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Proveedor tecnoldgico independiente

Fundada en 2015 y con base en Wageningen (NL)
28 empleados (90% R&D)

560 m? lab | 600 m? oficinas

Expertos de todo el mundo

Chile 1 Hungary 1
India 1

China 1
France 1

Ghana 1

Italy 3

Ukraine 1

Germany 2 The Netherlands 14

Spain 2
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Mision de HRB

Acelerar la transicion hacia una bio-economia sostenible mundial

HRB contribuye con dos tecnologias a mejorar los cultivos y a minimizar los insumos,

disminuyendo el impacto medioambiental de la agricultura

Green revolution

Molecular breeding
Agrochemicals % \‘
Mechanization f=5—& \‘
Environmental impact
Yield
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_____ Agri-tech revolution
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‘ Efficient

> Sustainable
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TiGER workflow
> Edicion génica de plantas
7 Plentrance™
\ )7f9 . .7 . . .
eI Aplicacion eficiente de insumos

mediante nanoparticulas
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PN TiGER
O La edicidn génica - una herramienta mas

en el proceso de mejora vegetal




Sustainable production &
environmental footprint

Climate change &
abiotic stress tolerance
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Disease resistance
& pest control
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Quality & &
shelf life (&

& » p o
Urbanization & competing Increasing population
claims for arable lands 9 billion 2050
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v Consumer preferences
tasty & healthy food

Soluciones actuales

SO\

Mejora convencional

Es el momento CRISPR!
@)

* Madurez tecnolégica (secuenciacion, Al)
* Diferente percepcidn publica (no GMO)
* Cambio global en la regulacion

GMO o organico
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Inversion para el desarrollo de una variedad vegetal

HR:

e Coste acumulado desde I1+D a mercado en Europa: ~1,0-1,5 M€
e Tiempo medio variedad en el mercado: 4-5 afos (3 generaciones/afio) / 12 afios (anuales) / 15 afios (bianuales)

TIMELINE/COST FOR VARIETY DEVELOPMENT (ANNUAL HARVEST)
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Selection of pure lines
for autopollination

Selection1 N :
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Germplasm
gathering
Introduction

Basic seed production

Hybrid seed production Annual crops 6-7 years
Evaluation of new hybrids Biennial crops 7-14 years
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Promotion and sales
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Como generar la proxima variedad?
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Cruzamiento

15-50 anos
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Cultivos propagados
vegetativamente
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I_Rg Qué es CRISPR?

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Localiza la Corta el ADN Repara (y cambia)
secuencia diana el ADN cortado

exacta

Target DNA 7 : aa
T
NHEJ repair / \HR repair
DSB DSB
| | | 11 1
X DS
=i}
l HR template
Indel
L 1 177 1 -
Knock-out Knock-in
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NGTs — Hacia la aceptacion reguladora global

2020 — 2024
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TIGER

42 No toda la edicién génica es comercialmente relevante

<a Mutacion deseada
< Mutacion no deseada

@ #° Maquinaria CRISPR
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TiGER workflow: en qué consiste?
N

QM

TiGER workflow

Variedad élite

%

Variedad preparada para
desarrollo comercial

/

6 Edicidn génica
’ CRISPR

=
Material o P
vegetal in vitro - r5R Protoplasto
& )T editado
A N8 Kzs”
Protoplastos Proteina CRISPR + gRNA
(RNP)

D)

Regeneracion
single-cell




Tipico proyecto en TiGER: tomate

HEVES

Microcallo - 3 semanas de Callo - 4 semanas de
induccion de microcallo induccion apical

Tansferenca Y

aclimatacion T -
hooting Calli - 4 semanas de

elongacion apical

antula — 1 semana de
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TiGER: Modelo agndstico de regeneracion de plantas

(R) (R) (R) (R)

@ g @ NNz ‘

¥ v W @ v
Protoplast v v v v o v v v 1/ v
procedure
Transfection v v v v v v v v v v v v
;gﬁ;’f;g v v v v v v v v v v v N/A
Protocallus v v v v v v v v v v v v
Shooting v ] ] ] v v v v N/A ] N/A

LOADIME LOADING LoADIMNG LOADING LIJADING

« Experiencia con >12 cultivos, 40+ variedades comerciales

» “Polinizacion cruzada”: usar lo aprendido para adaptar nuevos cultivos

R = recalcitrante



Semi-automatica evaluacion medios regeneracion

Cada 2 semanas

Aislamiento Immersion Transfer to Media
protoplastos en hidrogel refreshment

Microscopio  Analisis de imagenes
y extraccion de datos

Cell number

T e | | o A |
=== | | I

~“4x = 1,5 meses &t
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Cell area (um?)




Gene 3 £| 4 "

KO simultaneo de 12 alelos
3 genes homologos en N. benthamiana
(4n) alotetraploide = 12 alelos

N. benthamiana
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Multiplexing: Edicion génica multiples genes

80%

70%
60% ‘[
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Editing efficiency

Individual Three target
H Genel Gene2 M Gene3

Edicion génica de multiples genes
simultdneamente sin pérdida significativa
de la eficiencia
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Laene Disruption Gene Edition

Insercion perfecta via HDR > 15% de las
secuencias editadas
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TiGER-HDR: disenando la mutacion deseada

.

3

ﬁ’ Homology arm

200bp

HDR Insert
Location cut 200bp
TSR V Site
8
€ 5
A MAD7
Blocking Guide
Mutation /

3’ Homology arm \

Donor insertion as fraction of reads

with indel

18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%
2%

0%

% integracion de todas las secuencias editadas
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2to2 - HDR template quantity



TiGER workflow: mapping USPs
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!Es la hora del TiGRE 8

HARNESSING
PRECISION
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Plentrance

Sistema sostenible de aplicacion para
llevar insumos dentro de la planta en
minutos




De donde surge Plentrance en HRB?

Mejorar TiGER para especies recalcitrantes

* Algunas especies son recalcitrantes a la
regeneracion

L1 1}
MOLECULA SIN ENCAPSULAR s

* Un sistema de aplicaciéon que atraviese la pared Q F T
celular vegetal puede eliminar la recalcitrancia o
PLENTRANCE™ E—:—E
, desarrollado junto con Sphera
Encapsulation .
CRISPR Single cell
delivery regeneration

Unencapsulated NP-encapsulated NLS-mNeonGreen

Protoplast
formation

Organogenesis

Encapsulation

Copyright © 2024 | Hudson River Biotechnology | CONFIDENTIAL

ORIGINAL CRISPR EDITED
PLANT encapsulation PLANT
WEEKS



Reducir al 50% del
uso total de
pesticidas quimicos
y reducir al 50% los
pesticidas mas
toéxicos

Reducir pérdida de
nutrientes al menos
50% sin deterioro en
la fertilidad del suelo;
ésto reducird el uso

de fertilizantes al

menos 20%

pcion6 2 con T3 aions

Agreement
on Fair

Deauthorization ’
of Pesticides
Maize

2022
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Phase-Out

of Indi-
cations™

Adjusting
Fee
System

Dialogues

2025

2028

Objetivos agricolas EU para 2030 marcan la agenda del uso de | =7
agroquimicos

Trade

“The use of microplastics in
seed treatment expected to

o8

Fruits* &
Vegetables

2031 2034

be banned soon in Europe,
and other regions of the
world likely to follow”

European Commission

®

Apples

Grapes

2035



Plentrance™: la solucion innovadora

Qué hace a Plentrance™ U(nico?

A trillium A
Greenlight
v L. .
70 s
2ot % biotalys
L et ®AgroSpheres
ENTREGA DENTRO v' Rapida entrega
DE LA PLANTA activa en minutos

NO TOXICO

y
BIODEGRADABLE

v Escalabley

TECNICA and ‘I
Z .
. asequible

ECONOMICAMENTE 4
ESCALABLE > 55@

v Encapsulacién @
basada en proteina
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Entrega activa dentro de planta en 30’ e

Aplicacion de una proteina fluorescente con sefial de localizaciéon nuclear AD DE pENETRAC|ON

DIFICULT XY Fx
5D D Vi
J
HONGO HOJA POLEN

N. tabacum C. viswanathii S. lycopersicum

mNG
N. benthamiana

PNE.MNG

3 s
N, |
» ¥

Negative control
Negative control

Hoechs
t

Negative controls

PNP-mNG PNP-mNG
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Plentrance™: entrega funcional agroquimicos

Mejorando formulaciones de pesticidas comerciales Infeccion foliar después
re-tratamientos con fungicida

. . , . Control negativo
e Lirios, una de las flores mas importantes en el

segmento ornamental

* El hongo Botrytis causa la enfermedad mas comun Control positivo
en lirios

* Tratamiento lleva hasta 6 aplicaciones antes de la

Trifloxystrobin
cosecha

* Experimento: pre-tratamiento hojas con fungicida — 0.05 mg/ml
(Trifloxystrobin, 25%)

e 24h después, infeccion con esporas de Botrytis

* Fotostomadas 3 dias después de la inoculacion —  0.05 mg/ml

AWAGEMNGEN

Research in collaboration with Wageningen University
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Glyphosate
100%

Glyphosate

25%

Glyphosate
10%

Plentrance™ - aplicacion de nutrientes & agroquimicos

@E GLIFOSATO

10% glyphosate formulations

0.4
0.35
03
0.25
0.2

i 104 -4
3 ol : 2

Plentrance™ RoundUP* Unformulated

0.15

Plentrance™ RoundUP* Unformulated

0.1

DAY 16

L

0.05

Yellow pixel / total number plant pixel

0 o
0 5 10 15 20
Glyphosate

25% =—Untreated -e=Plentrance - Empty —o—=Plentrance =o-Unformulated —+=RoundUP

Glyphosate
10%

Plentrance™ RoundUP* Unformulated Plentrance™ RoundUP* Unformulated

Al 10%, Plentrance™-glifosato es mas efectivo que Roundup®!
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REGULATORY & PRODUCT PLACEMENT LAUNCH

:'ug?ij
oRp
2025 2026 2027 2028
Entrega funcional—- Mejora y optimizacién Ensayos de campo y Licenciamiento del Plentrance™ lazamiento
creacion de MVP produccién producto encapsulado comercial
AGRICULTURAL
INPUTS FOOD PROCESSORS PACKAGING RETAIL
c
o) 4 m da i
./ © Eb n
o0 Q\r_ o) = 0™o
e C
U‘f\(t) {( Steep reduction of Ingredients with less Increase shelf life Provide safe, healthy,
agrochemical-use chemicals and sufficient food
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http://www.hudsonriverbiotechnology.com/
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