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 תקציר

שורשים  פתאובליגטורי התוק יהינה עשב טפיל )spp.) Phelipancheand  Orobanche עלקת:  צגת הבעיהה 

 . והדברתה קשה מאד בטווח רחב של יבולים חקלאיים קשיםלנזקים  גורמת, של צמחים רבים

  .CRISPR/Cas9ח כנת עגבנייה עמידה לטפיל עלקת באמצעות השימוש בטכנולוגיה ותיפ:  מטרת המחקר

מחוברים ביחד   sgRNAs -את שלושת התבנית שתכיל בהכנת  :התמקדנובשנה זו : ושיטות עבודהמהלך 

טרנסגנים, ריבוי  T0לצמחי וסלקציה , סריקה  T5טרנספורמציה לזן העגבנייה  , טרנספורמציה באותה תבנית

בצמחונים מותמרים  CCD8ואנליזה מולקולארית למוטציות בגן המטרה  T1הקווים הטרנסגנים לקבלת צמחי 

-Pבאמצעות התוכנה  ( בגינום העגבנייה Off-targetבדיקת מוטציות לא רצויות )ו ע"י ראקצית חיתוך וריצוף

CRISPR  שהתקבלו בשנה  מוטנטים לעלקת(  11, 5, 2, 1)עגבנייה ההעמידות של קווי . כמו כן נבדקה

 WTנים במיצוי שורשים בהשוואה לצמחי הסטריגולקטו תכולתבקווים אלו נבדקה גם  הראשונה למחקר, 

 .HPLCבאמצעות  טנטיםוובחינת הפרופיל המטבולי הראשוני של הקווים המ LC-MS/MSבאמצעות 

כאשר  מחוברים ביחד באותה תבנית  sgRNAs -כיל את שלושת ההקונסטראקט שהוכן : תוצאות עיקריות

sgRNA1  1אקסון ממוקם על  ,sgRNA2   ו 2ממוקם על אקסון- sgRNA3  במטרה לבצע  6ממוקם על אקסון

של התבנית . נעשתה טרנספורמציה CCD8המטרה  גןנים באקסובשלושה  ותמוטצי

pYLCRISPR:Cas9:sgRNA-1-2-3 מזן ה ילעגבניT5  סריקה עם גן הסלקציה קנאמיציןב. מוטנטיםהלקבלת, 

להמשך  T1הצמחים הטרנסגנים עברו הכלאה עצמית לקבלת דור  . T0קווים טרנסגנים בדור  9התקבלו 

העבודה. להוכחת המוטציה בגן המטרה, נעשתה ראקצית חיתוך וריצוף לפרגמנט שהתקבל )מאמפלפקציה עם 

 sgRNA -הפרגמנטים שהתקבלו מאפלפקציה משני צידי ה .השונים sgRNA -פריימרים ספציפיים משני צידי ה

המוטציות נחתכו  כל. תוצאות החיתוך הראו שבהתאמה( MvaI -ו BccIמי הרסטרקציה )נחתכו באנזי(  3-ו 1)

 -שהוגבר משני צידי ההפרגמנט לעומת זאת  אינדקציה להעדר מוטציה.  WT -ללשני פרגמנטים בדומה 

sgRNA2  נחתך ע"יBsr1  ,בחלק מהקווים התקבל חיתוך שלם בדומה לולפי התוצאות- WT  ובחלק אחר לא

תבנית שהכילה לבדיקת השפעת ה ( להמשך העבודה. 14, 13, 12נבחרו רק שלושה קווים )התקבל חיתוך. 

לא התקבלו מוטציות  .( Off-targetמוטציות לא רצויות )של בוצעה סריקה גנום העגבנייה על  sgRNAsשלושה 

הצמחים היו נמוכים יותר עם הרבה  ,WT -מופע הצמחים המוטנטים היה שונה מצמחי ה לא מתוכננות בגנום.

התקבלה הפחתה  .ובמקרים מסויימים מסת השורשים של הקווים המוטנטים גדלה הסתעפויות של ענפים

בהשוואה  5במיוחד בקוו (  11, 5, 2, 1) מוטנטים בקווים המשמעותית בתכולת הסטריגולקטון )אורבנכול( 

של הטפיל  עלקותהתקבלה ירידה משמעותית במספר המוטנטים הקווים כמו כן באותם ה .WTלביקורת 

של הקווים חומצות האמינו פרופיל נרשמה עלייה מובהקת ב. WTהפונדקאי בהשוואה לביקורת שהתפתחו על 

  בלבד. 5עליה משמעותית בקוו  בשורשים נמצאה. במיוחד בעלים WTבהשוואה ל  המוטנטים
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תמכו בהיפותזת המחקר )התקבלו מוטציות שונות(. בשנה ראשונה, שהתקבלו התוצאות  :מסקנות והמלצות

מחוברים יחדיו לאותה  sgRNAsהכילה שלושה שהוכנה בשנת המחקר השנייה אשר התבנית לעומת זאת 

לא : מחקר תומכות בהיפותיזת ה התבנית לקבלת סינרגיזם להפחתה ברמת ההורמון סטריגולקטון, אינ

בהתאמה.  6אקסון ו 1על אקסון  מיםממוקה sgRNA3 -ו sgRNA1 -ני ההתקבלו מוטציות בגן המטרה מש

באותה תבנית . Cas9הנ"ל או שלא הצליחו להתחבר לאנזים  sgRNA -כנראה לא היה שיעתוק של שני ה

, 12ולכן נבחרו עוד שלושה קווים ) sgRNA2 -התקבלו מוטציות אך ורק מפעילות ה sgRNAsשהכילה שלושה 

 האורבנכול(, תכולת  11, 5, 2, 1)משנה ראשונה של המחקר בקווים המוטנטים  העבודה.( להמשך  14 -ו 13

במיוחד עלקת ם לטפיל יפחתה משמעותית וכתוצאה התקבלו קווים עמיד)סטימולנט להנבטת זרעי הטפיל( 

ה שונה מופע הצמחים המוטנטים היבגנום העגבנייה. (  Off-target)לא התקבלו מוטציות לא רצויות  . 5קוו ב

פרופיל המטבולי הראשוני התקבלה עלייה מובהקת ב. )ננסות וריבוי הסתעפויות של ענפים( WT -מצמחי ה

הוכנה התשתית הדרושה להמשך במיוחד בעלים.  WTבהשוואה ל  של הקווים המוטנטים)חומצות האמינו( 

    המחקר לפי המטרות שהצבנו.

 
 מבוא

( הינה טפיל שורש מוחלט, נטול מערכת פוטוסינטטית ותלוי Orobancheו א .Phelipanche sppהעלקת )

(. העלקת גורמת לנזקים כבדים בארץ ובעולם לשורה ארוכה של גידולים חשובים 6בפונדקאי הנושא אותו )

גישות רבות הוצעו להדברת הטפיל כמו  .והדברתה כרוכה בהוצאות כבדות ובמקרים רבים אינה יעילה כלל

האינטראקציה . ( 6, 1אך יעילותם הייתה חלקית בלבד) ת, גידולים עמידים ואמצעי סניטציההדברה כימית, ביולוגי

המופרש  (7, 13,  14)סטריגולקטון  -ההתחלתית בין הטפיל עלקת לפונדקאי היא סיגנל נביטה כימי ספציפי 

 לנביטתם.בדרך כלל על ידי שורשי הצמחים הפונדקאים המתאימים, הנקלט על ידי זרעי העלקת וגורם 

 Carotenoid Cleavageע"י שני אנזימים חשובים ( 8)במסלול הפירוק של קרטנואידים סטריגולקטונים נוצרים 

Dioxygenases (CCD7 and CCD8). המבוססת על , מוטנטים פותחה טכנולוגיה ליצירת צמחים לאחרונה

 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic  ,קוקסטוסטריפ מערכת החיסון של החיידק

Repeats (CRISPR/Cas9) או לפרק שתפקידה למנוע חדירה DNA מערכת זו  .זר שהצליח לחדור לחיידק

המונחה לחיתוך  Cas9. המערכת מבוססת על נוקלאז (5) באורגנזמים רבים תגם לבצע עריכה גנומיהותאמה 

. באמצעות טכנולוגיה חדשה זו ניתן Single-guide-RNA (sgRNA)באמצעות רצף מוביל  DNAספציפי של 

 CRISPR/Cas9-ימת מערכת של רגנרציה וטרנספורמציה. מערכת היוקהגן לפגוע בגנים צמחיים אם ידוע רצף 

 9, 3, 2)יים( פסיגים )סולניים, מצליבים, דלוע-דוופסיגים )תירס, אורז( -הוכחה כיעילה מאד בצמחים שונים חד

 מסוימיםבמקרים   ,הינה יעילה, פשוטה וזולה CRISPR/Cas9 (3 ,2 ) -במחקרים קודמים הוכח שמערכת ה(. 

זה חוסך את ההכלאות העצמיות . ניתן להגיע למוטציה הומוזיגוטית על שני הכרומוזומים כבר בדור הראשון

טרנסגנים, יש אישור לכך  -יה זו מוגדרים כלאהצמחים המותמרים בטכנולוג ,משך עד מספר דורותישיכולים לה
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אך  רתישאהמוטציה או השלישי בדור השני  ,ובנוסף לזהבישראל. עדה לאישור צמחים מהונדסים )ורצ"מ( ומה

של אלה  הסוגיהעל כל מרכיביו ייעלמו מהצמח המותמר. תכונה זו תפתור את  CRISPR/Cas9הפלסמיד  

בכוונתנו  CRISPR/Cas9 -על בסיס זה ובאמצעות השימוש ב (.2) םטרנסגנייהמתנגדים לשימוש בצמחים 

 שישמש ככנה עמידה לעלקת לזנים מסחריים.  T5בזן העגבנייה  CCD8לערוך שינוי גנטי בגן 

טפילים באמצעות  עלקת היא לפתח כנת עגבנייה עמידה לצמחיה העיקרית של המחקר המטרמטרות המחקר : 

טרנספורמציה של , לעריכה גנומיתהתבניות : הכנת הן מטרות המשנה. CRISPR/Cas9השימוש בטכנולוגיה 

, ריבוי והכלאה עצמית אנליזה מולקולריתבעזרת  לצמחי העגבנייה, וולידציה של המוטציה בגן המטרה התבניות

 נטים המוטקווי בחינת להדבקה בטפיל עלקת.  הצמחים המוטנטיםבדיקת עמידותם של ו של הקווים המוטנטים

 .לעלקת םובדיקת עמידות להרכבה של זני עגבנייה מסחרייםככנות שיראו עמידות גבוהה לעלקת מצרית 

 

 והתוצאות שהתקבלו לתקופת הדו"ח עיקרי הניסויים שבוצעו  

 

לקבלת  pYLCRISPR -מחוברים ביחד ושיבוט בווקטור   sgRNAs -את שלושת התבנית גנטית שתכיל הכנת 

   CCD8מוטציה בגן המטרה 

ובאמצעות האתר   SlCCD8GenBank accession no. (JF831532) Solyc08g062950 על רצף הגן: 

http://CRISPRscan.org תוכננו שלושה :sgRNAs (sgRNA1, sgRNA2 sgRNA3  .) לקבלת תבנית שתכיל

לפלסמיד בנפרד  sgRNAנעשה שיבוט של כל (. 10השיבוט נעשה ע"פ ),  sgRNAs -את שלושת ה

pYLCRISPR (9 ) :תחת הבקרה של פרומוטורים שונים(Arabidopsis U3d, AtU6-1 and AtU6-29 

)איור  pYLCRISPR:Cas9:sgRNA-1-2-3עד לקבלת הפלסמיד  T4 DNA ligaseוליגציות ע"י  PCRבאמצעות 

1A .) ,הפלסמיד לאחר אישור האורינטציה הנכונהpYLCRISPR:Cas9:sgRNA-1-2-3  עבר טרנספורמציה

  . T5ולאחר מכן לעגבנייה מזן(  EHA105לאגרובקטריום )

( במטרה לבחור רק צמחים טרנסגנים. 1Bבאמצעות גן הסלקציה קנאמיצין )איור  T0סריקה לצמחי נעשתה 

. בצמחים  T1ואלה נשתלו בעציצים בחממה טרנסגנית לקבלת זרעים של דור  קווים טרנסגנים 9התקבלו 

  . T1לא אופיינה המוטציה, אפיון המוטציה נעשה ישירות על צמחי דור  T0הטרנסגנים של דור 

 as9:sgRNAC:pYLCRISPR-3-2-1בעגבנייה לאחר טרנספורמציה עם  CCD8בגן המטרה ות המוטציאפיון 

להוכחת התרחשות המוטציה בגן המטרה, נעשתה ראקצית חיתוך וריצוף לפרגמנט שהתקבל )מאמפלפקציה 

 -הפרגמנטים שהתקבלו מאפלפקציה משני צידי ה .השונים sgRNA -עם פריימרים ספציפיים משני צידי ה

sgRNA (1 ( נחתכו באנזימי הרסטרקציה ) 3-וBccI ו- MvaI .)בהתאמה 

 

http://crisprscan.org/
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לקבלת מוטציה בגן  pYLCRISPRהויקטור בתוך  sgRNA -השלושת סכימה המתארת את שיבוט :  1איור 

 וסריקה לקווים טרנסגנים ע"י הגן קנאמיצין  CCD8 המטרה

 (A)  סכימה למיקום שלושת ה- sgRNAs (1 ,2 של הגן  6 -ו 2, 1( על שלושת האקסונים ) 3 -ו )CCD8 

שובט תחת בקרת הפרומוטור  Atu3d  ,sgRNA2שובט תחת בקרת הפרומוטור  sgRNA1המטרה בהתאמה. 

AtU6-1 ו- sgRNA3  שובט תחת בקרת הפרומוטורAtU6-29 הפרגמנט שהכיל את שלושת ה .- sgRNAs 

 . BsaIוהפרומוטורים שלהם שובט באתר הריסטרקציה 

(B) בדור האינטגרציה של הפלסמיד בצמחי העגבנייה  בדיקתT0  פריימרים ם באמצעות לקווים טרנסגיוסריקה

ואלה נשתלו בעציצים בחממה  קווים 9התקבלו  T0בדור (.  NPT-IIספציפיים לגן הסלקציה קנאמיצין )

לא אופיינה המוטציה, אפיון המוטציה  T0. בצמחים הטרנסגנים של דור  T1טרנסגנית לקבלת זרעים של דור 

, מייצג את צמחי זן הבר ללא טרנספורמציה. הקווים הטרנסגנים שעברו T1  .WTנעשה ישירות על צמחי דור 

 (.  L20עד  12Lטרנספורמציה מיוצגים ע"י ) 

אינדקציה להעדר מוטציה. לעומת   WT -תוצאות החיתוך הראו שכל המוטציות נחתכו לשני פרגמנטים בדומה ל

בחלק מהקווים התקבל חיתוך ולפי התוצאות,  Bsr1נחתך ע"י  sgRNA2 -שהוגבר משני צידי ההפרגמנט זאת 

( שבהם לא התקבל חיתוך )אינדקציה  14, 13, 12ובחלק אחר לא התקבל חיתוך. הקווים ) WT -שלם בדומה ל

התקבל  WT -כצפוי בצמחי ה .( 2A)באיור כפי שניתן לראות להתרחשות מוטציה( נבחרו להמשך העבודה. 
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לעומת זאת  150bp (WT + )  -ו 300bpני פרגמנטים בגדלים של חיתוך מלא לתוצר )אין מוטציה( עם ש

 2Bלפי תוצאות הריצוף )איור  (, לא נחתכו ע"י האנזים, אינדקציה להתרחשות מוטציה. 14 -ו 13, 12הקווים )

  .בסיסים או הוספה של בסיס אחד ברצף הבסיסים 3-6( של deletion(, התקבלו מוטציות שונות של חוסרים )

 

 

ע"י והקווים הטרנסגנים  WT( שהתקבל בצמחי  452 bp) PCR -פרופיל החיתוך של תוצר ה( A) : 2 איור

    .1% והפרדת תוצרי החיתוך על גל אגרוז BsrIאנזים חיתוך ב

, )+( ראקצית חיתוך עם האנזים. החצים מסמנים את גודל הפרגמנט  BsrI( ראקצית חיתוך ללא האנזים -)

בקווים sgRNA2 -( שהתקבל משני צידי ה (PCR 452bp -תוצר ההריצוף של  תוצאות(  B) שהתקבל.

הרצף המסומן בצבע תכלת מייצג את שורה עליונה בתרשים,  WT -רצף ה. WTהטרנסגים בהשוואה לביקורת 

מופיע בצד שמאל של  )צבע סגול( ומספר הבסיסים החסרים PAM -הרצף בצהוב מייצג את הו sgRNA -ה

  .התרשים

, רמת הסטריגולקטון ופרופיל עמידות לטפיל עלקתהבדיקת , פינוטיפ: הT1בדור צמחים המוטנטים האפיון 

  WTבהשוואה לצמחי הבקורת  מטבוליטי ראשוני

ימים  42 ,( WTבהשוואה לצמחים לא מוטנטים ) ( L1, L2, L5, L11) מופע הצמחים המוטנטיםבבדיקת 

והגדלה במסת השורשים  ננסות, הרבה הסתעפויות של הענפיםהצמחים המוטנטים הראו מהזריעה, 

לבדיקת העמידות של המוטנטים לטפיל . (3A)תמונה  שהתפתחו באופן נורמלי WT -בהשוואה ל האדוונטיבים

עלקת, שתילים של עגבניות בגיל שבועיים נשתלו בעציצים המכילים אדמה שאולחה מראש בזרעי הטפיל 

ימים מההדבקה בזרעי הטפיל, העציצים נשטפו במים בכדי לספור את פקעיות  55. לאחר  20mg/literבריכוז 

התקבלה ירידה   ( L1, L2, L5, L11) המוטנטיםבקווים והנצרונים של הטפיל שהתתפתחו על הקווים השונים. 

רמת (.  A,B 4 -ו 3Bאיורים: ) 11מלבד קוו  שהתפתחו על קווים אלההעלקות משמעותית במספר 
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בתמצית של ירדה באופן מובהק בקווים המוטנטים בהשוואה לרמה בביקורת סטריגולקטון )אורבנכול( ה

נבדקה השפעת המוטציות על בנוסף לכך , לא זוהה ואובחן אורבנכול בכלל.  5. בקוו ( 4Cהשורשים )איור 

חומצות האמינו  תכולתבעלים ושורשים של עגבנייה.  חומצות אמינו שונות 15שכלל המטבוליטים פרופיל 

 .( 4D)איור  5מלבד בקוו ( עלתה באופן מובהק בעלים אך ללא שינוי בולט בשורשים nmol/gmDwהכללית )

, חומצות האמינו המסועפות, פנילאלנין, אלנין בעוד שרמת 11-ו 5עלו באופן משמעותי בקווים   בעלים

 . הגלוטמאט ירדה

 

 

 (  WTבהשוואה לצמחי הבקורת )ובדיקת עמידותם לטפיל עלקת בעציצים מופע הצמחים המוטנטים  : 3איור 

(A( השוואה בין מופע והתפתחות הצמחים המוטנטים ,)L1, L2, L5, L11  בהשוואה לצמחי הביקורת )WT . 

(B ,) ימים מההדבקה בעלקת בעציצים( בהשוואה  55שהתפתחו על הצמחים המוטנטים )מספר העלקות

  )מסומנים בחץ אדום קצר(. WT לביקורת
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קווי רמת הסטריגולקטון )אורבנכול( והפרופיל המטבולי הראשוני ב לעלקת, ואפיון העמידות הבדיק: 4איור 

 .  WTבהשוואה לביקורת עגבנייה מטונטים 

(A ,) כל עמודה בכל צמח )עציץ(.  מספר העלקות שהתפתחו על קווים מוטנטים בהשוואה לביקורתממוצע

,  WTלעומת הביקורת   5עמיד ההתפתחות העלקת על הקוו ב(, השוואה  B)חזרות.  8מייצגת ממוצע של 

בשורשים של קווי עגבנייה מוטנטים לעומת  %-אורבנכול בת הרמ(,  C. )חצים כחולים מייצגים את העלקות

חומצות האמינו רמת (,  D) דוגמאות. 8 -אוסף של שורשים מממוצע  כאשר כל עמודה מייצגת הביקורת

העמודות מייצגות . WT קווים מוטנטים בהשוואה לביקורת( בעלים ובשורשים בnmol/gmDwהכללית )

 ממוצעים של דוגמאות משורשים ועלים.

 דיון ומסקנות

 לפתח כנת עגבנייה עמידה לטפיל עלקת.  העיקרית למחקר היא מטרה ה

מחוברים יחדיו לאותה תבנית לקבלת  sgRNAsאשר הכילה שלושה נבנתה תבנית בשנת המחקר השנייה 

אינה תומכות בהיפותיזת . תבנית זו לא השיגה את המטרה  וסינרגיזם להפחתה ברמת ההורמון סטריגולקטון

הממוקמים  (sgRNA3 -ו sgRNA1 -ה) guide RNAs -הלא התקבלו מוטציות בגן המטרה משני כי המחקר 

היה שיעתוק יתכן שהסיבה לכך הוא המיקום שלהם על גן המטרה, יתכן שלא בהתאמה.  6ואקסון  1על אקסון 

ראוי לציין שגם בשנת המחקר הראשונה . Cas9הנ"ל או שלא הצליחו להתחבר לאנזים  sgRNA -של שני ה

. (sgRNA3 -ו sgRNA1) guides -עם שני ה שובט בנפרד לתבנית, לא התקבלו מוטציות sgRNAכאשר כל 

ולכן נבחרו עוד  sgRNA2 -התקבלו מוטציות אך ורק מפעילות ה sgRNAsה ת באותה תבנית שהכילה שלוש
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בקווים אלו  .להמשך העבודה( שצורפו לקווים מוטנטים משנה ראשונה  2)איור (  14 -ו 13, 12שלושה קווים )

( 13( או הוספה של בסיס )קוו  14, 12( כמו בקווים ) Deletionמוטציות שונות של החסרה בבסיסים )התקבלו 

ת המחקר בשנCas9 (3 .)כנראה זה נובע מפעילות שונה של האנזים . CCD8ברצף הבסיסים של הגן  

ונבדקה בשנת המחקר הראשונה  אופיינו  וכנושה T1של דור (  11, 5, 2, 1)הקווים המוטנטים  ,השנייה

הצמחים המוטנטים הראו ננסות, ריבוי בהסתעפויות של  הנ"ל,קווים הפינוטיפ' של הבבדיקת עמידותם לעלקת. 

שפגיעה או מוטציה בגן ( 7, 4)שורשים האדוונטיביים. התוצאות שלנו תואמות לדיווחים בספרות בהענפים ו

CCD8 .תופעה דומה נצפתה גם בדיווח מדעי  אחר שבו השתיקו את גן המטרה  תגרום לתופעות שנזכרו לעיל

CCD8 בעגבנייה באמצעות טכנולוגית ה- siRNA (8 .) 

תכולת האורבנכול )סטימולנט להנבטת זרעי הטפיל( פחתה משמעותית וכתוצאה התקבלו קווים עמידם לטפיל 

)פחות סטימולנט, פחות נביטה של זרעי  תוצאה זו עונה על מטרת והיפותזת המחקר.  5עלקת במיוחד בקוו 

 . ( Off-target) כאלהלא התקבלו מוטציות הטפיל(. בסריקת גנום העגבנייה למוטציות לא רצויות, 

לטפיל עלקת נבדקה ונמצא שבעקבות ירידה משמעותים   ( L1, L2, L5, L11)קווים המוטנטים העמידות של ה

שהראה  11של אורבנכול התקבלה ירידה משמעותית במספר העלקות שהתפתחו על קווים אלה מלבד קוו 

 Pro-244אמינית המעגלית  החסרה של החומצה ההיא יתכן שהסיבה לכך  רגישות לעלקת למרות המוטציה.

 .CCD8בון האחראית על קיפול ואקטיבציה של החל

חומצות  15פרופיל המטבוליטים שכלל ( על  L1, L2, L5, L11)בשנה זו נבדקה גם השפעת המוטציות בקווים 

אמינו שונות בעלים ושורשים של עגבנייה. הבדיקה בוצעה במעבדה של רחל אמיר במיגל. לפי התוצאות, 

( עלתה באופן מובהק בעלים אך ללא שינוי בולט בשורשים nmol/gmDwתכולת חומצות האמינו הכללית )

)אספרטאט, מתיוניון, טראונין, העמיד ביותר לעלקת, ח. האמינו שעלו  5בקוו (.  4D)איור  5מלבד בקוו 

)ולין, איזולאוצין ולאוצין(, ח. אמינו מסועפות. כתוצאה קשורות למשפחת האספרטאט. והחומצות הומוסרין(, 

 CCD8אלו עלה סה"כ החומצות האמינו בקו זה. כל אלו מעידים שהמוטציה שהתרחשה ב מהעלייה של כל 

 גרמה לפנוטיפ מטבולי של עקה בשורשים.

תומכות בהיפותיזת ,  sgRNA2 -( שהתקבלו כתוצאה מפעילות ה L1, L2, L5, L11) המוטציות : מסקנות 

התקבלו קווי עגבנייה טרנסגנים עם מוטציות שונות של החסרה ברצף הבסיסים בגן המטרה   המחקר ומטרותיו:

CCD8  המוטציות אושרו ע"י חיתוך באנזים הרסטרקציה ,Bsr1  וריצוף למקטע משני צידי המוטציה וכמו כן לא

בקווים  ותיתתכולת הסטריגולקטון )אורבנכול( ירדה משמעהתקבלו מוטציות לא רצויות בגנום העגבנייה. 

,  WT -מופע הצמחים המוטנטים היה שונה מצמחי ההמוטנטים, אך רמת ח. האמינו עלתה משמעותית בעלים. 

, אנזים מפתיח במסלול יצירת הסטריגולקטון בעגבנייה שהינו אחראי על  CCD8כתוצאה ממוטציות באנזים 

ושורשים  הסתעפויות של ענפים היו נמוכים יותר עם הרבההמוטנטים הצמחים עיצוב והתפתחות הצמח. 

 2, 1למרות הפגיעה במופע הצמחים המוטנטים הם הראו עמידות לטפיל עלקת במיוחד בקווים ). דוונטיבייםא

 הוכנה התשתית הדרושה להמשך המחקר לפי המטרות שהצבנו. (. לאור התוצאות,  5 -ו
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