 NaOHל נעשה על ידי הדגרה בתמיסה רותחת של 'פיתוח הג. מעוקרים

Triphenyltetrazolium chloride) TTC ( עם הופעת פסים  , הריאקציה הופסקה. דקות3-כלמשך

  .  חומצה אצטית7.5%על ידי , אדומים

  

  )2Dהפרדת ( במימד שני טיביאנהל 'גהרצת ה .3.9

צעה בו, ל הנאטיבי'בג אינברטאזעל מנת לבדוק את ספציפיות צביעת הפעילות למקום המצאות ה

נחתכה והושרתה בבופר הטענה , ל הנאטיבי'בה רצו החלבונים בג, רצועה. הפרדה למימד שני

 SDSל 'הוטענה הרצועה בצורה אופקית על ג, לאחר מכן. למשך שעה.) 2.4סעיף  ראה(דנאטוריטיבי 

ל הורץ והועבר לממברנה כמתואר 'הג. בעל באר טורית אחת רחבה.) 1.4ראה סעיף (דנאטורטיבי 

, צביעת פעילות). 6ראה סעיף  (על הממברנה Inv2- וInv1בהמשך הוגבו נוגדנים כנגד . 4.4-.3.4יף בסע

 לתמונת הממברנה בה זוהו חלבוני הושוותה, ל נאטיבי נפרד'של מיצוי זהה שרץ במקביל בג

ל ' שרצו במאונך בגInv2- וInv1נבחן מיקום החלבונים . האינברטאז על ידי הנוגדנים הספציפיים

  .ל נאטיבי זהה'ביחס לאיזור שבו התקבלה צביעת הפעילות בג, דנאטורטיביה
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  - תוצאות -

  

   2Inv-וInv 1בידוד הגנים .  1

מספריית ציפה , Inv2- וInv1 -בודדו ורוצפו שני שבטים ) אבי צדקה' י דר"נערכה ע(בעבודה מוקדמת 

, כמו כן. זות של החלליתכאינברטאן נחשדו שהראו הומולוגיה לאינברטאז חומצי ולכ, של תפוז טבורי

נכשלו ולא נמצאו בסיפריה , ניסיון למצוא שבטים המראים הומולוגיה לאינברטאז הקשור לדופן

המכיל למעלה , )HarvEST( מהדרים s’ESTבמאגר המרכזי של רצפי , בנוסף. שהופקה מציפת הפרי

אולם כולם , ה לאינברטאז דופןמצויים שבטים המראים הומולוגי,  שבטים שונים225,000-מ

 הוחלט לבדוק לעומק .בסיפריות משקיקי מיץאך לא , )פלבדו, עלים(בסיפריות של איברים אחרים 

  גםמקודדים לאנזימים המצוייםלכך שהם   האפשרותל וכן לבחון את"את ביטוי שני השבטים הנ

 בוטאו בחיידקים, טבורימתוך השבטים שבודדו משקיקי מיץ של תפוז ,  פפטידים נבחרים.בדופן

עזר בהם יעל מנת לה, )אוניברסיטת דייויס, בלומולד' במעבדתו של פרופ(והוכנו כנגדם נוגדנים 

, ראשית. בהמשך ככלי לזיהוי מיקום החלבונים בתא ומידת השינוי בכמותם לאורך התפתחות הפרי

לבין זני , שובטו ממנו –י בין תפוז טבור, Inv2- וInv1ברצף המקודד לחלבוני , נבדקה מידת הזהות

ההשוואה מאפשרת לקבוע אם ניתן יהיה להשתמש באותם כלים . שיבחנו בעבודה זו, הדרים שונים

בדיקת ההתאמה . בפירות הדר מזנים שונים, ל"לגבי האנזימים הנ) םנוגדני, DNAגלאי (מולקולריים 

רבתם ישמידת ק, לימון של תפוז טבורי לבין זה של mRNA-נערכה על ידי השוואה בין רצף ה

    . )Rutaceaeמשפחת  (Citrusהטקסונומית אינה נחשבת לגבוהה בתוך הסוג 

           

   אקטיביים מתפוז טבורי- של ציפת לימון בעזרת גלאים רדיוcDNAסריקת ספריית  . 1.1

דר המרכזים רצפי סיפריות שהופקו מציפת פירות ה , במאגרי מידעInv2- וInv1מסריקה של הגנים 

אם כי מספר מגוון הזנים , עולה כי ישנו דימיון רב בין זנים אחדים שנבדקו, )HarvEST(מזנים שונים 

נערכה , למען הסר ספק. מהם הופקו ספריות מצומצם ולא בכולן נעשה מידור לציפת הפרי בנפרד

אבי ' דרעל ידי  שהופקה cDNAעל ידי סריקת ספריית , השוואה מסודרת בין שני זני הדרים שונים

 שבודדו מציפת Inv2-וInv1 אקטיביים מתוך הגנים -בעזרת  גלאים רדיו, צדקה מציפת פרי הלימון

  .אוניברסיטת דייויס, בלומולד' במעבדתו של פרופתפוז טבורי 

, מספר מושבותב הגיבו חיובית עם הגלאי –" נדלקו "Inv1-ממברנות שעברו הכלאה עם גלאי הגן ל

 Inv2סיבה סבירה לאי ההצלחה בבידוד .  לא נדלקו כללInv2- הגלאי ל עםשעברו הכלאהבעוד שאלה 

,  היתה אפסית או שבספריה זוInv2- לRNA-מן הספריה היא שהספריה נלקחה בשלב שרמת ה

עם התקדמות הסריקה . השבט שהכיל את הגןבמהלך ההגברות אבד , שהוגברה בעבר מספר פעמים

י "המושבות הללו נשלחו לריצוף ע. ד אשר כולן נדלקוע, נבחרו המושבות שנדלקו ונזרעו שוב

  .הפריימרים המובנים בפלסמיד הספרייה לפני הגן ואחריו
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ובאמצע נותר חלל לא מרוצף של , 5'- ו3, ' בסיסים משני צידי הגן800-התקבלו רצפים של כבבדיקה 

וז הטבורי לזה  מן התפInv1-ספיק לבדיקת התאמה בין ההחלק שרוצף ה.  בסיסים נוספים800-כ

   .3 רשיםתכפי שנראה ב,  מן הלימוןcDNA-שמצאנו בספריית ה

 
NAVAL  GCCCGTGGTTTGTTGTATAAATAGACCCCCGGTTC--TCTTAATCTTTCTCCCCATTATTCATT-GAAACCAACAAATTTATCAAGCAGCAGCCCTCTAGTGCGCCGCATACATTCGTTA 117   
LEMON  ------------TGGAGCTCGCGCGCCTGCAGGTCGACACTAGTGGATCCAAGAATTCGGCACGAGAAACCAACAAATTTATCAAGCAGCAGCCCTCTAGTGCGCCACATACATTCGTTA 108   
 
NAVAL  ATCAATGGCAGATTCTAATGTATCCTACAATCCTCTCCCGGACGGGGAACGTCCGCGGCCAACTCGCCGGAGATCCATCGTCTTGGTTCTATCCGGTTTGTTGGTCGTTGGTTTTTTAGT 237   
LEMON  ATCAATGGCAGATTCTAATGTATCCTACAATCCTCTCCCGGACGGGGAACGTCCGCGGCCAACTCGCCGGAGATCCATCGTCTTGGTTCTATCTGGTTTGTTGGTCGTTGGTTTTTTAGT 228   
 
NAVAL  TGCATTATTATCCGATAATGGATCTATAGCCCCTACTAACGTTATTGATAATGACAATAATAATGTTAATGATAATGCACAAAATGGGCTTAATGATGTGTCGTCGTCGTCGAAAGACCC 357   
LEMON  TGCATTATTATCCGATAATGGATCAATAACCCCTGCTAACGTTATTGATAATGACAATAATAATGTTAATGATAATGCAAAAAATGGGCTTAATGATGTGTCGTCGTCGTCGAAAGAGCC 348   
 
NAVAL  CGAGAGACTCCGGCCGTTTACGAGTGCCTCGTCGGCCGGGGTGTCTGAGAAGTCGAACCGGCGGTTTGGTGCAAGGACGGCGTCGTATCCCTGGACCAATAATATGCTGTCGTGGCAAAG 477   
LEMON  CGAGAGACTCCGGCCGTTTACGAGTGCCTCGTCGGCCGGGGTGTCTGAGAAGTCGAACCGGCGGTTTGGTTCAAGGACGGCGTCGTATCCCTGGACCAATAATATGCTGTCGTGGCAAAG 468   
 
NAVAL  GACGGCCTTCCACTTTCAACCCCAAAAGAATTGGATGAATGATCCTAATGGTCCAGTGTTTTACAAAGGATGGTACCATTTGTTCTACCAGTACAACCCAAATGGCGCAATATGGGGTGA 597   
LEMON  GACCGCCTTCCACTTTCAACCCCAAAAGAATTGGATGAATGATCCTAATGGTCCAGTGTTTTACAAAGGATGGTACCATTTGTTCTACCAGTACAACCCAAATGGCGCAATATGGGGTGA 588   
 
NAVAL  CATAGTGTGGGGGCATGCTGTGTCAAAGGACCTGATCCATTGGTATCACCTCCCGTTGGCCATGGTTGCCGATCAATGGTATGATATTATGGGTGTCTGGACCGGCTCTGCTACAATCCT 717   
LEMON  CATAGTGTGGGGGCATGCTGTGTCAAAGGACCTGATCCATTGGTATCACCTCCCGTTGGCCATGGTTGCCGATCAATGGTATGATATTATGGGTGTCTGGACCGGCTCTGCTACAATCCT 708   
 
NAVAL  ACCTGATGGAAAACTTATGATGTTGTACACTGGATCCACCAACGAGTCTGTGCAGGTCCAAAATCTCGCATATCCTGCCGACCCATCTGATCCTCTACTCATCAAATGGGTCAAATACCC 837   
LEMON  ACCTGATGGAAAACTTATGATGTTGTACACTGGATCCACCAACGAGTCTGTGCAGGTCCAAAATCTCGCATATCCTGCCGACCCATCTGATCCTCTCCTCATCAAANGGGTCAAATACCC 828   
 
NAVAL  CGGAAACCCTG  728bp    AAGGCGGCTTTAGAGAAAACAGCGGAGTCCAATGTGGAGTTTAGCTGCAGTTCCAGCGAAGGATCTGCTGAACGCGGAGCATTAGGCCCCTTTGGCCTTCT 1677  
LEMON  CGGNANCCCTG     GAP      AAGGCGGCTTTAGAGAAAACAGCGGAGTCCAATGTGGAGTTTAGCTGCAGCTCCAGCGAAGGATCTGCTGAACGTGGAGCATTAGGCCCCTTTGGCCTGCT 940   
 
NAVAL  GGTTCTTGCAGATGACAGCCTATCCGAGCAAACTCCAGTCTATTTCTACATTGCGAAAGGAAAGGATGGAAGTCTCAAGACTTACTTCTGCACTGATCAATCAAGATCTTCTGAGGCAAA 1797  
LEMON  GGTTCTTGCAGATGACAGCCTGTCCGAGCAAACTCCAGTNTACTTNTATATTGCGAAAGGAAAGGATGGAAGTCTCAAGACTTACTTCTGCACTGATCAATCAAGATCTTCTGAGGCAAA 1060  
 
NAVAL  TGATGTCAATAAATCAAAATATGGTAGCTTTGTTCCAGTACTGGAAGGCGAGAAATTCTCAATGAGAGTATTGGTGGATCATTCGATAGTCGAAGGCTTTGCTCAAGGTGGGAGAACAAC 1917  
LEMON  TGATGTCAATAAATCAAAATATGGTAGCTTTGTTCCAGTACTGGAAGGCGAGAAATTCTCAATGAGAGTATTGGTGGATCATTCGATAGTCGAAGGCTTTGCTCAAGGTGGGAGAACAAC 1180  
 
NAVAL  TATTACTTCGAGGGTTTATCCAACAAAGGCAATTTATGGAGCCGCTCGGGTATTTTTGTTCAACAATGCTACCGGCGCCAGCGTTACAAGCTCACTCAAAGCATGGCAAATGAATTCTGC 2037  
LEMON  TATTACTTCGAGGGTTTATCCAACAAAGGCAATTTATGGGGCCGCTCGGGTATTTTTGTTCAACAATGCTACCGGCGCCAGCGTTACAAGCTCACTCAAAGCATGGCAAATGAATTCTGC 1300  
 
NAVAL  ATTCATCCGTCCATACCCGGATGATGATGATGAACGGCACTCGGGGACGGAACCAACATATGAAGTTAGAGGGAGCAAAACTAAATATCTCGGCAATTTGTTGACGAGTTCTTTGTTATT 2157  
LEMON  ATTCATCCGTCCATACCCGGATGATGATGATGAACGGCACTCGGGGACAGAACCAACACATGAAGTTAGAGGGAGCAAAACTAAATATCTCGGCAATTTGTTGACGAGTTCTTTGTTATT 1420  
 
NAVAL  TCTAAACGCCCGCAACAATTTTCTATAGAATACATGTTTATTGCAAACAAAATTTCAAAGCTTTGGCACCGGCCTCCTTTGTTAATTTTCTCCCCAGAGTTGTAGAAGATGTGCCAATCT 2277  
LEMON  TCTAAACGCCCGCAACAATTTTNTATAGAATACATGTTTATTGCAAACAAAATTTCAAAGCTTTGGCACCGGCCTCCTTTGTTAATTTTCTCCCCAGAGTTGTAGAAGATGTGCCAATCT 1540  
 
NAVAL  TCGACAACAAAAAAAGTAGTCTCTTAATTTTGTTATTTTGTCATTCGACCGTTGCTAGTTGGGAGAGGAATTTATTTGTGA-ATTGTGATTCCTCCCAAAGATGTAAA-ATTGCAGCTCT 2395  
LEMON  TCTGCAGCAAAGAT--TAGTCTCTTAATTT-GTTATTTTGTCATTCGACCGTTGCTAGTTGGGAGAGGAATTTATTTGTGAGATTGTGATTCCTCCCAAAGATGTAAAGATTGCAGCTCT 1657  
 
NAVAL  C-TTGATTCTGTGATGTTCAGATCGGAATTAGCTTTTTGTAAACTCTTATGCATTTGCCGAGTGAAGT 2462  
LEMON  NCTTGATTCTGTGATGTTCAGATCGGAATNAGCTTTTTGGAAACTCTTATGCATTTGCCGAGTGAAGT 1725  

לזה שבודד ,  למעלה–) התקבל מאוניברסיטת דייויס( מתפוז טבורי Inv1השוואת רצף הגן  :3 רשיםת
.  בסיסים728כאשר במרכז חלל לא מרוצף של .  למטה– של פרי הלימון החמוץ cDNA-פריית המס

  .97%>אחוז הזהות בין הרצפים 
  

-ת שהגיעה לכדי יותר מזהו,  משני פירות ההדר השוניםInv1 ההתאמה בין הרצפים של על בסיס

תן להמשיך ולהשתמש באותם  להניח כי מידת השונות בין זני ההדרים השונים זניחה וכי ניניתן, 97%

  . גלאים ובאותם נוגדנים לבחינת ביטוי הגנים לאינברטאז החומצי בזני ההדרים השונים
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   בתאי שקיקי המיץ2Inv- ו1Invלמיקום אנזימי  שימוש בנוגדנים ספציפיים .2

 .Eקבלו מאוניברסיטת דייויס באדיבותהת( נוגדנים ספציפיים באמצעותזיהוי החלבונים התאפשר 

Blumwald( , לשם הבדלה בין שני שבטי האינברטאז , רים ייחודיים ברצף חומצות האמינואיזוכנגד

מושגת כאשר ספציפיות גבוהה , כמו כן. חלבונים אחרים בינם לבין עצמם ולבין Inv2-ו Inv1 החומצי

ת דופן לאינברטאזות קשורוביחס בעלי שונות גבוהה הינם הייחודיים רצפי חומצות האמינו מקטעי 

  .    4 רשיםת, לצמחים ממינים שונים וביחס

CitrusInv1   457 IELKPGSVMPLDVGSATQLDIVAEFELDK-AALEKTAE------SNVEFSCSSSEGSAERGALGPFGLLVLADDSLSEQTPVYFYI 
CitrusInv2   456 VVVEPGSVVPLDIGVATQLDISAEFETEL-LGSG-----------AMEEGYGCSGGAIDRSAMGPFGLLVNAHDSLSELTPIFFRS 
CarrotVac1   469 VELKPGSLVPLKISSAAQLDIVASFEVDE-EAFKGTYE-----ADAS-YNCTASEGAAGRGILGPFGILVLADDPLSELTPVYFYI 
MungBeanVac1 454 LKAKPGSVVSLDIETATQLDVVAEFEIDT-ESLEKTAE------SNEEFTCSSSGGAAQRGALGPFGLLVLADEGLSEYTPVYFYV 
ArabiVac4    460 LEVGPGSVVPVDVGSAAQLDIEAEFEINK-ESLDKIIGNASVVAEAEEFSCEKSGGSTVRGALGPFGFSVLATESLSEQTPVYFYV 
TomatoVac1   443 VDLQPGSIELLRVDSAAELDIEASFEVDK-VALQGIIE-----ADHVGFSCSTSGGAASRGILGPFGVIVIADQTLSELTPVYFYI 
CarrotCW1    401 QDLSKGILVEVKGITAAQADVEVTFSFKS---LAKREPFDPKWLEYDAEKICSLKGSTVQGGVGPFGLLTLASEKLEEYTPVFFRV 
MaizeCW1     396 KLVKPGDHFEVTGIATYQADVEVSFELEAGTSLLEKAEAFDPAYDDDAQKLCGVKGADARGGVGPFGLWVLASADLQERTAVFFRV 

הקטע  (Inv2- וInv1מאיזור שנבחר להפקת נוגדנים כנגד חלבוני  רצפי חומצות אמינו: 4 רשיםת
 אינברטאזות שנלקחו מצמחים ביןכן בעל שונות גבוהה בין אינברטאזות קשורות דופן ו, )הממוסגר

  .שונים
  

 תחילה נוסו הנוגדנים הספציפיים . התפתחות הפריל במהלך" הנ האינברטאזותהוחלט לבדוק מיקום

עשה לאחר מכן אף נ.  מסיסים וקשורים לדופן- שהופקו מחלקים שונים של תאי פרי כנגד חלבונים

 בחתכים למיקרוסקופ אלקטרוני in-situבאמצעות הנוגדנים שהוכלאו , קבוענסות ולמאמץ רב כדי ל

   .המיקום התוך תאי של חלבוני האינברטאזותאת , חודר

  
  "1אור "-  ב ציפת הפריתאי קביעת מיקום החלבונים בחלקים שונים של . 1.1.2

נעשה על ידי ,  לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1מעקב אחרי שינויים במיקום ביטוי החלבונים 

חלבונים המיצוי . קציונציה של התא למקטע מסיס ולמקטע של חלבוני דופןתוך פרהפקת חלבונים 

) כ אינם שימושיים"שבד(בעוד השיירים של מקטעי הדופן , בשיטה המקובלתהתבצע מסיסים ה

המשחרר חלבונים , NaCl 1M נעשה מיצוי שני בעזרת בופר המכיל מהם . נוספותנשטפו פעמיים

אשר הופקו במיצוי הראשון וחלבונים , בנפרד חלבונים מסיסיםכך שניתן היה לבדוק . קשורי דופן

 נאספו שלבי התפתחות תואמים של קליף מזן .)2 תרשיםראה  (שהופקו במיצוי השני, קשורי דופן

לגבי כל שלב נבדקו , מ" מ55-50 -מ ו" מ25-20 גדלי קוטרב ציפה מתוך פירות ו חנטים–" 1אור "

מוצג , מסיס וקשור לדופן לחוד,  בנפרד לגבי שני הפאזותInv2- וInv1 י הנוגדנים"החלבונים  שזוהו ע

  .3תמונה ב
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בתאי שקיקי ) B( דופן ושרקבמקטע ו) S ( במקטע המסיסInv2- וInv1 התפלגות חלבוני :3תמונה 

וצרים ניתן לראות התפלגות בגודל הת, Inv1 - מימין .א". 1אור " התפתחות פרי המיץ לאורך
 תוצרים בגדלים Inv2  – משמאל .ב. kDa47- וkDa76 ,kDa55החלבוניים שנותנים פסים בגדלים של 

  .  חנטים– Fruitlets,  סמן– kDa42. M- וkDa76של 
  

  החלבונים שניהמוערכים כגודלם הצפוי של, kDa76- וkDa74 יםדלחלבונים בג וקבלניתן לראות שהת

 מתקבלים בנוסף Inv1- ב.בחנטים , בהתאמהInv2-וInv1 הנוגדנים  על ידי שני שמזוהים, םייהעיקר

 Inv1 החלבונים. kDa42נוסף בגודל  חלבון  גםמתקבלו Inv2- ובkDa47- וkDa55חלבונים בגדלים גם 

כאשר בגודל הפרי הגדול , מ" מ25-20פרי הקטן של ה מראים דגם ביטוי דומה בחנטים ובגודל Inv2-ו

 Inv2-גם  ב). מסומן בחץ( חלבון קשור לדופן יע החלבון המסיס והופInv1- בנעלםמ " מ55-50של 

בשלב שלקראת , נמוכה של חלבון קשור דופןרמה הופעת נראית ירידה קלה ברמת החלבון המסיס ו

אור "אנליזה של שינוי ברמת החלבונים לאורך שלבים מפורטים יותר של התפתחות פרי . הבשלהה

 בתאי שקיקי Inv2 -וInv1 מבדיקה זו עולה אפשרות למיקום חלבוני ). .2.1.3פרק (תוצג בהמשך , "1

, כך שכנראה משתנה מיקומם ממסיסים בחנטים ובשלבי התפתחות מוקדמים של הפרי, המיץ

או אף קשורים בעיקר ובאופן כמעט בלעדי לדופן , Inv2להיותם קשורים גם לדופן במקרה של חלבוני 

הוחלט , ל תמונה מהימנה ורחבה יותר לגבי זני הדרים אחריםכדי לקב. Inv1במקרה של חלבוני 

  .     ממנו הופקו הנוגדנים במקור, גם בתפוז טבורי, לבדוק באופן דומה את המיקום בעזרת הנוגדנים

  

  Inv2- וInv1תפוז טבורי בעזרת נוגדני ציפת מיקום החלבונים בחלקים שונים מתאי . 2.1.2

 לאורך התפתחות הפרי נעשה על ידי Inv2- וInv1י החלבונים מעקב אחרי שינויים במיקום ביטו

חלבונים קשורי דופן (בשיטה המוזכרת בפרק הקודם , הפקת חלבונים מחלקים שונים של התאים

 – נאספו שלבי התפתחות תואמים של תפוז טבורי ). NaCl 1Mי מיצוי נוסף בבופר המכיל "שוחררו ע

י "לגבי כל שלב נבדקו החלבונים שזוהו ע, מ" מ70 -מ ו" מ30 גדלי קוטרב ציפה מתוך פירות וחנטים

  .4תמונה מוצג ב, מסיס וקשור לדופן לחוד,  בנפרד לגבי שני הפאזותInv2- וInv1הנוגדנים 
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בתאי שקיקי ) B(ובמקטע קושר דופן ) S( במקטע המסיס Inv2- וInv1התפלגות חלבוני : 4תמונה 
ניתן לראות התפלגות בגודל התוצרים , Inv1 - מימין .א. ז טבוריתפוהמיץ לאורך התפתחות 

 תוצרים בגדלים של Inv2  – משמאל .ב. kDa 55- וkDa74החלבוניים שנותנים פסים בגדלים של 
kDa76ו -kDa42 . M –סמן  ,Fruitlets –חנטים  .  

  

 החלבונים  שניי שלהמוערכים כגודלם הצפו, kDa76- וkDa74חלבונים בגודל  ניתן לראות שהתקבלו

 Inv1- ב.מ" מ30י של  בגודל פר,בהתאמה, Inv2-וInv1 שמזוהים על ידי שני הנוגדנים , העיקריים

- וInv1 החלבונים. kDa42נוסף בגודל  מתקבל חלבון Inv2- ובkDa55 בנוסף גם חלבון בגודל מתקבל

Inv2כאשר ב,  שונים בדגם כמות החלבון בחנטים-Inv1 לעומת , כלל אין תוצרי חלבוןInv2 שמראה 

 מזוהה על ידי ,מ" מ30בגודל פרי הקטן של . דופןבמקטע קשור ה המסיס וגם מקטעכמות גדולה ב

במקטע המסיס וגם כמות נמוכה במקטע קשור  כמות חלבונים גבוהה Inv2-ולInv1 -הנוגדנים ל

ה של ות חלבון שווכמ, Inv1-בעיקר ב, מ נראית" מ70 בגודל הפרי הגדול של .)מסומן בחץ(דופן ה

כמות נמוכה נראית  נראית ירידה קלה בכמות החלבון המסיס וInv2- בגם. אנזים מסיס וקשור לדופן

אנליזה של שינוי ברמת החלבונים לאורך שלבים . הבשלת הפרילקראת שבשלב , בחלבון הקשור

 .). 2.2.3פרק (תוצג בהמשך , מפורטים יותר של התפתחות התפוז הטבורי

 בתאי שקיקי המיץ של התפוז הטבורי Inv2 -וInv1 שכנראה מיקומם של חלבוני , ו עולהמבדיקה ז

.  וגם כקשורים לדופןכמסיסיםאלא הם מצויים בעת ובעונה אחת גם , אינו ממודר לאתר אחד בלבד

כאשר , )Inv2-בעיקר ב(נראה כי רמת החלבונים קשורי הדופן אף משתנה לאורך התפתחות הפרי 

  . מ מזוהה רמה נמוכה שעולה בשלב שלפני הבשלת הפרי" מ30 בגודל פרי של
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  ליזציהאלוק- באמצעות אימונו בתאי שקיקי המיץ Inv2- וInv1 של אנזימי קביעת מידור .2.2

במידה שהקליטה נעשית .  לפרילמיקום האינברטאז בתא חשיבות להבנת מנגנון הקליטה של סוכרוז 

 מחדש וסינתזהי אינברטאז קשור לדפנות התאים "תאי עבין  המנגנון של פירוק הסוכרוז בחללעל ידי 

  .in vivoיש הכרח לקיום אינברטאז באפופלסט , בציטופלסמה

, בעבודות קודמות, יחד עם זאת. מקובל להניח כי אינברטאז חומצי מצוי בתאים כאנזים מסיס

   .יפת פירות הדרטאז בדופן תאי צנמדדה פעילות של אנזימי אינבר, שהתפרסמו בספרות המדעית

, ות על מיצויים של מקטעים שוניםהמבוסס, אינברטאז מידור הף לתוצאותקותכדי לתת משנה 

קביעת  .באפופלסט בדרך מיקרוסקופית,  של אינברטאז קשור לדופן in situהוחלט על אימות קיומו 

 הנובע ,לוואיתוצר נוכחות רות של עוזרת להתגבר על האפש ,מיקום על ידי הסתכלות מיקרוסקופית

  . שבמהלך המיצוי, מהקשרות האינברטאז לדפנות התאים לאחר שיחרורו מהחללית בעקבות הריסוק

מקטע  אינם ממודרים בInv2- וInv1 כי האנזימים  מראות, "1אור "צאות בתפוז טבורי וכן בהתו

, כנראה, זאת. ויים להקשר ולתפקד גם בדופן התאאלא עש, כפי שהיו חשודים עד כה,  בלבדהמסיס

י שימוש בנוגדנים "ע,  את מיקומם בתאבדוקהוחלט ללכן  .ורך התפתחות הפריבתהליך שמשתנה לא

 מיקרוסקופ אלקטרוניבעזרת , בחון בחתכים של תאי שקיקי המיץ עצמם ולin situלאיתור החלבונים 

ה התאי לשם הבנת המבנ.  בשלבי הבשלת הפרי, התאאת האפשרות שהאנזימים קשורים לדופן, חודר

של במיקרוסקופ אור  חזותית  נערכה תחילה סקירה, י הבשלת הפריהאופייני לשקיק מיץ בשלב

 ניתן להבחין במבנה האנטומי של סידור התאים צוברי המיץ בה, התאים בחתך לרוחב השקיק

  . בשקיק

  
  

   מבנה אנטומי של שקיקי המיץ בפלחי פרי התפוז הטבורי.1.2.2

על חתך רוחב בשקיקי מיץ מפרי לפני הבשלה רק מיקרוסקופ אור ניתן התיאור האנטומי ברמה של 

 הקוטר החיצוני של הפרי שממנו . שנבחנוהזנים היות והתוצאות זהות לגבי יתר, של תפוז טבורי

בו נראית היטב , שלפני הבשלה, זה ההסתכלות נערכה בגודל פרי .מ" מ70  היהנלקחו השקיקים

  .מיץשונים בשקיק החלוקה לאיזורים 
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.  מ" מ70 של תפוז טבורי בקוטר חיצוני של שקיקי מיץתמונת מיקרוסקופ אור של רקמת : 5 תמונה
תאים , )E(תאי אפידרמיס .  אזורי תאים עיקריים שעברו קיבוע באגרוז4חתך רוחבי  דרך 
ותאים ) 2(תאים שטוחים גדולים המסודרים בצורה קונצנטרית , )1(סובאפידרמאליים 

  ).5Xשמאל , X10-ימין). (3(ריים איזודיאמט
  

בעלי מימדים פחות או ,  אזורים של תאים המאורגנים בסידור קונצנטרי4- להבחין בניתן 5תמונה ב

 שורות תאים סובאפידרמאליים פחות או יותר 1-3-פנימה לאפידרמיס יש כ. יותר שווים

. שקיקרכים בכיוון לרוחב ה שורות תאים מאו5- מופיעות כ,כלפי פנים, אחריהם, איזודיאמטריים

הדפנות של כל התאים האלה עבים יחסית והדופן החיצוני של התאים האפידרמאליים עבה במיוחד 

פנימי מכיל תאים יותר איזור התאים ה. ואפשר להבחין בקוטיקולה רציפה המכסה אותם

, אלה הם. יותאיזודיאמטריים גדולים יותר ובעלי דופן דק יותר בהשוואה לתאים שבשכבות החיצונ

 .  התאים העיקריים האוגרים את המיץ,כנראה
באמצעות , מיקרוסקופ אלקטרוני חודר  בעזרתניבדק,  התאים בשקיקי המיץמבנהנלמד לאחר ש

המיקום נקבע . בחתכים  התוך תאי של חלבוני האינברטאזותהמיקום, נוגדני אינברטאז ספציפיים

לגבי שני ) מ קוטר פרי חיצוני בהתאמה" מ65-מ ו" מ40(בפירות תפוז טבורי צעירים ולקראת הבשלה 

  .Inv2-ו Inv1 -אנזימים -האיזו

  

E 1 2 

3 
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  םלמיקרוסקופ אלקטרוניחתכים ביקורת לנוגדני הסימון ב .1.2.2.2

כלות במיקרוסקופ נחתכו והוכנו להסתספציפיות של הנוגדנים בדוגמאות שכדי לבחון את ה

 הערכ נ,נוגדן שניוני בלבד בה נעשה שימוש בקורתבי. נערכו מספר ביקורות, אלקטרונים חודר

במטרה לשלול תגובה לא ספציפית של , מ" מ40 מיץ של תפוז טבורי בקוטר  חתכים שהוכנו משקיקיב

אותנטי הקישור ה אתעל פני החתך רקע שימסך ליצירת עלולה לגרום היתה ש, הנוגדן השניוני

  . לאינברטאזות

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

תמונת מיקרוסקופ אלקטרונים חודר של רקמת : 6 תמונה
.  מ" מ40ני של שקיקי מיץ של תפוז טבורי בקוטר חיצו

  )Jackson(אנטי ארנבת מצופה זהב  תגובה עם נוגדן שניוני
 .   40,000Xבמיקוד מצד ימין , 9000Xבצד שמאל . בלבד
CW -דופן התא  ,V –חללית .  

CW

CW

V
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אנטי   של נוגדןקישור לא ספציפילא נראה כל סימן ל,  שלילית באמצעות נוגדן שניוני בלבדבביקורת

  .)6תמונה  (חתכים מפרי של תפוז טבוריב )Jackson(ארנבת מצופה זהב 

נראה , באמצעות סרום טרום התגובה החיסונית) western-blot(באנליזות חלבונים על פני ממברנות 

נגד כ בעקבות שימוש בארנבות שלא נבדקה תגובתןתוצאות אלה התקבלו . )לא מוצג (סימן לא ספציפי

  .  ממנו נתקבלוUCDavis-מ בידי הצוות, טרם פיתוח הנוגדנים לאינברטאז, חלבוני הדרים

 אך בגלל שיטת ניקיון .ים שהופקועל פניו יש מן התוצאות לפגוע בדבר אמינותם של ספציפיות הנוגדנ

 ,והתוצאות הספציפיות) Affinity-purification(זיכוך באמצעות קישור  י"הנוגדנים לאחר הפקתם ע

רום לא סבאמצעות  ביקורת כיהוחלט , נים דומים על פני ממברנותשמיוצגות באנליזות חלבו

ביקורת זו אינה מייצגת את רמת הספציפיות הגבוהה של הנוגדנים לאחר הניקיון ולכן לא . רלוונטית

  .לוקליזציה-לאימונו נעשה שימוש בהם ,פ אלקטרוניםחתכים למיקרוסקוב מוצגת

  

  

   מיקום מדורי התא בעזרת צביעה וסימון ממברנות החללית .2.2.2.2

 בתמונת יוצרים קשיים טכניים,  של השקיק שנמצאים באיזור המרכזי,מיץהתאים אוגרי הגודלם של 

ם הגבוה הגורם לחללית  אחוז המי עקב,קיים קושי להבחין במבנה התא. מיקרוסקופ האלקטרוני

להבדיל בין האיברונים ולהתמקם כדי . לתפוס את מירב מרחב התא ולעוות תמונת יתר האיברונים

שכבר , ר משה ראובני" נעשה שימוש בנוגדנים שהתקבלו ממעבדתו של ד,טוב יותר במרחב התאי

 של Eידה חיצונית ספציפיים כנגד תת יח, הנוגדנים שנוסו. הוכיחו את יעילותם בניסויים קודמים

 סימון הטונופלסט יסייע להסיק לגבי .הידוע כמשולב בממברנת החללית בתא, vATPase-חלבון ה

דפנות הצובע ,  כמו כן נעשה שימוש בקיבוע חלק מהדוגמאות באוסמיום.מידור יתר האיברים בתא

  . יש את קוי מתאר התאיםהדגלכדי , באופן כלליתאים 

שצבוע בכהה יותר (בקרבת הדופן , vATPase- על ידי נוגדני הור המסומןהאיז) 7תמונה ( היטב נראה

ניתן , בטונופלסט vATPase- של הE מאחר וכאמור הנוגדנים מכירים תת יחידה ).בידי האוסמיום

 ,כנראה, נגרמתבין הטונופלסט לדופן צמידות זו . להסיק כי האיזור הצבוע הוא אכן ממברנת החללית

 הנפח הרב דוחק את . מנפח התא הכללי90%גיעה עד לכדי המ,  של החללית הנפח הרבהתפוסתעקב 

שמפעיל הנוזל הרב על , יתכן כי הלחץ הגדולאף . כל האיברונים לפריפריית התא ומקרבם לדופן

 בשעת הכנת הרקמה גורם לקריעתו של הטונופלסט, לית תאי שקיקי המיץהקרום שעוטף את חל

  .ת הדופן ולכן נראים צמודים קרעים אלה נמצאים בקרב.לחיתוך
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 חודר של רקמת שקיקי מיץ של תפוז טבורי בקוטר חיצוני של תמונת מיקרוסקופ אלקטרוני: 7 תמונה
 קשור לממברנת vATPase של Eתגובה עם נוגדנים ליחידה . שעברו קיבוע באוסמיום, מ" מ65

 – V,  חומר אוסמיופילי– Os, ן התא דופ- X .CW 40,000משני הצדדים  , 9000Xבמרכז . החללית
  .  מיטוכונדריה- m , וסיקולה– vs, חללית

  

  

  

CW

CW

V

m

vs

Os
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,  ניתן לראות יפה את ספציפיות הנוגדנים לממברנת חללית התאvATPase -בניסוי עם נוגדני ה 

 התאים .עט אינם נראים בשום מדור אחר בתאכאשר הם מצומדים ברציפות לאורך הממברנה וכמ

   . הנוגדןקישורלא נראית פגיעה ב,  התאדופןצביעה באוסמיום לאורך שלמים ולמרות ה

  

  

  ) מ" מ40בקוטר (צעיר  מיץ מתפוז טבורי שקיקיתאי  בInv2- וInv1מיקום קביעת  .3.2.2 

מבנה התאים באיזור המרכזי של שקיקי המיץ שלאחר הדיפרנציאציה מאפשר להבדיל בסוג תאים 

המפריש חומר אוסמיופילי כהה ,  חלק וארוךERאוד ובעלת גדולים שהציטופלסמה שלהם צפופה מ

חלק ניכר מהציטופלסמה . )8תמונה  (המופיע בין הדופן לפלסמה ומכילה מיטוכונדריות רבות וגדולות

בדופן יש שני אזורים .  ובין הדופן והציטופלסמה נוצר רווחתהליך החיתוךכתוצאה מ, כנראה ,נעלם

ים נראות גם בליטות של דופן ולפעמים בגלל מישור החיתוך הן נראות לעית. כהים ואזור בהיר ביניהם

לעיתים בסמוך אליו יש הדופן דק אך שלם ורציף ו. ציטופלסמתי" אי"כדופן מנותק אשר נמצא בתוך 

  .)7תמונה (ות י וסיקולאזורים מרוב
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תמונת מיקרוסקופ אלקטרונים חודר של : 8 תמונה
 40קי מיץ של תפוז טבורי בקוטר חיצוני של רקמת שקי

למעלה , תגובה עם נוגדנים כנגד אינברטאז חומצי. מ"מ
– Inv1 , למטה– Inv2 . נראה כי קיים גם סימון של

 מסיס אך רוב הסימון, אינברטאז חומצי קשור דופן
  .כי נמצא בחללית, על פי ניתוח התמונה, וניתן לשער

 - 40,000X .CW -במיקוד מלמטה , 9000X -למעלה 
,   רטיקולום אנדופלסמי– ER,  חללית– V, דופן התא

m –מיטוכונדריה .  

m
CW

CW

V

V
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נראה סימון רב כמסיס באיזור ,  Inv2- וInv1 -רי צעיר עם נוגדנים לבתגובה של חתכי פרי תפוז טבו

 מכאן ניתן לשער שהמיקום התוך .עט מאוד נראה ספציפי לדופן התאיםהחשוד כחללית התאים ומ

לית התא והדבר חלב הוא בעיקר אשוניים של הפריתאי של האינברטאז החומצי בשלבי התפתחות ר

  ).4מונה ת (מקטעים התואם ממצאי אנליזות

  

  ) מ" מ65בקוטר ( מיץ מתפוז טבורי לקראת הבשלה שקיקיתאי  בInv2- וInv1מיקום קביעת  .4.2.2

נצפה במיקרוסקופ אור איזור עם תאים בעלי מבנה המשתנה , בחתך הרוחב בפרי לקראת הבשלה

לקראת הבשלה בהסתכלויות שנעשו בפרי ). 5תמונה (ממאורך עד למבנה לא ברור במרכז 

מתגלה האיזור המרכזי של שקיות המיץ כאיזור המכיל בעיקר תאים , וסקופ אלקטרוניבמיקר

שהתאים שבמרכז שקיקי המיץ לא שרדו יפה את הקיבוע ונהרסו במהלך החיתוך , כנראה. מאורכים

דפנות התאים . המפותחת מאוד בשלב זה, בשל גודלם הרב והיותם מורכבים בעיקר מנוזל החללית

הפלסמה בחלק מהמקרים התרחקה מהדופן או . ראים שלמים ובעלי עובי משתנהשנותרו ללא פגע נ

י טם נראים שרידי המטריקס הציטופלסמלעיתי. גם הטונופלסט בחלק מהמקרים לא נראה. נהרסה

 .)9תמונה  (או שהוא נעלם לגמרי

     
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
  

חודר של ' תמונת מיקרוסקופ אלק   :9 תמונה
רקמת שקיקי מיץ של תפוז טבורי בקוטר 

תגובה עם נוגדנים כנגד . מ" מ65חיצוני של 
Inv1 . קיים סימון של אינברטאז חומצי וניתן
 מסיסכי נמצא , ניתוח התמונהעל פי , לשער

באיזור החשוד כחללית וגם ) חץ מקווקו(
קשור סימון של אינברטאז שכנראה נמצא כ

, 9000Xמימין למעלה ). חץ רציף (לדופן
 דופן - 40,000X .CWבמיקוד למטה ומשמאל 

  . חללית– V,התא

V
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כלשהו  סימון צפה נ,Inv2-וInv1 -עם נוגדנים ללקראת הבשלה תגובה של חתכי פרי תפוז טבורי ב

 מכאן שכנראה .כדופןבמה שניתן להעריך כמו כן נראה סימון , כחלליתבאיזור החשוד כמסיס 

. שור לדופן התאק  גםהוא,  בשלבים שלפני הבשלת הפרי,המיקום התוך תאי של האינברטאז החומצי

בה נראה בבירור סימון של אינברטאזות במקטע הקשור , מקטעים הותאנליזואם ממצאי הדבר ת

  ).4תמונה  (המסיסלדופן כמו גם במקטע 

  

' תמונת מיקרוסקופ אלק: 10 תמונה
חודר של רקמת שקיקי מיץ של תפוז 

. מ" מ65טבורי בקוטר חיצוני של 
  .Inv2ם כנגד תגובה עם נוגדני

קיים סימון של אינברטאז חומצי 
נמצא , על פי ניתוח התמונה, שכנראה
באיזור החשוד ) חץ מקווקו( מסיס

כחללית וגם סימון של אינברטאז 
, 9000Xלמעלה ). חץ רציף (קשור דופן

 דופן - 40,000X .CWבמיקוד למטה 
 . מיטוכונדריה- m,  חללית– V, התא

CW

V

m
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  לוקאליזציה נוספת- באמצעות אימונוInv2- וInv1 אישוש קביעת מידור של אנזימי .3.2

 ,קופ אלקטרוניזציה בחתכים למיקרוסלקאלי-נומוהמבוססות על אי, תוצאות מידור האינברטאז

 כדי לאשש.  בעיקר בפרי שלפני הבשלה,באפופלסט,  של אינברטאז קשור לדופן in situמראות קיומו 

תוך שימוש , ניבדק המיקום התוך תאי של חלבוני האינברטאזות, בחתכים ל" התוצאות הנאת

 תפוז טבוריהמיקום נקבע בפירות . באמצעות נוגדני אינברטאז ספציפיים, קונפוקאליקרוסקופ יבמ

שימוש תוך , Inv2-ו Inv1 -אנזימים -לגבי שני האיזו) מ קוטר פרי חיצוני" מ70(הבשלה לקראת 

  ).CY3) Jackson אדומים מסוג צנטרייםבנוגדנים שניוניים פלואורו

  

  ביקורת לנוגדני הסימון בחתכים למיקרוסקופ קונפוקאלי .3.2.2

חתכו והוכנו להסתכלות במיקרוסקופ ות שנכדי לבחון את הספציפיות של הנוגדנים בדוגמא

ביקורת באמצעות סרום טרום התגובה החיסונית מארנבות וכן . נערכו מספר ביקורות, קונפוקאלי

 נערכה בחתכים שהוכנו משקיקי מיץ של תפוז  הביקורות.ה נעשה שימוש בנוגדן שניוני בלבדביקורת ב

שעלולה , נוגדן השניוניאו ה/סרום וית של הבמטרה לשלול תגובה לא ספציפ, מ" מ70טבורי בקוטר 

        .11תמונה , לגרום רקע שימסך את הקישור האותנטי לאינברטאזות על פני החתך

  .ב.                                                                                      א

  

  

    

  

  

  

  

  

  
  

  

 70 של תפוז טבורי בקוטר חיצוני של שקיקי מיץ רקמת תמונת מיקרוסקופ קונפוקאלי של: 11 תמונה
  תגובה עם נוגדן שניוני–) א(מימין . חתך רוחבי  דרך תאי שקיקי המיץ שעברו קיבוע באגרוז.  מ"מ

  .  ארנבת טרום התגובה החיסונית תגובה עם סרום–) ב(משמאל  ,בלבד) CY3) Jacksonאנטי ארנבת 
  

, בחתכים מפרי של תפוז טבורי , נראהנוגדן שניוני בלבדן עם סרום וכבביקורת שלילית באמצעות 

 רמה נמוכה זו אופיינית .)CY3) Jacksonאנטי ארנבת  של נוגדןמועט ביותר קישור לא ספציפי 

לנוגדנים פלואורוצנטיים בתגובה עם דופן תאים צמחיים ואינה פוגמת במידת איכות הסימון 

   .עיקריהספציפי ה
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  ) מ" מ70בקוטר ( מיץ מתפוז טבורי לקראת הבשלה קי בתאי שקיInv2- וInv1ום  קביעת מיק.3.3.2

 במיקרוסקופ נראים, )מ קוטר פרי חיצוני" מ70(בתפוז טבורי לקראת הבשלה בחתך הרוחב 

בחתכים אלה התבצעה תצפית אחר מיקום  . המיץי שקיקתאים במרכזה י איזורהקונפוקאלי

 Inv2-ו Inv1 -אנזימים - שני האיזוכנגדנעשה הסימון . האינברטאזות  נוגדניהחלבונים שזוהו על ידי

 CY3תוך שימוש בנוגדנים שניוניים פלואורוצנטריים אדומים מסוג , )שיטות וחומרים (בנפרד

)Jackson.(13תמונה וב 12תמונה  מוצג ב.  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   של תפוז טבורי בקוטר חיצוני שלתמונת מיקרוסקופ קונפוקאלי של רקמת שקיקי מיץ : 12 תמונה
         . תמונת התאים ללא עירור בלייזר–) א. (Inv1תגובה עם נוגדני . שעברו קיבוע באגרוז, מ" מ70

הממקם את הסימון של . ב-ו.  שילוב בין תמונות א–) ג. (Inv1של נוגדני י  סימון פלואורוצנט–) ב(
Inv1בתאים .  

  

.ב.א

.ג
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תמונת מיקרוסקופ קונפוקאלי של רקמת שקיקי מיץ של תפוז טבורי בקוטר חיצוני של   : 13 תמונה
.          תמונת התאים ללא עירור בלייזר–) א. (Inv2תגובה עם נוגדני . שעברו קיבוע באגרוז, מ" מ70

סימון של הממקם את ה. ב-ו.  שילוב בין תמונות א–) ג. (Inv2 סימון פלואורוצנטי של נוגדני –) ב(
Inv2בתאים .  

  
  

ראה סימון במה נ, Inv2-וInv1 -בתגובה של חתכי פרי תפוז טבורי לקראת הבשלה עם נוגדנים ל

בשלבים , מכאן שכנראה המיקום התוך תאי של האינברטאז החומצי. שניתן להעריך כדופנות התאים

,  אנליזות המקטעיםהדבר תואם ממצאי. קשור לדופן התאנראה בעיקר כהוא כ, שלפני הבשלת הפרי

  ).4תמונה (בה נראה בבירור סימון של אינברטאזות במקטע הקשור לדופן כמו גם במקטע המסיס 

.ב.א

.ג
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  החומצי של האינברטאזפעילות ה החלבון ו,mRNA-מעקב אחרי רמת ה .3

RNAשל לבים התפתחותיים שונים שנאספו מששקיקי מיץו חנטים,  וחלבונים הופקו משחלות 

 קליף –" 1אור  ".1:  הסוכר בתאי הפריערךהשונים מעט בינהם בנוגע לניהול מ,  הדרארבעה זני פירות

  -  תפוז טבורי .2. המהווה את זן הדגל העכשוי לייצוא וצובר רמה גבוהה של סוכר בתום התפתחותו

 שומרת על רמה נמוכה וקבועה של סוכר – לימטה מתוקה .3. צובר רמה גבוהה של סוכר וחומצה

 שומר על רמה נמוכה מאוד של סוכר וצובר כמות רבה – לימון חמוץ .4. התפתחות הפריוחומצה עם 

  .)2 ' מסטבלהפירוט נוסף ב (של חומצה לאורך התפתחות הפרי

   צבירת חומצה  צבירת סוכר  זן

 1אור 
  

עליה הדרגתית במהלך התפתחות הפרי עם 

את ההבשלה עד עליה יותר משמעותית לקר

חומר טרי ' רג\ג" מ230-260לערך של 

פרוקטוז ביחסים של : גלוקוז: סוכרוז(

  ). לערך1:1:3

 חמיצות 4-5%עליה הדרגתית עד לערך של 

, כללית כשהפרי מגיע למחצית גודלו לערך

-ואז ירידה הדרגתית עד לערך של פחות מ

 . חמיצות כללית בפרי הבשל1%
  

 -תפוז

 טבורי
  

עליה הדרגתית במהלך התפתחות הפרי עם 

את ההבשלה עד משמעותית לקרעליה יותר 

חומר טרי ' גר\ג" מ200-220לערך של 

פרוקטוז ביחסים של : גלוקוז: סוכרוז(

  ). לערך1:1:2

 חמיצות 4%-עליה הדרגתית עד לערך של כ

, כללית כשהפרי מגיע למחצית גודלו לערך

 1-1.5%-ואז ירידה הדרגתית עד לערך של כ

 .חמיצות כללית בפרי הבשל
  

 - לימטה

  מתוקה

רמת הסוכר משתנה מעט לאורך התפתחות 

חומר טרי ' גר\ג" מ80 עד 40נעה בין , הפרי

 6:6:1פרוקטוז ביחסים : גלוקוז: סוכרוז(

  ).לרוב

  .אין צבירת חומצה
  

 -לימון

 חמוץ
  

רמת הסוכר משתנה מעט מאוד לאורך 

' גר\ג" מ50 ועד 30נעה בין , התפתחות הפרי

 גלוקוז: פרוקטוז: סוכרוז(חומר טרי 

  ). לרוב1:1:1ביחסים 

 6-7%(החומצה עולה ומגיעה למקסימום 

בשלבים מוקדמים של ) חמיצות כללית

  .וכמעט אינה יורדת, התפתחות הפרי

 והחומצה צבירת הסוכרים זני פירות ההדר שנבדקו בעבודה זו ופירוט ההבדלים באופי :2' מסטבלה 
  .)Sinclair 1984, Tzur 1994(שבינהם 

  
תוצאות המעקב בשחלות ובחנטים . או חנטים/שחלות ו ניםזאחד מהנבדקו בכל , יץמלבד שקיות המ

בעיקר משום שרוב החומר הצמחי , נבדלות מהמדידות שנעשו בשלבי התפתחות שקיות המיץ בפרי

כיוון , מוצגות בסמוךלמרות זאת הן ). שקיקי מיץאין בהם עדיין (בהן משויך לרקמת האלבדו 

אך אין לראות בהם שלבים ברי השוואה להתפתחות ,  הפריאת מקורים שהשחלות והחנטים מייצג

  .שקיות המיץ בפרי
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 תפוזפרי המשבודדו  ,Inv2-ו Inv1 מהשבטים של שהוכנו,  נעשה על ידי גלאים-mRNAזיהוי ה

אשר הופקו מאיזורים ייחודיים ברצף , זיהוי החלבונים התאפשר בזכות נוגדנים ספציפיים. הטבורי

ניטראליות וביחס לצמחים , ינו בעלי שונות גבוהה ביחס לאינברטאזות קשורות דופןחומצות האמ

  .    )2תמונה  (ממינים שונים

  

  "1אור " לאורך התפתחות הפרי Inv2- וInv1 - שינויים בביטוי הגנים ל.1.3

שנלקחו מפרחים סגורים , שחלות מ החלנאספו "1אור "ת שונים של פרי קליף מזן שלבי התפתחוב

מעקב . מ" מ70 עד 10-לפירות בעלי קוטרים עולים בהדרגה מחנטים ועד דרך , ומפרחים פתוחים

 mRNA-כימות רמת ה דיי נעשה על , לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1אחרי שינויים בביטוי הגנים 

אתידיום  הריבוזומלי הצבוע בRNA-תוך סטנדרטיזציה של הסיגנאל הרדיואקטיבי עם רמת ה

  .14תמונה כפי שניתן לראות ב ,ברומיד

  

  

  .ב

  

  

  

  

  

  

  

  .ב

  

  

  .ג

  
  

 –משמאל , Inv1 -מימין , "1אור " לאורך התפתחות פרי RNA-תבנית ביטוי הגן ברמת ה: 14תמונה 
Inv2 .)גרף חישוב הביטוי היחסי בין השלבים השונים לאחר נירמול בין האות הרדיואקטיבי    .) א

 שחלות מפרחים –פ "פ,  שחלות מפרחים סגורים–ס " פ).ג(לי  הריבוזומRNA- לבין כמות ה.)ב(
 .פתוחים

  
- הבחנטים נראה שיא ברמת.  בעלי תבנית ביטוי דומה לאורך התפתחות הפריInv2-ו Inv1 הגנים

mRNA )ים יורדהם ). יש ליחס רמה גבוהה זו לרקמת האלבדו המהווה את רוב החומר בחנטים

 לקראת  מעטמ ואז שוב עולים" מ45-40בגודל של   ביותרלאורך התפתחות הפרי עד רמה נמוכה

  . מ" מ50-55הבשלת הפרי בגודל 
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  "1אור " לאורך התפתחות הפרי Inv2- וInv1 שינויים ברמת החלבונים .2.1.3

שנלקחו מפרחים סגורים ומפרחים ,  שחלות-" 1אור "נאספו שלבי התפתחות תואמים של קליף מזן 

כפי שניתן . מ" מ60מ עד " מ10-בהדרגה מ  עוליםגדלי קוטרב מתוך פירותציפה חנטים ו, פתוחים

  .15תמונה לראות ב

בשלבי התפתחות " 1אור " בשחלות וציפות פרי של Inv2- וInv1רמת החלבונים של : 15תמונה 
ניתן לראות התפלגות בגודל התוצרים החלבוניים , Inv1מימין . אכמצוין על פי קטרי הפירות , שונים
- וkDa76 תוצרים בגדלים של Inv2 משמאל .ב. kDa47- וkDa76 ,kDa55תנים פסים בגדלים של שנו

kDa42.M  –סמן  ,OCF – סגורים שחלות מפרחים ,OOF -מפרחים פתוחיםחלות ש  ,FL -חנטים .  
  

המוערך כגודלו הצפוי של החלבון השלם , kDa76כאשר הגודל , מתקבלים חלבונים במספר גדלים

 Inv1- ב.Inv2 -וInv1  הנוגדנים כנגד מוכר על ידי, ) חומצות אמינו680~שבט המכיל כפ גודל "ע(

 מופיע בשחלות ובחנטים Inv2-אך ב,  בעוצמות משתנות לאורך כל התפתחות הפריהחלבון מופיע

בון השלם גם ל מתקבלים בנוסף לחInv1-ב. בשלבי ההתפתחות השונים בציפת הפרי כלל לאבלבד ו

 נראה כי,  כללית.kDa42 מתקבל חלבון נוסף בגודל Inv2- ובkDa47- וkDa55ם חלבונים בגדלי

הגבוה עם זו  עוצמת התוצר אם מעריכים את סכום,  מראים דגם ביטוי דומהInv2-ו Inv1 החלבונים

 Inv1-ב. כאשר בחנטים נראה שיא בביטוי שיורד לאורך התפתחות הפרי, של התוצרים הנמוכים

מ ואחריו שוב עליה ברמת הביטוי עם הבשלת " מ45-40בון בגודל פרי של נראית ירידה ברמת החל

מ ואחריו גם כן " מ30-20 נראית ירידה ברמת החלבון בגודל פרי של Inv2-ב. מ" מ45-50הפרי בגודל 

 את דוגמת הביטוי תואמיםשינויים אלו ברמת החלבון  .מ" מ45-50עליה עם הבשלת הפרי בגודל 

  .ט מלא כמעבאופן RNA-ברמת ה
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   בשלבים התפתחותיים שונים"1אור  "ציפת הפריב  פעילות אנזימתית.3.1.3

.  לקראת הבשלהפירותנעשו ב, "1אור "ניסויים מוקדמים לבדיקת פעילות אינברטאז בציפה של פרי 

- הושקע התסנין בg18,000-לאחר הסינון והסירכוז ב. הריסוק והמיצוי מתוארים בשיטות וחומרים

התסנין . Sephadex-G25 למשך לילה והועבר דרך עמודה מקוררת של 2SO4(NH4)של  רוויה 85%

ציטראט - בוצעה בבופר פוספאטל'הדגרת הג.  נאטיביאמיד-ל אקריל'שהורצו בג, במקטעיםנאסף 

)pH-5( , 100בתוספתmMזיהוי האנזים הפעיל נעשה בשיטה האנזימתית  כאשר, סוכרוז ) עם

). DAB(אמינו בנזואידין - די3,3וריאגנט ) HRP- ופראוקסידאזGOD-האנזימים גלוקוז אוקסידאז

לפיכך הוחלט לחפש . לא התקבלה צביעה נראית לעין, ל'למרות כמויות החלבון הגדולות שהוטענו בג

  .אחר שיטה נוספת לזיהוי פירוק הסוכרוז כמדד לפעילות האנזים

בנוכחות ) TTC(זוליום כלוריד - טטרהפניל- טרי5,3,2ניסויים מוקדמים שנערכו באמצעות ריאגנט 

. ל'נתנו תוצאות צביעה חזקה והראו שניתן לזהות פעילות אינברטאז בג) Sigma(אינברטאז מסחרי 

לביסוס השיטה הוחלט לבחון צביעה של פעילות אנזימים במיצויים מציפות פרי בשלבים 

מ " מ20-30מקוטר של (התפתחותיים שונים 

וח השיטה לאחר פית). מ" מ60-70עד 

 אופטימאלי לצביעת pH-והתאמת זמן ו

פ המתואר "נעשתה ההדגרה ע, הפעילות

ל 'רמת ההפרדה בג .בשיטות וחומרים

אולם למרות זאת , הנאטיבי היתה נמוכה

. נראה כי התקבלה צביעה בפס פעילות אחד

הצביעה ברורה בעיקר בשלבי ההתפתחות 

 40בפרי בקוטר חיצוני של עד (הצעירים 

  .16מונה ת, )מ"מ

 
 
  

 צביעת פעילות חלבוני האינברטאז: 16תמונה 
. TTCבעזרת , "1אור "לאורך התפתחות פרי 

 חלבון של מיצוי gµ100בכל טור הוטענו 
 20-מציפת פירות בקוטר חיצוני עולה החל מ

  . משמאל לימין, מ" מ70מ ועד "מ

  20       30      40      60 
 -30     -40     -50     -70 

) מ"מ(גודל 
   "1אור "פרי 
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בדיקת התאמה בין צביעת הפעילות : 17תמונה 
מ הורץ " מ20-30הטור של קוטר . לתספיג

,  במצב מאוזןSDSל 'במקביל פעם שניה בג
 ועבר לממברנהשהוספג , ליצירת מימד שני
נתקבלו , )ב (Inv2- ו )א (Inv1 הכלאה עם נוגדני

 90kDaתוצרים המקבילים לגובה הצביעה בגודל 
ם נראים בצביעת  שאינ47kDaוכן שברים בגודל 

,  בלבדInv2זאת רק בתגובה לנוגדני , הפעילות
 , לא הראו תוצרים כללInv1בעוד שנוגדני 

המראה כי הצביעה ספציפית למיקום עליו 
  . בתספיגInv2מצביעים נוגדני 

 

 

 

 
  

  

נמצאה פעילות גבוהה של ) מ" מ30-40 וכן 20-30קוטר פרי של " (1אור " הצעירים של ציפת הפירותב

הפעילות ירדה עם התפתחות הפרי ). 4.5 – אופטימלי לפעילות חומצית pH-נבדק ב(אינברטאז חומצי 

בבדיקות השוואת צביעת ). מ" מ60-70 ועד 40-50קוטר (ואינה נראית לעין בשלבים שלקראת הבשלה 

הפעילות לעומת סימון עם נוגדנים נראית התאמה גבוהה המאשרת את ספציפיות הצביעה לנוכחות 

 :הדבר אושש תוך שימוש בטכניקה של הרצה בשני מימדים, ל' הגהאינברטאזות במקום זה על

 במקביל לצביעת הורצו, )מ" מ20-30(מהשלב שהראה את צביעת הפעילות החזקה ביותר  ,חלבונים

מתקבלים תוצרים רק , )SDSבתוספת (ל דנאטורטיבי ' לאחר מכן הורצו במימד שני בתוך ג.הפעילות

והם נראים גדולים מגודלם המקורי של החלבון השלם ושבריו  )ב 17תמונה  (Inv2נוגדני בשימוש ב

)76kDa42- וkDaוב שנוצר ביציאת החלבון מן המימד הראשון בשל העיכ, כנראה, זאת. ) בהתאמה

ל של 'ביציאה מהגוב  ללא עיכשניל שמהווה את המימד ה' בגהתקדםהסמן נכנס מיד ושבעוד , לשני

צביעת הפעילות  עולה בהתאמה עם נראה שמקום סימון הנוגדנים של האינברטאזות. וןהמימד הראש

    .Inv2מכאן שהפעילות היא ככל הנראה של חלבוני , ל'בג
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   לאורך התפתחות התפוז הטבוריInv2- וInv1 - שינויים בביטוי הגנים ל.1.2.3

שנלקחו , שחלות מהחלנאספו  וריחות שונים של פרי תפוז מזן טבשלבי התפתב, "1אור "בדומה לפרי 

מעקב . מ"מ 80עד  20-מ   עוקביםציפות מפירות בקטריםחנטים ו, מפרחים סגורים ומפרחים פתוחים

 mRNA- כימות רמת הדיינעשה על ,  לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1אחרי שינויים בביטוי הגנים 

 ,זומלי הצבוע באתידיום ברומיד הריבוRNA- הרדיואקטיבי עם רמת האותתוך סטנדרטיזציה של ה

  .18תמונה כפי שניתן לראות ב

 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  

 .ב
 
 

 .ג
 
  

 –משמאל , Inv1 -מימין ,  לאורך התפתחות תפוז טבוריRNA-תבנית ביטוי הגן ברמת ה: 18תמונה 
Inv2 .ב(גרף חישוב הביטוי היחסי בין השלבים השונים לאחר נירמול בין האות הרדיואקטיבי . א.( 

 ).ג( הריבוזומלי RNA-לבין כמות ה
  

מ נראה שיא בביטוי שיורד " מ30כאשר בגודל פרי של ,  בעלי דפוס ביטוי דומהInv2-ו Inv1 הגנים

  .מ" מ80לאחר מכן עם התפתחות הפרי עד הבשלת הפרי בגודל 

שניהם  למרות העובדה ש".1אור " הפרי שונה דגם הביטוי בתפוז הטבורי לעומת זה של, באופן מפתיע

 המקודד mRNA-נראה שבתפוז הטבורי רמת ה, פירות צוברי סוכרים לקראת ההבשלה

ת עם התקדמות התפתחותו עד לאינברטאזות עולה בשלבי התפתחות מוקדמים של הפרי וצונח

שבו דווקא בחנטים נראה שיא , "1אור " תהליך שנראה בדיוק הפוך לזה שמתרחש בפרי .ההבשלה

גוד לתפוז בני, אבל אז, ד לרמה נמוכה ביותר במהלך התפתחות הפרי שיורדת ע,mRNA- הרמתב

  . לקראת הבשלת הפריmRNA- השבה ועולה רמת, הטבורי
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   לאורך התפתחות התפוז הטבוריInv2- וInv1 שינויים ברמת החלבונים .2.2.3

ם שנלקחו מפרחים סגורים ומפרחי,  שחלותנאספושלבי התפתחות תואמים של תפוז מזן טבורי ב

מעקב אחרי . מ" מ80מ עד " מ20-בהדרגה מ  עוליםגדלי קוטרב ציפה מתוך פירותחנטים ו, פתוחים

  .17תמונה כפי שניתן לראות ב,  לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1שינויים בביטוי החלבונים 

  

  

פלגות ניתן לראות הת, Inv1 - מימין .א.  החלבונים לאורך התפתחות תפוז טבוריכמות: 19 תמונה
 תוצרים Inv2   – שמאלמ .ב. kDa55 - וkDa74 החלבוניים שנותנים פסים בגדלים של התוצריםבגודל 

 .חנטים – FL,  שחלות מפרחים סגורים– CF,  סמן– kDa45.  M-ו kDa76בגדלים של 
   

 בגודל הצפוי מתוצר שבט באורך מלא  של אחד,  תוצרי חלבון עיקרייםשני מתקבלים המקרים בשני

 זהיםמ Inv1הנוגדנים כנגד  .  יותרנים קטים עיקריים פירוק משניי ותוצר, בהתאמהkDa74-76-כ

שני תוצר  וkDa76 חלבון בגודל מתקבל Inv2-ב. kDa55- שני עיקרי בותוצר kDa74 בגודל חלבון

כאשר בשלב השחלות נראה ,  דגם ביטוי שונהמראים Inv2-ו Inv1 החלבונים. kDa45עיקרי בגודל 

תוך שימוש בחלבונים התוצאות נבדקו ואומתו בנפרד ( כלל נוכחות אין Inv1-ו בלבד Inv2של ביטוי 

עם זו של יחד עוצמת התוצר העיקרי של  כוםסה הוערכה לפי הסימון רמת .4 תמונה – מהפקות שונות

 ההתפתחות המוקדמים פרי של בשלבי שיא ירידה ברמת החלבון נראה Inv1-בכך ש, התוצר המשני

 ירידה נראית Inv2-ב. מ" מ45-50 בגודל הפרימ ואחריו שוב עליה ברמת הביטוי עם הבשלת " מ45-40

  .מ" מ45-50 הבשלת הפרי בגודל עםמ ואחריו גם כן עליה " מ30-20ברמת החלבון בגודל פרי של 
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   לאורך התפתחות הלימטה המתוקהInv2- וInv1 -שינויים בביטוי הגנים ל .1.3.3

שנלקחו מפרחים סגורים , שחלות מ החלנאספו ות שונים של פרי לימטה מתוקהתפתחשלבי הב

מעקב אחרי . מ" מ80 עד 20- מפרי עוקבים חנטים ועד רצף של גדלי קוטרדרך , ומפרחים פתוחים

 תוך mRNA-י כימות רמת הנעשה על יד,  לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1שינויים בביטוי הגנים 

כפי  ,באתידיום ברומיד הריבוזומלי הצבוע RNA- הרדיואקטיבי עם רמת האותסטנדרטיזציה של ה

  .20תמונה שניתן לראות ב

  .ב
 
  
  

  .ג
  
  
  

 –משמאל , Inv1 -מימין ,  לאורך התפתחות לימטה מתוקהRNA-דגם ביטוי הגן ברמת ה: 20תמונה 
Inv2 .ברדיואקטיבי גרף חישוב הביטוי היחסי בין השלבים השונים לאחר נירמול בין האות ה. א. 

  . חנטים– fruitlets) .ג( הריבוזומלי RNA-לבין כמות ה
  

התוצאות נבדקו ואומתו (כאשר בחנטים אין ביטוי כלל ,  בעלי תבנית ביטוי דומהInv2-ו Inv1 הגנים

לאחר מכן עם התפתחות הפרי עולה הביטוי בהדרגתיות ומגיע לשיא עם , )לא מוצג–בנפרד שוב 

  .מ" מ60-50הבשלת הפרי בגודל 
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   לאורך התפתחות הלימטה המתוקהInv2- וInv1שינויים ברמת החלבונים  .3.2.3

שנלקחו מפרחים סגורים ומפרחים ,  שחלותנאספו לימטה מתוקהשלבי התפתחות תואמים של ב

מעקב אחרי . מ" מ80מ עד " מ20-בהדרגה מ  עוליםגדלי קוטרב ציפה מתוך פירותחנטים ו, פתוחים

באמצעות הכלאת נוגדנים על גבי ,  לאורך התפתחות הפריInv2- וInv1יטוי החלבונים שינויים בב

  .21תמונה ב, הממברנה

 

ניתן תוצרים בגודל של , Inv1 -מימין . א". 1אור "ביטוי החלבונים לאורך התפתחות פרי : 21תמונה 
kDa52 .משמאל .ב –  Inv2 תוצרים בגודל של kDa45 . M –סמן  ,OCF –סגוריםפרחים  שחלות מ ,

OOF -מפרחים פתוחיםחלות ש .  
  

מזהים  Inv1 הנוגדנים כנגד .ים דומה מאודדגם ביטוימזהים חלבונים ש Inv2- וInv1הנוגדנים כנגד 

יש להניח שאלה הם תוצרי פירוק של , kDa45 זוהה חלבון בגודל מInv2כנגד  וkDa52בגודל חלבון 

)  חומצות אמינו680~מוערך מכ(מלא הבט באורך שהצפוי מה ,בעוד התוצר השלם, החלבון השלם

רמת ביטוי החלבון חושבה על פי . בניגוד לפירות מזנים אחרים,  אינו נראה כלל,kDa76-של כבגודל 

, )לא מוצג–התוצאות נבדקו ואומתו בנפרד שוב (בשחלות אין ביטוי כלל נראה כי , עוצמת התוצר

 לשיא עם הבשלת הפרי בגודל ה בהדרגתיות ומגיערמת החלבוןלאחר מכן עם התפתחות הפרי עולה 

  .לא מבאופן mRNA- את דוגמת הביטוי ברמת התואמים החלבון כמותשינויים אלו ב, מ" מ70-60
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  שלבים התפתחותיים שוניםהלימטה בציפת פרי ב  פעילות אנזימתית.3.3.3

מקוטר (ים עוקבים הצביעה של פעילות אנזימים נבדקה במיצויים מציפות פרי בשלבים התפתחותי

נראית צביעה . ל'התקבלו תוצרי פעילות אינברטאז בשני גבהים בג). מ" מ50-60מ עד " מ10-20של 

  .22 תמונה ,בלבד) מ" מ30בפרי בקוטר חיצוני של עד (רים ברורה בשלבי ההתפתחות הצעי

  

  
צביעת פעילות החלבונים : 22תמונה 

בעזרת , לאורך התפתחות פרי הלימטה
TTC .ל טור הוטענו בכgµ100 חלבון של 

מיצוי מציפת פירות בקוטר חיצוני עולה 
משמאל , מ" מ60מ ועד " מ10-החל מ
  לימין

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

בדיקת התאמה בין צביעת הפעילות : 23תמונה 
ל 'מ שהוטען פעמיים בג" מ20-30של פרי בקוטר 

ל ' כל טור הורץ במקביל פעם שניה בג.נאטיבי
SDSשהוספג , להפרדה במימד שני,  מאוזן במצב

-ו )א (Inv1 ועבר הכלאה עם נוגדנילממברנה
Inv2) נתקבלו תוצרים המקבילים לגובה , )ב

 Inv1 בתגובה לנוגדני 45kDaהצביעה בגודל 
המראה כי , Inv2 בתגובה לנוגדני 42kDaובגודל 

הצביעה ספציפית למיקום עליו מצביעים נוגדני 
Inv1ו -Inv2בתספיג .  

  
נמצאה פעילות גבוהה של ) מ" מ20-30 וכן 10-20קוטר פרי של (בפירות הצעירים של הלימטה  

הפעילות ירדה עם התפתחות הפרי ואינה נראית לעין בשלבים שלקראת הבשלה . אינברטאז חומצי

בבדיקות השוואת צביעת הפעילות לעומת סימון עם נוגדנים נראית ). מ" מ50-60 ועד 30-40קוטר (
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כאשר . ל'גבוהה המאשרת את ספציפיות הצביעה לנוכחות האינברטאזות במקום זה על הגהתאמה 

מתקבלים תוצרים בשימוש ) SDSבתוספת (ל דנאטורטיבי 'מורצים החלבונים במימד שני בתוך ג

 52kDa( והם נראים מעט קטנים מגודלם המקורי של החלבונים  )23תמונה  (Inv2 וגם Inv1בנוגדני 

 .בשל אי התאום שנוצר ביציאת החלבון מן המימד הראשון לשני, כנראה,  זאת.)ה בהתאמ45kDa-ו

נראה סימון חלש , "1אור "בהבדל מבדיקות השוואת צביעת הפעילות לסימון עם נוגדנים שנעשו בפרי 

היא , שנצפתה בלימטה, ל'מכאן שהפעילות בג". 1אור "שאינו מופיע בפרי , Inv1גם בשימוש בנוגדני 

 המזוהים על ידי, חלבוניםגורם כלשהו מונע מיתכן ש.  גם יחדInv2- וInv1ה של חלבוני ככל הנרא

 כנראה שהשפעת גורם זה קטנה יותר בלימטה. ל הנאטיבי' בגהתקדםלהיכנס ול, Inv1נוגדנים כנגד 

         ".1אור "מאשר בפרי 

  

  ן החמוץ לאורך התפתחות הלימוInv2- וInv1 -שינויים בביטוי הגנים ל .1.4.3

שנלקחו מפרחים סגורים ומפרחים , שחלות מ החלנאספו התפתחות שונים של פרי לימון חמוץשלבי ב 

 Inv1מעקב אחרי שינויים בביטוי הגנים . מ" מ50-10 של פרי עוקבים  ועד רצף של גדלי קוטרפתוחים

 אות של ה תוך סטנדרטיזציהmRNA- כימות רמת הדיינעשה על ,  לאורך התפתחות הפריInv2-ו

   .24תמונה  - הריבוזומלי הצבוע באתידיום ברומיד RNA-הרדיואקטיבי עם רמת ה

  .ב

  
  

  .ג

  

  
 –משמאל , Inv1 -מימין ,  לאורך התפתחות פרי הלימוןRNA-תבנית ביטוי הגן ברמת ה: 24תמונה 

Inv2) .ב(קטיבי גרף חישוב הביטוי היחסי בין השלבים השונים לאחר נירמול בין האות הרדיוא.) א. (
  . שחלות מפרחים פתוחים–פ "פ,  שחלות מפרחים סגורים–ס "פ) .ג( הריבוזומלי RNA-לבין כמות ה
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 שחלות מפרחים – כאשר בשלבי ההתפתחות הראשוניים . בעלי דגם ביטוי דומהInv2-ו Inv1 הגנים

ד רמה שיורדת לאורך התפתחות הפרי ע, mRNA רמתב נראה שיא, מ" מ20פתוחים ועד גודל של 

  . מ" מ40-50עם הבשלת הפרי בגודל  ואז שוב עולה מעט מ" מ35-30נמוכה ביותר בגודל של 

 שיורדת עד לרמה mRNA- כך שבחנטים נראה שיא בכמות ה,"1אור "דגם הביטוי דומה לזה שבפרי ה

. שבה ועולה לקראת הבשלת הפרי, בניגוד לתפוז הטבורי, נמוכה ביותר במהלך התפתחות הפרי ואז

לכל יחסי  באופן החלש  של שני הגניםmRNA- רמת ה,לימוןלאורך כל שלבי התפתחות ה ,עומת זאתל

דוגמאות מלימטה והוגב עם ל יחד ' הופרד בגאשר,  מלימוןRNA-ה,  לדוגמא.עד כההפירות שנבדקו 

, באופן משמעותי בלימון של האינברטאז נמוכה mRNA- רמת ה).25תמונה  (Inv1עם גלאי כנגד 

   .לאורך כל שלבי התפתחות הפרי, המוצגת בצד שמאל, ביחס ללימטה, ג מצד ימין בדוגמאהמוצ

  

  

יחס עוצמת ביטוי הגן לאינברטאז : 25תמונה 
,  על גבי ממברנהRNAברמת , Inv1 – חומצי

 מימין –לאורך התפתחות הפרי בין לימון חמוץ 
  . משמאל–לבין לימטה מתוקה 

  

  

  
  
  

 

  לאורך התפתחות הלימון החמוץInv2- וInv1החלבונים  שינויים ברמת .2.4.3
, שנלקחו מפרחים סגורים ומפרחים פתוחים,  שחלותנאספושלבי התפתחות תואמים של פרי הלימון ב

מעקב אחרי שינויים . מ" מ70מ עד " מ10-בהדרגה מ  עוליםגדלי קוטרב ציפה מתוך פירותחנטים ו

  .26תמונה כפי שניתן לראות ב, חות לאורך התפתInv2- וInv1בביטוי החלבונים 

  

  

  

  

  

  
  

  
ניתן לראות התפלגות , Inv1 -מימין . א. ביטוי החלבונים לאורך התפתחות פרי לימון: 26תמונה 

 תוצרים Inv2  – משמאל .ב. kDa42- וkDa52בגודל התוצרים החלבוניים שנותנים פסים בגדלים של 
  .חנטים - FL ,  סמן– kDa42 .M- וkDa74בגדלים של 
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 לאורך  דומהםדגם ביטוי מזהים חלבונים שInv2- וInv1הנוגדנים כנגד שני תוצרי השבטים של 

בעוד התוצר , kDa42- וkDa52תוצרים בגדלים של מזהים  Inv1הנוגדנים כנגד  .התפתחות הפרי

ו  אינ,kDa76- בגודל צפוי של כ) חומצות אמינו680~מוערך מכ(הצפוי מהשבט באורך המלא  ,שלםה

  הוערכההסימוןרמת  .kDa42- וkDa74גדלים של  תוצרים בזהים מInv2הנוגדנים כנגד . נראה כלל

מ " מ20-10  חנטים ועד גודל פרי של-בשלבי ההתפתחות המוקדמים .  התוצריםעוצמתשל  כוםספי ל

 מ" מ50-60 לאורך התפתחות הפרי עד רמה נמוכה ביותר בגודל של ת שיורדרמת החלבוןנראה שיא ב

 את תואמים החלבון שינויים אלו בכמות. מ" מ70-60עם הבשלת הפרי בגודל ת מעט ואז שוב מטפס

  . כמעט מלאבאופן mRNA-דוגמת הביטוי ברמת ה

  

  שלבים התפתחותיים שוניםהלימון בציפת פרי ב  פעילות אנזימתית.3.4.3

פעילות האנזימים , )TTC(זוליום כלוריד -פניל טטרה- טרי5,3,2הצביעות נערכו באמצעות ריאגנט 

מ עד " מ10-20מקוטר של  (נמדדה במיצויים מציפות פרי הלימון בשלבים התפתחותיים עוקבים 

התקבלה צביעה ברורה בשלבי . פ המתואר בשיטות וחומרים"ההדגרה נעשתה ע). מ" מ60-70קוטר 

לקראת הבשלת וכן צביעה חלשה יותר ) מ" מ30בפרי בקוטר חיצוני של עד (ההתפתחות הצעירים 

  .27 תמונה ,)מ" מ60-70(הפרי 

  

  
צביעת פעילות החלבונים לאורך : 27תמונה 

בכל טור . TTCבעזרת , וןהתפתחות פרי הלימ
 חלבון של מיצוי מציפת פירות gµ100הוטענו 

 70מ ועד " מ10-בקוטר חיצוני עולה החל מ
  . משמאל לימין, מ"מ
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המראה כי הצביעה , )ב( לתספיג מצד שמאל )א(בדיקת התאמה בין צביעת הפעילות : 28תמונה 
  . בתספיגInv2ספציפית למיקום עליו מצביעים נוגדני 

  
  

נמצאה פעילות גבוהה של ) מ" מ20-30 וכן 10-20 של קוטר פרי(בפירות הצעירים של הלימון 

 30-40הפעילות ירדה עם התפתחות הפרי ואינה נראית לעין בשלבים שהפרי בקוטר . אינברטאז חומצי

ישנה עליה בפעילות האנזים ונראית צביעה ) מ" מ60-70קוטר (לקראת הבשלת הפרי . מ" מ40-50-ו

ומת סימון עם נוגדנים נראית התאמה גבוהה המאשרת בבדיקות השוואת צביעת הפעילות לע .חלשה

 הדבר אושש תוך שימוש .ל' במקום זה על הגInv2את ספציפיות הצביעה לנוכחות האינברטאז 

חלבונים : השונה משיטת שני המימדים שננקטה בבדיקות הפעילות בזנים האחרים, בטכניקה פשוטה

לים 'ורצו במקביל בשני גה, )27תמונה (אשונה בדומה לצביעת הפעילות הר, מכל שלבי התפתחות הפרי

בעוד השני עבר תספיג לממברנה עליה התבצעה הכלאה עם ,  האחד עבר צביעת פעילות.נאטיביים

 ,)תוצאות לא מוצגות (Inv1עשתה גם הכלאה עם נוגדני למרות שנ. ) ב28תמונה  (נוגדני האינברטאזות

     . מראים תוצרInv2 נוגדני אך ורק
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  -יוןד-

  

   רות הדר י סוכרים בפמטבוליזם של

זאת במטרה . אותם מאפיין דגם שונה של צבירת סוכרים, בעבודה זו נדגמו פירות הדר מזנים שונים

 בפירות  הסוכרים השונה שלמטבוליזםהלנסות ולעקוב אחרי תפקידו של האינברטאז החומצי בקביעת 

, )Citrus Sinensis & reticulata (ם והמנדרינותאשר נמנים עם התפוזי, 1-ורי ואורתפוז טב. ל"ההדר הנ

 לעומתם לימטה ולימון . בוגר מכלל הסוכרים בפרי60%-50%  ביןמהווההשנחשבים כאוגרי סוכרוז 

)Citrus Limettioides & Limon(, ים הקסוזות עם רמה נמוכה רגאו הפרי  אשר עם הבשלתהדריםי זנ

ובלימון החמוץ מכלל הסוכרים בלבד  8%- הסוכרוז לכז מגיע אחו בלימטה המתוקה. סוכרוזביותר של

   ).Sinclair 1984, Tzur 1994(בפרי בשל  16%-לכ

העברת הסוכרוז  .הדרים אין קשר ישיר עם השיפהבלתאי שקיקי המיץ כי  אות מראנטומיותעדויות 

או /י ופלואמית לתוך שקיק המיץ ובין תאי שקיק המיץ עצמו נעשית דרך המסלול הסימפלסט-הפוסט

   ).Koch et al. 1990(האפופלסטי 

אנזים מסתמנת חשיבות גבוהה ל, של תאי שקיקי המיץ בפרי ההדר, בגלל הריחוק ממערכת ההובלה

פעילותו ואיתור במטבוליזם של סוכרוז והצורך להבנת הבקרה על לאור חשיבותו . חומציהז ארטבאינה

 מספריית מציז חוארטבאינל) Inv2- וInv1(ם זימיאנ-שבטים של שני איזו  בודדו,מיקומו התוך תאי

מראים הומולוגיה לאינברטאז מסיס ולכן נחשדו כאינברטאז של שבטים אלה  .טבורי של תפוז שקיקי מיץ

 בתרבית תאים של סלק סוכר נמצאו .ז מספר איזוזימיםארטבאינבמספר צמחים נמצא כי ל .החללית

 Masuda(אלה נבדלו בזיקתם לסוכרוז זימים אנ-איזו .זימים בפרקציה המסיסה והקשורהאנ-זומספר אי

et al. 1988.(  

נכשלו ולא נמצאו בסיפריה , ניסיונות למצוא שבטים המראים הומולוגיה לאינברטאז הקשור לדופן

בסיפריות , לא נמצאו שבטים המראים הומולוגיה לאינברטאז דופן, כמו כן. שהופקה מציפת הפרי

שבודדו מרקמת , בהעדר שבטים ).HarvEST( מהדרים s’EST רצפי במאגר המרכזי של, משקיקי מיץ

נערכו ניסיונות לברר את חשיבות שני , אשר מראים הומולוגיה לאינברטאז קשור דופן, ציפת פרי ההדר

  . להולכה ולאגירה של סוכרוז בפירות ההדרInv2- וInv1 –השבטים 

 
   הדר בפירות אינברטאזקום התוך תאי של י המ)1

 תאיםאגירה ב של סוכרוז וההעברתו חומצי חשיבות רבה להבנת מנגנון אינברטאזהתוך תאי של למיקום 

 פרוק וסינתזה מחדש של סוכרוז על מנת שיתאפשר מנגנון. המרוחקים ממערכת ההובלה, של שקיקי המיץ

ן  קשור לדופאינברטאזיש הכרח בהמצאות  ,)30 תמונהראה ( הדר פרי התאיצבירתו במבלע של במהלך 

לאור אי ההצלחה למצוא  .אינברטאז בחלליות פרי בוגר אוגר סוכרוזוכן איבוד פעילות  in situהתא 

, Inv2- וInv1 -ששובטו  אינברטאזהאיזוזימים של ה נבחנו שני, שבטים בעלי הומולוגיה לאינברטאז דופן

  .תכנות מיקומם גם בדופן תאי שקיקי המיץיכדי לבדוק ה
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. בלומוולד' וכנו נוגדנים באוניברסיטת דייויס והתקבלו באדיבותו של פרופכנגד תוצרי שבטים אלה ה

פירות ממיצוי חלבונים כללי מ אינברטאז הראתה כי הם מגיבים באופן ספציפי עם ,בדיקת נוגדנים אלה

אינברטאז אנזימי השל  איתור המיקום התוך תאילנוגדנים אלה שמשו  ).28- ו23, 17 ותתמונ( הדר

בזנים השונים ת אינברטאז ברמת התרגום  וכן ללימוד הבקרה על פעילוImmunolocalization באמצעות

  ).לימטה מתוקה ולימון חמוץ, 1-אור, תפוז טבורי(של פירות ההדר 

זים בין הפרקציה המסיסה חלוקת האננראית ) ראה שיטות וחומרים(על ידי מיצוי בשיטות שונות 

מוצה  ,בשיטה הראשונה .in vivo הקשור לדופן התא אינברטאזמצאות יה וניתן להוכיח לקשורה

זאת  ,NaCl 1M על ידי טלטולה בבופר עם , מרוסקתהדרפ של פירות רקיאינברטאז קשור מרקמת פר

בו עם נוגדנים יג והSDSל 'שתי הפרקציות הורצו בג, חלליות מהמסיסהז טארבאינה לאחר מיצוי כל

ז ארטנבאיאנזימי ה ים שני מצוי1-בתפוז הטבורי ובאור כי  נמצא.Inv2- וInv1ספציפיים כנגד אינברטאז 

   ).4- ו3תמונה  (הן באפופלסט והן בחללית

ראה מבוא (שיטת המיצוי העלול לנבוע מולמנוע ארטיפקט  כדי לתת משנה תוקף לתוצאות שהתקבלו

 . תאיםלדפנות in situ קשור אינברטאזעל מנת להוכיח את קיומו של   ננקטה שיטה שונה,)2 וסעיף

 תוך , חודראלקטרוני בחתכים למיקרוסקופ אינברטאזשל ה Immunolocalization הינה, השניהשיטה ה

 של וצאות המיקום ת.Immunogold labeling  אינברטאז חומצי וזיהויו באמצעותשימוש בנוגדן כנגד

מסיסה לקשורה בין הפרקציה האינברטאז  החלוקת בפרי צעיר ובוגר תאמו את בתפוז טבורי אינברטאזה

בכל החתכים אינברטאז קשור לדופן התא נראה  . והמיצויהריסוקה על ידי הפרדה בשיטת בלשהתק

הופיע ) מ" מ40בגודל קוטר פרי של (ר  צעיתפוז טבוריבחתכים של פרי  .אינברטאזשהוגבו עם נוגדן כנגד ה

 65בגודל קוטר פרי של ( בוגר יתפוז טבור פרי לעומת , התא וגם בדופן בחללית גםInv2-וInv1  של סימון

בפרי  ).10- ו9  לעומת8 תמונה( נראה סימון דלחלליות ב שבעודסימון בדופן התא  ניתן לראותשבו ) מ"מ

למקד קושי רב  היהעל כן ). 5תמונה (תם אינה רגולרית  גודל התאים הוא עצום וצורתפוז טבוריבוגר של 

שהתקבלו (נעשה שימוש בנוגדנים ספציפיים   בהן תמונותובאות מכן לע ,למדור מסוים ובכלל תמונהאת ה

הידוע כמשולב , vATPase- של חלבון הEכנגד תת יחידה חיצונית ) ר משה ראובני"באדיבותו של ד

להבדיל בין האיברונים ולהתמקם טוב יותר במרחב סימון הטונופלסט סייע . בממברנת החללית בתא

  ).7תמונה  (התאי

 , חודרזציה בחתכים למיקרוסקופ אלקטרונילוקאלי-המבוססות על אימונו, אזתוצאות מידור האינברט

דווקא בתאי . בעיקר בפרי שלפני הבשלה, באפופלסט,  של אינברטאז קשור לדופן in situמראות קיומו 

כדי לאשש תוצאות אלה ניבדק המיקום , פרי בוגר קיים הקושי למקד את התמונה למדור מסוים ובכלל

המיקום נקבע . בחתכים גם תוך שימוש במיקרוסקופ קונפוקאלי, חלבוני האינברטאזהתוך תאי של 

גם  .Inv2-ו Inv1 -לגבי שני האיזואנזימים ) מ קוטר פרי חיצוני" מ70(בפירות תפוז טבורי לקראת הבשלה 

 התא דופןבבעיקר  Inv2- וInv1  של  סימון,בוגר תפוז טבוריפרי מבחתכים ,  ניתן לראותבמקרה זה

  ).13-  ו12תמונה (
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, זאת בשל גודלם הרב של התאים,  רקמת שקיקי מיץ העדינה היתה קשה ביותרשל מיקרוסקופית בדיקה

המקשה על הקיבוע , מוהלהתאים מורכבים מאחוז גבוהה ביותר של . בהם תופסת החללית את רוב הנפח

אך ניתן .  המיקרוסקופלגבי המיקום מתוך תמונת, חד משמעית, בשל כך לא ניתן להעריך. והחיתוך

לוקליזציה נעשו -זאת מאחר שהחתכים שבהם בוצעה האימונו, להסיק ממנה באופן איכותי ובאמינות

  . תאים שלמיםאותרו באיזור בו , פנימי של הרקמה שעברה קיבועמאיזור

 את המצאותו  בפרקציה לוקאליזציה מאמתות-בשיטת האימונו  החומציאינברטאזהמידור תוצאות 

 Inv2- וInv1תוצאות אלה מאשרות כי . והמיצוי" ריסוק" בשיטת הוופרדכפי שה ,ה והקשורההמסיס

הדר ומייצגות את המצב  בפירות in vivo מים אכן קייאלא ,ארטיפקטם אינ דפנות התאיםל הקשורים

  .ו התפתחותהקיים בפרי לאורך כל שלבי

  

  בפרי של האינברטאז) mRNA(בקרה ברמת השעתוק  )2

בכל הזנים שנבדקו . ם השונים הזני של של האינברטאז נמדדה לאורך התפתחות הפריmRNA-הרמת 

 , והתפוז הטבורי1-בזני האור .Inv2- וInv1 זהה כמעט לחלוטין בין RNA- שדגם הביטוי ברמת הנמצא

 בפרי בוגרבעוד ש, גבוהה בפרי צעיר רמה של שני שבטי האינברטאז בmRNAנמצא  ,האוגרים סוכרוז

, בלימטה המתוקה לעומת זאת ).18-  ו14תמונה  (שני האיזוזימים של RNA- בכמות הרידה גדולהי ראיתנ

כי בפרי הצעיר היתה רמה נמוכה ובפרי בוגר נמצאה עליה גדולה ביותר בכמות  נמצא ,האוגרת הקסוזות

- שבאורבלימון חמוץ נראה ביטוי דומה לזה ).20ה תמונ( האינברטאז אנזימים של-האיזו של שני RNA-ה

 שיורד עד לרמה נמוכה ביותר במהלך התפתחות הפרי ואז mRNA-כך שבחנטים נראה שיא בכמות ה, 1

  ). 24תמונה (שב ועולה מעט לקראת הבשלת הפרי 

. מראה שונות גבוהה בין זני ההדרים שנבדקו, ברמת תוצרי השעתוק, לאורך התפתחות הפרי דגם הביטוי

נים חלבוהלכמות היא הושוותה , mRNA-טאז בתא מושפע מרמת הכדי ללמוד האם המשך ביטוי האינבר

השקלול כלל כימות של כל התוצרים . Immunoblot-שנמצאה בהמסיס  אינברטאזשל ה המשוקללת

 mRNA-בהשוואה זו ניתן לראות כי בהתאם לכמות ה). 29תמונה (לרבות תוצרי הפירוק , שזוהו בכל שלב

כאשר יורדת כמות .  המשוקלליםInv2- וInv1 רמת ביטוי חלבוני עוקבת, לימטה ולימון, 1-שבפרי אור

הדבר מתבטא בפחות חלבון בפועל ולהיפך ,  ובלימון1-באור, תוצר השעתוק לאורך התפתחות הפרי

 ישנה עליה Inv1-ב  כי29תמונה ניתן לראות בגרף אשר ב,  יוצא מן הכלל הוא התפוז הטבורי.בלימטה

 דווקא בשלבים Inv2-ואילו ב.  דווקא יורדתRNA-בעוד רמת ה, ריבכמות החלבון עם התבגרות הפ

על אף ההשוואה . נראית ירידה בכמות החלבון המשוקלל,  בשיאהRNA-המוקדמים כאשר רמת ה

, שנתמכת בתוצאות השוואה מקיפה יותר, מסתמנת אי התאמה בולטת,  לחלבוןRNA-החסרה בין ה

מן הסכימה ). תוצאות אינן מוצגות(ה חוסר התאמה דומה בלומוולד ומציג' שנעשתה במעבדתו של פרופ

כי כמות חלבוני האינברטאז מבוקרת ברמת השעתוק של שני , מבחינה איכותית, המוצגת ניתן להסיק

שבתפוז הטבורי הבקרה אינה נעשית ברמה זו , כנראה, לעומת זאת. לימון ולימטה, 1-בזנים אור, השבטים

  ).Roitsch et al.) 2004 שהציעו כפי,  שעתוקי–אלא באופן פוסט 
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של  ,נים המשוקללתחלבוה לכמות  של שני האיזוזימיםmRNA-השוואה איכותית בין רמות ה : 29 תמונה
, השקלול כלל כימות של כל התוצרים שזוהו בכל שלב( immunoblot-שנמצאה ב, המסיס אינברטאזה

מלמעלה בכוון (לימטה ולימון , 1-אור, ז טבורילאורך שלבי התפתחות של תפו, )לרבות תוצרי הפירוק
 שחלות מפרחים –פ "פ,  שחלות מפרחים סגורים– CFO/ס"פ. 2INV -למטה , 1INV –למעלה ). השעון
    . חנטים– FL, פתוחים

R
at

io
R

at
io

R
at

io

Inv2

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20-30

30-35
30-4

0
40

-52
50-60

60-70

RNA
Prot

Or-1

0
10
20
30
40
50
60

פ"פ "ס
פ
טים
חנ

 10
-15

 15
-20

 20
-25

 30
-40

 40
-45

 45
-50

 50
-55

 60
-70

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

Inv2

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20-30

30-35
30-4

0
40

-52
50-60

60-70

RNA
Prot

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20-30

30-35
30-4

0
40

-52
50-60

60-70

RNA
Prot

Or-1

0
10
20
30
40
50
60

פ"פ "ס
פ
טים
חנ

 10
-15

 15
-20

 20
-25

 30
-40

 40
-45

 45
-50

 50
-55

 60
-70

Or-1

0
10
20
30
40
50
60

פ"פ "ס
פ
טים
חנ

 10
-15

 15
-20

 20
-25

 30
-40

 40
-45

 45
-50

 50
-55

 60
-70

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

Inv1

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Or-1

0

10

20

30

40

50

60

"פ
פ

"ס
פ
טים
חנ

 10
-1

5

 15
-2

0

 20
-2

5

 30
-4

0

 40
-4

5

 45
-5

0

 50
-5

5

 60
-7

0

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20

-30
30

-35
30

-40
40

-52
50

-60
60

-70

RNA
Prot

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

Inv1

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Activity

RNA not 
measured

Prot not 
measured

Or-1

0

10

20

30

40

50

60

"פ
פ

"ס
פ
טים
חנ

 10
-1

5

 15
-2

0

 20
-2

5

 30
-4

0

 40
-4

5

 45
-5

0

 50
-5

5

 60
-7

0

Or-1

0

10

20

30

40

50

60

"פ
פ

"ס
פ
טים
חנ

 10
-1

5

 15
-2

0

 20
-2

5

 30
-4

0

 40
-4

5

 45
-5

0

 50
-5

5

 60
-7

0

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Lemon

0

10

20

30

40

50

60

"ס
פ

"פ
פ

10
-20

20
-25

25
-30

30
-35

40
-50

50
-60

60
-70

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20

-30
30

-35
30

-40
40

-52
50

-60
60

-70

RNA
Prot

Limeta

0
10
20
30
40
50
60

CFO FL
20

-30
30

-35
30

-40
40

-52
50

-60
60

-70

RNA
Prot

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

Naval

0

10

20

30

40

50

60

פ"ס פ"פ חנטים 20 30 40 50 70 80

R
at

io



 73

   Inv2-  וInv1חוסר התאמה בין רמת החלבונים ופעילות  )3

ל פוליאקרילאמיד בנוכחות ' נקבע בג,גדניםשזוהו על ידי הנו ,זארטנבאיחלבוני ה המולקולרי של םמשקל

SDS74- ב ונמצא כי הפס העיקרי מופיעkDa76- ובkDa  לגביInv1ו -Inv2 בנוסף ).4תמונה ( בהתאמה 

יש , ) ואף קטנים מכך55kDa ,47kDa ,42kDa ( בעלי משקל מולקולרי נמוך יותר אחדים חלבוניםמצאונ

תמיכה להנחה זו נמצאת בהתאמה שנעשתה בין צביעת . להניח שאלה הם תוצרי פירוק של החלבון השלם

 ניתן 17תמונה ב. שבו זוהו תוצרים על ידי הנוגדנים, לבין תספיג, ל הנאטיבי'פעילות האינברטאז בג

אשר משקלו המולקולרי קרוב , ל הנאטיבי זוהה תוצר יחיד'לראות כי במקום שבו נצפתה הפעילות בג

לעומת זאת במקום שזוהו . ל הדנטורטיבי'בוה ביותר שזוהו בגיותר לתוצרים במשקל המולקולרי הג

, כנראה, איבוד הפעילות נובע. ל הנאטיבי'לא נראית פעילות בג, תוצרים במשקל המולקולרי הנמוך

  . מהיותם חלקים שהתפרקו מן החלבון השלם

 kDa -דה זו  קרוב לאלו שנמצאו בעבובמשקל מולקולרי ,זה מכבר בודד חלבון אינברטאז שלם מהדרים

69 )Kato et al. 1978(, ולרי היהק נמצא כי משקלו המול מסיס מעגבניהבניקוי אינברטאז kDa 75 

)Nakagawa et al. 1971 ( מולקולריובעבודה מאוחרת יותר בעגבניה נמצאה מודיפיקציה שלו במשקל 

kDa 52) Miron et al. 2002.( במשקל מולקולרי מפירות אגס יפני kDa 80) Hashizume 2003 .( וממלון

 .kDa 25 )Lester et al- וkDa 75 ,kDa 52 ,kDa 38בודדו מספר יחידות של אינברטאז מסיס בגדלים של  

2001.(   

  שמתקבלת של האנזים המסיסה הגבוה הפעילות.ין הזנים השוניםלא שונה בהרבה בהפעילות בפרי צעיר 

in vitro, צעיר לות האמיתית בפריאת הפעיככל הנראה מייצגת , בכל הזנים  in vivo . בעבודות דומות

רמות גבוהות של פעילות אינברטאז מסיס בשלב : בהדרים דווח על תוצאות פעילות זהות לממצאים כאן

באשכולית נראית ירידה חדה ברמות פעילות ). 27-  ו22, 16תמונה (ההתפתחותי הראשון של פירות ההדר 

מגמה דומה של ירידה בפעילות האנזים עם ). Lowel 1989(ים האנזים עם המעבר לשלב התארכות התא

עם זאת עליה מחודשת ברמת פעילות האנזים ). Kubo et al. 2001(התפתחות הפרי נראית בסטצומה 

לאחר הירידה האופיינית בפעילות , )Tzur et al. 1992(מופיעה במינאולה ובמורקוט בשלב הבשלת הפרי 

אשר , עליה מחודשת נראית גם בפעילות חלשה של אינברטאז. שוניםהאנזים שבין שני השלבים הרא

  ).27תמונה (נתקבלה בפרי בוגר של לימון 

אינה  ,)21-  ו19, 15 תמונה (Immunoblot- כפי שנמצאה ב, מסיסאינברטאזשל המשוקללת רמת החלבון 

רות צעירים בלבד  פעילות חזקה זוהתה בפי).27-  ו22, 16תמונה (המסיס אינברטאז  לפעילות התואמת

אשר לעיתים הראו דווקא עליה ברמתם עם התבגרות ,  והחלבוניםmRNA-וללא קשר לדגם ביטוי ה

- וkDa76מולקולרי של אך נמצא כי עם התבגרות הפרי נעלמים האנזים במשקל ה. בלימטה למשל, הפרי

kDa74) ל- Inv1ו -Inv2ב ,ומופיעים החלבונים במשקל הנמוך יותר)  בהתאמה-Inv1 בגדלים kDa55ו -

kDa47וב -Inv2 בגודל kDa42 , החשודים כשברים של החלבון השלם וכנראה שמאבדים את פעילותם

 נובעים במהלך ההתפתחות המסיס אינברטאז על כן נראה כי ההבדלים בפעילות ה).26- ו19, 15תמונה (
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 אינברטאזעילות של  עובדה זו מחזקת את האפשרות שאיבוד הפ.החלבון של האנזיםברמת משינויים 

  . שינוי בתנאי הסביבה בחללית כתוצאה ממתרחש הוא תהליך התפתחותי ההדר ותריחומצי מסיס בפ

 inשעתה ידוע כי הם נמצאים בה , ניסיונות להראות פעילות של האינברטאז בפרקציה הקשורה לדופן

situ ,תפקדים בתהליכי ראה שהם מכנ, בל פעילות מן הדופןעל אף אי ההצלחה לק. נתקלו בקשיים טכניים

  . ההולכה והאגירה של הסוכרוז בשלבים שבהם אובדת פעילות האינברטאז בחללית

דרמטית  ה ירידהישנ, גירת הסוכרוז במקביל לא,ות קודמות נמצא כי בהדרים צוברי סוכרוזבעבוד

בנוסף  .יתכן שתפקידו לשמר את רמת הסוכרוז הגבוהה הנצברת בפרי. מסיס האינברטאזהפעילות ב

אשר אחראי עיקרי לסינתזה של , מתועדת עליה בפעילות סוכרוז סינתאז וסוכרוז פוספאט סינתאז

 Tzur(נראה כי גם הם תורמים לאגירת הסוכרוז בכך ששומרים על רמתו הגבוהה הנצברת בפרי , סוכרוז

עם  .)Kato et al. 1978 ( גבוהה יחסיתפרי חומצי מסיס באינברטאז פעילות ,בשלב הגדילה). 1994

 תופעה דומה נמצאה ).Koch 2004(האינברטאז המסיס פעילות  אובדת, בפרי אגירת הסוכרוז התגברות

 Schaffer(פפינו , )Schaffer et al. 1985, Lingle et al. 1987(כגון מלון  ברקמות אוגרות סוכרוז נוספות

et al. 1989(, סלק סוכר  )Hatch et al. 1963  (עגבניהו )Yelle et al. 1988, Miron et al. 2002(. בניגוד 

 קשור אינה משתנה אינברטאז פעילות ,הסוכרוזרטז מסיס אשר אובדת עם תחילת אגירת בלפעילות אינ

     .הסוכרוזגם בשלב אגירת זהה  ונותרת ההדרבמהלך התפתחות פרי 

  הופעת מעכבותאפשרות של הפסקת פעילות האינברטאז בחללית בעקב, יהיה מעניין לבדוק בעתיד

שבו קיים מעכב ספציפי ) Greiner et al. 1998(טבק :  כגוןכפי שנמצא בצמחים אחרים. ספציפי למדור זה

שבין , נראה שההבדל ברמת הפעילות של האינברטאז בהם ,)Husain et al. 2001(לאפופלסט ובעגבניה 

משתנה לאורך   אשר ביטויםנגרם על ידי שינויים בכמות החלבונים המעכבים, שלבי התפתחות הפרי

  .ההתפתחות בהתאם לכל איבר בצמח

  

     סוכרוז ה שלאגירהובלה ו  המנגנון המטבולי ל)4

 שעשוי להסביר , מנגנון ביוכימיקיום ותוצאות שעלו בעבודה זו מצביעים על קודמיםממצאים שילוב של 

. קים מסיסים לריכוז גבוההמוצ צבור סוכרוז ועל ידי כך לאגור ל1-התפוז הטבורי ואוראת היכולת של 

 מנגנון שנה הוצע ה35כבר לפני  . של הסוכרוז במהלך קליטתו לתאיםמנגנון זה כולל פרוק וסינתזה מחדש

 חומצי אינברטאז שקליטת הסוכרוז מעוכבת כאשר פעילות כחשבו הו, לגבי קליטת סוכרוז בקנה סוכר

יכול לעבור  הסוכרוז ,המנגנון על פי ).Bowen et al. 1972(הקשור לדופן התא מעוכבת על ידי נוגדן כנגדו  

רק להקסוזות על ידי והוא מפבאפופלסט , )Koch et al. 1990(בין תאי המבלע בצורה אפופלסטית 

שם הם מסונתזים מחדש , קלטים לציטופלסמהנתוצרי הפרוק . ז חומצי הקשור לדופן התאארטבאינ

עדר  והסוכרוז שמתקבל נאגר בחללית בה,קם בציטופלסמה פוספט סינתז שממולסוכרוז על ידי סוכרוז

     .)30 תמונה(ז חומצי מסיס ארטבפעילות אינ
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 כפי שמוצע ,ז במהלך קליטתו לפרי תיאור סכמטי של מנגנון הפירוק וסינתזה מחדש של סוכרו :30 תמונה
 ,ז גלוקו-G ,ז סוכרו-S .)וגרפרי ב (  בשלב בו נאגר הסוכרוז)1-תפוז טבורי ואור(זנים אוגרי סוכרוז לגבי 

F- זפרוקטו ,SPS-סוכרוז פוספט סינתאז .   
  

) 1: ממצאים אלה מתבססות על סמך ,בולית של אגירת סוכרים המערכת המטלגבי, המסקנות העיקריות

וק פיר .מהווה תנאי לקיום המנגנוןהתפתחות הפרי ז חומצי הקשור לדופן התא במהלך ארטב איננוכחות

 .Lalonde et al(לתא  הסוכרוז כניסתוכרוז באתר ריכוזים של סה מפל תרי לשמחיוני לסטאפופבוכרוז הס

ה והופרדה לפרקציה של קסורש במיצוי מרקמהן  לדופאינברטאז הקשור נוכחות של ה נמצא-) 2003

 in situ שם מים ממוקInv2- וInv1שבטים של  הבנוסף הוכח כי תוצרי ).4תמונה (חלבונים קשורים 

   ).9 תמונה(

על מנת שיאגר ,  הסוכרוזים מסנתזמי של האנזיהלות ברמפעיעליה ב עשויה להיות חשיבות ל)2          

 ,בוגרהדר  בפרי )SPS (זאתנסוכרוז פוספט סיסוכרוז סינתאז ובעיקר  של גבוההפעילות קיימת  - סוכרוז

  . )Tzur et al. 1992 (ינתזה מחדש של הסוכרוז שנקלטשיכולה לאפשר ס

של   השלםחלבון ה- אינברטאז חומצי מסיס כתנאי הכרחי אגירת סוכרוז קשורה באיבוד פעילות )3          

הבקרה על העלמות זו הינה  . נעלמים בפרי בוגרהןן הפעילות של המסיס בחללית וכאינברטאזה

-ב) 18תמונה ( mRNA-ברמת ה, )16 תמונה(כפי שנמצא בבדיקות פעילות , תהתפתחותי

immunolocalization) אינברטאז על ההתבטאות של הגן ל כנראהכאשר הבקרה היא ,)10-  ו9 תמונה.  

 והבקרה על פעילות in situ חומצי אינברטאזמיקום התוך תאי של ה שבחנו את וייםוצאות הניסת

ית המסוגלת לתמוך במנגנון  קיימת מערכת ביוכימתפוז טבורי על כך שבפרי בוגר של ותמצביע, זארטבניא

ם י לאגור סוכרוז ועל ידי כך לצבור כמות מוצקים מסיסתפוז טבורי כל אלה עשויים לאפשר לפרי של .זה

בלימטה המתוקה  וחסרים 1-אור-בתפוז הטבורי ובנראה כי שילוב של מספר מרכיבים הקיימים . גבוהה

ד הגורמים  אח.וז גבוה לצבור מוצקים מסיסים לריכ1-לתפוז הטבורי ואור מאפשרים ,לימון החמוץוב

   .לת לאגור סוכרוז במהלך התפתחות הפרי הוא היכו,םהמשמעותיי
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 הצעות לבקרה על התבטאות הגנים בזני הדרים שונים
, קשר זה. נראה יחס הפוך בין רמת צבירת החומצה לביטוי הגנים לאינברטאז, 1-בתפוז הטבורי ובאור

אשר , מצה הנצברת הינה חומצה ציטריתמתבסס על העובדה כי בפירות ההדר החו, לרמת החומצה בפרי

הפעילות במעגל לייצור החומצות האורגניות נמצא בהמשך . TCA-מהווה תוצר ישיר של מעגל ה

לכן מוצע . שמקורו הבלעדי הוא מפירוק הסוכרוז על ידי האינברטאז בתא, לגליקוליזה המוזנת בגלוקוז

מתפקדת כמעכב ,  המשך לפירוק הסוכרוזבהיותה תוצר, כי יתכן שהחומצה הציטרית, לראשונה, כאן

 RNA- אף ניתן להבחין בעליה קטנה ברמת ה1-בזן אור. כאשר זאת נמצאת בעודף, לביטוי האינברטאז

  . בדיוק כאשר רמת החומציות בפרי יורדת, של שני שבטי האינברטאז לקראת ההבשלה

כי בפרי הצעיר היתה  נמצא ,הקסוזות תאוגרו שאינה צוברת חומצה כלל, בלימטה המתוקה לעומת זאת

ה תמונ( של שני איזוזימי האינברטאז RNA-רמה נמוכה ובפרי בוגר נמצאה עליה גדולה ביותר בכמות ה

גורמת בלימטה ,  המקודד לאינברטאזmRNA-יתכן שההשפעה המבקרת של החומצה על רמת ה ).20

  .לעלייתו העקבית במשך כל שלבי התפתחות הפרי עד ההבשלה

 שיורדת mRNA-כך שבחנטים נראה שיא בכמות ה, 1-אמנם נראה ביטוי דומה לזה שבאור, וץבלימון חמ

, אך). 24תמונה (עד לרמה נמוכה ביותר במהלך התפתחות הפרי ואז שבה ועולה לקראת הבשלת הפרי 

באופן ,  של שני האיזוזימים לאינברטאז חלשה במהלך כל שלבי התפתחות הלימון החמוץmRNA-רמת ה

לחיזוק ). 25תמונה  –לעומת לימטה מתוקה שלא צוברת חומצה (יתר זני הפירות שנבדקו כל ליחסי 

יתכן שהחומצה הנצברת בלימון כבר בשלבים המוקדמים של התפתחות הפרי ונשמרת , ההנחה גם כאן

נשמרת , המקודד לאינברטאז, RNA-לכן כמות ה. מהווה גורם מעכב ברמת השעתוק, קבועה בהמשך

. אין בלימון אגירה של סוכרוז, על אף העיכוב בביטוי האינברטאז. ך כל התפתחות הפרינמוכה לאור

אשר גורמת לפירוק הספונטני של , ההסבר לעובדה זו טמון בהשפעה נוספת שיש לחומציות הרבה בלימון

כפי שהודגם , על ידי הצטברות החומצה, פעילות האינברטאז כמפרק הסוכרוז" מוחלפת"בכך . הסוכרוז

  ).Echeverria 1990(עבר בפירות של ליים חמוץ ב
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-Abstract- 
 

The internal taste quality of citrus fruits is mainly determined by the TSS (total soluble 

solids) to acid ratio, which varies among different varieties during maturation. Sugar 

accumulation is affected by the activity of enzymes playing a role in sugar metabolism. 

Sucrose breakdown and compartmentalization directly affect assimilates import 

capabilities and determine the sink strength of the juice sacs. In this work, we focused on 

invertases, which catalyse the irreversible hydrolysis of sucrose to glucose and fructose. 

Invertase gene family includes a few types of invertases, cell wall, cytosolic and vacuolar 

enzymes.  

In a preliminary work, two clones, Inv1 and Inv2, were isolated from Navel orange 

(Citrus sinensis [L.] Osbeck) juice sacs cDNA library.   These clones were found to be 

highly homologous to acid soluble invertase genes from other plants. Although it was 

attempted, no clones showing homology to cell wall bound enzymes were isolated from 

the juice sac library. Similarly, no clones showing homologies to cell wall invetases were 

found in pulp libraries deposited in the citrus EST database. The aim of this work was to 

investigate the expression of these two clones, analyze their protein level and invertase 

activity during fruit development.  An additional aim was to examine the localization of 

their products in the juice sacs cells. 

In this work, we studied four varieties with different sugar accumulation characteristics: 

Or-1 (Citrus reticulata x temple) Mandarin and Navel Orange (Citrus sinensis [L.] 

Osbeck), in which sugars reached up to 80% of the TSS, and their ratio between reducing 

sugars and sucrose was approximately 1:1 at the mature fruit; the two other varieties were 

Limetta (Citrus limmetioides) and sour lemon (Citrus limon [L.] Burm), in which sugars 

consist about 20% of the TSS at maturation, and the ratios between reducing sugars and 

sucrose were 12:1 and 6:1, respectively.  
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The mRNA of the two clones displayed similar pattern of expression throughout fruit 

development. However, different patterns were detected while the various varieties where 

compared. Or-1 and Naval oranges showed a peak in their mRNA levels in young fruits 

while the mRNA levels in Limetta showed a gradual increase during fruit development. 

The mRNA levels in lemon were very low during all stages of fruit development, 

suggesting that citric acid accumulation affected the transcripts levels of the two invertase 

clones.  

Antibodies generated against short peptides of Inv1 and Inv2 (By E. Blumwald, UC 

Davis) were used to examine the protein levels of the clones’ products and their 

regulation. In Or-1, Limeta and Lemon fruits, changes in the protein levels paralleled 

usually the pattern of the mRNA throughout fruit development, suggesting transcriptional 

control of both isozymes.  However, in Navel orange changes in the protein levels of 

Inv1 and Inv2 did not correspond that of the mRNAs, suggesting another mode of 

control, most likely, at the post transcriptional level.  

The expected molecular weights of Inv1 and Inv2 proteins were 74kDa and 76kDa, 

respectively. However, in addition to these bands, protein bands of lower molecular 

weights (55kDa, 47kDa, 42kDa and lower) were detected by immunoblot analyses. . 

These represented, most likely, degradation products of the full-length proteins.  Indeed, 

in most cases, the activity of invertase was detected during developmental stages where 

full-length enzymes were detected, i.e., in small fruits.  Since the activity of invertase did 

not necessarily paralleled the mRNA or protein levels (including the degradation 

products) it was concluded that post-translational control was a major mode of regulation 

of invertase activity during fruit development.   

Antibodies against Inv1 and Inv2 proteins were used to study the intra-cellular 

localization of the two clones’ products using two methods, cell fractionation and 

microscopy. The fractionation experiments showed that towards fruit maturation of Or1 

mandarin and navel orange a cross reaction was obtained not only in the soluble fraction, 

but also in the cell wall-bound protein fraction.  Similarly, immuno-EM and confocal 

microscopy also demonstrated that some label could be detected in association with the 

cell wall.  
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These results provide support for previous works which demonstrated that inveratses are 

present in the cell wall of the juice sac cells, suggesting that sucrose hydrolysis occurs at 

the apoplasm of the juice sac. Therefore, at least part of the sucrose movement between 

the sink cells is apoplastic.  The hydrolysis products, glucose and fructose, enter the 

cytoplasm, where they are probably converted back into sucrose by the sucrose phosphate 

synthase. The produced sucrose is being stored at the vacuole, during sugar accumulation 

stages when that activity of acid soluble invertase is barely detectable. The Comparison 

between the different varieties in relation to invertase expression, protein level and 

activity throughout fruit development is discussed in light of its possible role in sugar 

accumulation. 

  
 



 IV

                       References  

Arnold WN (1965) Beta-Fructofuranosidase from Grape Berries. Biochimica Et 
Biophysica Acta 110: 134-47 

Arnold WN (1966) A Column Method for Enzymic Characterization of Coarse 
Cellular Fractions - Application to Insoluble Beta-Fructofuranosidase from 
Grape. Archives of Biochemistry and Biophysics 113: 451-6 

Avigad G (1982) Sucrose and other disaccharides. In FAL W.Tanner, ed, 
Encyclopedia of Plant Physiology, Vol 13A, Springer-Verlag Berlin 
Heidelberg, pp 217-327 

Barber GA (1985) The Equilibrium of the Reaction Catalyzed by Sucrose 
Phosphate Synthase. Plant Physiology 79: 1127-1128 

Baud S, Vaultier MN, Rochat C (2004) Structure and expression profile of the 
sucrose synthase multigene family in Arabidopsis. Journal of Experimental 
Botany 55: 397-409 

Bowen JE, Hunter JE (1972) Sugar Transport in Immature Internodal Tissue of 
Sugarcane .2. Mechanism of Sucrose Transport. Plant Physiology 49: 
789-& 

Chapman J, Mcgarry A, Carmignac DF, Gahan PD (1988) Cytochemical 
Methods for the Localization of Invertase Activity in Plant-Tissues. 
Histochemistry 90: 215-217 

Cheng WH, Taliercio EW, Chourey PS (1996) The Miniature1 seed locus of 
maize encodes a cell wall invertase required for normal development of 
endosperm and maternal cells in the pedicel. Plant Cell 8: 971-983 

Cook MG, Evans LT (1983) The Roles of Sink Size and Location in the 
Partitioning of Assimilates in Wheat Ears. Australian Journal of Plant 
Physiology 10: 313-327 

Daie J (1984) Characterization of Sugar-Transport in Storage Tissue of Carrot. 
Journal of the American Society for Horticultural Science 109: 718-722 

Daie J (1985) Carbohydrate partitioning and metabolism in crops. hort. rev. 7: 
69-107 

Damon S, Hewitt J, Nieder M, Bennett AB (1988) Sink Metabolism in Tomato 
Fruit .2. Phloem Unloading and Sugar Uptake. Plant Physiology 87: 731-
736 

D'Aoust MA, Yelle S, Nguyen-Quoc B (1999) Antisense inhibition of tomato 
fruit sucrose synthase decreases fruit setting and the sucrose unloading 
capacity of young fruit. Plant Cell 11: 2407-2418 

Dick PS, Aprees T (1975) Pathway of Sugar-Transport in Roots of Pisum-
Sativum. Journal of Experimental Botany 26: 305-314 

Doehlert D. C. CPS (1991) Possible roles of sucrose synthase in sink function. 
In SD J.L. Bonnemain, W.J. Lucas, J. Dainty, ed, Recent Advances in 
Phloem Transport and Assimilate Compartmentation. Oest Editions, 
France, pp 187-195 

Doehlert DC (1990) Distribution of Enzyme-Activities within the Developing 
Maize (Zea-Mays) Kernel in Relation to Starch, Oil and Protein 
Accumulation. Physiologia Plantarum 78: 560-567 

 



 V

Doehlert DC, Felker FC (1987) Characterization and Distribution of Invertase 
Activity in Developing Maize (Zea-Mays) Kernels. Physiologia Plantarum 
70: 51-57 

Echeverria E (1990) Developmental Transition from Enzymatic to Acid-
Hydrolysis of Sucrose in Acid Limes (Citrus-Aurantifolia). Plant Physiology 
92: 168-171 

Echeverria E, Gonzalez PC, Brune A (1997) Characterization of proton and 
sugar transport at the tonoplast of sweet lime (Citrus limmetioides) juice 
cells. Physiologia Plantarum 101: 291-300 

Edelman J, Hall MA (1965) Enzyme Formation in Higher-Plant Tissues - 
Development of Invertase and Ascorbate-Oxidase Activities in Mature 
Storage Tissue of Helianthus Tuberosus L. Biochemical Journal 95: 403-& 

Eschrich W (1980) Free Space Invertase, Its Possible Role in Phloem 
Unloading. Berichte Der Deutschen Botanischen Gesellschaft 93: 363-378 

Ewing EE, Devlin M, Mcneill DA, Mcadoo MH, Hedges AM (1977) Changes in 
Potato-Tuber Invertase and Its Endogenous Inhibitor after Slicing, 
Including a Study of Assay Methods. Plant Physiology 59: 925-929 

Faye L, Berjonneau C, Rollin P (1981) Studies on Beta-Fructosidase from 
Radish Seedlings .1. Purification and Partial Characterization. Plant 
Science Letters 22: 77-87 

Felker FC, Shannon JC (1980) Movement of C-14-Labeled Assimilates into 
Kernels of Zea-Mays-L .3. An Anatomical Examination and Micro-Auto-
Radiographic Study of Assimilate Transfer. Plant Physiology 65: 864-870 

Fondy B.R. GDR (1983) Control of export and partitoning among sinks by 
allocation of products of photosynthesis in source leaves. In DGB D.D. 
Randall, R.L. Larson, B.J. Rapp, ed, Current Topics in Plant Biochemistry 
and Physiology, Vol 2, University of Missouri U.S.A., pp 33-42 

Frary A, Nesbitt TC, Frary A, Grandillo S, van der Knaap E, Cong B, Liu JP, 
Meller J, Elber R, Alpert KB, Tanksley SD (2000) fw2.2: A quantitative 
trait locus key to the evolution of tomato fruit size. Science 289: 85-88 

Fridman E, Carrari F, Liu YS, Fernie AR, Zamir D (2004) Zooming in on a 
quantitative trait for tomato yield using interspecific introgressions. 
Science 305: 1786-1789 

Fridman E, Pleban T, Zamir D (2000) A recombination hotspot delimits a wild-
species quantitative trait locus for tomato sugar content to 484 bp within 
an invertase gene. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 97: 4718-4723 

Frost GM, Greenshi.Rn, Teale FWJ (1968) Some Properties of Beta-
Fructofuranosidases Partially Purified from Phaseolus Vulgaris and 
Solanum Tuberosum. Biochemical Journal 107: 625-& 

Geigenberger P, Stitt M (1993) Sucrose Synthase Catalyzes a Readily 
Reversible-Reaction Invivo in Developing Potato-Tubers and Other Plant-
Tissues. Planta 189: 329-339 

Geiger D.R. SSA (1975) Effects of temperature, anoxia and other metabolic 
inhibitors on translocation. In JAM M.H. Zimmerman, ed, Encyclopedia of 
Plant Physiology, Vol 1, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, pp 256-286 



 VI

Giaquinta RT (1977) Sucrose Hydrolysis in Relation to Phloem Translocation in 
Beta-Vulgaris. Plant Physiology 60: 339-343 

Giaquinta RT (1979) Sucrose Translocation and Storage in the Sugar-Beet. 
Plant Physiology 63: 828-832 

Giaquinta RT, Lin W, Sadler NL, Franceschi VR (1983) Pathway of Phloem 
Unloading of Sucrose in Corn Roots. Plant Physiology 72: 362-367 

Gifford RM, Evans LT (1981) Photosynthesis, Carbon Partitioning, and Yield. 
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 32: 485-
509 

Glasziou KT, Gayler KR (1972) Storage of Sugars in Stalks of Sugar-Cane. 
Botanical Review 38: 471-490 

Goetz M, Godt DE, Guivarc'h A, Kahmann U, Chriqui D, Roitsch T (2001) 
Induction of male sterility in plants by metabolic engineering of the 
carbohydrate supply. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America 98: 6522-6527 

Goldschmidt E. Eliezer Koch KE (1996) Citrus. In AAS E. Zamski, ed, 
Photoassimilate Distribution in Plants and Crops, Vol 34. Marcel  Dekker 
Inc., New York, pp 797-823 

Goldschmidt EE, Branton D (1977) Vacuoles as Sugar Storage and 
Transformation Organelles in Beet Root. Plant Physiology 59: 104-104 

Goupil P, Croisille Y, Croisille F, Ledoigt G (1988) Jerusalem Artichoke 
Invertases - Immunocharacterization of a Soluble Form and Its Putative 
Precursor. Plant Science 54: 45-54 

Greiner S, Krausgrill S, Rausch T (1998) Cloning of a tobacco apoplasmic 
invertase inhibitor - Proof of function of the recombinant protein and 
expression analysis during plant development. Plant Physiology 116: 733-
742 

Griffith SM, Jones RJ, Brenner ML (1987) In vitro Sugar-Transport in Zea-
Mays-L Kernels .1. Characteristics of Sugar Absorption and Metabolism 
by Developing Maize Endosperm. Plant Physiology 84: 467-471 

Hatch M.D. SJA, Glasziou KT (1963) Sugar accumulation cycle in sugar cane. 
I.Studies on enzymes of the cycle. Plant Physiology 38: 338-343 

Hawker JS (1969) Insoluble Invertase from Grapes - an Artifact of Extraction. 
Phytochemistry 8: 337-& 

Hawker JS (1985) Sucrose. In RAD P.M. Day, ed, Biochemistry of Storage 
Carbohydrates in Green Plants. Academic Press, London, pp 1-49 

Heyer AG, Raap M, Schroeer B, Marty B, Willmitzer L (2004) Cell wall 
invertase expression at the apical meristem alters floral, architectural, and 
reproductive traits in Arabidopsis thaliana. Plant Journal 39: 161-169 

Ho LC (1979) Regulation of Assimilate Translocation between Leaves and Fruits 
in the Tomato. Annals of Botany 43: 437-448 

Ho LC (1988) Metabolism and Compartmentation of Imported Sugars in Sink 
Organs in Relation to Sink Strength. Annual Review of Plant Physiology 
and Plant Molecular Biology 39: 355-378 

 
 



 VII

Ho LC, Lecharny A, Willenbrink J (1991) Sucrose cleavage in relation to import 
and metabolism of sugars in sink organs. In SD J.L. Bonnemain, W.J. 
Lucas, J. Dainty, ed, Recent Advances in Phloem Transport and 
Assimilate Compartmentation. . Oest Editions, France, pp 178-185 

Ho LC, Shaw AF (1977) Carbon Economy and Translocation of C-14 in Leaflets 
of 7Th Leaf of Tomato during Leaf Expansion. Annals of Botany 41: 833-& 

Huber SC, Israel DW (1982) Biochemical Basis for Partitioning of 
Photosynthetically Fixed Carbon between Starch and Sucrose in Soybean 
(Glycine-Max-Merr) Leaves. Plant Physiology 69: 691-696 

Hughes DL, Bosland J, Yamaguchi M (1983) Movement of Photosynthates in 
Muskmelon Plants. Journal of the American Society for Horticultural 
Science 108: 189-192 

Huisinga B (1979) Control of Loading and Unloading by Turgor Regulation in 
Long-Distance Transport. Acta Botanica Neerlandica 28: 67-72 

Hurd RG, Gay AP, Mountifield AC (1979) Effect of Partial Flower Removal on 
the Relation between Root, Shoot and Fruit-Growth in the Indeterminate 
Tomato. Annals of Applied Biology 93: 77-89 

Husain SE, Thomas BJ, Kingston-Smith AH, Foyer CH (2001) Invertase 
protein, but not activity, is present throughout development of 
Lycopersicon esculentum and L-pimpinellifolium fruit. New Phytologist 
150: 73-81 

Iki K, Nakagawa H, Ogura N, Takehana H (1977) Intracellular-Localization of 
Beta-Fructofuranosidase in Tomato Fruit Tissue. Agricultural and 
Biological Chemistry 41: 1311-1312 

Iki K, Sekiguchi K, Kurata K, Tada T, Nakagawa H, Ogura N, Takehana H 
(1978) Immunological Properties of Beta-Fructofuranosidase from 
Ripening Tomato Fruit. Phytochemistry 17: 311-312 

Iwagaki IY, Araki C, Hirose K (1981) Seasonal changes of chemical 
constituents of satsuma mandarin fruit in the course of maturation In 
Okitsu, ed, Bulletin of the Fruit, Vol 8. MAFF, Tree Research Station pp 
37-54 

Jaynes TA, Nelson OE (1971) Invertase Inactivator in Maize Endosperm and 
Factors Affecting Inactivation. Plant Physiology 47: 629-& 

Johnson C, Hall JL, Ho LC (1988) Pathways of Uptake and Accumulation of 
Sugars in Tomato Fruit. Annals of Botany 61: 593-603 

Kato T, Kubota S (1978) Properties of Invertases in Sugar Storage Tissues of 
Citrus-Fruit and Changes in Their Activities during Maturation. Physiologia 
Plantarum 42: 67-72 

Kim JY, Mahe A, Brangeon J, Prioul JL (2000) A maize vacuolar invertase, 
IVR2, is induced by water stress. Organ/tissue specificity and diurnal 
modulation of expression. Plant Physiology 124: 71-84 

Klann EM, Hall B, Bennett AB (1996) Antisense acid invertase (TIV1) gene 
alters soluble sugar composition and size in transgenic tomato fruit. Plant 
Physiology 112: 1321-1330 

 
 



 VIII

Koch K (2004) Sucrose metabolism: regulatory mechanisms and pivotal roles in 
sugar sensing and plant development. Current Opinion in Plant Biology 7: 
235-246 

Koch KE, Avigne WT (1990) Postphloem, Nonvascular Transfer in Citrus - 
Kinetics, Metabolism, and Sugar Gradients. Plant Physiology 93: 1405-
1416 

Koch KE, Tsui CL, Schrader LE, Nelson OE (1982) Source-Sink Relations in 
Maize Mutants with Starch-Deficient Endosperms. Plant Physiology 70: 
322-325 

Koch KE, Zeng Y (2002) Molecular approaches to altered C partitioning: Genes 
for sucrose metabolism. Journal of the American Society for Horticultural 
Science 127: 474-483 

Komatsu A, Moriguchi T, Koyama K, Omura M, Akihama T (2002) Analysis of 
sucrose synthase genes in citrus suggests different roles and phylogenetic 
relationships. Journal of Experimental Botany 53: 61-71 

Komatsu A, Takanokura Y, Moriguchi T, Omura M, Akihama T (1999) 
Differential expression of three sucrose-phosphate synthase isoforms 
during sucrose accumulation in citrus fruits (Citrus unshiu Marc.). Plant 
Science 140: 169-178 

Kreidemann E (1969) C-14 translocation in orange plants. Aust. J. Agric. Res. 
20: 291-300 

Kubo T, Hohjo I, Hiratsuka S (2001) Sucrose accumulation and its related 
enzyme activities in the juice sacs of satsuma mandarin fruit from trees 
with different crop loads. Scientia Horticulturae 91: 215-225 

Lalonde S, Tegeder M, Throne-Holst M, Frommer WB, Patrick JW (2003) 
Phloem loading and unloading of sugars and amino acids. Plant Cell and 
Environment 26: 37-56 

Lang A, Thorpe MR (1986) Water Potential, Translocation and Assimilate 
Partitioning. Journal of Experimental Botany 37: 495-503 

Lauriere C, Lauriere M, Sturm A, Faye L, Chrispeels MJ (1988) 
Characterization of Beta-Fructosidase, an Extracellular Glycoprotein of 
Carrot Cells. Biochimie 70: 1483-1491 

Lauriere M, Lauriere C, Chrispeels MJ, Johnson KD, Sturm A (1989) 
Characterization of a Xylose-Specific Antiserum That Reacts with the 
Complex Asparagine-Linked Glycans of Extracellular and Vacuolar 
Glycoproteins. Plant Physiology 90: 1182-1188 

Lee DR (1989) Vasculature of the Abscission Zone of Tomato Fruit - Implications 
for Transport. Canadian Journal of Botany-Revue Canadienne De 
Botanique 67: 1898-1902 

Leigh RA, Rees TA, Fuller WA, Banfield J (1979) Location of Acid Invertase 
Activity and Sucrose in the Vacuoles of Storage Roots of Beet Root (Beta-
Vulgaris). Biochemical Journal 178: 539-547 

Lester GE, Arias LS, Gomez-Lim M (2001) Muskmelon fruit soluble acid 
invertase and sucrose phosphate synthase activity and polypeptide 
profiles during growth and maturation. Journal of the American Society for 
Horticultural Science 126: 33-36 



 IX

Li CY, Shi JX, Weiss D, Goldschmidt EE (2003) Sugars regulate sucrose 
transporter gene expression in citrus. Biochemical and Biophysical 
Research Communications 306: 402-407 

Lichtner FT, Spanswick RM (1981) Sucrose Uptake by Developing Soybean 
Cotyledons. Plant Physiology 68: 693-698 

Lingle SE, Dunlap JR (1987) Sucrose Metabolism in Netted Muskmelon Fruit 
during Development. Plant Physiology 84: 386-389 

Little G, Edelman J (1973) Solubility of Plant Invertases. Phytochemistry 12: 67-
71 

Lowell CA, Tomlinson PT, Koch KE (1989) Sucrose-Metabolizing Enzymes in 
Transport Tissues and Adjacent Sink Structures in Developing Citrus-
Fruit. Plant Physiology 90: 1394-1402 

Manning K, Maw GA (1975) Distribution of Acid Invertase in Tomato Plant. 
Phytochemistry 14: 1965-1969 

Masuda H, Sugawara S (1980) Purification and Some Properties of Cell Wall-
Bound Invertases from Sugar-Beet Seedlings and Aged Slices of Mature 
Roots. Plant Physiology 66: 93-96 

Masuda H, Takahashi T, Sugawara S (1988) Acid and Alkaline Invertases in 
Suspension-Cultures of Sugar-Beet Cells. Plant Physiology 86: 312-317 

Matsushita K, Uritani I (1976) Isolation and Characterization of Acid Invertase 
Inhibitor from Sweet-Potato. Journal of Biochemistry 79: 633-639 

Matsushita K, Uritani I (1977) Synthesis and Apparent Turnover of Acid 
Invertase in Relation to Invertase Inhibitor in Wounded Sweet-Potato 
Root-Tissue. Plant Physiology 59: 879-883 

Miron D, Petreikov M, Carmi N, Shen S, Levin I, Granot D, Zamski E, 
Schaffer AA (2002) Sucrose uptake, invertase localization and gene 
expression in developing fruit of Lycopersicon esculentum and the 
sucrose-accumulating Lycopersicon hirsutum. Physiologia Plantarum 115: 
35-47 

Moorby J, Troughton JH, Currie BG (1974) Investigations of Carbon Transport 
in Plants .2. Effects of Light and Darkness and Sink Activity on 
Translocation. Journal of Experimental Botany 25: 937-944 

Moriguchi T, Abe K, Sanada T, Yamaki S (1992) Levels and Role of Sucrose 
Synthase, Sucrose-Phosphate Synthase, and Acid Invertase in Sucrose 
Accumulation in Fruit of Asian Pear. Journal of the American Society for 
Horticultural Science 117: 274-278 

Nakagawa H, Ogura N, Takehana H, Kawasaki Y (1972) Purification and Some 
Properties of 2 Types of Beta-Fructofuranosidase from Tomato Fruit. 
Agricultural and Biological Chemistry 36: 18-& 

Nesbitt TC, Tanksley SD (2001) fw2.2 directly affects the size of developing 
tomato fruit, with secondary effects on fruit number and photosynthate 
distribution. Plant Physiology 127: 575-583 

Portis AR (1982) Effects of the Relative Extrachloroplastic Concentrations of 
Inorganic-Phosphate, 3-Phosphoglycerate, and Dihydroxyacetone 
Phosphate on the Rate of Starch Synthesis in Isolated Spinach-
Chloroplasts. Plant Physiology 70: 393-396 



 X

Prado FE, Vattuone MA, Fleischmacher OL, Sampietro AR (1985) Purification 
and Characterization of Ricinus-Communis Invertase. Journal of Biological 
Chemistry 260: 4952-4957 

Prentice N (1972) Invertase of Germinated Barley. Journal of Agricultural and 
Food Chemistry 20: 764-& 

Prentice N, Robbins GS (1976) Composition of Invertases from Germinated 
Barley. Cereal Chemistry 53: 874-880 

Pressey R (1966) Separation and Properties of Potato Invertase and Invertase 
Inhibitor. Archives of Biochemistry and Biophysics 113: 667-& 

Pressey R (1967) Invertase Inhibitor from Potatoes - Purification 
Characterization and Reactivity with Plant Invertases. Plant Physiology 
42: 1780-& 

Pressey R (1968) Invertase Inhibitors from Red Beet Sugar Beet and Sweet 
Potato Roots. Plant Physiology 43: 1430-& 

Pressey R, Avants JK (1980) Invertases in Oat Seedlings - Separation, 
Properties, and Changes in Activities in Seedling Segments. Plant 
Physiology 65: 136-140 

Rausch T, Greiner S (2004) Plant protein inhibitors of invertases. Biochimica Et 
Biophysica Acta-Proteins and Proteomics 1696: 253-261 

Rhodes MJC (1977) The extraction and purification of enzymes from plant 
tissues In H Smith, ed, Regulation of Enzyme Synthesis and Activity in 
Higher Plants. Academic Press, London, pp 245-269 

Rhodes MJC (1980) The maturation and ripening of fruits. In KV Thimann, ed, 
Senescence in Plants, Vol 8. C.R.C. Press, Boca Raton, Fla., pp 157-205 

Ricardo CPP, ap Rees T (1970) Invertase activity during the development of 
carrot roots. Phytochemistry 9: 239-247 

Roberts DWA (1973) Survey of Multiple Forms of Invertase in Leaves of Winter-
Wheat, Triticum-Aestivum L Emend Thell-Ssp-Vulgare. Biochimica Et 
Biophysica Acta 321: 220-227 

Roitsch T, Gonzalez MC (2004) Function and regulation of plant invertases: 
sweet sensations. Trends in Plant Science 9: 606-613 

Rosario EJD, Santisopasri V (1977) Characterization and Inhibition of 
Invertases in Sugar-Cane Juice. Phytochemistry 16: 443-445 

Sadka A, Dahan E, Or E, Roose ML, Marsh KB, Cohen L (2001) Comparative 
analysis of mitochondrial citrate synthase gene structure, transcript level 
and enzymatic activity in acidless and acid-containing Citrus varieties. 
Australian Journal of Plant Physiology 28: 383-390 

Saftner RA, Daie J, Wyse RE (1983) Sucrose Uptake and Compartmentation in 
Sugar-Beet Taproot Tissue. Plant Physiology 72: 1-6 

Salerno GL, Pontis HG (1978) Studies on Sucrose Phosphate Synthetase - 
Inhibitory Action of Sucrose. Febs Letters 86: 263-267 

Sampietro AR, Vattuone MA, Prado FE (1980) A Regulatory Invertase from 
Sugar-Cane Leaf-Sheaths. Phytochemistry 19: 1637-1642 

Sato T, Iwatsubo T, Takahashi M, Nakagawa H, Ogura N, Mori H (1993) 
Intercellular Localization of Acid Invertase in Tomato Fruit and Molecular-
Cloning of a Cdna for the Enzyme. Plant and Cell Physiology 34: 263-269 



 XI

Schaffer AA (1987) Sucrose accumulation in mature sweet melon fruits. Supp. 
Plant Physiology 83: Abs. No. 634 pp. 105 

Schaffer AA, Aloni B, Fogelman E (1987) Sucrose Metabolism and 
Accumulation in Developing Fruit of Cucumis. Phytochemistry 26: 1883-
1887 

Schaffer AA, Goldschmidt EE, Goren R, Galili D (1985) Fruit-Set and 
Carbohydrate Status in Alternate and Nonalternate Bearing Citrus 
Cultivars. Journal of the American Society for Horticultural Science 110: 
574-578 

Schaffer AA, Petreikov M (1997) Sucrose-to-starch metabolism in tomato fruit 
undergoing transient starch accumulation. Plant Physiology 113: 739-746 

Schaffer AA, Rylski I, Fogelman M (1989) Carbohydrate Content and Sucrose 
Metabolism in Developing Solanum-Muricatum Fruits. Phytochemistry 28: 
737-739 

Schaffer AA, Sagee O, Goldschmidt EE, Goren R (1987) Invertase and 
Sucrose Synthase Activity, Carbohydrate Status and Endogenous Iaa 
Levels during Citrus Leaf Development. Physiologia Plantarum 69: 151-
155 

Schneider H (1968) The anatomy of citrus. In LDB W. Reuther, H.J. Webber, ed, 
The Citrus Industry, Vol 2. Revised Edition, University of California, 
Riverside, pp 2-23 

Shomer I (1975) Structure, Development and Adhesion of Juice Sacs in Citrus 
Fruits Segments. Hebrew University, Jerusalem 

Sinclair WB (1984) The biochemistry and physiology of the lemon and other 
citrus fruit. In. Univ. Calif. Div. Agric. and Nat. Resources, p 946 

Soule J. GW (1986) Maturity and grade standards. In SN W. Wardowski, W. 
Grierson, ed, Fresh Citrus Fruits. Avi Publishing Company Inc., pp 23-47 

Sum WF, Rogers PJ, Jenkins ID, Guthrie RD (1980) Isolation of Invertase from 
Banana Fruit (Musa-Cavendishii). Phytochemistry 19: 399-401 

Tang GQ, Luscher M, Sturm A (1999) Antisense repression of vacuolar and cell 
wall invertase in transgenic carrot alters early plant development and 
sucrose partitioning. Plant Cell 11: 177-189 

Thom M (1990) Sucrose transport into stalk tissue of sugar cane. Plant 
Physiology 93: 692 

Thom M, Leigh RA, Maretzki A (1986) Evidence for the Involvement of a Udp-
Glucose-Dependent Group Translocator in Sucrose Uptake into Vacuoles 
of Storage Roots of Red Beet. Planta 167: 410-413 

Thom M, Maretzki A (1985) Group Translocation as a Mechanism for Sucrose 
Transfer into Vacuoles from Sugarcane Cells. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 82: 4697-4701 

Thomas PA, Felker FC, Crawford CG (1992) Sugar Uptake and Metabolism in 
the Developing Endosperm of Tassel-Seed Tunicate (Ts-5 Tu) Maize. 
Plant Physiology 99: 1540-1545 

Thorne JH (1982) Characterization of the Active Sucrose Transport-System of 
Immature Soybean Embryos. Plant Physiology 70: 953-958 

 



 XII

Thorne JH, Koller HR (1974) Influence of Assimilate Demand on 
Photosynthesis, Diffusive Resistances, Translocation, and Carbohydrate 
Levels of Soybean Leaves. Plant Physiology 54: 201-207 

Thorpe MR, Minchin PEH, Williams JHH, Farrar JF, Tomos AD (1993) Carbon 
Import into Developing Ovules of Pisum-Sativum - the Role of the Water 
Relations of the Seed Coat. Journal of Experimental Botany 44: 937-945 

Ting S.V. RRL (1986) Citrus Fruit and Their Products. In. Marcel Dekker Inc., 
New York and Basel, p 203 

Tomlinson PT, Duke ER, Nolte KD, Koch KE (1991) Sucrose Synthase and 
Invertase in Isolated Vascular Bundles. Plant Physiology 97: 1249-1252 

Trouverie J, Thevenot C, Rocher JP, Sotta B, Prioul JL (2003) The role of 
abscisic acid in the response of a specific vacuolar invertase to water 
stress in the adult maize leaf. Journal of Experimental Botany 54: 2177-
2186 

Tzinovich A (2004) The Involvement of Sucrose Metabolism Genes in the 
Course of Citrus Flowering and Fruit Development. . The Hebrew 
University of Jerusalem, Rehovot 

Tzur A (1994) Carbohydrate Metabolism in Various Stages of Citrus Fruit 
Development. Hebrew University, Jerusalem 

Tzur A. and  Goren R. UZ (1992) Carbohydrate Metabolism in Developing Citrus 
Fruit. Proc. Int. Soc. Citriculture.: 405-411 

Walker AJ, Ho LC (1976) Young Tomato Fruits Induced to Export Carbon by 
Cooling. Nature 261: 410-411 

Walker AJ, Ho LC (1977) Carbon Translocation in Tomato - Carbon Import and 
Fruit Growth. Annals of Botany 41: 813-823 

Walker AJ, Ho LC, Baker DA (1978) Carbon Translocation in Tomato - 
Pathways of Carbon Metabolism in Fruit. Annals of Botany 42: 901-909 

Walker AJ, Thornley JHM (1977) Tomato Fruit - Import, Growth, Respiration 
and Carbon Metabolism at Different Fruit Sizes and Temperatures. Annals 
of Botany 41: 977-985 

Wang F, Sanz A, Brenner ML, Smith A (1993) Sucrose Synthase, Starch 
Accumulation, and Tomato Fruit Sink Strength. Plant Physiology 101: 321-
327 

Wang F, Smith AG, Brenner ML (1994) Temporal and Spatial Expression 
Pattern of Sucrose Synthase during Tomato Fruit-Development. Plant 
Physiology 104: 535-540 

Wardlaw IF (1993) Sink Strength - Its Expression in the Plant. Plant Cell and 
Environment 16: 1029-1030 

Warren-Wilson J (1967) Ecological data on dry-matter production by plants and 
plant communities. In OTD E.F. Bradley, ed, The Collection and 
Processing of Field Data. Interscience, Sydney, pp 77-123 

Weber H, Heim U, Golombek S, Borisjuk L, Manteuffel R, Wobus U (1998) 
Expression of a yeast-derived invertase in developing cotyledons of Vicia 
narbonensis alters the carbohydrate state and affects storage functions. 
Plant Journal 16: 163-172 

 



 XIII

Welbaum GE, Meinzer FC (1990) Compartmentation of Solutes and Water in 
Developing Sugarcane Stalk Tissue. Plant Physiology 93: 1147-1153 

Whiting GC (1970) Sugars. In AC Hulme, ed, The Biochemistry of Fruits and 
their Products., Vol 1. Academic Press, London and New York, pp 1-31 

Willenbrink J, Doll S (1979) Characteristics of the Sucrose Uptake System of 
Vacuoles Isolated from Red Beet Tissue - Kinetics and Specifity of the 
Sucrose Uptake System. Planta 147: 159-162 

Wolswinkel P (1984) Phloem Unloading and Sink Strength - the Parallel 
between the Site of Attachment of Cuscuta and Developing Legume 
Seeds. Plant Growth Regulation 2: 309-317 

Wolswinkel P (1985) Phloem Unloading and Turgor-Sensitive Transport - 
Factors Involved in Sink Control of Assimilate Partitioning. Physiologia 
Plantarum 65: 331-339 

Wolswinkel P (1990) Recent Progress in Research on the Role of Turgor-
Sensitive Transport in Seed Development. Plant Physiology and 
Biochemistry 28: 399-410 

Wolswinkel P, Ammerlaan A (1984) Turgor-Sensitive Sucrose and Amino-Acid-
Transport into Developing Seeds of Pisum-Sativum - Effect of a High 
Sucrose or Mannitol Concentration in Experiments with Empty Ovules. 
Physiologia Plantarum 61: 172-182 

Wu GL, Zhang XY, Zhang LY, Pan QH, Shen YY, Zhang DP (2004) Phloem 
unloading in developing walnut fruit is symplasmic in the seed pericarp, 
and apoplasmic in the fleshy pericarp. Plant and Cell Physiology 45: 1461-
1470 

Wyse R (1979) Sucrose Uptake by Sugar-Beet Tap Root-Tissue. Plant 
Physiology 64: 837-841 

Wyse RE (1983) Allocation of carbon: Perspectives on the central role of sucrose 
transport and metabolism. In DGB D.D. Randall, R.L. Larson, B.J. Rapp, 
ed, Current Topics in Plant Biochemistry and Physiology., Vol 2, University 
of Missouri U.S.A., pp 1-19 

Wyse RE, Zamski E, Tomos AD (1986) Turgor Regulation of Sucrose Transport 
in Sugar-Beet Taproot Tissue. Plant Physiology 81: 478-481 

Yelle S, Chetelat RT, Dorais M, Deverna JW, Bennett AB (1991) Sink 
Metabolism in Tomato Fruit .4. Genetic and Biochemical-Analysis of 
Sucrose Accumulation. Plant Physiology 95: 1026-1035 

Yelle S, Hewitt JD, Robinson NL, Damon S, Bennett AB (1988) Sink 
Metabolism in Tomato Fruit .3. Analysis of Carbohydrate Assimilation in a 
Wild-Species. Plant Physiology 87: 737-740 

Zhang LY, Peng YB, Pelleschi-Travier S, Fan Y, Lu YF, Lu YM, Gao XP, 
Shen YY, Delrot S, Zhang DP (2004) Evidence for apoplasmic phloem 
unloading in developing apple fruit. Plant Physiology 135: 574-586 

Zhou LL, Chen CC, Ming R, Christopher DA, Paull RE (2003) Apoplastic 
invertase and its enhanced expression and post-translation control during 
fruit maturation and ripening. Journal of the American Society for 
Horticultural Science 128: 628-635 

 



 

 

Sucrose Metabolism in Citrus Fruits: 

Invertases Expression at the Juice Sacs  
 

 

 

 

 

M.Sc. Thesis 

 

 

Submitted to the Faculty of Agricultural, Food and Environmental Quality 

Sciences of the Hebrew University of Jerusalem for the degree of  

”Master of Science in Agriculture” 

 

By 

Adi Mondshine 

 

 

 

 

 

 

 
Rehovot, Israel                                                                         December 2006 


	שער.pdf
	תקציר.pdf
	3SucMeta.pdf
	4End.pdf
	שער 5.pdf



