
תוצאות

תקציר
לתנאיהתאמההמאפשרות,בטבעביותרמגוונותתכונותהןעליםוצורתגודל.בטבעהחייםמחזורלכללרבהחשיבותבעליהםולכן,פוטוסינתזהבאמצעותלקיומוהדרושההאנרגיהאתלצמחמספקיםעלים

Solanum)העגבנייהעלה.שוניםסביבה lycopersicum)טרםאך,עלעליםשליצירהמעודדאוקסיןהצמחיההורמון.גבעולדמוימבנהידיעלביניהםהמחובריםנפרדיםמעלעליםובנוימורכבתצורהבעלהוא

יברלין'גההורמוןמפרקילאנזימיםהמקודדים,GA2oxidase(GA2ox)ממשפחתגניםמספרשלביטוימעודדאוקסיןכיהראובמעבדהקודמיםניסויים.התהליךאתמבקראוקסיןדרכוהמולקולריהמנגנוןברור

(GA).ביטויעידודבעזרת,יברלין'גההורמוןפירוקידיעלעלעליםיצירתמעודדשאוקסיןלהיפותזהאותנוהובילואלהתוצאותGA2ox.גניםמספרשלהביטויעלהבקרהאתלחקורהייתהזועבודהמטרת

כי,מצאתי.הגניםשלהפרומוטריםבקרתתחת(YFP)פלואורסנטיחלבוןהמבטאיםטרנסגנייםצמחיםואפיינתייצרתימתבטאיםSlGA2oxהממשפחתהגניםהיכןלבחוןכדי.בעגבנייהSlGA2oxהממשפחת

שלהספציפיהביטויעלהבקרהאתלהביןמנתעל.הפרחבצלקתוכן,ועלעליםעלים,צדדייםשורשיםיציאתנקודותכגון,הצמחהתפתחותלאורךאיבריםיציאתבנקודותביטוימכווןSlGA2ox4שלהפרומוטר

קוויםיצרתי,האפיוןלהמשך.בפרומוטרשוניםבאזוריםמוטציותהתקבלו.CRISPR/Cas9הבטכנולוגייתגנומיתעריכהבעזרתSlGA2ox5הגןשלבפרומוטרמוטציותיצרנו,SlGA2oxהממשפחתהגנים

גורמותבפרומוטרהשונותשהמוטציות,העלהqRT-PCRאנליזתבעזרתהברמיןלעומתאלהבקוויםSlGA2ox5הגןשלהביטויאפיון.בפרומוטרמוטציותעםשוניםאללים3ל"(מקובעים)"הומוזיגוטים

,SlGA2ox4שהגניםכךעלמצביעותהתוצאות.יברלין'גלהורמוןהגןבתגובתלשינוימהמקריםובחלק,הגןבביטוילירידה אתהמתווכיםנוספיםבקרהאזורישישנםסביר.איבריםשליציאהבאזורימתבטאים5

.אוקסיןידיעלאיבריםיצירתבתיווךיברלין'גלפירוקמרכזיבתפקידתומכותהתוצאות.יברלין'וגלאוקסיןבתגובהבביטוייםהעלייה

:סיכום
.מתבטא באזורי יצירת איברים לאורך הצמחSlGA2ox4של הגן הפרומוטר. 1
.  וייתכן שהתגובה מבוקרת על ידי אזורים שלא נבדקו, יתכן שיש לבדוק זמני טיפול נוספים. יברלין'וגששובט לא מגיב לאוקסין SlGA2ox4אזור הבקרה של הגן . 2
.  הביאו לירידה בביטויוSlGA2ox5מוטציות בפרומוטר של הגן . 3
.  SlGA2ox5הגן פרומוטרבמוטנטים השונים של יברלין'וגשונים לאוקסיניםיש תגובה דיפרנציאלית . 4

.אוקסיןבתיווך יצירת איברים על ידי יברלין'גלסיכום התוצאות תומכות בתפקיד מרכזי לפירוק -

יברלין בהתפתחות העלה בעגבנייה'האינטראקציה בין ההורמונים אוקסין וג
נעמי אורי' דב ניר בהנחיית פרופ

מזון וסביבה של האוניברסיטה העברית בירושלים, הפקולטה לחקלאות, סמית. ש רוברט ה"המכון למדעי הצמח וגנטיקה בחקלאות ע

מתבטא בנקודות יציאת איברים לאורך הצמחSlGA2ox4פרומוטר. 2

2איור
חץ:סימון.הרקמהרקעעלירוק/בצהובנראהYFP.בצמחיםYFPביטוישלתמונותמוצגות
הפרומוטרביטוי(A-C).שורששלאיניציאציה'נק–לבןחץ,עלעלשלאיניציאציה'נק-אדום

,ביותרהצעירהעלההואP1שכך,למריסטמהביחסהעלהגילאתמצייןP,העליםבפרימורדיות
P2מצעיריםעליםשלושהקיימיםכלומר.הלאהוכןלפניונוצרP4.mמריסטמהמציין.(D)דפוס

DR5שלדומהביטוילראותניתן.(ישראליאלוןצילום)DR5לאוקסיןהתגובהסמןשלהביטוי
הגודלסמן:מידהקנה.המצוינותברקמותהפרומוטרביטויSlGA2ox4.(E-H)הפרומוטרושל

.F-H1mmובתמונות,200µmמצייןA-Eבתמונות

4איור

(A)פרומוטרשלאיורמוצגהעליונהבשורהSlGA2ox5.המיקויאתמצייניםחץראשיsgRNA

כרצפיםהחשודיםרצפיםשלמיקוםמצייניםאדומיםקווים.CRISPR/Cas9הבמערכת

בפרומוטרהמוטציותואופימיקוםמוצגהתחתונותהשורותבשלוש.(AuxRE)לאוקסיןהמגיבים

,שיעתוקתחילת-כההאפור,הפרומוטררצף-בהיראפור:סימונים.שאופיינוהאלליםבשלושת

.תוספת/המחיקהגודלאתמצייניםהמספרים,תוספת–שחורקו,שנמחקאזור-מקוקואדוםקו

(B)הגןביטויSlGA2ox5הביקורתלגןביחס,3ו1ובאלליםהברבמיןEXP.נאספההרקמה

Picloram.הטיפוליםלאחרשעה (pic)וIAAריכוז.וטבעיתסנטטית,אוקסיןצורותשתיהם

GA:שטופלוההורמונים 100µM,pic 1µM,IAA 200µMכביקורתומים(mock).השגיאהקווי

.קדקודים5לפחותהכילהאחתכלאשר,ביולוגיותחזרות3שלתקןשגיאותמסמנים

.והקשר שלהם בתיווך סיגנל האוקסין בבקרת היצירה והגדילה של העלעלים בשולי עלה העגבנייהSlGA2oxאפיון גנים ממשפחת ה: מטרת המחקר
.SlGA2oxבחינת אזורי בקרה חשובים לביטוי גנים ממשפחת ה . SlGA2ox  .2של גנים ממשפחת ה פרומוטריםאפיון ביטוי . 1: מטרות ספציפיות

3איור
(A-C)עלהעםמריסטמהP4הקונסטרקטשלpSlGA2ox4>>NLS-YFP,הטיפוליםלאחרשעה

הקונסטרקטשלP4עלה(D-F).הרקמהרקעעלבצהובנראהYFP.המצוינים
pSlGA2ox4>>NLS-RFP,48הטיפוליםלאחרשעות.RFPכההרקעעלבהירבאדוםנראה.

.EXPהביקורתלגןביחסהטיפוליםבשלושתRFPהגןביטויA-F:200µm.(G)מידהקנה
,ביולוגיותחזרות3שלתקןשגיאותמסמניםהשגיאהקווי.הטיפוליםלאחרשעהנאספההרקמה

,100µM(GA)יברלין'ג:בטיפוליםההורמוניםריכוז.קדקודים5לפחותהכילהאחתכלאשר
.(mock)כביקורתומים1µאוקסין

1איור
הזרםבמעלהבקרהאזורישיבטתי,SlGA2oxהממשפחתגניםביטוימיקוםאפיוןלצורך

עץ(A).אלהבקרהאזוריבקרתתחתמדווחגןלביטויקונסטרקטיםויצרתיהשעתוקלתחילת
רצפיוהשוואתהעץבניית.וארבידופסיסמעגבנייהGA2OXהחלבוניםמשפחתשלפילוגנטי
Clustalהאינטרנטיהכליידיעלבוצעההחלבוניםשלהאמינוחומצות Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).שובטואדוםבמלבןמסומניםהגניםעבור
השעתוקפקטור.אקטיבציה-הטראנסמערכתשלסכמטיתיאור(B).הביטוילאפיוןבקרהאזורי

.בצמחאחריםרצפיםלאאךOperator((OPהרצףאתספציפיתמכיר,LhG4הסינתטי
בקרתתחתהגןשלספציפיביטוימאפשרתתגובהלקומפעילקוביןהכלאהמכךכתוצאה

הממשפחתגניםשלהפרומוטריםעםמפעיליםקויםיצרתיזובעבודה.שנבחרהפרומוטר
GA2ox(promoter:LhG4).(C)טרנספורמציהשלשוניםבשלביםהנמצאיםהקונסטרקטים
הקונסטרקט-אפור,רקמהמתרביתצמחיםיצאו–ירוק:הבאהמפתחלפיואפיוןלצמחים
.באגרובקטריוםלטרנספורמציהמוכןהקונסטרקט-ואדום,רקמהבתרבית
.ישראליאלוןשלהדוקטורטמעבודתכחלקהוכנוpSlGA2ox4:LhG4צמחי

יברלין'וגלאוקסיןלא מגיב SlGA2ox4פרומוטר. SlGA2ox3של גנים ממשפחת ה פרומוטריםשיבוט . 1

משפיעות  SlGA2ox5מוטציות בפרומוטר . 4
יברלין'וגלאוקסיןהגן ועל התגובה על ביטוי 

קו מפעיל קו תגובה


