
WD40 אפיון גן ממשפחת
המעכב את הפצת חומרי הריח 

בפרחי פטוניה
עומר ארז

אלכסנדר ויינשטיין' בהנחיית פרופ
סמית של האוניברסיטה העברית בירושלים. ש רוברט ה''מזון וסביבה ע, הפקולטה לחקלאות, המכון למדעי הצמח וגנטיקה בחקלאות

מבוא
אותם מסלולים  . הייצור וההפצה של חומרי הריח הפנילפרופנואידים מושתת על מספר מסלולים אנזימטיים. הוא צמח מודל המקובל לחקר מסלול הפנילפרופנואידים בכלל וחומרי הריח בפרט( (Petunia x hybridaפטוניה 

הגנים המעטים המבקרים את מסלול  . המחקר של הגנים המבצעים בקרה על אותם מסלולי ביוסינתזה עדיין בעיצומו. בדגש על הגנים שאחראים על הסינתזה של חומרי הריח, נחקרו בהרחבה בשנים האחרונות
מבצעים את תפקידם על ידי יצירת קומפלקס  R2R3-MYBמחקרים קודמים הראו כי חלבוני . חלבון-DNAחלבונים האחראים על אינטרקציות : R2R3-MYBהפנילפרופנואידים שאופיינו עד כה מקודדים לחלבונים ממשפחת 

.עלתה ההשערה כי קיים חלבון רגולטורי דומה גם במסלול הפנילפרופנואידים, המשמש כרגולטור במסלול הביוסינתזה של האנטוציאניניםWD40בעקבות ידע קודם על חלבון ממשפחת . WD40-וbHLHיחד עם חלבוני 

Isotig11689 הוא גן המקודד לחלבון בעל דומייןWD40מטרת מחקר זה היא העמקה של הידע על  . ויינשטיין באופן ראשוני כבקר שלילי על מסלול הפנילפרופנואידים בפרחי הפטוניה' שהתגלה במעבדה של פרופ

Isotig11689 וכן אימות תפקידו כרגולטור שלילי במסלול הביוסינתזה של חומרי הריח, בעזרת איפיון קווים מוטנטים לגן  .

היפותזה
.המבקר את מסלול ייצור והפצת הריח בצמח הפטוניהWD40עלתה ההשערה כי קיים חלבון , במסלולים ביוסינתטיים שוניםWD40יחד עם חלבוני R2R3-MYBבעקבות ידע קודם על פעילות משותפת של חלבוני 

המערכת
Isotig11689מבנה הגן 

בתחתית האיור  . הדומיינים השונים בחלבון מסומנים על ידי חומצות האמינו שתוחמות אותן. Isotig11689מפה סכמטית של החלבון : 1איור 

.CRISPR-Cas9ששימשו לצורך יצירת קווים מוטנטים לגן באמצעות gRNAsמסומנים שני 

CRISPR-Cas9באמצעות Isotig11689-יצירת קווים מוטנטים ל

.Isotig11689תרשים זרימה של תהליך יצירת קווים מוטנטים לגן : 2איור 

נוצרו שלושה קווים מוטנטים הומוזיגוטים

3עד 2כאשר לכל קו מוטנט , בעלי מוטציות שונות

.צמחים

Isotig11689מצטבר על הרשתית האנדופלסמתית
משום כך נעשה  . Isotig11689פרדיקציות ממוחשבות לא הצביעו באופן חד משמעי על מיקום החלבון 

משני  GFP-מאוחה לIsotig11689במעבדה נבנו שני קונסטרקטים של . במחקר זה ניסוי לוקליזציה

יחד עם סמנים לרשתית האנדופלסמתית  N.benthamianaהקונסטרקטים הוחדרו לעלי . קצותיו

.העלים נבחנו תחת מיקרוסקופ קונפוקלי. ולגרעין

 (A-D).המקודדים לחלבונים מאוחים לסמנים פלורוסנטייםקונסטרקטיםשלהם הוחדרו N.benthamianaניסוי לוקליזציה בתאי אפידרמיס של : 5איור 
GFP( E,A. )טרמינלי של החלבוןC-בקצה הGFPבעזרת Isotig11689סימון (E-H). טרמינלי של החלבוןN-בקצה הGFPבעזרת  Isotig11689סימון 

(F,B )CFP(G,C )RFP(H,D )הקונסטרקטים הוחדרו לרקמת העלה באמצעות הדבקה באגרובקטריום. תמונה מאוחדת  .

.של הרצף המקודד בגן' 5לשני איזורים שונים בקצה gRNAsתכנון שני 

והחדרה של הפלסמיד באמצעות הדבקה  , TRV2לפלסמיד ויראלי gRNAשיבוט של כל 

טרנסגני המבטא את החלבון  W115כל מקטע הוחדר בנפרד לצמח פטוניה . באגרובקטריום

.Cas9

.Cas9אינקובציה של המקטע עם אנזים רסטריקציה בעל אתר הכרה לאיזור החיתוך של 

.Isotig11689של ' 5של מקטע בקצה PCR-והגברה ב, גנומי מן הצמחיםDNAהפקת 

.רגנרציה של צמחים מן הרקמה המודבקת בתרבית רקמה

?האם המקטע נחתך

.המקטע לא נחתך.המקטע נחתך

הצמח לא עבר עריכה 
.גנומית

הצמח כנראה עבר עריכה 

המקטע נשלח  . גנומית
.לריצוף

המשך גידול של הצמח 

לצורך האבקה עצמית  

מן הזרעים . ואיסוף זרעים

הונבט דור חדש של  
.צמחים

מראים עלייה בייצור ובהפצה  Isotig11689מוטנטים לגן 

של חומרי הריח

השוואה של ממוצעי חומרי הריח הנדיפים בעלי הכותרת של הקווים המוטנטים במיקרוגרם לכל גרם רקמה טרי בהשוואה לקבוצת  ( A: )3איור 

שעות במיקרוגרם בקווים המוטנטים לעומת קבוצת  24השוואה של ממוצעי חומרי הריח הנדיפים שנפלטו מכל פרח במשך ( B. )הביקורת

נעשתה על מנת לאסוף את headspaceאנליזת . מיצוי של רקמת עלי הכותרת נעשה על מנת לאסוף את חומרי הריח האגורים ברקמה.הביקורת

.GC-MSכימות וזיהוי של חומרי הריח שהתקבלו בכל אחת מן השיטות הללו התבצע באמצעות אנליזת . חומרי הריח הנפלטים מן הרקמה

משמעותי לתפקוד החלבון בבקרה על ייצור RINGדומיין 

של חומרי ריח
בצמחים מוטנטים לגן הביא לירידה בכמות חומרי הריח האגורים בעלי  Isotig11689ביטוי ביתר של 

הכותרת בהשוואה לעלי כותרת באותם הצמחים שלהם הוחדר קונסטרקט המבטא את גן הביקורת  
DsRed .ביטוי ביתר של , לעומת זאתIsotig11689 המכיל דומייןRINGלא השפיע על  , שעבר מוטגנזה

.כמות חומרי הריח האגורים בעלי הכותרת

מחקרים קודמים הראו כי חומצת האמינו  . בסריןבוצעה באמצעות החלפה של חומצת האמינו ציסטאין RINGמוטציה נקודתית בדומיין ( A: )4איור 

בעל דומיין  Isotig11689חומרי הריח האגורים ברקמות עלי הכותרת בצמחים המבטאים ביתר ( B. )שהוחלפה הכרחית לפעילות תקינה של הדומיין

RING מוטנט לעומת צמחים המבטאים ביתרIsotig11689וצמחים המבטאים את החלבון , תקיןDsRed.
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מסקנות

•Isotig11689 הוא גן המקודד לחלבוןWD40  בעל השפעה שלילית על ההפצה

. והסינתזה של חומרי הריח בפרחי פטוניה

חשיבות בתפקוד החלבון בבקרה על ייצור חומרי הריח בעלי  RINGלדומיין •

.  הכותרת

•Isotig11689מצטבר על הרשתית האנדופלסמתית.
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