מבוא:

זרעי צמחים הנם ייחודיים בטבע מבחינת תכולת המים הנמוכה שלהם. תכונה זו מאפשרת להם לשמור על ויאביליות למשך זמן ארוך במיוחד (מאות ואפילו אלפי שנים). וברגע שתנאי הסביבה מתאימים לגידול, מופעל מנגנון הנביטה.

במעבדה זו השתמשנו בזרעי שעורה השייכת לקבוצת מכוסי הזרע החד פסיגיים. 

מבנה:- 1) קליפת הזרע.

2) אנדוספרם- רקמת תאים מתים המכילים חומרי תשמורת(בעיקר עמילן) ומקיפה את העובר מסביב. ואוגרת בתוכה את המזון הדרוש להתפתחות העובר.

3) רקמת האלורון- מצויה מתחת לקליפת הזרע ועוטפת את האנדוספרם. אלו הם תאים חיים, חסרי וקואולות ועשירים בוזיקולות מלאות חלבונים ושומנים. תפקיד הרקמה הוא לסנטז ולשחרר אנזימים הידרוליטים.

4) העובר- מחובר לאנדוספרם ע"י שכבת תאים הנקראת סקוטולום. מורכב מקודקוד צמיחה הנמצא מתחת לחותלת ומשורשון.

עם התחלת הנביטה הזרע הופך ממצב של תרדמה למצב של פעילות גבוהה. הזרע היבש מכיל פחות מ10%- מים והא דחוס בחומרים כמו עמילן וחלבונים אשר מצטיינים בכשר התפיחה שלהם ותורמים לכשר ספיגת המים (ובאמת השלב הראשון הוא ספיגה פיזיקלית של מים).כתוצאה מהתפיחה בוקעת קליפת הזרע ואנזימי הנשימה והעיכול מופעלים.

על הפעלתו של מנגנון הנביטה אחראי ההורמון חומצה ג'יברילינית. הורמון זה מיוצר בעובר ו בCOLEOPTILE ועובר לאנדוספרם. מהאנדוספרם ההורמון עובר בצורה דיפוזית אל רקמת האלאורון ושם הוא משפעל DNA  אשר מקודד לאנזימים אשר אחראים על פרוק חומרי התשמורת. אנזימים אלו נקראים עמילזות והם מתחלקים לשני סוגים:

1) עמילז α- אנזים זה איננו נמצא בזרע בזמן תרדמה אלה עובר אינדוקצה ב אלוארון של ידי החומצה הג'ברלינית אשר משפעלת את ה DNA  הנ"ל. אנזים זה נודד לאנדוספרם ושם מפרק עמילן לאולגי-סכרידים על ידי פרוק קשרים אינטרהמולקולרים (אנדונוקלאז).הוא מפרק את הקשר 1-4 α באמצע השרשרת הסוכרית .

2) עמילז β- אנזים זה נמצא באנדוספרם בזמן תרדמת הזרע אולם נימצא במצב אינאקטיבי. הגעת החומצה הג'ברילינית לאלוירון גורמת לאינדוקציה של DNA אשר מקודד לסרין פפטידאז. אנזים זה מגיע לאנדוספרם וע"יי זירחון מבצע אקטיבציה לעמילז β עמילז זה מפרק עמילן לדי-סכרידים (מלטוזות) בקשרי β 1-6  פרוק זה הוא של קשרים אינטרמולקולרים ולכן עמילז β זקוק לעמילז α שיתחיל לפרק את העמילן בכדי שיהיו לו קצוות של מולקולות לפרוק.

פעילות האנזים מוגדרת ככמות הסובסטרט המפורקת או ככמות התוצר הנוצר על ידי האנזים בזמן מוגדר. פעילות העמילז מבוטאת כפונקציה של ריכוז העמילן בזמנים שונים. פעילות האנזים הולכת וגדלה עד למצב שבו האנזים מגיע לרוויה הנובעת בפרוק של כל העמילן. בניסוים בוצעו ראקציות בין העמילזות לעמילן כאשר לצורך הפסקת התהליך בזמן הוספנו את החומר I-KI. חומר זה בנוסף על עצירת התהליך יוצר קומפלקס עם העמילן ליצירת צבע סגול וניתן למודד את עוצמת הצבע ע"י בדיקה בספקטרופוטומטר באורך גל nm 620 שיטה זו תהיה מדד לכמות העמילן שפורק עד לעצירת הראקציה ולכן תיתן אינדיקציה לריכוז העמילזות.
גיל הנבט- ככל שגיל הנבט גדול יותר פעילות האנזים גבוהה יותר עד לשלב שבו הצמח מתחיל לעשות פוטוסנטזה ואינו זקוק עוד לחומרי התשמורת האנדוגניים. על פי הספרות פעילות האנזים הנה מקס' ביום השלישי.

ניסוי 1 :-

מטרה:- בדיקת פעילות העמילז כפונקציה של זמן האינקובציה עם עמילן וקביעת תקופת האינקובציה המתאימה לביצוע שאר חלקי הניסוי.

שיטה:- מיצינו אנזים מ- 10 זירעי שעורה שהגיבו עם עמילן ופרקו אותו כאשר החומר I-KI שימש לעצירת התגובה בזמנים שונים. חומר זה יוצר קומפלקס עם עמילן ומונע את פירוקו. צבע הקומפלקס סגול. את פעילות האנזים קבענו על פי כמות העמילן שנמדדה בספקטרופוטומטר באורך גל 620.

תוצאות:
זמן בשניות
                O.D.
ממוצע O.D.
ΔO.D.


.1 O.D
O.D.2



0
0.845
0.843
0.844
0

30
0.630
0.668
0.649
0.195

60
0.350
0.295
0.3225
0.5215

90
0.117
0.156
0.1365
0.707
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תצוגה גרפית:

דיון בתוצאות:- הגרף הציג עקומת רוויה אשר מתנהגת מבחינת קינטיקה אנזימטית לפי "עקומת מיכאליס-מנטן" קלאסית.

על מנת לקבוע את קצב פעילות האנזים אנו מעונינים בשני השלישים העליונים של החלק הליניארי של הגרף. קטע זה מייצג את הקצב המרבי וזאת כיוון שלאחר זמן רב מהווה הסובסטרט גורם מגביל בעוד שבזמנים הקצרים איננו רואים פעולה אופטימלית של האנזים.

הזמן שנראה אידיאלי מבחינתנו הוא לאחר פרוק של 62 שניות

זמן זה שימש אותנו לניסוי 2 .

- הערה- תוצאות ועקומה זאת הנה לאחר הקמת מערכת ניסוי נוספת. וזאת מכיוון שבמערכת הניסוי הראשונה לא ניראה גרדיאנט ברור של פרוק העמילן, אלה "קפיצה" רצינית ולכן הסקת מסקנות ממערכת כזו היא לא מדויקת .כניראה שריכוז האנזים היה גבוה מידי ולכן רק כאשר מהלנו את האנזים פי 3 קיבלנו גרדיאנט ברור. הערה זו רלוונטית להמשך הניסוי משום ששאר המערכות נמהלו גם הם פי 3.

ניסוי 2
מטרה:- השפעת גיל הנבט על פעילות העמילז

השיטה:- הפקנו עמילז בנבטים בני 0,1,2,4, ימים ומדדנו את כמות העמילן לאחר אינקובציה של 62 שניות (ערך זה התקבל מהניסוי הקודם).

בהתאם לספרות אנו מצפים שבנבטים בני 1-3 ימים תהיה סינטזה של ג'יברילינים ועקב כך שפעול של עמילזות. החל מיום 4 אמור הצמח להתחיל פוטוסנטזה ונצפה שמלאי העמילן יגמר ,(עקב כך יפסק יצור הג'יברלין ורמת העמילז תרד.)גם בניסוי זה האינדיקציה הנה ע"פ OD בשיטה שהוצגה קודם.

כביקורת נבדקו גם מבחנות בזמן- 0

תוצאות:

גיל הנבט בימים
זמן האינקובציה בשניות T=0 ממוצע
זמן האינקובציה בשניות T=62
ממוצע OD 
ΔOD
תוצאת חישוב לפי נוסחה

0
0.860
0.855
0.8285
0.03
0.894



0.720




1
0.865
0.725
0.7225
0.142
2.41



0.890




2
0.834
0.316
0.304
0.53
9.224



0.292




4 
0.872
0.173
0.172
0.7
11.65



0.171




הנוסחה לחישוב קצב התפרקות העמילן ביחידות של mg/(seed*min)
0.75*ΔOD/OD *  10/ (t*0.15*10)=14.516*ΔOD/OD0*3

הסבר נוסחה:

0.75 – כמות עמילן – מכפלה של כמות העמילן שהוספנו בריכוז העמילן בתמיסה)

3 – כופל הבא לפצות על המיהול פי 3 שעשינו(ראה ניסוי 1 )

– OD0 קריאה בזמן 0    

10 –  (במונה) נפח החומר הכתוש (10 ML) בופר

T – זמן האינקובציה בדקות (/60 שניות62)

0.15 – ML אנזים שהוסף.
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10 – (במכנה) כמות הזרעים שנכתשו.

דיון בתוצאות:-
  מגמה כללית-ניתן לראות כי יש עליה הדרגתית בקצב פעילות העמילן עם הזמן.מגמה זו מתרחשת משום שישנה עליה בכמות הנוקלאוזות המשופעלות באנדוספרם

כאשר הסובסטרט עמילן נימצא כל העת בריכוז מרווה ולכן מתקבל פרוק מהיר יותר עם הזמן. 

מגמות פרטיות לפי ימים-ניתן לראות כי יש עליה מתונה בימים 1-2 וניתן להניח שהצמח רק מתחיל ביצור המסיבי של העמילזות הדרושות ועדיין הם לא הגיעו עד לרמה הנדרשת. ביום 1-2 חל הסינטוז הגדול ביותר של העמילזות. ידוע לנו על פי הספרות שביום 3 מתחילה יציאת העלים (ועקב כך  יצור כלורופיל ופעילות פוטוסינטטית של הצמח). בשלב זה הצמח מתחיל ליצר סוכרים והופך להיות תלוי פחות ופחות במאגרי העמילן. ניגזר מכך שקצב יצור העמילז ילך ויקטן, הדבר מסביר לנו את ההתמתנות ביום 3-4 .לא הובחנה ירידה דרסטית ביצור העמילזות גם ביום 4 כלומר הצמח המשיך ליצר עמילזות (אם כי לא הגדיל את הכמות באפן דרסטי.)ניתן להניח כי ההנבטה לא הייתה דומה לתנאים הטבעיים של הצמח בטבע והיא יכולה להיות מושפעת מלחות , טמ"פ ,מינרלים, סוג  המצע וכ"ו. סביר להניח כי אם היינו מרחיבים את הניסוי (לימים 5-8 לדוגמה) היינו מקבלים ירידה בכמות העמילזות כמצופה.

ניסוי 3 :

מטרה: א)- בדיקת השפעת החומצה הג'יברילינית על פעילות העמילז בחצאי זרעי שעורה חסרי-עובר.

ב) בדיקת השפעת מעכב סינטזת חלבונים (ציקלוהקסמיד) על פעילות בעמילז בחצאי זרעי- שעורה חסרי עובר בנוכחות חומצה ג'יברילינית.

השיטה:- בניסוי נלקח מיצוי של זרעים חסרי עובר אשר עברו אינקובציה בתנאים סטרילים למשך 3 ימים. מכיוון שהאזורים המייצרים ג'יברילינים הוסרו(כפי שהזכרנו הג'יברילינים מסונטזים בעובר).אנו לא מצפים לראות פרוק של עמילן משום שלא היה ייצור עמילזות בALEURONE .

בוצעו שלושה טיפולים, כאשר כל טיפול נבדק בזמן 0 וב2 חזרות של הפסקת פעילות העמילז ע"י I-KI לאחר 45 שניות (זמן הניתן ע"י המדריך). סוגי הטיפולים:

1) הכנסת ג'יברילינים למדיום-אנו נצפה לראות התחלת פרוק מידי של העמילן ולכן ירדה מתבקשת בO.D.
2) תמיסת ביקורת אשר לא מכילה ג'יברילינים- לא אמורים לקבל פרוק של עמילן

3) הכנסת ג'יברילינים בתוספת μl\ml Cyclohexamide 10 חומר זה מונע ייצור של חלבונים ע"י השפעה על ה mRNA  לכן בנוכחות חומר זה לא אמורים אנו ליראות פעילות של α-עמילז כלומר לא יהיה חיתוך אנדוגני של השרשרת, אולם עדיין קים לנו β-עמילז ולכן נצפה  שתהיה פעילות גדולה יותר ממבחנת הביקורת.
תוצאות:

זמן בשניות
ג'יברילין (1)
ביקורת (2)
μl\ml Cyclohexamide 10 (3)

0(1OD)
0.740
0.785
0.794

45
0.52
0.777
0.685

45
0.57
0.789
0.689

ממוצע O.D.
0.545
0.783
0.687
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ניתוח התוצאות:

1)כפי שמצופה בנוכחות הג'יברילינים היה פרוק של עמילן במבחנה זו פעילות העמילן הינה הבולטת מכולם ניתן לשים לב שמצפייה בגרף ניסוי 1 לא היה מתקבל ערך זהה עבור זמן של 45 שניות אולם יש לזכור כי בניסוי זה קבלנו מיצויים מוכנים בעוד שבניסוי הקודם אנו מיצינו את האנזים ולכן לא ניתן לדעת את ריכוז האנזים במדיום או את גיל הזרעים מהם מוצה האנזים ועקב כך לא ניתן להשליך תוצאה זו על גרף הכיול שבניסוי 1 אלה רק להסיק על הרמה האיכותית.

2)בתמיסת הביקורת קיבלנו ערך קרוב מאוד ל0- דבר זה הגיוני ביותר משום שלא היו ג'יברילינים ועקב כך לא היה פרוק.

3)בתמיסה שהכילה μl\ml Cyclohexamide 10 ניראה פרוק אולם לא ברמה של מבחנה מספר- 1 
למרות ש-עמילז- α לא אקטיבי במבחנה זו (ראה פרוט בשאלה 2) לא יהיה חיתוך אנדוגני של השרשרת, אולם עדיין יש את β- עמילז שכאמור אינו מושפע מהחומר הנ"ל ומבצע (ברמה מוגבלת כמובן).חיתוך בקצוות ולכן אנו מקבלים פעילות גבוהה ממבחנת הביקורת.

ניתן להסיק מסה"כ התוצאות שלחומצה ג'יברילינית יש השפעה מכרעת על פעילות העמילז ופגיעה בסינטזת החלבון משליכה ישירות על ירידה ברמת הפרוק של העמילן.

2)לכלורמפניקול אין השפעה על פעילות העמילז מכיוון שהוא משפיע על פרוקריוטים בלבד (על פי הספרות הוא ניקשר לתת-יחידה הגדולה של הריבוזום וכך משבית את תרגום החלבון).חומר זה ניתן כדי למנוע "זיהומים" של חיידקים מבחוץ העלולים לשנות את הניסוי.

- צקלוהקסמיד מעכב סינטזת חלבונים באאוקריוטים על ידי הפרעה לרמת השעתוק של עמילז ולכן ישפיע על פעילותו .

3)הצילוהקסמיד משפיע על פי הספרות על הביוסנטזה של עמילז α ואילו עמילז β  רק מאוקטב ולכן לחומר זה אין משפעה עליו.

הצעות לניסוים: שלב 1 – ניקח 2 סטים של מבחנות אשר נבודד מהם רקמת אלאורון כתושה

                       שלב 2 – במבחנה אחת נטפל בציקלוהקסמיד

                       שלב 3 – ניקח נוגדנים (מסומנים רדיואקטיבית) אשר נקשרים לעמילז (α+β) (לכל עמילז נימצא נוגדן ספיציפי המסומן ספציפי!!)

                       שלב 4 –נבודד את העמילזות משני המבחנות על ידי הרצה בקולונות ולאחר מכן נבצע GEL ELECTROPHOROSIS

                       שלב 5 – DOT BLOT על ניר ניטרוצלולוז וטפטוף הנוגדנים הנ"ל, (לאחר מכן שטיפה על מנת להוריד את שאריות הנוגדן שלא ניקשר וצילום על גבי ניר צילום.)

 מסקנות- אם רואים קישור בשתי המבחנות נסיק שהאנזים היה קיים קודם לכן אולם אם ניראה רק במבחנה ללא הטיפול קישור לעמילז נסיק שיש כאן עיכוב של הסנטזה עצמה .

יתרה מכך אני יכול ליראות בדיוק איזה סוג של עמילז היה לי משום שהמשקלים המולקולרים שלהם שונים (45KD  ו   60KD ).לכן בניסוי זה ניתן לקבוע איזה אנזים ספציפית מעוכב (נעשה 2 מערכות של DOT-BLOT ) לכל משקל מולקולרי של אנזים הנ"ל.

4)ניתן לרואות לפי הגרף של ניסוי 2 שכמות פרוק העמילן של זרע בן 4 ימים גדולה פי 12000 בערך מאשר חצאי הזרעים שהושרו ללא ג'יברילין.(החישוב הוא ~12 אשר התקבל מגרף ניסוי 2 לחלק ל0.001 המספר השואף ל0- בניסוי 3 )

ברור שההבדל בפעילות נובע מנוכחות העובר אשר מפריש ג'יברילין וגורם לעלייה משמעותית בפעילות האנזים. לעומת הזרע חסר העובר אשר כמעט ואין לא פעילות אנזימטית. כלומר העובר אחראי לעליה בכמות העמילז באנדוספרם.(הדבר תואם לספרות ששם נאמר שחומצה ג'יברילינית גורמת לסנטוז ולשיפעול של אנזימים ברקמת האלואורון ומשם מעבר לאנדוספרם ופרוק העמילן.

5)היפוטזה שאפשרית על פי הניסוי- העובר אחראי על הפרשת ג'יברלין, כתוצאה מכך נוצרים או משופעילים אנזימים המפרקים את העמילן (עמילזות על סוגיהם).פרוק העמילן מקנה לצמח אנרגיה בימיו הראשונים המאפשרת לו צמחיה.

היפותזה על פי הספרות- בתנאים סביבתיים מתאימים מופיע סיגנל שמשפיע על הזרע להפריש את ההורמון ג'יברלין המסונטז בסקטולום (ברוב הדגניים). ועובר לשכבת האלאורון. ברקמה זו גורם ההורמון ליצירת α- עמילן ברמת הסנטזה דהינו אינדוקציה של α- עמילן ברמת השעתוק ע"י יצרה של mRNA  לעומת β- עמילז אשר ההשפעה כאן היא של אקטיבציה ברמת הסרין פפטידאז. האנזימים ההידרוליטים הנ"ל עוברים בדיפוזיה לשכבת האנדוספרם(שכבה זו אוגרת חומרי תשמורת כגון עמילן) וכאן יש פרוק של העמילן לתתי- היחידות אשר עוברים חזרה כמזון אנרגטי זמין הפעם לעובר דרך הסקוטולום.

� EMBED Excel.Sheet.8  ���





� EMBED Excel.Sheet.8  ���





� EMBED Excel.Sheet.8  ���








[image: image4.wmf]GA3

ביקורת

CYCLOEXAMIDE

S1

0

0.05

0.1

0.15

0.2

d O.D.

פרוק עמילז בטיפולים השונים

[image: image5.wmf]פעילות העמילז כפונקציה של זמן האינקובציה

0

0.195

0.5215

0.707

0.807

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0

50

100

150

SEC

זמן 

d OD

[image: image6.wmf]פעילות העמילז כפונקציה של גיל הנבטים

0

2

4

6

8

10

12

14

0

1

2

3

4

5

גיל בימים

התפרקות העמילן 

(דקה*מ"ג)

_989347250.xls
תרשים1

		0

		1

		2

		4



גיל בימים

התפרקות העמילן (דקה*מ"ג)

פעילות העמילז כפונקציה של גיל הנבטים

0.894

2.41

9.224

11.65



גיליון1

		0		0.894

		1		2.41

		2		9.224

		4		11.65





גיליון1

		



גיל בימים

התפרקות העמילן (דקה*מ"ג)

פעילות העמילז כפונקציה של גיל הנבטים



גיליון2

		





גיליון3

		






_989599830.xls
תרשים1

		GA3

		ביקורת

		CYCLOEXAMIDE



d O.D.

פרוק עמילז בטיפולים השונים

0.195

0

0.107



גיליון1

		GA3		0.195

		ביקורת		0

		CYCLOEXAMIDE		0.107





גיליון1

		



d O.D.

פרוק עמילז בטיפולים השונים



גיליון2

		





גיליון3

		






_989340408.xls
תרשים2

		0

		30

		60

		90

		120



זמן SEC

d OD

פעילות העמילז כפונקציה של זמן האינקובציה

0

0.195

0.5215

0.707

0.807



גיליון1

		0		0

		30		0.195

		60		0.5215

		90		0.707

		120		0.807





גיליון1

		



זמן SEC

d OD

פעילות העמילז כפונקציה של זמן האינקובציה



גיליון2

		





גיליון3

		






