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Desafios para la conservacion de la biodiversidad
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Bases de referencia

® Voucher en coleccién publica con
determinacion taxonémica

® Datos de colecta: fecha y localidad

® Secuencia tipo barcode en base
publica

Species Barcode
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Barcoding de ADN

SYSTEMS

BARCODE OF LIFE DATA SYSTEM

Advancin, g biodiversit y science t hrough DNA-based species identification.
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Consorcio de Barcoding-Uruguay

Marzo 2023:

Viajaron siete jovenes investigadores
Lab. de Paul Hebert, Centro de Gendmica de la Biodiversidad, UoG
Udelar: Fac. Ciencias, Fac. Agronomia
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Consorcio de Barcoding-Uruguay
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Llevaron mas de 1500 especimenes, 500 especies
colectadas por 47 investigadores.
Entre un 60-70% éxito en la secuenciacion.

Proyecto colaborativo, generando sinergias, abierto y

publico
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Colecciones botanicas

MVM MVFA MV]B MVFQ MVHC
100000 specimens 00000 specimens 60000 specimens 10000 specimens 5000 specimens
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BARCODING & METABARCODING

2 > 3 > IA
tttgagtatacaact .
Herramienta potente para avanzar en

ttcgagcatacgact

‘/ aacgtccaaaggagt la descripcion de la biodiversidad.
- ttggagcatacgact
l{‘\'ﬁs aaggtccaaagagt -z . .
ttcgagcatacgact Revolucién para los inventarios de
"/“? ategtecaatggagt biodiversidad
‘ / aaggtccaaacgagt
sacgiecangoat Puntapié inicial y fundamental para la
W tttgagtatacaact p y p

comprension de las interacciones
ecolbgicas en los ecosistemas
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tttgagtatacaact
ttcgagcatacgact
aacgtccaaaggagt

ttggagcatacgact
aaggtccaaagagt
ttcgagcatacgact

atcgtccaatggagt
aaggtccaaacgagt
aacgtccaaaggagt
tttgagtatacaact
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MULTIPLES APLICACIONES

Inventarios de biodiversidad
Trazabilidad alimentaria
Deteccién de especies
amenazadas

Etc.



Estudios de dieta por
metabarcoding de ADN

De Sousa et al. 2019




Ozotoceros bezoarticus venado de campo

Estudios de posgrado en venado de campo:

- Demografia

©Laura Pages -

- Dieta por microhistologia
- Uso del ambiente con radiocollares

- Analisis de microsatélites para establecer estructura de
los grupos



Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodolégicos

PRI
i - i w LL—';"' ‘LE
- .:-'u-r'--ul-i' ) 'Iyn.‘
B )
T il L d — = .
- s
-J
Muestra Extraccién PCR Secuenciacion Asignacion
ambiental de ADN  seleccion de de dltima taxondmica con base
marcadores generacion de referencia

© & @ ©

1. Asignacién taxonémica de muestra ambiental

2.Cebadores universales: COI; vertebrados 12S; roedores: Cit-B; plantas: trnL e ITS
3. Bloqueadores de amplificacién de especies predadoras

4. Asignacién taxonémica
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Patrones troéficos de mesocarnivoros simpatricos: ecologia molecular
Material y métodos

Metabarcoding: aprendizajes metodologicos

Desarrollo de SONDAS: determinacion de especies de canidos y felinos por PCR-RT

.85 . Cerdocyon thous

- (0)- Cebadores y Lycalopex gymnocercus

E d " sonda COl| Canis lupus familiaris
Leopardus geoffrogyi

para:

Leopardus widli
Felis catus
‘ Mamm Res ® CrossMark

DOI 10.1007/513364-017-0328-y
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» Extraccion con QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit

Muestra
ambiental

A novel real-time TagMan™ PCR assay for simultaneous
detection of Neotropical fox species using noninvasive samples
based on cytochrome c oxidase subunit I1

M. Cosse' @ - F. Grattarola' - N. Mannise'
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Patrones tréficos de mesocarnivoros simpatricos: ecologia molecular
Material y métodos

Metabarcoding: aprendizajes metodologicos

Desarrollo de SONDAS: determinacion de especies de canidos y felinos por PCR-RT
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Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodolégicos
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0l1. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

Yamamoto, T., K. Tachihara, and M. Toda. 2024. Examination of sequence variations in partial mitochondrial 12S gene amongst damselfish species as references for

DNA barcoding. Biodiversity Data Journal 12:e126744.
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Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodolégicos
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01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

tttgagtatacaact

- $$ - ttggageatacgact
- ‘ - aaggtccaaagagt
=
.2 aaggtccaaacgagt
tttgagtatacaact

Muestra Extraccion PCR Secuenciacion
ambiental de ADN de ultima
generacion

Plataforma de Secuenciacién Masiva IIBCE (MEC)- lon GeneStudio™ S5 System




Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodolégicos
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01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

.
tttgagtatacaact "I- = ,;’ tttgagtatacaact v

ttggageatacgact
aaggtccaaagagt

tiggagcatacgact .
aaggtccaaagagt y
aaggtccaaacgagt g )

b
tttgagtatacaact l'

aaggtccaaacgagt

v
"y
Htgagtatacaact !
__J .IQ,
il

Secuenciacién Asignacion Secuenciacién Asignacion
de dltima taxonémica con de dltima taxonémica con \
generacion base de referencia generacion base de referencia
Cebadores vertebrados:
Cebadores COI 12S; Cit-b

Las lecturas “reads” obtenidos pueden corresponder a la especie
“hospedadora” en una frecuencia del 90%: desarrollo de BLOQUEADORES

Boessenkool, S, L. S. Epp, J. Haile, E. Bellemain, M. Edwards, E. Coissac, E. Willerslev, and C. Brochmann. 2012. Blocking human contaminant DNA during PCR allows
amplification of rare mammal species from sedimentary ancient DNA. Mol Ecol 21:1806-1815.
Vestheim, H., B. E. Deagle, and S. N. Jarman. 2011. Application of blocking oligonucleotides to improve signal-to-noise ratio in a PCR. Methods Mol Biol 687:265-




01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

Desarrollo de BLOQUEADORES: zorros, felinos y aves marinas. Ej. aves marinas

Bf2 fw
C3-BlockCOlSeaBird
Pygoscelis papua TCGAAGCCCCAACGAGTAGGAGGGTCGTGGCGGTGAGCGTTGAAGGGACCGGCGTGAGCCGGCCTGGAGCCGCCGCTAGTGCAGATCTTGGTGGTAGTAGC 3’
Pygoscelis adeliae
Himantopus mexicanus melanurus 4=dInosine; 3=C3spacer
Qabeileres @0l #BlockCOlISeaBird5_3-

C3GCATTYCCCCGYATAAAYAACATAAGCTTCTGACTACTACC




01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

Desarrollo de BLOQUEADORES, ej. aves marinas
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Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodolégicos
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01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos

N OSilvina Piastri

|
BC63_BC6B4_M2 - | -
Paspalum dilatatum ) [ I . I
Nassella neesiana 'x;::.‘
S ineamm | Seleccion de especies yi&
Piptostactiam Asignacién Proxi de

taxonémica con abundancia
base de referencia relativa

Richardia humistrata

Igual masa seca por especie

Y |

Abundancia relativa de lecturas: comunidades simuladas o mock communities




01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica
Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos
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01. Dindmica de poblaciones y ecologia trofica

Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: aprendizajes metodoldgicos
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Table 1. Sequences of
(UAA) intron

f the two universal primer pairs amplifying the L

Name

Code Sequence §-3'

d

b

A49325
B49863
A49425
B49466

ACGCTACG

COAAATCGG!
GGG, I(-\\L

CCATTGAGTCTCTGC \(*\"T\T(‘




Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: mamiferos nativos

Subulo gouazoubira Cerdocyon thous Lycalopex gymnocercus

C.thous
Reptilia

1

C.thous
Mammalia

6

El guazubira es una especie oportunista, dispersor
de zarzamora

No aparecen las especies de bosque implantado
de eucaliptus y pino

Marcador 12S



Estudios de dieta por metabarcoding de ADN: proyectos en curso

Dieta de vacas de eria en Campo

Natural utilizando
metabq\rg:oding de ADN de heces

e N

: AR TN, s

Estudiante: Msc. Lucfa Marin
Orientadora: Dra. Mariank Cosse
Co-Orientador: Ing Agr. Pablo Soca

Dos proyectos que buscan mejorar la produccién
agropecuaria sobre campo natural de manera
SOSTENIBLE l

- Construccion de bases de secuencias de referencia para
las especies presentes en los potreros de estudio

Composicion de la dieta de
bovinos y ovinos utilizando
la técnica metabarcoding

Silvina Piastri

-Abundancia relativa de lecturas: determinacion de sesgos
a partir de comunidades simuladas (mock communites)

Tutores:
Mauricio Benifacino
Mariana Cosse
Arley Camargo

) = < -Utilizacién de dos marcadores
@z A @= mw (e ¥ i, ooom=e i
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Estudios de dieta por metabarcoding de ADN proyectos en curso

Maryam Raslar

[l Malacostraca

B Actinopteri
. . . Polychaeta
Pygoscelis papua y Pygoscelis adeliae ﬁzaynﬁh.oém
itellata
B Other
N\
- Ne(
b
§ - Pygoscelis adeliae Pygoscelis papua
Dr. Alvaro Soutullo Proyecto de Maestria

CURE-Udelar @ | Lic. Maryam Raslan Marcador COI




Estudios de dieta por metabarcoding de ADN
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DETERMINACION TAXONOMICA DE MUESTRAS NO-INVASIVAS

Sonda TagMan utilizando RT-PCR.
Regién de COII.
Puesta a punto para canidos y felinos presentes en Uruguay.

o
o

FAM PROBE (LGY) HEX PROBE (CT)

Fluorescence 470 - 510 nm
Fluorescence 530 - 550nm
N\

c d

Cy5 PROBE (CLF)

Fluoresc. Norm.

Fluorescence 625 - 660 nm

Cosse, M., F. Grattarola, and N. Mannise. 2017. A novel real-time TagMan™ PCR assay for simultaneous detection of Neotropical fox species using noninvasive
samples based on cytochrome c oxidase subunit Il. Mammal Research 62:405-411.



Fig. 7. Results of changes in known distribution for canid species from Uruguay for the three temporal slices considered. (I) changg il three temporal slices cos
C. thous. (IT) Ch. brachyurus. (IIl) Ly. gymnocercus. swouarounds. (1) Le. fasciatus. (IIT) Le. geoffroy Pa. onca. (V1) Pu. concolor.
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