PALESTRAS

Instituto de Biociéncias de Botucatu
UNESP, 12 a 14 de abril de 2019

Palestra de abertura 1 -12/04 (18h — 19h)

Titulo: CRISPRing zebrafish to understand early vertebrate
development and human diseases

Palestrante: Prof. Dr. Miguel A. Moreno-Mateos

(Andalusian Center of Development Biology - CABD, Espanha)

CRISPR-Cas9 system is a powerful genome engineering approach that is now widely used. This
targeting system is based on two components: a single guide RNA (sgRNA) that directs the
Cas9 endonuclease to the target site to be mutated However, variable activity across
different sgRNAs can limit the mutagenic efficiency. We have optimized the CRISPR-Cas9
system in zebrafish by analyzing the mutagenic activity of 1920 sgRNAs and developing an
algorithm, CRISPRscan (www.crisprscan.org) that efficiently predicts sgRNA activity in vivo.
This and other optimizations have allowed us to perform functional genetic screens in
vertebrates in a rapid and efficient manner identifying a novel protein complex involved in
splicing and vertebrate brain development that is found mutated in patients with
neurodevelopmental disorders. Together, these results provide novel insights into the
determinants that mediate CRISPR-Cas9 efficiency and its application to uncover genes
involved in human diseases and developmental disorders. However, the number of genomic
targets of the CRISPR-Cas9 system is limited due to the PAM sequence restriction. To extend
the in vivo repertoire of potential targeting sites in the genome, we have characterized and
optimized different CRISPR associated endonucleases such as AsCpfl and LbCpfl. We have
demonstrated that i) LbCpfl, but not AsCpfl, ribonucleoprotein complexes allow efficient
mutagenesis in zebrafish and Xenopus and ii) temperature modulates Cpfl activity being this
effect stronger on AsCpfl which provides post-translational modulation of AsCpfl-mediated
genome editing and explains its lower activity in ectothermic organisms such as Drosophila,
Xenopus and zebrafish. All together, these results contribute to the molecular understanding
of Cpfl activity in vivo and establish this tool as an efficient and inducible genome
engineering system across ectothermic species. Finally, one of the main interests in the early
development field is to study the maternal-to-zygotic transition (MZT), a universal process
that occurs in all animals. One of the critical stages during this transition is the activation of
the silent zygotic genome after fertilization. However, the mechanisms underlying this
process are poorly understood. To address this, we have optimized a CRISPR-Cas9-based live
imaging approach of transcription in zebrafish and show that genome activation begins at the
miR-430 locus. In contrast to current models, we show that genome activation does not
require the titration of maternal repressors, occurs independent of cell division and is
regulated through both translation of maternal mRNAs and the effects of these factors on the
chromatin acetylation. In summary, these results open a new dimension into understanding
the maternal factors and mechanisms that enable activation of the genome.
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Palestra de abertura 2 - 12/04 (19h — 20h)

Titulo: Apis mellifera, um organismo modelo para estudos de
genomica funcional de life histories

Palestrante: Prof. Dr. Klaus Hartmann Hartfelder

(Universidade de S3do Paulo - USP, Ribeirdao Preto, SP, Brasil)

Insetos sociais (cupins, abelhas, formigas e vespas) compdem cerca de 30% da biomassa
animal em quase todos os ecossistema terrestres. Além dessa relevancia ecoldgica, também
possuem uma enorme importancia econdmico, tanto benéficas, como polinizadores e
predadores de pragas, quanto como pragas em construcdes e sistemas agricolas. O segredo
por tras desse sucesso é a organizacao social com divisdo de trabalho baseada em castas,
com rainhas altamente férteis e operarias subférteis ou estéreis. Na maioria dos casos, o
fator que determina a casta ndo é a genética do individuo mas a alimenta¢dao que uma larva
recebe, como por exemplo a geleia real no caso das rainhas das abelhas meliferas. Na
espécie Apis mellifera temos assim um organismo modelo para desvendar processos e
mecanismos da Biologia de Desenvolvimento que geram plasticidade fenotipica por meio de
hormonios e vias evolutivamente conservadas do sensoriamento de nutrientes. O resultado
sdo a expressao génica diferencial, especialmente no desenvolvimento do sistema
reprodutor das castas rainha e operaria. Um aspecto particularmente interessante nesse
contexto é que as castas dos insetos sociais, a partir dessa plasticidade fenotipica,
apresentam também uma quebra muito marcante no chamado trade-off entre reproducao
e longevidade, que é um paradigma da teoria de life histories em animais.

Palestra — 13/04 (14h — 14h50)
Titulo: Gendmica e medicina personalizada
Palestrante: Dra. Lia Kubelka Back

(Biogenetika - Floriandpolis, SC, Brasil)
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Mesa redonda — 13/04 (17h10 - 19h10)

Titulo: Genética, gendmica, meio ambiente e o futuro da biodiversidade

Mesa redonda — Palestra 1
Titulo: Mudancas climaticas e peixes da Amazonia
Palestrante: Dra. Vera Maria Fonseca de Almeida e Val

(Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia - INPA, Manaus, AM,
Brasil)

Considerados importantes potencializadores de mudancas em ambientes aquaticos, o
aquecimento global, as modificacdes hidrolégicas e a eutrofizagdo vém aumentando em
frequéncia e nimero ao redor do planeta. Aliado a esses desafios, o aumento do diéxido de
carbono (CO;) atmosférico na ordem de 400ppm também vem gerando alteraces no sistema
climatico da Terra, modificando sua dindmica e seus padrées e tornando determinadas regides
do planeta mais quentes e mais secas. Para a regido amazoOnica ndo seria diferente. Localizada
na zona climatica tropical, onde as principais forcas direcionadoras sdo a temperatura e a
umidade, essa regido apresenta alta diversidade de espécies, incluindo um grande nimero de
espécie endémicas. Consequentemente, mudancas climaticas globais certamente afetariam a
vida aquatica e terrestre do maior repositério da biodiversidade global, o que j& pode ser
demonstrado por meio de varios dados naturais e experimentais. Dadas as previsdes em
cenadrios climaticos, como as espécies de peixes enfrentardo a magnitude de mudangas
severas nos seus ambientes amazoOnicos? Para responder a esta pergunta, temos trabalhado,
nos ultimos anos, com a exposicdo de peixes amazbénicos em ambientes controlados que
simulam trés cenarios de mudancas climaticas previstos pelos relatérios do IPCC para o ano de
2100: B1 (leve), A1B (moderado) e A2 (extremo). Notadamente, nossos achados revelam que
diferentes espécies de peixes apresentam diferentes estratégias e adaptacdes ao aumento de
temperatura e CO;, estratégias essas fisioldgicas, bioquimicas, comportamentais, dentre
tantas outras. Muitas destas diferencas estdo relacionadas aos varios estilos de vida que cada
populacdo possui em um ambiente diverso como o ambiente aquatico amazénico. Sob o
ponto de vista genético, analises iniciais apontam certa plasticidade fenotipica, detectavel por
meio da capacidade das espécies em regular genes importantes para a sobrevivéncia nestas
condi¢des futuras. O uso de ferramentas avangadas para o estudo de organelas, histologia e
moleculares, podem ajudar a elucidar cada vez mais como peixes economicamente
importantes para a regido amazoénica enfrentam tais desafios. A expressao génica diferenciada
de genes-alvo pode ajudar no esclarecimento das estratégias metabdlicas que cada espécie
possui para sobreviver. Ja, andlises mais complexas como transcriptomas diferenciais,
guantificam mudancas na expressao de cada transcrito em diferentes condi¢des avaliadas, as
guais podem estar relacionadas a outros parametros fisioldgicos em resposta as mudancgas
naturais. Por exemplo, duas espécies congéneres de tetras expressam diferencialmente genes
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relacionados ao metabolismo anaerdbico - LDH (lactato desidrogenase) e, portanto, sua
sobrevivéncia é afetada face a essas condi¢des. E importante ndo generalizar como cada
espécie enfrenta desafios ambientais. Outros mecanismos genéticos podem ser responsaveis
por tal plasticidade. Mecanismos epigenéticos, por exemplo, podem alterar a estrutura do
DNA ou regular a expressdao génica pds-transcricdo. Assim, os padrdes de expressdao de um
gene-alvo sdo modificados, o que reflete na capacidade de sobrevivéncia dos organismos,
além de propiciar respostas rapidas frente ao estressor imposto. Imaginar que genes
comandam toda a maquinaria metabdlica para lidar com os impactos das mudancas climaticas
é atualmente possivel a partir de todo arcabougo molecular disponivel nas mais diversas
plataformas. Ainda, é necessario ampliar o conhecimento quanto a capacidade adaptativa das
espécies amazobnicas bem como o impacto negativo sob o aspecto biolégico e econémico da
biota aquatica frente as mudancas climaticas.

Mesa redonda — Palestra 2
Titulo: Resposta do genoma vegetal as variagdes ambientais

Palestrante: Profa. Dra. Ana Paula de Moraes

(Universidade Federal do ABC, Sao Bernardo do Campo, SP,
Brasil)

A distribuicdo das espécies é determinada por limitantes fisioldgicos (e.g., requerimentos
abidticos), relagbes mutualisticas e capacidade de dispersdo. Entretanto, os limitantes
econdmicos, como tamanho de genoma (do inglés, genome size - GS) e caridtipo (e.g., o
nuimero cromossémico) tém sido pouco explorados. Assim, abordagens integradas que levem
em consideracdo a histdria evolutiva do clado e as caracteristicas ecolégicas das espécies
minimizariam esse gap do conhecimento. Visando compreender como diferentes fatores
interagem e como influenciam a distribuicdo geografica das espécies, aqui nés focamos em
um grupo de orquideas, a subtribo Maxillariinae, que apresenta ampla distribuicdo do Brasil,
mas chegando também a alguns paises da América do Sul. As orquideas desse grupo
apresentam ampla diversidade morfoldgica, grande variacdo de GS e niUmero cromossomico,
além de uma hipdtese filogenética bastante robusta. Unindo todos esses dados e utilizando
envelopes climaticos, foi possivel detectar que a distribuicdo predita das espécies da subtribo
Maxillariinae é desde o sul da Califérnia até o norte da Argentina e sul do Brasil, se
estendendo, com poucos pontos de predicdo, até a costa do Uruguai. Dentre as 20 varidveis
bioclimaticas testadas (19 varidveis bioclimaticas obtidas do banco de dados Chelsea, além da
altitude), seis parecem contribuir de forma decisiva para a distribuicdo das espécies de
Maxillariinae [média do periodo de luz diario, temperatura média do quartil mais frio,
sazonalidade, isotermalidade (i.e., variacdo didria da temperatura em relacdo a variacdo
anual), precipitacdo média no quartil mais quente e ecorregido). A variacdo de numero
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cromossdmico na subtribo Maxillariinea é consequéncia de recorrente disploidia, com
eventos de poliploidia concentrado em alguns poucos géneros, sempre compondo citotipos.
Entretanto, mesmo em baixa frequéncia, os poliploides parecem exercer forte influéncia no
numero de habitats alternativos que a espécie ocorre, especialmente na ocorréncia como
exclusivamente epifita (aumento do nimero cromossémico foi negativamente correlacionado
com o numero de habitat diferentes e com habito exclusivamente epifitico). Resultado
semelhante foi observado quanto a variacdo de GS - espécies que apresentam habito
exclusivamente epifitico apresentaram tamanho de GS menor em comparacdo as espécies
nao-exclusivamente epifiticas. Removendo-se os poliploides da amostra, ndo ha correlagao
entre variagGes gendmicas e varidveis abidticas. Contudo, se considerarmos a amplitude de
variacdo das varidveis abidticas (e ndo o valor médio), tanto o nimero cromossémico quanto
0 GS mostram correlacdo com algumas varidveis, mesmo removendo-se os poliploides da
amostra. Por exemplo, é possivel observar que o aumento do GS parece ser negativamente
correlacionada com isotermalidade. Considerando que a subtribo Maxillariinae é originaria da
regido amazonica, local com alta isotermalidade, a colonizacdo da Mata Atlantica e outras
regides subtropicais ocorreu provavelmente junto do aumento do GS. Essa tendéncia pode
ser observada em Bifrenaria, género em que foi possivel detectar aumento do GS com o
movimento para a Mata Atlantica - sem mudanca do numero cromosséomico. Um segundo
aumento do GS ocorreu concomitante a troca de habitat - de epifitico para rupicolo - na
poliploide B. tyrianthina. O aumento do GS é tradicionalmente associado a distribuicao
geografica restrita, o que pode ser detectado em dois géneros sem variacdo do numero
cromossémico: Brasiliorchis and Scuticaria. Nos dois géneros, as espécies com aumento do
GS apresentam distribuicdo microendémica. Considerando os dados obtidos podemos
concluir que a variavel nimero cromossémico e, principalmente, GS influenciam a ecologia
das plantas e a distribuicao geografica é um produto da intera¢do entre GS e caracteristicas
abidticas como flutuagao da temperatura e umidade.

Mesa redonda — Palestra 3

Titulo: Do rascunho a versao final: como estamos montando genomas
completos para o estudo da evolugido e conservagdo da biodiversidade

Palestrante: Dra. Marcela Uliano da Silva

(Leibniz Institute for Zoo and Wildlife Research, Berlim, Alemanha)

Certos historiadores da ciéncia dirdo que a revolucao cientifica do século XXI esta na Biologia.
Desde o sequenciamento da primeira versdao do genoma humano em 2002, o barateamento e
0s avanc¢os nos métodos de sequenciamento e bioinformatica nos permitiram sequenciar as
primeiras versdes rascunho (draft) de genomas de centenas de espécies ndo-modelo, para
além do genoma humano. Esses genomas draft foram a base para imensos progressos no
entendimento dos mecanismos moleculares da evolugdo. No entanto, a natureza incompleta
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desses genomas draft deixou algumas lacunas no conhecimento — principalmente no que diz
respeito a influéncia das areas repetitivas do genoma nos mecanismos moleculares das
espécies. Nesta palestra irei apresentar como nés, os pesquisadores do Vertebrates Genome
Project do consércio internacional Genome 10K (VGP/G10K), estamos fazendo para montar
genomas Platinum (em nivel cromossémico, onde os dois haplétipos estdao representados e
praticamente livre de erros) para todos os vertebrados. Mais especificamente, irei apresentar
como o uso das ultimas tecnologias de sequenciamento (PacBio, Chromium 10X, Bionano e
HiC) e de uma nova pipeline de montagem estdo levando o genoma da preguica de dois
dedos, Choloepus didactylus, ao nivel Platinum, e como esse genoma é a primeira referéncia
para o estudo das peculiaridades evolutivas dos Xenarthra: um dos mais antigos grupos de
mamiferos placentdrios que evoluiu exclusivamente na América do Sul.

Palestra — 14/04 (08h30 — 09h20)

Titulo: Microevolu¢dao Humana: histdria populacional de Homo
sapiens vista através de fosseis, genes e artefatos

Palestrante: Prof. Dr. Danilo Vicensotto Bernardo

(Universidade Federal do Rio Grande - FURG, Rio Grande, RS,
Brasil)

Processos microevolutivos sdo, por definicdao, aqueles que resultam em novidades evolutivas,
como as mudancas de frequéncias génicas por exemplo, ocorridas em escala populacional
intraespecifica. Nas investigacdes da histdria evolutiva humana, os estudos microevolutivos
debrucam-se sobre os processos de diferenciacdo e diversificacdo ocorridas ao longo dos
eventos de surgimento e dispersdo de Homo sapiens e as possiveis relacdes com outros
homininios tardios. Nesta apresentacdo, iremos explorar aspectos paleoantropolégicos,
morfoldgicos, genéticos e comportamentais ocorridos ao longo dos ultimos 300.000 anos,
periodo que marca o surgimento do Homo sapiens no planeta.

Palestra — 14/04 (09h20 — 10h10)

Titulo: Contribui¢do do Sequenciamento massivo/MPS nas analises de
DNA forense

Palestrante: Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli

(Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP,
Araraquara, SP, Brasil)
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Palestra de encerramento — 14/04 (11h30 — 12h30)

Titulo: Reparo de DNA e suas principais consequéncias para a célula:
morte e mutagénese

Palestrante: Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck

(Universidade de Sdo Paulo - USP, Sao Paulo, SP, Brasil)

/

O genoma de todos organismos esta sujeito a ataques de agentes fisicos ou quimicos que
estdo constantemente promovendo lesdes na molécula de DNA. Esses agentes podem ser
externos, como luz solar, polui¢dao, fumacga de cigarro, farmacos antitumorais, etc, como
internos, subprodutos naturais do metabolismo celular, como radicais de oxigénio. Esses
danos no DNA podem resultar em bloqueios da transcricdo ou mesmo da replicacdo dessa
molécula. Para minimizar os efeitos desses danos, a célula conta com mecanismos de
defesa que incluem processos de remocdo ou tolerancia as lesGes. Ainda assim, danos ndo
reparados podem ter consequéncias importantes para as células, sendo as principais a
morte celular ou mutagénese. No organismo humano essas consequéncias podem resultar
em processos de envelhecimento ou carcinogénese. Estes efeitos sdo dramaticamente
ilustrados em pacientes com sindromes humanas com deficiéncias em processos de reparo
de DNA, com sintomas clinicos que incluem alta frequéncia de tumor e/ou problemas no
desenvolvimento e envelhecimento precoce. Entre essas sindromes destacamos xeroderma
pigmentosum (XP), com altos niveis de lesGes, inclusive tumores, na pele exposta a luz solar.
Cerca de 20 a 30% desses pacientes XP também apresentam sintomas de problemas
neuroldgicos e envelhecimento precoce. Temos usado células de pacientes XP como
modelo para entender melhor como nossos sistemas de reparo nos defendem das lesdes no
DNA, buscando entender como essas podem resultar em tumorigénese e mesmo
envelhecimento precoce.
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