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Introduccion. El cartamo es una planta oleaginosa cuyo
principal producto comercializado es el aceite obtenido de sus
semillas. México es el tercer pais de mayor produccion mundial
de cartamo con un 15.6% (1). Una de sus caracteristicas es que
su aceite puede contar con 73% de acido linoleico y 18% de
oleico, segun su variedad (2). Los aceites vegetales ricos en
acido oleico son méas deseables, debido a su estabilidad y
beneficios nutricionales. En cartamo, la enzima FAD2-1 con alta
expresion en semilla es la responsable de introducir un doble
enlace en la posicion A12 de un acido oleico y convertirlo en
acido linoleico (3). El objetivo de este proyecto es mejorar
genéticamente plantas de cartamo para conseguir una variedad
con produccion de aceite que posean un mejor perfil de acidos
grasos mediante el sistema CRISPR-Cas9, a través de la
modificacién del gen fad2-1. (4)

Metodologia. Se disefiaron primers de la secuencia de
referencia obtenida de la base de datos NCBI, y se aisl6 el gen
fad2-1 por PCR a partir de DNA gendémico de cartamo, para su
posterior secuenciacion. Se evaluaron los gRNA candidatos en
cinco diferentes bases de datos y se seleccionaron los tres con
mejor porcentaje ON TARGET. Se realiz6 el ensamblaje del
vector Cas9, con tres casetes de expresion de gRNA en tdndem.
Se transformd cartamo mediante Agrobacterium tumefaciens
segun la metodologia descrita por Rani et al 2018 (5), para lo que
se determind la dosis letal 90 de glufosinato de amonio para la
seleccién de plantas transformadas.

Resultados
Tabla 1. RNA guias seleccionados
NOMBRE SECUENCIA CADENA | % ON TARGET
gRNAO7 GTTGCCTCACTACGACGGGTCGGAAT - 58.3
gRNA14 GACGTTGAAAGACAAGTACAAGGGCC + 54.8
gRNA17 GAAGGAACGTGATCAACACCAGGAAC - 51.1
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Fig. 1. Ensamblaje de vector Cas9, con expresion de tres gRNA en
tandem.

gRNAO7
5'UTR
Ctfad2-1 Ex6n 1
< <
gRNA14 gRNAL7

Fig. 2. Localizacion de RNA guias en gen fad2-1 de cartamo

Fig. 3. Pasos involucrados en la transformacion de C. tinctorius con A.

tumefaciens: A) Semillas esterilizadas e inoculadas en medio MS. B)

Semillas en co-cultivo con A. tumefaciens C) Plantas en seleccién con
hojas verdaderas.
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Figura 4. Determinacion de dosis letal 90 de glufosinato de
amonio para cartamo.

Conclusiones. Se ensamblé un vector de expresion Cas9 con
multiples gRNA dirigidos al gen FAD2-1 de cartamo. Se esta en
proceso de transformacion con A. tumefaciens y se cuenta con
plantas en proceso de seleccion por resistencia a glufosinato de
amonio, para comprobar transformacion y edicion del gen
blanco.
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