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Cucumber resistance 

 to CFMMV 
CFMMV epidemic 



 רגיש מהונדס גנטית-עמיד

 TYLCVהאמיר  צהבוןעגבנייה מחוסנות לוירוס 
 שנים 3שנה לעומת  30משך פיתוח 



Rio Star and Ruby Red Grapefruit 

 מוצרים משווקים שפותחו באמצעות מוטציות 3000-כיום יש כ

Brookhaven National Labs 
 New York, 1958 

gamma garden  

Institute of Radiation breeding 

Irradiation: fast neutrons, x-rays or gamma rays 

Chemicals: ethyl methane sulfonate (EMS), sodium 
azide (SA), N-nitroso-N-methylurea (NMU)  

https://mvd.iaea.org/#!Home
https://mvd.iaea.org/#!Search?page=1&size=500&sortby=Name&sort=ASC&Criteria[0][field]=FreeText&Criteria[0][val]=disease resistance




Oladosu et al., (2016) Principle and application of plant mutagenesis in crop improvement 
Biotechnology & Biotechnological Equipment, 30:1-16,  

Distribution of mutant crop varieties by continents (2015) 



Method of mutation breeding 

Oladosu et al., (2016) Principle and application of plant mutagenesis in crop improvement Biotechnology & 
Biotechnological Equipment, 30:1-16,  

Genome editing  x 
Mutagen 



 מספר הגנים המושפעים

1-10גנים ספורים      

 שינויים גנטיים מכוונים= עריכה גנומית 

 עריכה גנומית

שינוי והחלפה של  

גנים באמצעות  

 נוקלאזות
 

שינויים גנטיים 

 מכוונים

אין דרישה לבדיקת 

 בטיחות 

לא נדרשת  

 ?!רגולציה



 עריכה גנומית מדייקת
Precision Genome Editing 

 DNAעריכה גנומית מבוססת על חיתוך של •

 DNA double-strand break (DSB)באתר ספציפי נבחר   



 (המשך)עריכה גנומית מדייקת 

החותכות באתר מטרה  מהונדסות  נוקלאזותעל מבוסס  DNAחיתוך •

 .מראששנבחר 

 
 מהונדסות  נוקלאזות

.1Mega-nuclease 

.2ZFNs (Zinc-finger nucleases)  

.3TALENs (transcription activator-like effector nucleases 

.4CRISPR-Cas9  

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)  



 CRISPR-Cas9  
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 

 

 !הכול התחיל ביוגורט

thermophilusStreptococcus   

https://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_thermophilus
https://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_thermophilus


http://rna.berkeley.edu/images/crispr-pathway.jpg 

CRISPR/Cas  בקטריופאגכנגד מערכת החיסון בחיידקים' 
CRISPR systems in prokaryotic immunity 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

 

https://www.youtube.com/watch?v=2pp17E4E-O8


 CRISPR/Cas9 -תולדות ה

1987 , but at  Escherichia coli First described  a Clustered repeats in the bacteriumet al.  Ishino

that time their function was not known 

2002 .75-1565:432002  .MicrobiolMol elements CRISPRs are mobile -CRISPR. coined the name et alJansen  

2007 Barrangou et al. demonstrated that CRISPR provides acquired resistance against viruses in prokaryotes 

2010 Gameau et al. show that CRISPR/Cas system can acquire new spacers from foreign DNA  

2012 
Jinek et al. develop CRISPR/Cas, which can be programmed to 

recognize and target any DNA sequences (RNA guided DNA 

  .21-816:3372012  Science.) endonuclease 

2013 
RNA-programmed genome editing in human cells 
Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems. 

23-819):6121(339, 2013  .Science 
 

2013 

Nekrasov et al., 2013; Li et al., 2013; Shan et al., 2013) First demonstration of  CRISPR/Cas9 

genome engineering in Plant cells. Nature Biotechnology (N.benthamiana , Arabidopsis thaliana 

and Oryza sativa) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11952905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11952905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11952905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22745249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23287718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23287718


 בפגיעה בגן מטרה CRISPR/Cas9עקרונות הפעולה של 

The principle of CRISPR/Cas9-mediated gene disruption 

WWW.clontech.com 2014 



CRISPR/Cas, the Immune System of Bacteria and Archaea 



CRISPR   פריצת דרך 

 שוניםשינויים מרחיקי לכת באורגניזמים לבצע בקלות יחסית המאפשרת 



 CRISPR פריצת דרך בטיפוח צמחים 



Targeted genome modification of crop plants using a CRISPR-Cas system.  
Shan Q, Wang Y, Li J, et al. Caixia Gao (2013) 

 Nat Biotechnol 31:686–688.  

  CRISPR-Cas9עריכה גנומית של אורז באמצעות 



Editing the acetolactate synthase (ALS2) gene  

yielded Sulfonylurea herbicides -chlorsulfuron-

resistant plants. 

Svitashev et al., (2015) Plant Physiol 169:931–945 

 פיתוח עמידות לקוטל עשבים באמצעות עריכה גנומית

Targeted mutagenesis, precise gene editing, and site-specific 
gene insertion in Maize Using Cas9 and Guide RNA 

   לסולפנילאוריהעמידות 

  ALSבגן  לסרין פרוליןי החלפת חומצת אמינו "ע



Loss of TaMLO function confers resistance of 
bread wheat to powdery mildew disease 

Targeted knockout of TaMLO genes 

Simultaneous editing of three homoeoalleles in hexaploid bread 
wheat confers heritable  resistance to powdery mildew   

Wang Y, Cheng X, Shan Q, et al. (2014) Nat Biotechnol 32:947–951. 

 פיתוח עמידות לקימחון בחיטה 



 השבחת ירקות באמצעות עריכה גנטית

 מכון וולקני

 און-עמית גל שרמןעמיר , צחי ארזי  -קבוצת מחקר 

 

 

 

 פיתוח עמידות לווירוסים במלפפונים

 

 קיצוניותעגבניות החונטות בטמפרטורות פיתוח 

 



פיתוח עמידות לווירוסים באמצעות פגיעה 

 בגנים רצסיביים הכרחיים לקיום הווירוס  

Cucumber vein yellowing virus  (CVYV, genus Ipomovirus) 

Zucchini yellow mosaic virus  (ZYMV, genus Potyvirus) 

Papaya ringspot virus (PRSV-W,  genus Potyvirus)  

Chandrasekaran et al., Molecular Plant Pathology 2016 



Prof. Mark Varrelmann, Plant virology 

VPg 

Potyvirus genome organization 

P1 HC P3 CI VPg   NIa NIb 

AAAA VPg 

5’ 3’ 
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CP 
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10 kb  

Pipo 



pRCS-35S:Cas9-AtU6:sgRNA(eIF4E) 

 eIF4Eלפגיעה בגן המטרה  Cas9-sgRNAתבנית בינארית של 

SalI 

AtU6p 
guide sequence 

Scaffold 

HindIII 

AtU6p:eIF4EsgRNA1 

eIF4E 

 

http://www.aati-us.com/product/fragment-analyzer/CRISPR 



 Cas9-sgRNA/eIF4Eטרנספורמציה של מלפפון עם 

Agrobacterium-

mediated 

transformation 

Regenerated plants Resistant calli 

Cut cotyledon without embryo 



Schematic representation of the cucumber eIF4E genomic map 

CGGGGACGTGGAAAACCCTAGAG 

 

sgRNA1 target sgRNA2 target 

site 

Intron 
Exon 

5’UTR UTR 3’ 

GGGAGATCTGCAGTTGTTAATGTT 

CRISPR/Cas9  פועל ביעילות במלפפון(T0) 

sgRNA 

100  

300 

BmgBI 

digested 

M   CEC1-1    wt      wt 

Non-

digested 

Transgene 

PCR and Restriction analysis 

TGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG  WTCGGGGACGTGCAAAACCCTAGAGCTTTCTAATTCCATTGCTAAT     

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTTTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAGCTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG  -1 

    CTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG  -1 

                                                                                 

                                                                                 

               

Alignment eIF4E mutant plants with wild-type sequence 

BmgBI 



Transgene 
sgRNA 

300 

80 
220 

  M     2      9      5      8       7     20    12    16     3     10    wt    wt 

                                                     

BmgBI - digested 
Non-

digested 

PCR restriction analysis of T1 progeny plants of line CEC1-1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG WT 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG -1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG -1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG -1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG -1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGAC-TGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG -1 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGAGGAAGATGAGGAACTTGAGGAAG WT 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

CTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGA--------------------TGAGGAACTTGAGGAAG -20 

Plant no. 1 

Plant no. 4 

Alignment eIF4E mutant plants with wild-type sequence 

Exon 1 

CGGGGACGTGGAAAACCCTAGAG 

 

 גנוטיפ בדור הראשון של המלפפון
X 



  eIF4Eצמחי מלפפון מוטנטים בגן 



 בדיקת עמידות לוירוסים

Cucumber vein yellowing virus  (CVYV, genus Ipomovirus) 

Zucchini yellow mosaic virus  (ZYMV, genus Potyvirus) 

Papaya ringspot virus (PRSV-W,  genus Potyvirus)  

Cucumber mosaic virus (CMV,  genus cucumovirus)  

Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV,  genus tobamovirus)  

T3 



        Het-mut                    Hom-mut                 Control                Het-mut        Hom-mut  

Homozygous eIF4E mutants 

     M     Control  Het.    1      2      3      4       5      6      7      8       9     10    11 

CVYV 

TIP41 

   CVYVצמחים מוטנטים הומוזיגוטיים מחוסנים לווירוס 

RT-PCR 



 Het-mut                        Hom-mut                               Control 

                           Mild                      immune 

5 cm 

5 cm 

               Het-mut                                         Hom-mut 

                                                        Mild                      Immune 

TIP41 

   M     1      2      3    4      5      6      7     8      9    10   Het-mut    H 

ZYMV 

Homozygous eIF4E mutants 

RT-PCR analysis of ZYMV RNA accumulation 

qRT-PCR 

T3 

   ZYMVצמחים מוטנטים הומוזיגוטיים עמידים לווירוס 
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CRISPR/Cas9AG L6(+/-) CasAGL6 (-/-) 

 בטמפרטורות קיצוניות באמצעותהחונטות פיתוח עגבניות 
 CRISPR/Cas בגן י פגיעה "עAGAMOUS-LIKE 6 

CasAGL6 (-/-) 

2017 J. BiotechnolPlant Clap et al.,  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27862876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27862876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27862876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27862876


Rapid generation of a transgene-free powdery mildew resistant  tomato by genome 
deletion. Nekrasov, et al., Scientific Reports 7, Article number: 482 (2017) 

 

 עמידות לקימחון בעגבנייה



Clasen et al., Plant Biotechnology Journal 2016 

 שיפור תכונות איכות בתפוחי אדמה

Invertase 



 ?GMהאם עריכה גנטית היא 

GM or NOT GM! 
 צורך ברגולציהאין אמריקה בצפון •

 (איטליה מובילות, שוודיה)טכנולוגיה חדשה עדיין אין החלטות סופיות •

 

 



Oladosu et al., (2016) Principle and application of plant mutagenesis in crop improvement 
Biotechnology & Biotechnological Equipment, 30:1-16,  

Distribution of mutant crop varieties by continents (2015) 



The US Department of Agriculture (USDA) will not regulate a mushroom genetically modified 
 with the gene-editing tool CRISPR–Cas9. 

The common white button mushroom (Agaricus bisporus) has been modified to resist browning. 

NATURE  NEWS 
Gene-edited CRISPR mushroom escapes US regulation 

 
A fungus engineered with the CRISPR–Cas9 technique can be cultivated and 

sold without further oversight. 
Emily Waltz 14 April 2016 

 

http://www.nature.com/news/crispr-1.17547
http://www.nature.com/news/crispr-1.17547
http://www.nature.com/news/crispr-1.17547
http://www.nature.com/news/crispr-1.17547
http://www.nature.com/news/crispr-1.17547
http://www.nature.com/news/crispr-1.17547


 CRISPR-edited crops free to enter market, skip regulation 
•Emily Waltz 

Nature Biotechnology  June 2016 

 

Waxy corn -down production of cornstarch's amylose Wx1 - polysaccharide amylopectin 

http://www.nature.com/nbt/journal/v34/n6/full/nbt0616-582.html#auth-1
http://www.nature.com/nbt/journal/v34/n6/full/nbt0616-582.html#auth-1
http://www.nature.com/nbt/journal/v34/n6/full/nbt0616-582.html#auth-1




 מ"ורצברכות למדינת ישראל על החלטת 

 צמחים שעברו מוטגנזה מכוונת מטרה אינם נופלים בקטגוריה"

 ."צמחים טרנסגנייםשל  



 ,  הייתה המאה של ריצוף הגנום 20-המאה ה: סכום
 היא המאה של יצרית שינויים מכוונים בגנום   21-המאה ה

ולקוטלי עשבים ,  טיפוח לעמידות למזיקים ולמחלות ללא חומרי הדברה•
 .להדברת עשבים רעים

 (.  טפיל, נמטודה, חרק, מחלה)בין המזיק לצמח או הכימי בקשר הביולוגי פגיעה  
 
 
 

 

 

 

 (.זבובי פירות)מחלות סטריליזציה של מזיקים וגורמי •
 
 
 
 

 
 

 

 אלרגנייםרעלנים והפחתת באמצעות הוצאת איכות המזון שיפור •
 .  phytateהפחתת , בדלועים   Cucurbitacines, סטיביה•

 
 

 



    CRISPR/Cas היא טכנולוגיה מהפכנית

אשר תהווה ציר מרכזי בטיפוח עתידי של 

תוצרת חקלאית איכותית ובריאה תוך שמירה  

 על הסביבה האקולוגית



 

 

 ,לכל המעוניינים

 במכון וולקני נפתח מרכז 

 לעריכה גנומית ועיסקימדעי 

 !תודה ובהצלחה
 CRISPRמהיום חושבים  



 תודה על ההקשבה

 ובהצלחה לחקלאי הערבה


