Avances en investigacion, desarrollo, e innovacion
en materia de mejoramiento vegetal
de Cannabis medicinal
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Phytoplant Research S.L. es una empresa privada espafola constituida en
2008 y activa en el sector de la fitoterapia. La empresa se especializa en el
desarrollo de la cadena industrial de plantas medicinales, desde la
seleccion y la mejora genética hasta el cultivo de las variedades registradas
y la obtencion de sus productos derivados.

Las areas de especializacion son:

« Teécnicas para optimizar la seleccion, reproduccion y cultivo de plantas,
principalmente Cannabis sativa L.

« Desarrollo de nuevos quimiotipos de Cannabis sativa L.

« Extraccion, aislamiento y purificacion de ingredientes activos para
obtener diferentes extractos botanicos y compuestos puros.

Phytoplant Research S.L. es titular de los derechos de obtentor en Union

c Europea de 12 variedades de Cannabis medicinal, 1 variedad de Cannabis
CPVO ornamental, y 1 variedad de Cannabis industrial. Se le ha otorgado una
patente de Estados Unidos para purificar de manera eficiente el CBD, el
CBG y el CBGA a costos reducidos, y cuya proteccion se ha extendido a
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Private Companies for R&D Services
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Desde 2012, en el Departamento de Hibridacion y Cultivo de Phytoplant
Research S.L. hemos estado investigando y desarrollando nuevos
guimiotipos de Cannabis sativa L. para ser cultivados en diferentes
modelos de produccion, que van desde campo abierto y macro tuneles
hasta invernaderos de alta tecnologia y camaras de crecimiento.

El modelo de produccion adoptado para la explotacion comercial de
cada variedad especifica depende principalmente del contenido del
compuesto psicotropico A9-THC y del potencial de abuso que se le
atribuye a la materia prima vegetal a producirse, y cuya valoracion difiere
entre las agencias nacionales competentes.

El objetivo de nuestro programa de mejoramiento vegetal convencional
es modificar el mensaje hereditario de plantas individuales o de
poblaciones para aumentar los rendimientos en materia prima vegetal y
en los principios activos de interés, para mejorar la resistencia a plagas y
enfermedades, y para optimizar la arquitectura y el ciclo fenoldgico de
las plantas a las necesidades especificas de cada modelo de

Hroduccic’)n.
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I+D+i sobre sistemas con disolventes para la purificacion preparativa de ciertos
cannabinoides
(acidos y neutros) utilizando cromatografia liquido-liquido:

CPC: Centrifugal Partition o CCC: Countercurrent
Chromatography Chromatography
B800.04 T T - 2100 i T [ B [ v [ -
;ﬁfg N A\ Yiel , I 60
brosnss - k /| \""CBOV'Y | 40
oo p— mk\_ﬂwir* 20
R . oocac 013:0 oai)o B
Centrifugal Partition Chromatography (CPC) 9 2 21 22 23 24 25 26 27 28 2% 3 31 32 33
Counts vs. Acquisition Time (min
o e,y
': » -
» P v 2
3 L)
‘ éBDVcri‘;s’t%ls ;Bmuysn’ral'cmmpsf

B piviorians PURIFICACCION DE CANNABINOIDES
BEAEAHC POR CPC/CCC

@ ACOSEMILLAS

SIMBOLO DE GARANTIA




creacion

de nueva
variacion

variabilidad natural creacion

: de nueva
existente variabilidad

actividades en mejoramiento vegetal
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genetic characterization and propagation aspects. Acta Horticulturae (under editor review).

« V. Codesido, M. Marin, C. Sanchez-Carnerero Callado, C. Ferreiro-Vera and S. Casano (2018).
Cannabinoids and terpenoids yields of the ornamental Cannabis sativa L. variety “Divina” characterized by a
variegated foliage as morphological marker. Acta Horticulturae (under editor review).

vropianr  VARIEDADES ORNAMENTALES:
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ACOSEMILLAS

SIMBOLO DE GARANTIA

@




Productos que se pueden obtener en funcion del
71 modelo de cultivo adoptado para la produccion

En campo

(1 ciclo/afio) de materia prima vegetal con creciente potencial
de abuso:

En_CamPo_ Materia prima vegetal

bajo plastico “NO estandarizada”,

(1 ciclo/ano) =

y aceites esenciales,
extractos, y compuestos puros
En invernadero

de alta tecnologia
(3-5 ciclos/afio)

=
_—

Det |V
566x| GSED|ESEM ™ |7.7

En instalaciones Materia prima vegetal
de interior — “estandarizada”, y 28
(3-5 ciclos/afio) extractos y compuestos puros

Ry MODELOS DE PRODUCCION:
RESEARCH VARIEDADES MEDICINALES




Coleccion privada
del Dr. Casano:
90 accesiones de creacion
semillas obtenidas V4 de nueva
durante sus actividades ; variacion
de |+D+i en Italia \ -

Coleccion del
Vavilov Research Institute: creacion

20 accesiones de semillas Rl |ab|I|_di|dn|:aturaI de nueva
originarias de Asia koo variabilidad

actividades en mejoramiento vegetal

PHYTOPLANT MEJORAMIENTO VEGETAL.:
RESEARCH VARIEDADES MEDICINALES

¥

@ AcosanLss



Quedan muchas preguntas:
SCIENTIFIC REPQRTS . ¢Quees una feepa’?

« ¢cUna "cepa" representa una variedad
fitoguimicamente uUnica?
Cannabinoids: Chemotaxonomy ¢Son “cepas’ de diferentes cultivadores

Is: C| ) : 5
and Domestication Syndrome en realidad diferentes: , _
Received: 26 January 2018 E. M. Mudge'?, S. J. Murch(! & P. N. Brown?? d C,Ha.y una manera maS aprOplada de

Accepted: 6 August 2018

OPEN Chemometric Analysis of

Cannabis is an interesting domesticated crop with a long history of cultivation and use. Strains have

Published onfine: 30 August 2018 been selected through informal breeding programs with undisclosed parentage and criteria. The term C I aS ifi C ar I aS " C e p aSI I?

“strain” refers to minor morphological differences and grower branding rather than distinct cultivated
varieties. We hypothesized that strains sold by different licensed producers are chemotaxonomically

indistinguishable and that the commercial practice of identifying strains by the ratio of total THC and L4 C.l S O n e Sto S C u | t i Vare S y Va r i e d ad e S

CBD is insufficient to account for the reported human health outcomes. We used targeted metabolomics
to analyze 11 known cannabinoids and an untargeted metabolomics approach to identify 21 unknown

cannabinoids. Five clusters of chemotaxonomically indistinguishable strains were identified from the comerc | al es , var | e d ad es I OC al es (@)

33 commercial products. Only 3 of the clusters produce CBDA in significant quantities while the other 2
clusters redirect metabolic resources toward the THCA production pathways. Six unknown metabolites

were unique to CBD-rich strains and/or correlated to CBDA and 3 unknowns were found only in THC- i n C I u S O e S p e C i e S ?

rich strains. Together, these data indicate the domestication of the cannabis germplasm has resulted
in a loss of the CBDA pathway in some strains and reallocation of resources between CBDA and THCA

pathways in others. The impact of domestication is a lack of chemical diversity and loss of biodiversity in ® C.l C u é_l e S e I i m p aCtO d e I a d O m esti CaC i é n

_ L en el caracter ecoldgico de la especie?
El impacto de la domesticacion es la

falta de diversidad guimicay la pérdida de

biodiversidad en las variedades modernas de Mudge et al. (2018)
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Vavilov Research Institute (Federacion Rusa) y Misiones de recoleccion de “Wild Crop
Relatives”

Gatersleben Gene Bank « Empresas
(Alemania) privadas.....
CREA * Particulares.....
(Italia) )

Empresas privadas autorizadas - “Cepas’.....
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Compartiendo opiniones con el Dr.
Sergey Grigoryev sobre misiones de
recoleccion a realizarse en Asia central.
San Petersburgo. Federacion Rusa, 2007
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Las caracteristicas claves de la amplia difusion geografica de esta especie son:
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Primeros estudios taxondmicos, ecoldogicos y de
distribucidn geografica del genero Cannabis:

Sativa

Cannabis sativa L.
1753 - Linnaeus

Cannabis indica Lam.
1783 - Lamarck

RUDERALIS

Cannabis ruderalis Janisch.
1924 - Janischewsky

¥ PryTOPLAN BOTANICA (SIGLOS XVIII - XX)
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Nomenclatura actualmente “aceptada” por parte de los botanicos...

Cannabis sativa L.

Es una especie polimaorfica caracterizada por la habilidad de sus tipos de cruzarse

entre ellos y de producir descendencia fértil
Segun un estudio reciente (McPartland and Guy, 2014) usando “DNA barcoding” hay solo una unica especie (Cannabis sativa
L.) con 2 distintas sub-especies:
« Cannabis sativa subsp. sativa (plantas europeas de fibra)
« Cannabis sativa subsp. indica (plantas asiaticas de droga)

Pero otros botanicos (Hillig and Mahlberg, 2011) tienen una posicién diferente sobre la nomenclatura y proponen un concepto politipico donde
identifican 3 distintas especies (C. sativa, C. indica, C. ruderalis) y 7 distintos taxones:

. Putative Taxon ; : . : ; Description
C. indica hemp biotype* : Hemp landraces from southern and castern Asia - g ; ; ;
C..indica femal biotype® . ... ... Feml popuiations feom Inole. 8o Nepm ... ol msasssmndieeerenasas
C. indica NLD biotypes : Narrow-lcaflet. drug (NLD) strains froim the Indian subcontinént and olhct drug prudm ing rryom
C. indica WLD biotype! : Wide-leaflet diug (WLD) strains from: Afghanistan and Pakistan : : :
C. safiva hemp biotype* : Hemp landraces from E umpc Asia Minor and gcntml Asia .
C. sativa feral biotype' : Feral populations from castern Europe '
P ol mdc ralist - - R ....... Rudcr ol po-pulahnns from \cmml Asiag - e ......... ......... ......... ......... .
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Fenotipos sexuales:

Es una especie generalmente dioica (cada planta expresa solo un sexo, masculino o femenino) aun pudiéndose
encontrar distintos grados de monoicismo (flores femeninas y masculinas en la misma planta).
Las flores femeninas tienen dos estigmas caracteristicos y las flores masculinas 5 estambres y 5 sépalos.

Female flower \
with pistils \ )

Female plant —_

Male plant
loose bud
clusters

Dense bud
clusters

Male flower
with pollen s
producing
stamens
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Variabilidad bioquimica (cannabinoides/1):
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Variabilidad bioquimica (cannabinoides/2):
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VARIABILIDAD: HIBRIDACION

Variabilidad bioquimica (terpenoides/1):
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A = 8-myrcene + a-terpinolene (lineas 9 e 10) + a-pinene
(linea 12) lineas 7 e 8 a-terpinolene

= a-pinene + B8-myrcene

B2 = 8-myrcene + a-pinene (lineas 5 e 11 trans-8-ocimene)

B3 = 8-myrcene + limonene
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Variabilidad bioquimica (terpenoides/2):
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Variabilidad bioquimica (flavonoides):

Flavonoles Flavonas Flavonoles
Quercetina Apigenina Catechina
Kaempferol Crisina Epicatequina
Miricetina Luteolina Epigalocatequina
Galangina Baicalina Galato de epigalocatequina

Fisetina Baicaleina ‘

-
)
4 /

Escutelaria i ;‘ Tévgrde

Fundacion CANNA (2016); Pellati et al. (2018)

Flavononas

Eriodictiol
Hesperitina
Naringenina

9
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Antocianidina

Cianidina
Pelargonidina
Delfinidina
Peonidina
Malvidina

¥ PHYTOPLANT

RESEARCH

Isoflavonoides

Genisteina

Daidceina

Gliceteina
Formononetina




VARIABILIDAD: HIBRIDACION

Variabilidad genética (1):

Las variedades para fines
industriales forman un grupo
distinto que esta separado y
genéticamente distante de
las variedades para fines
ludicos de hojas “anchas” y
de hojas “finas”

Lynch et al. (2015)
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VARIABILIDAD: HIBRIDACION

Variabilidad genética (2):

Las variedades para fines
industriales son
genéticamente mas cercanas
a variedades para fines
ludicos del tipo
Cannabis indica
(hojas “anchas”)
gue del tipo Cannabis sativa
(hojas “finas”)

Sawler et al. (2015)
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VARIABILIDAD: HIBRIDACION @ ACOSEMILLAS | PHYTOPLANT

RESEARCH
Marcadores moleculares SSRs (1):

--------------------------------

* El juego de 15 marcadores microsatélites desarrollado por el Centro de ﬂ
Investigacion en Agrigendmica (CRAG) del Instituto de Investigaciéon vy _,_4:
Tecnologia Agroalimentarias (IRTA) ha resultado muy atil para Ia
identificacion varietal del cafhamo ya que los 15 loci que utilizamos
diferenciaron entre todos los genotipos.

* El perfil molecular fue exactamente el mismo al usar tejidos de plantas
diferentes de la misma variedad reproducida asexualmente (por esquejes).

* El perfil molecular NO fue exactamente el mismo al usar tejidos de plantas —
diferentes de la misma variedad reproducida sexualmente (por semillas). |

s
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 Ademas de demostrar su valia para los estudios genéticos y la identificacion —
varietal del cafamo, los marcadores microsatélites demuestran ser un '_‘_ﬁ F
valioso método de comprobacion de los pedigris. '_'_:

* Parametros de variabilidad calculados con el juego de los 15 marcadores
microsatélite: A = alelos amplificados por locus, Ae = numero efectivo de |
alelos por locus, Ho = heterocigosidad observada, He = heterocigosidad
esperada, F = indice de fijacion de Wright. | |
“The analysis using the MISA program revealed a total of 407,491 SSRs { '_‘_:
(from mono-nucleotide to deca-nucleotide) in the hemp genome and E
15,655 SSRs in the transcriptome.” H—E

Galasso and Ponzoni (2015)
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Marcadores moleculares SSRs (2):

Los alelos detectados (en pares de bases) con los 15 marcadores microsatélites se encuentra en la siguiente tabla

CAN] CAN2 CAN3 CANA CANS CANG CAN7 CANS CANY CAN1D CAN1] CANIZ CAN1I CAN14 CANI1S

162 148|165 | 214 ] 217 162 188 | 208 164
64/17 ]| samra [119]121]162]162]220(229) 274 274 | aas | aas | rasfasa| 21712171273 ] 273 ] 148 ] 162 18] 191 ] 208 | 214 ] 201 278 282 | 260 268 | 160 | 164
642/17 | Theresa | 121 121 | 162 | 162 213 [ 223} 280 299 114 | 117] 148] 18| 214} 222|254 | 273 [ 148] 170 | 185 | 188 | 204 | 217] 201 | 297 ] 278 | 284 | 260 | 264 | 158 | 164
643/17 | MONIEK | 121 [ 130 | 162 | 162( 213 [ 219 | 282 | 284 [ 134 | 115 | 148 163 | 2104 | 214 [ 267 | 267 | 148 160 | 182 ] 182 | 214 | 217 ] 287 | 287 | 276 | 288 | 260 | 264 | 162 | 164
6A4/17 | JUANI | 121[ 121|162 162| 215 | 229 27a | 274 | 113 | 113] 148 163 | 214|214 267] 273 | 160] 162 | 182 | 188 | 208 | 220] 299 | 299] 276 | 278 | 260 | 264 152 164
6as/17]| puar |121] 130162 ]162] 213[226] 2821287 a5 | aas]16s] 167(21af 214 267) 260 158 ] 175 [ 18] 188 | 208 223] 267287 280 | 288 | 260 ] 260 160 | 164
646/17 | BeATRiZ [ 119] 121 | 162 | 162| 227|229 ) 274 | 276 | 1as [ aas | asafasa | 20af 217273 273 | 18] 15| 18] 191 | 208 ] 214 204 | 206 | 278 | 260 | 268 | 268 | 160 | 164
647/17] man |119]130] 162 162] 213 229]27af 282 [ 115 ] 115]148] 151 214} 217|267 | 273 | 148 ] 160 | 182 191 | 204 | 217] 20a | 204 | 276 | 282 [ 260 | 268 | 160| 162
648/17 JocTaviA| 130] 130 162 | 162] 219|219 ] 276 ] 292 | 114 11a]1a8] 251 ] 21af 204254 ] 264 | 148 ] 1a8 [ o | NO 208 ] 214 ] 301|301 ] 278 | 288 | 260 | 260] 162 | 164
649/17 | OivINA | 121130162 | 162 | 213|226 | 282 | 287 | 1as | aas 165 | 167 21af 21267 ] 260 [as8] 175 [ 18| a8 | 208 ] 223] 287 | 287 ] 280 | 288 | 260 | 260] 160 | 164
650/17 | MAGDA | 121] 121 ] 162 | 162] 208 [ 231 | 276 | 276 | 115 | 115 ] 148] 2148 214|214 273 ] 273 | 158] 158 | 185 185 | 208 | 208 | 206 | 206 | 282 [ 288 | 260 | 268 | 164 | 164

D
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SIMBOLO DE GARANTIA | %=

PHYTOPLANT
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Marcadores moleculares SSRs (3):

Los analisis de microsatélites muestran inconsistencias genéticas

en las “cepas” de Cannabis adquiridas en diferentes instalaciones.

Principal Coordinates (PCoA) All Strains

Durban Poison

Coord2. (14.29%)

Schwabe and McGlaughlin (2018)
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Resistencia a enfermedades: Podredumbre carbonosa

Casano et al. (2018)
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Resistencia a enfermedades: Mildiu polvoriento

Lot No. FT7019215

Enw.!qﬁ |
o\DI & H2W0o |2

4 tuckcoverHere 4

FTA™
Plant Card

Pépin et al. (2018)
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Resistencia a plagas: Arafas rojas

o -

For

1361+ 3016

Voars,
Innovation has boen at
the brrt of ewvrything wedo
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Los ensayos marcados con (1) no estan amparados por la acreditacion de ENAC.

Laboratorio Quimico Microbiologico, S.A.

C/ Manufactura, 1-local 3 (P.1.S.A) - 41927 Mairena del Aljarafe (Sevilla) ESPANA
Teléfono: +34 954 18 72 10 - Fax: +34 954 1866 65 - email: lgmsevilla@lgmsa.com

PHYTOPLANT RESEARCH, S.L.
Rabanales 21, Parque Cientifico Tecnolégico de Cérdoba. Calles Astrénoma Cecilia Payne. Edificio Centauro. Médulo B-1
14011 - Cérdoba

Sevilla 26-octubre-2016

Descripcién muestra: Bolsa de plastico con cierre icoy ap 500 g de vegetal can,
Recepcién muestra: EMPRESA MENSAJERIA

N/Referencia: OC/SEV/04248/16 SiReferencia: Muestra LOS CHAPATALES 2015. 21/10/2016

Fecha recepcion: 24-octubre-2016 10:34 Fecha inicio: 24-octubre-2016 Fecha finalizacion: 26-octubre-2016
RESULTADOS ANALITICOS:

- MULTIRRESIDUOS PLAGUICIDAS GC-QQQ tricio: 24-octubre-2016 _Finsk: 26-acuibre-2018

44 Dicorcbenzotensna <0.01 mghg LC:0.01 mgkg Acsinatring <0.01 mghg LC: 0.01 mghg Aaclar <0.01 mghg LC:0.01 mghg
(Dicatol)

Adeins <0.01 mghg LC: 0.01 mgkg Avazina <0.01 mgkg LC: 0.01 mgfg Berfluraling <0.01 mohkg LC: 0.01 mgkg
Bifentrin <0.01 mgikg LC: 0.01 mghkg Bromofos Etil <0.01 mghg LC: 0.01 mghg Bromofos Metil <0.01mhkg LC:0.01 mghg
Bromopropiaio <0.01 mghg LC:0.01 mgkg Bupirimato <0.01 mghg LC: 0.01 mghg Buprofezin <0.01 mgg LC:0.01 mghkg
Cadusatos <0.01 mghg LC:0.01 mgkg Carbofenoson <0.01 mghg LC: Chinometionato <0.01 mlkg LC:0.01 kg
Ciprodinid <001 mghg LC: 0.01 mgkg 2 Clorfenvinfos <0.01 mghkg LC:0.01 mokg
Cloropeopilsio <0.01 mgikg LC: 0.01 mghg Clorpirifos Metd <0.01 mgkg LC:0.01 mghkg
Clortal Dimetl <0.01 mghg LC: 0.01 mghkg DDD-op- <0.01 mglkg LC:0.01 mghg
DDD-p.p- <0.01 mghg LC:0.01 mghkg LC: 0.01 mghg DDE-pg- <001 mglkg LC: 0.01 mglkg
Deltametring <001 mghg LC: 0.01 makg Diazinon <001 mghg LC: 0.01 mgikg Diclofention <0.01 molkg LC:0.01 mokg
Diclofluanida <0.01 mghg LC:0.01 mgkg Dicloran <0.01 mghg LC: 0.01 mghg Diclorvos <0.01 mghg LC:0.01 mghg
Diekdrin <001 mgfg LC: 0.01 mgkg Disulfoton <0.01 mghg LC: 0.01 mghg Endosulfan alfs <0.01 mglkg LC: 0.01 mglkg

Endosulfan bets <001 mghg LC: 0.01 makg Endrin <0.01 mghg LC: 0.01 mgikg Etaconazol <0.01 mgfkg LC:0.01 mglkg
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Cultivo in vitro de tejidos vegetales:

Conservacion a medio y a largo plazo de variedades y lineas de élite reproducidas asexualmente (por esquejes)

Erradicacion de plagas (virus, bacteria, hongos, etc.)

Haploidizacién y poliploidizaciéon inducidas

Seleccidon de mutaciones espontaneas o inducidas

Regeneracion de plantas por organogénesis de
brotes o por embriogénesis somatica



VARIABILIDAD: HIBRIDACION

Heterogeneidad en las sintasas de cannabinoides (1):

5/1_CBDAS

5i2_CBDAS

5/3_CBDAS

5/4_CBDAS
6/1_CBDAS
6/2_CBDAS
NCBI_AB292682_CBDAS
ifc0_152_CBDAS

Onofri et al. (2015)

6/3_CBDAS
NCBI_E55107_CBDAS
6/8_CBDAS
6/4_CBDAS
6/7_CBDAS
6/5_CBDAS
6/6_CBDAS
scaffold_39155_CBDAS
E NCBI_AB292683_CBDAS
NCBI_AB292684_CBDAS
11_THCAS
NCBI_E33090_THCAS
ifc5_1470_THCAS
mixc5_3188_THCAS
NCBI_AB212838_Strain_054_THCAS
12_THCAS
13_THCAS
14_THCAS
2/1_THCAS

2/2_THCAS

@ ACOSEMILLAS

SIMBOLO DE GARANTIA
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%

wild type THCAS wild type CBDAS

(E33090) (E55107) (5/2)
a o
o e
. "7'\“" g \\‘.;
\:Jé’ \{5\\ W ‘1
T Racl
e AN
Fo
> 3o
,
Pro — Ser 4 4

Bow CBDAS Bpo2 CBDAS
D‘:5/ 1) (5/3)

Mutacion que produce
una THCAS no funcional

Mutaciones que producen
unas CBDAS no funcionales
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Heterogeneidad en las sintasas de cannabinoides (2):

THCA-syn Skunk #1 marjuana homolog 3
{ THCA-syn Carmen hemp homolog 3

s | HCA-8yn Carmen hemp homolog 2

THCA-syn Kojoma hemp homolog 1
— _ﬁ
THCA-syn Skunk #1 marijuana homiog 2
IHCA-syn Canmen hemn homolog 1

o

THCA-syn Purple Kush marjuana

THCA-syn Sirlkantaramas marjuana

THCA-syn Kojoma hemp homolog 2

THCA-syn Skunk #1 marivana homolog 1

-—————————

CBDA synthase E CBDA-syn Kojoma hemp
CEDRA-syn Carmen hemp

THCA synthase

CBDA-syn Purple Kush manjuana homolog 3
dN/dS >3 CBDA-syn Purple Kush marijuana homolog 2

CBDA-syn Skunk #1 marijuana homolog 2

% Humulus homolog

0.02

Weiblen et al. (2015)

!;HI !A v smnl:‘ 1 _manivana homolog 1

CBDA-syn Purple Kush marjuana homolog 1

— THCA-syn Purple Kush marjuana homolog 2

[euoIoun}-uou

En la figura se representa el arbol filogenético para las THCAS y CBDAS
caracterizadas y secuenciadas por Weiblen et al. (2015). Incluye otras
secuencias publicadas de THCAS y CBDAS (Sirikantaramas et al., 2004;
Kojoma et al., 2006). Weiblen y colaboradores sugieren que la THCAS vy
CBDAS aparecieron de una duplicaciéon de una sintasa ancestral y que los
diferentes quimiotipos son el producto de la evolucidén de estos loci, los
cuales estarian genéticamente ligados (Weiblen et al., 2015). No obstante,
es importante destacar que, a pesar de la presencia de multiples copias
para ambos genes en los dos quimiotipos, tan solo una de las copias de |la
THCAS y de la CBDAS presentaron una expresion detectable (genes
expresados subrayados en la Figura). Estamos ante un escenario complejo,
en el que tenemos multiples copias que codifican para la THCAS y la
CBDAS, y en el que no todas son funcionales. A esto hay que sumar el
alto grado de similitud entre la THCAS y la CBDAS, lo cual dificulta la
edicion especifica de uno de ellos. Por otro lado, a pesar de que el
genoma esta secuenciado, el procesamiento bioinformatico del mismo
como puede ser la anotacién posicional y funcional de genes (coordenadas
en el genoma de secuencias codificantes y su posible funcién), no parece
estar disponible publicamente.
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Dear Salvatore,

o T
guide RNA
today, the Court of Justice of the European Union released its judgement in Case c-528/16 ruling that:

- organisms obtained by mutagenesis aré @ ithin the meaning of the)GMO Directive; X "
- such organisms are subjects to the obligNjgp#and restrictions laid do

Directive.

IHAG
Todo proyecto que impligue la ediciéon génica depende de la transformacion genética del
Cs IC organismo de interés. En el caso de Cannabis sativa L., desafortunadamente, estamos ante una
- especie recalcitrante que presenta una alta dificultad para la regeneraciéon de plantas por
\( organogénesis de brotes o por embriogénesis somatica.

La falta de anotacidon del genoma impide, sin embargo, determinar si los

posibles off-targets forman parte, por ejemplo, de una regién codificante HE'E&TEEA&D | UI l la.es
o promotora, lo que dificulta estimar las consecuencias de una posible

actividad inespecifica del sistema CRISPR disefiado. %




Reversion sexual de plantas dioicas de sexo femenino, produccion A,utofecundacmn
de semillas y pre-seleccion de lineas parentales e hibridos (en (lineas p_ar,e_ntales
instalaciones de interior): homocigoticas)

I.: e L el -
\ (N | LR MY )
| . B

Aislamiento de la planta
revertida para su Cruzamiento
autofecundacion o cruzamiento hibridos heterocigc')ticos)

Deteccion de

flores masculinas
2-3 semanas despueés
del primer tratamiento

Tratamiento STS
Desde 1 hasta 5 tratamientos

3 . opLanT CREACION DE VARIACION
RESEARCH Y SELECCION

ACOSEMILLAS

SIMBOLO DE GARANTIA
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Distintas agro-técnicas en funcion de la variedad y del modelo de produccion:

Variedades reproducidas sexualmente (por semillas) En campo
(1 ciclo/afio)

En campo
bajo plastico
(1 ciclo/ano)

@ﬁ't \,M

Variedades reproducidas asexualmente (por esquejes)

En invernadero
de alta tecnologia
(3-5 ciclos/afio)

En instalaciones
de interior
(3-5 ciclos/afno)

PHYTOPLANT EVALUACION Y
RESEARCH MULTIPLICACION

ACOSEMILLAS

SIMBOLO DE GARANTIA
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UPOV STATUS 5, prexsy

on April 13, 2018

recte

I Members of UPOV (75 - covering 94 States) ‘

I Initiating States (16) and Organization (1)
U P @v States (26) and Organization (1) in contact with the UPOV Office

International Union for the Protection of New Varieties of Plants L

UPGV PRISMAY

Aun no se han establecido los requisitos
fitosanitarios para la importacion a Colombia de
plantas de Cannabis sativa L. provenientes
desde Espana:

ANALISIS DE RIESGO DE PLAGAS

Instituto Colombiano Agropecuario

- N DISTRIBUCION VARIEDADES
% ReseARCH PROTEGIDAS EN COLOMBIA
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8 y 9 de noviembre
Sembramos para alimentar vidas

Cannabis Medicinal en Colombia:
Una mirada hacia las oportunidades

S.CASANO@PHYTOPLANT.ES

% P R :‘MUCHAS GRACIAS POR SU
R ATENCION!

e@ ACOSEMILLAS



