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Titulo del proyecto

Caracterizacion de germoplasma local de Cannabis y desarrollo de nuevas
herramientas genéticas aplicadas al estudio de su diversidad, identificacion y seleccion.

Objetivo general

Caracterizar clones y variedades de Cannabis sativa y desarrollar herramientas
gendmicas para el estudio de su diversidad, identidad, trazabilidad y seleccién.

Objetivos especificos

1. Caracterizar clones y variedades locales de Cannabis sativa en relacion a pardmetros
morfoanatémicos, agronémicos y quimicos.

2. Realizar un andlisis gendmico del germoplasma de cannabis utilizado en distintos
proyectos de investigacion de nuestro pais.

3. Generar y validar herramientas genéticas para la clasificacion, diferenciacion,
identificacion, seleccion y trazabilidad de las variedades locales de Cannabis.

*Definicion de los conceptos utilizados:

Clasificar: ordenar o dividir a los genotipos por su similitudes/diferencias genotipicas e intentar determinar
la clase o grupo al cual pertenecen.

Diferenciar: discriminar un clon o variedad de otra a través del analisis de la presencia o ausencia de los
distintos alelos de marcadores que presentan.

Identificar: inferir la autenticidad de un clon o variedad por las caracteristicas de su perfil genético.
Seleccionar: elegir una planta a partir de la variante genética observada en su genotipo, la cual se relaciona
a un rasgo fenotipico de interés.

Trazabilidad: a través de la utilizacion de marcadores moleculares, rastrear con precision el camino que
recorre la planta en la cadena productiva y/o durante la posible comercializacion.

Descripcién detallada de las actividades que se prevén desarrollar en el marco del
proyecto

Cannabis sativa L. es un importante cultivo medicinal e industrial perteneciente a las
Cannabaceae. Es una planta herbacea anual principalmente dioica y esporadicamente
monoica (Hesami et al., 2020). Si bien es un cultivo de alto valor, debido a la larga
historia de prohibicion (Musto, 1972), existe una falta significativa de investigacion sobre
la planta y las técnicas biotecnoldgicas aun estan en sus inicios.

Actualmente, el avance hacia la legalizaciéon del cannabis permite el desarrollo de
nuevas investigaciones para conocer las propiedades y potenciales efectos de los
distintos compuestos de la planta, a fin de determinar sus posibilidades de aplicacién en
diversos usos. El principal interés esta en el campo medicinal y recreacional, aunque
existen otras aplicaciones que incluyen cosméticos, fibras textiles, ropa y calzado,
biocombustibles, alimentacion, materiales de construccion, papel, fertilizantes, partes
automotrices y bioplasticos, entre otras (Lopez et al., 2021). Teniendo en cuenta todos
Sus usos potenciales, la produccién agricola de cannabis tiene como objetivo obtener
plantas, considerando las flores, hojas, semillas, tallo e inclusive la raiz, con las
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caracteristicas apropiadas segun los usos que posteriormente se le dara a la biomasa.
De esta manera, en funcion de los objetivos buscados es necesario definir la
combinacion especifica de compuestos activos en las distintas partes de la planta, lo
cual se relaciona con su genética y con las condiciones agronémicas con las que haya
sido cultivada.

La produccion de metabolitos secundarios en el cannabis es muy alta en comparacion
con otras plantas (Danziger y Bernstein, 2021), representando un 16% del peso seco,
comparado con un 0,05% en rosas, 0,4% en salvia, 0,8% en albahaca dulce y 0,1-2,0%
en ldpulo (Trancoso et al., 2022). Cannabis sativa contiene mas de 400 compuestos
quimicos, los cuales aparecen en diferentes proporciones segun la variedad. Entre ellos,
mas de 60 son fitocannabinoides, siendo el delta-9- tetrahidrocannabinol (A9-THC) y el
cannabidiol (CBD) los mas abundantes (Fisar, 2009). Ademas, produce una gran
diversidad de terpenos, azucares, esteroides, flavonoides y compuestos nitrogenados.
La concentracion de cannabinoides que una planta de cannabis desarrolle —asi como
también la de terpenos y flavonoides—, va a estar asociada a sus caracteristicas
genotipicas, aunque fuertemente afectada por las condiciones agroecoldgicas a las
cuales sea sometida la planta durante su proceso de crecimiento (Radwan et al., 2017).
Las enzimas que sintetizan los cannabinoides mas estudiados, THC y CBD, son la THC
y CBD sintasas (CBDAS y THCAS) y su estructura genética ha sido recientemente
elucidada (Laverty y col., 2019). Mientras que sus genes poseen un 84% de identidad
en la secuencia de aminoacidos (Onofri y col., 2015), no son un loci equivalente. Sin
embargo, los scaffolds que los contienen estan ligados fisicamente en repulsion llevando
a una baja recombinacion (Laverty y col., 2019). Como consecuencia, la herencia del
quimiotipo cannabinoide puede ser considerada como monogénica, con plantas
produciendo predominantemente THC (quimiotipo 1 BT/BT), similares cantidades de
CBD y THC (quimiotipo 2 BT/BD) o predominantemente CBD (quimiotipo 3 BD/BD) (de
Meijer y col., 2003; Mandolino y col., 2003).

En cuanto a sus caracteristicas morfoanatomicas, C.sativa es una especie cuyas
variedades exhiben una morfologia muy diversa respecto a la altura de la planta, el
tamafio y la ramificacion del tallo, el area foliar junto con la forma y numero de Iébulos,
y el numero y forma de las flores, inflorescencias y frutos. Esto se debe a la intervencién
del hombre en el cultivo artesanal de la planta, a la hibridacién genética y a una fuerte
seleccién de los fenotipos y quimiotipos deseados. Existen varios estudios morfolégicos
de C. sativa (Small y col, 2003; Spitzer-Rimon y col, 2019), aunque la mayoria de ellos
estan enfocados a las caracteristicas de los tricomas (Hammond y Mahlberg, 1977;
Raman y col, 2017).

Hoy en dia, existen cientos de variedades alrededor del mundo que varian en funcion
de sus aromas, tamafo, composicién quimica, formas de cultivo y caracteristicas del
suelo y clima; estas, a su vez, tienen diferentes rendimientos, aplicaciones y
propiedades.

Particularmente en Argentina, tanto usuarios como ONGs vienen cultivando cannabis
desde hace varios afios, lo que llevo a la existencia de una gran diversidad de genéticas
locales que constituyen un germoplasma con potencial riqueza de componentes activos.
En este sentido, el nuevo decreto reglamentario 883/20 incorporé el Registro del
Programa de Cannabis, en el cual los pacientes pueden obtener la autorizacién para
cultivar, legitimando el autocultivo de variedades locales. Asimismo, la investigacion y
desarrollo de genéticas locales es impulsado por el Estado Nacional a través de la
reciente sancion de la Ley de Produccion de Cannabis Medicinal y Cafiamo Industrial
27.669 y las Resoluciones 140/2021 y 260/2022, donde se encomienda al INASE
identificar, caracterizar y registrar el germoplasma nacional. Ademas, el Ministerio de
Desarrollo Productivo, en su Informe “La cadena de valor del cannabis: situacién y
tendencias internacionales, y oportunidades para la Argentina”, pone en relevancia que
“Alentar el desarrollo de variedades locales es clave considerando que uno de los
desafios del sector a nivel global es perfeccionar el desarrollo de genéticas capaces de
producir de forma estable las composiciones buscadas de cannabinoides.” Esta
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ampliacién del marco regulatorio abrié la posibilidad para que los usuarios medicinales
puedan cultivar de forma legal y por otro lado, propicié la generacion de proyectos
productivos en distintas provincias del pais. En ambos casos, se hace indispensable
contar con variedades locales de cannabis caracterizadas para producir de manera
estable la composicion de cannabinoides buscada.

En este proyecto, por un lado, planteamos realizar la caracterizacion de variedades
locales de C. sativa con el objetivo de conocer, diferenciar y, posteriormente, conservar
genotipos de interés para su posible incorporacién en planes de fitomejoramiento. Esto
permitird generar nuevos clones y variedades, su registro en INASE y su incorporacién
en bancos de germoplasma nacionales, y por otro lado, posibilitara su utilizacién por
usuarios medicinales y proyectos productivos.

Nuestro grupo de investigacion Biologia de Cannabis, ha comenzado a trabajar en la
caracterizacion morfoanatomica y genética de clones de Cannabis sativa que vienen
siendo utilizados de forma terapéutica por usuarios pertenecientes a la Agrupacion
Marplatense de Cannabicultores Asociacion Civil. A partir de este material, pusimos a
punto las condiciones de cultivo y técnicas para realizar su caracterizacion preliminar a
nivel morfologico-anatémico, genético, el analisis de la concentracion de THC y CBD, y
seleccionamos algunos clones de interés por su composicion y crecimiento.

Hemos presentado dos trabajos en congresos en relacion a este tema:

- Caracterizacion morfoanatémica y genética de cuatro variedades locales de Cannabis
sativa. Encuentro Bidlogos en Red, Universidad Nacional de Mar del Plata. 14-15 de
noviembre de 2022.

- Caracterizacion morfolégica, genética y quimica de variedades locales de cannabis de
uso terapéutico. Congreso de Cannabis -2021: 2do Congreso Argentino de Cannabis y
Salud, 3er Encuentro Americano de Profesionales Expertos en Fitocannabinoides.
Chilecito, La Rioja. 30, 1y 2 de Octubre de 2021.

Esta linea de trabajo se inici6 a través de la adjudicacién de un PICT2020 A inicial, a la
investigadora responsable del presente proyecto y que se denomina: Desarrollo de
herramientas genéticas para la caracterizacion y el estudio de cepas de cannabis. En
este marco se esta realizando una tesina de grado y se solicité una Beca Doctoral de
CONICET.

En esta convocatoria, tenemos como objetivo realizar una caracterizaciéon completa de
los clones seleccionados incluyendo caracteristicas agronémicas como desarrollo de
biomasa aérea y radicular, distintos indices de crecimiento como, area foliar, clorofila,
altura de la planta, nimero de nudos, produccion de flores, rendimiento de resina, y
demas caracteres incluidos en el descriptor de variedades del INASE. Se profundizara
en las técnicas anatomo-morfolégicas ensayadas preliminarmente, intentando describir
aquellas relacionadas al rendimiento de resina y a la diferenciacién entre las variedades.
Ademas, se realizara un analisis completo de la composicién quimica de cannabinoides
y terpenos.

Teniendo en cuenta que las caracteristicas fenotipicas del cultivo son a menudo
influenciadas por el medio ambiente, en este proyecto nos centraremos en el desarrollo
de herramientas genéticas Utiles para la clasificacion, diferenciacion, identificacion,
seleccidon y trazabilidad de las variedades locales de cannabis. De esta manera,
podemos complementar la caracterizacion e identificacion de plantas utilizando
marcadores moleculares, ya que son relativamente mas estables y populares que los
marcadores morfologicos (Nadeem et al., 2018).

Actualmente, hay muchos estandares para clasificar al cannabis. Desde una perspectiva
utilitaria, el cannabis se clasifica en cuatro tipos, silvestre, para fibra, para semillas
oleaginosas y como psicoactivo. TaxonOmicamente, el cannabis se reconoce como
cafiamo y marihuana. Segun el grado de domesticacion, el cannabis se clasifica en tipos
silvestre, domesticado e intermedio (Chandra et al., 2017). Estudios previos demuestran
una diversidad genética sustancial entre las lineas de marihuana y cafiamo, no sélo en
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las regiones del genoma relacionadas a la produccién de THC y CBD (Sawler et al.,
2015). Hay variaciones morfol6gicas considerables entre los tipos de cannabis silvestre
y cultivado; ademas, C. sativa es menos variable y relativamente mas homogénea que
cannabis indica (Lynch et al., 2016). Las herramientas para explorar el genoma del
cannabis se han investigado durante varias décadas a través del uso de marcadores
moleculares para identificar fenotipos sexuales y factores determinantes de quimiotipos
y dilucidar la diversidad genética de sus subespecies (Mandolino y Carboni, 2004).

La diversidad genética se puede utilizar para evaluar la evolucién y conservacion de las
variedades (Ellegren y Galtier, 2016). Los eventos de endogamia y evolucion podrian
alterar la frecuencia alélica y reducir la diversidad genética. Por lo tanto, es vital estimar
con precisién la correlacién entre los diferentes recursos de germoplasma para
garantizar una utilizacién y manejo de alta eficiencia y para mantener una variabilidad
genética adecuada para el mejoramiento de variedades de plantas (Nderu et al., 2019).
Particularmente, para el estudio de la diversidad genética de distintas especies, los
marcadores microsatélites (SSRs) son elegidos frente a otros marcadores moleculares
por las ventajas de ser simple locus con multiples alelos, codominantes, altamente
informativos, reproducibles, y tener un alto poder de discriminacion (Morgante y Olivieri,
1993; Rafalski, 1996; Powell y col., 1996; Jones y col., 1997). Ademas, esta técnica
robusta se puede distribuir facilmente entre diferentes laboratorios a través del
conocimiento de sus secuencias de cebadores (Litt y Luty, 1989). Los SSRs también se
pueden usar en PCR multiplex donde se pueden ensayar varios loci de microsatélites
en la misma reaccién de amplificacion. Debido a estas ventajas, los SSRs se han
convertido en una herramienta muy adecuada para una amplia gama de aplicaciones
en genética como identificacion de genotipo (Ashkenazi y col., 2001), evaluacion de la
pureza de las semillas y conservacién y seleccién del germoplasma (Goldstein y col.,
1995; Brown y col., 1996). En particular, en cannabis se han desarrollado marcadores
SSRs para la caracterizacion de diferentes variedades, para el andlisis de poblaciones
de plantas y también para estudios forenses (Gilmore y Peakall 2003; Howard y col.,
2008; Gao y col., 2014).

Con nuestro grupo de trabajo hemos comenzado a explorar la diversidad genética de
clones que estan siendo utilizados de forma terapéutica por usuarios de la AMC A.C. En
esta primera aproximacién encontramos que 5 SSRs estudiados fueron capaces de
diferenciar a 3 de los 4 clones analizados por sus perfiles electroforéticos (Fig. 1). Estos
resultados fueron incluidos en las presentaciones a congresos mencionadas
previamente y ponen en evidencia la factibilidad del uso de estos marcadores para la
clasificacion, diferenciacion, identificacion y trazabilidad de cannabis.
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Fig. 1. Patrones electroforéticos revelados por dos SSRs (iniciadores de Gilmore and Peakall, 2003) en 4
clones de cannabis locales denominados Suda-Ca 1, 2, 3 y 4. Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiidos con plata segin Bembouza et al., 2006. Las letras debajo
indican los patrones electroforéticos identificados.

Con la secuenciacion completa del genoma y del transcriptoma del cannabis publicado
en 2011 (Bakel y col.,, 2011), se ampliaron las posibilidades de generar nuevos
marcadores SSRs a partir de EST (expresed sequence tags) de manera rapida y
economica. La ventaja de estos marcadores es que pueden estar ligados a genes que
confieren importantes rasgos agronémicos siendo Utiles para la seleccién asistida por
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marcadores (Gao y col., 2014). Particularmente, el sexo de la planta y el quimiotipo
cannabinoide son rasgos cualitativamente importantes para los productores y
mejoradores, ya que la produccibn maxima de cannabinoides ocurre en plantas
femeninas. Estos caracteres son dificiles de fenotipar en plantas jévenes. Hasta el inicio
de la floracion, las plantas masculinas y femeninas son fenotipicamente indistinguibles,
y las plantas inmaduras producen cantidades relativamente pequefias de
cannabinoides. El quimiotipo cannabinoide de plantas inmaduras también puede no
reflejar el perfil de cannabinoides de plantas maduras (de Meijer y col., 2009; Pacifico y
col., 2008). Los marcadores moleculares pueden dar respuesta a estos desafios, ya que
el ADN de plantas muy jovenes se puede utilizar en ensayos de genotipo fiables.

En esta presentacion planteamos realizar un analisis genémico de variedades y clones
de cannabis que estan siendo utilizados en proyectos de investigacion y ONGs de
nuestro pais para aumentar el nimero de marcadores moleculares disponibles para el
estudio de esta especie. Para llevar a cabo este objetivo, utilizaremos la tecnologia de
secuenciaciéon gendémica fraccionada o analisis de secuenciacion RAD de doble
digestion (ddRAD-Seq). Esta estrategia esta disefiada para identificar y calificar de
manera eficiente las variantes genéticas en cualquier genoma y luego inspeccionar los
fragmentos resultantes en busca de variantes de polimorfismos de nucleétido simple
(SNP) utilizando la secuenciacion de ADN de préxima generacion, lo que permite el
desarrollo de cientos a decenas de miles de marcadores genéticos de forma rapida y
efectiva. Asi, a partir del andlisis de ddRAD-Seq, nos proponemos identificar sitios
polimérficos y desarrollar marcadores gendémicos para cannabis a partir de las
variedades locales.

Este desarrollo innovador para cannabis en nuestro pais nos permitird generar las
herramientas genéticas para llevar a cabo los objetivos 2 y 3 de este proyecto
permitiendo clasificar, diferenciar, identificar y tener trazabilidad del germoplasma y nos
permitira evaluar la diversidad del material vegetal presente en nuestro pais. Ademas,
la informacién gendémica obtenida nos abre la posibilidad de estudios de asociacion
amplia del genoma (GWAS), vinculacion y mapeo de loci ligados a caracteres
cuantitativos (QTLS) y de esta manera poder desarrollar marcadores para seleccionar
rasgos fenotipicos a través del ADN. Asi, el desarrollo y la aplicacion de técnicas
genéticas modernas al cannabis ayudara a superar algunos desafios especificos de la
especie para aumentar la productividad y mejorar nuestro conocimiento sobre esta
planta y también particularmente sobre el germoplasma local.

Descripcién detallada de |la estrategia metodoldgica prevista

Material Vegetal: se utilizaran los genotipos de cannabis planteados en el proyecto
recientemente aprobado: PICT-2020-SERIEA-03535. Este material proviene de
esquejes identificados donados por la Agrupacion Marplatense de Cannabicultores A.C.
y representan genotipos que vienen siendo utilizados en los ultimos afios por usuarios
de cannabis terapéutico.

Para el andlisis genémico del objetivo 2 se utilizara, ademas, material genético de clones
y variedades de distintos proyectos de investigacion y fitomejoramiento que se estan
llevando a cabo en el pais y de distintas asociaciones civiles, algunos de los cuales ya
prestaron su consentimiento y estan detallados en la Tabla del punto 4. Para tal fin, se
firmara un acuerdo de transferencia de material (ATM) y un convenio de confidencialidad
de datos.

Condiciones de cultivo: los ensayos se realizaran en una camara de cultivo de 12 x 2,5
mt., que contiene dos cuartos aislados con condiciones de luz, temperatura y humedad
controladas. Se utilizara iluminacion con luces LED 400 w/m2 (Hell OSRAM) de corriente
continua (Fig. 2). Las plantas seran cultivadas en macetas de 5 It con sustrato Growmix
Multipro. Para la caracterizacién de los genotipos se utilizara un fotoperiodo 18:6 luz:
oscuridad durante el periodo vegetativo de 6 semanas y de 12:12 luz: oscuridad durante
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el periodo de floracién hasta el final del cultivo. Los valores de humedad relativa se
mantendran en un rango de 50-70% y la temperatura de cultivo sera de 25 °C.

B L ./
Fig. 2. Camara de cultivo perteneciente al grupo de Investigacion Biologia Cannabis y plantas de Cannabis
de diferentes quimiotipos con las que se llevan adelante los diferentes proyectos de investigacion.

Caracterizacion morfoanatémica: se realizara la caracterizacion morfolégica de las
variedades de cannabis siguiendo los descriptores publicados por el Instituto Nacional
de Semillas (INASE, 2021). La evaluacidon anatomo-morfolégica incluira la descripcién
de la morfologia general (descripcion de plantas: altura, angulo de ramificacion,
disposicion foliar, tipo de inflorescencia compuesta), y la morfoanatomia comparada de
las hojas y flores de las variedades, incluyendo especialmente el andlisis de la anatomia
foliar y la epidermis floral y foliar. Se realizara la herborizacién de parte del material de
estudio para ser mantenido como material de referencia. Ademas, se realizara el andlisis
histoquimico de las hojas y el tallo de las distintas variedades, utilizando colorantes
como Lugol, Sudan lll, Azul de Cresil y Cloruro férrico. Se utilizaran réplicas del material
a analizar.

Se utilizara material fresco para realizar cortes a mano alzada y analisis histoquimico, y
material conservado para el analisis anatomico. El material vegetal se fijar4 y conservara
en FAA (50ml alcohol etilico, 35ml agua destilada, 10 ml formaldehido y 5 ml &c. acético
glacial) (D’Ambrogio de Arglieso, 1986). Posteriormente se llevara a cabo la inclusion
en parafina sintética (Paraplast) y montaje de dicho material (Ruzin, 1999). El
procedimiento incluira: “deshidratado” en concentraciones crecientes de alcohol etilico
(40°, 60°, 80°, 96° y 100°), “transparentado” con concentraciones crecientes de xilol
(alcohol: xilol, 3:1, 1:1, 1:3), e “inclusidon” con concentraciones crecientes de parafina
(xilol:parafina, 3:1, 1:1, 1:3). El material incluido se montaré en tacos de madera. Luego,
se realizaran cortes en seccion delgada con diferentes clases de micrétomos (rotatorio
tipo Minot y/o cri6tomo) para la observacion de tejidos. Con este fin, se utilizaran
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diferentes colorantes y marcadores celulares, para tefiir o marcar diferentes tejidos
vegetales, y se analizara el material obtenido con microscopios de campo claro y/o
confocal.

Caracterizacion agrondmica: al final de cada ensayo de cultivo (final de la floracion)
previamente descripto, se analizara la produccién de biomasa vegetal por determinaciéon
del peso fresco y seco, aéreo (tallos y hojas), radical y de inflorescencias. La biomasa
sera secada en estufa a 60 °C hasta peso constante y el peso seco de flores se estimara
en cadmara de secado a 20 °C. Se medira clorofila con SPAD (Minolta, Japan).

Andlisis del rendimiento de resina y caracterizacion quimica: el andlisis de la resina se
realizara por extraccién alcohélica en frio, siguiendo el protocolo de Citti et al., (2016)
modificado y puesto a punto en el proyecto EXA 1006/20 UNMDP. El solvente sera
removido con vacio utilizando un rotavapor (Dragon Lab RE-100 PRO). Se determinara
la masa de resina producida por planta y por metro cuadrado de cultivo. Los compuestos
activos (THC, CBD, CBN) seran analizados en el equipo Cromatégrafo Liquido de Alta
Resolucion (HPLC-DAD) Prominence SHIMADZU. Los terpenos se analizaran a través
del servicio de Cromatografo gaseoso acoplado a un detector de masas del
Departamento de Quimica de la FCEyN-UNMdP.

Andlisis genético con marcadores microsatélites: se seleccionaran marcadores
microsatélites de la bibliografia (Gilmore y Peakall 2003; Alghanim y Almirall, 2003). A
partir de las plantulas se extraera ADN de hoja de cada genotipo, segin Haymes et al.
(1996). Las reacciones de amplificacion se realizardn con 50 ng de ADN gendémico y
seran adaptadas a las condiciones requeridas por los iniciadores. Los productos de
amplificacién seran confirmados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. Luego
seran sometidos a electroforesis en geles verticales de poliacrilamida desnaturalizantes.
El resultado se visualizara por tincion con plata siguiendo el protocolo descripto por
Bembouza et al. (2006). Se analizara el numero de alelos y haplotipos por locus de
microsatélite analizado.

Andlisis genomico del germoplasma por ddRAD-Seq: se enviard una placa con
alrededor de 90 muestras de material genético purificado y libre de enzimas de
restriccion al servicio de secuenciacion. Las secuencias crudas recibidas, se procesaran
utilizando el paquete ipyrad (Eaton & Overcast, 2020) para el demultiplexado y la
obtencion de las variantes genéticas (SNPs). Con los datos obtenidos se realizaran
analisis genéticos poblacionales como RAXML, STRUCTURE, PCA, mrbayes, etc, para
la descripcion del germoplasma. Se seleccionaran marcadores para el desarrollo de kit
de identificacion genética de cannabis y estudios de analisis de asociacion (GWAS).
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Descripcién detallada de los resultados esperados del proyecto

Mediante la realizacion de este proyecto se espera generar y optimizar herramientas
adecuadas y eficientes para la caracterizacion de variedades de cannabis a distintos
niveles: desde la morfologia y la anatomia de las plantas y la determinacién de su
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guimiotipo cannabinoide, hasta la caracterizaciéon de la diversidad y la determinacién de
su identidad y trazabilidad, todas caracteristicas indispensables para planificar
desarrollos productivos.

En este proyecto, a través de ensayos de cultivo controlados se generara informacién
sobre las caracteristicas fenotipicas de los clones mas utilizados por los usuarios
medicinales de nuestra region. El conocimiento sobre la produccion de biomasa y
metabolitos secundarios como cannabinoides y terpenos resulta indispensable para un
uso terapéutico seguro que debe estar disponible para la sociedad.

El conocimiento generado sobre el germoplasma analizado permitird su descripcién,
diferenciacién y conservacion como fuente de germoplasma identificado para
fitomejoramiento, registro de nuevas variedades e incorporacion en banco de
germoplasma nacionales.

En este proyecto se pretende innovar en la generacion de herramientas genéticas, en
relacion a la caracterizacion de los genotipos de cannabis utilizados en nuestro pais. El
analisis gendmico a través de la tecnologia ddRAD-Seq sobre el germoplasma nacional
nos permitird encontrar sitios polimérficos que seran la base para el desarrollo de
marcadores moleculares, los cuales nos brindaran informacién sobre la diversidad y la
correlacion entre los diferentes recursos de germoplasma. Esto es de utilidad para
mantener una adecuada variabilidad genética y avanzar en el mejoramiento de esta
planta, segun los usos y aplicaciones que se requieran.

A partir de los marcadores moleculares generados se espera poder desarrollar
herramientas de identificacién de clones y variedades, que nos brinden la identidad y
nos permitan tener la trazabilidad de los materiales.

La informacion generada servira para crear un banco de datos genéticos amplio de
clones y variedades que sera de utilidad para clasificar nuevos genotipos y para futuros
estudios de asociacion con datos fenotipicos, en la busqueda de marcadores eficientes
de seleccion para sexado temprano, determinacion de quimiotipo y para diversos
caracteres de interés agronémico, medicinal, alimenticio e industrial.

Cronograma detallado de actividades:

Afo 1/ Mes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mantenimiento de madres y X X X X X X X X X X X X
multiplicacion de esquejes
(genotipos 1 a 6)

Ensayos de cultivo de tres X X X X X X X
genotipos (1,2y 3) en
condiciones controladas

Analisis de produccién de X X

biomasa

Analisis de rendimiento de X X

resina

Identificacion y cuantificacion X X X X X

de principios activos

Caracterizacion morfolégica de | x X X X X X X X X
las variedades

Anadlisis histoquimico de X X X X X
estructuras de la planta
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Obtencién de material
genético de clones y
variedades para analisis
gendmico por ddRAD-Seq

Afo 2 / Mes

11

12

Mantenimiento de madres y
multiplicacién de esquejes
(genotipos 1 a 6)

Ensayos de cultivo de tres
genotipos (4, 5y 6) en
condiciones controladas

Analisis de produccién de
biomasa

Analisis de rendimiento de
resina

Identificacion y cuantificacion
de principios activos

Caracterizacion morfologica de
las variedades

Analisis histoquimico de
estructuras de la planta

Analisis genético por
microsatélites (genotipos 1 a
6)

Preparacion de muestras para
andlisis gendmico por ddRAD-
Seq y envio al servicio de
secuenciacion

Andlisis bioinforméatico de
ddRAD-Seq

Ao 3/ Mes

11

12

Mantenimiento de madres y
multiplicacién de esquejes
(genotipos 1 a 6)

Desarrollo y validacion de
marcadores moleculares

indices de diversidad,
identificacion de variantes
genéticas, clasificacion del
germoplasma

Seleccion de marcadores
moleculares para
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diferenciacion e identificaciéon
de clones y variedades

Estudios de asociacion X X X X X X X X
(GWAS), seleccion de
marcadores para seleccion

Integrantes del proyecto:

Dra. Silvana L. Colman, UNMdP

Dra. Julieta Mendieta, CIC-PBA-UNMdP

Lic. Daniela Villamonte, CONICET-UNMdP

Lic. Eugenia Vozza Berardo, CONICET-UNMdP

Dra. Cristina Lombardo, CONICET-UNMdP

Dr. Sebastian D’lppolito, CONICET-UNMdP

Lic. Martin Carboni, Museo Argentino de Ciencias Naturales
Estudiante Marina Landaburu, UNMdP

Lugar propuesto y medidas de seguridad:

El cultivo de las plantas de cannabis y el andlisis quimico de cannabinoides se
realizara en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas UNMdP-CONICET. El
analisis morfoanatémico, agronémico y genético (objetivos 2 y 3) se llevaran a
cabo en los laboratorios de Botanica y Genética del Depto. de Biologia, FCEyN.
Los mismos, son lugares de trabajo del Grupo de investigacion Biologia de
Cannabis. El analisis gendmico se realizara entre el Laboratorio de genética y el
laboratorio de bioinformatica del Museo de Ciencias Naturales.

El espacio de cultivo del 11B-UNMdP-CONICET es un contenedor adaptado a
camara de cultivo con triple cerradura, doble puerta de seguridad y alarma. El
mismo se encuentra en un predio cerrado con seguridad las 24 horas.

Grupo Biologia de Cannabis del Instituto de Investigaciones Bioldégicas UNMdP-
CONICET y Departamento de Biologia: Funes 3250 4° nivel, CP 7600 Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina. Teléfono 223 4753030 (int 13). Correo
electréonico de la Secretaria del IIB: iibsecretaria@mdp.edu.ar, Secretaria del
Depto. de Biologia: dptobiol@mdp.edu.ar.

Museo Argentino de Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia’, Area
Bioinforméatica. Av. Angel Gallardo 470, Ciudad Autonoma de Buenos Aires.

Infraestructura y equipamiento:

El Instituto de Investigaciones Bioldégicas cuenta con una superficie de
aproximadamente 800 m2 organizada en 10 laboratorios y areas de uso comdn, como
droguero, cuarto de centrifugas, cuartos con temperaturas controladas (18°C, 25°C y
37°C) para crecimiento de plantas y microorganismos, camara fria, cuarto de cultivo de
células (equipado con citometro de flujo y cdmara de cultivo de células), bioterio,
invernadero, cuarto de manejo de material radiactivo, cuarto de fotografia, sala de
seminarios, biblioteca, taller, lavadero, etc. Incluye las siguientes facilidades:
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espectrofotbmetros UV-visible, Phosphoimager, microscopios de florescencia e
invertido, microscopio confocal, lupa, incubadores con agitacion, estufas de cultivo de
microorganismos, microcentrifugas, centrifugas refrigeradas de alta velocidad,
ultracentrifuga, fluoroscan, fotbmetro, camaras de cultivo de plantas, cuarto estéril con
flujos laminares, incubadores termorregulables, contador de centelleo, hornos de
hibridacion, SAVANT, rotavapor, sistema de cromatografia en FPLC y HPLC, freezers
de -80° C, sistema integrado de vacio, termocicladores, equipos de PCR en tiempo real,
transiluminador, autoclaves, granizadoras, lector de placas de ELISA. Se cuenta
también con computadoras con conexion a Internet en cada uno de los laboratorios.

El Laboratorio de Genética de la UNMdP cuenta con microscopios opticos, lupas,
freezers, termociclador, centrifuga, cubas electroforéticas horizontales, balanzas,
transiluminador y computadoras. Se cuenta ademdas con el equipamiento del
Departamento de Biologia: flujo laminar, termociclador, balanzas, destilador, bafios
termostaticos, centrifugas, heladeras, cAmaras de crecimiento y freezer.

El Museo Argentino de Ciencias Naturales, en su area de Bioinformatica cuenta con el
equipamiento Intel® Core™ i7-8700 CPU @ 3.20GHz, motherboard GIGABYTE Z370
HD3, 64 Gb de RAM, SSD 500 Mb y HDD 2 Thb. Vinculacién con server en UIB INTA
Balcarce (Intel® Xeon® E5-2640 v4 2,40 GHz) y con el cluster computacional Tupac del
Centro de Simulacion Computacional para Aplicaciones Tecnoldgicas (CSC)
dependiente del CONICET.

Origen del germoplasma a utilizar:

Se trabajara con variedades de Cannabis sativa donadas por la Agrupacion Marplatense
de Cannabicultores Asociacion Civil.

Fuente de financiamiento:
El grupo cuenta con un subsidio de la ANPCyT PICT A 2020- 03535, un Proyecto de

Investigacion, Extension y Transferencia de la UNMdP y un Proyecto PIP 112202101
00422CO0 (2022-2024).
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