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  תקציר. 1
  

 מזרחהבאזורים המדבריים של ובעל חשיבות כלכלית רבה עיקרי  מטעים ענףהתמר הינו 

שמספרם בכל עץ , חוטרים בעיקר באמצעותריבוי התמר נעשה . התיכון וצפון אפריקה

הצורך בהרחבת מטעי התמרים בעולם הביא לפיתוח טכניקות לריבוי התמר בתרבית . מוגבל

ימוש בתרביות רקמה בתמר מביא עימו סיכויים רבים וכלים חדשים להתמודד עם ש .רקמה

עמידות למחלות נפוצות ובו זמנית  אחידים לה של שתיליםיצור כמות גדוכגון  בעיות הענף

 נוצרים גםואולם , לים ואחידיםאנורמ הינםהעצים שרובו בתרביות רקמה  מירב. ולמזיקים

 בארץ ומספרם בעולםעצים חריגים קימיים אלפי . טיפוסיים פרטים בעלי פנוטיפים חריגים

  .לכלי קשה למגדלי התמרגורמים נזק כעצים חריגים אלה  .מגיע לעשרות אלפים

החריגים מהפנוטיפים  עבודה זו מתמקדת בניסיון להבין את המנגנון המבקר את יצירת אחד

. 'ריבוי שחלות'ו 'לקויהחנטה 'מופע של  לפנוטיפ זה .'ברהי'עצי תמר מהזן להטיפוסיים 

ים איברים דמויי שחלות במקומם של אבקננוצרים בחלק ניכר מהפרחים  ,'פנוטיפ החמור'ב

בחלק (ואחוז נמוך מאוד של ריבוי שחלות ' חנטה לקויה'כולל  'פנוטיפ החלש'ה. מנוונים

ריבוי השחלות נובע מטרנספורמציה הומאוטית ש ניתן להניח. )מהעצים אין ריבוי שחלות כלל

הגנים מהמסלולים או באחד  או אפיגנטי שינוי גנטימ הנגרמת כתוצאה, של אבקנים לשחלות

  . תחות הפרחהתפ ם אתמבקריה

מתמר המבקרים את  )candidate genes(גנים מועמדים  בידוד המחקר הנוכחי התבסס על

 חנטה'בעלי מופע של  והשוואתם בין עצים נורמאלים לעצים חריגים ,התפתחות אברי הפרח

מקטעים של גנים מתמר בעלי הומולוגיה  11זיהינו במהלך העבודה  .'ריבוי שחלות'ו 'לקויה

גנומי  DNAבודדנו מקטעי  .ם המבקרים התפתחות הפרח במיני צמחים שוניםגבוהה לגני

ההומולוגיה של המקטעים מתמר . 'ברהי'מפרחי  RNA-מ שהופקו cDNAמקטעים מרצפי ו

- ל 79%נעה בין היתה גבוהה ולגנים האורתולוגים מצמחים חד פסיגיים  cDNA)-ברמת ה(

-90%( לתמר הומולוגיה גבוהה ביותר מדקל השמן הראוהאורתולוגיים רוב הגנים  .96%

דפוס  )1: (בשלושה היבטיםמקטעי הגנים שבודדו אופיינו בעצים נורמאלים וחריגים ). 96%

  . דגם הביטוי) 3( רצף הבסיסים) 2(המתילציה 

המזהים את  MspI-ו HpaIIאיזוסכיזומרים השני של חיתוך האתר בנבחן דגם המתילציה ) 1(

, רצף הבסיסים אך בעלי רגישות שונה למתילציה של אתר זהאותו אתר חיתוך מבחינת 

 ץועאחד חריג  ץע של ,בלבד תראשוני ואההשוב PCR.-תוצרי החיתוך הוגברו בבהמשך 

בשני הגנים בעץ החריג שצא נמ )PdMADS4-ו B )PdSPW1מסוג  בשני גניםאחד נורמאלי 

. ים לא התקבל כל תוצרבעוד שבעצים הנורמאל ,MspIעל ידי החתוך  DNA-בהתקבל תוצר 

תוצאה זאת אינה מאפשרת מסקנה . MspIיתכן שתוצרים אלה נובעים מחיתוך לא מלא של 
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לציה בין עצים נורמאלים לחריגים או שהתוצאה יהחלטית באם קיים הבדל בדגם המת

   .של האנזים מבטאת יעילות חיתוך נמוכה

עצים ההגנים בין קטעי של מ םרצפיהשונות ברמת הרצף נבדקה על ידי השוואת ) 2(

) SNPs )Single Nucleotide Polymorphismתוך חיפוש של ם נורמאליהעצים לחריגים ה

באסוציאציה ומצויים ) הטרוזיגוטי או מצב הומוזיגוטיב( המבדילים בין עצים נורמלים לחריגים

של אינטרון בהומוזיגוטי  SNPמצאנו  אחד חריגעץ ל אחד בהשוואת עץ נורמאלי. לפנוטיפ

 ,PdMADS4, PdAGL2-3 הטרוזיגוטי ברצף המקדד של הגנים SNP-ו PdMADS4גן ה

PdDL ו-.PdSQUA לא  ים אלההבדל נוספיםנורמאליים וחריגים בבדיקת פרטים  ,אולם

  . באסוציאציה לפנוטיפ ונמצא

ם נורמאליעצים מעצים חריגים והשונים נבדקו בפרחים מהגנים  רמות הביטוי של) 3(

ריבוי 'ו 'חנטה לקויה'של  'פנוטיפ חמור'בעצים בעלי . Quantitative RT-PCRבאמצעות 

-ו PdDIF: בשני גנים עצים הנורמאליםבהשוואה לנמוך פי שלושה ביטוי  מצאנו 'שחלות

PdSPW1 .גןה PdSPW1  הומולוגי לגנים מסוגB המבקרים את התפתחות איברי הפרח .

בהגנה על הצמח בתנאי עקה הוא  םקידתפש דיפנסין מסוג לגניםהומולוגי  PdDIFגן ה

 ,'ריבוי שחלות'של מאוד אחוז נמוך ו 'חנטה לקויה'של  'חלשפנוטיפ 'בפרחים בעלי . שונים

  .ההבדלים בביטוי שני הגנים יחסית לפרחים נורמאלים לא היו מובהקים

במהלך העבודה הנוכחית מסייעת להבנת המנגנון של יצירת טיפוסים סומקלונליים חריגים 

בקרת כמו  ,שינויים אלה בביטוי גנים המבקרים תהליכי התמיינות .הריבוי מתרבית ריקמה

להביא יכולים , י תנאיי תרבית רקמה מסוימים"הנגרמים ככל הנראה ע, התפתחות הפרח

גנון נהבנת המ. לא תקין) במקרה שלנו בפרח(בעלי דפוס התפתחותי  עצים חריגיםליצירת 

רקמה ופיתוח האלה יוכל לאפשר שיפור של פרוטוקול תרבית חריגים יצירת עצים המבקר 

תם והפצ תםיציראת כלים מולקולארים לזיהוי מוקדם של השתילים החריגים כדי למנוע 

  .תרביות רקמהתמרים מכלים אלה הינם חיוניים להמשך ריבוי . במטעים

6



 

  מבוא. 2
  עץ התמר. 2.1

ת הדקליים שייך למשפחוביתי - דו ,יפסיג-הינו חד ).Phoenix dactylifera L( עץ התמר

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

סיבי . טריםוחמישה מעשרים מעלה משגובהו עשוי להגיע עד ל, בלתי מסתעף, גזע יחיד

מנוצים , םגדולי של עלים" כתר"בראש הגזע אמיר או . הגזע הם צרורות של צינורות הובלה

בין שנתיים  הםחיי משךמטרים ו ארבעהאורך העלים הוא עד ". כפות תמרים"המכונים 

מכילות כמה התפרחות . בתקופת האביב מתפתחות בין העלים תפרחות. לארבע שנים

ת ובעצי ות אבקניות תפרחובעצי הזכר מתפתח .עשרות סנסנים שעליהם נמצאים הפרחים

 .מתרחשים בתוך הגזע תפרחותשלבי התמיינות ה. תות עלייניות תפרחוהנקבה מתפתח

שחלה אחת מתפתחת לפרי ואילו  ,וההפרייה האבקההלאחר . לפרח הנקבי יש שלוש שחלות

הנקביות התפרחות מ .)1977, סטולר; 2004, ברנשטיין( שתי השחלות הנוספות מתנוונות

   .ג"עשרים קכליכול להגיע  בודדמשקלו של אשכול . המופרות מתפתחים אשכולות הפרי

נ "שנה לפני סה 1,600- כ, העדות הראשונה על המצאות התמר בארץ נמצאה בחפירות יריחו

שבהם התברכה , התמר הינו אחד משבעת המינים). 1977, סטולר; 2004, ברנשטיין(

מגינוסר לצוער שבדרום ים המלח , בתקופת המקרא היה התמר נפוץ בכל עמק הירדן. הארץ

במלחמות היהודים . ממפרץ עכו עד עזה, ן גדל התמר לאורך מישור החוףכמו כ. ועד ים סוף

ובתום ימי הביניים  ,עם הרומאים נגרם נזק רב לחורשות התמרים שבבקעת הירדן ובעין גדי

במחצית ). 1977, סטולר; 2004, ברנשטיין(בקעת הירדן כמעט ריקה מתמרים  ההיית

המפנה הממשי חל . מהדלתה של מצריםיובאו לאזור עזה תמרים  19- השניה של המאה ה

ובסיועה של , ציון ישראלי לבגדד- יצא בן 1935באביב . עם התיישבות יהודים בבקעת כנרות

הקהילה היהודית רכש ידע רב בגידול התמר ויבא ארצה חוטרים של מספר זנים מקומיים 

ת בשנות החמישים יזם ישראלי מבצע להבא. משך כשש שניםבעיראק ומצרים , מפרס

שהיוו את הבסיס העיקרי למטעי התמרים בערבה , עשרות אלפי חוטרי תמרים מעיראק

חוטרי  2,500-3,000הובאו ארצה מדי שנה , שנים 11משך , 1972- מ). 1959, אבידוב(

לאורך , מדרום הכנרת מטעי התמר נפוצים, כיום). 2004, ברנשטיין(תמרים מקליפורניה 

מטעי התמר  ,עקב ההצלחה הכלכלית, נים האחרונותבש. ועד אילת, בקעת הירדן והערבה

זנים של תמרים  10- במטעים המסחריים בארץ קיימים כ. בשנה 10%-מתרחבים בקצב של כ

- ו' חיאני' ,'דקל נור', 'הול'מג'הזנים הנפוצים ביותר המשמשים ליצוא הם ). 2004, ברנשטיין(

  . 'ברהי'

ערב שבדרום עיראק ומקור - אל-הזן משאט מוצאו של. 'ברהי'זן עצי העבודה זאת מתמקדת ב

-עצים מזן זה הוכנסו לארץ לראשונה ב. המנשבות במפרץ' רוחות קיץ' -הוא  'barh'השם 

יכולים להיאכל ' ברהי'פירות הזן . הובאו לארץ בשנות החמישים' ברהי'עצים רבים של . 1934
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ר החלפת צבע מירוק פרי הבוסר נאכל לאח. במצב בוסר מאחר שכמות הטנין בציפתו נמוכה

, נוף צפוף' ברהי'לעץ ה). 2004, ברנשטיין( 20-30%-לצהוב כשאחוז הסוכר בפרי מגיע ל

לפרי צורת . הסנסנים קצרים והאשכול רחב, ידת האשכול ארוכה מאוד, בסיסי העלים רחבים

מבוקש מאוד על ידי האוכלוסייה ' ברהי'ה. רחב יותר בכתף ובעל מרקם עדין ודבשי, ביצה

, לראש השנה' ברהי'הישוב היהודי המסורתי קונה . במיוחד זו של רצועת עזה, רביתהע

על אף . ל קיימת אוכלוסייה אתנית המחבבת זן זה"גם בחו. בתקופה זו מגיע הביקוש לשיאו

שימוש בתרבית רקמה . מאחר והעץ מייצר מעט חוטרים, זן קצב נטיעתו מתוןההרווחיות של 

בבעיות של כניסה התאפיין חלק ניכר מהשתילים כיוון שאך בארץ ' ברהי'הגביר את נטיעות 

 ;2003', כהן וחוב ;2004, ברנשטיין(קצב נטיעת השתילים הואט , וחנטה נמוכה לפוריות

Cohen et al., 2004 .(  

  

  ריבוי התמר. 2.2
ת שכן ריבוי מיני יוצר עצים בעלי שונו, מרובה בשיטות וגטטיביות, כמו רוב עצי הפרי, התמר

ריבוי תמרים . גנטית ופנוטיפית רבה והפירות בדרך כלל נחותים באיכותם מפירות ההורים

  . מזריעים מקובל רק למטרות נוי

החוטרים צומחים בחלקו התחתון של העץ . באופן מסורתי התמר מרובה באמצעות חוטרים

ים החוטרים הינם חוטרי קרקע או חוטרי אוויר שנעטפ. במהלך שנות חייו הראשונות

החוטרים . השורשיםמתפתחים ובה , בשק המכיל כבול או נסורת לחה") מאורגזים("

, בשיטת ריבוי זאת נוצרים שתילים איכותיים. המושרשים מנותקים מעץ האם ונשתלים במטע

  :חסרונות כדלקמןספר מאך יש לה 

  .משתרשיםורק חלק מהם , )1-20(בתלות בזן , חוטרים בודדים רקעץ אחד מצמיח  •

  .שעור קליטת החוטרים בקרקע הוא נמוךים רבות פעמ •

 .הסרת החוטרים פוגעת בעץ •

ולכן הפצתם מוגבלת ולעיתים , גורמי מחלות ומזיקיםב להיות מאולחיםחוטרים עשויים  •

 .אסורה

 .הטיפול בחוטרים והשינוע שלהם יקרים •

  .עלולים להיראות בטעות כחוטרים, הנובטים בסמוך לגזע האם, זריעים •

  .חוטרים אינם אחידיםמ מטעים שמקורםולכן , צמיחתםונים בגודלם ובקצב החוטרים ש •

 לריבוי בחוטרים חלופהפותחו שיטות לריבוי עצי תמר בתרבית רקמה כ ,בשנים האחרונות

  :וזאת בשל היתרונות הבאים

 .של שתילים בו זמניתמאוד ניתן לייצר כמות רבה  •

 .צמחי תרבית נקיים מגורמי מחלות ומזיקים •

 .ה בשדה כמעט מלאההקליט •
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  .שתילים שמוצאם מתרבית רקמה מצטיינים באחידות רבה בגודל ובקצב הצימוח •

או פקעים  עץ האםשל פקע אמירי מנלקחת רקמת תאים , הריבוי בתרבית רקמהבשיטות 

מספר רב  ויוצרתבנוכחות הורמונים צמחיים  הרקמה גדלה על מצע מזון. של חוטר חיקיים

 לפני הנטיעה השתילים עוברים הקשחה. שיגדלו לשתילים )ותרוי 500- כ( צמחוניםשל 

)Zaid, 1999 .(אמבריוגנזה : קיימות שתי שיטות עיקריות לריבוי תמר בתרבית רקמה

  .ואורגנוגנזה

. הוא פקע אמירי או פקעים חיקיים של חוטר) explant-ה(המקור הצמחי : אמבריוגנזה

האקספלנט ). Tisserat, 1979 ;2004, אליישר(השימוש בחוטרים מונע את חיסול עץ האם 

). בלתי ממוינת, רקמה אמורפית(עובר חיטוי ובגידול על מצע מזון מתאים מביא ליצירת קלוס 

הקלוס האמבריוגני מועבר . )פריך וגרגרי(אמבריוגני הופך הקלוס ל, כעבור כשנה בתרבית

ברים סומטיים עו םבתנאים אלה מתמייני. למצע ללא חומרי צמיחה ובנוכחות אור

  ).2004, ישראלי(המתפתחים לצמחונים שמושרשים ומוקשחים 

, אין יצירת קלוס. צמחונים תריליצ יםתפתחמ אזורים מריסטמטייםבשיטה זו : אורגנוגנזה

בתנאים מתאימים הרקמה משגשגת ונוצרות עליה . אלא התפתחות ישירה של צמחונים

וצות של תאי אפידרמיס על פני בליטות אלה קב. דמויות עלים זעירים, בליטות בצבע ירקרק

הפקעים גדלים לנצרון זעיר עם עלים וקודקוד . ויוצרות פקעים, מתפתחות למריסטמות

הינה שיטה זו  ).Kunert et al., 2003; 2004, ישראלי(צמיחה וזה מתפתח לצמח צעיר 

  .)2004, ברנשטיין(איטית יותר ופחות נפוצה במרבית המעבדות המסחריות בעולם 

  

  שתילי תמר מתרבית רקמהמופעים חריגים של . 2.3
אחד צפויים להיות ) clone(העצים שמקורם בשבט  ,לכן. הריבוי בתרבית הינו ריבוי וגטטיבי

 תומספר רב של עצים שמקורם מתרבי, אולם. )true to type(זהים לעץ האם וזהים ביניהם 

למרות שנוצרו מאותו  ,במטע ם אי אחידותויוצרי) off-type(נראים שונים ממקורות מסוימים 

 -תופעה זו של יצירת טיפוסים חריגים מתרבית ריקמה נקראת שונות סומקלונלית . מקור

somaclonal variation )Kaeppler et al., 2000; Larkin and Scowcroft, 1981 .(

- ברמת ה(ם גנטיים המנגנון האחראי ליצירת שונות סומקלונלית אינו ברור ויכול לנבוע משינויי

DNA ( או אפיגנטיים)ללא שינוי ברצף הבסיסים של ה-DNA.(  באמבריוגנזה ריבוי תמר

העלולים לגרום לחוסר יציבות גנטית , מצריך שימוש בריכוזים גבוהים יחסית של אוקסין

גבוהה יותר בעצים  הינה תדירות הפנוטיפים החריגים. )Kunert et al., 2003(בצמחים 

עובדה זו מרמזת על השפעת פרוטוקול הכנת צמחי . מותירבית ריקמה מסוית ממעבדות

הפנוטיפים הבאים ). Cohen et al., 2004(תרבית הריקמה על יצירת העצים החריגים 

ועיוותים  'חנטה לקויה' עצים בעלי, ייםעצים ננס :נפוצים בעצי תמר שרובו בתרבית רקמה

- צהוביםסקטורים עם ( בעלי עלים מגווניםו, םבצורת העלי עצים בעלי שונות, במבנה הפרח
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 Al Kaabi et al., 2007; Zaid and( לכוויה שחורה עצים הרגישים במיוחדו) בעליםלבנים 

Al Kaabi, 2003 .( הםבארץ  חריגים הנפוצים ביותרהפנוטיפים השני:  

 'חנטה לקויה'בעלי עצים  •

. 'לקויהחנטה 'ם בעלי מופע של שמקורם מתרבית ריקמה נמצאו עצי' חלאס'ו' ברהי'במטעי 

הנחשון גדל לאורך עמוד , נובט גרגר האבקה על אחת הצלקותהתקין בתהליך ההפרייה 

ואילו שתי השחלות , שחלה זו חונטת פרי. העלי ומפרה את הביצית באחת משלוש השחלות

 .נוקרפיתבמקרים בהם תהליך ההפריה לא מתרחש עלול להיווצר פרי פר. האחרות מתנוונות

טמפרטורות ותנאי לחות שאינם נוחים . מופיעה לעיתים בשל תנאי האקלים פרתנוקרפיה

גם באשכולות . נוקרפיים רביםתוליצירת פירות פר 'לקויהחנטה 'ללנביטת הנחשון מביאים 

או שהואבקו באבקה בעלת חיוניות נמוכה מתקבל אחוז גבוה של פירות , שלא הופרו

בפירות אלה מתפתחות כל שלוש ). Reuveni, 1986; 2004, ברנשטיין(נוקרפיים תפר

או ששתי שחלות יתנוונו ואילו בשחלה , חסר זרעים" משולש"יצירת פרי ל, השחלות

נוקרפיים תפירות פראלא יווצרו  ,ליאלא יתפתח עובר וזרע נורמ, שתמשיך לגדול השלישית

, פתחות הפריבשלבים הראשונים של הת ,במרבית זני התמר .)Reuveni, 1986( בודדים

בשלבים מאוחרים  ואולם. נוקרפיים הבודדים דומים מאוד לפירות המופריםתהפירות הפר

בחלק מהזנים . פחות סוכר וצובריםמאוחר יותר  מבשילים ,דקים יותר פירות אלה הינם

ם נוטים להישאר על ה) 'ברהי'כמו בזן (ובאחרים  נושריםהמשולשים נוקרפיים תהפרהפירות 

, אין כל ערך כלכלי )הבודדים או המשולשים(אלה פרתנוקרפים לפירות  .פתחהסנסנים ולהת

  . את כמות ואיכות היבול וסילוקם מייקר את תהליך המיון קטיניםהם מ

 ניווןהלא נצפה  ,'חנטה לקויה'בעצים החריגים מתרבית רקמה הסובלים מבמיקרים רבים 

, בנוסף .נוקרפי משולשתי פרמתפתחות לפר רובןו, השחלות ים משלוששל שתי ליאהנורמ

ארבע עד שמונה שחלות בחנט ( שחלותשל איברים דמויי ריבוי  נמצא אלה בחלק מעצים

). לי או בפרי פרתנוקרפי משולשאבמקום שלוש שחלות הנוצרות בפרח נורמ, המתפתח

ממוקמות בדור חיצוני אחד או בשני דורים חצוניים לשלושת השחלות " שחלות המוספות"ה

 ,Al-Wasel, 2001; Cohen et al., 2004; Djerby) (בהמשך 5איור ראה (רפיות הפרתנוק

2000(.   

 ננסותעיכוב צימוח ו  •

בעלי עלים , נמצאו עצים בעלי מופע ננסי אופיינימתרבית ריקמה שמקורם ' הול'מג'במטעי 

, ברנשטיין(נוף הצמח נראה מעוגל ומכונס . ארוכים ורחבים) עלעלים(קצרים עם הוצים 

הם לא פורחים גם בשלב בו . עצים אלה אינם מתפתחים כצפוי ונשארים קטנים מאוד). 2004

בשנים האחרונות נצפו בחלק מעצים אלה . לים חונטים אשכולות ראשוניםאעצים נורמ

נמצאו חנטים ', ברהי'בעצי הזן  'לקויהחנטה 'כפי שתואר בפנוטיפ , ובהן, תפרחות ראשונות
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עצי  10,000-ההערכה היא שבארץ ניטעו כ). ת שלא פורסמותוצאו, כהן(מרובי שחלות 

  .המאופיינים בעיכוב צמיחה' הול'מג'

 עצים אלפילעקירה של בשנים האחרונות  ההביא כל הפנוטיפים הללותדירות גבוהה של 

ונשקלת האפשרות לעקור עצים נוספים שאינם מצדיקים את , חריגים במטעי הארץ

למרות , אשר לכדאיות הריבוי באמצעות תרביות רקמהספק ב מתעורר, בנוסף. ההשקעה

חשיבות רבה להמשך  ת השונות הסומקלונליתבעילפתרון . יתרונותיה הרבים של שיטה זו

ומחקרים רבים מנסים לאפיין את הטיפוסים החריגים ולמצוא , הפיתוח של ענף התמר בעולם

-Al Kaabi et al., 2007; Kunert et al., 2003; Zaid and Al(שיטות לזיהויים המוקדם 

Kaabi, 2003.(  

  

  חריגיםהטיפוסים ה יצירת אתלבקר  ותהעשוי תופעות. 2.4
כגון , יכולות לנבוע משינויים גנטיים את יצירת הטיפוסים החריגים לבקר העשויות התופעות

שינויים ברמת הביטוי של , שינויים בפלואידיות, אברציות כרומזומאליות, מוטציות נקודתיות

בדגמי או שינויים אפיגנטיים כמו שינויים במידת האצטילציה של חלבוני היסטון ושינויים , ניםג

  ). Kaeppler et al., 2000( עצמו DNA-טונים או של הסשל ההי המתילציה

  

   DNAמתילציה של  2.4.1
-5לציטוזין והפיכתו ל) CH3(של קבוצת מתיל נובעת מהוספה  DNAמתילציה של 

.methylcytosine מהציטוזינים ממותלים  20%-למעלה מ םצמחיהגנום ב)Gruenbaum et 

al., 1981 .(המתילציה של ציטוזין מתרחשת לאחר שכפול ה-DNA  באמצעות האנזים

cytosine methyltransferase נוספים אנזימים מעורבותם של ו)Finnegan et al., 1998; 

Richards, 1997 .(ל בקרהלמנוע קישור של חלבוני המתילציה עשויה , באאוקריוטים -

DNA .מתילציה של  .מתילציה של פרומוטר או אזור מקדד של גן יכולה לפגוע בשעתוק

DNA  בתזמון של שכפול המעורבת-DNA , ובבניה של כרומטין)Jost and Saluz, 1993 .(

עיכוב פעילות המתילאז בצמח המודל ארבידופסיס השפיעה על מבנה הצמח והפרח 

)Finnegan et al., 1996 .(הביטוי  הנו כלי לבקרתגנום בהמתילציה  מקובל להניח ששיעור

די אינו ידוע  DNA-אזורים שונים ב האחראי למיתול בשעור שונה שלהמנגנון . של גנים רבים

 Finnegan( זר DNAלמתילציה יש תפקיד בהגנת התא מפני , בנוסף לבקרת הביטוי. צורכו

et al., 1998 .(שינויים ברמת . ציה השפעה על התפתחות הפרח ועל פוריותולרמת המתיל

, )אבקנים או שחלות(לתוספת אברים בפרח , המתילציה נמצאו כגורמים לעיוותים בפרחים

) Sup( Supermanנמצא ששינויים בגן ). Richards, 1997; Kaeppler, 2000(ולעקרות 

  שורים לרמת המתילציה שלהמביאים לפנוטיפ של ריבוי אבקנים ושחלות קבארבידופסיס 
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בצמחים טרנסגניים בהם יש ירידה ברמת המתילציה הכללית עולה דווקא רמת . DNA-ה 

ועליה זו מביאה לתופעה של יצירת איברים נוספים דמויי  ,Supהמתילציה הספצפית לגן 

שינויים בדגם המתילציה  ).Jacobsen and Meyerowitz, 1997(אבקנים או שחלות 

 ;Jost and Saluz, 1993(חד המנגנונים ליצירת שונות סומקלונלית אפיגנטית מהווים את א

Kaeppler et al., 2000.(   

  

(Single Nucleotide Polymorphisms) SNPs 2.4.2  
SNP נפוץ ביותר של הסוג ה זהו .המתבטא בשינוי של בסיס אחדאללי -סמן בי הוא

וקיימים היום סמני  bp1000 לכל באדם היא אחד  SNP-תדירות ה. DNA-פולימורפיזם ב

SNPs ידועים לזיהוי מחלות רבות )Edwards et al., 2001( .בצמחים נמצא ש-SNPs 

 של תדירות הנמצאגנום החיטה ב. בוההג תדירותבבגרעין ובכלורופלסט  DNA- מתרחשים ב

SNP  370-540 כלאחד bp )Khlestkina et al., 2006 ( ובגנום האורז נמצאSNP  אחד

 ,לחקר שונות גנטית SNPs-להשתמש ב ניתן .)bp )Nasu et al., 2002 234 כלוצע לבממ

 sd-1 גןשל כסמן שימש  SNP באורז ננסי, לדוגמא. וככלי עזר להשבחה אבחנה בין זניםל

היכולים לשמש  SNPsמצאו בנוסף נ .יברלין'המקדד לאנזים מוטנטי המעורב בסינתזת ג

חריגים תירס צמחי ב. )Nasu et al., 2002( אורז קרובים זנימיני כסמנים לאבחנה בין שני 

נמצאו במקרה זה . DNA-נמצא קשר ישיר בין חלבון וריאנטי לשינוי ברצף ה תרבית ריקמהמ

 )Adh1 )Alcohol dehydrogenaseשתי מוטציות נקודתיות בלתי תלויות בגן לעדויות 

שגרמה לשינוי מבנה  ,T לבסיס Aשל הבסיס  )transversion(בעקבות התמרה מורכבת 

גרמה מספר שש  החלפת בסיס יחיד באקסון ,הראשוןבמקרה  .האנזים בצמח המוטנט

התרחשה במקרה השני . )Brettell et al., 1986( אחרתאחת ב להחלפת חומצה אמינית

בקודון פסק  לחומצה אמיניתגרמה להחלפת הקודון המקדד שהחלפת בסיס יחיד באקסון 

)Dennis et al., 1987.(  

  

  דגם הביטוי 2.4.3
או פגיעה ) מתילציה או שינוי ברצף(ישירה בגן " פגיעה"שינויים בדגם הביטוי של גנים על ידי 

 .יכולים להביא ליצירת טיפוסים חריגים, בגנים רגולטורים אחרים המשפיעים על ביטוי גן זה

 Jacobsen( שחלותמארבידופסיס גרמה לפנוטיפ של ריבוי אבקנים ו SUPירידה בביטוי הגן 

and Meyerowitz, 1997 .( פנוטיפים שוניםיוצרת ברמות שונות פגיעה בדגם הביטוי .

יוצרת פנוטיפ פרח ברור בעל החלפת איברים  SUP פגיעה חמורה בביטוי הגן, לדוגמא

רגולטורי פגיעה בגן . בעוד פגיעה קלה יותר בביטוי הגן יוצרת איברי ביניים, הומיאוטית

UNUSUAL FLORAL ORGANS )UFO(  הגן הפעלת ל מפריעהמארבידופסיס

APETALA3 )AP3( במוטנט . חיוני להתמיינות עלי הכותרת והאבקנים בפרחהufo  נמצאה
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ובעקבות כך נוצר  ישירהפגיעה בו  חלהלמרות שלא AP3 הגן  רמה נמוכה יותר של תעתיקי

  ).ap3 )Jack, 2004מוטנט הפנוטיפ דומה מאוד לפנוטיפ 

  

  עצים חריגים מתרבית ריקמהואיפיון  זיהוי .2.5
 ועם זאת יש לכךבשלב מוקדם אפיון השונות הסומקלונלית בגידולים חקלאיים קיים קושי ב

 אפשריהינו לרוב בלתי איפיון מורפולוגי של הצמחים החריגים בשלב מוקדם . חשיבות רבה

לכן מוקדש  .מאוחרים לרק בשלבי גידופעמים רבות מכיוון שהשונות המורפולוגית מתבטאת 

השתמשו באיזוזימים ) 2000(וחובריו  DNA .Saker- מאמץ מחקרי למציאת שונות ברמת ה

 4%- ומצאו שונות סומקלונאלית בכ, לזיהוי עצי תמר חריגים מתרבית ריקמה RAPD-וב

 מצאו) 2005(וחובריו  Gurevich .שמקורו בתרבית רקמה' זגלול'זן העצים מ 70מתוך 

לפנוטיפ הננסי  אסוציאציההול מתרבית ריקמה אך ללא 'שונות גנטית בעצי מג AFLPבעזרת 

 בעזרת DNAמקטע יחודי של נמצא ) 2007(וחובריו  Oh בעבודתם של .החריג

Representational Difference Analysis )RDA(  המבדיל בין עצי בננה חריגים מתרבית

ציאל להוות כלי לזיהוי מוקדם של שונות למקטע זה יש פוטנ. ריקמה לבין עצי בננה נורמאלים

 כיום בעיקרמרובה ופסיגי - חדהינו  ,בדומה לתמר, הבננה צמח .סומקלונאלית בבננה

  . חריגים הגורמים לנזק כלכלי רב צמחיםמופיעים  ל זהבגידו גם .תרבית ריקמהב

  

  התמר פרח. 2.6
שני  .דוריםבודיים המסודרים סוגי איברים יח ארבעה מיני טיפוסי כולל-פסיגי דו-מבנה פרח דו

עלי הגביע מופיעים בדור הראשון : הדורים החיצוניים מכילים איברים הבונים את עלי העטיף

. עלי כותרת מופיעים בדור השני. ויוצרים את מעטפת ההגנה החיצונית של הניצן המתפתח

ויוצרים את  אבקנים מופיעים בדור השלישי - שני הדורים הפנימיים מוקדשים לאברי הרבייה 

שחלה  עלהמורכב משל הדור הרביעי ו העלי מופיע במרכזו. גרגרי האבקה הזיכריים

)carpel ( שחלה : וקיימים בו החלקים הבאים, מספר עליםמאחד או)ovary(  המכילה ביציות

)(ovules עמוד עלי  ,הנושאות את הגמטות הנקביות)style (צלקת ו)stigma(.  

 הפרח כולל. פסיגיים-דוצמחים  מזה שללפעמים גיים שונה פסי-חדצמחים מבנה הפרח ב

עלי גביע ועלי כותרת ב לא תמיד ניתן להבחיןאך  ,פסיגיים-לדו בהתאמהאבקנים ועלי שחלה 

מקבילים לעלי  )lodicule( קשקשי התפיחה :מבנה הפרח של משפחת הדגניים כולל. ברורים

המקבילים  )lemma( והתחתון )palea( פסיגיים וסביבם נמצאים המוץ העליון-כותרת בדו

  ). (Yamaguchi et al., 2004 )1איור ( לעלי הגביע
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  פסיגי-ופרח חדפסיגי -מבנה פרח דו - 1איור 

  
  )c(מתירס  פרח חד פסיגי מבנה )a(מארבידופסיס  מבנה פרח דו פסיגי

Lodicule - קשקשי תפיחה, palea - מוץ עליון ,lemma -  מתוך(מוץ תחתון-.(Irish, 2001  
  

לפרח . גודלםב אך שוניםדומים במראם  פרח התמר הינו חד מיני ובעל עלי כותרת ועלי גביע

   ).2איור ( ושישה אבקנים מנוונים הנקבי יש שלוש שחלות

  
   מבנה פרח התמר - 2איור 

  
  . עלי כותרת ועלי גביע, שישה אבקנים מנוונים, מכיל שלוש שחלותהפרח תמר נקבי 
  .)Zaid, 1999מתוך ( גביעכותרת ועלי  עלי, כיל שישה אבקניםפרח תמר זכרי מ

  
  בקרת התפתחות אברי הפרח  2.6.1

על המתנהל  רב שלבי הוא תהליך מבוקר צמיחה רפרודקטיביתהמעבר מצמיחה וגטטיבית ל

המודל  יצמחבמחקרים רבים נעשו . פנימייםלחיצוניים  גורמיםאינטרקציות בין  בסיס

 ,י על מנת להבין את המנגנון המולקולרי המבקר את תהליך הפריחהולוע האר ארבידופסיס

 .Bommert et al., 2005)( השונים אברי הפרח יצירתגנים האחראים לה ולזהות ולאפיין את
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 בשלב הראשון. פסיגיים-הפרח והבקרות עליו הינם שמורים מאוד בצמחים דו יצירתתהליך 

ם גנים האחראים מופעליבשלב השני ופרחת תהזהות מריסטמת את גנים הקובעים  מופעלים

   ).Krizek et al., 2005(מבוקרים גנטית  השלבים אל .לזהות איברי הפרח

 LEAFY (LFY) הם בארבידופסיס תפרחתזהות מריסטמת ה את העיקריים הקובעים הגנים

ואילו ביטוי , פרחים אלה מונעת התמיינות גניםמוטציית חסר לשני . )APETALA1 )AP1-ו

קובע  AP1גן ה. פרח טרמינלימוקדמת מאוד של להתמיינות  גורם התר של שני גנים אלבי

 .ל התמיינות אברי הפרח השוניםשבבקרה  ובנוסף מעורבזהות מריסטמת הפרח את 

למרות  .in vitroבמבחני  LFYמכיל רצף בסיסים אליו נקשר החלבון  AP1הפרומוטור לגן 

ההנחה היא כי , בצמח LFYעל ידי  AP1י לשעתוק כי רצף זה הכרחin vivo  שאין הוכחה

בשלב בו נקבעת זהות מריסטמת הפרח ניתן . AP1 של ביטויאת הישירות  מבקר LFYהגן 

אך עם תחילת התמיינות אברי הפרח השונים  ,הרקמהבכל  AP1תעתיקי הגן את לזהות 

  .)Jack, 2004( מוגבל לדורים של עלי הגביע ועלי הכותרת AP1ביטוי הגן 

מודל מודגם ב גנים האחראים לזהות אברי הפרחפעילות ה המבקר אתהמנגנון המולקולרי 

בצמחי המודל המבוסס בעיקר על מחקרים  ,)ABC )Meyerowitz et al., 1991-ה

 – משלוש משפחות שונות פעילות משולבת של גניםמתאר המודל  .ארבידופסיס ולוע הארי

A ,B ,C ושחלות, אבקנים, עלי כותרת, עלי גביע -יחה פרהאברי  ארבעת ים אתמאפיינה: 

באבקנים פעילים  ,B-ו  Aבעלי הכותרת פעילים גנים מסוג, Aבעלי הגביע פעילים גנים מסוג 

 ואת AP1 כוללים את  Aהגנים מסוג .Cובשחלות פעילים גנים מסוג , C-ו Bגנים מסוג 

APETALA2 )(AP2  מארבידופסיס ואתSQUAMOSA )SQUA (ו-LIPLESS )LIP1/2 (

) PI( PISTILLATA-ו) APETALA3 )AP3כוללים את  B גנים מסוגה .מלוע הארי

 Cגנים מסוג ה. מלוע הארי) GLO( GLOBOSA-ו) DEFICIENS )DEFמארבידופסיס ואת 

 FARINELLI (FAR)-ו PLE)( PLENAבארבידופסיס ואת ) AGAMOUS )AGאת כוללים 

נמצאו , שזוהו תחילה בפטוניה, Dגנים מסוג : ABC- הלאחרונה הורחב מודל  .מלוע הארי

גנים מסוג  בארבידופסיסהוגדרו לאחרונה  ).Jack, 2004( ביציותההתמיינות את מבקרים כ

:E SEPALLATA1/2/3/4 )SEP1 ,SEP2 ,SEP3 ,ו-SEP4( .מסוג  ניםלגE  השפעה על

  ).Jack, 2004( שחלות וזהות מריסטמה, אבקנים, כותרתהתפתחות עלי ה

החלפה הומיאוטית  מתרחשת ABC- טים הפגועים בגנים השונים ממודל המוטנב

)Homeotic Transformation ( בדור פעילות גן מסויים מפגיעה ב כתוצאה .פרחהשל איברי

ברי יא. לא מזוהה דור האיברים כהלכה, והמשך פעילות הגנים האחרים באותו דורספציפי 

בהתאם , וסיים לדורים האחרים של הפרחטיפבאיברים שנוצרים בדור זה מוחלפים פרח ה

לגרום לדרגות שונות של יכולים אללים שונים של אותו גן  .ההומאוטייםלדגם ביטוי הגנים 

  . לא מלאה של איברים המיאוטית וליצירת איברי ביניים בעקבות החלפה חומרת הפנוטיפ

טמת הפרח הוא כאמור בעל תפקיד כפול בקביעת זהות מריס AP1הגן  -  Aסוג מגנים 

חסרים ובפרחים הנוצרים בשלב  רוב עלי הכותרת ap1-1במוטנט  .ואברי הפרח השונים
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מתמיינים על גבי  AP2של הגן במוטנט  .אינם מתפתחים כלל 2-ו 1מאוחר יותר אברי דורים 

  .)Jack, 2004(הפרח שחלות במקום עלי גביע ואבקנים במקום עלי כותרת 

 loss of מוטציית. ות עלי הכותרת והאבקנים בפרחחיוניים להתמיינ -  Bסוג מגנים 

function לעלי  הופכים אבקניםהכותרת לעלי גביע והגורמת להפיכת עלי  השל גנים אל

הכרחי לקבלת פנוטיפ  PI-ו AP3העובדה כי ביטוי הגנים  .)Zik and Irish, 2003( שחלות

הגנים הטרודימר תוצרי נים החלבושני יוצרים  in vitroוכן הממצא לפיו במבחני  ,ליאנורמ

). Jack, 2004; Whipple et al., 2004( מרמזים כי גנים אלו פועלים יחדיו ,DNA-הנקשר ל

 AP3/PI+SEP+AP1כאשר הקומפלקס  .בארבידופסיס ספציפי לפרחים Bביטוי הגנים מסוג 

 מבקר התמיינות אבקנים AP3/PI+SEP+AGוהקומפלקס  כותרתמבקר התמיינות עלי 

)Jack, 2004( . גנים מסוג הביטוי של הבקרה  היאלא ברור עדיין מהB,  אם כי

. AP3הגן להפעלת  AP1- ו UFO פועל יחד עם הגנים LFYכי הגן  בארבידופסיס נמצא

במוטנט כפול לשני גנים אלו מרמזת כי  מופסקבארבידופסיס אינו  AP3העובדה כי ביטוי 

 ).Jack, 2004; Krizek et al., 2005(גנים נוספים מעורבים בבקרה על שיעתוק גן זה 

מתרחשת החלפת בסיס יחיד הגורמת  Bמסוג חזק של מוטנטים בעלי פנוטיפ אללים ב

באללים המתונים יותר מתרחשת החלפת חומצה . להחלפת חומצה אמינית בקודון פסק

  ).Goto and Meyerowitz, 1994( אמינית אחת באחרת

במקום שחלה מתפתח . לי כותרת במקום אבקניםע מתפתחים agבמוטנט  -  Cסוג מגנים 

דור שני עם עלי כותרת ודור , במוטנט פרח משני המכיל גם הוא דור ראשון עם עלי גביע

  (Mizukami and Ma, 1995).  שלישי עם עלי כותרת במקום אבקנים

פרח  ת ליצירתוגורמבארבידופסיס  sep4-ו sep1 ,sep2 ,sep3 ותמוטצי - Eגנים מסוג 

זוהו בפטוניה ועגבניה ונמצא כי הם הכרחיים  הולוגים לגנים אלתאור .י כולו מעלי גביעבנוה

 C-ו A ,Bגנים אלו יוצרים קומפלקס חלבוני עם גנים מסוג . להתפתחות תקינה של הפרח

 ,.Jack, 2004; Krizek et al(שחלה האבקנים וה, כותרתההתמיינות עלי את המבקר 

2005.(  

  

  MADS boxגנים מסוג  2.6.2
 MADS boxבעלי איזור ייחודי הנקראמקודדים לחלבונים  ABCDE-ממודל הגנים רוב ה

domain, גן המלבד , מתפקדים כבקרי שעתוקוAP2  אתר בעלהמקודד לחלבון (domain) 

  ממשפחה  נגזר משמותיהם של ארבעת הגנים הראשונים ששובטו MADSהשם  .אחר

מקודדים לפקטורי שעתוק ונמצאו  MADS boxגנים מסוג  .MCM1, AG, DEFA, SRF :זו

מקודדים  גנים אלו )flowering plants(בצמחים פורחים  .ופטריות, בעלי חיים, צמחיםב

השורשים ועד יצירת החל מ ,לפקטורי שעתוק המבקרים מגוון של תהליכים התפתחותים

של גנים MADS box domain -ניתוח רצף חומצות האמינו ב .פריהפרח והתפתחות היצירת 

קדמון המשותף לצמחים ובעלי חיים הממגוון אורגניזמים מראה כי דופליקציה שחלה באב 

16



 

המהוות מקור לכל הגנים מסוג , Type II-ו Type Iהמכונות  שתי קבוצות ליצירתהביאה 

.MADS box הביאו תהליכי , לאחר היפרדות ענפי הצמחים ובעלי החיים, במהלך הזמן

פריחה ה את מבקריםגנים הה כאשר ,וקות לתתי משפחות בצמחיםדופליקציה נוספים לחל

  . )Nam et al., 2003(מליון שנה לערך  700-750התפתחו לפני 

 MADS אתר: מ מורכביםו Type IIהם מסוג  MADS boxגנים הצמחיים ממשפחת רוב ה

 אתר: המכונים MADS domain-בנוסף ל נוספיםשלושה אזורים ו ,)DNA )M-הקושר את ה

Intervening )I(, קראטיןדמוי  אתר )K (ה הקצהו-C ה .טרמינלי-MADS box domain 

רצף חומצות האמינו . של החלבון טרמינלי N-נמצא בקצה הוחומצות אמינו  55-מורכב מכ

אזור זה . K domain-ה אתרנמצא במרכז הגן . באזור זה שמור מאוד בין הגנים השונים

חלבון ומאפשר דימריזציה של חלבונים  -משמש לקישור חלבון וחומצות אמינו  70-מורכב מ

מפריד  K domain-ל MADS box domain-בין ה. המבטאים אזור זה עם חלבונים נוספים

של משתנה  רצף של החלבון בעל טרמינלי C-הקצה ה .וחומצות אמינ 30-המורכב מכ I אזור

 MICK type נקראים אלוגנים  .)Nam et al., 2003(וגודלו משתנה בין גן לגן חומצות אמינו 

 Type Iקבוצה השייכים ל MADS box-גנים צמחיים ממשפחת ה .ספציפיים לצמחיםהם ו

אולם הם אינם חלק  התגלו לאחרונה בארבידופסיס K domain-ה אתר וחסרים את

  .)Kofuji et al., 2003( הקשורות לבקרת מבנה הפרח ABCDEממשפחות הגנים 

  

  MADS box  מסוגשימור גנים  2.6.3
רונות בשנים האח .פסיגיים- דושמור מאוד בצמחים  ABC-שמודל ה מצאנמחקרים רבים ב

 פסיגיים-במגוון מינים חד MADS boxפסיגיים מסוג - לגנים מדורבים גנים הומולוגים זוהו 

)Nagasawa et al., 2003; Zik and Irish, 2003; Whipple et al., 2004; Mena et al., 

1996; Kang et al., 1998 ( דע הקיים על גנים אלו רוב הי. בהם הידע יותר מצומצם

. שושנאיםו, אספרגאיםהפסיגיים מתבסס על סדרת הדגנאים ומעט על סדרות -בצמחים חד

גם האפיונים הבסיסים של התפתחות הפרח שמורים  ,ת במורפולוגיהשלמרות השונו נמצא

  AP3הינו אורתולוג של SILKY1 גןה ,בתירס .בין צמחים מרוחקים מבחינה אבולוציונית

ה מביאה אל ניםמוטציה בג .מארבידופסיס PI של יםאורתולוג Zmm18-ו Zmm16 ניםוהג

 .תחתוןוה עליוןהם הדומים למוץ קשקשי התפיחה מוחלפים בחפיואבקנים בשחלות  להחלפת

בהשוואת  .ארבידופסיסמבגנים האורתולוגיים  יםדומים לפנוטיפ המוטנט הפנוטיפים אל

 in vitroמתירס יצרו   Bמצאו שהחלבונים מסוג, בתירס וארבידופסיס Bתיפקוד גנים מסוג 

יכלו גנים אלה בנוסף  .מארבידופסיס Bכמו החלבונים מסוג , DNA-ל הנקשרהטרודימר 

 ).,.2004 Whipple et al(B ארבידופסיס מסוג  מוטנטים של) complementation(להשלים 

לא  ZAG1מוטציה בגן  AG.ההומולוגים לגן , ZMM2-ו ZAG1 גניםהגם  נואופייבתירס 

דפוס ביטוי דומה  בעל ZAG1הגן . גורמת לפגיעה בזהות האיברים אך פוגעת בדטרמיננטיות

  וכנראה בעל פעילות חופפת אך לא זהה הדפוס ביטוי שונבעל  ZMM2גן בעוד ה, AGלגן 
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 AP1 ןלג ההומולוג ZAP1אופיין בתירס הגן  ,בנוסף. ZAG1 (Mena et al., 1996)-ל

  .)Schmidt et al., 1993( מארבידופסיס דפוס ביטוי דומה לגן בעלהינו  גן זה .מארבידופסיס

מארבידופסיס  AP3רתולוג של או ,)SUPERWOMAN1 )SPW1 ניםהג אופיינו באורז

 PI-ל םאורתולוגישהינם  OsMADS4-ו OsMADS2 ניםהגו ,מתבטא בפרח בלבדה

אבקנים וקשקשי התפיחה  חלפה הומאוטית שללה מתגור נים אלהמוטציה בג. מארבידופסיס

 ;Bommert et al., 2005( )'א3איור ( למבנים דמויי מוץ עליון בהתאמהולשחלות 

Nagasawa et al., 2003.(  כמו כן אופיין באורז הגן OsMADS3 מסוג.C מוטצייתloss of 

function בגן זה גורמת ליצירת מבנים דמויי קשקשי תפיחה בדור השלישי ובדור הרביעי ,

 דומים לפנוטיפ המוטנטה פנוטיפים אל .ליצירת מספר פרחים לא נורמאלים במקום שחלות

ag ארבידופסיסמ )Kang et al., 1998 .(Yamaguchi  וחובריו)איפיינו גנים מסוג ) 2006A 

 AP1המראים דפוסי ביטוי דומים לגן , OsMADS15-ו OsMADS14מאורז הנקראים 

   .מארבידופסיס

  

  פסיגיים-בפרחים חדהחלפת איברים הומאוטית  - 3איור 
  אורזה פרח. א

  
   חיטהה פרח .ב

  
  
  עלי ,)st(שישה אבקנים , )lo(שני קשקשי תפיחה , )le(ומוץ תחתון ) pa(נוי מוץ עליון הב .w.tפרח אורז  -A :א
בו האבקנים וקשקשי התפיחה  spw1פרח מוטנט  - eg .(B( גלומותי תשו) sti(המכיל שתי צלקות ) מסומן בחץ(

  ). Nagasawa et al., 2003מתוך(בהתאמה ) חץ קטן(ולאיברים דמויי מוץ עליון ) חץ גדול(הופכים לשחלות 
 אברי פרח חיטה - lo(. b(וקשקשי תפיחה ) pi(עלי ) st(שלושה אבקנים . חיטהנורמאלי של אברי פרח  - a :ב

אבקנים הופכים לאברים השלושת , ציטופלסמה של מין בר קרוב משפחה ההמכיל, (alloplasmic)אלופלסמית 
  .Hama et al., 2004) -מתוך( )TSt(דמויי שחלות 
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 PI-ים לאורתולוגה WAP12-ו WAP1אופיינו הגנים  Triticum aestivum)(חם בחיטת הל

בקווי חיטת לחם אלופלסמית . מארבידופסיס AP3לגן  אורתולוגה WAP3מארבידופסיס והגן 

(alloplasmic) , פגיעה נצפתה בעקבות , בר קרוב משפחהמין המכילים ציטופלסמה של

קשקשי באברים דמויי שחלות ללא שינוי החלפה הומיאוטית של אבקנים ל בגנים אלו

  .(Hama et al., 2004)) 'ב3איור ( התפיחה

  

  על התפתחות אברי הפרח יםהמשפיע MADS BOX מסוגשאינם גנים  2.6.4
המשפיעים על התפתחות אברי הפרח  ABC-נמצאו גנים נוספים שאינם חלק ממודל ה

 SUPERMAN (SUP) הגן אתבין גנים אלה יש לציין . הפנימיים לשחלות ולאבקנים

י בקרה של חלוקת "כנראה ע, האחראי על יצירת הגבול בין אבקנים לשחלות, בארבידופסיס

צמחי ארבידופסיס . מוטציה בגן זה גורמת לפנוטיפ של ריבוי אבקנים על חשבון שחלות. תאים

ת בבקרת חלוק SUPעובדה המרמזת על תפקוד הגן  - הינם ננסיים SUPבעלי ביטוי יתר של 

לירידה במספר האבקנים וליצירת גם מארבידופסיס באורז גרם  SUPביטוי יתר של הגן . תאים

ובצמחים מותמרים בהם חלה במוטציות  .)Nandi et al., 2000( שחלה-איברים מאוחים אבקן

שגרמה  SUPנראתה עליה משמעותית במתילציה של הגן  ,ירידה כללית במתילציה בגנום

  ). Jacobsen et al,. 2000(האבקנים  ולעליה במספר להשתקתו

ומשפיע על  YABBY בעלי איזור גניםלארבידופסיס שייך מ) CRABS CLAW )CRC הגן

גן דומה  (Bowman and Smyth, 1999).התפתחות השחלה ועל התפתחות הצוף בפרח 

 בניית: לחלבון זה שני תפקידים). Drooping leaf )DLפסיגיים ונקרא באורז - זוהה גם בחד

בגן  loss of functionפרחים עם מוטציית . העורק הראשי בעלה ובקרת התפתחות השחלה

פנוטיפ זה דומה לפנוטיפ של . )4איור ( על חשבון השחלות זה הינם בעלי אבקנים מרובים

בעל אלל בפרחים עם  ).Yamaguchi et al,. 2004(בארבידופסיס   SUPERMANמוטציית

מבנים ורקמות  לפעמיםהשחלות מפגינות ו, מספר האבקניםחלש יותר ישנה עליה בפנוטיפ 

דומות המשפיעות  וטרופיותיאפסיגיים לא נמצאו מוטציות פל- בצמחים דו .ניםאבק ניםיהמאפי

-ייחודי בצמחים חד תפקיד DLיתכן שלגן , בו זמנית על עורק העלה ועל התפתחות השחלות

  ). Nagasaw et al., 2003(פסיגיים 
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   dl-sup1ת איברים הומאוטית במוטנט החלפ - 4איור 

  
  

A-  פרח אורזw.t המכיל שישה אבקנים )st( , מוץ עליון)le(,  מוץ תחתון)pa( ,שני קשקשי תפיחה )lo(  ועלי
- מתוך( )ץחראשי מסומן ב( עלי השחלה הופכים לאבקנים - dl-sup1פרח  - C. )חץראש מסומן ב(אחד 

Nagasawa et al., 2003.(  
  

. חשוב לקביעת זהות וגודל המריסטמההמארבידופסיס  )CLAVATA )CLVגן ההינו גן נוסף 

 ,clv1המוטנטים . עליה במספר האיבריםל מגדילות את המריסטמה ומביאותבגן זה מוטציות 

clv2 ו-clv3 כתוצאה מהגדלת המריסטמה  ,גורמים להצטברות תאים במריסטמת הנצר והפרח

 בשם CLV1-באורז זוהה גן אורתולוגי ל. )Clark et al., 1993( איברי פרח עודפיםנוצרים 

FLORAL ORGAN NUMBER1 FON)(. לת מריסטמת התפרחתגדמוטציה בגן גורמת לה 

גן נוסף בעל תפקיד ידוע המבקר את  .)Suzaki et al., 2004( ולעליה במספר אברי הפרח

לגן זה שלושה תפקידים  .)(FILAMENTOUS FLOWER FILבנה התפרחת והפרח הוא ימ

 עידוד, ביסוס גנים שתפקידם לקבוע את זהות מריסטמת הפרח - במהלך התפתחות הפרח

דרוש לפעילות מרחבית  FIL. יצירת הפרח ומיסוד דפוס ביטוי הגנים בתוך הפרח המתפתח

מאורגן של  יוצר פרח עם מספר לא תקין ולא filמוטנט . SUP-ו AG, AP3, PIנכונה של הגנים 

ההומולוג לגן  ).Sawa et al., 1999; Chen et al., 1999(איברי פרח ואבקנים לא מפותחים 

FIL  באורז הינוOsYAB1.  רב  פרכיל מסהמלי אפרח לא נורמ יצירתהגן גורם לביטוי יתר של

  .)Jang et al., 2004( של אבקנים ושחלות

  

  'ותריבוי שחל'ו 'לקויה חנטה'בעלי  תרבית ריקמהתמר חריגים מ עצי. 2.7
 מאופיניים רקמה מתרביתשמקורם ) ומזנים נוספים( 'ברהי'זן התמר מהחלק גדול מעצי 

 'ברהי'מעצי ה 50%-כ(' ברהי'מהזן כאלה עצים  1500- כ ניטעו בארץ .'לקויה החנט'ב

 Cohen et(' חלאס'וכמה מאות עצים דומים מהזן  )שנטעו עד היום בארץ מתרבית ריקמה

al., 2004(. כניטעו , בערב הסעודית. הבעיה מקיפה אלפים רבים של עצים בעולם-

 אלהבעצים חריגים  ).Al-Wasel, 2001; Djerby, 2000( בעלי פנוטיפ דומהעצים  100,000

-Al( )5איור ( לפירות פרתנוקרפיים משולשים או לפירות מרובי שחלותהחנטים ים חמתפת
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Wasel, 2001; Zaid and Al-Kaabi, 2003; Cohen et al., 2004 .(פירותה 

  ;Cohen et al., 2004( כלכליחסרי ערך הינם אלה  המתפתחים מפרחים פרתנוקרפייםה

McCubbin, 2000; Zaid, 1999.(  בהסתכלות מיקרוסקופית נמצא) בפרחים מרובי בעיקר

 בנוסף )'לקויה חנטה' בעליבחלק מהפרחים בעלי שלוש שחלות בעצים אבל גם , שחלות

נחשוני  צמיחתעיוותים אלה מונעים את ככל הנראה . עיוותים במבנה השחלות והצלקות

   ).Cohen et al., 2004(ובשחלה גרגרי האבקה לעומק הצלקת 
  

  'ברהי'בפרי תמר מהזן  'ריבוי שחלות' - 5איור 

  
  

A: 1 - פרי  -  3 ,וונובו שתיים משלושת השחלות התנפרי פרתנוקרפי יחיד  -  2, שהופרה באופן תקין חנט
החצים מצביעים על . פרתנוקרפים משולשים חנטיםבשחלות איברים דמויי ריבוי  -  B ,C .פרתנוקרפי משולש

  ). Cohen et al., 2004-מתוך( ותמוספ שחלות
  

 'ריבוי שחלות'וב 'לקויהחנטה 'מתבטא במתרבית ריקמה ' ברהי'של עצי הזן הפנוטיפ החריג 

בעבודה . 'שחלות ריבוי'אחוז גבוה של גם בעץ לא מחייב  'קויהלחנטה 'אחוז גבוה של  ,אולם

פירות  30-65%- המתבטאת בכ 'חנטה לקויה'עצים בעלי שכלל ' פנוטיפ חמור'הגדרנו זאת 

פנוטיפ 'ו ,'בי שחלותורמ'פירות  15%-ומעל בהם מתפתחות כל שלוש השחלותפרתנוקרפיים 

פירות פרתנוקרפיים בהם  30-65%- המתבטאת בכ 'חנטה לקויה'עצים בעלי  שכלל' חלש

בחלק מהעצים לקויי החנטה ( 'בי שחלותורמ'חנטים  0-5%- מתפתחות כל שלוש השחלות וכ

   .)לא נמצאו כלל חנטים מרובי שחלות

רבה בחומרת הפנוטיפ בין מטעים  שונותהתגלתה  עצי תמר חריגים שרובו בתרבית ריקמהב

בין עצים שונים בחלקה ואף בין , )הוא דומה ר התרביתאפילו עם מקו(שונים בני אותו גיל 
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, במרבית העצים החריגים התגלה שיפור של רמות החנטה. אשכולות שונים על אותו עץ

תופעת  אלה עציםב. פירות מרובי השחלות עם הזמןהוירידה ברמת הפירות המשולשים ו

ה של עצים בהשווא .'הלקויה החנטה'נעלמת באופן הדרגתי לפני תופעת  'ריבוי השחלות'

בעצים עולה כי שעור החנטה , מגילאים שונים שמוצאם באותה מעבדה של תרבית ריקמה

חונטים ובעצים רבים מהעצים  70%- שנים כ 6-7בעצים בני , 0-20%שנים נע בין  4-5בני 

העבודה , יחד עם זאת .)Cohen et al., 2004( שנים החנטה מלאה 10שגילם מעל 

עצים גם ישנם בין העצים החריגים את האפשרות ש הקודמת שנעשתה אינה פוסלת

   .משתפר כלל ואינהפנוטיפ שלהם ש

  

2.8 .'Mantled' -  שמןהדקל מופע חריג של   
שמן הבעצי התמר התגלתה גם בעצי דקל  'ריבוי השחלות'תופעה דומה לבעיות החנטה ו

)Elaeis guineensis Jacq. ( שנוצרו בתרבית רקמה)Corley et al., 1986(.  דקל השמן

שיטה מעצי דקל השמן שנוצרו ב 5%-כ .הינו קרוב בוטנית לתמרשייך למשפחת הדקליים ו

מתאפיין בשיעורי חנטה פנוטיפ זה . 'Mantled' -אמבריוגנזה הם בעלי פנוטיפ ייחודי של 

ולאחר , ברוב העצים התופעה מתמתנת במהלך ההתבגרות. 'ריבוי שחלות'בנמוכים מאוד ו

-הבפנוטיפ ). Rival et al., 1998b(ליים אע העצים הופכים לנורממספר שנים במט

'Mantled'  החלפה הומיאוטית של אבקנים מנוונים למבנים בפרחים הנקביים מתרחשת

 לא נצפובמיקרוסקופ אלקטרוני . יםשינוילא ניכרים ים החיצוניים בדורשד בעו, דמויי שחלה

בשלב  אך, שוניים של התפתחות הפרחבשלבים רא נורמאליפרח בין פרח חריג ל יםהבדל

ניתן להבחין באיברים דמוי שחלות המתפתחים במקום היה התפתחות המאוחר של 

 חנטה'הלפנוטיפ  'Mantled'פנוטיפ ההשוואת  .)Adam et al., 2005( האבקנים המנוונים

   .1בתמר מוצגת בטבלה  'השחלותריבוי 'ו 'לקויהה

באסוציאציה לפנוטיפ  DNA-לא נמצאו שינויים ברצף ה 'Mantled'באפיון מולקולארי של עצי 

בשעור נמוך ממותל  'Mantled'של עצי  DNA-השנמצא ואולם ). Rival et al., 1998a(זה 

ו נמצא, בנוסף). Jaligot et al., 2000(ליים אבהשוואה לעצים הנורמ 0.5-2.5%יותר של 

 ,)clone( מקור גנטי ליים מאותולעצים נורמא 'Mantled'עצי בין מתילציה הבדלים בדגמי ה

). Jaligot et al., 2004( מקלונים אחרים כלל העצים החריגיםאת  אולם אלה לא אפיינו

שונות אפיגנטית ל ככל הנראה קשור 'Mantled'תוצאות אלה מצביעות על כך שפנוטיפ 

נמצא קשר בין ). ולא ברצף הבסיסים( DNA-המתילציה של ה ובדפוס ברמתהמתבטאת 

תרבית  צמחי בעצי דקל השמן מתרבית ריקמה לתהליך יצור 'Mantled'וטיפ החריג הפנ

במצע  מהיחס בין ההורמונים אוקסין וציטוקינין כנראהמושפעת זה תדירות פנוטיפ . הריקמה

  .)Eeuwens et al., 2002(ומתדירות החלפת המצע הגידול 
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   'ברהי'החריג בזן בדקל השמן לפנוטיפ  'Mantled'פנוטיפ ההשוואת  - 1 טבלה
  

   'ברהי'ב 'לקויהחנטה '  דקל שמן 'Mantled'   תכונה

יצירת איברים 

 מרובים דמויי שחלות

+  +  

עקרות חלקית או 

  מלאה של פרחים

+  +  

עצים המ 5%-כתדירות של    תדירות

נפוץ . שנוצרו באמבריוגנזה

רקמה מאוד בתרביות 

   .מקורות או קלונים מסוימיםמ

עצים מה 5%-תדירות של כ

נפוץ מאוד . שנוצרו באמבריוגנזה

בתרביות רקמה ממקורות או 

   .קלונים מסוימים

לא נמצאה שונות גנטית   שונות גנטית

  בקורלציה עם הפנוטיפ

לא נמצאה שונות גנטית 

  בקורלציה עם הפנוטיפ

שיפור המופע עם 

  הזמן

 100% 'חלשפנוטיפ ה'ב

מהעצים חוזרים להיות 

שנים  9ליים תוך אנורמ

 :'מורפנוטיפ הח'ב .יעהמנט

ליים אחוזרים להיות נורמ 50%

   .שנים מנטיעה 9תוך 

לאחר עשר  'מורהחפנוטיפ 'ב

 50% - שנים מנטיעה יותר מ

מהעצים החריגים חוזרים לפנוטיפ 

   .נורמאלי

  

  
 Jaligot et al., 2000; 2002; Eeuwens et al., 2002; Matthes et al., 2001 - דקל השמן :מקורות

  Cohen et al., 2004. ; 2003' כהן וחוב -'ברהי'
  

 בדקל השמן מבקרי פריחה  איפיון גנים 2.8.1
Adam  גנים מסוג  13 יהו בדקל השמןז) 2006(וחובריוMADS box  השייכים לחמש תת

 :משפחות

 EgSQUA3-ו EgSQUA1 ,EgSQUA2 זוהו שלושה גנים :SQUAMOSAתת קבוצה 

 מתבטאEgSQUA1  .מארבידופסיס AP1-לבון לברמת הח 55%-בעלי הומולוגיה של כ

 .המתבטאים גם בחלקים וגטטיבים EgSQUA3-ו EgSQUA2-ל בניגוד בתפרחות בלבד

EgSQUA1 מתבטא ברמה קבועה במהלך כל שלבי התפתחות הפרח.  

 60%-בעלי הומולוגיה של כ EgGLO2-ו EgGLO1זוהו שני גנים  :GLOBOSA תת קבוצה

 Adam et( מאורז OsMADS2לחלבון  70%עלי הומולוגיה של מארבידופסיס וב PIלחלבון 

al., 2005 .( הגןEgGLO1 משלים )complementation (מוטנט את הpi  בארבידופסיס

)Alwee et al., 2006.(  
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לחלבון  53%-כבעל הומולוגיה של  ,EgDEF1, זוהה גן אחד :DEFICIENSתת קבוצה 

AP3 לחלבון  70%-מארבידופסיס ובעל הומולוגיה של כ OsMADS16מאורז. EgDEF1 

  . הנקבית תפרחתהתפתחות הב ים מוקדמיםשלבכבר בתבטא ימ

 60%-הומולוגיה של כבעלי  EgAG1, EgAG2זוהו שני גנים  :AGAMOUSתת קבוצה 

  . מאורז OsMADS3לחלבון  70%מארבידופסיס ובעלי הומולוגיה של  AGלחלבון 
-ו ,EgAGL2-1 ,EgAGL2-2: םזוהו חמישה גני :AGAMOUS-like2תת קבוצה 

EgAGL2-3  ברמת החלבון ל 70%-בעלי הומולוגיה גבוהה של כהם-SEP3 מארבידופסיס. 

  .מאורז OsMADS34 חלבוןדומים ל EgAGL2-4-ו EgAGL2-5הגנים 

  

   'Mantled'לפנוטיפ  באסוציאציהדפוסי ביטוי שונים גנים בעלי  2.8.2
קטן  פרבמס" פגיעה"במדובר ש יתכן מכאןו מאוד רמוגדבעל מופע הינו  'Mantled'-הפנוטיפ 

עמדים ומאפשרת לבחון גנים ממדים עומהגנים הגישת  .)או גן יחיד( של גנים ספציפיים

, גישה זו השתמשו בהצלחה בבני אדםב .המעורבים ביצירת הפנוטיפ על פי ידע מוקדם

הפגועים  םצמחישל פ פנוטיההדמיון בין ). Pflieger et al., 2001(בבעלי חיים ובצמחים 

מאורז  OsMADS4-ו  SPW1,OsMADS2-ו מארבידופסיס PI-ו AP3כגון  Bבגנים מסוג 

איברים הומאוטית של  תהחלפוקיומה של , דקל השמןבלפנוטיפ ריבוי השחלות בתמר ו

 יםפנוטיפהביצירת גם מעורבים  Bמסוג וגנים שיתכן  יםמרמז אבקנים מנוונים לשחלות

   .ל השמןהחריגים בתמר ובדק

 Adam התפתחות  ם אתמבקריה גניםמספר של ביטוי רמות ה השוו את) 2007(וחובריו

. בדקל השמן Mantled')'( תפרחות מעצים חריגיםין בלתפרחות מעצים נורמאלים ין בהפרח 

של הפרח חמישה שלבי התפתחות שונים בנבדקה  E-ו, A ,B ,Cגנים מסוג  של ביטויה רמת

 ביטויה ברמתירידה  נמצאהבשיטה זו  .semi-quantitative RT-PCRשיטה של בהשלם 

- ו EgAGL2-1 ,EgGLO2הגנים  ביטוי .בתפרחת הנקבית החריגה E-ו, B ,Cגנים מסוג  של

EgAG2 הירידה .בשלב ראשוני בהתפתחות הפרחכבר  בתפרחת החריגה היה נמוך יותר 

 EgDEF1ביטוי . גהבתפרחת הנקבית החרי EgDEF1גן ה בבביטוי התקבלביותר  החדה

היה נמוך באופן משמעותי כבר מהשלב המוקדם של יצירת עלי העטיף  בתפרחת החריגה

  .ועד שלב מתקדם של התפתחות הפרח

 .EGAD1הגן  הוא 'Mantled'לפנוטיפ  אסוציאציההראה דפוסי ביטוי שונים בשגן נוסף 

EGAD1  לבונים מסוג המראות דמיון גבוה לחחומצות אמינו  77מקודד לחלבון בעל

defensin , כמוPTT בתנאי עקה שונים תפקיד בהגנה על הצמח לחלבונים אלה. מפטוניה .

הרקמה או  בתרביתתנאי עקה הנוצרים ל בתגובהמערכות ההגנה יכולות להיות מופעלות 

השונות מ חלקאחראים לה שתנאי עקה אל יתכן. השפעות חומרי צמיחה המוספים לתרביתב

 נמצאהמוקדמים של ההתפתחות בקאלוס בשלבים  .תרבית רקמה הסומקלונלית בצמחי

לעומת ביטוי חלש של הגן , 'Mantled'פנוטיפ באסוציאציה עם  EGAD1 הגן בביטוי עליה
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 רמת הביטוי 'Mantled'מצמח קאלוס של התפתחות בשלבים המאוחרים  .בקאלוס נורמאלי

תפרחות בין עץ בשלב ה יהבדלים ברמת הביטולא נמצאו  .הייתה נמוכה מאודשל הגן 

   ).Tregear et al., 2002(נורמאלי לעץ חריג 

 הם 'Mantled'לפנוטיפ  באסוציאציהשני גנים נוספים בהם נמצאו דפוסי ביטוי שונים 

EgIAA1 ו-EgM39A .עלייה בביטוי הגנים נמצאה EgIAA1 ו-EgM39A  בקאלוסים מעצים

דד לחלבון הדומה לגן מק EgIAA1 .אליםלעומת קאלוסים מעצים נורמ 'Mantled')(חריגים 

דד לחלבון בעל תפקוד מק EgM39Aוהגן , מוקדמת לאוקסין מארבידופסיס הקשור לתגובה

ובין  Mantled'לבין קאלוס מצמח בין קאלוס נורמאלי  EgM39Aהשוואת ביטוי הגן ב .לא ידוע

מת הקאלוס תפרחת נורמאלית לחריגה נמצא שביטוי הגן גבוה יותר בקאלוס החריג לעו

 תפרחות נורמאליות לתפרחות חריגותם בביטוי הגן בין לא נמצאו הבדלי ואולם הנורמאלי

)Morcillo et al., 2006.(  
  

  מטרות העבודה. 2.9
 בתמר ם את התפתחות אברי הפרחמבקריהמועמדים אפיון גנים בידוד ומטרת העבודה היא 

  .'יבוי השחלותר'ו 'הלקויה חנטה'מעורבותם ביצירת פנוטיפ ה תובחינ

  :פירוט המטרות
של בתמר על בסיס הומולוגיה  ם את התפתחות אברי הפרחמבקריגנים הזיהוי ואפיון . 1

   .ממינים אחריםגנים אורתולוגים 
 םבין עצי בתמר ם את התפתחות אברי הפרחמבקריגנים הדגם המתילציה בהשוואת  .2

   .חריגים לעצים נורמאלים

 םבין עצי בתמר ם את התפתחות אברי הפרחמבקריים הגנרצף הבסיסים בהשוואת  .3

  .חריגים לעצים נורמאלים
בין  תמרפרחי ב ם את התפתחות אברי הפרחמבקריגנים הרמות הביטוי של השוואת . 4

  .נורמאליםעצים לחריגים  םעצי
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  חומרים ושיטות. 3
  חומר צמחי. 3.1

 .בו מחוטרים או בתרבית ריקמהשרו, שוניםממטעים ' ברהי' ןזההחומר הצמחי כלל עצי תמר מ

העלעלים . 'ריבוי שחלות'ו 'חנטה לקויה'של  בעלי פנוטיפלים ועצים חריגים אעצים נורמ נבדקו

התפרחות . -C° 80-נחתכו לגזרים קטנים והוקפאו ב, של עלים צעירים נשטפו במים) הוצים(

עברו בקירור והו )לפני שהמתחלים נבקעו( פתיחה- של עצי הנקבה הוסרו במצב של טרום

הנורמאלים והעצים העצים  .-C° 80-בה הפרחים הופרדו מהסנסנים והוקפאו ב, למעבדה

 תואריםמ ,המתילציה ורצף הבסיסים דגמילאנליזת ששימשו  ,מתרבית הרקמה החריגים

  .3בטבלה  יםמופיע לבדיקת דגם הביטוירוט העצים ששימשו יפ. 2 בטבלה
  

  רצף הבסיסיםמתילציה וה מידגת ועצים ששימשו לאנליז - 2טבלה 
  

שם 
 העץ

שנת   מטע מקור ריבוי
  נטיעה

 *האנליזה  פנוטיפ

A1 2 נורמאלי  2002 יבניאל חוטר  
A3 2 נורמאלי  2002 יבניאל חוטר  

4A 2 נורמאלי  1992 בית זרע חוטר  
5A 2 נורמאלי  1992 בית זרע חוטר  

A7 1+2 נורמאלי  1992 יטבתה חוטר  
A20 2  נורמאלי  1999 בית זרע תרבית רקמה  
A22 2  נורמאלי  2000 בית זרע תרבית רקמה  
A23 2  נורמאלי  2000 בית זרע תרבית רקמה  
  2  נורמאלי  1999 צמח תרבית רקמה  א
  1+2 שחלות וריבוילקויה חנטה   1998 יטבתה תרבית רקמה ג
  2 וריבוי שחלותלקויה חנטה   1998 יטבתה תרבית רקמה ד
  2 וריבוי שחלותלקויה נטה ח  1998 יטבתה תרבית רקמה ה
  2 וריבוי שחלותלקויה חנטה   1998 יטבתה תרבית רקמה ו
  2 וריבוי שחלותלקויה חנטה   1998 יטבתה תרבית רקמה ז
  2 וריבוי שחלותלקויה חנטה   1998 יטבתה תרבית רקמה ח

  
  רצף הבסיסיםה של אנליז - 2, מתילציה ה של דגמיאנליז - 1* 
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  לבדיקת דגם הביטוי עצים ששימשו - 3 טבלה
  

פרי    מקור ריבוי  מטע שם
 נורמאלי

(%)  

כ "סה  מספר שחלות פרתנוקרפיות
ריבוי 
 1שחלות

1  2  3  4  5  6  

*J 15.0  1.0 65.012.02.0 0.0 0.7 0.6 תרבית רקמה יטבתה  
*K 16.0 3.0 5.0 48.08.0 0.0 2.0 7.0 תרבית רקמה יטבתה 
G*  31.019.011.015.045.0 0.5 2.5 4.3 תרבית רקמה יטבתה 
  2.0 0.0 0.0 0.853.02.0 2.0 12.0 תרבית רקמה יטבתה **9

 0.5 0.0 0.0 27.00.5 0.0 1.0 13.0 תרבית רקמה יטבתה **10
 5.4 0.0 0.4 0.447.05.0 4.0 13.0 תרבית רקמה יטבתה **11
 2.0 0.0 0.0 0.466.02.0 0.8  1.3 תרבית רקמה יטבתה **12
 0.0 0.0 0.0 72.00.0 0.0 0.5 9.0 תרבית רקמה יטבתה **13
 3.4 0.0 0.4 0.441.03.0 3.0  12.0 תרבית רקמה יטבתה **14
 3.0 0.0 0.0 2.039.03.0 1.0 7.0 תרבית רקמה יטבתה **16
*E 0.0  ***הערכה  60-75 חוטר יטבתה  
M*  0.0  0.0 0.0 0.0 1.5 0.0  2.5  65.0 חוטר יטבתה  
N*  0.0  0.0 0.0 0.0 0.0 0.0  1.3  72.0 חוטר היטבת  
  0.0  ***הערכה  60-75 חוטר יטבתה  **1
  0.0  0.0 0.0 0.0 0.8 0.4  0.0  78.0 חוטר יטבתה  **2
  0.0  0.0 0.0 0.0 0.0 0.0  3.1  65.0 חוטר יטבתה  **4
  0.0  0.0 0.0 0.0 2.1 0.7  8.4  66.0 חוטר יטבתה  **5
  0.0  0.0 0.0 0.0 0.4 0.0  0.8  65.0 חוטר יטבתה  **6
  0.0  ***הערכה  60-75 חוטר יטבתה  **7
בית  **8

  זרע
  0.0  ***הערכה  60-75 חוטר

    
הערכים המספריים בטבלה  .(Cohen et al., 2004)בעבודה קודמת  נקבעושחלות השעור חנטה ומספר 

נוקרפיים תפירות פר ,מופרים היו פירות נורמאלים להם 'ברהי'בעצים מזן  שנבדקו חנטיםמבטאים אחוז מסך כל ה
נוקרפיים בהם תפירות פר, נוקרפיים בהם מתפתחות שתי שחלותתפירות פר ,)אחת השחלבעלי (בודדים 

  .של איברים דמויי שחלות) 4-6(המכילים מספר רב פרתנוקרפיים פירות , מתפתחות כל שלוש השחלות
  ).תנוקרפיותשחלות פר 4 ריבוי שחלות נחשב מעל(כ מספר איברים דמויי שחלות "סה 1

ראה פרוט ( ששימשו לניסוי השני "פנוטיפ חלש"עם עצים **  ששימשו לניסוי הראשון" פנוטיפ חמור"בעלי עצים * 
  .)בתוצאות

-60%לכן שעור החנטה הוערך בכ, לא בוצעה בדיקת נתוני שעור חנטה ומספר שחלות עבור חלק מהחוטרים ***
  .בי שחלותורחנטים מ לא זוהו בחוטרים אלה .10%-הוערך בכ שעור הפירות הפרתנוקרפים, 70%

  .אחוז החנטים שנשרו לפני ביצוע הבדיקהנתוני את  כוללתהטבלה לא 
 

  גנומי DNAהפקת . 3.2
DNA  גנומי הופק מעלי תמר לפי השיטה שלAitchitt  בשינויים כדלקמן) 1993(וחובריו :

ל בופר "מ 15-וש הורחף בהחומר הכת. נכתשו בחנקן נוזלי, )עלים(כשלושה גרם של רקמה 

המיצוי . תוך ערבוב C° 65-דקות ב 30והודגר משך  )ראה הרכב הבופר בהמשך( מיצוי

משך ב סירכוזו 1:24אלכוהול ביחס של - איזואמיל/ל כלורופורם"מ 15י הוספת "הראשון נעשה ע

י הוספת נפח אחד של "הפזה המימית הופרדה ועברה מיצוי נוסף ע. g 8,000-דקות ב 7

לפאזה העליונה הוסף נפח אחד . באותם תנאים סירכוזו) 1/24(אלכוהול -איזואמיל/ורופורםכל

ל אתנול "מ 20-המשקע נשטף ב. g 16,500-דקות ב 20משך ב סירכוזשל איזופרופנול ונעשה 

 ל מים מזוקקים"מ שלושההורחף ב, המשקע יובש. g 16,500-דקות ב 10וסורכז משך  70%

 2.5-קעו בחומצות הגרעין הוש. C° 37-דקות ב 30משך ) סיגמה( μl RNase A 1-וטופל ב

משך ל שיקועו M0.3 לריכוז סופי של  Na-Acetateהוספת  לאחר )100%( אתנול של נפחים
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-דקות ב 10משך בוסורכז  70%ל אתנול "מ 20-ב המשקע נשטף. g 16,500-דקות ב 10

16,500 g .400-המשקע יובש והורחף ב μl יכוז ואיכות של הר. מים מזוקקים-DNA  הוערכו

 Lambda(והשוואה עם כמות ידועה של סמן גודל  1%ל אגרוז 'באמצעות הפרדה על ג

DNA/EcoRI+HindIII .(ה איכות-DNA  260י יחס בליעת האור באורכי גל של "עגם הוערכה 

  .ננומטר 280-ו

  

  :בופר מיצוי

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

1% v/v β-mercaptoethanol 

1.4 M NaCl 

20 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 

100 mM Tris pH 8.0 

 
  Total RNAהפקת . 3.3

 3-כ: בשינויים כדלקמן CTAB (Chang et al., 1993)נעשתה בשיטת  Total RNAהפקת 

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

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

דקות  5הדוגמאות עורבבו משך , )1/24(אלכוהול -איזואמיל/פעמים בנפח אחד של כלורופורם

המבחנות עורבבו , M LiCl 10נפח  1/3העליונה הוסף  הלפאז. g 8,000-דקות ב 7וסורכזו 

. C° 4-ב g 7,500-דקות ב 25משך  שוקעוהדוגמאות . C° 4-ודגרו למשך הלילה בהיטב וה

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

-ב שנית הפזה המימית מוצתה. g 10,500-דקות ב 5 שוקעול ו"מ 2הועברו למבחנות , הורחפו

חלוקת הפזה המימית לשתי  לאחרשקע הו RNA-ה .)1/24(אלכוהול -איזואמיל/כלורופורם

 μl 1,330-ו M Amonium acetate 10של  μl 133 והוספת μl 400-כ מבחנות שבכל אחת

 15הדוגמאות סורכזו . C° 20-- משך לילה בלהמבחנות עורבבו היטב והודגרו ). 100%(אתנול 

יובש , g 18,000- ות בדק 5סורכז , 70%ל אתנול "מ 1-המשקע נשטף ב. g 18,000-דקות ב

שתי (התרחיף ו) DEPC )Diethylpyrocarbonate-מים שעברו טיפול ב μl 30-והורחף ב

ל 'הוערכו באמצעות הפרדה על ג RNA-ריכוז ואיכות ה. אוחד) המבחנות של אותה דוגמא

  .ננומטר 280-ו 260ר באורכי גל של יחס בליעת האו ל פיעו 2%אגרוז 
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  :קההרכב התמיסות ששימשו בהפ

  :בופר מיצוי) 1

0.1 M Tris-Cl pH 8.0 

0.025 M EDTA pH 8.0 

2 M NaCl 

2% w/v CTAB 

2% w/v Polyvinylpyrrolidone (PVP)  

0.2% v/v β-Mercaptoethanol 

  

2 (SSTE:  

0.5% w/v SDS 

1 M NaCl 

0.01 M Tris-Cl pH 8.0 

1mM EDTA pH 8.0 

 

  DNase I-טיפול ב. 3.4
  :הוסף Total RNAשל  μg 30-ל

8 μl 10 x DNAse Buffer 

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

1 μl RNAse free DNAse (1 U/ μl) (Promega, Madison, WI, USA) 

  

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

-ב הורחפושוקעו באיזופרופנול ו, )1:1(כלורופורם /פנולולאחר מכן מוצו בC° 37 -חצי שעה ב

30 μl מים שעברו טיפול ב-DEPC.  

  

  cDNA יצירת. 3.5
 cDNAסינתזת הגדיל הראשון של  3.5.1

  :סונתז כדלקמן cDNAהגדיל הראשון של 

  :הוסף total RNAשל μg 1-5 -ל

2.5 μl Oligo dT(100 pmole/ μl) 

   μl 12.5מים עד נפח 

  .והועברה במהירות לקרח C 70°דקות ב  5גרה התמיסה הוד
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  :הוספוריאקציה למבחנת ה

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

2 μl 10 mM dNTP  

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

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

 

 70-ב דקות 10הריאקציה הסתיימה בהדגרה למשך . C 42°-ודגרה במשך שעה בהמבחנה ה

°C .  

  

  ) genes candidate(מדים איתור גנים מוע. 3.6
 BLAST )Altschul באמצעות תוכנתNCBI. של נעשה על ידי חיפוש במאגר המידע האיתור 

et al., 1997(, ודו -חים חדם של צמבמינים שוני מבקרי פריחה אורתולוגים לגניםהו גנים וז -

הומולוגיה בעלי אזורים שמורים  בכל אחד מגנים אלה זוהו .)8המפורטים בטבלה ( פסיגיים

על בסיס . BLAST-ו DNAMAN (Lynnon BioSoft) תוכנותה בעזרת צמחיםהבמגוון  גבוהה

אלה שימשו להגברה של מקטעי ו ,תחלים דגנרטיביים לאזורים השמורים בוצוע, מידע זה

מזן  שהופק מפרחי תמר cDNA-ומ שהופק מעלי תמר גנומי DNA-האורתולוגיים מהגנים 

  . 'ברהי'

  

  בידוד גנים אורתולוגים מתמר. 3.7
cDNA מתפרחות ו-DNA  לריאקצית  ושימש' ברהי'גנומי מעלי תמר מהזןPCR  תחליםעם 

אקציה בנפח ריה .)Coralville, IA USA( IDTוסונתזו על ידי  )4טבלה ( גןשתוכננו עבור כל 

 15) המכיל( μl dNTP (20 pmol/μl), 2.5 μl 10x PCR buffer 0.5 הכילה µl 25כולל של 

mM MgCl2 ,1µl Taq polymerase ) 5בריכוז של U/µl(, 0.5 μl זוג לכל אחד מ

 1μl או )ng total RNA 50-שהופק מ ( 10μl cDNA-ו ,)pmol/μl 20בריכוז של (התחלים

DNA 25( גנומיng.( 25-הריאקציה הושלם ל נפח µl  עם מים מזוקקים פעמים)ddH2O (

 :של חזוריםמ ºC95 ,40 - דקות ראשונות ב PCR :5-ת היתנאי ריאקצי .DEPC-מטופלים ב

טמפרטורה ה לקביעת )גרדיאנט(טמפרטורות משתנות אחת ב דקה, ºC94 -ב אחת דקה

 PCR-תוצרי ה. ºC 72-בדקות אחרונות  10- ו ºC 72-באחת דקה  ,תחליםזוג כל המתאימה ל

  .2%-1%בריכוזים של  אגרוז ים שלל'הופרדו בג
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  גנים  בידודששימשו לרצף התחלים  - 4טבלה 
  

' טמפ 5→ 3התחל רצף  1התחלשם   שם הגן
 החיבור

ABNORMAL 
FLORAL 
ORGANS 

AFOF CTCTGYTAYGTSCAHTGCAACT 49 
 AFOR CAYGAGBCCRAARTGDATG 

AFO1cF CCCGGTAGCAGTTTGTTCAA 58 
AFO1cR TGTGGGTGATGTCCGGATT 
AFO2cF3 GCAGTGCTGAAAGCTTCCCT 58 
AFO2cR3 TGTCCCAGGCAACAATTTG 

AGAMOUS AG1F1 GGATAGAGAACACGACCAACCG 55 
AG1R2 TGGCATTTTGCAGCTCCAC 
AG1F3 GGCTCTATGAGCCCTAGGGACC 55 
AG1R4 GAGTCGTCTGCTGCTGATGAGA 

AGAMOUS-
LIKE2-3 

AGL2-3F GGAGCTGAAGAGGATCGAGAA 56 
AGL2-3R GGCATGTAATTACTCACGCTAGG

AGAMOUS-
LIKE2-4 

AGL2-4F AAGGGTGGAGCTGAAGAGGAT 56 
AGL2-4R CATGCAGGAAGGTAGCCATT 

CLAVATA EgCLV1F AACATMATCGGNAARGG 53 
EgCLV1R ATGTAKCCRTARGAKCCAG 

DROOPING 
LEAF 

DLF TGATGGACACCGTGACCGTGAA 53 
DLR GAGGAAATACAGCGTATCAAA 
DL2F TGHTGGATACNGTGACNGTGAA 48 

 DL2R TTTGATDCGYTGTATCTCMTC 
EGAD1 EGAD1F1 GGCGAATGCTTCCAGCTATC 59 

EGAD1R2 TAGCAAAGCCTGGTGCAAAAGC 
MADS4 MADS4Fsf TCAAGCGAATCGAGAACTC 55 

MADS4Rsf CAAGAAGGAAAATGATAACA 
OsMADS4sfFATYAAGMGVATCGAGAACTC 53 
OsMADS4sfRTGCATRTTRTCATTTTCYTTCTT 

SQUAMOSA SQUA1F1 TGAGGCGGATCGAGAACAA 56 
SQUA1R2 GCCTGCTGGTTTAGTGCCTT 
SQUA1F3 TGGCAAACTCAAAGCTAAGGTTG56 
SQUA1R4 AAGTGGCTAAGCATCCAAGGTG 

SUPERWOMAN SPW1F ATGGGGAGAGGVAAGATHGAGAT55 
SPW1R TTTTGCTCAAGRCCGCGCAGBTC

  
 .לפי סדר האלפבית מסודריםבטבלה הגנים 

1F  מיצג את התחלforward , R  מייצג את התחל.reverse  שוניםהבסיסים הצרופי לאותיות הקוד:   
  

אותיות 
  קוד

N  V D B H W M  R  K S  Y  I  

 A,C,G,T  G,A,C G,A,T G,T,C  A,T,C A,T A,C A,G  G,T G,C C,T Inosine בסיסים
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  PCR-התוצרי  וריכוזבדיקת איכות . 3.8

ההרצה נעשתה במתקן  .2%-1%ל אגרוז בריכוז של 'הופרדו על גבי ג PCRתוצרי 

הכילה בופר כל דוגמא . V 100 ובמתח של  1xTAEאלקטרופורזה אופקי שהכיל בופר הרצה

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

DNA/EcoRI+HindIII ו-GeneRuller )Fermentas Hanover, MD, U.S.A ( שימשו

. Alpha Innotechשל חברת  Fluorchem 8800לים צולמו במכשיר מסוג 'הג. כסמני גודל

במידה והתקבל יותר   AlphaEase FC.נעשתה באמצעות התוכנה אנליזת ריכוז התוצרים

נבחרו מספר תוצרים , במידה ולא היה מידע מתאים. נבחר התוצר בגודל הצפוי, מתוצר אחד

 DNA Gel Extraction Kit NORGEN ל באמצעות'מהג והופק PCR-התוצרי  .פוטנציאלים

)Ontario, Canada (בהתאם להוראות היצרן.  

  

   PCR-תוצרי ה קביעת רצף ואנליזה של. 3.9
אנליזת . ישראל מ"חי בע מעבדותאו על ידי , Korea) (MACROGENנעשה על ידי חברת 

נבדקה בעזרת  התוצרים ההומולוגיה של. BioEditותוכנת View   ABIהרצף נעשתה בעזרת

  BLAST.-ו BioEditת ותוכנה

  

  עצים פילוגנטים 3.10
חבילה של תוכנות ( PHYLIPנקבעו בעזרת המרחקים הגנטיים בין הפרטים השונים 

הוצגו בעזרת התוכנה ו, NEIGHBOR (Felsenstein, 1999) בשיטת) פילוגנטיות

TREEVIEW (Page, 2000).  ערכי בעזרת נבחנו המובהקות של המרחקים הגנטיים

Bootstrap .תבתוכנמטריצות שונות  100בנו ינ Seqboot תוכנה ובConsense עץ  נבנה

ערכי  .לכל נקודת פיצול Bootstrap-הערכי  וקובע את כללי המאחד את כל המטריצות

Bootstrap נקודות ההתפצלות בעצים מציינים את מידת המובהקות המופיעים ב

מוצגים בעצים ) 70- הגבוהים מ(רק ערכים מובהקים . הסטטיסטית של ההתפצלות

  .םהפילוגנטיי
  

  DNA-של ה דגם המתילציה 3.11
 ץובע, נורמאלי מחוטר' ברהי' ץע נעשתה השוואה של דגם המתילציה במקטעי הגנים שזוהו בין

, MspI-ו HpaII ,נחתך על ידי שני איזוסכיזומרים DNA-ה .בתרבית רקמה החריג שרוב 'ברהי'

 Madlung et( רגישות שונה למתילציה של אתר זהבעלי הינם המזהים את אותו אתר חיתוך אך 

al., 2002( )כל דוגמת  ).5טבלה  ראהDNA האנזימים על ידי  נחתכה בנפרדHpaII ו-MspI. 

 bp 400-ליצירת שני מקטעים של כ לים מתאימיםעם תח PCR- ב הוגברו החיתוך תוצרי
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לא כל אתרי החיתוך ממותלים  םבה גניםב ).6טבלה ( MspI/HpaII החובקים את האתרים של

  .לא יתקבל התוצר PCR-לכן בריאקצית הו, באיזור שבין התחלים DNA-יחתך ה

  
   MspI/HpaIIדגמי מתילציה באמצעות אנזימי הרסטריקציה  איפיון - 5טבלה 

  

 מצב מתילציה באתר החיתוך
הגנומי DNA-חיתוך ה

1באתר על ידי האנזים
העדר תוצר/נוכחות

  2לאחר הגברה
HpaII MspI HpaII MspI 

 C C G G   העדר מתילציה
 G G C C + + - - 

מתילציה של ציטוזין חיצוני 
  בשני הגדילים

mC C G G 
    G G C Cm- - + + 

מתילציה של ציטוזין פנימי 
  הגדילים בשני

   CmC G G
   G G CmC- + + - 

רק בגדיל (מתילציה -המי
  של ציטוזין חיצוני) אחד

 mC C G G 
   G G C C+ - - + 

  
  .אינו חותך באתראנזים ה .-, CCGGהרסטריקציה  חותך באתראנזים ה .+ 1
  . תילציהושהחיתוך היה מלא בהתאם לדפוס המ בהנחה שכל האתרים במקטע ממותלים באותו אופן 2
  יש תוצר .+, אין תוצר.- 
  

   SNPsאיתור  3.12
בשלב  .)מקטע גנומי היה בידינולא ש קריםבמי(  cDNAעלגנומי או DNA על  התעשנ אנליזהה

שישה עצים שרובו  )DNA )DNA pools(: )1ת ושלוש תערובב מספר גנים נבדקו ראשון

שישה עצים נורמאלים שרובו  )3( ,שישה עצים חריגים שרובו מתרבית ריקמה )2( ,מחוטרים

 מספר זוגות באמצעותתבנית התערובות על  PCR- הגברה ב נעשתה .מתרבית ריקמה

   .bp 400-ליצירת מקטעים בגודל מתאים לריצוף של כ) 6טבלה (תחליםׁ

בעזרת תחלים המפורטים  מפרטים בודדים  cDNAאו DNAנעשה ריצוף של  בשלב השני

על ידי שימוש  הושווהול אגרוז 'על ג הוערך דגימותב DNA- ריכוז ה. 4בטבלה 

תוצרים הו יחודייםתחלים  באמצעות PCR- הקטע הנבחן הוגבר ב.  AlphaEase FCבתוכנה

  .ABI View-ו BioEdit ,BLASTאנליזת הרצפים נעשתה בעזרת תוכנות . רוצפו
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  DNAתערובת ב SNPsתחלים ששימשו לאנליזת דגם המתילציה ולאיתור  - 6טבלה 
  

' טמפ 5→ 3התחל רצף   1התחלשם   הגןשם 
 החיבור

PdDL  DL1#F ATGCGGCCATTGCAACCATC 60 
DL2#R GCTCGCTTGATATCGATGAA 
DL3#F AAATGATCCCCAAAGCATCA 60 

 DL4#R TCATGAAGCGATTGTAAGCTG 
PdMADS4MADS4F#1 CGGCAGGTGACCTTCTTCAA 58 

 MADS4R#2 AGCTGGTACTTCTCCAGCATCCT 
MADS4F#3 CCCACCACGTATCACCCTCC 58 

 MADS4R#4 TTCCTTCTTGATCCGGTCGA 
PdSPW1 SPWF1# ATGGGGAGAGGAAAGATTGAGATC55 

SPWR2# TTTAGAAGCAAAAGGGAGAGCAAG 
SPWF3# GCAGCACCAAGAGGATATTTGAT 55 
SPWR4# GGTCGTTGATGTCCAAACCAT 

  
 .לפי סדר האלפבית מסודריםהגנים בטבלה 

1F התחל  מיצג אתforward , R  מייצג את התחל.reverse  
  

  Real-Time RT-PCR  השעתוק באמצעות דגם איפיון 3.13
בכל מחזור ובכך לקבוע את  PCR-שיטה זאת מאפשרת לעקוב ולהעריך את כמות תוצר ה

נעשה  התחליםעיצוב  .הספציפי בריקמה Template-הכמות ההתחלתית היחסית של ה

-100יהיה באורך של  PCR-ה נבחרו כך שתוצר התחליםזוגות  .Primer Expressבתוכנת 

 לאהתחלים . תחליםלכל זוג  C° 59-60-תוכננה ל Annealing-הטמפרטורת . בסיסים 200

ת טמפרטורלקבוע את כדי  PCR-נבדקו ב התחלים .בסיסים זהים ברצף ארבעהיותר מ הכילו

 .7 ראה פירוט התחלים בטבלה. יחידשל תוצר  היצירהוכדי לוודא את , אופטימליתה הריאקציה

 .)3.5כמפורט בסעיף ( Total RNAשל  μg 2.5שימשו  cDNA סינתזת הגדיל הראשון שלל

  .ng Total RNA 250-שהופק מcDNA -כמותי נעשה שימוש ב PCRבכל ריאקצית 

  

  :והרכבה היה כדלקמן ABI Prism 7700הריאקציה נעשתה במכשיר 

 

10 μl AB gene QPCR SYBER green ROX mix (ABgene,UK) 

3 μl Primer Forward/Reverse (2 μM)  

5 μl מים מזוקקים פעמים  

2 μl cDNA  

 
 95-שניות ב 15מחזורים של  C ,40° 95- ב דקות C ,15° 50-דקות ב שתי :היו PCR-תנאי ה

°C ,59/60- ודקה ב °C.  
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  Real time RT-PCRתחלים ששימשו לריאקציות  - 7טבלה 
  

  1התחל שם שם הגן
 

  )5'-3'(רצף 

ABNORMAL 
FLORAL ORGANS1

RT2AFO1 FAGATAACGTGCCCACCACCA
RT2AFO1 RGGTCTGTTGACAACTGGAGTCTGA

ABNORMAL 
FLORAL ORGANS2

RT2AFO2 FCATGAGTGGTTTGCTTCAAACAGT 
RT2AFO2 RTTGCTGTTGATCATTCAGCATTG

ACTINACTRT FAATTTCCCGTTCTGCAGTGGTA
ACTRT RCCTCATGCCATCCTTCGTTT

AGAMOUSRTAG FATTATTGGCAGGAAGTTCCTTGAAT
RTAG RAAAGGGAGTTGGAGCTGCAAA

AGAMOUS-LIKE2-3 RTAGL2-3 F AATCCATCTCCCTGTGGTTGTG
RTAGL2-3 R AACGAAGGGAACAAATGCTCTGT

AGAMOUS-LIKE2-4RTAGL2-4 FAAAGACGCAGTTCATGCTTGATC
RTAGL2-4 RACCATTGCCACCACCATTTATC

CLAVATART2CLV1 FCACCGGCACATCGTGAGAC
RT2CLV1 RATCTTATACCTGGTGTCCCATTGC

DROOPING LEAFDLRT FTGACCACCAGATGGCATTTC
DLRT RAAGCTGATGGAAGTCGGTGTTT

EGADRT1EGAD FCCGGCACACCTCCTTGG
RT1EGAD RATCCTCAGAGATGGGAACGAAG

MADS4RT3M4 FCACCGGGCAAGTAACCTTCTC
RT3M4 RCGGAGGAGCTGCAGTACTCG

SQUAMOSARTSQUA1 FTTGCTCTAATTGCTGGAGTTCTTTG
RTSQUA1 RAGTCTCGTCTGGTCCAGAATCG

SUPERWOMANRT3SPW FCATGAAGAAGGCTAAGGAGCTGAC
RT3SPW RATCCCGGAGACTTGCTGGTAG

 
  .מסודרים לפי סדר האלפבית הגנים.  Primer Expressהתחלים תוככננו בתוכנת

1F  מיצג את התחלforward , R  מייצג את התחלreverse   
  

 PCR-גדילי שנוצר במהלך ריאקצית ה-דו DNA-ל  Syber-greenהחומר הפלורוסנטי קשירת

ומכאן לקבוע את , באמצעות מדידת הפלורסנציה DNA-את קצב היווצרות ה כמתמאפשר ל

 קביעתל וייםבשלב ראשון נערכו ניס. היתה בריאקציהש Templateהכמות ההתחלתית של 

חיד שאינו מגביל כאשר הפרמטר המנחה הוא קבלת תוצר י ,תחליםריכוז אופטימלי לכל זוג 

  . ריאקציותכלל הל nM300 של  תחליםעל בסיס זה נבחר ריכוז . התקדמות הריאקציה את

 Ct )Threshold ערכי נבדקו י עקומות כיול בהן"ע תחליםכל זוג  בשלב הבא נבחנה יעילות

Cycle(  שהתקבלו עבור מיהולים שונים שלcDNA  בשלוש חזרות)ו 1:125, 1:25, 1:5, 1-

בהם נמדדה כמות התוצר  PCR-ריאקצית ה המחזורים שלמייצג את מספר  Ctהערך ). 1:625

של הגן  כיולהרמת הסף נקבעת כך שעקומת ). Threshold(הגבוהה מרמת סף שנקבעה 

לבניית . הריאקציהשל  אקספוננציאלי/וגריטמישלב הלתחילת הק וגן הביקורת יהיו בהנבד

התקבל ממיהול  cDNAהריכוז הנמוך של  .לכל מיהול log10עקומת כיול לינארית חושבו ערכי 

של  logחושב ערך  cDNAבו הריכוז הגבוה ביותר של ולמיהול , 0.4קיבל ערך של ו 1:625של 

במקביל לכיול ובדיקה של כל גן נבדק . כגן הביקורת Actin)(אקטין שימש בעבודה זו  .250
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נעשה על  Relative Expression (RE) חישוב ערכי .ששימש כמקור יחוס גם הגן אקטיןוכויל 

עקומת הכיול משוואת ב Real-Time PCR-שהתקבלו בריאקצית הCt ידי הצבת ערכי 

  .ייחסה cDNA-ה ריכוז וממנה חולץהספציפית לכל גן 

- בריכוז ה, היחסי עבור הגן הנבדק cDNA-חלוקת הערך של ריכוז החושב על ידי  RE-ה

cDNA מאותה דוגמת  אקטין היחסי שהתקבל מגן הביקורתcDNA.  ערךRE  מייצג לכן את

 הקבועאקטין של  ביטוירמת השהנחה ב, אקטיןרמת הביטוי של הגן יחסית לביטוי גן הביקורת 

של העצים  RE-חושב על ידי חלוקת ממוצע ערך ה RE המנורמל של הערך. בדוגמאות השונות

אנליזת התוצאות נעשתה בתוכנת . של העצים הנורמאלים RE-החריגים בממוצע ערך ה

  .אקסל
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  תוצאות. 4
 'לקויהחנטה 'במטרה להבין את המנגנון ליצירת מופע עצי התמר החריגים המאופיינים ב

 ).candidate genes(גנים מועמדים  איתור ואנליזה שלבגישה של  נונקט, 'ריבוי שחלות'וב

העובדה שמרבית . ם את התפתחות אברי הפרחמבקרימתמר הבבידוד של גנים  נודהתמק

 ובחינתמתמר  מאפשרת את בידודםבין מינים שונים במידה רבה שמורים  גנים אלו הינם

ר החריגים עשוי הנחת העבודה היתה שהמופע של עצי התמ .מעורבותם ביצירת הפנוטיפ

בין עצים נורמאלים לעצים השוואה של גנים אלה  תילכן ערכ .בגנים מסויימים יםלנבוע משינוי

  .בדגם הביטוי) 3( הבסיסים רצףב )2(המתילציה  יפוסדב) 1(: חריגים בשלושה היבטים

  
  ם את התפתחות הפרחמבקריהמתמר גנים זיהוי . 4.1

תוך  ,גנים המבקרים את תהליך יצירת הפרחכדי לאתר חיפוש במאגרי המידע ביצעתי 

לפנוטיפים  גורמתאשר מוטציה בהם חיפשתי גנים . פסיגיים- גנים מצמחים חדהתמקדות ב

וגנים נוספים בעלי תפקיד מפתח , בתמר 'ריבוי השחלות'ו 'הלקויההחנטה 'דומים לפנוטיפ 

  .8מפורטים בטבלה  תיהגנים המועמדים שבחר. בהתפתחות הפרח

  
  המבקרים את מבנה הפרח  גנים - 8טבלה 

  
גנים אורתולוגים מצמחים   תפקיד מקור  שם הגן

  חד פסיגיים
AGAMOUS 

(AG) 
  

הפיכת בגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
. אבקנים לעלי כותרת

)Mizukami and Ma, 1995 .(
 MADS-boxמכיל C,גן מסוג 
domain.  

ZAG1 ,ZMM2 ,מתירס .
לא  ZAG1מוטציה בגן 
עה בזהות גורמת לפגי
יתכן ובגלל , האיברים

 ZMM2פעילות מפצה של 
)Mena et al., 1996.(  

APETALA1  
(AP1)  

מוטציה בגן גורמת להפיכה ארבידופסיס
חלקית של פרחים לתפרחת 

גבעולית ולפגיעה במבנה עלי 
.  Aגן מסוג .הכותרת והגביע

 ,ABCDEמפעיל גנים ממודל 
 מכיל. Bמסוג את הגנים בעיקר 

MADS-box domain   
)Mandel et al., 1992.(  

OsMADS14 ביטוי  .מאורז
אקוטיפי של הגן גרם 

להתפתחות פרח מנצרים 
)Yamaguchi and 

Hirano, 2006(.  
  

APETALA3 
(AP3)  

הפיכת עלי בגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
הכותרת לעלי גביע והאבקנים 

 Zik and( הופכים לעלי שחלות
Irish, 2003( , גן מסוגB. מכיל 

MADS-box domain.  

SILKY מתירס  
)Whipple et al., 2004(. 

SUPERWOMAN  מאורז
)Nagasawa et al., 

בגנים אלו  מוטציה .)2003
גורמת לפנוטיפ דומה 
  .למוטנט מארבידופסיס
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גנים אורתולוגים מצמחים   תפקיד מקור  שם הגן
  חד פסיגיים

CLAVATA 
(CLV)  

הצטברות בגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
במריסטמת  ממוייניםתאים לא 

ה המריסטמ. הפרח ובנצרים
המוגדלת יוצרת עודף של איברים 

 .)Clark et al., 1993(בפרח 

FON1 מוטציה בגן . מאורז
גורמת להגדלת מריסטמת 
התפרחת ולעליה במספר 

 Suzaki et(אברי הפרח 
al., 2004( .  

DROOPING 
LEAF (DL) 

אחראי לבניית העורק הראשי הגן   אורז
בעלה ובקרת התפתחות 

בגן גורמת  מוטציה. השחלה
גן ל הומולוגי. מרובים קניםאבל

CRABS CLAW (CRC) 
 (Yamaguchi et מארבידופסיס

al , 2004 .(  
  YABBY domain.מכיל 

 DROOPING LEAF הגן
  .בודד מאורז

EGAD1  דקל השמן EGAD  אינו גן המבקר את מבנה
אולם בדקל השמן תוצרי , הפרח

תרבית ב קאלוסב יםמצטברהגן 
לפנוטיפ  באסוציאציה ריקמה

'Mantled' .EGAD לגן הומולוגי 
PPT מפטוניה ולגנים 
 defensin  )Tregear etמסוג

al., 2002.(  

בודד מדקל EGAD1 הגן 
  .השמן

FILAMENTOUS 
FLOWER (FIL)  

 

לא  פרמסבגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
הגן אחראי . תקין של איברי פרח

 Chen et( פרחהבקרת גודל ל
al., 1999 .(מכילYABBY 

domain.  

OsYAB1 ביטוי יתר  .מאורז
פרח  הגן גורם למבנהשל 

 פרהכיל מסשלי אלא נורמ
רב של אבקנים ושחלות 

)Jang et al., 2004.( 
FLORAL 
BINDING 
PROTEIN  

FBP11)(  

 .ABC-למודל ה Dמהווה תוספת   פטוניה
שחלות לא ל בגן גורמת מוטציה

תחות ומוחלפות במבנים ומפ
 MADS-boxמכיל. דמויי שחלות

domain )Colombo et al., 
1995(.  

TaAGL11 מחיטה. 

FRUITFULL 
(FUL)  

 בגן גורמת לאי חלוקת מוטציהארבידופסיס
 פריפרייאליים שלהקירות התאי 

 MADS-boxמכיל. השחלה
domain )Gu et al., 1998.(  

MADS18 מאורז  
(Fornara et al., 2004).  

LEAFY (LFY)  אחראי למעבר מצמיחה הגן ארבידופסיס
. גטטיבית לצמיחה רפרודקטיביתו

. ABCמבקר את הגנים ממודל ה 
מעבר מפרח בגן גורמת ל מוטציה

   לאיברים דמויי עלה
)Weigel et al., 1992.(  

RFL מאורז  
 )Kyozuka et al., 1998.( 

PISTILLATA 
(PI)  

הפיכת עלי בגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
הכותרת לעלי גביע והאבקנים 

 Zik and( לותהופכים לעלי שח
Irish, 2003  .( גן מסוגB.   

  .MADS-box domainמכיל 

OsMADS4 ,OsMADS2 
 ).Lee et al., 2003(מאורז 
בגנים אלה גורמת  מוטציה

לפנוטיפ דומה למוטנט 
  .מארבידופסיס

המשך - 8טבלה 
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גנים אורתולוגים מצמחים   תפקיד מקור  שם הגן
  חד פסיגיים

SEPALLATA  
(SEP)  
  נקרא גם

AGAMOUS-LIKE 

. ABC-למודל ה Eמהווה תוספת ארבידופסיס
גנים  4 פסיס נמצאוובארביד

בארבעתם  מוטציה. הומולוגיים
)sep1 ,sep2 ,sep3 ,sep4 (

 רקבנוי הפרח  גורמת ליצירת
 ;Pelaz et al., 2000( מעלי גביע

Ditta et al., 2004 .( מפעיל גנים
 MADS-boxמכיל. C-ו Bמסוג 

domain.  

OsMADS1 מאורז .
מוטציה בגן גורמת לשינויים 

במבנה המוץ וקשקשי 
במספר לירידה , התפיחה

האבקנים ולעליה במספר 
 ,.Pelucchi et al(השחלות 

2002.(  
  

SUPERMAN 
(SUP)  

אחראי ליצירת הגבול בין הגן ארבידופסיס
בגן  מוטציה .אבקנים לשחלות

ריבוי אבקנים על חשבון ל גורמת
 ,.Bowman et al(שחלות 

1992.(  

_  

TERMINAL 
FLOWER1(TFL1)  

 
 

ריסטמת מבגן גורמת ל מוטציהארבידופסיס
לפרח  להתפתחהתפרחת 
 AP1ן גאת המעכב  .טרמינלי

המעורב ביצירת מריסטמת 
  .)Jack, 2004( הפרח

OsCEN מאורז  
)Zhang et al., 2005.(  

UNUSUAL 
FLORAL 

ORGANS (UFO) 

אבקנים ועלי ל בגן גורמת מוטציהארבידופסיס
באיברים  להתחלףכותרת 

, כימריים המורכבים מעלי כותרת
מפעיל גנים  .שחלותגביע ועלי 

 ).B )Ingram et al., 1995מסוג 

Fimbriata מאורז.  

WUSCHEL(WUS)יצירת לרוב ל בגן גורמת מוטציהארבידופסיס
עם אבקן מרכזי אחד פרח 

  במקום שחלות ואבקנים 
)Laux et al., 1996.(  

OsWUS מאורז 
(Nagasaki et al., 2005). 

  

  .רשימת הגנים מסודרת לפי סדר האלפבית

 
מיני במגוון  גבוהההומולוגיה בעלי אזורים שמורים יתי היז PI-ו CLV ,DL ,AP3 ,FILגנים ב

, BLAST-וDNAMAN התוכנות  בעזרת) פסיגיים-ולעיתים גם דו(פסיגיים - חד צמחים

  .מתמר הגנים אלמ םתיכננתי תחלים דגנרטיבים לאזורים השמורים ובעזרתם בודדתי מקטעי

והאפיון של מקטעי הגנים מתמר מתוארת לגבי הגן  ,דוגמה לתהליך הזיהוי

1SUPERWOMAN )(SPW1 :של רצף האזור המקודד של הגן  תה השוואהנעשSPW1 

ונבחרו , הומולוגים במגוון של מיני צמחים למציאת גנים BLASTבאמצעות תוכנת מאורז 

 multiple( נעשתה השוואה .ההומולוגיה הגבוהה ביותר בעליפסיגיים -גנים מצמחים חד

alignment ( ותבעזרת התוכנשל הרצף המקודד DNAMAN ו-BioEdit אזורים ואותרו ה

שימשו כתבנית אזורים השמורים ה ).6איור (ברצף המקדד של הגנים  ביותר שמוריםה

 אלה שימשו להגברה של מקטעי הגנים האורתולוגייםו )7איור ( תחלים דגנרטיביים לעיצוב

 SQUA1-ו  AG ,AGL2-3 ,AGL2-4,EGAD1: הגנים איתורל יסוייםבמהלך נ .מתמר

 ,.Adam et al., 2006; Tregear) et al ל בדקל השמן"התפרסמו רצפי הגנים הנ, מתמר

2002.(  

המשך - 8טבלה 
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 את הגן .מידע זה שימש כתבנית לעיצוב התחלים ללא צורך בתכנון תחלים דגנרטיבים

בעקבות  ,פריחה למרות שאינו גן מבקר, לבודד תיבחר )EGAD )PdDIF-ההומולוגי ל

 Mantled' )Tregear'לפנוטיפ  EGAD בין דפוס ביטוי הגןבדקל השמן שנמצאה  אסוציאציה

et al., 2002.(  

  
   SPW1-גנים אורתולוגיים ל של רצף השוואת - 6איור 

  Forwardהדגנרטיבי האזור השמור לפיו תוכנן התחל  .א
  

  
  
   Reverseהאזור השמור לפיו תוכנן התחל הדגנרטיבי  .ב
  

  
  

בעזרת  נעשתה מצמחים שונים מאורז לגנים SPW1מהגן  המקדד רצףהשל ) multiple alignment(השוואה 
   ).באדוםמסומנים (האזורים השמורים ביותר זוהו  DNAMAN.התוכנה 
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  SPW1ם לגן רצף התחלים הדגנרטיבי - 7איור 

  
Forward: 5'ATGGGGAGAGGVAAGATHGAGAT3' 
Reverse: 5’TTTTGCTCAAGRCCGCGCAGBTC3’  

  
  B, R, H, V:אותיותה. 6שתוכננו על פי האזורים השמורים באיור SPW של הגן  דגנרטיביםהפריימרים ה

  .4בטבלה  מציינות מגוון בסיסים כמתואר
  

) 1: (בשתי תבניות תיל השתמש"כדי לבודד מקטעים של גנים מתמר בעזרת התחלים הנ

DNA 2(רמאליים נו' ברהי'מעצי  גנומי שהופק מעלים (cDNA שהופק מ -RNA  של פרחי

חומצות הגרעין היו בעלות יחס בליעת ). ראה חומרים ושיטות(נורמאליים ' ברהי'מעצי , תמר

מוצג  Total RNAל מייצג של 'ג. 2-ל 1.7ננומטר בטווח בין  280-ו 260אור באורכי גל של 

  .8באיור 
  

  'ברהי'עצי תמר מזן פרחים של מ RNA  TOTAL- 8איור 

  

  

מעצים שונים שהופקו מפרחים  RNAדוגמאות  :2-7בארות . EtBr-אגרוז שנצבע ב 2%הורצו בגל הדוגמאות 
ראה תיאור החומר הצמחי ופרוט . Lambda DNA/EcoRI+HindIIIסמן גודל  -  8, 1בארות . 'ברהי'של הזן 

  .חומרים ושיטותפרק שיטת ההפקה והבדיקה ב
  

מפרחים של  cDNAגנומי או  DNAעם  PCRאקציות התחלים הדגנרטיביים שימשו לרי

תוצרי . בתנאי גרדיאנט טמפרטורות PCR-נקבעה ב annealing)(טמפרטורת החיבור . תמר

. נבחר בגודל הצפויהתוצר הרצוי , ר אחדבמידה והתקבל יותר מתוצ. ל'הריאקציה הורצו בג

ל 'שבודדו מהגוצרים הת. נבחרו מספר תוצרים פוטנציאלים, במידה ולא היה מידע מתאים

51 2 63 4 7 8
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 שהתקבלו משימוש בתחלים הדגנרטיבים של הגן PCRל מייצג של תוצרי 'ג. נשלחו לריצוף

SPW1  על תבניתDNA 9מוצג באיור  גנומי.  

  
  SPW1 של הגן PCRתוצרי  - 9איור 

  

  
  

הגן שהתקבל משימוש בתחלים הדגנרטיבים של  PCRתוצר  .EtBr-אגרוז שנצבע ב 2%הדוגמאות הורצו בגל 
SPW1  על תבניתDNA בגרדיאנט של טמפ) 1-5בארות (' ברהי'מהזן  גנומי 'annealing .45 - 1: בארות °C ;

2  - 47 °C ;3 - 50 °C ;4 - 53 °C ;5  - 55 °C. 0 -  סמן גודלLambda DNA/EcoRI+HindIII .11  -  סמן גודל
GeneRuller.  בחומרים ושיטות פירוטראה.  

  
כך נבחנה . cDNAהתחלים נבדקו על תבנית , גנומי DNA-צר מבמיקרים בהם לא התקבל תו

תוצר . הגנומי עקב קיומו של אינטרון בין התחלים DNA-האפשרות שלא התקבל תוצר ב

פסיגיים - הגנומי של גנים אורתולוגיים במינים חדהושווה לרצף  cDNAשהתקבל על תבנית 

רמת  נבדקה .בו בהתאםאקסון ותחלים חדשים עוצ - לאיתור אזורי אינטרון  אחרים

שמו של כל גן מתמר נבחר לפי  .אורתולוגיים ממינים שוניםהההומולוגיה של התוצר לגנים 

 Phoenix(שם הגן האורתולוגי מצמחי המקור ומתחילת שמו הלטיני של התמר המצוי 

dactylifera L( , לדוגמא מקטע הגןSPW1  מתמר נקראPdSPW1.  

בתוכנה  SPW1מוש בתחלים הדגנרטיבים של שהתקבל משי cDNA-בבדיקת מקטע ה

ClustalW  נמצאה הומולוגיה גבוהה לגןDEFICIENS מדקל השמן )Elaeis guineensis( 

 Alpinia(פסיגי אלפיניה - מהצמח החד AP3-likeלגן , )מארבידופסיס AP3הומולוגי לגן ה(

hainanensis (לגן וספים כמו פסיגיים נ- והומולוגיה נמוכה יותר לגנים ממיני צמחים חד

AP3-like  מסחלב)Dendrobium crumenatum( , לגןAP3-like  מהצמח כרכום הגינה

)Crocus sativus(,  לגןDEFICIENS אספרג רפואי מהצמח )Asparagus officinalis( ,

 AP3לגן  םהומולוגילגנים  ,)(Lilium regale שושן המלכים מהצמח DEFICIENSלגן 

 DEFICIENSכמו הגן  נוספיםאורתולוגיים ולגנים  )10איור ( ירסות, אורז, מהדגניים חיטה

   .)Muscari armeniacum( כדןמצמח החד פסיגי 
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   שוניםמינים ב PdSPW1 גןהשל  cDNA רצף השוואת - 10איור 
PdSPW1          TCCTACTAACCGGCAGGTCACCTACTCCAAGAGGAGGACGGGGATCATGAAGAAGGCTAA 67 
Elaeis DEF1     TCCTACCAACAGGCAGGTGACCTACTCCAAGAGGAGGACGGGGATCATGAAGAAGGCTAA 132
Dendrobium AP3L CCCTACGAACCGGCAGGTTACTTACTCTAAGAGGAGGGCTGGGATCATGAAGAAGGCCAA 126
Crocus AP3L     TGCGACCAACCGTCAAGTGACCTACTCCAAGAGGAGGCTGGGCATCATGAAGAAGGCCAA 192
Alpinia AP3L    CCCAACCAACAGGCAGGTGACTTATTCCAAGAGGAGGTCAGGGATCATGAAGAAGGCGAG 74 
Asparagus AODEF CCCAACAAACAGGCAGGTGACTTATTCAAAGAGGAGGTCAGGGATCATGAAGAAGGCCAA 240
Lilium LRDEF    CTCGACGAATCGACAGGTCACTTACTCGAAGCGCCGGACCGGAATCATCAAGAAGGCGAC 107
Triticum MADS51 CGCCACCAACAGGCAGGTGACCTACTCCAAGCGCCGGTCGGGGATCATGAAGAAGGCGCG 106
Zea silky1      CGCCACCAACCGCCAGGTGACCTACTCCAAGCGCCGGACGGGGATCATGAAGAAGGCACG 98 
Oryza SPW1      CGCGACCAACAGGCAGGTGACCTACTCGAAGCGCCGCACGGGGATCATGAAGAAGGCCAG 163
                  * ** **  * ** ** ** ** ** *** *  *    ** ***** ********    
 
PdSPW1          GGAGCTGACGGTGCTTTGCGATGCCGAGGTCTCGCTTATCATGTTCTCCAGCACCGGCAA 127
Elaeis DEF1     GGAGCTGACGGTGCTTTGCGATGCTGAGGTCTCGCTTATCATGTTCTCCAGCACCGGCAA 192
Dendrobium AP3L CGAGTTGACAGTTCTGTGCGACGCTCAGCTCTCACTTGTAATGTTCTCGAGCACCGGCAA 186
Crocus AP3L     GGAGCTCACCGTCCTCTGCGATGCCGAGGTTTCTATTATCATGCTCTCCAGCACCGGAAA 252
Alpinia AP3L    GGAGCTCACCGTGCTGTGCGATGCTGAGGTCTCCATCATCATGTTCTCCAGCACCGGCAA 134
Asparagus AODEF GGAACTCACTGTCCTTTGCGATGCTCAGGTTTCCCTTATTATGTTCTCTAGCACCGGCAA 300
Lilium LRDEF    TGAGCTCACTGTGCTCTGTGATGCCGAGGTCTCTCTCCTTATGTTCTCCAGCACCGGGAA 167
Triticum MADS51 GGAGCTCACCGTGCTCTGCGACGCCCAGGTCGCCATCATCATGTTCTCCTCCACCGGCAA 166
Zea Silky1      CGAGCTCACCGTGCTCTGCGACGCCCAGGTCGCCATCATCATGTTCTCCTCCACCGGCAA 158
Oryza SPW1      GGAGCTCACCGTGCTCTGCGACGCCCAGGTCGCCATCATCATGTTCTCCTCCACCGGCAA 223
                 **  * ** ** ** ** ** **  ** *  *  *  * *** ****   ****** ** 
 
PdSPW1          GTTCTCCGAGTACTGCAGCCCCTCAACCGACACCAAGAGGATATTTGATCGCTACCAGCA 187
Elaeis DEF1     GTTCTCCGAGTATTGCAGCCCCCTTTCCGACACCAAGACCATATTTGATCGCTACCAGCA 252
Dendrobium AP3L GTTCTCTGAGTATTGTAGCCCGTCCACTGACACGAAGAGTATATATGATCGTTACCAGCA 246
Crocus AP3L     GTTCGCTGAGTACTGCAGCCCTACCACCGACCTCAAGAAGGTTGTCGATCGTTACCAACA 312
Alpinia AP3L    GTTCTCTGATTACTGCAGCCCTTTCACTAACACCAAAAGTATCTTTGATCGTTATCAACA 194
Asparagus AODEF GTTTTCTGAGTACTGCAGCCCTGGATCTGACACCAAGGCCATATTTGATCGTTATCAGCA 360
Lilium LRDEF    GCTGTCAGAGTTCTGCAGCCCCTCCACAGACACGAAGAAGATCTTCGACCGCTACCAGCA 227
Triticum MADS51 GTACCACGAGTTCTGCAGCACCGGCACCGACATCAAGGGGATCTTTGACCGCTACCAGCA 226
Zea Silky1      GTACCACGAGTTCTGCAGCCCCGGAACCGACATCAAGACCATCTTTGACCGGTACCAGCA 218
Oryza SPW1      GTACCACGAGTTCTGCAGCCCTTCCACCGACATCAAGGGGATCTTTGACCGCTACCAGCA 283
                *      ** *  ** *** *     *  **   **     *    ** ** ** ** ** 

  
   BLAST.-ההומולוגים ביותר שהתקבלו ב לגנים מתמר PdSPW1 מהגן cDNA של מקטעהשוואות 

  .ClustalW נעשה בתוכנה Multiple Alignment-ה
  בכל הפרטים הנבדקים שמור נוקלאוטיד - *
  

. BioEdit-ו DNAMANתורגם לחלבון בעזרת התוכנות  PdSPW1של הגן cDNA -מקטע ה

ונמצאה  ,ClustalWובתוכנת  BlastX- נבדק ברצף חומצות האמינו המקודדות במקטע 

 כדןמצמח החד פסיגי  DEFICIENSמדקל השמן ולגן  DEFICIENSהומולוגיה גבוהה לגן 

)Muscari armeniacum) ( 11איור.(  
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   PdSPW1 גןה ולוגים שלתאורחומצות אמינו בין  ףרצ השוואת - 11איור 

 
Multiple Alignment  בתוכנהClustalW  של מקטעcDNA  מהגןPdSPW1 גנים ותרגומי ה ,שתורגם לחלבון

DEFICIENS  מדקל השמן(EgDEF1)  ומכדן)armeniacum Muscari.(  
  אמינו דומות חלקית.ח - . .אמינו דומות.ח - :. אמינית זהה בכל הפרטים הנבדקים.ח - *
  

  מתמר מבקרי פריחה גנים איפיון . 4.2
גנים מתמר בעלי הומולוגיה גבוהה לגנים המבקרים  ימקטע 11בעבודה זו זוהו ובודדו 

- גנומי ומ DNA-מגנים אלו בודדו  .9בטבלה  כמפורט, תחות הפרח במיני צמחים שוניםהתפ

cDNA  בדומה לזיהוי הגן כפי שתואר לעילSPW1.  תיהמועמדים שבחרבשאר הגנים  - 

LFY ,TFL1 ,FUL ,WUS ,FBP11, SUP, ו-UFO )אזורים לא אותרו  ,)8טבלה  ראה

. מתמרר ניסיונות לא התקבל תוצר הומולוגי או שלמרות מספ ,מספיק לתכנון תחלים שמורים

מהמקטע שבודד מהגן  bp 200גנומי שבודדו היו בגדלים שונים הנעים בין  DNAמקטעי 

PdAG  790ועד מקטע של bp  מהגןPdMADS4 . לא אותרו מקטעים גנומים לגנים

PdSQUA1 , PdAFO1ו -PdAFO2 . מקטעים מרצפיcDNA בודדו מ-RNA  ברהי'מפרחי' .

מהגן  bp 648ועד  PdDIFמהגן  bp 123הגדלים של מקטעים אלה היה בין  טווח

PdAGL2-3 . ת ההומולוגיה שלהם ומסכמת את מקטעי הגנים שבודדו ואת רמ 9טבלה

וברמת התרגום  cDNA-ברמת ה BLAST-כפי שנמצא ב, לגנים אורתולוגים ממינים אחרים

גנים . 96%-ל 71%לוגים נעה בין לגנים האורתו cDNA-מידת ההומולוגיה ברמת ה. לחלבון

בו , PdCLV למעט הגן( 96%-90%גבוהה ביותר של בין  מדקל השמן הראו הומולוגיה

   ).81%ההומולוגיה היתה 
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  לגנים מבקרי התפתחות הפרח  מתמר מקטעי גנים אורתולוגיםאפיון  - 9טבלה 
 

 אורך מקטע  שם הגן
  (bps)רוצףמ

 ההומולוגיה שעור  גנים אורתולוגים
 cDNA-ברמת ה

לגנים 
  האורתולוגים

מספר 
חומצות
 אמינו

ברמת  גנים אורתולוגים
  החלבון

 ההומולוגיה שעור
ברמת החלבון 

 לגנים האורתולוגים

DNA 
 גנומי

cDNA  אורך
מקטע 

)bps( 

אחוז 
 הומולוגיה

אורך 
מקטע 

)aa(  

אחוז 
 הומולוגיה

PdAGAMOUS-
LIKE2-3  

 (PdAGL2-3) 

230 648  Elaeis guineensis AGL2-3 643  96  216  
  

Elaeis guineensis 
AGL2-3  

215  95  

Musa acuminata MADS3648  82  Musa acuminata 
MADS3 

214 83 

PdSQUAMOSA1 
(PdSQUA1) 

_ 504 Elaeis guineensis SQUA1 492  93  168  Elaeis guineensis 
SQUA1 

160  90  

Elaeis guineensis FUL-
like 

495 92 Elaeis guineensis 
FUL-like  

160 90 

Oryza sativa FDRMADS3449  80  
  

Oryza sativa AP1-
like MADS box  

156 68  

PdAGAMOUS-
LIKE2-4  

 (PdAGL2-4)  

472 528  Elaeis guineensis AGL2-5366  93  176  Elaeis guineensis 
AGL2-4  

168 70 

Elaeis guineensis AGL2-4522  86  Prunus persica 
MADS2 

168 68 

 PdAGAMOUS 
(PdAG)  

200 588  Elaeis guineensis AG2581 93 196  Elaeis guineensis 
AG2  

192 89 

Asparagus virgatus 
AVAG1 

579 80  Elaeis guineensis 
AG1  

192 88 

PdSUPERWOMAN1 
(PdSPW1) 

 

747 237  Elaeis guineensis DEF1 235 92 79  Elaeis guineensis 
DEF1  

75  
  

92  
  

Oryza sativa  SPW1146  81  Muscari armeniacum 
DEF  

75  89  

Zea mays SILKY1221 77  Asparagus officinalis 
DEF 

75 86 

הגן האורתולוגי הראשון  .BLASTים מבקרי פריחה מתמר לגנים אורתולוגים במינים אחרים נקבעה באמצעות וברמת החלבון של המקטעים מגנ cDNA-שעור ההומולוגיה ברמת ה
אורך המקטע המרוצף מתייחס רק לרצף  cDNA.-ברמת ה הגנים מסודרים בסדר יורד של שעור הומולוגיה .ברשימה עבור כל גן מתמר הוא הגן בעל ההומולוגיה הגבוהה ביותר

 .)(Identitiesשעור ההומולוגיה ברמת החלבון מתייחס לחומצות אמינו זהות  DNAMAN.של הגן תורגם לחלבון בעזרת התוכנות cDNA -קטע המ. איכותי ואמין
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  המשך – 9טבלה 
 

 אורך מקטע  שם הגן
  (bps)רוצףמ

 ההומולוגיה שעור  גנים אורתולוגים
 cDNA-ברמת ה

לגנים 
  האורתולוגים

מספר 
חומצות
 אמינו

ברמת  גנים אורתולוגים
  החלבון

 ההומולוגיה שעור
ברמת החלבון 

 לגנים האורתולוגים

DNA 
 גנומי

cDNA  אורך
מקטע 

)bps( 

אחוז 
 הומולוגיה

אורך 
מקטע 

)aa(  

אחוז 
 הומולוגיה

PdMADS4  790 252 Elaeis guineensis GLO1252 90 84  Alstroemeria ligtu 
GLO  

70  88  

Musa acuminata MADS1249 86 Elaeis guineensis 
GLO1  

84  84  

PdDIF  359 123  Elaeis guineensis 
defensin EGAD1

123 90  41  Nelumbo nucifera 
defensin 

38 65 

Helianthus annuus 
defensin 

89 85  Elaeis guineensis 
EGAD1 

33 60  

PdABNORMAL 
FLORAL ORGANS 

(PdAFO1) 

_ 444  Triticum aestivum YABBY 
protein (YAB1)

116 88 148  Antirrhinum majus 
YABBY-like 
GRAMINIFOLIA 

148 70 

Zea mays yabby10154 87  Amborella trichopoda 
filamentous flower 
like 

148  64 

PdABNORMAL 
FLORAL ORGANS 

(PdAFO2)  
 

_ 
  

378  
  

Oryza sativa FIL2131 84 126  
  

Ruscus aculeatus 
YABBY2 like protein 

112  71  

Arabidopsis thaliana 
YABBY2 

143  83  Oryza sativa 
YABBY2 protein

115 58  

  
האורתולוגי הגן  .BLASTוברמת החלבון של המקטעים מגנים מבקרי פריחה מתמר לגנים אורתולוגים במינים אחרים נקבעה באמצעות  cDNA-שעור ההומולוגיה ברמת ה

 אורך המקטע המרוצף cDNA.-ברמת ה הגנים מסודרים בסדר יורד של שעור הומולוגיה .הראשון ברשימה עבור כל גן מתמר הוא הגן בעל ההומולוגיה הגבוהה ביותר
חלבון מתייחס לחומצות אמינו זהות שעור ההומולוגיה ברמת ה DNAMAN.של הגן תורגם לחלבון בעזרת התוכנות cDNA -מקטע ה. מתייחס רק לרצף איכותי ואמין

Identities)(. 
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  המשך – 9טבלה 
 

 אורך מקטע  שם הגן
  (bps)רוצףמ

 ההומולוגיה שעור  גנים אורתולוגים
 cDNA-ברמת ה

לגנים 
  האורתולוגים

מספר 
חומצות
 אמינו

ברמת  גנים אורתולוגים
  החלבון

 ההומולוגיה שעור
ברמת החלבון 

 לגנים האורתולוגים

DNA 
 גנומי

cDNA  אורך
מקטע 

)bps( 

אחוז 
 הומולוגיה

אורך 
מקטע 

)aa(  

אחוז 
 הומולוגיה

PdDROOPING 
LEAF (PdDL)  

640 261  Gossypium hirsutum 
CRABS CLAW

143  83 87 Oryza sativa 
Drooping leaf  

87  70  

Oryza sativa drooping leaf 
(DL) 

252 71 Triticum aestivum 
CRC 

87  65  

PdCLAVATA  
(PdCLV)  

480 272  Elaeis guineensis Rlk-
OPsc 

270  81 90  Glycine max 
receptor-like kinase  

90 
  

88  
  

Glycine max receptor-like 
protein kinase 1 (RLK1) 

242  78  Oryza sativa 
receptor-like kinase 

90 85  

Arabidopsis thaliana CLV186 73  Elaeis guineensis
receptor-like kinase 

90  85  

  

הגן האורתולוגי  .BLASTוברמת החלבון של המקטעים מגנים מבקרי פריחה מתמר לגנים אורתולוגים במינים אחרים נקבעה באמצעות  cDNA-שעור ההומולוגיה ברמת ה
אורך המקטע המרוצף  cDNA.-ברמת ה ר יורד של שעור הומולוגיההגנים מסודרים בסד .הראשון ברשימה עבור כל גן מתמר הוא הגן בעל ההומולוגיה הגבוהה ביותר

שעור ההומולוגיה ברמת החלבון מתייחס לחומצות אמינו זהות  DNAMAN.של הגן תורגם לחלבון בעזרת התוכנות cDNA -מקטע ה. מתייחס רק לרצף איכותי ואמין
Identities)(. 
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ששת מקטעי על בסיס  עצים פילוגנטיםבין המינים השונים נבנו  המרחק הגנטיכדי לבחון את 

, MADS box domain )PdAG ,PdSPW1 ,PdSQUA1 ,PdMADS4הגנים המכילים 

PdAGL2-3 ו-PdAGL2-4.(  מדקל השמן שהינו המין אורתולוגיים לבניית העצים נבחרו גנים

מהצמחים המוכרים ביותר המייצגים את משפחת , לתמר בו יש רצפים ידועיםהקרוב ביותר 

הומולוגיה גבוהה  שנתנופסיגיים נוספים - וכן מצמחים חד ,וזון תירס, חיטה, אורז -ים יהדגנ

 )Asparagus officinalis( אספרג רפואי כגון - שלושה גניםבלפחות ) 75%-מלא פחות ( לתמר

 Crocus(כרכום הגינה , )Lilium regale( שושן המלכים ,)Dendrobium crumenatum(סחלב 

sativus( יה ואלפינ)Alpinia hainanensis( .פסיגיים -דוצמחי מודל מספר בנוסף נבחרו גנים מ

ולא כל מיני הצמחים  העצים נבנו לפי האזורים השמורים של הגן. לוע הארי וטבק, ארבידופסיס -

מציינים את מידת המובהקות הסטטיסטית של ההתפצלות  Bootstrapערכי . מופיעים בכל עץ

  . 12העצים מוצגים באיור  .הגנטים ואינם מתייחסים למרחקים

 ולכן ,)יםישניהם ממשפחת הדקל(לדקל התמר  מבחינה בוטניתביותר קרוב דקל השמן הוא ה

 פסיגיים-כצפוי בכל העצים הצמחים הדו. לתמרב ביותר רוהקהינו דקל השמן  עצים שהתקבלוב

חים מסדרת הצמ. התקבצו לקבוצה אחת שהיתה המרוחקת ביותר מבחינה פילוגנטית מתמר

לא , אספרג כרכום וסחלב השייכים לסדרת האספרגאים. תמיד בקבוצה אחת ים הופיעואהדגנ

שונים ה הצמחים מיניעל בגלל מיעוט אינפורמציה במאגרי המידע  .חתתמיד התקבצו לקבוצה א

  . MADS box-לא נבנו עצים פילוגנטיים עבור הגנים שאינם שייכים למשפחת ה
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  MADS box גנים מסוגבסיס הרצף של  לעפילוגנטים  ציםע - 12איור                   

                    
0.1

Asparagus virgatus

Crocus sativus

Lilium longiflorum

 Dendrobium 
thyrsiflorum

Arabidopsis thaliana

Nicotiana tabacum 

Alpinia 
oblongifolia

Oryza sativa

 

Triticum aestivum 

Zea mays
 

Phoenix dactylifera L

Elaeis guineensis 

100 

100 

100 

88 

78 

100 

 AG .ג

0.1

Asparagus officinalis 

Triticum aestivum 

Oryza sativa 
Arabidopsis thaliana 

Nicotiana sylvestris

Dendrobium crumenatum

Elaeis guineensis 

Phoenix dactylifera L
100 

100 

100 

100 

  AGL2-3. ב
 

0.1

Zea mays 

Oryza sativa 

Triticum aestivum 
Lolium 
perenne

Asparagus officinalis

Dendrobium grex 
 

Nicotiana 
tabacum

Phoenix dactylifera L

Elaeis guineensis 

100 

100 

99 

100 

81 

100 

והוצגו  ,NEIGHBOR (Felsenstein, 1999) בשיטת PHYLIPהעצים נבנו בעזרת התוכנה . הומולוגיים למקטע שבודד מהגן מתמר cDNAמבוססים על מקטעי העצים הפילוגנטים 
ומציינים את מידת  מוצגים במקומות הפיצול Consense-ו Seqboot ותשחושבו בעזרת התוכנ 70-הגבוהים מ Bootstrapערכי . TREEVIEW (Page, 2000)בעזרת התוכנה 

, סדרת הזנגבילאים - כתום, סדרת האספרגאים -כחול, איםסדרת הדגנ - ירוק, םיסדרת הדקלאי -אדום: הצבעים מסמלים את הסדרות השונות. המובהקות הסטטיסטית של ההתפצלות
 .סדרת השושנאים-שחור,הסולנאים והצלפאיםסדרת-ורוד

  AGL2-4. א
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0.1

Elaeis guineensis 

Phoenix dactylifera L

Alpinia oblongifolia Lilium regale 
  

Zea mays
 

 

Triticum 
aestivum 

Oryza sativa 

Asparagus officinalis 
 

Crocus satvius 

Arabidopsis thaliana 

Antirrhinum 
majus

 

Nicotiana
tabacum

100 

100 

98 

88 100 

100 100 

MADS4. ו

0.1

Nicotiana tabacum 

Arabidopsis 
thaliana 

Antirrhinum 
majus

Oryza sativa 
Zea mays 

Triticum
 aestivum 

Lolium perenne
 

Dendrobium grex

Crocus sativus

Phoenix dactylifera L

Elaeis guineensis 

 100 

100 

100 

100 
100 

97 

SQUA1 .ה

84 

0.1 

Crocus satvius 

Arabidopsis
thaliana   

  

Antirrhinum majus
Nicotiana tabacum 

Lilium regale 

Oryza sativa 

Zea mays 

Alpinia hainanensis 

Asparagus officinalis

Dendrobium crumenatum 

Phoenix dactylifera L
Elaeis guineensis 

100 
96 

100 
71 

100 

83 

SPW1.ד

Triticum 
aestivum

MADS boxעצים פילוגנטים על בסיס הרצף של גנים מסוג-12איור

והוצגו בעזרת  ,NEIGHBOR (Felsenstein, 1999) בשיטת PHYLIPת התוכנה העצים נבנו בעזר. הומולוגיים למקטע שבודד מהגן מתמר cDNAמבוססים על מקטעי העצים הפילוגנטים 
ומציינים את מידת המובהקות  מוצגים במקומות הפיצול Consense-ו Seqboot ותשחושבו בעזרת התוכנ 70-הגבוהים מ Bootstrapערכי . TREEVIEW (Page, 2000)התוכנה 

 סדרת - ורוד, סדרת הזנגבילאים -כתום, סדרת האספרגאים -כחול, סדרת הדגנאים - ירוק, םיסדרת הדקלאי - אדום: ת השונותהצבעים מסמלים את הסדרו. הסטטיסטית של ההתפצלות
 .סדרת השושנאים-שחור,הסולנאים והצלפאים
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  מתילציה  דגמיאיפיון . 4.3
, PdMADS4 :בשניים ממקטעי הגנים שבודדונעשתה מתילציה  גמיבחינה ראשונית של ד

PdSPW1 .ביןנעשתה  השוואהה DNA מחוטרשרובה נורמאלי ' ברהי' שהופק מעץ גנומי ,

 חתך על ידי שנינ DNA-ה .בתרבית רקמה החריג שרוב' ברהי' שהופק מעץ גנומי DNA-ל

המזהים את אותו אתר חיתוך מבחינת רצף  )13איור ( MspI- ו HpaII, איזוסכיזומרים

לא נחתך  DNA-נמצא שחלק מה .הבסיסים אך בעלי רגישות שונה למתילציה של אתר זה

   .)13 איור(ונשאר כפרגמנטים גדולים מאוד  HpaIIעל ידי 

  
  MspI-ו HpaII מתמר באנזימיםגנומי  DNAחיתוך  - 13איור 

  נורמאלי' ברהי'חריג                                ' ברהי'  
  

  
  

נחתכה נורמאלי וחריג ' ברהי'מ DNAכל דוגמת . EtBr-אגרוז שנצבע ב 2%בגל הורצו  DNA-דוגמאות ה
 - HpaII ,3-חתוך ב  DNA-2,  לא חתוך DNAביקורת - 1: בארות. MspI-ו HpaIIהאנזימים על ידי  בנפרד
DNA חתוך ב -MspI .0  -  סמן גודלLambda DNA/EcoRI+HindIII.   

  

 bp 400-תוכננו תחלים ליצירת שני מקטעים של כ PdMADS4-וPdSPW1 לשני הגנים 

 PdSPW1בגן  .)בפרק חומרים ושיטות 6טבלה ( MspI/HpaII החובקים את האתרים של

ל אתר הכי) B(והמקטע השני  MspI/HpaIIהכיל שלושה אתרי חיתוך של ) A(מקטע אחד 

הכיל שני אתרי חיתוך של ) A(מקטע אחד  PdMADS4בגן . MspI/HpaIIשל  חיתוך אחד

MspI/HpaII  והמקטע השני)B (של  הכיל אתר חיתוך אחדMspI/HpaII . כדי לבדוק את

לא  DNA ה ביןהשוואערכנו . Semi-Quantitative PCRנעשה  שיעור האתרים הממותלים

לאחר מספר שונה של  MspI-חתוך ב DNA-ו HpaII-חתוך ב DNAעם ) ביקורת(חתוך 

החתוך באנזימי  DNA-ב תוצרכל שני הגנים לא התקבל ב Bמקטע עבור . PCR-מחזורים ב

מהעץ הנורמאלי  DNA-בתוצר כל לא התקבל  בשני הגנים Aעבור מקטע . הרסטריקציה

 DNA-הכלומר תבנית  .HpaII-החתוך ב מהעץ החריג DNA-וב, MspI-וב HpaII-החתוך ב

 מהעץ החריגשל שני הגנים  DNA-ב ולםא .נחתכה באתרים הנבדקים שלא היו ממותלים

 DNAשיכול לנבוע משאריות  )14איור (מאוד  תוצר חלשלעיתים התקבל  MspI-שנחתכו ב

 DNA)-הבדלים ברמת נקיון המ יכול לנבוע(פעילות לא מלאה של האנזים  עקב לא חתוך

  .רמה נמוכהמתילציה במאו ) 13 ראה איור(
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בגנים  HpaII/MspIלאפיון רמות המתילציה של אתרי  Semi-Quantitative PCR - 14איור 

  מועמדים
  עץ נורמאליגנומי מ DNAעל תבנית  PdSPW1הגן  מתחלי PCRתוצרי  -א

4     3D   2D   1D          3C    2C    1C            3B   2B    1B            3A   2A   1A  0   4     3D   2D   1D          3C    2C    1C            3B   2B    1B            3A   2A   1A  0   

  
  
  חריגגנומי מעץ  DNAעל תבנית  PdSPW1הגן  מתחלי PCRתוצרי  -ב

4     0     1A    2A    3A               1B    2B     3B             1C    2C    3C            1D    2D    3D 4     0     1A    2A    3A               1B    2B     3B             1C    2C    3C            1D    2D    3D

  
  

) א(נורמאלי גנומי מעץ  DNAעל תבנית  PdSPW1הגן של  Aמקטע  מתחלי semi quantitative PCRתוצרי 
 - Aקבוצה  .MspI-חתוך ב HpaII ,3 - DNA-חתוך ב DNA -  2, לא חתוך  DNA– 1: בארות). ב( חריג ומעץ

 40לאחר  - Dקבוצה , מחזורים 36לאחר  -  Cקבוצה , מחזורים 32לאחר  -  Bקבוצה  ,מחזורים 28לאחר 
  .GeneRullerסמן גודל  -  Lambda DNA/EcoRI+HindIII. 4ודל סמן ג - 0 .מחזורים

  

עוצמת הפס בהחתוך מחולק  DNA-רמת המתילציה הוערכה על ידי השוואת עוצמת הפס ב

). בריאקציה בה נראו תוצרים ברורים במספר המחזורים הנמוך ביותר(הלא חתוך  DNA-ב

לא נוצר בעץ נורמאלי  PdSPW1בגן . AlphaEase FCחושבה בעזרת התוכנה  הפס תעצמ

בתנאי ( בעץ החריג. נחתך באתרים הספציפים אותם בדקנו DNA-ה כלומר, תוצר כלל

 DNA-ב אך ,HpaII-החתוך ב DNA-לא נוצר תוצר ב )מחזורים 28של  PCR קציתארי

 PdMADS4בגן . הלא חתוך DNA-ל בהשוואה תוצר 12%-נמצא כ MspIעל ידי  החתוך

 .באתרים הספציפים אותם בדקנוכולו נחתך  DNA-כלומר ה ,צר כלללא נוצר תובעץ נורמאלי 

 MspIעל ידי החתוך  DNA-ב אך ,HpaIIעל ידי החתוך  DNA-לא נוצר תוצר בבעץ החריג 

מאחוז אלה נובעים  תוצריםש יתכן ).10 טבלה( הלא חתוך DNA-ל יחסית תוצר 5%-כ נמצא

 להבדילכדי  טה אינה רגישה מספיקאך השי, של אתרים ממותלים בגנים הנבדקיםמסויים 

   .הנובע מסיבה אחרת MspIשל לבין חיתוך לא מלא  זה הסברבין 
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   MspI/HpaII על ידי DNA חיתוך - 10טבלה 

  
 העץפנוטיפ  שם הגן

 ושמו
עוצמת 

  תוצר 
על  PCR-ה

תבנית 
DNA  לא
 חתוך

  תוצר  עוצמת
על  PCR-ה

 DNAתבנית 
   חתוך

 HpaII-ב

תוצר עוצמת 
 על PCR-ה

תבנית 
DNA חתוך   

  MspI- ב

אחוז 
התוצר 

שלא 
נחתך 

י "ע
HpaII 

אחוז 
התוצר 

שלא 
נחתך 

י "ע
MspI 

PdSPW1 
  

 A7 6350 0 0 0.0 0.0 נורמאלי
 12.2 0.0 1024 0 8394 חריג ג

PdMADS4
  

 A7 4327 0 0 0.0 0.0 נורמאלי
 5.2 0.0 537 0 10390 חריג ג

 
לא  DNA נעשתה השוואה של. Semi-Quantitative PCRיטת גנומי נעשתה בש DNA-בחינת המתילציה ב

בריאקציה  )ג(ומעץ חריג ) A7(מעץ נורמאלי  MspI-חתוך בDNA -ו HpaII-חתוך ב DNAעם ) ביקורת(חתוך 
לאחר , לפי קריאה ממוצעת נקבעה כל פסעוצמת . תוצרים ברורים במספר המחזורים הנמוך ביותר זוהובה 

חתוך בעוצמת  DNA-לא חתוך חושב על ידי חלוקת עוצמת הפס שהתקבל מ תוצראחוז . הפחתת קריאת הרקע
  .AlphaEase FCחושבה בעזרת התוכנה  יםעצמת הפס .לא חתוך DNA-התוצר שהתקבלה מ

 
  רצפים השוואת . 4.4

 ונורמאלים חריגים 'יברה' ועצי, מחוטרים שרובו נורמאלים 'ברהי'עצי השוואת רצף הגנים בין 

בהם לא היה  קריםבמי( מפרחים  cDNAעלגנומי או DNA על  התעשנ רקמה שרובו בתרבית

- ו PdMADS4 ,PdSPW1גנים ב שלב הראשוןנעשה ב SNPs איתור ).גנומי מקטע יביד

PdDL ת ושלוש תערובבDNA )DNA pools() :1( שישה עצים שרובו מחוטרים, )שישה  )2

. מאלים שרובו מתרבית ריקמהשישה עצים נור )3( ,עצים חריגים שרובו מתרבית ריקמה

ליצירת מקטעים תחלים  מספר זוגות באמצעותתבנית התערובות על  PCR-הגברה ב נעשתה

. התוצרים רוצפו והושוו ).שיטותחומרים ובפרק  6טבלה ( bp 400-בגודל מתאים לריצוף של כ

של העבודה  שלב הבאב. או הבדלים אחרים בגנים אלה SNPsאותרו בהשוואות אלה לא 

בכל הגנים האחרים  .ים בודדיםפרטל ב"הגנים הנריצוף של  שהתבססה על בדיקהנעשתה 

 הגניםמקטעי של  PCRתוצרי ). DNA pools-ולא ב(נעשתה בפרטים בודדים בלבד  הסריקה

מעץ נורמאלי אחד שרובה מחוטרים ומעץ חריג  cDNAגנומי או  DNAשנוצרו על תבניות של 

מצב הומוזיגוטי ב SNPsבוצעה סריקה לאיתור . פו והושוורוצ, שרובה בתרבית ריקמה אחד

יכיל תערובת של שני בסיסים באותו  האתר(מצב הטרוזיגוטי או ב) בסיס יחיד יהיה בכל אתר(

במידה וזוהה מצב  .פנוטיפ הנורמאלילהפנוטיפ החריג  בין המבדילים) 15איור ) (מיקום

במיקרים  .פשרות של בעיה טכנית בריצוףהטרוזיגוטי בוצע ריצוף חוזר על מנת לפסול את הא

ל בין הרצפים נבדקו רצפי גנים אלה בפרטים נורמאלים וחריגים "בהם נמצאו הבדלים כנ

סיכום תוצאות תוצאות האנליזה . נוספים לצורך אימות הקשר בין הפנוטיפ והשינוי בבסיס

  .11מפורט בטבלה 
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   PdMADS4גן בהטרוזיגוטי מצב  - 15איור 

  
  

שני הבסיסים מופיעה תערובת של ) מסומן בחץ( 74בבסיס מספר . מעץ חריג PdMADS4מקטע גנומי של הגן 
A ו-G.  
  

בפרט C/C ובמצב הומוזיגוטי  בפרט החריג T/Tבמצב הומוזיגוטי  SNPזוהה  PdMADS4בגן 

של אותו גן הראתה  cDNA-השוואת רצף המקטע הגנומי לרצף מקטע ה). 16איור ( הנורמאלי

, זה לא נמצא בין עצים נורמאלים לעצים חריגים נוספים SNP. התרחש באינטרון SNP-שה

אינו מבדיל את הפנוטיפ החריג מהפנוטיפ  SNP-כלומר ה. Tכאשר בכולם נמצא הנוקלאוטיד 

  .הנורמאלי אלא נמצא רק בעץ נורמאלי מסויים
  

  PdMADS4הגן  השוואת רצף של - 16איור 

  מעץ נורמאלי PdMADS4מקטע . א
  

 

  
  
  גחרימעץ  PdMADS4מקטע . ב
  

 

  
  

  .Bioeditבתוכנת ) ב(ומעץ חריג מסוים ) א(מעץ נורמאלי  PdMADS4הרצף של מקטע גנומי מהגן  השוואת
 .מסומן בחץ שחורSNP-הבסיס בו מצוי ה
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-וPdMADS4 ,PdSQUA , PdAGL2-3באזור המקדד בגנים  SNPsמספר  תינוסף מצאב

PdDL:  בגןPdMADS4  מצאנוSNP  הטרוזיגוטי(A/G) בעץ החריג לעומת מצב הומוזיגוטי 

(A/A) בגן . בעץ נורמאלי אחדPdAGL2-3  מצאנוSNP  הטרוזיגוטי)G/A ( בעץ חריג אחד

הבדלים אלה ברצף הבסיסים לא גרמו  .י אחדבעץ נורמאל A/(A(לעומת מצב הומוזיגוטי 

  .חומצה אמינית ה שללהחלפ
  

  אליים וחריגיםמבין עצי תמר נור SNPs לאיתור וייםסיכום הניס - 11טבלה 
  

מספר פרטים  הרצף הנבדק  SNPsאיפיון  שם הגן
 שנבדקו

DNA 
  גנומי

cDNA עצים  חוטרים
 חריגים

PdAFO1 1 1 +    הבדלים ברצף לא נמצאו 
PdAFO2 1  1  +   הבדלים ברצף לא נמצאו 

PdAG 1  1 + +  הבדלים ברצף לא נמצאו  
PdAGL2-3  גנוטיפ בעץ נורמאלי אחד נמצאA/A 

 .בעץ החריג G/Aגנוטיפ לעומת 
SNP  זה לא גרם להחלפת חומצה

הבדל זה לא חזר בפרט  .אמינית
  .ף שנבדקנוס

  +  2 2 

PdAGL2-4 1  1  +   הבדלים ברצף לא נמצאו 
PdCLV 1  1    +  הבדלים ברצף לא נמצאו  
PdDIF 1  1   + הבדלים ברצף לא נמצאו 
PdDL  נמצא גנוטיפ בעץ נורמאלי אחד

C/G  גנוטיפ לעומתG/G  בעץ
זה גרם להחלפת  SNP .החריג

 .חומצה אמינית סרין לטריפטופן
 ףהבדל זה לא חזר בפרט נוס

 .שנבדק

+   2  2 

PdMADS4  הנוקלאוטיד Tהחריג  נמצא בעץ
מופיע בעץ  Cוהנוקלאוטיד 

 .)התרחש באינטרון( הנורמאלי
 בבדיקת הרצף בעצים נורמאלים

 רק נוספים הופיע וחריגים
   T.הנוקלאוטיד 

 A/G גנוטיפבעץ חריג אחד נמצא 
 .בעץ הנורמאלי A/A גנוטיפלעומת 

SNP  זה לא גרם להחלפת חומצה
 בפרטים נוספים שנבדקו .אמינית

בכל העצים חזר  A/Gהגנוטיפ 
  .החריגים והנורמאלים

+   3  3 

PdSQUA1  גנוטיפ בעץ חריג אחד נמצאC/T 
 .בעץ הנורמאלי T/Tגנוטיפ לעומת 

SNP  זה גרם להחלפת חומצה
הבדל זה לא  .סרין לפרולין אמינית

 .שנבדק ףחזר בפרט נוס

  + 2  2 

PdSPW1 1  1 +  + הבדלים ברצף לא נמצאו 
  

  .ר האלפביתרשימת הגנים מסודרת לפי סד
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 (G/G)אחד לעומת מצב הומוזיגוטי בעץ נורמאלי  C/G)(הטרוזיגוטי  SNP תימצא PdDLבגן 

 בגן. בעץ הנורמאלי שינוי זה מביא להחלפת חומצה אמינית סרין לטריפטופן. אחד בעץ חריג

PdSQUA תימצא SNP  הטרוזיגוטי)T/C ( בעץ חריג אחד לעומת מצב הומוזיגוטי)T/(T  בעץ

בבדיקת . בעץ החריג פרוליןבסרין  של חומצה אמיניתה זה גורם להחלפ SNP .אחד נורמאלי

סיכום התוצאות מוצג . הבדלים אלה לא חזרו על עצמם, עצים נורמאלים ועצים חריגים נוספים

  .11בטבלה 

  

  דגם הביטוי  איפיון. 4.5
 יתהגנים השונים התבססה על שימוש בטכנולוגשל קביעה כמותית של רמת הביטוי 

Quantitative RT-PCR .כלל ה-RNA פתיחה - במצב של טרוםנורמאליות  תפרחותמ הופק

כתבנית שימש  RNA-ה. בעלי פנוטיפ נורמאלי ומתפרחות דומות מעצים חריגיםעצי נקבה ב

 7טבלה ( Primer expressבעזרת התוכנה  לגנים ייחודיים תחליםתוכננו . cDNAלהכנת 

נבדקה גם רמת , לכיול ולבדיקה של רמות הביטוי של כל גן במקביל ).שיטותחומרים ובפרק 

בשלב ראשון ). ראה חומרים ושיטות(והשוואה  יחוס לצורךששימש  הביטוי של הגן אקטין

 cDNA-ללוגריתם כמות ה) Ct(של ערך הסף  עקומת כיול לינאריתנבנתה עבור כל גן 

  ). 17איור (בריאקציה 

  
  Real-Time RT PCRבאנליזת  PdSPW1עקומת כיול של הגן  - 17איור 

y = -3.1136x + 27.682
R2 = 0.9931

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
LOG ng cDNA

C
t

  
  

ההתחלתית בריאקציה cDNA -של כמות ה LOGלעומת ערכי  Ct ערכישל ) Standard Curve(עקומת כיול 
הערך . )ראה חומרים ושיטות - לכל מיהול נעשו שלוש חזרות ,שוניםcDNA כמות התחלתית בחמישה מיהולי (

Ct  ריאקצית ה המחזורים שלמייצג את מספר-PCR סף ההם נמדדה כמות תוצר גבוהה מרמת ב
)Threshold( שנקבעה .  
  

מייצג את רמת הביטוי של הגן יחסית לביטוי גן הביקורת  RE (Relative Expression)ערך 

בריכוז היחסי  היחסי עבור הגן הנבדק cDNA-חלוקת הערך של ריכוז האקטין וחושב על ידי 
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התקבל על ידי חלוקת  Normalized Relative Expression Ratio-ערך ה. של האקטין

  .מהעצים הנורמאלים RE-מהעצים החריגים השונים בממוצע ערך ה RE-ממוצע ערך ה

פירות  30-65%-המתבטאת בכ 'חנטה לקויה'כעצים בעלי ' פנוטיפ חמור' הגדרנובעבודה זאת 

' החלשפנוטיפ 'ה. 'ריבוי שחלות' 15%- פרתנוקרפיים בהם מתפתחות כל שלוש השחלות ומעל

פירות פרתנוקרפיים בהם  30-65%- המתבטאת בכ 'חנטה לקויה'הוגדר כעצים בעלי 

נבדקו גם עצים בהם לא נמצאו ( 'בי שחלותורמ'חנטים  0-5%-מתפתחות כל שלוש השחלות וכ

  ). בפרק חומרים ושיטות 3טבלה () כלל חנטים מרובי שחלות

נחה ששינוי משמעותי בביטוי גן בשלב הראשון נבדק דגם הביטוי במספר קטן של עצים בה

בגנים . מסויים המצוי באסוציאציה לפנוטיפ יופיע באופן ברור גם במספר מצומצם של פרטים

במספר עצים נוספים כדי בהמשך דגם הביטוי נבדק  ,בהם נמצא שינוי משמעותי בביטוי הגן

  . לאמת את התוצאות

 על בסיס הממוצע שלד מהגנים השוואה של רמת הביטוי של כל אח נובניסוי הראשון ערכ

במספר גנים  .עצים נורמאליםשלושה בהשוואה ל 'פנוטיפ חמור'בעלי שלושה עצים חריגים 

 PdDIFבגן : ומעלה ברמת הביטוי בין עצים חריגים לנורמאלים 2.5אותרו הבדלים של פי 

לעומת  כלומר ביטוי הגן בעצים החריגים היה נמוך פי חמש, 0.20מנורמל של  REנמצא יחס 

כלומר ביטוי הגן בעצים  ,0.33מנורמל של  REהתקבל יחס  PdSPW1בגן . העצים הנורמאלים

 REהתקבל יחס  PdCLVבגן . החריגים היה נמוך פי שלושה לעומת העצים הנורמאלים

בגן , לעומת העצים הנורמאלים 2.6כלומר ביטוי הגן בעצים החריגים גבוה פי  ,2.6מנורמל של 

PdMADS4  יחס התקבלRE  כלומר ביטוי הגן בעצים החריגים נמוך פי  ,0.31מנורמל של

בשאר הגנים ההבדלים בין העצים החריגים לנורמאלים היו . שלושה לעומת העצים הנורמאלים

היחס נע בין . פי שתיים או פחות בין העצים החריגים לעצים הנורמאלים ביחס של, קטנים יותר

RE  בגן 0.46מנורמל של PdAFO1 ל-RE בגן   1.7שלPdAGL2-4 ) 12טבלה .(  
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   'פנוטיפ חמור'רמות ביטוי של גנים בעצים נורמאליים ועצים בעלי  - 12טבלה 
  

  מנורמל RE  שנבדקו עצים' מס  שם הגן
 **חריגים *נורמאלים  

PdCLV  3  3  2.6  
 PdAGL2-4  3  3 1.7  

PdAG  3  3  1.14 
PdSQUA1  2  2  1.02  

PdDL  3  3 0.75  
PdAGL2-3  3  3  0.72  

PdAFO2  3  3 0.59  
PdAFO1  3  3  0.46  
PdSPW1  3  3  0.33 

PdMADS4  3  3  0.31  
PdDIF 3  3  0.20 

  
RE מנורמל חושב על ידי חלוקת ממוצע ערך ה-RE של העצים החריגים בממוצע ערך ה-RE  של העצים

לפי  יםמסודרבטבלה  הגנים ).חומרים ושיטותב 3העצים ראה טבלה של פנוטיפ חומרת הפירוט ל(הנורמאלים 
על בסיס ( יםמודגש 0.4-או הקטנים מ 2.5-מנורמל הגדולים מ REגנים עם ערכי . מנורמלים יורדים REערכי 

   .Bustin,2000,2002)-המקובל בסיפרות
  .N-ו E, Mהם  בניסוי זההעצים הנורמאלים * 

  .G- ו, J, Kהם  בניסוי זה' הפנוטיפ החמור'העצים החריגים בעלי ** 
  

- ו PdDIF ,PdCLV ,PdSPW1את ביטוי הגנים  נוניסוי שני בו בדק נוערכך בהמש

PdMADS4 ושישה עד שבעה עצים ', פנוטיפ חלש'בעלי  בעוד שבעה עצים חריגים נוספים

בניסוי זה ההבדלים בין ממוצע העצים ). בחומרים ושיטות 3ראה טבלה (נורמאלים נוספים 

מנורמל  REהתקבל יחס  PdDIFבגן : חסים הבאיםהחריגים לממוצע העצים הנורמאלים היו בי

 REהתקבל יחס  PdCLVבגן , 0.79מנורמל של  REהתקבל יחס  PdSPW1בגן , 1.58של 

  ). 13טבלה ( 1.02מנורמל של  REהתקבל יחס  PdMADS4בגן , 1.55מנורמל של 

  
נוטיפ פ'בעלי בעצים  PdDIF-ו PdCLV ,PdSPW1 ,PdMADS4גנים הביטוי של  דגם - 13טבלה 
  נורמאלייםעצים בו 'חלש

  
 מנורמל RE  *פרטים שנבדקו' מס  שם הגן

  חריגים   נורמאלים
פנוטיפ 'בעלי (

  )'חלש
PdDIF 7  7  1.58 

PdCLV  7  7  1.55  
PdMADS4 7  7  1.02  

PdSPW1  6  7  0.79 
  

RE מנורמל חושב על ידי חלוקת ממוצע ערך ה-RE בממוצע ערך ה של העצים החריגים-RE  ים העצשל
  .מנורמלים יורדים REלפי ערכי  יםמסודרבטבלה  הגנים .הנורמאלים

 -הם) 'פנוטיפ חלש'בעלי (והפרטים החריגים  1,2,4,5,6,7,8 -הפרטים הנורמאלים הםזה בניסוי * 
  ).חומרים ושיטותב 3טבלה ב השוניםהעצים של פנוטיפ הפירוט ( 9,10,11,12,13,14,16

  
יתכן שההבדלים בביטוי מאפיניים רק , 'פנוטיפ חמור'צים בעלי נבחנו ע ןמכיוון שבניסוי הראשו

, PdDIF שנית את רמות הביטוי של הגנים ולכן בחנ. )12טבלה ( פנוטיפים קיצוניים
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PdSPW1 ,PdCLV ו-PdMADS4 שנעשו ב(נוספות  שלוש חזרות נובצע .בעצים אלה-

cDNA שהופק מ-RNA חלק  .הניסוי הראשון של) חדש מאותן תפרחות של עצים חריגים מאוד

 עד של פרשיםתוצאות שחזרו על עצמן בהל ולכן התייחסנו רק, מהתוצאות היו בלתי הדירות

התוצאות הראשוניות לא היו  PdMADS4-ו PdCLVבבדיקת דגם הביטוי של הגנים . 30%

ממוצע ( 0.79מנורמל של  REהתקבל יחס  PdCLVבגן : הדירות והתקבלו התוצאות הבאות

). ממוצע שתי חזרות( 0.76מנורמל של  REהתקבל יחס  PdMADS4ובגן ) שתי חזרות

עצים ל 'פנוטיפ חמור'בעלי  בין העצים החריגיםברמת הביטוי ההבדלים המשמעותיים 

מנורמל  REהתקבל יחס  PdSPW1בגן  .PdSPW1-ו PdDIF גניםהנורמאלים חזרו בשני ה

ממוצע שתי ( 0.33מנורמל של  REהתקבל יחס  PdDIFובגן ) ממוצע שתי חזרות( 0.30של 

ביטוי שני הגנים בעצים החריגים במיוחד נמוך פי שלושה לעומת העצים , כלומר )חזרות

פנוטיפ 'ההבדלים בביטוי שני הגנים אלה בין ממוצע העצים בעלי  .)14טבלה ( הנורמאלים

כלל שילוב התוצאות עבור מובהק ובעקבות כך היה לממוצע העצים הנורמאלים לא ' חלש

לא מצביע ) 'חמורים'או  'חלשיםפנוטיפים 'תוצאות כל הניסויים בפרחים מהעצים עם (העצים 

גן וב 0.59מנורמל של  REהתקבל יחס  PdDIFגן ב: על הבדלים משמעותיים ברמת הביטוי

PdSPW1  התקבל יחסRE  0.97מנורמל של.  

  
  'פנוטיפ חמור'בעצים בעלי  PdSPW1-ו PdDIFדגם הביטוי של הגנים  - 14טבלה 

  
 

  
  

RE 
 RE 

  מנורמל
שם   פנוטיפ  שם הגן

העץ
ממוצע  2 חזרה1חזרה 

חזרות 
 RE ממוצע
עצים של ה

 לפי פנוטיפ

ממוצע 
RE   

 /נורמאלי 
 חריג

PdDIF   חריג J 0.0180.0170.018 0.029 
  

0.33 
  
  
  
  

 K 0.0580.0430.051 חריג 
 G 0.0180.0180.018  חריג 

   M 0.0810.0750.078נורמאלי 
 N 0.1020.0920.097נורמאלי  0.088

PdSPW1  חריג J 0.1850.210.199 

0.389 

0.30  

 K 0.3180.3960.357 חריג 
 G 0.6580.5640.611  חריג 

 M 1.541.451.49נורמאלי 
 N 1.11.141.12נורמאלי  1.311

  
  . סדר האלפביתלפי  יםמסודרבטבלה  הגנים

 cDNA-היחסי עבור הגן הנבדק בריכוז ה cDNA- חלוקת הערך של ריכוז החושבו על ידי  2-ו 1תוצאות החזרות 
. נפרדות מאותם פרחים  cDNAומהפקות חדשה RNAהחזרות התקבלו מהפקת  .של האקטין עבור כל עץהיחסי 
של  REוממוצע  )G- ו J ,K( 'פנוטיפ חמור'בעלי של עצים  REממוצע : פנוטיפעצים לפי ה לש REערך  ממוצע

של העצים החריגים בממוצע ערך  RE- מנורמל חושב על ידי חלוקת ממוצע ערך ה M ,N(. RE(עצים נורמאלים 
  .של העצים הנורמאלים RE-ה
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  דיון. 5
שנים מייסוד התרבית ועד  8-10- כ הנמשךתרבית ריקמה הוא תהליך ארוך בריבוי עצי תמר 

שנים  מספרדרשות נ ,בנוסף .פריחתם וקבלת היבול הראשון, להתבססות העצים במטע

הבעיה העיקרית בריבוי בתרבית היא היווצרותם של . קבלת יבול מסחרי מלאלעד נוספות 

 גורמתתופעה זאת  .לאחר מספר שנים במטערק המתגלים  עצים רבים בעלי מופע חריג

עץ , באופן מסורתי. ת ריקמהותרביחוסר אמון בשיטות הריבוי בול יםכלכלי קשה למגדל נזקל

 והשתילים, אולם תהליך זה מוגבל מאוד בכמות השתילים, התמר מרובה וגטטיבית מחוטרים

שיטת , בנוסף על יתרונותיה במספר השתילים ואחידותם. הנוצרים אינם אחידים בגודלם

 יצירתוהשבחה מהירה יחסית , ודוקציה של זנים חדשיםתרבית הריקמה מאפשרת אינטר

ת השונות הסומקלונלית חשיבות רבה ילפתרון בעי, לכן. ומזיקים נקי ממחלות צמחי חומר

 םגור 'ברהי'בזן  'לקויהחנטה 'המופע החריג של . להמשך הפיתוח של ענף התמר בעולם

עצים בארץ ובהיקף  2000- כ פנוטיפ חריג זה נתגלה בקרב. לאובדן יבול ולנזק כלכלי כבד

 ;Al Wasel et al., 2001() עצים בערב הסעודית 100,000-כ(בעולם  גדול הרבה יותר

Cohen et al., 2004.(  

 DNA-בלהתרחש  יםיכול, בתרבית" עקה"חשיפת הרקמה לתנאי כתוצאה מסביר להניח ש

כגון מוטציות  ,גנטיים ותשינויים אלה יכולים להי. לשונות סומקלונלית עלולים לגרוםש שינויים

 אלה יכולים גם להיות שינויים. שינויים בפלואידיותאו , ותכרומוזומאלי אברציות, נקודתיות

 דגם המתילציהשינויים בו ,היסטון ניבמידת האצטילציה של חלבושינויים אפיגנטיים כמו 

)Kaeppler et al., 2000 .(רח היפוטזת המחקר בעבודה זו היא שהשונות במבנה הפ

, לחילופין. באחד מהגנים מבקרי התפתחות הפרח או אפיגנטי משינוי גנטיוהחנטים נובעת 

אלא בגנים המבקרים את  ,לא התרחש בגנים המועמדים עצמם סיבתייתכן שהשינוי ה

מתרחשת בפרח  ובעקבותיו אלהמשתנה דפוס הביטוי של גנים  מכךכתוצאה . פעילותם

  .מנוונים לאיברים דמויי שחלה החלפה הומיאוטית של אבקניםהחריג 

  

  השיטה .5.1
. בבידוד גנים מועמדים מתמר המבקרים את התפתחות אברי הפרח נוקדמהת בעבודה זאת

האזורים השמורים של גנים אלה . שמורים במידה רבה בין מינים שונים המרבית גנים אל

 Candidate( מדיםעומהגנים הגישת . מתמרהגנים האורתולוגיים ד ודילב שימשו ככלי

genes( התפתחות  תהליך כמותהליכים פיסיולוגיים שמורים  מתאימה לניתוחשיטה א הי

קיומם של גנים שפגיעה בהם גורמת לפנוטיפים דומים  זאת מתבססת עלגישה . הפרח

 ובהנחה שהם םגנים ספציפיב התמקדותחסרונה של גישה זו היא ב. במינים אחרים

במעלה הזרם המבקרים תהליכים שונים גנים שבעוד שיתכן , האחראים לפנוטיפ

)(upstream  מעורב ביצירת הפנוטיפששינוי בהם או גנים ממסלולים שונים הם הגנים.   
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בין  אנליזה השוואתית של גנים אלה. בידוד גנים מועמדים מתמר ב. א: שלבי העבודה היו

בשלושה נעשתה  המועמדיםגנים ההאנליזה השוואתית של  .עצים נורמאלים לעצים חריגים

  . בדגם הביטוי) 3 הבסיסים ברצף )2 המתילציה פוסבד )1: היבטים

שילוב של חיתוך ם נבדקה בעזרת נורמאליהשונות בדגם המתילציה בין עצים חריגים ועצים 

החובק אתרים אלה  DNAוהגברה של מקטע  MspI-ו HpaII שני האיזוסכיזומריםב DNA-ה

על ידי השוואת רצפי מקטעי הגנים בין עצים חריגים השונות ברמת הרצף נבדקה . PCR-ב

המצויים ) מצב הטרוזיגוטיאו במצב הומוזיגוטי ב( SNPsם בחיפוש אחר נורמאליועצים 

ם נבדקו נורמאליהבדלים בדגם ביטוי הגנים בין עצים חריגים ועצים . באסוציאציה לפנוטיפ

  .Quantitative RT-PCRבאמצעות 

  

  אימות התוצאות. 5.2
במידה . של פרטים קטןעל מספר בשלב ראשון בוצעה האנליזה אות ואחת מההשו בכל

אסוציאציה  כדי לאמתם הוגדל המדגם נורמאליונמצא הבדל בין העצים החריגים והעצים ה

מספר העצים הנבדקים , מכיוון שאין בתמר מערכת של טרנספורמציה. של הבדל זה לפנוטיפ

ל "הביטחון בקיום האסוציאציה הנשהמדגם גדול יותר  ככל. לאימות התוצאותכלי עיקרי הוא 

למערכת כתוצאה " רעש"יחד עם זאת הגדלת המדגם עלולה לגרום להכנסת . הוא רב יותר

בעצים החריגים קיימת ידוע ש. עצים החריגיםין המהשונות הפנוטיפית הגדולה הקיימת ב

ירות מרובי פר פבמס ,במספר הפירות המשולשים ,קרי רבה בחומרת הפנוטיפ שונות

מתרחש שיפור במרבית העצים . לייםאשל הפירות הנורמ ובאחוזי החנטה השחלות

שקיימת  חשוב לציין ,יתר על כן). Cohen et al., 2004(עם הזמן  בסימפטומים החריגים

 עצי תמר שרובו באמצעות חוטריםין בגם ) ובמידה מסוימת גם פנוטיפית(שונות גנטית 

)Corniquel and Mercier, 1994; Devanand and Chao, 2003; Gurevich et al., 

  .י הגדלת מספר הפרטים הנורמאלים"על הבדלים אלה ניתן להתגבר ע .)2004

. גן כולוב ולא, )באיזור השמור שלו(מקטע מסויים בלבד מכל גן ב התמקדתמר בזיהוי הגנים 

 אזורים מצומצמיםב מקדותהת. היה מוגבל איפיון הגנים ברמת הרצף ובדגם המתילציהלכן 

ם הלא מתורגמים של אזוריהבחינת , של הגןהמלא הרצף המקדד בחינת  הבלבד לא איפשר

רצפים אלה יכולים לעבור שינויים  .ורצפי אינטרונים ,פרומוטוררצפי ה, )RNA )UTRs-ה

. בדגם המתילציה וברצף הבסיסים ולגרום לשינויים משמעותיים בדפוסי הביטוי של הגנים

מכיוון  הביטוי ילא הגבילה את איפיון דפוססוימים בכל גן אזורים מד עם זאת התמקדות ביח

  .ק לאנליזה זוימספ שבודד מייצגהמקטע הש

עצים נורמאלים שרובו  לעומתעצים חריגים מתרבית ריקמה בלבדוק את הגנים  נובחר

 .)בית ריקמהבה נבדקו גם עצים נורמאלים שנוצרו מתר SNPs-למעט באנליזת ה( חוטריםמ
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לים שנוצרו אבין עצים חריגים לעצים נורמ גם שראוי היה להשוות יתכןבמחשבה נוספת 

  . כתוצאה מתנאי התרביתבאופן ספציפי בכל האנליזות כדי לאתר שינויים שנוצרו  מתרבית

  

ם את התפתחות אברי הפרח מבקריגנים אורתולוגים הואיפיון בידוד  .5.3
  בתמר

חריגים הוביל להשערה ששינויים בפעילות גנים מסוג ' ברהי'י מבנה הפרח והפרי בעצ

MADS box, היווצרות  עשויים לבקר את ,הקשורים לקביעת זהות מבנה השחלות והאבקנים

פנוטיפ דומה של החלפת אבקנים  Bלמוטנטים שונים הפגועים בגנים מסוג . הפנוטיפ החריג

 ;Nagasawa et al., 2003; Zik and Irish, 2003(מבניים בשחלות  םעיוותי, בשחלות

Whipple et al., 2004( . בנוסף נבחרו גנים נוספים שאינם מסוגMADS box  אשר מוטציות

 Yamaguchi et al,. 2004; Sawa et al., 1999; Clark et( לפנוטיפים דומים בהם גורמים

al., 1993; Bowman et al., 1992(  המבקרים את מודל הנוספים וגנים-ABC )Ingram et 

al., 1995; Mandel et al., 1992.(  מסוגגנים  שבעהב התמקדנובעבודה זו MADS box, 

-האורתולוגי ל גןוב במינים שונים התפתחות הפרח הידועים כמבקרי נוספיםגנים  שמונה

EGAD  בעקבות עבודתם של  שנבחרמדקל השמןTregear  בה נמצאה  ,)2002(וחובריו

הדומה לפנוטיפ החריג  ,מדקל השמן 'Mantled'לפנוטיפ זה  יטוי גןבין דפוס ב אסוציאציה

חמישה מקטעים  .גנים מתמרשל מקטעים  11זוהו ובודדו  הגנים שנבחרו 16מתוך . בתמר

)PdAG, PdDIF, PdAGL2-3 ,PdAGL2-4 ו-PdSQUA1 ( בודדו על פי רצפי הגנים

 ההשימור הגבוהרמת ל ביטוי(המתאימים לחלוטין לרצף הגן תחלים  שבודדו מדקל השמן עם

מקטעים שישה ). התמר ודקל השמן השייכים שניהם למשפחת הדיקלייםדקל ברצף בין 

אותרו ) PdDL-ו PdSPW1 ,PdMADS4 ,PdCLV ,PdAFO1 ,PdAFO2(גנים נוספים מ

- חדמינים בעיקר  ,צמחיםמיני במגוון  גבוהההומולוגיה איזורים שמורים בעלי  על בסיס

. יותר ניסויים רביםובידודם דרש תחלים דגנרטיבים  אלה בודדו על בסיסגנים . פסיגיים

מועט והנסיונות היה  ,פסיגיים- בצמחים חד אחריםבגנים המידע על אזורים שמורים ה

  .לא צלחובתמר לזהותם 

עצים  נעשתה באמצעותמיני צמחים שונים על בסיס גנים אלה בין  הערכת המרחק הגנטי

מכיוון נבחרו  הגנים אל. MADS box domain המכילים אזורם פילוגנטים לשישה מהגני

מינים  כולליםפילוגנטיים העצים ה. של קבוצות צמחיםרחב מידע רב במגוון לגביהם קיים ש

מתמר ואינם מייצגים את כלל קבוצות  רצףלהומולוגיה גבוהה  בעלי אלהמינים . פסיגיים-חד

העצים נבנו  .פסיגיים-מודל דוצמחי מספר מיים אורתולוגגנים בנוסף נבדקו גם . החד פסיגיים

עבור הגנים . bp 600-ל bp 240באורכים של בין  השמורים של הגןהמקדדים לפי האזורים 

ולכן לא נבנו להם פסיגיים - חדשל קבוצות צמחים  מספיקלא היה קיים מידע במגוון האחרים 

   .עצים פילוגנטים

62



 

מראה  MADS box domainם המכילים מיקום הרצפים מתמר בכל העצים הפילוגנטי

התאמה כללית בין העצים השונים והתאמה למודלים פילוגנטים שנבנו לפי גנים גרעיניים 

 Arecales)(ים אהדקל ,לפי מיון זה. )Savolainen and Chase, 2003( םיוגנים אורגנלי

ים אעם סדרת הקומלינ Zingiberales)(ים אמקובצים יחד עם סדרת הזנגביל

)(Commelinid ים אועם סדרת הדגנ)(Poales  ליצירת קבוצת אחות)sister clade ( לסדרת

לסדרת הזנגבילאים היה  ).Savolainen and Chase, 2003((Asparagales) האספרגאים

במיקום שונה עם ערכי  הבכל עץ היאשר  PdAG-ו, PdSPW, PdMADSנציג אחד בגנים 

Bootstrap ויצרהם ו, נמצא הקרוב ביותר לתמר דקל השמן ייםהעצים הפילוגנט בכל .נמוכים 

קבוצת הצמחים  הניתוחיםבכל . גבוהים Bootstrapsקבוצה פילוגנטית עצמאית עם ערכי 

הדגנאים יצרו קבוצה נפרדת בכל העצים  .פסיגיים היתה כצפוי המרוחקת ביותר מהתמר-הדו

ם לא יצרו קבוצות הצמחים מסדרת השושנאים ואספרגאי. גבוהים Bootstrapעם ערכי 

מכל סדרה נבחרו מספר . נמוכים Bootstrapבמיקום שונה עם ערכי  היוברורות ובכל עץ 

על בסיס העצים הפילוגנטיים נבנו . בהכרח את הטקסון מייצגיםמועט של נציגים שאינם 

השונות הכללית בין הרצפים נמוכה , לכן .רצפים קצרים המבוססים על איזורים שמורים מאד

ריצוף מלא . וכל שינוי קטן ברצף הבסיסים משנה את מקומות הפיצול באופן משמעותי יחסית

השונות ברצף ש סביר להניח, נכונה יותרר השוואה פילוגנטית הרצף המקדד יאפשכל של 

ניתוח  ,בנוסף. יהיו מובהקים יותרהפילוגנטים בעצים  "פיצולים"תהיה גדולה יותר ולכן ה

כדי לקבל תמונה מייצגת של הקשרים  השונות מלא של הסדרותפילוגנטי נכון דורש יצוג 

 בעתיד ניתן לנסות ולבודד גנים נוספים .פסיגיים נוספים-התמר ומינים חד הגנטיים בין

  .שיאפשרו הרחבת בסיס הניתוח הפילוגנטי

  

  שונות בדגם המתילציה .5.4
המתילציה נמצאו  שינויים ברמת. לדגם המתילציה השפעה על התפתחות הפרח ועל פוריותו

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

)Richards, 1997; Kaeppler, 2000.(  היתכן ששינויים במתילצית-DNA  הריבוי במהלך

עבודות קודמות מצאו . סומקלונליתהשונות ה ליצירתתרבית מהווים מנגנון חשוב ב

ריקמה לעומת צמחים בצמחים שיוצרו בתרבית  DNA- ציה של הפולימורפיזם ברמת המתיל

 ).Peraza-Echeverria, 2001; Jaligot et al., 2000( יותקונבנציונאלשרובו בשיטות 

 ,Mantled' )Jaligot et al., 2000'הבדלים כאלה נמצאו גם בין עצי דקל השמן עם פנוטיפ 

2002, 2004; Matthes et al., 2001(. ריבוי השחלות'ו 'לקויההחנטה 'הפנוטיפ  הדמיון בין' 

עם  יםפנוטיפסימפטומים בשני הב שיפורוה, בעצי דקל השמן 'Mantled' בתמר לפנוטיפ

גם כן  קשור, בתמר שמופע העצים החריגיםמצביעים על האפשרות , במרבית העציםהזמן 

במעבדתינו בעבודה שנעשתה  .מסויימים) Loci(שונות אפיגנטית בדגם המתילציה באתרים ל
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, )Methylation Sensitive AFLP )Gurevich, Lavi and Cohen, submittedבשיטה של 

  .'ריבוי שחלות'ו 'לקויה חנטה'חריגים בעלי ' ברהי'נמצאו הבדלים בדפוס המתילציה בעצי 

 Gehrke( HPLC-ו )Methylation Sensetive AFLP )Matthes et al., 2001שיטות כגון 

et al., 1984(  גנים המתילציה הספציפית בבודקות את כלל הגנום ולא מתאימות לבדיקת

גנום ה תירידה כללית במתילציעל אף בעבודות בארבידופסיס נמצא ש, יתרה מזאת .ייחודיים

כמו , של גנים ספציפיים) השתקה ךוכתוצאה מכ(רמת המתילציה ב העליי להתרחשיכולה 

   .)Superman )Jacobsen, 1997, 2000 הגן

 עמדיםומהגנים לבחון בחינה ראשונית הבדלים בדפוסי המתילציה ב נויבעבודה זו ניס

דגם של  ראשוניתלסריקה  MspI-ו HpaIIלהשתמש באיזוסכיזומרים  נובחר. תישבודד

גישה זו . PdMADS4-ו PdSPW1גנים מה םשני מקטעיב מספר אתרי חיתוךמתילציה בה

גישה . מחוטר ובעץ חריג שרובה בתרבית רקמהראשוני בעץ נורמאלי שרובה  בניסוייושמה 

 CCGGמכיוון שהיא בוחנת רק אתרי זו מאפשרת בחינה מצומצמת של דפוס המתילציה 

או  CNG כגון CGאתרים שאינם ואינה בודקת את כל ה ,CG-המהווים חלק מכלל אתרי ה

CNN )N מייצג A ,T  אוG(. באתרים  בצמחים קיימת רמה גבוהה של מתילצית ציטוזין גם

מצאו שאתרי ) 2004(וחובריו   Jaligot,ןיתר על כ ).Tariq and Paszkowski, 2004(אלה 

CCGG  הבמתילצית הכללית מושפעים מעט מאוד מהירידה-DNA  שנמצאה באסוציאציה

  .'Mantled'-עם פנוטיפ ה

בגנים אותם  מתילציהיתכן וההבדלים בדגם המובן מאליו ש. בעליםנבחן דפוס המתילציה 

חד עם זאת י. מתבטא הפנוטיפ החריגבה  ברקמות אחרות כגון בתפרחתבדקנו מתרחשים 

סביר להניח  .ראוי לציין שדגם המתילציה נשמר ברקמה מסוימת במהלך הריבוי מדור לדור

אינו ברור די  המננגנון האחראי לכך. המתילציה ייחודי לרקמה ולשלב ההתפתחותישדגם 

הנראה המידע להתאמת דגם המתילציה לרקמה ולשלב  ככל). Richards, 1997(צורכו 

 ,.Jaligot et al(גנים מסוימים של ובביטוי  גנטיים, תלוי בגורמים סביבתייםהתפתחותי 

מזהים אתר בין ארבעה בסיסים ולכן צפויים להתקבל  MspI-ו HpaII האנזימים .)2004

, PdMADS4 -ו PdSPW1: בגנים הנבדקים. של מאות בסיסים בודדות פרגמנטים באורכים

חיתוך היתכן ש. ונשאר כפרגמנטים גדולים מאוד HpaIIלא נחתך על ידי  DNA-חלק מה

 באנליזה הראשונית נמצא .עקב פעילות אנזים לא מלאה נמנע בגלל אזורים ממותלים או

 בפרגמנט אחד מהגןש בעוד. י שני האנזימים"נחתך ע DNA-שבעצים הנורמאלים כל ה

PdSPW1, ב-DNA על ידי  תוךהחMspI תוצר יחסית ל 12%- נמצא כהחריגים עצים מה-

DNA גן בפרגמנט אחד מה .הלא חתוךPdMADS4, ב-DNA על ידי החתוך MspI עצים מה

עצים החריגים כל בבשני הגנים . הלא חתוך DNA-ל תוצר יחסית 5.2%-התקבל כ החריגים

-Hemi(מתילציה - ב של המייתכן וקיים מצש מרמזותתוצאות אלו  .HpaIIי "ענחתך  DNA-ה

Methylation- בשני אתרי החיתוך מ בחלקבציטוזין החיצוני ) מתילציה רק באחד הגדילים

-המיהם  MspI/HpaIIמאתרי  4.1%- ש נמצאבדקל שמן . בעצים החריגים הגנים אל
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מתילציה בגנים -להבחין בין המי יםיכול נובשלב זה אינ, )Jaligot et al., 2004(ממותלים 

PdSPW1 ו-PdMADS4 לבין חיתוך לא מלא ב-MspI ) היכול לנבוע מהבדלים ברמת נקיון

ונעשתה על שני פרטים בלבד וללא מאוד  חשוב להדגיש שאנליזה זאת ראשונית .DNA)-ה

 .ניסויחזרות על ה

 RNA-ם הלא מתורגמים של האזוריב ,המלא בגןולא  דפוס המתילציה נבדק ברצף קצר

)UTRs(, מתילציה של פרומוטר או אזור מקדד של גן יכולה לפגוע  .נטרוניםאיהו פרומוטורה

כדי להעריך האם מתילציה של אזורים מסוימיים בגנים  ).Jost and Saluz, 1993(בשעתוק 

בעצים חריגים של אזורים אלו המשך בחינתם  תנדרש, הפנוטיפ החריג ל אחראים ליצירת"הנ

הבדלים  ופיע בתפרחת ראוי בהמשך לבדוקמכיוון שהפנוטיפ החריג מ. ועצים נורמאלים

כמו כן יש להגדיל את מדגם העצים הנבדקים בכדי לאמת קיומה של  .בפרח מתילציהבדגם ה

יחד עם זאת יש לזכור שהשונות הפנוטיפית הגדולה . אסוציאציה בין דגם המתילציה לפנוטיפ

על הגדלת המדגם ם מקשי )תפרחות בגיל שונה( פיסיולוגיתהשונות הובין העצים החריגים 

תוך התמקדות במופע ככל האפשר ויש להקפיד על בחירת עצים בעלי מופע פנוטיפי אחיד 

ברצף ) CCGGולא רק באתרי (ציטוזינים במכלול המתילציה בנוסף ראוי לבחון . מסויים

ין בהם דגם המתילציה עלול להשתנות ב הגנים המועמדים ובכך להרחיב את מגוון האתרים

אינה כמותית ולא של חיתוך באמצעות איזוסכיזומרים שיטה הבנוסף . השוניםהפנוטיפים 

. המתקבל לאחר חיתוך באנזים PCR-בודקת מתילציה באופן ישיר אלא את רמת תוצר ה

כל בשיטה זו  .bisulfite sequencing בחון את דפוסי המתילציה בשיטה שלבעתיד ניתן ל

יבנה גדיל משלים בו  PCR,בראקציית . ילורצאלעובר מודיפיקציה ציטוזין לא ממותל 

שלא יהפוך (מול הציטוזין הממותל , לעומת זאת. האורציל יתנהג כתימין ומולו יקשר אדנין

 תאפשרמ לרצף שלא טופל bisulfite-שטופל ב DNAהשוואת רצף . יקשר גואנין) לאורציל

  ). Warnecke et al., 2002( במקטע הגנומי הנבדק ממותליםהציטוזינים הכל  זיהוי של

  

  שונות ברמת הרצף .5.5
 כתוצאה בתרבית" עקה"חשיפת הרקמה לתנאי בעקבות  שינויים ברצף יכולים להתרחש

 Kaeppler( טעות של מנגנוני התיקון או הסינתזה וגורמים נוספים ,טרנספוזונים "קפיצת"מ

et al., 2000.(SNP הוא אחד מהשינויים הנפוצים ביותר ברצף ה-DNA בתדירות  הנמצא

 שינויים ברצף נובעבודה זו חיפש. לפנוטיפ ויכול להיות באסוציאציהבצמחים  גבוהה

תחילה בדיקת היתכנות במספר מצומצם של  תיביצע. באסוציאציה לפנוטיפ החריג יםנמצאה

 מספרשיטה זו מאפשרת לבחון . של מספר פרטים )DNA )DNA poolsגנים על תערובות 

ניתן להשתמש  DNA-הבשיטת תערובות . בעלויותחסכון  ךתופרטים בתוך זמן קצר ו

החיסרון  .ולזיהוי מוטציות המבקרים תכונה מסויימתגנים סמנים לבין בין  אסוציאציהלאיבחון 

בשיטת התערובות ניתן לאתר  .יא רמת הרגישות הנמוכה לאיתור שינויים ברצףבשיטה זו ה
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 תימכיוון שחיפש .)Sham et al.,2002( בתערובת ומעלה 20%ל אללים שמצויים בשיעור ש

 אתשיטה ז ,בין העצים הנורמאלים לעצים החריגיםהאללים בתדירות הבדל משמעותי 

בין מצב בו חלק מהפרטים ראוי לציין כי בתערובות יש קושי באבחנה . התאימה לצרכי

ים הומוזיגוטים לאלל אחד וחלק מהפרטים הומוזיגוטים לאלל השני לעומת מצב בו כל הפרט

משפחת גנים ממצב הטרוזיגוטי יכול לנבוע גם מדופליקציה של גן או . הטרוזיגוטיםהינם 

לכן , הנורמאלי לחריג בין הפנוטיפ שינויים ברצף תילא איתרבשיטה זאת . בעלי רצף דומה

בגנים בהם לא  .אחד ופרט נורמאליאחד גנים בפרט חריג הריצוף של  נעשה בשלב הבא

אנליזה של פרטים בודדים היא הדרך הישירה לזיהוי . cDNA-רצף ה נבדק ,אותר רצף גנומי

 טעויות בריצוף שתדירות ראוי לציין. יותר וארוכה יקרהזאת אך שיטה  ,שינויים ברצף

 רבים צמחיםב SNPs-התדירות  גם אתשל בסיס אחד לכל מאה בסיסים וז לשעור הוערכה

)Edwards et al., 2001( .בבדיקת . בחזרות ובפרטים נוספים כל הבדל ברצף אומת ,לכן

באינטרון בגן במצב הומוזיגוטי אחד  SNPפרט אחד נורמאלי ופרט אחד חריג אותר 

PdMADS4 . מקטע הגןPdMADS4  נבדק בעוד שני עצים נורמאלים ושני עצים חריגים אך

חריג ללא עץ הפולימורפיזם בין העץ נורמאלי למנבע  SNP-יתכן שה. לא חזר בהם SNP-ה

בהשוואה בין פרט חריג לפרט  כמו כן. וציאציה לפנוטיפ או כתוצאה מטעות בריצוףאס

ברצף  SNPsמספר  נמצאו PdMADS4-ו PdSQUA1 ,PdDL ,PdAGL2-3בגנים  נורמאלי

בעץ החריג לעומת  הטרוזיגוטיבמצב  SNPנמצא  PdMADS4-ו PdAGL2-3בגנים  .המקדד

- ו PdSQUA1 ניםבג. ת חומצה אמיניתמצב הומוזיגוטי בעץ הנורמאלי שלא גרם להחלפ

PdDL נמצא SNP בגן  .שגרם להחלפת חומצה אמיניתPdDL  נמצאSNP  במצב

החלפת חומצה שגרם ל, בעץ הנורמאלי לעומת מצב הומוזיגוטי בעץ החריג הטרוזיגוטי

 הטרוזיגוטיבמצב  SNPנמצא  אחד בעץ חריג PdSQUA1בגן  .בעץ הנורמאלי אמינית

חומצה שגרם להחלפת חומצה אמינית סרין ב אחד גוטי בעץ נורמאלילעומת מצב הומוזי

סרין הינה חומצת אמינו הידרופילית בעוד פרולין הינה חומצת . בעץ החריג פרוליןאמינית 

ובמיוחד החלפת חומצת אמינו , אמינית באזור שמורומצה החלפת ח. אמינו הידרופובית

להיות בעלת השפעה רבה על מבנה מקבוצה אחת לחומצת אמינו מקבוצה אחרת יכולה 

הבדל זה לא חזר בבדיקת זוג עצים נוסף ואולם יתכן שיש  .החלבון ובעקבות כך על הפנוטיפ

כדי לבדוק האם  החלבוןברמת ביטוי  השפעת השינוילבדוק פרטים נוספים ולבחון את  מקום

ולימורפיזם בין מפ, הבדלים אלה נבעושיתכן גם  .שינויים אלו נמצאים באסוציאציה לפנוטיפ

לסיכום במקטעי הגנים אותם . העצים ללא אסוציאציה לפנוטיפ או כתוצאה מטעויות בריצוף

לא אותרו שינויים ברצף המצויים באסוציאציה עם הפנוטיפ במספר פרטים קטן תי בדק

ולא  ,פרגמנטים קצרים בלבדבברצף נעשה  שוניםיש להדגיש כי חיפוש האתרים ה .החריג

 ,כדי לבחון נושא זה ביסודיות דרוש ריצוף מלא של הגן. שלו בקרההאזורי ו הגןלכל אורך 

הפרומוטור איזור וכן ריצוף , )RNA )UTRs-הלא מתורגמים של הכולל האזורים 

  . אינטרונים ובדיקתם בעצים חריגים ועצים נורמאליםהו
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  שונות בדגם ביטוי הגנים .5.6
 השיט.  Quantitative RT-PCRה באמצעותאפיון דגם ביטוי הגנים בפרחים של תמר נעש

בכל מחזור ובכך לקבוע את הכמות  PCR-מאפשרת לעקוב ולהעריך את כמות תוצר הזאת 

שיטה זו נחשבת למדוייקת  .בריקמה הספציפי Template-של ההיחסית ההתחלתית 

 PCR)כמו בכל השיטות המבוססות על (חסרונותיה . RNAודורשת ריכוז נמוך יחסית של 

שמקורם  DNAשונות או של קטעי  DNAהאפשרות של הגברה לא שווה של מולקולות  םה

חשוב , על כן. ואי דיוקים הנובעים מהנפחים הזעירים הנלקחים לריאקציה ,בזיהומים שונים

כדי . לבצע חזרות וביקורות מתאימות ולהתיחס לתוצאות המתקבלות בזהירות המתאימה

נמצא . ערכנו חזרות על אותו ניסוי בימים שונים, זאתבעבודה לבדוק את הדירות התוצאות 

 אתז שונות. שונותה אנליזותב cDNAואותו אותם עצים  של) Ct(בערכי הסף  שונותשקיימת 

למרות . PCR-או הבדלים ביעילות ה/הבדלים בריאגנטים ו, ת פיפטציהיויכולה לנבוע מטעו

רק לתוצאות שחזרו על  תיהתייחס אנו .חלק מהתוצאות נמצאו לא הדירות, הזהירות שנקטנו

 Marinoהבדלים מעין אלה נמצאו גם בעבודותיהם של  .30% עד עצמן בהפרשים של

מהשונות בתוצאות על ידי  חלקניתן להתגבר על יתכן ש). 2002( Bustin-ו) 2003(וחובריו 

 -master mixesשימוש באותם אצוות של ראגנטים ו, cDNA-שימוש בקיטים להכנת ה

-RTעקומת כיול בכל הרצת  בדיקות של. ת תערובות הריאקציה ולהגדלת הנפחיםלהאחד

PCR בהנחה שהעקומה תושפע באותה מידה על דוגמאות , השינויים אל ה עלתאפשר בקר

  .הכיול כמו על הדגימות הלא ידועות

כל  יש להדגיש כי .להאבקה ותמוכנה דגם ביטוי הגנים נבדק בפרחים מתפרחות בוגרות

רק התפרחת נגישה  .מתרחשים בתוך הגזעוהתפתחותו בתמר מיינות הפרח שלבי הת

את ביטוי הגנים השונים לבחון  לכן ניתן היה. יםסופיההתפתחות ה ישלבהגיעו להפרחים כש

דפוס ביטוי הגנים במהלך התפתחות הפרח ספציפי  .מהגזע יוצאתהתפרחת ש לאחררק 

הביטוי בגנים אותם בדקנו בשלבי התפתחות הבדלים בדגם שקיימים יתכן לכן , לרקמה ולזמן

מתבטאים בפרח בחלון הזמנים הספציפי אותו  אתכל הגנים שזוהו בעבודה ז. יותר מוקדמים

הפרחים על גבי . תפרחת התמר מכילה עשרות סנסנים ובכל סנסן עשרות פרחים. בדקנו

פרחים מכל בו השתמשנו בניסוי זה הופק מ RNA-ה(הסנסן נמצאים בשלבי הבשלה שונים 

בין שונות קיימת יתכן ש). התפרחת ובעקבות כך נדגמו פרחים בשלבי הבשלה שונים

ביטוי הגנים נבחן בפרח השלם ללא . למסך את התוצאות היתה עלולה הפרחים השונים וזאת

השונים עלול גם הוא למסך את תוצאות  הפרח הביטוי השונה באיברי. הפרדה לאיברים

על ידי בחלקי הפרח השונים לבחון את מיקום ביטוי הגנים יהיה תן ניהמחקר בהמשך . הניסוי

in situ hybridization.  

67



 

. 'ריבוי שחלות'ולקויה חנטה ' :הם 'ברהי'ים של עצים מתרבית ריקמה מהזן החריג יםהפנוטיפ

 העצים תופעת מרביתב. 'ריבוי שחלות' ואחוז גבוה של 'חנטה לקויה'כולל  'פנוטיפ החמור'ה

כולל  'פנוטיפ החלש'ה .באופן הדרגתי לפני תופעת חוסר החנטה מתנעל 'שחלותריבוי ה'

ואף מצבים בהם לא מזוהים חנטים מרובי ( 'ריבוי שחלות' ואחוז נמוך של' חנטה לקויה'

הנחת העבודה היתה ששינוי . 'פנוטיפ חמור'הניסוי הראשון התמקד בעצים בעלי . )השחלות

יופיע באופן ברור גם במספר , י באסוציאציה לפנוטיפהמצו, משמעותי בביטוי גן מסויים

ביטוי ה רמתאסוציאציה בין  את קיומה של לאמתעל מנת  בשלב הבא. מצומצם של פרטים

  .'חלשפנוטיפ 'בניסוי השני נבחרו עצים בעלי . גנים לפנוטיפ הורחב המדגםה

עצים החריגים ושלושת השלושה עצים נורמאליים מחוטרים עד נבחנו שניים  בשלב הראשון

בין  PdDIF-ו PdSPW1גנים בבביטוי הדירים נמצאו הבדלים  .'הפנוטיפ החמור'בעלי 

נבדקו שבעה עצים חריגים  בניסוי השני .עצים הנורמאליםממוצע הל העצים החריגיםממוצע 

 בניסוי זה לא נמצאו .ושישה עד שבעה עצים נורמאלים נוספים' פנוטיפ חלש'בעלי  נוספים

ניתן להסביר  .אלה בין העצים הנורמאלים לחריגיםגנים שני של ביטוי ות הרמהבדלים ב

ריבוי ' של תוצאות אלה בכך שהעצים ששימשו לניסוי השני היו בעלי פנוטיפ פחות חמור

הבדלים א יהיו במיקרה זה לשלכן יתכן , )מהחנטים הינים מרובי שחלות 0-5%רק (' שחלות

שילוב תוצאות שני . ין העצים הנורמאליים והחריגיםב בביטוי גנים הומיאוטיםמשמעותיים 

 יתכן והמגוון. הניסויים לא מצביע על הבדלים משמעותיים ברמת ביטוי אף אחד מהגנים

   .למיסוך ההבדליםגרם הפנוטיפ  החומרה שלבדרגות 

היה נמוך פי ' הפנוטיפ החמור'בעלי  עציםה תשלושבPdSPW1 -ו PdDIF ניםהג ביטוי

 "פגיעה"ניתן להסביר דפוס ביטוי זה של ב PdDIF: הגן .צים הנורמאליםשלושה מאשר בע

אחרים המשפיעים על  גנים רגולטורים בהשפעתאו ) מתילציה או שינוי ברצף(גן בישירה 

בהגנה על הצמח הוא  םתפקידש דיפנסין מסוג לגניםהומולוגי  PdDIFהגן . ביטוי גן זה

לשינוי בביטוי גנים בדומה לתגובה לעקות  יםתנאי תרבית ריקמה גורמ .בתנאי עקה שונים

מדקל השמן מתבטא  )PdDIF-הומולוגי ל( EGAD ראוי לציין שהגן. ביוטיות או אביוטיות

ניתן  מכאן. מפטוניה המתבטא בעמוד העלי בפרח PTTבעל דמיון לגן הוא בעיקר בתפרחת ו

של  םבעבודת. מפתוגנים אברי הרבייה של הפרח על בהגנה מעורב, PdDIFהגן שלשער 

Tregear  של הגן לא נמצאו הבדלים ברמת הביטוי  )2002(וחובריוEGAD1  בשלב

בשלבים זה נצפה ביטוי חזק של גן  ולםא .דקל השמןב תפרחות בין עץ נורמאלי לעץ חריגה

 מעץ לעומת ביטוי חלש של הגן בקאלוס 'Mantled' עץמקאלוס השל ההתפתחות  מוקדמים

רמת הביטוי של הגן  'Mantled'מצמח קאלוס של התפתחות חרים בשלבים המאו .נורמאלי

בתפרחות מדקל  EGAD1בגן  נמצאו הבדלים ברמת הביטוי לאשיתכן  .הייתה נמוכה מאוד

לאור  .מאשר התפרחות מתמר בשלב התפתחותי שונההתפרחות היו שמכיוון , השמן

רבה בחומרת  נותשוהתגלתה  'Mantled'ובעצי דקל שמן עצי תמר חריגים העובדה שב

יתכן שנבדקו עצי דקל , שיפור בחומרת הפנוטיפ עם הזמןבחלקם ובין עצים שונים  הפנוטיפ

68



 

או שנבדקו עצים עם מגוון של דרגות חומרת פנוטיפ שגרמו למיסוך  'חלשפנוטיפ 'שמן בעלי 

בשלב  PdDifמציאת הבדלים בביטוי הגן . המתאר לעיל ילממצא שלבדומה  ,ההבדלים

ריבוי 'ו' לקויהחנטה 'עשוייה לשמש ככלי לזיהוי של פנוטיפ , )בדומה לדקל השמן(הקאלוס 

  .בשלב מוקדםבתמר ' השחלות

וחובריו  damA. המבקרים את התפתחות הפרח Bהומולוגי לגנים מסוג  :PW1PdSהגן 

 E- ו, B ,Cגנים מסוג  של ביטויה ברמתירידה  'Mantled'דקל השמן מצאו בעצי ) 2007(

הירידה הגדולה ביותר בביטוי התקבלה בגן  .תפרחת החריגהתחות שונים של הבשלבי התפ

EgDEF1 )הומולוגי ל- (PdSPW1ביטוי הגן  יבעבודת .בתפרחת החריגהPdSPW1  היה

' פנוטיפ חלש'בעלי הרחבת המדגם בעצים נוספים . 'הפנוטיפ החמור'בעלי  בעצים נמוך יותר

פנוטיפים 'עיל יתכן שההבדל קיים רק בין הלא אימתה את קיומו של הבדל זה וכאמור ל

לחילופין יתכן שהתוצאות הראשוניות מקורן בטעויות המובנות . לנורמאלים 'החמורים

כדי לחפש הבדלים בגנים היוצרים טרנספורמציה הומאוטית חשוב להתמקד בעצים . בשיטה

 -  Bי מסוג השנ בביטוי הגןמובהקת ירידה  תימצא לאיש לציין ש .'ריבוי שחלות'בעלי 

PdMADS4.  אלה ל קודמים בשלבי התפתחותמתרחשים גן השינויים בביטוי גם כאן שיתכן

יתכן שהסיבה לכך  .בתמר E-ו Cבעבודתנו לא ניצפו הבדלים בביטוי הגנים מסוג . דקונבש

בו נבדקו התפרחות ) תפרחות דקל השמןיחסית ל( היא השלב ההתפתחותי המאוחר יותר

בכל הגנים  .בתמר שחלות לביטוי הגןהבין אחוז ריבוי  א מצאנו מתאםיש להדגיש של. מתמר

תפרחות של עצים נורמאלים ין האחרים שנבדקו לא נמצאו הבדלים מובהקים ברמת הביטוי ב

  .לעומת עצים חריגים

הבדלים בדגם , הבדלים ברצף: ביניהם, להבדלים בביטוי יכולים להיות מספר גורמים

 .עים משלב התפתחותי או מתנאי סביבה שונים בתרבית רקמההמתילציה או הבדלים הנוב

 אתשההבדלים בביטוי גנים אלה מאפיניים על האפשרות התוצאות בעבודה זו מצביעות 

המבקרים את התפתחות איברי הפרח  Bירידה בביטוי גנים מסוג הש יתכן .'פנוטיפ החמור'ה

ביטוי לא תקין של אחדים ', חמורפנוטיפ ה'ב .להיווצרות הפנוטיפים החריגים תהאחראי יאה

ריבוי 'מהגנים המועמדים שנבחנו יכול להביא לטרנספורמציה הומאוטית שתתבטא ב

יתכן שביטוי חריג של אותם גנים מועמדים יגרום לעיוותים מבניים , 'חלשפנוטיפ ה'ב. 'שחלות

ם נגר' החנטה הלקויה'גם האפשרות שמנגנון יצירת פנוטיפ  קיימת .בצלקות ובשחלה

אך לאור . נגרם בעקבות פגיעה בגן שני' ריבוי השחלות'מפגיעה בגן אחד בעוד פנוטיפ 

העצים במרבית עם הזמן ' פנוטיפ החמור'התופעה של שיפור באחוזי ריבוי השחלות ב

ניתן לשער ששני הפנוטיפים קשורים ואולי נגרמים , שיפור הדרגתי באחוזי החנטה במקבילו

  .)יתכן גן רגולטורי( ת באותו גןמפגיעה בדרגות חומרה שונו

ההבדלים , בשלב ההתפתחותי של התפרחת בו נעשתה הבדיקה 'החלשפנוטיפ 'יתכן שב

גם הבדלים  התפתחותיים בגנים המבקרים תהליכים אם כי(ברמת הביטוי אינם משמעותיים 

יותר  משמעותייםהבדלים היו מתגלים ו יתכן .ולכן לא זוהו) םילהיות משמעותי עשוייםקטנים 
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בעתיד יתכן  .בשלבי התפתחות מוקדמים יותר ברמת הביטוי בין העצים הנורמאלים לחריגים

כדי לאתר , בשלבים שונים של התפתחות התפרחתביטוי הגנים דגם להשוות את שראוי 

  .שלבי התפתחות בהם עשויים להיות הבדלים משמעותיים בביטוי

. ודה זו מתבססים על מספר קטן של עציםלסיכום יש לציין שההבדלים בביטוי שהתקבלו בעב

הגדלת המדגם עשויה להגדיל את השונות הפנוטיפית הגדולה בין העצים  ,יחד עם זאת

פנוטיפ 'לא ניתן להבדיל בין מצב שבו ההבדלים בביטוי בעצים בעלי הבשלב זה  .החריגים

ההבדלים  רק את שלושת העצים שנבדקו לבין מצב שבו ם אקראיים ומאפייניםהינ' החמור

 יםיש להתמקד בפנוטיפ, לאור התוצאותו בעתיד .בביטוי נמצאים באסוציאציה לפנוטיפ

  .הרחבת המדגם תוך אחידים
  
 כיוונים עתידיים חשיבות חקלאית ו .5.7 

אך חיוניות להמשך , נטיעות שתילי תמר מתרבית רקמה הינן חדשות יחסית בארץ ובעולם

מציעות שיטות הריבוי בתרבית , הריבוי המסיבי בנוסף ליתרון של. התפתחות ענף התמר

, זנים חדשים המאופיניםאו אינטרודוקציה של ביניהן פיתוח . רקמה מגוון אפשרויות לעתיד

כמו (עמידות למחלות נפוצות ריבוי זנים עם  ,)בזכרים(חיוניות האבקה , יבול, בתכונות פרי

ופיתוח של שיטות , )קההמכה את ענף התמרים בצפון אפרי) Bayoud(מחלת הביוד 

בתרביות  off-types)( טיפוסים חריגיםהיווצרות , יחד עם זאת. התמרה גנטית בתמרים

 )Zaid and Al Kaabi, 2003; Kunert et al., 2003; Al Kaabi et al., 2007(רקמה 

העצים העבודה הנוכחית מסייעת להבנת המנגנון של יצירת  .כשול לגישות אלהימהווה מ

מצביעה על האפשרות שפגיעה בגנים המבקרים את היא . מפנוטיפ ספציפי החריגים

 'לקויה חנטה'של  היווצרות הפנוטיפים החריגים מבקרת אתהתפתחות איברי הפרח היא ה

ולמנגנון האחראי לתופעה להנחה זאת אם כי אין בעבודה זאת הוכחה ברורה  .'שחלות ריבוי'ו

באורך מלא כולל , כמו גם את הגנים האלה ,וספיםעמדים נובעתיד ניתן לבחון גנים מ .זאת

רצף , ולבחון בהם את דגם המתילציה בפרחים משלבי התפתחות שונים ,אתרים רגולטורים

דיפנסין הקשור בהגנה על הצמח  מסוגגן הבביטוי  הבדל שנמצאה .הבסיסים ודגם הביטוי

עבודה  .עקהבתנאי  משתנהשפעילותם מצביע על האפשרות לבחון גנים נוספים בתנאי עקה 

זאת מצביעה על האפשרות שדגם הביטוי של גנים מסוימיים עשוי להיות המנגנון המבקר את 

איפיון גנים המצויים באסוציאציה לפנוטיפ עשויים לשמש  .היווצרות הטיפוסים החריגים

ם זיהוי מוקדם יכול למנוע שתילת עצי. 'ברהי'לזיהוי מוקדם של הפנוטיפים החריגים ב בעתיד

. במטע בהם הפנוטיפ מתגלה רק לאחר מספר שנות גידול ובכך למנוע אובדן השקעות רבות

במקביל דרוש מחקר בתנאי תרבית רקמה כדי לאפיין את השפעתם של גורמים מסוימים 

 פתחבכך יהיה ניתן ל. על היווצרות השונות הסומקלונלית) תנאי הגידולו, המצעכגון הרכב (

  .חריגיםשל ריבוי בתרבית ריקמה במטרה למנוע יצירת עצים פרוטוקולים טובים יותר 
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  תקציר באנגלית. 7
Abstract 

Date palm is a major tree crop in arid regions of the Middle East and North 

Africa. Date palms are traditionally propagated through offshoots, but their 

number is limited. The global need to expand date palm groves has led to the 

development of methods for tissue culture propagation. Most of the trees 

generated from tissue culture are normal and true-to-type, but a significant 

number of them have typical abnormal phenotypes. Thousands of such off-

type trees were identified in Israel and many more exist in other countries. 

The off-type trees cause major losses to the farmers. 

The present study is aimed at elucidating the mechanism responsible for the 

formation of one of the most common off-types - 'low fruit-setting' and 'multi-

carpel' flowers which appears among trees of the 'Barhee' cultivar. Trees 

having the 'severe phenotype' are characterized by 'low fruit-setting' and high 

percentage of flowers and fruitlets with supernumerary carpels. The 'weak 

phenotype' is characterized by 'low fruit setting' and a low percentage of 

'multi-carpel' flowers and fruitlets. Our working hypothesis is that the 'multi-

carpel' phenotype is generated by a genetic and/or epigenetic change in one 

of the genes controlling flower development. The present study focuses on 

isolation of date palm genes controlling flower development, and their 

comparison between normal and off-types trees.  

We have identified sequences from 11 date palm genes, showing high 

homology to 'flower development genes' from various plant species. The 

sequence homology between the date palm genes to genes from other 

monocot plants ranges from 77% to 96%. Most of the orthologous genes from 

oil palm have the highest homology levels to the date palm genes (90-96%). 

These genes were analyzed and compared between normal and off-types 

trees at the following aspects: (1) DNA-methylation patterns, (2) Sequence 

variation, (3) Expression patterns. 

(1) Methylation patterns were assessed by the two isoschizomers, MspI and 

HpaII sharing the same recognition sequence, but differing in their sensitivity 

to DNA-methyaltion, followed by PCR amplification of the restricted region. In 

two sequences of the genes PdSPW1 and PdMADS4, a PCR product was 



 

generated in the off-type tree, suggesting that a small fraction of DNA was not 

cut by MspI, yet in the normal tree no PCR product was detected. However, it 

is not clear whether the uncut DNA resulted from a difference in methylation 

patterns between normal and off-type trees or from low enzyme efficiency.  

(2) We have looked for SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) and 

genotypic differences (homozygous vs. heterozygous) distinguishing between 

normal and off-type trees. Comparison of one normal with one off-type tree 

revealed a homozygous SNP in the intron of the gene PdMADS4, and a SNP 

distinguishing between a heterozygote and a homozygote in the coding 

sequence of the genes PdMADS4 ,PdAGL2-3,., PdDL and.. PdSQUA1.. All 

the above mentioned sequence variations did not distinguish other normal 

trees from off-types and thus are not associated with the phenotype.  

(3) Patterns of gene expression in flowers of normal and off-type trees were 

characterized by Quantitative RT-PCR. The expression of two genes, PdDIF 

and PdSPW1, was three times lower in trees having the 'severe phenotype' of 

'low fruit setting' and formation of 'multi carpel' flowers than in the normal 

trees. PdSPW1 is a homolog of B function genes controlling flower 

development. PdDIF is homologous to defense-related genes which are 

thought to play a protective role in biotic and abiotic stresses.  

The present study widens our knowledge regarding the mechanism 

responsible for somaclonal variation in date palm. Alteration of expression 

patterns of “flower development genes” during the TC propagation process, 

could be responsible for generation of off-type trees. Understanding the 

mechanism by which these off-types are generated through tissue culture is 

required for modifying the tissue culture conditions and for development of 

methods for early detection of the off-types. Elimination of the abnormal 

phenotypes or their early detection is highly beneficial for the date palm 

industry. 
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