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Summary: CRISPR-Cas as an advanced plant breeding tool represents tremendous promise and potential. It can facilitate precision
crop breeding by working with the native characteristics available within the crop, a process often called “genome editing”. DuPont
Pioneer is a world leader in CRISPR-Cas advanced breeding applications in agriculture and is developing its first CRISPR-Cas enabled
commercial product, a next generation of waxy corn, to be the pioneer agricultural product on the market developed with CRISPR-Cas.
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Suhrn: CRISPR-Cas je nastroj najmodernejSieho Slachtenia rastlin a predstavuje obrovsky prisflub a potencial. Umoznuje precizne
Slachtenie plodin tym, Ze pracuje s vrodenymi charakteristikami, ktoré su k dispozicii v rdmci plodiny, ¢o je netrasgénny (nie GMO)
proces. Spolo¢nost DuPont Pioneer je svetovym lidrom v uplatiiovani systému CRISPR-Cas v pddohospodarstve a vyvija svoj prvy
komerény produkt, novu generaciu waxy kukurice, ktora bude priekopnickym produktom na trhu s osivami, vyvinutym s CRISPR-Cas.
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Spolupraca s CIMMYT

Na jeseni roku 2016 spolocnost Pioneer a
CIMMYT  (International = Maize and  Wheat
Improvement Center) uzavreli zmluvu o spolocnom
vyvoji lepSich plodin s pouzitim upravy gendému
technologiou CRISPR-Cas na ziskanie vlastnosti, ktoré
rieSia potreby pestovatelov po celom svete. Prvy
projekt nasadi nastroj CRISPR-Cas na rieSenie
nekrotického ochorenia kukurice v Subsaharskej
Afrike. Toto ochorenie bolo prvykrat spozorované
v Keni v roku 2011 a do piatich rokov sa rozsirilo do
susednych krajin a zmenS$ilo produkciu priemerne
o 3 percenta v suchych oblastiach a o 32 percent vo
vlh§ich prostrediach, pricom na niektorych farmach
boli zaznamenané az 90-percentné straty na vynosoch
zrna. Nekroza kukurice postihuje v Keni takmer
Stvrtinu objemu produkcie kukurice, priCom rocné
straty predstavuju priblizne 52 miliénov dolarov.

CRISPR-Cas ma v podohospodarstve pocetné
moznosti uplatnenia, vratane zlepSenia urod,
odolnosti voci ochoreniam, tolerancie k suchu,
ako aj vykonovych parametrov.

Spolo¢nost  Pioneer je uz celé svoje
devitdesiatroné pdsobenie  lidrom  zvySovania
produktivity v podohospodarstve prostrednictvom
zlepSovania vlastnosti plodin. Spolo¢nost’ Hi-Bred

Corn Company od svojho zaloZenia v roku 1926 stala
v popredi revolicie v oblasti $§lachtenia kukurice
pomocou hybridizacie s cielom dramatického zvySenia
jej urod.

Pokrok na poli Gpravy genému v sucasnosti
prindsa tretiu revoliciu o oblasti zdokonal'ovania
plodin, ktord mozno vyuzivat popri jestvujcich
technologiach. Uprava, editicia gendmu je proces
vykonavania cielenych a presnych zmien v retazcoch
DNA, skladajucich sa zo sekvencii $tyroch nukleovych
baz (cytozin, guanin, adenin a tymin), ktoré tvoria gény
a dalsie gendbmové prvky urcujuce vlastnosti rastlin a
rozmanitost. Aj ked’ samotna implementacia CRISPR-
Cas je zlozitejsia, z koncepcného hl'adiska ide proces
podobny tuprave textového dokumentu v programe na
editaciu textu. V tomto podobenstve je nastroj
CRISPR-Cas akoby kurzor, ktorym mozno ukazat’ na
pozadované miesto v ramci textu. Vdaka umiestneniu
kurzora mdze pouzivatel’ vymazat’, zmenit’ alebo vlozit
pismena ¢i slova na danom mieste a tym vylepsit text.
Tym istym spésobom je mozné namierit’ systém
CRISPR-Cas na genetické sekvencie rastliny a cielene
ich upravovat tak, aby sa zaistili poZadované
vlastnosti. Predpokladd sa, Ze tato prevratna
technologia pomdze vedcom vyvinut inovativne a
trvalo udrzate'né rieSenia pre pestovatelov podobné
tym, ktoré s realizované prostrednictvom tradi¢nych
Slachtitel'skych postupov, len s vysSou kvalitou,
presnost’'ou a ¢asovo efektivnejSim vyvojom.

Velka Cast’ rozruchu, ktory vyvolala moznost
upravy genoému, sa sustredila na systém CRISPR-Cas,
ktory si vedci rychlo osvojili vd’aka vyhodam oproti
inym nastrojom na upravu gendému, a to z hladiska
kvality, Géinnosti a technickej flexibility. CRISPR-Cas
ma mnohé potencidlne moznosti uplatnenia aj mimo
podohospodarstva a za ostatnych par rokov si vdaka
explozii vyskumu v tejto oblasti ziskal pozornost
hlavnych médii. Spolo¢nost’ Pioneer je v agropriemysle
lidrom v oblasti inovacii Sl'achtenia rastlin pomocou
CRISPR-Cas a oznamila svoje zamery priniest’ na trh
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do piatich rokov prvy polnohospodarsky produkt
vyvinuty pomocou systému CRISPR-Cas, a to po
uskutoneni  praktickych pokusov a  posudeni
z hladiska platnych predpisov.

Waxy kukurica je obohatena o amylopektin,
ktory jej dava vlastnosti Ziadané
v potravinarskom, papierenskom, textilnom
priemysle a pri vyrobe vinitej lepenky a lepidiel
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Vyskumny tim spolo¢nosti Danisco (akvizicia
spolo¢nostou DuPont z roku 2011) pod vedenim
Phillippea Horvatha poskytol prvy biologicky dokaz,
ze CRISPR-Cas predstavuje imunitny systém proti
virusom u baktérii. Vyskum realizovany tymto timom
preukazal, Ze kmene baktérii  Streptococcus
thermophilus na vyrobu jogurtu, ktoré prezili virusova
infekciu, mali vo svojich lokusoch CRISPR zaclenené
sekvencie z genomu virusu, ktory ich napadol. Tieto
kmene Streptococcus thermophilus sa potom stali
rezistentnymi voci naslednej infekcii danym virusom.

Prostrednictvom  tychto objavov  boli
charakterizované tri komponenty tohto systému ako
potrebné a postacujlice na rozpoznanie a strihanie
DNA, molekuly, ktord tvori genomy a koduje
instrukcie pre zivot.

Zdokonal'ovanie plodin pomocou nastroja
CRISPR-Cas

Protein CRISPR-Cas Cas9 umoziuje editaciu
génu tym, ze funguje ako presné a programovatelné
molekularne noznice, ktoré strihaja DNA na
konkrétnom  mieste. Systém CRISPR-Cas po
prestrihnuti  cielovej sekvencie DNA  vyuziva
prirodzene sa vyskytujuci bunkovy mechanizmus
opravy DNA na vymazanie génov, editdciu (Upravu)
génov alebo inzerciu (vloZenie) génov.

Uplatnenie pokroc¢ilého sFachtenia CRISPR-Cas
v pofnohospodarstve

Spolo¢nost  Pioneer  zakladd  platformu
inovativneho Slachtenia CRISPR-Cas na vyvoj
semenarskych produktov s cielom dosiahnut’ vysSiu
odolnost’ voéi faktorom prostredia, produktivitu a
trvala udrzatelnost’. CRISPR-Cas ma
v pol'nohospodarstve pocetné moznosti uplatnenia,
vratane vysSich vynosov, odolnosti vo¢i ochoreniam,
tolerancie k suchu, ako aj vylepSeni prospesnych pre
koncového pouzivatela, ako st vykonové parametre
a nutri¢ny obsah.

V nedavno publikovanej vyskumnej praci vedci
7o spolocnosti Pioneer opisuju prvu aplikaciu CRISPR-
Cas na zdokonalenie vlastnej schopnosti rastliny
kukurice odolavat’ stresu zo sucha. Metéda CRISPR-
Cas sluzila na zacielenie sa na gén identifikovany kvoli
jeho  prirodzene danej schopnosti podporovat
toleranciu k suchu. Praktické pokusy s hybridmi
kukurice ukazali priemerny narast vynosov zrna
0313 kg/ha pri strese z nedostatku vlahy pocas
kvitnutia a nulovy pokles vynosov pri optimalnych
podmienkach dostupnosti vlahy.

Porovnanie tradi¢nej introgresie s asistovanym
§Pachtenim. Tradi¢na introgresia vyZaduje az
sedem generacii spitného kriZenia, pricom so sebou
stale prenasa neelitnu genetickd vybavu. Asistované
SPachtenie vyZaduje len jeden aZ dva reprodukéné
cykly a obsahuje len elitnu geneticku vybavu.
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Vylepsené hybridy voskovej - waxy kukurice

Na jar roku 2016 spolo¢nost’ Pioneer ohlasila
svoj prvy komerény podohospodarsky produkt
vyvinuty s uplatnenim pokrocilej $lachtitel'skej
technologie CRISPR-Cas — novli generaciu waxy
hybridov kukurice. Predpoklada sa, ze tieto hybridy
budi dostupné pre pestovatelov v USA do piatich
rokov po uskuto¢neni praktickych pokusov a posudeni
z hladiska platnych predpisov.

Zmé waxy kukurice prvykradt opisané na
zaciatku 20. storocia obsahuji najmenej 97 %
amylopektinového Skrobu namiesto bezného obsahu
cca 75% v zltej kukurici typu konsky zub. Tieto zrné sa
melu na rézne kazdodenné spotrebitel'ské potravinarske
a nepotravinarske ucely. VUSA  sa kazdorocne
dopestuje vySe 200 tisic hektarov waxy kukurice.
Spolo¢nost  Pioneer je poprednym svetovym
dodavatel'om hybridov waxy kukurice.

Kukurica waxy je idealnym produktom na
realizaciu inovativneho Sl'achtenia rastlin technologiou

Kontaktna osoba

CRISPR-Cas vzhl'adom na problémy a obmedzenia
spojené s vyvojom waxy hybridov spojené s tradi¢nym
Slachtenim. Sucasné waxy hybridy obsahuju iba
Ciasto¢nu deléciu génu voskovitosti zodpovedného za
tvorbu amylézy v endosperme. Deléciou génu
voskovitosti sa narusi tvorba amylozy tak, ze takmer
vSetok $krob v zrne bude pozostavat z amylopektinu.
Spolo¢nost’ Pioneer rutinne §l'achtenim vytvara z tejto
formy naruseného génu voskovitosti nové elitné
inbredné linie kukurice, no takyto proces trva niekol’ko
rokov a ako batozinu si so sebou nesie neelitnu
geneticktl vybavu. Waxy hybridy v désledku toho
prenasaju urciti vynosovl penalizaciu v porovnani
snajnovs§imi  elitnymi  odrodami. Pri  pouziti
pokrocilého slachtenia CRISPR-Cas je mozné gén
voskovitosti vo vicsine sucasnych elitnych inbrednych
linii Gplne a priamo vymazat’. Takéto priame nasadenie
voskovitosti skracuje ¢as potrebny na vytvorenie waxy
hybridov a ocakava sa u neho eliminacia ujmy na
vynosoch, spojenej s introgresiou charakteristiky
prostrednictvom tradi¢ného §lachtenia.

Ing. Marek Jakubec, email: marek.jakubec@pioneer.com, Pioneer Hi-Bred Slovensko spol. s r.0., Mlynska
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