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 תקציר
ריבוי . המדבריים של המזרח התיכון וצפון אפריקההתמר הינו ענף מטעים בעל חשיבות כלכלית רבה באזורים 

הצורך בהרחבת מטעי התמרים בעולם הביא . שמספרם בכל עץ מוגבל, מסורתי של התמר נעשה באמצעות חוטרים

ריבוי בתרביות רקמה מאפשר קבלת כמות גדולה של שתילים זהים . לפיתוח טכניקות לריבוי התמר בתרבית רקמה

מירב העצים שרובו בתרביות רקמה . עלי אחידות ועמידות למחלות נפוצות ולמזיקיםב ,בתכונותיהם לצמח האם

עצים חריגים אלה גורמים נזק כלכלי . ואולם נוצרים גם פרטים בעלי פנוטיפים חריגים, הינם נורמאלים ואחידים

צמחים רבים ידועה ב, )somaclonal variation(המכונה שונות סומקלונלית  ,תופעה זאת. התמר קשה למגדלי

  .שמרובים בתרבית רקמה ומהווה בעיה חמורה במספר גידולים חקלאיים

' ננסות'פנוטיפ ה: באפיון מולקולארי של שני פנוטיפים חריגים נפוצים בעצי תמר העבודה הנוכחית מתמקדת

דגמי המתילציה התמקדנו באפיון . 'ברהי'בתמרים מזן ' ריבוי שחלות'ו' חנטה לקויה'ופנוטיפ ' הול'מג'בעצים מזן 

דגם המתילציה נבחן באמצעות שיטת . והביטוי בעצי תמר חריגים שמקורם בתרבית רקמה ובעצים נורמאליים

 Solexa/Illuminaודגם הביטוי נבחן באמצעות ריצוף בהספק גבוה בטכנולוגיית  Bisulfite sequencing-ה

  .Q-RT-PCRואומת בעזרת 

באמצעות  ,שבעבודה קודמת, גנומי DNAבארבעה מקטעי : דגם המתילציה נבחן במספר אתרים בגנום התמר

 להיותנמצא בעבודה קודמת ש DEFICIENS (DEF)ובגן  MspI-הראו שונות באתר ה ,MS-AFLPאנליזת 

בעבודה זאת  .'שחלותריבוי 'ו' חנטה לקויה'עצים בעלי בהשוואה לנורמאלים ' ברהי'עצי בבעל דפוס ביטוי שונה 

לעומת . DNAבשני מקטעי ' הול'מג'דגם מתילציה שונה בין עלים של עצים נורמאלים לבעלי מופע ננסי מזן נמצא 

' חנטה לקויה'בעצים נורמאלים ובעצים בעלי פנוטיפ  דומהאחרים היה  DNAדגם המתילציה בשני מקטעי  ,זאת

 ולא נמצאוהייתה נמוכה מאוד  DEFציה שנמצאה במקטע של הגן רמת המתיל. 'ברהי'בתמרים מזן ' ריבוי שחלות'ו

  .'ריבוי שחלות'בדגם המתילציה בין עלים ותפרחות של עצי תמר נורמאלים לבעלי פנוטיפ של  הבדלים מאפיינים

האפיון נעשה בשתי . 'הול'מג'של תמרים נורמאלים ותמרים בעלי מופע ננסי מהזן " לב"דגם הביטוי אופיין ברקמת 

. -mRNA-seqו Solexa/Illumina :(DGE) Digital Gene Expressionאנליזות ריצוף בהספק גבוה של 

) בסיסים 27או  21(בשיטה זאת נוצרים תגים קצרים . ועץ ננסי אחדאחד נעשתה על עץ נורמאלי  DGE-אנליזת ה

בחמישה חיתוך באנליזות המבוססות על . שהרצף שלהם מתחיל באתרי קישור לאנזימי רסטריקציה מסוימים

התקבלו חמישה דגמי ביטוי של  ,TaqI- ו NlaIII ,HinP1I ,HpyCH4IV ,HpaII: אנזימי רסטריקציה שונים

לפחות פי שלושה בין פקטור של לאחר סינון לקבלת תגים שדגם הביטוי שלהם שונה ב. חריגיםעצים נורמאלים ו

עבור האנזימים בעלי דפוס ביטוי שונה תגים  172-ו 48, 36, 155, 627התקבלו , עצים נורמאלים לחריגים

 RACE ’5-מהרצפים שהוארכו ב RACE .24 ’5תגים מתוכם נבחרו להארכה באמצעות  מאה. בהתאמההשונים 

        לא נמצאה התאמה בין רמת הביטוי שהתקבלה באנליזת , במרבית הרצפים. Q-RT-PCRנבחנו באמצעות 

  .1-התקבל ברוב המקרים יחס ביטוי של קרוב לבה  .Q-RT-PCR-לזאת שהתקבלה באנליזת ה DGE-ה

בסיסים משני צידיו של כל  33עבר פרגמנטציה למקטעים קטנים ורוצפו  RNA-ה, mRNA-seq-באנליזת ה

נעשתה על  mRNA-seq-אנליזת ה. טיוטת גנום התמר על בסיס assemblyהרצפים עברו ). paired-end( מקטע

 13,647,010כ "תערובת העצים הנורמאלים הכילה בסה. עצים ננסיים 15-תערובות של שני עצים נורמאלים ו
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בסיסים  476,619,594-ו 450,351,330שהכילו  רצפים 14,443,018ערובת העצים הננסים הכילה ות רצפים

לאחר סינון לקבלת רצפים . גנים צפויים בטיוטת גנום התמר 17,032- ל SOAPהרצפים מופו בתוכנת . בהתאמה

גנים בעלי  2,000- נשארו כ ,בין עצים נורמאלים לחריגים השל לפחות פי שלוש הנבדלים בדגם הביטוי בפקטור

גנים מתוכם הראו הבדלים ברמת הביטוי  Q-RT-PCR .21באמצעות  לבחינהגנים  23נבחרו . דפוס ביטוי שונה

והקורלציה בין שתי האנליזות הייתה  mRNA-seq-בין עצים נורמאלים לחריגים בדומה לתוצאות אנליזת ה

בוצעה על שישה פרטים בודדים  Q-RT-PCRבארבעה גנים אנליזת , בנוסף. )0.992מקדם קורלציה (מובהקת 

              גם בגנים אלה הייתה קורלציה גבוהה בין תוצאות .של עצים חריגים ושני פרטים של עצים נורמאליים

  ).0.989מקדם קורלציה (Q-RT-PCR -לתוצאות הmRNA-seq -ה

נמצאו מספר גנים הנבדלים ברמת הביטוי שלהם בין עצים נורמאלים  mRNA-seqבין גנים שאותרו באנליזת 

בצמחים  המעורבים בהתארכות תאיםגנים , פעילות הורמונאלית ה שלובקר היציר, חוהקשורים לצימלננסיים 

שיכולים להיות קשורים לפנוטיפ כאלה  נמצאו Q-RT-PCR-מבין הגנים שאומתו ב .גנים הקשורים למתילציהו

לסינתזה ולחישה של  ,ברליןי'נטזה של ההורמון גיבמסלול הביוסוביניהם גנים  תאים התארכותלהננסות או 

מוטנטים בחלק  .WRKYשעתוק הפקטור ואקספנסין להגן , אוקסיןגנים המבוקרים על ידי  ,יםברסינוסטרואיד

  .מגנים אלה מביאים לננסות במיני צמחים שונים

וגנים רבים בעלי הבדלים ברמת הביטוי ובדגם המתילציה בין י מוגנ DNAבעבודה הנוכחית זוהו מספר מקטעי 

המשך בחינת הגנים תוכל לתרום להבנת . פרטים נורמאלים לחריגים הנוצרים במהלך ריבוי בתרביות רקמה

שיפור של פרוטוקול תרבית הרקמה ופיתוח כלים  ויתכן שתאפשר ,המנגנון המבקר יצירת עצים חריגים בתמר

יש , יחד עם זאת. לזיהוי מוקדם של השתילים החריגים כדי למנוע את יצירתם והפצתם במטעיםים ימולקולאר

וזאת כתוצאה מהמגבלה של , להדגיש את הקושי באפיון המנגנון המולקולארי של תופעת השונות הנוצרת בתרבית

רלוונטי גם  יהיה יתכן שהמשך המחקר. והצורך באימות של הממצאים השונים, השיטות המולקולאריות הזמינות

ולהבנה טובה יותר של תופעת השונות  המרובים בתרבית רקמה לזיהוי טיפוסים חריגים במינים אחרים

 .בכלל הסומקלונלית

  :הממצאים העיקריים בעבודה זאת הם, לסיכום

 . DNAנמצאו הבדלים בדגם המתילציה בין עצים נורמאלים לננסים בשני מקטעי  .1

גנים בעלי הבדלים בדגם הביטוי בין פרטים  2,000 -נמצאו כבאנליזה גנומית של הטרנסקריפטום  .2

  .Q-RT-PCRאמצעות ההבדל ברמת הביטוי אומת ב, גנים מתוכם 21- ב .נורמאלים לננסים
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 רקע מדעי .1
 עץ התמר והדרכים לריבויו .1.1

שייך למשפחת הדקליים ביתי ה- דו, פסיגי-חדהינו צמח  ).Phoenix dactylifera L(עץ התמר 

)Arecaceae .( כרומוזומים  36גנום התמר הינו דיפלואידי ומכיל)Barrow, 1998 .( לתמר גזע יחיד שיכול

קודקוד . גזע התמר תומך בנוף ומהווה מערכת הובלה ראשית של הצמח. מטר 25-להגיע לגובה של למעלה מ

והוא האחראי על יצירת כל " לב התמר"מינלי יחיד הנקרא הצמיחה האפיקלי המצוי בראש הגזע הינו פקע טר

  .)Zaid, 1999; Chao and Krueger, 2007; 2004, ברנשטיין( העלים והתפרחות החדשות של העץ

הוא ענף צדדי המתפתח מחיקי ) offshoot(החוטר . באופן מסורתי ריבוי תמרים נעשה ווגטטיבית מחוטרים

, ברנשטיין(, )יחידים עד עשרות(מספר החוטרים שונה בהתאם לזן . העלים התחתונים של עצי תמר צעירים

דומים בתכונותיהם להוריהם נוצרים השתילים ה, בצורת ריבוי זאת). Zaid, 1999; 1977, סטולר; 2004

)true to type(. י "בים וביניהם המספר הקטן של חוטרים המיוצרים עחסרונות ר מחוטריםלריבוי , אולם

החוטרים עלולים לשאת גורמי מחלות , ניתוק החוטר מהעץ מותיר פצע בעץ, העץ רק בשנות חייו המוקדמות

הבדלים בגודל החוטרים ובמיקומם על העץ , שיעור הקליטה בנטיעת חוטרים הינו פעמים רבות נמוך, ומזיקים

מגבלות אלה והצורך . יקרתחות ולשונות במטע והטיפול והשינוע של החוטרים יביאו להבדלים בקצב ההתפ

;  2004, ישראלי(הביאו לפיתוח של שיטות ריבוי תמרים בתרביות רקמה , בהרחבת מטעי התמרים בעולם

Reuveni et al., 1972; Tisserat, 1979; Zaid, 1999; Chao and Krueger, 2007 .( השיטות

פרוטוקולים  .חוטרהמבוססות על בידוד רקמת תאים מפקע אמירי של עץ האם או מפקעים אמיריים של 

אך אינם , כמו למשל מתפרחות עובריות פותחו גם כן, לריבוי מתרבית רקמה מאיברים אחרים של הצמח

שיטות עיקריות לריבוי תמרים בתרביות  קיימות שתי ).2004, ישראלי( משמשים בדרך כלל לריבוי מסחרי

; 2004, ישראלי( 1970-1980שיטות אלו פותחו בין השנים  בתמרים. גנזהואורגנואמבריוגנזה : רקמה

Chao and Krueger, 2007.( 

 ואאמירי הפקע ההראשוני בתמר הוא ) מהצמח תהרקמה שנלקח( explant-מקור לה: אמבריוגנזה  .א

לכן  .העץ מביא למותוהעץ מחייב את הסרת כותרת שימוש בפקע אמירי . חיקיים של חוטרפקעים 

בתנאים סטרילים  ). ;2004Tisserat, 1979, ישראלי(בפקעים אמיריים מחוטרים השימוש השגרתי הוא 

תחילות של עלים , אקספלנט עד לקבלת המקטע המרכזי המכיל את קודקוד הצמיחהגודל המצמצמים את 

בחושך עד להתפתחות קאלוס אמבריוגני ואז מתאים אקספלנט זה נשתל על מצע  .ובסיסי עלים צעירים

. לצמחונים ומועברים להשרשהמתפתחים העוברים  הבתנאים אל .מועבר למצע ללא חומרי צמיחה ובאור

 Bhaskaran and;  2004, ישראלי( שנים 4-5נמשך בין  ראוי לנטיעההתהליך כולו עד לקבלת שתיל 

Smith, 1992; Reuveni et al., 1972.(  

, מריסטמה קודקודיתפקעים וגטטיביים מחוטרים הכוללים המקור לאקספלנט הם : אורגנוגנזה  .ב

התפתחות חלה הקאלוס אלא דרך שלב בשיטה זאת אין מעבר . פרימורדיות עלים ובסיסי עלים צעירים

בליטות בצבע ירקרק  ןמתפתחות ונוצרות עליהבתנאים מתאימים הרקמות . ישירה של רקמות קיימות
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כאשר התהליך . נוצרים צמחונים אותם מעבירים לכלי עם מצע מעודד השתרשות. דמויות עלים זעירים

  ).Zaid, 1999; 2004, ישראלי( צמחים 3000חד עד אמתקדם באופן תקין אפשר להפיק מחוטר 

לקבל כמות גדולה של שתילים הזהים בתכונותיהם  ניתן: לריבוי תמרים בתרביות רקמה יש יתרונות כדלקמן

, ישראלי(השתילים מצטיינים באחידות רבה בגודל ובקצב הצימוח ונקיים מגורמי מחלות ומזיקים , לצמח האם

2004.(  

  

 סומקלונליתשונות  .1.2
 אולם ,(true-to-type) שתילים זהים בתכונותיהם לצמח האם מביא בדרך כלל ליצירתריבוי בתרביות רקמה 

תופעה זאת של . השונים פנוטיפית מצמח האם) off-types(גם טיפוסים חריגים  בתהליך זה נוצרים לעיתים

 Somaclonal Variation )Kaeppler -תרבית רקמה נקראת שונות סומקלונלית ביצירת טיפוסים חריגים 

et al., 2000; Larkin and Scowcroft, 1981 .( המרובים  שוניםקיימת במינים שונות סומקלונלית

). Sahijram et al., 2003; Larkin and Scowcroft, 1981(ותמר  בננה ,כמו דקל השמןבתרביות רקמה 

  .פנוטיפים דומיםהריבוי בתרבית מביא ליצירת , במינים שונים ,יתר על כן

  

  המנגנון האחראי ליצירת שונות סומקלונלית .1.3
בין . מניחים שתנאי תרבית הרקמה הם הגורמים לשינויים .הסיבות ליצירת השונות הסומקלונלית אינן ידועות

ההרכב והריכוז של ההורמונים במצעי , טאקספלנה אופי הגורמים המשפיעים על התופעה ראוי למנות את

 Sahijram et al., 2003, Evans(שעובר החומר הצמחי בתרבית  )ההעברות(" גילגולים"הגידול ומספר ה

et al., 1984 .( יחס גבוה בין ריכוז ההורמונים ו של החומר הצמחי ההעברותבין  יםגדול יםשמרווחנמצא

לעומת זאת ריכוזים גבוהים של . יםהחריג יםפפנוטיהת ליצירת ומצמצמים את השכיח, ציטוקיניןו אוקסין

 ,.Damasco et al., 1998; Kunert et al( עודד יצירת שונות סומקלונליתעלולים ל קיניןוציטהורמון ה

2003; Eeuwens et al., 2002.(  

שינוי במספר  כולליםשינויים גנטיים . או אפיגנטיים/שונות סומקלונלית יכולה לנבוע משינויים גנטיים ו

 וכן שינויים ברצף ) אינברסיות ודופליקציות, חסרים, טרנסלוקציות(אברציות כרומוזומליות , הכרומוזומים

, כרומטיןבהטרושינויים אפיגנטיים עשויים להביא להשתקה או אקטיבציה של גנים על ידי שינויים . DNA-ה

יש לציין שמתילציה עשויה לגרום למוטציות על , בנוסף). DNA )Kaeppler et al., 2000-ומתילציה של ה

 DNA )Phillips et-ה שבירת כרומוזומים ושינויים ברצףל אשר עשויים לגרום יםנטרנספוזוידי הפעלה של 

al., 1994 .(מחקרים  .שכתוצאה מהגידול בתרבית יש שינוים ברמת המתילציה בכלל הגנום יש הסוברים

  ).Kaeppler et al., 2000( תרביות רקמה ב להשתנות בעקבות הריבויעלולים שדגמי המתילציה הראו 

   ' hot spot' בתדירות רבה באזורים הנקראים ם והןייאקרא הן באתריםם מתרחשים ייים סומקלונלישינו

)Oh et al., 2007; Linacero et al., 2000; Phillips et al., 1994 .( הבדלי ניסו למצוא במספר מחקרים

     מכיוון שקיים שימור רב ברצף . DNAבאמצעות סמני לחריגים  נורמאליםבין פרטים  הבאזורים אל רצף

 ,.Johnson et al( בדקל השמן יסיע לאיתורם בתמר ’hot spot‘ אפיון ,של דקל השמן והתמר DNA-ה



9 
 

2009 .(Linacero וחוב' )שיעור גבוה של מצאו שצמחי שיפון שונים שרובו בתרביות הכילו ) 2000

מוטציות התרחשו באותו הרצף  שאירועידבר המראה , )אזורים היפרווריאבילים(מוטציות באזורים מסוימים 

  ).Linacero et al., 2000( ה בצמחים שוניםבצורה בלתי תלוי

  

  שונות סומקלונלית וטיפוסים חריגים בתמר .1.4
הפנוטיפים החריגים הנפוצים . לעומת הוריהם בתכונותיהםרוב הטיפוסים החריגים שנוצרים בתמרים נחותים 

גדילה , עלים רחבים, נורמאליים כמו תפרחות מעוותות-בתמר כוללים צמחים בעלי מורפולוגיה ומבנה א

כשל בחנטה ופירות מעוותים , עיכוב בזמן פריחה, חוטרים מעוותים, ננסות, ניםיעלים מלב, ווגטטיבית מוגזמת

)Al Kaabi et al., 2007a; McCubbin et al., 2000; Chao and Krueger, 2007; Cohen et al., 

היו בעלי מופע  1993-2001בשנים בישראל נשתלו רובו בתרביות רקמה ותמר שהכשליש מעצי ). 2007

בעבודה זאת התמקדנו בבחינה של שני פנוטיפים חריגים הנפוצים מאוד ). Gurevich et al., 2005(חריג 

  :תרבית רקמה בארץ ובעולםבבין עצי התמר שמרובים 

שנוצרו מריבוי בתרביות רקמה נמצאו עצים בעלי ) וזנים אחרים(' הול'מג'במטעי  :'עיכוב צימוח וננסות'  .א

שנים במטע לעומת  חמשעד  בגיל ארבעגובה הגזע שלהם הגיע לפחות ממטר אחד (ננסי אופייני  מופע

נוף  ,בנוסף .בעלי עלים קצרים והוצים ארוכים ורחבים, )בעצים מקבילים מטר שניגובה ממוצע של 

. םהננסות מחלישה את העצים ומפחיתה את ייצור החוטרי. הצמח נראה מעוגל ומכונס והפירות מעוותים

 ,.McCubbin et al., 2000; Al Kaabi et al( 4%דרום אפריקה שיעורם הגיע עד סקר שנערך בב

2007a .(ממעבדת ריבוי אחת ועצים ממקורות שמקורם , ננסיעצים עם מופע  10,000-בארץ נמצאו כ

  ).Gurevich et al., 2005 ;2004, ברנשטיין. (אחרים המופיעים בתדירות משתנה

 2000דווחו לראשונה בשנת ' חאלס'ו' ברהי'מהזנים ' חנטה לקויה'עצים בעלי : 'חנטה לקויה'עצים בעלי   .ב

עצים שהובאו לערב הסעודית  100,000- מדובר בכ). Djerbi, 2000; Al-Wasel, 2001(רבי 'י גל ידע

בפרחים . בלבד 0-20%שנים נרשמה בהם חנטה של  4-5בהגיעם לגיל  .1999- ו 1994-1995בשנים 

מריבוי ' ברהי'של הזן ) עד העדר חנטה( 'חנטה לקויה'. 'ריבוי שחלות'חנטו התגלתה גם תופעה של שלא 

 ,Al Kaabi(מות נוספים ובמקו )McCubbin et al., 2000(באמבריוגנזה דווחה גם בדרום אפריקה 

2007a( .1993-2000מתרבית רקמה שניטעו בישראל בין השנים ' חלאס'ו' ברהי'עצי  3,500 -מתוך כ ,

ובעיוותים  'ריבוי שחלות'חוסר החנטה מלווה בתופעות של . סבלו מבעיות חנטה 1,500-2,000- כ

, 'בכהן וחו(נמצא שחומרת הפנוטיפ פוחתת ושיעור החנטה משתפר עם התבגרותו של העץ . בפרחים

2003 ;Cohen et al., 2004.( 

 קיים' הול'מג'ו) Oum Dahn( 'דן-אומ'', סאלח, ')Sultana(' סולטנא', 'ברהי', 'סוקרי' התמר זניבנמצא ש

מהפרטים  80%עד  בהם ,גם בבננותנפוץ מאוד  זהפנוטיפ ). Al Kaabi et al., 2007a(ננסות פנוטיפ 

 Bairu et al., 2006; Smith and(פנוטיפ ננסי ריבוי בתרביות רקמה הם בעלי בהחריגים שמתקבלים 

Drew, 1990; Reuveni and Israeli, 1990.(  בתמרים זוהה  'ריבוי שחלות'ו 'הויחנטה לק'פנוטיפ של

כמו  בזנים אחרים . בעלי פנוטיפ זהעצים  אחוז גבוה של נמצא' ברהי' ןזהתמרים מב .בארצות רבות בעולם
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 ,Djerbi, 2000; Al-Wasel( בשכיחות נמוכה יותרפנוטיפ זה מצוי ' דקל נור'ו 'Ajoua'', סוקאלי', 'חלאס'

המכונה ' ריבוי השחלות'ו 'חוסר החנטה'בעצי דקל השמן בולט פנוטיפ הדומה מאוד לזה של  ).2001

'Mantled' )Corley et al., 1986 .(פאמבריוגנזה היו בעלי פנוטיהשרובו בשיטת  מעצי דקל השמן 5%-כ  

'Mantled' .ברוב העצים התופעה מתמתנת . 'ריבוי שחלות'פנוטיפ זה מתאפיין בשיעורי חנטה נמוכים מאוד וב

  ).Rival et al., 1998b(ולאחר מספר שנים במטע העצים הופכים לנורמאליים , במהלך ההתבגרות

בתמרים תוך התמקדות באפיון  'חנטה הלקויה'וה 'הננסות'של פנוטיפ  מולקולאריעבודה זאת מתמקדת באפיון 

ובבחינת הבדלים בדגם המתילציה בתמרים משני הפנוטיפים ' הול'מג'של תופעת הננסות בזן מולקולארי 

  .'הול'מג' ננסות בזןו' ברהי' ןבז 'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'החריגים 

 

  סומקלונליתשיטות מולקולאריות לבחינת שונות  .1.5
שיטות אלה שימשו גם . שונים פרטיםו זנים, פותחו לזיהוי הבדלים בין מיניםות שונות מולקולארישיטות 

בעבר היה שימוש רב . תרביות רקמהבשרובו ם וחריגים נורמאלילבחינת השונות הסומקלונלית בין צמחים 

  . DNA- ם ברצף היימים אולם היום רוב השיטות מתמקדות בזיהוי שינויאנזאיזוב

עסקו באפיון מעטים מחקרים רק . ונות הגנטית בין זנים שוניםקד באפיון הששימוש בסמנים בדקל התמר התמ

ואולם לא נמצאו  DNA-נמצאו הבדלים ברצף ה .של עצים שרובו בתרביות רקמההסומקלונלית השונות 

להלן מפורטות השיטות המחקריות העיקריות  .המאפשרים זיהוי של המופעים החריגים ייחודייםסמנים 

  :גנטית והשימוש שנעשה בהם לאפיון השונות הסומקלונלית בתמרלבחינת שונות 

ניתן להפריד בין איזואנזימים שונים . מטען שונהחלבונים בעלי תפקיד אנזימטי דומה אבל בעלי  :איזואנזימים

 אשרזימים אנהאיזו. ימטיתזבהרצה בשדה חשמלי ולזהות אותם באמצעות פעילותם האנעמילן ל 'על גבי ג

, EST( Esterase, )GOT( Glutamate oxaloacetate transaminase( :בתמרים הם שימשו למחקר

)EPN(Endopeptidase  ,)ADH (Alcolhol dehydrogenase, )PER( Peroxidase                        

לא נמצאו הבדלים בדגם הפסים בעבודה אחת ). POD( Polyphenol oxidase )Kunert et al., 2003(- ו

 .)Salman et al., 1988(שנוצרו בתרבית רקמה  off-typeלים לעצי אבין עצים נורמזימים אנהאיזושל 

 off-type עציהפעילות של האיזואנזימים בין עצי תמר נורמאלים ל בעוצמתשונות  הנמצאבעבודה אחרת 

לעומת  בפרטים נורמאלים PER-ו GOTנמצאה פעילות חזקה של האיזואנזימים . שמקורם מתרבית רקמה

  ).POD )Saker et al., 2000ם זיאנהאיזונמצאה פעילות חזקה של  off-typeזאת בפרטי 

נוכחות מאפשרת לזהות  השיטה: )RFLP )Restriction Fragment Length Polymorphismאנליזת 

זני  שהיחמנמצא פולימורפיזם בין בשיטה זאת . או העדר אתר רסטריקציה במקומות שונים לאורך הגנום

אבל , ין פרטים נורמאלים לחריגיםשונות ב הא נמצאל. 'חדראווי'ו' חלאס', 'הול'מג', 'דקל נור', 'ברהי' :תמרים

 ,Corniquel and Mercier(קלונלית כנראה משונות סומשנובעת נמצאה שונות בין חוטרים לקאלוס 

1994.(  

 רצף יעל שינויהמבוססת אנליזה : )RAPD )Random amplified polymorphic DNAאנליזת 

 ,DNA )Williams et al., 1990; Welsh and McClelland-לתבנית הקצר על קשירת תחל  יםהמשפיע
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' זגלול'מזן ) פרטים 70(מהפרטים שנבדקו  4%-קלונלית בכבתמרים הראתה שונות סומאנליזה זאת ). 1990

בין תמרים ' ברהי'קלונלית בזן שונות סומאה גם כמו כן נמצ). Saker et al., 2000(תרביות רקמה בשרובו 

במחקר אחר לא נמצאו עדויות לקיום של  ).Ali et al., 2007(שרובו בתרביות רקמה לאלו שרובו מחוטרים 

נמצאה שונות  שבחנה יציבות גנטית בתמריםנוספת בעבודה  ).Saker et al., 2006(שונות סומקלונלית 

 Eshraghi et( פסים 57פסים מתוך  25- בתרביות רקמה ובינם לבין צמח האם שלהם ב שרובובתוך צמחים 

al., 2005(.  

 םבין פרטי DNA-ה ברצףהבדלים  הראתהלא  בדקל השמן 'Mantled'של הפנוטיפ  RAPD תאנליז

 זיהו) 1996(' וחוב Damasco). Mantled' )Rival et al., 1997, 1998a, b'נורמאלים לבעלי פנוטיפ 

המופיע באופן קבוע בכל הפרטים הנורמאלים  זוהה סמן. של פנוטיפ ננסות ייחודיים RAPDבבננות סמני 

 .וחסר בכל הפרטים החריגים

SSR )Simple Sequence Repeat :( יםקצרפים מספר החזרות של רצבהשיטה מזהה הבדלים בין פרטים 

 ,.Gupta et al(הרצף החוזר  אתהתוחמים באמצעות תחלים ייחודיים  PCR-ב של מיקרוסטליטים המוגברים

). Zehdi et al., 2005(דקל התמר בתוניס  ם שלבשיטה זאת נמצאה שונות גנטית גבוהה בין פרטי). 1994

מוכרות אולם לא , )Hamama et al., 2003(זנים שונים של תמרים  14במחקר אחר נמצא פולימורפיזם בין 

  .בתמרים נורמאליםעם עבודות המשוות בשיטה זו טיפוסים חריגים  לנו

AFLP )Amplified fragment length polymorphism(: מבוססת על זיהוי אתרי  השיטה

באמצעות שימוש באדפטורים ותחלים  PCR-הזיהוי נעשה לאחר הגברת המקטעים החתוכים ב. רסטריקציה

בתמרים השתמשו בשיטה זאת ). Vos et al., 1995( לכל פרט ייחודינוצר דגם פסים שיטה זאת ב. מתאימים

בכל . )אמבריוגנזה ואורגנוגנזה( תרביות רקמהב ריבויהבמהלך  שנוצרתסומקלונלית שונות  איתורלצורך 

שכיחות השונות הסומקלונלית בצמחים שרובו בשיטת . סומקלונליתנמצאה שונות  שנבדקועשרת הצמחים 

אורגנוגנזה הבשיטת  ,יתר על כן. שרובו בשיטת האמבריוגנזה הנמוכה יותר בהשוואה לאל הייתהאורגנוגנזה ה

שונות  נמצאהבעבודה אחרת ). Al Kaabi et al., 2007b(התקבלו צמחים שקרובים יותר גנטית לצמח האם 

 מה שלבר )Bertamoda(' ברטמודה'ו) Gandila(' גנדילה, 'Sakkoty)(' סקוטי' ניםזב נמוכה סומקלונלית

' הול'מג'זנים העיקרים בארץ הבבחינה של שני  ).Saker et al., 2006(בהתאמה  1%-ו 0.79%, 2.6%

שרובו בתרבית ' הול'מג'מהזן  בתוך פרטיםנמצאה שונות גנטית גבוהה בנוסף . דגם ייחודי לכל זןנמצא ' ברהי'ו

  ).Gurevich et al., 2005(חריגים מתרבית ' ברהי'עצי  בתוךרקמה ושונות נמוכה 

RDA )Representational Difference Analysis( :ים על סמך התאמה של יהשיטה מזהה הבדלים גנט

שמופק  DNA-בשיטה זאת ה. שמקורם בפרטים בעלי הומולוגיה גבוהה cDNAגנומי או  DNAמקטעי 

. PCR-המקטעים בנעשה חיבור של מתאמים לקצוות והגברה של , י אנזימי רסטריקציהל ידמהפרטים נחתך ע

ואילו המקטעים שמקורם מפרט אחר משמשים , Tester-המקטעים שמקורם מפרט אחד משמשים כ

 זיהויהשיטה מאפשרת  Driver.בעודף גדול של  Driver-ל Testerנעשית היברידיזציה בין . Driver-כ

הפולימורפיזם בין  שיטה זאת שימשה לבחינת). Tester )Lisitsyn et al., 1993-מקטעים ייחודיים של ה

פולימורפיזם בשיעור גבוה בין פרטים נורמאלים  נמצא. תרבית רקמהבבננות נורמאליות לחריגות שמקורם 

בין פרטים נורמאלים לבעלי השוואה ב .מסוים מקטעבברצף הנוקליאוטידים  10%- של כשונות ו, לחריגים
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הבדיקה . הפנוטיפים באזורים שונים בגנוםשני נמצאה שונות גבוהה בין  ,בדקל השמן 'Mantled'פנוטיפ 

בארבעה . הבננה בהם נמצאה שונות סומקלונלית ם שונים בגנוםיהתבססה על ארבעה זוגות תחלים באזור

 'Mantled'לבעלי פנוטיפ  נורמאליםתחלים אלה נמצאה גם שונות סומקלונלית בדקל השמן בהשוואת פרטים 

)Cullis et al., 2007.( תומכות בהיפותזה שקיימים אזורי  התוצאות אל'hot spot ' שרגישים במיוחד

במגוון  hot spotsכנראה שאזורים אלה מהווים . )Oh et al., 2007(תרביות רקמה ב הריבויבמהלך  "עקה"ל

, )Johnson et al., 2009(מצאה שונות גנטית רבה בין זנים שונים נתמרים הבגנום אזורים אלה ב .מינים

  .הקשר בין פנוטיפים חריגים ואתרים אלה בגנום התמר נמצאא אולם עדיין ל

  

 אפיון מתילציה .1.6
 בציטוזין 5 על פחמן מספר נעשית המתילציה. צמחים ובעלי חיים, בחיידקים תמתרחש DNAשל מתילציה 

המתילציה . באורגניזם DNA-מודיפיקציה זאת לא משנה את רצף ה .methylcytosine-5-והופכת אותו ל

אנזימים ו cytosine methyltransferaseבאמצעות האנזים  DNA-של ציטוזין מתרחשת לאחר שכפול ה

 30%- בגנום הצמחי עד כ). Adams, 1995; Richards, 1997; Finnegan et al., 1998(נוספים 

 CNG-ו CG םהבצמחים למתילציה  יםהעיקרי מטרהה רצפי .יכולים להיות ממותלים מהציטוזינים

)Gruenhaum et al., 1981(,  רצף באבל מתילציה יכולה להתרחש גםDNA מטריילא ס CNN 

)Pelissier et al., 1999 .(כמות גדולה של רצפי  ם נמצאהצמחיבCG  במעלה ממותלים)upstream ( קודון

הרמה . (Shimizu et al., 1997)ממותלים באזור המקודד של הגן  CGתחילת התרגום ויחסית מעט אתרי 

  ).Messeguer et al., 1991(נמצאה באזורים לא מקודדים ממותלים  CGהנמוכה ביותר של רצפי 

יכולה להשפיע על  המתילציה .ל ביטוי גניםשעדויות רבות לכך שמתילציה מעורבת בבקרה קיימות 

ציטוזין יכולה לעכב קישור של חלבונים  שלמתילציה , באאוקריוטים. לחלבון DNAהאינטראקציה בין 

יכולה להשפיע מקודד הרצף באזור הפרומוטור או ומתילציה ב) Ehrlich and Ehrlich, 1993(רגולטורים 

, ממותלים מושתקיםהלא כל הרצפים ). Jost and Saluz, 1993; Lewis and Bird, 1991(על ביטויו 

באורז לא  β-glucuronidaseהגן רמת הביטוי של  ,למשל .)Hafiz el at., 2001(לידי ביטוי חלקם בא ו

  .)Wang and Waterhouse, 2000( בגן זהמתילציה שיעור התלויה ב

בצמח המודל עיכוב פעילות המתילאז . לרמת המתילציה יש השפעה על התפתחות הפרח ועל פוריותו

שינויים ברמת המתילציה נמצאו ). Finnegan et al., 1996(ארבידופסיס השפיעה על מבנה הצמח והפרח 

 ;Richards, 1997(ולעקרות , )אבקנים או שחלות(לתוספת אברים בפרח , כגורמים לעיוותים בפרחים

Kaeppler, 2000 .(ת שונות סומקלונלית שינויים בדגם המתילציה מהווים את אחד המנגנונים ליציר

 נובעיםם מימסוי יםשרמות מתילציה כלליות ומתילציה באתר נמצא). Kaeppler et al., 2000(אפיגנטית 

מתילציה ב הבדקל השמן נמצאה יריד ).Rival et al., 2009(בתרביות רקמה ריבוי הבמהלך  שחליםם ישינומ

 ,.Jaligot et al( לפרטים נורמאלים ’Mantled‘פנוטיפ  בעליפרטים בהשוואת  0.5-2.5%בשיעור של 

, )clone(לעצים נורמאלים מאותו מקור גנטי ' Mantled'נמצאו הבדלים בדגמי המתילציה בין עצי  ).2000

שפנוטיפ  מכאן ).Jaligot et al., 2004(העצים החריגים מקלונים אחרים  אלה אינם מאפיינים את כלאך 
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ולא ברצף ( DNA-ובדפוס המתילציה של ה הקשור לשונות אפיגנטית המתבטאת ברמ 'Mantled'-ה

 יםהמקודד גניםשלושה מתוך  שניםשל  השעתוקברמת  עליה המצאנבדקל השמן ). הבסיסים

ס היוצר קלועומת ל ’Mantled‘פנוטיפ ה ליצור פרטים עם יבעל נטיקלוס ב )DNMT( ותלמתילטרנספרז

 ’Mantled‘-ה בפרטיההיפומתילציה נראות מנוגדות לתופעת  התוצאות אל. נורמאליםבדרך כלל פרטים 

)Rival et al., 2008; Rival et al., 2009 .( ים רהאיזוסכיזומ באמצעותבבננה לציה יתמדגם הבבחינת

MspI ו-HpaII , בננה ננסים  בעציבמקטע זה קיימת מתילציה . מסויםבמקטע נמצא שקיים הבדל במתילציה

 ,.Oh et al( בין פרטים אלה DNA-בנוסף לשינויים ברצף ה הינוממצא זה . ליםאנה נורמנב בעציולא קיימת 

2007(.  

Methylation sensitive AFLP )MS-AFLP(  המתילציה דגם את  ןילאפיהמאפשר מולקולארי כלי הינו

)Mingliang et al., 2000 .(גורביץ .בעבודת הגמר של ס)נעשה שימוש ) עבודת גמר, 2004, גורביץ

' הול'מג'עצי  13-ו' ברהי'עצי  15אנליזה נעשתה על ה. המתילציה בעצי תמר גםזאת לצורך בחינת ד הבשיט

 דגםבעלי  )1טבלה (פסים  תשעה נמצאו .בעלי פנוטיפ נורמאלי וחריג, תרביות רקמהבחוטרים ומ שרובו

, פולימורפייםפסים  שלושהנמצאו ' ברהי'בזן . והנורמאליםגים בהשוואה בין העצים החרי שונהמתילציה 

 דגםשניים מתוכם מראים . 'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'המבדילים בין עצים נורמאלים לעצים בעלי פנוטיפ 

בעצים  תמיקי השאינמתילציה בעצים נורמאלים -המי ייצגמתילציה והשני  ייצג דפס אח(מתילציה שונה 

נמצאו ' הול'מג'בזן . עצים נורמאלים לחריגיםבין הבסיסים הבדל ברצף כנראה  מציגפס שלישי ה .)החריגים

פס אחד מייצג מתילציה . המבדילים בין עצים נורמאלים לעצים בעלי פנוטיפ ננסות, פולימורפייםפסים  שישה

ואתר  הנורמאליםעצים בממותל פס נוסף מייצג אתר , בעצים נורמאלים ושינוי ברצף הבסיסים בפנוטיפ החריג

מציעות  התוצאות אל. שונות ברצף בין שני הפנוטיפיםהראו ארבעה פסים נוספים . החריגבפנוטיפ לא ממותל 

קשורים לתהליכי יצירת השונות הגנטית של , סיסיםבהרצף בבנוסף להבדלים המתילציה  בדגםשהבדלים 

  .הפנוטיפים החריגים הנפוצים בתמר
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  )2004, גורביץ( MS-AFLPבין עצים נורמאלים וחריגים באנליזה של  הנבדלים מקטעים - 1טבלה 

שם 
  זן  הפרגמנט

WT  off-types   אורך
הפרגמנט 

)bp(  

 - בחיתוך 
EcoRI 

 MspI-ו

- חיתוך ב
EcoRI 

 HpaII-ו

 - בחיתוך 
EcoRI 

 MspI-ו

- חיתוך ב
EcoRI 

 HpaII-ו
1 )Bis 1( 115  +  +  -  -  ברהי  
2 )Bis 2( 178  +  +  +  -  ברהי  
  לא ידוע  +  +  -  +  ברהי  3
  לא ידוע  -  -  +  + הול'מג  4
5 )Bis 5( 145  -  -  +  + הול'מג  
6 )Bis 6( 523  +  +  -  - הול'מג  
  260  -  -  -  + הול'מג  7
  139  +  +  -  + הול'מג  8
  לא ידוע  +  +  -  - הול'מג  9
הינם שני  HpaII- ו MspI. רמת המתילציה בין עצים נורמאלים לחריגיםבשנמצאו בעלי הבדלים  DNAהמציגה מקטעי  טבלה

רגיש  אינו MspI . אולם הם בעלי רגישות שונה למתילציה של האתר, CCGGאיזוסכיזומרים המזהים את אתר הרסטריקציה 
 Bis השם .ממותל DNAהינו רגיש למתילציה ולכן איננו חותך  HpaIIממותל ואילו אנזים רסטריקציה  DNAלמתילציה וחותך 

  . Bisulfite sequencingבחן בהמשך באמצעות נש DNAליד חלק מהמקטעים מסמל פרגמנט 
  

ונבחן הקשר שלהם  ,בודדו גנים מבקרי פריחה בתמר) עבודת גמר, 2007 ,שוחט( שוחט.של מ הבעבוד

הגן . )DEFICIENS )DEFהיה הנבחנים אחד הגנים . 'ברהי'בפירות  'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'לפנוטיפ 

 ,)SUPERWOMAN1 )SPW1 נקראשלו באורז ולוג תהאור .Bממשפחת  MADS box מכיל

אבקנים וקשקשי  אוטית שליגורמת להחלפה הומבגן באורז טציה מו. )APETALA 3 )AP3ארבידופסיס וב

 ).Nagasawa et al., 2003; Bommert et al., 2005( בהתאמהתפיחה לשחלות ולמבנים דמויי מוץ עליון 

של מספר גנים  'Mantled'או הבדלים ברמת הביטוי בין פרטים נורמאלים לבעלי פנוטיפ צבדקל השמן נמ

עצים  לעומתנורמאלים  תמר בעצי DEFגן הרמת הביטוי של  ).MADS box )Adam et al., 2007מסוג  

 "החמור"הפנוטיפ  .Q-RT-PCR-נבדקה ב 'חנטה לקויה'ריבוי שחלות ו'של " חלש"או " חמור"בעלי פנוטיפ 

פירות פרתנוקרפיים בהם מתפתחות כל שלוש  30-65%- המתבטאת בכ' חנטה לקויה'עצים בעלי כהוגדר 

המתבטאת ' חנטה לקויה'עצים בעלי כהוגדר  "החלש"הפנוטיפ . 'מרובי שחלות'פירות  15%- השחלות ומעל

נמצא . 'מרובי שחלות'חנטים  0-5%- פירות פרתנוקרפיים בהם מתפתחות כל שלוש השחלות וכ 30-65%- בכ

לעומת זאת . היה נמוך פי שלושה לעומת העצים הנורמאלים "חמור" פפנוטי בעלישביטוי הגן בעצים החריגים 

 ,שוחט(שמעותי ברמת הביטוי בין עצים נורמאלים לחריגים לא נמצא הבדל מ "חלש"הפנוטיפ ה בעלירטים בפ

  ).עבודת גמר, 2007

חנטה 'על פנוטיפ של עץ בנורמאלי וב' ברהי'בעץ  DEFהמתילציה של הגן דגם של ראשונית נעשתה בחינה 

ים את אותו אתר המזה MspI-ו HpaII באנזימים DNAי חיתוך "הבחינה נעשה ע. 'ריבוי שחלות'ו 'לקויה

התקבל לעיתים תוצר חלש  MspI-מהעץ החריג שנחתך ב DNA-ב. אך בעלי רגישות שונה למתילציה חיתוך

  ).עבודת גמר, 2007 ,שוחט(ברמה נמוכה  MspI/HpaII-של אתר הממתילציה  תכן ונבעמאוד שי
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  ביטוי גנים דגםאפיון  .1.7
פותחו טכנולוגיות שונות . פרטבין רקמות ותאים שונים בתוך אותו בין פרטים וגנים משתנה הביטוי  דגם

 ביחס לגן מנרמל יםבודד ניםגביטוי קיימות שיטות המתבססות על . ביטויהדגם המאפשרות לחקור את 

)reference(  כמוNorthern blot ו-Q-RT-PCR.  שיטות גנומיות המאפשרות לאפיין את קיימות כן כמו

 השונותהשיטות  .High-throughput sequencing-ו DNA microarrayכמו  ,של גנים רביםהביטוי דגם 

רמות שונות של עקה , שלבים שונים בהתפתחות, פרטים, ביטוי גנים בין רקמות את דגםמאפשרת לבחון 

  .ועוד

 או ,SYBR Greenבעזרת מולקולות פלואורסנטיות שונות כמו  דגם הביטוי מתקבל -Q-RT-PCRשיטת הב

 Higuchi et( המאפשרות כימות של תוצרי ההגברה TaqMan בשיטתפלואורסנטי גלאי ב י שימושל ידע

al., 1993.(  

שאליו מחוברים גלאים בקשרים , מבוססת על שבב זכוכית או סיליקון DNA microarray-ת השיט

החיסרון המשמעותי בשיטה היא מוגבלותה  .עובר היברידיזציה לגלאים אלה cDNA-ה .קוולנטיים

כמו כן  .הנבדקגנום המחייב מידע על  DNA-שכן ייצור שבב ה ,DNA-לאורגניזמים בהם יש מידע על רצף ה

 Busch(זיהוי של יחידות תעתיק קטנות חדשות  נמנע, מותימכיוון שאנליזה זאת מסתמכת על אנוטציות קי

and Lohmann, 2007.(  

-High( גבוה בהספק DNAריצוף ב הרצוף המתבטאת בשיטות מתרחשת מהפכהשנים האחרונות ב

throughput sequencing( . הגברה של  מבוססות עלשיטות אלוDNA משבטים )clones(  ושונים רבים

 ;Hall, 2007( הריצוף לותעבוהפחתה ניכרת  התפוקה גבוהבמבטיחות ריצוף  הטכנולוגיות אל. במקביל

Busch and Lohmann, 2007 .(המאפשרות ריצוף של מאות אלפים עד מיליוני רצפים  השיטות אל

של  454 ןהחברות המובילות בטכנולוגיה זאת ה. במקביל ומשמשות גם לבדיקת דגם הביטוי

Roche,SOLID  של Applied Biosystems ו-Solexa  שלIllumina )www.illumina.com ,

www.454.com ,www3.appliedbiosystems.com .( בכל השיטות הללו נעשה ריצוף בהספק גבוה על

 ,.Collins et al(ק הוא שאין צורך בידע מוקדם על גנום האורגניזם הנבד ההיתרון בשיטות אל. משטח מוצק

2008; Marguerat et al., 2008.(  

לאחר  .טיפות תחליב בתוך )beads( "חרוזים"על  DNAהגברה של מקטעי  מבוסס על 454ריצוף בשיטת 

ההגברה נעשית במחזורים שבכל אחד ). fiberoptic(אופטי - בארות על משטח פיברולמוטענים  beads-המכן 

בריאקציה כימית מלווה בפליטת אור המזוהה למקטע המסונתז הבסיס  אינקורפורציה של .משתתף בסיס אחד

 השיטה מאפשרת ריצוף של מאות). luciferase( )Margulies et al., 2005(לוציפראז  המבוססת על

  ).Margulies et al., 2008; Bentley, 2006(מכל מקטע בסיסים 

ובשלב cDNA -בשלב הראשון הגברה של ה: בשני שלביםמבוצעת  Solexa/Illuminaהטכנולוגיה של 

 הריצוף. הריצוף מתבצע על גבי משטח מיוחד המאפשר גישה לאנזימים ויציבות גבוהה לתבנית. השני ריצוף

 10בשיטה זאת ניתן להגיע לצפיפות של עד . צבע פלואורסנטי אחר יש יםבסיסאחד מהמבוסס על כך שלכל 

 באורך DNAמקטעי  שלריצוף בשיטה זאת ניתן לבצע . ק"לסמ) cluster(ל מיליון מולקולות זהות באשכו
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בסיסים  120לאחרונה פותחו פרוטוקולים המאפשרים להגיע לרצפים ארוכים של עד . בסיסים 75עד ל ש

קונטיגים ארוכים יותר מהרצפים הקצרים שמתקבלים ניתן להרכיב ). www.illumina.com(ויותר 

)Margulies et al., 2005.(  

יכולים לשמש להשוואה בין כמה גנומים בעלי הומולוגיה  Solexaהרצפים הקצרים שמתקבלים מאנליזת 

          ביטוי גני, )SNPs )Single Nucleotide Polymorphisms כמוגבוהה לצורך זיהוי הבדלים ברצף 

 Solexa-ו 454באמצעות שילוב טכנולוגיות ריצוף , לדוגמא). small RNAs )Collins et al., 2008-ו

לחרק  בדומהשינויים גנומים במהלך האבולוציה עברה  Sulcia muelleriבקטריה ההצליחו להראות ש

השתמשו ) 2008(' קולינס וחוב. )McCutcheon and Moran, 2007( בסימביוזה תנמצאאיתו היא סן כהמא

הורה רחוק שלו ( Pachycladon enysii פוליפלואידיהצמח ה לאנליזת הטרנסקריפטום שלזאת בטכנולוגיה 

 "כלי הרכבה"י שילוב של מיפוי ו"ע. )ולכן מצופה שבגנום זה יהיו גנים משוכפלים allopolyploidהוא 

)assembly tools (ם לשני העתקי הגנום יהם הצליחו לקבוע את השתייכותם של הגנים המוכפל)Collins et 

al., 2008.( השיטת ריצוף ב-mRNA-seq  שלSolexa לאבחן דפוס ביטוי של גנים בשמר שימש 

S. pombe .ביעילות ה שונות המצאנ-splicing עתוק מובילה מצא שעליה בשנבנוסף  .שונים אינטרוניםין ב

 באורז שימשה Solexaטכנולגיית ריצוף של  ).Wilhelm et al., 2008(בגנים מסוימים  splicing-לעליה ב

 ייחודים siRNA-ו miRNA ונמצא כן .ושורשים )tillers(חייצים  של ברקמות פיגנטיםא לבחינת שינויים

 ההומולוג שלו בארבידופסיס הוא( mop1 האנזים ברמת שירידהנמצא  ,יתרה מזאת .שונות רקמותב

RNA-dependent RNA polymerase 2 ( ה שלתלויית רקמה גורמת לירידה-miRNA ו-siRNA 

)Wang et al., 2009.(  

 ת המחקרומטר .2
 קלונלית על ידי זיהוי הבדלים בין עצי תמר חריגיםהסומאפיון תהליכי יצירת השונות מטרת עבודה זאת הוא 

  .תרבית רקמה לעצים נורמאלייםב שמקורם

 :בשני כיוונים התמקדתיבעבודה זו 

 :Bisulfite sequencing-תוך שימוש בשיטת ה DNA-המתילציה באפיון דגם  2.1

בדגם  אשר נמצאו בהם הבדלים' הול'מג'ו' ברהי'מהזנים  DNAבדיקת דגם המתילציה במספר מקטעי  .א

  . Methylation sensitive AFLPבשיטת  Off Type-ל WTהפסים בין 

שבודד מתמר נורמאלי בהשוואה לאותו גן   DEFICIENS (DEF)בדיקת דגם המתילציה בגן .ב

  .'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'בפנוטיפ של 

  mRNA-ה על ידי ריצוף בהספק גבוה שלתמר  "לבבות"ב) הטרנסקריפטום(הביטוי  םגדבחינת  2.2
 .לעצים בעלי פנוטיפ ננסי' הול'מג'מהזן נורמאלים עצים השוואתו בין 

   



17 
 

  שיטות וחומרים .3
באמצעות שיטת               גנומים DNAקטעי בממתילציה אפיון דפוסי ה :עיקרים יםנושא ילשני תת מחולקפרק ה

  .mRNAשל  ריצוף בהספק גבוהבלבבות תמר באמצעות ביטוי דגם הבחינת וBisulfite sequencing -ה

 

 DNAשל  תילציהמ .3.1
 החומר הצמחי .3.1.1

; 2003 ,'כהן וחוב( 'ריבוי שחלות'ו 'לקויה חנטה'שסבלו מבעיות ' ברהי'דגמי המתילציה נבחנו בעצים מהזן 

Cohen et al., 2004 (הדגם נבחן בעלים ופרחים שנשמרו בהקפאה עד . 'הול'מג'מהזן , ובמספר עצים ננסיים

  . מתארת את העצים ששימשו לאפיון דגם המתילציה 2טבלה . השימוש

  

 Bisulfite sequencing-ן דגם המתילציה בשיטת הואפיל ששימשועצים  - 2טבלה 
 פנוטיפרקמהמקור ריבויזן שם הדוגמא

4WTנורמאליעליםחוטר ברהי 
F1WT נורמאליתפרחת92חוטר ברהי 
F2WT נורמאליתפרחת92חוטר ברהי 
F4WT נורמאליתפרחת98חוטר ברהי 

 'שחלות ריבוי'ו'חנטה לקויה'עליםתרבית רקמה ברהי2
F5שחלות ריבוי'ו'חנטה לקויה'תפרחתתרבית רקמה ברהי' 
F6שחלות ריבוי'ו'חנטה לקויה'תפרחתתרבית רקמה ברהי' 
F7שחלות ריבוי'ו'חנטה לקויה'תפרחתתרבית רקמה ברהי' 

21WT נורמאליעליםחוטרהול'מג 
22WT נורמאליעליםחוטרהול'מג 
24WT נורמאליעליםחוטרהול'מג 
13DW ננסעליםרקמהתרביתהול'מג 
14DW ננסעליםתרבית רקמההול'מג 
18DW ננסעליםתרבית רקמההול'מג 

  .מטע יטבתהבכל העצים ששימשו לאנליזה מקורם 

 

 גנומי DNAהפקת  .3.1.2
DNA  גנומי הופק מעלים ופרחים של תמר לפיAitchitt  כשלושה גרם : בשינויים כדלקמן) 1993(וחובריו

) ראה הרכב הבופר בהמשך(ופר מיצוי ל ב"מ 15-החומר הכתוש הורחף ב. של רקמה נכתשו בחנקן נוזלי

ל "מ 15י הוספת ל ידהמיצוי הראשון נעשה ע. תוך ערבוב C° 65-דקות ב 30והודגר משך 

הפזה המימית הופרדה . g 8,000-דקות ב 7במשך  וסירכוז 1:24אלכוהול ביחס של - איזואמיל/כלורופורם

. וסירכוז באותם תנאים) 1:24(אלכוהול -איזואמיל/י הוספת נפח אחד של כלורופורםל ידועברה מיצוי נוסף ע

המשקע נשטף . g 16,500-דקות ב 20לפאזה העליונה הוסף נפח אחד של איזופרופנול ונעשה סירכוז במשך 

ל מים "הורחף בשלושה מ, המשקע יובש. g 16,500-דקות ב 10משך וסורכז  70%ל אתנול "מ 20-ב

נפחים של  2.5- חומצות הגרעין הושקעו ב. C° 37-דקות ב 30משך  μl RNase A 1-מזוקקים וטופל ב

. g 16,500-דקות ב 10ז למשך ורכיוס M0.3 לריכוז סופי של  Na-Acetateלאחר הוספת ) 100%(אתנול 
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           המשקע יובש והורחף . g 16,500-דקות ב 10וסורכז במשך  70%ל ל אתנו"מ 20-ב המשקע נשטף

והשוואה עם  1%ל אגרוז 'הוערכו באמצעות הפרדה על ג DNA-ריכוז ואיכות של ה. מים מזוקקים μl 400-ב

י יחס ל ידהוערכה ע DNA-איכות ה). Lambda DNA / EcoRI+HindIII(כמות ידועה של סמן גודל 

  .ננומטר 280- ו 260באורכי גל של בליעת האור 

  :בופר מיצוי

3% w/v CTAB (Hexadecyl Trimethyl-Ammonium Bromide) 

1% v/v β-mercaptoethanol 

1.4 M NaCl 

20 mM EDTA (Ethylenediamine tetra-acetic acid) 

100 mM Tris pH 8.0 

 

 PCRהגברת מקטעים באמצעות  .3.1.3
' הול'מג'שהופק מרקמות שונות של תמר מהזנים  cDNAאו /מי וגנו DNAהריאקציה בוצעה על תבנית של 

הריאקציה בוצעה בנפח כולל של ). USA( IDTוסונתזו על ידי ) 3טבלה (עם תחלים שתוכננו מראש ' ברהי'ו

25 µl 0.5 : והכילה μl dNTP) 10בריכוז של pmol/μl( ,buffer  10x PCR  2.5 μl ) 15המכיל mM 

MgCl2( , 0.2 µl Taq polymerase) 5בריכוז של U/µl( ,0.5 μl  מכל תחל) 20בריכוז של pmol/μl( , 

בסעיף כמצוין  ng total RNA 1000-שהופק מ( cDNAאו  )ng/μl 25בריכוז של ( DNAשל  μl 10-ו

         מטופלים ) ddH2O(עם מים מזוקקים פעמים  µl 25-נפח הריאקציה הושלם ל .)10פי  ונמהל 3.2.2

, C94° -אחת ב דקה: מחזורים של C95 ,40° -חמש דקות ראשונות ב: PCR-תנאי ריאקציית ה. DEPC-ב

 10- ו C° 72-דקה אחת ב) הטמפרטורה המתאימה ביותר לכל זוג תחלים(דקה אחת בטמפרטורת ההגברה 

כדי לוודא יצירה של  3%-2%ל אגרוז בריכוז של 'הופרדו על גבי ג PCRתוצרי . C° 72-דקות אחרונות ב

  .תוצר יחיד

  

 DEF (DEFICIENS(תחלים ששימשו לבידוד הגן  - 3טבלה 

אורך   רצף התחל  שם התחל מספר
המקטע 

)bp(  

המקטע מיקום 
ברצף הגן 

DEF  
1 SPWs1F  GGCCTTAGTCTACTTTGAGAA 974  1-973 SPWs1R  CCATATCCATAAGTAGAGATGATGC 
2 SPWs2F  GAGCAATTGAGTGTCTTAGAGATTAA 764  847-1611  SPWs2R  CTACAAATCGTATATAAATTGCGTCG 
3 SPWs3F  GAGAGTGCCATCTAATAGAGTTGGTA 837  1479-2316  SPWs3R  CTGCCGGTTAGTAGGATTTTCTATC 
4 SPWs6F  CGATTGACATTCTGTTTCCCAA 1029  3943-4972 SPWs6R  CAAAGGTTTCCATGAAGAATGC 
5 SPWs7F  CTCATCAACCAAACATGTGTCC 1060  4843-5903 SPWs7R  TGTTGAGTAGTGCGGTCAA 
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אורך   רצף התחל  שם התחל מספר
המקטע 

)bp(  

המקטע מיקום 
ברצף הגן 

DEF  
6 SPWs8F  GGGATAGATATCTCGACCATT 634  5822-6456 SPWs8R  ATCTAAGCCCTTGCTACACA 
7 SPWs9F  TTGATCTCTTGCGGGTTTAAGA 886  6393-7279 SPWs9R  TGGTATGAGGATGATGCTCCTAT 
8 SPWs14F  AACGAGAACCTCTAAAATCCACCGTGC630  1770-2400 SPWs14R  GATAAGCGAGACCTCGGCATCG 
9 SPW3F  GCTTCTTTACCCTATCCTCCA 608  2100-2708 SPW3R  ACAGTTTTTCCCCTTTTCTTTAG 

10 SPW12F  GATGGGGAGGGGGAAGATAG 524  2281-2805 SPW12R  CGGAGGTTTCGGTTGATCTC 
11  *SPWs17F GCATTAATACATGCCTGGTTACTGG 683  3060-3743 *SPWs17R CCACATCACATGATGAGAGCAG 
12  *SPWs18F CTTGCAACTTGAGTTGGTTCCA 1004  2182-3186 *SPWs18R TTCCGCACCTTCCCAATGAT 
13  *SPWs20F AGAACAGGTGATTCCTGCGCTT 729  4145-4874 *SPWs20R CTTATTGGTCTTTTGCGGATGCGT 
14  *SPWs21F CTCTTGAGACTTCAAAACAATTGAGG 1148  1103-2251 *SPWs21R CTAACTTGGTAGCTGCACATGC 
15  *SPWs22F TGCTTGATCCAAATTGCAGAACTG 1177  29-1206 *SPWs22R ACTTGAGTGAGTCACCTTAGGTAG 
16  **cSPWF  ATGGGGAGGGGGAAGATAGA 750   

F  מיצג תחלforward , R  מייצג תחלreverse  * .של הגן ) 7-ו 6אקסונים (חלק האחרון השימשו לבידוד  התחלים אלDEF ** . תחל זה שימש
  .SPWs17Rשלו היה reverse -ותחל  ה cDNA-לבידוד הגן מ

  

  PCR-בדיקת תוצרי ה .3.1.4
ההרצה . כדי לוודא יצירה של תוצר יחיד 3%-2%ל אגרוז בריכוז של 'הופרדו על גבי ג PCR-תוצרי ה

כל דוגמא הכילה בופר . V 100ובמתח של   1xTAEטרופורזה אופקי שהכיל בופר הרצהנעשתה במתקן אלק

 Fermentas של חברתGeneRuller . מכלל הדוגמא  1/6בנפח של, )6x Loading Dye Solution(הטענה 

)U.S.A (לים צולמו במכשיר 'הג. שימש כסמן גודלFluorchem 8800  של חברתAlpha Innotech 

)U.S.A .(אנליזת ריכוז התוצרים נעשתה באמצעות התוכנה.AlphaEase FC   נחתכותוצרים בגודל הצפוי 

בהתאם , )Fermentas )U.S.Aשל   Silica Bead DNA Gel Extraction Kitל ונוקו באמצעות'מהג

  .התוצרים רוצפו והרצף אומת בהשוואה לרצף הצפוי. להוראות היצרן

  

  PCR-י הקביעת רצף תוצר .3.1.5
אנליזת הרצף . בקוריאה Macrogenאו על ידי חברת /מ ישראל ו"שה על ידי מעבדות חי בעהריצוף נע

  .BioEditתוכנת  ובדיקת ההומולוגיה נעשו בעזרת
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 Bisulfite sequencing-הבשיטת  DNAאפיון מתילציה במקטעי  .3.1.6
) kit(בעזרת ערכת  Bisulfite sequencing-בשיטת העל רקמת עלים ותפרחות אפיון דגם המתילציה נעשה 

EZ DNA Methylation Direct  חברתשלZymo Research  )U.S.A .(מבוססת על טיפול  השיטה     

מוגן ) methylcytosine-5(ממותל  Cואילו  U- לא ממותל הופך ל Cשגורם לכך שכל  bisulfite-ב

                       ואילו .T-הופך ל Uוכל  PCR-הדוגמא מוגברת ב, לאחר הטיפול. מהריאגנט ואינו משתנה

5-methylcytosine נשארים כ-C .שני גדילי ה ,יש להדגיש שלאחר ריאקציית הביסולפיט-DNA  כבר אינם

  ).Frommer et al., 1992(משלימים זה לזה 

, CGאתרי (לזיהוי אתרים פוטנציאליים למיתול  Methyl Primer Express v1.0הרצפים נבחנו בתוכנת 

CNG ים אשר בדרך כלל לא הכילו אתרי יספציפ לאתרים אלה נבנו תחלים). ואיי מתילציהCG ו-CNG .

 T )degenerate-ו Cנעשה שימוש בתערובות של , במקרים בהם לא נמצאו רצפים מתאימים לעיצוב התחלים

primers .(לאחר ריאקצית ההיפוך ב-DNA  בוצעה ריאקצייתPCR טע עם תחלים מתאימים עבור כל מק

ריכוז התוצרים המנוקים חושב על סמך המופע . ונוקו ממנו 2%ל אגרוז 'הורצו בג PCR-תוצרי ה). 4טבלה (

  .ל'בג

של  µl 130הוסף  µl20 בתוך  DNA 500 ngלמבחנה שמכילה : הריאקציה בוצעה לפי הוראות היצרן

CT Conversion Reagent .98-הדוגמאות הודגרו ב °C  64-דקות ולאחר מכן ב 10למשך °C  2.5למשך 

הקולונות . והוטענו בתוצרי ריאקציות המודיפיקציה µl M-Binding Buffer 600-הקולונות נשטפו ב. שעות

' והודגרו בטמפµl M-Desulphonation Buffer 200 -טופלו ב, µl M-Wash Buffer 100-נשטפו ב

עבר מיצוי  DNA-ה, M-Wash Bufferשל  µl 200-לאחר שתי שטיפות ב. דקות 20החדר במשך 

  .g 10,000-שניות ב 30וסרכוז  µl M-Elution Buffer 10-מהקולונה ב

  

 Bisulfite sequencing-תחלים ששימשו ל - 4טבלה 

 רצף התחל שם התחל
אורך 

 האמפליקון
)bp( 

' טמפ
 החיבור

  
  DEFתחלים לבחינת דגם המתילציה בגן 

SPW_BS1F GAAATGTGAAGTATGGAAAAGTGA 548 56 SPW_BS1R CATCATTATTACAAATCCATAACAAA 
SPW_BS2F GGATTATGAAGAAGGTTAAGGAG 499 56 SPW_BS2R AAATTACTCCTCCACCTTATTTC 
SPW_BS3F TGAAGGATATAGGTATTAGTTA 567 56 SPW_BS3R CTTCCATAAATAATCTACTCTTTC 

  
 MS-AFLPתחלים לבחינת דגם המתילציה בפרגמנטים מתמר שבודדו בשיטת 

Bis1F GYAGGGTTTAATTAAATGTATGGA 123 56 Bis1R ACAATAACTTTAAAATCATTCCA 
Bis2F TTAATTTAATTTAAGAAAGGAAAAAG 276 56 Bis2R CARAAATTTTAATCTTTAAATC 
Bis5F AGAYGGGTTAAAAGAGGGGT 236 56 
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 רצף התחל שם התחל
אורך 

 האמפליקון
)bp( 

' טמפ
 החיבור

Bis5R CCATTAACRACAAATATTAC 
Bis6F GGTTATGAATTATAAAGTTTGAGAAT 542 56 Bis6R CTTCCTCTTCTTTAACCTTTAAAT 

  
 בארבידופסיס FWA תחלים לבחינת דפוס המתילציה בגן

Met At FWA F GATATTATTATGGAAGAAATAATTCGGAT
TTAAAAAGTAAAACGT 458 56 Met At FWA R TAAATATCTCRACACTTTTAACAATACCTT
AAATAAATACAACAA 

F  מיצג תחלForward , R  מייצג תחלReverse.  

  

תאים אלה יכולים להיבדל בדפוס . גנומי מתקבלת תערובת מתאים רבים ומרקמות שונות DNAבהפקת 

מקטעי  ,Bisulfite sequencingבמהלך האנליזה של דפוסי המתילציה בשיטת , לכן. המתילציה שלהם

מושבות  חמשרוצפו לפחות  DNAעבור כל מקטע . ומשובטים בחיידקים, הנבחרים עוברים הגברה DNA-ה

אחת שהוגברה והוחדרה לחיידק  DNAדגם המתילציה של מולקולת  מושבה מייצגת אתכל . מכל פרט נבחן

  ).Frommer et al., 1992(בודד 

 

  שיבוט התוצרים .3.1.7
השתמשנו ביחס מולארי ). Promega )U.S.Aשל חברת pGEM T easy כל מקטע עבר ליגציה לפלסמיד 

.בין המחדר לפלסמיד בהתאמה 1:3של 
  :למבחנת הריאקציה הוספו  

5 μl 2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 

0.5 μl pGEM–T Easy Vector (50ng) 

1 μl T4 DNA Ligase   

  μl 10השלמה עם מים עד נפח 

  .למשך הלילה C° 16-הריאקציה הודגרה ב

ratiomolarvectorx:שחושבה לפי הנוסחא PCRכמות תוצר 
vectorofsizekb

insertofsizekbxvectorofng  

 

  טרנספורמציה לחיידקים .3.1.8
  ).Bio-Lab Ltd )Israelשל חברת  DH5αהטרנספורמציה בוצעה לחיידקים קומפטנטים מסוג 

 µl 30-למבחנה עם כ. דקות על קרח 30הופשרו  DH5αחיידקי : הטרנספורמציה בוצעה לפי הוראות היצרן

 C° 42-המבחנות הועברו ל. דקות על קרח 30מתוצר הליגציה למשך   μl 5של חיידקים קומפטנטים הוספו

דקים הודגרו יהחי, נוזלי LBשל מצע גידול  ml 1לאחר הוספת . שניות ולקרח למשך דקה וחצי 90למשך 
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 mg/l ,100 μl 100מוצק שמכיל אמפיצילין בריכוז  LBונזרעו על צלחות עם מצע  C° 37-למשך שעה ב

IPTG )100 מתמיסה בריכוז שלmM (20-ו μl X-Gal ) 50מתמיסה בריכוז שלmg/ml( .DNA  פלסמידי

  .)Fermentas )U.S.A תשל חבר GeneJET plasmid miniprep kitהופק ממושבות לבנות בערכה 

 

 ריצוף בהספק גבוה .3.2
 החומר הצמחי .3.2.1

עצים ו יםבחוטרשמקורם  םנורמאליעצים של ' הול'מג'של תמר מזן " לב"קמת ר נעשו עלאנליזות הגנומיות ה

 ארבעועץ נורמאלי בין שנים  שבעבני ננסיים שני עצים . יפנוטיפ ננס יבעל )רקמהתרבית שרובו ב( יםחריג

בתאריך  בנוסף נכרתו במטע יבניאל .והועברו למעבדה 23.01.2007נכרתו במטע נאות הכיכר בתאריך 

עץ נכרת  22.03.2009ובתאריך , יבעלי מופע ננסשנים  שבעבני חריגים עצים  14עוד  01.08.2007

הוגדר התמר " לב. "למרכזםעד העצים  ובמעבדה פורק .מצפה שלםממטע ) שנה 25-בן כ( נוסףנורמאלי 

" לב עליון": שני חלקיםחולק ל "לב"ה. הקודקודיתסביב המריסטמה המצויה גרם  100-כ במשקל כרקמה

, הנמצא מתחתיו" לב תחתון"ו ,ואת המריסטמה הקודקודית המכיל בעיקר את העלים העובריים הצעירים מאוד

שני החלקים נחתכו לחתיכות . ולרקמת הפרנכימה של הגזע והמכיל את איזור ההתמיינות לצינורות ההובלה

מזן צים הנורמאלים והעצים החריגים מתארת את הע 5 טבלה. C° 80--ונשמרו בהוקפאו בחנקן נוזלי , קטנות

  . "לב העליון"בהם נבדק דגם ביטוי הגנים ברקמת ה' הול'גמ'

  

 Solexaהריצוף בנפח גבוה בשיטת ששימשו לאנליזות ' הול'מג'עצי  - 5 טבלה

 פנוטיפ מטע ריבוי שיטת שם העץ
WT נורמאלי  נאות הכיכר חוטר  

WT2  נורמאלי  מצפה שלם חוטר  
DW ננס  נאות הכיכר תרבית רקמה  

DW1  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW2  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW3  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW4  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW5  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW6  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW7  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW8  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW9  ננס  יבניאל תרבית רקמה 

DW10  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW11  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW13  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW14  ננס  יבניאל תרבית רקמה 
DW16  ננס  יבניאל תרבית רקמה 

  ."וןילב על"יתה יהרקמה ששימשה לאנליזה ה
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  RNA Totalהפקת  .3.2.2
: שינויים כדלקמןבארבעה מיצויים עם  CTAB (Chang et al., 1993)נעשתה בשיטת  Total RNAהפקת 

ל בופר מיצוי "מ 20-החומר הכתוש הורחף ב. נכתשו בחנקן נוזלי, )"לב עליון"(גרם של רקמה  שלושהכ

המיצוי נעשה פעמים בנפח אחד של . תוך ערבוב C° 65-דקות ב 10והודגר משך ) ראה הרכב הבופר בהמשך(

 g 14,000-דקות ב 10דקות וסורכזו  חמשהדוגמאות עורבבו במשך  ).1/24(אלכוהול - איזואמיל/ורופורםכל

       המבחנות עורבבו היטב והודגרו למשך הלילה ו M LiCl 10נפח  1/3לפאזה העליונה הוסף . C° 15-ב

: נוספים מיצוייםנעשו שני בשלב זה . C° 4-ב g 14,000-דקות ב 20משך בהדוגמאות שוקעו . C° 4-ב

 ההועבר הפאזה המימית). 1/24(אלכוהול -איזואמיל/ל כלורופורם"מ 1- ו SSTEל "מ 1למשקע הוספו 

                 הפזה המימית מוצתה שנית . g 10,000-דקות ב חמש ונעשתה השקעה למשךל "מ 2למבחנות 

זה המימית לשתי מבחנות שבכל הושקע לאחר חלוקת הפ RNA-ה). 1/24(אלכוהול -איזואמיל/בכלורופורם

המבחנות ). 100%(אתנול  μl 1,330-ו M Amonium acetate 10של  μl 133והוספת  μl 400-אחת כ

המשקע . C° 4-בg 16,000 -דקות ב 15הדוגמאות סורכזו . C° 20-עורבבו היטב והודגרו למשך לילה ב

      מים שעברו טיפול  μl 15-והורחף ביובש , g 16,000-דקות ב 15סורכז , 70%ל אתנול "מ 1-נשטף ב

 RNA- ריכוז ואיכות ה. ושתי המבחנות של אותה דוגמא אוחד ,)DEPC )Diethylpyrocarbonate-ב

  .ננומטר 280- ו 260ועל פי יחס בליעת האור באורכי גל של  2%ל אגרוז 'הוערכו באמצעות הפרדה על ג

  :הרכב התמיסות ששימשו בהפקה

  :בופר מיצוי) 1

0.1 M Tris-Cl pH 8.0 

0.025 M EDTA pH 8.0 

2 M NaCl 

2% w/v CTAB 

2% w/v Polyvinylpyrrolidone (PVP) 

0.2% v/v β-Mercaptoethanol 

 

2 (SSTE:  

0.5% w/v SDS 

1 M NaCl 

0.01 M Tris-Cl pH 8.0 

1 mM EDTA pH 8.0 
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  DNase - טיפול ב

  :הוסף Total RNAשל  μg 30-ל

8 μl 10 x DNAse Buffer 

1 μl RNAse inhibitor (40 U/ μl) (Fermentas, U.S.A)  

1 μl RNAse free DNAse (1 U/ μl) (Promega, U.S.A) 

    הדוגמאות הודגרו במשך חצי שעה. DEPC-י מים שעברו טיפול ב"ע μl 40-נפח הריאקציה הושלם ל

פנול  μl 250-ונעשה מיצוי ב DEPC-עם מים שעברו טיפול ב μl 500-ל הוגדלנפח הריאקציה . C° 37-ב

. C° 4-ב g 16,000-דקות ב 10סורכזו והמבחנות עורבבו , )1:24( אלכוהול איזואמיל- כלורופורם μl 250-ו

והדוגמאות סורכזו  Fermentas)של חברת ( גליקוגן μl 5-ו לפאזה העליונה הוסף נפח שווה של איזופרופנול

דקות  5למשך  והושקע בסירכוז 70%אתנול  ml 1-ב נשטףהמשקע . C° 4-ב g 16,000-דקות ב 15

  .DEPC-מים שעברו טיפול ב μl 30-הפלט הורחף ב. C° 4-ב g 16,000-ב

  

  מעץ תמר נורמאלי וננס RNA -1 איור 
 

  

  

  

  

  

  
  

  

  

מתרבית רקמה בעל פנוטיפ ) DW(חריג שמקורו בחוטר ומעץ ) WT(של עץ נורמאלי ' הול'מג'של תמר מזן " לב"א שהופק מריקמת "רנ
בעוד שהמולקולות הנבדקות הן  DNAיש לציין שסמן הגודל הוא מקטעי . HindIII/EcoR-חתוך ב λ DNAכסמן גודל שימש  .ננסות
RNA.  

  
  

  cDNAיצירת  .3.2.3
 Thermo scientific )Unitedשל חברת  VersoTM cDNA Kitבעזרת  נעשתה  cDNAסינתזה של

Kingdom(.  

עד לריכוז סופי  random hexamers) פריימרים(תערובת תחלים  lµ 1הוספה  Total RNAשל μg 1-5 -ל

  :למבחנת הריאקציה הוספו. והועברה במהירות לקרח C70° -דקות ב 5התמיסה הודגרה . Mµ 0.5-2של 

4 µl 5x cDNA synthesis buffer  

2 µl dNTP Mix 

1 µl RT Enhancer 



25 
 

1 µl Verso Enzyme Mix 

  µl 20 של נפחלמים 

הדוגמאות . C° 95- דקות ב 2הריאקציה הסתיימה בהדגרה למשך . C42° -המבחנה הודגרה במשך שעה ב

 .-C° 20-נשמרו ב

 

  Solexa/Illuminaריצוף בשיטת  .3.2.4
ן באמצעות ידגם הביטוי אופי. בשוויץFasteris י חברת ל ידע וכל השלבים של אנליזת דגם ביטוי גנים בוצע

  :תהליך הריצוף זהה בשתיהן. שונות שתי שיטות

  

3.2.4.1. (DGE) Digital Gene Expression  

תוך  Illuminaשל חברת  ”kit (“DGE-Tag Profiling Sample Prep Kit(הדוגמאות הוכנו בעזרת ערכה 

השיטה מבוססת על שימוש באנזימי רסטריקציה כך  .שימוש במספר הרכבים של אנזימי רסטריקציה

  .של הגן '3-השמתקבלים תגים קצרים המייצגים לרוב את הקצה 

  

 NlaIIIעיכול עם  .3.2.4.1.1

הקשור לחרוזים מגנטיים באמצעות אוליגו  cDNAראשון של  סונתז גדיל µg mRNA 3על גבי תבנית של 

dT , בעזרת אנזיםSuperScript Reverse Transcriptase II .ה-mRNA י ל ידעוכל עRNase H  ונבנה

גדילי נחתך באמצעות אנזים -הדו cDNA-ה. DNA Polymerase Iי אנזים ל ידע cDNAגדיל שני של 

לאחר שטיפה בבופר נשארו רק המקטעים הקשורים לחרוזי . CATGשחותך ברצף  NlaIIIהרסטריקציה 

 GEX NlaIIIלקצה החתוך של שני הגדילים חובר מתאם ). שלפני אתר החיתוך('3 בקצה  dTאוליגו 

Adapter 1  הכולל בתוכו אתר רסטריקציה לאנזיםMmeI . אנזים הרסטריקציהMmeI  21חתך לאחר 

בנוסף לארבעה הבסיסים של אתר ( נוקליאוטידים 17ובכך נוצר תג באורך , CATG-נוקליאוטידים מה

בעל רצף , GEX Adapter 2לקצה החתוך חובר מתאם . dTר יותר לחרוזי אוליגו שלא מחוב) הרסטריקציה

איור (חובקו משני צידיהם במתאמים  cDNA-מקטעי ה). flow cell channels(משלים לרצף שמחובר לתא 

ונעשתה סלקציה למקטעים , ל'התוצרים הורצו על ג. נעשה עם תחלים מתאימים למתאמים PCR-ה). א 2

  .בסיסים 21בגודל של 

 

 שונים אנזימי רסטריקציהבעיכול  .3.2.4.1.2

cDNA גדילי עוכל בנפרד עם כל אחד מאנזימי רסטריקציה הבאים-דו :HpyCH4IV ,HpaII ,HinP1I 

תוצרי החיתוך מארבעת הריאקציות אוחדו  ,לאחר שטיפה בבופר. CG) '5המשאירים קצוות דביקים ( TaqI-ו

לקצה החופשי חובר מתאם המכיל אתר רסטריקציה של . dTוחוברו לחרוזים מגנטיים באמצעות אוליגו 

EcoP15I .ה-cDNA  עוכל עם האנזיםEcoP15I  נוקליאוטידים מאתר ההכרה שלו 27שחותך במרחק של .

חובר מתאם שני ) '3קצה (לקצה החתוך של התג . בסיסים 26-35לאחר החיתוך השתחרר רצף באורך של 
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ל לצורך בחירת מקטעים 'התוצרים הופרדו על ג. flow cell channels-למשלים לרצף שמחובר שריצופו 

על פי של אנזימי הרסטריקציה השונים ניתן להבדיל בין ארבעת הריאקציות . בסיסים או יותר 27בגודל של 

 .בסיס זה משתנה בין ארבעת אנזימי הרסטריקציה. בתוך התג CGהבסיס הראשון שאחרי 

  

3.2.4.2. seq-mRNA 

 mRNA-השיטה מתבססת על שבירת ה .Illuminaשל חברת  ”mRNA-seq“קיט הדוגמאות הוכנו בעזרת 

  .מתקבל מידע על הטרנסקריפטום המלא. למקטעים וריצופם משני הכיוונים

 mRNA-ה. מחובר לחרוזים מגנטים poly-Tבאמצעות  Total RNAשל  µg 10-הופרד מ mRNA-ה

 cDNA-סינתזת הגדיל הראשון של ה. נשבר למקטעים קטנים בעזרת קטיונים ביוולנטים בטמפרטורה גבוהה

י ל ידע RNA-לאחר עיכול גדיל ה. יםיותחלים אקרא Reverse Transcriptaseנעשתה באמצעות האנזים 

RNase H  ויצירת גדיל שני שלcDNA , נוצרו פרגמנטים שלcDNA  יצירת . םבסיסי 50-400באורך של

overhang על קצוות ה-cDNA  נעשה בעזרתT4 DNA polymerae ו-Klenow DNA polymerase .

ל ובודדו מקטעים באורך של 'המקטעים הופרדו בג, חודיים לכל אחד מהקצוותילאחר ליגציה של מתאמים י

  .בסיסים 150-250

  

 ריצוףתהליך ה .3.2.4.3

התא מחולק ( flow cell channels- ההופרדו לשני גדילים ונקשרו לצד הפנימי של תא  cDNA-מקטעי ה

המקטעים הוגברו ). ב 2איור ( )המאפשרות אנליזה של מספר דוגמאות במקביל )channels(תעלות  מספרל

נעשתה דנטורציה והתקבל  ההגברהלאחר ). ד ,ג 2איור (על המשטח המוצק בעזרת נוקליאוטידים ואנזימים 

DNA מושבות ("נתקבלו כמה מיליוני קלסטרים צפופים ). ה 2איור (גדילי מעוגן למשטח המוצק -חד

DNA (" שלDNA גדילי -דו) תחלים ו, בכל מחזור הגברה הוכנסו ארבעת הנוקליאוטידים). ו 2איור-DNA 

משתמשת  Illumina(והינם חסומים הנוקליאוטידים מסומנים בצבעים פלואורסנטים שונים . פולימראז

זהו נוקלאוטיד אנלוגי בעל מודיפיקציה ). reversible terminators(בנוקלאוטידים עם חסם רוורסיבילי 

 2איור (שלהם  '3בקצה ) שלו כדי לחסום זמנית את פעילות הפולימראז OH-’3המכסה בחלקה את הקבוצה 

). ח 2איור ( DNAלזהות את הבסיס שהוסף בכל מושבת  צילומים כדי ארבעהבכל מחזור סינתזה נעשו ). ז

 flow cell-הפלואורסנציה מוסרת ול, )Wu et al., 2007(בתגובה כימית או פוטוליזיס  השעשחרור החוסם נ

channels מוכנסת תערובת נוקליאוטידים חדשים למחזור ריצוף נוסף. 

: שלבים 3התהליך כולל . Data Analysis Pipeline V-התמונות עובדו ב ,הריצוף תהליךלאחר סיום  •

י טקסט שבהם נרשמו העוצמות של כל אחד מארבעת יבשלב הראשון הומרו התמונות לקבצ

בשלב השני התבצע זיהוי של הבסיס בכל מחזור לפי נקודות . בתמונה XYהנוקליאוטידים בכל נקודה 

XY ) בשלב השלישי נוצר הרצף של כל מושבת ). ט 2איורDNA. 
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בהתאם לאנזים  בסיסים 27או  21את כל התג שבאורך  ריצפו Digital Gene Expression-ב •

טכנולוגיה המכונה ( DNAמקטע כל בסיסים מכל כיוון של  36ריצפו  mRNA-SEQ-ב; הרסטריקציה

paired end( , הבסיסים הראשונים היוו קוד לדוגמא  3מהם)שהיה חלק מהאדפטורים.( 

 

 Solexa/Illuminaטכנולוגיית הריצוף של  - 2איור 
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 DGE-ה נירמול לתוצאות אנליזת .3.2.5
על הקריאות   robust quantile normalizationבאמצעות ,)מכון וולקני(ר רון אופיר "י ד"הנירמול בוצע ע

הנירמול מבוסס על ההנחה שברוב הגנים אין . Dwarf (Bolstad et al., 2003)ושל  WTמהתגים של 

ולכן נקבעו החציון והשונות , הבדלים משמעותיים בדגם הביטוי בין רקמה של עץ נורמאלי לשל עץ ננס

 WT-האפס האומרת שהיחס בין הקריאות בכל תג זהות בין הבוצע מבחן שבודק את השערת . כקבועי ערך

נדרש תיקון למובהקות הסטטיסטית  )multi testing(כיוון שדגם הביטוי נבדק במאות אלפי גנים . Dwarf-ל

 ,Bonferonni )Benjamini and Hochberg-ו FDR: נעשו שני תיקונים. של הבדלים בין שני הפרטים

1995; Sokal and Rohlf, 1995 .( לצורך הצגת הנתונים)בדומה להצגה של תוצאותmicroarray ( ,

 :הביטוי הדיפרנציאלי חושב לפי הנוסחה. נעשתה טרנספורמציה לקבלת קירוב להתפלגות נורמאלית

log2(nD + 0.5) + log2(tW − nW + 0.5) − log2(nW + 0.5) − log2(tD − nD + 0.5) .nD ו-tD  הן

הן הקריאות של תג  tW-ו nW. בהתאמה Dwarfכ קריאות מהנתונים עבור "ההקריאות של תג ספציפי וס

לא  ששתגים רבים בעלי ערכי טרנספורמציה נמוכים מ. בהתאמה wtכ קריאות מהנתונים עבור "ספציפי וסה

וכדי לוודא  (error model) מכיוון שבמערכת זו לא קיים מודל לטעות. התפלגו בהתאם לעקומה הנורמאלית

לתגים בעלי ערך  (filtering) בוצע סינון, שנבחרים באמת מייצגים הבדלים אמיתיים בביטוישהתגים 

קיצונית  הסיכוי לקבל תוצאה( p-value בנוסף נבחנו רק תגים בעלי ערכי. ששטרנספורמציה גבוה מ

 .Bonferonniלאחר תיקון  0.001 כיםנמו) בהנחה שהשערת האפס נכונה, מהתוצאה הנצפית

  

3.2.6. 5' RACE 
 RACE ’5-שיטת ה. Invitrogen 5’ RACE kitבשוויץ באמצעות  Fasterisי חברת "האנליזה בוצעה ע

)Rapid Amplification of cDNA Ends ( משמשת להארכת מקטעיcDNA 5-י סינתזה באזור הל ידע’ 

  .הרלוונטי cDNA-שיטה זאת דורשת ידע של רצף קצר ממקטע ה. mRNA-של ה

א "על תבנית של רנ cDNAסינתזת הגדיל הראשון של . dCTPומופולימר נקשר ה cDNAשל  3'לקצה 

אנליזת בשהתקבל מהרצף באוריינטציה הפוכה , )6טבלה (GSP1 שליח נעשתה בעזרת תחל ספציפי 

א "הגדיל הראשון עוכל הרנאחרי הסינתזה של . poly C-ותחל מתאים ל  Solexaהגנומית של DGE-ה

סולקו  cDNA-וחלבונים מיותרים שלא מחוברים ל GSP1, נוקליאוטידים. RNase-י טיפול בל ידהשליח ע

תהליך זה מאפשר . והמקטעים רוצפו TOPOשובטו לווקטור  RACE '5-תוצרי ה. S.N.A.Pבעזרת קולונת 

תגים  100היו  RACE '5-התחלים ששימשו להארכה ב .’5לקצה  GSP1הארכה של רצף לא ידוע בין 

  .)4.2.1.2 שיקולי הבחירה מוסברים בפרק( DGE-שונים שנבחרו מאנליזת ה
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 RACE ’5-תגים שהוגברו ב - 6טבלה 

  GSP1 –תחל   שם הרצף  מספר
1 ILA_seq1 ACATCTTGCATCCTCCACA 
2 ILA_seq3 CAATCATCACCCTAGCACA 
3 ILA_seq5  TCAGCAATACCAGGGAACA 
4 ILA_seq6  TCCCTATACTCCTTGTACA 
5 ILA_seq7  CTACCCATGTCAAGGACCA 
6 ILA_seq8  GTGCTCTCCTGTTCAGCCA 
7 ILA_seq11  TCTACCATTACATGTAGCA 
8 ILA_seq12  CCCAACCTCTACCATTACA 
9 ILA_seq14  TCGAGCTAACTGTAGAACA 

10 ILA_seq17  TCATCTTTGCACTATGGCA 
11 ILA_seq19  CCAGTACTGGAAAAACTCA 
12 ILA_seq291  GCAAAATCAAATTACAACA 
13 ILA_seq503  GTTGGATTTCTTTCATTCA 
14 ILA_seq510  AAAAGTTCAATAGATACCA 
15 ILA_seq517  CACCATTCGAAGTAGGACA 
16 ILA_CGAseq420  ATTGAACTTTAGCCATTAATTCAATCG 
17 ILA_CGCseq438  ATTCGATATTTGAAAATAATTTAAGCG 
18 ILA_CGCseq466  TTTATAATCCATCCATCATCATATGCG 
19 ILA_CGCseq495  TGCAGGAATCGCAGCTGCAGTTTGGCG 
20 ILA_CGCseq499  ATTCATTTTCCACAGCTGCAACCAGCG 
21 ILA_CGGseq2  ACTCACTTACAACCGTTCTCGGATCCG 
22 ILA_CGGseq134  CACACACCCCAACCAAAATTCCAACCG 
23 ILA_CGGseq135  CCGAACTTAGGAATAAACCAGTATCCG 
24 ILA_CGTseq123  CAAATTGCAACTGTGTAATGACACACG 

  

  BLASTאנליזת  .3.2.7
התוכנה משמשת ). NCBI )http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiנמצאת באתר של  lastBתוכנת 

 http://qatar-באתר התמר פורסמה טיוטה ראשונית של גנום 2009במאי  .לאיתור רצפים הומולוגים

weill.cornell.edu/research/datepalmGenome/download.html .מאוחר יותר הטיוטה עודכנה ,

 ניםג 19,414- כבה  וזוהו )NCBI )ACYX01000001 - ACYX01234704פורסמה במאגר המידע של 

י ל ידעברו הצלבה עמהטיוטה הראשונה  מקטעיםההבדל העיקרי בין שתי הטיוטות הוא שה .טייםתהיפו

 .BioEditאת טיוטת גנום דקל התמר בתוכנת הטענתי  .scaffoldsונוצרו  paired-end שימוש בריצוף

נעשתה השוואה בין הרצפים בבסיס נתונים של . "מקומית"ום של התמר נעשה חיפוש מול טיוטת הגנה

)Nucleotide collection(nr/nt  ו-Non-human non-mouse ESTs .כמו כן נעשה חיפוש ב-BlastX 

  .על בסיס תרגום רצף הבסיסים לרצף של חומצות אמינו
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  Q-RT-PCR אפיון דגם השעתוק באמצעות  .3.2.8
חומר פלואורסנטי שנצמד  -  SYBR Greenמבוססת על ו RNAכימות של מולקולות  השיטה מאפשרת

וקומפלקס זה קולט , גדילי-דו DNA-נקשר ל PCR ,SYBR Greenבמהלך . גדיליות- דו DNAלמולקולות 

 DNA-האור הנפלט מיצג את כמות ה. nm522 ופולט אור באורך גל של  nm480 אור כחול באורך גל של 

ששימש  SYBR Green-ה. ששימשה בניסוי Template-המתוך כך ניתן לחשב את כמות . גדילי- הדו

 Thermo scientificשל חברת  Absolute Blue QPCR SYBR Green ROX Mixלריאקציה היה 

)United Kingdom( .כימות התוצאות ב-Q-RT-PCR  מסתמך על עקומת כיול של הגן המנרמל והגן

מספר ( Ct -ה  יחס ליניארי בין מבטאתעקומת הכיול . מיהולים לריכוזים ידועיםסדרת הנבדק המבוססת על 

והכמות ההתחלתית ) שבו הפלואורסנציה עוברת את ערך הסף PCR - לי של ריאקציית האהמחזורים המינימ

  ).Heid et al., 1996(ובכך ניתן לקבוע את כמות הגן הנבדק , cDNAשל 

זוגות התחלים נבחרו כך ). 8-ו 7טבלאות ( Primer 3-ו Primer Expressעיצוב התחלים נעשה בתוכנות 

לכל זוג תחלים  C° 59הייתה  Annealing-טמפרטורת ה. בסיסים 80-120יהיה באורך של  PCR-שתוצר ה

זוגות  1-3לכל רצף תוכננו  .60-ל 40נע בין  GC- אחוז ה. שלא הכילו יותר מארבעה בסיסים זהים ברצף

כל זוג תחלים שנתן תוצר יחיד בגודל  .כדי לוודא קיום של תוצר יחיד PCR-התחלים נבדקו ב .תחלים

כל תחל נמהל לריכוז של . האופטימאליכויל לקביעת הריכוז  ,המתאים והרצף שלו היה הומולוגי לרצף הצפוי

2 pmol/μl  עם מים“Ultra Pure Water” . 10הריאקציה בוצעה בנפח כולל של µl  ראה (תחלים והכילה

בכל . Ultra Pure Water-ו cDNAשל  Absolute blue SYBER Green ROX, 1 µlשל   µl 5, )לעיל

ההגברה . כתבנית Total RNA של pg 4עד  ng 50-מ שנוצר cDNA-שימש ה Q-RT-PCR-ריאקציות ה

  .)Corbett Life Science )Australiaשל חברת  Rotor-Gene 6000נעשתה במכשיר 

 20-ו C° 59-שניות ב C ,15° 95-שניות ב 10מחזורים של  C ,40° 95-ב דקות 15: היו PCR-תנאי ה

  .Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7אנליזת התוצאות נעשתה בתוכנה . C° 72-שניות ב

  

 DGE- לבחינת תגים שאותרו ב Q-RT-PCR-לתחלים ששימשו  - 7טבלה 

  אורך המקטע  רצף התחל  שם התחל  שם הרצף
CGC438 CGC438s1F GCAAGTTCCTTCAATTTACACGC 91bp  

CGC438s1R GAAGATGGACACTCCTTTTAGCATG
CGC438s2F GCCCCAGAAGCAAGTTCCTT 113bp  
CGC438s2R GCCAGGAAGATGGACACTCC 

CGT123 CGT123s1F GACACACGTCCCAATTCAACAT 101bp  
CGT123s1R CACGCCAGTTCCAACAATTAAA 
CGT123s2F TGGCGTATGGGCTCTTTCTATT 101bp  
CGT123s2R CGATAACCTCTTCCCCGTACCT 

Sol1  
  

ILA1F CGCAGCAAGACATTTTCTTCAC 81bp 
ILA1R TTGAGAGGGAGACGGAAATTTG 
nSol1s2F CACCGCAGCAAGACATTT 85bp  
nSol1s2R CTTGAGAGGGAGACGGAAA 

Sol5  nSol5s3F AATGGTGATGACCTGCCCAT 100bp  
nSol5s3R TTATGTTGCCCTCGATTATGAGC 
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  אורך המקטע  רצף התחל  שם התחל  שם הרצף
Sol8  nSol8s1F CACCGCAGCAAGACATTT 81bp  

nSol8s1R AGAGGGAGACGGAAATTTGA 
nSol8s3F ACTTGCAGCCAGCTCCACA 110bp  
nSol8s2R GAGGGAGACGGAAATTTGAGG 

Sol12  nSol12s1F GACCGGGAAACAAGTTCAAT 112bp  
nSol12s1R2 AGAAGAAGGTGCGGAAAGTG 

Sol510  nSol510s1F TGGACAGGACATCCATTCTAAG 101bp  
nSol510s1R GAAGCTTTTGTCTCCCGTTT 

18s  18s3F ACCACTGCGAAAGCATTTGC 100bp  
18s3R CGTTTATGGTTGAGACTAGGACGG 

F  מיצג תחלForward , R  מייצג תחלReverse .בטבלה זאת מוצגים רק התחלים שנתנו תוצר יחיד ב-PCR.  
  
  

 mRNA-seq- בלבחינת תגים שאותרו  Q-RT-PCR-תחלים ששימשו ל - 8טבלה 

אורך   רצף התחל  שם התחל  שם הרצף
  המקטע

)bp(  
ACYX01151934.1 gi261034334F GGCACCTTCATGGACGTGTACT 104  

gi261034334R GCAACAGCGTACGCAGTCTC 
ACYX01130212.1 gi261056360F1 AGAGGATTGCAGAGGAGTAGAG

AC 
104  

gi261056360R1 TTGAGTACAGGTCAGCATAGCTC 
ACYX01124357.1 gi261062215F2 GGACACGGAAAGGAAGAGAG 104  

gi261062215R2 TGGACGTGGAATACAAGAGGT 
ACYX01116467.1 gi261070105F4 CTATCAGGGTAACGCAACCA 105 

gi261070105R4 AAACCTGGAAGCCATTTGAG 
ACYX01112722.1 gi261073850F3 TGGTCAGCTCCTTACGCTATC 97 

gi|261073850R3 CTTGATCTGCATGTCGATCTTT 
ACYX01111891.1 gi261074681F TCCAGACATCTGCCGGAATCTCA 100  

gi261074681R GCAATTCACACTCTGATTCCCACC
ACYX01110553.1 gi261076019F ACGAAATGGACAGACAGCAG 98  

gi261076019R GCTGTGAATCCTTTGGTTTG 
ACYX01107393.1 gi261079179F2 TTCAAGGCTGTTGGGCCACCT 104  

gi261079179R2 CCCTCCCTCTAAGGCTCATTTCC 
ACYX01100129.1 gi261086443F2 TGGTTCCGGCGGATTTGGTGAT 98  

gi261086443R2 TCTCACCTTGCCCGCTGATGTG 
ACYX01098460.1 gi261088526F CCAAGGTGAACTTCCCTGAT 101  

gi261088526R AAGAATCCCAGGTTGGTTTG 
ACYX01096809.1 gi261090177F CCACGGCTCTCTGCCAAAGC 99  

gi261090177R AGCAGTTGCTGAGGGACTCCG 
ACYX01093611.1 gi261093375F CCGTATAAGCTGACAACGGCGTA 104  

gi261093375R ACTACATGCACAGGTGTGCCC 
ACYX01091106.1 gi261095880F ATTGCTGCAACTGATGCTGA 100  

gi261095880R GTGCAACCTCAATCACAACG 
ACYX01090248.1 gi261096738F AACAATGCCAACCGTGGTGC 101  

gi261096738R CTAATCTCACCCTGCGTTCCGG 
ACYX01087235.1 gi261099751F2 TGGGAGAGACAAGACTCCAAG 105  

gi261099751R2 TTCTGCTGCATTGTTCATCA 
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אורך   רצף התחל  שם התחל  שם הרצף
  המקטע

)bp(  
ACYX01078856.1 gi261108130F3 GTTAGATGGCCATTCGTTATCAT 104  

gi261108130R3 GATTGGTCAACCAAGAAACAGA 
ACYX01078076.1 gi261108910F2 AGGCTGTGTGGCACCTAACT 99  

gi261108910R2 AGTCCATGGCCATCTAAACG 
ACYX01065497.1 gi261121489F AGAGCATTGAGCATAGGGCCATC

A 
101  

gi261121489R TGGAAGTGGGCCAACCAGTGT 
ACYX01061536.1 gi261125450F2 TGCTGCGAAGAACTTTGGTA 103  

gi261125450R2 AGGGAGTGCACATGTTGAAA 
ACYX01054383.1 gi261132603F AAACAGTGTAACCCACAAAGAAA

C 
96  

gi261132603R TCATAACTTTGGAATCCATGTAG
G 

ACYX01049845.1 gi261137141F TTTGGGATGCCTTTCGAGAA 98  
gi261137141R ATGCGAACTGGCTGAGAGA 

ACYX01031616.1 gi261155370F AAGCTAGTGCTGCTTTGAACC 100  
gi261155370R TCACGACAGGAGGTTGAGTC 

ACYX01024895.1 gi261162286F CTGAGAAGGAGTGGCAGTGGTTA100  
gi261162286R AGCCACTGCACACTCTCGAA 

ACYX01023841.1 gi261163340F2 GTTGAATGGTGCAGTGCTTC 103  
gi261163340R2 TTCTGTGAGCCCTGATTGTG 

ACYX01018104.1 gi261169077F2 TACTCGAGCTTGTTGACAGCCAC
C 

99  

gi261169077R2 TGCTTTACATCCTCAGCGCCCTC 
F  מיצג תחלForward , R  מייצג תחלReverse  . שנתנו תוצר יחיד ב התחליםבטבלה זאת מוצגים רק-PCR.  
  

    nM,200 nM 100של  םעבר כיול שבמהלכו נבדק בריכוזי PCR-כל זוג תחלים שנתן תוצר יחיד ב

הריכוז האופטימאלי נבחר כך שתהיה הגברה שלא תגביל את . כדי לקבוע את הריכוז האופטימאלי nM 300-ו

טמפרטורה זאת תלויה באורכו ובהרכב . כמו כן נבדקה טמפרטורת ההתכה של כל תוצר. התקדמות הריאקציה

אם או , אם נוצר יותר מתוצר אחד, בדיקת טמפרטורת התכה מאפשרת לגלות אם יש זיהום. הבסיסים שלו

). Template )NTCהריאקציה מתבצעת עם ביקורת שלילית ללא . קיימת קשירה לא ספציפית של התחלים

ות שנעשות עם יהעקומה נבנית בריאקצ. עקומת הכיול שנבנתה לכל זוג תחלים משמשת לכימות ריכוזו של גן

 וא 1:625, 1:125, 1:25 ,1:5, 1:1 או המיהולים היו. בשתים או שלוש חזרות cDNAמיהולים שונים של 

אשר נבחן לעקומת הכיול במיהולים  18S rRNAגן ההשוואה היה . 1:64, 1:16, 1:4, 1:1:בחלק מהמקרים

, 1:16000, 1:4000 או cDNA: 1:1000 ,1:5000 ,1:25000 ,1:125000 ,1:625000הבאים של 

של כל מיהול כנגד ריכוז  Ct (threshold cycle)-עקומת הכיול נבנתה מערכי ה. 1:256000, 1:64000

שבו  PCR-של ה המינימאלימוגדר כמספר המחזורים  Ct ערך. מיתתלוגריבסקלה  Template-ה

. PCRנקבע בפאזה האקספוננציאלית של  threshold-ה). threshold(הפלואורסנציה עוברת את ערך הסף 

. ל הגברה אקספוננציאלית ואפקטיביותשל עקומת הכיול מעיד ע) M(השיפוע . ערך זה מצוי מעל רמת הרקע
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כאשר בכל מחזור יש הכפלה של  100%-הריאקציה אפקטיביות ב. 1-[M/1-)10]:יעילות הריאקציה שווה ל

  . -3.3הוא  Mוערך  1ערך האפקטיביות הוא , בתנאים אלה. כמות התוצר

החישובים נעשו בתוכנת . 18Sהביטוי של הגן נקבע ביחס לגן הביקורת הריבוזומאלי : חישוב כמויות יחסיות

Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 ו-Microsoft Excel . תחילה חושב היחס בין הריכוז ממוצע

. של עץ נורמאלי ועץ ננס cDNAחישוב זה בוצע עבור דוגמאות עם . של הגן הנבדק לבין גן הביקורת

או  1:5000המיהול של גן הביקורת היה  1:4או  1:5החישוב נעשה על פי ממוצע הריכוזים במיהול של 

שהתקבל עץ נורמאלי בערך ב שהתקבלי חלוקת הערך ל ידחושב ע Relative Expressionערך . 1:16000

  .עץ הננסב
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 תוצאות .4
 DNA-ה תמתילצידגם הבדלים באפיון  .4.1

 Bisulfite sequencingשיטת אפיון דגם המתילציה בביקורת חיובית ל .4.1.1
אקוטיפ (ארבידופסיס מ FWAבחנתי מתילציה בגן  Bisulfite sequencing- הת לשיטת יכביקורת חיוב

Columbia( . מכילגן זה homeodomain פקטור שעתוק שזוהה לראשונה בעקבות היכולת שלו לעכב ו

על רמה גבוהה של כב ידוע זהבגן  )8אקסון מספר (אקסון האחרון ה. אפיגנטי באופןמבוקר גן זה  .פריחה

שבע מתוך שבע מושבות , בבדיקה של רצף זה). Zhang et al., 2006(מסוימים  CGמתילציה בשני אתרי 

. 3איור  ראה, )316( CGוחמש מתוך שבע מושבות היו ממותלות באתר ) CG )325היו ממותלות באתר 

  .המתילציה דגםלבחינת  ששימשהקיט  אמינותתוצאות אלה אישרו את 

  

 בארבידופסיס FWAאתרי מתילציה שמורים בגן  - 3איור 

  

  

  

  

  
 325CG-ו 316CGהאתרים  .שנבדקומושבות  הם רצפים של שבע Bis Arb 7עד  FWA. Bis Arb 1בגן  8קטע מאקסון מספר 

 bisulfite- לאחר ריאקצית ה. המתילציה נבחן בעלים של צמח ארבידופסיס אחד דגם). Zhang et al., 2006( שיעור גבוהבממותלים 
שעליו  DNA-מייצג את מקטע ה gDNA Sequence. שנבחרו באקראי מוצגים רצפים של שבע מושבות. הפרגמנטים שובטו לחיידקים

ממותלים  CNG-ו  CGה שכל האתרים בהנח bisulfite- רצף הצפוי לאחר טיפול בה הוא Methylated sequence-ה .התבצעה הבדיקה
 .שנמצאו ממותלים CGמייצג אתרי  ורודצבע ). מוגנים ממודיפיקציהולכן (

 

 MS-AFLP-בשיטת ה DNAאפיון מתילציה של מקטעי  .4.1.2
, גורביץ(גורביץ . שנעשתה על ידי ס MS-AFLPבאנליזת ברקמת עלים  DNA-בבחינת דגם מתילצית ה

ניסיונות  על אף מספר). 1טבלה (בין עצים נורמאלים וחריגים  שונה דגם פסיםנמצא ) עבודת גמר, 2004

  .חמישה מתוך תשעה מקטעים נתקבלה איכות טובה של ריצוףרק ב, ף מקטעים אלהוצילר

 ClustalW Multipleלרצפים שהתקבלו מכל מקטע עשיתי  .ל"הנ םשל חמשת המקטעי פיםצוירנעשו מספר 

alignment  בתוכנתBioEdit )לקבל את הרצף ובין הרצפים הנבחרים תר את המקטע ההומולוגי כדי לא

לאחר  שני רצפים שוניםבכל אחד התקבלו ) Bis6-ו Bis1 ,Bis2(שלושה מקטעים ב .)ארוך ביותרההמלא 

 היו הומולוגים) 7ומקטע  Bis5(אחרים המקטעים השני מ כל הרצפים של כל אחד. שיבוט לפלסמיד וריצוף

מחוברים לאדפטורים  EcoRI-ו MspIנמצאו אתרי החיתוך של  המרוצפים בכל המקטעים. ביניהם

            Blastלרצף שבין שני האדפטורים ביצעתי אנליזת . MS-AFLP-ה ריאקציתשבאמצעותם נעשתה 

) Bis5-ו Bis1 ,Bis2(המקטעים  חמשתשלושה מב. של רצף גנום התמרראשונית מול טיוטה  BioEdit-ב

              אולם רק באחד .בטיוטת גנום התמר )DNAמקטעי ( Scaffoldsלשני גבוהה הומולוגיה  הנמצא

                             290       300       310       320       330       340       350    
                     ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gDNA sequence        AGGTGAAAATTCAGATTCTGTGAAGTTTCTTCCTTCGGGATTTTCGATAGTGCCAGATGGAGTAAATGGG  
Methylated sequence  AGGTGAAAATTCAGATTCTGTGAAGTTTTTTTTTTCGGGATTTTCGATAGTGTCAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 1            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTTTCGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 2            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTTTCGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 3            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTTTCGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 4            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTT~CGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 5            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTTTCGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 6            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTTTTGGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
Bis Arb 7            AGGTGAAAATTTAGATTTTGTGAAGTTTTTTTTT~~GGGATTTTCGATAGTGTTAGATGGAGTAAATGGG  
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נמצא  )Bis6( למקטע הרביעי .MspIניתן היה ליצור תחלים משני צידי אתרי החיתוך של  Scaffolds-מה

בטיוטת בגנום  MspIלא נמצא אתר ) 1טבלה  ,7מקטע ( מקטע החמישיב .אחד Scaffold-ב הומולוגיה גבוהה

צפוי מקטע זה להיחתך באופן שונה בין העצים  MS-AFLPהמתילציה שלו באנליזת  דגםלפי (התמר 

  .רצף זה לבדוקולכן לא המשכתי ) הנורמאלים והחריגים

של  DNA-ובודדו מ וגברוההם  .MspIאתר הל נבנו תחלים מתאימים שיכילו את "הנארבעת המקטעים ל

 WT-הרצפים הושוו ביניהם ולא נמצא כל הבדל בין ה. ועלים מעץ חריג ורוצפו) WT(עלים מעץ נורמאלי 

  .רצף הבסיסיםבלעץ החריג 

לים ושלושה חריגים בעלי מופע של אנורמ' ברהי'שלושה עצי נבדק ב Bis2 -ו Bis1דגם המתילציה במקטעים 

דגם Bis2 -בלבד וב תפרחותבדגם המתילציה נבדק Bis1 -ב. )2טבלה (' ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'

שלושה נבדק בעלים של  Bis6-וBis5 דגם המתילציה במקטעים  .ת והן בעליםוהמתילציה נבדק הן בתפרח

בטבלה  יםדגמי המתילציה של מקטעים אלה מתואר. )2טבלה (לושה עצים ננסים לים ושאנורמ' הול'מג'עצי 

9.  

נמצא הבדל בדגם המתילציה בין עצים בו ) MspI )CCGGנבדקה המתילציה באתר החיתוך של בכל מקטע 

 CNG- ו CGובנוסף נבדק דגם המתילציה ביתר אתרי ) עבודת גמר, 2004, גורביץ(נורמאלים לחריגים 

  .שנמצאו במקטע

והן            WT-הן ב( CGבסיסים והוא הכיל שמונה אתרי מתילציה  123אורך המקטע היה : Bis1מקטע 

אתר ב. כללי אתרים לא היו ממותלים נבוהה ושהיו ממותלים בתדירות גמתוכם אתרים שישה . )Off-type-ב

MspI  ברור בין  הבדל נמצאלאWT ל- Off-type שלושב). 9טבלה (בשניהם ואחוז המתילציה היה דומה 

וצאות אלה אינן מתאימות ת. CNGמתילציה גם באתרי רמה נמוכה של  הייתה Off-typeמושבות מעצי 

  ולא  WT- היה אמור להיות ממותל ב Bis1במקטע  MspIאתר העל פיהן , MS-AFLP-האנליזת לתוצאות 

  ).1טבלה ( Off-type-ב

לא נמצאה מתילציה . CNGאתרי  ארבעו CGאתרי  16כיל מה םבסיסי 277מקטע באורך של : Bis2מקטע 

 אחד WTאחד במושבה בודדת מפרט  CGמתילציה באתר  נמצאה .הפרטיםמבאף אחד  MspIבאתר 

אינן תואמות  התוצאות אל ).9טבלה (לא היו ממותלים לאורך המקטע  CNG-ו CG-היתר אתרי . תפרחתב

בעלים של  MspIאתר ב )hemi methylation(מתילציה -לפיה הייתה המי, MS-AFLP-את אנליזת ה

  .WT' ברהי'

 שבעהמתוך  שישה. CNGוחמישה אתרי  CGכיל שבעה אתרי מבסיסים ה 236מקטע באורך : Bis5מקטע 

לא היו  CNG-וכל אתרי ה )WT-יותר בברמה גבוהה בשני הפנוטיפים אך (היו ממותלים בחלקם  CGאתרי 

אינן תואמות את  התוצאות אל. MspIתה מתילציה באתר יהי מעץ ננסירק במושבה אחת . ממותלים כלל

ולא להיות ממותל  DWבעצי  hemi-methylatedאתר זה היה אמור להיות  לפיה, MS-AFLP-אנליזת ה

היו  WTכל המושבות מעצי  .215באתר  DW-ל WTנמצא הבדל במתילציה בין , לעומת זאת. WTבעצי 

רק  לעומת זאת). 4איור , 9טבלה ) (198או  187או  204(בעוד אתר אחד נוסף  ורובן זהבאתר  ותממותל

הממותלים לאורך כל המקטע  ממוצע האתרים. זהבאזור  DWבעצי  היו ממותלות) 15מתוך (ארבע מושבות 

  ).9טבלה ( DWבעצי  5.7%לעומת  29.5%היה  WT- בעצי ה
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בבסיס ( IMspאתר . CNGאתרי  18- ו CGכיל חמישה אתרי מבסיסים ה 542קטע באורך מ: Bis6מקטע 

                 על פי אנליזת ). 5איור  ,9טבלה ( DW-ב 46.7%- ורק ב WT-ב 95.6%- היה ממותל ב) 458

באתר  ).1טבלה ( בעצים הננסיםאבל לא  WT בעצי hemi-methylationתה באתר זה יהי MS-AFLP-ה

CG  אחוז המתילציה ב 461בבסים-WT  ואילו ב 100%היה-DW 46.7% . באתרCG  אחוז  454בבסים

 היה WT- אחוז המתילציה ב 254בבסים  CGאתר ב .DW 40%-ואילו ב 95.6%היה  WT- המתילציה ב

בבסיס  CNGאתר . 100%- ב DW-הו WT- היה ממותל בכל עצי ה 102אתר . DW 40%-ואילו ב 88.9%

 96% היה WT- במקטע זה ב CGכ אחוז מתילציה באתרי "סה. DWממותל במושבה אחת של פרט  היה 84

 .האנליזותי תמשהתאמה בין תוצאות המתילציה  נמצאהזה המקטע היחיד בו  .DW 54.7%ובעצי 

  

 MS-AFLP באנליזת ינוישאופ DNA-ארבעה מקטעי השל דגמי מתילציה  - 9טבלה 

         )'ברהי'( Bis1מקטע . א

 פנוטיפ

מספר * 
 CGאתרי 

 ממותלים

אחוז אתרי   ספציפיים CGאחוז מתילציה באתרי 
CG 

ממותלים 
  במקטע כולו

אורך 
מקטע 

)bp(  54 74 77 88 92 
)MspI( 95 

WT 
6 )8( 

0 61.131.112.251.1 56.725.8 
123  

Off-type 29 80.031.726.139.4 37.230.4 

          )'ברהי'( Bis2מקטע . ב

 פנוטיפ

מספר * 
 CGאתרי 

 ממותלים

  ספציפיים CGאחוז מתילציה באתרי 
 CGאחוז 

 ממותל

אורך 
מקטע 

)bp(  251 115 )MspI( 

WT 
1 )16( 

6.7 0 0.4 
277  

Off-type 0 0 0 

         )הול'מג( Bis5מקטע . ג

 פנוטיפ

מספר * 
 CGאתרי 

 ממותלים

 CGאחוז   ספציפיים CGאחוז מתילציה באתרי 
 ממותל

אורך 
מקטע 

)bp(  45 )MspI(63 187 198 204 215 
WT 

6 )7( 
0 0 18.912.275.6 100 29.5 

236 
Off-type 7 13.30 0 0 26.75.7 

         )הול'מג( Bis6מקטע . ד

 פנוטיפ

מספר * 
 CGאתרי 

 ממותלים

 CGאחוז  מתילציה באתרים CGאחוז 
 ממותל

אורך 
מקטע 

)bp(  102 254 454 458 
)MspI( 461 

WT 
5 )5( 

100 88.9 95.6 95.6 100 96 542 
Off-type 100 40 40 46.7 46.7 54.7  

רקמות  ועל, Bis1בחינת דגם המתילציה נעשה על רקמת תפרחות במקטע  .התוצאות מבוססות על ממוצע של שלושה פרטים מכל פנוטיפ
המספרים  .לשש מושבות םבכל פרט רוצפו בין שתי . Bis6-ו Bis5ורק ברקמת עלים עבור המקטעים  Bis2עלים ותפרחות במקטע 

. בהם הייתה מתילציה לפחות במושבה אחת CGמוצגים רק אתרי *  CGשבכותרת מציינים את מספר הבסיסים ברצף בו מתחיל האתר 
הינו אתר רסטריקציה שבו נמצא דגם מתילציה שונה באנליזת  MspIאתר  .במקטע CG-בסוגריים מצוין מספר כלל אתרי ה

MS-AFLP.
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  Bis5דגם המתילציה במקטע  - 4איור 
 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
gDNA הרצף היה זהה ב. מייצג קטע מהרצף בו התגלו מרבית האתרים הממותלים -WT ו-Off type .Bisulfite Modification  כל אתריש בהנחהמייצג את הרצף הצפוי CG צבע ורוד מייצג אתרי . ממותלים

CG  ממותלים וצבע צהוב מייצג אתריCNG ממותלים.  

                                   170       180       190       200       210       220       230       
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|. 
gDNA          CTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGCCGATTCCGTTATTGAGGCGGCAACACTTGCCGCTAATGG 
Bisulfite Modification     CTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGTCGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
 מושבה    עץ   
22WT – 1                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTCGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
22WT – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAAtGG 
22WT – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTTGTTAAtGG 
22WT – 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCgttAAtGG 
22WT – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAANGG 
22WT – 6                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTtGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAAtGG 
21WT – 1                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
21WT – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
21WT – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
21WT – 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTCGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
21WT – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
24WT – 1                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
24WT – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
24WT – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTCGAGTGAGGGTTGATTTCGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
24WT - 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
24WT – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
 
 
18DW – 1                   TTGGTGGTAATATGAGCGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
18DW – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCgttaAtgG 
18DW – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTTGTTAATGG 
18DW – 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
18DW – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGGGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAAtGG 
13DW – 1                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
13DW – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
13DW – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
13DW – 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
13DW – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
14DW – 1                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGCGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
14DW – 2                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
14DW – 3                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTCGTTAATGG 
14DW – 4                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTTGTTAATGG 
14DW – 5                   TTGGTGGTAATATGAGGGGAAGGGGTTGAGTGAGGGTTGATTTTGTTATTGAGGTGGTAATATTTGTTGTTAATGG 
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    Bis6דגם המתילציה במקטע  - 5איור 

 כל אתריש בהנחהאת הרצף הצפוי מיצג  Off type .Bisulfite Modification-ו WT- הרצף היה זהה ב. מייצג את הרצף הנבחן gDNA. שלושה קטעים מהרצף בהם התגלו מרבית האתרים הממותליםמוצגים 
CG צבע ורוד מייצג אתרי . ממותליםCG  ממותלים וצבע צהוב מייצג אתריCNG על  תכלתצבע  .ממותליםY  מסמן שבריצוף התקבל בבסיס זה סיגנל כפול שלC ו-T . אתר צבע אפור מציגMspI )CCGG ( בו

. MS-AFLPעל פי הבדלים במתילציה  צפויים

    450       460       470   
|....|....|....|....|....|... 
GTGTTCTGACGGCCGGCGGCATTTTTAGC 
GTGTTCTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGAYGGTYGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
 
 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGACGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTCGGCGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 
GTGTTTTGATGGTTGGTGGTATTTTTAGT 

                                90       100                
                         ....|....|....|....|....|... 
gDNA- 1               ATGCTGACTTGGTACTTAAAGCGAATGT  
Bisulfite Modification   ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
 מושבה    עץ   
22WT - 1               ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
22WT - 2            ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
22WT - 3        ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
21WT - 1           ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
21WT - 2          ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
21WT - 3          ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
21WT - 4            ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
21WT - 5           ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
24WT - 1        ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
24WT - 2       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
24WT - 3       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
24WT - 4       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
24WT - 5        ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
 
 
18DW - 1         ATGCTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
18DW - 2       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
13DW - 1        ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
13DW - 2        ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
13DW - 3         ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
13DW - 4         ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
13DW - 5       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
14DW - 1       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
14DW - 2         ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
14DW - 3       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
14DW - 4       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  
14DW - 5       ATGTTGATTTGGTATTTAAAGCGAATGT  

        250       260
....|....|....|....|. 
CAGGCTTAATACCCGATACAC 
CAGGTTTAATATTCGATATAT 
 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
 
 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
TAGGTTTAATATTCGATATAT 
TAGGTTTAATATTTGATATAT 
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  )DEFICIENS )DEF אפיון דגם המתילציה של הגן .4.1.3
פי שלושה  כהה נמותייה תפרחתב DEFשרמת הביטוי של הגן  Q-RT-PCRבאנליזה של  מאור שוחט מצאה

 ,שוחט(לעומת העצים הנורמאלים  'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'של  "חמור"בעצים חריגים בעלי פנוטיפ 

מצאה  MspI-ו HpaIIי אנזימי רסטריקציה ל ידע ברקמת עלים בבחינת דגם המתילציה). עבודת גמר, 2007

זה עשוי לנבוע  אממצ. בעצים חריגים בלבד MspI-מאור שוחט לעיתים תוצר חלש מאוד לאחר חיתוך ב

  ).עבודת גמר, 2007 ,שוחט(של אתר החיתוך ממתילציה ברמה נמוכה 

של  "חמור"פנוטיפ ברקמת עלים ותפרחות של עצים נורמאלים ובעלי בעבודה זאת נבחן דגם המתילציה 

השלב . Bisulfite sequencing-הבשיטת  DEFנרחבים של הגן  באזורים' ריבוי שחלות'ו 'לקויהחנטה '

גנים אורתולוגים  NCBIמידע של הבמאגר  איתרתילצורך כך  .הראשון היה בידוד הגן מגנום התמר

, SPW1 באורז גן זה נקרא. דקל השמן וכן בארבידופסיסאספרגוס , תירס, פסיגים כמו אורזבאורגניזמים חד 

בכל האורגניזמים . APETALA3ובארבידופסיס  DEFבדקל השמן , AODEFבאספרגוס , Silky1בתירס 

אספרגוס , באורז. אקסון הראשון והאחרון הם הארוכים ביותרה .)6איור ( הגן בנוי משבעה אקסוניםל "הנ

, 99הרביעי הוא , 61השלישי הוא , 66השני הוא , בסיסים 187וארבידופסיס אורך האקסון הראשון הוא 

 כיאור. בסיסים בהתאמה 194-ו 173, 170ואורך האקסון האחרון הוא  44השישי הוא , 41החמישי הוא 

 האינטרון החמישי אורך. סיםיבס 450-ל100ין באינם זהים ונעים  )חוץ מהאינטרון החמישי(נים האינטרו

הוא בארבידופסיס אורך אינטרון זה  ,לעומתם. בסיסים 4665בסיסים ובאספרגוס אורכו  2168 הואבאורז 

בין . BioEdit-ו Blastלצורך חיפוש אזורים שמורים בין האורגניזמים השתמשתי בתוכנות . בסיסים 279

אקסונים ואילו בוס ודקל השמן נמצאה הומולוגיה גבוהה אספרג, תירס, אורז -יזמים החד פסיגיים נהאורג

 UTR '3באינטרונים ובאזורי  .)10טבלה , 7איור (תה ברמה הרבה יותר נמוכה יההומולוגיה לארבידופסיס הי

מדקל השמן לטיוטת  DEFבין הגן  Blastנעשה . לא נמצאה הומולוגיה בין האורגניזמים שנבדקו UTR '5-ו

קונטיגים בעלי  שלושהנמצאו  .)ACYX01000001-ACYX01234704( גנום התמר שפורסמה לאחרונה

נמצאה הומולוגיה לחמשת האקסונים ) ACYX01106400.1(בקונטיג הראשון . הומולוגיה משמעותית לגן

קונטיג זה לא (שון נמצאה הומולוגיה לחלק מהאקסון הרא) P.0S_1319678(בקונטיג השני , הראשונים

בסיסים  107הוא מכיל רק ). שפורסמה יתאך נמצא בטיוטה הראשונ, גנום המעודכנתהנמצא בטיוטת 

 13 הוא באורך שלהאזור ההומולוגי בין שני קונטיגים אלה . והומולוגי לחלק הראשון של האקסון הראשון

לאחר . שבעו שש ניםלאקסו נמצאה הומולוגיה) ACYX01099468.1(בקונטיג השלישי . בסיסים בלבד

הוכח הקשר שבין הקונטיגים השונים לאזורים , )ראה להלן(של מקטעים מקונטיגים אלה וריצופם  הגברה

נמצא אזור מועמד ) Softberry )www.softberry.ruבתוכנה  TSSPבעזרת האלגוריתם . DEFהשונים בגן 

ובעל רצף  )start codon(תחילת התרגום בסיסים לפני קודון  99שנמצא  TATA box-ל

CTTCTCTAAAA . ריאקציית  .)3 טבלה(גנום התמר תוכננו מספר זוגות תחלים  שלרצפים העל בסיס

PCR  על תבנית בוצעהDNA  רצפים המורכבים  כ בודדו שני"סה .וחריגים נורמאלים' ברהי'גנומי של עלי

 השיחמ, בסיסים לפני קודון התחלת התרגום 2273בסיסים הכולל  7074אחד באורך : ממקטעים קצרים יותר

, חמשבסיסים שמכיל חלק מאינטרון  4848רצף שני באורך . חמשאקסונים ראשונים וחלק מאינטרון 
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לא הצלחנו לבודד כמה אזורים  למרות מאמצים רבים. הפסקבסיסים לאחר קודון  1203-ו שבעו ששאקסונים 

 UTR ,1168 ’3-ה בסיסים באזור 473, חמשהגנומי של הגן וביניהם את מרבית האינטרון  DNA-מה

וחלק מאינטרון  ארבעאקסון , שלושאינטרון , )בסיסים אחרונים 12( שלושבסיסים המכילים את סוף אקסון 

מת זאת הצלחתי לבודד את הרצף של האקסונים לעו. Tמאוד בחזרות של הבסיס  יםעשיר אזורים אלה. ארבע

  . שהופק מרקמת עלים מתמר נורמאלי cDNA-מ ארבעו שלוש

לבין הרצף הנבדק מהזן ) 'חלאס'זן השל (ברצף בין טיוטת הגנום  הבדליםבהשוואת הרצפים נמצאו כמה 

בהשוואה ' ברהי'בוהוא ארוך יותר  GAהוא אזור בעל חזרות ) של הגן UTR ’5( 1990-1945אזור : 'ברהי'

בהשוואה בין . בסיסים 20הם באורך ' חלאס'בסיסים ואילו ב 55החזרות הן באורך של ' ברהי'בזן . 'חלאס'ל

 2058באתר . 'ברהי'זן ב Cהבסיס ו' חלאס'זן בברצף  Aמצוי הבסיס  1898- ו 1887הרצפים נמצא שבאתרים 

 147רצף של נמצא ' ברהי'ב ,בנוסף.  UTR '5-זור האב םנמצאי האתרים אל. 'ברהי'ב C-ו' חלאס'בזן  Tיש 

כתוצאה מבעיות ריצוף  או( 'חלאס'ונמשך לאקסון הראשון רצף זה לא מופיע ב UTR ’5-בסיסים שמתחיל ב

שלא קיים  ארבעבסיסים באינטרון  50קיים רצף של ' ברהי'בזן . )או שהאקסון הראשון בו קצר יותר

רצפים כל ה. 'חלאס'שאינם קיימים בזן  CGיש זוג בסיסים ' יברה'בבאקסון החמישי  5268באתר . 'חלאס'ב

  .'וריבוי שחלות 'חנטה לקויה' של פנוטיפעץ בעל וב WTעץ בהיו זהים לחלוטין  ל"הנ
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 DEFICIENSמבנה הגן  - 6איור 

 מבנה הגן  .א

 מיקום התחלים  .ב

  

 TATA Box). סיום –מתחת לאקסון , התחלה –מעל לאקסון (המספרים מציגים את מספרי הבסיסים . מלבנים צבעוניים מסמנים את שבעת האקסונים של הגן :מרבית הגןמוצגים שני מקטעים המכילים את . א
  .בתכלת מסומן

  .חודייכל זוג תחלים מסומן בצבע י. ששימשו לריצוף הגן התחליםזוגות נים את יהחצים הצבעונים מצי. ב
  

  

   

... 
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  באורגניזמים שונים DEFמהגן  1רצף אקסון מספר  -7איור 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

אספרגוס , תירס, אורז, דקל השמןהרצפים האורתולוגיים מ וכן' חלאס'גנומי של תמר מזן  DNA ,'ברהי'של תמר מזן  cDNA-גנומי ו DNAבין  DEFהאיור מתאר הומולוגיה של האקסון הראשון בגן 
  .זהות בין כל הרצפים שנבחנו 75%-ו 100%בשתי השורות האחרונות מוצגים רצפי הקונסנזוס לפי . וארבידופסיס

  

 

:אורגניזמים

50
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 אחרים אורגניזמיםלתמר בין ה DEFשל הגן  cDNA-השוואת רצף ה – 10 טבלה

 )שם הגן(אורגניזמים 

cDNA  חלבון  

אורך מקטע 
)bp( 

אחוז 
 הומולוגיה

אורך מקטע 
)aa( 

אחוז 
 הומולוגיה

Elaeis guineensis (DEF) 678 91 225 90 

Asparagus officinalis 
(AODEF) 

678 82 225 83 

Oryza sativa (SPW1) 675 78 224 75 

Zea mays (silky1) 684 76 227 75 

Arabidopsis thaliana (AP3)699 65 232 54 

גנים אורתולוגים במינים אחרים נקבע באמצעות ומתמר  DEFוברמת החלבון של הגן  cDNA-עור ההומולוגיה ברמת היש
Blast .ומולוגיה ברמת ההשיעור ה -cDNA ב נקבע -BlastN.  ב נקבעהומולוגיה ברמת החלבון השיעור-BlastX.  הגן הנבדק

 .חומצות אמינו 225בתמר היה באורך 

  

נעשה חיפוש לאזורים המכילים איי מתילציה , DEFמתילציה של מקטע מהגן ה לצורך אפיון דגם

החיפוש . Methyl Primer Express v1.0בעזרת תוכנת  )CNG-ו CGבאתרים אזור עשיר (

  :ואותרו האזורים הבאים נעשה בשני הרצפים שבודדתי מתמר

  ).א 8איור ( חמשועד סוף אקסון  UTR '5-בסיסים מ 7047מקטע באורך  .1

 ).ב 8איור ( UTR '3-העד  שש ןבסיסים מאקסו 4848מקטע באורך  .2

 1996בסיס מספר בבסיסים שמתחיל  760אחד באורך של " אי מתילציה"באזור הראשון נמצא 

לצורך בעלי אזורים חופפים ) א 8איור  ,4טבלה (נבנו שלושה זוגות תחלים . 2756ונגמר בבסיס 

זורים המועמדים א TATA box-את הזה כולל מקטע . בסיסים 1350מקטע אחד באורך של  בידוד

 41מצויים  זה מקטעב. השלישיאקסון הועד  הראשוןאקסון הואזורים מקודדים מ UTR '5להיות 

  ).11טבלה ( CNGאתרי  30-ו CGאתרי 

המתילציה נבחנה על רקמת עלים ותפרחות של שלושה עצי תמר נורמאלים ושלושה עצי תמר בעלי 

 Bisulfite בכל המושבות שרוצפו בשיטת . 'ברהי'מהזן ' ריבוי שחלות'ו' חנטה לקויה'של פנוטיפ 

sequencing  נמצאו רק שלושה אתרי מכל הצמחיםCG  ושני אתריCNG באתרי  .ממותליםCG 

לא נמצאה ( מושבות 26נמצאה מתילציה בשתי מושבות מתוך  WTשמקורן בעצי  2473-ו 1828

מתוך (במושבה אחת מתילציה נמצאה  CG 2404באתר ). off-typeצי עב המתילציה באתרים אל

 WTשתי מושבות משני עצי ב. off-type של עצי )24מתוך (מושבה אחת בו WTשל עצי ) 26

באתר אחד נמצאה מתילציה  WTמעץ מושבה אחת בו CNG 1992מתילציה באתר  נמצאהשונים 

CNG 1983.  במקטע הנבדק ,לסיכום .מתילציה היו מרקמת תפרחות בהן נמצאהכל המושבות 
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ולא נמצא הבדל בדגם המתילציה בין  רמת מתילציה משמעותית נמצאהלא  בסיסים 1350שאורכו 

  ).11טבלה ( off-typeלעצי  WTעצי 

  
  Bisulfite sequencingותחלים שתוכננו לריאקצית  DEFאזורי מתילציה בגן  - 8איור 

 5ועד אקסון  UTR '5-מ DEFרצף   .א

  

  

 ATG .2737-ל 1996בין הבסיסים  CGאתרי  300אי מתילציה מיצג אזור בו יש לפחות . CGקו וורוד מאונך מציין אתר 
  .TATA box-המציין את  T, מציין את קודון תחילת התרגום

  

  UTR '3עד  6מהאקסון  DEFרצף   .ב

  .CGאתר  מצייןקו וורוד מאונך 
  
  

 DEFמתילציה בגן ה אפיון - 11טבלה 

 פנוטיפ
מספר 
אתרי 
CG 

מספר 
אתרי 
CNG 

בשלושה אחוז מתילציה 
  CGאתרי 

  אחוז
 CG -ה
 ממותלה

אחוז מתילציה 
אתרי שני ב

CNG  
אחוז 
CNG 
ממותל

18282404 2473 1983 1992

WT 41 30 3.33 3.33 3.03 0.2 2.78 5.16 0.32 
Off-type 0 3.33 0 0.1 0 0 0 

 Bisulfite sequencingמקטעים בעלי חפיפה קטנה ביניהם שרוצפו בשיטת  שלושהמורכב מ DEFהנבדק של הגן  טעהמק
תוצאות המוצגות ה. מות עלה ותפרחותקבר 'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'בעלי פנוטיפ של ' ברהי'של  Off-type-ו WTבעצי 

באזורים החופפים  .עבור כל מקטע מושבות שתים לששכאשר בכל פרט רוצפו בין , פרטים מכל פנוטיפ השלוש הן ממוצע של
  .מושבות 12-26-ממוצע המבוסס על כבין שלושת המקטעים הנתונים מייצגים 

  
  

  .משוער TATA boxאיזור  -  ,3אקסון מספר  - , 2אקסון מספר  - , 1אקסון מספר  -  

 .SPW_BS3זוג תחלים  - , SPW_BS2זוג תחלים  -, SPW_BS1זוג תחלים  - 
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על ידי עצי תמר נורמאלים וב עצי תמר ננסייםב ביטויהדגם אפיון  .4.2

 גבוה  בהספקריצוף 
ריצוף של הננסיים בשיטת ו נורמאליםעצי תמר  שללבחינת דגם הביטוי אנליזות  שתינעשו 

Solexa/Illumina  על ידי חברתFasteris האנליזות שבוצעו הן . בשוויץDigital Gene 

Expression )DGE (ו-mRNA-seq. שיטת ה-DGE יצירת תגים קצרים ייחודיים  מבוססת על

השיטה . של הגן 3'-תגים אלו מייצגים בדרך כלל את האזור ה. גבוה בהספקעבור כל גן וריצופם 

 Feng(י חישוב כמות התגים המזוהה עבור כל גן ל ידמאפשרת לבחון את רמות הביטוי של הגנים ע

et al., 2010 .(הת בשיט-mRNA-seq של המכאנית פרגמנטציה  נעשית-mRNA )פולי  המכיל

A ( וריצוף של רצפים קצרים) בעשה הריצוף נבמקרה שלנו -mRNA-seq משני קצוות המקטע  - 

  ).Paired endשיטה מכונה ה

 

 Digital Gene Expressionאפיון דגם הביטוי באמצעות  .4.2.1
 Digital Gene Expression-ה תוצאות .4.2.1.1

התקבלו  .יננסעץ ו נורמאליעץ תמר : משני עצים "לבבות"נעשתה השוואה בין דגמי הביטוי של 

, NlaIII ,HinP1Iאנזימי רסטריקציה  י חיתוך בחמישהל ידעשנוצרו  תגיםרשימות של 

HpyCH4IV ,HpaII ,TaqI. 410,431, 821,114, 1,167,063, 4,431,077כ רוצפו "סה        

תג הופיע מספר הפעמים שכל  נקבעכל אנזים ב. התאמהכל אנזים בב תגים קצרים 1,404,985-ו

. )robust quantile )Bolstad et al., 2003תוצאות נורמלו לפי ה .ננסהעץ ובבעץ הנורמאלי 

עברו תיקון התגים  ,בנוסף. מביא להורדת השונות שאינה נובעת ממקור ביולוגינירמול זה 

Bonferroni תוצאות  מיצגהערך ( ששטרנספורמציה גבוה מהתגים סוננו לערך ". ריבוי מבחנים"ל

מספר התגים . )וחומרים שיטותב 3.2.5פרק ( 0.001-נמוך מ pוערך  )נורמאלית תתפלגובעלות ה

, NlaIII ,HinP1Iעבור  511- ו 135, 123, 500, 1604 :היהלאחר הסינון שנותר השונים 

HpyCH4IV ,HpaII ו-TaqI בין עץ  ביטוי שונהתגים בעלי  בחנו. )12טבלה ( בהתאמהWT     

כמות התגים שנשארה הייתה  זה סינון לאחר. DW-ל WTבין  שלושיחס של לפחות פי ב ,DW-ל

 TaqI - ו NlaIII ,HinP1I ,HpyCH4IV ,HpaII האנזימים עבור 172-ו 48, 36, 155, 627

  ).12טבלה (בהתאמה 
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 DW-ל WTהביטוי בין גם בד יםשונהתגים  - 12טבלה 

 NlaIII HinP1I HpyCH4IHpaII TaqI אנזים רסטריקציה
 CATG CGC CGT CGG CGA החיתוך אתרי

 % 511 % 135 % 123 % 500 % 1604 סינוןשעברו  הרצפים מספר*

רצפים בעלי 
דפוס ביטוי 

שני שונה ב
 הפנוטיפים

wt/dw <0.3 319 50.9 64 41.3 14 38.9 29 60.4 97 56.4 
wt/dw >3 308 49.1 91 58.7 22 61.1 19 39.6 75 43.6 

 100 172 100 48 100 36 100 155 100 627 כ"סה
 3.2.5ראה פרק ( Bonferroniלאחר תיקון  0.001- נמוך מ pסינון לערך טרנספורמציה גבוה משש וערך עברו ים הרצפ* 

  .)וחומרים בשיטות

  

 ’RACE 5 הארכת רצף באמצעות .4.2.1.2

תגים שריצפם הוארך  100נבחרו , קצרים מאודהיו   Solexaמכיוון שהתגים שהתקבלו מאנליזת

  :תגים נבחרו כדלקמןה. בשוויץ Fasterisי חברת ל ידעRACE '5 בשיטת 

  .DW-ל WTבין או הנמוך ביותר בעלי היחס הגבוה ביותר  70% •

  .DW-ל WTבין  0.33או  3בעלי יחס קרוב לפי  15% •

 .DW-ל WTבין  0.33או  3פי  לפחותיחס  בעלי 15% •

הארכה הל "התגים הנ 100מתוך . Blast-נבחרו תגים בהם התקבלה תוצאה חיובית בניתוח ה ביניהם

במקרים נעשה על תוצרי ההארכה המקוריים ובחלק מהמקרים הריצוף . מהתגים 58-הצליחה ב

 תגים smear .24התקבל ש אואחרים התקבלו כמה תוצרים ששובטו לתוך פלסמידים ורוצפו 

  ).מספר תוצריםב יםדומ יםפרצהתקבלו שאו (אחד  הוארכו כתוצר

  

 BLAST אנליזת .4.2.1.3

 כללית BLASTאנליזת  .4.2.1.3.1

האנליזה התבססה על .  RACE '5-בשיטת ה שהוארכוהרצפים  24-ל כללית נעשתה Blastאנליזת 

 12-בתוצאות חיוביות התקבלו . ESTs-ו nr/ntנוקליאוטידים בבסיס נתונים של ה רצף השוואה בין

) בין שני הרצפים ערך המכמת את מידת ההומולוגיה( Max Identity נבחרו רק תוצאות עם. רצפים

 9E-47-מ נמוך) את הסיכוי שההומולוגיה הינה אקראיתערך שמתאר ( E value-ו 83%- גבוה מ

  .13טבלה התוצאות מסוכמות ב. )10-47*9-נמוך מ כלומר(

 

 לגנום התמר BLASTאנליזת  .4.2.1.3.2

רצפים בעלי הומולוגיה  19נמצאו  ).2009שפורסמה במאי (גנום התמר  תטיוט נעשה מול Blast -ה

שנים מהרצפים . מתוכם היו בעלי הומולוגיה גבוהה השבע .14טבלה התוצאות מסוכמות ב .לגנום

  . בטיוטת הגנום שונים) קטעים( Scaffoldsהומלוגיה גבוהה לשני  הראו) Sol 5-ו Sol 12( ההאל
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         לא נמצאה הומולוגיה של רצף  )CGG 134-ו Sol 7 ,Sol 517 ,,CGG 135 CGC 420(גנים חמישה ב. מהרצפים היו בעלי הומולוגיה נמוכה יותר לטיוטת הגנום 12

  .לטיוטת גנום התמר RACE '5-ה

  

 RACE '5-של הרצפים שהוארכו בכללי   BLASTתוצאות - 13טבלה 

  שם הרצף  מספר
nr/nt EST  

 Accession  Max  אורגניזם
Identity  E value* אורגניזם  Accession  Max 

Identity  *E value 

1 Sol 3  E. guineensis  AF295636.1  98% 1E-171 E. guineensis  ES414513.1  98% 3E-173 
2 Sol 5  E. guineensis  EU284857.1  94% 1E-127 E. guineensis  EL686308.1  94% 9E-128 
3 Sol 6  E. guineensis  EU284940.1  93% 4E-49 E. guineensis  EY396333.1  97% 2E-57 
4 Sol 7  לא נמצאה הומולוגיה  E. guineensis  EL681295.1 85% 9E-58 
5 Sol 11  O. rufipogon  CT841600.1  86% 2E-78 E. guineensis  EL689458.1  92% 1E-106 
6 Sol 12  E. guineensis  EU284871.1 86% 6E-65 E. guineensis  EL683809.1 95% 2E-119 
7 Sol 17  E. guineensis  EU285015.1 96% 5E-111 E. guineensis  EL693820.1  94% 3E-122 
8 Sol 19  H.s orientalis  AY389652.1 85% 6E-82 E. guineensis  EL681222.1  93% 2E-155 
9 CGC 466 לא נמצאה הומולוגיה  P. fascicularis  GH197794.1 83% 9E-47 

10 CGC 495 לא נמצאה הומולוגיה  E. guineensis  EL693758.1 90% 5E-74 
11 CGC 499 E. guineensis  FJ940771.1  86% 4E-55 E. guineensis  ES323860.1  86% 2E-57 
12 CGG 135  P.dactylifera  X76545.1  100%  5E-94  לא נמצאה הומולוגיה 
  .CGT 123-ו nr/nt :Sol 1 ,Sol 8 ,Sol 14 ,Sol 291 ,Sol 503 ,Sol 510 ,Sol 517 ,CGC 420 ,CGC 438 ,CGG 2, CGG 134- ו ESTלא נמצאה הומולוגיה בשני המאגרים  הרצפים 12- ל

  .X10-Y-שהיא מקבילה ל XE-Yהערכים כתובים בצורת * 
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 RACE '5-שבודדו בשל הרצפים גנום התמר ל  BLASTתוצאות - 14טבלה 

  שם הגן  מספר
 RACE '5 -עבור רצפים שהוארכו ב BLASTתוצאות 

 אורך רצף 
  Max Identity E value  בטיוטת התמר רצף גנומי RACE ’5-ה

1 Sol 1 103 ACYX01050427.1 86/86 (100%) 8E-42 
2 Sol 3 351 ACYX01011492.1 232/234 (99%) E-125 
3 Sol 8 127 ACYX01050427.1 111/111 (100%) 1E-56 
4 CGC 499 205 ACYX01081795.1 112/116 (96%) 3E-52 
5 Sol 5 288 ACYX01103836.1 279/288 (96%) E-146 

ACYX01037884.1 167/200 (83%) 3E-34 
6 Sol 6 136 ACYX01125861.1 65/65 (100%) 4E-29 
7 Sol 11 253 ACYX01127074.1 160/175 (91%) 1E-67 
8 Sol 12 275 ACYX01091764.1 130/130 (100%) ,125/125 (100%)  1E-67 ,1E-64  

ACYX01022983.1 114/125 (91%) ,85/95 (89%) 2E-38 ,8E-23  
9 Sol 14 307 ACYX01107628.1 282/283 (99%) E-156 

10 Sol 17 300 ACYX01065725.1 103/103 (100%) ,45/45 (100%) 2E-51 ,E-178 
11 so l 19 440 ACYX01071343.1 245/246 (99%) E-134 
12 Sol 503 169 ACYX01095170.1 155/156 (99%) 6E-81 
13 Sol 510 157 ACYX01109303.1 145/145 (100%) 8E-77 
14 Sol 291  510 ACYX01023238.1 203/205 (99%) E-107 
15 CGC 438 155 ACYX01037310.1 152/155 (98%) 3E-79 
16 CGC 495 217 ACYX01015434.1 83/83 (100%) ,54/54 (100%) ,35/35 (100%) E-39 ,2E-22 ,5E-11  

17 CGC 466 204 ACYX01063695.1 137/137 (100%) E-727 
18 CGG 2 101 ACYX01050427.1 52/52 (100%) 2E-21 
19 CGT 123 189 ACYX01111370.1 174/176 (98%) 2E-90 

 .לטיוטת הגנום RACE ’5- לא נמצאה הומולוגיה בין הרצף מ CGG 134-ו Sol 7 ,Sol 517 ,,CGG 135 CGC 420 :עבור הרצפים הבאים
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 PCR-RT-Q באמצעות DGE-של ההביטוי  םדגאימות  .4.2.1.4

תבנית ה. Q-RT-PCR בדיקה באמצעותנעשתה  ,DGE-ה את דגם הביטוי שהתקבל באנליזת לאמתבכדי 

שימש ו) 1איור , וחומרים ראה שיטות( התמר "לב"הופק מרקמת ש RNA-הוכנה מ Q-RT-PCRלבדיקת 

בתוכנות  זוגות תחלים ייחודיים 2-3תוכננו  RACE '5-רצפים שהוארכו בה 24- לכל אחד מ .cDNAלהכנת 

Primer Express ו-Primer 3 ) נתנו תוצר : שעמד בכל הקריטריונים הבאים התחליםונבחר זוג ) 7טבלה

נתן ו ל הומולוגיה לרצף ממנו הוא סונתזהתוצר היה בגודל הנכון והיה בע, כמותית PCRאחד בריאקציית 

הצלחנו לסנתז תחלים  24 ךרצפים מתו 12-רק ל. בלבד עם תוצר אחד Q-RT-PCR-בעקומת כיול טובה 

 – Hewan Demissie Degu ר"נעשתה בשיתוף פעולה עם דעבודה זאת (. ל"הנשעמדו בכל הקריטריונים 

מקטע . Q-RT-PCR-נתנו תוצאות ב 7הרצפים ומתוכם  24-מ 10אני ניתחתי  ).פוסט דוקטורנטית במעבדה

שימש כגן  מתמר נורמאלי על סמך הרצף של הגן האורתולוגי מדקל השמןשבודד  18Sשל הגן הריבוזומאלי 

. 18Sנעשתה בהשוואה לדגם הביטוי של הגן , ביטוי של הרצפים שנבחרו בדיקת רמת. )reference(ייחוס 

         כנגד לוגריתם של ריכוז) Ct )threshold cycle-ערכי ה מתוךנבנו עקומות כיול  הגנים שנבדקולכל 

  .)ראה חומרים ושיטות( Relative Expressionשב ערך וחו ,)9איור ( cDNA-ה

 .DGE-הלא היה דומה בשום מקרה לדגם שהתקבל באנליזה  Q-RT-PCR-הדגם הביטוי שנמצא באנליזה 

רצפים  בשישה. Q-RT-PCR-לא הצלחתי לקבל עקומת כיול ב) שאני בחנתי 10מתוך (רצפים  לשלושה

לעומת זאת  .בין העץ הנורמאלי לננס שלושאו יחסים של עד פי  1:1- יחס קרוב ל Q-RT-PCR-נתקבל ב

ושני רצפים נתנו  DWלעצי  WTנתנו יחס מאוד גבוה בין עצי  ל"הנמתוך הרצפים  ארבעה DGE-הבאנליזת 

כלומר ביטוי של (, 0.3של  Relative expressionערך התקבל ) CGT123(רק ברצף אחד . יחס מאוד נמוך

וגם זאת שלא בהתאמה לתוצאות ) הננסי ץמאשר הביטוי של הגן בע שלושהוא נמוך פי  ינורמאל ץהגן הזה בע

. עבור כל רצף מהמקרים בחנתי שני זוגות תחלים ארבעהב). 15טבלה ( 0.12היחס היה בהן  DGE-ה של

 Hewan Demissie ר"י ד"הרצפים שנבחנו ע .DW-ל WTשני הזוגות נתנו יחס דומה בין עץ  הבמקרים אל

Degu בין העץ הנורמאלי לננס באנליזת  1:1- נתנו גם כן יחס הקרוב לQ-RT-PCR  למרות שבאנליזת

DGE אחד מהרצפים שהיא בחנה ברק  .0.33- או מתחת ל מעל לשלוש יחסים של ונתקבל)Sol 19 ( התקבל

בין העץ הנורמאלי בהן היחס  DGE-תוצאות הזה לא תואם את , ננסבין העץ הנורמאלי ל יחס של פי שלוש

  .50היה לננס 
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  Sol 8לגן  Q-RT-PCRשל כיול ואנליזה  - 9איור 
 

   .א

  

  

  

  

    .ב

  

  

  

  

  

  

) במיקרוליטרים(שחושב ככמות  cDNAלוגריתם של ריכוז  :X-ציר ה. )Standard curve( ליניאריתעקומת כיול   .א
  .Ctערכי : Y-ציר ה. cDNA-מריאקציית ה

מספר המחזורים של : X-ציר ה). מסונתזתההתוצר המבטאת את כמות ( רמת פלואורסנציה Y:-ציר ה -אנליזה כמותית   .ב
 .Ct-זרתו מחושבים ערכי העוב שחושב על ידי התוכנה Threshold-המאוזן מייצג את קו ההקן האדום . PCR-ריאקצית ה

המייצגים את עקומת הכיול של ( WT עציהתחלתי של  cDNAמייצגות ריכוזים שונים של  בגרףהכחולות  העקומות תמשח
 .cDNAהעקומות השחורות מייצגות דוגמאות ללא  .off-typeשל פרט  cDNA-מייצגת את ההאדומה עקומה הו) הגן

 

 בעץ נורמאלי וננס Q-RT-PCRעל פי ו DGE על פירמות ביטוי של גנים  - 15טבלה 

  שם הרצף מספר

 -יחס ה
WT/DW 

לפי אנליזת 
DGE

  Q-RT-PCRיחס ביטוי הגנים באנליזת 

זוג תחלים 
1  

זוג תחלים 
2  

זוג תחלים 
3  

תחלים הביטוי בממוצע 
  לאותו גןשונים 

1 Sol 1 720.380.7030.939NA 0.82 

2 Sol 5 127.84NA NA1.8 1.8 

3 Sol 8 99.610.75NA0.69 0.72 

4 Sol 12 71.32NA1.39NA  1.39 

5 CGC 438 0.330.950.6NA 0.78 

6 CGT 123 0.120.310.357NA 0.33 

7 Sol 510 0.080.49NANA 0.49 

8 Sol 11 78.73NANANA  

9 Sol 291 3.1NANANA  

10 CGG 134 0.03NANANA  
NA – לא התקבלו תוצרים בריאקצית ה-PCR .שלושה לכל רצף סונתזו. חזרות 2גן הוא ממוצע של ו תחליםזוג כל הביטוי ל יחס 

  .Hewan Demissie Deguר "די "ענבחנו ר שאפים נוספים רצ 14התוצאות עבור  בטבלה לא מופיעות. זוגות תחלים
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 mRNA-seq אפיון דגם הביטוי באמצעות  .4.2.2
 seq-mRNA-ה תוצאות .4.2.2.1

שני תערובת מו) DW(של עצים ננסים  "לבבות" 15- מ RNAתערובת  עלנעשתה  mRNA-seq-אנליזת ה

אחד ועץ  WTשנעשתה על עץ  DGE-בהבדל מאנליזת ה )5טבלה ( )WT(ם יליאשל עצים נורמ "לבבות"

אחד עבור , ביטוי מידג ו שניהתקבל. Fasterisעל ידי חברת  mRNA-seqהאנליזה נעשתה בשיטת . ננס אחד

בסיסים מכל כיוון של מקטע  36מרוצפים  mRNA-seq-ה בשיטת. DWתערובת והשני עבור  WTתערובת 

כל דגם ביטוי מורכב ) שמזהה כל אחת מהתערובות" חותמת"ת הבסיסים הראשונים היו השלוש( DNA-ה

 13,647,010 כ"בסה ההכילתערובת העצים הנורמאלים  .שרוצפה" DNA-מושבת ה"משני צידי קריאות מ

 450,351,330 כ נכללו באנליזה"בסה. קריאות 14,443,018 כ"סה ותערובת העצים הננסים הכילהקריאות 

  ).16טבלה (בעצים הננסיים בסיסים  476,619,594-ו בעצים הנורמאליים בסיסים

  

 mRNA-seqמספר הרצפים שהתקבלו באנליזת  - 16טבלה 

 מספר בסיסים מספר קריאות* כיוון קריאה שם הדוגמא
 225,175,665 6,823,505 כיוון א WTתערובת 

 225,175,665 6,823,505 כיוון ב
 450,351,330 13,647,010 כ"סה

 238,309,797 7,221,509 כיוון א DWתערובת 
 238,309,797 7,221,509 כיוון ב

 476,619,594 14,443,018 כ"סה
  .בסיסים מהווה קריאה אחת 33כל *  .כל מקטע באנליזה רוצף משני הכיוונים

 

 תוצאותהסינון  .4.2.2.2

. SOAPתוכנת באמצעות ר רון אופיר "י דל ידעassembly נעשה mRNA-seq שהתקבלו מאנליזת  רצפיםל

שלפי אנליזה ביואינפורמטית צפויים להתבטא , רצפים מטיוטת הגנום של התמר 19,414-ל ההשוואה נעשתה

weill.cornell.edu/research/-http://qatar: כפי שהוגדר באתר הבא דד לחלבוןורצף המקכ

datepalmGenome/download.html. שהתקבלו ב ך הרצפיםמתו-seq-mRNA ) מופו ) 16ראה טבלה

  : הרצפים עברו מספר סינונים .רצפים 17,032 במהלך זה

השגיאות והמתקן את מייצג יחס של ערכים מצופים כלפי ה ,FDR )False discovery rate תיקון .1

 .)השגיאות האקראיות כתוצאה מריבוי המבחנים

2. LogCon ) הערך ; ביחס לכלל הרצפים האחרים הקבוצותמשתי הספציפיים ממוצע לוג של ריכוז הרצפים

 ). גבוהרצפים בעלי מספר קריאות רק מאפשר לסנן 

ערך ( - 17-נמוך מ LogConc-לנעשה סינון  בנוסף 0.0001-ו 0.001, 0.01-סונן לערכים קטנים מ FDR-ה

סינון בנוסף נעשה . )ומסנן רצפים שזוהו מעט פעמים בדוגמא ותאמשאיר רצפים בעלי מספר גדול של קריה

 תוצאות הסינון מסוכמות. DW-ל WTבין  3ביחס של לפחות פי , DW-ל WTביטוי שונה בין תערובת עצי ל

  .17טבלה ב
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 DW-ל WTהביטוי בין  שנבדלו בדגםרצפים  - 17טבלה 

 FDR FDR<0.01 FDR<0.001 FDR<0.0001 ברמות מובהקות שונות שלסינון 
 LogConc שלללא סינון 

 % filter( 5540 % 5027 % 4577( סינוןשעברו  הרצפים מספר

רצפים בעלי דפוס 
ביטוי שונה בעץ 

 נורמאלי וננס

wt/dw <0.33 1685 76 1570 75.5 1458 74.5 
wt/dw >3 532 24 509 24.5 498 25.5 

 100 1956 100 2079 100 2217 כ"סה
 FDR FDR≤0.01 FDR≤0.001 FDR≤0.0001ברמות מובהקות שונות של סינון 

 LogConc LogConc≥-17 שלסינון עם 
 % filter( 5121 % 4693 % 4300( סינוןשעברו  הרצפים מספר

רצפים בעלי דפוס 
ביטוי שונה בעץ 

 נורמאלי וננס

wt/dw <0.33 1418 76.6 1363 76.1 1295 75.2 
wt/dw >3 433 23.4 429 23.9 427 24.8 

 100 1722 100 1792 100 1851 כ"סה
ביטוי  דגםבנוסף הערכים סוננו לבעלי . LogConcסינון של  עם וללא FDRרמות מובהקות שונות של  3- סוננו ב SOAPתוצאות אנליזת 

  .בין עצים נורמאלים וחריגיםלפחות  3פי  של

  

 PCR-RT-Qבאמצעות  seq-mRNA-אימות דגם הביטוי של ה .4.2.2.3

. בשני שלביםQ-RT-PCR -בדיקה בנעשתה  mRNA-seqבכדי לאמת את דגם הביטוי שהתקבל באנליזת 

                     שהכילה את כל אותם העצים שנבחנו  DW נעשתה על תערובת עצי הבדיקהבשלב הראשון 

             בשלב השני נבחרו מספר גנים מהשלב הראשון ובהם אנליזת . אחד WTמול עץ mRNA-seq -ב

 עציושני ) שהיו חלק מהתערובת בשלב הראשון( DW עצי השש: נעשתה על פרטים בודדים Q-RT-PCR-ה

WT  שהיו בתערובת באנליזתmRNA-seq.  

 בודד WT מעץ RNA-ו DWתערובת  של RNA-מ הוכנה  Q-RT-PCRהתבנית לבדיקתבשלב הראשון 

רמת נבחנה  .)ראה חומרים ושיטות(התמר  "לב"שהופק מרקמת  )השני WT- עקב מחסור ברקמה של ה(

עצים נורמאלים תערובת היחסים שונים של רמות ביטוי בין מגוון רחב של מייצגים ה רצפים 24של  הביטוי

לפי אנליזת (היה  Q-RT-PCR-השונים שנבחנו בשל הגנים  DW-וה WT- בין הטווח יחסי הביטוי  .לחריגים

כאלה  ואקשורים לצימוח ווגטטיבי להיות שנבחרו צפויים  חלק מרצפים. 85,000-כ )mRNA-seq-ה

בין עצים  אחדבעל יחס קרוב ל אחד מהרצפים היה. שמוטנטים שלהם בצמחים אחרים קשורים לננסות

 LogConc≥-17-ו FDR<0.0001סינון  לאחר מהרצפים נבחרו 20. כביקורות ושימש נורמאלים לחריגים

סינון  נבחרו לאחרמהרצפים  ארבעה, )בעלי מספר קריאות גדול ולכן בעלי הבדלים סיגניפיקנטים(

FDR<0.0001  ולא עברו סינוןLogConc≥-17 )הקיצוניים שלהם בין  הביטוי יחסי עקבנבחרו  הרצפים אל

WT ל-DW(.  זוגות תחלים ייחודיים בתוכנות  2-3לכל רצף תוכננוPrimer Express ו-Primer 3 ) טבלה

8.(  

יחס  תשעה היו בעלי, mRNA-seqבאנליזת  DW-ל WT בין שלושיחס גדול מפי  בעלירצפים  11מתוך 

ככל שהיחס בין עצים נורמאלים לננסים היה . Q-RT-PCRבאנליזת  גם DW- ל WTבין  שלוש גדול מפי

יחס  בשני רצפים נמצא. Q-RT-PCRכך הוא היה גבוה יותר גם באנליזת  mRNA-seqגבוה יותר באנליזת 
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מהרצפים שנבחרו היו בעלי יחס נמוך מפי  mRNA-seq. 12-ובהם לא אומתו תוצאות ה קרוב לאחדשל 

ככל . Q-RT-PCRהראו גם יחס דומה באנליזת  האל רצפים. mRNA-seqבאנליזת  DW-ל WTבין  שלוש

הוא  mRNA-seqהיה גדול יותר באנליזת תערובת של עצים נורמאלים לננסיים שהיחס ברמת הביטוי בין 

מאנליזת  )0.9( אחדבעל יחס דומה ל הגן ששימש לביקורת והיה. Q-RT-PCRבאנליזת  היה גדול יותר גם

mRNA-seq  רוב התוצאות אומנם לא חזרו במדויק על היחס  .נורמאלים לננסים בין עצים 0.4של הראה יחס

 DWלעצי  WTים ברמת הביטוי בין עצי יאבל הראו הבדלים משמעות mRNA-seqשהתקבל באנליזת 

  .18התוצאות מסוכמות בטבלה  .mRNA-seq-את תוצאות אנליזת ה בכיוונםהתואמים 

  

 וננסים נורמאלים בתערובות של עצים Q-RT-PCR-ו mRNA-seq על פירמות ביטוי של גנים  - 18 טבלה

 שם הרצף מספר

תפקיד צפוי לגן לפי 
הומולוגיה לרצפים 

אחרים 
)Annotation( 

WT/DW 
לפי 

אנליזת 
mRNA-

seq 

     יחס ביטוי בחזרות של
Q-RT-PCR 

ממוצע 
WT/DW 

אנליזת לפי 
Q-RT-

PCR ) ±
  )ת.ס

1 2 3 4 

1 PDK_20s1300981g0
01 

1 
aminocyclopropane 
1 carboxylate 
oxidase 

236/0 5.8 14 19 6.8 11.4±6.26 

2 PDK_20s1955911g0
01 cationic peroxidase 1 349.5 77.3 61.6   69.4±11.09 

3 PDK_20s1685261g0
01 

helix loop helix dna-
binding domain 
containing protein 

148.6 11.6 11.74   11.7±0.1 

4 PDK_20s1368561g0
02 

WRKY transcription 
factor 133 16 7.8   11.9±5.8 

5 PDK_20s1530771g0
01 

myo-inositol 
oxygenase 39 2 1.22   1.6±0.53 

6 PDK_20s1959831g0
01 

1 xyloglucan 
endotransglycosylase 
xet2 

27.25 11.4 12   11.7±0.42 

7 PDK_20s1306264g0
01 gibberellin 20 27 8.8 4.6   6.7±2.97 

8 PDK_20s1301376g0
02 

Fe oxygenase family 
expressed 17.8 4.5 5.19   4.8±0.49 

9 PDK_20s1398571g0
01 

expansin-like protein 
a 14 18.8 14   16.4±3.36 

10 PDK_20s1325401g0
01 legumin-like protein 13.8 3.7 3.7   3.7±0.05 

11 PDK_20s1377181g0
01 

3 -n-debenzoyltaxol 
n-benzoyltransferase 
-like 

10.5 1.6 1.4   1.47±0.13 

12 PDK_20s1619651g0
01 

ap2 erf domain-
containing 
transcription factor 

0.9 0.4 0.355   0.38±0.03 

13 PDK_20s1359671g0
01 

similar to predicted 
protein 0.24 0.11 0.11   0.11 
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 שם הרצף מספר

תפקיד צפוי לגן לפי 
הומולוגיה לרצפים 

אחרים 
)Annotation( 

WT/DW 
לפי 

אנליזת 
mRNA-

seq 

     יחס ביטוי בחזרות של
Q-RT-PCR 

ממוצע 
WT/DW 

אנליזת לפי 
Q-RT-

PCR ) ±
  )ת.ס

1 2 3 4 

14 PDK_20s1359912g0
02 

auxin response factor 
8 0.23 0.08 0.10   0.09±0.01 

15 PDK_20s1699311g0
01 

auxin response 
transcription factor 0.20 0.18 0.10   0.14±0.05 

16 ACYX01096809.1 brassinosteroid-
insensitive 1 0.19 0.06 0.15   0.1±0.06 

17 PDK_20s1439951g0
01 

brassinosteroid-
insensitive 1 0.18 0.20 0.21   0.2±0.01 

18 PDK_20s1674351g0
01 auxin response factor 0.10 0.06 0.07   0.07±0.005 

19 PDK_20s1410001g0
02 

auxin response factor 
7a 0.09 0.04 0.04   0.04 

20 PDK_20s1743471g0
01 

glycosyl hydrolase 
family 9 0.07 0.04 0.03   0.035±0.01 

21 PDK_20s1479321g0
01 cytokinin oxidase 0.05 0.07 0.2 0.08  0.11±0.08 

22 ACYX01151934.1 dwarf1 diminuto 0.0085 0.03 0.07 0.02  0.04±0.03 

23 PDK_20s1454381g0
03 

similar to predicted 
protein 0/54 0.20 0.13   0.17±0.05 

24 PDK_20s1392771g0
01 

brassinosteroid 
insensitive 1-
associatedreceptor 
kinase 1 

0/61 0.004 0.006   0.005±0.001 

באותם מיקרים בהם רק באחת מהתערובות . mRNA-seqמאנליזת  WT/DWיחס  ם יורדים שלהגנים בטבלה מסודרים לפי ערכי
  .הינה סטיית תקן" ת.ס" .בו המונה או המכנה הוא אפס  מוצג היחס של הרצפים כשבר, הקונטיגהתקבל ריצוף של 

  

מכיוון שטווח היחסים . JMPבתוכנת נבחנה  Q-RT-PCR-וה mRNA-seq-הקורלציה בין תוצאות אנליזת ה

כנגד  WTעצי נעשתה הקורלציה לערכים הלוגריתמיים של יחסי הביטוי השונים לכל גן וגן ב, היה רחב מאוד

ה קודנ הושמטה לצורך בניית הגרף( 10איור מוצג ב האנליזות שתימייצג את ההשוואה של הגרף . DWעצי 

מכיוון שהיה בה  תבה לא התאפשרה הטרנספורמציה הלוגריתמי, )PDK_20s1300981g001גן (אחת 

וערך  0.944 של) R(קורלציה ערך  עם, האנליזה הצביעה על קורלציה טובה בין שתי השיטות .)0- חילוק ב

 היו mRNA-seq-באנליזת ה ביחס הביטוי ההבדליםבדרך כלל לציין ש חשוב. 4.85E-12 של) p(מובהקות 

  .0.0022עם מובהקות סטטיסטית של  Q-RT-PCR-ה גבוהים יותר מאלה שהתקבלו באנליזת

  



55 
 

  Q-RT-PCR-הו mRNA-seq-הת ומאנליז תוצאות דגם הביטויבין קורלציה  -  10איור 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  .95%האליפסה האדומה מייצגת מובהקות של . גנים 24הקורלציה נעשתה על 
  

לא ( בנפרדחריגים עצים בשישה נורמאליים ועצים  בשניגנים ארבעה חנתי את רמת הביטוי של שלב הבא בב

. DWלתערובת  WTבעלי הבדלים קיצונים ברמת הביטוי בין תערובת ות ישנמצאו להגנים  נבחרו. )תובתערוב

ארבעת הגנים . מאוד גבוהבעלי יחס  אחריםשניים ו DW-ל WTבין  נמוךמאוד  בעלי יחס היוגנים המתוך  שנים

) 18S(כל פרט של כל גן נורמל לגן הביקורת  Q-RT-PCRלאחר אנליזת . באותה הרצהעצים ה תנבדקו בשמונ

    עצי כמו כן חושב גם היחס בין ממוצע . ת התקן שלהןועם שגיא DW-ו WT עציוחושב ממוצע הריכוזים של 

בכל הגנים נמצא הבדל בולט בביטוי בין ממוצע  .19טבלה התוצאות מוצגות ב .DW-עצי הלממוצע  WT- ה

, PDK_20s1955911g001 לושת הגניםרמת הביטוי של ש. הפרטים החריגים וממוצע העצים הנורמאליים

ACYX01151934.1 ו-PDK_20s1392771g001 דומה בשני עצי ה -WT , בגן אבל

PDK_20s1685261g001  כל גן בבחינה של . )בין שני הפרטים 13הבדל של כמעט פי (רמת הביטוי שונה מאוד

בשלושת הגנים  .)19 טבלה( בין הפרטים Off-type-שקיימת שונות בתוך קבוצת ה נמצא בנפרד

PDK_20s1955911g001 ,PDK_20s1685261g001 ו-ACYX01151934.1  יש  קורלציה טובה יותר בין

נבחן ערך הקורלציה בין שלושת האנליזות . של פרטים בודדים Q-RT-PCRלאנליזת  mRNA-seqאנליזת 

 Q-RT-PCR-ב בודדיםהפרטים ממוצעי האנליזה של ההקורלציה בין אנליזת התערובות ל מקדם. JMPבתוכנת 

של פרטים בודדים הוא  Q-RT-PCRאנליזת ממוצע הל mRNA-seqהקורלציה בין אנליזת  מקדם .0.989הוא 

 0.964הוא  RNA-השל תערובות  Q-RT-PCRלאנליזת  mRNA-seqהקורלציה בין אנליזת  ומקדם 0.992
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 כלומר מובהקים ,)20טבלה ( 0.036ועד  0.008-ונעים מ גבוהים אינםנליזה זאת ערכי המובהקות בא .)20טבלה (

  .שנבחן הגנים המועטבלה של מספר געקב המכנראה וזאת  ,p<0.05רק ברמה של 

 בודדים DW-ו WTגנים בעצי  הביטוי של ארבע - 19טבלה 

PDK_20s195591  גן
1g001 

PDK_20s168526
1g001 

ACYX011519
34.1 

PDK_20s139277
1g001 

בין הגן  יחס ביטוי
 18S -ל

WT  0.26 3.35 0.03 0.0006 
WT2 0.26 0.26 0.01 0.001 

 WTממוצע 
 0.001±0.0002 0.023±0.007 1.81±1.09 0.26±0.001  .)ת.ש± (

בין הגן  יחס ביטוי
 18S -ל

DW2  0.001 0.06 0.232 0.23 
DW3 0.003 0.002 1.239 0.31 
DW9 0.002 0.016 0.67 0.06 

DW13 0.001 0.065 0.48 0.33 
DW14 0.001 0.006 2.58 0.003 
DW16 0.001 0.05 1.9 0.13 

 0.177±0.02 1.18±0.15 0.03±0.005 0.0015±0.0001  .)ת.ש± ( DWממוצע 
 WT/DW  175 53.88 0.02 0.005ממוצע 

WT/DW לפי אנליזת              
Q-RT-PCR עצי  של תערובות

WT ו-DW 
69.4 11.7 0.04 0.005 

WT/DW אנליזת לפי    
mRNA-seq  של תערובות עצי

WT ו-DW 
349.5 148.6 0.0085 0/61* 

. ת.ש .Q-RT-PCRאנליזת של חזרה אחת  מבוססות עלהתוצאות . 18Sהמספרים מבטאים את יחס הביטוי של כל גן יחסית לביטוי של 
  .קריאות שלו בתערובת עצים ננסים 61ונמצאו  WT- גן זה לא התבטא ב mRNA-seq ה שלבאנליז* . הינה שגיאת תקן

  

 נבחריםהגנים ה בארבעתערכי הקורלציה בין שלושת האנליזות  - 20טבלה 

הקורלציה  מקדם 'משתנה ב  'משתנה א
)R( 

ערך 
 מובהקות 

WT/DW  לפיQ-RT-PCR 
  של תערובות

WT/DW  לפיQ-RT-PCR פרטים  של
  0.011 0.989  בודדים

WT/DW  לפיmRNA-seq WT/DW  לפיQ-RT-PCR פרטים  של
  0.008 0.992  בודדים

WT/DW  לפיmRNA-seq WT/DW  לפיQ-RT-PCR  של
  0.036 0.964  תערובות

ומשתנה ' הרשומות תחת משתנה א אנליזות 2קורלציה בין  מקדםכל פעם נבחן . JMPערכי קורלציה בין שלושת האנליזות נבחן בתוכנת 
   .'ב
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  mRNA-seq-ו DGE לפיהשוואה בין דגם הביטוי  .4.2.3
 Blastך נעשה לצורך כ. mRNA-seq-ו DGE-בין שני דגמי הביטוי שהתקבלו מראשונית נעשתה השוואה 

רצפי הגנים המקודדים בטיוטת הגנום של מול  Q-RT-PCRשנבחנו באנליזת  RACE ’5תוצרי  12כל ל

האלה נבחנה  mRNA-רצפי ה רמות הביטוי של .צפוי mRNAהרצפים נמצא רצף  12תשעה מתוך ב. התמר

עצים הת ותערובב של רצפים אלהחושבה רמת הביטוי . mRNA-seqבנתונים שהתקבלו מאנליזת 

                  אנליזת , DGE-האנליזת ב שהתקבלהנעשתה השוואה של רמת הביטוי . חריגיםוהנורמאלים ה

בשבעה מהמקרים היחסים  .)RACE ’5-לרצפים שהוארכו ב( Q-RT-PCR-אנליזת הו mRNA-seq-ה

 Q-RT-PCRבאותם רצפים היחס שהתקבל באנליזת  .היו קרובים לאחד mRNA-seqאנליזת בשהתקבלו 

       WT עצי יש רמות ביטוי מאוד שונות בין הלרצפים אל ,DGEהיה גם כן קרוב לאחד ואילו לפי אנליזת 

      אנליזתבויחס של פי שלוש , mRNA-seq-האנליזת בהתקבל יחס של פי ארבע  Sol 19רצף ב .DW-ל

התקבל יחס של  Sol 19של  DGE-הזת ילעומת זאת באנל. בין העצים הנורמאלים לחריגים Q-RT-PCR-ה

לא נתן הומולוגיה לרצפי  Sol 510של  RACE ’5-רצף ה). 21טבלה (לעץ ננס  WTבין עץ  50פי 

mRNA . לכן נעשה לוBlast ה רצפי מול -mRNA גנום של התמר ונמצא רצף בעל הומולוגיה ב הצפויים

מצא רצף הומולוגי נו mRNAמול רצפי  Blastה עשלרצף זה נ. )Scaffold ACYX01109303.1( גבוהה

PDK_20s1695221g001 . בין רצף זה לרצףSol 510  בסיסים על  145יש מרחק של

ACYX01109303.1 Scaffold לכן התייחסתי ל .מטיוטת גנום התמר-PDK_20s1695221g001  זההכגן 

באנליזת         בין עץ נורמאלי לננס 0.1נתן יחס ביטוי של  Sol 510רצף . בטיוטת גנום התמר Sol 510-ל 

 0.08התקבל יחס של  DGE-האנליזת בואילו  Q-RT-PCR-הבאנליזת  0.49יחס של , mRNA-seq-ה

  .)21טבלה (

  Q-RT-PCR-ו DGE ,mRNA-seqהשוואה בין האנליזות  – 21טבלה 

 שם הרצף  מספר
 WT/DW -יחס ה

DGE mRNA seq Q-RT-PCR 
1 Sol 1 720.38 0.93 0.82 
2 Sol 3 150.32 0.87 1.13 
3 Sol 5 127.84 0.49 1.8 
4 Sol 8 99.61 0.93 0.72 
5 Sol 12 71.32 0.87 1.39 
6 Sol 17 53.15 1.16 0.97 
7 Sol 19 50.13 4 3 
8 CGC 466 0.27 1.25 0.94 
*9Sol 510 0.08 0.1 0.49 
 TAG-מרצף ה 145בטיוטת גנום התמר המצוי במרחק של רק  PDK_20s1695221g001-ול DGEבאנליזת  Sol 510-התייחסתי ל* 

  .ובטיוטת גנום התמר mRNAלא נמצאו בקובץ  Sol 14-ו CGC 438 ,CGT 123הרצפים  .כלאותו רצף

ן יב .22התוצאות מסוכמות בטבלה  .JMPתוכנת חושבו בציה והמובהקות בין שלושת האנליזות לערכי הקור

עם ערך מובהקות של  0.826נמצאה קורלציה של  Q-RT-PCR-של ה האלל mRNA-seqאנליזת תוצאות 
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מאוד נתנו ערכים נמוכים  Q-RT-PCR-ול mRNA-seq- ל DGEלציות בין אנליזת רלעומת זאת הקו. 0.006

  . נם מובהקים סטטיסטיתיאאשר 

 Q-RT-PCR-ו DGE ,mRNA-seq :ערכי הקורלציה בין שלושת האנליזות - 22טבלה 

 )p(מובהקות ה)R(ערך הקורלציה  'משתנה ב  'משתנה א

WT/DW  לפיDGE  WT/DW  לפיmRNA-seq -0.110 0.778 

WT/DW  לפיmRNA-seq WT/DW  לפיQ-RT-PCR  0.826 0.006 
WT/DW  לפיDGE  WT/DW  לפיQ-RT-PCR  -0.169 0.664 

  . JMPבתוכנת  נקבעוערכי קורלציה בין שלושת האנליזות 
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 דיון .5
אפיון תהליכי יצירת השונות הסומקלונלית על ידי זיהוי הבדלים בין עצי תמר חריגים מתרבית  מחקר הואמטרת ה

מסוימים  DNAבמקטעי  המתילציהאפיון דגם אחת היא ה. נקטנו בשתי שיטותבעבודה זו  .רקמה לעצים נורמאלים

 של בחינת דגם הביטויהשיטה השנייה הייתה  .בעבר הבדלים בין פרטים נורמאלים לחריגים ובהם זוה ,DEFובגן 

 .mRNA-seq-ו DGEת ובשיט באמצעות ריצוף בהספק גבוה ,עצים בעלי פנוטיפ ננסיועצים נורמאלים 

  

 דגם המתילציה .5.1
 )Cohen et al., 2004(עם הזמן ' ריבוי שחלות'ו' חנטה לקויה'של הירידה ההדרגתית בחומרת הפנוטיפ 

עבודות קודמות הצביעו על כמו כן . מצביעה על האפשרות של מנגנון אפיגנטי היוצר את הטיפוסים החריגים

פנוטיפים בין ל DEFגן ין דגם הביטוי של הוב DNAבמספר מקטעי  DNAקשר אפשרי בין מתילצית 

בהם נמצאה שונות באתר  DNAמקטעי  ארבעהנו את דגם המתילציה בבעבודה זאת בח. חריגים של תמר

MspI גורביץ( 'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'לים לחריגים בעלי מופע ננסי ובעלי מופע של אבין עצים נורמ ,

 'נטה לקויהח'בעלי ' ברהי'זן המ בעצים DEFכמו כן נבדק דגם המתילציה של הגן  .)עבודת גמר, 2004

נבחן  המתילציהדגם . )עבודת גמר, 2007, שוחט( בדגם הביטוי הבדליםבעבר נמצאו  בהם 'ריבוי שחלות'ו

. חלבוניםבאו  DNA-במתילציה יכולה להתרחש בקרת ביטוי באמצעות  .Bisulfite sequencingבאמצעות 

  .DNAמתילציה של בעבודה זאת עסקה 

  

 MS-AFLP באמצעותשבודדו  DNAשונות בדגם המתילציה של מקטעי  .5.1.1
לאפיון דגם המתילציה בתמרים  )עבודת גמר, 2004, גורביץ( גורביץ.י סל ידנעשתה ע MS-AFLPאנליזת 

המזהים את אותו אתר חיתוך  HpaII-ו MspIהאנליזה התבססה על אנזימי רסטריקציה . 'הול'מג'ו' ברהי'מזן 

)CCGG( ,אך שונים ברגישותם למתילציה .  

בדומה לתוצאות  DW-ל WT עציבין  MspIנמצא הבדל ברמת המתילציה באתר ) Bis6(במקטע אחד 

בעצי מקטע זה נראה ש ,מקטעב CGכמו כן בהשוואה של דגם המתילציה בכל אתרי . MS-AFLP-האנליזת 

WT  ההיה ממותל יותר מאשר בעצי-Off-type )96%  גם במקטע ). 9ראה טבלה , 54.7%לעומתBis5 

 Off-type לעומת עצי CGמאתרי  29.5%-בהיו ממותלים  WTעצי  כאשר מתילציהברמת הנמצא הבדל 

לא עצמו  MspI-אתר ה Bisulfite sequencingבאנליזת  אולם 5.7%-רק ב היו ממותליםבהם האתרים ש

  . נמצא ממותל

נמצא ממותל בעבודה זאת בניגוד לממצא לא  MspIאתר ) Bis5-ו Bis1 ,Bis2(בשלושה מהמקטעים 

  :ממצא זה יכול לנבוע מכמה סיבות. MS-AFLP-המאנליזת 

לעתים התקבל יותר מרצף  .תאיכות מספקבתמיד היה לא  MS-AFLPמאנליזת  המקטעיםריצוף  .1

   נמצא הבדל באתרשבו מתילציה אינו הרצף ה דגםיתכן והרצף שבו בחנתי את . אחד לכל פרגמנט

 .גורביץ.י סל ידע MspI-ה
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אחד בטיוטת רצף היה הומולוגי ליותר מרצף האבל , אחד DNA בחלק מהמקרים אומנם בודד רצף .2

רצפים אפשריים למקטע מסוים מאנליזת  שנילמרות שנמצאו , באחד המקרים. הגנום של התמר

MS-AFLP,  למקטע השני לא היה ניתן לבנות תחלים (אחד מהמקטעים בבחנתי את המתילציה רק

 ).איננה מלאהעדיין שטיוטת גנום התמר  כיוון, הרצוי MspIאת אתר  יכללוש

אתר  היתכן שבפרטים אל ,עצים מכל פנוטיפ שלושהבוצעה על  Bisulfite sequencing-אנליזת ה .3

המדגם הנבחן היה מאוד קטן ולא תמיד נבדקו אותם העצים שבהם . ממותל הלא הי הנבדק MspI-ה

 .תה מביאה לתוצאות שונותייתכן שהגדלת המדגם הי. MS-AFLPנמצאה בעבר השונות באנליזת 

 .ולות להיווצר בכל אחת משיטות הבדיקהכמובן מאליו שאי אפשר לשלול שגיאות מסוגים שונים שי .4

נמצאה שונות בדגם המתילציה בין עצים נורמאלים  שנבדקוים מתוך ארבעת המקטעים יבשנ ,לסיכום

  . MS-AFLP-הלאנליזת  הממצא היה תואם רק באחד מהם, לחריגים

   

 DEF הגן דגם ביטוי המתילציה של .5.1.2
 DEFבה נמצא שביטוי הגן , שוחט.מ שלעבודה הגן זה נבחר בעקבות . DEFגן של המתילציה הנבדק דגם 

היה נמוך פי שלושה לעומת העצים  'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'החמורים  יםפפנוטיה בעליבעצים החריגים 

חיוני להתמיינות עלי ה Bמסוג  homeobox מכיל DEF הגן). עבודת גמר, 2007 ,שוחט(הנורמאלים 

פרטים חריגים לבדקל השמן נמצאו הבדלים ברמת הביטוי בין פרטים נורמאלים  .הכותרת והאבקנים בפרח

 ,.DEF )Adam et alשאחד מהם היה הגן  MADS boxשל מספר גנים מסוג  ,'Mantled'בעלי פנוטיפ 

. י מל ידשנעשתה ע MspI-ו HpaIIי שימוש באנזימים ל ידבחינה ראשונית של המתילציה ע, בנוסף). 2007

 ,שוחט( אבל על היעדר מתילציה בעצים נורמאליים מתילציה ברמה נמוכה בעצים חריגיםעל  ההצביע, שוחט

   ).עבודת גמר, 2007

שינויים ברמת המתילציה נמצאו כגורמים . לרמת המתילציה יש השפעה על התפתחות הפרח ועל פוריותו

 ,Richards, 1997; Kaeppler(ולעקרות , )אבקנים או שחלות(לתוספת אברים בפרח , לעיוותים בפרחים

 רקמהבצמחים שיוצרו בתרבית  DNA-בעבודות קודמות מצאו פולימורפיזם ברמת המתילציה של ה). 2000

 ,.Peraza-Echeverria et al., 2001; Jaligot et al(לעומת צמחים שרובו בשיטות קונבנציונאליות 

בהשוואת בפרטים עם פנוטיפ  0.5-2.5%בדקל השמן נמצאה ירידה במתילציה בשיעור של ). 2000

‘Mantled’ ם יליאלפרטים נורמ)Jaligot et al., 2000.( 

דגם . בסיסים 1350ושלושת האקסונים הראשונים והיה באורך  UTR ’5-הנבדק הכיל את אזור ההחלק 

 'חנטה לקויה'עצים בעלי מופע של  העצים בעלי פנוטיפ נורמאלי לעומת שלוש ההמתילציה נבחן בשלוש

י תלא נמצאה מתילציה משמעותית במקטע זה בש. הרקמות הנבדקות היו עלים ותפרחות. 'ריבוי שחלות'ו

     אתרי  .מתילציה בין עצים נורמאלים לחריגיםה גםדמשמעותיים ב הבדליםלא נמצאו הרקמות הנבדקות ו

י מאור שוחט ונמצאו ממותלים ברמה נמוכה בעצים חריגים לא נמצאו ממותלים ל ידשנבחנו ע CCGG-ה

הבחינה של רמת המתילציה שנעשתה בעבר  .ולא בתפרחות) שוחט.י מ"שנבחנו ע(לא ברקמת העלה  ,כלל

לאחריה מי רסטריקציה בעלי רגישות שונה למתילציה ויהייתה בחינה עקיפה המבוססת על חיתוך בשני אנז
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שהתוצאות יתכן , לכן. תך יעבור הגברהשלא יח DNAמעט  עשוי להיות מצב בו אתבשיטה ז. PCR-ב הגברה

  .ולא כתוצאה ממתילציה ספציפית באותם אתרים, אנזימי הרסטריקציהמפעילות לא מלאה של  ל נבעו"הנ

קיימת מתילציה באזורים אחרים שיתכן  ועל כן ,בכולוהמתילציה נבחן רק בחלק מהגן ולא  ראוי לציין שדגם

 ל ידיהם שמבוקרים ע DEFלגן  upstreamגנים שנמצאים שכמו כן יתכן . על ידי של הגן שלא נבחנו

 1AP .FLY- ו FLY הגנים יל ידמבוקר ע) DEFאורתולוג של ( AP3גן הידופסיס נמצא שבבאר .מתילציה

 UFOשל  RNAחיוני להצטברות  1AP. את הביטוי שלו מאפשרובכך  AP3פרומוטור של לנקשר 

)unusual floral organs ( במהלך השלב המאוחר של התפתחות הפרח והוא חיוני להתמיינות עלי הכותרת

זוהתה רמה נמוכה של  UFO-ו FLYשל  loss-of-function במוטציה שלהסתבר שגם . והאבקנים בפרח

AP3 RNA אקטיבציה של סף של נוקיים מסלול שכלומר יתכן . בקבוצה קטנה של תאיםAP3 )Jack, 

2004(.  

פרטים בין וקמה התגלתה שונות רבה בחומרת הפנוטיפ בין מטעים שונים עצי תמר חריגים שרובו בתרבית רב

. 'שחלותהריבוי 'אחוז ב אלא גם' לקויההחנטה ה'השונות אינה רק ברמת  .בני אותו גילבאותן חלקות שונים 

וירידה ברמת הפירות המשולשים והפירות מרובי , שיפור של רמות החנטהבמרבית העצים החריגים התגלה 

 Cohen et(' החנטה הלקויה'נעלמת באופן הדרגתי לפני תופעת ' ריבוי השחלות'תופעת . השחלות עם הזמן

al., 2004.( לקיחת הדוגמאות  עיתויאזי , הוא אכן מתילציה ים אלהפנוטיפיצירת מנגנון האחראי על ה אם

אמור להתבטא רק בשלבים מסוימים  DEF ,כגן מבקר פריחה .מאוד משמעותיהמתילציה הוא ובחינת 

יתכן והמתילציה עשויה להשתנות במהלך ההתפתחות . ורק ברקמות מאוד ספציפיות בו, בהתפתחות הפרח

בין תילציה מהנכון ולכן ולא נמצאה שונות בדגם ה בעיתוילציה בגן לא נלקחו ישהדוגמאות בהם בחנתי מת

בפרחים נבדק בעלים בוגרים  DEFגם המתילציה של הגן דבעבודה זאת  .ליםאהפרטים החריגים לנורמ

. איננו ממותלכבר גן היתכן שבשלב זה  .בוגרות שכבר סיימו את השלב ההתפתחותי שלהםשלמים מתפרחות 

חשוב . מהםהתאים אלא רק באחוז מסוים רקמות וא לא נמצאת בכל יכמו כן יתכן שהמתילציה קיימת אך ה

לאיתור שיעור נמוך של אינה מתאימה  ,שבה בחנתי מתילציהBisulfite sequencing -להדגיש ששיטת ה

  .תאים ממותלים

קמה לעומת רבצמחים שיוצרו בתרבית  DNA-פולימורפיזם ברמת המתילציה של העבודות קודמות מצאו 

 ).Peraza-Echeverria et al., 2001; Jaligot et al., 2000( צמחים שרובו בשיטות קונבנציונאליות

בחנה שונות בדגם המתילצה בין עצים נורמאלים לכאלו שרובו ש בתמרים) 2004, גורביץ(קודמת עבודה ב

תוצאות ה. 'הול'מג'שונות רבה בדגם המתילציה בין עצים נורמאלים לעצים ננסים מהזן בתרביות רקמה נמצא 

. מצטברת שונות בדגם המתילציה, בתרביות רקמה' הול'מג'הצביעו על האפשרות שבמהלך הריבוי של הזן 

החנטה 'לעומת זאת לא נמצאו הבדלים משמעותיים בדגם המתילציה בין עצים נורמאלים לבעלי לפנוטיפ 

נמצאו גם בין עצי דקל  DNA-מתילציה של ההבדלים ב ).עבודת גמר, 2004, גורביץ(' ברהי'של הזן  'הלקויה

). ;Jaligot et al., 2000, 2004 Matthes et al., 2001(לעצים נורמאלים  'Mantled'השמן עם פנוטיפ 

צי בננה נורמאלים מקטע זה לא נמצא ממותל עב. במקטע מסוים בננה ננסים בעצימתילציה  הבבננות נמצא

)Oh et al., 2007.(  בעבודה זאת ההבדלים בדגם המתילציה שנמצאו היו מקטעים)Bis5 ו-Bis6(  שמקורם
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בגנים ובאזורים  מתילציהשינויים בדפוסי ההבדלים אלה מראים שככל הנראה קיים קשר בין . 'הול'מג'בזן 

  .ליצירת פנוטיפים חריגים בתרביות רקמה בגנום מסוימים

   

 Solexa/Illuminaדגם ביטוי באמצעות אפיון   .5.2
שרובו ' הול'מג'בעצי תמר מזן רבים דגם הביטוי של גנים אפיון נעשה שימוש בשתי שיטות גנומית לצורך 

דגם ביטוי גנים נבדק באמצעות אנליזת ריצוף בנפח גבוה . באמצעות חוטרים או באמצעות תרביות רקמה

מתקבלים  Digital Gene Expressionזת יבאנל .Solexaבטכנולוגיה של  mRNA-seq-ו DGEת ובשיט

 33רצפים של  התקבלו mRNA-seq באנליזת .של התעתיק 3'-הקצה המ )בסיסים 27-ו 21-כ(תגים קצרים 

היתרונות העיקריים של שימוש . תעתיקים שלמים ליצירת) assembly(בסיסים שעוברים הרכבה 

שאין עליהם ידע גנומי רב גניזמים אורבהוא שהאנליזה אפשרית גם  Solexa/Illuminaבטכנולוגיית 

)Collins et al., 2008 .( קיימים מספר הבדלים ביןDGE ל-mRNA-seq:  היתרון בשיטתDGE  הוא

כל תג נספר בפני , לא צריך לבנות קונטיגים מהםמכיוון שהיא מבוססת על תגים קצרים . הרגישות הרבה שלה

. גנים מאוד נדירים שכולל בתוכו גםכך מתקבל פרופיל ביטוי . אחת שרוצפה RNAעצמו ומייצג מולקולת 

רצפי התגים בשיטה זאת מייצגים את  ,מתבסס על שימוש באנזימי רסטריקציה DGE-מכיוון ש לעומת זאת

כאשר אין . )UTR '3-אזורי ה( של הגן מתורגמיםאזורים לא  עשויים לייצגהתגים  .של התעתיק 3'- הקצה ה

מקשה על מציאת הגן אליו שייך התג כי האזורים שאינם מתורגמים אינם  הז ,גנומי אמין על אזורים אלהמידע 

 שאנליזתכיוון ו 3'-א תמיד מכילים מידע על הקצה המאגרי המידע לחלק מ, בנוסף .שמורים ברמה גבוהה

חלק  ,גדילי-והד cDNA-מבוססת על הנוכחות של אתר רסטריקציה של האנזים המשמש לעיכול ה DGE-ה

כדי להתגבר באופן חלקי על  .באנליזה כללונלא  התעתיקים אל. מהתעתיקים יכולים להיות חסרי אתר זה

בין וההשוואה אולם החיבור , נבחנו ריצופים בנפח גבוה לאחר עיכול בחמישה אנזימים שונים, אתבעיה ז

 חסרון נוסף הוא קבלת תגים מאוד קצרים. ללא מידע גנומי מקיף אפשריאינו התגים שנוצרו בשיטות השונות 

על מציאת  מאוד מקשה זהחסרון הגנום רצף מלא של בהעדר  .שונים תג מסוים יכול לייצג מספר גניםולכן 

  .במיוחד עם מאפשרים בחיפוש גם שינויים בבסיס אחד או שניים מהתג הקצר ,הגנים אליהם שייך התג

. לקונטיגים assemblyוביצוע  ריצופו ,באמצעים מכאניים mRNAעל שבירת  תססובמ mRNA-seqשיטת 

 cDNA-ריצוף של ה בעבודה זאת נעשה .ברקמה mRNA-מתקבלים רצפים המייצגים את כלל ה זאתבשיטה 

ולכן " DNAמושבת "לכל קבלת שני רצפים זה מאפשר  פרוטוקול. )paired end(משני קצוות הפרגמנט 

ולבחון רק , ניתן גם להתייחס לריצוף משני הצדדים כאימות אתבגישה ז. מרוצף מקטע מידע רב יותר על כל

. משני הצדדיםעל פי הרצפים בגנום אותם קונטיגים יכים לושמבהם הרצפים " DNAמושבות "מרצפים 

 לצורך ביצועהגנום  רצף ידע מוקדם על שנדרשיש מספר חסרונות והראשון הוא  mRNA-seq-לשיטת ה

assembly למרות היותם (קצרים יחסית גם בשיטה זאת הרצפים המתקבלים הם  ,בנוסף. של המקטעים

למספר אזורים  יכולים להיות משויכים אלה פיםרצמ חלקולכן ) DGE-ארוכים יחסית לרצפים המתקבלים ב

גיות חשוב לציין שהטכנולו. התעלמנו מרצפים שלא ניתן היה לשייך לגן בודד בלבד, באנליזה שלנו .בגנום
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וכבר במהלך עבודה זאת ניתן היה לרצף בטכנולוגיה זאת , לריצוף בנפח גבוה מתפתחות במהירות רבה

  ).בסיסים מכל צד 120- עד ל(מקטעים ארוכים יותר 

  

 אנליזות השונות ששימשו לאפיון דגם הביטויאת הוהשו .5.3
תמר של עץ אחד נורמאלי ואחד  "לב"בוצעה על רקמת  DGEאנליזת  :ריצוף בנפח גבוה נעשה בשתי שיטות

. עצים בעלי מופע ננסי 15- תמר של שני עצים נורמאלים ו "לב"בוצעה על רקמת  mRNA-seqואנליזת  יננס

נעשתה . גנים/בכל אחד מהתגים DWועצי  WTעצי י של ויחס בין רמת הביטהמהאנליזות חושב  תכל אחב

אחד השוואה בין עץ נורמאלי  הנעשת DGE-באנליזת ה. Q-RT-PCR-השוואה בין כל אחת מהשיטות ל

 mRNA-seqהראשונה היא בין תוצאות  :י השוואותתנעשו ש mRNA-seq-באנליזת ה .לחריג אחד

 mRNA-seqה בין תוצאות יוהשני DWעצי  15אחד מול תערובת של  WT עץ של Q-RT-PCR-ל

השוואה נוספת  ).לא בתערובת אלא כפרטים בודדים( DWעצי  ששמול  WTעצי  שנישל  Q-RT-PCR-ל

ונבחנו  RACE ’5-הוארכו ב DGE-אותרו במקטעים ש. mRNA-seq-ל DGE-ה אנליזת שתה ביןענ

ונמצא דגם , רצפים הצפויים להיות רצפים מקודדים בטיוטת הגנוםמקטעים אלו אותרו ב .Q-RT-PCR-ב

, Q-RT-PCR-ל DGEהשוואה בין אנליזת : כ נעשו שלוש השוואות הבאות"לסיכום סה. הביטוי שלהם

  .mRNA-seq-ל DGEוהשוואה בין  Q-RT-PCR- ל mRNA-seqהשוואה בין 

  

  Q-RT-PCR-תוצאות הל DGE-ה בין תוצאות השוואה .5.3.1
 יל ידתגים שריצפם הוארך ע 12נבחנו . Q-RT-PCR-תוצאות הל DGE-הבין תוצאות  נמצא דמיוןלא 

5’ RACE .אף אחד , בין העץ הנורמאלי לעץ בעל פנוטיפ ננסי נבחרו תגים בעלי יחסי ביטוי קיצוניים

לזה שהתקבל באנליזת ) לננס נורמאליבין עץ (יחס דומה  Q-RT-PCR-באנליזת המהרצפים הללו לא נתן 

 DW-ב הגן( 0.33יחס של  התקבלרק ברצף אחד . קרוב לאחד ביטוי יחס התקבל הרצפים רובב .DGE-ה

 DW- גן זה ב DGE-תוצאות ה לפי .לים לחריגיםאבין הפרטים הנורמ) WT-יותר מאשר ב שלושמתבטא פי 

קיימות מספר סיבות אפשריות לכך שלא הצלחנו לחזור על תוצאות . WT-יותר מאשר ב 8מתבטא פי 

  :DGE-ה

טרנסקריפטום  ניתן היה ליצור. התג המקוריאת לא ייצגו  RACE ’5אמצעות בשהוארכו הרצפים יתכן ש .1

, בה הרצפים הם באורך של מאות בסיסים 454 שימוש בטכנולוגיה שלי ל ידעלמשל תמר  "לבבות"עדכני ל

  .RACE ’5ע וציבב ךרוצניתן היה לזהות את מרבית התגים ללא כך יתכן שוב

ורק אחד , אחד RNAיתכן שתג מסוים מייצג יותר מתעתיק  מאוד הם קצרים DGE-של השהתגים כיוון . 2

לכן היחס ברמת הביטוי המחושב בין . RACE ’5-הוארך בריאקצית ה ,)ולאו דווקא העיקרי והמייצג(מהם 

ינם אשל חלק ניכר מהתגים באזורים ש מיקומםזה נכון במיוחד בגלל . הפרטים מייצג תעתיקים שונים

הוארכו תגים  RACE ’5-ריאקצית הביתכן כמובן גם ש .ורים פחות בגנוםושמ )UTR ’3(מתורגמים 

  .ולכן קרוב לודאי גם קידדו לגנים אחרים) mismatch(שהכילו שינוי בבסיס בודד או יותר ברצף 
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  Q-RT-PCR-לתוצאות ה mRNA-seq-ה בין תוצאות השוואה .5.3.2
אנליזת . Q-RT-PCR-בהתוצאות שהתקבלו לבין  mRNA-seq-ההשוואה בין תוצאות  נעשתה

mRNA-seq  בוצעה על תערובת של שני עציWT האנליזת . עצים ננסיים 15-ו-Q-RT-PCR  בוצעה על

עצי תמר  15מול תערובת של  )מאחר העצים" לב"עקב חוסר ברקמת (אחד  WTעץ ב )18טבלה ( גנים 24

. Q-RT-PCRאנליזת כביקורת לשימש  DW-ל WTבו לא היה הבדל ברמת הביטוי בין עצי גן אחד  .ננסים

בהם היה הבדל ( 23-גנים מתוך ה 21-ב DW-ל WT- רמת ביטוי שונה בין ה נתקבלה Q-RT-PCR אנליזתב

כך  mRNA-seq באנליזת ברמת הביטוי היה גדול יותר שיחס זהככל . )mRNA-seqברמת הביטוי באנליזת 

 DWלתערובת  WT- המשמעותיים בין לא התקבלו הבדלים  באנליזה זאת. Q-RT-PCR-ה גם באנליזת היה

  . PDK_20s1377181g001-ו PDK_20s1530771g001: בשני גנים

לא קיבלנו את אותם היחסים , Q-RT-PCR-ל mRNA-seqבין אנליזת גבוהים הקורלציה הערכי למרות 

 Q-RT-PCR-באנליזת הההבדלים ברמות הביטוי בין שני הפנוטיפים היו קטנים יותר  בדרך כלל. בדיוק

   :לכך יכולות להיות כמה סיבות. mRNA-seq-תוצאות אנליזת הבהשוואה ל

והשימוש בסמן  PCR-גנים בשל הבגלל ההגברה  שנוצררקע  מוגבלת עקב Q-RT-PCRשיטת  .1

או  הגברה לא ספציפית, שונות DNAגברה לא שווה של מולקולות המרקע יכול לנבוע ה. פלואורסנטי

 .ואי דיוקים הנובעים מהנפחים הזעירים הנלקחים לריאקציה שמקורם בזיהומים שונים DNAשל קטעי 

אחד ולא מול תערובת של שני עצים  WTמול פרט  DWהתבצעה על תערובת  Q-RT-PCRאנליזת  .2

יכול היה  הבדל זה .של אחד העצים" לב"זאת עקב חוסר ברקמת , mRNA-seqנורמאלים כמו באנליזת 

מבוססת על ריצוף ישיר של  mRNA-seq-מכיוון שאנליזת ה .שהתקבלנו באנליזה להשפיע על היחסים

  .שגיאותלהיווצר  ותגם בה יכול, אולם, סביר שהיא אמינה ומדויקת יותר, cDNA-מולקולות ה

 mRNA-seqאנליזת  על פי DW- ל WTבין ברמות ביטוי מאוד  גדולים יםגנים בעלי הבדל ארבעהבחרו נ

גם באנליזה ). DW עצי הששו WT שני עצי( Q-RT-PCR-בודדים ב עציםובהם נבדקה רמת הביטוי של 

היה דמיון רב . mRNA-seqבדומה לתוצאות  DW- ל WT עציזאת קיבלנו הבדלים גדולים ברמת הביטוי בין 

 mRNA-seqעל פרטים בודדים מאשר בין  Q-RT-PCR-לאנליזת ה mRNA-seqיותר בין אנליזת 

תבנית  על ההתבצע Q-RT-PCR- אנליזת הש הסיבה לכך היאיתכן ש .על תערובת Q-RT-PCR-נליזת הלא

  .WTנעשתה על שני עצי  mRNA-seq-ה ואילו אנליזתבודד  WT של עץ

בגן . )19טבלה ( שוניםה יםיהננס םשונות בין העצילעתים בודדים נמצאה  עציםבאנליזה שהתבצעה על 

PDK_20s1392771g001 הנבדקים אבל בפרט אחד היה ביטוי  העצים הננסייםתה שונות בין רוב ילא הי

. ליםאבחלק מהמקרים נמצאה גם שונות בין שני העצים הנורמ. )110פי ביטוי נמוך יותר (של הגן שונה מאוד 

בגלל  ).13כמעט פי (תה מאוד גבוהה יהשונות בין העצים הנורמאלים הי PDK_20s1685261g001בגן 

שבהם , העצים הננסיים יןבין העצים הנורמאלים קשה להתייחס לשונות בברמת הביטוי ה השונות הגבוה

בגן ו תה נמוכהילים היאהשונות בין שני העצים הנורמ ,הגניםבשאר  .העציםבין  32עד פי היא השונות 

PDK_20s1955911g001 את השונות בין העצים  קטיןהלי דכ .עט ולא נמצאה שונות בין העצים הננסייםמכ

  .WTעצי של  היה צריך לבצע את האנליזה על מספר גבוה יותר
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היתרון . לעבודה עם תערובות יש יתרונות וחסרונות שונים. RNAנעשתה על תערובות  mRNA-seqאנליזת 

נכונה כשאנו  אתגישה ז .ובעלות יחסית נמוכה העיקרי הוא שבהרצה אחת ניתן לבחון הרבה פרטים במקביל

המייצגות את הפרטים השונים בכל  מחפשים הבדלים משמעותיים ברמות הביטוי בין שתי התערובות הנבדקות

אפשרות שגיאה חסרון נוסף הוא . בין הפרטיםלבחון את השונות החיסרון העיקרי הוא שלא ניתן  .אחת מהן

  .בכדי ליצור תערובת מייצגתמאוד מדויקות צריכות להיות  RNA-ה שכן כמויות ,תוצאות מחוסר דיוקכ

שלוש חזרות על (על פרטים בודדים התבצעה רק פעם אחת עם חזרות פנימיות בלבד  Q-RT-PCRאנליזת 

נות ומדויקות יכדי לקבל תוצאות אמ .גם אנליזת הריצוף בנפח גבוה התבצעה בחזרה אחת בלבד). כל מיהול

  .ובלתי תלויותיותר יש צורך לבצע חזרות נוספות 

  

  mRNA-seq-התוצאות ל DGE-ה בין תוצאות השוואה .5.3.3
מול הרצפים הצפויים ) Q-RT-PCR-נבדקו בו DGE-שאותרו ב( RACE ’5תוצרי  12של  אפיוןה נעש

לא  12- מתוך ה לשלושה). predicted coding sequence( תמרהלהיות רצפים מקודדים בטיוטת גנום 

הצפויים  mRNAרצפי ל םהומולוגי היואחרים  םרצפי תשעה. נמצאה הומולוגיה לרצפים המקודדים הצפויים

 םהומולוגי שהיוהרצפים  תשעת. בעלי אנוטציה דומה mRNAלשני רצפי  םהומולוגי היושלושה מתוכם ו

נמצא . )21טבלה ( DW-ל WTהיחס בין בהם  ונבחן SOAPנמצאו באנליזת הצפויים  mRNAרצפי ל

 .1:1היה קרוב ליחס של ) mRNA-seq- ו Q-RT-PCR( בשני האנליזות היחס שהתקבל מתוכםשבשבעה 

רצף נוסף ב .Q-RT-PCRלפי  הופי שלוש mRNA-seqארבעה לפי רצף אחד התקבל יחס של פי עבור 

 DW-ל WTביחסים בין אך לא נמצא הבדל משמעותי  ,mRNA-seq- באנליזת ה 0.1יחס של  נתקבל

 ם שהוארכורצפיהעבור  mRNA-seq-שהתקבלו באנליזת ההיחסים לסיכום  .Q-RT-PCR-באנליזת ה

מובהקות ו 0.826קורלציה  מקדם( Q-RT-PCR-ה באנליזת שהתקבלוהיו דומים ליחסים  RACE ’5-ב

מות התוצאות מאנליזת יאכמו כן ראוי לציין את  .ובכך יש אימות לתוצאות אלה .)22טבלה ראה . 0.006

 באנליזתשהבעיה העיקרית  יתכן .גנים 24עבור ) ראה להלן( Q-RT-PCRבאמצעות  mRNA-seq-ה

לא היו אותם הרצפים  RACE ’5בעזרת  שהוארכומרבית הרצפים ש הינה RACE ’5-הארכה בוה DGE-ה

 RACE '5באמצעות  cDNAידוע שבהארכת מקטעי  .DGE-היו הבדלים משמעותיים בתגים הקצרים ב םבה

  ולקבל בעיקר הארכה ספציפית של רצף , כדי לצמצם תופעה זו. מתקבלים פעמים רבות תוצרים לא נכונים

ם באזורים יובשני תחל –משתמשים פעמים רבות בתחלים ארוכים מאוד או בהארכה בשני שלבים , cDNA-ה

חשב באורך התגים אולם גישות אלו לא היו אפשריות בהת, )nested primers(שונים של הרצף המקורי 

באנליזת  DW-ל WT- הבדלים בין ה נמצאולא  שהתקבלו RACE '5-ה בתוצרי, לכן. נוהקצר שהיה ברשות

  .DGE-ה

  

  הבדלים ברמת הביטוי בין פרטים נורמאלים לחריגים הם נמצאוגנים ב .5.3.4
והקשורים  ם לננסייםילאברמת הביטוי בין עצים נורמ גנים שנבדלו בלטו מספר mRNA-seqבאנליזת 

זירחון , חיזור-תהליכי חמצון, תהליכי ביוסינטזה של אוקסיןב ל מעורבים"הגנים הנ. למספר תהליכים ביולוגים
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 היציר, חומיגנים הקשורים לצכן אותרו  .בקרה על שעתוק ועוד, ממברנאלית-הובלה טרנס, של חומצות אמינו

לננסות המעורבים בהתארכות גנים , )ואוקסין םיברסינוסטרואיד, ברליןי'ג(פעילות הורמונאלית  ה שלובקר

  .)methyltransferase(גנים הקשורים למתילציה ובצמחים כמו אקספנסין  תאים

 WTלעומת עצי  DWירידה ברמת הביטוי בעצי  בהם הייתהגנים כמה נבחרו  Q-RT-PCR-לאנליזת ה

 מספרו ,WRKYשעתוק הפקטור  ,אקספנסיןלהגן , ברליןי'נטזה של ההורמון גיניהם גנים במסלול הביוסיוב

 ומשתתפים ביצירת Q-RT-PCRבאנליזת  WTלעומת עצי  DWעליה ברמת הביטוי בעצי  בהם הייתהגנים 

  .)BRחלבון המעורב בחישה של ( diminuto הגןו) BR1 )brassinosteroid insensitive 1, אוקסין

ל שתפקיד חשוב בבקרה  ממלאיםאתילן ו יברלין'ג,  יםברסינוסטרואיד, קסין הורמונים צמחיים רבים כמו או

 הואברלין י'ג). Santner et al., 2009( התגובה הביוטית והאביוטית לעקות מתווכים אתוגדילת הצמח 

יברלין 'גקשר בין מתארות עבודות רבות . פריחהונביטה , המווסת את התארכות הגזעהעיקרי גדילה ההורמון 

שבפרטים הנורמאלים  מזאתנמוכה בהרבה יברלין 'גרמת  הובעגבניות ננסיות נמצאבאורז . לבין ננסות

)Kobayashi et al., 1989; Fray et al., 1995 .( באנליזותmRNA-seq ו-Q-RT-PCR  הראיתי שרמת

פי  גבוהה יותר בעצים נורמאלים) gibberellin 20-ל בעל אנוטציה( PDK_20s1306264g001 הביטוי של

 .)18טבלה (מאשר בעצים בעלי פנוטיפ ננסי  Q-RT-PCR באנליזת 6.7-ופי כ mRNA-seqבאנליזת  27

 המוטציה מקנה פנוטיפ. shiלגן  טרנספוזון סה שלימוטציה הגורמת לננסות כתוצאה מכנה תבארבידופסיס זוה

י עכבשימוש במ כן ידוע על. )Fridborg et al., 1999( ניםברליי'גבתגובה ל יםעופגההאופייני למוטנטים 

במרסן  טופליםהמ Pharbitis nilצמחי . עיכוב צימוח וננסותל וגורמתברלינים י'צמיחה המעכבים יצירה של ג

 ,Zeevaart(ביצירת הפרחים  ומעוכביםהיו ננסיים  )CCC )trimethylammonium chlorideחה מסוג יצמ

נמצא שאורך הצמח  .ברליניםי'על רמת הג prohexadione-calciumהשפעה של  הנמדדבאורז  ).1966

 ירדה בצמחים המטופלים GA20-ו GA19ברלנים י'ורמת הג, בהתאמה 36%- ו 78%- והעלים קטנו בכ

)Nakayama et al., 1992.( גרמו, יברלין'סינטזת ג מעכבי, פקלובוטרזול ויוניקונזולשתמרים נמצא ב 

 ).Aloni et al., 2010; 2009' אלוני וחוב(צמצום בולט של צימוח הגזע וירידה מסוימת בגודלם העלים ל

יברלין 'גחוסר בל גורם) פנוטיפל הקשור( sd-1האלל ) semidwarf(ננסי - שבאורז חציבעבודה אחרת נמצא 

 GA53-ל מבצע אוקסידציה GA 20 oxidaseתקין במצב  .לקוי GA 20 oxidase-מ אקטיבי הנובע

 GAשל  )GA53( ההתחלתית טשרמת הסובסטראנמצא  ננסי-אורז חציב. םיפעיל GA1-ו GA20ומתקבלים 

20 oxidase שלו  יםמצטבר ואילו רמת התוצר)GA20 ו-GA1( נמוכה יותר )Spielmeyer et al., 2002.(   

 EgIAA1-ו EgM39Aגנים  שנידקל השמן זוהו ב. אוקסין משפיע על קצב גדילת איברי הצמח השונים

 EgIAA1. תרבית רקמהבשרובו   ’Mantled‘עצים בעלי הפנוטיפגבוהה יותר בהייתה שלהם  הביטוישרמת 

 מקודד לחלבון לא ידוע המראה דמיון ברצף EgM39A-חלבון המעורב בתגובה מוקדמת לאוקסין ו הוא

בתירס ננסי היה יצור מופחת של אוקסין ביחס  ).asparagines synthetases )Morcillo et al., 2006-ל

הגורמת לרגישות  SAX1 המוטציה ארבידופסיס בעליצמחי  ).Overbeek, 1935(לצמחים נורמאלים 

אני בחנתי ). Ephritikhine et al., 1999. (וירידה בפוריותות חעיכוב בהתפת, ילאוקסין הראו פנוטיפ ננס

בכל ארבעתם מצאתי עליה ברמת הביטוי בעצי תמר  .שעתוק של אוקסין יאנוטציה לפקטור בעליארבעה גנים 

  ).18טבלה ( Q-RT-PCR-ו mRNA-seqים באנליזת ילאהנורמהעצים ננסיים לעומת 
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וויסות ועים רהבשלת הז ,הורמונים צמחיים המעודדים את התפתחות הגבעול הם )BS(ברסינוסטרואידים 

אידים הינם בדרך סטרוזת או לחישת ברסינותמוטנטים בגנים לסינ. גנים רבים הקשורים להתפתחות הצמח

 באורז אופיינה מוטציה רצסיבית לננסות הנגרמת כתוצאה ממוטציה באנזים. כלל ירוקים מאוד וננסיים

BR-6-oxidase ל שביוסינתזה ב המשתתףBS . מתןBS  חיצוני שיחזר בצורה טובה את הפנוטיפ הנורמאלי

)Mori et al., 2002.(  אני בחנתי באמצעותQ-RT-PCR ל שלושה גנים שהראו הומולוגיה-BRI1 

)brassinosteroid insensitive 1(. ה באנליזת-mRNA-seq עליה ברמת הביטוי של שלושת הגנים  נמצאה

שלו צפויה  יעליה ברמת הביטו .הינו רצפטור שקושר ברסינוסטרואידים BRI1. )18טבלה ( DWי עצב ההאל

צמחי  נמצא כי עם זאת. של הצמח לגרום לעליה ברגישות לברסינוסטרואידים ואולי דווקא לצימוח מוגבר

. חוץמב BS-לא מגיבים ל )BRI1 )Brassinosteroid Insensitive 1אלל ה חסריים יארבידופסיס ננס

 BS ,castasteroneקיימת הצטברות של כמויות גדולות של  BRI1בצמחי ארבידופסיס חסרי 

ביטוי חלש של בצמחי ארבידופסיס בעלי . WTצמחי ל בהשוואהבהתאמה  33-ו 128, 57פי  typhasterol-ו

יתכן ). Noguchi et al., 1999(אבל בכמויות נמוכות יותר  היש הצטברות של הורמונים אל BRI1אלל ה

חוסר יכולת לווסת לאו  BSחוסר יכולת לנצל ל להביאיכולה בעצי תמר ננסיים  BRI1של הצטברות זאת ש

מקודדים לאזורים שונים  ,שבחנתי BRI1-רצפים ההומולוגיים להששלושת יתכן . BSאת הביוסינטזה של 

 לעלגבי הגורם המשפיע בידוד הגן המלא בתמר ובחינתו המלאה תשפר את ההבנה שלנו . של אותו גן

  .בעצים ננסיים BS הצטברות

צמחי ארבידופסיס ננסיים ב .diminuto/dwarf1הגן  הואגן נוסף הקשור לביוסנתזה של ברסנוסטרואידים 

)dim mutant( לא מבטאים  הצמחים אל. ירידה משמעותית בפוריות ישmRNA של הגן 

diminuto/dwarf1 )Takahashi et al., 1995( . נמצא שגן זה מקודד לחלבון המעורב בסינתזת

קשר זה הוא הראשון שעובר איזומריזציה  ,Δ(28)24קשר את האיזומריזציה של ההוא מפחית , סטרואידים

הוספה של . ההכרחי לביוסינתזה של סטרולים בצמחים, brassinolideבתהליך יצירת סטרול מסוג 

brassinolide )( מחזירה את הפנוטיפ הנורמאלי )סוג של ברסינוסטרואידKlahre et al., 1998 .( מוטציית

 ,.Nomura et al(ספקה של ברסינוסטרואידים אאי ולננסות חמורה  מתגור ,הישל העגבני dwarfחסר בגן 

לעומת  DW-ה בעציעולה  diminuto/dwarf1גן הנמצא ש Q-RT-PCR-ו mRNA-seq תואנליזב ).2005

 שגן זה יורד בצמחים ננסיםתוצאה זאת מנוגדת לממצאים שונים המראים . בהתאמה 25-ו 117פי  WT-עצי ה

)Klahre et al., 1998; Nomura et al., 2005(.  נדרש אפיון של רצף כל הגן והחלבון כדי להשוות את

עולה בעצים ננסים לא נוצר החלבון  הגן של mRNA-יתכן שלמרות שרמת ה. הממצאים עם הידוע בספרות

 יצירה שלבמסלול ה הפגועבאורז זוהה מוטנט . פנוטיפ הננסותומכאן או נוצר חלבון לא פעיל 

 diminuto/dwarf1 בסיס אחד באזור המקודד של הגןשל למוטנט זה יש חסר . brd2 ברסינוסטרואידה

הם  ,בשלב הווגטטיבי semi-dwarfפנוטיפ  יבעל brd2-צמחי אורז מוטנטים ב. מארבידופסיסולוגי תהאור

  ).Hong et al., 2005(והזרעים ) panicle(המכבד ובהתפתחות פרקים קויים חמורים בהתארכות היל בעלי

 dwarf1 ,שני גנים הקשורים לביוסנתזה ולחישה של ברסינוסטרואידים שלבביטוי  עליהמעניין לציין שראינו 

ים ברסינוסטרואידקשור לסינתזה של dwarf1 -קשורים אחד לשני בכך ש השני גנים אל. DWבעצי  BRI1-ו

הצביע על ליה ברמת הביטוי שלהם יכולה יהעל. יםברסינוסטרואידבשחש התאי הוא הרצפטור  BRI1ואילו 
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שנגרמת אולי (הננסות  לפנוטיפזוהי תגובה של העץ יתכן ש. עליה בחשיבות הברסינואידים בעצים הננסיים

על ידי הגברת ) יברלינים או אוקסינים'כמו ג שינויים ופגיעה במסלולים ביוסנתטיים להורמונים אחריםבגלל 

על פנוטיפ  "לפצות"התמר מנסה , זה זו נכונהתהיפו אם .או מסלולים נוספים/ו BS-ה הרגישות של מסלול

שיהיה כדי  BRI1ים והגברה של ברסינוסטרואידיצירה מוגברת של ל dwarf1 הגן י הגברתל ידהננסות ע

 .ממנומושפעים דווקא גורמים לפנוטיפ הננסות אלא  אינם האז שני גנים אל ,בחישה שלהםשיפור 

חלבון המצוי  הוא אקספנסין. אקספנסיןה הוא DWלעצי  WTגן נוסף שנמצא להתבטא באופן שונה בין עצי 

תיפקוד המריסטמה ותהליכים , ות הפריהתרככ, תפקידים חשובים בגדילת התא ולו יבדופן תאי הצמח

נמצא . מוטנטים באקספנסין אינם צמחים ננסיים, למרות זאת ).Cosgrove, 2000(התפתחותיים אחרים 

 ).Jung et al., 2010(מבוקרים על ידי הורמונים שונים במהלך הגדילה לאקספנסין  םגניהשלפחות חלק מ

נמוכה יותר של  mRNAהפחתה בהתארכות התאים מראים גם רמת בעלי  BSשמוטנטים של  ,נמצא

    XET )xyloglucanase endotransglycosylase( )Kauschmann et al., 1996.( Cho-ו אקספנסין

 וומצא ,לאקספנסיןהמקודד  AtEXP10גן הבהם הושתק  Antisenseקווי בארבידופסיס יצרו  Cosgrove-ו

הם הראו . יותר נהבעל יכולת מתיחה קטה יתהיודופן התא שלהם  ,בעלי עלים קטנים יותר ה היושצמחים אל

 Cho and(שלאקספנסין תפקידים התפתחותיים רבים שמבקרים את גודל האברים ואת המורפולוגיה 

Cosgrove, 2000 .(באנליזות ם יננסי תמר בעצי ,בעבודה זאת ראינו ירידה ברמת הביטוי של אקספנסין

mRNA-seq ו-Q-RT-PCR  בעתיד. הננסותפנוטיפ להסביר את  גם כן מה שיכול, בהתאמה 16.4- ו 14פי 

ולנסות לזהות האם ) וברקמות אחרות(כדאי יהיה לבחון את גודל התאים באזורים השונים של לב התמר 

  .הננסות נובעת גם מתאים קצרים יותר

בעל ( PDK_20s1368561g002נמצא שרמת הביטוי של הגן  Q-RT-PCR-ו mRNA-seqבאנליזת 

משפחה גדולה של פקטורי ל שייך גן זה. בהתאמה 12ופי  133ירדה פי ) WRKYפקטור שעתוק אנוטציה ל

 ולהזדקנותאביוטיות  ,תגובה לעקות ביוטיות, התפתחות ,תהליכים פיזיולוגים של גדילהבמעורבים ה עתוקש

)senescence) (Ulker and Somssich, 2004 .(לפקטורי שעתוק יש תפקיד חשוב בתהליך השעתוק .

מחקרים . פקטור שעתוק מסוים יכול להוביל לאי יצירה או ליצירה ברמה נמוכה של גנים מסוימיםעיכוב 

 Lagace and Matton, 2004; Luo( אמבריוגנזהההם בקרי מפתח בשלבי  WRKYחלבוני חלק ממראים ש

et al., 2005.(  באנליזת . עשויות להיות הגורם לפנוטיפ הננסותרמות נמוכות של פקטור שעתוק זה

mRNA-seq  גנים המקודדים לפקטורי שעתוק  8נמצאו עודWRKY , חמישה מהם בעלי רמת ביטוי גבוהה

ניתן . )לא הוצג בפרק התוצאות( DWושלושה מהם בעלי רמת ביטוי גבוהה יותר בעצי  WTיותר בעצי 

רמת הביטוי של  ה משפיעים על מגוון רחב של גנים אשרבכך שפקטורי שעתוק אלצאות אלה תולהסביר 

  .מעניין יהיה לבודד ולבחון את מגוון הגנים הללו ואת תפקידם. חלקם עולה ושל אחרים יורדת

Miura מצאו שהגן ) 2009(' וחובdwarf1  האורז גובהבאורז נמצא תחת בקרה אפיגנטית ומשפיע על .

 Miura(גורמים להשתקה של הגן וליצירת פנוטיפ הננסות  ,שינוים במתילציה של אתר הפרומוטור של גן זה

et al., 2009  .( נמצא שטיפול בצמחBryonia 5-ב-azacyd ) מעכב שלDNA methyltransferase (הביא 

 גניםשל שנים מתוך שלושה  השעתוקרמת שבדקל השמן נמצא  ).Galaud et al., 1993(פנוטיפ של ננסות ל

המרובים  ’Mantled‘פנוטיפ  בעליגבוהה יותר בעצים  )DNMT( ותמתילטרנספרז DNA- ל יםהמקודד
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יש  DNA-הית ישלמתילצ מכאן ניתן להסיק ).Rival et al., 2008(בתרביות רקמה לעומת עצים נורמאלים 

 DNA methyltransferaseחנו רמות בעבודה הנוכחית לא נב. השפעה על פנוטיפ הננסות בצמחים שונים

עליה ברמות הביטוי של  הנמצא mRNA-seqבאנליזת . Q-RT-PCRבעצים נורמאלים וחריגים באמצעות 

בעצים ננסים לעומת עצים  810.-ו 5.7, 32.פי  DNA methyltransferase-שלושה גנים בעלי אנוטציה ל

 Histone-גנים בעלי אנוטציה לכמו כן נמצאה עליה ברמות הביטוי של שלושה . נורמאלים

methyltransferase  תוצאות אלה לא אומתו(בעצים ננסים לעומת עצים נורמאלים  5.7-ו  5.6, 2.7פי     

 .לאימות של התוצאות Q-RT-PCRדרושה בחינה של רמת הביטוי שלהם באנליזת ). Q-RT-PCR-ב

  

 כיוונים עתידייםסיכום ו .5.4
תהליכי יצירת שונות סומקלונלית על ידי זיהוי הבדלים בין עצי תמר חריגים ן יאפיליתה יהזאת מטרת עבודה 

יגים יכולים לנבוע בין עצים נורמאלים לעצים חרבפנוטיפים ההבדלים  .מתרבית רקמה לעצים נורמאלים

המתילציה  דגםהבדלים ב, מיםישל גנים מסו הבדלים בדגם הביטוי ,DNA-רצף הבהבדלים : מכמה סיבות

בעבודה . מסוימים החלבונים או/הרכב וכמות אנזימים והביטוי והבדלים ב דגמיבהבדלים  םאשר גורמי

יש לציין שדגם  .נורמאלים לחריגים עצים ןמתילציה ביהבדגם הביטוי ו םגדהנוכחית נבחנו הבדלים ב

  .המתילציה יכול להשפיע על דגם הביטוי

, גורביץ(בהם נמצאו הבדלים בעבודות קודמות  DEFגן בו DNAמקטעי ארבעה ב נבדקם המתילציה גד

התאמה לתוצאות  נמצאה) Bis6( המקטעיםרק באחד ). עבודת גמר, 2007, שוחט; עבודת גמר, 2004

אך רק במושבה ( המתילציה בין פרטים נורמאלים לחריגיםבדגם נמצא הבדל ) Bis5(במקטע נוסף . הקודמות

יתכן שההבדל במתילציה במקטעי . )MS-AFLPממותל כפי שנמצא באנליזת  MspIאחת נמצא שהאתר 

DNA  אך בעבודה זאת לא נמצאה לכך סומקלונלית בתרביות רקמה השונות האלה קשור למנגנון יצירת

לא הראו הבדלים בדגם המתילציה בין פרטים  DEFוהגן ) Bis2-ו Bis1(אחרים  DNAשני מקטעי . הוכחה

או שמקטעים אלה וגן זה  )ראה לעיל(סיבות טכניות  ה להתקבל עקבזאת יכולתוצאה  .נורמאלים לחריגים

 ,DNA-רחבים יותר של ה םכדאי לבחון מתילציה באזורי יתכן שבעתיד .ברקמות שנבדקו ממותלים אינם

שיכולים להיות קשורים למנגנון יצירת שונות סומקלונלית כמו  אזורי הפרומוטור שלהםבו בגנים נוספים

בנוסף . התפתחות שונים ידרושה גם בחינה של דגם המתילציה בשלב. DEFגנים שמבקרים את הגן  למשל

 .כדי שניתן יהיה לקשור בין דגמי המתילציה לפנוטיפ ותהנבדק והרקמות העציםהרחבה של מספר דרושה 

ברקמות חריגים השלם של מספר עצים נורמאלים ומספר עצים  גנוםב דגם המתילציה כיוון נוסף הוא בחינת

  ).Zhang et al., 2006( בדומה לעבודה שנעשתה בארבידוספסיסשונות 

 2,000-כ )ראה תוצאות –לאחר סינונים שונים ( ונמצא mRNA-seqבאמצעות אנליזת בבחינת דגמי הביטוי 

גנים שרמת הביטוי שלהם נבחנה  23נבחרו . נורמאלים לחריגים עציםהבדלים ברמת הביטוי בין  יגנים בעל

למרות שנמצאו גנים . זאתגנים אלה הראו הבדלים ברמת הביטוי גם  23מתוך  Q-RT-PCR .21גם באנליזת 

רבים בעלי הבדלים ברמת הביטוי בין עצים נורמאלים לחריגים ממצאים אלה אינם מצביעים באופן ישיר על 

ן עצים נורמאלים לחריגים ירמת הביטוי בבההבדלים . שונות סומקלונלית בתרביות רקמה המנגנון של יצירת
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התמר " לב"על רקמת  בתמר מבוצעתשהאנליזה  יש לציין .הריבוי בתרביתתנאי כתוצאה מיכולים לנבוע 

ובמספר הרקמות  ההרחבה במספר העצים. ולצורך הוצאת הרקמה צריך להקריב עץ שלם שעלותו גבוהה

הפנוטיפים ולא  )between( לאלה שנבדלים רק ביןתוכל לצמצם את מספר הגנים בי גידול שונים ובשל

תוכל לצמצם את השונות בין עצים  עצים בודדיםעל  mRNA-seqכמו כן אנליזת  .)within( בתוכם

המרובים כיוון נוסף הוא השוואה של אנליזות ריצוף בנפח גבוה בין מיני צמחים שונים  .נורמאלים לחריגים

בתמרים ' ריבוי שחלות'ו' חנטה לקויה'בתרביות רקמה בעלי פנוטיפים דומים כמו ננסות בתמרים ובננות או 

ריצוף של הגנום השלם של מספר פרטים אפשר להניח שבעתיד הרחוק יותר ניתן יהיה לעשות . ובדקל השמן

טכנולוגית ריצוף זולה ומדויקת אנליזה כזאת דורשת . ביניהם תהשוולנורמאלים ומספר פרטים חריגים ו

  .שאינה זמינה היום

  

  אימות תוצאות וגישות לחקר המנגנון האחראי ליצירת השונות הסומקלונלית .5.4.1
ם ליצירת שונות סומקלונלית בתמרים נדרשות אנליזות נוספות שיכולות לאמת המנגנון הגוראת  לאפייןכדי 

מציאת גנים בעלי הבדלים בדגם המתילציה או דגם . ממצאים מולקולאריים ושונות פנוטיפיתאת הקשר בין 

יצירת הפנוטיפים  לעאחראים  הכדי לטעון שגנים אל מספקתהביטוי בין עצים נורמאלים לחריגים אינה 

 .הבדלים אלה יכולים להימצא בגנים שהם התוצאה לפנוטיפ ולא הסיבה שלו כי) casual agents( החריגים

ומרבית הגנים שימצאו שונים יהיו גנים שמושפעים , הישירים לתהליך רק מספר גנים מועט יהיו הגורמים

  .מהשינוי שחל

שנמצאו שונים בדגם המתילציה שלהם בין עצים נורמאלים לננסיים וכן גנים בעלי הבדלים  DNAמקטעי 

. צריכים לעבור מבחנים נוספים mRNA-seqברמת הביטוי בין עצים נורמאלים לחריגם שנמצאו באנליזת 

הקריטריונים . המקטעים בעלי דגם ביטוי שונה בין עצים נורמאלים לחריגים תצמצום של רשימלה דרוש תחי

או לפנוטיפ נבדק (הומולוגיה לגנים באורגניזמים אחרים בעלי פנוטיפ הקשור לננסות  :לצמצום עשויים לכלול

יגים וגנים הקשורים לתהליכי גנים בעלי הבדלים קיצונים ברמת הביטוי שלהם בין עצים נורמאלים לחר, )אחר

לבצע  בשלב הבא יש. כמו כן ניתן לבחון גנים המבקרים את הגנים בהם נמצאו הבדלים ברמת הביטוי .צימוח

 ביקורות מתאימותיש לאמת ולקבוע את מהימנותם וזאת על ידי שימוש בתחילה  :אימות במספר מישורים

ולבסוף . שההבדל שנמצא הינו אקראיקשור לפנוטיפ או  לבחון האם הגן הנבחן יששנית . ובמספר חזרות ראוי

  .גורם לפנוטיפ או שהוא תוצאה שלוההאם הגן הנבדק הוא זה  יש לנסות ולקבוע

יש להרחיב את  לצורך כך. א מובהקות סטטיסטיתיתוצאות אקראיות ההאפשרות של הדרך להתמודדות עם 

. )אפיון דגם המתילציה ודגם הביטוי בעבודה זאת(נעשית הבדיקה מספר העצים הנורמאלים והחריגים עליהם 

כדי . ראוי לקבלת מובהקות סטטיסטיתכמו כן יש לבצע את האנליזות על מספר גדול של גנים ובמספר חזרות 

לבצע שינוי של הגנוטיפ על ידי  ניתןוצאה שלו תלבחון האם הגן הנבחן יוצר את הפנוטיפ החריג או שהוא ה

knockout , knockdownאו overexpression  כלומר ליצור צמחים  בפרטים נורמאלים או חריגים גןהשל

השתקה או ביטוי יתר במערכת זאת מכיוון שלא פותחו שיטות טרנספורמציה בתמר לא ניתן לבחון . םירנסגניט

שהינו צמח חד (מודל כמו ארבידופסיס או אורז  יניתן לעשות זאת במערכות הטרולוגיות בצמח. של גנים
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היא הגדלה של מספר  בתמרים הטרנספורמציהבעיית דרך נוספת להתמודד עם . )פסיגי ולכן דומה יותר לתמר

ות גם בבני אדם לא ניתן לבצע טרנספורמציה של גנים ובכל זאת בהרבה מחלות ידוע שכן, העצים הנבדקים

י ל ידל מחלות זוהו עבבני אדם הגנים האחראים ע. מוטציות ספציפיות בגנים ספציפיים הגורמים למחלה

של  ראויחון מספר בניתן ליישם גישה זאת גם בתמרים ול .בחינה של מספר גדול של חולים לעומת בריאים

לביצוע כאשר יותר  גישה זאת קשה .עצים חריגים בעלי אותו הפנוטיפ מול מספר גדול של עצים נורמאלים

  .ואלליםאינטראקציה בין מספר גנים הוא תוצאה של  הנחקרפ יהפנוט

  

  חשיבות חקלאית .5.5
עשויים לשמש בעתיד  'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'אפיון גנים המצויים באסוציאציה לפנוטיפ הננסות ופנוטיפ 

זיהוי מוקדם יכול למנוע שתילת עצים במטע בהם הפנוטיפ מתגלה רק . לזיהוי מוקדם של הפנוטיפים החריגים

הבנת הבקרה הגנטית של תהליכי הצימוח  ,בנוסף. ובכך למנוע אובדן השקעות רבות ,לאחר מספר שנות גידול

ליים של תרבית הרקמה אחשובה להבנת הבקרה על גובה העץ במטע ותוכל לסייע להגדרת התנאים האופטימ

 זוהו טיפוסים ננסיים תבזנים שונים של בננו. לצורכי ריבוי שתילים ולפיתוח זנים בעלי גובה אופטימאלי

ננסיים -שמן זוהו זנים חציהבדקלי גם  .מסחרייםוחלקם הפכו בזכות תכונות אלה לזנים , "חצי ננסיים"ו

 ;Corley et al., 1971; Hardon et al., 1972(המשמשים מקור ליצירת זנים חדשים נמוכים יותר 

Luyindula et al., 2005 .(המנגנון המולקולארי המגביל את הצימוח הווגטטיבי יכול לתרום לענף  הבנת

  .לענפים נוספיםוהתמרים 

למידה והבנת . בננות אורז ועוד, התופעה של שונות סומקלונלית מתרחשת במיני רבים נוספים כמו דקל השמן

 בזיהוייםלעזור  ילופיןאו לחחריגים הטיפוסים השל המנגנון הגורם לשונות סומקלונלית יכולה למנוע יצירת 

  .הנטיעהוסילוקם לפני 
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Summary 
Date palm is a major tree crop in arid regions of the Middle East and North Africa. Date palms 

are traditionally propagated through offshoots, which are limited in number. The global need to 

expand date palm groves had led to the development of methods for tissue culture propagation. 

Tissue culture enables the generation of large number of plants identical to their “Mother” tree. 

However, a significant number of these plants have abnormal phenotypes. This phenomenon is 

named Somaclonal Variation, it occurs in many plants propagated through tissue culture and 

results in major economic loses. 

The current study focuses on molecular characterization of two common off-type phenotypes in 

date palms: The ‘dwarf’ phenotype in the cultivar ‘Medjool’ and the ‘low fruit-setting’ and 

‘multicarpel’ flowers in ‘Barhee’. We focused on characterization of patterns of DNA 

methylation and gene expression in both normal and off-type trees. Methylation patterns were 

analyzed by “Bisulfite Sequencing”, and gene-expression was assessed by high-throughput 

sequencing by the Solexa/Illumina technology and confirmed by Q-RT-PCR.  

The methylation patterns were examined in several sites of genomic DNA: (1) Four genomic 

DNA fragments, where methylation patterns have been previously found to differ between 

normal and off-type trees by MS-AFLP analysis. (2) The DEFICIENS (DEF) gene which has 

been previously found to have a lower level of transcription in the ‘low fruit-setting’ and 

‘multicarpel’ flowers compared to the normal trees. 

In this study we found that two of the DNA fragments have a different methylation pattern in 

leaves of the normal and the dwarf tree. However, in the other two fragments, no differences 

were found in the methylation pattern between the normal and the ‘low fruit-setting’ and 

‘Multicarpel’ flowers. The methylation level of the DEF gene was found to be very low. 

Moreover, no differences in the methylation pattern were found between the leaves and flowers 

of the normal and the ‘low fruit-setting’ and ‘multicarpel’ flowers. 

The pattern of gene expression was characterized in “Hearts” of the normal and the dwarf 

‘Medjool’ trees. The characterization was performed using two different protocols of high-

throughput sequencing by the Solexa/Illumina technology: Digital Gene Expression (DGE) and 

mRNA-seq. The DGE analysis was carried out on one normal and one dwarf tree. This approach 

is based on the generation of several million short tags (21 or 27 base pairs) by the restriction 

enzymes: NlaIII, HinP1I, HpyCH4IV, HpaII, and TaqI, followed by amplification and 

sequencing. Tags were filtered to obtain expression ratios of at least three-fold between the 

normal and the off-type phenotypes. A total of 627, 155, 36, 48 and 172 tags having different 
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expression patterns in dwarf and normal trees were detected by the various enzymes, 

respectively. One hundred TAGs were selected to be elongated by 5’ RACE. Twenty four long 

sequences were selected and analyzed by Q-RT-PCR. In most of the sequences, the Q-RT-PCR 

did not confirm the results of the DGE. A gene expression ratio of about one was obtained, in 

most of the Q-RT-PCR analyses. 

In mRNA-seq, the RNA was fragmentized and 33 base pairs were sequenced from both ends of 

each fragment (Paired-end analysis). The sequences were assembled based on the date palm 

genome draft. The mRNA-seq was performed on RNA mixtures of two normal trees and 15 

dwarf trees. 13,647,010 sequences were generated in the RNA mixture of normal trees, while 

14,443,018 sequences were generated in the mixture of the dwarf trees, having 450,351,330 and 

476,619,594 base pairs, respectively. The sequences were mapped and assembled using the 

SOAP software to 17,032 predicted genes. Approximately 2,000 genes, having different 

expression patterns in dwarf and normal trees, were identified after filtering (see above). Twenty 

three genes were selected for Q-RT-PCR analysis. Twenty one of them differed in their pattern of 

gene-expression between normal and dwarf trees, confirming the mRNA-seq results. The 

correlation between the two analyses was statistically significant (correlation coefficient: 0.992). 

In addition, four of these genes were analyzed by Q-RT-PCR in six single dwarf trees and two 

normal trees. The results of the mRNA-seq were confirmed by Q-RT-PCR by a significant 

correlation coefficient (0.989). 

Among the genes having different expression patterns, between normal and dwarf trees based on 

the mRNA-seq analysis, we have identified several interesting groups including: Genes related to 

growth, biosynthetic pathways, regulation of hormones and DNA methylation. Mutations in 

several of these genes have been identified as causing dwarf phenotypes in other plants. These 

include genes in biosynthesis and signaling of Gibberellin, Auxin and Brassinosteroid hormones, 

as well as genes for Expansin and the WRKY transcription factors. 

In summary, several DNA fragments and a large number of genes, having different methylation 

and gene expression patterns between the normal and off-type phenotypes, were identified in the 

current study. Future gene analyses have the potential to contribute to the understanding of the 

mechanism that regulates the generation of off-type in date palms. Continuation of this study 

may improve the tissue culture protocols and lead to the development of new molecular tools for 

early identification of off-types. At the same time, it is important to emphasize the difficulties in 

the characterization of this mechanism. It is hopeful that future studies will be relevant to the 

identification of off-type phenotypes in various plant species propagated through tissue culture, 

as well as for understanding the mechanism of Somaclonal Variation. 



iii 
 

Summary of the main findings: 

1. A difference in the methylation pattern in two DNA fragments was found between a normal 

and a dwarf trees.  

2. In a genomic analysis of the transcriptome, 2.000 genes were found to have a difference in 

the gene expression patterns between normal and dwarf trees. 21 of them were verified by Q-

RT-PCR. 
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