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 תקציר

פסיגי אטרקטיבי בשוק הפרחים העולמי, אך כמו מרבית המינים של נץ -נץ חלב דוביום הינו גיאופיט חד

עמידות טבעית לוירוס  הלא ידוענכון להיום (. OrMVהחלב רגיש מאד לוירוס המוזאיקה של נץ החלב )

 הדבקה מוקדמת עם ע"י OrMV -ה מפני וירוס צמחי נץ חלבגן על לההינה בנץ החלב. מטרת המחקר 

OrMV  השל גנום האת במלואו לרצף  הצלחנומוחלש שישובט ויהונדס במעבדה. בשנה הראשונה- 

OrMV .בשנה השנייה היה צורך לחבר את מקטעי הוירוס ששובטו לקלון שלם על מנת לקבל  הישראלי

שלו   cDNA-. למרות רעילותו של הרצף הויראלי המלא המונעת ריבוי הOrMVקלון אינפקטיבי של 

בחיידקים, הצלחנו לשבטו במלואו תחת פרומוטר המאפשר שעתוק במבחנה או שעתוק בצמח. נסיונות 

הדבקה של צמחי נץ חלב בקלונים המלאים לא צלחו כנראה עקב בעיה בטכניקת ההדבקה בצמחים 

שבידנו,  אנו מקווים לשפר את טכניקת ההדבקה ולהוכיח את אינפקטיביות הקלון שלישית. בשנה האלו

 . ולאחר מכן להחלישו במטרה שישמש להגנה הדדית על צמחי נץ חלב

 מבוא, הבעיה ומטרות המחקר

הפך בשנים האחרונות למרכיב חשוב בסל פרחי הינו צמח בצל חד פסיגי ש( Ornithogalumנץ חלב  )

של נץ  הוכנס לשוק ע"י מגדלים ישראליים מין חדש 1993החל משנת הבצל והפקעת בשוק העולמי. 

,  הפרחים ממין זה שמקורו הבוטני בדרום אפריקהכתומים. -בעל צבעי פרח צהובים O. dubium ,החלב 

בשנים האחרונות חלה ירידה הדרגתית בכמות  .התקבלו בצורה חיובית ע"י השוק ופדו מחירים גבוהים

צאה ממחלת ובאיכות הפרחים ששווקה. הסיבה המרכזית לכך הינה ניוון חומר הריבוי היקר כתו

המוזאיקה של נץ החלב לה רגישים ביותר הזנים המסחריים הקיימים של נץ החלב. המחלה הנגרמת על 

הגורמת להופעת סימפטומים  [20]( מקבוצת הפוטיוירוסים OrMVידי וירוס המוזאיקה של נץ החלב )

, 5]בצורת כתמים בהירים על העלים, כתמים ירוקים כהים או בהירים על הגבעול ולעיוות ונינוס הפרחים 

, גורם לניוונו ועקב כך נאלצים המגדלים להחליף את  [4]תר הוירוס בבצל . בסיום הגידול השנתי נו[26

חומר הריבוי כמעט כל שנתיים בגלל הירידה הדרסטית באיכות הפרחים המתפתחים מבצלים נגועים. 

נכון להיום לא קיים פתרון לבעיה זו וזאת מכיוון שלא ידועה עמידות טבעית לוירוס בנץ החלב וכן 

בנוסף, . [22]תרפיה ליצירת חומר ריבוי נקי מוירוסים לא צלחו כדוגמת תרמו תששיטות קונבנציונאליו

יצירת צמחי נץ חלב טרנסגנים עמידים לוירוס הינו תהליך איטי במיוחד ועדיין בעייתי מבחינה מסחרית. 

זוהה, בודד  OrMV. הגזע הישראלי של [5, 3]בודד ואופיין לראשונה בדרום אפריקה  OrMV -וירוס ה

 . [26]ונוקה במעבדתנו 

-crossאחת האלטרנטיבות להקניית עמידות לוירוס שלא ע"י טרנספורמציה הינה הגנה צולבת )

protection הגנה צולבת הינה הגנה מושרית המתפתחת בצמחים כנגד וירוסים כתוצאה מהדבקה .)

מוקדמת של צמח עם וירוס "מגן" מוחלש שמונעת הדבקה נוספת על ידי וירוס "מאתגר" אלים מגזע זהה 

. [25]בישראל, שיטת ההגנה צולבת מאושרת ומיושמת כדי להגן על יבולי דלועיים  .[17, 14]קרוב או 

( על ידי שינוי יחיד במוטיב ZYMVבעבר התגלה  שניתן להחליש את פוטיוירוס המוזאיקה של הקישוא )

(. הוירוס המוחלש מתרבה בצמח אך לא גורם FRNK->FINK ,[7]הויראלי ) HC-Proשמור ביותר בחלבון 

 PTGS-. ממצא זה עומד בהתאמה עם ממצאים עדכניים המציעים שמנגנון ה[7]ל לנזק משמעותי ליבו
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דבר הפוגע  HC-Pro)השתקה לאחר שעתוק( האנטי ויראלי של הצמח מדוכא על ידי החלבון הפוטיויראלי 

שהוירוס היחידי, עד כה,  ן. מכיוו[23, 13, 12]מחלה ולהופעת סימפטומי  תבהתפתחותו הנורמאלי

, סביר להניח שניתן יהיה גם כן [26, 5, 3]( שייך לקבוצת הפוטיוירוסים OrMVהגורם לנזק בנץ חלב )

שיפגעו חלקית ביכולת דיכוי מנגנון  HC-Proון להחלישו  על ידי החדרת מוטאציות בגן המקודד לחלב

ההגנה האנטי ויראלי ויגרמו להחלשת הוירוס. לאחר מכן ניתן יהיה להשתמש בוירוס המוחלש כדי 

גנום האת במלואו לשבט ולרצף  הצלחנובשנה הראשונה להקנות הגנה צולבת מפני וירוס הבר האלים. 

 :שנה השניה  היומטרות המחקר בלאור זאת  הישראלי. OrMV-השל 

 במלואו בפלסמיד יחיד. OrMV -שיבוט ה .1

 RNA-הדבקה ב על מנת לאפשר, T7תחת בקרה של הפרומוטור   OrMVהקלון המלא של  הינדוס .2

 ויראלי. cDNA-ב ת צמחיםהדבקעל מנת לאפשר , 35Sתחת הבקרה של הפרומוטור וויראלי, 

 .OrMV -בחינת השיטה המיטבית להדבקת צמחי נץ חלב ב .3

 ינת אינפקטיביות הקלונים המלאים בצמחי נץ חלב.בח .4

 עיקרי הניסויים

 במלואו בפלסמיד יחיד OrMV -שיבוט ה

המצוי תחת  בפלסמיד מלא, יש להרכיב שבט OrMVעל מנת להנדס שבט אינפקטיבי של 

 -הרצף בשנה הראשונה קבענו את . רנ"א ויראלי שיתרבה בצמחים-פרומוטר שיאפשר את שיעתוקו ל

OrMV באורכים שנעו בין מלא על בסיס מספר שבטים חלקיים של הוירוס הbp 1000-2200.  על מנת

. RT-PCRלקבל שבט מלא ניסינו בתחילה להגביר את גנום הוירוס השלם מרנ"א ויראלי בעזרת 

 :(1)איור  בשני חלקים גנום הוירוס השלםאת ניסיונות אלו לא צלחו. לשמחתינו, הצלחנו להגביר 

 MluI -' ו5-בקצה ה NotI, המכיל אתר bp 4440 באורך  שבט -של הוירוס  '5 -החצי ה .1

 '.3-בקצה ה

 MluI -' ו3-בקצה ה ApaI, המכיל אתר  bp 5000באורך  שבט -' של הוירוס 3 -החצי ה .2

                                                                                                                                                                                                                                                                                   '5-בקצה ה

הפלסמיד  טרנספורמציה שלו pGreenואולם לאחר ליגציה של שני חלקים הנ"ל  לפלסמיד הבינארי 

 bp 2000-כבעל חסר של  למשך לילה, התקבל שבט  ºC 37 -וגידולם ב DH5לחיידקים מהזן 

האזור שבטים החסרים הראו כי של ה PCRוירוס הבר )תוצאות לא מוצגות(. אנליזת לעומת גודלו של 

יים בוירוסים צמחשנמצאו בעבר  CIולקצה האמיני של חלבון  P3החסר הוא האזור המקודד לחלבון 

מהמצאות פרומוטורים נסתרים על כנראה . רעילות זו נובעת E. coli [10 ,11]חיידקי כגורם רעילות ב

נערכו זו  . על מנת לפתור בעיה[11]הויראלי המשופעלים באופן אקראי בחיידק cDNA -ה

 :טרנספורמציות בתנאים שונים של השבט לאחר ליגציה

 שעות. 24למשך  ºC 37, גידול  DH5לחיידקי  טרנספורמציה .1

 שעות. 48למשך  ºC 26, גידול  DH5לחיידקי  טרנספורמציה .2

 שעות. 24למשך  ºC 37, גידול  Ecos9לחיידקי  טרנספורמציה .3

 שעות. 48למשך  ºC 26, גידול  Ecos9לחיידקי  טרנספורמציה .4
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רק בתנאים המצוינים בסעיף לבסוף קבל הת  bp (pGr-OrMV) 9500 בגודל צפוי שלקלון מלא   

, כלומר הפלסמיד המכיל את הרצף המלא התקבל לאחר טרנספורמציה (2)איור  לעיל 4

 PCRעל ידי  חדר נעשה. וידוא של נוכחות ונכונות רצף המ26ºcבטמפ' של  , שגודלו Ecos9לחיידקי

  .OrMVכי מצוי בידנו השבט המלא של חוזר שהוכיח ריצוף ו

 תחת פרומוטר וטרמינטור כדי לאפשר את שיעתוקו במבחנה ובצמח OrMV -שיבוטו ה

המקנה ביטוי רציף בצמח  CaMVשל   35S, נמצא כי הוספת הפרומוטור 90-בתחילת שנות ה

 PPV [15] הצמחי שלושל הקלון הויראלי  BMV [16] שלהצמחי  במעלה הזרם של הקלון הויראלי

ניתן להדביק את הצמח בפלסמיד שלם בנוסף, הדבקה מכאנית.  משפר בהרבה את יעילותה של

על מנת לשבט את שאינם יציבים.  RNAיציב, ללא צורך בעבודה עם תעתיקי דנ"א שהינו במצב של 

בר על ידי הוג   35S-הויראלי השלם. הדנ"א המקודד ל cDNA-במעלה הזרם ל 35Sהפרומוטור 

PCR מהפלסמיד pCambia-1302   את אתרי ריסטרקציה כך שיכלולNotI ו-SwaI וה5 -בקצה ה '-

ונחתך עם אנזימי ההגבלה   pGEM-T easyשובט לפלסמיד המוגבר ' בהתאמה. התוצר 3

NotI+SwaI במקביל, הפלסמיד .pGr-OrMV  ( נחתך ב2)איור- NotI + SwaI  מיד במעלה המצויים

, בדיקה ECOS9החתוך. לאחר טרנספורמציה לחיידקי  35S-ועבר ליגציה ל, OrMV-הרצף ל הזרם

ואנזימי הגבלה איששה את הימצאות הרצף המושלם  PCRעל ידי  pGr-OrMV -ב של המחדר המצוי

 (.3)איור  pGr-35S-OrMV-Bכך שנתקבל השבט  מיד במעלה הזרם  35Sשל הוירוס + פרומוטור 

 OrMV -בחינת השיטה המיטבית להדבקת צמחי נץ חלב ב

המטרה העיקרית של המחקר הינה להנדס שבט ויראלי אינפקטיבי מוחלש בפלסמיד כדי כיוון ש

קימות  חשוב היה לקבוע איזו שיטה, ממגוון השיטות השישמש להדבקת צמחי נץ חלב והגנה עליהם, 

. ערכנו OrMV -ב O. dubiumלאילוח צמחים בוירוסים, הינה השיטה היעילה ביותר לאילוח צמחי 

 הדבקה עם כנימות, וירי של כתש מצמח נגועואו   נות הדבקה בשלוש שיטות: הדבקה מכאניתניסיו

לאחר כל ניסוי הדבקה נבחנו בעין הסימפטומים . OrMV -שהינה הדרך הטיבעית שבה מועבר ה

מראים סימני מחלה קשים הכוללים מוזאיקה  OrMVלהדבקה בוירוס: צמחי נץ חלב שהודבקו בוירוס 

עם נוגדן ספציפי נגד   ELISAבבדיקת  נבחנה ההדבקהבנוסף,  ימים לאחר ההדבקה 20-30והצהבה 

 O. dubiumהבריאים שהודבקו מכאנית מצמחי  O. dubiumכמחצית מצמחי  .OrMVחלבון המעטפת של 

לעומת  נגועים, הראו סימפטומים של מוזאיקה על עלים חדשים לאחר שלושה עד ארבעה שבועות.

הדבקה של צמחי נץ חלב בריאים לא הודבק לאחר ירי של חלקיקי וירוס.  O. dubiumזאת אף צמח של 

על ידי כנימות שרכשו את הוירוס מצמחי נץ חלב נגועים הביאה להדבקת כמחצית בצורה טבעית 

 (. 1)טבלה   OrMVהצמחים בוירוס 

 בצמחי נץ חלב  pGr-OrMV -ו pGr-35S-OrMV-B בחינת אינפקטיביות הקלונים 

על סמך השבט  RNA in vitroיצירת תעתיקי  נההישבט ויראלי הישירה לבחינת אינפקטיביות  השיטה

על ידי  OrMVשל  5', במעלה הזרם לקצה T7ף פרומוטור ויראלי, הוס RNAעל מנת לקבל  .[1]השלם 

 PCR הקלון השלם עלpG-rOrMV ה . תוצרתוך שימוש בתחל המכיל את רצף הפרומוטור- PCR 

על  שהתקבלו הודבקו  םתעתיקיה. ויראלי במבחנה RNAהיווה את התבנית ליצירת תעתיקי שהתקבל 

A 
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וירוס ה. נוכחות RNAמצופים  Tungstanלקיקי חשל  הן בהדבקה מכאנית והן בירי O. dubiumצמחי 

זיהוי ו סימפטומים, חיפוש ויריונים במיקרוסקופ אלקטרונים על ידי בחינתנבחנה המודבקים בצמחים 

סה"כ הודבקו   . western immunobloting -ו  ELISAחלבון המעטפת באמצעות שיטות סרולוגיות 

  .הצמחים הראתה שהצמחים לא הודבקו . אנליזה שלבירי  12-באופן מכאני וצמחים  12

שבו גנום הוירוס  pGr-35S-OrMV-Bהשבט המלא  בשלב הבא בחנו את האינפקטיביות של 

שיטת הירי ללא . גם כאן בצענו נסיונות הדבקה באופן מיכני  וב35Sנמצא תחת בקרת פרומוטר צמחי 

כמשפר באופן  [10, 9]בעבר  אנמצדנ"א  ויראלי.  ירי דנ"אמצופים ב Tungstanואקום של חלקיקי 

. הצמחים ששימשו לעומת שפשוף מיכני יעילות ההדבקה של קלון אינפקטיבי המצוי בפלסמידאת  ניכר

מ"מ וצמחים מבוגרים  2-צעירים בעלי עלים ברוחב של כ O. dubiumבניסיונות ההדבקה היו צמחי 

של דנ"א פלסמידי  µg 27.2 -צמחים מכאנית בכ15  -כ ס"מ. הודבקו 1-ל כיותר, בעלי רוחב עלים ש

כשליש נורו פעם אחת, כשליש פעמיים, וכשליש משני צידי העלה , צמחים בירי 86 -כ הודבקווכן  לעלה

גם במקרה הנ"ל אנליזה של הצמחים  ס"מ. 1-של דנ"א ממרחק של כ 0.35µgבכל ירייה נורה  –

 דבקה.נתקבלה הלא  הראתה כי

 דיון

האלים תוך שימוש בהגנה  OrMV -מטרת מחקר זה הינה להגן על צמחי נץ חלב נגועים מפני וירוס ה

אינפקטיבי מוחלש שיהונדס במעבדה. בסוף שנת המחקר הראשונה היה  OrMVצולבת על ידי שבט 

את  היה שניקבע על בסיס שבטים חלקיים של הוירוס. לאור ז OrMV  -בידנו הרצף המלא של גנום ה

על מנת שניתן יהיה לשעתקו במלואו ולבחון את האינפקטיביות צורך לשבט את הוירוס השלם לפלסמיד 

להדבקת צמחי נץ חלב. בתחילה נתקלנו בבעיות של שאמור לשמש וירוס "מגן" ל תהכרחי כונה, תשלו

המכיל שבט ויראלי רעילות הדנ"א הויראלי בחיידקים. עבודות רבות שכללו ניסיונות גידול של פלסמיד 

רעילות זאת נגרמת על . [2]של רעילות המחדר הויראלי לחיידק דומה מלא בחיידקים, נתקלו בתופעה 

. [6]ידי פרומוטורים נסתרים על הרצף הויראלי, הגורמים לביטוי אקראי של חלבונים טוקסים לחיידק 

כתגובה החיידק "זורק" חלק מהשבט, או גורם לשינויים ברצף על מנת שיוכל להתרבות. נסקרו מקרים 

או   E. Coli, החלפת קו החיידקים [24, 11]רבים בנושא והוצעו פתרונות שונים: הכנסת אינטרון לרצף 

קת הקלון , חלו[18]ישירות מתוצר הליגציה ללא ריבוי בחיידקים  RNAסוג הפלסמיד, קבלת תעתיקי 

 RT-PCR, [10]וקטורים והדבקת הצמח בתוצר הליגציה של שניהם לקבלת וירוס שלם בצמח -לשני סב

מצאנו כי שימוש בקו החיידקים  במקרה שלנו. [21]מלא על כל הוירוס ותעתיק של האמפליקון ישירות 

Ecos9   26שגדלו בטמפ' שלºC  איפשר קבלת שבט ויראלי ומנע את ביטוי החלבונים הרעילים לחיידק

. עם זאת, לא נוכל לשלול את (pGr-OrMV)ף המקורי , שנמצא דומה מאוד לרצOrMVמלא של 

העובדה שיתכן ורצף זה מכיל מוטציות נקודתיות שעלולות להשפיע על אינפקטיביות הוירוס. מצב כזה 

פורסם כי  1997, אולם רק בשנת [19] 1989שרוצף במלואו בשנת  Potato virus Y (PVY)נמצא עבור 

. הסיבה לקושי שבקבלת שבט [10]הצליחו לשבט שבט מלא לפלסמיד, ולהדביק צמחים באמצעותו 

 CPהיתה המצאות פרומוטורים נסתרים על הרצף הויראלי באזור חלבון  PVYמדביק בפלסמיד של 

הצלחנו לאור פתרון בעיית הרעילות . [6]ים מהגנום שגרמו לשינויים ברצף הגנום ולהחסרות של מקטע
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דבר החיוני (pGr-35S-OrMV-B) להנדס שבט של הוירוס השלם המצוי תחת בקרת פרומוטר צמחי גם 

 .יעיל בדרך ליצירת שבט אינפקטיבי

דנ"א קושי בהדבקתו ב צפוי שיהיה, ולכן בעל קוטיקולה עבה צמח נץ החלב הינו צמח בשרני

לוודא  כדי ניסיונות הדבקה בשיטות שונותלשם כך ערכנו  .רכים יותר לעומת צמחים בעלי עלים ויראלי

. מתוך השוואה בין שתי שיטות O. dubium צמחימהי השיטה היעילה ביותר בה ניתן להדביק  

: מכאנית  וירי נמצא כי הדבקה מכאנית היא השיטה היעילה ביותר להדבקת צמחי מקובלות הדבקה

O. dubium  קי וירוס הבר. על סמך הממצאים הללו בחרנו לבחון את בחלקילפחות שמדובר

באמצעות הדבקה מכאנית. בנוסף, ערכנו  pGr-35S-OrMV-B -ו pGr-OrMVאינפקטיביות השבטים 

הצליחה להדביק גם במקרים בהם הדבקה , [10, 8]ניסיונות הדבקה בשיטת ירי, אשר על פי גם 

נכון לדיווח זה לא קיבלנו הדבקה באף אחד מן ואולם .  (Jakab et al., 1997)  מיכנית נכשלה

 השבטים. 

( ייתכן כי יעילות ההדבקה נמוכה מאוד 1ישנן מספר סיבות אפשריות לכך שלא נצפתה הדבקה: 

עבה הולא נצפתה במהלך הניסויים שנערכו עד עתה גם בגלל מבנה העלה הבשרני בעל קוטיקולה 

 זה קיימים כי באזורקיימת אפשרות קבע על סמך תחל דג'נרטיבי נ '5קצה מכיוון ש( 2  ;של נץ חלב 

 Boyer and Haenni, 1994 (3);) ויראלי אינפקטיביות שבטשפיע על לה ים כאלו יכוליםחסר חסרים.

וכולל  לרצף הבר 100% -אינו הומולוגי ב המשובטייתכן כי הרצף עקב הרעילות שנתקלנו בה, 

 .השבט שבידנו ות המונעות את אינפקטיביותמוטצי

על מנת לקבל קלון אינפקטיבי, שניתן יהיה לערוך עליו מוטציות לשם החלשה, ישנם מספר 

 מהלכים להמשך המחקר: 

לא נצפתה הדבקה עקב יעילות נסיונות הדבקה מסיבים יותר על מנת לשלול את האפשרות ש  .1

חים צעירים שטרם נשתמש בצמבנסיונות אלו  הדבקה נמוכה במהלך הניסויים שנערכו עד כה. 

 התעבו וגודלו בתרבית ריקמה  מה שצפוי להקל את  חדירת הקוטיקולה באופן מכני או בירי.

, לשם קבלת הומולוגיה RACEהלא מקודד בעזרת תהליך  '5-מציאת הרצף המלא של הקצה ה .2

מלאה של כל הרצף הויראלי לשבט המהונדס. השלמת נוקלאוטידים חסרים באזור זה יכולה 

 את הפתרון לחוסר יכולת ההדבקה.להוות 

החלפת מקטעים לאורך הרצף הויראלי, שיתקבלו על ידי עבודה עם אנזימים בעלי יכולת גבוהה  .3

 של פולימריזציה ללא טעויות במטרה לתקן מוטציות אם קיימות. 

ם אנו מקווים שנצליח לייצר קלון אינפקטיבי בשנה הקרובה. הצלחה כזו תאפשר לנו להשיג במהירות ג

  את שאר מטרות המחקר
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 איורים וטבלאות 

M (bp) 5’ 3’

5000

2500
 

בסיסים  5000-ו 4440' הינו  3 -' וה5-ה תוצרים. הגודל הצפוי ל OrMV-של וירוס ה  cDNA -.  תוצרי הגברת ה1איור 

 בהתאמה.  

pGreenII-OrMV

12737 bp

OrMV

NPTI3' UTR

5' UTR

MluI (6819 )

NotI (24 32)

SwaI (24 42)

ApaI (119 48)

NcoI (3265)

NcoI (10876 )

NdeI (3100)

NdeI (6980)

NdeI (10325)

PstI (2782)

PstI (7081)

PstI (7743)

PstI (10659 )

 
 

בין שני חלקי  MluIהויראלי צבוע כתום. אתר הליגציה   cDNA-. הpGr-OrMVהצגה סכמטית של השבט המלא  . 2איור 
, ואתרי החיתוך באנזימי הגבלה, שבהם נעשה שימוש לשם וידוא ApaI, NotIלפלסמיד  הוירוס, אתרי הליגציה

 נכונות הרצף ושלמותו, מצויינים.

pGr-35S-OrMV-BpGr-35S-OrMV-B

 
פרומוטור דנ"א המקודד ל שלליגציה השבט נוצר על ידי  .pGr-35S-OrMV-Bהצגה סכמטית של השבט המלא . 3איור 
35S לפלסמידpGr-OrMV  באתרים NotI, SwaI. אתרי החיתוך של אנזימי הגבלה בהם נעשה שימוש לשם  מצוינים גם

 וידוא נכונות הרצף ושלמותו. 
 

 .וירוס ברב נץ חלב סיכום תוצאות הדבקת צמחי. 1טבלה 
 אחוזי הדבקה מס' צמחים שהודבקו מס' צמחים בניסוי שיטת ההדבקה

 55% 5 9 הדבקה מכאנית

 48% 12 25 הדבקה עם כנימות

 0 0 15 ירי


