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RESUMO

A mosca Drosophila suzukii € uma espécie praga com grande importancia econémica devido a
sua distribuicdo mundial e ao seu habito de oviposicdo que lhe permite atacar uma grande
variedade de frutos. No contexto de DNA repetitivo e da contribuicdo e importancia dessas
repeti¢des na evolucdo e compreensdo da constituicdo gendmica das espécies, os estudos
voltados a essa fracdo de DNA em D. suzukii sdo escassos e restritos a descri¢cdo de alguns
elementos transponiveis. Com o objetivo de aumentar as informacbes sobre a organizacéo
cromossdmica e genomica de D. suzukii com foco na fracdo do DNA repetido em tandem,
caracterizamos os cromossomos de D. suzukii através da analise convencional e bandeamentos
cromossomicos. ldentificamos DNAs satélites (DNAsat) através das ferramentas
RepeatExplorer2 e TAREAN com dados de sequenciamento e utilizamos a Hibridizacdo In Situ
Fluorescente (FISH) para caracterizar a distribuicdo de sequéncias repetidas em tandem
(microssatélites, DNAs satélites, DNA ribossomal 18S e histona H4). Nossos resultados
demonstram uma amplificacdo de heterocromatina no cromossomo Il de D. suzukii e revelam
uma heterocromatina enriquecida em microssatélites e contedtdo A+T sugerindo que
microssatélites podem estar desempenhando um papel na expansdo de heterocromatina nessa
espécie, exceto no cromossomo Y. Nossos dados utilizando microssatélites e DNAsat
demonstram que o cromossomo Y em D. suzukii deve ser constituido majoritariamente por
sequéncias derivadas de elementos transponiveis. No total, foram identificados 15 DNAs
satélites que representam cerca de 7.27% do genoma da espécie. A analise desses DNAs
satélites revelou que outros elementos de DNA repetitivos como as familias multigénicas e
elementos transponiveis estdo envolvidos na origem de DNAs satélites em D. suzukii e reforcou
a conservacdo de DNAs satélites dentro do género Drosophila, como o DNAsat 1.688. A
distribuicdo cromossémica de DNAsat, evidenciada por FISH, foi bastante varidvel tanto na
heterocromatina e eucromatina, assim como nas diferentes regides cromossémicas e no nimero
de cromossomos. Esses dados fornecem a primeira descricdo mais detalhada do genoma de D.
suzukii e demonstram uma evolucdo gendmica bastante heterogénea para essa espécie

envolvendo repeti¢cGes em tandem.

Palavras-chave: DNA  sateélite. DNA  repetitivo. Hibridizacdo  In  Situ

Fluorescente. Microssatélite



ABSTRACT

The fly Drosophila suzukii is a pest species with great economic importance due to its
worldwide distribution and its oviposition habit that allows the attack of a wide variety of fruits.
Concerning repetitive DNAs their distribution and importance in the evolution and
understanding of the genomic constitution of species, studies focused on this DNA fraction in
D. suzukii are scarce and restricted to the description of some transposable elements. Here, we
aimed to increase information about the chromosomal and genomic organization of D. suzukii,
focused on DNA repeated in tandem, we characterized the chromosomes through conventional
analysis and chromosomal banding. We identified satellite DNAs (satDNA) through the
RepeatExplorer2 and TAREN tools using sequencing data, and we used Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH) to characterize the distribution of tandem repeated sequences
(microsatellites, satellite DNAs, 18S ribosomal DNA, and H4 histone). Our results demonstrate
an amplification of heterochromatin on chromosome Il of D. suzukii and reveals a
heterochromatin enriched in microsatellites and A+T content, suggesting that microsatellites
may be playing a role in the expansion of heterochromatin in this species, except for the Y
chromosome. Our data using microsatellites and satDNA indicate that the Y chromosome in D.
suzukii must consist mostly of sequences derived from transposable elements. This study
identified 15 satellites which represent about 7.27% of the species genome. Satellites analysis
revealed that other repetitive DNA elements such as multigene families and transposable
elements are involved in the origin of satellites in D. suzukii and reinforced the conservation of
satellite DNAs within the Drosophila genus, such as satDNA 1688. The chromosomal
distribution of DNAsat, evidenced by FISH was quite variable both in heterochromatin and
euchromatin, as well as in the different chromosomal regions and in the number of
chromosomes. These data provide the first more detailed description of the D. suzukii genome
and demonstrate a very heterogeneous genomic evolution for this species concerning tandem

repeats.

Key-words: Satellite DNA. Repetitive DNA. Fluorescent In Situ Hybridization. Microsatellite
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1. INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE DNA REPETITIVO

A maior parte dos genomas de eucariotos € constituido por DNA repetitivo, entretanto,
embora esta fracdo seja muito representativa, suas fungdes e padrdes evolutivos ndo séo
completamente compreendidos, sendo a maioria das vezes 0s estudos meramente descritivos
da presenca dessas repeti¢des. Algumas funcdes ja foram relacionadas aos DNASs repetitivos
como seu papel na estabilidade cromossdomica, formacdo da heterocromatina, segregacao
cromossdmica e regulacdo de genes (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015;
LOWER et al., 2019). Destaca-se também, a consequéncia do ponto de vista evolutivo que esta
fracdo do genoma pode ter, evitando processos de hibridizacdo, mesmo em espécies proximas,
pela diferenca na composicdo dos DNAs repetitivos (JAGANNATHAN; YAMASHITA,
2021). Estas sequéncias repetitivas quando localizadas nos cromossomos com aplicacdo da
Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH), mostram sua distribuicéo e evolucédo, auxiliando na
compreensdo da estrutura, organizacao e evolucdo dos genomas. Do ponto de vista de analise
restrita aos dados de sequenciamento genémico, o entendimento da organizagdo e montagem
destas repeticBes € muito desafiador por razdes técnicas, portanto, tornam-se negligenciadas na
maioria dos genomas montados atualmente. Sendo assim, o uso das ferramentas cromossémicas
aliadas aos dados gendémicos tém se mostrado eficazes no fechamento desta lacuna, permitindo
melhor entendimento da organizagdo dos DNAS repetitivos nos genomas eucariotos
(MARTINS et al., 2011; BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015; LOWER et al.,
2019).

Existem diferentes classes de DNA repetitivo, e essas repeticoes estdo organizadas em:
1) sequéncias majoritariamente dispersas, como 0s elementos transponiveis (TES); e 2)

sequéncias repetidas em tandem, como o microssatélite, minissatélite, DNA satélite (DNAsat)
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e as familias multigénicas: por exemplo, os genes que codificam o DNA ribossomal (DNAr) e
genes para histonas (MARTINS et al., 2011).

Os elementos transponiveis se diferenciam entre si pela sua capacidade de locomocéo
no genoma. Os TEs séo classificados de acordo com seu mecanismo de inser¢édo no genoma em
transposons, que se movem e amplificam a partir de moléculas de DNA e retrotransposons que
se movimentam utilizando um intermediario de RNA, via transcricdo reversa
(CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; WOLFGANG, 1994; BISCOTTI; OLMO; HESLOP-
HARRISON, 2015; PACO; FREITAS; VIEIRA-DA-SILVA, 2019).

Os genes que codificam o DNAr possuem uma estrutura bastante conservada que
consiste em duas familias multigénicas: o DNAr 45S e 5S. O DNAr 45S esta organizado em:
5,8S, 18S, e 26/28S, cada unidade de repeticdo contém uma sequéncia de codificacdo para cada
um desses RNAr, juntamente com as regides espacadoras transcritas internas (ITS) e externas
(ETS) e um espacador intergénico (IGS). O 5S é a menor classe do DNA ribossémico, é
composto por uma unidade conservada, separadas por espacadores nao transcritos que podem
variar em tamanho (NTS). As unidades DNAr 45S e 5S podem estar em um Gnico ou multiplos
sitios dentro do genoma (APPELS et al., 1980; SUMNER, 2003; CABRERO; CAMACHO,
2008; MARTINS et al., 2011).

Os genes codificadores para histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) também estdo
organizados em clusters arranjados em tandem, intercalados uns com os outros com sequéncias
espacadoras ndo codificantes, porém algumas espécies podem apresentar alguns desses genes

espacados pelo genoma (SUMNER, 2003; NEI; ROONEY, 2005).

1.2 DNA SATELITE

A heterocromatina é um constituinte fundamental dos genomas eucariotos, envolvida

em funcdes que auxiliam na manutencdo da estabilidade gendmica, como seu papel no processo



49

6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho fornece a primeira descricdo cromossémica detalhada da espécie praga
Drosophila suzukii com énfase nos elementos repetitivos em tandem. A distribuicdo de
heterocromatina sugere que eventos de amplificacdo parecem ter atuado eficientemente nesse
genoma. A distribuicdo cromossdmica de microssatélites e DNAs satélites difere entre os
Cromossomos, entre 0s autossomos, entre 0s sexuais e entre os autossomos e sexuais. No geral,
esse conjunto de dados demonstra uma diversificagdo deste genoma que pode desempenhar um

papel fundamental na evolucdo cromossdmica da espécie e talvez em seu processo adaptativo.
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