Numero: IF-2019-03569984-GDEBA-DGLYCNMAGP

Referencia: Recursos Genéticos ANEXO |

Requisitos para solicitar permiso de acceso a los recursos genéticos y a los

conocimientos tradicionales asociados:

|. Datos de las Solicitantes **

Investigadora Responsable

Apellido y Nombre: Rodriguero, Marcela Silvina.

DNI: 24.583.692

Titulo y profesion: Dra. en Ciencias Bioldgicas — Investigadora Adjunta del Consejo

Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)

Correo electronico: rodriguero@ege.fcen.uba.ar

Direccion particular: Dr. Eleodoro Lobos 285, 7J, CABA, Argentina.

Teléfono particular: (011) 2065-3269

Institucién que presenta el proyecto: Universidad de Buenos Aires.

Direccién laboral: Grupo de Investigacion en Filogeografia y Filogenias
Moleculares; Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion. Intendente
Guiraldes 2160 - Pabellébn II - Ciudad Universitaria (1428). Capital Federal,

Republica Argentina.

Teléfono laboral: (011) 5285-8645
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Integrante/s del proyecto que participara/n en el muestreo

Apellido y Nombre: Fernandez Goya, Lucia

DNI: 36.374.747

Titulo y profesion: Licenciada en Cs. Biolégicas — Estudiante de Doctorado de la

Universidad de Buenos Aires

Correo electronico: luluf.goya@gmail.com

Direccion particular: Talcahuano 1097, 14D, CABA, Argentina.

Teléfono particular: 116819-7988

Direccién laboral: Laboratorio de Genética Evolutiva; Departamento de Ecologia,
Genética y Evolucion. Intendente Gluiraldes y Costanera Norte s/n Pabellon 1l -

Ciudad Universitaria (1428). Capital Federal, Republica Argentina.

Teléfono laboral: (011) 5285-8645

**Con la presente se adjunta copia de titulo habilitante de grado y DNI

II. Datos del proyecto

Titulo del proyecto: Origen de la asexualidad en gorgojos de la tribu Naupactini:

aspectos microbioldgicos, moleculares y ecoldgicos

Objetivos: Se estudiaran los aspectos microbiolégicos, moleculares y ecolégicos
de la partenogénesis inducida por Wolbachia en gorgojos de la tribu Naupactini a

fin de proponer un mecanismo para este modo reproductivo.
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Descripcion de actividades:

-Metodologias de captura, colecta y muestra.

Las muestras seran colectadas mediante dos metodologias principales.

1. Manualmente: cuando sea posible se recuperaran los ejemplares de
manera individual, toméndolos directamente de la planta en la que se

encuentren.

2. Método de la sabana: para vegetacion en altura o muy frondosa. Se

sacudira la vegetacion habiendo colocado una sdbana de colecta debajo.
Luego, se colectaran los especimenes necesarios manualmente de la
sabana y el resto de la fauna sera devuelta a la vegetacion antes de

continuar con el muestreo.

-Cronograma de trabajo y actividades a realizar:

Cronograma de trabajo del proyecto:

1) Muestreo de material
El material ser& colectado como se indico mas arriba
2) Realizacién de experimento de cura con antibidticos y cria de gorgojos

Los gorgojos colectados serdn mantenidos en una jaula comunitaria
por especie y poblacion durante dos semanas para garantizar su
madurez sexual. Luego seran sometidos a un experimento de cura
con antibidticos, a saber: Se los dividira en dos grupos al azar
(Control y Tratadas) y se administrara el tratamiento acorde. Las
hembras Tratadas seran alimentadas con hojas previamente
sumergidas en una solucion de Tetraciclina 2,5mg/ml (un antibiético
efectivo contra la bacteria Wolbachia pipientis), mientras que las
hembras Control serdn alimentadas con hojas previamente
sumergidas en agua destilada. Los tratamientos seran administrados
dia por medio durante un periodo de 20 dias. Se cuantificara los
huevos por postura de cada hembra y se colectaran las posturas dia
por medio para estudiar la viabilidad. Las posturas seran mantenidas
en una camara de cria a 27,5°C, 80% HR y con un fotoperiodo de 16
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horas de luz. Las hembras seradn sacrificadas de manera aleatoria
conforme vayan poniendo huevos a fin de poder estudiar la relacion
entre la densidad relativa de Wolbachia y la viabilidad de las
posturas. Se extraera el ADN de las hembras sacrificadas (ver punto
4 méas abajo) y se procedera a la amplificacion por PCR en tiempo
real a fin de determinar la concentracion relativa de la bacteria
Wolbachia (ver punto 5 mas abajo).

3) Diseccion de material biolégico

Para la elaboracién de microbiomas: Se esterilizara la superficie de
los gorgojos en lavandina comercial 20% y posteriormente se
enjuagaran tres veces en etanol 100% para reducir las bacterias
externas contaminantes. Se utilizara el individuo completo.

Para la elaboracion de transcriptomas: Se diseccionaran los ovarios
de 5-10 hembras de cada poblacion previamente anestesiadas con
éter en RNAlater (solucion estabilizadora del ARN) para preservar
los transcriptos.

4) Extraccion y cuantificacién de acidos nucleicos (ADN o ARN)

Para ADN: EI ADN se extraera utilizando el kit “Qiagen DNA easy”
(Qiagen), ya que los lavados y la elucién por columna realizados con
este kit garantizan elevadas relaciones de pureza. La cuantificacion y
la constatacién de la pureza se llevaran a cabo por medio de
espectrofotometria en un equipo Nanodrop.

Para ARN: ElI ARN sera extraido mediante un protocolo de
extraccion utilizando TRIzol, adaptado para pequefias cantidades de
tejido. La calidad de la extraccion sera evaluada en geles de agarosa
y la cuantificacion y la constatacion de la pureza se llevaran a cabo
por medio de espectrofotometria en un equipo Nanodrop.

5) Amplificacion en tiempo real

Se utilizaran el reactivo SYBR® Green y los cebadores especificos
diseflados por la Dra. Rodriguero para genes reporteros de
Wolbachia y del hospedador (los gorgojos), que amplifican
segmentos de aproximadamente 150 pb. Se realizaran tres réplicas
técnicas de cada individuo. La carga bacteriana se estimara por
comparacion entre la cantidad de ADN nuclear del hospedador y la
cantidad de ADN de la bacteria. La evaluacién de las curvas (Cq) y
los datos de eficiencia se trataran en el programa LinRegPCR.

6) Andlisis e interpretacion de resultados

Los datos se ftrataran estadisticamente a través de modelos
adecuados en cada caso.

7) Preparacion de Librerias y Secuenciacion masiva de microbiomas y

transcriptomas
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Para la elaboracion de microbiomas: Se amplificara la region V4 del
gen 16S rDNA, que ha probado ser muy informativa, recuperando
una buena resolucion taxonomica desde orden hasta género y
resultando la mejor opcion para la plataforma lllumina. Se utilizaran
los oligonucledtidos adecuados, que seran modificados por el
agregado de una secuencia identificadora multiplex especifica para
cada muestra/especie de gorgojo (“barcode”) y los adaptadores
necesarios para la secuenciacion.

Se enviara la cantidad requerida de ADN para la construccién de las
bibliotecas y la secuenciacion en la plataforma MiSeq lllumina Inc. a
alguna de las compafiias que ofrecen servicios de secuenciacion de
proxima generacion tanto en Argentina (INDEAR o INTA) como en el
exterior (Macrogen, Segmatic).

Para la elaboracion de transcriptomas: Se enviara la cantidad
requerida de ARN total para la construccion de las bibliotecas
normalizadas (a fin de evitar la sobrerrepresentacion de los
transcriptos mas comunes) y la secuenciacion mediante la tecnologia
“paired-end sequencing assay” en la plataforma HiSeq lllumina Inc. a
a lguna de las compafiias que ofrecen servicios de secuenciacion de
proxima generacion tanto en Argentina (INDEAR o INTA) como en el
exterior (Macrogen, Segmatic).

8) Anadlisis Bioinformatico

Para la elaboracion de microbiomas: Los oligonucleotidos y los
adaptadores seran removidos de las lecturas obtenidas, que seran
separadas de acuerdo al barcode de cada muestra (individuo de
cada especie) para proceder al filtrado segun la calidad y la longitud
utilizando el pipeline disponible en el programa QIIME (Quantitive
Insights into Microbial Ecology). Las secuencias seran agrupadas en
“‘unidades taxondmicas operativas” (OTUs) al 97% de similitud por
seleccién basada en referencias utilizando QIIME y las bases de
datos curadas Greengenes, Silva o RDP (“Ribosomal Database
Project”). Solo se incluiran las OTUs que contengan mas de cinco
secuencias, para reducir la probabilidad de inclusion de OTUs
resultado de errores de secuenciacion. Las diferencias en la
frecuencia de las OTUs entre especies seran evaluadas a través de
pruebas no paramétricas con simulaciones Monte Carlo presentes en
QIIME, filtrandose los taxones de baja frecuencia. Se caracterizara la
estructura y la composicion de los microbiomas obtenidos utilizando
distintos pipelines ofrecidos por el programa mencionado. Los
resultados seran visualizados en Figtree (formato netwick) o en
Megan v. 6 (formato matriz).

Para la elaboracion de transcriptomas: Se obtendrdn unas 50
millones de lecturas de 75 pb, suficientes para una medicion
técnicamente precisa de la expresion genética de la mayoria de los
genes. Las secuencias seran procesadas con los programas
FastQC, Trimmomatic v. 0.22 (lllumina, Inc.), Bowtie 2 v. 2.1.0 y
Trinity RNA-seq Assembly, para verificar y filtrar las secuencias en
base a su calidad, eliminar adaptadores, identificar secuencias
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correspondientes a Wolbachia y a los hospedadores y realizar el
ensamblado, respectivamente. Para el andlisis de expresion genética
diferencial se alinearan los transcriptos de las hembras de cada
clase (partenogenéticas, sexuales y tratadas) con el transcriptoma de
referencia (hembras sexuales) mediante Bowtie y se cuantificaran
sus abundancias utilizando eXpress v. 1.3.1. A partir de estos
conteos, se identificaran los transcriptos diferencialmente
expresados entre las clases evaluadas utilizando el paquete
estadistico de R DESeq v. 1.12.0. Los genes identificados por este
andlisis seran validados mediante PCR en tiempo real.

9) Disefio de oligonucledtidos

Se disefiardn los oligonucleétidos especificos para los genes
expresados diferencialmente, obtenidos como se explica en el punto
8 del presente, a fin de realizar la amplificacién en tiempo real (ver
punto 5 del presente) de verificacion.

10) Actualizacion bibliogréafica

11) Asistencia y presentacion de resultados en congresos

12) Publicacién de resultados

Afo 1 Afo 2 Afio 3

E M M|J|J|A|S|O|N|D|E|FIM|A[M|J|J|A|S|O|N|D|E|FIM|A[M|J|J|A|S|O|[N|D
1|X X XX X[ X| X XXX | X|X
2 X X| X | X X|X| X
3 X
4 X X| X X| X
5 X[ X[ X|X X| X
6 XX | X[ X|X X| X[ X|X X| XXX
7 X| X
8 XXX XXX XXX XXX XXX | X
9 X
10 | X X XXX XXX X XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XX
11 X| X | X X|X| X X| X | X
12 X X| X XXX X X| X | X

- Fecha estimada de inicio y finalizacion de cada camparia y los objetivos de
cada una.

Los muestreos pendientes se desarrollaran entre Noviembre 2021 y Abril

2022 a fin de completar los siguientes objetivos:
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1. Determinar el umbral de densidad bacteriana necesario para inducir
partenogénesis en el gorgojo Pantomorus postfasciatus a traves de
un experimento de cura con antibiéticos (ver puntos 2, 4 y 5 de las
actividades descriptas anteriormente).

2. Estudiar la flora microbiana de los gorgojos partenogenéticos, de
reproduccién sexual no infectados con Wolbachia y de reproduccion
sexual infectados con titulos muy bajos (ver puntos 3, 4, 7y 8 de las
actividades descriptas anteriormente).

- Lugar: indicar croquis del area donde se realizardn las actividades y
adjuntar mapa de localidades a colectar, itinerario y sitios de muestreo.

El muestreo se realizard en espacios publicos y al aire libre dentro de
distintos municipios de la Provincia de Buenos Aires. Los sitios especificos
pueden variar dependiendo de dénde podamos encontrar especimenes,
pero en principio se muestreard en Zarate, La Plata, Avellaneda, General
Rodriguez y aquellas localidades que integran el recorrido del Tren de la
Costa: Olivos, La Lucila, Acassuso, San lIsidro, Beccar, San Fernando y

Tigre (ver Figura 1).

IF-2021-27022375-GDEBA-DFY FMDAGP

pagina7 de 11



®

a
Fatima
Pilar
n Door
n
34 |
-ezicaY 9
forrezur
" GeWral
Rodriguez
24 |
a
Plomer 6 |
Villars
General
Hornos
General
Las Heras

[T

Ed Piedra de

[s] los Indios
26 Benavidez 9 El Ca
TioH E| Cafio
Iﬂ |ﬁ_J San Fe.[r Y
|?| (97) Colonia de
=/ s San [Sidrg® Sacrament

Marti!

José C.Paz p#A

San Miguel a
San Martin
25 E ¥
Buenos Aires
7] Moreno
Merlo Moron Avelldneda
San Justo ;
1003 Lanus
40 caniey :
£ [205) W Quilmes
(&) o Lomas de > >
v Zamora Berazatequi
Marcos Paz HEronaIe E'U'i;ﬁc\df%r}m
Varela I_i SR o (1]
Monte Grande 4] [ 36 K3
Virrey 1]
del Pino Ezeiza Ingeniero [ 14]
- J-allan \ 13 Berisso
Tristan Suarez City Bell =
a Guernica, La Vata

Santa viv Mans, B3 Buenos Aires
santazo gle My f\,qu 36| o

Figura 1: Mapa de la Pcia de Buenos Aires con las localidades marcadas donde esperamos realizar muestreo
(dependera de si encontramos especimenes 0 no)

- Lista de especies o grupos taxondémicos y/o partes de ellas a coleccionar:
por nombre comun y cientifico, indicando n° de ejemplares o muestras por

especie.
e Pantomorus postfasciatus (Coleoptera, Curculionidae): 200
ejemplares.
e Naupactus cervinus (Coleoptera, Curculionidae): 100 ejemplares.
e Naupactus dissimulator (Coleoptera, Curculionidae): 100 ejemplares.
e Naupactus xanthographus (Coleoptera, Curculionidae): 100
ejemplares.
e Naupactus versatilis (Coleoptera, Curculionidae): 100 ejemplares.
-Descripcion de las medidas y acciones a tomar para minimizar la

posibilidad de ocurrencia de efectos adversos en la investigacion, desarrollo
y/o produccion.

Los efectos adversos seran evitados de la siguiente manera:
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Se realizaran colectas conscientes y respetuosas con el resto de la
flora y fauna presente, procurando afectar lo menos posible el
entorno natural del cual se extraeran los gorgojos.

Para minimizar el impacto sobre las poblaciones de gorgojos se
colectara la menor cantidad posible de muestras.

A las colectas se concurre con protector solar, lentes de sol y
sombrero para proteger a quienes colectan de los efectos
perjudiciales del sol. Asimismo, se utilizardn guantes y protectores
visuales cuando sea necesario. También se lleva siempre un kit de
primeros auxilios con los elementos necesarios para tratar picaduras,
raspones y cortes menores, etc, y abundante agua para hidratarse.
Los gorgojos colectados seran mantenidos en un contenedor plastico
con tapa perforada hasta la llegada al laboratorio, donde seran
mantenidos en potes individuales durante los experimentos,
cuidando que se encuentren siempre confinados en el lugar de
trabajo a fin de evitar que se esparzan innecesariamente a
ambientes nuevos.

El descarte del material se realizara de acuerdo a los protocolos
debidamente establecidos.

Debido a la situacién sanitaria a nivel nacional, las colectas y
posterior trabajo de laboratorio se llevaran a cabo de acuerdo a los
protocolos de COVID establecidos en ese momento. Se utilizara
barbijo durante la totalidad de la colecta de muestras y el trabajo en
el laboratorio respetara las restricciones en cuanto a cantidad de

personas, ventilacion de ambientes, horarios, etc, establecidos por la
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Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, dependiente de la
Universidad de Buenos Aires.
- Indicar el modo de captura o colecta previsto (presentar si corresponde
planilla autorizada de CICUAL)
Este item fue aclarado previamente en “Metodologias de captura, colecta y
muestra”. Por otro lado, no corresponde la autorizacion de CICUAL para
trabajo con insectos.
Destino final del material (Informar el destino final del material biolégico, indicando

el herbario o coleccion oficial y/o el modo de destruccion o disposicion final de las
muestras)

Como se mencion6 previamente, se extraera el ADN total de los gorgojos
colectados y se los guardara a -20°C en el Laboratorio 60 del Departamento de
Ecologia, Genética y Evolucion de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
dependiente de la Universidad de Buenos Aires, hasta tanto los resultados de la
investigacion sean publicados. Eventualmente, el material ser4 descartado como

residuos peligrosos.

Fuente de financiamiento: Agencia Nacional De Promocion De La Investigacion, El
Desarrollo Tecnolégico Y La Innovacion; Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Productiva. PICT-201-0038.

Socios del proyecto (Indicar las instituciones, organismos e investigadores
participantes):

Nombre y apellido Rol Institucion

Dto de Ecologia, Genética y Evolucion, FCEN,
UBA. Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion,
CONICET.

Investigadora

Marcela Silvina Rodriguero
g Responsable
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Viviana Andrea Confalonieri

Investigadora

Dto de Ecologia, Genética y Evolucion, FCEN,
UBA. Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion,
CONICET.

Alejandra Carla Scannapieco

Investigadora

Instituto de Genética “E. A. Favret”, Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) —
Grupo Vinculado al Instituto de Agrobiotecnologia
y Biologia Molecular (IABIMO-CONICET)

Noelia Verénica Guzman

Investigadora

Dto de Ecologia, Genética y Evolucién, FCEN,
UBA. Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion,
CONICET.

Analia Alicia Lanteri

Investigadora

Division Entomologia, Museo de La Plata,
Facultad de Ciencias Naturales y Museo,
Universidad Nacional de La Plata.

Romina Valeria Piccinali

Investigadora

Dto de Ecologia, Genética y Evolucién, FCEN,
UBA. Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion,
CONICET.

Lucia Da Cruz Cabral

Becaria post-

Dto de Ecologia, Genética y Evolucién, FCEN,
UBA. Instituto de Ecologia, Genética y Evolucion,

doctoral CONICET.
, Becaria Dto de Ecologia, Genética y Evolucion, FCEN,
Lucia Fernandez Goya
doctoral UBA.

Con la presente se debe adjunta el proyecto de investigacion especifico, donde

consta: introduccion con la justificacibn que defina el proyecto, objetivos,

metodologia, resultados esperados y bibliografia)
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