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תקציר 
 

במשפחת  Potyvirus-שייך לקבוצת הZucchini yellow mosaic virus (ZYMV )הוירוס 

 םעוותי פרי וזרעים והופעת ,נינוס, בדלועים כוללים הצהבה ZYMVתסמיני . Potyviridae-ה

. מוזאיקהוירוקים כהים  מלווים באיים של עלים חוטיים 

. בצמחים המחלה הויראלית הוותהבסיס המולקולרי להתבעבודה זו באתי לבחון את 

Helper component proteinase (HC-Pro )חקרנו את החלבון הפוטיויראלי , לשם כך

 HC-Proביטוי ביתר של החלבון (. pathogenicity factor)גורם פתוגניות הידוע כ

-HC-לחלבון ה. בארבידופסיס טרנסגני יוצר פנוטיפ הדומה לתסמינים של הדבקה בוירוס

Pro כאשר אחד המרכזיים שבהם הוא , קידים רביםתפRNA-silencing suppressor 

(RSS )ת ההשתקלמערכת  .וירוס להתגונן ממערכות ההגנה הצמחיותפוטיהמאפשר ל-

RNA (RNA-silencing, RNA-interference [RNAi]) ולמערכת הבקרה ויראלית -האנטי

 [(post-transcriptional gene silencing [PTGS)שלאחר שעתוק  הצמחית העצמית

בצמחים  .(smRNA) קצרים RNA -ו RISC  ,DICER ,RDRכגוןרבים רכיבים משותפים 

או , רכיבים שונים במערכת ההשתקה יזה שלתמרכיבי הביוסינ ובשוש בהם טרנסגניים

עיתים לתסמינים עוותים התפתחותיים קשים הדומים ל נראים ,פעילותם שהבושש

הוא גורם  HC-Pro-ישנו פער בין הידע ש, למרות זאת .יםהדבקה בוירוסהמתקבלים מ

שורה של ועל  בתא הצמחיהידע על דרך פעולתו היעדר לבין , פתוגניות בפני עצמו

 עשיתי שימוש, על מנת לברר שאלה זו .להופעת התסמינים מותקודה תאהתרחשויות ב

ורה בתיבה השמ יתנקודת המוטצי .ZYMVהפוטיוירוס  תבדידים מוחלשים שלב

(conserved motif )FRNK  הממוקמת בחלקו המרכזי של חלבוןHC-Pro מ-FRNK ל-

FINK (R180I) , בה מוחלפת חומצת האמינו הטעונהArginine (R) ב-Isoleucine (I) 

בהשוואה  גורמת לירידה דרסטית בחומרת התסמינים בעלי דלועים שונים, הבלתי טעונה

גם ( dpi 5)י תסמינים חמישה ימים לאחר ההדבקה הם כמעט חסר צמחי קישוא. לוירוס הבר
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נמצא כי . ZYMVFINKוירוס המוחלש בוגם  ZYMVFRNKוירוס האלים כאשר הם מודבקים ב

. לרמה דומה בזמן זה בשני התבדידיםבעלים מצטברת  HC-Pro-כמות חלבון ה

-HCתפקידו של על  FRNKאת ההשפעה של הפחתת המטען בתיבת  בעקבות זאת בחנו

Pro  צטברת של מה םרמת לשם כך נמדדה .ויראלית-מערכת ההגנה האנטיכמעכב של

small interfering RNA (siRNA ) שמקורם ברצפי הוירוס(viral siRNA [vsiRNA]) ,

על באופן מהותי אינה משפיעה  ,הגורמת לאובדן תסמיני מחלה, מוטציה זונמצא כי ו

 Nicotiana benthamiana-בש במבחן תוך שימו, יתר על כן. dpi 5-ב vsiRNAהצטברות 

כמעכב  HC-Proנמצא כי פעילותו של  ,במנותק מהוירוס HC-Pro טא החלבוןובו מב

 -ו HCFINKשני המוטנטים המוחלשים לבין  HCFRNKטיפוס הבר היה דומה בין  השתקה

HCFRNA .שלא נמצאה התאמה בין החלשת התסמינים לבין היבטים אלה של פעילות , מכאן

RSS .

א קצרים שתפקידם הוא מתן ספציפיות "הם קבוצה גדולה של רנ microRNA (miRNA)-ה

, (miRNA-target genes" )מטרה-גני"הידועים כ, בבקרה שלילית של התבטאות גנים שונים

הוא תצמיד ש ביניים נוצר תוצר miRNA-בתהליך הביוסינתיזה של ה. בעיקר לאחר שעתוקם

(duplex )miRNA/miRNA*. ה-miRNA מוטען ל-RISC וה-miRNA* , לוואיהתוצר שהוא, 

, לכן. siRNA-duplexקושר תצמידי  HC-Proלאחרונה התגלה כי  .נעלם במהירות מהתא

עוצמת הקישור הפיזי נבחנה האפשרות כי מוטציה הגורמת לפחיתה בתסמינים משפיעה על 

מבחן  בעזרתגדיליים -דו *miRNA/miRNAאו  siRNAלבין תצמידי  HC-Proבין 

Electromobility Shift Assay. נמצא כי תצמידים אלה נקשרים ל-HC-Pro  בתמציות

-תמציות צמחים מודבקים במ HC-Proאך , האלים ZYMVFRNK-צמחים מודבקים ב

ZYMVFINK  קושר הרבה פחות המוחלשduplex .חלבון פעילות קישור של HC-Pro  נצפתה

ללא  המבטאים את החלבון ביתר N. benthamianaבתמציות עלים שמקורן בצמחי גם 

לקישור יעיל של  FRNKדרושים שתי מטענים חיוביים באתר נמצא כי . נוכחות הוירוס

smRNA duplex . במבחנים ביוכימיים נתגלה כי הקישור של החלבוןHCFRNK ל-siRNA-

like duplex עם קבוע קישור  תקואופרטיבי-היא לאKm  150של בערך nM , וכיHCFINK 
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נמצאה התאמה בין עוצמת קישור לתסמינים , מכאן. חלשה יותר 33קושר בעוצמה פי 

 .הנגרמים מוירוס הנושא את המוטציה האמורה

 miRNAישפיע על רמות  HC-Proבחנו את האפשרות כי קישור בידי , לאור ממצאים אלו

 ו ביןהשווינ microarraysבעזרת . י כך ישפיע על הפנוטיפ הצמחי בעת מחלה"בצמח וע

צמחי קשוא בין , חזויים *miRNAושל רצפי  ,הצמחיים שהיו ידועים miRNA-רמתם של כל ה

מניתוח  .או בלתי מודבקים כבקורת ,מוחלשה ZYMVFINK, האלים ZYMVFRNK-מודבקים ב

רבים שהיו חזויים להיות שמורים אבולוציונית אכן  miRNAתוצאות ההיברידיזציה עולה כי 

מונעת  ZYMVFRNKנתגלה כי הדבקה בוירוס האלים  .ת בעלי קישואהתבטאו ברמות גבוהו

קושר תצמיד  HCFRNK-ומכאן אפשר להניח ש, *miRNAאת פירוקם הטבעי של 

miRNA/miRNA* in-vivo .בהדבקה בוירוס המוחלש , לעומת זאתZYMVFINK , ההתפרקות

זו אופיינה בכך קבוצה . *miRNAרק בקבוצה מסויימת של  HCFRNK -נמנעה באופן דומה ל

. יותר םמושלmiRNA/miRNA* duplex -הליקס הכפול של ההחזוי של ההמרחבי מבנה שה

י "הכיל אי זיווגים עוקבים או שמיבנה ההליקס עוות ע duplex-כאשר ה, לעומת זאת

הוספה של נוקלאוטיד באחד הגדילים אזי היה הבדל משמעותי בעוצמת הקישור בין /החסרה

HCFRNK ל-HCFINK .מכאן שאפשר וישנם תצמידים הנקשרים טוב יותר או טוב פחות ל-

HCFINK in-vivo .מירב ההצטברות של נמצא כי , בנוסףmiRNA ו-miRNA* י "הנגרמת ע

ימים לאחר הדבקה וקודם להופעת  5הדבקה בוירוס מתרחשת כבר בעלה הראשון 

. התסמינים

גורמת ללכידת  HC-Proי "גדילי ע-כיוון שישנה אפשרות שקישור תצמיד דו

(sequestration )miRNA  והקטנת המאגר שלmiRNA זמינים ל-RISC ,ה שערהועלתה ה

באופן שובטו , לשם כך(. target genes)מטרה -ל גניתהיה הצטברות בלתי מבוקרת שכי 

 trans-acting ושל miRNAמטרה של ארבעה -גנים החזויים להיות גני 10 מקישואחלקי 

siRNA (ta-siRNA) ה בכולם נמצא אתר המתאים לקישור. אחד- miRNA או ה-ta-siRNA 

-miRי שימוש בתחלים משני עברי אתר המטרה של "תעתיקי גנים אלו כומתו ע .המתאים

RISC, נמצאה השפעה אלו גנים חלק מב .תכנון המונע את הגברתם של תעתיקים חתוכים
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על הצטברותם של  R180Iושל המוטציה  ZYMVFRNKהאלים  ברורה של הדבקה בוירוס

ושל  INCURVATA-4חתוכים של -רמתם המצטברת של התעתיקים הבלתי .תעתיקי הגן

PHAVOLUTA , שניהם גורמי שעתוק ממשפחתHD-ZIP  המבוקרים בידיmiR166 , עולים

. ימים לאחר הדבקה 5כבר בעלה הראשון  ZYMVFRNKהאלים בתגובה להדבקה בוירוס 

יחד עם הממצא כי רמתם , בבקרת התפתחות הצמח HD-ZIPתפקידם החשוב של חלבוני 

מתאימה להנחה כי עליה לא מבוקרת ברמת הביטוי של גנים , עולה בהדבקה בוירוס האלים

בעבודה זו נבדקה גם רמתו של . אלו עשויה לתרום לתסמינים המתקבלים בהדבקה בוירוסים

ta-siRNA  אשר מבקר את רמתם שלAuxin Response Factors (ARF) ,שמקורו ו

אך , נמצא כי שני הוירוסים. AGO7-miR390-מהווה מטרה ל TAS3 .TAS3 בתעתיק

בעיקר בזמנים , זה ta-siRNAמעכבים את הצטברותו של , האלים ZYMVFRNKבמיוחד 

תגרום לירידה  miR390ממצא זה עשוי להתאים להנחה שלכידת . מאוחרים יותר

לא היה ניתן לזהות עליה ברמתם של תעתיקי , למרות זאת .ta-siRNA-זה של התיבביוסינ

ARF .

במערכת ההשתקה האנדוגנית  ARGONAUTE-1 (AGO1)בשל חשיבותו הרבה של הגן 

היתה חשיבות לבדוק , RISCבהיותו הרכיב החלבוני של , ובמנגנוני ההגנה בפני וירוסים

י הדבקה כנמצא . באופן יסודי miR168-RISCי "כיצד מושפעת בקרת רמת התעתיק שלו ע

( DNARNA)עליה ברמת השעתוק גורמת ל, ZYMVFINK-ופחות מכך ב, ZYMVFRNK-ב

מכאן שאפשר . RISCי "את חיתוכו של גן זה ע יםמונע םאינ יםוכי הוירוס AGO1של הגן 

י ייצור "ע microRNAעל  HC-Proלבין  AGO1שהצמח מפצה בהצלחה על התחרות בין 

מאפשר הפחתה ואיזון  AGO1ור יתר של חלבון לכן אפשר וייצ. AGO1יתר של תעתיק 

. HC-Proמטרה למרות נוכחותו של -מסויימים של רמתם של גני

 HC-Proמנגנון הפעולה של חלבון  המחקר הנוכחי הביא להבנה טובה יותר של, לסיכום

.  ZYMVהווירלי בהשריית תסמיני מחלה בדלועיים לאחר הדבקה בוירוס 

 miRNAת מבוך האירועים  הנובעים מההשפעות של קשירת נדרשת עבודה נוספת לפרום א

. ועל תרגום, שלאחר שעתוק, בצמח מודבק בוירוס על בקרה ברמת השעתוק HC-Proי "ע
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מבוא 

תיאור הוירוס  .א

במשפחת  Potyvirus-שייך לקבוצת הZucchini yellow mosaic virus (ZYMV )הוירוס 

והם , דולה ביותר של וירוסים צמחייםהם הקבוצה הג potyviruses-ה. Potyviridae-ה

, ssRNAלמשפחה זו גנום . (Shukla et al. 1994)מנגעים כמעט את כל גידולי התרבות 

זה  RNA. (ZYMV-ב בסיסים 9,591) kb 9.5-כ יחיד של (plus strand) גדיל מקודד

י "ע חלבונים פונקציונליים 8-9-יחיד המעוכל לעיקרי  (polyprotein)חלבון -רבמתורגם ל

 RNA-ה, בויריון .(Gal-On 2007)(1איור )את עצמן מחלבון זה  פרוטאזות המשחררות

זהות היוצרות מבנה ( coat-protein, CP)עטוף במספר רב של יחידות חלבון מעטפת 

הוירוס ניתן . ונע מתא לתא ובמערכת ההובלה, הוירוס מתרבה בציטופלסמה. מאורך גמיש

בשורשים ובגבעולים אך לא במריסטמות הקודקודיות והלטרליות וכמות חלבון , לזיהוי בעלים

 .Lin et al)ו מתחת לסף הזיהוי בארבע המפרקים הקרובים למריסטמה המעטפת של

2007a) .י "י כנימות עלה באופן ספציפי ע"וירוסים מקבוצה זו מועברים מצמח לצמח ע

 .CP (Gal-On et al-ו HC-Proהיכרות בין חלבונים בחדק הכנימה ובין החלבונים הויראליים 

1992; Huet et al. 1994; Dombrovsky et al. 2007)  .

 
6K1

P1 HC-Pro P3 CI VPg NIa NIb

310 456 346 634 517 279 53 

CP

52 433 

6K26K1

P1 HC-Pro P3 CI VPg NIa NIb

310 456 346 634 517 279 53 

CP

52 433 

6K2

9591

AAAA

9379854269915533 56923475 363124371069139

VPg

5’ 3’9591

AAAA

9379854269915533 56923475 363124371069139

VPg

5’ 3’

Zucchini yellow mosaic virus genome

Polyprotein cleavage

 

. חלבון המתורגם ממנו-והרבZucchini yellow mosaic virus (ZYMV )ארגון גנום הוירוס . 1איור 

-Helperחלבון . חלבון-ליזה שלהם ברבהחצים מסמנים את הפרוטאזות ואתרי הפרוטאו

component-Proteinase (HC-Pro )המספרים השחורים מסמנים את מיקום . מסומן בצבע כהה

 .והאפורים את גודל תוצרי החלבון בחומצות אמיניות הבסיסים
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 symptoms –תסמינים  .ב

ZYMV טיחיםעולמיות הקשות של מיני דלועים שונים כולל אב-גורם לאחת המחלות הכלל ,

וירוסים גורמים לשלל תסמינים . (Desbiez and Lecoq 1997)מלפפונים וקישואים , מלונים

קבוצה . נינוס ועוד, התייבשויות, נבילות, הצהבות, בצמחים העשויים לכלול מוזאיקה שונים

מערכתיות הנראות כפגיעה -של תסמינים ייחודיים להדבקה בוירוסים כוללת פגיעות רב

 pleiotropic)בתהליכי התפתחות וכוללות שינויים רבים בביטוי גנים שונים 

developmental-defects )(Kasschau et al. 2003; Whitham et al. 2006) . תסמיני

ZYMV עוותי , נינוס, הצהבה, בעלים בדלועים כוללים מוזאיקה והופעת איים ירוקים כהים

שינויים תוך תאיים (. filamentous, shoestring-leaves)פרי וזרעים והופעת עלים חוטיים 

ואפשר  (Zechmann et al. 2003)כוללים שינוי במבנה ומספרם של כלורופלסטים בדלעת 

ומונע את כניסתו  ferredoxinתפקיד בתופעה זו כיוון שנמצא שהוא קושר  HC-Pro-של

נמצאה . Sugarcane mosaic virus (Cheng et al. 2008)-לכלורופלסט בתירס מודבק ב

לבין עוצמת התסמינים  ZYMV-קורלציה חיובית בין כמות הוירוס בדלעת המודבקת ב

(Zechmann et al. 2007) , אך מוטנטים בעלי תסמינים מוחלשים יכולים להתקבל גם ללא

 .Gal-On and Raccah 2000; Arazi et al)פחיתה משמעותית בכמות הוירוס בצמח 

2001) .

 RNA-silencing –השתקה  .ג

בין , צמחתאיים כגון וירוסים וירואידים וטרנספוסונים התפתחה ב-כדי להלחם בטפילים תוך

הנקראת מערכת , באופן ספציפי לרצף, זר RNAמערכת המבוססת על השמדה של  ,היתר

 RNA (RNA-silencing, RNA-interference [RNAi] )(Voinnet 2005; Li andת השתק

Ding 2006) . האות הראשוני המפעיל את תהליך ההשתקה הואRNA גדילי -דו(dsRNA .)

dsRNA מולקולרי הנוצר מהתקפלות -גדילי תוך-ממבנה דו: יכול להיווצר במספר דרכים

מתוצר ביניים בזמן שכפול הגנום הויראלי כאשר גדיל אחד מסונטז על גבי ; RNAעצמית של 

 m7G cap-'5כגון חסר , aberrant RNA) "בלתי נורמלי" RNAאו כאשר ; הגדיל המשלים
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 ,RNA-dependant RNA polymerase (RdRpי "מזוהה ומועתק ע( polyA-'3או זנב 

RDR )(Wassenegger and Pelissier 1998; Voinnet 2008) .dsRNA  זה מהווה

 dsRNAהחותכים אותו לחתיכות קצרות של DICER-like (DCL )סובסטראט לאנזימי 

(duplex ) בסיסים חד  2של שני הגדילים בולטים  '3-כאשר מקצוות ה, בסיסים 21-24באורך

 small interferingתוצרי חיתוך אלה ניקראים (. di-nucleotide 3'-overhang)גדיליים 

RNA (siRNA .)ידופסיס ארבעה אנזימי בארבDCL , כאשרDCL2  יוצרsiRNA  22באורך 

microRNA (miRNA )יוצר  DCL1-ו; בסיסים DCL4- 21; בסיסים DCL3- 24; בסיסים

-duplex-ה DCLלאחר העיבוד על ידי . (Xie et al. 2004; Voinnet 2008)באורכים שונים 

siRNA  נפרד וגדיל יחיד שלו הנקרא"guide " מוזן לקומפלקסRNA induced silencing 

complex (RISC ) המכיל חלבוןARGONAUTE (AGO, "slicer" )(Vaucheret et al. 

2004) .RISC  המכיל מולקולתRNA גדילית קצרה -חד(small RNA, smRNA ) מכונה

RISC  משופעל(או מתוכנת ,"programmed" .) חלבוני  10בארבידופסיסAGO  שונים

-מוזן ל" guide"-בעוד גדיל ה .(Vaucheret 2008)והתפקיד של רק חלק מהם פוענח 

RISC ,הנקרא , הגדיל המשלים לו"passenger " כוכבית"או( "star, *) ,מושמד במהירות .

RISC  משופעל מזהה וחותךRNA  במרכז הרצף המשלים ל( כגון גנום הוירוס)חד גדילי-

guide-siRNA ישיר חיתוך זה אומנם מוציא את הוירוס מכלל פעולה באופן. אותו הוא מכיל ,

במערכת . אך כדי להתחרות בקצב הרפליקציה של הוירוס התפתחה בצמח מערכת הגברה

ובכך נוצרת כמות , (לאחר מכן DCLs-ול) RDRs-החתוך מהווה סובסטראט ל RNA-ה, זו

הויראלי  RNA-והמאפשר חיתוך יעיל יותר של ה RISC-שניוני הזמין ל siRNAגדולה של 

(Schwach et al. 2005) .siRNA ערכת ההובלה של הצמח שניוני יכול לנוע מתא לתא ובמ

 .Mlotshwa et al)ועשוי להכין את מערכות ההגנה בצמח להגעת הוירוס לאתרים מרוחקים 

2002; Himber et al. 2003) .למערכת הבקרה העצמיתנגד וירוסים ו זו למערכת השתקה 

רכיבים  [(post-transcriptional gene silencing [PTGS)שלאחר שעתוק  הצמחית

. DICER-ו RISC ,RDR, קצרים RNAכגון רבים משותפים 
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 post-transcriptional gene -בקרה שלאחר שעתוק המערכת  .ד

silencing    

-21-גדיליים באורך של כ-חד, א קצרים"הם קבוצה גדולה של רנ microRNA (miRNA)-ה

תפקידם הוא מתן ספציפיות בבקרה  .צמחיםוח "י הגנום של בע"המקודדים ע, בסיסים 24

בעיקר , (miRNA-target genes" )מטרה-גני"הידועים כ, שלילית של התבטאות גנים שונים

מנגנון הפעולה הידוע (. post-transcriptional gene-silencing [PTGS])לאחר שעתוקם 

 ;Bartel and Bartel 2003)של גן המטרה  mRNA-ותר בצמחים מסתיים בחיתוך הבי

Carrington and Ambros 2003; Bartel 2004; Dugas and Bartel 2004)  אך לאחרונה

כפי  ,mRNA (Brodersen et al. 2008)-תרגומו של ה עיכובשל מנגנון  תוהתגלתה חשיבו

 Reinhart et al. 2002; Carrington and Ambros 2003; Bartel) ח"שנפוץ יותר בבע

שאינו מקודד  mRNA-בצמחים משועתק גן ל miRNA-בתהליך הביוסינטיזה של ה. (2004

ראש -סיכת מבנה דמויהמתקפל ל, miRNA-precursor (pre-miRNA)ומכונה , לחלבון

(.(hairpin-loop גדילי בלתי-מאזור דו, ל נחתך בשתי גדיליו"הפרקורסור הנ, בגרעין התא-

י "דופלקס זה ממותל ע. *miRNA/miRNAלדופלקס של  DCL1י האנזים "ע, מושלם שבו

HEN1  3בקצוות' .miRNA* "(miRNA המקביל ל " כוכבית-"passenger strand "ב-

siRNA) ,נעלם במהירות וכמעט אינו ניתן לזיהוי ב ,שהוא הגדיל המשלים הבלתי פעיל-

Northern-blot בניגוד ל-miRNA זה ביוסינתיהלאחר . העשוי להצטבר בתא בכמויות גבוהות

 ARGONAUTEלחלבון  חוברהוא miRNA* (unwinding )-ותוך הפרדתו מ miRNA-של ה

(AGO( ) בדרך כללAGO1) שב-RISC (Baumberger and Baulcombe 2005) .RISC 

 ,מטרהשל גן  mRNA-לחיתוך או עיכוב תרגום של ה miRNA-י ה"משופעל זה מונחה ע

מקשת רחבה של . miRNA-בעל רצף משלים חלקית ל( target-site)המכיל אתר מטרה 

 Arazi et)שמורים ביותר מטחביים  miRNAוזוהו קבוצה של מספר משפחות צמחים שובטו 

al. 2005) ,פורחים  ועד לדגניים וצמחים, דרך חשופי זרע(Reinhart et al. 2002)  ואף

ככל שמטפסים בענפי העץ האבולוציוני ישנם  .(Zhao et al. 2007)תאיות -באצות חד

miRNA  השמורים רק במשפחות צמחים מסוימות ואף ספציפיים לצמח מסויםנוספים 
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(Zhang et al. 2006a) .נעשה שיבוט של  טרם, נכון להיוםmiRNA גם גני . מדלועיים

לעיתים  ,בצמחים. שמורים אבולוציונית ובמיוחד באתר המטרה miRNAהמטרה של 

מהלך המשפיעים על חשובים ביותר המטרה מקודדים לגורמי שעתוק  mRNA ,קרובות

 ;Reinhart et al. 2002)שלו ועל הפנוטיפ  של העובר או של אברי הצמח ההתפתחות

Bartel and Bartel 2003).  

-trans-acting siRNA (ta-siRNA.) ta-קצרים אנדוגניים הם ה RNAקבוצה נוספת של 

siRNA מטרה -מבקרים גני( בניגוד לבקרהcis  שלsiRNA "רגילים )"באופן דומה משהו ל-

miRNA להמקודדים גנים . אלא שהביוגנזה שלהם שונה-ta-siRNA ,( הנקראיםTAS) 

 -בניגוד ל .אינם מתורגמים לחלבון pre-miRNA-ובדומה ל, mRNAמשועתקים ככל 

pre-miRNA , י "לקישור ע יעד יםמהווהם אינם מתקפלים אלאRISC ,י "המשופעל ע

miRNA בעל רצף משלים חלקי ל-TAS ,י החלבון "המוגנים ע, תוצרים אלה. וזה חותך אותם

SGS3 יצירתמהווים תבנית ל, מפני אקסונוקלאזותRNA  ידי על גדילי -דוRDR6 

(Peragine et al. 2004; Adenot et al. 2006). dsRNA  זה נחתך בידי מושלםDCL4 ל-

ta-siRNA  מטרה מקודדים לחלבון ספציפיים בעלי תפקידי בקרה על גני(Xie et al. 2005) .

-וזה מוזן ל ta-siRNA-TAS3-D7/D8-מארבידופסיס נחתך ל TAS3הפרקוסור , לדוגמא

AGO7 ומבקר את רמתם של תעתיקים ממשפחת ה-Auxin-response factors (ARF )

(Montgomery et al. 2008) .

 antisenseשמקורם בתעתיקי , קבוצה אחת. siRNAבצמח נפוצים קבוצות נוספות של 

שתפקידם רק מתחיל , nat-siRNAהיא , (natural antisense transcripts, NAT)טבעיים 

או ביוטיות  (Borsani et al. 2005)חלקם משופעלים בתגובה לעקות אביוטיות . להתגלות

(Katiyar-Agarwal et al. 2006)  ותפקידם לבקר את רמתם של גנים שונים הקשורים

, שמקורם בטרנספוזונים או רצפים חוזרניים אחרים siRNAקבוצה שניה היא . לעקות אלה

RNA-dependent DNA methylation(RdDm ) י "ע cis-ואלה מעורבים בהשתקתם ב

. heterochromatin (Xie et al. 2004; Zilberman et al. 2004)וביצירת 
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 ,או שיבוש פעילותם, רכיבים שונים במערכת ההשתקה רכיבי הביוסינטיזה שלשיבושים במ

הדבקה המתקבלים מעיתים לתסמינים עוותים התפתחותיים קשים הדומים לגורמים ל

. (Kasschau et al. 2003) בוירוסים

 suppression of gene-silencing -השתקה -דיכוי .ה

חלבונים המעכבים את פיתחו במהלך האבולוציה וירוסים כדי לפעול נגד מערכת ההשתקה 

 RNA-silencing suppressorsאו  Suppressors of gene-silencing המכונים ההשתקה

(RSS .) זוהוRSS  ממשפחות וירוסים רבות(Wang and Metzlaff 2005)  ואלה פועלים

(. 1טבלה )בדרכים מגוונות על רכיבים שונים של מערכת ההשתקה 

. מוירוסים שונים ומנגנון הפעולה שלהם( RSS)מספר מעכבי השתקה   .1 טבלה

מעכב ( קבוצה, קיצור) וירוס

  השתקה

ספרות מנגנון משוער 

Tobacco etch virus (TEV, 

Potyvirus) 

HC-Pro  קישורsiRNA-duplex (Lakatos et al. 2006; 

Merai et al. 2006 )

Beet yellows virus (BYV, 

Closterovirus) 

P21  קישור חומצות גרעין חד או דו

 אוגדיליות ללא העדפת גודל 

 siRNA-duplexקישור 

1 )(Ye and Patel 2005 )

- בסתירה ל

2 )(Lakatos et al. 2006 )

Barley stripe mosaic virus (BSMV, 

Hordeivirus)  

gammaB  קישורsiRNA-duplex (Merai et al. 2006 )

Peanut clump virus (PCV, 

Pecluvirus) 

P15  קישורsiRNA-duplex (Merai et al. 2006 )

Cucumber mosaic virus (CMV, 

Cucumovirus) 

2b קושר ( אAGO1 

 dsRNAקושר ( ב

 (Zhang et al. 2006b)(א

 (Goto et al. 2007)(ב

Tobacco mosaic virus 

(TMV,Tobamovirus) 

P122 

subunit 

siRNA-duplex (Csorba et al. 2007 )קישור 

Tomato bushy stunt virus (TBSV, 

Tombusvirus) 

P19  קישורsiRNA-duplex (Ye et al. 2003 )

Turnip crinkle virus (TCV, 

Tombusvirus) 

CP  קישורdsRNA  ללא העדפת

גודל 

(Merai et al. 2006 )

Beet western yellows virus 

(BWYV, Polerovirus) 

P0 קישורAGO1  ושליחתו

לפרוטאוזום לפירוק 

(Baumberger et al. 2007) 

Tomato yellow leaf curl virus 

(TYLCV, Geminivirus) 

V2 קישור ל-SGS3 (Glick et al. 2008 )

Potato leaf roll virus (PoLV, 

Aureovirus) 

P14 קישור ל-dsRNA  ללא העדפת

גודל 

(Merai et al. 2006 )
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או אף , מיניותחומצות האהאלו אין דמיון בין משפחות ברמת ויראליים לרוב מעכבי השתקה 

גם כאשר , (כטבעת אוקטמרית p21-ימר ופועל כד p19, לדוגמא)במבנה לאלה שפוענחו 

לאורך הפועלים כנגד מערכת ההשתקה בלתי תלויים  מנגנוניםפיתוח . המנגנון לכאורה דומה

ישנם אף וירוסים . מחזקת את ההשערה כי חשיבותם להשרדות הוירוס מכרעת האבולוציה

השתקה שונים  מעכבי 3בו אופיינו Citrus tristeza virus (CTV, Closterovirus )כגון 

. (Lu et al. 2004)י גנום הוירוס "המקודדים ע

 Helper componentחלבון  .ו

 Helper-component-proteinase (HC-Pro)נקרא  RSS-חלבון ה Potyviruses-ב

(Anandalakshmi et al. 1998; Brigneti et al. 1998; Kasschau and Carrington 

 Verchot et)חלבון -אשר גם מתפקד כפרוטאז בחיתוך הרב, דיוּפקתתִ -חלבון רב זהו. (1998

al. 1992) ,י כנימות "העברת הוירוס ע(Pirone and Blanc 1996) , קישור לחלבון

-Urcuqui)גדילי בשני אתרים -חד RNAקישור , CP (Blanc et al. 1997)המעטפת 

Inchima et al. 2000) , תנועה ורפליקציה של הוירוס(Cronin et al. 1995; Kasschau 

and Carrington 1995) ,ין וירוסים ובסינרגיה ב(Shi et al. 1997; Wang et al. 2002) .

-חלבון צמחי בעל פעילות דומה ל) rgs-CaMקושר את  HC-Proמבחנים ביוכימיים הראו כי 

RSS )(Anandalakshmi et al. 2000) ,20-מעכב פעילות אנדונוקלאוליטית של הS 

proteosome (Ballut et al. 2005) , ומונע מתילציה שלsiRNA  ויראליים(Ebhardt et al. 

2005; Yu et al. 2006) .HC-Pro  יוצר דימרים או מולטימרים ופעיל במבנים אלו

(Urcuqui-Inchima et al. 1999; Plisson et al. 2003; Ruiz-Ferrer et al. 2005) .

טרמינלי ההכרחי -'Nחלק : לשלוש חלקים HC-Pro-טי ניתן לחלק את מבנה הבאופן סכמ

טרמינלי בעל פעילות פרוטאוליטית ואשר נוכחותו -'Cחלק , י כנימות עלה"להעברת הוירוס ע

וחלק מרכזי החשוב , RSS (Varrelmann et al. 2007)הכרחית גם לפעילות תקינה של 

החלק המרכזי מכיל מספר . RSS (Plisson et al. 2003)כולל פעילות , לפעיליות רבות

בחומצות ) FRNKהכוללות את תיבת , Potyvirus-קבוצת ההשמורות בכל ( motifs)תיבות 

והקשורות לעוצמת התסמינים , (ZYMVשל  HC-Proבחלבון  179-182אמיניות מספר 
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גורמת לירידה דרסטית בחומרת FINK (R180I )-ל FRNKמוטציה של . ZYMV-הויראליים ב

עד כי הצמח נראה בריא בשדה ומאפשרת קבלת פירות , נים בעלי דלועים שוניםהתסמי

 Gal-On)מבלי להפחית משמעותית את כמות הוירוס או את האינפקטיביות שלו , נורמליים

and Raccah 2000) . מוטציה זו נוצלה למטרת הגנה הדדית(cross-protection ) בפני

ZYMV  אלים בשדה(Gal-On and Shiboleth 2005)  ולפיתוח וקטור ויראלי לביטוי

 Arazi et al. 2001; Shiboleth et al. 2001; Arazi et)חלבונים רקומביננטיים בצמחים  

al. 2002) . מוטציות בחלק המרכזי שלHC-Pro  שאינן ממוקמות בתיבתFRNK ,ב-

Potyvirus תסמינים מבלי להשפיע על הצטברות יכולות גם הן לגרום לפחיתה ב, אחרים

.  (Saenz et al. 2001)הוירוס 

 .ds-smRNA (Lakatos et alיכול לקשור  HC-Proהתגלה כי , במהלך דוקטוראט זה

2006; Merai et al. 2006) .גם בהגנה , ליכולת זו ישנן השלכות על מנגנון ההשתקה הצמחי

יהיו מופקעים  miRNA-ו siRNA-וגם בהתפתחות הצמח כיוון שאפשר ש, מוירוסים

(sequestered )מנגנון זה דומה לזה של . צב דו גדילי בלתי פעילבמRSS  אחרים כגוןP19 

 .Silhavy et al. 2002; Lakatos et al)( 1ראה טבלה ) Tombusvirus-של קבוצת ה

2004; Ye and Patel 2005) .

י ביטוי חלבון "ראוי לציין כי ניתן לשחזר חלק מהתסמינים של הדבקה בוירוס בלא הדבקה ע

HC-Pro צמחי ארבידופסיס וסויה טרנסגניים אשר ביטאו כמויות . טרנסגניים בצמחים

הציגו תסמינים התפתחותיים שחריפותם תאמה את רמת  HC-Proמשתנות של חלבון 

הועלתה השערה כי . (Mlotshwa et al. 2005; Lim et al. 2007)החלבון הטרנסגני בצמח 

 .smRNA (Kasschau et alתסמינים אלה נובעים מאובדן בקרה בתהליכים מבוקרי 

, dcl1 ,hen1 ,hyl1כגון  miRNAכיוון שמוטציות הגורמות לפגיעה בהצטברות . (2003

ago1 ו-se1  גורמות לפנוטיפים דומים של פגיעה פליאוטרופית בהתפתחות בארבידופסיס

(Lobbes et al. 2006) , הוסק כי הדמיון בין פנוטיפים אלה לבין תסמיני הדבקה בוירוס

, מסויימים miRNAנמצא כי רמות , ואכן. נובעים מפגיעה ברכיבים משותפים למסלולים אלה

 ;Mallory et al. 2002)עולות בעת הדבקה בוירוס , *miRNAובאופן בולט רמות 
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Kasschau et al. 2003; Chapman et al. 2004; Dunoyer et al. 2004; Zhang et al. 

2006b) . אפשר לשער כי כתוצאה מקישור והפקעתmiRNA י "עHC-Pro  תיתרחש עליה

עקב מניעת חיתוכם בידי ( ביחס לתעתיק חתוך)מטרה -ברמתם של תעתיקים שלמים של גני

RISC , של גנים שהצטברותם מתאימה להשערה זו ( מועט)ואכן נמצאו מספר(Kasschau 

et al. 2003; Zhang et al. 2006b) . מלבד תוצאות ברורות יותר בצמחים טרנסגניים

. קיים מעט מאוד מידע על שינויים בגני מטרה עקב הדבקה בוירוס HC-Proהמבטאים 

, בניגוד לצמח מודבק בוירוס, בצמחים טרנסגניים בהם מבוטא הטרנסגן באופן קבוע ורצוף

גדולים ועקביים  אף שוירוסים גורמים לשינוים, כמו כן. גם במריסטמות HC-Pro-מבוטא ה

המשתנים  mRNAסריקות כלליות למציאת , שונים mRNAברמתם של תעתיקים רבים של 

 ta-siRNAאו  miRNAעקב הדבקה בוירוסים שונים לא העלו אף גן מטרה ידוע של 

(Whitham et al. 2003; Whitham et al. 2006) .

על מנת לברר . נשאלת השאלה מהם הגורמים ליצירת תסמינים עקב הדבקה בוירוס, אם כן

במערכת השוואתית בה ניתן האות ליצירת התסמינים עוד בטרם שאלה זו היה צורך 

שאינם גורמים כמעט , ZYMVתבדידים מוחלשים של ב עשיתי שימוש, בעבודה זו. הופעתם

שונים מטיפוס הבר במוטציות נקודתיות וה (Gal-On and Raccah 2000)לתסמינים 

-HC הממוקמת בחלקו המרכזי של חלבון ה FRNK( conserved motif)בתיבה השמורה 

Pro . 

הוא  HC-Pro-ישנו פער בין הידע ש. בעבודה זו באתי לבחון את מהות המחלה הויראלית

פעולתו על הצמח לבין הידע על דרך , בפני עצמו( pathogenicity factor)גורם פתוגניות 

. ועל ההתרחשויות בצמח קודם להופעת התסמינים
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 מטרות המחקר .ז

: מטרה עיקרית .1.ז

הווירלי בהשריית תסמיני מחלה בדלועיים לאחר  HC-Proהבנת מנגנון הפעולה של חלבון  

. ZYMVהדבקה בוירוס 

 :מטרות משנה .2.ז

  זיהוי החומצות האמיניות בתיבתFRNK  של חלבוןHC-Pro ת המעורבות בהופע

 . תסמינים ובעיכוב מערכת ההשתקה של הצמח

  אפיון ביוכימי של האינטראקציה ביןmiRNA ו-siRNA  לבין חלבוןHC-Pro . 

 זיהוי  ה-microRNA והגנים הצמחיים המעורבים בהופעת התסמינים . 

 

שיטות המחקר 

ואיסוף הדוגמאות  בוירוס הדבקתם, צמחים .א

 כבול בתוספת-נזרעו בעציצים בתערובת טוף" ןמעיי"מזן  .Cucurbita pepo Lצמחי קישוא 

ימים לאחר  23°C .5-שחרור וגודלו בחדר גידול מבוקר תחת תאורה קבועה ב-דשן איטי

 ZYMVהמקודד לגנום השלם של  cDNAהנביטה הודבקו פסיגי הנבט עם פלסמיד המכיל 

(Gal-On et al. 1991) .י ירי במתקן המתואר ב"ההדבקה נעשתה ע-(Gal-On et al. 1995) .

לניסויים . או חלבון  RNAוא נאספו על קרח בזמנים שונים לאחר הדבקה להפקתעלי קיש

 RT-QPCR-ול  northern-blot-ל, microarray-ל RNA-הכמותיים בהם נעשה שימוש ב

" חזרות ביולוגיות)"חזרות נפרדות שגודלו בנפרד  3-אשר הופק מ RNAנעשה שימוש באותו 

A ,B ו-C )עלים של צמחים בלתי . א"צמחים שונים כ 7-9-ואשר הורכבו מחתיכות עלים מ

או בוירוס המוחלש , ZYMVFRNKמודבקים בוירוס האלים , (uninocאו  H) מודבקים 

ZYMVFINK ימים לאחר הדבקה  14או  7, 5-נאספו ב(days post inoculation dpi .) כיוון
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חים השונים רק מהצמ RNA-אוחד ה, ימים לאחר הדבקה היו לרוב בלתי נראים  5שהתסמינים

. י שמירתם עד להופעת פנוטיפ ברור הטיפוסי למוטציה"ע ZYMV-לאחר וידוא ההדבקה ב

. הוירוס המוחלש היה יציב בתנאי הניסוי

פלסמידים  .ב

 המקודדים לוירוסים cDNA פלסמידי .1.ב

תחת בקרה  ZYMVי ירי של פלסמידים המקודדים לגנום המלא של "הדבקת צמחים נעשתה ע

אשר שימשו לעבודה  ZYMVוירוס רצפי ה. 35S CaMV (Gal-On et al. 1995)של פרומוטור 

. (Gal-On et al. 1992)עלה שהם הוקטור הטבעי  י כנימות"זו מהונדסים כך שאינם עבירים ע

ובהם הוירוס הגורם תסמינים אלימים בדומה , אינפקטיביים cDNAנעשה שימוש בקלוני 

והוירוס המוחלש השונה , (GenBank :gb|EF062582-רצף ב) ZYMVFRNKלטיפוס הבר 

 ZYMVFINK (gb|EF062583) (Gal-On and Raccah (R180I)ממנו בחומצה אמינית יחידה 

 Arazi et)-מתוארים ב pGreenשבטים של וירוסים אלה המשובטים לתוך הפלסמיד . (2000

al. 2001) .חלבון י להקל על זיהויבכד HC-Pro ב-western-blot הוסף בקצה ה-N-terminal 

 HC-Pro. בחלק מהמקרים כפי שמצויין בתוצאות influenza-hemagglutinin (HA)-tag רצף

המכיל  '3ותחל , HA-tag-ואת ה SalIהמכיל את האתר  '5י הוירוסים הוגבר בעזרת תחל נמש

שהוא שבט המבטא  pKS35S-FLC-HISבטו לתוך אלה שו PCRתוצרי . BamHIאת האתר 

 -ובSalI -החתוך ב, (Kadouri et al. 1998)-כמתואר ב  HIS-tagמוסף HC-Pro-וירוס שבו ל

BamHI . שבטים ויראליים מוחלשים(ZYMVFINK ) המבטאיםGFP  אוCMV-Fny-2b  כגן

 .Arazi et al)-מתוארים ב, ZYMV-AGII-2b-ו ZYMV-AGII-GFPוהמכונים בהתאמה , נוסף

2001; Wang et al. 2004) .על מנת להחליף את אתר ה-FINK  ברצפיםFRNK ,FKNK  או

FRNA  בשבטZYMV-AGII-GFP  נעשה שימוש בטכניקתsplicing-overlap extension-

PCR . כל תוצרPCR  5הכיל'- BstEII 3 -ו'- BamHI שאיפשרו את החדרתם ל ZYMV-

AGII-GFP  (. טרם פורסם, חרונסקי. א)חתוך באנזימים אלו
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 נארייםביפלסמידים  .2.ב

וצרו פלסמידים י N. benthamianaבעלים של צמחי  HC-Pro-ביתר של חלבון ה-לבטוי

 Agrobacteriumחיידקי  המבטאים את החלבון ואשר שימשו להתמרה שלריים אבינ

tumefaciens  בשיבוט היה  שלדפלסמיד ה(. אינפילטרציה-אגרו)שהוזרקו לעלהpBin19-

GFP  אשר מבטא את החלבוןGreen fluorescent protein (GFP)  35בין פרומוטורS  לבין

NOS-terminator (Epel et al. 1996) . המחדרGFP  הוצא עם האנזימיםXbaI/NotI 

המכיל  '5עם תחל  PCRי "מחדר חדש זה הוכן ע. HA-tagעם  ZYMV-HC-Proי "והוחלף ע

התבנית לראקציה היו  .NotIואתר  stopהמכיל קודון  '3ותחל  HA-tag-ו XbaIאתר 

. א)בעל המוטציה המתאימה המתוארים למעלה  ZYMV-רצף ההפלסמידים המכילים את 

 Tobacco etchשל  HC-Pro-כדי לבטא ביתר את חלבון ה, לחלופין .(טרם פורסם, חרונסקי

virus (TEV ) נעשה שימוש בתחלים המכילים את האתריםSalI/NotI כאשר , בדרך דומה

. ארזי צ) pGreen-TEV-HCFINK -ו  pGreen-TEV-HCFRNKהיו  PCR-התבניות לראקציות ה

(. תוצאות בלתי מפורסמות

אינפילטרציה נוצר מחדר המשעתק -במערכת האגרו GFPלייצר פלסמיד הגורם להשתקת  כדי

RNA  שגדילו האחד זהה ל" סיכת ראש"היוצר בהתקפלותו על עצמו מבנה-GFP  והשני

 pEGFPשל  PCR-י הגברתו ב"מחדר זה הוכן ע(. inverted repeat, IR)משלים לו 

(Clontech )עם תחלים לפי המתואר ב-(Wesley et al. 2001)  והחדרתו לפלסמיד הביניים

pHannibal מבנה ה. כמתואר-IR   שהתקבל הועבר יחד עם רצפי הבקרה הנלווים לפלסמיד

(. חרונסקי טרם פורסם. א)NotI -בעזרת חיתוך ב pART27הבינארי הסופי 

 (Target-gene clones)מטרה -המכילים רצפי גניפלסמידים  .3.ב

לאחר . PCRהוגברו בראקציית  miRNAמטרה של -המכילים קטעים מרצפי גני גנים

ושובט בשיטת , (Zymo-gel purification kit)ל 'אלקטרופורזה נוקה המקטע הרלוונטי מג

T/A-cloning  לפי הוראות היצרן(Promega ) לתוךpGEM-T easy (Promega ) או לתוך

pTZ57/T (Fermentas .)כאשר ראקציית ה-PCR  נערכה עם פולימראזהproofreading 

הוספו , Phusion (Finnzymes)כגון האנזים , לקצה הרצף Aינה מוסיפה את הבסיס שא
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 Taq-polymerase[  :0.1 μl Taq-polymerase (Fermentas) ,1 μlבעזרת  Aקצוות 

"PCR-buffer with MgCl2" (JMR) ,1 μl 2 mM dATP , 10בנפח סופי של μl , והדגרה

72°C  זרת ראקציה זו נוקתה בע[. דקות 10למשךQiaquick PCR-cleanup kit (Qiagen )

. לפני השיבוט

( primers and probes)רשימת תחלים וגלאים  .ג

מקישוא אשר נבחנו בעבודה זו  miRNAששימשו לשיבוט וריצוף גני מטרה של  DNA-תחלי ה

-וגני ה ZYMV-גנום ה, ששימשו לכימות גני מטרה אלו DNA-תחלי ה. 2Aמוצגים בטבלה 

"house-keeping "ב-quantitative / real-time PCR (Q-PCR)  2מוצגים בטבלהB . רצפי

 EMSA-גדילי למבחני קישור ב-דו RNAוליצירת גלאי  northern-blotהגלאים ששימשו ל 

משמען , ברצף Gאו  A ,T ,U ,Cאותיות שאינן מהנוקלאוטידים המקובלים . 3מוצגים בטבלה 

לפי הטבלאות המקובלות בספרות ואצל ( degenerate primers)תערובת נוקלאוטידים 

מסמן שהנוקלאוטיד שאחריו הוא מסוג  +הסימן . מסומנים בקו תחתון RNAרצפי . היצרנים

Locked nucleic acid (LNA .)
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תחלים ששימשו לשיבוט . 2A טבלה

 רצף מטרה גן שם

odT(20)VN mRNA TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

AGO1_3_01 AGO1 CTCCTTKATCATKCCACCAG 

AGO1_3_02 AGO1 CTRTCWGATGTCTCBGGYTCC 

AGO1_5 AGO1 GATGAATAAGAAAATGRTYAATGG 

AthmiR168TargetFwd AGO1 TTCCCSAKCWGCAYCAAGC 

sqAGO_1207Rev AGO1 CATCACGGGTTGAGAAGCTGAGT 

sqAGO1middleRev AGO1 TCTTGCACAGAGCGAGAGAA 

sqAGOcontig1053Rev AGO1 GGCTGGAAGACGATTACCAA 

sqAGOcontig548Fwd AGO1 AGGACGCGGTAACTATGGTG 

sqARF3 1153RCrev ARF3 GACCGCAACCACCACTTTCCTTA 

SqARF3_936Fwd ARF3 gagGAGATTGTTGCCTGACTTACAT 

sqARF3a_1119RC ARF3A GACTTCATTGGTGGCAGTGGCTATT 

sqARF3a_925Fwd ARF3A agGAGATCATTTCCTGGTTTACTC 

sqARF4_1107RC ARF4 CACCTAAACTAGGCTCTGGTTTTC 

sqARF4_927Fwd ARF4 gaGGTGCGATCTTCTGCACAACAA 

AthmiR166TargetFwd HD-ZIP YTGGRATGAAGCCTGGTCCGG 

AthIncurv 1177Fwd INCU AGYCCTGCAGGRCTTTTGTCCA 

CmelIncurv 2690Rev INCU ACATATTGTCGAGCCATCGAT 

sqINCU1215rev INCU GGCCTTTGAAAGAAACTCTGTT 

sqINCURV-294rev INCU AATGGTTCCACCATTGGCT 

MU5707Fwd190 MU5707 CGTTCCCTCCGGATTTACTT 

MU5707Fwd432 MU5707 GATCATAGTGGAGGCGGAGA 

MU5707Rev755 MU5707 GATTCGCGTCGGAATTAGAA 

MU5707Rev812 MU5707 GTTGGAGGAAGCAGAGGATG 

AthPHV487Fwd PHV CAGGAAGCTGAGTGCTATGA 

AthPHV-667Fwd PHV AAACCCAACACMTCAGCATCC 

csatPHV-2490Rev PHV ATATCCAGACCAGCCTGGTT 

PHVplant409fwd PHV ACAGATCAAAGTYTGGTTYCAGAA 

sqPHV16-845Rev PHV TGCGGGAAACAGCAACGATT 

SqPHV888Rev PHV AGACTAACAAGACCACAGGC 

sqPHVcl16-119Rev PHV AATTTCGGCAACCTTCATTG 

sqPHVcl16-249Rev PHV CAGCTGCTAATGTCGTTGGA 

sqPHV-SPAN-113Fwd PHV GCATCTGGAACAACCACAGA 

sqPHV-SPAN-230Fwd PHV CTTGCAATAGCCGAGGAGAC 

sqPHVspan-527Fwd PHV AACGACCGTCTGCAGAAGCA 

sqPHV-SPAN-55Fwd PHV GAAGCAGGTCTCTCGTTTGG 

Revo1_362fwd     REVO1 AGAATGGGTATATGCGCCAACAT 

REVO1_503Fwd REVO1 CAGAGGAGATTTTGGCAGCC 

REVO1_510Fwd     REVO1 CGATTGCCGGAGCCTTGAAGT 

Revo1_516rev     REVO1 CAAAATCTCCTCTGCAATAGACAA 

REVO1_595rev     REVO1 TACTACATTAGCGCCTGCACGA 

REVO1_677rev REVO1 AATCTTCATGGGCTCTAAACCG 

REVO2_503Fwd REVO2 CAGAGGAGACCTTGGCAGAG 

REVO2_677rev REVO2 AATCTTCGAAGGCTCCAAACTT 

sqUM159t 406Fwd UM159t AGAATTGTGGGTTCCATCCCGGTCAG 

UM159 target-site 781Rev UM159t TTTGGTTTGAAGGGGGCTC 

UM159t 172fwd UM159t CCACARAGRGGACTTGGTGT 

UM159t 825rev UM159t CTCTTCWYSCCAACCATCTTC 

UM159target-site 763Fwd UM159t GAGCCCCCTTCAAACCAAA 

miR159TargetFwd  WKSAGCTCYCTTCAWWCCAA 
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  Q-PCRתחלי . 2B טבלה
 רצף גן סוג אמפליקון שמוש שם

Actin14L Q-PCR Reference gene Actin CCACTCAACCCAAAGGCTAA 

Actin14R Q-PCR Reference gene Actin CACACCATCACCAGAATCCA 

Actin19L Q-PCR Reference gene Actin GGAGCTGAGAGATTCCGTTG 

Actin19R Q-PCR Reference gene Actin CCACTGAGGACGATGTTTCC 

Cmel-Actin-F Q-PCR Reference gene mel-Actin ACAATGAGCTTCGTGTTGCTC 

Cmel-Cyclophylin-F  Q-PCR Reference gene Cyclophilin GATGGAGCTCTACGCCGATGTC 

Cmel-Cyclophylin-R  Q-PCR Reference gene Cyclophilin CCTCCCTGGCACATGAAATTAG 

Cmel-UBQ-F Q-PCR Reference gene Ubiquitin acaacatccagaaggagtc 

Cons TUA-F  Q-PCR Reference gene TubulinA CTTACCGCCAGCTCTTCCA 

SqTUA5L Q-PCR Reference gene TubulinA CCAGTTTGAGGTTCGATGGT 

SqTUA5R Q-PCR Reference gene TubulinA GCTGCTCATGGTAAGCCTTC 

SqTUA14L Q-PCR Reference gene TubulinA TCCCCACAAGTCTCAACCTC 

SqTUA14R Q-PCR Reference gene TubulinA TCATTGTCAAGGAGCACAGC 

sqAGO Q-fwd603 Q-PCR target gene AGO1 GGAGGATCTTCTTCTGGTGGA 

sqAGO Q-rev705 Q-PCR target gene AGO1 CCAGAGATGACATTGGCTGA 

sq5707 Q-Fwd53 Q-PCR target gene AGO1 CGCAGGTAACAACCTCGAAT 

sq5707 Q-Rev198 Q-PCR target gene AGO1 GAAGGCGATTGATGGGTCTA 

sqAGO1 Q-465fwd   Q-PCR target gene AGO1 GCCGAGGAACATCTCAACAT 

sqAGO1 Q-567Rev Q-PCR target gene AGO1 CACCATAGTTACCGCGTCCT 

sqAGO1 Q-2577fwd Q-PCR target gene AGO1 TTTGGTGCCGATGTAACTCA 

sqAGO1 Q-2671Rev Q-PCR target gene AGO1 TTTGTAACTTCCGGCCAATC 

sqAGO1 Q756Fwd Q-PCR target gene AGO1 CAACAAATTTCCATCCAGCA 

sqAGO1 Q860 Rev Q-PCR target gene AGO1 GCTACCCATTCCTGGTCTCA 

sqAGO1 Q 716Rev Q-PCR target gene AGO1 GGAAGAACTCGCCAGAGATG 

sqINCURV-Q-218rev Q-PCR target gene INCU CCTTGAGGATTTCAGCAACTC 

sqINCURV-Q-61Fwd Q-PCR target gene INCU ACTGGAACTGCCGTGGAG 

PHVsp Sense Q-PCR target gene PHV GAGTTCCTTTCCAAGGC+AAC 

PHVsp AS Q-PCR target gene PHV TTTCGAGAAACAGCAACAAT+CC 

PHV16 AS Q-PCR target gene PHV CGGGAAACAGCAACGAT+TC 

sqUM159t Q 526fwd Q-PCR target gene UM159t CTCCAATGGTGAATGTGTCT 

sqUM159t Q 670Rev Q-PCR target gene UM159t GTGCCAACCATCTGTAACTT 

CP-489F             Q-PCR ZYMV genome CP GCCGCGTCTTTCGAAGATAA 

CP-639R Q-PCR ZYMV genome CP GAACCAAGAGGCGAATTGCT 

HC 1564fwd Q-PCR ZYMV genome HC-Pro AACCACATGCATCTGACTGG 

HC 1716rev Q-PCR ZYMV genome HC-Pro TCGCTTGGAATGGTATCCTC 

 
טבלאת גלאים . 3 טבלה

 רצף סוג שמוש שם

hsa-mir16  synthetic duplex RNA-Oligo UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 

hsa-miR16*  synthetic duplex RNA-Oligo CCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA 

hsa-mir16RC-2+2  synthetic duplex RNA-Oligo CCAAUAUUUACGUGCUGCUAAA 

Lu_miR159b_RC miR159 probe probe AAGAGCTCCCTTCAATCCAAA 

Ptc-miR*159c_RC miR159* probe probe TATTGGACTTCAAGGAGCTCCA 

zma-miR166i_RC miR166 probe probe GGGAATGAAGCCTGGTCCGA 

Csat_miR*166Y_RC miR166* probe probe CCTCGAGCCAGCCAACATTCC 

ath-miR168aRC miR168 probe probe TTCCCGACCTGCACCAAGCGA 

cmelo mir168*RC miR168* probe probe ATTCAGTTGATGCAAGGCGGG 
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וכימותו  RNAהפקת  .ד

 Total RNA .1.ד

RNA  הופק מעלי קישוא או מעליN. benthamiana  בעזרתTRI-reagent (MRC ) לפי

מדוגמאות הקישוא למטרת אגירתן עד סיום  RNAכמויות גדולות של  הופקו. הוראות היצרן

ולכל , אלה שימשו במהלך כל המחקר לשיבוט גנים חדשים מקישוא  RNAמאגרי. המחקר

-הכמותיים על מנת למנוע שונות ניסויית ולאפשר השוואה בין ניסויים כמותיים ל המבחנים

miRNA ,מאותה דוגמא, לבין גני המטרה שלהם .RNA  80°-שנשמר במקפיאC  נבדק שוב

(. S1איור , נספחים)י אלקטרופורזה ונמצא תקין לחלוטין "שנים ע 3-לאחר כ

נעשה רק  DNaseI-טיפול ב(. Nanodrop)י קריאה בספקטרופוטומטר "נעשה ע  RNAכימות

Turbo-DNaseI kit (Ambion )בעזרת Real-time PCR (Quantitative, Q-PCR )למטרת 

. י הוראות היצרן"עפ

( smRNA)זעירים  RNA -ל Northern-blot .2.ד

-ta-ו miRNA ,miRNA* ,siRNA: זעירים RNAכדי להשוות את רמתם המצטברת של 

siRNA 15%ל 'נעשו שני סוגים של ג acrylamide  8עםM urea  שהתאימו לשני פרוטוקולים

  :לממברנה RNA-שונים לקיבוע ה

 .UVקיבוע לממברנה עם , TBEבופר אלקטרופורזה ב .א.2.ד

 0.5X Tris-Borate-EDTAבופר ההרצה ובופר הטרנספר הכילו , ל'הבופר בג ,בסוג הראשון

(TBE .)smRNA הועברו לממברנתNytran SPC  (Whatman )רה רטובה והבהעב-RNA 

סגול -של אור אולטרה Joule 0.24בעזרת  (crosslinking)ממברנה עבר קיבוע ל

(Stratalinker, Stratagene .)20ל 'בפרוטוקול זה הוטענו על הג μg  שלtotal RNA לבאר .
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 .EDC קיבוע לממברנה עם ,MOPSבבופר  אלקטרופרזה .ב.2.ד

והיה בעל רגישות  (Pall et al. 2007)-בנעשה בדיוק לפי הפרוטוקול המתואר ש ,בסוג השני

בעזרת אל מברנת נילון  RNA-נעשה קיבוע של ה ,(12בערך פי )משופרת 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC .) בכל התהליך אסורה נוכחותו

(. TBE-כגון זה המצוי ב) TRISשל 

: Biorad Protean3)])לים קטנים 'מספיק לשני ג]ל היה 'אופן הכנת הג

Acrilamide:BIS 28:1 40% 11.25 ml 
Urea    12.9 gr 
MOPS pH 7.0 100 mM  6 ml 
H2O    3.2 ml 
APS    300 μl 
TEMED    30 μl 

כ"סה     30 ml 

 V 100הדוגמאות הורצו במתח של . לבאר בלבד total-RNAשל  μg 10בפרוטוקול זה הוטענו 

 mM 3-[N-morpholino]propanesulfonic-acid 20דקות בבופר הרצה  90-120למשך 

(MOPS) pH 7.0 .ניילון לים אלה הועברו לממברנת'ג Hybond NX (GE )בלבד במתח  במים

אופן הכנת תמיסת הקיבוע היה  .Biorad semidryבמכשיר  דקות 40למשך  V 20קבוע של 

(: ל"לים קטנים כנ'מספיק לקיבוע שני ג)

-M 1 12.5של  μl 122.5להוסיף  .את התמיסה מכינים מיד לפני השימוש ובסדר המתואר

Methyl-Imidazole (Fluka )10-ל ml להביא ל. של מים-pH 8.0  עםHCl 1M . 373להוסיף 

mg  שלEDC (Pierce )12-ולהשלים את הנפח ל ml שכבות  2בתמיסה זו מרטיבים . במים

ר ועל הניי, מ המונחות בכלי שטוח שאינו פלסטי"ס 11x9בגודל  Whatman 3MMשל נייר 

מכסים את . מבלי להרטיב את צידן העליון( פנים למעלה)מניחים בזהירות את הממברנות 

בסוף . למשך שעה 60ºC-הכלי מבלי לגעת בממברנה ומכניסים לתנור שחומם מראש ל

. התהליך שוטפים את הממברנות במים ומייבשים לשימוש עתידי

 .משני הפרוטוקולים היו זהותראוי לציין כי למרות ההבדלים ברגישות המסקנות שהתקבלו 
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היברידיזציה  .ג.2.ד

-reverse)משלים -בעלי רצף הופכי DNAסונטזו גלאי  *miRNA-ו miRNAלזיהוי רצפי 

complement )לרצפים ידועים (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences ) או שנתגלו

י אנליזה ביואינפורמטית של רצפי מלון ומלפפון שנתקבלו מספריות "כחית עפבעבודה הנו

ESTs (3 טבלה .) עם  '5הגלאים סומנו בקצהγ-32P-ATP. הרכב ראקצית הסימון :

DNA oligo 10 pmol/μl       2 μl 
T4-polynucleotide kinase 10U/μl (PNK, NEB)    2 μl 
PNK buffer (NEB)        5 μl  
γ-32P-ATP (3000 Ci/mmol 10mCi/ml  ,Easytides ,Perkin Elmer) 5 μl 
H2O          36 μl 

כ"סה           50 μl 

-ל'י העברתו בקולונת ג"והגלאי נוקה ע, למשך שעה 37ºC-התערובת עברה הדגרה ב

. דקות 2למשך  x g 735-י סרכוז ב"ע( או דומה Pharmacia Microspin G-25)פילטרציה 

, תעשיות בילוגיות) rapid hybridizationבופר  ml 15היברידציה עם -ברה פרההממברנה ע

היברידיזציה . והגלאי המנוקה הוסף במלואו לבופר זה לאחר כשעה40ºC -ב( בית העמק

 2X SSC ,0.2%-פעמיים למשך רבע שעה ב הנשטפהממברנה  .40°C-למשך לילה ב נעשתה

SDS 50°-בC , ר'מגאירלמסך פוספויובשה ונחשפה (Fuji .)

 pBluescript-GFPי לינאריזציה של פלסמיד "ע RNAהוכן גלאי  GFP-siRNAלזיהוי רצפי 

-αבנוכחות T7 RNA polymerase (Fermentas ) י"ע in-vitroושעתוקו  SalIעם האנזים 

32P-UTP[ .שימוש ב נעשהפרוטוקול משופר ב-RiboScribe T7 RNA Probe Synthesis 

Kit (Epicentre.])  2הגלאי עבר היברידיזציה עם הממברנה למשך הלילה בתמיסה שלX 

SSC ,1% SDS ,100-ו μg/ml Herring-sperm DNA (ICN, USA )45°-בC . הממברנה

למסך יובשה ונחשפה  ,40°C-ב 2X SSC ,0.1% SDS-נשטפה פעמיים למשך רבע שעה ב

. ImageJהתמונות שהתקבלו כומתו בעזרת התוכנה  .(Fuji) ר'אימגרפוספו

 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences
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 smRNA specific microarray .3.ד

 *miRNA-הידועים מצמחים ואת רצפי ה miRNA-כל המקישוא לקיומם של  RNA כדי לסרוק

ניסויים  3נעשו , וכדי לגלות הבדלים ברמת ביטוי של רצפים אלו בין הטיפולים, החזויים שלהם

-גלאים בה. microarray))ממוזער  DNAבהם הודפסו גלאים לרצפים אלו על מערך 

microarray י "אלו הודפסו עLC-Sciences (Houston, TX, USA )מ על סמך הרצפים-

Sanger miRBase (הניסויים הראשונים 2-ל ,A ו-B , גרסאv7.1 ,ולניסוי השלישי ,C,  גרסא

v10.0 המכילה רצפים נוספים) (http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/). גלאים ל-

miRNA*  ממבנה הפרקורסור של ( לא מוכחים ביולוגית)הודפסו על סמך הרצפים החזויים

גלאים לרצפים שנתגלו באופן ביואינפורמטי  microarray-בנוסף הודפסו על ה. miRNAאותו 

 ;Yoo et al. 2004; Adai et al. 2005; Li and Zhang 2005) במאמרים שוניםאו אמפירי 

Lu et al. 2005) . כדי לזהותsiRNA לי הודפסו גלאים כנגד כל הגנום שלראממקור ויZYMV  

באורך , לוגלאים א(. minus strand)וכנגד כל הגדיל המשלים לו ( plus strand, גדיל מקודד)

מספור הגלאים . בסיסים בין גלאי לגלאי 13בחפיפה של ( tiled)בסיסים כל אחד רועפו  25

 RNAהוגבו שני דוגמאות  microarrayבכל . '5נעשה לפי מיקומם בגנום בגדיל המקודד מקצה 

 mirVanaשבודד בעזרת  smRNAעם  LC-Sciencesי "היברידיזציה נערכה ע. זמנית-בו

miRNA Isolation Kit (Ambion )20-מ μg total RNA שוניםהטיפולים המ קישואמ 

 poly-A polymeraseבעזרת  polyA" זנב"זה הוסף  RNAלמקטע . 'המתוארים בסעיף א

-לאחר ההיברידיזציה ל. אוליגונוקלאוטידיות( tag" )תוויות"ונעשתה ליגציה לאחד משני 

microarray ומסומנים בנפרד " תוויות"ם ספציפיים לנעשתה היברידיזציה שניה עם דנדרימרי

( spike)זרים  RNAהוכנסו כמויות מדודות של  RNA-בדוגמאות ה. Cy5או  Cy3בצבענים 

. כבקורות פנימיות ואלו שימשו לנורמליזציה של התוצאות

 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/
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 GFPמבחן השתקת  .ה

 נעשה שימוש( RNA silencing suppressors, RSS)כדי לבחון פעילות מעכבי השתקת גנים 

. ובתנאים דומים, (Brigneti et al. 1998)-בדומה לזה המתואר ב GFPבמבחן השתקת 

 EGFPפלסמיד המבטא ( 1 :הנושאיםשונים חיידקי אגרובקטריום הוכנו תבדדי , בקצרה

(GFP) ,2 ) פלסמיד המשעתקRNA  שגדילו " סיכת ראש"היוצר בהתקפלותו על עצמו מבנה

-HCפלסמידים המבטאים ( 3 ,(inverted repeat, IR)והשני משלים לו  GFP-האחד זהה ל

Pro עלי צמחי להוזרקו  שילובים שונים של תבדידים מחיידקים אלה. או מוטנטי מטיפוס הבר

N. benthamiana "(אינפילטרציה-אגרו .)" פלסמידים המבטאיםHC-Pro  על בסיסpBin19 

 pART-IR-EGFP-ו  pART-EGFPהפלסמידים, EHA105הוזרקו עם אגרובקטריום מזן 

לצורך ) HC-Proת לצורך הכנת חלבון בהזרקו. GV2260-C58הוזרקו עם אגרובקטריום מזן 

EMSA )1.5-תרבית החיידקים נמהלה ל OD600  במצעLB-MES טרי והוזרקה לעלה שלם .

נמהל כל תבדיד באחר או בפלסמיד ללא , תבדידים שלושהבו הוזרקו יחדיו , RSSבמבחן 

ות דוגמא. והוזרק לאיזור מוגבל של העלה, 0.5של  OD600-ל( Empty vector, EV)מחדר 

 GFPפלואורוסצנציה של "(. תמציות צמחיות. "1.ראה סעיף ח)עלים לצמח  2-3-חלבון הוכנו מ

עם ( UVP model B100Aמנורת )סגול -תחת אור אולטרה בעלים מנותקים נצפתה וצולמה

. מצלמה דיגיטלית תוך שימוש בפילטר צהוב

 

Real-time PCR (Q-PCR ) .ו

 RNA-טיפול ב .1.ו

-Reverse-transcription-נעשה שימוש ב total RNAיית באוכלוס RNAכדי לכמת רמת 

Real-time quantitative PCR (RT-Q-PCR .) בניסוי נתון נלקחו בו זמנית כמויות שוות

ולאחר  μl ,(Ambion Turbo-DNase kit 40בנפח סופי  DNaseI ,10 μg-לטיפול ב  RNAשל

ריכוז נמדד בשנית לאחר , (ןמכן אינאקטיבציה עם ראגנט אינאקטיבציה לפי הוראות היצר

טווח סטיה )וריכוז נמדד בשלישית לאימות  ng/μl 100-והדוגמאות נמהלו ל DNaseI-הטיפול ב
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בתום תקופת , נשמרה במלואה RNA-כדי להוכיח ששלמות ה(. ng/μl 98-102מקסימלי 

 S1איור )ל אגרוז דנטורטיבי 'מכל דוגמא מטופלת לאלקטרופורזה בג μg 0.5המחקר נלקחו 

[(. בנספחים]

 cDNAיצירת  .2.ו

  ng 250נלקחו, פעמי-בהם נעשה שימוש רב, DNaseI-המטופלות ב RNA-מדוגמאות ה 

, reverse transcription (Invitrogen Superscript-II 50 units ,DTT 1mMלראקציית 

 pmol 5או  בתערובת תחלים ]תחל ספציפי   mM dNTPs-mix ,5 pmol 0.5, בופר ראקציה

שלאחריה , למשך שעה 42°C-והראקציה בוצעה ב, μl 10בנפח סופי של  ,[חל ספציפימכל ת

בסוף התהליך נמהלה הראקציה במים . דקות 10של האנזים למשך  70ºC-אינאקטיבציה ב

.  1:4ביחס 

ראה טבלה ,OdTVN התחל ) oligo-dTכאשר נעשה שימוש בתחל המכיל שרשרת , לחלופין

2A )500מהתחל נלקחו  .שלבית-נעשתה ראקציה דו ng 500-שהוספו ל ng  שלRNA 

לפי הוראות היצרן , ואוחו בקרח 70ºC-חוממו לדנטורציה ב, בנוכחות נוקלאוטידים

(Invitrogen .)100והכוללים  ,ל"רק לאחר שלב זה הוספו שאר מרכיבי הראקציה כנ units  של

 cDNAלכל ניסוי הוכן . ל"כנהראקציה והמיהול . μl 20בנפח סופי של  Superscript-IIהאנזים 

. בו זמנית לכל הטיפולים

 Q-PCR-ראקציית ה .3.ו

של  Rotor-Gene 3000 (Corbett life science .)4 μlנערכה במכשיר  Q-PCR-ראקציית ה

cDNA  במים הוספו למבחנות המכילות תערובת ראקציה מוכנה  1:4מהול(Thermo-

scientific ABSOLUTE QPCR SYBR GREEN MIX ) ריכוז )עם זוג תחלים ספציפיים יחד

. נעשו שתיים או שלוש חזרות טכניות cDNAמכל . μl 15בנפח סופי של ( pmol/μl 0.2  סופי

דקות  15: תנאי הראקציה היו( Q-PCR reaction variables.xlsטבלה )אלא אם צויין אחרת 

 15למשך  60°C, שניות 10למשך  95°Cמחזורים של  40ולאחר מכן , 95°C-אקטיבציה ב

קריאת ההחזר הפלואורוסצנטי נעשתה לקראת סיום שלב . שניות 20למשך  72°C-ו, שניות
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אך לעיתים היה צורך לבצע קריאה נוספת בטמפרטורה גבוהה יותר כדי , 72°C-האלונגציה ב

 Ctרמת הסף לקביעת ערכי (. ראה טבלה לעיל) primer-dimer-להמנע מקריאת החזר מ

(Cycle threshold )הנתונים עברו סינון רעש לתיקון עקומה . אלא אם צויין אחרת 0.01תה הי

(Noise slope-correction ) ונורמליזציה פנימית בשיטתDynamic-tube  בעזרת התוכנה

Rotorgene v6.0 (Corbett life science .)כאשר נעשו שתי חזרות , לפני ניתוח התוצאה

אך כאשר נעשו שלוש חזרות , שניהן נפסלו–כאשר היה הבדל מהותי בין החזרות , טכניות

 standard error of meansשלוש חזרות איפשרו הצגת טווח . נפסלה החזרה החריגה בלבד

(SEM) . דוגמאות נפסלו גם אם בעקומת ההתכה(melting curve )בסיום ( ים)של התוצר

בקורת השלילית ניסוי בו ב. הראקציה נראה תוצר בעל נקודת התכה נוספת או שונה מהבקורת

(NTC ) נראה תוצר בעל נקודת התכה כשל התוצר האמיתי נפסל כולו אלא אם מספר

ניתוח התוצאות נערך באחת (. בריכוז 256הבדל פי ) 8-היה גדול מהמחזורים המפריד בינהם 

 Ct (Winer[delta][delta]–^2בשיטת " housekeeping"ביטוי יחסי תוך נירמול לגן : השיטות הבאות

et al. 1999) ,חישוב מספר עותקי  אוRNA ל-ng total RNA ימוש בעקומת כיול תוך ש

. שהורכבה מלפחות שבע מיהולים עשרוניים של פלסמיד בטווח הרלוונטי

 

 Western blotכימות חלבון  .ז

עלים . western-blot-המצטברת נעשה שימוש ב ZYMV-HC-Proכדי לכמת את רמת החלבון 

 .ESB  (Kimalov et alנפחים של בופר דנטורטיבי 3.3-מצמחים מודבקים נשקלו ונכתשו ב

 GSB-הכתישה נעשתה ב, EMSAכאשר הדוגמא שימשה גם למבחן קשירה , לחלופין. (2004

י הוספת "ולאחר פיצול הדוגמא עברה דנטורציה ע, EMSA-טופלה כמתואר ל, ('חראה סעיף )

הפרדה עברו ( μl 8)דוגמאות . והרתחה (Laemmli 1970)י "עפ SDS-PAGE-בופר הטענה ל

העוברו לממברנת , (Laemmli 1970)אקרילאמיד  12%ל דנטורטיבי 'בג אלקטרופורזהב

 3%-ונחסמו ב Biorad semidryבמכשיר ( Protran, Schleicher & Schuell)ניטרוצלולוז 

.  (Kimalov et al. 2004)-כמתואר ב TBS-Tween/חלב
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HA (Roche )-הממברנה הוגבה עם נוגדן מונוקלונלי אנטי HA-TAGלזיהוי חלבונים בעלי 

שטיפות הוגבה לאחר , למשך לילה 4°C-ב TBS-Tween-ב 1:5,000מחולדה במיהול 

 alkaline phosphatase (AP)-IgG goat anti-rat conjugate (Sigma) עם נוגדן הממברנה

.  ל לשעה בטפרטורת חדר"נכ 1:5,000במיהול 

הממברנה הוגבה עם נוגדן פוליקלונלי מארנבת נגד  TAGללא   ZYMV-HC-Proלזיהוי חלבון 

ZYMV-HC  ל "כנ 1:4,000בריכוז( מתנתו הנדיבה שלS.D. Yeh ,טיוואן) , ולאחר מכן עם

AP-IgG goat anti-rabbit conjugate  כמתואר לעיל 1:6,000בריכוז .

 1:1,000הממברנה הוגבה עם נוגדן פוליקלונלי מארנבת בריכוז  TEV-HC-Proלזיהוי חלבון 

. כמתואר לעיל AP-IgG goat anti-rabbit conjugateל ולאחר מכן עם "כנ

ולאחר ל "כנ 1:2,000הממברנה הוגבה עם נוגדן מונוקלונלי מעכבר בריכוז  GFPלזיהוי חלבון 

. כמתואר לעיל 1:30,000יכוז בר AP-IgG goat anti-mouse conjugateמכן עם 

נסרקו בסורק שולחני , לפי הוראות היצרןBCIP/NBT  (Promega )הממברנות פותחו עם 

. ImageJוכומתו בעזרת התוכנה 

Electro-mobility shift assay (EMSA ) .ח

י "עפ EMSAערכנו מבחן  small-RNAלתצמידי   HC-Proהחלבוןכדי לבחון את הקישור של 

 .(Merai et al. 2006)-ם מפרוטוקול שהותא

 תמציות צמחיות .1.ח

י קישוא לֵ של עַ  עם עֵלתִי פלסטי בתוך מבחנה מיוצבת בקרחי כתישה "הוכנו עתמציות צמחיות  

 mM HEPES (pH 30: טרי קר gel shift buffer (GSB)-ב N. benthamiana 1/4 w/vאו 

7.3) ,66 mM KCl ,100 mM NaCl, 10 mM DTT (ממקור טרי) ,0.02% Tween 20 ,0.8 

mM MgCl2 ,15,000-דקות ב 10משך הדוגמאות סורכזו פעמיים ל. גליצרול 4%-וg 4°-בC ,

  -ב במנות והוקפאדוגמאות לשימוש עתידי  .למבחנות חדשותלאחר כל סרכוז ועבר ההנוזל ו

-80°C. ניסוי הקשירה נערך בדוגמאות טריות ולא קפואות, כאשר התאפשר . 
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 רדיואקטיביים  RNAתצמידי : הכנת הגלאי .2.ח

 .(Lakatos et al. 2006)-רדיואקטיביים הוכנו בפרוטוקול שהותאם מ RNAתצמידי 

-'hsa-miR16 (5ההומני  miRNA-המקודד לRNA (100 pmol )אוליגונוקלאוטיד 

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3' ) סומן בקצה עםγ- 32P-ATP (3000 Ci/mmol 

10mCi/ml  ,Easytides ,Perkin Elmer ) בעזרתT4 PNK (NEB( )T4-PNK 1 μl ,10X 

T4-PNK buffer 2 μl (ריכוז כפול) ,γ- 32P-ATP 5 μl ,10 לנפח סופי של ומים עד μl .)

 RNAהאוליגונוקלאוטיד מ pmol 200יואקטיבי של במקביל נערכה ראקציה לזירחון בלתי רד

 2של  μl 10-הרדיואקטיבי ב ATP-בה מוחלף ה, כמויות כפולותוב μl 20של בנפח , המשלים

mM ATP הוגב עם הגדיל הרדיואקטיבירדיואקטיבי משלים שאינו הגדיל ה. רדיואקטיבי שאינו 

-'miR16* (5 היה בניסויים שונים זהות הגדיל המשלים. ביחס מולרי כפול

CCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA-3'),  גדיל משלים במלואו ל, לחלופיןאו-hsa-

miR16  5) '3-בסיסים בולטים משתי קצוות ה 2מלבד'-

CCAAUAUUUACGUGCUGCUAAA-3') בדומה ל-siRNA-duplex ( 7ראה איור) . בסיום

שתי וחדו א, כדי לסלק את הנוקלאוטידים המיותרים, (שעה, 37°C)ראקצית הזירחון 

 Sepharose G25הוטענו על קולונת ו ,μl 50הוספו מים עד נפח סופי של , במלואן הראקציות

(Pharmacia )735-וסורכזו מיד ב מראש מוכנהg  גדילית נשמרה -כביקורת חד. דקות 2למשך

להשקעת . μl GSB 10-מהאוליגונוקלאוטיד המסומן ונמהלה ב μl 0.1-טרם האיחוד מנה של כ

-ו, μl glycogen 5 mg/ml ,NaOAc 3M 15 μl 5וקלאוטידים המזורחנים הוספו האוליגונ

EtOH 500 μl (20°--השהייה בC ייבושודקות  15סירכוז במהירות מקסימלית , שעה למשך .)

 -של בופר שהותאם מ μl 10-הורחף המשקע ב( strand-annealing)כדי לאחות את הגדילים 

(Elbashir et al. 2001) 40 :בריכוז כפול mM K-acetate  ,12 mM HEPES (pH 7.3), 

0.8 mM Mg-acetate.  המבחנה הוכנסה לכלי זכוכית עם כליטר תהליך האיחוי נעשה כאשר

כדי לוודא שימוש רק בתצמיד של . 4°C-לאט במשך לילה ב רשהונח להם להתקרמים רותחים 

צבע  μl 1-כבתוספת  RNA-כל ה: ל'הרדיואקטיבי נוקה מג RNA-ה( duplex)שתי הגדילים 

(GSB  עם מעטBromophenol blue ו-Cyan cyanol )15%ל אקרילאמיד 'הוטען על ג ,
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0.5X TBE ,0.5-ונעשתה אלקטרופורזה בX TBE 110-קר ב V דקות על קרח 120 למשך 

ילן שקופה ונחשף למסך תל נעטף בשקית פוליא'הג. miniProtean 3 (Bio-Rad)במתקן 

-הצילום הודפס והוצמד לשקית כך שניתן לחתוך את הגלאי הדו. לכדקה (Fuji) ר'אימגרפוספו

ל באופן ברור ביחס 'מעוכב בג( המאוחה)גדילי -הגלאי הדו. דרך הפלסטיק ל'גדילי מהג

ל הרדיואקטיבית הוכנסה למבחנה ונמעכה קלות עם טיפ של 'חתיכת הג. גדילית-החדלבקורת 

י הדגרתו במשך "ל ע'המסומן מוצה מהג RNA-תצמיד ה. μl NaCl 0.3M 350ל בתוך "מ 1

 μl glycogen 5להשקעת התצמיד המנוקה הנוזל הועבר למבחנה חדשה עם . 4°C-הלילה ב

5 mg/ml  ל "מ 1ועםEtOH  20°--שהייה של מספר שעות בלאחר ה. קרC  המבחנה סורכזה

-המשקע הורחף ב. קר ויובש EtOH 80%-המשקע נשטף ב, דקות 15-במהירות מקסימלית ל

234 μl  שלGSB 100-שהביא אותו לריכוז של כ mM ריכוז הגלאי הוערך . המוכן לשימוש

רופוטומטר ונמדד בספקט( EtBrבתוספת )י תצמיד בלתי רדיואקטיבי שנוקה במקביל "עפ

(Nanodrop .) 20°-הגלאי נשמר במקפיאC וניתן לשימוש ממושך עד דעיכת הקרינה. 

  EMSA-ניסוי ה .3.ח

סופי  ריכוז)של תמצית צמחית  μl 20-של גלאי ל μl 1י הוספת "כ ע"נערך בד EMSA-ניסוי ה

בניסויי התחרות . חדר כרבע שעה' והדגרת התערובת בטמפ( nM 4.76של גלאי מסומן 

(. nM 4.55ריכוז סופי של גלאי מסומן )של גלאי בלתי מסומן  μl 1וגית הוסף גם ההומול

 10-ו( Cyan cyanol-ו Bromophenol blueעם מעט  GSB)צבע  μl 1-לתערובת זו הוסף כ

μl 0.5בופר : להצלחה חשובל נמצא 'הרכב הג. ל פוליאקרילאמיד'מתערובת זו הוטענו על ג× 

Tris-borate ,2.5% glycerol ,4% acrylamide:BIS 58:1 ,1/2,000 TEMED ,1/133 

10% APS .ל 'הג( במתקןBio-Rad mini-PROTEAN3   1בעובי mm)  פולמר למשך יותר

אלקטרופורזה . הטענה למספר דקות-נשטף והורץ טרום, 4°C-ב( יממה מראש עד)שעות  3-מ

י הצמדתו "זכוכית על קולף מה'הג. קר TBE ×0.5-דקות ב 75למשך  V 75-נערכה על קרח ב

ונחשף , נאטם, ילןתהוכנס לשקית פוליא, ל'יבש גזור בדיוק לגודל הג Whatman 3MMלניר 

 כימות התמונה המתקבלת נעשה בעזרת התוכנה. שעות 3-ר למשך כ'למסך פוספוראימג

ImageJ. 
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תוצאות 

המעורבות  HC-Proשל חלבון  FRNKזיהוי החומצות האמיניות בתיבת  .א

 .םבהופעת תסמיני

איפיון מהלך המחלה  .1.א

של  RNA-גנום ה. גורם לתסמינים אלימים בדלועיים Potyvirus-מקבוצת ה ZYMVהוירוס 

, HC-Pro-אחד מחלבונים אלו הוא ה. חלבון המעובד למספר חלבונים-הוירוס מתורגם לרב

 (RNA-silencing suppressor, RSS)שבין תפקידיו הרבים ידוע כמעכב השתקה 

(Kasschau and Carrington 1998) , ובהיותו גורם המשרה פתוגניות(pathogenicity 

factor ) בצמח גם בהעדר הוירוס(Kasschau et al. 2003) .בחלבון ה-HC-Pro  תיבה

 Gal-On and)כפי שדווח בפרסומים קודמים  .Potyvirus ,FRNK-שמורה מאוד בקבוצת ה

Raccah 2000)  מוטגנזה נקודתית בקלוןcDNA  אינפקטיבי שלZYMV  בה מוחלפת

 FI180NK (Ile-ל( טעונה חיובית Arg) FR180NK-מטיפוס הבר מ HC-Pro-חומצה אמינית ב

גורמת לפחיתת תסמינים משמעותית בדלועים שונים המודבקים בוירוס , (בלתי טעונה

. המוטנטי לעומת טיפוס הבר

וגם עם הוירוס המוחלש  ZYMVFRNKגם עם הוירוס האלים  תסמיני ההדבקה, בצמחי קישוא

ZYMVFINK  ראשיתם בחמישה ימים לאחר ההדבקה(days post infection, dpi ) בהבהרה

י "הדבקה נעשתה על הפסיגים ע(. 2Aאיור )קלה של העורקים של העלה האמיתי הראשון 

התסמינים התפתחו  ZYMVFRNK-בצמחים מודבקים ב. ירי פלסמיד כמתואר בפרק השיטות

איים "נינוס והופעת , ולעוותי עלים, dpi 7-להבהרת עורקים ברורה בעלה האמיתי השני ב

הצמחים היו ( 2Bאיור )בשלבים מאוחרים יותר (. 2Aאיור ) dpi 14-אופייניים ב" ירוקים כהים

" יתחוט"העלים היו בהירים ובעלי עוותים התפתחותיים חריפים שהתאפיינו בצורה , מנונסים

(filamentous )על הרקמה . בהם מוחלפת רוב הרקמה שבין עורקי העלה באונות עמוקות

התסמינים מופיעים תוך התפתחות העלה וכך . בולטים" איים ירוקים כהים"הנותרת נראים 

וכל עלה חדש , פחות או יותר נורמליים, נשארים העלים התחתונים גם בזמנים המאוחרים
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צמחים המודבקים בוירוס המוחלש , לעומת זאת. מקודמו הוא בעל תסמינים חמורים

ZYMVFINK  נראו דומים מאוד לצמחים בלתי מודבקים (NI, "Non-Inoc" ) והציגו תסמינים

ראוי לציין כי . מעטים הכוללים התבהרות קלה וקפלים קלים דמויי מניפה לאורך העורקים

מלפפון ואבטיח , ם כגון מלוןובשאר הדלועי ZYMV-קישוא הוא הפונדקאי הרגיש ביותר ל

. לא ניתן לזהות תסמיניםZYMVFINK -בהדבקה ב

. על כמות הוירוס בצמח FRNKהשפעת מוטציה באתר  .2.א

היה  ZYMVFRNKלוירוס האלים  ZYMVFINKלבחון את ההבדלים בין הוירוס המוחלש  כדי

הוירוס או כגון פחיתה בכמות )צורך לוודא כי ההבדלים אינם נובעים מאפקט כמותי גרידא 

 .בפעילות שני החלבונים אלא מהבדל איכותי מהותי( המוטנטי HC-Pro יציבות חלבון-אי

בין  RT-Q-PCR-נבדקה בכללי מהצמח  RNAמתוך כמות שווה של הויראלי  RNA-רמות ה

בעקבות ברמת הוירוס ( 18-35%) פחיתה קלה הנמצא. צמחים מודבקים בתבדידים השונים

,  Cניסוי ) dpi 5-וגם בניסוי שלישי ב, (3Aאיור ) dpi 5-בראשון בעלה האמיתי ה המוטציה

הבדל זה נעלם לאחר נורמליזציה לגן  .9%נמצאה פחיתה של , שנערך בנפרד( לא מוצג

 היציברמתו של גן זה (. 3Bאיור )המעורב בבקרת חלוקת התא  Cyclophilinהאנדוגני 

כאשר כל הגנים המקובלים שנבחנו , ולא בזמנים האחרים ימים לאחר הדבקה 5-רק ביחסית 

נורמליזציה נידונה בהרחבה . הושפעו אף יותר מהדבקה בוירוס ולא שמרו על ביטוי יציב

בעלה . עם ובלי נורמליזציה מוצגת להמחשת הבעיה ZYMVהשוואת כימות . 4בפרק ד

של התבדידים גדל ויש פחיתה של  RNA-ההבדל בין הצטברות ה, dpi 7-ב, האמיתי השני

הבדל אשר שוב ) ZYMVFRNK -ביחס ל  ZYMVFINKהגנומי של RNA-ברמת ה 44-53%

וגם לאחר נורמליזציה , 11ההבדל מתגבר עד כדי פי  dpi 14-וב, (נעלם לאחר נורמליזציה

מתוצאות אלו עולה כי רמת הוירוס בצמח המודבק בוירוס האלים . 7פי -נשמר הבדל של כ

הוירוס מגיע . רוס המוחלש רמתו יורדת לאחר זמן מהנשמרת לאורך זמן ובצמח המודבק בוי

כמו כן עולה כי ההבדל בין . לפני הופעת תסמינים, dpi 5-לרמתו המכסימלית כבר ב

 standard error of±) 21%±8%-הוא הקטן ביותר ועומד על כ, dpi 5, התבדידים בזמן זה

means, SEM )יותר ב-ZYMVFRNK  (.ללא נורמליזציה)בממוצע 
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. ZYMVמחלישה את תסמיני המחלה של הוירוס  HC-Proשל הגן  FRNKמוטציה בתיבת . 2 יורא

ימים לאחר הדבקה  14-וב, 7, 5-ב ZYMVעלי קישוא מזן מעיין המציגים תסמינים סיסטמיים של 

-Non)עלים מצמחים בלתי מודבקים .  ZYMVFINKאו בוירוס המוחלש  ZYMVFRNKבוירוס האלים 

Inoc )ב. קורתמוצגים כב-A  עלים מהניסוי ממנו הופקRNA .B  עלים מניסוי אחר בזמן מאוחר יותר

(late .)

A

B

Late

A

B

LateLateLate
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Relative ZYMV accumulation (non-normalized)
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3B 

ZYMV relative accumulation, Cyclophilin normalized
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ZYMV relative accumulation, Cyclophilin normalized
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 ZYMVFRNK-בעלי קישוא מודבקים ב ZYMVגנומי של  RNAרמת הצטברות היחסית של . 3איור 

-ההצטברות היחסית של כל הדוגמאות היא ביחס ל(. FINK, ירוק) ZYMVFINK-או ב( FRNK, אדום)

FRNK  ביולוגית חזרהבבלתי מנורמל A .ניסוי ה-RT-Q-PCR באיור. דרכים שונות 2-המוצג נותח ב 

3A ,2ונותחה בשיטת , התוצאה לא מנורמלת לגן צמחי^-Ct 3-ובA ,אותו ניסוי מנורמל ל-Cyclophilin 

 days)בשלוש זמנים לאחר הדבקה ( B-ו A)הניסוי נערך בשתי חזרות ביולוגיות . Ct-^2 בשיטת 

post infection, dpi .)H מסמל צמח לא מודבק ,NTC (no-template control )ללא  מסמל בקורת

.  עלים מצמחים שונים 7-9כל חזרה ביולוגית מורכבת מאיחוד של . cDNAתבנית 

 

-HCדי לבדוק אם ישנם הבדלים ברמת החלבון כ, הגנומי RNA-נוסף על בדיקת רמות ה

Pro , וכבקורת גם רמות של חלבון המעטפתCoat protein (CP) , נעשה ניסויwestern-

blot ( 4איור .)5-נמצא כי ב dpi מות החלבון רHC-Pro רמות , לעומת זאת. היו דומות

מכאן (. לא מוצג) ZYMVFINK -ימים לאחר הדבקה ב 14-וב 7-נמוכות יותר של חלבון נצפו ב
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שאין לפסול את האפשרות כי בשלבים המאוחרים יש השפעה כמותית על התפתחות 

וכדי להפריד בין  HC-Pro-כדי להמנע מהשפעה כמותית של חלבון ה, כיוון שכך. התסמינים

שהוא כמעט חסר , dpi 5-העלה האמיתי הראשון ב, גורמי התסמינים לבין תולדותיהם

  .נבחר לאנליזה מעמיקה לכל אורך העבודהתסמינים 

 

 western-blot-ב, נבדקו( CP)ורמות חלבון המעטפת  HA-tagעם  HC-Proרמות . 4איור 

חזרות  3)כלל חלבוני הצמח הופקו מעלי קישוא  .מסומנים משמאלבעזרת הנוגדנים ה

( Non-inoculated, NI)מודבק -דוגמא מעלה קישוא בלתי. ימים לאחר הדבקה 5( לטיפול

צביעת . הקרוב( M)י הסמן "החצים מסמנים את המשקל המולקולרי עפ. הוטענה כבקורת

Ponceau התבצעה להדגים הטענה שווה .

 .תקה של הצמחעיכוב מערכת ההש .ב

ויראלי  siRNAאינה משפיעה על הצטברות  FRNKבתיבת  המוטצי .1.ב

הם חלבונים ויראליים שתפקידם ( RNA-silencing suppressors, RSS )מעכבי השתקה 

אלה יכולים . של הצמח RNAלמנוע את השמדת הוירוס בידי מערכת ההשתקה המבוססת 

כולל קשירה והפקעה של ( 'עיף הבס 1ראה טבלה )לפעול בשלבים שונים של התהליך 

siRNA .בין יתר תפקידיו, HC-Pro גם הוא RSS , ונמצא כי גם הוא קושרsiRNA (Merai 

et al. 2006).  הפעילות-RSS  שלHC-Pro של הגן בו  מופתה באופן גס לאזור המרכזי

של   FRNKכדי לבחון אם מוטציות בתיבת .FRNK (Plisson, 2003)נמצאת גם התיבה 

ZYMV  פוגעות ביכולת החלבון לפעול כמעכב השתקהin-vivo  תוכנן ניסוי הבוחן את רמת

-לצורך כך נעשה שימוש ב(. vsiRNA)שמקורם ברצפי הוירוס  siRNAההצטברות של 
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microarray (יפ'צ, א"דנ-שבב )עליו הודפסו גלאים אוליגונוקלאוטידיים המתאימים לגנום ה-

ZYMV  כמו גם לרצפיmiRNA ו-miRNA* (ראה פרק ג  .).יפ זה עבר היברידיזציה עם 'צ

cDNA  שנוצר ממקטעRNA ימים  5משקל מולקולרי שהופק מצמחים נגועים בוירוס -נמוך

נבחנו בעזרת   ZYMV-vsiRNAרמות. בשלוש חזרות ביולוגיות נפרדות, לאחר הדבקה

, נוקלאוטידים 13בחפיפה של ( tiling)נוקלאוטידים המרועפים  25סדרת גלאים באורך 

וגם בגדיל ( sense, plus strand)גם בגדיל המקודד  ZYMVומכסים את מלוא הגנום של 

(.  antisense, minus-strand)המשלים לו 

ימים לאחר  5. האלים והמוחלש ZYMV-מצמחי קישוא מודבקים ב vsiRNAהצטברות . 5איור 

שמקורם בגדיל  vsiRNAנמדדה הרמה המצטברת היחסית של , microarrayבעזרת , הדבקה

בצמחים  ZYMV-של גנום ה( minus strand, B)ושל הגדיל המשלים ( plus strand, A)המקודד 

סו גלאים הודפ microarray-על ה(. ירוק) ZYMVFINK-או ב( אדום) ZYMVFRNK -שהודבקו ב

, בגדיל המקודד ובגדיל המשלים ZYMV-בסיסים המכסים את כל גנום ה 25אוליגונוקלאוטדים באורך 

גלאים עוקבים מהגדיל המקודד והגלאים  193מוצגים באיור . בסיסים 13גלאים של ( tiling)בריעוף 

 P1ן לחלבו, UTR-'5-בסיסים המקודדים ל 2,437המשלימים להם מהגדיל המשלים המייצגים 

 A-הערכים ב. לשם פשטות מוצגת חזרה מייצגת אחת של הניסוי משלוש שנעשו. HC-Proולחלבון 

, 1בעלת ערך שרירותי של ( normalizer)מוצגים בקנה מידה זהה ומיוחסים לבקורת פנימית  B-וב

.  microarray-ביחס אליה נורמלו כל תוצאות ה
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 + reverse-complementary= זיווג)דילים גלאים מזווגים לכל אחד מהג 746הודפסו , כך

2nt 3' overhang .) רמותZYMV-vsiRNA נבחנו מ-RNA  ימים לאחר הדבקה  5שהופק

כדי . אך לא של אחרים( hotspots) מסויימים siRNAנמצא כי יש הצטברות של (. 5איור )

רירותי בין הטיפולים השונים נבחר באופן ש  vsiRNA-להשוות בין רמתם המצטברת של ה

 internal spike-in)של בקורת חיובית פנימית של הניסוי ( סיגנל)מרמת האות  10%הרף 

normalizer( ) 0.1הערך relative accumulation מהתוצאות עולה כי בצמחים (. באיור

בלתי מודבקים בוירוס אף גלאי לא נתן אות קרוב לערך הרף וכי הערך הממוצע היה נמוך פי 

, בבחינת הגדיל המקודד, ימים לאחר הדבקה 5חים המודבקים בוירוס בצמ. מהרף 85-כ

אך לעומת , חצו את הרףZYMVFINK -מהגלאים ל 26%-וZYMVFRNK -מהגלאים ל 21%

תצפית זו מדגימה . חצו את הרף בהתאמה 10%-ו 5%בבחינת הגדיל המשלים רק , זאת

. אלה מהגדיל המשליםמהגדיל המקודד מצטברת לרמות גבוהות יותר מ  vsiRNA-שרמת ה

שהצטברו מהגדיל  siRNAשהצטברו לא היו מזווגים עם  siRNA-נמצא כי ה, חשוב יותר

כלל אלא של גדיל אחד  siRNA-duplexהמשלים דבר המאפשר להסיק כי אין הצטברות של 

. זה duplex-שמקורו ב

האות עוצמת , מהגדיל המקודד, לאורך כל הגנום, vsiRNAבבחינת הרמה המצטברת של 

והוירוס המוחלש  ZYMVFRNKשל הגלאים שחצו את הרף היתה דומה בין הוירוס האלים 

ZYMVFINK ;25% רמתם המצטברת של , לעומת זאת. מהבקורת הפנימית בהתאמה 27%-ו

-מאשר ב ZYMVFRNK-שמקורם בגדיל המשלים היתה מעט גבוהה יותר ב vsiRNA-ה

ZYMVFINK ;20%  ניתן להסיק כי מוטציה ב מנתונים אלו .בהתאמה 13%-ו-ZYMV 

בשלב  vsiRNAעל הצטברות באופן מהותי הגורמת לאובדן תסמיני מחלה אינה משפיעה 

 .(dpi 5)מוקדם זה של ההדבקה 

בגדיל . מעניין לציין כי חלוקת הגלאים שחצו את הרף אינה אחידה לאורך גנום הוירוס

בגדיל המשלים לא הגיבו (. א מוצגל) UTR-'3-ולא ב UTR-'5-המקודד לא הגיבו גלאים לא ב

.  תוצאות אלו חזרו בכל שלוש החזרות הביולוגיות של הניסוי(. לא מוצג) UTR-'3-גלאים ב
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-HC של חלבון  עיכוב ההשתקהאינה פוגעת בפעילות  FINKה מוטציה .2.ב

Pro  שלZYMV .

 בו מתבטא החלבון N. benthamiana-כמעכב השתקה אופיינה במבחן ב HC-Proפעילות 

 Agrobacterium tumefaciensבעזרת פלסמיד בינארי המבוטא בחיידק  במנותק מהוירוס

שלו ושמקורו  'N-בקצה ה HA-tag-מסומן ב HC-Proחלבון . (Brigneti et al. 1998)מותמר 

פעילותם כמעכבי . שובטו לוקטור בינארי HCFINKוהחלבון המקביל ZYMVFRNK (HCFRNK )-ב

ועם פלסמיד  GFP-י הזרקתם לעלה יחד עם פלסמיד המבטא את חלבון ה"השתקה נבחנה ע

הגורם להשתקת ביטויו GFP (IR, inverted repeat )ראש של -המבטא מבנה דמוי סיכת

ואנליזה של , UV (A)-מוארים ב N. benthamianaבאיור נראים עלי (. 6איור ) GFPשל 

 GFPניתן לזהות רמה גבוהה של זהירת . שהופקו מהםsiRNA (C )-וה, (B)החלבונים 

סגול מיומיים לאחר ההזרקה כאשר זה מוזרק לבדו וזהירתו דועכת -תחת אור אולטרה

מלכתחילה  GFPלא ניתן לזהות  IRבנוכחות (. לא מוצג)ר ימים נוספים מאליה לאחר מספ

 GFPשל זו מעכב השתקה פעיל מונע השתקה  (.A6 ,GFP+IRאיור )כתוצאה מהשתקתו 

מהתוצאות עולה כי בנוכחות  .(עד נבילת העלה)ומונע דעיכת הזהירה לאורך זמן ממושך 

לא היה הבדל בין . GFPיטוי של יש דיכוי של מערכת ההשתקה ונראה ב HC-Proחלבון 

 GFP-וכמות חלבון ה, HCFRNKוטיפוס הבר  HCFINKפעילותם של המוטנט המוחלש 

שמקורו  HA-tag-מסומן ב HCנבחן גם חלבון , בניסוי נוסף(. 6Bאיור )שנמדדה היתה דומה 

וגם בניסוי זה לא נמצאה פחיתה , (9ראה איור ( )HCFRNA) ZYMVFRNA, במוטנט אחר

כדי לתת תשובה יותר כמותית נעשה מיהול פי עשרים של . ZYMVFRNK-ותו ביחס לבפעיל

מבלי להפחית ( EV, בפלסמיד שאינו מבטא דבר) HCFRNK-ו HCFINKהפלסמיד המבטא את 

פחתה באופן דומה ביחס  GFP-מהתוצאה עולה כי כמות ה. את כמות הרכיבים האחרים

-מאנליזה של רמות ה. HCFINKלבין  HCFRNKלמעכב הלא מהול וכי לא נראה הבדל כלל בין 

siRNA מהגדיל המשלים ל-GFP  ניתן לראות( 6איורC )כי רוב ה-siRNA  הנוצר בעלה הוא

מסקנה זו נובעת מכך שהגלאי תוכנן )בלבד נמוכה מאוד  IRשניוני כיוון שכמותו בנוכחות 

ן בהכרח נוצר שלא מוזרק לצמח ולכGFP [antisense ]-לזהות רק את הגדיל המשלים ל
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את  6C-השווה ב, מהגדיל המקודד המשועתק מהתבנית המוזרקת RDRי "בעלה ע

הנוצר  siRNA-כמות ה, בשלב זה של הניסוי, כמו כן(. GFP+IRלנתיב  IR-ו GFPהנתיבים 

-אף שישנה השתקה מסויימת כפי שניתן לראות מכמות חלבון ה), לבדו נמוכה מאוד GFP-מ

GFP 6, הנמוכה יותרB )רק שילוב של וGFP ו-IR  מביא להשתקה יעילה והצטברות גבוהה

 siRNA-יש מניעה של ההשתקה אך הצטברות ה HC-Proנמצא כי בנוכחות . siRNAשל 

 HCFRNK-ו HCFINKנמצא כי אין כל הבדל בין . ואפשר שאף מתגברת מעט, כלל אינה פוחתת

. siRNAגם בהצטברות 

 

עלי . FRNKאינה נפגעת עקב הפחתת מטען באתר  HC-Proפעילות מניעת ההשתקה של . 6איור 
N. benthamiana  הוזרקו עם ריכוזים שווים של תרביות חיידקי אגרובקטריום המכילים שילובים

 GFPראש של -מבנה דמוי סיכת, GFP: אלה ביטאו אחד מהרשימה. שונים של פלסמידים בינאריים
(IR) ,את חלבון ה-ZYMV-HC-Pro מאוחה ל-HA-tag  מהוירוס האלים(HCFRNK ) או מהוירוס

 HC-Proתרביות המבטאות (. Empty vector, EV)או פלסמיד ביקורת ריק ( HCFINK)המוחלש 
 A-ב. קבוע IR-ו GFPתוך שמירה על ריכוז , EVבתרבית המכילה ( 1/20)נמהלו גם פי עשרים 

הזמן , (agroinfiltration)ימים לאחר הזרקה  UV ,4מוצגים תצלומים של עלים שלמים תחת תאורת 
western-blot (B )זוהו בעזרת  HC-Proוחלבון  GFPרמות חלבון RNA (C .)-ו( B)בו נאספו חלבון 

החצים . GFPאו נגד  HA-tagוהוגבו עם נוגדנים מונוקלונליים נגד , בכמות תמצית צמחית שווה
 siRNAהצטברות HC-Pro (50 kDa .)ושל מונומר GFP (27 kDa )מסמלים את הגודל הצפוי של 

. לבאר μg total-RNA 10עליו הוטענו northern-blot (C )נבחנו בעזרת  GFP-שמקורם ב
גודל הוערך בעזרת אוליגונוקלאוטיד . רדיואקטיבי GFP-sense-strandהממברנה הוגבה עם תעתיק 

DNA  בסיסים  20באורך(nt ,מיקומו מסומן בחץ ) צבוע באתידיום ברומיד(EtBr .)ל צבוע ב'הג-EtBr 
 .מוצג כבקורת להטענה שווה tRNA-באזור ה
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, הגורמת בוירוס השלם לתסמינים מוחלשים HC-Proבחלבון מוטציה  ניתן להניח כי מכאן

במבחן  siRNA-ולא משפיעה על כמות ה, שלו ההשתקה עיכובמפחיתה את עוצמת  אינה

, 1סעיף ב) ודבק בוירוסשנוצרת בצמח מ vsiRNA-משפיעה על כמות ה כפי שאיננה ,בטבק

 .(5איור 

אחרים  Potyvirus-פעילות עיכוב השתקה ב .3.ב

. הם בעלי דמיון רב במעקובת חומצות האמינו Potyvirus-של קבוצת ה HC-Proחלבוני 

בני  44-של החלבון השלם מ[ Clustal-W alignment ,(Thompson et al. 1994)]בחפיפה 

מתקבל ששני החברים הרחוקים ביותר זה  GenBank-הקבוצה השונים שרצפיהם מצויים ב

והזהות הממוצעת , 84%שני הדומים ביותר , 36%ל אמיניות של מע' מזה הם בעלי זהות ח

באזור המרכזי הוא אחד ממספר  הנמצא FRNK-אתר ה. 47%-בין כל החברים היא כ

רק בארבע וירוסים  (.28ראה איור )אתרים שונים השמורים מאוד באזור זה בכל הקבוצה 

את המטען והשינויים משמרים תמיד  FRNKישנם שינויים בתיבת ( 44מתוך )מקבוצה זו 

.  ואת מיקומם( F/Y)אמינית הארומטית ' ואת הח( K/R)החיובי 

מפחיתה תסמינים אך לא משפיעה על  FRNK-כדי לבחון האם התופעה בה מוטציה באתר ה

נעשתה חזרה על  ניסוי עיכוב ההשתקה , היא כללית ZYMV-עיכוב השתקה כפי שנמצא ב

 Turnip mosaic virus (TuMV) ,Potato virus Yמהוירוסים  HC-Proבטבק עם  GFPשל 

(PVY) ,ו-Tobacco etch virus (TEV .)בניסוי זה ,GFP  ימים לאחר הזרקה  4נבדק

מטיפוס הבר   HC-ProFRNK(.9Aראה איור ) IRונמצא כי הוא הושתק במידה רבה גם ללא 

ראה , TEV-מוצגת התוצאה רק ל 9באיור )ל "היה כצפוי פעיל בכל שלושת הוירוסים הנ

לא היו , ZYMV-HC-ProFINKובניגוד לחלבון , לעומת זאת(. עבודת מסטר אלינה חרונסקי

, כמו כן. פעילים כמעכבים כלל TuMVאו  TEV ,PVYשל  HC-ProFINKהחלבונים המוטנטים 

איבדו את יכולתם להדביק את הפונדקאים שלהם  TuMVושל  TEVקלונים אינפקטיביים של 

 FRNKמכאן ששלמות אתר (. תוצאות לא מוצגות) FINK-כאשר נעשתה בהם המוטציה ל

מספיק מטען   ZYMV-אך ב, שונים Potyvirus-ב( RSS)הכרחית לתפקיד החלבון כמשתיק 

. באתר לפעילות זו( FRNAאו  FINK)חיובי יחיד 
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לבין חלבון  siRNA-ו miRNAאפיון ביוכימי של האינטראקציה בין  .ג

 HC-Pro. 

דו גדיליים  smRNAמידי קושר תצ ZYMV-HC-Proחלבון  .1.ג

מנגנון . למעכבי השתקה מוירוסים שונים מנגנונים שונים לשיתוק מערכת ההגנה הצמחית

 smRNA)גדיליים -דו smRNAהמצוי במספר משפחות שונות הוא קישור של תצמידי 

duplex ) וכנראה הפקעתם(sequestration )של ה-siRNA  הפעילים תוך מניעת פעילותם

 siRNAגדילי של -יכול לקשור תצמיד דו HC-Proכי גם  שלאחרונה התגלהמאחר . RISC-ב

(siRNA duplex) (Lakatos et al. 2006; Merai et al. 2006)  נבחנה האפשרות כי

 Electromobility)מבחן מוטציה הגורמת לפחיתה בתסמינים משפיעה על קישור זה בעזרת 

Shift Assay [EMSA .)] נבחנו הקישור הפיזי ביןHC-Pro  של לבין תצמידים מלאכותיים

smRNA הסוג הראשון(. 7איור ) משני סוגים גדיליים מזורחנים-דו ,( 7איורA) ,

miRNA/miRNA*-like duplex ,מבוסס על זווגmiR16   האנושי יחד עםmiR16*  האנושי

מושלם כך שבסיס בלתי מזווג אחד יוצר -לים משלימים זה לזה באופן בלתיובו שתי הגדי

בסיס אחד מצוי בזיווג שגוי , (insertion-deletion [indel])שבירה של המבנה ההליקלי 

סוג זה בא (. 7Aאיור ) G-Uושתי בסיסים נוספים מצויים בזווג , (simple mismatch)פשוט 

בסוג . miRNA precursor-כפי שהוא נחתך מטבעי  miRNA/miRNA* duplexלדמות 

-משלים מדוייק ל-הוחלף בגדיל הופכי  *siRNA-like duplex,miR16,(7Bאיור ) ,השני

miR16 . סוג זה בא לדמותsiRNA כפי שהוא נחתך מ-dsRNA בשני הסוגים ישנה . מושלם

( di-nucleotide 3'-overhang)של כל גדיל  '3בסיסים חד גדיליים בקצה  2תוספת זהה של 

. כפי שהם קיימים בטבע
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( דופלקס)תצמיד EMSA( .A )גדיליים למבחן קישור -דו RNAגלאי  .7איור 

miRNA/miRNA* טיבעי המורכב מ-miR16  ומ( ירוק)אנושי-miR16* (שחור ) כפי שהם

-לת את מיקומה של איכוכבית אדומה מסמ. pre-miR16מתקפלים ונחתכים יחד מתעתיק 

אדום מסמן את מיקומו של שבירת מבנה הליקלי  X-ו, (simple mismatch)התאמה פשוטה 

(insertion-deletion [indel] .) זוגותG-U מסומנות כהתאמה .

(B ) דופלקס דמויsiRNA מלאכותי המורכב מ-miR16  ומגדיל משלים לו ( ירוק)האנושי

(. שחור) Dicerי "כפי שהיו צפויים להחתך ע '3צד  בסיסים בולטים מכל 2בדיוק מלבד 

 

עם  in-vitroי הדגרתם "נעשו ע HC-Pro-המסומנים ל smRNA-ראקציות קישור תצמידי ה

 N. benthamianaעם תמציות עלי , או לחלופין, תמציות מעלי קישוא מודבקים בוירוס

, ניסוי בקישואיםב. HC-Proאליהם הוזרק חיידק אגרובקטריום המכיל פלסמיד המבטא 

(. 8איור . )HC-Pro-שונים בהם הוכנסו מוטציות שונות ב ZYMVהודבקו הצמחים בתבדידי 

-בהשוואה ל ZYMVFINKנבחנה המוטציה miRNA-like duplex -בראקציית קישור ל

ZYMVFRNK (8איור ( )טיפוס הברA.) בכדי להקל על כימותו של חלבוןHC-Pro  בניסוי זה ,

בשלוש מהחזרות לכל טיפול וכבקורת נעשתה  HA-tag-שלו ב 'N -ה הסומן החלבון בקצ

. HA-tagחזרה אחת ללא 
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תמציות עלי קישוא . RNA-duplexמעורבת בקישור  ZYMV-HC-Proשל   FRNKתיבת  .8איור 

רקומביננטי  ZYMV-או מצמחים מודבקים ב, (B-ו A) ZYMV-מצמחים מודבקים ב EMSA-הוכנו ל

 miRNA/miRNA* duplexנעשה קישור לגלאי  A-ב. ימים לאחר הדבקה 5( D-ו C)המבטא גן זר 

 3נלקחו  B-וב A-ב(. 7Bאיור ראה ) siRNA-like duplexנעשה קישור לגלאי  C-וב( 7Aאיור ראה )

או המוחלש , ZYMVFRNKהאלים , דוגמאות עלים מצמחים מודבקים באחד משתי התבדידים

ZYMVFINK , הנושאיםHC-Pro מאוחה ל-HA-tag ,ל ללא "דוגמא אחת מצמח המודבק בתבדיד כנ

tag , ודוגמאת בקורת בלתי מודבקת(Non-Inoc .)

או  GFPרקומביננטי המבטאים  ZYMV-נראות דוגמאות מייצגות מעלי צמחים מודבקים ב D-וב C-ב

המצויינות  FRNKוהמכילים את המוטציות באתר , (CMV-Fnyשל הוירוס  RSS-ה) 2bאת החלבון 

. בראש העמודה

ן כבקורת ללא גלאי הוטע. מסומנים בחצים( free)וגלאי חופשי ( bound)גלאי רדיואקטיבי קשור 

מסמן חלבון או קומפלקס צמחי אנדוגני משוער שלעיתים קשר את  §(. duplex)תמצית צמחית 

. HC-Proהגלאי גם בהעדר וגם בנוכחות 

עם נוגדנים מונוקלונליים , D-וב B-לכל ניסוי ונראות ב western-blot-כמויות החלבון נמדדו לבקורת ב

החצים מסמלים את . בהתאמה ZYMV-CPונגד  ZYMV-HC-Proאו פוליקלונליים נגד  HA-tagנגד 

נעשתה  Ponceauצביעת HC-Pro (50 kDa .)ושל מונומר CP (32 kDa )הגודל הצפוי של 

. כביקורת להטענה שווה של חלבון

 

( ומכאן נקשר)ל בפרקציה שלא עוכבה בצמח בריא 'עוכב בג miRNA-like duplexנמצא כי 

 ZYMVFINK-תמציות מצמחים מודבקים ב, עומת זאתל. ZYMVFRNK-בצמחים מודבקים ב

(. 8A, 8Cאיורים )לעיתים קרובות ברמות בלתי ניתנות לזיהוי , duplexקשרו הרבה פחות 

אך קומפלקס , duplex-ל HC-Proהיה קישור בין  tag-ללא ה ZYMVFRNKגם בתמצית של 

 duplexנדוגני קושר חלבון או קומפלקס צמחי א .ל מסיבה לא ידועה'זה נדד לאט יותר בג

ל גם בדוגמאות של 'נראה לעיתים קרובות בג HC-Proהנודד מהר מהפרקציה המכילה 

(. 10, 9ראה גם איורים , §-מסומן ב)בדוגמאות מודבקות בוירוס צמחים בלתי מודבקים וגם 

איור ) HA-tagתוך שימוש בנוגדנים נגד  western-blotבעזרת  HC-Pro-כימות חלבון ה

8B )החלבון כי כמות  הראה-HC-Pro דומה בצמחים המודבקים ב- ZYMVFRNK וב-

ZYMVFINK .ת של כי הקישור הפחוּ ראהתוצאה זו מZYMVFINK ל-duplex  אינו נובע מרמות

. HC-Pro חלבון מופחתות של
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 קישואנצפתה בתמציות עלים שמקורן גם בעלה  HC-Pro י חלבון"ע duplexפעילות קישור 

ללא  המבטאים את החלבון ביתר N. benthamianaגם בצמחי  אך, רכאמו נגוע בוירוס

ניסויים אלה איפשרו לבחון  .בעזרת אגרואינפילטרציה )10, 9ראה איורים ) נוכחות הוירוס

. קישור ופעילות מניעת השתקה במקביל תוך ייצור כמויות חלבון גדולות לניסויים כמותיים

 smRNAקישור יעיל של ל FRNKדרושים שתי מטענים חיוביים באתר  .2.ג

duplex 

מוטציה המשמרת בוירוס עם ו, ZYMVFRNK, וירוס האליםודבקים במבתמציות עלה קישוא 

איור ) siRNA-like duplexנמצא קישור חזק של  ,ZYMVFKNK (R180K), את המטען החיובי

8C) .וירוס זה ,ZYMVFKNK  אלינה חרונסקי )היה בעל תסמינים אלימים כמו טיפוס הבר

-קשרו את ה ZYMVFRNA-ו ZYMVFINKמוטציות בהם המטען הופחת כגון (. בודת מסטרע

duplex  (אם בכלל)במידה פחותה ( 8איורC .) הוירוסZYMVFRNA , בו המטען מופחת

ובעל רמות דומות של   ZYMVFINKהיה בעל תסמינים מוחלשים כמו , (K182A)במיקום חדש 

נעשה שימוש בוירוס המבטא את הגן הזר  8C-ג בבניסוי המוצ. .(חרונסקי א)וירוס בצמח 

GFP 2כאשר בוטא הגן הזר . אשר שימש כבקורת בלבדb , שהוא מעכב השתקה חזק

נתקבלו ( המוחלש) HC-ProFINKיחד עם , Cucumber mosaic virus (CMV)מהוירוס 

לא השתנה  duplex-ל HC-Proהקישור של . ](Wang et al. 2004)ראה [תסמינים אלימים 

.  למרות התסמינים האלימים והיה חלש ביותר אם בכלל, 2bהנוסף  RSS-בנוכחות ה

 .Nנעשו ניסויי קשירה בתמציות עלי נוסף על הניסויים בצמחים מודבקים בוירוסים 

benthamiana , בחיידקי אגרובקטריום המבטאים את החלבון  ימים לאחר הזרקה 3שהופקו

HC-Pro  ל ניסויים אלו נערכו גם. (9איור )במנותק מהוירוס-  siRNA-like duplex( איור

9B ) לוגם- miRNA/miRNA*-like duplex ( 9איורC) .
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 מפחיתה קישור ZYMV-HC-Proהחלפת חומצות אמיניות טעונות חיובי בשתי אתרים שונים של . 9איור 

ZYMV-HCהחלבונים ( A. )מבלי לפגוע בפעילותו כמעכב השתקה RNAתצמיד 
FINK

ZYMV-HC-ו 
FRNA

 

TEV-HCבעוד החלבון , פעילים כמעכבי השתקה N. benthamianaהמבוטאים ביתר בעלי 
FINK

. אינו פעיל 

בטאים ביתר לעלי הצמחים הוזרקו תרביות אגרובקטריום המכילים שילובים שונים של פלסמידים בינאריים  המ

 ZYMV-החלבונים מ. המצויינים מעל תצלומי העלים יחד עם המוטציות המתאימותHC-Pro (HC )את חלבוני 

dpi (ZYMV .) 7או dpi (TEV ) 4-ב UVתצלומים של עלים מנותקים נלקחו תחת . HA-tag-מאוחים ל

כל התרביות . GFPמסמל פלסמיד המשתיק  IR. מראה את דגם ההזרקה לעלה Aהדיאגרמה מימין לפנל 

תמציות . מבחן קשירה( C-ו B. )0.5של  OD600-ל( EV)נמהלו אחת בשניה או בתרבית שאינה מבטאת דבר 

בלבד או מצמח  EV-או מצמח מוזרק ב, A-בלבד מעלה נפרד מאותם צמחים המצולמים ב HC-עלים מוזרקים ב

או siRNA (B )של גלאי דמוי  nM 5ם שנערכה ע EMSA-ימים לאחר הזרקה ל 3נלקחו ( uninoc)בלתי מוזרק 

חלבון צמחי אנדוגני קושר  §-גלאי חופשי ו Free, מסמל גלאי קשור miRNA/miRNA* (C .)Boundעם גלאי 

.  עם הנוגדנים המצויינים western-blot-אותם תמציות נלקחו גם לEMSA( .D )-דופלקס שנראה לעיתים ב
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קשרו את שתי  TEV-HCFRNKגם לשם השוואה ו  ZYMV- HCFRNKתמציות עלה המכילות

(. רוויה של החלבון ביחס לתצמיד)עד הִתכָּלוּת כל הגלאי החופשי  סוגי התצמידים כמעט

ראה )ברמה נמוכה בהרבה  ZYMV-HCFINK-התקבל גם ב siRNA-like duplexקישור של 

 ההבדל שנצפה בין תמציות. TEV-HCFINK-זיהוי באך כלל לא היה ניתן ל, (B10איור גם 

-בכמות החלבון כפי שניתן לראות ב לא נבע מהבדל ZYMV-HC-Pro-העלה המוזרקות ב

western-blot ( איורD9 .)רמות חלבון ה- ZYMV-HCFINK 1.1-הוערכו כ μg/lane  לעומת

ZYMV-HCFRNK 1.7-שהוערכו כ μg/lane   שימוש בסידרת מיהולים של תוךZYMV-HC-

Pro החלבון המוטנטי רמות, זאת לעומת. מנוקה TEV-HCFINK  היו נמוכות בערך פי עשר

כדי להראות שההבדל בקישור אינו נובע מהבדל . TEV-HCFRNK טיפוס הבר מאלו של

 siRNA-likeונמצא שהוא עדיין קושר  TEV-HCFRNKבכמות גרידא נעשה מיהול פי מאה של 

duplex (תוצאה לא מוצגת .)הוירוס , כאמור, ל"בהתאמה לתוצאות הנTEVFINK  גם אינו

. אינפקטיבי

חזק במבחן  RSS-שמרה על פעילותה כ ZYMV-HCFINKכפי שהמוטציה 

כך גם , אך קשרה רמות נמוכות מאוד של תצמיד N. benthamiana-האגרואינפילטרציה ב

-היתה פעילה כ ,בה המטען הופחת במיקום שונה באותה תיבה, HCFRNAנמצא כי המוטציה 

RSS  חזק וגם היא קשרה רמות נמוכות מאוד שלduplex  אם בכלל( 9איורB, C .)

נמצאה התאמה בין עוצמת קישור לתסמינים הנגרמים מוירוס הנושא את המוטציה , מכאן

עוצמת שימור מסייעים ל FRNKבתיבת  נים החיובייםמטעה וניתן לומר ששתי, האמורה

קישור מופחת גורם למטען מופחת חריפים וכי  תסמינים עםונמצאים בקורלציה קישור ה

 .םחלשיתסמינים  ונמצא בקורלציה עם

 

קינטיקת קישור  .3.ג

אינפילטרציה -בעזרת אגרו N. Benthamiana-ב ZYMV-HC-Proרמת הביטוי של חלבון 

ולכן נבחרה מערכת זו למבחנים , היתה גבוהה בהרבה מזו שבצמחי קישוא מודבקים בוירוס

י קישור עודף "אופיינה ע siRNA-like duplex-ל HC-Proעוצמת הקישור של . יםביוכימי
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duplex  עם כמותHC-Pro נמהלה תמצית עלי , לשם כך. משתנהN. Benthamiana  מרכוז

HC-Pro 103×3  -התחלתי של כ nM ,0.6 -באופן סדרתי ל nM  HC-Pro , 4.8הודגרה עם 

nM siRNA-like duplex יטה של והקישור נבחן בשEMSA ( איורA10 .)

 

 באפיניות גבוהה בהרבה מחלבון siRNAקושר דופלקס  ZYMV-HCFRNKחלבון . 10איור 

ZYMV-HCFINK( .A ) סידרת מיהולים של תמציות עליN. benthamiana  המבטאות את

בתמונה בתוך . siRNA-like duplexגלאי  nM 4.76עם  EMSA-נבחנו ב HCFRNKהחלבון 

הדוגמאות נמהלו בתמציות עלה שהוזרק עם פלסמיד שאינו . מייצג EMSA ל'הגרף מוצג ג

חושבה ( גרף קווי) Hillעקומת . המצויינים מעל הבארות HC-Proלריכוזי ( EV)מבטא דבר 

עוצמת האות כומתה מתמונה שהתקבלה ממכשיר . ניסויים 4ממוצעיהם של 

phosphorimager  בעזרת  התוכנהImageJ . עקומתHill כים הביוכימיים שהתקבלו והער

מוט השגיאה מראה את סטיית התקן . Origin 7.5יוצרו בעזרת התוכנה ( שמאל למעלה)

מבחני תחרות Hill (apparent Hill coefficient( .)B,C )מסמל את מקדם  n. לארבע חזרות

עורבב מראש  32P-γ-מזורחן ב siRNA-like duplexגלאי תצמיד . EMSA-הומולוגיים ב

 לאמזורחן  siRNA-like duplexעם ריכוזים שונים של תצמיד  nM 4.54ז של לריכו

 HCFRNKהמבטאות  N. benthamianaוהודגר עם תמצית עלי ( cold)רדיואקטיבי מתחרה 

( B)בלתי מהולה  HCFINKמבחני התחרות נערכו עם תמצית . HA-tag-מאוחים ל HCFINKאו 

מיהול בתמצית צמח בלתי ( )HCFRNK (Cשל  50או בתמצית מהולה פי , (μM  2בריכוז )

ללא  ds-smRNAותצמיד ( neg)תמצית מצמחים בלתי מודבקים (. nM 60ריכוז של , מוזרק

מסמן חלבון או קומפלקס צמחי אנדוגני משוער  §. הורצו כבקורות( dup)דוגמא צמחית 

. HC-Proשלעיתים קשר את הגלאי גם בהעדר וגם בנוכחות 
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 HCFRNKשהתקבלה מממוצע של ארבע ניסויים הראתה כי הקישור של החלבון  Hillעקומת 

לא . בתנאי הניסוי( A10איור ) nM 150של בערך  Kmקואפרטיבית עם קבוע קישור -היא לא

( nM 103×2בערך )בגלל שקישור בריכוז ההתחלתי HCFINK -היה ניתן לחשב קבוע זה ל

. הול של פי חמש בלבד גרם לאובדן יכולת זיהוי הקישורוכי מי, היה נמוך בהרבה מרוויה

-'Nבוטאו חלבונים עם , מנוקה HC-Proבניסיון לערוך מבחנים ביוכימיים נוספים עם חלבון 

HA-tag  ועםN'-His-tag .י השקעה "חלבונים אלו נוקו בקולונות יעודיות או הועשרו ע

(immuno-percipitation )ות שהיו פעילים לפני הניקויאך למר, בנוגדנים ספציפיים /

 EMSA-במבחן ה siRNA-like duplexחלבונים אלו איבדו את יכולתם לקשור , ההעשרה

(.  תוצאות לא מוצגות)לאחריו 

 ושל HCFRNKבין עוצמות הקישור של הספציפיות ולהדגיש את ההבדלים כדי להדגים את 

HCFINK  רההתח, בניסוי זה .הומולוגית-תחרותנערך ניסוי של siRNA-like duplex מזורחן ,

בניסוי מסוג זה על החלבון "(. חם)"עם הקישור של אותו גלאי מסומן , "(קר)"לא רדיואקטיבי 

בגלל הקישור החלש . וזה מוכנס בעודף גדול, (הגלאי, הדופלקס המסומן)להיות רווי בליגנד 

חלבון תמצית בנעשה שימוש נשארה כמות גדולה של גלאי חופשי גם כאשר , HCFINKשל 

איור ) μM 2-כב( נפרד western-blotבניסוי )הוערך בה  HC-Proשריכוז , הבלתי מהול

B10 .) כדי להבטיח רוויה גם שלHCFRNK  עםduplex נעשה מיהול . היה צורך למהול אותו

 nM 60-וריכוז זה הוערך בכ,  (בתמצית מצמח בלתי מודבק) מהריכוז ההתחלתי 50פי  של

. (C10איור )

ובה התקבלה פחיתה מועטה , בין שני ניסויים אלה התקבלה תמונה דומה למדיבהשוואה 

קר  100אשר דעך עוד ביחס ו( קר nM 45)חם  1-קר ל 10באות הגלאי הקשור ביחס נפחים 

שכדי להגיע , מכאן .כאשר האות היה קרוב בשניהם לסף הזיהוי, (קר nM 455)חם  1-ל

היה צורך  HCFINK-ו HCFRNKבידי החלבונים  דומה siRNA-duplexלקשירת כמות 

תצפית , HCFRNK-מאשר ב HCFINK -יותר גבוה ב 33להשתמש בריכוז חלבון בערך פי 

 .smRNA-duplexהמדגימה את חשיבותו של המטען בקישור 
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הופעת בקישוא אשר קשורים ל שלהם המטרה-וגני microRNA-זיהוי  ה .ד

 .התסמינים

  *miRNA/miRNAהצטברות תצמידי  .1.ד

כיוון שוירוסים יכולים לגרום לתסמינים הדומים לצמחים בעלי מוטציות בגנים שונים הקשורים 

וזו מבוססת , (Lobbes et al. 2006)( PTGS)שלאחר שעתוק  למערכת הבקרה העצמית

נעשו ניסויים הבודקים את , ta-siRNA (Brodersen and Voinnet 2006)-ו miRNAעל 

השתקה מוירוסים שונים של -כי מעכבי נתגלהזה מכבר . רמתם בעת הדבקה ויראלית

 ;miRNA (Mallory et al. 2002עשויים לגרום לשינויים ברמות כן א, HC-Proובהם , צמחים

Kasschau et al. 2003) .היה חשוב לבדוק את רמתם בעת הדבקה ב, לכן-ZYMV . כדי

נעשה שימוש בכלי המאפשר , מעורבים ביצירת התסמינים הויראליים miRNA-להסיק אם ה

, לבין מנגנון המוביל לתסמינים, להבדיל בין תגובה כללית המושרית בצמח בתגובה לפתוגן

והוירוס שכמעט אינו משרה  ZYMVFRNKוהוא ההשוואה בין צמחים המודבקים בוירוס האלים 

. ZYMVFINKתסמינים 

שמורים אף בין  miRNAישנם מספר רב של  ,אף שלא קיים כמעט מידע גנומי מקישוא

כדי לבחון מי מהם אכן קיים בעלי . (Zhang et al. 2006a) צמחים מרוחקים אבולוציונית

מושפעות ממוטציה מפחיתת  *miRNA-ו miRNAולברר אם הרמות המצטברות של , קישוא

הצמחיים שהיו ידועים בזמן הניסוי  miRNA-נבחנו רמתם של כל ה,  FRNKמטען בתיבת

ובפרק  1בשתוארו בסעיף  microarrays-החזויים שלהם בעזרת ה *miRNA-ושל רצפי ה

מצמחי קישוא   smRNA-הוגבו עם תוצרי פרקציית ה microarrays-ה. 3)דסעיף (ות השיט

כבקורת . בשלוש חזרות ביולוגיות ZYMVFINK-או ב ZYMVFRNK-ימים לאחר הדבקתם ב 5

 (.11איור )נלקחו דגימות מצמחים בלתי מודבקים 
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ים לאחר ימ 5נבחרים בצמחי קישוא  *miRNA-ו miRNAרמות הצטברות של . 11איור 

עליו הודפסו ( 5הזהה לזה שבאיור ) microarrayרמתם נמדדה בעזרת . ZYMV-הדבקה ב

עמודות , non-inoc)צמחי קישוא בלתי מודבקים . גלאים אוליגונוקלאוטידיים מתאימים

, ZYMVFINK (FINK-או ב( אדום, FRNK) ZYMVFRNK-הושוו לצמחים מודבקים ב( לבנות

( relative accumulation)ההצטברות היחסית . ות בלתי תלויותבשלוש חזרות ביולוגי( ירוק

 smRNA-פרקצית ה. אליה נורמלו התוצאות, "1"היא ביחס לתעתיק בקורת פנימית שערכה 

מוט  .צמחים לכל טיפול 9עד  7היתה מצירוף של  microarray-שסומנה והוגבה עם ה

 nd (not. החזרות משלושת( SEM)השגיאה מסמל את טווח שגיאת תקן הממוצעים 

detected )העליון, האיור מחולק שרירותית לשתי חלקים. מסמל רצף שלא זוהה ,A , ובו

-בו יחס ה, B, והתחתון, או יותר 3בפי  FINK-מזו שב FRNK-גבוהה ב *miRNAהצטברות 

miRNA* 3ל גבוה בפחות מפי "הנ   .

 

ויים להיות שמורים רבים שהיו חז miRNAמניתוח תוצאות ההיברידיזציה עולה כי 

רבים  miRNAרמתם של (. 11איור )אבולוציונית אכן התבטאו ברמות גבוהות בעלי קישוא 
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 5השווה איור ( )vsiRNA)ממקור ויראלי  siRNA-הגיעו לערכים גבוהים בהרבה מערכי ה

כלשהו  vsiRNA-הערך הגבוה ביותר שהתקבל ל, לדוגמא(. סולם הסקאלה זהה, 11לאיור 

. 7-שהתבטא ברמה גבוהה הגיע לערך של כ miR159-ו 1-ווה להיה בערך ש

זיווג בודד -הראו כי השיטה רגישה מאוד לאי microarray-בקורות פנימיות של ה, יתר על כן

(single-base mismatch ) תוצאה )באות המתקבל  21וכי זה גורם לפחיתה של יותר מפי

, והגיבו microarray-שהיו זמינים ב תכונה זו איפשרה להעריך מתוך הרצפים(. לא מוצגת

 .החזויים דומים ביותר לאלה הקיימים בפועל בקישוא *miRNA-ומה miRNA-איזה מה

 שרמתם נותחה בעבודהנבחרים  *miRNA-ו miRNAרצפי  .  4 טבלה

 

שם רצף תצמיד אבטיפוס
@
אורך,  רצף המטרה  

 בסיסים
miR156 zma-miR156j UGACAGAAGAGAGAGAGCACA 21 

miR156* 
miR156/156* 

S-ptc-MIR156j UGUGCUCUCUAUGCUUCUGUCA 22 

miR157 ath-miR157d UGACAGAAGAUAGAGAGCAC 20 

miR157* 
miR157/157* 

S-ath-MIR157d AUGUGCUCUCUAUGCUUCUGUC 22 

miR159 ath-miR159b UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUU 21 

miR159* 
miR159/159* 

S-ptc-MIR159c UGGAGCUCCUUGAAGUCCAAUA 22 

miR165 ath-miR165a UCGGACCAGGCUUCAUCCCCC 21 

miR165* 
miR165/165* 

S-ath-MIR165a GGGGAAUGUUGUCUGGAUCGAG 22 

miR166 sbi-miR166a UCGGACCAGGCUUCAUUCCC 20 

miR166* 
miR166/166*Y 

Csat-miR*166Y GGAAUGUUGGCUGGCUCGAGG 21 

miR166 sbi-miR166a UCGGACCAGGCUUCAUUCCC 20 

miR166* 
miR166/166*X 

Csat-miR*166X GGAAUGUUGUCUGGCUCGAGG 21 

miR167 ptc-miR167f UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU 21 

miR167* 
miR167/167* 

S-ath-MIR167d UACUAGGUCAUCCUGCAGCUUC 22 

miR168 ath-miR168a UCGCUUGGUGCAGGUCGGGAA 21 

miR168* 
miR168/168* 

cmelo-mir168* CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU 21 

miR171 osa-miR171b UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC 21 

miR171* 
miR171/171* 

S-osa-MIR171d GAUGUUGGCCCGGCUCACUCAG 22 

miR390 ath-miR390a AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 21 

miR390* 
miR390/390* 

S-ath-MIR390a UGGCGCUAUCCAUCCUGAGUUU 22 

miR396 ath-miR396a UUCCACAGCUUUCUUGAACUG 21 

miR396* 
miR396/396* 

S-osa-MIR396c AGAGGGUCAAGAAAGCUGUGGG 22  
 zma=Zea maize , ptc=Populus trichocarpa, ath=Arabidopsis thaliana, osa=Oryza @ :מקרא

sativa, sbi=Sorghum bicolor ,csat=Cucumis sativus ו- cmelo=Cucumis melo. .S-  מסמל רצף
 .כוכבית חזוי

 

הרצפים אשר הגלאי להם נתן את האות בעל העוצמה הגבוהה ביותר בדוגמאות 

ZYMVFRNK ללא התייחסות לאורגניזם המקור, 4מוצגים בטבלה  מבין רצפי האבטיפוס ,

תוצאות (. קו תחתון)אן מוצגים שני רצפים בעלי הבדל אחד כ, (באפור) *miR166מלבד 

ויחסי מוצגים הקיפולים  13איור ב. miR166*Y-הם ל  11-ו 10הניסויים המוצגות באיורים 
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 ./http://microrna.sanger.ac.uk .-ב ושמותיהם מקור הרצפים. של  שניהםההצטברות 

ובמיוחד באלה , שזוהו היו גבוהות בצמחים מודבקים *miRNA-ו  miRNAרמות, אופן כלליב

נמצאו הבדלים . מודבקים-מאלה שבצמחים בלתי, ZYMVFRNKהמודבקים בוירוס האלים 

כ "שהיו בולטים במיוחד ביחס להבדלים הקטנים יותר שנראה בד *miRNA-גדולים ברמות ה

שהצטברו היו בדרך כלל נמוכות מאוד  *miRNAרמות (. 11איור )עצמם  miRNA-ברמות ה

בצמחים  *miRNAכיוון שרמתם של . יציבותם בתא-כצפוי מאי, בצמחים לא מודבקים

מודבקים היתה תמיד גבוהה מזו שבצמחים לא מודבקים אפשר להסיק כי ההדבקה מונעת 

.  את פירוקם

 ZYMVFRNK-מודבקים בבצמחים  *miRNAנמצאו הבדלים ניכרים בין רמתם המצטברת של 

 *miRNAרמות , בקבוצה זו. A11בקבוצה המוצגת באיור  ZYMVFINK-לאלה המודבקים ב

, לדוגמא. ZYMVFINK-מאלה המודבקים בZYMVFRNK -היו גבוהות בצמחים מודבקים ב

  19.7בין טיפולים אלה היה פי  *miR159ברמות המצטברות של ( n-fold)ההבדל הממוצע 

(standard error of means [SEM], ±7.6) ,ול-miR166*  10.1פי (SEM, ±4.8( ) איור

A11 .) בקבוצה שניה שלmiRNA*  המוצגת באיורB11 ,לדוגמא. ההבדלים היו קלים יותר ,

לבין אלה  ZYMVFRNK -בצמחים מודבקים ב  *miR168ההבדל הממוצע בין הצטברות

(. B11יור א)בלבד ( SEM, ±0.2) 1.3היה פי  ZYMVFINK -המודקים ב

כדי לאשש את התוצאות ולעקוב אחר קינטיקת ההצטברות כתלות במשך הזמן שלאחר 

יום לאחר  14-ו 7, 5-ב *miRNA/miRNAהדבקה נבדקו רמתם המצטברת של מספר זוגות 

רצפים אלה נכללים בשתי קבוצות (. 12איור ) northern-blotי שימוש בטכניקת "ההדבקה ע

מפחיתה מאוד את הצטברות  FINKזו שהמוטציה , לעילהמתוארות  *miRNA/miRNA-ה

-וזו שהמוטציה מאפשרת את הצטברות ה( A11איור )ביחס לטיפוס הבר  *miRNA-ה

miRNA*  בדומה לטיפוס הבר( איורB11) , כאשרmiR159/mir159* ו-miR166/miR166* 

 .בקבוצה השניה *miR168/168 -נכללים בקבוצה הראשונה ו

http://microrna.sanger.ac.uk/
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-ו miRNAעל הצטברות לאורך זמן של  FRNKת הפחתת המטען בתיבת השפע. 12 איור

miRNA* 159 ,166 בעלי קישוא מודבקים ב 168-ו-ZYMV .Northern-blot  שלRNA 

ZYMVFINK(FI ) -ובZYMVFRNK (FR )-צמחים מודבקים ב, (H)מצמחים בלתי מודבקים 

 μg 20או  10. רמותהמצויינים משמאל לאוטורדיוג smRNA-הוגבו עם גלאים משלימים ל

מצויינים ( dpi)ימים מהדבקה . צמחים לכל טיפול הוטענו לבאר 8-שהופק מ total-RNAשל 

לים 'הג 6-מאחד מ tRNA-של אזור ה( EtBr)צביעה באתידיום ברומיד . בראש התמונה

. הזהים מוצגת כבקורת להטענה שווה

 
 

 

H FI FR H FI FR H FI FR
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miR 168
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RNA  הופק מהעלה האמיתי הראשון של קבוצה של צמחי קישוא מודבקים באחד משני

ימים לאחר הדבקה ומהעלה השלישי או  7מהעלה השני , ימים לאחר הדבקה 5הוירוסים 

 RNA-רמות ה. בזמן המקביל( H)ימים לאחר הדבקה ומצמחים בלתי מודבקים  14הרביעי 

נמצאה רמה . )לא מוצג, HC-Proאך לא חלבון ) dpi 5-היו בשיאם כבר ב( 3איור )הויראלי 

ורמתם היתה דומה בצמחים , (12איור )בעלי קישוא miR166 ושל   miR159גבוהה של

-ו *miR159, המקבילים *miRNA-ה, לעומתם. מודבקים ובצמחים בלתי מודבקים

miR166* ,וירוס היו כמעט בלתי ניתנים לזיהוי בצמחים לא מודבקים או בצמחים מודבקים ב

אך הצטברו לרמות גבוהות מאוד בצמחים מודבקים בטיפוס הבר  ZYMVFINKהמוחלש 

ZYMVFRNK .רמתם המשיכה להצטבר בצמחים מודבקים ב- ZYMVFRNK 14-וב 7-גם ב 

.  ימים לאחר הדבקה

הצטבר בעלי צמחים בלתי מודבקים ונמצא כי הדבקה בכל אחד משני  miR168, לעומת זאת

בצמחים  miR168ימים לאחר הדבקה רמות  7-וב 5-ב. יה בהצטברות זוהוירוסים גרמה לעל

ימים   14-אך ב, ZYMVFINK-היו דומות לאלה שבצמחים מודבקים בZYMVFRNK -מודבקים ב

בעלים בריאים (. 12איור ) ZYMVFRNK-לאחר הדבקה היתה ההצטברות גבוהה יותר ב

המודבקים בוירוס האלים  אך בצמחים, כצפוי *miR168זוהתה כמות נמוכה מאוד של 

ZYMVFRNK  וגם בצמחים המודבקים בוירוס המוחלש ZYMVFINK הוא הצטבר לרמות

לא נמצא הבדל מהותי ברמות ההצטברות *miR166 -ול *miR159-בניגוד ל. גבוהות מאוד

-ב. ימים לאחר הדבקה 7-וב 5-בין צמחים מודבקים בשתי הוירוסים השונים ב *miR168של 

 ZYMVFINK -פחתה מעט בצמחים מודבקים ב *miR168הדבקה רמתו של  ימים לאחר 14

-דפוס זה של הצטברות היה דומה מאוד לזה של ה. ZYMVFRNK-ביחס לצמחים מודבקים ב

miRNA ניסוי זה מראה כי מירב ההצטברות של . המקבילmiRNA/miRNA* י "הנגרמת ע

קה וקודם להופעת ימים לאחר הדב 5הדבקה בוירוס מתרחשת כבר בעלה הראשון 

. התסמינים

-duplexקושר  HC-Proעשויה להתאים לתצפית בה החלבון  *miRNAהצטברות של 

miRNA/miRNA* in-vitro כפי שהוצג בניסויי ה-EMSA (סעיף ג' .)בה נראים  תופעה
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עשויה להתאים לעוצמת קישור פחותה בוירוס  בין הוירוסים *miRNAהבדלים בהצטברות 

נתגלה כי ישנה , אף על פי כן. בצמח *miRNA/miRNAלבין תצמיד   HC-Proהמוחלש בין

הצטברות קיימת בהם ( 12-ו 11Bאיורים ) *miR168כדוגמאת , *miRNAקבוצה של מספר 

 . גבוהה בשני הוירוסים

שניתן  northern-blot-לבין אלה של ה microarray-נמצאו הבדלים קלים בין תוצאות ה

ומספר החזרות  microarray-ות הרבה יותר של הזיהוי בלהסבירם ברגישות ובספציפי

. משפחה-י הגלאים גם קרובי"זוהו ע northern-blot-בניגוד לאפשרות שב, הביולוגיות שנעשו

וקישורם על ידי החלבון  *miRNA/miRNAתצמידי המרחבי של מבנה ה .2.ד

HC-Pro .

זו שהמוטציה , *miRNA-ה שתי קבוצות כדי לנסות להבין מדוע קיים הבדל בהצטברות בין

FINK  משפיעה עליה מאוד( איורA11 ) וזו שהמוטציה משפיעה עליה פחות( איורB11), 

י עוצמת אות "אלה נבחרו עפ)החזויים שלהם  *miRNA-שמורים עם ה miRNA 11זווגו 

מלאכותי ונחזה  hairpin-בצורה ממוחשבת ב( microarray-ההיברידיזציה המירבית ב

(. 13איור ) mFold (Zuker 2003)הקיפול שלהם בתוכנה 

 

י עוצמת האות המירבית "החזויים עפ( שורה עליונה) *miRNA-ו miRNAזווג . 13איור 

. 12המוצג באיור  microarray-ממשפחה נתונה כפי שהתקבלה מממוצע שלוש חזרות מה

ים אזורים של על פני הקיפול מסומנ(. שורה שניה) mFoldהקיפול נעשה בעזרת תוכנת 

בכוכבית ( simple mismatch)התאמות פשוטות -אדום ואי X-ב( indel)כיפוף ההליקס 

-יחס האותות שהתקבל מה. מספר אי התאמות ברצף מסומנות בתיבה אדומה. אדומה

microarray (±SEM)   ביןmiRNA*  שלZYMVFRNK  חלקיZYMVFINK  מוצג בשורה

בשורה הרביעית נמנו . 3ובירוק ערכים נמוכים מפי , 3בלילך ערכים גבוהים מפי , השלישית

.  נחשב כזווג G-Uהזיווגים ברצף כאשר גם -מספר אי
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 ארבעתב .miRNA/miRNA* duplex-במבנה החזוי של ה זו מזו נבדלותנמצא כי הקבוצות 

חזוי  (מסומנים בירוק 13איור , 396-ו miR168 ,171 ,390)  המצטברים באופן דומה הזוגות

 no)וללא שבירת מבנה ההליקס ( no multiple mismatches)זיווגים עוקבים -מבנה ללא אי

insertions/ deletions) ,או יותר  3בשבעת הזוגות בהם יש הצטברות פי , ולעומת זאת

( מסומנים בלילך, 167-ו, miR156 ,157 ,159 ,165 ,166) ZYMVFRNK-בעת הדבקה ב

מכאן אפשר להעלות השערה כי . ישנם אי זווגים לפחות מאחד הסוגים המתואר מעלה

miRNA/miRNA*-duplex החלבון  "נקשרים ביעילות דומה ע, מושלמים יותרHCFRNK 

גם כאשר המטען באתר הקישור , (in-vivo)המוטנטי בצמח  HCFINKמטיפוס הבר והחלבון 

מכיל אי זיווגים עוקבים או שמיבנה ההליקס  duplex-כאשר ה, אך לעומת זאת, מופחת

הוספה של נוקלאוטיד באחד הגדילים אזי בא לידי ביטוי משמעותי בתא /י החסרה"מעוות ע

 in-vitroבתוצאות הקישור , בניגוד לכך. HCFINK-ל HCFRNKהקישור בין  ההבדל בעוצמת

גם עם  HCFINK ימוטנטחלבון הנראתה פחיתה ברורה בעוצמת הקישור של ה .(ג סעיףראה )

duplex הקישור של ה, מאידך. מושלם-miRNA-like duplex היתה חלשה יותר מ-duplex 

-HC-לקישורו ל duplex-ת המבנה של התוצאה המחזקת את חשיבו HCFRNK-מושלם גם ב

Pro .

 miRNA-שיבוט גנים מקישוא המהווים מטרה ל .3.ד

גורמת ללכידת  HC-Proי "גדילי ע-כיוון שישנה אפשרות שקישור תצמיד דו

(sequestration )miRNA  והקטנת המאגר שלmiRNA זמינים ל-RISC ,ה שערהועלתה ה

 קישואשובטו מ, לשם כך(. target genes)מטרה -של גני תהיה הצטברות בלתי מבוקרתכי 

 ta-siRNAושל  miRNAמטרה של ארבעה -גנים החזויים להיות גני 10 שבטים חלקיים של

.  המתאים ta-siRNA-או ה miRNA -ה בכולם נמצא אתר המתאים לקישור. אחד

miR159 . גני המטרה הידועים שלmiR159  הם גורמי השעתוק(transcription factors )

MYB33 ,MYB65 ו-MYB101  ומספר גנים נוספים ממשפחה זו(Palatnik et al. 2007) .

בארבידופסיס גרם לפגיעה פליאוטרופית  MYB33-ב miR159ביטול אתר המטרה של 

מוגבר המושרה  miR159ביטוי . (Millar and Gubler 2005)דרמתית בהתפתחות הצמח 
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ל "מגורמי השעתוק הנ( לפחות בחלק)הוא מנגנון הומאוסטטי הגורם לפחיתה  ABAי "ע

 Reyes and Chua)ומפחית את רגישותו של נבט הצמח להורמון בתנאי עקה אביוטית 

ממשפחת  miR159כיון שלא עלה בידי לשבט הומולוגים לגני מטרה ידועים של . (2007

MYB , שיבטתי גן החזוי להיות מטרה שתפקידו בלתי ידוע על סמך גן מעגבניה המכונה

UM159t (unknown miR159 target .)UM159t  שובט והוכח כמטרה שלmiR159 

והוא הומולוגי למספר גנים ( ם פורסםטר, קובי בוקסדורף)ארזי ' בעגבניה במעבדתו של דר

נעשה ( 14איור )שיבוט הגן מקישוא . שתפקידם לא ידוע מצמחים אחרים בהם האתר שמור

( תחל הזהה ברצפו לגדיל המקודד) fwdשימוש בתחל ( בקצרה)במספר שלבים הכוללים 

 reverse-complement, תחל הופכי) revעם תחל , באזור השמור בין מספר צמחים שונים

חדש מרצף  fwdולאחר מכן בחירת תחל , miR159על אתר המטרה של ( לגדיל המקודד

אכן נמצא אתר המתאים לקישור , sqUM159t, בגן מקישוא. RACE-'3-הקישוא שהתקבל ל

miR159 צפצפה ואורז , גפן, שהיה זהה לחלוטין לאתר המטרה של עגבניה( איורA14 .)

-דומים ממלון שלא כיסו את אתר הקישור והיו מ ESTבדיעבד נמצאו בבסיס הנתונים רצפי 

(. לא מוצגים( )אבטיח)לו  '3-או מ( מלון) '5
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A) UM159t partial nucleic-acid alignment 
 

sqUM159 contig  528  --------CAATGGTGAATGTGTCTTCAACAACTTCACAGTCTTCTGGCCTTAATACCCAGATAGAGCCCCCTTCAAACCAAAGCTATTGTTATGGCAACTACTCAACCATCTGGGCAGA 640   

Tomato contig   702  TTCAT---CAATGATGAATATCTCATCAGGGATTTCATCATCATCTGTACTAAATTATCAGATGGAGCCCCCTTCAAACCAAAATTATTATTCGTGTAATTATTTACCTCTGTGGCCTGA 818   

Populus eugene  594  TTCATGCTCAATGGTAAATGCCTCGTCAGGAAGTTCATCATCATCTTTGCAAAATCCTCAGATGGAGCCCCCTTCAAACCAAAGCTATTATG---ACAACTATGTACCTGTTTGGATAGA 710   

Vitis CU459221  556  --------CAATGGTCAATGTCTCATCAGGAACTTCATCATCACCTATACCAAATTTTCAGATAGAGCCCCCTTCAAACCAAAGCTATTATGGCAACAACTACACATCCATGTGGCCAGA 668   

Rice 12001.m07  403  --------CGATGGTGAGCA------CGGGCCTGTCGCTGACGGCGTCGGCGCGCCACCCAACGGAGCCCCCTTCAAACCAAATGTACAGCAGCAGCGGCAGCAGGAGCAGCGCCGCGGC 509   

ath-miR159b RC  1    ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~AAGAGCTCCCTTCAATCCAAA                                      21    

 

 

B) sqUM159t clone and primer 

organization 

Span-

QPCR

pGEM-easy sqUM159-2C

603bp

UM159t 

172fwd

sqUM159t 

406fwd

UM159 target-

site781Rev

GR3’-Nested

sqUM159t

10001 ~1926

sqUM159

Q670Rev

-A
(n)

odT-GR3’

GR3’
pGEM-easy sqUM159-3R1/3R2

~1kb

sqUM159

Q526Fwd

Span-

QPCR

pGEM-easy sqUM159-2C

603bp

UM159t 

172fwd

sqUM159t 

406fwd

UM159 target-

site781Rev

GR3’-Nested

sqUM159t

10001 ~1926

sqUM159

Q670Rev

-A
(n)

odT-GR3’

GR3’
pGEM-easy sqUM159-3R1/3R2

~1kb

sqUM159

Q526Fwd

 

-Tomato contig SGN)עגבניה מ רצפיםל,(עבודה נוכחית, sqUM159t Contig)קישוא מ UM159tשל  רצף הבסיסיםהשוואת קטע מ( A. )14איור 

U320975) , צפצפה(Populus eugene3.00012728|Poptr1_1) , גפן(Vitis CU459221 ) ואורז(Rice 12001.m07761 .) שם רצףmiR159b 

.  מהרצפים מודגשים בצהוב 62%-בסיסים זהים ביותר מ. מודגש באדום( reverse-complement ,RCטציה הופכית באוריינ)מארבידופסיס 

(B )של  (ראשי חצים שחורים) ארגון הפלסמידים והתחליםsqUM159 החץ האדום מייצג את מיקום אתר המטרה החזוי של . מקישואmiR159 ביחס ל-

mRNA  החזוי שלsqUM159t .ב הקטע המוגבר-RT-Q-PCR מסומן בקו אדום  .
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miR166 . גני המטרה הידועים שלmiR166  הם גורמי שעתוק ממשפחתClass III 

homeodomain-leucine zipper (HD-Zip .)ממשפחה זו שובטו מקישוא ה-mRNA  של

INCURVATA4 , שלוש פאראלוגים שלPHAVOLUTA  ושתי פאראלוגים של

REVOLUTA  .

INCURVATA-4 (גם כ הידוע-ATHB15, Icu-4, CORONA [CNA] ) מעורב

, (Kim et al. 2005)בארבידופסיס בין היתר בהתפתחות צינורות ההובלה בתפרחת 

, (phylotaxis)הם בעלי שינויים בסידור העלים  miR166-ומוטנטים בלתי רגישים ל

שינויים במבנה ואורך השורש ובעלי , של איברים צדדיים( adaxialization)אדקסיאליזציה 

-גן בעל דמיון רב ל.  (Ochando et al. 2006)גידול מוגבר של עצה בגבעול 

INCURVATA-4  י בחירת תחל "ע( 15איור , בקצרה)שובט מקישואrev  על סמך רצפי

pyrosequencing  שהיו בעלי דמיון ל( טרם פורסם. קציר נ' דר)ממלון-INCURVATA-4 

על אתר המטרה או  fwdיחד עם תחל  ,miR166לאתר המטרה של  '5מארבידופסיס והיו 

מארבידופסיס ורצפים  INCURVATA-4שנבחר באזור שמור בין  fwdלחלופין יחד עם תחל 

התחלים (. incurvata 15איור )מצפצפה  INCURVATA-4של שלושה פאראלוגים דמויי 

 REVOLUTA-ו PHAVOLUTAנבחרו באופן שימזער את הסיכון להגברת רצפים של 

נמצאה זהות . תי רצפי הקישוא שהתקבלו היו זהים למעשה בקטע החופףש. המקורבים

מקשוא לארבעת הגנים שצויינו  INCURVATA-4כמעט מוחלטת ברצף אתר המטרה בין 

(. A 15איור )מעלה 
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A. INCURVATA-4 partial nucleotide alignment. .INCURVATA-4 חפיפת רצפים חלקית של 
 

miR166TarSite TC271870 1    ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~CTGGAATGAAGCCTGGTCCGG~-------- 21    

sqINCURVATA Consensus  1    ~~~~~~~~~akccctgcagggcttttgtccaTTGCAGAAGAGACTTTAACAGAGTTTCTTTCAAAGGCCACTGGAACTGCCGTGGAGTGGGTCCAAATGCCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTCCATTG 121   

AthB-15(incu4)gi|3069  1168 AGAGATGCTAGTCCTGCAGGACTTTTGTCCATTGCAGAAGAAACTTTAGCAGAGTTTCTTTCAAAGGCAACTGGAACCGCTGTTGAGTGGGTTCAGATGCCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTCCATTG 1297  

Pt HB5 gi|60327628|gb  454  AGGGATGCTAGTCCTGCAGGGCTTTTGTCCATCGCAGAAGAGACTTTAACAGAGTTTCTTTCAAAGGCCACTGGAACTGCTGTAGAGTGGGTCCAAATGCCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTCCATTG 583   

Pt HB6 gi|60327630|gb  451  AGGGATGCTAGTCCTGCAGGGCTTTTGTCCATTGCAGAAGAGACTTTAACAGAGTTTCTTTCGAAGGCTACTGGAACTGCTGTAGAGTGGGTCCAAATGCCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTCCAGTG 580   

Pt HB8 gi|60327634|gb  418  AGGGATGCCAGCCCTGCAGGACTTTTGTCCATTGCAGAGGAGACTTTAGCACAGTTTCTTTCGAAGGCCACTGGAACTGCTGTGGAGTGGGTCCAAATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCCATTG 547   

 

(שמות רצפים מלאים)מקרא   
miR166TarSite TC271870- אתר מטרה בארבידופסיס 
sqINCURVATA Consensus (עבודה נוכחית)קונצנזוס משתי שבטים  , קשוא  
AthB-15(incu4)gi|30695148|ref|NM_179464.1| Arabidopsis thaliana ATHB-15 (INCURVATA 4); DNA binding / transcription factor  
Pt HB5 gi|60327628|gb|AY919620.1| Populus trichocarpa class III HD-Zip protein 5 (HB5) mRNA, complete cds 
Pt HB6 gi|60327630|gb|AY919621.1| Populus trichocarpa class III HD-Zip protein 6 (HB6) mRNA, complete cds 
Pt HB8 gi|60327634|gb|AY919623.1| Populus trichocarpa class III HD-Zip protein 8 (HB8) mRNA, complete cds 
 

 

B. Squash INCURVATA-4 clones and primer location.  מקשוא ומיקום תחלים . INCURVATA-4 שבטי     

 

 

(. ראה מקרא)ולשלוש פאראלוגים של גן זה מצפצפה , לרצף שהתקבל מקישוא, מארבידופסיס INCURVATA-4בסיסים חלקית בין השוואת ( A. )15איור 

לרצף ראה רשימת תחלים , חצים שחוריםראשי )ם ארגון הפלסמידים והתחלי( B. )באותיות קטנות רצף מקובע בידי תחל. 62%-בצהוב התאמה של יותר מ

 .מסומן בקו אדום RT-Q-PCR-האזור המוגבר ב. miR166החץ האדום מסמל את אתר המטרה החזוי של  .מקשוא sqINCURVATAשל ( בפרק השיטות
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PHAVOLUTA (PHV )ב-Nicotiana sylvestris  מבקר את כיווניות צמיחת הקמביום

מריסטמות הקודקוד והתפרחת ומונע את הכרעת הגורל ברקמות ההובלה ואת מבנה 

-מוטנטים בלתי רגישים ל. (McHale and Koning 2004)ההתפתחותי של רקמות אלה 

miR165/166  מאבדים את הבקרה על קוטביות המריסטמה וגורמים לאדקסיאליזציה של

.  (McConnell et al. 2001; Emery et al. 2003)העלה 

 16איור ) PHV-L-ו, PHV16 ,PHVSP, מקישוא PHVשובטו שלוש פאראלוגים של 

PHAVOLUTA .) י בחירת תחל "נעשה ע( בקצרה)השיבוט מקישואrev י רצף מלפפון "עפ

 revבהמשך נבחר תחל . miR166על אתר המטרה של  fwdיחד עם תחל  PHV-הדומה ל

על פי ארבידופסיס אך התקבל  fwdיחד עם תחל ( PHV-16)על סמך הרצף שהתקבל 

ניסיונות להגדיל את . miR166המכסה את אתר המטרה של ( PHV-SP)פאראלוג אחר 

מציאת שלוש גנים (. PHV-L)החפיפה ביניהם בעזרת תחלים נוספים העלו פאראלוג שלישי 

דומים אלה יצרה צורך בבחירת תחלים נוספים להמשך הריצוף שיבחינו ביניהם ופעולה זו 

למרות . יצרה חפיפה באזור אתר החיתוך שאיפשרה לבחור תחלים ספציפיים למבחן הכמותי

. PHV-שלושת הרצפים מקישוא דמו יותר ל, בארבידופסיס PHB-ל PHVהדמיון הרב בין 

הזהה לחלוטין לאתר המטרה של  miR166-שת הפארלוגים נמצא אתר מטרה משוער ללשלו

miR166 ב-PHV מארבידופסיס ו-N. benthamiana ( 16איור .)
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A. PHAVOLUTA nucleotide alignment (partial).  
 

    AAtthh--mmiiRR116666aa       1    ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~GGGGAATGAAGCCTGGTCCGA                                                    21    

    ssqqPPHHVV--1166             342  AGTTCCTTTCCAAGGCTACAGGAACTGCTGTCGACTGGGTCCAGATGATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCTATTGGAATCGTTGCTGTTTCCCGcAACTGCAGTGGGGTAGCAGCGC 461   

    ssqqPPHHVV--11LL             204  AGTTCCTTTCCAAGGCTACAGGAACTGCTGTCGACTGGGTCCAGATGATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCCATTGGTATCGTTGCTGTTTCCCGCAACTGCAGCGGGGTGGCAGCAC 323   

    ssqqPPHHVV--SSPP             258  AGTTCCTTTCCAAGGCAACAGGAACCGCTGTCGACTGGGTTCAAATGATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCAATTGGGATTGTTGCTGTTTCTCGAAATTGCAATGGGGTAGCAGCAC 377   

Ath  PHAVOLUTA   747  AGTTCCTTTGCAAGGCTACAGGAACTGCTGTCGACTGGGTCCAGATGATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCTATTGGTATCGTAGCTGTTTCACGCAACTGCAGTGGAATAGCAGCAC 866   

N.sylvestris PHV 866  AGTTCCTTGGAAAGGCTACTGGAACTGCTGTCGACTGGGTGCAGATGATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCTATTGGTATTGTTGCTGTTTCCCGCAACTGCAGTGGGGTAGCAGCAC 985   

 

 

B. PHAVOLUTA plasmid and primer arangement 

 (שמות רצפים מלאים) מקרא
Ath PHAVOLUTA gi|145336269|ref|NM_102785.4| Arabidopsis thaliana PHV (PHAVOLUTA) 
N.sylvestris PHV gi|45479745|gb|AY560320.1| Nicotiana sylvestris PHAVOLUTA-like HD-ZIPIII 
 

ולבין שלושת הפאראלוגים שנמצאו בקשוא , Nicotiana sylvestris -מ הדומ ףלרצ, (Ath)מארבידופסיס  PHAVOLUTAבסיסים חלקית בין השוואת ( A. )16איור 
(sq) ,PHV16 (כחולשם ב) ,PHVSP (חוםשם ב) ,ו- PHV-L (ירוקשם ב .) שם הרצף שלAth-miR166a,  המוצג באוריינטציה הופכית(RC )רצף  .מודגש באדום

-ביחס למבנה המשוער של ה מקשוא sqPHAVOLUTAשל  (ראשי חץ שחורים) ן הפלסמידים והתחליםארגו( B. )62%-מודגש בצהוב מסמל התאמה של יותר מ
mRNA. מקישוא ראשי מסמל את אזור החפיפה בין כל שלושת הפאראלוגים-החץ הדו ,PHV16 (קוים כחולים) ,PHVSP (קו חום) ,ו- PHV-L (קו ירוק.)  החץ

 .PHV-SPמקלון  RT-Q-PCR-ו האדום מסמל את המקטע שהוגבר בהק. miR166האדום מסמל את מיקום אתר המטרה של 
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REVOLUTA (REV ,הידוע גם כ-INTERFASCICULAR FIBERLESS1 ) בארבידופסיס

דרוש להתפתחות מריסטמה קודקודית ומגביל את חלוקת התאים בעלים ובגבעולים 

(Talbert et al. 1995) .מוטנטים בלתי רגישים ל-miRNA י אדקסיאליזצה של "מאופיינים ע

. (Emery et al. 2003)איברים צדדים ושינויים בסידור הרדיאלי של רקמות ההובלה בגבעול 

, A 17איור ) sqREVO2-ו REVOLUTA ,sqREVO1-שובטו שתי גנים מקישוא הדומים ל

הזהה לאתר המטרה של  miR166-המכילים אתר מטרה ל( ירוק ותכלת בהתאמה

REVOLUTA י "ע( 17איור , בקצרה)שני הגנים שובטו . מארבידופסיס וצמחים נוספים

נמצא כי בקטע . י השוואת מספר רב של צמחים"ננו עשימוש בתחלים דגנרטיביים שתוכ

ממצא שעזר לתכנן , ביניהם ברמת הנוקלאוטידים 80%בסיסים יש זהות של  619חופף של 

ורצפי  ESTבדיעבד נמצאו גם רצפי . זוגות תחלים ספציפיים למבחן הכמותי

pyrosequencing (טרם פורסם. קציר נ ) של  '3דומים ממלון המכסים חלקים מקצה

REVOLUTA  (. לא מוצג)אך לא את אתר המטרה
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A. 
miR166RC 1    ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~GGGGAATGAAGCCTGGTCCGA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 21 

sqREVO1  333  CTACAGGAACTGCTGTCGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTGGGAATCTTTGCCATTTCTCAAAGTTGCAGTGGGGTGGCCGCACGAGCTTGTGGTCTTGTCGGTTTAGAGCCCATGAAG 472   

sqREVO2  326  CTACAGGAACTGCTGTCGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCTGTTGGGATCTTTGCCATTTCACAAAGTTGTGGTGGAGTGGCAGCAAGAGCCTGTGGTCTTGTAAGTTTGGAGCCTTCGAAG 465   

AthREV   1229 CTACAGGAACTGCTGTTGATTGGGTTCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGCATCTTTGCCATTTCGCAAAGATGCAATGGAGTGGCAGCTCGAGCCTGTGGTCTTGTTAGCTTAGAACCTATGAAG 1368  

ZmRLD1   602  CTACTGGGACAGCTATTGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCAGTTGGTATCGTGGCCATTTCGCATGGTTGCCGTGGCGTTGCTGCCCGCGCCTGTGGTTTGGTGAATCTAGAACCAACAAAA 741   

ZeHB12   809  CCACAGGAACTGCTGTTGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCAGTTGGGATCTTTGCCATTTCACAGAGTTGCAGTGGAGTGGCAGCTAGAGCCTGCGGTCTCGTAAGCTTAGAGCCCACAAAG 948   

ZeHB11   1195 CTACAGGAACCGCTGTTGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGGATCTTTGCCATTTCACAAAGTTGTAGTGGAGTGGCAGCTAGAGCCTGCGGTCTTGTAAGTTTAGAGCCCACAAAG 1334  

ZeHB1    525  CTACAGGAACTGCTGTTGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGGATCTTTGCCATTTCACAGAGTTGCAGTGGAGTGGCAGCTAGAGCCTGCGGTCTTGTAAGTTTAGAGCCCACAAAG 664   

PtrHB2   518  CCACAGGAACTGCTCTTGAGTGGGTCCAGATGCCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTCGATTGGGATTTTTTCCATTTCACAAAGGTGCGGTGGAGTGGCAGCAAGAGCCTGCGGTCTTGTAAGTTTAGAGCCTAAAAAG 657   

PtrHB1   530  CTACAGGAACTGCTGTCGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGGATCTTTGCCATTTCACAAAGGTGCAGTGGAGTGGCAGCTAGAGCCTGCGGTCTTGTAAGTTTAGAACCTACAAAG 669   

PprHB1   483  CTACAGGGACTGCTGTTGATTGGGTTCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGTATTGTGGCCATTTCACATGGTTGCCGTGGTGTTGCTGCCCGTGCCTGTGATTTGGTGAATCTAGAACCAACAAAA 622   

OsREV2   940  CTACTGGTACAGCTATTGATTGGGTCCAGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGTATTGTGGCCATTTCACATGGTTGCCGTGGTGTTGCTGCCCGTGCCTGTGGTTTGGTGAACCTAGAACCAACAAAA 1079  

OsREV1   536  CTACAGGGACTGCTGTTGATTGGGTGCCAATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGTTTGGTATTGTGGCCGTTTCACATGGTTGCCGTGGTGTTGCTGCCCGTGCCTGTGGTTTGGTGAATCTAGAACCAACAAAG 675   

LjREV1   521  CTACAGGAACTGCTGTGGATTGGGTCCAGTTGCCCGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCGGTTGGGATCTTTACCATTTCACAAAGTTGCAGTGGCGTGGCTGCTCGAGCGTGTGGTTTGGTTAGTTTAGAACCTAATAAG 660   

LeREV1   697  CTACAGGAACTGCTGTCGATTGGGTCCCGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCAGTTGGGATTTTTGCCATCTCACACAGTTGCAGTGGAGTGGCAGCCCGAGCATGTGGTCTTGTTAGTTTAGAGCCAACAAAG 836   

 

 מקרא
AthREV  NM_125462.3|  Arabidopsis thaliana REV (REVOLUTA)  
ZmRLD1 NM_001112063.1|  Zea mays rolled leaf1 (rld1), mRNA 
ZeHB12 AB084382.1|  Zinnia elegans ZeHB-12 mRNA for homeobox leucine zipper 
ZeHB11 AB084381.1|  Zinnia elegans ZeHB-11 mRNA for homeobox leucine zipper  
ZeHB1  AJ312053.1| Zinnia elegans mRNA for HD-Zip protein (hb1 gene) 
PtrHB2  AY919617.1| Populus trichocarpa class III HD-Zip protein 2 (HB2) 
PtrHB1  AY919616.1| Populus trichocarpa class III HD-Zip protein 1 (HB1) mRNA, 
PprHB1  DQ013803.1| Phyllostachys praecox HB1 mRNA, partial cds 
OsREV2 AY425991.1|  Oryza sativa homeodomain leucine-zipper protein Hox10 mRNA, complete cds 
OsREV1 gb|AY423716.1|  Oryza sativa (japonica cultivar-group) HD-ZIP protein Hox9 mRNA, complete cds 
LjREV1  BK005805.1|  TPA_inf: Lotus japonicus class III HD-Zip protein REV1 gene, complete cds 
LeREV1 gb|BT013577.1|  Lycopersicon esculentum clone 132322R, mRNA sequence 

B. 

שם מודגש ) sqREVO1, מקשוא REVOLUTAולשתי שבטי ( ראה מקרא)למספר גדול של צמחים ( AthREV)מארבידופסיס  REVOLUTAהשוואת בסיסים חלקית בין ( A) .17איור 
ארגון הפלסמידים והתחלים של ( B. )62%-בצהוב התאמה של יותר מreverse complement (RC .)באוריינטציית , מסומן באדום miR166שם הרצף (. בתכלת) sqREVO2-ו( בירוק

REVOLUTA חץ אדום מסמל את מיקום אתר המטרה של . מקשואmiR166 .קו אדום מסמל את הרצף המוגבר ב. חץ שחורראש תחלים מסומנים ב-RT-Q-PCR ליד הקלון הרלוונטי .
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miR 319( .miR319  מכונה גםJAW ) גני המטרה הידועים שלmiR319 ק הם גורמי שעתו

בארבידופסיס . (Arazi et al. 2005)בקרה המתקיימת אף בטחבים , TCP domainבעלי 

וביטויו ביתר גורם לפנוטיפ דמוי , miR319י "מבוקרים ע( 24מתוך )חמש גנים ממשפחה זו 

Cincinnata (cin) , גן המבקר התמיינות וגדילה של תאים בעלים ובעלי כותרת של לוע הארי

(Palatnik et al. 2007)  .

לגן זה דמיון . sq5707אשר כונה  miR319-מטרה חזוי המכיל אתר משלים ל-שובט גן

-TCPשהם שתי גנים מאוד דומים ממשפחת  LANCEOLATE-ו  CYCLOIDEAםלגני

domain ( 18איור .) הגןLANCEOLATE  בעגבניה מבקר היווצרות עלעלים מורכבים(Ori 

et al. 2007) , והגןCYCLOIDEA  המבקר התמיינות סוגי פרחים בגרברה(Broholm et 

al. 2008). שיבוט הגן מקישוא נעשה בעקבות מציאת רצף משלים ל-miR319 ב-EST  בשם

MU5707  מפרי מלון שנמצא בבסיס נתונים(http://www.icugi.org .) תוכננו תחלים משני

כמו גם רצף , רצף המלון החלקי(.  sq5707.18איור ) MU5707י "עברי אתר המטרה עפ

אך הרצף ההומולוגי להם מארבידופסיס , TCP-לא כיסו את אתר ה, הקישוא האורתולוגי לו

(gi|15232470 ,TCP4) , והרצפים שלCYCLOIDEA  ו-LANCEOLATE  מעגבניה הכילו

. miR319-וגם אתר מטרה ל  TCPגם אתר

 

http://www.icugi.org/
http://www.icugi.org/
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ath-miR319a RC    1    -----------------------------------------------------~-------------------~GGGAGCTCCCTTCAGTCCAA------------------------------------ 20    

Squash sq5707     70   AATTTTCC---------GCCGGCGTCGCCATATCTGCAACCGCTGTTTGGAGAAAACCAATTGGTTTCTCAGAGGGGA~C~CCCTTCAGTCCAGTTACACGCCCTCGATTCGCGCTTGGATAGACCCATC 188   

Melon MU5707      510  AGTTTTCCTCCGCCATCGCCGCCGTTGCCAATTCTGCAACCGCTATTTGGAGAAAACCAGTTGGTTTCTCAGAGGGGA~C~CCCTTCAGTCCAGTTACACGCCCTCGATTCGCGCTTGGACAGACCCGTC 637   

Tomato cycloidea  1416 AATTCGCC---------ACCAGCACCGGCCGTGCTGCAGCAGCTATTCGGTCAAAATCAGTTTTTTTCTCAGAGGGGA~C~CCCTTCAGTCCAGTAACACATCTTCGGTTCGCGCATGGATGGATCCGTC 1534  

Tomato lanceolate 1401 AATTCGCC---------ACCAGCACCGGCGCTGCTGCAGCAGCTATTCGGTCAAAATCAGTTTTTTTCTCAGAGGGGA~C~CCCTTCAGTCCAGTAACACATCTTCGGTTCGCGCATGGATGGATCCGTC 1519  

Arabidopsis TCP4                                                                        TTCTCAGAGGGGT~C~CCCTTCAGTCCAGTTACAGTCCCATGATCCGTGCTTGGTTTGATCC 

 

 

( EU550942)מארבידופסיס TCP4 , ממלון MU5707מקישוא לקטעים מהרצפים  sq5707השוואת קטע מרצף הנוקלאוטידים של  .18איור 
 reverse)הרצף באוריינטציה הופכית , מארבידופסיס מודגש באדום miR319aשם הרצף של . מעגבניה lanceolate-ו cycloideaורצפיהם של 

complement (RC .)62%-תאמה של יותר מבצהוב ה. 
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ta-siRNA TAS3-D7/D8 . מלבדmiRNA , ישנה קבוצה נוספת שלRNA  זעירים

 trans-acting siRNA (ta-siRNA)המשמשים בצמח לבקרה שלאחר שעתוק המכונה 

(Peragine et al. 2004) .ta-siRNA מטרה באופן דומה משהו ל-מבקרים גני-miRNA  אלא

אך אינם מתורגמים  mRNAמשועתקים ככל  ta-siRNA-גנים ל. שהביוגנזה שלהם שונה

 RdR6 .dsRNAגדילי בידי -דו  RNAבלתי מקודד זה מהווה תבנית ליצירת  RNA-ו, לחלבון

י בקרה על גנים ספציפיים בעלי תפקיד ta-siRNA-ל Dicerזה בסוף התהליך נחתך בידי 

 ta-siRNA-י ה"למטרת העבודה הנוכחית שובטו ונבדקו גני מטרה המבוקרים ע .אחרים

. TAS3-D7/D8והמכונים  TAS3שמקורם בתעתיק 

 Auxin response-הם גורמי שעתוק ממשפחת ה TAS3-D7/D8גני המטרה הידועים של 

factors (ARFs) ARF2 ,ARF3 (ETTIN, ETT )ו- ARF4(Williams et al. 2005a) .ל-

ARF3 ול-ARF4  שתי אתרי מטרה שלTAS3-D7/D8 ביטוי גנים אלו מוגבר . כל אחד

גנים דומים המבקרים את המעבר ממופע יובנילי  2הם  ARF4-ו ARF3. בנוכחות אוקסין

אולם במוטנטים כפולים עם , תפקיד בהתפתחות הפרח ARF3-ל. לבוגר בארבידופסיס

ARF4  יש אדקסיאליזציה של רקמות אבקסאליות בכל הרקמות העליונות של הצמח

(Pekker et al. 2005) .גם ל-ARF2  תפקידים מגוונים בהתפתחות ומוטנטים שלו הם בעלי

, sqARF3, שובטו מקישוא שלוש גנים. (Okushima et al. 2005)ים תסמינים פלאוטרופי

sqARF3a ו-sqARF4 ,( י שימוש בתחל "ע( )19איורfwd  3דגנרטיבי שמור יחד עם'-

RACE )מספר גנים דומים ל, ובנוסף מדלועים נוספים-ARF3 (י שימוש באותו תחל "עfwd 

מטרה בכולם נמצאו שתי אתרי (. TAS3-D7/D8עם תחל המשלים לאתר המטרה של 

.  (A19איור  '3"אתר "ו" '5אתר )" TAS3-D7/D8-לאפשריים 

עולה ( C 19איור )ומהעץ הפילוגנטי ( B 19איור )מטבלת רמות הדמיון ברמת הנוקלאוטידים 

דמיון , (92%-יותר מ)מקישוא לגנים ששובטו מדלועים אחרים  sqARF3כי יש דמיון רב בין 

-ל נמוך עוד יותר ודמיון ,(90%-כ)מקישוא  sqARF3aלפאראלוג שלו  נמוך יותרמעט 

sqARF4  (. 60%-כ)מקישוא



 70 

A. 
Ath ARF3              1298 TGAGATTCCAGAGGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATTTTTCCGGGTTTTATCAACACTTGTTCGGATGGTGGAGCCGGTGCCAGGAGAGGCCGCTTCAAAGGAACAGAATTTGGT-~~~~~~~~~~~~~~~~ 1410  

sqARF4                827  TTAGATCCTCTAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAAATGTAGG-TATGGTATCACCCTTTTACGGTTGTGATAATACCGCAAAACGCTCACTGGAGTTTGAGGTGCGATCTTCTGCACAACAAAATCAAGCGT 955   

sqARF3a               830  TAAGATTCCAGAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATTTTAGGTTACAGTA-CTCCCATTGATGGCGACGACAACATTCGT---CATCCACCGGAGAAGAGGAGATCATTTCCTGGTTTACTCGGTTCAGGGA 955   

sqARF3                830  TAAGGTTCCATAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATTTTAGGCTACAATA-CTCCCACTGACTGTGATGACAACACTCGTTATCATCCACCTGAGAAGAGGAGATTGTTGCCTGACTTACATGGTTCTGGTA 958   

D7/D8(5'-site)        1    ~~~~~~~~~~~GGGGTCTTACAAGGTCAAGAA-                                                                                                  21    

 

Ath ARF3              1410 ~~~~~~--GACTCTTATGGT~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TTCCATAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAACAGTTCCCGCCTAC-- 1464  

sqARF4                956  CAGGTGGAGTTGAAAA--GCTTAATA-------TAGGTGATTATGTAACTTCTTTCACAGGCTTTATG------GAATCTGATAGATTTCTGAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATATGCTCATTGAGGCC 1070  

sqARF3a               956  TAGCTCTAATGAGAAATGGTCCAAGAATCCCAGTTACCAACTCTGAAACTTCCTCCCGGGGTTTCATGTTTGATGAATCCTTCCAATTCCATAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATGTATCCT--AGTCCA 1083  

sqARF3                959  TAGCTCTGATGAGAAATGGTCCCAGAAACCGACTTATCAACTCCGAAACTTCCTCACGGGGTTTCGTGTTTGATGAATCCTTCCAATTCCAAAAGGTCTTGCAAGGTCAAGAAATATTTCCA--GGTCCC 1086  

D7/D8(3'-site)        1    --------------------------------------------------------------------------------------------GGGGTCTTACAAGGTCAAGAA----------------- 21    

 

B. 

 
C.   

(. Ath)מארבידופסיס  ARF3לרצף של ( sq)השוואת רצפים מקשוא קטע מ( A. )מדלועיםAuxin response factors (ARF )שיבוט וריצוף רצפי  .19איור  

טו ששוב ARF-השוואת ההומולוגיה בין רצפי ה( B. )מול שתי אתרי מטרה שלו מודגש באדום( באורינטציה הופכית) ta-siRNA, TAS3-D7/D8-ה רצףשם 

 DNAdistשל רצפי הדלועים בשיטת ( un-rooted tree)עץ פילוגנטי ( C. )בקטע החופף ביניהם( Cmelo)ומלון ( WM)אבטיח , (Csat)מהדלועים מלפפון 

Neighbor-Joining/UPGMA method. 

sqARF4 sqARF3a sqARF3 CsatARF3.1 CsatARF3.2 WM-ARF3 CmeloARF3

sqARF4 ID 0.607 0.614 0.624 0.613 0.623 0.623

sqARF3a 0.607 ID 0.895 0.902 0.893 0.903 0.904

sqARF3 0.614 0.895 ID 0.924 0.998 0.923 0.924

CsatARF3.1 0.624 0.902 0.924 ID 0.923 0.94 0.974

CsatARF3.2 0.613 0.893 0.998 0.923 ID 0.921 0.923

WM-ARF3 0.623 0.903 0.923 0.94 0.921 ID 0.944

CmeloARF3 0.623 0.904 0.924 0.974 0.923 0.944 ID
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miR168 , וגן המטרה שלוARGONAUTE-1 

ב החלבוני של הוא הרכי ARGONAUTE-1 (AGO1 .)AGO1הוא  miR168גן המטרה של 

RISC  ומכונה גםslicer  בשל תפקידו בחיתוךmRNA גן מטרה זה שובט . מטרה-של גני

בעבודה הנוכחית תוך שימוש בתחלים באזורים שמורים בין ( בסיסים 3770)במלואו מקישוא 

נמצא כי אזור המטרה של (. 20Bאיור ) RACE-'5-ו RACE-'3צמחים שונים בשילוב עם 

miR168 בין צמחים רבים  שמור למדי( 20איורA) ,והאזור סביב אתר , אך לא באופן מושלם

רוב רצף . אינו שמור, אך בתוך הקטע המקודד של הגן, '5הקרוב לקצה , המטרה

 67-72%-ונמצאה זהות של בין כ, הנוקלאוטידים של שאר חלקי הגן היה דוקא שמור מאוד

(. לא מוצג)דמיון הרב ביותר היה לגפן בסיסים כאשר ה 3150-לגנים המוצגים באיור על פני כ
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A 
ath-miR168a RC  1    ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TTCCCGACCTGCACCAAGCGA                                    21    

Squash AGO1     596  CATTGGGGGAGGATCTTCTTCTGGTGGACCATCCAGGCCACCAGTTCCCGAGCTGCACCAAGCAACCCCAGTGTATC~~~~~~~~~~~~~~~AAGGTGGG 680   

A.thaliana AGO1 313  ~~~~~~~~~~~~~~CTTCTTCTGGACCACCGCAGAGACAATCAGTTCCCGAGCTGCATCAAGCTACCTCACCTACTT---------ATCAAG---CGGTG 387   

Pisum sat. AGO1 478  ~~~~~~~~~~~~~~CTTCTTATGGAGGCCCACCTAGGCCACCAGCACCCGAGCTGCACCAAGCTACCTCAGTTCCTTCCGTGCCATATCCAGTTGCGGTG 564   

Vitis vin. AGO1 403  ~~~~~~~~~~~~~~CTTCTGGTGGCCCTCCTTCTAAGCCGTTAAGTTCCGATCTGCACCAAGCTACGCAGGCGAGTT---------ATGCAGCCGGGGGA 480   

N.bentham. AGO1 304  ~~~~~~~~~~~~~~---TGGGGGGCCGTGGGGCACGGCCACCAGTACCCGAGCTGCACCAAGCAACCCAGACTCCACATCAGC---CTGTACCATATGGA 384   

Oryza sat. AGO1 446  ~~~~~~~~~~~~~~-TGTTCCTTCAGGTTCATCAAG---AACAGTTCCCGAGCTGCACCAAGCCCCACATGTCCAAT------------ACCAAGCCCCG 516   

 

B 
 

 miR168aבאיור מוצג ) miR168ר אתר המטרה של באזו, (Squash)ששובט מקישוא ARGONAUTE-1 (AGO1 )השוואת בסיסים חלקית בין ( A. )20איור 
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מטרה של -חתוכים של גני-הבלתי mRNA-ה של הרמה המצטברת תבדיק .4.ד

miRNA  נבחרים

 target) תעתיקי מטרהשל המצטברת יהיו הבדלים ברמתם כדי לבחון את ההשערה כי 

gene mRNA)  בין צמחים מודבקים בוירוס האלים פעיליםZYMVFRNK  או בוירוס המוחלש

ZYMVFINK , עקב ההבדלים שנצפו בלכידה המשוערת שלmiRNA  בידיHC-Pro , נערכו

סעיף )לשם כך שובטו כאמור Real-time PCR (Quantitative-, Q-PCR .)-ניסויי כימות ב

שאיפשרו בחירת , רבידופסיסמטרה ידועים מא-כעשרה גנים מקישוא הדומים לגני.( 3.ד

י שימוש בתחלים משני עברי אתר המטרה של "התעתיקים כומתו ע .תחלים ספציפיים וכיולם

miR-RISC (RISC י ה"משופעל ע-miRNA המתאים) , כיוון שידוע שבצמחים קיימת בקרה

. ותעתיק חתוך אינו מוגבר בניסוי, שעתוק העשויה לגרום לחיתוך הגן באתר זה-שלאחר

לאתר המטרה ושני  '3-מ cDNA-רות שניה המניבה תוצאה דומה היא בחירת תחל לאפש

בטיפולים נבחנו רמות התעתיקים השונים מעלי קישוא מצמחים . לאתר '5-מ Q-PCRתחלי 

בשלוש  ZYMVFINKאו  ZYMVFRNKלעומת צמחים מודבקים בוירוסים ( H)לא מודבקים 

המהווים את העלה האמיתי ( dpi)הדבקה יום מ 14-ו, 7, 5, נקודות זמן לאחר ההדבקה

. רביעי בהתאמה/השני והשלישי, הראשון

תנאי הניסוי  .א.4.ד

י "ע) RNA-היתה הקפדה יתירה על איכותם ואחידותם של דוגמאות ה Q-PCR-הבבדיקות 

שווה שנלקח לטיפול  RNAעל ריכוז , (בנספחים S1ראה איור , באלקטרופרזה בדיקה

DNase  ועל ריכוז שווה שלRNA  מטופלDNase שנלקח ל-Reverse-transcription (RT) 

ל "זמני של כל אחד מהשלבים הנ-ועל ביצוע בו( Nanodropי קריאה בספקטרופוטומטר "ע)

איפשר גם להפחית יוני  DNase-לניטרול ה Ambionהשימוש בערכה של . לכל הדוגמאות

Ca++  המעכביםPCR (על פי הצהרת היצרן.) 

 ורמליזציהנ .ב.4.ד

( reference-gene normalization)יע נתגלה כי ישנו קושי אמיתי בנורמליזציה מפת באופן

לנרמל תוצאות של ניסויים אלו בעזרת  (Winer et al. 1999)מקובל . Q-PCR-של תוצאות ה
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הפחתת הערכים המתקבלים עבור גנים שאינם משתנים עקב הטיפול הנבדק מקבוצה של 

לקיחת כמות ; בקרה זו באה לוודא דיוק טכני. housekeeping genesגנים שנהוג לכנותם 

RNA שווה ל-reverse transcription , לקיחת כמותcDNA שווה ל-Q-PCR  ויעילות

נורמליזציה מאפשרת להשוות בדיעבד בין ניסויים שנערכו , כמו כן. דומות cDNAראקציות 

תוך הקפדה על דיוק כמותי , כאשר כל הניסוי נעשה בעת אחת. בזמנים או בתנאים שונים

כת הבקרה למיותרת והיא מזהה הבדלים בעצם הופ, וישנן חזרות ביולוגיות לטיפולים

בניסיון למצוא גן שאינו משתנה בתנאי הניסוי . ביולוגיים אמיתיים ולא ארטפקטים ניסויים

-ו, Tubulin A (microtubuli) , (שלד התא) Actinשובטו מקישוא הגנים המקובלים 

Ubiquitin (סימון חלבונים לפירוק ) וכמו כן שובטCyclophilin (אמחזור הת ) הידוע כיציב

הסתבר (. תקשורת אישית. ופורטנוי ו, .קציר נ)בדרגות בשלות שונות של קליפת פרי מלון 

בכל שלושת הזמנים  ZYMV-שהרמה המצטברת של גנים אלו אינה יציבה בצמח מודבק ב

אולי עקב שינויים גלובליים המתרחשים בהתבטאות גנים בצמחים נגועים , שנבדקו בניסוי

היה , במידה מוגבלת, להשוואה בין צמח בריא ומודבק היחיד שהיה ניתן לשימוש הגן .בוירוס

Cyclophilin,  תוצאה לא ) ימים לאחר הדבקה 5-רק באבל , יחסיתיציבות שהרמות שלו היו

 (. 3עם ובלי נורמליזציה באיור  ZYMVהשווה תוצאות כימות , מוצגת

 miRNA166מטרה של -גני -רמת תעתיק .ג.4.ד

  REVOLUTAגן המטרה  .1.ג.4.ד

-שני גנים מקישוא הדומים ל חתוך של-בלתי mRNAרמת ההצטברות של  נבדקה

REVOLUTA  שכונוsqREVO1 ו-sqREVO2 ( 17לרצף ומפה ראה איור .) נבחרו תחלים

מאגפים את אתר החיתוך המשוער של  sqREVO2התחלים של . ספציפיים לכל אחד מהם

miRNA166 , והתחלים שלsqREVO1 ר בעוד הלאת '5-תוכננו מ-cDNA (לשניהם ) נעשה

הספציפיות נבחנה על . mRNA-של ה '3-ב polyA-הנקשר לזנב ה OdTVNעם תחל 

. בהם נעשה שימוש PCR-פלסמידים המקודדים לשתי הגנים ונמצאה מצויינת בתנאי ה

הצטבר ברמות נמוכות מאוד בעלים בכל הטיפולים  sqREVO1התעתיק השלם של הגן 

הראקציה ) 27-30-של כCycle threshold (Ct )ונע בין ערכי , (תשתי חזרות ביולוגיו)

נפסלות , ובגלל מספר המחזורים החריג הדרוש, כאלה Ctבערכי (. מחזורים 45-נמשכה ל
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ההבדלים הממוצעים שנצפו בין , למרות זאת. דימר-דוגמאות רבות בגלל הופעת פריימר

איור )דיקו המשך בדיקה של גן זה הטיפולים בראקציות התקינות לא היו מהותיים ולא הצ

A21 .)
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, REVOLUTA1 (A)בלתי חתוך של  mRNAלכימות רמת  RT-Q-PCRמבחן . 21איור 

( FINK)מודבקים בוירוס המוחלש , (H)מקישואים בלתי מודבקים REVOLUTA2 (B )ושל 

-להתוצאות מנורמלות (. dpi)בשלוש זמנים שונים לאחר הדבקה ( FRNK)או בוירוס האלים 

Cyclophilin  בשיטתCt , ומוצגות ביחס(relative expression ) לדוגמא הבלתי מודבקת

(. a,b)של אחת משתי החזרות הביולוגיות 

 

ונע  sqREVO1הצטבר ברמות גבוהות יותר מאלה של  sqREVO2התעתיק השלם של הגן 

. נפסלו דוגמאות דימר ולא-בניסוי זה לא הופיע פריימר. 20-27של  Ctבטווח רחב בין ערכי 

בין החזרות הביולוגיות בתוך הטיפול מבלי  4מהתוצאות עולה כי ישנם הבדלים של עד פי 

(. 21Bאיור )שנראה הבדל מהותי בין הטיפולים וגם לגן זה לא נעשתה בדיקה מעמיקה יותר 
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שובטו ונבדקו , REVOLUTAשל  mRNA-כיוון שלא ניתן להסיק מסקנות ברורות מרמת ה

, miR166י "המבוקרים ע HD-ZIPתעתיקי גנים אחרים מאותה קבוצת רמתם של 

INCURVATA-4 ו-PHAVOLUTA .

 

 INCURVATA-4גן המטרה  .2.ג.4.ד

 INCURVATA-4-חתוך של גן מקישוא הדומה ל-בלתי mRNAנבדקה רמת ההצטברות של 

(CORONA, AthB-15)  שכונהsqINCU .נבחרו תחלים ספציפיים ל-INCURVATA-4 ,

על סמך השוואת רצפיהם של כל , miRNA166ר החיתוך המשוער של המאגפים את את

חישוב כמות עותקי . כולל הרצפים ששובטו בעבודה זו מקישוא HD-ZIPחברי משפחת 

י הכנה של עקומת כיול מסדרת מיהולים ארוכה "נעשה ע ng total RNA-התעתיק השלם ל

, ימים לאחר הדבקה 5, הראשון נמצא כי בעלה האמיתי. של פלסמיד בריכוז מדוד ואורך ידוע

לשלוש חזרות ביולוגיות היתה מעט נמוכה  INCURVATA-4רמתו המצטברת הממוצעת של 

מאלה המודבקים בוירוס המוחלש ( ng total RNA-עותקים ל H ,56)בצמחים בריאים 

(FINK ,85 עותקים ) אך רמתו בצמחים מודבקים בוירוס האלים(FRNK ,191 עותקים )

נמצא , שבעה ימים לאחר הדבקה, בעלה השני(. 22איור )בממוצע  3.4פי  היתה גבוהה

היתה גבוהה מזו של ( ממוצע של שתי חזרות ביולוגיות)שרמתו המצטברת בצמח הבריא 

הדבקה בוירוס האלים גרמה לעליה , כמו ביום החמישי, וגם כאן, (עותקים 99)העלה הראשון 

 120)ס המוחלש לא גרם לעליה משמעותית בעוד הוירו, (עותקים 379)ברמתו  3.9פי 

בעלה הצמח הבריא  INCURVATA-4ימים לאחר הדבקה היתה רמתו של  14(. עותקים

, (עותקים 55)דומה גם בצמח המודבק בוירוס המוחלש , (עותקים 57) dpi 5-דומה לזו שב

 .)עותקים 137)בצמח המודבק בוירוס האלים  2.5גבוהה פי , ובדומה לזמנים האחרים

עולה  INCURVATA-4מתוצאות אלה עולה כי רמתו המצטברת של התעתיק השלם של 

. FRNKעם מטען חיובי בתיבת  HC-Proבתגובה להדבקה בוירוס המכיל 
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 INCURVATAבלתי חתוך של  mRNAלכימות רמת  RT-Q-PCRמבחן  .22איור 

( FRNK)וס האלים או בויר( FINK)מודבקים בוירוס המוחלש , (H)מקישואים בלתי מודבקים 

בתוך כל (. A,B,C)במספר חזרות ביולוגיות , (DPI)בשלוש זמנים שונים לאחר הדבקה 

ומעל העמודות הכמות היחסית של ערך זה , ng total RNA/עמודה מוצגים מספר עותקים

מוט השגיאה . ימים לאחר הדבקה 5מצמח בריא ( מעל הסוגריים)ביחס לערך הממוצע 

. משלוש חזרות טכניות( SEM)תקן הממוצעים  מסמל את טווח שגיאת

 

  PHAVOLUTAגן המטרה  .3.ג.4.ד

-ו sqPHV-16 ,sqPHV-1Lשכונו  PHAVOLUTA-נמצאו שלושה גנים מקישוא הדומים ל

sqPHV-SP  השונים במידה מועטה זה מזה בקטע המאגף את אתר החיתוך שלmiR166 

 Locked nucleic acidאוטיד בעזרת זוג תחלים ספציפיים המכילים כל אחד נוקל (.16איור )

(LNA ) נבדקה רמת ההצטברות של  '3קרוב לקצהmRNA חתוך של -בלתיsqPHV-SP 

בעזרת בקורות עם פלסמידים המכילים את הקטע הרלוונטי מכל אחד , PCR-ב(. 23איור )

הוכח כי התחלים מזהים , (מחזורים 34, עותקים לראקציה 1x103-ו 1x106)משלושת הגנים 

, שנבדק annealing-כצפוי בכל טווח טמפרטורות ה sqPHV-SPת את הרצף של אך ורק א

הוכנסו ( 60ºC-מחזורים ב 40)במהלך הניסוי עצמו , כמו כן(. 24איור ) 65ºCועד  57ºC-מ

.  עותקים לראקציה והספציפיות היתה מוחלטת 1x106-בקורות ב
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טברת הממוצעת של רמתו המצ, ימים לאחר הדבקה 5, נמצא כי בעלה האמיתי הראשון

PHAVOLUTA  לשלוש חזרות ביולוגיות היתה דומה בצמחים בריאים(H ,45 עותקים ל-ng 

total RNA ) לבין אלה המודבקים בוירוס המוחלש(FINK ,46 עותקים ) אך רמתו בצמחים

(. 23איור )בממוצע  2.4היתה גבוהה פי ( עותקים FRNK ,106)מודבקים בוירוס האלים 

ממוצע של )נמצא שרמתו המצטברת בצמחים הבריאים , ימים לאחר הדבקה 7, בעלה השני

כמו ביום , וגם כאן, (עותקים 175)היתה גבוהה מזו של העלה הראשון ( שתי חזרות ביולוגיות

בעוד שבוירוס , (עותקים 373)ברמתו  2.1הדבקה בוירוס האלים גרמה לעליה פי , החמישי

 14, לעומת זאת(. עותקים 143)בלתי מודבקים  המוחלש רמתו היתה דומה לזו של צמחים

ירדה בצמחים הבריאים ביחס  PHAVOLUTAרמתו המצטברת של , ימים לאחר הדבקה

ורמתו בצמחים המודבקים בוירוס המוחלש והאלים היתה אף , (עותקים 78)לעלה השני 

(. עותקים בהתאמה 40-ו 43)מערכו בהתאמה  51%-ול 55%-נמוכה מכך והגיעה ל
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 PHAVOLUTA-SPבלתי חתוך של  mRNAלכימות רמת  RT-Q-PCRמבחן  .23יור א

( FRNK)או בוירוס האלים ( FINK)מודבקים בוירוס המוחלש , (H)מקישואים בלתי מודבקים 

בתוך כל (. A,B,C)במספר חזרות ביולוגיות , (dpi)בשלוש זמנים שונים לאחר הדבקה 

ומעל הסוגריים הכמות היחסית הממוצעת של  ,ng total RNA/עמודה מוצגים מספר עותקים

מוט השגיאה מסמל את טווח שגיאת . ערך זה ביחס לצמח בריא חמישה ימים לאחר הדבקה

. משלוש חזרות טכניות( SEM)תקן הממוצעים 

  

-ל 23של איור  RT-Q-PCR-ששימשו ל LNAבדיקת ספציפיות התחלים המכילים . 24איור 

PHV-SP .תוצרי  ל אלקטרופורזה של'גPCR (33 בתערובת ראקציה של , מחזוריםQ-

PCR ) 4-ב( ראקציה מעל לקו/מספר עותקי תבנית הפלסמיד)לפלסמידים מהולים 

. 101bpגודל התוצר . שונות annealingטמפרטורות 
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 INCURVATA-4יש דימיון מסויים בין רמת ההצטברות הכללית של התעתיק השלם של 

 ng-עותקים ל 50-400בטווח של בערך , miR166 -יששניהם מבוקר, PHAVOLUTAושל 

total RNA ( טווחCt  יש דמיון גם בהשפעת הוירוסים האלים והמוחלש על . )18-22של

ברמה , אם בכלל, כאשר הוירוס המוחלש גורם לעליה קלה, הצטברות תעתיקים אלו

 7ימים וגם  5ברמת התעתיק גם  2המצטברת והוירוס האלים גורם להצטברות של יותר מפי 

ימים מהדבקה ישנה ירידה ברמה הבסיסית של התעתיקים  14לאחר . ימים לאחר הדבקה

-INCURVATAוהשפעת הוירוס האלים ניכרת רק על הצטברות , מהשיא של היום השביעי

. PHAVOLUTAאך לא על , בדומה לזו המתרחשת בזמנים הקצרים יותר, 4

 miRNA159מטרה של -גני .ד.4.ד

נבדקה  sqUM159tמטרה חזוי אשר כונה -חתוך של גן-בלתי mRNAרמתו המצטברת של 

 cDNA(. 14ראה איור )עם תחלים המאגפים את אתר החיתוך משני עבריו  Q-PCRי "ע

מניתוח התוצאות נמצא כי רמת הצטברותו בעלי קישוא . odTVNלניסוי זה נעשה עם תחל 

צא הבדל ברמתו המצטברת ולא נמ, בכל הטיפולים )27-ממוצע של כ Ct)היתה נמוכה מאוד 

ימים לאחר  14או , 7, 5-ב ZYMVFRNK-בין צמחים בלתי מודבקים לבין צמחים מודבקים ב

אך ידוע  ZYMV-נראה כי הגן שאופיין בעבודה זו אינו מושפע מהדבקה ב(. לא מוצג)הדבקה 

מטרה נוספים שלא שובטו מקישוא ולכן לא היתה אפשרות לבחון -מספר גני miR159-של

. רמתםאת 

 miRNA 319מטרה של -גני .ה.4.ד

 TCP4-domainמטרה חזוי המכיל -חתוך של גן-בלתי mRNAנבדקה רמת ההצטברות של 

-ו  CYCLOIDAEלגן זה דמיון לגנים. sq5707אשר כונה  miR319-ואתר משלים ל

LANCEOLATE שעתוק מעגבניה המהווים מטרה ל-שהם גורמי-miRNA 319 . בניתוח

( 19.4-22.3של  Ctטווח )צא כי רמתו בצמח אינה נמוכה מנ( וצגלא מ) RT-Q-PCRתוצאות 

נמצא כי אין עליה ברמתו של . וכי התבטאותו יציבה יחסית לאורך זמן בעלים בלתי מודבקים

sq5707  ימים לאחר הדבקה היו הבדלים  7. ימים לאחר הדבקה 5הקשורה להדבקה בוירוס

 14-ב. א איפשר הסקת מסקנות מניסוי זהמה של FRNKגדולים בין החזרות הביולוגיות של 
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גבוה מזה של הצמח המודבק  ZYMVFRNK-ימים מהדבקה היה הביטוי בצמח המודבק ב

.  מודבק-בוירוס המוחלש שהיה זהה לרמתו של הצמח הבלתי

 ta-siRNAמטרה של -גני .ו.4.ד

זעירים המשמשים בצמח  RNAקבוצה נוספת של  ם בצמחישנ, miRNAמלבד , כאמור

 .trans-acting siRNA (ta-siRNA) (Peragine et al יםר שעתוק המכונלבקרה שלאח

2004) .ta-siRNA מטרה באופן דומה משהו ל-מבקרים גני-miRNA  אלא שהביוגנזה שלהם

בידי  (dsRNA) גדילי-דו  RNAתבנית ליצירת יםמהוו ta-siRNA-תעתיקים יוצרי. שונה

RdR6 .dsRNA  זה בסוף התהליך נחתך בידיDicer ל-ta-siRNA   21באורך ספציפיים 

שהוא  TAS3-D7נבדקה רמתו של  בעבודה זו. בעלי תפקידי בקרה על גנים אחריםבסיסים 

ta-siRNA  שמקורו בתעתיקTAS3 .TAS3 מהווה מטרה ל-AGO7-miR390  בשני אתרים

חיתוך זה במקום . מתבצע חיתוך ובאתר השני לא '3כאשר באתר הקרוב לקצה , שונים

-ל DCL4י "חיתוך סדור וחוזרני ע, RdR6י "ע dsRNAמוגדר מאפשר לאחר יצירה של 

siRNA שניים מ. וקבועים מוגדרים-siRNA  מכונים + אלו שמקורם בגדילD7 ו-D8  ורצפם

ומבקרת גנים  AGO7-RISC-היא המולקולה הרגולטורית המוזנת ל TAS3-D7/D8. זהה

 post-transcriptional)לאחר שעתוקם Auxin response factors (ARF )-ממשפחת ה

control) (Montgomery et al. 2008) .גלאי סונטז LNA ל- TAS3-D7/D8 על סמך הרצף

כמתואר , מקישוא total RNAעם  שהוגב (מכון וייצמן, .Pekker Iי "ע) מארבידופסיס ועגבניה

 (.25איור ) northern blot-ב, לניסויים השונים
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מצמחים בלתי  RNAשל  Northern-blot. בעלי קישוא ta-siRNA TAS3-D7/D8-ה הצטברות. 25איור 

ZYMV-צמחים מודבקים ב, (H)בקים מוד
FRNK

 (FRNK) ,וב- ZYMV
FINK

(FINK ) הוגבו עם גלאיLNA  משלים

ימים מהדבקה . צמחים לכל טיפול הוטענו לכל באר 8-שהופק מ total-RNAשל  TAS3-D7/D8 .30 μg-ל

(dpi )מצויינים בראש התמונה .RNA  מארבידופסיס מטיפוס הבר(w.t. ) וממוטנטhen1 בקורתהוטענו כ .

צמח בריא : בגודל המתאים בכל שלושת הטיפולים RNAהתקבלה תוצאה כי הגלאי זיהה 

(H) , צמח מודבק בוירוס המוחלש(FINK) , וצמח מודבק בוירוס האלים(FRNK) , ובשלושת

 ,ימים לאחר הדבקה 5 ,בעלה האמיתי הראשון(. dpi)ימים לאחר הדבקה  14-ו, 7, 5הזמנים 

ימים לאחר  7 ,בעלה האמיתי השני, זאת לעומת. ם בין הטיפוליםלא היו הבדלים ניכרי

עליה זו אך  ימים לאחר הדבקה 5-לבצמח הבריא ביחס  D7/D8עלתה רמתו של  ,הדבקה

 14-ביום ה, לעומת זאת. האלים וגם בוירוס המוחלש צמחים המודבקים בוירוסיםעוכבה גם ב

כאשר , בין הוירוסים השונים D7/D8נראה הבדל משמעותי מאוד ברמתו של  לאחר הדבקה

בצמח הבריא אך גם , הרמה היתה נמוכה ביותר ZYMVFRNKצמח המודבק בוירוס האלים ב

עלינו לזכור כי רמת . היו רמות גבוהות ZYMVFINKגם בצמח המודבק בוירוס המוחלש ו

מכאן . לאחר הדבקה מזו של הוירוס המוחלש 14-יום העצמו גבוהה יותר בהאלים הוירוס 

יזה או את הצטברותם של תמעכבים את הביוסינ, ZYMVFRNKאך במיוחד , הוירוסיםש

D7/D8 . כמותו של הממצא כי לאורta-siRNA-D7/D8  היינו יורדת בהדבקה בוירוס האלים

לבדיקת השערה . עקב אובדן הבקרה שלאחר שעתוק ARFמצפים לראות עליה ברמתם של 

ששובטו מקישוא  ARF4-ו, ARF3 ,ARF3Aאת רמתם של  RT-QPCRזו בדקנו בעזרת 

המאגפים את אתר המטרה של , התחלים. ( 19ראה איור )D7/D8 -ל מטרהומכילים אתר 

D7/D8 ,תוכננו באופן ספציפי כך שלא תהיה הגברה צולבת בין קרובי המשפחה השונים ,

מהתוצאות עולה כי לא נראתה השפעה . דבר שאומת תוך שימוש בפלסמידים כתבנית
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חתוכים של גנים אלו בהדבקה בוירוסים המוחלש או -על רמתם של התעתיקים הבלתיברורה 

. (תוצאות לא מוצגות.)האלים

 miR168 –Argonaute1גן מטרה של  .ז.4.ד

במערכת ההשתקה האנדוגנית  ARGONAUTE-1 (AGO1)בשל חשיבותו הרבה של הגן 

תה חשיבות לבדוק הי, RISCבהיותו הרכיב החלבוני של , ובמנגנוני ההגנה בפני וירוסים

כדי להבחין אם . באופן יסודי miR168-RISCי "כיצד מושפעת בקרת רמת התעתיק שלו ע

שעתוק -או בבקרה שלאחר( DNARNA)הדבקה בוירוס גורמת לשינויים בבקרת השעתוק 

(post-transcriptional gene-silencing) , בנוסף לבדיקת רמת הצטברות שלmRNA 

נבחנה גם רמתם המצטברת של מקטעים שאריתיים משני , (תעתיק שלם)הבלתי חתוך 

 ".'5מקטע "ו" '3מקטע "תוצרי החיתוך , (26איור ) miR168-RISCעברי אתר החיתוך של 

. ולא מונעת את חיתוכו ARGONAUTE-1מגבירה את כמות תעתיק  ZYMV-הדבקה ב.  26איור 

מודבקים בוירוס המוחלש , (H)ם מקישואים בלתי מודבקי AGO1לכימות תעתיקי  RT-Q-PCRמבחן 

(FINK ) או בוירוס האלים(FRNK ) בשלוש זמנים שונים לאחר הדבקה(dpi) , במספר חזרות

(.  A,B,C)ביולוגיות 

( חץ אדום) miR168-RISCאתר החיתוך של , ARGONAUTE1תרשים סכימטי של ( Aאיור )

המספרים מייצגים , ספריםחצים ממו)תחלים . הכמותיים RT-Q-PCRוהתחלים ששימשו למבחני 

וזהים לצבע העמודות , הרלוונטי Q-PCR-ל cDNAבצבעים דומים משייכים בין ( חלק משם התחל

( באותיות נטויות)מוצגים  Q-PCR-מתחת כל זוג תחלים ששימשו ל. C-ו Bהרלוונטיות בגרפים 

מעכלת  XRN4הנוקלאזה  הב סכימהגם  תבאיור מוצג. שמות התוצרים בהם נעשה שימוש בגרפים

".  '3מקטע " RISCאת תוצר החיתוך של  '3-ל '5-מ

בניתוח , (השיטה הראשונה" )1שיטה "כפי שנמדדה ב AGO1הצטברות יחסית של תעתיקי ( Bאיור )

משני עברי אתר המטרה  Q-PCRי זוג תחלי "ובה נמדד כמות התוצר הבלתי חתוך ע, Ct-^2בשיטת 

הרמות היחסיות של התוצר הבלתי חתוך מצויינות (. uncleaved [span method], עמודות שחורות)

, "far" -'3)מרוחקת מאתר המטרה " '3מקטע "בניסוי זה נבחנה גם הכמות של תוצר . מעל העמודות

(.  עמודות צהובות, piece -'5" )'5מקטע "ושל תוצר , (עמודות תכולות

שיטה "כפי שנמדדה ב ng total RNA-ל AGO1הצטברות מספר מוחלט של עותקי תעתיק ( Cאיור )

ובה נמדד , בניתוח בעזרת עקומות כיול, (מצידו הרחוק של האתר cDNAתחל , השיטה השניה" )2

של אתר  '5י זוג תחלים ששניהם מצד "ע( עמודות בצבע בורדו, Uncleaved)התוצר הבלתי חתוך 

" '3מקטע "ל תוצר בניסוי זה נבחנה גם הכמות ש. לאתר '3-נעשה עם תחל מ cDNA-המטרה אך ה

, piece-'5" )'5מקטע "ושל תוצר , (בהירות-עמודות סגולות, "near" -'3)הקרובה לאתר המטרה 

מוט השגיאה מסמל את (. מוצג לאחר הפחתה אריתמטית של כמות התוצר השלם, עמודות צהובות

.  משלוש חזרות טכניות[( Standard error of means [SEM )טווח שגיאת תקן הממוצעים 

.  באחוזים, Cכמות התוצר החתוך מסך התוצר מחושב מאיור ( Dאיור )
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( ראה תיאור למעלה) B-ו A 26איור 
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AGO1 transcript analysis (plasmid standard curve calibrated)
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( ראה תיאור למעלה.)D-ו C 26איור 

  

י תחלים מאגפים משני עברי אתר החיתוך "ע, רמת התעתיק השלם נבחנה בשתי דרכים

-לאתר החיתוך ו '3מתחל הנמצא  cDNAי יצירת "ופין עאו לחל, (B26איור , "1שיטה )"

PCR  לאתר  '5עם תחלים הנמצאים שניהם"( 26איורים , "2שיטהC,D .) בשיטה השניה

אחד גם את רמת התעתיק השלם וגם את זו  Q-PCRאפשר היה להשוות בעזרת זוג תחלי 

ות ליצירת כאשר התבניות לראקציה נוצרות משתי ריאקצי, '5של המקטע החתוך מצד 
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cDNA , ועוד  '5המודדת את כמותו של מקטע )לאתר החיתוך  '5האחת עם תחל הממוקם

המודדת רק )לאתר החיתוך  '3והשניה עם תחל הממוקם ( כמותו של התעתיק הבלתי חתוך

שיטה זו מאפשרת לנטרל מקור שונות העשוי לנבוע מיעילות (. את התעתיק הבלתי חתוך

בניסוי . PCR-של תחלים שונים ב, גדיליים שונה-תוצרי לוואי דוומהצטברות , ראקציה שונה

-pTZזה נעשתה עקומת כיול של הראקציה בעזרת סדרת מיהולים עשרונית של הפלסמיד 

44AGO  המכיל מקטע מהגןsqAGO1 . 100%) 94%התקבלה יעילות ראקציה של =

 ng-ים מוחלט לששימשה לחישוב מספר עותק( בכל מחזור PCR-הכפלה מלאה של תוצרי ה

total-RNA.  נעשה '3לבחינת הצטברות המקטעcDNA  ו-PCR  עם תחלים הנמצאים

וגם כאן הכיול נעשה עם אותו , 96%יעילות ראקציה זו היתה . לאתר החיתוך '3-שלושתם מ

.  פלסמיד כפי שנעשה לעיל

יטה אך גם בש, (26Cאיור )מניתוח התוצאות של השיטה השניה : התעתיק השלםהצטברות 

בצמחים בלתי מודבקים בוירוס  AGO1עולה כי רמת התעתיק השלם של , (26B)הראשונה 

(H )הדבקה בוירוס המוחלש . עולה בעלה האמיתי השני והשלישי ביחס לעלה הראשון

ZYMVFINK  ביחס לעלה הבלתי ( בשיטה הראשונה 2.2פי ) 1.7גרמה לעליה ממוצעת של פי

אך ההבדלים בין החזרות הביולוגיות , ים לאחר הדבקהימ 5( חזרות ביולוגיות 3)מודבק 

גרמה לעליה ממוצעת  של פי  ZYMVFRNKהדבקה בוירוס האלים . היתה גדולים מהבדל זה

אך גם כאן השוני בין החזרות , ימים לאחר הדבקה 5( בשיטה הראשונה 3פי ) 2.2

 1.4פי ) 1.5 גרמה לעליה ממוצעת של פי ZYMVFINK -הדבקה ב. הביולוגיות היה גדול

גרמה ZYMVFRNK -והדבקה ב( חזרות ביולוגיות 2)ימים מהדבקה  7( בשיטה הראשונה

 14. אך גם כאן השוני היה גדול כאמור( בשיטה הראשונה 2.5פי ) 2.7לעליה ממוצעת של פי 

השלם בעקבות הדבקה  AGO1ימים לאחר הדבקה נצפתה דווקא ירידה מסויימת ברמת 

בה רמת , תוצאה דומה ביום החמישי מהדבקה. ל"ני היה גדול כנבוירוס אך גם כאן השו

שנעשה מדגימות  northern blot-התעתיק גבוהה בהדבקה בוירוס האלים נתקבלה גם ב

הגלאי בניסוי זה היה  (.27איור )ימים לאחר הדבקה לשלושת החזרות הביולוגיות  5שנלקחו 

pTZ-44AGO ( 26ראה איור ) מקטע "ואת " '5מקטע "וגם את וכיסה גם את אתר המטרה

3'- "3'-"near"  3אך לא את מקטע'-"far" . בניסוי נראה רק התעתיק השלם כבנד יחיד ומכאן

.  שאפשר ששאר המקטעים מצויים באוסף של אורכים שונים
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. ימים לאחר הדבקה 5 בעלי קישוא ARGONAUTE-1תעתיק   הצטברות. 27איור 

Northern-blot  שלRNA לתי מודבקים מצמחים ב(H) ,צמחים מודבקים ב-ZYMVFRNK 

(FRNK) ,וב- ZYMVFINK(FINK) חזרות ביולוגיות  3-ב(A,B,C .) עם גלאי  ההוגבהממברנה

DNA משלים ל-sqAGO1 .20 μg  שלtotal-RNA צמחים לכל טיפול הוטענו  8-שהופק מ

. לכל באר

 

: "'5מקטע "הצטברות 

השלם  mRNA-מהווה את הסכום של ה Q-PCR-השאריתי המתקבל ב" '5מקטע "רמתו של 

תעתיק שנחתך )מניתוח התוצאות נראה כי רמת התעתיק החצוי . ועוד השארית החתוכה

ולאחר הפחתת תרומת התעתיק השלם ,  '5כפי שנמדד בקצה , AGO1של ( באתר המטרה

גבוהה באופן בולט מרמת התעתיק השלם בכל תשע הטיפולים על חזרותיהם , לסיגנל

, בדומה לרמתו של התעתיק השלם, "'5מקטע "רמתו של (. 26Cאיור ) )3.8צע פי בממו)

, במודגש. עלתה גם בצמח בלתי מודבק בוירוס בעלה השני ביחס לרמתו בעלה הראשון

הייתה גבוהה מרמתו בצמח ZYMVFRNK בצמח מודבק בוירוס האלים " '5מקטע "רמתו של 

היתה רמת ZYMVFINK בוירוס המוחלש  ורמתו בצמח מודבק, בלתי מודבק בכל החזרות

החצוי לכמות  '5"מקטע "היחס בין כמות תעתיק . ביניים בשלושת הזמנים על חזרותיהם

איור )ללא תלות כלשהי בהדבקה בוירוס  2.2לבין פי  8.3התעתיק השלם השתנה בין פי 

D26 .) ועים גם בצמחים נג( בממוצע 83%-ל 59%בין )מכאן ניתן להסיק כי רוב התעתיק

מכאן שהדבקה בוירוס . בוירוס וגם בצמחים בריאים מצטבר בתא במצב חתוך בכל עת

או אף )האלים גורמת לעליה גדולה ברמתו המצטברת של התעתיק החתוך ללא הפחתה 
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וכי לוירוס המוחלש השפעת ביניים על תהליך , ברמתו של התעתיק השלם( עליה מסויימת

  .זה

: "'3מקטע "הצטברות 

כאשר זה נמדד , "'3מקטע ", AGO1תוצאות נראה כי רמת התעתיק החצוי של מניתוח ה

לפני הפחתת הערך של התעתיק , (A26ראה סכימה באיור , "near"-'3)קרוב לאתר החיתוך 

מכאן כי כמותו לאחר . היה דומה או אף נמוך מעט מזה של התעתיק השלם, השלם

ויה לנבוע מהבדלים בין יעילותם עש( לאחר ההפחתה)תוצאה שלילית . ההפחתה היא אפס

על אותו , בניסוי אחר. גדיליים-של התחלים השונים ומהצטברות שונה של תוצרי לוואי דו

RNA ( איורB26) , 3)של הגן  '3הרחק מאתר החיתוך וקרוב לקצה  '3"מקטע "שנערך על'-

"far" , ראה סכימה באיורA26 )יק נמצא כי רמתו גבוהה באופן משמעותי מרמת התעת

ורמתו עולה בעלה השני ובעת , "'5מקטע "מרמת ( כ"בד)נמוכה מעט , השלם בכל הטיפולים

" '3מקטע "מכאן ניתן להסיק כי אפשר שהדגרדציה של ". '5מקטע "-הדבקה בוירוס בדומה ל

כמו כן תוצאה זו (. A26ראה סכימה באיור ) '3-ל '5-ומתבצעת מ" '5מקטע "מהירה מזו של 

מוגברת בהדבקה בוירוס  AGO1של הגן ( DNARNA)רמת השעתוק תומכת בהשערה כי 

. RISCי "וכי הוירוס אינו מונע את חיתוכו המשוער של גן זה ע

, היחס של רמה זו לרמת התעתיק השלם משקפת את שווי המשקל בין יצירת תעתיק חדש

רמת  שרמה זו יכולה לרמז על, מכאן. ודגרדציה של המקטעים הנלווים RISCי "חיתוכו ע

מעכב  HC-Proמכאן שבניגוד להשערה כי . RISCהתעתיק הבסיסי ועל קצב החיתוך של 

מסתמנת תמונה אפשרית שבה לא רק שאין פחיתה ברמת החיתוך של , חיתוך של גני מטרה

על  HC-Proלבין  AGO1אלא שהצמח מפצה בהצלחה על התחרות בין , AGO1תעתיק 

microRNA י ייצור יתר של תעתיק "עAGO1 גורם להצטברותו של , ובנוסףmiR168  לשם

(. 12-ו 11Bראה איורים  miR168לעליה ברמת )בקרתו 
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דיון ומסקנות 

קבוצה חשובה של . תסמיני מחלה ויראלית בצמח הינם מגוונים ועשויים לנבוע מגורמים רבים

ים תסמינים נובעת מאובדן רגולציה בהתפתחות האיברים הדומה לזו המתרחשת כאשר פוגע

 wiryויראלי שפוענח הוא הפנוטיפ -דוגמא לתסמין דמוי. RNA-במערכת הבקרה המבוססת

פנוטיפ זה נובע מפגיעה . בעגבניה ובו העלים הם חוטיים עקב אובדן הבקרה על פולריות העלה

פעילותו התקינה /הדרושים ליצירתו( SGS3 -או RDR6 ,ARGONAUTE7)ברכיבים שונים 

 .Auxin-response factors (Pekker et alאת רמתם של  המבקר  TAS3 ta-siRNAשל

2005; Eshed et al. 2007)  .

תסמיני המחלה , HC-Proהויראלי  RSS-הנוכחית נעשה נסיון לבסס קשר בין חלבון הבעבודה 

חומצות אמיניות טעונות חיובית  זוהו, לראשונה. RNAהויראלית לבין מערכת הבקרה המבוססת 

המשפיעות על הופעת התסמינים ועל עוצמת  ZYMVבוירוס  HC-Proשל חלבון  FRNKבתיבת 

שהם רכיבים של מערכת , miRNA/miRNA* duplex-ול siRNA-duplex-ל חלבוןהשל קישור ה

(. 28איור ) שרוצפו Potyvirus-שמורה מאוד בכל הוירוסים מקבוצת ה FRNKתיבת . בקרה זו

והשינויים משמרים תמיד  FRNKישנם שינויים בתיבת ( 44-מ)רק בארבע וירוסים מקבוצה זו 

ממצא זה מחזק את . ואת מיקומם( F/Y)ארומטית אמינית ה' ואת הח( K/R)את המטען החיובי 

נמצאת  FRNK-תיבת ה. HC-Proהארומטית חשיבות לפעילותו של ' ההשערה כי למטען ולח

" Aחד גדילי  RNAקושר "טריפסין בתוך אזור שהוגדר -בקצהו השמאלי של מתחם שמור מוגן

(Plisson et al. 2003) .י המוטציה "ע, הפחתת מטען התיבהFINK (R180I )ב-ZYMV (Gal-

On and Raccah 2000) עד כמעט , ת לפחיתה קיצונית באלימות הוירוס והחלשהגורמ

(. 4, 3איורים ) בלא השפעה מהותית על חיוניות הוירוס, (2איור )התסמינים של רוב , העלמות

אתר מ לא רחוקההאחת , המחלישות את התסמינים ZYMV-ב באתרים אחריםידועות מוטציות 

FRNK ,F205L ,השניה קרובה לקצה ה-C' טרמינלי ,Q369D (Lin et al. 2007b). גם בוירוסים 

. HC-Pro-נמצאו מוטציות היכולות להאיר אתרים חשובים ב Potyvirus-אחרים בקבוצת ה

באזור המרכזי משפיעות על חומרת  S231G-ו K107Qהמוטציות Plum pox virus (PPV )בוירוס 

 . (Saenz et al. 2001)תסמינים בלא השפעה על הצטברות הוירוס בצמח 
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 Type:                           a + +           a+ +   +                  a a  + a+ ++aa  aa  

                                                FRNK box 

ZYMV     144 LVTQDELDLALKQLLEMTQWFRNHMHLTGEEALKMFRNKRSSKAMINPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGYHSKRLFKNFFE 223 

BCMNV    145 SATQEDLKKASEQLLAMTRWWKNHMTLTNEDALKTFRNKRSSKALINPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGRHSKRFFENFFE 224  

BCMV     145 SVTQEELDLALSQLLKMTQWWKNHMSLTEIDPLKSFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFIWGERGYHSKRFFSNFFD 224  

BYMV     145 SLSNEEVGGASKHLLEVVRYIRNRTDSIQRNDLSKFRNKISSKTHVNLDLMCDNQLDKNANFVWGQRAYHAKRFLSNYFN 224  

BtMV     145 TATPSEISDASGLLLEITRWFNNHLSVIDKGSLRAFRNKRSSKALVNPSLLCDNQRDKNGNFIWGERGYHSKRFFASHFD 224  

ChiVMV   145 RATSEEFSRASDCLLELARFHKNRVESLKKGSLHLFRNKVTSKSHINPSLMCDNQLDANGNFIWGKRGYHAKRFFSNYFE 224  

ClYVV    145 SLTNDEVGVASASLLEITRYIRNRTDSIQRNDLSKFRNKISSKTHINLDLMCDNQLDKNANFMWGQRAYHAKRFLSNYFS 224  

CSV      145 VSDAEKCIDISKNLLLVANFIKNRRDGLVRGDVKEFKNKISNKAHVNPVLMCDNQLDANGNFVWGERSHHAKRFFDNFYM 224  

CABMV    144 SASKQELDQALKQLLAMTQWWKNHMDLTGEDALKTFRNKRASKAILNPSLLCDNQLDKNGNFIWGERGRHSKRFFSNFFE 223  

DVY      147 RLSSEDFSKCTKSLLQVVRWVKNRTDSIKQNDLSRFRNKISGKALINPSLMCDNQRDKNGNFVWGTRGYHAKRFFNNFFE 226  

DsMV     146 TVSQADLDKASQQLLHMTQWFKKHLSLIGEGNLESFRNKRASKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGYHSKRFFSNYFE 225  

EAPV     145 SVTQQELDQATKQLLEMTRWWKKHMNLTDEDALRVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGKHSKRFFANFFE 224  

JYMV     146 SATAEELSEATRNLLEIVRYLKNRTESSEKGTLKTFRNKTSQKAHLNPALMCDNQLDENGNFVWGERGYHAKRFFNKYFE 225  

JGMV     149 VSDELQMVSVGQNLLEIAKWFSKRHKAGPSDDLSTYKNKVAARGVVGNALMCDNQLDKNGDFLWGQRAYHAKRFLSNFYD 228  

KoMV     144 RSSQEDLSDATKALLEVARWFKNRKEGIESGSVAAFRNRISAKTQINPTLMCDNQLDEDGNFVWGERSYHAKRFFNNYFE 223  

LYSV     144 SISSPAIQRLQDDLLEVVRYTKKRTSSIDRGELQHYRNKIASKTHFNLDLMCDNQLDKNGNFIWGERGYHAKRFFLNYFD 223  

LMV      146 QATSDEMAQASNHVLEIARYFKNRTENIQKGSLKSFRNKISGKAHLNPSLMCDNQLDKNGGFEWGQRSYHAKRFFDGYFE 225  

LMoV     146 DMSSNELYECSDCIRELARFQKNRTDNIKKLDVSVFRNKASSKSYFNLDLMCDNQLDKNGNFEWGQRGYHAKRFLSNYFE 225  

MDMV     148 TLTPSDALKASAALLELSRWYKNRKESTKEDNLSTFRNKISPKSTINLALMCDNQLDSNGNFVWGKREYHAKRFFSNYFE 227  

OYDV     148 VMSSTEQELALSNLKSLTLWYKKRLEAQQVGDLSTFRNKISAKTHINLALMCDNQLDVNGIFQWGERGYHAKRFFEKYFI 227  

PLDMV    147 KLVSEDFYEMSQCLLELTRWHKNRSDSFKKGEIHHFRNKMSGKAQFNFALMCDNQLDKNGNFVWGERGYHAKRFFLNFFE 226  

PRSV     145 LATGYEFERASNSLREIVRWHLKRTESIKAGSVESFRNKRSGKAHFNPALTCDNQLDKNGNFLWGERQYHAKRFFANYFE 224  

PSbMV    147 GSSTIEWESMNESLLELARWHNKRTESIASGGISSFRNKISAKAQINFALMCDNQLDTNGNFVWGERGYHAKRFFSEFFT 226  

PeMoV    145 VATSEEFSDATTQLLEVTRWYAKHLSLVDEGSISSFRNKATSKSLINPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGRHSKRFFENFFE 224  

PepMoV   144 ENTSGEWLTARQHLRELVRFQKNRTDNIKKGDLASFRNKLSARAQYNLYLSCDNQLDKNASFLWGQREYHARRFFLNFFQ 223  

PTV      144 QNRPEQWQDAFDDLRELVRFQKNRTDNIKKGDITAFRNKLSSKANYNLYLACDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFTKFFQ 223  

PPV      146 MMSAQDYIEASDHLRELARYQKNRTENIRSGSIKAFRNKISSKAHVNMQLMCDNQLDTNGNFVWGQREYHAKRFFRNYFD 225  

PVA      145 RATPEQLGSASAHLLEITRFVRNRTDNIKKGSLALFRNKISAKAHVNTALMCDNQLDRNGNLIWGERGYHAKRFFSNYFD 224  

PVV      144 QNRPDQWKEAFEALRELAWFQKNRTRNIKKGNLAAFRNKLSSKANIQYVLSCDNQLDQECQFPVGPEGIPCYKIFHKFFQ 223  

PVY      144 ENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNFFE 223  

SVY      145 QASSLEFSEATKNLLEIARYLRNRTENIEKGSLKHFRNKISQKSHINTALLCDNQLDKNGNFVWGERGYHAKRFFSNYFE 224  

SYSV     147 LVCNDETEAALKQLLELTNWYRKRLEAQMSGGLESFRNKISSKTHINLALMCDNQLDVNGMFQWGERGYHAKGLFANYFT 226  

SrMV     148 TLKVEEAVKASASLLEISRWYKNRKESSKEDTLGSFRNKISPKSTIKMALMCDNQLDSNGDFLWGKREYHAKRFFTNYFE 227  

SMV      145 SVTQSELEQASKQLLAMTQWWKNHMTLTDEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGRHSKRFFANYFE 224  

SCMV     148 TLTPDDAVKASVALLEVARWYKNRKESLKTDTLDSFRNKISPKSTINAALMCDNQLDKNANFVWGNREYHAKRFFANYFE 227  

SPFMV    146 RAKPDELIKASENLLEVARYLKNRTENIKKGSLQSFRNKISQKSSVNLALMCDNQLDKNGNLIWGERGYHSKRFFANYFD 225  

TFV      147 EATNADFEMATHHLLEVTRYLKNRTDIIAESKTARFRNKASAKTHFNADLMCDNRLDKNGNFLWGQRGYHAKRFLLNYFE 226  

TEV      147 KLTGADLEEASTHMLEIARFLNNRTENMRIGHLGSFRNKISSKAHVNNALMCDNQLDQNGNFIWGLRGAHAKRFLKGFFT 226  

TVMV     145 KANPDSLAKASDSLLELARYLNNRTENIRNGSLKHFRNKISSKAHSNLALSCDNQLDQNGNFLWGLAGIAAKRFLNNYFE 224  

TuMV     146 TVTGEEFSQATKHLLEIARYLKNRTENIEKGSLKSFRNKISQKAHINPTLMCDNQLDRNGNFIWGERGYHAKRFFSNYFE 225  

WMV      145 SVTQDELERASRQLLAMTQWWKNHMNLTDEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGKHSKRLFANYFE 224  

WPMV     144 QNGPEQWQDAFNALRELARFQKNRTDNIKKGDIATFRNKLSSKANYNLYLACDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFTKFFK 223  

WVMV     145 SVSQADLEQASKQLLAMTQWWKNHMTLTNEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGRHSKRFFSNYFE 224  

YMV      146 ELKRTDLERASTLVLELARYHRNRTENIKKGSLVSFRNKVSAKTHINTALMCDNQLDANGNFMWGQRGYHAKRFFSTCFK 225  

Type:                           a + +           a+ +   +                  a a  + a+ ++aa  aa  

                                                FRNK box 

ZYMV     144 LVTQDELDLALKQLLEMTQWFRNHMHLTGEEALKMFRNKRSSKAMINPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGYHSKRLFKNFFE 223 

BCMNV    145 SATQEDLKKASEQLLAMTRWWKNHMTLTNEDALKTFRNKRSSKALINPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGRHSKRFFENFFE 224  

BCMV     145 SVTQEELDLALSQLLKMTQWWKNHMSLTEIDPLKSFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFIWGERGYHSKRFFSNFFD 224  

BYMV     145 SLSNEEVGGASKHLLEVVRYIRNRTDSIQRNDLSKFRNKISSKTHVNLDLMCDNQLDKNANFVWGQRAYHAKRFLSNYFN 224  

BtMV     145 TATPSEISDASGLLLEITRWFNNHLSVIDKGSLRAFRNKRSSKALVNPSLLCDNQRDKNGNFIWGERGYHSKRFFASHFD 224  

ChiVMV   145 RATSEEFSRASDCLLELARFHKNRVESLKKGSLHLFRNKVTSKSHINPSLMCDNQLDANGNFIWGKRGYHAKRFFSNYFE 224  

ClYVV    145 SLTNDEVGVASASLLEITRYIRNRTDSIQRNDLSKFRNKISSKTHINLDLMCDNQLDKNANFMWGQRAYHAKRFLSNYFS 224  

CSV      145 VSDAEKCIDISKNLLLVANFIKNRRDGLVRGDVKEFKNKISNKAHVNPVLMCDNQLDANGNFVWGERSHHAKRFFDNFYM 224  

CABMV    144 SASKQELDQALKQLLAMTQWWKNHMDLTGEDALKTFRNKRASKAILNPSLLCDNQLDKNGNFIWGERGRHSKRFFSNFFE 223  

DVY      147 RLSSEDFSKCTKSLLQVVRWVKNRTDSIKQNDLSRFRNKISGKALINPSLMCDNQRDKNGNFVWGTRGYHAKRFFNNFFE 226  

DsMV     146 TVSQADLDKASQQLLHMTQWFKKHLSLIGEGNLESFRNKRASKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGYHSKRFFSNYFE 225  

EAPV     145 SVTQQELDQATKQLLEMTRWWKKHMNLTDEDALRVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGKHSKRFFANFFE 224  

JYMV     146 SATAEELSEATRNLLEIVRYLKNRTESSEKGTLKTFRNKTSQKAHLNPALMCDNQLDENGNFVWGERGYHAKRFFNKYFE 225  

JGMV     149 VSDELQMVSVGQNLLEIAKWFSKRHKAGPSDDLSTYKNKVAARGVVGNALMCDNQLDKNGDFLWGQRAYHAKRFLSNFYD 228  

KoMV     144 RSSQEDLSDATKALLEVARWFKNRKEGIESGSVAAFRNRISAKTQINPTLMCDNQLDEDGNFVWGERSYHAKRFFNNYFE 223  

LYSV     144 SISSPAIQRLQDDLLEVVRYTKKRTSSIDRGELQHYRNKIASKTHFNLDLMCDNQLDKNGNFIWGERGYHAKRFFLNYFD 223  

LMV      146 QATSDEMAQASNHVLEIARYFKNRTENIQKGSLKSFRNKISGKAHLNPSLMCDNQLDKNGGFEWGQRSYHAKRFFDGYFE 225  

LMoV     146 DMSSNELYECSDCIRELARFQKNRTDNIKKLDVSVFRNKASSKSYFNLDLMCDNQLDKNGNFEWGQRGYHAKRFLSNYFE 225  

MDMV     148 TLTPSDALKASAALLELSRWYKNRKESTKEDNLSTFRNKISPKSTINLALMCDNQLDSNGNFVWGKREYHAKRFFSNYFE 227  

OYDV     148 VMSSTEQELALSNLKSLTLWYKKRLEAQQVGDLSTFRNKISAKTHINLALMCDNQLDVNGIFQWGERGYHAKRFFEKYFI 227  

PLDMV    147 KLVSEDFYEMSQCLLELTRWHKNRSDSFKKGEIHHFRNKMSGKAQFNFALMCDNQLDKNGNFVWGERGYHAKRFFLNFFE 226  

PRSV     145 LATGYEFERASNSLREIVRWHLKRTESIKAGSVESFRNKRSGKAHFNPALTCDNQLDKNGNFLWGERQYHAKRFFANYFE 224  

PSbMV    147 GSSTIEWESMNESLLELARWHNKRTESIASGGISSFRNKISAKAQINFALMCDNQLDTNGNFVWGERGYHAKRFFSEFFT 226  

PeMoV    145 VATSEEFSDATTQLLEVTRWYAKHLSLVDEGSISSFRNKATSKSLINPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGRHSKRFFENFFE 224  

PepMoV   144 ENTSGEWLTARQHLRELVRFQKNRTDNIKKGDLASFRNKLSARAQYNLYLSCDNQLDKNASFLWGQREYHARRFFLNFFQ 223  

PTV      144 QNRPEQWQDAFDDLRELVRFQKNRTDNIKKGDITAFRNKLSSKANYNLYLACDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFTKFFQ 223  

PPV      146 MMSAQDYIEASDHLRELARYQKNRTENIRSGSIKAFRNKISSKAHVNMQLMCDNQLDTNGNFVWGQREYHAKRFFRNYFD 225  

PVA      145 RATPEQLGSASAHLLEITRFVRNRTDNIKKGSLALFRNKISAKAHVNTALMCDNQLDRNGNLIWGERGYHAKRFFSNYFD 224  

PVV      144 QNRPDQWKEAFEALRELAWFQKNRTRNIKKGNLAAFRNKLSSKANIQYVLSCDNQLDQECQFPVGPEGIPCYKIFHKFFQ 223  

PVY      144 ENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNFFE 223  

SVY      145 QASSLEFSEATKNLLEIARYLRNRTENIEKGSLKHFRNKISQKSHINTALLCDNQLDKNGNFVWGERGYHAKRFFSNYFE 224  

SYSV     147 LVCNDETEAALKQLLELTNWYRKRLEAQMSGGLESFRNKISSKTHINLALMCDNQLDVNGMFQWGERGYHAKGLFANYFT 226  

SrMV     148 TLKVEEAVKASASLLEISRWYKNRKESSKEDTLGSFRNKISPKSTIKMALMCDNQLDSNGDFLWGKREYHAKRFFTNYFE 227  

SMV      145 SVTQSELEQASKQLLAMTQWWKNHMTLTDEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGRHSKRFFANYFE 224  

SCMV     148 TLTPDDAVKASVALLEVARWYKNRKESLKTDTLDSFRNKISPKSTINAALMCDNQLDKNANFVWGNREYHAKRFFANYFE 227  

SPFMV    146 RAKPDELIKASENLLEVARYLKNRTENIKKGSLQSFRNKISQKSSVNLALMCDNQLDKNGNLIWGERGYHSKRFFANYFD 225  

TFV      147 EATNADFEMATHHLLEVTRYLKNRTDIIAESKTARFRNKASAKTHFNADLMCDNRLDKNGNFLWGQRGYHAKRFLLNYFE 226  

TEV      147 KLTGADLEEASTHMLEIARFLNNRTENMRIGHLGSFRNKISSKAHVNNALMCDNQLDQNGNFIWGLRGAHAKRFLKGFFT 226  

TVMV     145 KANPDSLAKASDSLLELARYLNNRTENIRNGSLKHFRNKISSKAHSNLALSCDNQLDQNGNFLWGLAGIAAKRFLNNYFE 224  

TuMV     146 TVTGEEFSQATKHLLEIARYLKNRTENIEKGSLKSFRNKISQKAHINPTLMCDNQLDRNGNFIWGERGYHAKRFFSNYFE 225  

WMV      145 SVTQDELERASRQLLAMTQWWKNHMNLTDEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDRNGNFVWGERGKHSKRLFANYFE 224  

WPMV     144 QNGPEQWQDAFNALRELARFQKNRTDNIKKGDIATFRNKLSSKANYNLYLACDNQLDKNANFLWGQREYHAKRFFTKFFK 223  

WVMV     145 SVSQADLEQASKQLLAMTQWWKNHMTLTNEDALKVFRNKRSSKALLNPSLLCDNQLDKNGNFVWGERGRHSKRFFSNYFE 224  

YMV      146 ELKRTDLERASTLVLELARYHRNRTENIKKGSLVSFRNKVSAKTHINTALMCDNQLDANGNFMWGQRGYHAKRFFSTCFK 225   

מארבעים וארבע  HC-Proהשוואת רצפים באזור המרכזי של . Potyviruses-שמורה ב FRNKתיבת . 28איור 
Potyviruses תיבת . שוניםFRNK  או ( +)ושתי אזורים סמוכים עשירים בחומצות אמיניות טעונות חיובי

' מספור הוא מהח. 80%אמיניות שרמת הדמיון בינהן מעל ' מודגשות בשחור ח. מודגשות בקו( a)ארומטיות 
. HC-Proאמינית הראשונה של כל 

Zucchini yellow mosaic virus gi|118566318 (ZYMV); Bean common mosaic necrosis virus 

gi|25013913 (BCMNV); Bean common mosaic virus gi|25013490 (BCMV); Bean yellow mosaic virus 

gi|25013500 (BYMV); Beet mosaic virus gi|40254030 (BtMV); Chilli veinal mottle virus gi|45004657 

(ChiVMV); Clover yellow vein virus gi|25013510 (ClYVV); Cocksfoot streak virus gi|25014039 

(CSV); Cowpea aphid-borne mosaic virus gi|25013520 (CABMV); Daphne virus Y gi|96980663 

(DVY); Dasheen mosaic virus gi|25013784 (DsMV); East Asian passiflora virus gi|85539887 (EAPV); 

Japanese yam mosaic virus gi|25013883 (JYMV); Johnsongrass mosaic virus gi|25013809 (JGMV); 

Konjak mosaic virus gi|90093254 (KoMV); Leek yellow stripe virus gi|25013893 (LYSV); Lettuce 

mosaic virus gi|25013530 (LMV); Lily mottle virus gi|39163617 (LMoV); Maize dwarf mosaic virus 

gi|25013540 (MDMV); Onion yellow dwarf virus gi|32493289 (OYDV); Papaya leaf-distortion mosaic 

potyvirus gi|32493279 (PLDMV); Papaya ringspot virus gi|25013550 (PRSV); Pea seed-borne mosaic 

virus gi|25013560 (PSbMV); Peanut mottle virus gi|25013833 (PeMoV); Pepper mottle virus 

gi|25013570 (PepMoV); Peru tomato mosaic virus gi|28519942 (PTV); Plum pox virus gi|25013580 

(PPV); Potato virus A gi|25013590 (PVA); Potato virus V gi|25013850 (PVV); Potato virus Y 

gi|25013600 (PVY); Scallion mosaic virus gi|25013997 (SVY); Shallot yellow stripe virus gi|76803358 

(SYSV); Sorghum mosaic virus gi|25013823 (SrMV); Soybean mosaic virus gi|25013610 (SMV); 

Sugarcane mosaic virus gi|25013620 (SCMV); Sweet potato feathery mottle virus gi|25013774 

(SPFMV); Thunberg fritillary virus gi|68989219 (TFV); Tobacco etch virus gi|25013634 (TEV); 

Tobacco vein mottling virus gi|25013639 (TVMV); Turnip mosaic virus gi|25013650 (TuMV); 

Watermelon mosaic virus gi|51949948 (WMV); Wild potato mosaic virus gi|25141239 (WPMV); 

Wisteria vein mosaic virus gi|116723233 (WVMV) and Yam mosaic virus gi|48249198 (YMV). 



 91 

מת בין וירוסים היא התופעה בה הדבקה בו זמנית של שני וירוסים גור( synergism)סינרגיה 

אובדן בו זמני של סינרגית . לעליה ברמתו ואלימותו של אחד מהם ביחס להדבקתו לבדו

Potyvirus / Potato virus X  עם אובדן פעילות עיכוב השתקה(RNA-silencing 

suppressor, RSS ) נקשרו למוטציהL134H ב-PPV (González-Jara et al. 2005) ,

 Soybean mosaic virus-נמצאו גם ב Comovirusוסינרגיה עם  RSSואובדן בו זמני של 

(K142I )וב-TEV (K144I )(Ghabrial and Zhang 2005) .אפשר שסינרגיה היא מדד , לכן

-שה, ZYMVFINKותומך בכך הממצא כי הוירוס המוחלש  HC-Proשל  RSSנוסף לפעילות 

HC-Pro כ שלו פעיל-RSS , פעיל בסינרגיה עםCMV (Wang et al. 2004).  מכאן שאתר

FRNK אינו המוטיב היחידי ב-HC-Pro  הקשור לפעילותRSS או לתסמינים .

 RNAויראלית המבוססת -הוא מעכב חזק של מערכת ההשתקה האנטי HC-Proהחלבון 

(Anandalakshmi et al. 1998) , גורם לשינויים בהצטברותsmRNA  ומשבש את

 .Kasschau et al. 2003; Chapman et al. 2004; Mlotshwa et al)התפתחות הצמח 

בחלבון זה ביצירת תסמינים נעשתה השוואה  FRNKכדי לבחון את מעורבות תיבת . (2005

לבין צמחים מודבקים בוירוס המוחלש  ZYMVFRNKבין צמחי קישוא מודבקים בוירוס האלים 

ZYMVFINK ,אמינית יחידה ' השונה ממנו בח(Gal-On and Raccah 2000) . נעשתה

פעילותם , (RSS)ל כמעכבי השתקה "הנ HC-Pro-השוואה בין פעילותם של חלבוני ה

והרמות המצטברות של , smRNAוהושוו הרמות המצטברות של , smRNAבקישור דופלקס 

ההשוואה נעשתה . בצמחים מודבקים בוירוסים אלו ta-siRNA-ו miRNAמטרה של -גני

בעלה האמיתי הראשון המנוגע , רוס האליםבטרם הופעת התסמינים בצמח המודבק בוי

 RNA-היתה הצטברות ה, בשלב זה. חמישה ימים לאחר הדבקתו על הפסיגים, סיסטמית

מכאן . זהה בין התבדיד האלים למוחלש( 4איור ) HC-Pro-וחלבון ה( 3איור )הויראלי 

ס הנצפים בשלב זה אינם תוצאה של הבדלים בכמות הוירו smRNAשההבדלים בהצטברות 

נשארת פתוחה השאלה אם ההבדל בתסמינים המתפתחים בשלב . בצמח HC-Pro-או ה

או משילוב של  smRNAמאוחר בין תבדידי הוירוס נובעים מהבדל ראשוני זה בהצטברות 

תופעה זו עם הירידה ברמת הוירוס בצמח המודבק בתבדיד המוחלש בשלבים מאוחרים של 

. ם קשורים בתהליכים התפתחותייםסביר שלא כל התסמיני(. 3איור )ההדבקה 

ניתן לזהות עליה  PPV (Babu et al. 2008)-מודבקים ב Arabidopsisבפרוטופלסטים של 
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, גנים הקשורים בכלורופלסט, אמינו' יצירת עמילן וח, בביטוי גנים הקשורים בסוכרים מסיסים

סינטיזת חלבונים , תשמורת, וירידה בביטוי גנים הקשורים להתפתחות, גורל חלבונים ועוד

נמצאה עליה בגנים  TuMV (Yang et al. 2007)-ב. ותרגום ובמרכיבים של דופן התא

, ורים בתפקוד הכלורופלסטהקשורים בסינתיזה ופירוק חלבונים וירידה בביטוי גנים הקש

יתכן ששיבוש בגנים אלה יגרום לתסמינים כגון כלורוזה . מטבוליזם של גופרית ודופן התא

. ועיכוב גידול ואפשר שגם יתרמו לעוות העלה

נבחנו ההבדלים בפעילות , (RSS)במניעת השתקה  FRNKלבחון את תפקידו של אתר כדי 

RSS  שלHCFRNK (שמקורו ב-ZYMV בר האליםמטיפוס ה ) לעומתHCFINK ( שמקורו

, 6איורים ) N. benthamianaי ניסויים בהם בוטאו חלבונים אלה בעלי "ע( בוירוס המוחלש

בניסויים אלה נבחנה יכולתו של החלבון . במנותק מהוירוס באמצעות אגרובקטריום )9

או  GFPשל  mRNAקרי למנוע את חיתוכו של , GFPהמבוטא לעכב את השתקתו של 

כי למרות , נמצא להפתעתנו. י מערכת ההשתקה הצמחית"נוע את עיכוב תרגומו עלמ

טרם , חרונסקי. א) RSS-ששינויים מסויימים אחרים באתר יכולים לגרום לביטול פעילותו כ

ואת ) RSS-מבטלת את פעילותו כ( 9איור ) TEVבוירוס  HCFINKוכי המוטציה , (פורסם

-ו HCFRNKבין  RSS-לא נמצאו הבדלים בעוצמת ה, (ההאינפקטיביות של הוירוס הנושא אות

HCFINK ( 6איור ) שלZYMV .HC-Pro , למרות שעיכב היטב את השתקתGFP , לא עיכב

ואולי אף גרם להצטברות קלה ), (C6איור ) GFP-שניוניים מ siRNAאת יצירתם של 

אלא מונע , RDRאו של  Dicerולכן אינו מעכב את פעולתם של ( ברמתם כאשר כמותו גדולה

. *siRNA/siRNA( duplex)י קישור והפקעה של תצמיד "ע, כפי הנראה, RISCאת פעולת 

נבדקו גם תוצאותיה של , הינה מלאכותית, הכוללת הזרקה של חיידקים, כיוון שמערכת זו

 viral siRNAי בחינת הצטברותם של "ע ZYMV-מערכת מניעת ההשתקה בצמח מודבק ב

(vsiRNA )נערך ניסוי . ם הוירוס ובניסיון הצמח להשתיק אותושמקורם בגנוmicroarray 

 )גדיל פלוס)תיאורטיים לכל אורך הגנום  vsiRNAמקיף ובו נבחנו הצטברותם של מאות 

ימים לאחר הדבקה באחד משני התבדידים  5בעלי קישוא ( גדיל מינוס)והגדיל המשלים לו 

של  Dicerראשוניים מחיתוך בידי  vsiRNAהיו יכולים להווצר , באופן תיאורטי(. 5איור )

dsRNA הנוצר מקיפול עצמי של ה-RNA  הגנומי או של גדיל המינוס(hairpin) ,י תוצר "או ע

 replicative form)במחזור הריבוי של הוירוס  RNAעל גבי  RNAביניים של תעתוק 
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dsRNA .)יכולים להווצר , לחלופיןvsiRNA י חיתוך בידי "שניוניים עDicer  שלdsRNA 

מתוצאות הניסוי . צמחי על גבי חתיכות מגנום הוירוס או גדיל המינוס RDRי "מושלם הנוצר ע

הינה מאוד סלקטיבית ולא מחולקת שווה לאורך  vsiRNA-עולה כי הצטברות ה( 5איור )

. וכאלו שלא זוהו כלל"( hotspots)"שזוהו בעוצמה יחסית רבה  vsiRNAsוכי ישנם , הגנום

שמקורם בגדיל פלוס  vsiRNAנמצא כי הצטברו משמעותית מספר גדול יותר של כמו כן 

 vsiRNAממצא דומה בו שובטו יותר . מאלו של גדיל מינוס וכי גם רמתם היתה גבוהה יותר

 .potyvirus TuMV (Ho et al-מודבקת ב Brassica juncea -מגדיל פלוס התקבל גם ב

-שהצטבר לבין בן vsiRNAכי לא היתה חפיפה בין , מהתוצאות עולה באופן מודגש. (2007

 Molnar et)בניגוד למידע המקובל לוירוסים אחרים . מהגדיל המשליםהזוג הפוטנציאלי שלו 

al. 2005) ,ממוחשב של ה קיפול-RNA  הויראלי שלZYMV לא הציב את ה-vsiRNA 

ממצאים דומים לגבי הקיפול התקבלו גם בארבידופסיס . באזורים בעלי מבנה שניוני דוקא

גם שם הצטבר , Tobacco rattle virus (TRV )(Donaire et al. 2008)-וטבק מודבקים ב

למרות שכאן כן נמצאו כמה בני זוג פוטנציאליים מהגדיל , מגדיל פלוס vsiRNAיותר 

-ביצירת ה Dicers( 4-מ)נמצאה מעורבות של שלושה  TRV-בעבודה זו ב. המשלים

vsiRNA משני הגדילים :DCL2 ,DCL3 ,ו-DCL4 ,כאשר ל-DCL4  חשיבות מכרעת

יכולים תיאורטית להיות שני  vsiRNA-בתהליך יצירת ה. בהגבלת ההתרבות של וירוס זה

סלקטיביות  האחד, hotspots-הגורמים לתופעת ה...( או שילוב בינהם" )סינון"גורמי 

 .Ho et al)על פני אחר  G-C-לסובסראט דו גדילי מסויים עשיר ב Dicerוהעדפה של 

בעל נוקלאוטיד  siRNAבקליטת גדיל חד גדילי של  RISCוהשני סלקטיביות של  ,(2007

אך השאלה מיהו הגורם המסנן נותרה ללא מענה בשלב , (Mi et al. 2008) '5מסויים בקצה 

לבין מצב שבו מצטברים יחדיו  hotspots-מעניין לציין כאן את הניגוד בין תופעת ה. זה

miRNA ו-miRNA* (ה של ואולי גם לזsiRNA/siRNA* שניוניים כמו בניסוי ה-GFP ) בגלל

בשלב )ניתן לפרש תוצאה זו כך שבהדבקה בוירוס , כמו כן. HC-Proי "קישורם יחד ע

 vsiRNAנמנעת מראש יצירה של , בניגוד לטרנסגן, (ימים לאחר הדבקה 5המוקדם של 

בו לא נמצא  GFP-בדומה לתוצאה שהתקבלה בניסוי ה(. שהוא דופלקס מושלם)שניוני 

ימים לאחר הדבקה היתה זהות  5נמצא כי , HCFINK-ל HCFRNKבין  RSS-הבדל בפעילות ה

גם , גם בגדיל, ZYMVFINK-ו ZYMVFRNK-בין צמחים מודבקים ב vsiRNA-בהצטברות ה
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, מתרבה בצמח באופן נורמלי ZYMVFINKיחד עם המידע כי , תוצאה זו. במיקום וגם בעוצמה

לפחות בשלבים מוקדמים , RSS in-vivoמוטציה אינה פוגעת בפעילות מצביעה על כך שה

. לאחר ההדבקה

 

דו  smRNAקושר תצמידי  TEVשל הוירוס  HC-Proנתגלה כי גם חלבון , במהלך עבודה זו

 של וירוסים RSS-כפי שהתברר ל, (Lakatos et al. 2006; Merai et al. 2006)גדיליים 

מידי  smRNA-עשוי לגרום להפקעת ה, אפשר להניח, קישור זה(. 1ראה טבלה )אחרים 

RISC כדי . ולמנוע את הטענתו ואת פעילותו ובכך לפגוע בהתפתחותו התקינה של הצמח

עומדים מאחורי ההבדל  HC-Proי "ע smRNAלברר האם הבדלים בעוצמת קשירת 

גם in-vitro (EMSA )נערכו ניסויי קשירה , ZYMVFINK-ו ZYMVFRNKנים בין בתסמי

המבטאים  N. benthamianaוגם בעלי ( 8איור ) ZYMV-בתמציות עלי קישוא מודבקים ב

קושר גם , HCFRNKבניסויי הקשירה נמצא כי (. 9, 8איורים )את החלבון במנותק מהוירוס 

siRNA-like duplex  וגםmiRNA-like duplex  בעוצמה חזקה בהרבה מאשרHCFINK .

קרובה לסף , לעיתים לא נראתה קשירה ולעיתים היתה זו חלשה מאוד HCFINKי "בקישור ע

, HCFRNA, המופחת מטען במיקום חדש, RSS-גם במוטנט נוסף פעיל כ.  הזיהוי של השיטה

, ZYMVFRNA, וירוס הנושא מוטציה זו. לא נראתה קשירה או שזו היתה מתחת לסף הזיהוי

, בהתאם לכך(. עבודת מסטר. חרונסקי א) ZYMVFINK-הוא בעל תסמינים מוחלשים בדומה ל

חרונסקי )וגורם לתסמינים אלימים  HCFRNK-שהוא בעל מטען שווה ל, HCFKNKקשר המוטנט 

-ו( לא פורסם. ארזי צ) TEVבוירוסים . HCFRNK-בצורה דומה ל siRNA, (עבודת מסטר. א

TuMV (Whitham S. לא פורסם ) המוטציהHCFINK גרמה לאובדן אינפקטיביות . 

TEV-HCFINK גם לא היה פעיל כ-RSS ( 9איור .)ניתן לנבא כי שני מטענים חיוביים , מכאן

מאפשרים קשירת דופלקס  +a+Nבמבנה ( a)אמינית ארומטית ' בצמוד לח( +)

miRNA/miRNA*  אוta-siRNA גורם לקשירה חלשה  ומטען חלקי, חזקה ותסמינים אלימים

ואובדן אינפקטיביות  RSSאו לאובדן פעילות )ולתסמינים מתונים ( או אובדן קשירה)

אין ביכולתנו לקבוע האם , אינה רגישה דיה EMSA-כיוון ששיטת ה(. בוירוסים אחרים

 RSS-פוגעת ביכולת ה FINKבאותם וירוסים בהם המוטציה  smRNAהקישור לתצימידי 

. ZYMVFINKשה עוד יותר מזו של דומה או חל, שלהם
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הממצא כי שילוב של חומצות אמיניות ארומטיות וחומצות אמיניות טעונות במטען חיובי 

 RNA (van-תואם את הידוע לגבי קישור חלבונים ל smRNA-חשוב לקישור תצמיד ה

Tilbeurgh et al. 1997) .גם ב-RSS כגון , של וירוסים אחריםP19 (Vargason et al. 

נמצא כי לחומצות אמיניות טעונות וארומטיות תפקיד ישיר  P21 (Ye et al. 2003)-ו (2003

 smRNAהיא נקודת מגע פוטנציאלית של החלבון עם תצמידי  FRNKיבת מכאן שת. בקישור

-בכל הוירוסים מקבוצת ה. ולגרום לתסמינים miRNAלהפקיע  HC-Proותורמת ליכולתו של 

Potyvirus  שמורים מלבד תיבתFRNK  שני אזורים משני צידי האתר שהם בעלי מטענים

אפשר לשער כי יתכן שגם להם תפקיד ו, (27איור )חיוביים וחומצות אמיניות ארומטיות 

.  smRNAבקישור 

נפגעת גם , RSSאשר פוגעת בפעילות  FRNKניתן להכליל כי כאשר ישנה פגיעה באתר 

אך פגיעה בקישור אינה בהכרח מבטלת את , הקשירה של הדופלקס ונפגעת האינפקטיביות

מהוירוסים )ZYMV-HC-Pro -ממצא אחרון זה הוא יחודי ל. והאינפקטיביות RSS-פעילות ה

יתכן שמעורבים בכך אתרים נוספים . ולא ברור מדוע וירוס זה יוצא דופן( והחלבונים שנבדקו

. האחרים ושלא נבדקו בעבודה זו Potyviruses-שאינם שמורים ב ZYMV-HC-Proעל 

 RNAנבדק  smRNAמעורבת בשינויים בהצטברות של  FRNKכדי לבחון האם תיבת 

לבין צמחים מודבקים בוירוס המוחלש  ZYMVFRNKבוירוס האלים  מצמחי קישוא מודבקים

ZYMVFINK . בעזרתmicroarray  ו-northern-blot  מספר לראשונה זוהוmiRNA  ומספר

miRNA* הדבקה ב. י רצפים שמורים מצמחים אחרים"עפ מקישואים-ZYMV  גרמה לעליה

-העליה ברמת ה(. 11איור )המתאימים  *miRNA-שזוהו יחד עם ה miRNA-של רוב ה

miRNA  דומה לזו שנצפתה בעלי ארבידופסיס טרנסגני המבטאP1-HC-Pro מ-Turnip 

mosaic virus (Kasschau et al. 2003)  ולזו שנצפתה בסויה המבטאHC-Pro  של

soybean mosaic virus (Lim et al. 2007) .miRNA*  בצמח בלתי מודבק מתפרקים

ורמתם היתה אכן נמוכה בעלי הקישואים , לעיתים קרובות במהירות אל מתחת לסף הזיהוי

בצמחים מודבקים בוירוס הצטברו רמות גבוהות מאוד כפי , לעומת זאת. הבלתי מודבקים

-בניגוד ל. Potyvirus (Chapman et al. 2004)-שנצפה בצמחים אחרים מודבקים ב

vsiRNA  שרמתם נמצאה דומה בין תבדידי הוירוס באותוmicroarray ( 5איור) , רמות

miRNA* בצמחים מודבקים ב-ZYMVFRNK יו תמיד גבוהות מאלה המודבקים בה-
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ZYMVFINK ימים  5)וזאת בטרם הופעת התסמינים , 20לבין פי  2פי -בטווח שבין פחות מ

גורם להצטברות של תצמיד  HCFRNK-מהבדל זה אפשר להסיק כי יתכן ש(. לאחר הדבקה

מיד מייצב את התצ HCFINKוכי , miRNA-י ייצובו והפקעתו יחד עם ה"ע in-vivoגדילי -דו

קושר תצמידי  HCFRNK -ממצא זה מתאים לממצאים ש. באופן יותר סלקטיבי ובמידה פחותה

smRNA  סינתטיים באפיניות גבוהה מאשרHCFINK ( 10, 9, 8איורים .) כדי לבחון מדוע

שונים קובצו אלה לשתי קבוצות  *miRNA/miRNAישנם הבדלים בסלקטיביות בין תצמידי 

והשניה בהם , 3אינם עולים על פי  HCFINK-ו HCFRNKלים בין האחת בהם ההבד, (13איור )

נתקבל מתאם בין מבנה התצמיד החזוי לחלוקתם לשני הקבוצות . 3פי -ההבדלים גדולים מ

אך יש לזכור כי הקיפול מייצג תחזית ממוחשבת על סמך תוצאות היברידיזציה , (13איור )

ה בין הגדילים טובה יותר והמבנה נראה כי כאשר ההתאמ. ולא רצפים מרוצפים אמיתיים

וכאשר ישנן , קושר את התצמיד היטב HCFINKגם , miRNA168-כגון ב, "מושלם"ההליקלי 

קושר הרבה יותר חזק  HCFRNK, מספר אי התאמות ברצף או שבירה של המבנה ההליקלי

 -ה, ישנם שני מגרעות לאורך המולקולה dsRNAלמבנים הליקליים של . HCFINK-מ

major-groove וה-minor-groove (Rich 1956) .ל-dsRNA "יש " מושלםminor-groove 

צר ועמוק שהוא בלתי נגיש  major-groove-רחב ורדוד שגישתם של חלבונים אליו קלה ו

מכיל את רוב האינפורמצית הרצף  RNA-בmajor-groove -כיוון שה. לחומצות אמיניות

. אינו מאפשר אינטראקציה ספציפית לרצף עם חלבונים" מושלם" dsRNA, ספציפיתה

 major -לולאות ובליטות מרחיבות את ה, התאמות-שבירות מבנה הנובעות מאי, לעומת זאת

groove  ומאפשרות חדירה של חומצות אמיניות ואת הפוטנציאל להיכרות ספציפית בין

אפשר גם שההבדל בעוצמות הקישור שהתקבלו . (Tian et al. 2004)הרצף לחלבונים 

המושלם הנקשר חזק  *siRNA/siRNAלבין  *miRNA/miRNAלתצמידים הסינטטיים בין 

במהלך  miRNAת בתצמידי התאמו-מרמזים שיצירת אי( 9C-ל 9Bהשווה  9איור )יותר 

ממצאים . קושרי תצמידים RSSהאבולוציה היא מנגנון של הצמח להתחמק מפגיעתם של 

המשתתפים בתצמידים בלתי מושלמים כגון  miRNA-אלה עשויים ללמד כי אפשר ול

miR166 ו-miR159 ,י ה"והנקשרים ע-HC-Pro י "האלים אך פחות עHCFINK , תפקיד חשוב

.  יניםיותר ביצירת התסמ
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יש הצטברות של תצמידים בעלי , in-vivo, ישנה סתירה בין התוצאה בה נראה כי בצמח

  HCFRNKלבין  HCFINKלבין ההבדל הגדול בין , ZYMVFINK-התאמה טובה גם בעת הדבקה ב

. גם לדופלקס סינטטי מושלם EMSA in-vitro-הנצפית במבחן ה )33פי )באפיניות הקשירה 

אינו מדמה במלואו את  in-vitroק לתופעה זו אך סביר כי המבחן אין בעת זו הסבר מספ

. in-vivoהמצב 

עלתה אף היא ( *miRNA-ולא רק ה) miRNA-רמתם המצטברת של חלק מה, כאמור

(. 11איור ) miR396-ו miR168כגון , בהדבקה בשני תבדידי הוירוסים ולעיתים באופן דרמתי

-ידועה כמושפעת משלוש עקות א( miR171יחד עם )רמתם המצטברת של שני האחרונים 

אף כי הבדלים אלו היו נמוכים מההבדלים שהתקבלו , (Liu et al. 2008)ביוטיות שונות 

אינן תוצאה של ייצוב , גם בהדבקה ויראלית, יתכן שרמות גבוהות אלה. עבודה הנוכחיתב

או עיבוד מוגבר שלו /ו pre-miRNA-תצמיד בלבד אלא של שעתוק מוגבר של הגן המקודד ל

 miRNA-כך שירידה בזמינות ה miR162י "עצמו מבוקרת ע DCL1רמתו של . DCL1י "ע

צמחי . DCL1 (Xie et al. 2003)ליה בכמות תגרום לע( HC-Pro-י הפקעתו ב"ע)

היו , P1/HC-Proוצמחים טרנסגניים המבטאים  dcl1או  hen1ארבידופסיס בעלי מוטציה 

 .Xie et al. 2003; Mlotshwa et al)שלם  DCL1כולם בעלי רמה גבוהה של תעתיק 

2005; Zhang et al. 2006b)  .

( 12, 11איורים , שהינה שווה בשתי תבדידי הוירוס) miR168הצטברותו הגבוהה ביותר של 

ומערכת חישה , רמתית מרשימה של היזון חוזר-מאפשרת לנו להתבונן אל קטע ממערכת רב

. RISCי "הפועל באמצעות מניעת חיתוך ע RSSויראלית לוירוסים שהם בעלי -אנטי

miR168  מבקר את רמתו שלARGONAUTE1 (AGO1 )שהוא החלבון הפעיל ב-RISC 

של  [ (Brodersen et al. 2008)? ואולי את רמת החלבון] mRNA-ומכאן מבקר את רמת ה

AGO1 י היזון חוזר "עצמו ע(Vaucheret et al. 2004; Vaucheret et al. 2006) .צמיד  הת

miR168/miR168*  ( יחסית)נקשר היטב , לפי ההנחה, ולכן( 13איור " )מושלם"הוא הליקס

אפשר שהוא נקשר מעט יותר כיוון שכמות  ZYMVFRNK-ב, אף על פי כן. HCFINK-גם ל

miR168*  למרות שאין הבדל , (אף כי במידה מועטת)בטיפול זה גבוהה יותר באופן מובהק

הוא  *miR168-ל miR168אפשר שהפרש זה בין כמות . (11איור ) miR168ברמת 

miR168 "הנמצא ב" חופשי-miR168-RISC .כי בעת הדבקה בוירוס , היתה הנחה, מכאן
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יתורגם יותר ולכן יווצר / יחתך פחות AGO1של  mRNA-ה, miR168תהיה הפקעה של 

. של הוירוס הפולש RNA-הפועל לחיתוך ה AGO1יותר חלבון 

( הבלתי חתוך)אכן גורמת לעליה ברמת התעתיק השלם  ZYMV-דבקה בכדי לבחון אם ה

ואם ברמת הבקרה שלאחר ( DNARNA)י בקרה ברמת השעתוק "אם ע, AGO1של 

(. 26איור ) RT-Q-PCRבוצע ניסוי , (post-transcriptional mRNA cleavage)שעתוק 

לם לתעתיק חתוך נשמר מתוצאות ניסוי זה עולה באופן ברור כי היחס בין כמות התעתיק הש

 AGO1לעומת זאת הכמות הכללית של תעתיק . בכל הטיפולים ובכל הזמנים( D26איור )

שלם ושל התעתיקים חתוכים עלתה בעת הדבקה בוירוס האלים ועלתה לרמת ביניים בוירוס 

היחס של רמות התעתיקים החתוכים לרמת התעתיק השלם (. 26B, Cאיורים )המוחלש 

וקצב  RISCי "קצב חיתוכו ע, המשקל בין קצב יצירת תעתיק חדשמשקפת את שווי 

ריבונוקלאזה -י האקסו"החתוכים מעוכלים ע" '3-מקטעי. "הדגרדציה של המקטעים

ראה איור ) (Gregory et al. 2008) '3-ל '5-המעכלת מ XRN4/EIN5הציטופלסמטית 

A26" .) י האקסוזום "מעוכלים או ע" '5מקטעי(Voinnet 2008)  המעכלRNA או  '5-ל '3-מ

. (Shen and Goodman 2004) '3-ל '5-מ" '5מקטע "י מנגנון לא ידוע המעכל את "ע

חתוך לשלם מלמדת כי רמת השעתוק  AGO1תוך שמירת היחס בין  AGO1עליה ברמת 

היא זו המוגברת בהדבקה בוירוס וכי הוירוס אינו מונע את חיתוכו של גן זה  AGO1של הגן 

. RISCי "ע

ההדבקה גורמת  עקב AGO1בלתי חתוך של  mRNAניתן לצייר תרחיש בו העליה ברמת 

, miR168-RISC-ב miR168פעיל הגורמת להצטברותו של  AGO1לעליה בכמות חלבון 

מבטלת את אתר  AGO1-בצמחי ארבידופסיס בהם מוטציה ב. הגורם לחיתוך עצמי מוגבר

אך במקביל נמצאה הצטברות גדולה גם , מצטבר מאוד כצפוי miR168 ,AGO1המטרה של 

-miR168זו אינה נובעת לא משעתוק מוגבר של  הוכח כי הצטברות. miR168של 

precursor  ולא מעיבוד מוגבר של פרקורסור זה(י "עDCL1) ,מהצטברותו , אלא כנראה

מהווה  AGO1מכאן שרמתו של . (Vaucheret et al. 2006)עצמו  miR168-RISC-כרכיב ב

יסוי זה גם היתה עליה בנ. הניתן לזיהוי בצמח מטיפוס הבר miR168גורם מגביל לרמתו של 

 miR168ביטוי יתר של , לעומת זאת. miR165/6ושל  miR159מסויימת ברמתם של 

ולפנוטיפים של פגיעה התפתחותית חריפה דומה  AGO1בארבידופסיס גורם לירידה בכמות 
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 REVOLUTA-ו PHAVOLUTA ,PHABULOSAולמוטנטים בבקרה על  -ago1-ל

(Vaucheret et al. 2006) לווה בירידה ברמתם של מmiR159 ו- miR165/6 .

 AGO1לרמה בה , המשקל מועתק כולו מעלה-כל שיווי, שבהדבקה ויראלית, מכאן אפשר

אין בידנו תשובה לשאלה כיצד מבוקרת . RSS-להתחרות ב( ZYMVFINK-לפחות ב)יכול 

 לבדוק את רמת הבקרה AGO1-אין בידנו נוגדן ל, כמו כן. AGO1רמת השעתוק של 

.  AGO1 (Brodersen et al. 2008)גם בה מעורב , שעתוק על התרגום-שלאחר

 מצטבר" '5מקטע "כי , AGO1בניגוד לממצא שהתקבל מניתוח תוצאות רמת התעתיקים של 

 SCL6כדוגמאת , מהירה יותר" '5מקטע "מקובל כי הדגרדציה של , "'3מקטע "-יותר מ

-כפי שנתגלה ב, כמו כן. miR171-RISC (Llave et al. 2002)בארבידופסיס הנחתך בידי 

MYB33  הנחתך בידיmiR159-RISC  בארבידופסיס(Shen and Goodman 2004) ,

" '5-מקטע"-ל oligoU(1-9)תיתכן תוספת של זנב , ולפני עיכולו RISCלאחר החיתוך בידי 

 cap-'5מזונבים אלה נמצאו חלקם בעלי " '5מקטעי . "ללא עיכול בקצה זה, שלו '3בקצה 

מה שאינו מתאים , שלהם '5שונות מקצה  ומעוכלים בדרגות cap-'5וחלקם חסרי , תקין

באצה כלמידומונס נמצאה תוספת של , לעומת זאת. '5-ל '3-י האקסוזום המעכל מ"לעיכול ע

הקצה המקוצר , מלאכותי siRNA-הנחתך מגן מטרה ל" '5מקטע "של  '3בקצה  oligoAזנב 

למרות . (Ibrahim et al. 2006)והוכיחו שמעורב בכך עיכול אקסוזומלי , שלו '3היה קצה 

יתכן כי בשל , "'5-מקטע"שמסקנות שני מאמרים אלה סותרות לגבי כיוון הדגרדציה של 

בעבודה הנוכחית קרובים  AGO1-מ" '5 -מקטע"העובדה שהתחלים בהם נבדקה רמתו של 

י "השערה זו נתמכת ע. שלהם '5ת מקצה יוגברו גם מקטעים המעוכלים חלקי, לאתר החיתוך

על אף ( 27איור ) northern-blot-התצפית כי לא ניתן לזהות תוצר חיתוך נפרד ברור ב

(. Q-PCR-לפי ניסויי ה)שרמתו גבוהה מרמת התעתיק השלם 

, בעת הדבקה בוירוס( buffer)משמשת כגורם ממתן  AGO1אפשר כי העליה ברמתו של 

י כך "וע miRNAעל  RSS-ת כמות הוירוס אלא גם תחרות עם השמאפשרת לא רק את הורד

על מנת לאשש היפותיזה זו נבחנו ההבדלים . miRNAחיתוך תקין של גני מטרה אחרים של 

בעת הדבקת , ששובטו בעבודה הנוכחית מצמחי קישוא, ברמתם של עשרה גני מטרה

 . הצמחים בכל אחד משתי התבדידים
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אף כי ) TuMV-וגם בצמח נגוע ב HC-Proאת החלבון בארבידופסיס טרנסגני המבטא 

גן ) SCL6נמצא כי היתה הצטברות של תעתיק שלם של ( במידה פחותה מבצמח הטרנסגני

למרות עליה לכאורה בכמות , וירידה בכמות תעתיק חתוך של אותו גן( miR171מטרה של 

miR171 (י "מופקע עHC-Pro ובלתי פעיל יש להניח )(Kasschau et al. 2003) . בצמחי

י מטרה שונים רמתם של גנ, (Zhang et al. 2006b)טרנסגניים דומים  ארבידופסיס

(miRNA מבקר בסוגריים )כולל , נמצאה מוגבהתNAC1 (miR164) ,PHAVOLUTA 

(PHV) ו-PHABULOSA (PHB) (miR165/6) ,Auxin response factor-(ARF)8 

(miR167) ,DCL1 (miR162) ,AGO1 (miR168) , וגן מטרה שלta-siR480/255 . רמתו

שלו מה  *siRNA-יתה הצטברות של הזה עצמו היתה מעט מופחתת אך ה ta-siRNAשל 

.  נקשר כתצמיד, ומאידך, הוא סונטז פחות, שמלמד שמחד

 או  miRNAמטרה של -גני 10חתוכים של -בעבודה זו נבדקה רמתם של תעתיקים בלתי

ta-siRNA  ורמתו שלta-siRNA אחד בעלי קישוא מודבקים ב-ZYMVFRNK או מודבקים ב-

ZYMVFINK וצאות עולה כי בשלוש מגנים אלהמהת. מודבקים-או בלתי ,AGO1 ,PHV ו-

INCURVATA-4 ,הוירוס , נמצאו הבדלים מהותיים בין צמחים מודבקים בוירוס האלים

השתנתה עקב  ,ta-siRNA ,TAS3-D7/D8-ה רמתו של גם. והצמח הבריא, המוחלש

הייתה  UM159t-ו REVOLUTA (REVO)-1, רמתם של שניים מהגנים .ההדבקה בוירוס

, REVO2 ,sq5707 ,ARF3, בחמש הנותרים. כה מדי לניתוח בעלי הקישוא שנבדקונמו

ARF3A ו-ARF4 , או שלא נמצאו הבדלים או שההבדלים בין החזרות הביולוגיות היו גדולים

. מההבדלים בין הטיפולים

שנידון בהרחבה בסעיף  AGO1הגנים בהם נמצאו הבדלים ברמת התעתיק הבלתי חתוך היו 

גנים אלה הם גורמי שעתוק . INCURVATA-4-ו miR166 ,PHVי גני מטרה של ושנ, הקודם

ממשפחה זו שובטו Class III homeodomain-leucine zipper (HD-Zip .)ממשפחת 

 PHVפאראלוגים של  השלוש, INCURVATA-4-של גנים הדומים ל mRNA-ה קישואמ

ויים להיות תפקידים עש( בארבידופסיס)לבני משפחה זו  .REVOושתי פאראלוגים של 

יצירת מריסטמות ויצירת , קוטביות איברים, חופפים או אנטגוניסטיים בהתפתחות העובר

 jabba 1Dבמוטנט ) miR166ביטוי יתר של . (Prigge et al. 2005)מערכת ההובלה 

ולעליה  INCURVATA-4-ו, PHV ,PHBגורם לירידה ברמה המצטברת של ( בארבידופסיס
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ראדיאליזציה , צמחים אלה הם בעלי מריסטמות מרובות ומוגדלות. REVOברמה של 

(radialization )פגיעה במערכת הרביה הנקבית ועוותים במערכת ההובלה , של העלים

(Williams et al. 2005b) .זמנית של -ביטול פעילות בו, במהופךPHB ,PHV  ושלREVO 

מבטל היווצרות מריסטמה קודקודית , של פסיגים (abaxialization)גורם לאבקסיאליזציה 

ומכאן מלמד על תפקידם בהתפתחות העובר והצמח הבוגר , צדדית-ומפר סימטריה דו

(Emery et al. 2003) .INCURVATA-4 (הידוע גם כ-ATHB15, Icu-4, CORONA 

[CNA]) בין היתר בהתפתחות צינורות ההובלה בתפרחת  מעורב בארבידופסיסה הוא גן

(Kim et al. 2005) ,ומוטנטים בלתי רגישים ל-miR166  הם בעלי שינויים בסידור העלים

(phylotaxis) , אדקסיאליזציה(adaxialization )שינויים במבנה ואורך , של איברים צדדיים

.  (Ochando et al. 2006)ר של עצה בגבעול השורש ובעלי גידול מוגב

 sqINCURVATA-4חתוך של -הבלתי mRNA-מתוצאות בדיקת רמת ההצטברות של ה

רמתו המצטברת , הדבקה ימים לאחר 5, עולה כי בעלה האמיתי הראשון( 22איור )

היתה מעט נמוכה בצמחים בריאים מאלה המודבקים בוירוס  Incurvataהממוצעת של 

בעלה . בממוצע 3.4המוחלש אך רמתו בצמחים מודבקים בוירוס האלים היתה גבוהה פי 

, רמתו המצטברת בצמח הבריא היתה גבוהה מזו של העלה הראשון, ימים מהדבקה 7, השני

בעוד הוירוס , ברמתו 3.9הדבקה בוירוס האלים גרמה לעליה פי , עלה הראשוןכמו ב, וגם כאן

ימים לאחר הדבקה היתה רמתו של  14. המוחלש לא גרם לעליה משמעותית

INCURVATA-4 דומה גם בצמח המודבק , בעלה הצמח הבריא דומה לזו שבעלה הראשון

. המודבק בוירוס האליםבצמח  2.5גבוהה פי , ובדומה לזמנים האחרים, בוירוס המוחלש

הושפעה מעט מהדבקה בוירוס , (INCURVATA-4המבקר את ) miR166רמתו של , כאמור

כאשר , (12, 11איורים ) *miR166בהצטברות  HCFINK-ל HCFRNKאך היה הבדל גדול בין 

נראה שהתוצאה בה יש עליה . היתה רק מעט גבוהה מזו של צמח בריא HCFINK-רמתו ב

מתאימה , HCFRNKועליה גדולה בנוכחות  HCFINKבנוכחות  INCURVATA-4-מתונה ב

אולי בשל היותו תצמיד , HCFRNKבידי  miR166להנחה היסודית ובה הפקעה רבה יותר של 

פעיל ולפחיתה בחיתוך של התעתיק  miR166-RISCתגרום לירידה בכמות , "מושלם-בלתי"

ו נובעת מעליה בשעתוק עליה ז AGO1-שבדומה לקיימת אפשרות . INCURVATA-4של 

. אך אפשרות זו טרם נבדקה, ולא מירידה בחיתוך שלאחר שעתוק
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PHAVOLUTA (PHV )ב-Nicotiana sylvestris  הוא גן המבקר את כיווניות צמיחת

הקמביום ברקמות ההובלה ואת מבנה מריסטמות הקודקוד והתפרחת ומונע את הכרעת 

מוטנטים בלתי רגישים . (McHale and Koning 2004)הגורל ההתפתחותי של רקמות אלה 

מאבדים את הבקרה על קוטביות המריסטמה וגורמים לאדקסיאליזציה של  miR165/166-ל

כמו גם , PHVהגן . (McConnell et al. 2001; Emery et al. 2003)העלה 

PHABULOSA (PHB )י "בנוסף להיותם מבוקרים שלאחר שעתוק ע, המקורב לוmiR166-

RISC ,י מערכת של "מבוקרים גם עRNA dependant DNA methylation (RdDM .)

-הגנומי ממותל מאוד במורד הזרם מאתר ההכרות של ה DNA-במערכת זו הכרומטין ב

miRNA במוטנטים בלתי רגישים ל אך לא, ברוב הרקמות בצמחי ארבידופסיס מטיפוס הבר-

microRNA  של גנים אלו שבהם רמתם עולה בצורה לא מבוקרת(Bao et al. 2004) .

חתוך של אחד משלושה גנים -הבלתי mRNA-מתוצאות בדיקת רמת ההצטברות של ה

ימים  5, עולה כי בעלה האמיתי הראשון, (23איור )PHV , sqPHV-SP-מקישוא הדומים ל

היתה דומה בצמחים בריאים לבין אלה  PHVרמתו המצטברת הממוצעת של , הלאחר הדבק

 2.4המודבקים בוירוס המוחלש אך רמתו בצמחים מודבקים בוירוס האלים היתה גבוהה פי 

נמצא שרמתו המצטברת בצמח הבריא היתה , ימים לאחר הדבקה 7, בעלה השני. בממוצע

הדבקה בוירוס האלים גרמה , ה הראשוןכמו בעל, וגם כאן, גבוהה מזו של העלה הראשון

ימים לאחר  14לעומת זאת . בעוד הוירוס המוחלש לא גרם לעליה כזו, ברמתו 2.1לעליה פי 

ורמתו , ירדה בצמחים הבריאים ביחס לעלה השני PHVרמתו המצטברת של , הדבקה

. בצמחים המודבקים בוירוס המוחלש והאלים היתה אף נמוכה מכך

בלתי חתוך עלתה במקביל  PHVגם רמתו של תעתיק , INCURVATA-4-מכאן שבדומה ל

עליה  AGO1-גם כאן לא נבדקה האפשרות שבדומה ל. זמין miR166-לירידה המשוערת ב

וישנה אפשרות סבירה שזהו , זו נובעת מעליה בשעתוק ולא מירידה בחיתוך שלאחר שעתוק

 -בגם מבוקר  ,miR166י נוסף על בקרתו שלאחר שעתוק ביד, המצב לאור המידע שגן זה

RdDM י "עmiR166 .

 ng total-עותקים ל INCURVATA-4 (50-400-ו PHVהדמיון הרב ברמת התעתיקים של 

RNA) , ובהשפעת הוירוסים האלים והמוחלש על הצטברות תעתיקים אלו מתאימה להנחה

עליה זו התרחשה . מושפעת בצורה דומה מההדבקה הויראלית miR166י "כי בקרתם ע
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יתכן כי , נוסף על כך. הצפוי למתן את התופעה AGO1מרות העליה שנצפתה ברמתו של ל

בגלל , אלו בין צמחים מודבקים ללא מודבקים mRNAישנם הבדלים ברמת התרגום של 

אך אין ביכולתנו לברר , (Brodersen et al. 2008)גם בבקרת התרגום  RISCמעורבותו של 

 HD-ZIPתפקידם החשוב של חלבוני . סוגיה זו בהעדר נוגדנים לגנים הרלוונטיים מקשוא

מתאימה , יחד עם הממצא כי רמתם עולה בהדבקה בוירוס האלים, בקרת התפתחות הצמחב

אם מבחינת הזמן ואם מבחינת )להנחה כי עליה לא מבוקרת ברמת הביטוי של גנים אלו 

הנחה זו מתיישבת עם . עשויה לתרום לתסמינים המתקבלים בהדבקה בוירוסים( הרקמה

גורם לתסמינים בגלל שינויים  HC-Proשהחלבון  (Kasschau et al. 2003)הנחתה של 

. צמחהמטרה שלהם המשבשים את התפתחות ה-וגני miRNAבהצטברות 

 

ta-siRNA  הםRNA למשהו  באופן דומה מטרה-מבקרים גניה קצריםmiRNA. TAS3  הוא

-המבקרים את רמתם של גורמי שעתוק ממשפחת ה ta-siRNA D7/D8-גן המבטא את ה

Auxin Response Factors (ARF .) לשם יצירתו שלD7/D8  תקין דרוש קישור של

miR390 ל-TAS3  בשתי אתרים(Axtell et al. 2006) .בניגוד ל-miRNA  נקשרmiR390 

י "מבוקר ע( ככל הידוע)אינו  AGO1 (Montgomery et al. 2008) .AGO7-ולא ל AGO7-ל

miRNA . כיוון שנמצא שרמתו שלmiR390  ובמיוחד שלmiR390*  מושפעים באופן

תרד עקב  D7/D8יפינו כי רמתו של צ, (11איור )דיפרנציאלי מהדבקה בשתי תבדידי הוירוס 

תוצאה זו אכן . פעיל miR390-ומחסור ב HC-Proי "ע *miR390/miR390הפקעת תצמיד 

 D7/D8ימים לאחר הדבקה נמצאה ירידה בכמות  7ובצמחי קישוא , (25איור )התאמתה 

ימים לאחר הדבקה נמצא  14-ו, בצמחים מודבקים בשתי תבדידי הוירוס ביחס לצמח הבריא

למרות שלא נבדקה . ZYMVFINK-גורם לירידה גדולה ביחס לצמח הבריא ול ZYMVFRNK כי

-taמהספרות ידוע על מקרה בו במקביל לירידה בכמות , מתאים *ta-siRNAרמתו של 

siRNA  הצטברta-siRNA*  בצמח טרנסגני המבטא חלבוןHC-Pro  שלSugarcane 

mosaic virus (Zhang et al. 2006b) , ולכן יש לנו סיבה להניח שגם כאןHC-Pro  עשוי

. שנוצר *ta-siRNA/ta-siRNAלקשור את תצמיד 

י "עשויה להיות מוסברת מחד עה, בנוכחות וירוס ta-siRNAשל ירידה בכמות , תוצאה זו

יכולה , D7/D8רת ייצ-הגורמת לאי HC-Proבידי  miR390-AGO7-RISCעיכוב החיתוך של 
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הבדלים אחרים המושרים בידי  אפשר כי ישנם. וסברת בדרך אלטרנטיביתמאידך להיות מ

או התרגום /על רמת השעתוק ו השפעה או TAS3הוירוס כגון השפעה על רמת השעתוק של 

 מראה RdR6 .(Zhang et al. 2008)כגון  D7/D8של גורמים אחרים בביוסינטיזה של 

נעשה ניסיון לבדוק . (ידוע לאמנגנון ב), HC-Proי "מדוכאות ע RdR6רמת התעתיק של ש

בעלי קישוא  RdR6רמתו של נמצא כי . RT-Q-PCRהשערה זו בעבודה הנוכחית בעזרת 

היתה נמוכה מסף הגילוי גם בצמח בריא וגם בצמח ( לא מוצג, ששובט בעבודה הנוכחית)

 RdR6היתה רמתו של  (Zhang et al. 2008)של בעבודה (. וצגותתוצאות לא מ)מודבק 

י "ברת זיהוי רק כאשר ייצורו הושרה עוהפכה ל, נמוכה גם היא N. benthamianaבעלי 

זו  דוכאה השראה HC-Proבנוכחות , כאמור. כלשהו hairpinהמשעתק  DNAהזרקת 

מודבק ולהבין אם יש לתופעה זו ומכאן שממילא קשה היה להבדיל בין צמח בריא ל, לחלוטין

 .משמעות בהדבקה ויראלית

היינו מצפים יורדת בהדבקה בוירוס האלים  ta-siRNA-D7/D8כמותו של הממצא כי לאור 

לבדיקת השערה זו . עקב אובדן הבקרה שלאחר שעתוק ARFלראות עליה ברמתם של 

ששובטו מקישוא  ARF4-ו, ARF3 ,ARF3Aאת רמתם של  RT-Q-PCRו בעזרת בדקנ

מהתוצאות עולה כי לא נראתה השפעה ברורה על רמתם של  .D7/D8-ל מטרהומכילים אתר 

 (.לא מוצג) חתוכים של גנים אלו בהדבקה בוירוסים המוחלש או האלים-התעתיקים הבלתי

ת את ההשערות כי הבדיקה נערכה האפשריים לתוצאות אלה אפשר למנוהסברים בין ה

ושישנם , לעלים שלמים בזמנים מסויימים ולגנים אלה יש איזורי וזמני ביטוי ספציפיים אחרים

.  smRNA-בקרות נוספות לרמת התעתיק שאינן מושפעות מ

ובו ניסיון לפשט את כל הידוע עד ( 29איור )ממצאי העבודה הנוכחית מאפשרים להציע מודל 

כבר גבוהים בעלה האמיתי  HC-Proוהחלבון  ZYMVוצא מהנתון כי רמתו של מודל זה י. כה

תסמינים אלה , במודל. אך התסמינים מופיעים רק לאחר מכן, ימים לאחר הדבקה 5הראשון 

ככל . בעלים צעירים פרימורדיאליים miRNAנובעים מפגיעת הוירוס בבקרה של גנים מבוקרי 

 Lin)( או שרמתו מאוד נמוכה)מפרקים הקרובים אליה הוירוס לא מצוי במריסטמה וב, הידוע

et al. 2007a) ואין עבודות המראות ש-HC-Pro יכול לנוע בצמח ולתוך תאים באופן עצמאי .

, תסמינים( או מעוטי)המתפתחים באופן נורמלי ונותרים חסרי ( והשני)שון יתכן והעלה הרא

אינו יכול למנוע את פעילותו   HC-Pro. מגיע אליהם HC-Proכבר חצו סף התפתחותי כאשר 
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MeristemMeristem
Severe 

symptoms

Mild 

symptoms

Target 

over-accumulation

Weak bindingTight binding

pre-miRNApre-miRNA

DCL1

miRNA/miRNA* duplex

Target mRNA
miR-RISCmiR-RISC

A(n)

miRNAs 

sequestered

miRNAs of bulging 

duplexes escape 

sequestration?

Wild-type 

virus

Attenuated 

virus

FINK

HC-Pro

HC-Pro
FINK
a  +

FINK

HC-Pro

HC-Pro
FINK
a  +

FRNK

HC-Pro

HC-Pro
FRNK
a+ +

FRNK

HC-Pro

HC-Pro
FRNK
a+ +

Primordia

 

מיוצרים מפרקורסור  miRNA. על יצירת תסמינים HC-Proמודל של השפעת  .29איור 

. *miRNA/miRNAהחותך אותו לתצמיד Dicer-like 1 (DCL1 )י "ע( pre-miRNA)מקופל 

מטה את -מבקר RISC. מושמד *miRNA-ו RISC-מוטען ל miRNAבצמחים בלתי מודבקים 

או של חלבון  miRNA-המכיל אתר מטרה ל( target)מטרה -של גן mRNAרמתו של 

קושר את התצמיד  HC-Proהחלבון  Potyvirus-בצמחים מודבקים ב. המתורגם ממנו

 HC-Pro-ב. המטרה-וגורם לביטוי בלתי מבוקר של גן miRNA-וצא מפקיע את הוכפועל י

אמיניות טעונות חיובית ' ושתי ח( a)אמינית ארומטית ' מכיל ח FRNKמטיפוס הבר האתר 

גורמת לפחיתה באפיניות  ZYMVFINK-הפחתת המטען ב. המעורבות בקישור התצמיד( +)

, התאמות רבות-קלי בלתי מושלם או בעל איובמיוחד לתצמידים בעלי מבנה הלי, לתצמיד

. וכך תסמינים מתונים, מספיקה RISCומאפשרת פעילות 
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 RISC-כיוון ש (Lakatos et al. 2006; Merai et al. 2006)שהוטען טרם הגעתו  RISCשל 

העלים הבאים הם , לעומת זאת. HC-Proי "אינו נקשר עגדילי ש-חד RNAמשופעל מכיל 

קושר ומפקיע תצמידי  HC-Proניתן להציע כי . בעלי תסמינים חריפים יותר ויותר

miRNA/miRNA*  בעלים הצעירים מאוד ובפרימורדיות העלה הגדֵלות בהם הוירוס נוכח

חשובים  מטרה-הדרושים לבקרתם של גני miRNA-י כך מוציא מכלל פעולה את ה"וע

הגורמת לקישור חלש יותר  FRNKהפחתת המטען באתר . להתפתחות המוקדמת של הצמח

. מטרה-הדרושים לבקרה תקינה של אותם גני miRNAשל התצמיד ומותיר די 

 

-siRNAקושר גם  ZYMVשל  HC-Pro-נעשו מבחנים ביוכימיים אשר הראו ש, לסיכום

duplex בדומה ל-HC-Pro  שלTEV , וגםmiRNA/miRNA*-duplex קישור זה . סינטטיים

ירידה גורם ל FRNKהפחתה במטען בתיבת כי  לראשונה אופיין בפרמטרים ביוכימיים והראה

ובניגוד זאת  לעומת. מתאימה לירידה בעוצמת התסמינים בצמחוזו  ,בעוצמת הקישור

מוטציות בעלות עוצמת קישור נמוכה לא הפחיתו את עוצמת עיכוב מערכת , למצופה

 .(RSS) תקהההש

 *miRNAומספר  miRNAמספר לראשונה זוהו  northern-blot-ו  microarrayבעזרת

השפעה רבה על הצטברותם בצמחים מודבקים  FRNKונמצא כי למטען בתיבת , יםקישואמ

לראשונה הוצע מודל . מצטברים בצורה דומה *miRNA/miRNA-בוירוס וכי לא כל תצמידי ה

י "שונים בצמחים מודבקים בוירוס  עפ *miRNA/miRNAדי המנבא את הצטברותם של תצמי

 .ההליקס תכונות מבניות של

נעשתה השוואה של . miRNA-ל( targets)מספר גנים החזויים להיות מטרה מקישוא שובטו 

ונמצא כי , מוחלש ואאלים  ZYMV-רמות התעתיק של אלה בין צמחים בריאים או מודבקים ב

מפחיתה  FRNKוכי הפחתת המטען בתיבת , בוירוסיםחלקם מצטבר ביתר בעת הדבקה 

 . השפעה זו

כחלק ממנגנון  AGO1מוצע מודל מקדמי בו בעת הדבקה בוירוס יש עליה בשעתוקו של 

. ההגנה של הצמח להפחתת הנזק הנגרם מוירוסים
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 נספחים

 

, (H)מקישואים בלתי מודבקים  total-RNAל אלקטרופורזה דנטורטיבי של 'ג. S1איור 

 3-ב, ZYMVFRNK (FRNK)או בוירוס האלים ZYMVFINK (FINK )ודבקים בוירוס המוחלש מ

כל באר מכילה (. A,B,C)במספר חזרות ביולוגיות נפרדות , (dpi)זמנים שונים לאחר הדבקה 

0.5 μg  שלRNA מטופל ב-DNaseI . תמונה זו היא שלRNA  שנים בהקפאה 3לאחר ,

-מכ RNAכל דוגמא היא תערובת של . ותיים בעבודהששימש לכל הניסויים הכמ RNAאותו 

 .צמחים 8

 

HFRNK

5 dpi

B ACABCABC

FINKHFRNK

7 dpi

B AABAB

FINKHFRNK

14 dpi

B AABAB

FINK HFRNK

5 dpi

B ACABCABC

FINKHFRNK

7 dpi

B AABAB

FINKHFRNK

14 dpi

B AABAB

FINK HFRNK

5 dpi

B ACABCABC

FINKHFRNK

7 dpi

B AABAB

FINKHFRNK

14 dpi

B AABAB

FINK
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Abstract 

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) belongs to the Potyvirus group of the 

Potyviridae family. ZYMV symptoms in cucurbits include yellowing, dwarfing, 

fruit and seed deformities and the appearance of filamentous leaves together 

with mosaic and dark green islands. 

In this work we examined the molecular basis for ZYMV disease formation in 

plants.  

To this purpose we investigated activities of the potyviral Helper component 

proteinase (HC-Pro) protein known to be a pathogenicity factor. 

Overexpression of HC-Pro in transgenic Arabidopsis thaliana elicits 

phenotypes similar to viral symptoms. HC-Pro has many roles, one of the 

main tasks being that of RNA-silencing suppressor (RSS) which allows the 

potyvirus to defend itself against the plant viral defense system. The plant 

anti-viral RNA-silencing system and the plant self-regulatory post-

transcriptional gene-silencing (PTGS) pathway share many components such 

as RISC, DICER, RDR and small RNAs (smRNA). Transgenic plants with 

disrupted biosynthesis or action of components of the silencing pathway have 

severe developmental defects which phenocopy symptoms appearing in virus 

infected plants. However, there is a gap between the knowledge that HC-Pro 

is a pathogenicity factor and the deficiency of information concerning its mode 

of action in the plant cell, and the chain of events leading to symptoms. 

To investigate this question we used attenuated strains of ZYMV. A single 

point-mutation in the conserved motif FRNK, positioned in the central domain 

of the HC-Pro protein, from FRNK to FINK (R180I), where the charged amino-

acid Arginine (R) is replaced by an uncharged Isoleucine (I), causes a drastic 

reduction in virus symptoms in squash leaves. Squash plants are nearly 

symptomless 5 days post-infection (dpi) whether infected with the severe wild 

type ZYMVFRNK, or with the attenuated ZYMVFINK. We found HC-Pro protein 
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levels accumulate equally in leaves of plants infected with either strain at this 

time. 

We then investigated the effect of charge reduction in the FRNK box on the 

role of HC-Pro in suppression of the antiviral defense system. We measured 

the level of small interfering RNA (siRNA) of viral-genomic origin (vsiRNA) in 

plants infected with either the wild type or the attenuated virus ZYMVFINK, and 

found, that this mutation does not affect vsiRNA accumulation at 5 dpi. 

Moreover, utilizing an overexpression assay in absence of virus, HC-Pro 

action as an RSS was found similar between the wildtype HCFRNK and the 

mutants HCFINK and HCFRNA. Thus we could not find a correlation between 

symptom attenuation and these aspects of RSS activity. 

microRNA (miRNA) are a large group of smRNAs which confer specificity to 

the negative regulation of different "miRNA target genes", mainly post-

transcriptionally. During miRNA biosynthesis, a double-stranded intermediate 

product, the miRNA/miRNA* duplex, is produced. miRNA is subsequently 

incorporated into RISC, while miRNA*, the by-product, is rapidly degraded. It 

was shown that HC-Pro binds siRNA duplexes. Thus we tested the possibility 

that the attenuating FINK mutation affects the interaction between HC-Pro 

and siRNA or miRNA/miRNA duplexes using an Electromobility Shift Assay. 

We found that these duplexes bind HC-Pro in wild-type ZYMVFRNK infected 

squash extracts, but HC-Pro from ZYMVFINK bound much less duplex. 

Duplexes were also bound in N. benthamiana leaf extracts overexpressing 

HC-Pro protein in absence of virus. We found that two positively charged 

amino-acid residues in the FRNK box are necessary for efficient duplex 

binding. Biochemical tests revealed that HCFRNK bound siRNA-like duplexes in 

a non-cooperative fashion with a binding coefficient Km of about 150 nM, and 

that HCFINK binds duplex with an affinity about 33 times lower. Thus, we found 

a correlation between binding affinity and symptoms of the virus carrying the 

said mutation.  
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In view of our findings, we tested the possibility that binding by HC-Pro affects 

the levels of plant miRNAs thereby affecting plant disease phenotype. Using 

microarrays to detect known miRNAs and their predicted miRNA* partners we 

compared wildtype ZYMVFRNK- or attenuated ZYMVFINK-infected squash to 

uninfected controls. Results show many evolutionarily conserved miRNAs are 

highly expressed in squash. We discovered that infection with the severe 

ZYMVFRNK blocks the natural degradation of miRNA*, and thus we assume 

that HCFRNK binds miRNA/miRNA* duplexes in-vivo. In contrast, infection with 

the attenuated ZYMVFINK blocked degradation to a similar level only in a sub-

group of miRNA*. This group was characterized by its predicted near-perfect 

miRNA/miRNA* double-helix structure. Conversely, when the helix contained 

multiple mismatches or helix structure was deformed by insertions/deletions, a 

significant difference in miRNA* accumulation was observed between the two 

ZYMV strains. Thus, it is possible that there are duplexes that bind HCFINK in-

vivo better than others. Additionally, most miRNA and miRNA* accumulation 

caused by virus infection took place by 5 dpi, before symptom appearance. 

As there is a possibility that duplex-binding by HC-Pro causes sequestration 

of miRNA and reduction in RISC-accessible miRNAs, we hypothesized that 

miRNA target genes would accumulate in an uncontrolled manner. To test this 

prospect we cloned parts of 10 predicted miRNA- or trans-acting siRNA (ta-

siRNA) target genes. Each of these had the appropriate smRNA binding site. 

Transcript levels of these genes were monitored using real-time RT-Q-PCR, 

utilizing primers flanking the predicted cleavage site to prevent the 

amplification of cleaved transcripts. ZYMVFRNK infection caused a higher rise 

in uncleaved transcript accumulation than that of ZYMVFINK in a small number 

of genes. The accumulative mRNA levels of INCURVATA-4 and 

PHAVOLUTA, both miR166-targeted HD-ZIP family transcription factors rise 

upon infection with the severe ZYMVFRNK already in the first true leaf at 5 dpi. 

This, together with the importance of HD-ZIP proteins in plant developmental 
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control, fits the theory that an uncontrolled increase in these proteins could 

contribute to the symptoms seen later on in virus infections.  

In this work we also assayed the level of a ta-siRNA which regulates Auxin 

response factor (ARF) levels and which is produced from the TAS3 transcript. 

TAS3 is a target of AGO7-miR390. We found that both virus-strains, and 

especially the severe ZYMVFRNK, inhibit the accumulation of this ta-siRNA, 

especially at later times. This finding fits the assumption that miR390 

sequestration by HC-Pro will reduce ta-siRNA biosynthesis. However, 

subsequent accumulation of ARF mRNAs could not be detected. 

Due to the importance of the gene ARGONAUTE-1 (AGO1) in the silencing 

pathway and in virus-defense, being the protein component of RISC, it was 

imperative that we check how this gene's regulation by miR168-RISC is 

affected by virus infection. We found that infection with ZYMVFRNK, and to a 

lesser extent with ZYMVFINK, causes an increase in transcription of the AGO1 

gene, and that these viruses do not block the cleavage of AGO1 transcript by 

RISC. Therefore, it is possible that the plant successfully compensates for the 

competition between AGO1 and HC-Pro for miRNA by enhancing AGO1 

transcription. Thus, it is conceivable that a higher accumulation of AGO1 

protein might allow a certain reduction and balancing of active target gene 

transcript levels despite the presence of HC-Pro. 

 

In summary, the current work has resulted in a better understanding of the 

viral HC-Pro mechanism in eliciting ZYMV disease symptoms in cucurbits.  

Further work is required to disentangle the effects of transcriptional, post-

transcriptional and translational events modified as a result of miRNA 

sequestration by HC-pro. 

 


