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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
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de segregacgédo cromossdmica, silenciamento da expressdo de genes e reparo de erros no DNA.
O principal tipo de sequéncia de DNA constituinte da heterocromatina, séo repeticdes
abundantes em tandem, conhecido como DNA satélite (DNAsat) (LOPEZ-FLORES;
GARRIDO-RAMOS, 2012; BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015). Essas
sequéncias sdo encontradas principalmente em regides pericentroméricas e subteloméricas dos
cromossomos, embora possam ocorrer com certa frequéncia nas regides intersticiais dos
cromossomos (WEILER; WAKIMOTO, 1995; GARRIDO-RAMOS, 2017).

Tradicionalmente, as diferentes classes de DNAsat sdo classificadas baseada no
tamanho de sua unidade de repeti¢cdo, em microssatélites (1-6pb) minissatélites (10-100pb) e
DNAsat (>100pb). Entretanto, também podem ser classificadas baseada no comprimento do
arranjo que pode chegar a milhdes de nucleotideos (RICHARD; KERREST; DUJON, 2008;
GARRIDO-RAMOS, 2017; MARTINS et al., 2011; RUIZ-RUANO et al., 2016). Portanto,
ndo existe tamanho universalmente aceito para os limites de cada classe, mas 0s himeros em
geral sdo concordantes (BENNETT, 2000). Classicamente, os microssatélites sdo utilizados
como marcadores genéticos por serem codominantes e normalmente estarem distribuidos pela
eucromatina, ao passo que os DNAsat apresentam alta variabilidade e sdo tipicamente
localizados nas regies de heterocromatina dos cromossomos, como as regides teloméricas e
pericentromercias (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI; WOLFGANG, 1994; BENNETT,
2000; GARRIDO-RAMOS, 2017)

Com o surgimento de novas metodologias utilizadas para estudo de DNAsat, 0s termos
utilizados para essa classe de DNA repetitivo foram reavaliados. Assim, devido a similaridade
de todas essas classes de DNAsat em niveis gendmicos, citologicos e na sua forma de
disseminacéo, Ruiz-Ruano et al., (2016), propuseram o termo “satelitoma” para agrupar todo o

conjunto de DNAsat presentes em um genoma.
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1.2.1 Origem de DNAs satélites

A hipotese de origem das repeticdes de DNAsat, proposta por (RUIZ-RUANO et al.,
2016), prediz que um novo satélite se origina em trés etapas: origem, disseminacdo e
amplificacdo.

1) ocorre uma duplicacdo “de novo” de qualquer sequéncia genémica com 2 pb ou mais.
Esta amplificacdo pode ocorrer por alguns mecanismos como a agdo conjunta de mutagéo e
crossing-over desigual e deslizamento de uma fita de DNA durante a replicacdo e/ou pela
reinsercdo de copias de DNA extracromossdmico, replicadas através da amplificacdo por
circulo rolante.

2) A nova repeticdo é disseminada por todo o genoma e o/0os mecanismo(s) por qual
ocorre permanecem desconhecidos, mas elementos transponiveis e reinsercdo de sequéncias
replicadas de intermediarios de DNA extracromossdmicos sdo possiveis explicacdes. Os
minissatélites e microssatélites podem originar-se nesta segunda etapa, pois baseado nesse
modelo, repeticbes em tandem curtas (< 15pb) surgem em qualquer lugar do genoma e podem
originar repeti¢cbes mais longas por duplicactes e divergéncias. Além disso, ha uma provavel
diferenca nos mecanismos envolvidos na origem de repetices curtas e repeticdes longas, ou
satélites simples e complexos, pois mutacdo e crossing-over sdo mecanismos que parecem estar
envolvidos na origem das menores repeticdes ao passo que deslizamento de uma fita de DNA
durante a replicacdo e/ou reinsercdo de cdpias de DNA extracromossémico provavelmente séo
responsaveis pela origem das repeticGes maiores.

3) Posteriormente a disseminacdo, pode ocorrer uma amplificacdo em qualquer
repeticdo em larga escala e essa repeticdo pode torna-se mais longa e agrupada, através de
varios ciclos de duplicacdo e divergéncia, tornando-se um satélite visivel por FISH.

Algumas classes de DNA repetitivo estao relacionadas com a origem de DNAs satélites.

Por exemplo, DNASs satélites que se originaram de familias multigénicas, como o DNAr 45S e
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5S atraves da duplicagdo da regido intergénica ou da regido transcrita, seguida por uma
amplificacdo diferencial (STUPAR et al., 2002; ALMEIDA et al., 2012; JO et al., 2009;
VITTORAZZI et al., 2011). Existem também elementos transponiveis relacionados a origem
de DNAsat (e microssatélites) derivados de suas regides internas ou terminais, mas também séo
encontrados pertencendo a estrutura dos TEs. Além do mais, TEs também estdo associados a
realocacao dessas repeti¢coes no genoma (WILDER; HOLLOCHER, 2001; AHMED; LIANG,

2012; MESTROVIC et al., 2015; RUIZ-RUANO et al., 2016; BELYAYEYV et al., 2020).

1.2.2 A hipétese da biblioteca

Os DNAs satélites encontrados no genoma de diferentes espécies podem estar
relacionados em sua origem, isso € explicado através da hipotese da biblioteca. De acordo com
essa hipdtese, espécies relacionadas devem compartilhar um conjunto de DNAsat, presentes no
ancestral comum, mas que podem ser amplificados diferencialmente entre as espécies. Essa
amplificacdo diferencial gera diferencas quantitativas entre as espécies. Assim, um DNAsat
pode se tornar abundante e exceder o minimo para ser detectavel através da FISH em uma
espeécie, e o satélite correspondente estar em baixa cdpia nos genomas das espécies irmas. O
DNAsat em baixa abundéncia pode ndo ser detectavel através da FISH, pois pode estar abaixo
do minimo necessario para isso, mas podem ser detectados na analise gendmica utilizando
ferramentas de bioinforméatica para identificacdo de repeticdbes em tandem, como o
RepeatExplorer/TAREAN (FRY; SALSER 1977; MESTROVIC et al., 1998; RUIZ-RUANO

etal., 2016; GARRIDO-RAMOS, 2017).

1.2.3 Evolugéo em concerto

Alguns modelos explicam a evolugcdo de DNAsat e o padréo predominante € a evolugéo

em concerto. A evolugdo em concerto presume que diferentes repeticbes de uma familia de
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DNAsat ndo seguem uma evolucdo independente. Ao contrario do esperado, considerando a
auséncia de pressoes seletivas, as variantes de um DNAsat apresentam alto grau de similaridade
dentro da espécie e diferente entre espécies, seguindo esse padrdo em concerto. Isso acontece,
pois, apesar de possiveis alteragdes na estrutura desses mondmeros de forma independente,
ocorre sua homogeneizacdo. De forma que as clpias dentro de uma espécie sdo mais
homogéneas do que quando comparadas entre espécies (PLOHL; MESTROVIC;
MRAVINAC, 2012; GARRIDO-RAMOQOS, 2015). Essa homogeneidade ocorre através de
mecanismos como o crossing-over desigual, transposicdo ou conversdo génica. Posteriormente
essas novas variantes sdo expandidas e fixadas em uma populacdo através da reproducdo
sexuada (DOVER, 1982; 2002).

Alguns fatores podem afetar a homogeneizagdo destas sequéncias e a evolugdo do
DNAsat pode ndo ocorrer pela evolugdo em concerto, como por exemplo, localizacdo e
tamanho das sequéncias. A homogeneizacdo que leva a evolugdo em concerto ocorre
preferencialmente em mondmeros mais longos e em sua regido central. Assim, repeti¢fes curtas
e localizadas na extremidade do conjunto podem escapar da homogeneizacdo. Ainda com
relacdo a localizacdo, sequéncias localizadas em cromossomos que ndo possuem homologo,
por exemplo, o cromossomo Y em espécies heterogaméticas, também pode levar a
diferenciacdo de satélites especificos. Fluxo génico é outro fator que leva ao aumento da
variacdo destas sequéncias dentro da espécie, assim como restricdes funcionais que podem

também influenciar a evolucdo do DNAsat (revisado por GARRIDO-RAMOS, 2017).

1.2.4 Satélites funcionais

Algumas familias de DNAsat mantém algumas regides altamente conservadas ou o
tamanho de seus mondmeros, dentro de uma espécie e/ou entre espécies (PALOMEQUE;
LORITE, 2008). Assim, foi sugerido que um passo essencial para evolucdo de alguns satélites

pode ser a aquisicdo de uma funcdo bioldgica preservada pela selecdo natural por longos
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periodos evolutivos (FRY; SALSER, 1977). As repeticdes de DNAsat associados a algumas
fungBes, por exemplo, satélites associados a fungbes centroméricas e satélites associados a
aptiddo do organismo dentro de uma espécie ou entre espécies, sao preservados pela selecdo
(WU; TRUE; JOHNSON, 1989; THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF, 2021). Porém, alguns
satélites sem funcdo aparente, também sdo conservados entre diferentes espécies, portanto,
ainda ndo hé conhecimento se a preservacdo desse DNAsat € ao acaso ou por fatores seletivos.
(CAMACHO et al., 2021). Algumas func¢des bioldgicas foram associadas aos DNAsat e
algumas teorias predizem que essas repeticdes atuam em processos neutros, selecdo, na
determinacdo de padrOes de variacdo de sequéncia em regiGes repetitivas, segregacdo e
protecdo cromossomica e organizagdo do genoma (THAKUR; PACKIARAJ; HENIKOFF,

2021; LOWER et al., 2019).

1.2.5 DNAsat no género Drosophila

Desde o descobrimento do DNAsat espécies de Drosophila tém sido utilizadas como
modelo para abordar varios aspectos da biologia dessas repeti¢cbes, como sua origem,
organizagao, variacdo, evolucdo e fungéo (SILVA et al., 2019). Pelo menos trés fungdes
bioldgicas parecem estar relacionadas a essas repeticdes nesse género: 1) funcéo do centrébmero,
2) silenciamento da cromatina/formacao de heterocromatina e 3) modulagdo da cromatina e
regulacdo positiva global de genes ligados ao cromossomo X (KUHN, 2015).

Estimou-se que o DNAsat ocupa mais de 30% do genoma de varias espécies de
Drosophila (LIMA; HANLON; GERTON, 2020), como por exemplo Drosophila albomicans
com 38.8%. Porém, foi observado em Drosophila simulans que apenas 4,53% de seu genoma
¢ composto por DNAsat e em Drosophila arizona menos de 0,55%. Demonstrando que a
variacao no contetdo de DNAsat é especifico para cada linhagem do género e tende a ser maior

em espécies do subgénero Drosophila, sugerindo que em algumas espécies, outros tipos de



18

repeticdes contribuem mais para variagdo do tamanho do genoma e conteddo de
heterocromatina. O tamanho do genoma das espécies desse género varia de 130 Mb em
Drosophila mojavensis a 333 Mb em Drosophila virilis (BOSCO et al., 2007, PARIS et al.,
2020; GREGORY; JOHNSTON, 2008). As variacOes observadas no tamanho gendmico das
espécies desse género € influenciada por aumento ou diminuicdo de diferentes classes de DNA
repetitivo, como a expansao de DNAsat em Drosophila grimshawi ou de TEs em Drosophila
subpulchrella (WElI et al., 2018; KIM et al., 2021; LIMA; RUIZ-RUANO, 2022).

Apesar da evolucdo do sequenciamento e do surgimento de novas ferramentas para a
identificacdo de DNAs satélites, poucas espécies do género possuem sua fracdo do DNAsat
conhecidas. A maioria desses estudos sobre DNAsat foram realizados em D. melanogaster e
em espécies intimamente relacionadas. Por exemplo, D. virilis, D. americana, D. buzzatii, D.
seriema, D. mojavensis, D. simulans, D. mauritiana, D. sechellia (JAGANNATHAN et al.,
2017; LIMA; SVARTMAN; KUHN, 2017; SILVA et al., 2019; LIMA; HANLON; GERTON,
2020). Recentemente, outras 37 espécies do género tiveram sua fracdo de DNAsat analisadas
(LIMA; RUIZ-RUANO, 2022), com foco em outros grupos além do melanogaster. Ainda
assim, esses numeros sdo poucos quando comparados a quantidade de espécies (mais de 1.600)
que representam esse grupo.

Os estudos focados no DNAsat em Drosophila deram luz sobre a evolugdo dessas
sequéncias repetitivas no genoma do género. VariacGes entre espécies e dentro de populacdes
de uma espécie demonstram que a evolugdo de DNAsat é bastante heterogénea dentro deste
grupo e ocorrem rapidamente (JAGANNATHAN et al., 2017; WEI et al., 2014; 2018;
BRACEWELL et al.,, 2019). Por exemplo, espécies intimamente relacionadas podem
apresentar variagdes no contetdo de DNAsat, como em D. miranda que possui um satélite de
99 pb localizado na regido centromérica mas que ndo estad presente na sua espécie irma D.

pseudoobscura (BRACEWELL et al., 2019). E trés espécies do subgrupo simulans, (D.
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simulans, D. mauritiana, e D. sechellia) que também sdo intimamente relacionadas e
apresentam grandes diferencas no conteddo de DNAsat (JAGANNATHAN et al., 2017). Como
mencionado, variagdes populacionais também sdo observadas e o processo que impulsiona
essas diferengas entre as populacfes pode ser a deriva ou selecdo natural. Por exemplo,
diferencas observadas entre diferentes linhagens de D. melanogaster, onde a populacdo dos
paises baixos além de ter uma maior abundancia de DNAsat quando comparado a uma
populacio da Africa, também possui a maior variabilidade observada entre as linhagens. Essa
variacdo pode ser indicativa de auséncia de pressdo seletiva dentro dessa populacédo (WEI et
al., 2014). Outro exemplo de variacao interespecifica foi observado em duas linhagens de D.
americana, que apresentaram diferencas em propor¢des dos satélites mesmo sendo
sequenciadas utilizando a mesma plataforma de sequenciamento (SILVA et al., 2019).

Apesar da manutencdo de DNAsat em um tempo evolutivo longo ser raro dentro de
Drosophila algumas espécies compartilham satélites especificos, altamente conservados. Por
exemplo, a familia de DNAsat 1.688 e o0 microssatélite DODECA que apesar de conservados
apresentam varia¢6es em sua localizacdo, proporcdes gendmicas e em suas sequéncias dentro
das espécies (FERREE; PRASAD, 2012; JAGANNATHAN et al., 2017; LIMA; HANLON;

GERTON 2020).

1.3 DROSOPHILA SUZUKII

O género Drosophila (Diptera: Drosophilidade) com cerca de 1.600 espécies, € um dos
sistemas modelos mais importantes na biologia e a maior parte das espécies desse género que
estdo associadas a humanos séo consideradas incomodas domesticas ou de fermentacdo, mas
raramente pragas economicamente importantes (CHIU et al., 2013; ASPLEN et al., 2015;

O'GRADY; DESALLE, 2018). Entretanto, dentro do grupo destaca-se Drosophila suzukii, que
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junto com Drosophila biarmipes e Drosophila subpulchrella constituem o subgrupo suzukii,
pertencente ao subgénero Sophophora. A provavel origem geogréfica dessa espécie € o sul da
Asia (WALSH et al., 2011; ROTA-STABELLI et al., 2013) que possui registros datados desde
1916 no Japao (KANZAWA, 1935 apud WALSH et al., 2011).

Drosophila suzukii comumente conhecida como mosca da asa manchada (SWD),
devido a uma mancha escura na asa dianteira dos machos (Fig. 1A) (O'GRADY; DESALLE,
2018), se diferencia das demais espécies do mesmo género devido a seu habito de oviposi¢do
que se da em frutos saudaveis/em maturagdo. A casca dos frutos € penetrada pelo ovipositor
serrilhado da fémea (Fig. 1B), enquanto a maior parte das outras espécies do género, como D.
melanogaster possui preferéncia por frutos muito maduros ou estragados (ASPLEN et al.,

2015).

1.3.1 Drosophila suzukii uma espécie invasora praga

O formato do ovipositor garante uma vantagem evolutiva a D. suzukii, pois lhe permite
penetrar a pele relativamente mais dura de frutos imaturos e depositar seus ovos. Sendo assim,
0s danos sdo gerados aos frutos, pois 1) as larvas se alimentam das polpas dos frutos (ROTA-
STABELLI etal., 2013) e 2) a entrada de microrganismos € favorecida pelas feridas no exterior
dos frutos, facilitando sua deterioracdo (IORIATTI et al., 2015). Portanto, essa espécie possui
grande potencial de promover danos/perdas na safra antes mesmo da colheita, diminuir a
qualidade do fruto e consequentemente seu valor comercial. Isto gera custos econdémicos devido
as perdas de producdo, aumento de méo de obra e custos para monitoramento e gerenciamento.
Além de ser considerada uma ameaca potencial a biodiversidade e ecologia das areas invadidas,
por afetar o nicho de outras espécies nativas (LE et al., 2011; ROTA-STABELLI et al., 2013).

A partir de sua origem na Asia houve expanséo de D. suzukii para os demais continentes.

Na Ameérica do Norte o primeiro registro ocorreu em 2008, na Europa em 2009 (LE et al., 2011)
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e na Africaem 2013 (EPPO, 2019). Na América do Sul, a presenca de D. suzukii foi confirmada
em 2014 (DEPRA et al., 2014), alcancando assim, uma distribuicio global (EPPO, 2020). No
Brasil, os primeiros registros foram nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, seguida
por uma répida expansao para outros estados do Sul e Sudeste, como Parané (GEISLER et al.,
2015), Espirito Santo (ZANUNCIO et al., 2018), Minas Gerais (ANDREAZZA et al., 2016),
Rio de Janeiro (BITNER-MATHE; VICTORINO; FARIA, 2014), Sdo Paulo (VILELA;
MORE et al., 2014) e no Distrito Federal na regido Centro-Oeste do pais (MAIA, 2019). Além
desses estados com presenca confirmada, existe um risco de que D. suzukii também atinja o
Nordeste brasileiro (FERRONATO et al., 2019). Essa rapida expansdo de D. suzukii
provavelmente foi de forma passiva mediada pelo comércio de frutas através de humanos; ou
de forma ativa, devido ao seu modo de dispersao que permite seu rapido deslocamento de uma

regido para outra (ROTA-STABELLI et al., 2013; FERRONATO et al., 2019).
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D. melanogaster D. biarmipes D. suzukii

anal plates

Figura 1. Drosophila suzukii. Macho a esquerda, fémea a direita. O quadrado
indica o ovipositor (A). Formatos de ovipositor em algumas espécies de
Drosophila e sua relagdo filogenética (B). Adaptado de McEvey (2017) e
Green, J.E et al., (2019).

Drosophila suzukii ataca uma alta variedade de frutos e possui preferéncia por aqueles
que apresentam tegumento fino, como cerejas, péssegos, ameixas, caquis e uvas, mas ja foi
registrado oviposi¢do em frutos com casca mais resistentes, como macas e laranjas (WALSH
et al., 2011; BELLAMY; SISTERSON; WALSE, 2013; SOUZA et al., 2020). No Brasil,
também foi relatada oviposicdo em espécies nativas como pitanga e goiaba e em espécies

exoticas como amora preta, mirtilo e morango (WOLLMANN et al., 2020).
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Diferente da disseminagdo de D. melanogaster que tem pouca consequéncia, a
distribuicdo de D. suzukii € uma grande preocupacao, pois pode implicar em perdas econémicas
que podem ser acentuadas nas regifes sul e sudeste do Brasil. Essas regifes sdo responsaveis
por boa parte da producdo de frutas, possuindo as maiores porcentagens de &reas plantadas e
valor de producdo. Alguns dos fatores que favorecem a expanséo de D. suzukii sdo adaptacoes
climéticas, alto rendimento de reproducdo, auséncia de espécies predadoras e competidoras
pelas frutas frescas, além da alta diversidade de frutos disponiveis para essa espécie e resisténcia
a fitossanitarios. Portanto, essa espécie praga pode implicar em grandes perdas econémicas para
economia regional e do pais (FACHINELLO et al.,, 2011; CHIU et al., 2013; ROTA-
STABELLI, 2013; OMETTO et al., 2013, ASPLEN et al. 2015; ANUARIO BRASILEIRO DE

HORTI&FRUTI, 2021).

1.3.2 Informagdes citogenéticas e gendmicas de Drosophila suzukii

Levando em consideracdo a importancia como praga de D. suzukii, suas informacdes
gendmicas e citogenéticas sdo escassas e estdo resumidas a descri¢cdo do nimero cromossémico
(2n= 8, XX/XY) (DENG et al., 2007), descricdo do mapa dos cromossomos politénicos
(DROSOPOULOU et al., 2019), e montagem parcial gendmica com énfase na anotagdo génica
(CHIU et al., 2013; PARIS et al., 2020). No contexto de DNA repetitivo e da contribuicdo e
importancia desta fracdo na evolucdo e compreensao da organizacdo gendmica das espécies, 0s
estudos voltados ao conhecimento dessas sequéncias no genoma de D. suzukii sdo focados nos
elementos transponiveis, apenas com a descri¢do da porcentagem desta classe de elementos no
genoma da espécie. Drosophila suzukii apresenta uma das maiores porcentagens de TEs dentro
do género (~47%) associados a um dos maiores genomas (~270 Mb) (MEREL et al., 2021;
SESSEGOLO; BURLET; HAUDRY, 2016; PARIS et al., 2020). Porém, nada se conhece sobre

a fracdo de DNA satélite nesta espécie. Portanto, os dados deste trabalho fornecem informagdes
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significativas sobre uma fracdo repetitiva até entdo ndo estudada no genoma de D. suzukii,
aumentando a compreensdo sobre sua organizacdo gendmica, aléem de contribuir com

entendimento da evolugéo desta classe de DNAs repetitivos em Drosophila.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os cromossomos e a fragdo repetitiva em tandem do genoma da mosca
praga Drosophila suzukii por andlises gendmicas e cromossdmicas, visando entender o
cariotipo da espécie e o padrdo de organizacdo e evolugdo destas repeticOes, auxiliando no

entendimento de sua organizacao genémica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a estrutura geral do caridtipo de Drosophila suzukii e identificar possiveis
polimorfismos através das técnicas de coloragdo convencional, bandeamentos
cromossémicos classicos (bandeamento C e coloracdo com fluorocromos base

especificos) e mapeamento por FISH de microssatélites, DNAr 18S e Histona H4.

e Compreender os padrdes de organizacao e evolucdo de DNAs satélites no genoma de
Drosophila suzukii através do sequenciamento gendmico para prospec¢do e
caracterizacdo molecular dessas repeticBes e caracterizacdo cromossdémica através da

FISH.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO E PREPARACAO CROMOSSOMICA

Espécimes de Drosophila suzukii foram obtidos na Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz (ESALQ/USP - Piracicaba/Sdo Paulo, Brasil) e cultivadas no Laboratdrio de
Citogenética Animal (UNESP - Rio Claro/Sao Paulo, Brasil) em incubadora BOD com
fotoperiodo (Solab-224/300) a 20°C. As preparagdes cromossdmicas foram realizadas baseadas
no protocolo de Larracuente; Ferree (2015). Os ganglios cerebrais do terceiro instar larval de
individuos machos foram dissecados em 1 x PBS, movido a KCI (75mM) para tratamento
hipoténico por 10min e fixados em solucdo de Carnoy modificada (3:1, etanol absoluto: acido
acético). Em seguida, os ganglios cerebrais foram transferidos para 10 puL de acido acético
(50%) e gentilmente espalhados em chapa quente a 40°C. As preparagdes foram desidratadas

em série etilica: 70% (2 min), 85% (30 seg), 100% (30 seg) e estocadas em freezer -20 °C.

3.2 COLORACAO CONVENCIONAL E BANDEAMENTOS CROMOSSOMICOS

As laminas foram coradas com DAPI (4“,6-Diamidine-2“-phenylindole) e montadas
com VECTASHIELD (Vector, Burlingame, CA, USA) para analise convencional. O
bandeamento C foi baseado na metodologia de Sumner (1972). As preparagdes cromossomicas
foram imersas em Ba(OH)2 5% a 60°C por 1 min, lavadas com agua e rapidamente imersas em
HCI 0,1 N temperatura ambiente, depois foram tratadas com 2 x SSC a 60 °C (1min). O material
foi corado com Giemsa 5% diluido em tampéo fosfato durante 5 min. Para o bandeamento com
Fluorocromo bases especificos, o material primeiro foi corado com cromomicina A3 (CMA3)

(Sigma-Aldrich, MO, EUA) (0,5 mg/mL) por 60 min, posteriormente com DAPI (2 pg/mL) por
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30 min. As laminas foram montadas com meio de montagem composto por tampé&o Mcllvaine

pH = 7,0, glicerol (50%) e MgCl 2 (50 mM).

3.3 EXTRACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA GENOMICO

O DNA gendmico de 20 individuos machos de Drosophila suzukii foi extraido e
utilizado para sequenciamento. A extracdo de DNA foi realizada utilizando o Kit ’Wizard®
Genomic DNA Purification’” (Promega), seguindo o protocolo do fabricante, com algumas
modifica¢Oes. Apds a Nuclei Lysis Solution, foi adicionado 10 pL de Proteinase K (20 mg/mL)
a 60°C por 30 min. Posteriormente, foi adicionado 200 pL Protein Precipitation Solution,
incubado em gelo (5min) e centrifugado (4min). Em seguida, houve a transferéncia do
sobrenadante para 600 uL de isopropanol e centrifugado. O sobrenadante foi removido, 600 pL
de alcool 70% foi adicionado e o material foi centrifugado (5 min). Apos a reidratacdo com 20
pL de agua Milli-Q, foi adicionado 0,4 uL. de RNAse a 37°C por 30min. O sequenciamento
gendmico foi realizado pela Novogene (HK) Co., Ltd. (Hong Kong, China) utilizando a

plataforma Illumina Hiseq 4000 para gerar reads pareados com 150pb.

3.4 IDENTIFICACAO COMPUTACIONAL DE DNA SATELITE

A identificacdo de DNAsat foi realizada utilizando as ferramentas TAREAN e
RepeatExplorer2 (NOVAK et al. 2017; NOVAK; NEUMANN; MACAS, 2020) disponiveis na
plataforma Galaxy/RepeatExplorer. Iniciamos essa analise rodando o genoma sequenciado no
TAREAN, seguindo as configuracdes padrdo. Posteriormente, utilizamos os satélites putativos
identificados pelo TAREN para analise comparativa com os resultados do RepeatExplorer 2,
com as mesmas configuragdes utilizadas no TAREAN. Em seguida, analise da organizacdo em
tandem dos possiveis DNAsat identificados pelo TAREAN e pelo RepeatExplorer 2 foram

realizadas através de seus cotings, utilizando o grafico dotplot, ferramenta disponivel no
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software Geneious v4.8.5 (DRUMMOND et al. 2009). Consideramos para analises posteriores
todos os DNAsat putativos identificados simultaneamente no TAREAN e RepeatExplorer2 e
apenas no TAREAN ou RepeatExplorer2. Essas sequéncias foram comparadas a sequéncias
depositadas no Repbase e GenBank para verificar alguma identificacdo pré-existente para estas
repeticdes.

A abundéancia e divergéncia de cada satélite foram calculadas pelo RepeatMasker
(SMIT et al. 2013). A divergéncia genética entre as sequéncias foi estimada considerando o
modelo de Kimura 2-parameter (SMIT et al. 2013, RUIZ-RUANO et al. 2016). A abundancia
gendmica foi calculada pela divisdo do numero de nucleotideos de cada DNAsat pelo tamanho
total da biblioteca. Posteriormente, os satélites foram organizados em ordem decrescente de

abundancia e nomeados seguindo o proposto por (RUIZ-RUANO et al., 2016).

3.5 CONSTRUGCAO DE SONDAS FLUORESCENTES

Primers foram desenhados utilizando o software Genious (4.8.5), com as sequéncias
consenso de alguns DNAs satélites identificados no genoma de D. suzukii para posterior
amplificacdo por PCR. Em alguns casos, o consenso dos DNAs satélites foram utilizados para
desenhar oligonucleotideos marcados com Biotina-14-dATP durante sua sintese, essas
sequéncias foram utilizadas como sondas na hibridizacdo. Para amplificacdo da Histona H4
foram utilizados primers descritos anteriormente (Tabela S1).

O DNA gendémico dos machos foi utilizado para amplificagdo por PCR e foi utilizado:
100 ng/uL. de DNA, 2 mM de primer Forward e Reverse, 10 x PCR Rxn Buffer, 0.2 mM MgCl2,
0.16 mM dNTPs, 1 U de DNA polimerase Tag Platinum (Invitrogen, San Diego, CA, USA). A
reagdo consistiu em uma desnaturacao inicial de 94°C por 5min, seguido de 30 ciclos a 95°C
(30seqg), 55°C (30seg) e 72°C (80seg) e uma extensdo final a 72°C por 5 min. As bandas

referentes aos monémeros de DNAsat foram manualmente isoladas do gel de agarose 1% e 0,5
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uL desta solugdo foi utilizada para uma reamplificagdo. Posteriormente, os produtos da PCR
foram novamente confirmados em gel de agarose 1%. As sequéncias amplificadas para serem
utilizadas como sondas foram marcadas com Digoxigenina-11-dUTP (Roche) ou Biotina-14-
dATP (Invitrogen) por Nick translation e foram utilizadas na Hibridizag&o In Situ Fluorescente

(FISH).

3.6 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A FISH foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Cabral-de-Mello; Marec
(2021). Como sondas foram utilizados os DNAs satélites identificados em Drosophila suzukii.
Sondas das sequéncias conservadas, histona H4 e DNAr 18S obtidas de Drosophila
melanogaster e Diatraea saccharalis, respectivamente. Para o DNAr 5S foi utilizado um
oligonucleotideo marcado com Biotina-14-dATP durante sua sintese. Além disso, foram
utilizados os microssatélites: (A)so, (C)s0, (CGG)10, (TAA)10, (GATA)s, (GACA)4, (AAGAG)4
(GTTTT)s, (GTAAAGA), e DODECA (CCCGTACTGGT)s ja marcados com Biotina-14-
dATP durante sua sintese (Sigma, St. Louis, MO, USA). As sondas marcadas com digoxigenin-
11-dUTP (Roche) e Biotina 14-dATP (Invitrogen) foram detectadas com anti-digoxigenin-
Rhodamine (Roche) e Alexafluor-488, respectivamente. As laminas foram coradas e montadas
com DAPI/VECTASHIELD. As imagens foram capturadas utilizando o fotomicroscopio
Olympus BX61 acoplado a uma camera DP70, e o brilho e contraste foram ajustados no Adobe

Photoshop CS5.
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4. RESULTADOS

4.1 DESCRICAO CROMOSSOMICA DE Drosophila suzukii

Como jé descrito (DENG et al., 2007; DROSOPOLOU et al., 2019), Drosophila suzukii
possui o cariétipo 2n=8, XX(fémea)/XY (macho) que consiste em trés pares de cromossomos
autossomos: dois metacéntricos (pares Il e 111) e um par muito pequeno como um ponto (par
IV), cromossomo dot (Fig. 2a-b). Os cromossomos sexuais, designados como primeiro par, Sao
heteromorficos e o sitio de DNAr 18S esta localizado neste par (Fig. 2f). O X é acrocéntrico e
0 Y também acrocéntrico possui forma de bastdo. O cromossomo Y é completamente
heterocromatico, embora apresente leve variacao na intensidade das bandas, no cromossomo X
esses blocos de heterocromatina estdo restritos a regido pericentromérica (Fig. 2c).

Cerca de % da regido proximal do cromossomo Il de ambos os bragos cromossémicos
é constituida por heterocromatina. No cromossomo 11 a heterocromatina esta restrita a regiao
pericentromérica, embora seja um bloco grande. O cromossomo quatro € inteiramente
eucromatico. Alguns blocos de heterocromatina coincidem com regibes ricas em A+T no
cromossomo I, visualizados pelo destaque com DAPI (Fig. 2d). Nao foram observadas regifes

ricas em G+C (Fig. 2e).
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Figura 2. Caracteristicas gerais do cariétipo de Drosophila suzukii. Coloragdo convencional dos
cromossomos mitoticos obtidos de fémea (a) e macho (b). Cari6tipo evidenciando a distribuicdo de
heterocromatina pelo bandeamento C (c). Bandeamento com fluorocromos base especificos utilizando
DAPI (d) e CMA;(e). Em (d) as cabecas de setas indicam regides positivas para DAPI. (f) Localizacdo
por FISH do DNAr 18S. Barra = 10 um

4.2 MAPEAMENTO MICROSSATELITES

Embora possua alguma variacdo, a maior parte dos microssatélites (AAGAG)s,
(GTTTT)s, (TAA) (CGG)1, (GATA)s, (GTAAAGA)s (GACA): e DODECA foram
mapeados em regides cromossdmicas que correspondem majoritariamente a heterocromatina
(Fig. 3), principalmente nos cromossomos II, Il e X. N&o foram observados sinais na

hibridizacdo para os microssatélites (A)so, (C)zo, € (AATAT)s (dados ndo mostrados). O
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microssatélite (AAGAG)n apresentou bandas apenas no cromossomo Il (Fig. 3a), enquanto 0s
demais microssatélites além das bandas do cromossomo Il apresentaram bandas
pericentroméricas no cromossomo Il e uma banda intersticial na eucromatina do cromossomo
X (Fig. 3b-h). O cromossomo Y apesar de ser heterocromético apresentou apenas um pequeno

sinal para o microssatélite (GACA)4 (Fig. 3h).

Figura 3. Mapeamento por FISH de microssatélites nos cromossomos mitoticos obtidos do ganglio

cerebral de machos de Drosophila suzukii. Os microssatélites utilizados e cromossomos com sinais estdo

indicados diretamente nas imagens. Os sinais foram pseudocoloridos em vermelho. Barra = 10 um.
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4.3 CARACTERIZACAO COMPUTACIONAL E CROMOSSOMICA DE DNA
SATELITE

A andlise combinada do RepeatExplorer2 e TAREN permitiu a identificagdo de 15
DNAsat no genoma de D. suzukii que constituem cerca de 7,27% do genoma da espécie. O
satelite mais abundante (DsuzSat01-403) representa 2,4% e junto com o segundo mais
abundante (DsuzSat02-188) com abundancia de 1,79%, representam mais da metade (4,18%)
da fracdo de DNAsat em D. suzukii. O satélite menos abundante (DsuzSat15-418) representa
0,01% do genoma. O tamanho dos monémeros variou de 8 pb a 6.571 pb e a divergéncia de
0,27% a 12,66%. A maioria das sequéncias foram enriquecidas em A+T (47,10% - 73,0%)

(Tabela 1 e Fig. S1).

Tabela 1. Caracteristicas gerais de DNAsat identificados no genoma de D. suzukii utilizando o
Repeat Explorer2 e TAREAN

satDNA Tamanho (bp) A+T Abundancia Divergéncia
DsuzSat01 403 53,8% 2,396% 7.92%
DsuzSat02 188 68,1% 1,796% 6.15%
DsuzSat03 2946 56,0% 0,724% 8.80%
DsuzSat04 419 70,2% 0,563% 6.09%
DsuzSat05 8 50,0% 0,443% 3.89%
DsuzSat06 6571 47,65% 0,397% 10.67%
DsuzSat07 5174 57,1% 0,338% 0.27%
DsuzSat08 163 69,9% 0,321% 9.65%
DsuzSat09 198 63,6% 0,104% 12.66%
DsuzSat10 159 73,0% 0,070% 10.15%
DsuzSat11 206 68,0% 0,045% 9.86%
DsuzSat12 901 62,6% 0,033% 1.09%
DsuzSat13 132 61,4% 0,018% 12.22%
DsuzSat14 570 56,8% 0,014% 3.54%
DsuzSat15 418 59,1% 0,012% 0.34%

A pesquisa no Repbase e GenBank revelou que alguns satélites identificados
apresentam homologia com outras repeti¢cdes encontradas em Drosophila, incluindo D. suzukii

(Tabela S2). DsuzSat07-5174 e DsuzSat15-418 apresentaram similaridade com a familia
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multigénica de Histonas e DNAr 5S, respectivamente. O DsuzSat15-418 apresentou alta
similaridade com a regido transcrita do DNAr 5S (em torno de 99,3%), de varias espécies de
Drosophila. Para compreender melhor a relagdo entre essas sequéncias do ponto de vista
cromossodmico, hibridizamos uma sonda da regido transcrita e conservada do DNAr 5S em D.
suzukii. Na FISH, essa repeticdo demonstrou-se dispersa com sinais fracos por todo 0s
cromossomos com intensidade semelhante, exceto nos cromossomos dot (Fig. 4a), e ndo foi
possivel definir o sitio do DNAr 5S. No entanto, a mesma sonda em Drosophila melanogaster
mapeou apenas um sinal proximal no cromossomo Il (Fig. 4b), regido esperada para posi¢ao
deste cluster por dados gendmicos, confirmando que o DNAr 5S em D. suzukii se espalhou
formando longos arranjos em tandem. Portanto, é possivel que o DNAr 5S esteja envolvido na
origem do DsuzSat15-418 e esse satélite ainda possui a sequéncia de codificagdo do DNAr 5S.

O DsuzSat07-5174 também apresentou similaridade com as regides transcritas para
cada unidade do cluster de genes de histonas. Inicialmente, amplificamos a histona H4 em D.
suzukii e na hibridizacao, essa sonda também se mostrou dispersa por todo 0 genoma, exceto
nos cromossomos dot (Fig 4c). Entretanto, a mesma sonda marcou exclusivamente a regido
proximal do cromossomo Il em Drosophila melanogaster (Fig. 4d), isso nos da suporte de que
0s sinais observados utilizando a sonda de D. suzukii € gerado pela presenca de sequéncias da
histona H4. A hibridizacdo de uma sonda heter6loga da histona H4 (de D. melanogaster) em
D. suzukii apresentou uma unica marcacdo distal no cromossomo Il (Fig. 4c), indicando que
esta € a Unica localizagdo para o locus de histona H4. Entretanto, ndo houve uma sobreposicéo
da histona H4 com DsuzSat07-5174. Esses dados indicam que existe um Unico sitio para histona
H4 em D. suzukii e que possivelmente a histona também esta envolvida na origem de um satélite
nessa espécie. Porém, diferente do observado para DsuzSat15-418, onde ndo conseguimos

diferenciar o sitio DNAr 5S, aqui, a marcacdo de um unico locus de histona H4 utilizando uma



35

sonda heter6loga, demonstra que a histona H4 é independente do DsuzSat07-5174 em D.

suzukii.

Dsuzsato?

Figura 4. Mapeamento por FISH utilizando sequéncias repetidas em tandem nos cromossomos
mitoticos de Drosophila suzukii (a,c) e Drosophila melanogaster (b,d). Hibridizagdo do DNAr 5S (a,b).
Em (a), observe a dispersdo do DNAr 5S por todos 0os cromossomos, exceto o cromossomo dot, em (b),
a presenca de uma Unica marcacgao proximal no cromossomo Il. Hibridizac¢&o da histona H4 (vermelho)
(c,d). Em (c), um sinal distal indicado pelas cabeca de setas vermelhas, em (d) uma marcacao proximal

no par Il. DNA satélite (verde) disperso em gquase todos os cromossomos (c). Barra = 10 um.

Alguns satélites identificados aqui apresentaram similaridade com elementos
transponiveis, DsuzSat01-403, DsuzSat03-2946, DsuzSat06-6571 e DsuzSat08-163. Para
verificar se os satélites identificados estdo organizados em tandem e s&o originados de TEs,

analisamos 0s cotings maiores para cada uma dessas repeticGes através do dotplot e pelos
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graficos gerados no TAREAN e RepeatExplorer2. Confirmamos a organizagdo em tandem para
esses satélites, exceto para DsuzSat06-6571, devido ao tamanho do monémero e limitagcoes
técnicas (Fig. S2). Isso sugere que alguns satélites identificados em D. suzukii podem ser
originados de elementos transponiveis. Do ponto de vista cromossomico estes DNAsat
apresentaram algumas diferengas. O DsuzSat01-403 apresentou enriquecimento na regido
intersticial do cromossomo Y, com a formacgdo de um bloco com um grande sinal (Fig. 5a); o
DsuzSat03-2946 (Fig. 5c) e o DsuzSat08-163 (Fig. 5e) estdo espalhados principalmente na
maioria da eucromatina de todos os cromossomos; e 0 DsuzSat06-6571 apresentou pequenos
clusters no cromossomo Il (Fig. 5d).

DsuzSat09-198 e DsuzSat11-206 apresentaram homologia com o satélite 1.688. Ambos
estdo localizados na regiéo intersticial do cromossomo I11, DsuzSat11-206 apresenta um grande
bloco nesse cromossomo (Fig. 5h) e DsuzSat09-198 (Fig. 5f) apresenta uma marcagéo adicional
na regido intersticial do cromossomo X. Satélites que ndo apresentam homologia consideravel
com outras repeticdes, sdo cromossomos especificos, exceto DsuzSat02-188 e DsuzSat10-159
que estdo localizados na regido centromérica dos cromossomos Il, 11l e X (Fig. 5b,g).
DsuzSat10-159 também esta localizado na regido centromérica do cromossomo Y e também
no cromossomo dot, embora ndo seja possivel definir a localizacdo exata neste ultimo (Fig. 5g).
DsuzSat12-901 (Fig. 5i), DsuzSat13-132 (Fig. 5e) e DsuzSat14-570 (Fig. 5j) estdo localizados

na regido terminal do cromossomo 11, X e 11, respectivamente.
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DsuzSat13

Figura 5. Mapeamento por FISH em cromossomos mitéticos obtidos de ganglios cerebrais de machos
de onze dos DNAs satélites identificados no genoma de D. suzukii. Os DNAsat mapeados estdo

indicados nas imagens. Barra = 10 um.
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5. DISCUSSAO

5.1 OS CROMOSSOMOS DE D. suzukii SAO CARACTERIZADOS PELA EXTENSA
QUANTIDADE DE HETEROCROMATINA DE COMPLEXA COMPOSICAO

O bandeamento C, juntamente com o mapeamento de microssatélites e DNAsat revelam
enriquecimento de heterocromatina com complexa composi¢do nos cromossomos de D. suzukii.
Os microssatélites localizados principalmente nas regifes heterocromaticas nessa espécie
demonstram que essas sequéncias se sobrepGem entre si e sugere que microssatélites séo
intercalados, revelando uma heterocromatina de complexa composicdo nestes cromossomos.
Esses dados demonstram que a heterocromatina em D. suzukii € enriquecida em microssatélites,
padrdo bastante divergente do observado em outros grupos de insetos, como Othroptera e
Hymenoptera, onde os microssatélites sdo predominantemente localizados na eucromatina
(MILANI; CABRAL-DE-MELLO, 2014; PALACIOS-GIMENEZ, CABRAL-DE-MELLO
2015; PICOLLI etal., 2018; TEIXEIRA et al., 2022). Porém, no género Drosophila a presenca
de microssatélites em regies heterocromaticas € comum. Por exemplo, D. melanogaster e D.
simulans possuem um acumulo de microssatélites nos cromossomos dot e Y, cromossomos
marcantemente heterocromaticos (FERRE; PRASAD 2011; AULARD et al., 2004). Em
Drosophila, regides heterocromaticas geralmente possuem um maior conteitdo A+T e essa
tendéncia também foi observada em D. suzukii (GALL; CHOHEN; POLAN, 1971; BOSCO et
al., 2007). Ao todo, esses dados sugerem uma possivel similaridade no contetdo que compde
a heterocromatina nesse género, no acimulo de microssatélites na heterocromatina, entretanto
outras espécies devem ser estudadas.

A associacdo entre microssatélites e heterocromatina foi observada especialmente no
cromossomo Il de D. suzukii. O padrao de bandas heterocromaticas ocupando 2/3 deste par é
diferente do observado em outras espécies do género como D. melanogaster, D. mauritiana e

D. yakuba, nestas espécies a heterocromatina nesse cromossomo esta restrita as regifes
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pericentroméricas (LEMEUNIER; DUTRILLAUX; ASHBURNER 1978; GARCIA; BASSO
DA SILVA; VALENTE 2000; VILELA; GONI, 2015; AULARD et al., 2004). O aumento e
distribuicdo de heterocromatina juntamente com a co-localizagcdo de microssatélites sugerem
que os microssatélites podem estar desempenhando um papel na expansdo de heterocromatina
em D. suzukii. Considerando a alta porcentagem de TEs no genoma de D. suzukii e a relacdo
entre microssatélites e TEs, j& que muitos TEs podem ser ricos em microssatélites (MESSIER;
LI; STEWART, 1996; WILDER; HOLLOCHER 2001; LI et al. 2002), é possivel que esses
elementos estejam atuando na expansdo dos microssatélites nessa espécie, assim como
observado em outros grupos de insetos (TROCHEZ-SOLARTE et al., 2019; WILDER,
HOLLOCHER 2001).

Embora os microssatélites estejam localizados em regides heterocrométicas em D.
suzukii e 0 cromossomo Y seja totalmente heterocromatico, esse cromossomo apresenta poucos
e pequenos sinais de microssatélites. Isto evidencia diferenciacdo da heterocromatina no
cromossomo Y em relacdo aos outros cromossomos. Outras espécies de Drosophila, como D.
melanogaster e D. simulans também apresentam diferencas entre 0s sexos, porém nessas
espécies 0s microssatélites sdo mais enriquecidos no Y. Portanto, é possivel que alguns
microssatélites ndo mapeados e/ou ndo identificados constituam a heterocromatina desse
cromossomo. Alternativamente, o principal constituinte da heterocromatina do cromossomo Y
em D. suzukii pode ser outra classe de DNA repetitivo, mais precisamente elementos
transponiveis, como foi observado para D. mauritiana devido ao acimulo dessas repeti¢des no
Y (BERLOCO et al., 2005; SANTOS et al., 2010; JAGANNATHAN et al., 2017). Aqui,
embora ndo tenhamos mapeado diretamente elementos transponiveis, 0 DNAsat DsuzSat01-
403 que é derivado de um elemento de transposi¢do foi enriquecido no cromossomo Y,

reforgando nossa hipotese.
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A auséncia de marcacdo do (AATAT)s em D. suzukii e sua presenga em multiplos
cromossomos em espécies do subgrupo Melanogaster (D. melanogaster, D. simulans, D.
mauritiana e D. sechellia) pode ser uma consequéncia deste microssatélite estar abaixo do
limiar de deteccédo e/ou da distancia filogenética entre D. suzukii e essas espécies (SANTOS et
al., 2010; JAGANNATHAN et al., 2017; FERREE; PRASAD; 2012). Também foi observada
conservacao para alguns dos microssatélites, com pequenas divergéncias, por exemplo, 0
microssatélite DODECA. Ao contrario do observado nas espécies que também possuem sitios
deste microssatélite no cromossomo I, como D. simulans e D. mauritiana, em D. suzukii ndo
esta restrito a uma regido do par Il e sim espalhado ao longo de toda heterocromatina deste
cromossomo. No par Ill, as marcag¢fes foram igualmente restritas a regido pericentromérica
como observado nas outras espécies (FERREE; PRASAD; 2012; JAGANNATHAN et al.,
2017).

Microssatélite como 0 GACA também apresenta variagcdes quando comparados a D.
melanogaster. GACA em D. melanogaster apresenta grandes blocos nos cromossomos Il e Y
e uma pequena marcacao no cromossomo Ill. Em D. suzukii este microssatélite marcou toda
regido heterocroméatica do cromossomo IlI, cromossomo Il e um sinal intersticial no
cromossomo X e Y. Juntos, esses dados demonstram que embora existam variacdes em termos
de abundéancia e localizacdo, claramente visiveis por FISH, existe um certo grau de similaridade
na distribuicdo de microssatélites entre as espécies, sugerindo uma reorganizacao genémica
para 0 género Drosophila relativa a sequéncias em tandem simples. Mas também certa
conservacao para algumas repeticdes, relacionadas as relagdes filogenéticas das espécies. Outro
exemplo de conservacdo observada dentro do género € referente a localizagdo dos sitios de
DNAr 18S nos cromossomos sexuais (BRIANTI et al., 2009).

Além dos microssatélites, como esperado, observamos alguns DNAsat na

heterocromatina de D. suzukii, entretanto estes foram muito mais varidveis em distribuicéo,
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demonstrando reorganizacdo desta fracdo gendmica nessa espécie. Ocorreram DNAsat
distribuidos em todos os cromossomos em multiplas regifes ou em bandas especificas,
formando bandas em poucos cromossomos ou exclusivos de apenas um Cromossomo.
Comparados com os microssatélites, os DNAsat apresentaram-se muito mais localizados em
regides especificas e somente DsuzSat03-2946 e DsuzSat08-163 estdo efetivamente dispersos.
De fato, visualmente a heterocromatina de D. suzukii foi menos enriquecida em DNAsat
quando comparada com microssatélites, exceto para 0 DNAsat DsusSat07-5174 que forma
blocos com sinais densos. Nossos dados de FISH demonstram também que houve um maior
acumulo de DNAsat em cromossomos autossomos e no sexual X e poucos no cromossomo Y,
que apresentou sinais somente dos DNAsat DsuzSat01-403, DsuzSat08-163 e DsuzSat10-159.
Assim como observado em D. suzukii, diversos padrbes de organizagdo de DNASs satélites sdo
observados nos cromossomos das espécies de Drosophila. Embora possam ocorrer em
diferentes regides cromossdmicas, 0s DNAs satélites nessas espécies estdo majoritariamente
correlacionados a regides de heterocromatina: regiGes pericentromérica dos cromossomos
autossomos e cromossomo sexual X, o cromossomo heterocromatico Y e no cromossomo dot
nas espécies que apresentam esse cromossomo heterocromatico (LOSADA; VILLASANTE,
1995; GUTKNECHT, SPERLICH, BACHMANN, 1995; KUHN et al., 2007; KUHN et al.,
2008 LIMA; RUIZ-RUANO, 2022). Embora D. suzukii possua DNAs satélites localizados
nessas regides cromossémicas (exceto o cromossomo Y, como discutido acima), é evidente que
essas repeticdes estdo pouco associadas a heterocromatina expandida nessa espécie. Portanto,
esse conjunto de dados apoia nossa hipotese de que 0s microssatélites podem estar
desempenhando um papel na expansédo de heterocromatina em D. suzukii e que possivelmente
os elementos de transposicao estdo atuando na expansdo dos microssatélites nessa espécie.
DsuzSat02-188 estd localizado na regido centromérica dos dois maiores pares de

autossomos e cromossomo X. Em algumas espécies de animais, € comum um dos satélites mais
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abundantes estar localizado nas regides pericentroméricas da maior parte dos cromossomos,
apontando para uma funcéo centromérica para esses satélites que podem divergir muito mesmo
em especies filogeneticamente relacionadas (PLOHL et al., 2014; LIMA; SVARTMAN;
KUHN, 2017; TALBERT; KASINATHAN; HENIKOFF, 2018; SILVA et al., 2019). Alguns
exemplos de satélites mais abundantes ocupando a regido centromérica dos cromossomos S&o
observados em D. buzzatti e D. mojavensis. Aqui, identificamos também o DsuzSat10-159
localizado na regido centromerica de todos 0s cromossomos, apesar de ndo podermos definir a
localizagdo exata no cromossomo dot devido ao seu tamanho. Um exemplo de centromeros
enriquecidos de forma simultanea com diferentes DNAs satélites também foi observado em D.
seriema, entretanto, diferente do observado aqui, essa espécie possui uma alternéncia entre os
trés satelites mais abundantes (LIMA; SVARTMAN; KUHN, 2017). Juntos, o DsuzSat02-188
e DsuzSat10-159 estdo localizados nos centrémeros de todos os cromossomos. Apesar dos
DNA s satélites mais abundantes serem bem representativos nos centrémeros dos cromossomaos,
aqui, observamos que o satélite associado ao centrdmero em D. suzukii ndo € exclusivamente o
mais abundante, indicando que os centrémeros em D. suzukii sdo de complexa composicao.
Além disso, esses dados demonstram que a composicdo dos centrébmeros ndo varia
exclusivamente entre espécies, mas também dentro de um mesmo conjunto cromossémico.
Além dos DNAsat heterocromaticos, observamos diversos sinais ocupando a
eucromatina, como o DsuzSat13-132, DsuzSat09-198 no cromossomo X; DsuzSat09-198,
DsuzSat11-206 e DsuzSat14-570 no cromossomo IlI; e DsuzSat12-901 no cromossomo |I.
Nestes dois Gltimos cromossomos, 0s sinais estdo aparentemente na borda da heterocromatina.
Apesar de DNAs satélites serem comumente associados a regides de heterocromatina, essas
repeticGes também ocorrem em regides eucromaticas (CHARLESWORTH; SNIEGOWSKI,
WOLFGANG, 1994; KUHN et al, 2012; SPROUL et al., 2020). Espécies de Drosophila

possuem alguns representantes de DNAs satélites descritos presentes na eucromatina, por
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exemplo, o DnaSat2-171 presente na regido telomérica do cromossomo Il em D. nasuta;
DalbSat4-186 e DalbSat5-269 localizados proximos a heterocromatina no cromossomo X e
DalbSat2—-171 nas regides subteloméricas do cromossomo Il e X em D. albomicans (LIMA,;
RUIZ-RUANO, 2022). Outros exemplos de DNAs satélites presentes em eucromatina
envolvem os satélites 1.688 e responder (Rsp), que possuem algumas de suas copias localizadas
proximas a genes, possuem atividade transcricional e apresentam uma evolucdo dindmica
comparavel aos DNAs satélites localizados na heterocromatina (LOSADA; VILLASANTE,
1995; KHUN et al., 2012; LARRACUENTE, 2014; USAKIN et al., 2007; SPROUL et al.,
2020). DNA satélites localizados na eucromatina foram associados a diferentes fungdes em
Drosophila, como a modulagdo da cromatina e regulacéo positiva global de genes ligados ao
cromossomo X, determinacdo do sexo, compensacdo de dosagem e silenciamento da
cromatina/formacdo de heterocromatina (JOSHI; MELLER, 2017; KUHN, 2015).
Considerando todos os DNAs satélites dentro de um genoma, é provavel que pelo menos alguns
estejam associados a fun¢des bioldgicas com papel relevante na dindmica do genoma (KUHN,
2015). Portanto, € possivel que os satélites identificados e localizados na eucromatina dos
cromossomos de D. suzukii estejam associados a funcbes bioldgicas, especialmente no

cromossomo Il e X.

5.2 A BAIXA INFLUENCIA DOS DNAsat NA EXPANSAO DO GENOMA DE D.
suzukii E A HOMOLOGIA COM OUTROS ELEMENTOS REPETITIVOS

Espécies de Drosophila apresentam grande variagdo no conteudo de DNAsat e, como
esperado pela hipétese da biblioteca, essas variagcbes tendem a ser menores em espécies
filogeneticamente relacionadas, entretanto, o contetdo de DNAsat observado no genoma de D.
suzukii (7.27%) é mais semelhante ao observado em D. melanogaster (6.6%) quando

comparada a sua espécie irma D. biarmipes (1.27%). Isto demonstra que apesar de serem mais
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semelhantes dentro do subgénero, o conteddo de DNAsat é especifico para cada linhagem,
indicando que amplificages independentes de DNAsat ocorrem nas distintas linhagens.
Drosophila suzukii tem o segundo maior tamanho genémico até entdo estimado para o género
Drosophila, menor apenas que o genoma de D. virilis (333 Mb, GREGORY; JOHNSTON
2008). De acordo com Paris et al. (2020) a expansao do repeatoma foi responsavel pelo aumento
de pelo menos metade do tamanho do genoma de D. suzukii (aumento de cerca de 100 Mb). A
proporcdo de DNAsat no genoma de D. suzukii representa uma baixa porcentagem de seu
genoma frente a outras sequéncias, portanto, DNAs satélites tém pouca influéncia no tamanho
do genoma da espécie, indicando que os TEs foram os principais responsaveis pelo aumento do
tamanho gendmico da espécie. Em D. suzukii os TEs representam cerca de 47% do genoma
(MEREL et al. 2021). Algumas outras espécies de Drosophila, especialmente as do subgénero
Sophophora apresentam um tamanho gendmico correlacionado positivamente com elementos
transponiveis, por exemplo D. subpulchrella espécie irma de D. suzukii (WEI et al., 2018;
LIMA; HANLON; GERTON 2020; KIM et al., 2021; MEREL et al., 2021; LIMA; RUIZ-
RUANO, 2022).

DNAs satélites que compartilham sequéncias com o DNAr 5S e Histona foram
observados, evidenciando que o DsuzSat07-5174 e DsuzSat15-418 foram originados a partir
de uma duplicacdo em multipla escala destas familias multigénicas. A presenca de DNAs
satélites derivados do DNAr ja foi observada (JO et al, 2009; MARTINS et al., 2006;
VITTORAZZI et al., 2011). Uma das caracteristicas do DNAr €é sua conservagdo mesmo em
espécies filogeneticamente distantes, devido a sua funcionalidade, e para 0 DNAr 5S essa
conservacdo é conferida para a regido génica de 120 pb. A regido adjacente aos genes,
denominadas IGS, pode variar em tamanho mesmo em espécies proximas e possuem uma maior
mutabilidade devido a menor presséo seletiva (LONG; DAWID 1980). A pesquisa em banco

de dados demonstra que o DsuzSat15-418 possui maior similaridade com a regido transcrita do
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DNAr 5S e os dados de FISH demonstram que essa sequéncia esta dispersa por todo genoma
com sinais fracos. Esses dados sugerem que a origem do DsuzSat15-418 ocorreu envolvendo a
regido codificante do DNAr através de uma duplicacdo e translocacdo para multiplas regides
do genoma. A rapida divergéncia e evolugdo esperada para os DNAsat, em contraste com a alta
similaridade com a regido transcrita do DNAr 5S que encontramos, sugerem que 0 processo
que levou a origem do DsuzSat15-418 pode ser recente, ou ao menos, algumas copias similares
ao DNAr 5S original foram conservadas, ja em arranjo de satélites espalhados no genoma.
Situagéo similar ao observado para o DsuzSat15-418 foi observada para o DsuzSat07-5174,
que provavelmente se originou a partir do cluster de genes de histona, sendo este o primeiro
caso relatado de origem de um DNAsat a partir desta familia génica. A diferenca em relacdo ao
DNAr 5S é que no caso das histonas o DsuzSat07-5174 se amplificou muito mais
eficientemente e ocupa locais independentes do possivel cluster funcional do gene, como
demonstrado por FISH.

Além das similaridades com as familias multigénicas, outros DNAsat em D. suzukii
apresentaram homologia com elementos de transposicdo. DsuzSat01-403 e DsuzSat08-163
apresentam similaridade com elementos transponiveis pertencentes a mesma familia, Helitron-
2N2_DSuz e Helitron-1IN1 DSuz, respectivamente. Trabalhos anteriores demonstram que
elementos transponiveis além de possuirem a capacidade de transposicdo de suas sequéncias
também estdo envolvidos na origem de DNASs satélites, incluindo espécies de Drosophila
(HEINEKKIEN et al., 1995; AHMED; LIANG 2012; DIAS et al., 2015). Alguns satélites
derivados de TEs fazem parte da estrutura interna ou terminal dessas repetiches que
posteriormente sofreram uma amplificacio e formaram repeticdes em tandem (MESTROVIC
et al., 2015). DsuzSat01-403 é o satélite mais abundante em D. suzukii e ja foi relatado em
outras espécies do género (D. elegans e D. virilis) que as repeticdes em tandem mais abundantes

sdo partes de um DINE-1 pertencente a familia Helitron de TEs (YANG; BARBASH, 2008;
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DIAS et al., 2015). Helitrons possuem um grupo abundante de elementos denominados DINEs
que estdo presentes em Vérias espécies de Drosophila (YANG; BARBASH, 2008; WEI et al.,
2022). Dias et al. (2015), relataram a origem de um DNAsat a partir de um subconjunto de
DINE denominado DINE-TR1 em trés espécies de Drosophila. Este satélite expandiu-se pelo
menos duas vezes de forma independente em duas linhagens, uma no ancestral comum entre
D. virilis e D. americana e outra na linhagem de D. biarmipes formando matrizes em tandem
nessas espécies sugerindo que DINEs estdo frequentemente envolvidos na origem de DNAS
satelites em Drosophila. Além disso, os autores também identificaram a presenca de DINE-
TR1, baseado em andlises genémicas, em outras espécies como D. suzukii sem a formacéo
dessas matrizes.

Os dados de hibridizacdo in situ de Dias et al. (2015) demonstram que o DINE-TR1
esta localizado em todos os cromossomos e ocupa grande parte do cromossomo Y em D. virilis
e D. americana. Neste trabalho, descrevemos um satélite abundante originado de um Helitron
(DsuzSat01-403) disperso por todo complemento cromossémico de D. suzukii mas que forma
um grande bloco no cromossomo Y. Acredita-se que elementos transponiveis e suas sequéncias
derivadas tém papel na evolugdo de cromossomos sexuais, incluindo a heterocromatinizacao e
degeneracdo do Y (LI et al., 2016). Portanto, nossos dados de FISH utilizando microssatélites
e DNAs satélites demonstram que o cromossomo Y em D. suzukii pode ser constituido
majoritariamente por sequéncias derivadas de elementos transponiveis. Assim, 0s elementos
transponiveis podem ser responsaveis pela evolucdo do cromossomo Y nessa espécie. Alem
disso, reforcam que elementos da familia Helitron s&o potenciais alvo para origem de DNAsat
em Drosophila.

Identificamos dois DNAs satélites com tamanho acima do comum, o DsuzSat03-2946
e DsuzSat06-6571. Confirmamos a organizagdo em tandem do DsuzSat03-2946 atraves do

dotplot mas ndo do DsuzSat06-6571 devido ao tamanho do mondmero e limitacGes técnicas,
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entretanto, aqui consideramos DNAs satélites todas as repeticdes identificadas pelo Repeat
Explorer 2 e TAREAN. DsuzSat03-2946 e DsuzSat06-6571 apresentam similaridade com TEs
de RNA, ou retrotransposons Bel e Gypsy, respectivamente. Sugerindo que DsuzSat03-2946 e
DsuzSat06-6571 sdo derivados dessas repeticdes, seguindo a tendéncia geral, que satélites
maiores que 500 pb geralmente s&o derivados de retroelementos (MESTROVIC et al., 2015).
Os sateélites identificados aqui que apresentaram similaridade com elementos transponiveis,
(DsuzSat01-403, DsuzSat03-2946, DsuzSat06-6571 e DsuzSat08-163) apresentaram-se
dispersos por todo o genoma, sem formar grandes blocos detectaveis (exceto o DsuzSat01-403
no cromossomo Y), demonstrando que mesmo organizadas em tandem, essas repeticoes
encontram-se dispersas no genoma e em alguns casos, por exemplo o DsuzSat01-403 formam
clusters detectaveis.

Finalmente, os DsuzSat09-198 e DsuzSat11-206 corresponderam ao DNAsat 1.688.
Recentemente, uma nova variante de ~190pb do DNAsat 1.688 foi identificada no genoma de
11 espécies de Drosophila (LIMA; HANLON; GERTON 2020), os autores também
identificaram duas variantes de 198pb e 350 pb no genoma de D. suzukii. A variante 198pb
possui uma estrutura diferente quando comparada as outras espécies, devido a uma exclusédo de
uma regido conservada, denominada motif 2 e sua sequéncia adjacente. Aqui, identificamos o
DsuzSat09-198 que além de apresentar o mesmo tamanho de mondmero, também possui a
mesma distribuicdo cromossdmica, na regido distal do cromossomo Il e cromossomo X,
demonstrando que esses dados estdo de acordo com o observado anteriormente. DsuzSat11-
206 também apresentou homologia com o DNAsat 1.688, entretanto, diferente do DsuzSat09-
198, este satélite esta restrito a regido distal do cromossomo Ill. As variantes 360pb e ~190
possuem variagdes consideraveis em seus monémeros. Portanto, é possivel que o DsuzSat11-
206 seja uma variante da familia de satélite 1.688 especifica do cromossomo 111, assim como

foi observado em D. melanogaster, onde as variantes 353pb e 356pb dessa familia de DNAsat
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estdo restritas ao autossomo Il e a variante 260pb ao cromossomo II. Dados de trabalhos
anteriores sugerem que a variante 360pb € a principal da familia de DNAsat 1.688 que deu
origem as demais variantes, por exemplo a 260pb e ~190pb e demonstram que as variantes
derivadas se originaram da principal localizada no cromossomo X, enquanto as demais estéo
localizadas nos cromossomos autossomos (ABAD et al., 2000; LIMA; HANLON; GERTON

2020).
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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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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Primers utilizados para amplificacdo e mapeamento por FISH de DNASs repetitivos em Drosophila

suzukii

Nome da sequéncia

Primer

Forward Reverse

DsuzSat01*

DsuzSat02
DsuzSat03
DsuzSat04*

DsuzSat05*
DsuzSat06
DsuzSat08

DsuzSat09

DsuzSat10

DsuzSat11

DsuzSat12

DsuzSat13

DsuzSat14

DNAr 558*

Histona H4

GTGCCACGCCCACTCTAACGCCCATAACGCTTAAATCTGTCTACCGCCGGTAG
GTGGCGCATTTTAATCTCGCTTTGCTGCTTGCATATCTCCATTTAGC
AGGCCCATTTCAGTAAACCTTCGC AAGCCCATAACTTGGTCAAATGAACT
CGCCAGTGCACAGTGGGTCAA TTCCATCAGCTGCGCGGCAA
ATACATATATTTATATAAGTGAATCGTATGGATATGGCTTATAGGTATAATAC
CTATAAGGCATAATAATGTATAATATAATAAATATACATTAAAATAT

AGTCTGTCAGTCTGTCAGTCTGTCAGTCTGTCAGTCTGTCAGTCTGTC

CGCTTGGTGCGGCTCATGGA GCGATGGGCTGCTCGTCTCC
TTTTTAACATATAACCTCCTACGCTT TCATATTATTTTCCCACCAATTTTCCG
G

GTTTTGAGCAGCTTGCTACAAATGC GTCGGTCTTTTAGCTGTACGCCTT

T

ATTAAAATCCGTGCTAGATTAGCC CCGTAGCTTAAACATGTTTAGGAA
TTTTTAATCACAGTTTCGCCAAATCA TTTGCAAAAATAGATGACGCAAACC
ACCTCTAGGCTACTCAGGACTGTGA ACCACCCGTGCTGAATGCCA

AA

TTGATTGCGGTTGAGATTCCGAA TTGGAATCATCACCTCAATCGCC
AGCCCAAGTCCCCCATTGAGACA ACCGATTCAACAATGGTGCTTGCG
GCTGTAATTACCGGTTCTCGTCCGATCACCGAAGTTAAGCAACGTCGGGCCCGG
TTAGTACTTGGATGGGTGACCGCCTGGGAACACCGGGTGCTGTTGG

TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT

* Oligonucleotideos ja marcados com Biotina-14-dATP durante sua sintese
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Figura S1: Landscape de DNAs satélites identificados no genoma de D. suzukii, demonstrando
a proporcao gendmica de cada DNAsat versus sua divergéncia
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Dot plot dos maiores cotings de trés DNAs satélites identificados no genoma de D.

Figura S2
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Tabela S2: Homologia de DNAsat com sequéncias depositadas em banco de dados

DNA satélite Elementos repetitivos
Descricao Similaridade % Cobertura
DsuzSat01-403 Helitron-2N2_DSuz ~98.77 % 1-284 / 286-397
(D.suzukit)
DsuzSat03-2946 BEL-41C_DTa-I ~80.56% 4-91/229-345 / 434-484 | 512-
(D. takahasshi) 2234 | 2235-2471 | 2567-2946
DsuzSat06-6571 Gypsy-40_DSuz-I ~96.57% 2-1281/1283-3332 / 3333-
(D.suzukii) 4479 | 4480-6091 / 6092-6571
DsuzSat07-5174* Genes para Histona ~88.0%
DsuzSat08-163 Helitron-1IN1_DSuz 100% 1-162
(D.suzukit)
DsuzSat09-198 DNAsat 1.688 73.02% 16-198
(D. melanogaster)
DsuzSat11-206 DNAsat 1.688 70.68% 1-185
(D. melanogaster)
DsuzSat15-418* DNAr 5S ~95,0%

*Sequéncias que apresentaram homologia com varias espécies do género Drosophila



