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Resumen

En la mayoria de los eucariontes la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa (COXII) esta codificada por un gen
mitocondrial. No obstante, en algunas algas cloroficeas el gen cox2 esta fragmentado en dos genes, cox2ay
cox2b, localizados en el genoma nuclear. Cada gen codifica un polipéptido (COXIIA y COXIIB) que
interaccionan entre si para formar una subunidad COXIl heterodimérica. En este trabajo se analiz6 la
distribucidn del gen cox2 en 46 aislados de algas verdes (Chlorophyta), y se explord si cada gene estaba
intacto o fragmentado. La ubicacion de los genes se clasific6 como nuclear o mitocondrial con base en los
siguientes criterios: frecuencia de nucledtidos en la tercera posicion, presencia de intrones y similitud en las
secuencias (i.e. se encontraron firmas de aminoécidos caracteristicas para COXIIA y B mitocondriales o
nucleares). Los resultados obtenidos apoyan observaciones anteriores que indican que las algas de las clases
Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae contienen un gen cox2 ortodoxo (i.e. intacto y
mitocondrial). En cambio, todas las algas analizadas pertenecientes a la clase Chlorophyceae contienen
genes cox2 fragmentados y con base a la localizacién de cada uno de ellos se dividen en dos grupos: (1) tipo
Scenedesmus, el gen cox2b se localiza en el genoma nuclear y el gen cox2a en el genoma mitocondrial, y (2)
tipo Chlamydomonas, ambos genes se localizan en el genoma nuclear. También, se propone un modelo que
describe los posibles acontecimientos que condujeron a la fragmentacion mitocondrial del gen cox2 y a la
migracion independiente y secuencial de los genes cox2a y cox2b de la mitocondria al genoma nuclear de
algas cloroficeas. Finalmente, las secuencias obtenidas se analizaron en un contexto filogenético y los
arboles construidos son congruentes con los diversos linajes de algas cloroficeas y también correlacionan con

algunos aspectos morfolégicos de las algas verdes (i.e. cuerpo basal del flagelo).



Abstract

In most eukaryotes subunit Il of cytochrome ¢ oxidase (COXII) is encoded by a single mitochondrial gene.
However, in some chlorophycean algae this gene is fragmented into two nuclear genes, cox2a and cox2b.
Each gene encodes a polypeptide, COXIIA and COXIIB, respectively, which interact to form a heterodimeric
COXII subunit. In this study we analyze the distribution of the cox2 gene in 46 green algae isolates
(Chlorophyta), and whether it is intact or fragmented. The location of the genes was classified as either nuclear
or mitochondrial using the following criteria: frequency of nucleotides in the third position, presence of introns
and sequence similarity (i.e. consecutive amino acids characteristic of mitochondrial or nuclear COXIIA and
COXIIB). The results support previous observations that the classes Prasinophyceae, Ulvophyceae and
Trebouxiophyceae contain an orthodox cox2 gene. In contrast, all analyzed algae belonging to the class
Chlorophyceae contain fragmented cox2 genes, and based on their location, chlorophycean algae are divided
into two groups: (1) Scenedesmus-like, in which the gene cox2b is located in the nuclear genome while the
gene cox2a is located in the mitochondrial genome, and (2) Chlamydomonas-like, in which both genes are
located in the nuclear genome. Also, we propose a model that describes the possible events that led to
mitochondrial cox2 fragmentation and to the independent and sequential migration of genes cox2a and cox2b
in chlorophycean algae. Finally, the sequences obtained were analyzed in a phylogenetic context and the
results hypothesize a correlation between the types of chlorophycean algae and morphological aspects of

green algae (i.e. flagellar basal bodies).
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Introduccion

Eucariontes fotosintéticos

La teoria del endosimbionte serial propone que los organelos de células eucariontes, la mitocondria y
el cloroplasto, constituyen los vestigios de organismos que en algin momento fueron de vida libre (Margulis
1967). La evidencia bioquimica, molecular y filogenética sugiere que la mitocondria proviene de un ancestro
de las a-proteobacterias y el cloropasto de un ancestro de las cianobacterias (Margulis 1967, Poole 2006).

Hace aproximadamente 2400 a 2800 millones de afios la fotosintesis oxigénica probablemente se
origind en los ancestros de las cianobacterias (Buick 1992). La aparicion de este proceso metabolico
revoluciond la vida sobre la Tierra. En este tipo de fotosintesis las moléculas de agua son el donante primario
de electrones para la reduccién del biéxido de carbono y el principal subproducto es el oxigeno, que es
liberado al ambiente (Dismukes 2000). La consecuente producciéon de oxigeno condujo eventualmente a la
oxigenacion de los océanos y de la atmosfera (Holland 2006), teniendo consecuencias drasticas para la vida
primitiva predominantemente anaerdébica (Cavalier-Smith 2006). Distintas formas de vida procarionte capaces
de contender con la creciente cantidad de oxigeno en la atmosfera evolucionaron: organismos con un
metabolismo capaz de reducir las concentraciones de oxigeno local mediante la oxidacion de carbohidratos y
de producir energia en la forma de ATP con la consecuente eliminacion de bioxido de carbono y agua (i.e.
respiracion metabolica) (Margulis 1967).

El primer evento de endosimbiosis, de acuerdo con la teoria del endosimbionte serial, consistié en la
internalizacién de un procarionte aerébico (i.e. ancestro de las a-proteobacterias) por un organismo proto-
eucarionte o bien por un procarionte, probablemente una arquea ancestral (Martin 1998, Poole 2006) (Figura
1A). Esta endosimbiosis resulté en la generacién de los organismos eucariontes aerobicos (Margulis 1967).
En un linaje de los eucariontes ocurrié una segunda endosimbiosis. Se estima que ésta tuvo lugar hace mas
de 1600 millones de afios (Yoon 2004) y consistio en la internalizacién de un procarionte heterotrofo (i.e.
ancestro de las cianobacterias) por un eucarionte aerdbico que ya contaba con mitocondrias. Asi, surgieron
organismos eucariontes capaces de llevar a cabo fotosintesis oxigénica (Margulis 1967) (Figura 1B).

Los organismos eucariontes fotosintéticos se han agrupado bajo el término archaeplastida (sin
categoria taxondmica asignada) que proviene de la raiz griega “archaios” que significa antiguo. Asi, este
término comprende a los plastidos denominados “primarios.” Estos son los cloroplastos que se originaron a
partir de un proceso de endosimbiosis con cianobacterias. Los unicos organismos eucariontes que presentan
plastidos primarios son: las las algas rojas o Rhodophyta, las microalgas de agua dulce o Glaucophyta, y las

algas verdes y plantas terrestres o Chlorophyta (Rodriguez-Ezpeleta 2005, Baldauf 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Origen de los eucariontes fotosintéticos (modificado de Timmis 2004). La teoria del endosimbionte serial
propone que los organelos de células eucariontes, la mitocondria y el cloroplasto se originaron a partir de las
proteobacterias y cianobacterias, respectivamente. A) El primer evento endosimbiético consistié en la internalizacion de
una proteobacteria ancestral por un protoeucarionte o por una arquea. Los organismos que surgieron de este evento se
diversificaron y dieron origen a los principales grupos de eucariontes. B) El segundo evento endosimbiético consistié en
la internalizacién de una cianobacteria ancestral por un eucarionte aerobico que ya contenia mitocondrias. Los
organismos fotosintéticos que surgieron se diversificaron y actualmente comprenden a los eucariontes fotosintéticos que
contienen plastidos primarios o archaeplastidos: las algas rojas (Rhodophyta), las microalgas de agua dulce

(Glaucophyta), y las algas verdes y plantas terrestres (Chlorophyta).

Chlorophyta: algas verdes

En el contexto taxonémico, las algas verdes y las plantas terrestres conforman el reino Viridiplantae
que se divide en dos phyla: Chlorophyta (algas verdes) y Streptophyta (algas charophytas y plantas
terrestres). La relacion entre ambos grupos se ha vislumbrado desde hace siglos (Lewis 2004). Se cree que
hace mas de 470 millones de afios un ancestro comun de ambos phyla hizo la transicion de un ambiente

acuatico a uno terrestre, resultando en el ancestro de las plantas terrestres (Lewis 2004, Turmel 2006) (Figura
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2). Esta hipétesis ha sido apoyada recientemente por datos gendmicos y filogenéticos que proponen que el
ancestro comun pertenecié al grupo de algas charophytas contemporaneas (Lemieux 2000, Turmel 2006).

Las algas verdes o clorofitas tienen cloroplastos que estan rodeados por una doble membrana; que
contienen los pigmentos fotosintéticos clorofila a y b, y pigmentos accesorios (derivados carotenoides y
xantofilinas); también acumulan almidon, como principal producto de almacenamiento de la glucosa (Margulis
1990). Actualmente, se han descrito aproximadamente 500 géneros y 16000 especies de clorofitas (Margulis
1998). La literatura respecto a las especies conocidas es vasta y la gran mayoria de los aislados se
mantienen en cultivo en las siguientes colecciones: SAG, en la Universidad de Géttingen (http://sagdb.uni-
goettingen.de/); UTEX, en la Universidad de Texas (http://web.biosci.utexas.edu/utex/); la CCAC, en la
Universidad de Koéin (http://www.ccac.uni-koeln.de/); NIES, en el Instituto Nacional de Investigaciones
Ambientales de Jap6n (http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/top.jsp) y SAMS, en el Instituto Escocés de Ciencias
del Mar (http://www.sams.ac.uk/facilities/uk-national-facilities/culture-collection-of-algae-and-protozoa).

El ciclo reproductivo de las algas verdes es normalmente por alternacion de generaciones: la fase
haploide o asexual alterna con una fase diploide o sexual. La forma diploide de las algas, también
denominada esporofito, produce esporas haploides mediante divisiones meidticas sucesivas. En las
condiciones ambientales propicias, las esporas germinan y forman organismos nuevos denominados
gametofitos, cuyas células son haploides. Posteriormente, los gametofitos producen gametos por meiosis. Los
gametos son femeninos (positivos) y masculinos (negativos) y de acuerdo a sus tamafios se clasifican en las
siguientes condiciones: isogamia (i.e. los gametos son del mismo tamafio), anisogamia (i.e. el gameto
masculino es menor que el femenino) y oogamia (i.e. el gameto mas grande es inmdvil). Finalmente, los
gametos se fusionan, ya sea entre ellos mismos o con gametos provenientes de otros organismos, y

desarrollan un nuevo esporofito diploide (Curtis 1993).

Clasificacion de las algas verdes

La clasificacion de las clorofitas ha sido un tema controvertido desde que en 1753 Linneo las incluyé
en su clasificacion del reino Plantae (Moestrup 2001). El problema principal radica en la gran diversidad que
presentan los caracteres utilizados. Tradicionalmente se han utilizado caracteres morfoldgicos y
ultraestructurales, bajo la hipotesis de que éstos son filogenéticamente informativos dado que se han

mantenido relativamente constantes a lo largo de su historia evolutiva (Stewart 1975).
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Figura 2. Reino Viridiplantae (modificado de Archibald 2009). El arbol filogenético esquematiza el reino Viridiplantae
que esta compuesto por dos phyla: (1) Chlorophyta, que contiene a las algas cloroficeas o algas verdes, y (2)
Streptophyta, que contiene a las algas carofitas y a las embriofitas o plantas terrestres. La flecha indica el tltimo ancestro

comun de ambos phyla.

A) Caracteres morfoldgicos.

En las Gltimas décadas de 1700, las clorofitas eran consideradas como animales, con base en su
estado unicelular biflagelado mévil y fue hasta 1800 que fueron reclasificadas como parte del reino Plantae
(Moestrup 2001). Cien afios mas tarde, las algas verdes se clasificaron con base en caracteristicas
morfolégicas similares, especificamente de acuerdo al nivel de organizacién que muestran en su estado
vegetativo (Proschold 2007). Las clorofitas presentan una extensa variedad en su complejidad celular que
abarca organismos unicelulares y multicelulares (van den Hoek 1995): (1) unicelulares de vida libre con una
estructura monadoide (i.e. células individuales flageladas moviles) o coccoide (i.e. células individuales
esféricas no méviles); (2) multicelulares filamentosas (i.e. células cilindricas ordenadas extremo con extremo),
sarcinoides (i.e. células que crecen en tres dimensiones formando paquetes cubicos) o parenquimales (i.e.
células en forma de laminas que se dividen en dos 0 mas planos generando varias capas); (3) plurinucleares
con una estructura cenocitica o sifonal (i.e. células conectadas por sincicios y que carecen de tabiques
transversales); (4) coloniales en donde las células funcionan de manera independiente y pueden estar
contenidas en una matriz extracelular compuesta por polisacaridos (mucilago). También, existen géneros de
clorofitas multicelulares que consisten en esferas que contienen colonias de miles o cientos de células
(dependiendo de la especie) unidas entre si por hebras de citoplasma. Las células presentan especializacion
de funcion: la mayoria (miles) son somaticas y flageladas, y participan en el desplazamiento; mientras que la

minoria (decenas) son germinales, y participan en el crecimiento y la reproduccion (Curtis 1993, Herron 2009).
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B) Caracteres ultraestructurales.

En 1975 Stewart y Mattox propusieron una clasificacién basada en la orientacion del cuerpo basal del
aparato flagelar y en diferencias en la mitosis y citocinesis (Stewart 1975). Todas las clorofitas pasan por un
estado unicelular biflagelado (espora y/o gameto) durante su ciclo reproductivo. Los aparatos flagelares estan
compuestos por los cuerpos basales y las raices flagelares. Los cuerpos basales consisten en arreglos
cilindricos de microtubulos y se localizan en la base del flagelo. Las raices flagelares son grupos de
microtdbulos que se unen al cuerpo basal del flagelo. Se han descrito tres orientaciones caracteristicas de
cuerpos en algas verdes (Préschold 2007) (Figura 3). El primero tiene los cuerpos basales desfasados en
sentido contrario a las manecillas del reloj y se denomina CCW (por las siglas en inglés de Counter Clock
Wise) (Figura 3A). El segundo tiene en los cuerpos basales orientados en direcciones directamente opuestas
y se denomina DO (por las siglas en inglés de Directly Opposed) (Figura 3B). El tercero tiene los cuerpos
basales desfasados en sentido de las manecillas del reloj y se denomina CW (por las siglas en inglés de
Clock Wise) (Figura 3C). Las diferencias en la mitosis y citocinesis en clorofitas en las que se basaron Stewart
y Mattox para su sistema de clasificacion incluyen un huso mitético abierto o cerrado y estructuras
compuestas por microtlbulos involucradas en la citocinesis. EI huso mitético durante la metafase puede ser
cerrado (j.e. presencia de envoltura nuclear) o abierto (i.e. la envoltura nuclear se rompe durante la mitosis).
Las estructuras compuestas por microtbulos se denominan fragmoplasto y ficoplasto. La primera consiste en
microtubulos antiparalelos perpendiculares al plano de division y la segunda consiste en microtubulos
paralelos al plano de division. Los caracteres estructurales han permitido hacer una clasificacion de las algas
verdes a gran escala, no obstante, la limitante principal es ante taxa que son morfoldgicamente idénticos,
probablemente resultado de eventos de evolucién convergente, o que carecen de los caracteres

representativos de un grupo (Lewis 2004).

C) Caracteres moleculares.

En la década de los 90’s, el uso de marcadores moleculares proporciond una nueva perspectiva
respecto a la clasificacion de las algas verdes: la filogenética molecular; que consiste en la construccion de
filogenias, a partir de las secuencias obtenidas de marcadores moleculares, con el fin de identificar y
comprender las relaciones evolutivas entre las clorofitas. Los marcadores moleculares consisten en genes
que tienen las siguientes caracteristicas: (1) estan o no presentes y por lo tanto no hay ambigliedad respecto
al observador; (2) son heredables de manera vertical; (3) son estables, tienen poca variacion a nivel genético
entre los miembros de una misma especie; (4) por excelencia, son secuencias del cistron ribosomal y de
genes o proteinas de mitocondria o cloroplasto. El uso de marcadores moleculares ha corroborado la

clasificacién a gran escala de los grupos principales de clorofitas. También, ha permitido distinguir y delimitar
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géneros y especies que resultaban ambiguos utilizando caracteres ultraestructurales o morfoldgicos (Lewis
2004), ya que variaban dependiendo del observador, de la preparacién para microscopia y del muestreo.
También, los caracteres moleculares han revelado que la diversidad a nivel molecular en las clorofitas es
mucho mayor de lo que se creia, esto se ha visto reflejado en la incapacidad de resolver las relaciones
filogenéticas entre y en los principales grupos de clorofitas. Consecuentemente, las filogenias presentan
ramas internas muy cortas con un bajo nivel de confianza (bootstrap) que pueden atribuirse a: (1) la tasa de
variacién entre secuencias; (2) efectos de homoplasia (i.e. el mismo caracter emergid de manera
independiente); (3) la falta de representatividad, ya sea porque la longitud del marcador o el muestreo de taxa
son insuficientes; o (4) eventos de radiaciones evolutivas en un periodo corto (Proschold 2007).
Alternativamente, se ha recurrido a anélisis filogenéticos con mdltiples marcadores moleculares (e.g. genes

nucleares, mitocondriales y de cloroplasto) (Préschold 2001, Préschold 2007, Turmel 2008, Brouard 2010).

O CCW

Figura 3. Tipos de aparatos flagelares en clorofitas (modificado de Prdschold 2007). Los aparatos flagelares
usualmente comprenden de dos a cuatro cuerpos basales (c) con sus respectivas raices (r). A) Tipo CCW (por las siglas
en inglés de Counter Clock Wise), los cuerpos basales estan desfasados en sentido contrario a las manecillas del reloj.
B) Tipo DO (por las siglas en inglés de Directly Opposed), los cuerpos basales orientados en direcciones directamente
opuestas. C) Tipo CW (por las siglas en inglés de Clock Wise), los cuerpos basales desfasados en sentido de las

manecillas del reloj.

Sistematica de algas verdes
El phylum Chlorophyta estd compuesto por cuatro clases principales: un grupo parafilético
denominado Prasinophyceae (algas prasinoficeas) (Turmel 2009), y tres grupos denominados
Trebouxiophyceae (algas trebouxoficeas), Ulvophyceae (algas ulvoficeas) y Chlorophyceae (algas
cloroficeas) (van den Hoek 1995, Nakayama 1998, Lewis 2004) (Figura 2). Aun no se ha llegado a un
consenso con respecto a la relacion filogenética que existe entre los Ultimos tres grupos. Existe una quinta
clase, Pedinophyceae, pero su posicion como tal en la clasificacion taxondémica de las algas verdes todavia es
controversial (Lewis 2004). Esta clasificacion es un consenso basado en combinaciones de caracteres
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morfoldgicos y ultraestructurales (Tabla 1) que ha sido confirmada mediante andlisis filogenéticos (Stewart
1975, Lewis 2004, Préschold 2007). Las relaciones que existen entre las tres clases anteriores contintian
siendo objeto de debate en la actualidad, no obstante, la evidencia filogenética sugiere que la clase
Trebouxiophyceae constituye un grupo hermano de las clases Ulvophyceae y Chlorophyceae (Pombert 2004).
La quinta clase, Pedinophyceae, comprende solamente dos géneros (Pedinomonas y Resultor), sin embargo,
la posicion filogenética que ocupa en el phylum Chlorophyta ain no se ha determinado (Lewis 2004). El
aparato flagelar de los miembros de la clase Pedinophyceae se caracteriza por tener dos cuerpos basales,
uno con flagelo y otro con un vestigio de flagelo. Con base en estas caracteristicas se ha sugerido que las
algas pedinoficeas son formas “primitivas” de algas prasinoficeas o formas “reducidas” de algas ulvoficeas
(Margulis 1990). No obstante, el analisis del genoma mitocondrial del alga Pedinomonas minor sugiere que
las algas pedinoficeas compartieron un ancestro comun con las algas cloroficeas (Turmel 1999) (ver seccion
5.2 Genomas mitocondriales).

La evidencia morfoldgica, ultraestructural y molecular sugiere que las clases Prasinophyceae,
Trebouxiophyceae y Ulvophyceae no son monofiléticas, sino que cada una conforma un grupo que esta
compuesto por varios linajes independientes (van den Hoek 1995, Lewis 2004, Préschold 2007). Por el
contrario, la clase Chlorophyceae si es monofilética (Lewis 2004). El uso de marcadores moleculares,
especificamente el gen ribosomal 18S, ha permitido describir cinco 6rdenes principales en las cloroficeas:
Chlamydomonadales, Sphaeropleales, Chaetophorales, Chaetopeltidales y Oedogoniales (Lewis 2004).
Ademas, los miembros de cada uno de estos 6rdenes exhiben una combinacion de caracteres morfoldgicos y
ultraestructurales especificos (O'Kelly 1984) (Tabla 2). Por ejemplo, las cloroficeas exhiben conformaciones
Unicas respecto a la orientacion del cuerpo basal del flagelo que se cree surgieron en etapas tardias de la
historia evolutiva de las algas clorofitas (O’Kelly 1984).

Andlisis filogenéticos basados en mdiltiples genes de cloroplasto sugieren que los drdenes
Oedogoniales, Chaetophorales y Chaetopeltidales conforman el clado OCC, mientras que los érdenes
Chlamydomonadales y Sphaeropleales conforman el clado denominado CS (Turmel 2008, Brouard 2010)
(Figura 4). La posicion filogenética entre Oedogoniales, Chaetophorales y Chaetopeltidales contindia siendo
un tema controvertido. Algunos autores sugieren que el orden Oedogoniales constituye la rama mas antigua y
por lo tanto la consideran como una clase aparte (O'Kelly 1984, Shoup 2003, Lewis 2004). Por otro lado,
andlisis filogenéticos basados en genomas de cloroplasto sugieren que los ordenes Chaetophorales y

Chaetopeltidales son hermanos (Brouard 2010) (Figura 4).
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Clado CS Clado OCC

Chlamydomonadales Sphaeropleales  Chaetophorales Chaetopeltidales  Oedogoniales

Figura 4. Relaciones filogenéticas entre cloroficeas (modificado de Lewis 2004). Representacion esquematica del
probable posicionamiento de los 6rdenes de las cloroficeas. El orden Oedogoniales se indica como un grupo parafiletico

de los drdenes Chaetophorales y Chaetopeltidales.

El problema principal radica en que las filogenias obtenidas presentan una combinaciéon de ramas
internas cortas y ramas externas largas que pueden atribuirse a problemas en la secuencia (e.g. marcador de
longitud insuficiente o presencia de secuencias homélogas) o a radiaciones evolutivas rapidas (i.e. fenémenos
de adaptacion que conllevan a la especiacion y a la invasion de diferentes nichos ecoldgicos) (Préschold
2007). Recientemente se han utilizado mdiltiples genes y se ha incrementando el nimero de taxa analizado
con el fin de tener una mejor representatividad. Las filogenias obtenidas presentan una mejor resolucion, pero
aun asi es insuficiente (Préschold 2001, Shoup 2003, Turmel 2008, Brouard 2010). Asimismo, los caracteres
moleculares en conjunto no representan necesariamente la variacion que existe a nivel de genoma, ni las
adaptaciones que les permiten sobrevivir ante cambios ambientales drasticos (i.e. radiaciones evolutivas

rapidas).
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Tabla 1. Caracteristicas de los principales linajes de algas clorofitas (Stewart 1975, van den Hoek 1995 y Lewis 2004).

Caracteres ultraestructurales Tipo de
Clase Caracteres morfolégicos Cuerpo |:|LIIS.O Citocinesis reproduccién Habitats y nicho ecoldgico
basal mitdtico

Prasinophyceae Unicelulares flagglgdas 0 coccoides cubiertas cCw Abierto Fragmoplasto Asexual Acuatllcasl:'a'gua salada y dulce
por escamas organicas. Endosimbidticas
Unicelulares flageladas y no flageladas. Asexual y sexual Acudticas: agua salada

Ulvophyceae Multicelulares filamentosas y sifonales Cccw Abierto Fragmoplasto por alternacion de \cas. ag . .
. . Endofiticas, endozoicas y patégenas
(macroalgas bénticas). generaciones.
Unicelulares no flageladas Asexual y sexual Acuaticas: agua dulce
Trebouxiophyceae : 9 X CCw Cerrado Ficoplasto y Terrestres
Multicelulares filamentosas. (poco frecuente). L . "
Endosimbidticas, endozéicas y parasiticas

Unicelulares flageladas y no flageladas. Asexual y sexual ?gfraetsl(t:sass: agua dulce

Chlorophyceae Multicelulares filamentosas y coloniales. DOy CW Cerrado Ficoplasto por alternacion de . s . .

i Climas extremos: desierto, nieve, halita
generaciones. L Y o
Endosimbiéticas, epizdicas, endozdicas
Unicelulares flageladas. Acusticas: agua salada
i Ocasionalmente cubiertas por escamas o i uaticas: agu
Pedinophyceae orgénicas* p CCwW Abierto Fragmoplasto Asexual Endosimbioticas

*La morfologia de las escamas es diferente a la de la clase Prasinophyceae.

**Uno de los cuerpos basales del aparato flagelar carece de flagelo.

Tabla 2. Caracteristicas de los principales 6rdenes de algas cloroficeas (O'Kelly 1984 y Lewis 2004).

Caracteres morfoldgicos

Caracteres ultraestructurales

Orden
Esporas o gametos Estado vegetativo Orientacion de los cuerpos basales
Unicelulares no moviles. Coloniales.
Chalmydomonadales . p . ' Cw
Unicelulares méviles con 2 a 4 flagelos. Multicelulares filamentosas.

Sphaeropleales Unicelulares no méviles. Coloniales. DO

Chaetophorales Unicelulares méviles con 4 flagelos. Multicelulares filamentosas. DO +CW

Chaetopeltidales Unicelulares méviles con 4 flagelos. Multicelulares sarcinoides. DO

) . . . . ) Los cuerpos basales estan interconectados, formando
Oedogoniales Unicelulares moviles multiflagelares. Multicelulares filamentosas. i
una corona: estefanoconto
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Genoémica de algas verdes

El nimero de genomas de algas verdes secuenciados va en constante aumento (Tabla 3). La
primera alga en ser completamente secuenciada, fue el alga cloroficea Chlamydomonas reinhardtii: genoma
mitocondrial (Vahrenholz 1993), genoma de cloroplasto (Maul 2002) y genoma nuclear (Merchant 2007).
Posteriormente siguieron los genomas nucleares de las prasinoficeas Micromonas sp. (Worden 2009) y
Ostreococcus sp. (Robbens 2007) y la trebouxoficea Coccomyxa sp., sin embargo, los genomas nucleares de
éstas aln no han sido completamente anotados. El analisis de los genomas desde una perspectiva evolutiva,

ha revelado una gran diversidad que refleja un alto grado de dinamismo y plasticidad a nivel genémico.

A) Genomas nucleares.

Actualmente se han secuenciado cinco genomas nucleares de algas prasinoficeas. Estas constituyen una
parte importante de los ecosistemas marinos (picofitoplancton), sin embargo la contribucion de cada grupo o
especie se desconoce (Worden 2009). Los genomas nucleares secuenciados de dos aislados diferentes de
Micromonas sp. comparten un 90% de identidad entre si y se consideran como especies distintas. Las
principales diferencias radican en la presencia o ausencia de distintos arreglos de riboswitches, de elementos
repetidos y de transportadores. Los genes compartidos por ambas especies se han utilizado como plataforma
para inferir la composicion genética del Ultimo ancestro comun entre algas verdes y plantas. Por ejemplo, las
algas prasinoficeas del género Micromonas presentan factores de transcripcion de la familia YABBY que se
han asociados al desarrollo de hojas; pero éstos estan ausentes en otros géneros de prasinoficeas (e.g.
Ostreococcus) y en cloroficeas. Las prasinoficeas, a diferencia de las plantas, no presentan reproduccion
sexual. Sin embargo, en las primeras, se han encontrado genes que codifican proteinas asociadas a la
meiosis y a la fusién sexual (e.g. glicoproteinas ricas en hidroxiprolina que se expresan exclusivamente
después de la fusion sexual) (Worden 2009).

Se han definido tres especies distintas de algas prasinoficeas del género Ostreococcus con base en
su adaptacion gradual y decreciente a la intensidad de la luz: O. lucimarinus, O. tauri y O. sp.,
respectivamente. Sus respectivos genomas fueron secuenciados (el genoma de O. sp. aun no ha sido
analizado) con el fin de conocer como las diferencias en la estructura del genoma y sobre todo en las
capacidades metabdlicas, pueden contribuir a definir el nicho ecolégico de cada alga (DOE JGI). La
comparacion de los genomas de las dos primeras especies, O. tauri (12.6 Mpb y 20 cromosomas) y O.
lucimarinus (13.2 Mpb y 21 cromosomas), refleja procesos de adaptacion y especiacion. Ambas especies (1)
han perdido genes que codifican factores de transcripcién y proteinas de la pared celular y de la biosintesis
del flagelo; (2) presentan genes fusionados que participan en la biosintesis de pigmentos y en la utilizacion de

nitratos; y (3) tienen un sistema unico de metilacion/desmetilacion (i.e. metiltransferasas bacterianas
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fusionadas a un domino de cromatina) que probablemente esta involucrado en la deteccién de DNA foraneo.
En cuanto a la organizacién del genoma, el numero de cromosomas varia, pero 18 cromosomas comparten
un contenido y orden de genes similar. En cuanto al contenido de genes, se encontré que O. lucimarinus tiene
un gran nimero de seleno-proteinas (i. e. residuos de celenocistéina) que probablemente participan en el
metabolismo de metales esenciales (Palenik 2007).

Aun no se han secuenciado genomas nucleares de algas ulvoficeas, y de algas trebouxoficeas
solamente se han secuenciado dos representantes: Coccomyxa sp. y Chlorella sp. Estas tienen una forma de
vida libre y de endosimbionte, respectivamente, por lo que se espera conocer cémo se reflejan estos estilos
de vida a nivel gendmico (Higashiyama 1991).

Hasta el momento solamente hay dos genomas totalmente secuenciados de algas cloroficeas, el de
C. reinhardtii (Merchant 2007) y Volvox carteri (Prochnik 2010). El analisis del genoma nuclear de C.
reinhardtii (127 Mpb y 17 cromosomas) reveld que aproximadamente la mitad de las proteinas que codifica
tienen homologos con humano y la planta Arabidopsis thaliana. El 10% de éstas corresponde a proteinas
eucariontes de flagelo o de estructuras del cuerpo basal (centriolos y cilios); el 26% corresponde a proteinas
de cloroplasto (estroma, pirenoide y tilacoides) o de organismos fotosintéticos. Por lo tanto, se especula que
el genoma de C. reinhardtii comparte varias caracteristicas con el Ultimo ancestro comin de plantas y
animales (Merchant 2007). V. carteri ha sido utilizado como un organismo modelo para el estudio de la
transicion de vida unicelular a multicelular (Herron 2009). Su ciclo reproductivo incluye pasos de
embriogénesis muy similares al desarrollo embrionario de plantas y animales. Asi, el genoma de V. carteri
(138 Mpb y 14 cromosomas) se secuencié con el fin de obtener conocimiento a nivel genémico acerca de los
factores involucrados en la transicidn de vida unicelular a multicelular.

El primer analisis del genoma de V. carteri sugiere que ocurrié una expansién en un grupo especifico
de proteinas involucradas en el ciclo celular, las ciclinas de tipo D. V. carteri tiene cinco ciclinas tipo D y s6lo
tres de ellas presentan ortdlogos en C. reinhardtii. Esto probablemente constituyé un evento clave para la

innovacion de procesos relacionados con la proliferacién celular (Prochnik 2010).

B) Genomas mitocondriales.

En total, se han secuenciado y anotado 16 genomas mitocondriales de algas verdes (Tabla 3). Estos
se han clasificado con base en el contenido y tipo de genes en “ancestrales” y “reducidos” (Turmel 1999). Los
genomas de tipo ancestral tienen un tamafio de 44 a 95 kpb; contienen genes que codifican proteinas de la
cadena respiratoria, RNAs ribosomales y el juego completo de RNAs de transferencia (Nedelcu 2000). Los
genes que codifican RNAs ribosomales estan localizados de manera continua en el genoma mitocondrial. A

este grupo pertenecen los genomas de las algas prasinoficeas, ulvoficeas, trebouxoficeas y (Turmel 1999).
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Los genomas de tipo reducido tienen un tamafio de 12 a 28 kpb; contienen solamente algunos de los genes
que codifican RNAs ribosomales, proteinas de la cadena respiratoria y RNAs de transferencia. Los genes que
codifican los RNAs ribosomales estdn fragmentados y localizados de manera dispersa. A este grupo
pertenecen los genomas de las algas cloroficeas C. eugametos, C. reinhardtii, V. carteri, P. capuana, P. sp. y
el del alga pedinoficea P. minor (Turmel 1999).

Los genomas mitocondriales del alga prasinéficea P. provasolii y del alga cloroficea S. obliquus
presentan caracteristicas de ambos tipos de genomas. Por ejemplo, el genoma mitocondrial de P. provasolii
no contiene el juego completo de tRNAs y algunos de los genes que los codifican estan fragmentados.
También, tiene un tamafio semejante al de los genomas de tipo reducido. Sin embargo, éste contiene la
mayoria de los genes que codifican proteinas de la cadena respiratoria, al igual que los genomas de tipo
ancestral. En el caso del genoma mitocondrial de S. obliquus, éste contiene algunos genes que codifican
proteinas de la cadena respiratoria y los genes que codifican rRNA estan fragmentados y localizados de
manera dispersa, como en los genomas de tipo reducido. No obstante, su tamafio es semejante al de los

genomas de tipo ancestral (Nedelcu 2000).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41880

Tabla 3. Genomas secuenciados de algas clorofitas. El genoma nuclear total de los taxa presentes en el TBestDB no se ha secuenciado, pero hay bibliotecas de secuencias
expresadas disponibles. Todos los genomas de cloroplasto tienen una estructura circular. P, Prasinophyceae; U, Ulvophyceae; T, Trebouxiophyceae; C, Chlorophyceae; Pe,
Pedinophyceae. DOE Joint Genome Institute  (http://genome.jgi-psf.org/), TBestDB  (http://tbestdb.bcm.umontreal.ca/searches/welcome.php), Yale  University

(http://www.eng.yale.edu/peccialab/microalgae_sequences.html). Los nimeros de acceso son del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Genoma nuclear Genoma mitocondrial Genoma de cloroplasto
Taxa Clase . , Tamafo . Tamano
Consorcio Numero de acceso Estructura Numero de acceso
(kpb) (kpb)
Micromonas pusilla P DOE Joint Genome Institute - - - NC_012568 41
Micromonas sp. P DOE Joint Genome Institute NC_012643 Circular 47 NC_012575 72
Monomastix sp. P - - - NC_012101 114
Nephroselmis olivacea P TBestDB NC_008239 Circular 45 NC_000927 200
Ostreococcus lucimarinus P DOE Joint Genome Institute - - - - -
Ostreococcus sp. P DOE Joint Genome Institute - - - NC_008289 71
Ostreococcus tauri P DOE Joint Genome Institute NC_008290 Circular 44 -
Pycnococcus provasolii P NC_013935 Circular 24 NC_012097 80
Pyramimonas parkeae P - - - NC_012099 101
Acetabularia acetabulum U TBestDB - - - -
Bryopsis hypnoides U - - - NC_013359 153
Oltmannsiellopsis viridis U NC_008256 Circular 56 NC_008099 151
Pseudendoclonium akinetum U NC_005926 Circular 95 NC_008114 195
Botryococcus braunii T DOE Joint Genome Institute - - - -
Coccomyxa sp. T DOE Joint Genome Institute NC_015316 Circular 65 NC_015084 175
Chlorella sp. T DOE Joint Genome Institute - - - -
Chlorella variabilis T - - - NC_015359 124
Chlorella vulgaris T - - - NC_001865 150
Helicosporidium sp. T TBestDB - - - NC_008100** 37
Leptosira terrestris T - - - NC_009681 195
Oocystis solitaria T - - - -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=24376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=24452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=24383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=31312
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=15127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19712
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=41880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=25903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=160070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=17738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=27287

Parachlorella kessleri T - - - NC_012978 123
Prototheca wickerhamii T TBestDB NC_001613 Circular 55 -
Chlamydomonas eugametos C NC_001872 Circular 22 -
Chlamydomonas incerta C TBestDB - - - -
Chlamydomonas nivalis C Aberystwyth University* - - - - -
Chlamydomonas reinhardtii C DOE Joint Genome Institute NC_001638 Lineal: 1 cromosoma 15 NC_005353 203
Dunaliella salina C DOE Joint Genome Institute NC_012930 Circular 28 -
Dunaliella tertiolecta C Yale University - - - - -
Floydiella terrestris C - - - NC_014346 521
Oedogonium cardiacum C - - - NC_011031 196
Polytomella capuana C NC_010357 Lineal: 1 cromosoma 12 -
Polytomella parva C TBestDB - Lineal: 2 cromosomas | 13.5y3.5 -
Polytomella sp. C NC_013472** Lineal: 2 cromosomas 13y3 - -
Scenedesmus obliquus C TBestDB NC_002254 Circular 42 NC_008101 161
Stigeoclonium helveticum C - - - NC_008372 223
Volvox carteri C DOE Joint Genome Institute Smith 2009 Lineal: 1 cromosoma 30 420
Pedinomonas minor Pe NC_000892 Circular 25 -

*Secuencia no disponible.

**Incompletos.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=10484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=13311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=10540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=22680
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=21945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=351366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=25383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=19822
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=15106

C) Genomas de cloroplasto.

Se han secuenciado 22 genomas de cloroplasto de algas verdes (Tabla 3). Los genomas de
cloroplasto se han clasificado con base en la organizacién de genes y en la direccion en que se transcriben.
Estos se dividen en cuatro regiones: dos secuencias palindrémicas invertidas repetidas que contienen los
genes que codifican los rRNAs; y dos regiones, una corta y una larga, que contienen copias Unicas de genes
y se denominan SSC y LSC, respectivamente (por sus siglas en inglés Small Single-Copy y Large Single-
Copy, respectivamente). La disposicion mas comun es una estructura cuatripartita que consiste en que las
secuencias palindromicas invertidas repetidas estan separadas entre si por las regiones SSC y LSC, y los
genes que codifican los rRNAs se transcriben en direccidn hacia la region SSC (Turmel 1999b). El genoma de
los cloroplastos de los miembros del phylum Streptophyta, de las prasinoficeas, de las pedinoficeas y de
algunas trebouxoficeas presentan dicha organizacién (Belanger 2006, Turmel 2009b). El genoma de
cloroplasto de la trebouxoficea C. vulgaris presenta una estructura tripartita que carece de la secuencia
repetida invertida (Belanger 2006). En cambio, en el genoma de cloroplasto de las ulvoficeas la estructura
cuatripartita esta conservada, pero los genes que codifican los rRNAs se transcriben en direccién opuesta a la
region SSC (Pombert 2005 y 2006). Finalmente, los genomas de cloroplasto de las cloroficeas presentan una
gran diversidad. Los genomas de S. obliquus y C. reinhardtii tienen regiones de copias Unicas de genes de
longitud similar. Ademas, el contenido de genes de estas regiones es muy variable, lo cual se atribuye a
eventos de recombinacién entre éstas (Maul 2002, de Cambiaire 2006). El genoma de O. cardiacum presenta
la misma estructura que los dos genomas de cloroplasto anteriores, pero el contenido de genes de cada una
de las regiones es diferente (Brouard 2008). El genoma de S. helveticum no tiene secuencias palindrémicas

invertidas repetidas (Belanger 2006).

Genes fragmentados: el caso de cox2

Los genomas mitocondriales de cada grupo particular de organismos han evolucionado de manera
distinta. La gran diversidad a nivel estructural y en contenido de genes es principalmente el resultado de una
reduccion gradual del genoma del endosimbionte original (i.e. ancestro de las a-proteobacterias) que ocurrid
durante las etapas tempranas de su establecimiento como organelo celular. Los genes que no eran
esenciales o que tenian una funcion redundante en el hospedero se perdieron (Gray 1999, Timmis 2009).

Los genomas mitocondriales contienen genes que codifican rRNAs, tRNAs y proteinas de los
distintos complejos enziméaticos de la cadena respiratoria (Timmis 2009). Esta Ultima esté constituida por
complejos proteicos membranales que estan asociados a diversos grupos prostéticos redox. Estos complejos
transportan los electrones desde los sustratos oxidables (NADH y succinato) hasta el oxigeno. En organismos

eucariontes, el complejo | o NADH deshidrogenasa tiene 34 subunidades, utiliza como sustrato al NADH y

25



transfiere los electrones a la poza de quinonas. El complejo Il o succinato deshidrogenasa tiene cinco
subunidades, utiliza como sustrato succinato y también transfiere los electrones a la poza de quinonas.
Ademas, ésta es la Unica enzima que participa en el ciclo de Krebs y que es membranal. El complejo Il o
complejo be1 esta formado por 10 u 11 subunidades, segun el organismo, y cataliza la oxidacién de quinol y
la reduccion de citocromo ¢ mediada por un ciclo Q protén-motriz. EI complejo IV o citocromo ¢ oxidasa esta
constituido por 10 o 13 subunidades y cataliza la transferencia de electrones del ferricitocromo ¢ hasta el
oxigeno. Finalmente, el complejo V o FiF¢-ATP sintasa mitocondrial utiliza el gradiente electroquimico
generado por la cadena respiratoria para sintetizar ATP utilizando como aceptor de electrones final al oxigeno
(Nelson DL 2004).

Los genes mitocondriales que se relocalizan exitosamente en el genoma nuclear experimentan
cambios debido a las diferencias que existen en la maquinaria transcripcional y traduccional de los
respectivos compartimentos celulares. Los cambios incluyen la adquisicion de un promotor, una sefial de
poliadenilacién, una presecuencia de localizacion mitocondrial y en algunos casos, intrones procesadores
(Ilamados “spliceosomal introns” en inglés). Hay solamente dos genes que codifican para componentes de la
cadena respiratoria que estan presentes universalmente en el genoma mitocondrial: cob (complejo Ill) y cox1
(complejo IV). Ademas, en aquellos organismos que expresan complejo | (NADH: ubiquinona oxidoreductasa),
también estan presente los genes nad1, nad2, nad3, nad4, nad4L y nadb. La caracteristica principal de las
proteinas codificadas por estos genes es que son sumamente hidrofébicas debido a que presentan varios
cruces transmembranales (de 8 a 16) (Adams 2003). Ademas, en el caso de las algas verdes, todos los genes
que codifican proteinas del complejo Il estan ausentes en los genoma mitocondriales secuenciados (Tabla 4).

Normalmente, los genes que estan ausentes en el genoma mitocondrial se encuentran como un solo
gen en el genoma nuclear (Adams 1999, Pérez-Martinez 2002, Funes 2002). No obstante, existen casos en
que los genes que estan ausentes en el genoma mitocondrial se encuentran como genes fragmentados en el
genoma nuclear (Adams 2001, Gawryluk 2009, Gawryluk 2010) (Ambos casos se tratan ampliamente en la
seccion de Discusion). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio describieron que en las algas
cloroficeas C. reinhardlii, Polytomella sp. y S. obliquus el gen cox2 que codifica la subunidad dos (i.e. COXII)
del complejo IV o citocromo ¢ oxidasa estéa fragmentado en dos genes: cox2a y cox2b (Pérez-Martinez 2001,
Funes 2002b) (Tabla 4). Hasta el momento, todos los genomas mitocondriales secuenciados contienen el gen
cox2, a excepcion de las algas verdes mencionadas y de un grupo de organismos del phylum Apicomplexa
(Funes 2002b). Ademas, este gen normalmente codifica un solo polipéptido, la subunidad COXII, que es parte

del nucleo catalitico del complejo IV (Figuras 5y 6).
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Tabla 4. Genes mitocondriales que codifican proteinas de los complejos I, IV y V de la cadena respiratoria. P,

Prasinophyceae; U, Ulvophyceae; T, Trebouxiophyceae; C, Chlorophyceae; Pe, Pedinophyceae.

Gen mitocondrial

N. olivacea

0. tauri

Micromonas sp.

P. provasolii

0. viridis

P.akinetum

Coccomyxa. sp.

P. wickerhamii

Pe

P.minor

S. obliquus

C. eugametos

C. reinhardtii

D. salina

P. capuana

V. carteri

Complejo |

nad1
nad2
nad3
nad4
nad4L
nadb
nad6
nad7
nad9
nad10

+ 4+ + + + + + + + +

*

+ 4+ + + + .+ + + +

*

ST T I R

+ + + + + + +

+ + + + + + + + +

+ + + + + + + +

+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + +

+ + + + + + + +

+ + + + + + +

+

+

+

+

Complejo IV

cox1

cox2
cox3

+

+

+

+

+

+

Complejo V

atp1
atp4
afpb
atp8
atp9

+ + 4+ o+ o+

+ 4+ + o+ +

*

+ 4+ + o+
*

+ + + o+

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

*Genes duplicados.

**Fragmento de gen. Datos obtenidos para el caso de V. carteri de Smith et al. (Smith 2009) y el resto del GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesHome.cgi?taxid=2759&hopt=html).
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Figura 5. Complejo IV o citocromo ¢ oxidasa (modificado de Nelson DL 2004). La citocromo c¢ oxidasa (EC 1.9.3.1) es
la ultima enzima de la cadena respiratoria. En la figura se indican las tres subunidades que son criticas para el flujo de
electrones (e): COXI, COXII y COXIIl. La estructura que engloba a las tres subunidades representa a las subunidades
accesorias. El flujo de electrones comienza cuando dos moléculas de citocromo ¢ donan, cada una, un electron al centro
binuclear Cua. Los electrones pasan del sitio hemo a al centro Fe-Cu (incluye el sitio hemo as y el sitio de unién a cobre
Cus), en donde el oxigeno (O2) es reducido por dos electrones. Los electrones provenientes de la segunda molécula de
citocromo ¢ se unen al oxigeno y generan agua (H20), consumiendo cuatro protones (H*) de la matriz mitocondrial. Al

mismo tiempo cuatro protones son bombeados al espacio intermembranal.

En C. reinhardtii y Polytomella sp. los genes cox2a y cox2b se localizan en el genoma nuclear. En el
caso de S. obliquus el gen cox2b se localiza en el genoma nuclear mientras que el gen cox2a se localiza en el
genoma mitocondrial (Pérez-Martinez 2001, Funes 2002b, Nedelcu 2000). El gen cox2a codifica el polipéptido
COXIIA que contiene dos cruces transmembranales y el sitio de union al citocromo ¢, y que corresponde a la
porcién amino terminal de la proteina COXII ortodoxa. También, el gen cox2a codifica una presecuencia de
localizacién mitocondrial denominada MTS por las siglas en inglés de Mitochondrial Targeting Sequence, que
no forma parte de la secuencia madura de COXIIA. El gen cox2b codifica el polipéptido COXIIB que contiene
el sitio de union a cobre y que corresponde a la porcién carboxilo terminal de la proteina COXII ortodoxa.
Ambas proteinas tienen caracteristicas fisicoquimicas, como una menor hidrofobicidad, que les permiten ser
importadas a la mitocondria. Los polipéptidos COXIIA y COXIIB presentan secuencias Unicas de
aproximadamente 20 a 40 aminoéacidos en los extremos carboxilo y amino terminales, respectivamente. Se ha
propuesto que los polipéptidos COXIIA y COXIIB interaccionan entre si a través de las extensiones para

conformar la proteina COXII ortodoxa (Pérez-Martinez 2001) (Figura 6).
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MTS cox2b

COXIIA coxiB

4

Figura 6. Genes y proteinas (modificado de Pérez-Martinez 2001). Representacion conceptual de los genes cox2

S

(negro), cox2a (azul) y cox2b (amarillo) y del polipéptido que codifican, incluyendo su estructura terciaria. N, extremo
amino terminal. C, extremo carboxilo terminal. MTS, presecuencia de localizacion mitocondrial por sus siglas en inglés de

Mitochondrial Targeting Sequence. E, extensiones (rojo).

Genes nuevos: el caso de las ASAs

El complejo V o FiFo- ATP sintasa mitocondrial esta constituida por dos porciones: una hidrofilica
denominada F4 y una hidrofébica denominada Fo. La ATP sintasa es un motor molecular constituido por tres
partes: (1) un rotor compuesto por las subunidades v, 3, € y 1o que rotan sobre un eje perpendicular al plano
de la membrana; (2) un estator compuesto por las subunidades a, A6L, €, f, g, b2, OSCP, F6; y (3) un centro
catalitico que también es parte del estator y que estad compuesto por tres subunidades o y tres subunidades 8
(Walker 2006). Estudios previos en el laboratorio describieron que la ATP sintasa mitocondrial de las algas
cloroficeas C. reinhardtii y Polytomella sp. contiene un estator atipico. El estator tiene las subunidades
clasicas a y OSCP, pero ademas presenta nueve subunidades denominadas ASA (por sus siglas en inglés
ATPase Synthase-Associated). Los genes que las codifican se localizan en el genoma nuclear, se denominan
ASA 1 a 9y no presentan homélogos en las bases de datos (Vazquez-Acevedo 2006, Cano-Estrada 2010)
(Figura 7).
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Figura 7. Composiciones diferentes del estator del Complejo V o ATP sintasa (Cano-Estrada 2010). La ATP sintasa
(EC 3.6.3.14) sintetiza ATP a partir del gradiente quimiosmético generado a través de la membrana por el flujo de
electrones a través de los diferentes complejos de la cadena respiratoria. El rotor (verde) estd compuesto por las
subunidades ¢ que forman un anillo embebido en la membrana mitocondrial y que unen a las subunidades e, d'y g.
Asimismo, estas Ultimas unen a las tres subunidades o y B que conforman el centro catalitico de la enzima (lila). La
subunidad transmembranal a une dos subunidades b que conforman un brazo que mantienen fijo al centro catalitico,
denominado estator (morado). El estator esta constituido normalmente por las subunidades b, OSCP, F6 y d (Figura 7
A). Dependiendo del organismo, puede haber mas subunidades asociadas a la subunidad a (i.e. A6L, ¢, f, g). En el caso
de la ATP sintasa de Polytomella sp. solamente las subunidades a y OSCP del estator estan conservadas y en lugar de

las demas subunidades se encuentran las subunidades ASA (Figura 7 B).
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Planteamiento del problema

La gran diversidad que presentan las algas cloroficeas probablemente sea reflejo de una intrincada
historia evolutiva. Los criterios tradicionalmente utilizados por la sistematica no han sido concluyentes,
resultando en diversas filogenias que estan en constante revision. Asi, el nuevo panorama (e.g. estructura,
composicion, organizacion y contenido de genes) que provee la genomica constituye una herramienta
confiable para determinar y analizar diferencias informativas que no son observables a nivel macroscopico.
Tanto la fragmentacion de genes como la adquisicion exitosa de genes nuevos son eventos moleculares
relativamente raros que tienen implicaciones importantes a nivel molecular, celular, metabdlico y evolutivo. La
fragmentacion del gen cox2 y la presencia de genes que codifican subunidades ASA, constituyen
caracteristicas que hasta la fecha son exclusivas de algas verdes, especificamente de la clase

Chlorophyceae. Con base en esto proponemos las siguientes hipotesis.

Hipotesis
o Lafragmentacién del gen cox2 ocurrid una sola vez durante la historia evolutiva de las algas clorofitas.
o Los linajes de algas emparentadas a Chlamydomonas reinhardtii tendran genes cox2 fragmentados.

o Aquellas algas que tienen el gen cox2 fragmentado también tienen subunidades ASA.

Objetivos
o Determinar si el gen cox2 esta intacto o fragmentado en las algas cloroficeas seleccionadas.
e Determinar si los genes cox2, cox2ay cox2b se localizan en el genoma mitocondrial o nuclear, y como
se distribuyen en las diferentes algas verdes.

e Buscar la presencia de subunidades ASA o de sus genes correspondientes en algas cloroficeas.
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Materiales y Métodos

Algas

Se seleccionaron aislados representativos de las diferentes clases de algas clorofitas (Tabla 5). El

criterio que se siguid fue elegir por lo menos un aislado de cada una de las siguientes clases:

Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae. En el caso de la clase Pedinophyceae y del orden

Chaetopeltidales, no se pudieron conseguir aislados. Los representantes de la clase Chlorophyceae se

eligieron con base en la filogenia mas representativa en ese momento, la de Proschold et al. (Proschold

2001). Los aislados seleccionados fueron representativos de por lo menos tres de los cinco érdenes de

cloroficeas: Chlamydomonadales, Sphaeropleales y Chaetophorales.

Tabla 5. Aislados de algas clorofitas utilizados.

Clase Taxa Aislado
Prasinophyceae Micromonas pusilla UTEX 991
Tetraselmis gracilis UTEX 2563
Ulvophyceae Pseudendoclonium akinetum UTEX 1912
Trebouxiophyceae Prototheca wiclfer'hamii UTEX 1533
Pseudotrebouxia impressa UTEX 892
Orden: Chlamydomonadales

Chlamydomonas applanata UTEX 225

Chlamydomonas monadina UTEX 210
Chlamydomonas reinhardtii UTEX 1062

Characium saccatum UTEX 111
Dunaliella parva UTEX 1983
Dunaliella sp. UTEX SP16
Hormotila blennista UTEX 1239

Tetracystis aeria UTEX 1453

Orden: Sphaeropleales

Chlorophyceae Podohedriella falcata UTEX 101
Bracteacoccus aerius UTEX 1250

Bracteacoccus grandis UTEX 1246

Bracteacoccus sp. UTEX 2252

Characium hindakii UTEX 2098

Neochloris aquatica UTEX 138

Planktosphaeria texensis UTEX 1241

Pseudomuriella schumacherensis SAG 2137

Orden: Chaetophorales
Chaetophora incrassata UTEX 1289
Stigeoclonium helveticum UTEX 441

Otros aspectos que se tomaron en cuenta fueron la disponibilidad de los aislados, que se pudieran

mantener en cultivo en el laboratorio y que preferentemente fueran axénicos. Todos los aislados se obtuvieron

de la coleccién UTEX de la Universidad de Texas, excepto P. schumacherensis que se obtuvo de la coleccion
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SAG de la Universidad de Gottingen. Los aislados se crecieron en los medios recomendados y se
mantuvieron a 20° C con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
También, se contd con bibliotecas de cDNA de C. reinhardtii, Polytomella sp. y S. obliquus

previamente obtenidas en el laboratorio.

Microscopia

Normalmente, las algas verdes crecen en simbiosis con otras algas u hongos. Por lo tanto, para
determinar que los cultivos estuvieran libres de contaminantes, se tomé una muestra de cada cultivo, se
observaron al microscopio CX31 Olympus (Olympus Corporation of the Americas, USA). Se tomaron fotos de

los cultivos con el software Cellsens Digital Imaging.

Purificacion de DNA
El DNA de los aislados se obtuvo con los kits PowerPlant DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories, Inc.
USA) y DNeasy Plant Mini Kit (QlIAgen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y

pureza del DNA se determind espectrofotométricamente en un Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

Diseiio de oligonucledtidos
A) cox2

Se disefiaron oligonucledtidos degenerados basandose en las secuencias del gen cox2 y de los genes
cox2a 'y cox2b que habia publicados en el momento: cox2 de P. akinetum (Ulvophyceae) y de P. wickerhamii
(Trebouxiophyceae); y cox2a'y cox2b de C. reinhardtii, Polytomella sp. y S. obliquus (Chlorophyceae) (Tabla
8). Se seleccionaron regiones conservadas con secuencias consenso de aminoacidos (Figura 8 y Tabla 6).
Asimismo, se considero la preferencia por el uso de codones mitocondrial y nuclear que estaba publicado
para las siguientes clorofitas: C. reinhardtii, Polytomella sp., S. obliquus, Dunaliella sp., Chloromonas sp.

(Chlorophyceae) y Tetraselmis sp. (Prasinophyceae) (Kazusa database: http://www.kazusa.or.jp/codon/).
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Tabla 6. Oligonucleétidos para cox2. M, mitocondrial; N, nuclear. Las bases degeneradas estan indicadas por el

codigo de IUPAC.

Gen Uso de Direccion Sec.:uen,cl'a de Secuencia de DNA (orientacion 5’ a 3’)
codones amino acidos

M Delantero | GHQWYWSYE GGWCAYCARTGGTAYTGGAGYTAYG
coX2 M Reverso FYGQCSELCG CCACAYAAYTCACTACATTGWCCRTARAAAAC

N Delantero | GHQWYWSYE GGCCACCAGTGGTACTGGWSCTACGAG

N Reverso FYGQCSELCG CCCGCASAGCTCGGAGCACTGGCCGTAG

M Delantero DLHHDIFFFL GATTTRCAYCAYGATATTTTYTTYTTYTTRTTG
cox2a M Reverso GHQWYWSYE TCRTARCTCCARTACCAYTGRTGWCC

N Delantero DLHHDIFFFL GACCTSCACCACGACATCTTCTTCTTCC

N Reverso GHQWYWSYE CTCGTAGGACCAGTACCACTGGTGGCC

M Delantero RLLEVDNRVV CGTTTRTTRGARGTTGATAAYCGTGTTG
cox2b M Reverso FYGQCSELCG CCACAYAAYTCACTACATTGWCCRTARAAAAC

N Delantero RLLEVDERLV CGCCTSCTSGAGGTSGACGAGCGCCTSG

N Reverso FYGQCSELCG CCCGCASAGCTCGGAGCACTGGCCGTAG

B) Extension N-terminal de S. obliquus

Se disefid un oligonucledtido delantero con tres segmentos, en direccion 5’ a 3" un sitio EcoRlI, 17
nucledtidos complementarios a una porcién del genoma del fago filamentoso M13 'y 20 bases aleatorias. Este
oligonucledtido se  denomind  oligonucledtido  aleatorio 'y  su  secuencia es: &
GGAATTCGTAAAACGACGGCCAGT + 20 N’s. También se utilizaron el oligonucleétido correspondiente al
gen cox2b nuclear reverso (Tabla 6) y el oligonucleotido comercial reverso para M13 de Invitrogen (Invitrogen,

Life Technologies Co., USA) 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3.

C) asa8

Se disefiaron oligonucledtidos basandose en la secuencia del polipéptido ASA 8 de las algas
cloroficeas C. reinhardtii (EDP01930), Polytomella sp. (ADH59420) y V. carteri (JGI scaffold_5: 572033-
572281): oligonucledtido delantero 5 CTGGGCGAGGCCTACCTGAAGGACATCCTGCG 3’ y oligonucledtido
reverso 5 GCCGGCCAGCACGGCCTCGTCGTAGGCC 3. Se seleccionaron regiones conservadas con
secuencias consenso de aminoacidos (Figura 12). Asimismo, se consider6 la preferencia por el uso de

codones nuclear de cada alga cloroficea.

Amplificaciéon de DNA genémico total

Cada reaccion de PCR se hizo en un volumen final de 50 pl. Se empleé 1X de buffer de Taq
Accuzyme (Bioline USA Inc.), 2 mM de MgCl,, 1 mM de dNTP’s, 0.5 U de polimerasa termoestable Accuzyme
(Bioline USA Inc.). La cantidad de DNA que se utilizé como templado se especifica a continuacion, para cada

Caso.
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A) cox2

Los fragmentos de DNA correspondientes a los genes cox2, cox2a y cox2b se amplificaron mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con la Taq polimerasa Accuzyme (Bioline USA Inc.). Se utilizaron
aproximadamente de 60 a 200 ng de DNA por reaccién. Todos los DNAs fueron preincubados a 94°C durante
cinco minutos antes de cada reaccidn debido al alto porcentaje de GC (entre 34% y 57% (Smith 2009)). Las

condiciones de amplificacion para los fragmentos fueron las siguientes:

e cox2 mitocondrial: 40 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 48°C y 40 segundos a 72°C.
e cox2a mitocondrial*: 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 53°C y 1 minuto a 72°C.
e cox2anuclear: 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 51°C y un minuto a 72°C.

e cox2b mitocondrial y nuclear: 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 60°C y 30 segundos a 72°C.

Todas las reacciones de incluyeron un paso final a 72°C durante 10 minutos. En el caso de la
amplificacion del fragmento de cox2 nuclear se llevaron a cabo dos reacciones de PCR. La primera se utilizo

como templado DNA total y en la segunda se utilizaron 10 pl de la primera reacciéon como templado.

B) Extension N-terminal de S. obliquus

Para amplificar la extension de S. obliquus se siguié una estrategia que consistié en reacciones de
PCR anidadas. Para la primera ronda de PCRs se utilizd el oligonucledtido aleatorio delantero y el
oligonucledtido reverso correspondiente al gen cox2b nuclear. En esta primera ronda el objetivo fue amplificar
un fragmento de DNA que comprendiera el gen cox2b completo de S. obliquus (i.e. que incluyera la extension
N-terminal). Se utiliz6 como templado DNA total de S. obliquus, aproximadamente 100 ng, que fue
preincubado a 94°C durante cinco minutos debido al alto porcentaje de GC. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 20 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 60°C y 2 minutos a 72°C, y 10 minutos a
72°C. La reaccion resultante de PCR se purifico con el sistema QIAquick Gel Extraction Kit (QlAgen, USA)
siguiendo las instrucciones del proveedor. En la segunda ronda se utilizé el oligonucleétido delantero de M13
y el oligonucledtido reverso correspondiente al gen cox2b nuclear. En esta segunda ronda el objetivo fue
amplificar especificamente el gen cox2b nuclear de S. obliquus incluyendo su extension N-terminal, utilizando
como templado los fragmentos previamente amplificados que comprenden el gen cox2b. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 60°C y 1 minuto a 72°C, y
10 minutos a 72°C. Se utiliz6 como templado la primera reaccién de PCR (10 pl). Los productos obtenidos
fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se observaron dos bandas muy intensas

con un tamafio aproximado de 450 pb y 900 que fueron clonadas y secuenciadas.
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C) asa8

Los fragmentos de DNA correspondientes al gen asa8 se amplificaron mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) con la Taq polimerasa Accuzyme (Bioline USA Inc.). Se utilizaron aproximadamente
de 60 a 200 ng de DNA por reaccién. Todos los DNAs fueron preincubados a 94°C durante cinco minutos
antes de cada reaccion debido al alto porcentaje de GC. Las condiciones de amplificacion para los fragmentos
fueron las siguientes: 30 ciclos de un minuto a 94°C, dos minutos a 57°C y 1 minuto a 72°C, y 10 minutos a
72°C.

Clonacién y secuenciacion

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados con el sistema QIAquick gel extraction kit (QlIAgen
Inc., USA) y posteriormente fueron clonados de manera independiente en el vector pGEM-T Easy Vector
System (Promega Co., USA). Todos los fragmentos se secuenciaron utilizando el oligonucleétido universal -
20 M13. Las secuencias obtenidas para cox2, cox2a, cox2b y 18S se depositaron en el GenBank. Los

numeros de acceso se indican en la Tabla 8.

Analisis in silico
A) BLASTs
Se llevaron a cabo andlisis tipo BLAST utilizando como secuencias pregunta proteinas y comparando
contra bases de datos de proteina (blastp) o de nucledtidos traducidos (tblastn). Las secuencias pregunta
incluyeron: COXII, COXIIA, COXIIB (Tabla 8) y las ASAs 1 a 9 de C. reinhardtii y Polytomella sp. previamente
reportadas (Vazquez-Acevedo 2006). Las bases de datos incluyeron: GenBank, Joint Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/) y TBestDB (http://amoebidia.bcm.umontreal.ca/pepdb/searches/welcome.php).
También se buscé directamente en la base datos del GenBank las secuencias correspondientes a 18S

de los aislados seleccionados de algas clorofitas (Tabla 6).

B) Analisis de secuencias

e La secuencia de DNA de cada producto de PCR clonado se tradujo utilizando el programa ExPASy
Translate Tool (http://www.expasy.ch/tools/dna.html).

e Se realizaron alineamientos multiples utilizando el programa ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Se incluyeron las secuencias de aminoécidos de todos los
productos de PCR obtenidos y de las secuencias obtenidas mediante analisis tipo BLAST.

e Las secuencias de nucledtidos de los productos de PCR obtenidos se analizaron con el programa

AUGUSTUS (http://augustus.gobics.de/) para determinar la presencia de intrones.
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e La prediccion de localizacion intracelular del fragmento de O. tauri se realizé con el programa TargetP
(http:/lwww.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

o Las frecuencias relativas de los cuatro nucledtidos en la primera, segunda y tercera posicién
correspondientes a cox2a y cox2b se determinaron para cada secuencia utilizando el programa MEGA
(http://www.megasoftware.net/). La frecuencia de nucleétidos en la tercera posicion se grafic contra

cada nucledtido utilizando Microsoft Excel (Figura 16).

Analisis filogenético

Las secuencias de amino&cidos correspondientes a los fragmentos de (1) MTS, (2) COXIIA, (3)
COXIIB, y (4) COXIIA concatenado con COXIIB, se alinearon por separado con el programa MUSCLE
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). COXIIA, COXIIB y COXIIA concatenado con COXIIB se alinearon
con su contraparte correspondiente a COXII. Los alineamientos fueron corregidos manualmente utilizando el
programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/).

El andlisis filogenético se realizd con el programa MEGAS (http://www.megasoftware.net/). Se
utilizaron cuatro métodos para inferir relaciones filogenéticas: maxima verosimilitud (ML), méxima parsimonia
(MP), evolucion minima (ME) y neighbor-joining (NJ). Se seleccion6 (1) la matriz de Whelan y Goldman
(WAG) y se utilizd una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias en la tasa evolutiva entre sitios [cinco
categorias (+G, parametro = 7.4310); 6 (2) el modelo de Jones-Taylor-Thornton de sustitucion de aminoacidos
junto con una distribucion discreta Gamma con cinco categorias (JTT+G). El parametro gamma de forma se
estimo directamente a partir de los datos con MEGAS. El valor de confianza para las ramas internas utilizando

los métodos de ML, MP, ME y NJ se obtuvo mediante analisis de bootstrap (500 réplicas).
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Resultados

Cultivos

Los aislados seleccionados se crecieron exitosamente. Con el fin de verificar la morfologia de cada

aislado y que no tuvieran contaminantes (i.e. bacterias, hongos, protozoarios, etc.), se tomaron muestras de

cada cultivo y se observaron al microscopio. En la Figura 8 se muestran las imagenes de algunos aislados

representativos.
A B C
Ulvophyceae Trebouxiophyceae Chlorophyceae
Chaetopeltidales  Sphaeropleales Chlamydomonadales
, W7 ) iy -
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PR B iy A L -
P_akinetum P.impressa S. helveticum C. hindakii C. reinhardtii
UTEX 1912 UTEX 892 UTEX 441 UTEX 2008 UTEX 1062

Figura 8. Microscopia de algas clorofitas. Aislados representativos de las clases Ulvophyceae (A), Trebouxiophyceae

(B) y Chlorophyceae (C). Se muestran imagenes de los ordenes de las algas cloroficeas: Chaetophorales,

Sphaeropleales y Chlamydomonadales.

Identificacion del gen cox2 ortodoxo o fragmentado en algas clorofitas
Para determinar si el gen cox2 esta intacto o fragmentado en las algas clorofitas seleccionadas se

llevaron a cabo ensayos de PCR. La estrategia se basé en la division conceptual de los polipéptidos COXII,

COXIIA y COXIIB (Figura 9).
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Pa e e e MELKKNLNFFIHI

P S MKFLLF
LY ——— MISM
Cr |MLROSGLSANKLFCSNLLQOSQOKEGNKLVWNAMLESSKAEGSAVQQVVASEGVAQAVPQFSSEAAAALAAKRRGLIGSGMSLAPSKPFAARGLTSAAK
Psp |MLAQRISSGNSLQCG-——-------- KYMWNAAQMGSKNIATVSETVQASTAAPEVGAQFSFKEASAMASKKONVVGSGLSLASRQTFSGS——FAASA

region cox2a

Pa GVSLLIITSSNNLLSFC-——-———————-—————————————————— DFPTNWSISFONPATPLMEGIIALHSDIWAIMLEVAVFVLYILCSTLOKFGNA
Pw AYALIPFVSFS—————————————————————————————————— DAPEAWQIGFQDPATPIMQGLIDLHHDIQFFLIAVLVFVVWMVSRALYLFHYT
So WNMCNVRA= === e e e e e e e e e e e e o o DAPMAWQKLFQDPATSNMEGIVDLHADICFFLIVILVLVLWLGARILVSFHHN

Cr PAAAAAAGAAEAAQPADKYAGLKKVLKAAAALAAALGLTTTTAAADSPOPWOLLEODTATSTAQAMIDLHHDIFFEFLITVVTLVEYMMEQTITITKEHYS
Psp |PSGARAIATQAEAKAQTETSSIKKFIKAAAAVVAALGLTAGTASAEAPVAWNOLGFODSATSOAQAAFDLHHDIFFFLLNTVVLVEYFLYHTIATKEHYT

regién cox2a
Pa  DVOKSYKVHHNSMLEIVWTTLPALLLCVIAIPSFTLLYSLDEIVD-PSVTIKCIGROWYWSYEYSDYAVDADSGLGGGGII-===========—==-~
Pw  RNPLPEKIIHGTLIEIVWTITPSLILIFIAVPSFALLYSLDEVVD-PAVTIKAIGHQWYWSYEYSDYSIADDQ----— SIA——-————————--———
So  LQPVPERFENHHTSLELVWAILPSVIVTLIALPSLSLVYTYDDLVSKPALTVKVTGRQWYWSYAMNEHVOMNESOOARDUNEOS - - - - Fomm oo
Cr  KVLKPEKLTHHTTMEVIWTIIPTLIVVMIAIPSLTLIYSLDQHTERPGLTVKIIGRQWYWSYEMHDHEQOHKELDPDREVGIAEKANVE - MSESKDOLK
Psp KQALPEKLTHHTAIEVIWTVIPTIIVVLIAIPSLTLVYAIDSHNDKPGLTVKVIGRQWYWSYEMHDHEQOHKELDADREVATAERTITK * MSDARDORK

region cox2b

Pa - FDSYLLODDLLEEGQLRLLEVDNRLVLPVNSHIRLLTSSADVIHSFAVPSLGIKLDAIPGRLNQ
Pw - FDSYMIPDDDLELGQYRLLEVDNRVVVPVDTHIRVIITAADVLHSWAIPSLGVKCDAVPGRLNQ
SO T VEPGQIRLLDCDERLVLPTNSLVRLLVTSSDVIHSWAVPSLGVKIDAIPGRLNQ

Ccr [ERERADPSERAENKDRIRKNANNSKVPASVEHSYNEDSYMLTE--VQOPGOLRVLEVDERLVLPTNTLIRLLVTASDVLHSWAVPALGVKMDAVPGRLNQ
pPsp EODRASPSERABNRDRUKAANNSKVPASOPEOYNEDSYMVTD--VQPGQLRMLEVDERLVLPTNTLVRLLVTASDVIHSWAVPSLGIKMDAI PGRLNQ

region cox2b

Pa TTFLIKREGCFYGQCSELCGASHALMPICVESVGAEDYINWINTKLDEA
Pw IPMFIKREGVFYGQCSELCGTNHAFMPIVVEAVSLENYISWVSNKLEEL
So VWITIQRPGVFYGQCSELCGANHAFMPIVVEAVTPRQ-FVQONYLKKWME
Cr VWMSINREGVFYGQCSELCGANHSFMPIVVEAISPRQ-FLTEYVKKWIS
Psp IWLTINREGVEFYGQCSEICGANHSFMPIVVEAISPRA-FLTEYVKKWIQ

Figura 9. Comparacion de secuencias de los polipéptidos COXII, COXIIA y COXIIB (modificado de Pérez-
Martinez 2001). Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos COXIl de P. akinetum y P.
wickerhamii, con los polipéptidos COXIIA y COXIIB de S. obliquus, C. reinhardtii y Polytomella sp. Los polipéptidos
COXIIA y COXIIB se muestran contiguos por razones conceptuales. Las regiones principales se indican con colores:
region cox2a en azul, regién cox2b en amarillo y las extensiones amino y carboxilo terminales en rojo. La presecuencia
de localizacién mitocondrial (MTS) de COXIIA esta enmarcada. El triangulo negro indica el inicio de la secuencia madura
de los polipéptidos COXII y COXIIA. Los asteriscos indican el final del polipéptido COXIIA maduro. Pa, P. akinetum; Pw,
P. wickerhamii; So, S. obliquus; Cr, C. reinhardltii; Psp, Polytomella sp.

El polipéptido COXII codificado por el gen cox2 se dividio en la regién cox2a y la regién cox2b. El
polipéptido COXIIA codificado por el gen cox2a se dividio en presecuencia de localizacion mitocondrial (MTS),
region cox2a y extension. El polipéptido COXIIB codificado por el gen cox2b se dividié en extension y region
cox2b. De tal manera, la estrategia consistié en que si el gen cox2 es ortodoxo entonces se puede amplificar
un fragmento de éste utilizando un oligonucleétido delantero correspondiente a la parte final de la region
cox2a y un oligonucleétido reverso correspondiente a la parte final de la region cox2b, pero si el gen cox2 esta
fragmentado, entonces no se obtiene producto de PCR. Por lo tanto, en el Ultimo caso se procederia con
reacciones de PCR utilizando de manera independiente oligonucleétidos para el gen cox2a o cox2b (Figura

10). Los oligonucledtidos disefiados se degeneraron por dos razones. La primera es porque las algas
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seleccionadas para el estudio comprenden diferentes clases y géneros y por lo tanto la preferencia por el uso
de codones varia (Vinogradova 2009). La segunda es porque se tomé en cuenta el uso de codones
mitocondrial y nuclear, y se ha visto que el primero puede variar entre géneros (Nedelcu 2000).

cox2aM Fw
cox2aN Fw fragmentado (~255 bp)

Pa DFPTNWSISFQNPATPLMEGIIALHSDIWAIMLFVAVEVLYILCSTLOKFGNADVQKSYKVHHNSMLE IVWTTLPALLLCVIAIPSFTLLYSLDEIVD-P
Pw DAPEAWQIGFQODPATPIMQGLIDLHHDIQFFLIIAVLVFVVWMVSRALYLFHYTRNPLPEKIIHGTLIEIVWTITPSLILIFIAVPSFALLYSLDEVVD-P
So DAPMAWQKLFQDPATSNMEGIVDLHADICFFLIVILVLVLWLGARILVSFHHNLOQPVPERFNHHTSLELVWAILPSVIVTLIALPSLSLVYTYDDLVSKP
Cr DSPOPWOLLFODTATSTAQAMIDLEHDIFFFLITVVTILVEYMMFQIITKFHYSKVLKPEKLTHHTTMEVIWTIIPTLIVVMIAIPSLTLIYSLDQHTERP
Psp EAPVAWQLGFQODSATSQAQAAFDLHHDIFFFLILNTVVLVFYFLYHIATKFHYTKQALPEKLTHHTAIEVIWTVIPTIIVVLIAIPSLTLVYAIDSHNDKP

cox2M Fw
cox2N Fw ortodoxo (~315bp)

cox2a MRv
cox2aNRv

Pa  SVTIKCI
Pw  AVEIRANCHOWYWSYHYSDYS I ADDQ-————ST A== === == —m o — o
So  ALTVKVIGRQWYWSYAMNEHVOMNESOOARDELEOS

Cr  GLIVKIIGROWYWSYHMHDHQHKEUDEDRIVETAEKARVK - HSESKDONREKIKADESHRABIRDRIKNANISKVEASVBISYN - DS YL TE-~VOPGO
Psp  GLTVKVIGRQWYNSYHMHDH EQHKBEDADREVATAEKTIT - MSDAKDOBKEQKAS PSERAR KD KRR ISKVEASQBIONN - DS Y 1 TD-~VOPGQ

——————————————————————————————————————————————————— FDSYLLQDDLLEEGQ
FDSYMIPDDDLELGQ

cox2 MRv
ortodoxo cox2 NRv
<
cox2b M Fw cox2b MRv
cox2bN Fw fragmentado (~201 bp) cox2b NRv
—— —————————————————— —_

Pa LRLLEVDNRLVILPVNSHIRLLTSSADVIHSFAVPSLGIKLDATIPGRLNQTTFLIKREGOFYGQCSELCGASHALMPICVESVGAEDY INWINTKLDEA
Pw YRLLEVDNRVVVPVDTHIRVIITAADVLHSWAIPSLGVKCDAVPGRLNQIPMFIKREGVIFYGQCSELCE@TNHAFMPIVVEAVSLENY ISWVSNKLEEL
So IRLLDCDERLVILPTNSLVRLLVTSSDVIHSWAVPSLGVKIDAIPGRLNQVWITIQRPGVIFYGQCSELCGANHAFMPIVVEAVTPRQ-FVQONYLKKWME
Cr LRVLEVDERLVILPTNTLIRLLVTASDVLHSWAVPALGVKMDAVPGRLNQVWMSINREGVIFYGQCSELCGANHSFMPIVVEAISPRO-FLTEYVKKWIS
Psp LRMLEVDERLVILPTNTLVRLLVTASDVIHSWAVPSLGIKMDAIPGRLNQIWLTINREGVEYGQCSEICGANHSFMPIVVEAISPRA-FLTEYVKKWIQ

Figura 10. Estrategia para la amplificacion de genes cox2 ortodoxos y fragmentados. Secuencias de aminoacidos
de los polipéptidos COXIl de P. akinetum y P. wickerhamii, y COXIIA y COXIIB de S. obliquus, C. reinhardtii y
Polytomella sp. Se utilizaron las combinaciones de oligonucleétidos indicadas, con un uso de codones mitocondrial y
nuclear (Tabla 6). Los oligonucleétidos y su direccion se representan con las flechas. (A) Producto esperado de un gen
cox2 ortodoxo nuclear o mitocondrial. Si el gen cox2 esta fragmentado entonces no se obtendria ninglin producto por
PCR. (B) Producto esperado de un gen cox2a nuclear o mitocondrial. (C) Producto esperado de un gen cox2b nuclear o
mitocondrial. El tamafio estimado para cada producto de PCR se indica en pb. Las secuencias de aminoacidos
consideradas para el disefio de oligonucledtidos estan enmarcadas. Las regiones conceptuales principales se indican
con colores: regidn cox2a en azul, region cox2b en amarillo y las extensiones amino y carboxilo terminales en rojo. Pa, P.

akinetum; Pw, P. wickerhamii; So, S. obliquus; Cr, C. reinhardtii; Psp, Polytomella sp.

Primero se analizd cada muestra de DNA total para determinar si el gen cox2 era ortodoxo. Se
realizaron dos reacciones de PCR utilizando los oligonucleétidos para el gen cox2, la primera con el conjunto
de oligonucleétidos con un uso de codones mitocondrial y la segunda con el conjunto de oligonucledtidos con

un uso de codones nuclear. En caso de no obtener un amplificado se procedio con las reacciones de PCR
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para determinar la presencia de los genes cox2a y cox2b. Se realizaron dos reacciones de PCR para cada
gen, la primera con el conjunto de oligonucleétidos con un uso de codones mitocondrial y la segunda con el
conjunto de oligonucledtidos con un uso de codones nuclear. En la Figura 11 se muestran algunos de los

productos de PCR obtenidos.

cox2M cox2aM cox2aN cox2bN
311pb  281pb  544pb  217pb
Figura 11. Amplificacion de fragmentos de los genes cox2, cox2a 1 2 3 3

y cox2b. Productos de PCR obtenidos a partir de los DNA totales de +
(1) P. impressa, (2) S. helveticum y (3) C. reinhardtii. M, mitocondrial, -

N, nuclear.

Los productos de PCR fueron clonados, secuenciados y depositados en GenBank (Tabla 7). La
localizacién de los fragmentos de gen obtenidos se infirid con base en el conjunto de oligonucleétidos con el
que se obtuvo cada producto de PCR (i.e. si fue el conjunto de oligonucleétidos con un uso de codones
mitocondrial o nuclear).

El resumen de los resultados de PCR obtenidos se muestra en la Tabla 7 e indica lo siguiente. Las
algas prasinoficeas M. pusilla y T. gracilis, la ulvoficea P. akinetum y las trebouxoficeas P. wickerhamii 'y P.
impressa presentaron un gen cox2 ortodoxo mitocondrial. Ninguna de las algas cloroficeas analizadas
present6 un gen cox2 ortodoxo, sino que en todas, el gen cox2 esta fragmentado en los genes cox2a y cox2b.
Los resultados de PCR indicaron que todas las algas cloroficeas analizadas tienen un gen cox2b nuclear y
comprenden a C. incrassata, S. helveticum, P. falcata, N. aquatica, C. hindakii, B. aerius, B. grandis,
Bracteacoccus sp., C. reinhardtii, C. saccatum, C. monadina, C. applanata, Dunaliella sp., D. parva, T. aeria'y
P. schumacherensis. En cuanto al gen cox2a, los resultados de PCR indicaron que las algas cloroficeas
pueden tener un gen cox2a mitocondrial o nuclear. Al primer caso pertenecen C. incrassata, S. helveticum, P.
falcata, N. aquatica y P. texensis. Al segundo caso pertenecen C. reinhardltii, C. applanata, C. saccatum y H.
blennista. También, se identificaron secuencias de aminoacidos correspondientes a los genes cox2
mitocondriales y cox2a y cox2b nucleares en algas cloroficeas mediante ensayos de BLAST (Tabla 7). Se
encontré la secuencia de aminoacidos correspondiente a COXIl en las prasinoficeas Micromonas sp., N.
olivacea, O. tauri, P. capsulatus, P. provasolii, T. maculata; en las ulvoficeas O. unicellularis, O. viridis, P.
akinetum y en las trebouxoficeas C. vulgaris, Coccomyxa sp., Helicosporidium sp., P. wickerhamii (aislado

SAG 263-11), T. corticola y T. jamesii. De igual forma, se encontraron las secuencias de amino&cidos
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correspondientes a COXIIA en las algas cloroficeas V. carteri, H. pluvialis y P. parva, y COXIIB en las algas

cloroficeas C. incerta, V. carteri, H. pluvialis y P. parva (Tablas 7'y 8).

Tabla 7. Nimeros de acceso en GenBank. Las secuencias no indicadas en esta tabla, pero si en la Tabla 8, no se

pudieron depositar ya que GenBank no acepta secuencias con un tamafio menor a 200 pb.

Taxa Aislado cox2 — cox2a - — coxzb -
Sinintrones | Con intrones Sin intrones Con intrones
Bracteacoccus aerius UTEX 1250 - - - - JN819439
Bracteacoccus grandis UTEX 1246 - - - - JN819440
Bracteacoccus sp. UTEX 2252 - - - - JN819441
Chaetophora incrassata UTEX 1289 - JN819446 - -
Characium saccatum UTEX 111 - - JN819451 -
Chlamydomonas applanata UTEX 225 - - JN819450 -
Chlamydomonas incerta No especificado - - - ABA01118
Chlamydomonas reinhardltii 137C - - AAL37900 XP_001690236
Chlamydomonas reinhardltii UTEX 1062 - - JN819449 *
Chlorella vulgaris UTEX 259 AAR99501 - - -
Coccomyxa sp. C-169 YP_004339014 - - -
Haematococcus pluvialis UTEX 2505 - - DV203769 DV203283
Helicosporidium sp. ATCC 50920 ACT36207 - - -
Hormotila blennista UTEX 1239 - - JN819452 -
Micromonas pusilla UTEX 991 JN636872 - - -
Micromonas sp. RCC299 YP_002860125 - - -
Neochloris aquatica UTEX 138 - JN819445 - -
Nephroselmis olivacea NIES-484 YP_665680 - - -
Oltmannsiellopsis unicellularis CCMP1283 AAR99498 - - -
Oltmannsiellopsis viridis NIES 360 YP_684408 - - -
Ostreococcus tauri OTTH0595 YP_717296 - - -
Planktosphaeria texensis UTEX 1241 - JN819448 - -
Podohedriella falcata UTEX 101 - JN819444 - -
Polytomella parva No especificado - - EC750969 EC750249
Polytomella sp. 198.80 - - AAK32115 AAK30366
Prasinococcus capsulatus CCMP 1194 AAR99500 - - -
Prototheca wickerhamii 263-11 NP_042254 - - -
Prototheca wickerhamii 1533 JN636874 - - -
Pseudendoclonium akinetum UTEX 1912 YP_025820 - - -
Pseudomuriella schumacherensis SAG 2137 - - - - JN819442
Pseudotrebouxia impressa UTEX 892 JN636875 - - -
Pycnococcus provasolii CCMP 1203 YP_003495140 - - -
Scenedesmus obliquus UTEX 78 - NP_057974 - - JN819443
Stigeoclonium helveticum UTEX 441 - JN819447 - *
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/74272645?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JR1EBSGV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/17226674
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/159464012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=JR1STTZ101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41079491?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBXV7KM601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/86266905?rid=jjj26bmp015&blast_rank=1&log$=nucltop&report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/86266419?rid=jr2573ed01s&blast_rank=1&log$=nucltop&report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ACT36207.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/229315899?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBVEEFTU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110225674?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBW00N0P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41079485?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBX7WRC201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110816077?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=JBX7WRC201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/113170505?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBW8USUG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/110065086?rid=jjmxa40g01s&blast_rank=1&log$=nucltop&report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/110064366?rid=jr2asvfb01s&blast_rank=1&log$=nucltop&report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/13604155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/13561510?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JR2JXW20011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11497464?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBY6G23501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/49147227?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBXRECNT011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/291010616?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBWFW60Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11467914?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JJJNJ3SJ014

Trebouxia corticola UTEX 909 AAR99497 - -
Trebouxia jamesii UTEX 2233 AAR99496 - -
Tetraselmis gracilis UTEX 2563 JN636873 - -
Tetraselmis maculata Butcher AAF43781 - -
Volvox carteri Eve EFJ48734 XP_002948528
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/7259473?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JBWV9UA5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302833930?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=JR2SUWDT01S

Tabla 8. Distribucion del gen cox2 ortodoxo y fragmentado en algas verdes. Los circulos negros (®) y blancos (O)

indican la presencia del gen especificado en el genoma mitocondrial o nuclear, respectivamente.

cox2a cox2b
Clase Tipo Taxa Aislado cox2 Sin Con Sin Con
intrones intrones intrones intrones
Micromonas sp. RCC299 o -
Micromonas pusilla UTEX 991 ° -
§ Nephroselmis olivacea NIES-484 L] -
% Ostreococcus tauri OTTH0595 ° -
.% 2 Prasinococcus capsulatus CCMP 1194 o -
E '§ Pycnococcus provasolii CCMP 1203 o -
§ Tetraselmis gracilis UTEX 2563 o -
= Tetraselmis maculata Butcher o -
g Oltmannsiellopsis unicellularis CCMP1283 ° -
>
-%i' Oltmannsiellopsis viridis NIES 360 o -
% Pseudendoclonium akinetum UTEX 1912 o -
Chlorella vulgaris UTEX 259 L] -
Coccomyxa sp. C-169 L] -
§ ) Helicosporidium sp. ATCC 50920 ° -
'g '§ Prototheca wickerhamii 263-11 L] -
E g Prototheca wickerhamii 1533 o -
S = Pseudotrebouxia impressa UTEX 892 o -
Trebouxia corticola UTEX 909 o -
Trebouxia jamesii UTEX 2233 L] -
Chaetophora incrassata UTEX 1289 [ ] ND
Stigeoclonium helveticum UTEX 441 L] ND
Scenedesmus obliquus UTEX 78 [ ] ©)
@ Podohedriella falcata UTEX 101 [ ] O
§ E Neochloris aquatica UTEX 138 [ ] O
‘g. % Planktosphaeria texensis UTEX 1241 ° ND
§ ‘g_ Bracteacoccus aerius UTEX 1250 - ND ©)
= Bracteacoccus grandis UTEX 1246 - ND ©)
Bracteacoccus sp. UTEX 2252 - ND O
Pseudomuriella schumacherensis SAG 2137 - ND (@)
Characium hindakii UTEX 2098 - ND O
o Chlamydomonas reinhardtii 137C - - ©) O
§ § Chlamydomonas reinhardtii UTEX 1062 - - @) (@)
% g Chlamydomonas applanata UTEX 225 - - ©) O
E = Characium saccatum UTEX 111 - - O O
S E Polytomella sp. 198.80 - . o o
= Volvox carteri Eve - - ©) O
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Hormotila blennista UTEX 1239 - - ©) ND
Chlamydomonas monadina UTEX 210 - - ND O
Dunaliella parva UTEX 1983 - - ND (@)
. Dunaliella sp. UTEX SP16 - - ND (@)
©
e § Tetracystis aeria UTEX 1453 - - ND O
[«
% g Chlamydomonas incerta No especificada - - o* o*
g = Haematococcus pluvialis UTEX 2505 - i, o* o
= S
S g | Polytomella parva No especificada - . o* o
= Chlamydomonas moewusii SAG 12-2e - - b b
Dunaliella salina CCAP 19/18 - - b o
Polytomella capuana SAG 63-5 - - * o
Polytomella sp. SAG 63-10 - - ** *
)
g
2
S Pedinomonas minor UTEX 1350 - - ** w*
£
[}
a

* Indica que la informacién se obtuvo de una base de datos de cDNA (http://anabench.bcm.umontreal.ca/anabench/), por
lo que la presencia de intrones no se pudo determinar.

** Sugiere la presencia de genes cox2a y cox2b nucleares dado que los genomas mitocondriales de las respectivas algas
carecen del gen cox2 ortodoxo. Las secuencias reportadas de C. incerta y D. salina estan incompletas; solamente se
encuentra disponible la parte correspondiente a la MTS. ND, no determinado; indica que las respectivas reacciones de

PCR no se llevaron a cabo.

Presencia de intrones en los genes nucleares cox2ay cox2b

El tamafio esperado de los productos de PCR correspondientes al gen cox2a nuclear era de 250 pb
aproximadamente. Sin embargo, los productos correspondientes de las algas cloroficeas C. applanata, C.
reinhardtii, C. saccatumy H. blennista tuvieron un mayor tamafio, de aproximadamente 500 pb. Asimismo, el
tamafio esperado de los productos de PCR correspondientes al gen cox2b nuclear era de aproximadamente
200 pb, y coincidi6 en la mayoria de los casos, excepto en B. aerius, B. grandis, Bracteacoccus sp. y P.
schumacherensis cuyos productos tuvieron un tamafio de aproximadamente 300 pb. El aumento de tamafio
en todos los casos se debio a la presencia de intrones. Cuando estos productos de PCR fueron traducidos, el
marco de lectura se vio interrumpido por una serie de codones de paro. Por lo tanto, las respectivas
secuencias de nucledtidos fueron analizadas con el programa AUGUSTUS que detecta la presencia de
intrones. La posicion de los intrones se indica en las secuencias de nucledtidos traducidas de los productos
de PCR de cox2ay cox2b (Figura 12).

45



A 145 bp

Cr DIFFFLITVVTILY T FHYSEVLEFEFL THHT TMEVIWTII PTLIVVMIATESLTL IYST.NOH! AE

Ca DIFFFLITVVTLV ITTRFHYSEVLEFEFLTHHTTHEVIWTII PTLIVVMIATESLTLIYSLDQHTER

ca DIFFFLITVVILV I TRFHY SEVLRAERLTRET IMEVIW T II FTLIVVMIAIFS LTLIYSLOOHT =5
113bp

. 4

Cs DIFFFLITISVVWLILICSEAS cFHYSK O] RPERLTHATT LEVINTVLPT 1 IV SEAVPSLTLI¥S LOOH » DRPEETVE Y TCHOWY

664 bp 145 bp

Vo PErEreaaTIin "TRFHY TRVLR FERLTHHT~IEVIWIVI PTLIVVLIAIESLTLIYS LOQATERPGLT VKT IGR QWY
144 bp

Ep DifEEed-1LshvEss VIRFHY [RVLAEEALTHHTTAEVIWTY L ETL VWA LIATPS LIL 1¥S LOQHT DRPGLT VAL IGHOWY
126 bp

Psp DIFEELLNIV LVESFL:[AIATRERS RCAL PERUTHAT - IEVINTVL T I 1V LIALIPSLIL vEs IDSANDFPGLTVRY DGR gnE

B 160 bp

Pe  DERLVLPTNTLIRVLVTAADVIHSW JVPSLGVKVDA I PGRLNQVWLTIQRPGVEYGQC
239 bp

Ba - -----PINSLIRVLVTAADVIHSWAVPSLGVKIDAVPGRINQWWLTIORPGVEYGOC
134 bp

By DERLVLPTNSLIRVLVTAADVIHSWAVESLGVKIDAVEGRINQWWMIIORPGVEYGQC
142 bp

Bsr DERLVLPTNSLIRILVTAADVIHSWAVESLGVKIDAVPGRIN[QVWMITIQREGVEYGAC
299 bp

So  DERLVLBINSLVRLIVT:SDVIHSWAVESLGVKIDAIBG ITIQRBGVEYGQC

Figura 12. Intrones presentes en los genes nucleares cox2a y cox2b. Intrones presentes en los fragmentos de los
genes cox2a y cox2b. Para simplificar, se muestra el alineamiento de las secuencias de aminoacidos obtenidas de los
fragmentos de genes cox2a (A) y cox2b (B) que contienen intrones. Los cuadros negros enmarcan a los dos
aminodcidos entre los que se localiza el intrén. Los triangulos negros representan los intrones. El tamafio de cada intron
se indica en pb. Los aminoacidos que son idénticos estan resaltados en gris oscuro y los aminoacidos que son
equivalentes estan resaltados en un tono mas bajo de gris. Cr, C, reinhardtii; Cs, C. reinhardtii (UTEX 1062); Ca, C.
applanata; Cs, C. saccatum; Vic, V. carteri; Hb, H. blennista; Psp, Polytomella sp.; Ps, P. schumacherensis; Ba, B. aerius;

Bg, B. grandis; Bsp, Bracteacoccus sp.; So, S. obliquus.

Se identificaron dos intrones de 145 y 124 pb, respectivamente, en C. reinhardtii y C. applanata.
Ambos intrones son homélogos (porcentaje de identidad >96%) a los intrones que presenta C. reinhardtii en
las mismas posiciones, previamente reportados (Watanabe 2001). También se identificaron dos intrones en el
fragmento de COXIIA de C. saccatum y V. carteri en las mismas posiciones que en las algas anteriores, sin

embargo no son homoélogos con los intrones de Chlamydomonas y los tamafios son diferentes: 113y 295 pb,
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y 664 y 145 pb, respectivamente. Finalmente, H. blennista y Polytomella sp. presentan un intrén en la misma
posicion que el primer intron de las algas anteriores. Sin embargo, ninguno presenta homologia con los
intrones anteriores y los tamafios son diferentes: 144 y 126 pb, respectivamente (Figura 12 A).

En los fragmentos de COXIIB también se identificaron intrones: B. aerius, B. grandis, Bracteacoccus
sp. y P. schumacherensis presentan un intrén en la misma posicién. Estos intrones se localizan en la misma
posicion que el intrén previamente reportado para S. obliquus (Funes 2002b). No obstante, ninguno de los
intrones presenta homologia entre si, a excepcién de los intrones de B. grandis y P. schumacherensis
(porcentaje de identidad >81%). El tamafio de estos intrones es distinto para cada alga (Figura 12 B).

En la mayoria de los intrones del fragmento amplificado de los genes cox2a y cox2b se identificaron
secuencias correspondientes a sitios aceptores (5° GT), donadores (3’ AG) y de ramificacién caracteristicas
de los intrones de tipo | que son procesados y que ademas, se han reportado previamente en intrones de C.
reinhardtii (Watanabe 2001, Pérez-Martinez 2002b) (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis de intrones. Los sitios aceptores y donadores han sido previamente reportados para intrones de C.
reinhardtii y Polytomella sp. (Pérez-Martinez 2002b). Los sitios de ramificacion han sido previamente reportados para
intrones de C. reinhardtii (Watanabe 2001). El asterisco (*) indica que el sitio aceptor o donador no esta reportado, pero
es la secuencia que contiene las bases GT o AG mas proximas a los sitios 5’ 0 3', respectivamente, del intrén. La raya (-)

indica que no se identifico ningun sitio aceptor, donador o de ramificacion.

A Intrones del gen cox2a

Alga Sitio aceptor 5’ GT Sitio donador 3’ AG Sitio de ramificacion
Primerintron | Segundo intrén | Primerintron | Segundointrén | Primerintrén | Segundo intrén
C. applanata GTGGGG - CGCAG - CTGGC GTCAC
C. reinhardtii GTGGGG - CGCAG CTGGC GTCAC
C. smithii GTGGGG - CGCAG - CTGGC GTCAC
C. saccatum GTAAGC* GTAGGT* CGCAG CGCAG - CTGGC
H. blennista GTAGGG* - CGCAG - - -
Polytomella sp. GTAAGT* - CGTAG* - -
CTGAC
V. carteri GTGGGG GTGGGT* CGTAG* GTCAC -
CTCAC

B Intrones del gen cox2b

Alga Sitio aceptor 5’ GT | Sitio donador 3’ AG | Sitio de ramificacion

B. aerius GTGCG* TACAG* CTGAA
B. grandis GTGCG* CACAG CTGAC
Bracteacoccus sp. - - CTGAA
. . . CTGAA

P. schumascherensis GTGCG CACAG GTCAC
GTCAC

S. obliquus GTGAGG TGCAG* CTGGC
CTCAC
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Analisis de las secuencias correspondientes a los genes cox2, cox2ay cox2b

El analisis de las frecuencias de nucledtidos en la tercera posicién mostré una preferencia de los
fragmentos del gen mitocondrial cox2, correspondientes a la region cox2a o cox2b, por los nucleétidos A + T
en la tercera posicion. En cambio, los fragmentos correspondientes a los genes nucleares cox2a y cox2b

mostraron una preferencia por los nucleétidos G + C (Figura 13).

- Porcidn de coxZ correspondiente a cox2a
[ Porcién de cox2 correspondiente a cox2b
»
.g “e
=
‘8 “e
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=
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Nucleotido

[ Porcién de cox2 correspondiente a cox2a
we | [ Porcién de cox2 comespondiente a cox2b
L L
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. —sae bk T
G C

A T

Frecuencia de nucleodtidos m

Nucleotido

Figura 13. Preferencia de nucledtidos en la tercera posicion. La frecuencia de cada nucleétido en la tercera posicion
se graficé para cada secuencia: (A) Porcién mitocondrial equivalente a cox2a (gris oscuro) y cox2b (gris claro). Los
fragmentos se graficaron en el siguiente orden, cox2a: N. olivacea, T. maculata, Micromonas sp., O. tauri, P. provasolii,
O. viridis, P. akinetum, O. unicellularis, Helicosporidium sp., P. wickerhamii, P. impressa, C. vulgaris, C. incrassata, S.
helveticum, P. falcata, S. obliquus, N. acquatica; y cox2b: T. gracilis, T. maculata, N. olivacea, O. tauri, Micromonas sp.,
M. pusilla, P. provasolii, P. akinetum, O. unicellularis, O. viridis, Helicosporidium sp., P. wickerhamii, P. wickerhamii
(UTEX 1533), P. impressa, C. vulgaris. (B) Porcién nuclear equivalente a cox2a (gris oscuro) y cox2b (gris claro). ). Los
fragmentos se graficaron en el siguiente orden, cox2a: C. applanata, C. reinhardtii, C. reinhardtii (UTEX 1062), H.
blennista, C. saccatum, H. pluvialis, V. carteri, Polytomella sp., P. parva; y cox2b: C. incerta, N. acquatica, C. hindakii, B.
grandis, T. aeria, Bracteacoccus sp., B. aerius, P. schumacherensis, P. falcata, C. saccatum, H. pluvialis, C. applanata,
D. parva, Dunaliella sp., C. reinhardtii (UTEX 1062), C. monadina.
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Posteriormente, las secuencias de nucleétidos obtenidas por PCR correspondientes a cox2, cox2a y
cox2b se tradujeron y se alinearon. Todas presentaron un alto grado de similitud. Solamente las algas de las
clases Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae presentaron un polipéptido COXII codificado por el
respectivo gen mitocondrial cox2 (Figura 14 A). En cambio, las algas de la clase Chlorophyceae presentaron
unicamente polipéptidos COXIIA y COXIIB. En el caso de COXIIA éste esta codificado por el gen cox2a
mitocondrial o nuclear. En cambio, se observo que COXIIB siempre esta codificado por el gen nuclear cox2b.

Al comparar las secuencias correspondientes a COXIIA se identificaron diferencias que correlacionan
con un gen cox2a mitocondrial 0 nuclear. Los polipéptidos COXIIA codificados por el gen cox2a mitocondrial
presentan la secuencia R(I/F)NHHT (morado), mientras que los polipéptidos COXIIA codificados por el gen
cox2a nuclear presentan, en la misma posicién, la secuencia KLTHHT (morado). También, se observd que los
polipéptidos COXIIA de las algas analizadas pertenecientes a la clase Chlorophyceae presentan, en direccion
al extremo C-terminal, la secuencia PSL(T/S)L (verde). No obstante, al buscar las secuencias anteriores en la
region cox2a de los polipéptidos COXII de las clases Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae,
éstas no se encontraron. Sin embargo, se encontraron una secuencias parecidas, pero no consenso (naranja)
(Figura 14 B). Asimismo, al comparar las secuencias de COXIIB con la regién cox2b correspondiente de los
polipéptidos COXII de las algas de las clases Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae, se identifico
la secuencia consenso ERLV (verde) en los COXIIB y NRVV (naranja) en COXII (Figura 14 C).

Figura 14. Alineamiento multiple de COXIl. Alineamiento de los aminoacidos codificados por los fragmentos
amplificados del gen cox2 mitocondrial ortodoxo (A), de los genes cox2a nucleares y mitocondriales (B) y de los genes
cox2b nucleares (C). (A) La barra indica el final de la regidén correspondiente a cox2a y el inicio de la regién
correspondiente a cox2b. (B) Los aminoacidos consenso en COXIIA estan resaltados: en verde si son comunes para
COXIIA mitocondriales y nucleares; en morado, si corresponden a COXIIA nucleares; en azul, si corresponden a COXIIA
mitocondriales; y en naranja si corresponden a COXIIA mitocondriales ortodoxos. (C) Los aminoacidos consenso en
COXIIB estan resaltados: en verde si son corresponden a COXIIB nucleares y en naranja si corresponden a COXIIB
mitocondriales ortodoxos. Los aminoacidos que son idénticos estén resaltados en gris oscuro y los aminoacidos que son
equivalentes estén resaltados en gris claro. Los nimeros en la parte superior del alineamiento indican la posicion relativa
de los aminoacidos con respecto a la secuencia de COXII de P. provasolii. Los nimeros de acceso correspondientes a

cada secuencia se indican en la Tabla 8.
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Identificacion de MTS en el gen cox2a y de extensiones en los genes cox2ay cox2b

Las proteinas que participan en la fosforilacion oxidativa en algas cloroficeas y que estan codificadas
por genes nucleares, se caracterizan por presentar MTS largas (i.e. entre 100 y 140 aminoacidos) (Gonzalez-
Halphen 2004, Figueroa-Martinez 2008). En las secuencias de aminoacidos correspondientes a COXIIA
identificadas por BLAST en las algas cloroficeas V. carteri y P. parva se identificé la secuencia completa
correspondiente a la MTS. En las algas C. incerta, D. salina 'y H. pluvialis también se identifico una secuencia
de MTS, pero ésta fue parcial (i.e. no esta reportada la secuencia completa) (Figura 15 A). Todas las MTS
presentaron un alto grado de similitud entre si.

También, se identific6 mediante BLAST que el cromosoma 17 del genoma nuclear del alga
prasinoficea O. tauri (DOE JGI) presenta un fragmento homédlogo al gen cox2 mitocondrial. Al analizar el
fragmento (XP_003083974) se encontré que esta constituido por tres exones y dos intrones. El primer exdn,
de acuerdo a las predicciones de localizacion intracelular (TargetP), corresponde a un péptido sefial que
confiere localizacion mitocondrial (i.e. MTS). El segundo exdn corresponde a fragmentos de los genes
mitocondriales nad6 y tRNA-Asn. El tercer exdn numero es idéntico a un fragmento del gen cox2 mitocondrial.
No obstante, auin se desconoce si las secuencias anteriores corresponden a un gen funcional: (1) no se tiene
evidencia experimental de su expresion; (2) la secuencia del genoma nuclear de O. fauri no ha sido
completamente ensamblada ni anotada; (3) el fragmento estd ausente en el genoma nuclear del alga
prasinoficea O. lucimarnus, del mismo género pero de diferente especie.

Se realiz6 un analisis filogenético comparando las MTS de las proteinas COXIIA codificadas por el gen
cox2a nuclear de cloroficeas, y de las proteinas COXIl codificadas por los genes nucleares cox2 de
legumbres y del alga prasinoficea O. tauri. En algunas legumbres el gen cox2 mitocondrial migré intacto al
genoma nuclear y adquirié una MTS (Adams 1999). En el analisis filogenético se observa que las MTS de las
proteinas COXIl de legumbres se localizan en un grupo independiente al que comprende las MTS de
proteinas COXIIA de algas verdes. Incluso, la MTS de COXIl de O. fauri se localiza en una rama
independiente a los grupos anteriores. El arbol obtenido apoya la hipétesis que la migracién de genes cox2 al

nucleo sucedié de manera independiente en ambos grupos (Figura 15 B).
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Figura 15. Presecuencias de localizacion mitocondrial (MTS). (A) Alineamiento de las MTS codificadas por los genes
cox2a nucleares de cloroficeas. Ci, C. incerta; Cr, C. reinhardtii; \V'c, V. carteri; Ds, D. salina; Hp, H. pluvialis; Pp, P.
parva; Psp, Polytomella sp. Los aminoécidos que son idénticos estan resaltados en gris oscuro y los aminoacidos que
son equivalentes estan resaltados en gris claro. (B) Arbol consenso inferido a partir de 500 replicados, utilizando el
método de maxima verosimilitud (ML) basado en el modelo que utiliza la matriz de Whelan y Goldman (WAG). Se utiliz
una distribucion Gamma discreta para modelar las diferencias en la tasa evolutiva entre sitios [cinco categorias (+G,
pardmetro = 7.4310)]. Se obtuvieron arboles similares con los métodos de MP, ME y NJ. El andlisis involucré 20
secuencias de aminoacidos y un total de 163 posiciones en el alineamiento final de datos. Todas las posiciones
ambiguas fueron removidas. El porcentaje de arboles replicados (500) en los que los taxa asociados se agruparon
conjuntamente se muestran junto a las ramas (prueba de bootstrap). La barra inferior indica el nimero de sustituciones
por sitio. Los numeros de acceso correspondientes a cada secuencia de clorofitas se indican en la Tabla 8. E. sousae

53



(AAF15331), G. max (ACU24053), A. bracteata (AAF15327), D. villosa (AAF15330), P. comosa (AAF13874), A. lineata
(AAF15328), E. psoraleoides (AAF15339), N. wightii (AAF14574), L. formosa (AAF15333), C. australasicum (AAF15329),
V. radiata (AAF15334), V. unguiculata (AAF19523), O. tauri (CAL57941), D. salina (BM449177).

Los polipéptidos identificados de COXIIA de V. carteri y H. pluvialis presentan extensiones C-
terminales. También, los polipéptidos correspondientes a COXIIB identificados por BLAST en C. incerta, V.
carteri, H. pluvialis y P. parva presentan extensiones N-terminales (Figura 16 B). En el caso de S. obliquus la
extension C-terminal del gen cox2a ya esta reportada (Pérez-Martinez 2001), pero no la extensién N-terminal
del gen cox2b. Esta Ultima se obtuvo mediante reacciones de PCR anidados a partir de DNA total de S.

obliquus. Tanto las extensiones C-terminales como las N-terminales presentaron un alto grado de similitud

entre ellas.
A

i MFES--KDHLELKLEA-DPSFRAELKDRIESALLS-KVPAS PISYN-
Zr MHDHLQHKLLDFDRLVGIAEKALVK-  ©r M3ES--KDQLEFKLEA-DPSFRAELKDRIKIALLS-KVEAS/PISYN-
Vo MHDHLOHELLDEDELVGILZEKRFZE-  Fsp M3DL--KDQLEE LER- SPSFEAELEDELERALLS-KVPASQPILYN-

Fop MHDHLOHKLLDADRLVAIREKIITH-  ©'c MLDL--KEQLKZKLKA-DPSFRAELKDRIKZALLS-KVEATQRISYN-
fp  MADHLQUELLDEDRIVRIAEHSVLE:  pp  M-DN--HEFLESHLR(-DESFRAELEDRLENATCL-RIBALOLVSYN-
5o MNERVRRNESQ--—-Q-BFDLELDS 55 MpsEvrRE@ELHVERCCSEEPSISTAHSLABARALVHLBEATAALVAD

Figura 16. Extensiones codificadas por los genes cox2a y cox2b. (A) Alineamiento de las extensiones C-terminales
codificadas por los genes cox2a nucleares de Cr, C. reinhardtii; Vc, V. carteri; Psp, Polytomella sp.; Hp, H. pluvialis y por
el gen cox2a mitocondrial de So, S. obliquus. (B) Alineamiento de las extensiones N-terminales codificadas por los
genes cox2b nucleares de Ci, C. incerta; Cr, C. reinhardtii; \V'c, V. carteri; Psp, Polytomella sp.; Hp, H. pluvialis; So, S.
obliquus. Los nimeros de acceso correspondientes a cada secuencia se indican en la Tabla 8. Los aminoacidos que son

idénticos estan resaltados en gris oscuro y los amino4cidos que son equivalentes estéan resaltados en gris claro.

Grupos de algas cloroficeas con base en la localizacion del gen cox2a

Con base en los resultados obtenidos con respecto a al gen cox2, las algas verdes se observan dos
grandes grupos (Tabla 7). El primero comprende aquellas algas que tienen un gen cox2 mitocondrial ortodoxo
e incluye a las clases Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae. Los taxa pertenecientes a este
grupo se han denominado de “tipo-ortodoxo” (Figura 14 A). El segundo comprende aquellas algas que tienen
un gen cox2 fragmentado e incluye solamente a la clase Chlorophyceae. Este grupo se subdivide en dos tipos
de algas denominados por nosotros “tipo-Scenedesmus” y “tipo-Chlamydomonas” (Figura 14 B y C) Los taxa
pertenecientes al grupo tipo-Scenedesmus presentan un gen cox2a mitocondrial y un gen cox2b nuclear. Los

taxa pertenecientes al grupo tipo-Chlamydomonas presentan genes cox2a y cox2b nucleares.
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Analisis filogenético de las algas cloroficeas con base en los genes cox2, cox2a y cox2b

Con el fin de determinar si las relaciones filogenéticas que existen entre las algas verdes estan
representadas con la fragmentacion y localizacion del gen cox2, se llevaron a cabo andlisis filogenéticos. Se
utilizaron las secuencias traducidas (i.e. aminoacidos) para evitar posibles artificios generados por las
diferencias que existen entre algas cloroficeas con respecto al contenido de GC de los genomas
mitocondriales (Smith 2011), a la heterogeneidad de uso de codones (Inagaki 2004), y a las diferencias en el
uso de codones entre los genes mitocondriales y nucleares.

Se construyeron arboles a partir de las secuencias de COXIIA, COXIIB y la concatenacion de
COXIIA con COXIIB. En la Figura 17 se muestran los mejores arboles obtenidos para COXIIA (Panel A) y
COXIIA concatenado con COXIIB (Panel B). En ambos arboles se observa que las algas pertenecientes a
cada uno de las cuatro clases principales de algas verdes se agrupan y se separan en grupos individuales:
Prasinophyceae, Trebouxiophyceae, Ulvophyceae y Chlorophyceae. En el arbol del concatenamero COXIIA-
COXIIB el alga prasinoficea P. provasolii se separa del grupo principal y el alga ulvoficea P. akinetum se
separa del grupo principal. Las clases Chlorophyceae y Ulvophyceae se resuelven como grupos hermanos
entre si y a su vez conforman un grupo hermano de las clases Prasinophyceae y Trebouxiophyceae. La clase
Chlorophyceae se divide en tres grupos: uno que incluye a las algas del orden Chlamydomonadales y otro
que incluye a las algas del orden Sphaeropleales y Chaetophorales. Asimismo, en el arbol de COXIIA el alga
prasinoficea N. olivacea se separa del grupo principal. La clase Chlorophyceae se resuelve como un grupo
hermano con respecto de las demas clases (Prasinophyceae, Trebouxiophyceae y Ulvophyceae). En este
caso, la clase Chlorophyceae se divide solamente en dos grupos: uno que incluye a las algas del orden
Chlamydomonadales y otro que incluye a las algas del orden Sphaeropleales.

La division observada con respecto a los érdenes concuerda con la fragmentacion y localizacién del
gen cox2: las algas del orden Chlamydomonadales tienen genes cox2a y cox2b nucleares; las algas del orden
Sphaeropleales tienen un gen cox2a mitocondrial y un gen cox2b nuclear; y las algas del orden
Chaetophorales tiene un gen cox2a mitocondrial y probablemente también tengan un gen cox2b nuclear, sin

embargo esto no se pudo determinar experimentalmente.

Figura 17. Anélisis filogenético de las proteinas COXII de clorofitas. Los arboles se obtuvieron utilizando el método
de maxima verosimilitud (ML) basado en el modelo el modelo de Jones-Taylor-Thornton. Se obtuvieron arboles similares
con los métodos de MP, ME y NJ. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas. El porcentaje de arboles replicados
(500) en los que los taxa asociados se agruparon conjuntamente se muestran junto a las ramas (prueba de bootstrap).
La barra inferior indica el nimero de sustituciones por sitio. Los nimeros de acceso correspondientes a cada secuencia
de clorofitas se indican en la Tabla 8. Ambos arboles se enraizaron con COXII de Bos taurus (AAQ06596) y se utilizaron

cinco secuencias de COXII pertenecientes a miembros del grupo Streptophyta como grupo externo: M. polymorpha
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(NP_054434), C. vulgaris (NP_943691), C. globosum (NP_689368), M. viride (AAL36743), C. atmophyticus
(YP_001315116). (A) Proteinas COXIIA y COXIIB concatenadas. Arbol consenso inferido a partir de 500 replicados con
el log més alto de similitud (-3586.3982). El analisis involucré 34 secuencias de aminoacidos y un total de 150 posiciones
en el alineamiento final de datos. (B) Proteinas COXIIA. Arbol consenso inferido a partir de 500 replicados con el log mas
alto de similitud (-2745.6976). El andlisis involucrd 38 secuencias de aminoacidos y un total de 92 posiciones en el
alineamiento final de datos. Los taxa pertenecientes a diferentes érdenes, se indican con paréntesis. mt, mitocondrial, n,

nuclear.
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Identificacion de proteinas ASA
Mediante analisis bioinformaticos que consistieron en analisis de BLAST se encontraron homélogos de

las proteinas ASA en algas verdes de la clase Chlorophyceae (Tabla 10).

Tabla 10. Subunidades ASA presentes en algas cloroficeas. Proteinas ASA 1 a 9 que se expresan en Cr, C.
reinhardtii; Ci, C. incerta; Psp, Polytomella sp.; Pp, P. parva; Vc, V. carteri; So, S. obliquus. Los espacios en blanco
indican que no se encontré ninguna proteina semejante a la subunidad ASA correspondiente para cada caso, pero por

falta de informacién su presencia o ausencia aln no puede ser descartada. *Vazquez-Acevedo 2006, **Lapaille 2010.

Taxa

ASAs Cr* Ci** Psp* Pp** Ve* So**
ASA1 + + + +

ASA2 + + +

ASA3 + + + +

ASA4 + + + + +
ASA5 + + + + + +
ASAG + + + + +

ASA7 + + + + + +
ASAS + + + +

ASA9 + + + + + +

Al analizar las secuencias mediante alineamientos, se determind que todas las proteinas ASA
presentan un porcentaje de identidad de mas del 50% con las respectivas proteinas ASA de C. reinhardtii. La
proteina ASA 8 fue la que presentd el mayor porcentaje de identidad (aproximadamente 80%), por lo que se
disefiaron oligonucleétidos para tratar de amplificar un fragmento del gen asa8 a partir de los DNAs de las
algas previamente seleccionadas. Solamente se obtuvo un producto de 237 pb a partir del DNA de C.

reinhardltii (aislado UTEX 1062) que fue clonado y secuenciado (Figura 18).

Cr* -ILGEAYLKDILRPPPTGFMPENVAHPYQKSFYTYATKKLFPRHWFLLAGFTFTITLYGTLDS LRDAGKKKAYDEAVLAGNH ———————
Cr MTLGEAYLKDILRPPPTGFMPENVAHPYQKSFYTYATKKLFPRHWFLLAGETFTITLYGTLDS LRDAGKKKAYDEAVLAGKQ PFTAGGH
Psp MVLGEVYLEDILRTEPTGAIPANVPHPFQT SEYTYATKKLI PRHNYLLGGFTFTITLYGI LDGLRDS GKKKAYDEATHAGKT PYTAGGH
Y2 MTLGEAYLKDILRPPPTGFMPENVAHPYQKSFYTYATKKLFPRHWFLLAGFTFTITLYGTLDS LRDAGKKKAYDEAVLAGKQP——————

Figura 18. Alineamiento de ASAS8. Los aminoacidos que son idénticos estan resaltados en gris oscuro y los
aminoacidos que son equivalentes estan resaltados en gris claro. Cr*, C. reinhardtii (UTEX 1062); Cr, C. reinhardtii; Psp,

Polytomella sp.; Vc, V. carteri.
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Discusion

Transferencia del gen cox2 al nicleo: completo y fragmentado

La transferencia de genes mitocondriales al genoma nuclear se ha relacionado con ventajas
selectivas como: liberacién de los efectos del trinquete de Muller (i.e. la acumulacién de mutaciones
deletéreas en poblaciones asexuales debido a la ausencia de recombinacion) (Martin 1998) y el ambiente
libre de radicales libres que ofrece el nucleo (i.e. menos mutaciones) (Allen 1996). No obstante, se ha
reportado que la tasa de mutacién en los organelos de las plantas es menor que en el genoma nuclear
(Palmer 2000). Por otro lado, recientemente se ha sugerido que una de las principales consecuencias del
evento de endosimbiosis que dio lugar a la generaciéon de la mitocondria, fue una reestructuracién de la
distribucién fisica del DNA en relacion con las membranas bioenergéticas. Esto permitié una expansion en el
numero de genes expresados gracias a una mayor capacidad energética (Lane 2010). Lo anterior apoya en
términos bioenergéticos un genoma nuclear de mayor tamafio.

Actualmente, se desconoce el mecanismo mediante el cual los genes mitocondriales son transferidos
al genoma nuclear. La teoria mas aceptada es que la transferencia ocurre mediante intermediarios de RNA, i.
e. mediante transcripcion reversa (Adams 2003), de tal manera que en un momento determinado existe una
copia del gen en el genoma mitocondrial y otra en el genoma nuclear. Para que la transferencia de un gen sea
exitosa, se requiere de una serie de cambios que favorezcan su correcta activacion, expresion y regulacion en
el nucleo, e incluyen: la adquisicion de un promotor, de una sefial de poliadenilacién y de una presecuencia
de localizacién mitocondrial (Adams 2003). Aunque también se ha observado en plantas que algunos genes
mitocondriales que han sido transferidos al genoma nuclear contienen una sefial de localizacion mitocondrial
intrinseca y constitutiva (Ueda 2008). En teoria, después de la activacion del gen transferido, ambas copias
del gen se expresan de manera transitoria, seguidas de la inactivacién de uno de los dos genes (Adams 1999,
Adams 2003). La inactivacién se lleva a cabo por mutaciones a nivel de DNA (i.e. en exones o intrones y
alteran el marco de lectura); a nivel de RNA (i.e. en elementos regulatorios que alteran la expresién); o a nivel
de DNA 'y RNA (i.e. generan pseudogenes) (Adams 1999).

La citocromo ¢ oxidasa o complejo 1V, es la ultima enzima de la cadena respiratoria. La proteina
COXII de éste complejo, codificada por el gen cox2, es un componente esencial que contiene el centro
binuclear Cua. Este capta los electrones donados por las moléculas de citocromo ¢, iniciando el flujo de
electrones que culmina en la reduccién del oxigeno. Asi, la proteina COXII tiene un papel central en el

metabolismo aerdbico.
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El gen cox2 esta generalmente presente en el genoma mitocondrial de los eucariontes, sin embargo,
en las legumbres se localiza en el genoma nuclear. Adams et al., (Adams 1999, Adams 2002) llevaron a cabo
un analisis para detectar en 25 géneros de legumbres la presencia del gen cox2 en el genoma mitocondrial o
nuclear, asi como su expresion. Los autores encontraron los siguientes casos: (1) presencia del gen en el
genoma mitocondrial y su expresion; (2) presencia del gen en ambos genomas y expresion solamente del gen
mitocondrial; (3) presencia del gen en ambos genomas y expresion de ambos genes; y (4) presencia del gen
en el genoma nuclear y su expresién. Los casos 2 y 3 reflejan la coexistencia del mismo gen en ambos
genomas, pero con expresién diferencial. Los autores concluyen que la inactivacion del gen cox2 ha ocurrido
multiples veces de manera aleatoria e independiente en las legumbres; por lo que su localizacién, ya sea en
el genoma mitocondrial o nuclear, no confiere ninguna ventaja selectiva en plantas. La distribucién de genes
cox2 en el nucleo y en la mitocondria de legumbres también demuestra que la migracién de genes de la

mitocondria al nucleo es un proceso evolutivo que ain no concluye.

Modelo de la fragmentacion y transferencia del gen cox2 al nucleo en algas cloroficeas

Ademas de las algas cloroficeas, existe otro caso en el que el gen cox2 estd fragmentado en dos
genes: los apicomplejos. Estos se caracterizan por contener una estructura denominada apicoplasto, que es
un plastido vestigial cuyo origen se ha atribuido a un segundo evento de endosimbiosis con un organismo
eucarionte fotosintético, es decir, un alga (Waller 1998). El grupo de los apicomplejos presenta un gen cox2
fragmentado en dos genes nucleares: cox2a y cox2b (Funes 2002b). El andlisis de las secuencias
correspondientes de tres apicomplejos reveld que: (1) ambos genes estan fragmentados en la misma posicion
que los genes cox2a y cox2b de las cloroficeas; (2) los polipéptidos codificados por ambos genes presentan
extensiones C-terminales y N-terminales, respectivamente; (3) el gen cox2a contiene un intron homoélogo al
del gen cox2a de C. reinhardtii y Polytomella sp. Incluso, cuando los autores compararon las secuencias en
un contexto filogenético, el grupo de los apicomplejos y las cloroficeas aparecen como grupos hermanos.
Basandose en la evidencia anterior, los autores propusieron un origen comun para las algas cloroficeas y los
apicomplejos.

Existen varios ejemplos de genes fragmentados que codifican proteinas que pertenecen a diferentes
complejos de la cadena respiratoria. El protista Acanthamoeba castellanii presenta el gen cox? fragmentado
en dos genes: uno nuclear que codifica la porcion C-terminal de la proteina COXI ortodoxa y otro mitocondrial
que codifica la porciéon N-terminal de la proteina COXI ortodoxa (Gawryluk 2010). En Euglena gracilis
(Gawryluk 2009) y en el apicomplejo T. cruzi (Morales 2009) el gen sdhB esta fragmentado en dos genes
nucleares: sdhB-n y sdhB-c que codifican la porcion N-terminal y C-terminal de la subunidad SDHB que

contiene los centros Fe-S de transferencia de electrones de la succinato deshidrogenasa o complejo Il.
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Incluso, en E. gracilis los polipéptidos expresados por ambos genes contienen secuencias equivalentes a las
extensiones C- y N-terminales descritas para COXIIA y COXIIB, respectivamente, de cloroficeas (Gawryluk
2009). Finalmente, el ejemplo mas radical es el del flagelado Diplonema papillatum (Vicek 2010). Su genoma
mitocondrial entero consiste en mas de nueve cromosomas circulares donde todos los genes (i.e. cob, cox1-3,
atp6, nad1, 4, 5, 7'y 8) estan fragmentados hasta en nueve segmentos. Cada segmento se transcribe de
manera independiente y mediante el proceso de edicidn en trans, cada segmento se incorpora en una sola
molécula de mRNA.

En la actualidad se desconoce por qué y como se fragmentan los genes que codifican una sola
proteina. En este trabajo se propone el siguiente modelo para explicar la fragmentacién y transferencia del
gen cox2 mitocondrial en las algas cloroficeas (Figura 19) y parte de la presencia del gen cox2b nuclear en
todas las algas cloroficeas.

El modelo propone que las algas cloroficeas ancestrales contenian el gen cox2 intacto y localizado
en el genoma mitocondrial (Figura 19 paso 1). Sin embargo, una insercién de origen desconocido invadio al
gen cox2 sin alterar su marco de lectura (Figura 19 paso 2). Eventualmente, la insercidn se perdié, pero dejé
un gen cox2 fragmentado en los genes cox2a y cox2b y ademas dejo secuencias remanentes que
corresponden a las extensiones C- y N-terminales actuales (Figura 19 paso 3). Una explicacién alternativa a
la insercion, es la de suponer eventos de recombinacion que dieron lugar a la fragmentacion del gen, de
manera semejante a lo que ocurrié con la fragmentacion de genes que codifican para RNAs ribosomales en
las algas verdes (Nedelcu 1997, Nedelcu 1998). Posteriormente, el gen cox2b se transfirié al genoma nuclear
y en algunos casos fue invadido por intrones, mientras que el gen cox2a permanecié en el genoma
mitocondrial (Figura 19 paso 4). Se ha sugerido que el gen cox2a permanece en el genoma mitocondrial
debido a un cambio en el codigo genético (Nedelcu 2000, Pérez-Martinez 2001). Finalmente, el gen cox2a se
transfirio al genoma nuclear, adquirié los elementos necesarios para su expresion y regulacion, y en algunos

casos fue invadido por intrones (Figura 19 paso 5).
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Figura 19. Fragmentacion y transferencia del gen cox2 mitocondrial. Secuencia hipotética de eventos de la
fragmentacion del gen cox2 mitocondrial. Cada paso se describe detalladamente en el texto. El gen cox2 y sus
respectivos fragmentos se indican en negro. Los remanentes de la insercidn se indican en rojo. A la izquierda se indica el
tipo de alga cloroficea que corresponde a la distribucién del gen cox2 o de los genes cox2a y cox2b que se muestran a la

derecha.

Evidencias que apoyan al modelo

Las evidencias que se proponen para sustentar este modelo se describen a continuacién. La
primera, es que en la actualidad existen algas cloroficeas con genes cox2 con diferente estructura (i.e. intacto
o fragmentado) y diferente localizacién (i.e. mitocondrial o nuclear). El gen cox2 intacto mitocondrial que se
observa en las algas prasinoficeas, ulvoficeas y trebouxioficeas y que esta representado en el tipo ortodoxo,
coincide con la distribucion de cox2 inferida para el ancestro de las cloroficeas. Ademas, esto coincide
también con el hecho de que estudios filogenéticos consideran a las cloroficeas como un grupo monofilético,
pero hermano con respecto a las ulvoficeas y trebouxioficeas, y parafilético con respecto a las prasinoficeas
(Stewart 1975, van den Hoek 1995, Nakayama 1998, Lewis 2004, Préschold 2007).
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La segunda, consiste en la insercion que se ha encontrado en el gen cox2 de un grupo de
organismos no relacionados con las algas verdes. En algunas algas cafés que constituyen el phylum
Phaeophyceae, Pylaiella littoralis (NP_150411), Laminaria digitata (NP_659277), Desmarestia viridis
(YP_448665), Fucus vesiculosus (YP_448626), Saccharina coriacea (YP_003288877) y Ectocarpus
siliculosus (CBJ18021) se ha encontrado mediante analisis computacional (resultados no publicados) que el
gen cox2 mitocondrial contiene una insercion. Esta tienen un tamafio entre 2352 y 3063 pb, y comparte un
alto grado de similitud entre las algas cafés. Ademas, la insercidn se localiza en la misma posicion en relacion
con la fragmentacion del gen cox2 ortodoxo de cloroficeas. El origen de la insercidon se desconoce y no se
han encontrado homélogos hasta el momento. Estos resultados sugieren que dicha regién del gen cox2
podria ser susceptible a alteraciones en diferentes organismos.

La tercera, consiste en los remanentes que ha dejado la insercion: las extensiones C-terminales y N-
terminales de los genes cox2a y cox2b, respectivamente. El andlisis de éstas extensiones (Figura 16) reveld
que éstas comparten un alto grado de similitud, lo cual podria sugerir que la invasién del gen cox2 por una
insercion fue un evento exitoso que ocurrid una sola vez a lo largo de la historia evolutiva de las algas
cloroficeas. Hasta el momento, no se han encontrado homélogos en ninguna base de datos para estas
extensiones. El hecho de que otros genes fragmentados también presenten extensiones de diferente longitud
(i.e. sdhB-n'y sdhB-c de E. gracilis, y cox2ay cox2b de apicomplejos), independientemente de su localizacién,
podria apoyar la hipétesis de que éstas son remanentes de la insercion.

El analisis de las MTS disponibles del gen cox2a nuclear (Figura 15 A) revel6 que éstas comparten
un alto grado de similitud. Esto sugiere que el evento de transferencia del gen cox2 al nucleo y de la
adquisicion de una MTS también fue un evento exitoso que ocurrié una sola vez a lo largo de la historia
evolutiva de las algas cloroficeas. Ademas, el analisis filogenético apoya esta hipotesis. Al comparar la MTS
de cox2a con la MTS de cox2 nuclear de legumbres, se observan que éstas se agrupan dos grupos
independientes (Figura 15 B).

Finalmente, la fragmentacion de genes tiene implicaciones importantes a nivel celular, metabélico y
evolutivo. Dada la funcién esencial que desempefia la subunidad COXIl en la cadena respiratoria, resulta
sorprendente que las algas hayan podido sobrevivir a la fragmentacion del gen cox2. Probablemente, el
metabolismo desempefid un papel critico en el proceso. Por ejemplo, C. reinhardtii presenta una gran
plasticidad metabdlica: es un alga heterétrofa, pero también autétrofa facultativa; asi como aerdbica y
anaerdbica facultativa (Funes 2007). Esta plasticidad metabdlica seguramente ha tenido un papel importante
en la colonizacién de una amplia gama de habitats. La mayoria de las algas son organismos acuaticos de vida
libre que habitan aguas dulces, salobres o saladas (Margullis 1990). Otras son epifitas (Llttge 2010),

epizoicas (Garbary 2007), parasitas (de Koning 2006) o endosimbidticas (Nishihara 1998, Lewis 2004b,
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Kerney 2011). Las cloroficeas habitan en nichos ecoldgicos que cambian constantemente o en condiciones
extremas, como la nieve (Mosser 1977), el desierto (Cardon 2008), o halitos (Lowenstein 2011), donde
permanecen largos periodos en estado de desecacion. Se ha demostrado que algunas algas pueden
sobrevivir hasta 35 afios en un estado de desecacion en condiciones de laboratorio (Trainor 1995), o incluso

de millones de afios en halitos (Lowenstein 2011).

El gen cox2 como marcador molecular en algas cloroficeas

La filogenia de las algas verdes esta en constante revision ya que hasta ahora no se ha encontrado
un caracter (0 una combinacién de caracteres) morfoldgico, ultraestructural o genético que sea lo
suficientemente informativo y excluyente. Los caracteres cominmente utilizados no han permitido esclarecer
partes de la historia evolutiva de las algas cloroficeas en las que se hipotetiza ocurrieron numerosas
radiaciones en un periodo corto de tiempo que generaron una gran diversidad. Las propiedades de los
genomas tales como estructura, composicién, organizacion y contenido de genes podrian ser una herramienta
util para estudiar y esclarecer la historia evolutiva de las algas verdes. Sobre todo si se considera que la
taxonomia actual se basa en un conjunto de caracteres morfolégicos que estan determinados por uno o varios
genes.

Aunque la clasificacién taxonémica basada en la orientacion del cuerpo ha demostrado ser en gran
medida congruente con caracteres celulares o ultraestructurales, no siempre es representativa de cada uno
de los diferentes grupos de algas verdes (Moestrup 1978, Mattox 1984). Estudios filogenéticos recientes se
han basados en caracteres moleculares: (1) rRNAs (Buchheim 1996, Proschold 2007, Nakada 2008), (2)
espaciadores internos del cistron ribosomal (Fabry 1999, Keller 2008), (3) genes de cloroplasto (Buchheim
1996, Turmel 2008), y (4) genomas completos de mitocondria o cloroplasto (Nedelcu 2000, Pombert 2004,
Turmel 2010). Con respecto a la clase Chlorophyceae, el principal desafio actual consiste en que los
diferentes marcadores moleculares frecuentemente proporcionan diferentes resoluciones topolégicas, por lo
que aun falta una vision coherente de las relaciones filogenéticas de las algas cloroficeas (Préschold 2001,
Shoup 2003, Nakada 2008, Turmel 2010).

La estructura del genoma y el contenido de genes de los genomas de organelos pueden superar
algunos de los problemas encontrados con los marcadores moleculares tradicionales; por ejemplo, debido a la
densidad de genes relativamente alta y al contenido de genes de copia Unica que presentan (Préschold 2001,
Brouard 2010). La fragmentacion de genes es un evento molecular relativamente raro, por lo que los genes
fragmentados se consideran marcadores moleculares Utiles (Pérez-Martinez 2001, Adams 2002, Gawryluk
2009). El gen cox2 como marcador molecular: es representativo, €s un gen constitutivo de las algas verdes;

es discreto, estd o no fragmentado; su localizacion varia (i.e. mitocondrial, mitocondrial-nuclear o nuclear);
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presenta variacion a nivel de secuencia, pero conserva aminoacidos caracteristicos que corresponden a cada
opcion de localizacion (Figura 14); y es heredable de manera vertical. Sin embargo, la region utilizada en este
estudio es muy pequefia, aproximadamente entre 200 a 300 pb. Para estudios posteriores sera conveniente
contemplar abarcar una longitud mayor, de preferencia que considere los genes completos (i.e. las MTS y las
extensiones), asi como considerar un muestreo de taxa que sea mas amplio.

Las células méviles de las algas comprendidas en los cinco 6rdenes de la clase Chlorophyceae
presentan diferentes caracteristicas estructurales y ultraestructurales. Las algas pertenecientes al orden
Chlamydomonadales son normalmente biflageladas y los cuerpos basales presentan una estructura CW. Las
algas pertenecientes al orden Sphaeropleales y Chaetopeltidales son normalmente biflageladas o
cuadriflageladas, respectivamente, y los cuerpos basales presentan una estructura DO. Las algas
pertenecientes al orden Chaetophorales son normalmente cuadriflageladas y presentan un arreglo polimérfico
de los cuerpos basales: un par tiene una estructura CW y el otro una estructura DO. Finalmente, las algas
pertenecientes al orden Oedogoniales no se pueden clasificar con base en este sistema ya que poseen un
anillo de flagelos (O'Kelly 1983, Lewis 2004, Turmel 2010). El analisis de 18S indica que los 6rdenes
Chlamydomonadales y Sphaeropleales (clado CS) son moncfiléticos divergentes, mientras que la relacion
entre los ordenes Oedogoniales, Chaetopeltidales y Chaetophorales (clado OCC) aln no esta bien resuelta
(Nakayama 1998, Lewis 2004). Los andlisis de los genomas de cloroplastos también sugieren la division de la
clase Chlorophyceae en dos grandes grupos: clado CS y el clado OCC (Shoup 2003, Miiller 2004, Turmel
2010).

La diversidad de las algas cloroficeas observada en este trabajo (i.e. tipo-Scenedesmus o tipo-
Chalmydomonas) revela una asociacion entre la fragmentacion y localizacion del gen cox2 y la orientacion del
cuerpo basal del flagelo (Figura 20). Primero, se observa que las algas pertenecientes a las clases
Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae que exhiben un gen cox2 ortodoxo, tienen una orientacion
CCW. En cambio, todas las algas pertenecientes a la clase Chlorophyceae exhiben un gen cox2 fragmentado
y de acuerdo a la localizacion de los genes fragmentados, se dividen en dos grupos. El primero, el grupo tipo-
Scenedesmus que presentan un gen cox2a mitocondrial y un gen cox2b nuclear, comprende a las algas del
orden Sphaeropleales, cuyos miembros presentan una configuracion DO. Asimismo, las algas analizadas que
pertenecen al orden Chaetophorales y que presentan una configuracion DO, exhiben también un gen cox2a
mitocondrial. El segundo grupo, el tipo-Chlamydomonas comprende a las algas del orden
Chlamydomonadales, cuyos miembros presentan genes cox2a y cox2b nucleares y presentan una

configuracién CW.
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Figura 22. Cladograma que ilustra la asociacion entre tipos de cloroficeas, configuracion del cuerpo basal del
flagelo y orden taxonémico. El posicionamiento de los érdenes Oedogoniales y Chaetopeltidales es hipotético. CCW,
orientacién en contra de las manecillas del reloj; DO, orientacién directamente opuesta; y CW, orientacion en el sentido

de las manecillas del reloj.

Identificacion de proteinas ASA

Los datos moleculares obtenidos, con respecto a las subunidades ASA de clorofitas, solamente
incluyen al orden Chlamydomonadales, y parcialmente al Sphaeropleales (Lapille 2010). Aln se desconoce si
los érdenes Oedogoniales, Chaetophorales y Chaetopeltidales contienen subunidades ASA. Las subunidades
ASA de algas del orden Chlamydomonadales estan bien caracterizadas (Vazquez-Acevedo 2006, Cano-
Estrada 2010). Asi, la presencia de subunidades ASA en C. incerta y P. parva, sugiere que éstas contienen
todas las subunidaes ASA. En el caso de S. obliquus, perteneciente al orden Sphaeropleales, solamente se
identificaron fragmentos de las subunidades ASA 4, 5, 7, y 9; aun se desconoce si las demas subunidades
ASA estan presentes.

En el laboratorio se llevaron a cabo ensayos de PCR para tratar de amplificar un fragmento
correspondiente a ASA 4 0 ASA 8, a partir de los DNAs disponibles. Se eligieron las subunidades 4 y 8, dado
que fueron las que mayor similitud presentaron (resultados no mostrados). Sin embargo, no se pudo obtener
ningun amplificado (excepto con C. smithii, ver seccién de Resultados, Identificacién de proteinas ASA). Esto

puede deberse a problemas en la estandarizacion de las condiciones de PCR; o, probablemente, a problemas
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con el disefio de oligonucledtidos. Estos fueron disefiados a partir de las secuencias conocidas de ASA 4 y

ASA 8, sin embargo, es posible que las secuencias de estas subunidades en las demas algas analizadas sea

diferente, y por lo tanto, los oligonucleétidos disefiados hayan sido incapaces de amplificarlas.

Conclusiones

Las clases Prasinophyceae, Ulvophyceae y Trebouxiophyceae contienen genes cox2 ortodoxos: intactos
y mitocondriales.

Todas las algas de la clase Chlorophyceae que fueron analizadas presentan el gen cox2 fragmentado en
dos genes: cox2a y cox2b.

Con base en la localizacion de estos genes las algas pertenecientes a la clase Chlorophyceae se pueden
dividir en dos grupos. El primero consiste en las algas que contienen un gen cox2a mitocondrial y un gen
cox2b nuclear; reciben el nombre de “tipo Scenedesmus.” El segundo consiste en las algas que
contienen ambos genes, cox2a y cox2b nucleares; reciben el nombre de “tipo Chlamydomonas.”

El modelo que se presenta se basa en la fragmentacion del gen mitocondrial cox2 y su la subsecuente
migracién, de manera independiente y secuencial, de los genes resultantes cox2a y cox2b al genoma
nuclear en las algas de la clase Chlorophyceae.

Las algas “tipo Scenedesmus” presentan una configuracién “DO” y las algas “tipo Chlamydomonas”
presentan una configuracion tipo “CCW.”

Solamente las algas de la clase Chlorophyceae presentan subunidades ASA, tanto las algas “tipo

Scenedesmus” como las “tipo Chlamydomonas.”

Los estudios de gendémica comparada de algas verdes proporcionaran una herramienta que permitira

realizar andlisis a nivel global de los genomas. Asimismo, contribuirdn a entender cuéles son las fuerzas

evolutivas que afectan a los genomas; y por lo tanto, ayudardn a comprender la dinamica adaptativa.

También, seran la base para llevar a cabo analisis filogenéticos mas representativos y a gran escala. No

obstante, este campo de la gendmica apenas empieza, actualmente se dispone de pocos genomas de algas

verdes secuenciados.
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Perspectivas

Otro objetivo de este trabajo, consisti6 en determinar si la presencia del gen cox2 fragmentado
coincide con la presencia de subunidades ASA. Esta relacion se establecié basandose en que las cloroficeas
han experimentado grandes alteraciones a nivel genomico durante su historia evolutiva, probablemente
durante las numerosas radiaciones evolutivas. Por cuestiones de tiempo, no se obtuvieron amplificados de
genes que codifican a las subunidades ASA de varias algas. El estudio se limit6 a la busqueda de secuencias
en los repositorios de datos. Las subunidades ASA solamente se han encontrado en algas cloroficeas que
tienen el gen cox2 fragmentado: C. reinhardtii, C. incerta, Polytomella sp., P. parva, S. obliquus y V. carteri
(Lapaille 2010). Sera interesante en un futuro: (1) ampliar el muestreo, incluyendo un mayor nimero de
géneros de algas verdes, (2) determinar si todas las algas anteriores presentan el juego completo de ASAs 1
a9 (Tabla9), y (3) si la presencia del gen cox2 fragmentado coincide con la pesencia de subunidades ASA en

las algas cloroficeas.

69



Bibliografia

1.

2.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.

Adams KL, Ong HC, Palmer JD. 2001. Mitochondrial gene transfer in pieces: fission of the ribosomal protein
gene rpl2 and partial or complete gene transfer to the nucleus. Mol Biol Evol. 18; 2289-97

Adams KL, Palmer JD. 2003. Evolution of mitochondrial gene content: gene loss and transfer to the nucleus.
Mol Phylogenet Evol. 29: 380-95

Adams KL, Qiu YL, Stoutemyer M, Palmer JD. 2002. Punctuated evolution of mitochondrial gene content: high
and variable rates of mitochondrial gene loss and transfer to the nucleus during angiosperm evolution. Proc Natl
Acad Sci U S A. 99(15): 9905-12

Adams KL, Song K, Roessler PG, Nugent JM, Doyle JL, Doyle JJ, Palmer JD. 1999. Intracellular gene transfer
in action: dual transcription and multiple silencings of nuclear and mitochondrial cox2 genes in legumes. Proc
Natl Acad Sci U S A. 96(24): 13863-8

Allen JF, Raven JA. 1996. Free-radical-induced mutation vs redox regulation: costs and benefits of genes in
organelles. J Mol Evol. 42(5): 482-92

Archibald JM. 2009. Green Evolution, Green Revolution. Science. 324(5924): 191-92

Baldauf SL. 2008. An overview of the phylogeny and diversity of eukaryotes. J Syst Evol. 46(3): 263-73
Belanger AS, Brouard JS, Charlebois P, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2006. Distinctive architecture of the
chloroplast genome in the chlorophycean green alga Stigeoclonium helveticum. Mol Genet Genomics. 276(5):
464-77

Bhattacharya D, Medlin L. 1998. Algal phylogeny and the origin of land plants. Plant Physiol. 116: 9-15

. Brouard JS, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2008. Chloroplast DNA sequence of the green alga Oedogonium

cardiacum (Chlorophyceae): Unique genome architecture, derived characters shared with the Chaetophorales
and novel genes acquired through horizontal transfer. BMC Genomics 9: 290

Brouard JS, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2010. The exceptionally large chloroplast genome of the green alga
Floydiella terrestris illuminates the evolutionary history of the Chlorophyceae. Genome Biol Evol. 2; 240-56
Buchheim MA, Lemieux C, Otis C, Gutell RR, Chapman RL, Turmel M. 1996. Phylogeny of the
Chlamydomonadales (Chlorophyceae): a comparison of ribosomal RNA gene sequences from the nucleus and
the chloroplast. Mol Phylogenet Evol. 5(2): 391-402

Buick R. 1992. The antiquity of oxygenic photosynthesis: evidence from stromatolites in sulphate-deficient
Archaean lakes. Science. 255(5040): 74-77

Cano-Estrada A, Vazquez-Acevedo M, Villavicencio-Queijeiro A, Figueroa-Martinez F, Miranda-Astudillo H,
Cordeiro Y, Mignaco JA, Foguel D, Cardol P, Lapaille M, Remacle C, Wilkens S, Gonzélez-Halphen D. 2010.
Subunit-subunit interactions and overall topology of the dimeric mitochondrial ATP synthase of Polytomella sp.
Biochim Biophys Acta. 1797(8): 1439-48

Cardon ZG, Gray DW, Lewis LA. 2008. The green algal underground: evolutionary secrets of desert cells.
BioScience. 58(2): 114-22

Cavalier-Smith T, Brasier M, Embley TM. 2006. Introduction: how and when did microbes change the world?
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 361(1470): 845-50

Curtis H, Barnes NS. 1993. Biologia. Editorial Panamericana S. A. 468-79

de Cambiaire JC, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2006. The complete chloroplast genome sequence of the
chlorophycean green alga Scenedesmus obliquus reveals a compact gene organization and a biased
distribution of genes on the two DNA strands. BMC Evol Biol 6:37

de Koning AP, Keeling PJ. 2006. The complete plastid genome sequence of the parasitic green alga
Helicosporidium sp. is highly reduced and structured. BMC Biol. 4: 12

Dismukes GC, Klimov VV, Baranov SV, Kozlo YN, DasGupta J, Tyryshkin A. 2001. The origin of atmospheric
oxygen on Earth: The innovation of oxygenic photosynthesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 98(5): 2170-75

DOE JGI: Department Of Energy Joint Genome Institute. http://genome.jgi-psf.org/

Figueroa-Martinez F, Funes S, Franzén LG, Gonzélez-Halphen D. 2008. Reconstructing the mitochondrial
protein import machinery of Chlamydomonas reinhardtii. Genetics. 179(1): 149-55

Funes S, Davidson E, Claros MG, van Lis R, Pérez-Martinez X, Vazquez-Acevedo M, King MP, Gonzalez-
Halphen D. 2002. The typically mitochondrial DNA-encoded ATP6 subunit of the F1F0-ATPase is encoded by a
nuclear gene in Chlamydomonas reinhardtii. J Biol Chem. 277: 6051-58

Funes S, Davidson E, Reyes-Prieto A, Magallén S, Herion P, King MP, Gonzalez-Halphen D. 2002b. A green
algal apicoplast ancestor. Science. 298(5601): 2155

70


http://genome.jgi-psf.org/

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.
47.

48.

49.

50.

51.

Funes S, Franzén LG, Gonzalez-Halphen D. 2007. Chlamydomonas reinhardtii the model of choice to study
mitochondria from unicellular photosynthetic organisms. Methods Mol Biol. 372: 137-49

Garbary DJ, Bourquea G, Herman TB, McNeil JA. 2007. Epizoic algae from freshwater turtles in Nova Scotia. J
Freshwater Ecol. 22(4): 677-85

Gawryluk RM, Gray MW. 2009. A split and rearranged nuclear gene encoding the iron-sulfur subunit of
mitochondrial succinate dehydrogenase in Euglenozoa. BMC Res Notes 2: 16

Gawryluk RM, Gray MW. 2010. An ancient fission of mitochondrial Cox1. Mol Biol Evol. 27(1): 7-10
Gonzélez-Halphen D, Funes S, Pérez-Martinez X, Reyes-Prieto A, Claros MG, Davidson E, King MP. 2004.
Genetic correction of mitochondrial diseases: using the natural migration of mitochondrial genes to the nucleus
in chlorophyte algae as a model system. Ann N Y Acad Sci. 1019: 232-9

Gray MW, Burger G, Lang BF. 1999. Mitochondrial evolution. Science 283: 1476-81

Herron MD, Hacket JD, Aylward FO, Michod RE. 2009. Triassic origin and early radiation of multicellular
volvocine algae. Proc Natl Acad Sci U S A. 106(9): 3254-58

Higashiyama T, Yamada T. 1991. Electrophoretic karyotyping and chromosomal gene mapping of Chlorella.
Nucleic Acids Res. 19(22): 6191-5

Holland HD. 2006. The oxygenation of the atmosphere and oceans. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 361:
903-15

Inagaki Y, Simpson AGB, Dacks JB, Roger AJ. 2004. Phylogenetic Artifacts Can be Caused by Leucine, Serine,
and Arginine Codon Usage Heterogeneity: Dinoflagellate Plastid Origins as a Case Study. Syst Biol. 53(4): 582-
93

Kerney R, Kim E, Hangarter RP, Heiss AA, Bishop CD, Hall BK. 2011. Intracellular invasion of green algae in a
salamander host. Proc Natl Acad Sci U S A. 108(16): 6497-502

Lane N, Martin W. 2010. The energetics of genome complexity. Nature. 467(7318): 929-34

Lapaille M, Escobar-Ramirez A, Degand H, Baurain D, Rodriguez-Salinas E, Coosemans N, Boutry M,
Gonzalez-Halphen D, Remacle C, Cardol P. 2010. Atypical Subunit Composition of the Chlorophycean
Mitochondrial F1FO-ATP Synthase and Role of Asa7 Protein in Stability and Oligomycin Resistance of the
Enzyme. Mol Biol Evol. 27(7):1630-1644

Lemieux C, Otis C, Turmel M. 2000. Ancestral chloroplast genome in Mesostigma viride reveals an early branch
of green plant evolution. Nature. 403:649-52

Lewis LA, McCourt RM. 2004. Green algae and the origin of land plants. Am J Bot. 91(10): 1535-56

Lewis LA, Muller-Parker G. 2004b. Phylogenetic placement of "zoochlorellae" (Chlorophyta), algal symbiont of
the temperate sea anemone Anthopleura elegantissima. Biol Bull. 207(2): 87-92

Lowenstein TK, Schubert BA, Timofeeff MN. 2011. Microbial communities in fluid inclusions and long-term
survival in halite. GSA Today. 21(1): 4-9

Littge U, Bidel B. 2010. Resurrection kinetics of photosynthesis in desiccation-tolerant terrestrial green algae
(Chlorophyta) on tree bark. Plant Biol (Stuttg). 12(3): 437-44

Margulis L, Corliss JO, Melkonian M, Chapman DJ. 1990. Handbook of protoctista. Jones & Bartlett Publishers.
597-651

Margulis L, Schwartz KV. 1998. Five kingdoms: an illustrated guide to the phyla of life on Earth. W. H. Freeman
and Company. 192

Martin W, Herrmann RG. 1998. Gene transfer from organelles to the nucleus: how much, what happens, and
Why? Plant Physiol. 118(1): 9-17

Martin W, Muller M. 1998. The hydrogen hypothesis for the first eukaryote. Nature. 392(6671):37-41

Mattox KR, Stewart KD. 1984. Classification of the green algae: a concept based on comparative cytology. In
The Systemalics of the Green Algae. Irvine DEG and John D (eds). Academic Press, NY, USA.

Maul JE, Lilly JW, Cui L, de Pamphilis CW, Miller W, Harris EH, Stern DB. 2002. The Chlamydomonas
reinhardtii plastid chromosome: islands of genes in a sea of repeats. Plant Cell. 14(11): 2659-79

Merchant SS, Prochnik SE, Vallon O, Harris EH, Karpowicz SJ, Witman GB, et al. 2007. The Chlamydomonas
Genome Reveals the Evolution of Key Animal and Plant Functions. Science. 318(5848): 245-50

Moestrup @. 1978. Phylogenetic validity of flagellar apparatus in green algae and other chlorophyll a and b
containing plants. Biosystems. 10(1-2): 117-44

Moestrup @. 2001. Algal taxonomy: historical overview. Encyclopedia of life sciences, John Wiley and Sons,
Ltd. 1-6

71



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.
60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

1.

72.

73.

Morales J, Mogi T, Mineki S, Takashima E, Mineki R, Hirawake H, Sakamoto K, Omura S, Kita K. 2009. Novel
mitochondrial complex Il isolated from Trypanosoma cruzi is composed of 12 peptides including a heterodimeric
Ip subunit. J Biol Chem. 284(11): 7255-63

Mosser JL, Mosser AG, Brock TD. 1977. Photosynthesis in the snow: the alga Chlamydomonas nivalis
(Chlorophyceae). J Phycaol. 13(1): 22-27

Mdller T, Rahmann S, Dandekar T, Wolf M. 2004. Accurate and robust phylogeny estimation based on profile
distances: a study of the Chlorophyceae (Chlorophyta). BMC Evol Biol. 4: 20

Nakada T, Misawa K, Nozaki H. 2008. Molecular systematics of Volvocales (Chlorophyceae, Chlorophyta)
based on exhaustive 18S rRNA phylogenetic analyses. Mol Phylogenet Evol. 48(1): 281-91

Nakayama T, Marin B, Kranzc H D, Surek B, Hussc VAR, Inouyea I, and Melkonian M. 1998. The basal position
of scaly green flagellates among the green algae (Chlorophyta) is revealed by analyses of nuclear-encoded
SSU rRNA sequences. Protist. 149: 367-80

Nedelcu AM, Lee RW, Lemieux C, Gray MW, Burger G. 2000. The complete mitochondrial DNA sequence of
Scenedesmus obliquus reflects an intermediate stage in the evolution of the green algal mitochondrial genome.
Genome Res. 10: 819-31

Nedelcu AM, Lee RW. 1998. Short repetitive sequences in green algal mitochondrial genomes: potential roles in
mitochondrial genome evolution. Mol. Biol. Evol. 15: 690-701

Nelson DL, Cox MM. 2004. Lehninger Principles of Biochemistry. W. H. Freeman and Company. 707-34
Nishihara N, Horiike S, Takahashi T, Kosaka T, Shigenaka Y, Hosoya H. 1998. Cloning and characterization of
endosymbiotic algae isolated from Paramecium bursaria. Protoplasma. 203: 91-99

O'Kelly CJ, Floyd GL. 1983. Flagellar apparatus absolute orientations and the phylogeny of the green algae.
Biosystems. 16(3-4): 227-51

Palenik B, Grimwood J, Aerts A, Rouzé P, Salamov A, Putnam N. 2007. The tiny eukaryote Ostreococcus
provides genomic insights into the paradox of plankton speciation. Proc Natl Acad Sci U S A. 104, 7705-10
Palmer JD, Adams KL, Cho Y, Parkinson CL, Qiu YL, Song K. 2000. Dynamic evolution of plant mitochondrial
genomes: mobile genes and introns and highly variable mutation rates. Proc Natl Acad Sci U S A. 97(13):6960-
6

Pérez-Martinez X, Antaramian A, Vazquez-Acevedo M, Funes S, Tolkunova E, d'Alayer J, Claros MG, Davidson
E, King MP; Gonzélez-Halphen D. 2001. Subunit Il of cytochrome ¢ oxidase in Chlamydomonad algae is a
heterodimer encoded by two independent nuclear genes. J Biol Chem. 276: 11302-9

Pérez-Martinez X, Funes S, Tolkunova E, Davidson E, King MP, Gonzalez-Halphen D. 2002b. Structure of
nuclear-localized cox3 genes in Chlamydomonas reinhardtii and in its colorless close relative Polytomella sp.
Curr Genet. 40: 399-404

Pombert JF, Lemieux C, Turmel M. 2006. The complete chloroplast DNA sequence of the green alga
Oltmannsiellopsis viridis reveals a distinctive quadripartite architecture in the chloroplast genome of early
diverging ulvophytes. BMC Biol 4: 3

Pombert JF, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2004. The complete mitochondrial DNA sequence of the green alga
Pseudendoclonium akinetum (Ulvophyceae) highlights distinctive evolutionary trends in the chlorophyta and
suggests a sister-group relationship between the Ulvophyceae and Chlorophyceae. Mol Biol Evol. 21(5): 922-35
Pombert JF, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2005. The chloroplast genome sequence of the green alga
Pseudendoclonium akinetum (Ulvophyceae) reveals unusual structural features and new insights into the
branching order of chlorophyte lineages. Mol Biol Evol 22: 1903-18

Poole AM, Penny D. 2006. Evaluating hypotheses for the origin of eukaryotes. BioEssays. 29:74-84

Prochnik SE, Umen J, Nedelcu AM, Hallmann A, Miller SM, Nishii |, et al. 2010. Genomic analysis of organismal
complexity in the multicellular green alga Volvox carteri. Science. 329(5988): 223-26

Proschold T, Leliaert F. 2007. Systematics of the green algae: conflict of classic and modern approaches. In
Unravelling the algae: the past, present, and future of algal systematics. Edited by: Brodie J, Lewis J. London,
UK: CRC Press; 123-35.

Préschold T, Marin B, Schlésser UG, Melkonian M. 2001. Molecular phylogeny and taxonomic revision of
Chlamydomonas (Chlorophyta). |. Emendation of Chlamydomonas Ehrenberg and Chloromonas Gobi, and
description of Oogamochlamys gen. nov. and Lobochlamys gen. nov. Protist. 152(4): 265-300

Robbens S, Derelle E, Ferraz C, Wuyts J, Moreau H, Van de Peer Y. 2007. The complete chloroplast and
mitochondrial DNA sequence of Ostreococcus tauri: organelle genomes of the smallest eukaryote are examples
of compaction. Mol Biol Evol 24(4): 956-68

72



74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.
91.

92.

93.

94.

95.

96.

Rodriguez-Ezpeleta N, Brinkmann H, Burey SC, Roure B, Burger G, Loffelhardt W, Bohnert HJ, Philippe H,
Lang BF. 2005. Monophyly of primary photosynthetic eukaryotes: green plants, red algae, and glaucophytes.
Curr Biol. 15(14): 1325-30

Sagan L. 1967. On the Origin of Mitosing Cels. J Theoret Biol. 14: 225-74

Shoup S, Lewis LA. 2003. Polyphyletic origin of parallel basal bodies in swimming cells of chlorophycean green
algae (Chlorophyta). J Phycol. 39: 789-96

Smith DR, Burki F, Yamada T, Grimwood J, Grigoriev IV, Van Etten JL, Keeling PJ. 2011. The GC-rich
mitochondrial and plastid genomes of the green alga Coccomyxa give insight into the evolution of organelle
DNA nucleotide landscape. PLoS One 6:623624

Smith DR, Lee RW. 2009. The mitochondrial and plastid genomes of Volvox carteri: bloated molecules rich in
repetitive DNA. BMC Genomics. 10: 132

Stewart KD, Mattox KR. 1975. Comparative cytology, evolution and classification of the green algae with some
consideration of the origin of other organisms with chlorophylls A and B. Bot Rev. 41:104-35

Timmis JN, Ayliffe MA, Huang CY, Martin W. 2004. Endosymbiotic gene transfer: organelle genomes forge
eukaryotic chromosomes. Nat Rev Genet. 5(2): 123-35

Trainor FR, Gladych R. 1995. Survival of algae in a desiccated soil: a 35-year study. Phycologia. 34(3): 191-92
Turmel M, Brouard JS, Gagnon C, Otis C, Lemieux C: 2008. Deep division in the Chlorophyceae (Chlorophyta)
revealed by chloroplast phylogenomic analyses. J Phycol. 44(3): 739-50

Turmel M, Gagnon MC, O'Kelly CJ, Otis C, Lemieux C. 2009. The chloroplast genomes of the green algae
Pyramimonas, Monomastix, and Pycnococcus shed new light on the evolutionary history of prasinophytes and
the origin of the secondary chloroplasts of euglenids. Mol Biol Evol. 26(3):631-48

Turmel M, Lemieux C, Burger G, Lang BF, Otis C, Plante I, Gray MW. 1999. The complete mitochondrial DNA
sequences of Nephroselmis olivacea and Pedinomonas minor. Two radically different evolutionary patterns
within green algae. Plant Cell. 11: 1717-30

Turmel M, Otis C, Lemieux C. 1999b. The complete chloroplast DNA sequence of the green alga Nephroselmis
olivacea: insights into the architecture of ancestral chloroplast genomes. Proc Natl Acad Sci U S A. 96(18):
10248-53

Turmel M, Otis C, Lemieux C. 2006. The chloroplast genome sequence of Chara vulgaris sheds new light into
the closest green algal relatives of land plants. Mol Biol Evol. 23(6): 1324-38

Turmel M, Otis C, Lemieux C. 2009b. The chloroplast genomes of the green algae Pedinomonas minor,
Parachlorella kessleri, and Oocystis solitaria reveal a shared ancestry between the Pedinomonadales and
Chlorellales. Mol Biol Evol 26(10): 2317-31

Ueda M, Fujimoto M, Arimura Sl, Tsutsumi N, Kadowaki KI. 2008. Presence of a latent mitochondrial targeting
signal in gene on mitochondrial genome. Mol Biol Evol. 25(9):1791-93

Vahrenholz C, Riemen G, Pratje E, Dujon B, Michaelis G. 1993. Mitochondrial DNA of Chlamydomonas
reinhardtii: the structure of the ends of the linear 15.8-kb genome suggests mechanisms for DNA replication.
Curr Genet. 24(3): 241-47

van den Hoek C, Mann DG, Jahns HM. 1995. Algae: an introduction to phycology. Cambridge University Press.
Vazquez-Acevedo M, Cardol P, Cano-Estrada A, Lapaille M, Remacle C, Gonzalez-Halphen D. 2006. The
mitochondrial ATP synthase of chlorophycean algae contains eight subunits of unknown origin involved in the
formation of an atypical stator-stalk and in the dimerization of the complex. J Bioenerg Biomembr. 38(5-6): 271-
82

Vinogradova E, Salinas T, Cognat V, Remacle C, Maréchal-Drouard L. 2009. Steady-state levels of imported
tRNAs in Chlamydomonas mitochondria are correlated with both cytosolic and mitochondrial codon usages.
Nucleic Acids Res. 37(5): 1521-28

Vicek C, Marande W, Teijeiro S, Lukes J, Burger G. 2011. Systematically fragmented genes in a multipartite
mitochondrial genome. Nucleic Acids Res. 39(3): 979-88

Walker JE, Dickson VK. 2006. The peripheral stalk of the mitochondrial ATP synthase. Biochim Biophys Acta.
1757(5-6): 286-96

Waller RF, Keeling PJ, Donald RG, Striepen B, Handman E, Lang-Unnasch N, Cowman AF, Besra GS, Roos
DS, McFadden GI. 1998. Nuclear-encoded proteins target to the plastid in Toxoplasma gondii and Plasmodium
falciparum. Proc Natl Acad Sci U S A. 95(21):12352-7

Watanabe Kl, Ohama T. 2001. Regular spliceosomal introns are invasive in Chlamydomonas reinhardtii: 15
introns in the recently relocated mitochondrial cox2 and cox3 genes. J Mol Evol. 53(4-5): 333-39

73



97. Worden AZ, Lee JH, Mock T, Rouze P, simmons MP, Aerts AL, et al. 2009. Green evolution and dynamic
adaptations revealed by genomes of the marine picoeukaryotes Micromonas. Science. 324(5924): 268-72

98. Yoon HS, Hackett JD, Ciniglia C, Pinto G, Bhattacharya D. 2004. A molecular timeline for the origin of
photosynthetic eukaryotes. Mol Biol Evol. 21(5): 809-18

74



Provided for non-commercial research and education use.
Not for reproduction, distribution or commercial use.

[SEER T

MOLECULAR
PHYLOGENETICS
& EVOUTION

BT
FECT N

This article appeared in a journal published by Elsevier. The attached
copy is furnished to the author for internal non-commercial research

and education use, including for instruction at the authors institution
and sharing with colleagues.

Other uses, including reproduction and distribution, or selling or
licensing copies, or posting to personal, institutional or third party
waebsites are prohibited.

In most cases authors are permitied to post their version of the
article (e.g. in Word or Tex form) to their personal website or
institutional repository. Authors requiring further information
regarding Elsevier's archiving and manuscript policies are
encouraged to visit:

hitp//www.elsevier.com/copyright



54 (2037) 166-17

Contents lists awailable at SciVerse ScienceDirect

Molecular Phylogenetics and Evolution

journal homepage: www.elsevier.com/locatelympev

Lineage-specific fragmentation and nuclear relocation of the mitochondrial
cox2 gene in chlorophycean green algae (Chlorophyta)

Elizabeth Rodriguez-Salinas *, Héctor Riveros-Rosas ®, Zhonghkui Li*', Karolina Fufikovi®, Jerry J. Brand©,
Louise A, Lewis®, Diego Gonzidlez-Halphen**

‘wmuwm& Univissidnd Noobal Asafacmg de Msios, Midoo DF, Mesos
wnmmammmmnmmnr Meca

* Deparenens of Malscwhy G and Devel | Bobgy and Calaere Collecsion of Algane, The Uidversiy of Texs, Asssie, TX 787 L2, USA
m-dmnwfmm Umivesmity of Commartive 75 Norgh Eagleville Rood, Sawrs DEE-3043 LSA

ARTICLE INFO ABSTRACT
Ardcle 2 In most eukaryates the subunit 2 of qytochrome ¢ axidase ((OX2) & encoded I inct mitochondrial
Recsvind 17 Janwary 200 genes Same green algae, howewer, exhibit split oo genes (oo and ool b)enmding two palypeptides
WEwaed £y e b W 3 (02 Aand COX2ZB) that farm 2 heterodimeric COX2 subumiz. Here, we analyzed the diswribution of ntact
:mnl“':‘;’;umn and spiit oo gene sequences in 38 phylogenetically diverse green aigae in phyhm Chiorop hyts obtzined
from datahoses (28 ssquences from 2! taxa) and from new con? data generated i this wark (23
uences fram 18 taxa) Our results suppart previous abservations hased on a smaller number of taxa,
e e — indicating hat algae in dxses Prasinophyceze, Ulvophyeae, and Trebouxiophyceae cmtan arthodax,
[ro——- intact matochondrial oo genes. In contrast, all of the algae in Chiorop hyceae that we examined exhibied
Cricnptye d@e split cow2 genes, and culd be separated min two groups: ane tha has 2 modondnon-lozlizd oxds
Clemphyceae gene and a nuclews-]omlized coxb gene | 4 like™}, and anather that has both cocs and moclb
Gane Mg ation genes in the nucleus ("Chismydomon s like™). The location of the splitcaxds and caxb genes wx inferred
Gene fragm e son using five different criteria: dlfe!:ncxm mmn.lnd sequences, mdon usage ( mitochondnial vs nudear),
mdan e (third pasi fi P af nucleatide sequences enmding mitachandrid
tzptmgmq.lmus mﬂpmuds;ﬁtﬂmruhmm Dastingt green algas could be grouped acoond -
ing ta the form of oo gene they contain: intact or fragmen ted, miochondrion- or nuclens-loclized, and
mm-mmrga intron-less. Wepre:utamﬁd dmm;memﬂmhﬂmmmrmm
on and the indk dent and seq ia]l migration of cox?a and coxc2h genes to the
mda.lsm chlarophycean green algae. We also suggest that the distribution of the different farms of
the a2 gene provides Important msghts into the phylogenetc relationships among major groups of
Chilorop hyceas.
@ 2012 Elesvier Inc. All rights reserved.
1. Introduction 1999 Timmis et al, 200d4) Mitochondria that possess dassical

components of oxidative phosphory lstion (OXPHOS |, Le. the respi-

After the endasymbiotic event from which mitochondria arose,
a muassive migration of genes to the nuclews took place (Gray et al.,
1999). This proces i Kill ongoing in some eukaryotic linexges
(Bitomer- Eddy et al_, 1994; Adams et al, XN Adams amd Palmer,
2008 ; Brandvain and Wade, 2008) Mitochondrial genomes contain
a limited set of genes encoding proteins and RNAS (Gray et al
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louise lewioconn ade (LA Lewis), dulpherdif sramme (0 Gone SezHal-
phan).
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ratory complexes LIL 10, and IV and a F-Fo ATP synthase (complex
V) usually contain the genes arps, arps, cob, coxl, cax2, @3, nadl,
nad2 nad3, nadd, naddl, nads, and nads in their mitochondrial DRA
(mIDMA]L Nevertheles, the mtDNA of several chlorophyce an algae
including Chlamydamanas reinhardrii and related species lack the
genss atph, arph, caxd, coxd, todd, and taddl (Vahrenholz et al
19493; Denovan-Wright et al, 1998; Fan and Lee, 2002) These
genes are now localized in the nuclews and their protein products
are synthesized in the cytosol imported by mitochondria, and
assembiled into their corresponding GXPHOS complex in the inmer
mitachondsisl membrane (Pérez- Martinez e al_ 2000, 2001 ; Funes
etal, 2002h; Cardol et al_ 20061

Mitochondrial @a? enmdes the cytochrome oxidase subunit
that contains the binwclear center Cu, which is instrumental for
cytachrome ¢ oxidase activity (Tsukihara et al, 1996) Mitochon-
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drial genes that migrate to the nucleus wsually do so 28 an intsct
entity. In several lineages of legumes, for example, cax? i located
in the nucleus and its corresponding protein synthesized in the
cytosol (Adams et al_ 1999) Nevertheless, migration of sglit genes
also oocurs (Pérez-Martinez et al, 2001 ; Adams et al_, 2001 ; Funes
et al, 2002a; Gawryluk and Gray, 2009, 2010). In several chion-
phycean algae. cax? encoding subunit 0002 of cytachrome ¢ oxi-
dase (complex 1V) is split into two genes, caxda and @x2h In C
reinhardrii, Polytomella sp_ and Volvax aterd, both genes are lo-
cated in the nucleus (Pérez-Martiner et al, 2001; Prochnik et al,
2010), whereas in Senedesmis obliguus, mxda is located in the
mIDNA and ax2b in the nudeus (Nedelcu et al, 2000; Funes
er al, 2002 ) The location of coxZa and cax2b in different chroma-
somes of C. reinhardrii suggests that these genes migrated indepen-
dently (Merchant et al, 2007; Prochnik et al, 2010)

The gene caxla encodes the CON2A polypeptide that amare-
sponds to the amino terminal (N-) portion of a canonical COX2
subunit (the membrane-bound region) while @x2b encodes
COXZB, the carboxy (C-) terminal portion of an orthodex COX2
subunit (Pérez -Martinez et al, 2001 ). Split CO(2A and COXZB sub-
units are ako characterized by unique amino acid extensions lo-
cated in the C- and N-termini respectively, which are thought to
stabilize the interaction between the two polype ptides in the algal
cytochrome ¢ oxidase complex (Pérez-Martinez et al, 2001) In
addition, the precursor of COX2A exhilits a clesvable mitodwon-
drial targeting sequence (MTS) that directs the protein to mito-
chondria In contrast, COXZB Lacks such & MTS. Prateins destined
to the mitochondrial inner membrane may be synthesized with a
clesvable MTS, whereas others are targeted to mitochondria via
internal signals (Amold et al, 1998) COXQB prabably contains a
et unknown internal signal that allows its impart into the mito-
chondrial inter-membrane space (Jiménez-Sulrez etal, 2012)

Split coxda and aoxdh genes are ako present in the nuclear gen-
ome of two taxa of alveol ates: apicomplexan parasites (Funes et al,
2002a; Gardner et al, 2002) and dinoflegellstes (Hackett et al,
2005] It has been debated whether the split genes in alveolates
originated from the endosymbiosis of a green alga (Funes et al,
20024, 2004) or from and independent event of fragmentation
and migration to the nudeus (Waller and Keeling 2006)

Here, we investigated the distribution of onhadox and split
cax? genes in diverse green algae, with a special focus on chloro-
phycean algae taxa We generated new cox? data and analyred
information in published databases in order to infer phyloge netic

relations hips within chlorophytes

2. Materials and methods

21. Algae Bolates and DNA amplification and sequencing

All solates were from the Culture ollection of Algae at the
University of Texas at Austin (UTEX). except for Polytomela sp,
which was obtained from the Sammiung von Algenkulturen (Gét-
tingen, Germany) (Table 1| and Supplementary Table 51) Cultures
were grown at 20°C in their recommended growth medium
(www.utex org) Collected cells were washed three times with
distilled water by centrifugation, and DNA obtained a5 described
(Li and Brand, 2007) DNA concentration and purity were deter-
mined with a2 Nanodrop ND- 1000 spectrophotometer. Purified
DNA was stored in distilled water at -80 °C. Degenerate primers
were designed hased on the sequenees of the fagmented genes
cax2a and caxb from C reinhardnii, Polyromella sp., S obliquus,
and from the orthadox cox? genes from Prafothea widerhamii
and Pseudendodoniun akinerum (accession numbers shown in
Supplementary Table S1) Primers were designed based on the
conserved regions shown in Supplementary Fig. S1 and Supple-

mentary Table 52, ensidering the mitodsondrial and nuclesr co-
don usage bixses of chlorophycesn algse (Karusa database:
It [ weww b wsa o plasdaon) ).

About 60-200 ng of DNA from cultured algse was amplified
using Accuzyme Taq polymerase (Bioline USA Inc.) DNA samples
were incubated at 94 °C for Smin before each PCR reaction due
to the high GC content of algal DNA The resulting amplification
products were gel purified using the QlAquick gel exaraction kit
(QlAgen Inc USA) and independently cloned in the pGEM-T Easy
Vector System (Promega Go., USA) All fragments were sequenced
using the ~20 M13 universal primer. Sequences that wene longer
than 200 bp were depasited in GenBank under the accession num-
bers indicated in Supplementary Table 51,

2.2 Sequence analysis and phylogeneric analysis

BLAST analyses (blastp or thlastn) were conducted to identify
cax? gene sequences in chiorophytes in the following databases:
GenBank, Jaint Genome Institute (hitp:[(genome. jgi- pslorg) and
TBastDB (http: [famoshidia bem umaontreal cafpepdbysear clyes
welcome php) The corresponding amino acid sequences were in-
ferred using the ExPASy Translate Tool (hitp://www expasy chf
tools fdna him1 ) Aming acid sequence alignments were performed
with ClustalW2 (htp: fwww.ebi ac ukiTools imsafclustaiwd/). In-
trons in the PCR products were detected with the program AUGUS-
TUS (hupyjaugustus. gobics.de). The relative lrequencies of the
four nudeotides at the first, second, and third codon positions were
calculsted with MEGA (hitp: [ fwww.megasoltware net)) and plot-
ted using Microsalt Excel.

Separate protein sequence alignments corresponding to
CON2A, COXZB, and concatenated COX2A-CONZB sequences were
generated with MUSCLE (Edgar, 2004 ), and were comected manu-
ally wsing BioBdit (Hall, 1993, hup: [ fwww_mbio_ncsuwedu/bioedit)
bioedithtmi ) according o gapped BLASTP results. Phylogenetic
analyses were conducted in MEGAS (Tamuta et al_2011)

Four methods were used to infer phylogenstic nelationships:
maximum likelilbood (ML) maximem parsimony (MPL i dmem
evohution (ME ), and meighbor-joining (N] L Jone s-Taylor -Thomton
amino acids substitution model using a discrete Gamma distribu-
tion with five categories (JTT+G) was selected with MEGAS as the
best fit-model, as evidenced by the lowest Bayesian Information
Criterion values and corrected Akaike Information Criterion values
(Pasada and Buckley, 2004; Tamura et al_ 2011) The gamma shape
parameter value was estimated directly from the data within
MECGAS Confidence for intermal branches using ML MP, ME and
N] methods were obtained through bootstrap analysis (esch 500
replicates)

3. Results
3.1. Distribudon of different forms of cax? genes

To determine the distribution of the different forms of cax?
genes among green algae, we designed different sets of degenerate
primers that would amplify a region corresponding to an intact
cox? gene or individual fragments of the split cax?a or ax2h genes
(Supplementary Fig 51) Since codon isage in the nuclear genome
of green algse is highly bizsed (Vinogradova et al, 2009], two sets
of de gener ate primers were designed for every gene of inte et one
based on the mitochondrial codon usage bizs and the other hased
on the nuclear codon usage bias (Supplementary Table 52). Total
DNA from variows green algse was POR-amplifbed using the differ-
ent sets of primers. The comresponding ampicons were cloned and
sequenced Five diflerent criteria were used 1o identify the location
of each gene fragment: (i) the presence of diffe rent conse nsus ami-

77



158 E. Rodrigees-Salings or ol Mvacsiar Phplogemesics amd Eyolution &4(2012) 18176

Tabde 1
Fragmenc ton and bacarion of e T genes in Chiamphye.
s Ty Taxon Lolae coud coxdn condh
Withaoar Wlith Wit Rur Wish
intmed inmars inrars inond
Frainophyceas  Ouwhasox Mhicromtons Sp. RO * - - - -
Micmmn il X% & - - - -
N pltanseimis olivaced NES434 @ - - - -
Qraeacenoes tari OTTHDSSS & - - - -
Prasinococout Capeulatat COMP 114 @ - - - -
Py CTanr Cest i sl COMF 1203 & - - - -
Temzsmis gracili UTEX 258 & - - - -
Temassmis maculaa Butcher e - - - -
[§ Oltmanciefiopsis wricelulags COMPIZE3 & - - - =
Olrenarchslopais vrdis MNESIED @ - - - -
Prendendocisniom aiesmem UTEX 152 @& - - - —
Trebowsophyctae Oriloreila waljaris X255 & - - - -
Coccomysa sp C-168 . - = = -
P ATOCS0920 @ - n i =
Prowec 2 wiche rhami SMilR-11e - - - -
Promher a wiche rhamil UTEX 153 & - - - -
Prsndome bowvia impresa UTEX 892 & - - - -
Trebowta comicola TR &5 @& - - - -
Treboenta jame i UTEX 221 & - - - -
Chiorogivyceas iike e ale s Chaeraphora incrascna UTEX 1238 - @ - L o) -
ST eocheniem halverioam UTEX 441 - @ - N -
Sphat rapleaies o Gesinias obliguat X7 - @ - - [+
Pl O Tl Galcara i - & - (s} -
Nieor hibais agearica UTEX 138 - @ = [ =
Plasdrocphos il e xsne UTEX 1244 - @ - L -
Brace acodos atfus UTEX 129 - ND - - (=]
Braceacecoss gank UTE 1246 - MD - - (=3
Brorrearaces Sp UTEX 223 - MND - - o
Prowdonmur il SALIG7 - ND - - (=]
S e 2t & RS
Cha @ chpociarn hiralaicsi UTEX 2098 - MD - o =
Oy darmond & Ohlamydomonas réichasdtsl  137C - - =] o] -
e hlampdomenas renhaehd  UTEX 1022 - - (=] = -
Clampdomonas applanata UTEX 225 - - o o -
Chila rrpdopodiem stard UTEX 118 - - =] (=] -
Pal ol 5p. SAC 198.80 - - o o -
Vahox caned Eve - - (=] s -
Hormaila bienadaa UTEX 12% - - o N -
Onila e nading UTEX 210 - - ND o -
Dunalella panva UTEX 188 - - L O -
Deasmalialh sp. UTEX SPI6 - - ND (s} -
Temacysis asria UTEX 143 - - N (=] -
COhila miydormonas incefta Nt - - o o -
apecified
Ha e meoares pleda UTEX 2566 - - o o -
Podytomeil e Mot - - o o B
specifiad
Ohila T TTadnas Mdwraki SAGI2-2e - - = = -
Douna el saling CCAPIGJIE - - i - -
Polytomels capuana SMCERS - - - B -
Poly ol zp. SMCE-I0 - - i - -
Pedinaplyosae Pe T nat dnoT UTe 133 - - ? ? -
mn:mm)aummw}mmmtummu'nhm-nMHhum:m S
Slnghe asterisie (* ) indicare St e data was fram an EST dazabase (higp:) kana beach bom Ja nabersch) | aned therefare the prese noe of dbaence of introds

vl 3T B e aeEEnEnSd

Doulie arerils (77) soggest e parsence of coxda and caedb gones within S necdear gnome, since dey 20 67 Eresent in Seir cormecponading mitochandrial g
{ v | oo mocd rebeny i v oo ot oo S0 o T e 300 e ol .

(ND') Stands for nom-detenminad and indicanes the infernad kocation of the indicawd gere.

(-} Inlicames vhar me amplification padec was dbrained in the PO

(7} Qe sson mark in Padinaphycsae sTands o S possibiliny thar @e? may have been TRnsared 2 Two inde fendent genes of a5 2 singhe ensry (s6e wm}

o acid sequences characteristic of either mitochondrion- of mu-
cleus-encoded COX2A and COXZB chiorophycean proteins (Supple-
mentary Fig- 52); (ii) differences in codon usage inferred from the
primer set that successfully amplified the gene fragment (mito-
chondrial vi_ nuclear primers) (i) third position requencies in
the genes (Fig 1); (iv) the presence of MTS in some of the genes

that migrated to the nucleus (Supplementary Fig 53a); and (v)
the presence of splicescsomal introns in some nucleus-localized
genss (Supplementary Fig- 54 Table 1 lists the analyzed algae
and indicates the charageristics and location of the cax2 gene in-
ferred from the PCR sequences: intad of fragmented, mitochon-
drisl or nuclear, intron-Containing or intron-less. Supple mentary
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Table S1 provides the sccession numbers of all listed sequenes in
Table 1.

Green algae in Prasinophyceas, Trebouxiophycese, and Ulvo-
phyceae all exhibited orthodox mitochondrial cax2 genes (see Ta-
ble 1), as previously reported for 2 smaller number of sequences
(Walfl et al, 1994; Turmel et al, 1999; Pombert et al, 2004
2006; Robbens et al, 2007) In contrast, all cax2 genes of chioro-
phycean algae were splic

All chlorophyoean genera included in this study that exhibited a
mitochondrial mada gene and 2 nuclear cax2h gene, i e “Scenedes-
mus-like™, are members of & ther Chae tophorales or Sphaerople ales
(Table 1)

A large number of spedes were found to be “Chiamydamaonas-
like”, ie, they exhibited both nucleus-localized caxZa and com2b
genes (Table 1) Failure to amplify any intact, mitochondsial ma?
gene from these algae agrees with the fact that several fully-se-
quenced mitoclond lal genomes do not show cax? gene remnants
in their mIDNA (Denovan-Wright et al, 1998; Vahrenholz et al,
1993, Smith and Lee, 2008; Smith et al, 20104 20100)

Predicted COX2A and COX2B protein sequences from fr actuned
cax2 were aligned with predicted C0XQ proteins from intact w2,
andd were shown to be similar. However, clear differe nces be tween
the nucleus-encoded and the mitochondron-encoded proteing
were observed, and characteristic aming add signatures for each
group were identified (Supplementary Fig. 52) For example, two

i F. fakam, C

H plaviatis, C applasam, D parva, . 5p, C reishanfsi UTEX 1062, €

signatures KIIHGT and PSFAL are present in the translated or tho-
dox mitochondrial CON2 sequences, which are repliced by
RFNHHT and PSLTL in the mitochondrion-encoded COX2A and by
KLTHHT and PSLTL in the nucleus-encoded COX2A sequences. Ala,
the signature ERLY i present in all nucleus-encoded CONZE se-
quences instead of the NRVV, which is in almost all arthodox
02 sequences. Thus, some nucleotide sequences encading ami-
no acid signatures changed after the fragmentation of the cad
gene amd others were altered after migration to the nucleus
occurmed

To oldain insight into the evolutionary history of fragmented
cax? genes from Chlorophyta, phylogenetic analyses of COXNZA
and COXZB protein sequendes were performed. Translated amino
acid sequences were used to construct phylogene tic trees, 1o avoid
possible artifacts gener ated by significant differences in GC content
among mitachondrial genomes from chlorophycean algae (Smith
et al, 2011) and codon usage heterogensity (lnagaki et al, 2004),
x5 significant differences exist in codon wsage betwesn mitochon-
drial and nuclear genes (Fig. 1) Othodax, intact CON2 sequences
were first aligned separately with CON2A (35 sequences) or COXN2B
(45 sequences) and a phylogenetic analysis was performed on each
set of homologous proteins All individusl COX2A sequences clis-
tered in one branch, composed only of chlorophycean algae With-
in this brand, muclews-localized mada genes are present only in
Chlamydomonadales (Supplementary Fig. 55a) All COXQE se-
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quences alio dustered inone branch, but in @ntrast 1o @xa. all  the phylogenetic analysis was repeated using the Maximum Like-
analyzed chiorophycean algse exhibit nucleus-localized ca2b  lihood metlnd to improve boolstrapping scores (Fig 2a) Distribu-
genes (Supplementary Fig 55b) Concatenated COXQA-COX2B se- tion of the (DX2 sequences within the resulting phyloge netic tree
quences were aligned with enhodax, intact (DX2 sequences and is similar 1o that of previously described trees (Supplementary
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Fig S5) and B ako similar to phylogenetic trees constructed with
185 rRNA or concatenated chloroplast prote in-coding genes | Prisc-
hold and Lelisert, 2007; Nakada et al, 2008; Turmel et al_, 2008)
Thas, all fragmented COX2 sequences are grouped in one branch
composed by chiorophycean algae, supporting the hypothesis of
theeir common ofigin. Fig 2bshows a phylogens tic tree constructed
with 185 rRNA sequences from chlorophycean algse included in
Fig. 2a_The distribution of COX2 and 185 rRNA sequences is prac-
tically identical in both trees.

Analysis of codon third position frequencies of a2 fragments
revealed notable differences (Fig. 1) Gene fragments exhibited a
preference for either AT or G/C nucleotides in the thind position,
which comresponded to their mitochondrial or nuclear location,
respectively. This codon usage bixs is sufficient 1o establish unam-
biguously if the gene is mitochondrion- or nucleus-localized.

The available sequences of the C-terminal extensions of COX2A
and the N-terminal extensions of COX2E were also aligned (Sup-
plementary Figs 53b and 53¢) The alignments show similarity
among thes sequences in C reinhardrii H phodalic. Polytomella
sp. S abliguus and V. aarteri These extensions could be remnants
of anoriginal intrusive inser tionor of the recombi nation event that
resulted in the initial split cax2.

Long MTS ranging from 100 to 140 residues are charactenistic of
several proteins of OXPHOS that are encoded in genes that mi-
grated from the mitochondrion to the nucle us in chionplycean al-
gae, exoepl for COX2B (Gonellez- Halphen et al, 200d; Figueros-
Martiner et al, 2008) Nucleus-located @maxdo genes enmde long
MTS in C reinhardrii, C. incerta, D. saling, H. pluvialis, Polytomella
sp, P parva, and Vo carteri, that direa their corresponding protein

duas to the mitochondrion. Mitochondrial cax2 genes do not
encode presequences, except the 15-residues sequence of Saaha-
rofyces cerévisiae (Herrmann et al, 1995). The primers used in this
wark designed to amplify a region between conserved seque noes,
did not allow us to characterize the MTS, o only those encoded in
cax2a genes that have been completely sequenced could be ana-
lyzed. Sequence alignment of all known MTS clearly show thatthey
are highly conserved, suggesting their common origin (Supple-
mentary Fig S3a) Inlegumes, an intact mx2 gene migrated from
the mitochondria to the mucléus (Nugent and Palmer, 1991; Adams
et al_ 1995, and insome of these legumes the cox? gene was lost
from the mitochondrial genome. Thus, nuclear cax? genes in le-
gumes acquired independently of chlorophycean algae the region
encoding 2 MTS. Furthermare, in sddition to the intact mitodwon-
drion-located cox? gene, a nucleus-located cox? gene ocowrs in
chromosome 17 of the prasinophycean alga Ostreomarus faurd
(sccession number : XP_003083974). The nuclear cox? from 0. faur
passesses a region encoding a MTS and two introns (data not
shaown) However, it is not clear if this intact ex2 gene is func-
tional, since there & no experimental evidence of its expression,
its sequence has not been completely asembled, and it is alsent
in the nuclear gename of the close relative O lucimarims To cor-
roborate that the MTS of legumes and chiorophycean algse result
from different nuclear migration events, an alignment of nuckear
cax? and cax2a MTS sequences was performed, and a maximum
likelihood tree was constructed As shown in Supplementary
Fig 534, the phylogenetic analysis clearly separates the MTS from
nucleis-encoded C0X2 proteins of legumes from the nucleus-en-
coded COXAA proteins of algae, and from the MTS from O taurd
0002, indicating independent migration of mitochondrial @x?
genes to the nucleus in these lineages.

12, Intron invasion in the nuclews oo lized wxda and @b genes of
chlorophyeean al goe

Intron invasion of nucleus-lolized genes is 2 widespread phe-
namenon in green algse (Watanabe and Ohama, 2001 ) When the

PCR-amplifscation products of caxda and cax2h genes from several
algae were translated. a series of stop codons that disrupt the resd-
ing frame were aiserved In all, 17 sequences that resembled
splicesomal introns could be identiffed, 12 in caxZa sequences
and five in cox2b sequences (Supplementary Fig S4). An intron
ranging in size fram 113 1o 664 bp was found in the ame pasition
in the cacda sequences from Chlamydamonas reinhardrii 137C, C
reithardrii UTEX 1062 (formerly known as C. simithii), C applanata,
Chlamydapodium starii, Hormaotilo blennista, Polyromells sp and Val-
vox careri Further downstream, 4 second intron ranging in size
from 124 to 295 bp was fownd in the same position in cax2a se-
quences from C reinhardnii 137C, C. reinhardnii UTEX1062 C. appla-
tara, C starii, and V. carteri Only the introns present in C
reinhardrii 137C, C. reinhardrii UTEX1062, and C. applanala were
cleary homologous (data not shown)

An intron of 160 bp was found in the cox2b gene of Peeudanmur-
ella sdhummacherensis. Further downsiream, an intron ranging in
length from 134 1o 299 bp was found in the mx2h sequences from
Bracteacoccis grandis, B oerius, and B $p An intron of 299 bp in
that same position was previously reported for 5. abliguus (Winkder
and Kuck, 1991, Funes et al, 2002a) Only B. grandis and Fraclea-
COCCHs Sp. introns in @x2h gene fragments were clearly homolo-
gous (data ot shown )

The first intron of C applanat and C reénhardrii UTEX 1062
caxla gene lragments, the second intron of the C stardi coxda gene
fragment, and the intron of the 5 abligins cocdh gene (ragment
contain the putative branching site CTGGC, typical of self-splicing
introns and essential for the splicing process. The second intron
of C. applanata and C. reinhardrii UTEX 1062 cax2a gene fragments,
and the intron of the P. schumacherensis wx2b gene fragment con-
tLain the putative branching site GTCAC The first intron of the V.
carteri wxZa gene fragment and the intron of the B grandis ax2h
gene (ragment contain the putative branching sequence CTGAC
The intron of Braceamearus sp. and B. aerius cox2b gene (ragments
contain the putative branching sequence CTGAA All of these puta-
tive branching sites have been reported previoudy in chlorophy-
cean introns (Watanabe and Ohama, 2001; Pérez-Martinez et al,
2002) All introns contain putative donor (5°GT) and aceptor
(3'AG) sites. Although introns are known 1o be present in some
mitochondrial genes, the presence of splicesosomal introms in
these particular @xdn and cax2b genes suggests they are nu-
cleus-localized

4. Discussion
4.1, Distribution of cax2 genes among Chio raphyaeae

Disrupting mitochondrisl cox?, whese product i essential for
cytochrome ¢ atidase viability and therefore for respiration, would
have a high probability of lethality. The refore, we suggest that frag-
mentation of the mitochondrial cax2 gene and subsequent reloca-
tion of one o both of the fragments 1o the nuclkeus happened only
once in the evolutionary history of green algae, in the common
ancestor of all extant members of the lineage Chiorophyceae. The
observed distribution of fragmented ma2 genes in chlorophycean
algae is similar to the distribution obtained by analyses of 185
TRNA sequences (Fig 2] further supporting a vertical inheritance.

Following fragmentation and inde pendent migration to the mu-
cleus, the resulting ca2a and caxZb genes underwent additional
maodifications in order to become functional in the mew celhilar
compartment. Among other things, they gained promoter se-
quences, modified their codon usage some of them acquired
nucleatide sequences encoding MTS (@aZa but not cax2b), they
gained polyadenylation signals, and in several cases they were in-
vaded by spliceosomal introns (Gonziler-Halphen et al_, 2004 ).
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Split concla and aox2h genes of S abliguus, C.reinhardrii and Poly-
ramella sp. encode unique C-terminal and N-terminal extensions
These extensions have been hypothesized to interact during the
xsembly of COXQA and CODCB subunits in the cytochrome ¢ oxi-
daie complex (Pérez-Martinez et al, 2001) They are present in
the sequences of COXN2A and COMEB proteins of C. reinhard i, C. in-
certa, P parva, Polytomella sp_, D saling, H. pluvialis, V. aarteri (nu-
cleus-encoded axda and cax2b), and S abligues (mitochondrion-
encoded coxZa and nucleus-encoded @x2b) (Supplementary
Figs. 53b and 53¢) The homology of these extensions suggests a
single event of insertion or recombination in the original mito-
chomndrisl @x? gene that caused its fragmentation, rather than an
inde pendent split of the @x2 gene in different algal lineages.

The mitochondrial genome o Scenedesmin  obliguus
(NC_00Z254) was reported to contain an aty pical cox2 gene (Ned-
eleu et al, 2000) which was later shown to be the mitodwindrion-
localired cox2a fragment of asplit a2 gene, with its cor nespond-
ing nudeus-localired cax2b portion (Funes et al, 2002a) Compar-
ing the size and gene content of the mitochondrial genome of S
abliguis with thse of other green algae sequenced at the time, it
was suggested that the mx2 gene strudure found in S obliguus (2
member of Sphasropleales, Chlorophycese) re presents an interme-
diate step lesding to the form of cax? seen in Chlamydamanas. it
was proposed that algase such as S obliguus retained more genes
than Chlamy domonas in its mitochondri sl genome due to modifica-
tions in the genetic code that restricted further gene migration to
the nucleus (Nedelcu et al., 2000). Our work indicates that the S
obliguis form of the cax2? gene & much more widespread in green
algae being present in all studied members of Sphaeropleales and
Chaetophorales (see Table 1, “Scaedesmus-like”™ group ) Therefore,
modifications in the mitochondrial genetic code may have re-
stricted further migration of cax?a to the nuclews in these lineages
The rest of the dhlorophycean algse that we studied, members of
Chlamydomonadales, possess the “Chlarmy dom onas-like™ ar chitec-
ture, je, they exhibited split, nucleus-localized caxZa and cax2h
genes showing no traces of a2 genes in their mUDNA, s originally
described for O renhardnii and Polytamella sp. ( Pérez-Martinez
e al_ 2001)

of con? geve o @ne naBon, Sthar thnagh

We were unable to find any examples of chlorophyean algae
with intact mitochondrial cox2 genes Also, none had both @xZa
and cox2b in their mitochondrial genomes. Given the presence of
a nuclear @wx2h gene in all Chiorophycese, it is mast prabable that
the @x2h gene migrated to the nucleus very soon, on an evolution-
ary time scale, after the @2 gene fragmentation event The algae
that we included in this work may not represent the entire genetic
diversity of the cax? gene within Chlorophyceae, a5 some orders
were omitted from this study (eg. Oedogoniales and
Chaetopetidales).

The presence of introns in the nuclear genes of green algae is a
useful tool to determine phylogenetic relationships (Liss et al_
1997, Nozaki et al_, 2002). Nucleus-encoded @mx? and coxd genes
of C. reinhard i have been previously reported to contain splicess-
omal introns (Watanabe and Ohama, 2001 ; Pérer-Martinez et al
2002). This study revealed additional introns that interrupt nu-
cleus-localized split cox? genes of some chlorophycean algase The
spliceosomal nature of the identified introns indicates that intron
invasion postdated migration of mitochondrial genes 1o the nu-
cleus. The presence of similar introns in the same pasitions of
homalogous genes, further supparts their vertical inheritance.

42 Amaodel for the arigin of split mitachondrial coxd genes and their
independent migration o the nuclews

We have infegrated the data obvtained in this work into a model
for the evalutionary history of a2 genes among Chiorophy ceae
(Fig-3) We propose that the common ancestor of the chlorophy-
cean lineage contained an orthodox, intact mitochondrial cax?
gene, like all opisthokonts, embiyophytes and 25 observed for
many green algse (Fig 3a) A member of this ancestral populstion
underwent a DNA recomibvinat ion évent or aninsertion that divided
the ax2 gene in two regions (Fig. 3b). The sccumulstion of GC-rich
short repetitive sequences in the mitochondrial genome of algae
related 1o Chlamydomonas has led to fragmentation and scram-
bling of ribosomal-RNA coding regions and other gene rearmange-
ments (Nedelcw, 1997, Nedeleu and Lee, 1998) A similar
recombination event may have ciused cox? fragmentation. Alter-
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natively, aninsention that did not distrbthe viability and function
of the cormesponding C0XQ2 protein could have divided the original
cax gene in two regions. Insertions of several base pairs that di-
vide the gene in two regions equivalent to cox2a and cax2hb have
been reported in several Phaeophycese (brown algse) (Oudot-le
Secq et al, 2001, 2006) Subsequent partisl removal of a similar
insertion may have led to the physical separation of caxZa and
cax2h, that bear sequence remnants of the intrusive insertion in
their respective I and S'ends (Fig. 3¢) These remnant sequences
encode the unique C-terminal extension of COXGA and the N-ter-
minal extension of C0X2B of chlorophycean alga Ale rmatively,
the cox? lragments could have onginated from a recombination
event mediated by short repeated sequences (Fig. 3b) In this sce-
nario, the extensions could be remnants of the regions involved
in these gene rearrangements. Soon after the mitochondrial @2
gene split, the newly-formed coxZb gene migrated to the nuckeus
(Fig 3d) Insome descendants, the mitochondrial caxda gene also
relocated to the nucleus (Fig 3e) In these descendants wherne
migration of both amx2a and cox2h occurred, the remaining mito-
chondrial copy of the cax2a gene was inactivated and eventually
completely eliminated (Fig. 3e). The model assumes that for every
migration step, the mitochondrial and the nuclear @pies of the
gene coexisted, and both were functional for a limited time (not
shanwn in Fig 3 for the ke of simplicity | Once the @x2a and cax2b
genes relocated to separate nuckesr chromosomes, some of them
were invaded by type 2 splicesosomal introns (Fig 37 The model
s in sccordance with the existence of two main separate lineages
within present-day Chilorophyceae, sccording to the form of split
cax? gene they may contain: (i) the Senedesimus-like group (ob-
served in members of the orders Sphaeropleales and Chaetopha-
rales], in which the @mx2b gene migrated to the nucleus but the
caxZa gene was retained in the miIDNA, and (ii) the “Chlamydo-
manas-like™ group (observed in all members of Chilam

dales) that Lacks a cax? gene in iS5 miIDNA and exhibits distinct
nucles-loclized cax?a and ax2h genes_

43. The study of x2 gene distribution amang Chioraphyeae
provides new insights into the evolwionary history of this lineage

The phyluem Chlorophyta - 2 monophyletic linexge within Virid-
iplantse - has four major taxa: a paraphyletic grade denominated
Prasinophyceae (Nakayama et al, 1998, and three clades: Uwo-
phyceae, Trebowdophyoese and Chlorophycese (Lewis and
MoCourt, 2004; Prisschold and Lelise rr, 2007 ), whose rela tionshi ps
remain subject to debate (Bhattacharya and Medlin, 1998; Pom-
bert et al, 2004; Brouard et al, 2010) Traditionally, green algae
have been classified according to morphological (Fritsch, 1935
1945, Smith, 1950) and witrastructural features (Moestrup, 1978,
Mattox and Stewart, 1984; Stewart and Mattax, 1975) The advent
of molecular markers such a8 nuclesr-encoded fRNAS (Buchheim
et al, 1996, 2001; Booton et al_, 1998b; Prischold et al_ 2001 ; No-
zaki et al, 2003; Shoup and Lewis, 2003; Miller et al, 2004;
Alberghina et al, 2006; Prischold and Lelisert, 2007; Nakada
et al_ 2008;) the ribosomal cistron intemal transcribed spacers
(Fabry et al_, 1999, Keller et al, 2008 ), chloropl ast genes (Buchheim
et al, 1996; Turmel et al.. 2008; Brouard et al, 2010), and whale
plastid genomes (Nedelcu et al, 2000; Pombert et al, 2004; Brou-
ard et al_, 2010), corroborated much of the broad-scale witr astruc-
ture-based clasifiation, and provided resolution for groups of
algse with similsr ultrastructural festures (Lewis and MoCouwrt,
2004 ). The main challenge is that different molecular mar kers have
often provided different topological resolutions, so that & colwerent
view of the phylogenetic relationships among the chlorophycean
lineages is still emerging (Prischold et al, 2001; Shoup and Lewis,
2003, Nakada et al, 2004; Brouard et al, 2010).

The working clysift ation of Chlonoplyee se consists of five or-
ders: Chlammydo dales, S phaeropleales, Chaetophor ales, Chae-
topeltidales and Oedogoniales on the basis of the basal body
orientation of their matile cells (Booon et al, 1998a) Algae in
Chilanmyd dales and Sphaeropleales are largely biflagellate,
Cheetophorales and Chaetopeltidales are quadriflagellste, and
members of Dedogoniales have numerous flagella arranged in an
anterior fing Members of Chlamydomonadales exhibit a basal
bady clockwise configuration (OW), whereas members of Sphaero-
pleales and Chastopeltidales exhibit a directly opposed configura-
tion (DO), and Chaetophorales exhibit both configur ations, |some
species in the CW orientation and some in a DD configuration
(OKelly and Flowd, 1983)L Analysis of 185 fDNA (Nakayama
et al, 1996) indicate that Chlamydomonadales and Sphaerapleales
are monaphyletic divergent lineages while the phylogenetic rels-
tionships among Oedogoniales, Chastopeltidales and Chastopho-
rales (OCC clade) are poorly resolved. Analyses of chioroplast
genomes sugpest a division of Chlorophycese into two major
groups: the CS dade and the OCC clade (Shoup and Lewis, 2003;
Miiller et al, 2004; Turmel et al, 2008; Broward et al, 2010). The
diversity of cax? gene structure abserved in this work allows fur-
ther clarification of chlorophycean systematics by distinguishing
lineages that exhibit “Scemelesmus-like™ and “Chlamy dormonas-
like™ gene locations and organizations. The former comprises the
orders Sphasropleales and Chastophorales amd the latter com-
prises only Chlamydomonadales Given the previous phylogenstic
hypotheses from chloroplast genome data (eg, Turmel et al
2008; Brouard et al 2010) we present a hypothesis of a2 evolu-
tion in green algae (Fig- 4) In this hypothesis, the ancestral condi-
tion for green plants (Viridiplantae) is the onthodax cax2. In the
common ancestor of extant Chlorophycese there was a major
architectural change, the splitting of the cax? gene and subsequent
migration of the caxZh subunit to the nucleus. Further madification
of cax2b and the migration of coxda to the nucleus occurmed in the
common ancestor 1o extant Chlamydomonadales Given this phy-
logenetic hypothesis, we predict that members of the Chaetopel ti-
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dales and Oedogoniales will share the caxd ardhitecture found in
Chaetophorales, s members of theie orders are united into one
evolutionary lineage based on chioroplast genome information
Nevertheless, until maore information is obtained, we cannot dis-
card the possibility of an independent cax2a migration to the nu-
cleus in these lineages. Furthermare, when considering evolution
of the lagellar basal body orientation in these algse, the hypothesis
presented here indicates that the Chlamydomonadales is mare de-
rived, suppeorting the idea (Turmel et al, 2008, Brouard et al_ 2010)
that the DO basal body absolute ordentation is ancestral to the CW
form among algse prssessing biflagellste motile cells.

To date, the only infyrmation availsble on the @2 of Pedino-
phycese is the abience of this gene in the mitochondrial genome
of Pedinamonas minar (Turmel et al, 1999) Itis tempting to spec-
ulate that in this lineage cox2 also migrated to the mucleus as two
inde pendent genes, never theleds, the formal possibility exists that
it may have migrated a5 an intact entity, a8 in the ase of legumes
(Adams et al, 1999)

The arigin of Chiorophyce se may be traced back appracimately
600 million years ago, based on estimated divergence times cali-
brated with fssils (Herron et al_ 2009). The origin of this lineage
correlates with dramatic changes in the mitochondrial genome,
including a drastic reduction in its size due to migration of mito-
chondrial genes 1o the nucleus, genome linearization, and gene
fragmentation. These changes seem to be related to the loss of
atp genes from the mIDNA and 1o the appearance of mucleus-en-
coded atypical subunits in the mitochondrial ATP synthase (com-
plex V) (Cardal et al, 2005 Lapaile et al, 2010). In the
“Scenedesmus-like™ linexge, migration of mitochondrisl genes 1o
the nucleus was probably interrupted by dhanges in the mitochon-
drial genetic code (Nedelcu et al, 2000), while in the “Chlamydo-
monas-like™ lineage, gene migration to the nucleus continued
(ie., transfer of atps, atpl, a2, caxd, nad 3, and nad4dl genes] giving
rise 1o extremely gene-poor mitochondrial genomes. The distine-
tion of these groups is in accordance with an eardier suggestion
of the existence of three distinctive evolutionary pattems in green
algae (Turmel et al, 1999; Nedelcu et al, 2000): the “ancestral™
form (minimally derived) that would correspond to algse contain-
ing omhodax mitochondrial genes; a “reduced-derived pattern™
correspanding to the “Chlamy domonas-like™ group; and an “inter-
mediate™ pattern in the “Seemnades mis-like™ group.

The results obtained in this study allow for some general
assumptions and predictions: (i) All chlorophycean algae contain
split cox? genes_ (ii ) All chlorophycean algae contain nucles-local
ized cax2b genes_ (iii) The multicellular families Gondacae (Goniwn
and Astrephormene genus ) and Vohoaaeae( Wohox, Pandorina, Eudo-
ring and Pleodorina) have nucleus-localized split can genes (iv) All
nucleus-localized mxdn genes contain similar sequences encoding
large MT54 Indeed, if exceptions tothese predictions can be fund,
they will be extremely useful in determining the order of appear-
ance of the different clades of chlorophycean slgae Although not
fully explored in this work, but crucial if cax? i to be used a5
malecular marker, i information regarding its genetic varability.
Such data will be helpful inde termining phylogenetic relationships
on a finer scale (ie, among and within the members of the differ-
ent families or clades of chiorophycean algae).

Bventually, the increasing number of green algse nuclear
(hirp: (fgenome jgi- palor gf) and organellar genomes that are being
sequenced (Robbens et al, 2007, Merchant et al_ 2007; Waorden
et al_ 2009) will allow the reconstruction of 2 more colverent pic-
ture of the green algal phylogeny by comparative genamic studies_
(heep: [fwww.nchinlmonih govigenomes) (Fan and Lee, 2002;
Reyes-Prietoet al, 2006 ). In the meantime, we suggest that the dis-
tribution of the different forms of the @2 gene is 3 novel, powerful
malecular tool for distinguishing phylogenetic relationships
among Chiorophycese, because of its vertical inheri Lance, structure

(complete vs_ ragmented). location (mitochandson-encoded vi.
nucleus-encoded) and insertional events (intronless vs. intron-
Oontaining)
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events fom the mitochondrion © the nudeus, as well 23 10 gene acquisitions that
have taken place during The evoluBionany history of grean agas This review Douses
on the divenity obhened among the mitochondiia genomes of gereen algae that
have been sequenced This infosmation, dong with sevesl diioroplast genomes
and an evergrowing number of fully seguenced nudas genomes, will help us
eventually understand the il obscuse phyfogenetic rdationships among
grean dgae the Cod-lak befween ther organdlies (nudeus, chicvoplast and
mitochondda), and the genetic bads of the esraoedinary metabolic plasticity of
chiosophyTes.

5> v wmooucrion

According to the endosymbiotic theory, 2erobic arganisms originated
when an unknown organism, most prolably 2 protocukaryote or an archea,
intemalized an a-protechacteria (Martin & Miiller, 1998, Poole & Penny,
2006; Sagan, 1967). Some descendants of this lineage underwent 2 second
endosymbiotic event and imernalized 2 cyancbacteria The resulting
omganisms were able to respire and to pedform oxygenic photosynthesis
(Sagan, 1967). Taonomically, photesynthetic eukaryotes are currently
phoed under the group Archacplistida, which k divided into the lincages
Glaucoplyta, Rhodophyta (i.e. red 2lgee) and Chlomopladds (ie. green
algae and land plints) (Rodriguez-Ezpeleta & al, 2005). Green algae and
land plants comprise the Viridiplante kingdom. Green algze, whose main
maorphological and biochemical clamaeritcs are double-membrmne
chloroplas that contin the photosynthetic pigments chlomophylk 4 and &
and the accessory pigments carotenoids and xanthophylls (Melkonian, 1990),

have been asigned the phylum Chlorophyta.

1.1. Habitats

Green algae are found worldwide in 2 broad range of habits. Most of them
are free-living aquatic organiamg that inhabit fresh, bradkish or salt waters
(Margullis & al, 1990). However, others are epiphytic (Linge & Bidel,
2010), epizoic (Garbary, Bourquea, Herman, & McNail, 2007), passitic (de
Kaoning & Keeling, 2006) or endosymbiotic of fungi, protozoans (Nihihara
etal, 1998) or animals (Kerney et al, 2011; Lewi & Mudler-Parker, 2004).
Some are able to withstand extreme environments such 2 snow (Maosser,
Masser, & Brock, 1977), desert (Cardan, Gy, & Lewis, 2008), or halites
(Lowerstein, Schubert, & Timofeeff, 201 1), becanse they can endure long
periods of desiccation. A number of green soil algae have been shown to
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survive 35 years of desiccation under laboratory conditions (Trainor &
Ghdych, 1995), or even of millions of yeas suspended in halites [Low-
enstein et al, 2011). The ability to inlabit this wide army of niches suggests
that green algae have an undedying mewbalic phsticity that must be
reflected at the genomic level.

1.2, Taxonomy

Green algae toonomy has been widely disputed since they were described
by Linneo in 1753 (Moestrup, 2006). The conundrum lies within the grex
diverity of their morphalogical, ulmstrucuml and malecular charceritics
(Lewis & McCourt, 2004; Proschold, 2001). Nonetheless, it is widdy
accepted that the phylum Chlorophyta encompasses four nain groups or
clases designated 23 Prsinophyceae (Tunnel, Lemieux, et al, 1999), Tre-
bowciophycese, Ulvophycese and Chlomophycae (Lewi & McCoun,
2004; Nakayama & o, 1998; van den Hodk, Mann, & Jahns, 1995),
Phylogenetic smdies have shown the group Prsinophycese to be para-
phyletic, while the group Trebouxiophyceae is sister to the groups Ulvo-
phyceae and Chlorophyceae (Pombert, Onis, Lemiew, & Turmel, M, 2004,
Prischold & Leliaert, 2007). A fifth group, designated Pedinophyceae, ha
been proposed, however is dass statns remaing controversial (Lewis &
McCourt, 2004). Amlysis of the stuctural genomic features and phyloge-
netic aralysis of chloroplast sequence dawa has hdped uniangle the evolu-
tionary rehtionships batween Chlorophycese (Browand, Otis, Lemicux, &
Turmel, 2010).

S) 2. CHLOROPHYTE GENOMES OVERVIEW

Although genomis is an emerging discipline within green algae
phycology, it has been shown to be a powerful toal for single-gene and
whole-genome amlyses from an evolutionary perspective. Green algae or
chlorophytes contain three genomes: nuclear, chloroplast and mitochondrial
(Table 8.1). Nudear and chloroplast genomes are addressed briefly; the focus
of this work & mitochondrial genomes.

2.1. Nuclear

The fist chlorophyte genome to be fully sequenced and annotated was
Chabrydomonas rinhardtd (Chlorophyceae) (Merchant et af., 2007). C. rein-
hardtii is considered 2 model eukaryotic omganiam because of is short
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genemtion time, sexwal and xexual eproducton, unicellular and haploid
nature, eagy genetic manipubtion (i.e. i three genomes are subject to
spedific ransformation), and metabolic plasticity (i.e. heterotmoph and
faculuarive antctroph; aerobe and fculttive anaerobe) (Funes, Franzén, &
Gonzdlez-Halphen, 2007; Grosman et al, 2003). Genome analysis revealed
that the nudear genome of C. ranhardtii comsis of 127 Mb distributed in 17
chromeosomes. Proteomic amalysk revealed that 5086 of the encoded proteing
are homologous to their counterpans in other eukaryotes, such = humans
and Arabidepsis thaliana OFf these proteins 10% are related to flagellar and
basal body ulmastructures (cilia and centrioles), and 26% are axociated with
photosynthesis (thybkoid biogenesis and pigment biosynthesis) (Ateia et al,,
2009; Merchant et al,, 2007; Rolland et al, 2009). Recenty, the genome of
Volw careri (Chlorophyceae) has been completed (Prochnik et al., 2010},
however, it is still being asembled V. artend belongs to a family of muld-
cellubar algae (Volvocales) and this corstitues 3 maodel for smdying the
tensition from unicellulanity to multicellubidty (Hemron, Hackett, Aylward,
& Michod, 2009). The nuclear genome of V. aoted comsies of 138 Mb
distributed in 14 chromosomes. A preliminary analysis suggess the presence
of a large number of proteins involved in cell oycle regubtion: the cydins,
V. carteri contains five types of D oycling C. reinhardti only has three
orthalogues. The larger number of cydin probably constituted a key factor
in the appearance of proceses related to cellubr prolifemstion (Prochnik
et al, 2010).

Phytoplankton i responsible for fixing 50-60% of the COs inthe planet.
It indudes cyanobacteria and eukaryotic microalgse, mainly seveml
membess of the chs Prsinophycese. Three species from the genus
Ostrescocons have been described based mainly on the depth of the ocean that
they inhabit and this, on the amount oflight they receive: O. buimarinus, O.
tauri (Palenik, 2007) and Cspeocosans sp (Robbens & o, 2007). Analysis of
these sequenced genomes has provided important imsights into adaptation
and speciation processes. Fise, it was noted that O. tun and O ucimarims
have a different genome size and chromosome number: 12,6 Mb and 20
chromaomes, and 13.2 Mb and 21 chromosomes, respectively (the genome
of Ostreacocais sp. has not yet been annoated). Despite the different chro-
maosome numbes, 18 of them share similar gene content and order. Second,
regarding gene content, the following observations were made. Both species
have (1) lost genes that encode transcription factos and proteins rebited 1o
the cell wall and fagella biosynthesis; (2) contain fused genes that are
involved in pigment biogynthesis and nitrate metaboliam; (3) contain
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2 unique mehylaion/demethylation system (e, lacteril methyl-
transferases fused to 2 chromatin domain) potentially involved in exogenous
DNA detection. Third, O huimanimu encodes a large number of selenium
proteirs that lave been suggested to ke pan in essential metal meabolism
(Palenik, 2007). Other prasinophycean algae whose nuclear genomes have
been sequenced are Micomonas sp. and Micromonas pusille. These species are
% identical; the main difference relies on the presence or alwence of
different ribeswitches, repetitive elements and transporters (Worden ef o,
2009).

Chiorells members can be either free living or endosymbionts. Thus, the
genomes of Chaomyxa sp. and Chivellssp. (Trebouxiophyceae) will provide
impomant insights into the differences between free-living and endosym-
biotic green algae, respeatively (DOE Joint Genome Institute, huup:/Swww.
Jgidoegovs). Futthemmore, the genus Chlorella hosts a family of double-
stranded DNA freshwater viruses that infea approximately 20% of (hlorella
populstions. These viruses phy a significant rale in global crbon and
nitogen cydes (Van Enen & Dunigan, 2012),

2.2, Chloroplast

At present, 22 chloroplast genomes of green algae have heen sequenced
(Tahle 8.1). These genomes have been dassified acconding to the organi-
zation of the gene and the diredtion in which they are marseribed They are
divided into four regiom: two invenad palindromic sequences that encode
RNAs; and two regions, one short and one lage, that conmin single copy
genes designated 2 SSC (amall single copy) and LSC (lage single copy).
The average configuration is a quadripartite structure in which the
inverted palindromic repeats are separated by the SSC and ISC regions; and
the genes encoding the AAUNAs are transeribed in the SSC direction. This
gene-pattitioning pattem is similar to that of dhlomplst genomes of hind
phns (Turmel, Otis, & Lemiewe, 1999). Memben of the Prasinophyceae,
Pedinophyceae and Trebouxiophycese chses have this configumton
(Belanger et al., 2006; Tumnel, Ous, & o, 2009). The exception & the
chloroplst genome of C. wilgaris (Trebouxiophyceae), which presents
a tripantite structure that lacks the inverted palindromic repeas (Belanger et
al., 2006). In members of the Ulvoplyceae dass, the quadripartite structure
is conserved; however, the encoded M NA genes are transcribed in the
oppsite direction (Pombernt, Ok, Lemiewx, & Turmel, 2005, Pombert,
Lemieux, & Tumel, 2006). Chloroplast genomes within the cla
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Chlorophyceae reveal grea seructural diversity. For example, the chloroplast
genome of Stgeadomium helvetioum lacks the inverted mlindromic repeats
(Belanger ef al, 2006); and 8. obliguus, C. remhardti and Qedopon dim cardinom
contain unique regions of single copy genes of similr length bur with
variable gene content (Browmand, Ous, Lemiewx, & Tumnel, 2008; de
Cambiire, Ouis, Lemieux, & Turmel, 2006; Maul et al., 2002).

2.3. Mitochondrial

Mitochondrial genomes are usmlly compact and contxin 2 limited set of
genes encoding proteins reated to oxidative phosphoryltion (OXPHOS)
(Le. complexes I-V), (RNAs and fRNAs (Gray, Bumger, & Lang, 1999),
A total of 16 mitochandrial green algal genomes have been fully sequenced
and annotated (Table 8.2). According to their gene content they have been

Table B2 Gene content of completely sequenced chiomphycean mitochondrial
genomes

[ u T Pe c
Gene No Ot Msp Pp Ov Pa Csp Pw Pm So Ds Ce O Pe
OXPHOS madf + + +% + + + + + + + + + + +
mad2 + + + + + £+ + + + + £+ £
madi + + + + + + + + + = - - - -

madd + + + + + £+ + + + + + o+
maddl. + +7 + £ + £+ o+ - = = =

mad5 + + + + + + + + + + + + + o+

madd + + +7 + £ + + + + o+ o+ o+ o+ o+

mad] + + + - + + + + + - - - - -

madd + + + - + - + + - - - - - -
madl) + + = — — — = — — — — — — -

wh + F 4+ + + 2+ + o+ o+ o+ o+ o+

wxi + £+ + + £+ + + + + + + +

e + + + + + F+ o+ - - - - -
oxd + + + + +F F + - 2 - - = -

apl + + - -+ + + + - - - - - -

ad + ++H ++++ + - = === =

apé + £ £ O+ + £+ + + 2 - - - -

apf + £+ £+ 2+ 2+ - - - - -
ap¥ + £ + + + ++ + - F - - - -
Ribosome mlf + + + — — + + + — — — — — -
wE + + + - -+ - + - = == - =
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Table 82 Gene content of completely sequenced chlorophycean mitochandrial
gemmes—eont'd

P u T Pe c
Gene Mo Ot Msp Pp Ov Pa Csp Pw Pm S0 Ds Ce O Fe
pld + + + - — — — - — — — - — -
pllf + + + — + + + + = - — - - =
p2 + + + - £+ - - = - = -
D I T T
pd £+ + -+ + - - - - - =
A e T
P £+ + - - - - - - - - - - -
mi) + + + — — + + + = - = = - -
psll + + + - + £+ - + - - - - - =
Wl + + + + + + + + - - = = - =
mii + + + — + + + + - - - = - -
mld + + + — + + + + - - - - -
i F P = EEFE BE =S E S S =
HNAs ml + - - =+ o+ - & - R
Mmoo+ - = =+ 4+ -+ + + =+ o
ol -+ & - - - - - - - - - - -
m o+ = = = 4+ =+ + = = + = +F4
m + F - - - - - - - - - - -
Total tRNAs % 2% M 16245 B XTI I OF
“Daplhcstcd gones.

o e
Genecontent of each gene wa darned (xmn GenBank g/ Swww nchi nbm nih gow' genoma/
Gemomesimm p g asid =330 gt gpeme ). Usiigae peatsing 1 crch gencome Sat s nsther
ONPHOS norrib § e wes cxchaled B, Paimphyeear; U, Ulrepljocar; T, Tarhowriophperar,

Pe, Podinaphyean. €, Chlasphyae No, Nephsowlnis abvares; O, 0 iari; P, Fratotl
ickekeordi; Mip, Ma w; Pp, Fy F E, Ow, (4 ielbpds sieidin, Pa, Pacwdond.
damive akisdum, Oip, Cavom s . Pm, Pedinomons minar, S, Sorsa, ablipass; Dh, Damalicl
s Co, Chlamydsmoms sopamdar; Cz, Chlomydomos scinbsdii; Pe, Palptomels

chsified into ancestral, reduced and intermediate (Nedelou, Lee, Lemicux,
Gray, & Burger, 2000; Turmel, Lemieux et of., 1999 (Fg. 5.1).

Ancestral genomes are between 44 and 95 kb in size and contain genes
that encode OXPHOS proteirs, the complete set of tRNAs, and rRNAs
(Medelcu et i, 2000). The latter are located continuously in the mito-
chondrial genome and seem to be evolving much faster than their nuclear
counterparts (Popescu & Lee, 2007). The genomes of the prainophycean
(Turmel, Lemicux et ., 1999), uvophycean (Pombert et al, 2004) and
trebowxiophycean (Pombert & Keeling, 2010; Wolf, Plnte, Lang, Kiick, &
Burger, 1994) algae belong to this group.
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Reduced genomes are between 12 and 28 kb insize and contain genes
that encode some OXPHOS proteing, an incomplete set of tRMNAs, and
some A MNAs, The mising (RNAs must therefore be imported Fom the
cytosol into mitochondria, probably through 2 mechanism similar to that
used by plans (Rubio & Hopper, 2011; Salins, Duchéne, & Maréchal-
Drmouard, 2008, Sieber, Phddo, El Famuk-Ameqmne, Duchéne, &
Matéchal-Drouard, 2011). The ribcsamal RNAs may be fragmented and
are located intenmittently in the mitochondrial genome. The genomes of the
chlorophyccan and pedinoplyoean algae baong to this group (Tumnel,
Lemieux & al, 1999).

The mitochonddal genomes of P. prowssold (Prasinophyceae) and
8. obliguus ((hlorophyceae) share clamaeristics of both rypes of genomes.
P. provasolii has 24 kb, like the reduced type. However, is gene content and
organization (except for the fRNA genes) resemble that of the ancestral type
genomes (Turmd, Otis, & Lemieux, 2010). The genome of S. obliguus is
larger, with 43 kb, in the range of the ancestral genomes. Nonetheles, its
gene content and amangement is similar to tha of reduced genomes
(Nedelcu a o, 2000).

Many green algae we the chlorophycean mitochonddal genetic code
(The Genetic Codes-NCBI; hup: /S www.ncbi.nlm.nib.gov /T aonomy
Utils/wprinigc.cg), although others have deviant mitochondrial genetic
codes (Hayashi-khimar, Ohama, Kawatsu, Nakamura, & Osawa, 1996).
Three chlormophytes use an alternate genetic code for certain amino acids: in
Pafinomons miner (Pedinophyceae) the stop codon TGA codes tryptophan
(Tumnel, Lemiewx & af, 1999); in S. obliguws (Chlorophyoese) the stop
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codon TAG codes leucine and the triplet TCA codes astop codon (Nedelou
etal, 2000); and in P. provasolii (Prasinophyceae) the stop codon TGA codes
ryptophan, and the sanderd leucine codons TTA and TTG code stop
codors (Turmel et al., 2010).

2.4, Mitochondrial Genetics and Mitochondrial Mutants

Transmision of the mitochondrial gename has been studied in C. relnhardtil
The pioncer wark of Boynton, Harrds, Burdkhar, Lameson, and Gillham
(1987) demomuated that sexual zygotes transmit chloroplast and mito-
chondrial DNA from their opposite mating type, mitochondrial DNA being
inherited fram the mt™ parent and chlorophst DNA from the mi™ parent.
The fate of mitochondral DNA wa amlysed in zygotes and during
maturation of the zygospore (Beckers, Munaut, Minet, & Matagne, 1991).
The mitochondrial DNA of mt* ofigin is slowly degraded during zygote
maturation and light is required for total elimination of mt* mitochandrial
DNA in the zygmpores. Contrary to the siuation found for chlomplasts
where DNA from mi™ arigin is methylited and mansmitted to the progeny
(Umen & Goodenough, 2001), no methylation of mitochondrial DINA
could be detected. These resuls were further confimmed by Nalkamura's
group who comdated the transmission of mt™ mitochondrial DNA o
2 selective elimination of m™ mitochondrial nudeoids after zygote forma-
tion (Aoyann, Hagiwara Misumi Koroiwa, & Nakamuor, 2006, Maka-
mura, 2010; Nakamura, Aoyama, & Van Woesik, 2003).

The first mitechondrzl mutants in C. reinkard i have been isolted and
described by Matagne, Michel-Walwernz, Munaut, Duyckaens, and Sluse
(19879). These mutants exhibit a terminal deletion of their mitochondrial
genome including the wh gene. Phenotypically, they are unable to grow in
heterotrophic conditions (dark + acetate) contrary to the wild-type strin
becanse they bick the respimatory complex I, Thae mutants were called
dum for dark uniparental ransmision by the mt™ parent. Other dum mutants
have since been isolated bused on their imbility to grow in the dark. They
exhibit either long deletions induding several genes (such = wb, nadd and
nad3) or fmeshift muttions in the nad 7, nad5 or nadé genes (Colin et o,
1995; Domho et al,, 1992, Duby & Mawgne, 1999). Myxothizzol-resistant
mutants with sulstitutions in the wb gene lave ako been chamcterized
(Bennoun, Delosme, & Kick, 1991). C. reimhardfii & also the only green
omganism in which mitochonddal transformation & posible (Randolph-
Anderson & al, 1993; Remade, Candal, Coosemans, Gaisne, & Bonndoy,
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2006; Yamasuaki Kurokswa, Wawmnabe, Thouta, & Ohama 2005). This
technique has been wed recenty to recaonstruct 2 human mitochondrial
complex [ muation in the mitochondrial genome of this alga (Lamsa,
Cooserars, Motte, Bonnefoy, & Remacle, 2012). Since huran mito-
chondrial murations are often difficult to study, this system could represent
an attractive toal to study the fundamental efiécts of hunan mitochondrial
complex [ mutations (Barbieri et al, 2011). This & of spedial interest becawse
the other omganism in which mitochondrial tarfornation is fesible, the
yeast Sachaompes ceviie (Bonnefoy, Remacle, & Fox, 2007), lacks
complex L

g) 3. MITOCHONDRIAL GENOME EVOLUTION

The number of completely sequenced green algae mitochondrial
genomes & expanding mpidly, Comparmtive studies have revealed a great
divesity in mitochondsial genome structure, organization and gene content.

3.1. Structure

Most mitochondrial genomes have different molecular strucures (Table
B.1), although in most cases they are circular. However, € reinhardtii
(Boer & Gray, 1988; Michaels, Vihrenholz, & Pratie, 1990; Vahrenhol,
Riemen, Pratje, Dujon, & Michaelis, 1993), V. atreri (Smith & Lee, 2009)
and agae from the genus Polytomells (Mallet & Lee, 2006), all chlor-
ophycean, have a lincar structure, Furthemmore, ¥, arien (Smith & Lee,
200%) and membes of the Polytom el genus (Mallet & Lee, 2006) have more
than one chromosome. Structural differences within the same genws have
ako been described For example, the mitochondrial genome of Polytomela
atpuana consists of a single linear chromosome 12 kb in length. In contras,
the genomes of Polytemdls pmu and Polytemells sp. consist of two linear
chromesomes each: 135 kb and 3.5kb, and 13 kb and 3 kb, respectivey
(Mallet & Lee, 2006; Smith, Hua et ., 2010),

Telomeric sequences lave been described 2t the ends of linear
chromosomes  of  chlorophycean  mitochondrial  genomes.  These
sequences consist of single-stmnded inverted repeas of appmximarey
580 bp (Fan & Lee, 2002). [t has been suggested that elomeric sequences,
as well a3 short intergenic repeats that are present throughout the
mitochondrial genomes of green algae, act as substrates for recombirmation
events (Nedelcu & Lee, 1998). For example, Smith and Lee (2008) used
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2 segment of an inverted repear located within the intergenic region of
the genes nadé and wh of P. apuama (one linear chromosome) to
hypothetically recombine it with the homaologous repears located within
the telomeric regions. As a2 result two producs, similar w both linear
chromesomes of P. panvg, were inferred. Therefore, inverted interspersed
repeats may be the consequence of the corresponding insertion or
deetion events (Nedelen & Lee, 1998). Shon repeass have been
deseribed in all members of the chlomphycean clas; nonetheles, their
abundance within each genome vades. Mitochonddal genomes of the
ancestral type are rich in A 4+ T regions with a length between 6 and
17 bp; the reduced type are fich in G + C regions with a length between
9 and 14 bp (Nedelou & Lee, 1998).

3.2. Organization

Gene content is difierent among mitochondrial genomes of chlorophytes
(Table 8.2). Focwsing exclusively on OXPHOS protein coding genes, we
have identified contiguous amangements of three or more consecutive genes
(Table 8.3). Usually, gene order (Le. synteny) is praserved among phylo-
genetically redated omganims, and thus may constitute 2 molecular tool for
msessing evolutiomary mlationships among green algae (Tamames, 2001).
However, as shown in Table 83, gene order among chlorophycean algae is
highly variable, even amaong members of the same class.

The first two armngements were present only in prsinophycean algae.
Micromonas sp. and O, wur present the amangement [(agp%)-nad7-nad3,
where the gene arp? is located in the complement stmand. Mioromonas sp.,
N. olivacea and O, tauri present the armngement o 2-cox3-{nad2)- (nad 4)-
(nad5) where the nad genes are located in the complement strand In
N. obivacar, the nad genes are oriented in the opposite direction and are
located in the coding strand (i.e. o Z-cox 3-nad 5-nad #-nad 7). Futhemore,
P. prowasolis presents the wx3-nadS-nad 4 nad 2 arrangement. The contiguous
nadi-nadd-nad? genes ae chamcteristic of eubacterial mitochondrial
genomes (Lang & al, 1997). This agrees with the faa that the Praino-
phyceae comstnge the eadiest divergent class within green algae (Tummel,
Lemieux & af, 1999). The amangement (nad4L)}agpl-nadl & found in
P. akinetum (Ulvophyceae) and P. widkerhuomii  (Trebowcioplyceac).
Nonetheless, in the later, all the genes are located in the coding strand
P. apuana (Chlorophyoeae) and P. mimer (Pedinophycead) present the
arrangement ool -nad 4 nad 2,
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Table 83 OXPHOS Gene arrangements in chlorophycean mitochonddal genomes

Class Taxa Gene order
P Micramonas . fab)-frad 6 b apé™- nad I+ fox 7*)-faps)-
(atp).rd 1{atp8)-mad7-mad 3.
frad)-atp®-atp <o - fuad1°)-{ap )
15« o Foe x F ot 2 e = freadd 5)
Ostewomarus Lawri eab”- fnad)-{agp &) nad 60 x 2-cox 3 =(mad 2=
uadj-{nad ) )-(ax °)-farp
fatp&” ) rad 417 ){a tp® j-nad7-nad 3-
fatp 1 )-{rad 9} nad 41" -atpl* -atp4"cox I*
Neplrosdmis olivaza {mb)-fnad 3} frad 7). fagp 1} fatpé ) -nadbi-cox2-
cox F=nad 5 —nad d- nad -atp9-feox 1)
frad®). (mad 10)-nad #Ls atp8- atp 4-fnad 1)
Prenomenes provasali ccb-mad 3-atp 4-atp 8-agp b-nad4L-nad { cox2-
ax 1-atp¥-cox J=nad 5= nad fenad2 -nadé
u Olermannciellopeis vindic feob)-fag 4 fnad & pradd ). (nad7)-fap¥) nadd.
frad3)-fmad 7 fatp9)-fagp 1 mad 2-nad -
nad4L-atpfiatplcox Tcox2ocox 3 mad 1.
nadf- mad 4
Peevdend od anitem feob)-fnad ) (mad 6l j-atp l-nadl -nadS-cox2-
als nenem feox 1) fradé)-nad3-atp8-nad 2. fox 3)-
fatp4)-{atpé)-(mad7)
T Coccomyxa cabemad 5-nad 7-nad2-nad4l-cox f-ap 1-nad1-
nad4.mx2cox3-atpé
Pratothera wickerhamii {b)-fagp &) (nad3)-nadé-nadé L-atp1-nadi -
nad2. fox1)-(mad4)- fradS}-(nad T} fox 3)-
fax2) fapt)-(nal9)
L 1 Scenedeanus obbiguus cab- agp¥-ox 2-nad5- nad 4L nad 3-ax 3-nad 1-
fatpé)-nad2-cox 1-nad4-nadé
Chlamydomaonas cab-ax {-nad 1. nad 5-nadé-nad4-nad?
arpame s
Chlampdomanas {@h)-{nad 4 frad5)-cox T-nad2-madfi-mad 1
reinfand 6i
Inmaliela safing cob- mad f-nad S-nad{ -nad4-cox 1-nad?
Polyromella capuana (@b}-cox T-mad $-nad2-nad5-nad - fradé)
Pe Pedinomonas minar ccb-atp8-nad S-atp -nad4L~coc 1+ nad $-nad 2-

nad{-nad f-nad ¥
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3.3. Gene Dynamics

3.3.1. Gene transfer to the nucleus

Mitochondrial genomes are highly dynamic; they can modify, eliminate or
rearrange their genetic material (Gray et ai., 1999). Afier the first endo-
symbiosis event, a massive gene transfer from the mitochondrial genome to
the nuclear genome ensued, which increased the complexity of the nuclear
genome and reduced the gene content in mitochondrial genomes (Gray
et dl., 1999). When relocated to the nudear genome, mitochondrial genes
are wsually transferred as a single entity (Adams et o, 1999, Pérez-Maninez
et al, 2002). However, nudear reocation = split genes has been repored
(Adams, Ong, & Palmer, 2001; Fune et o, 2002; Gawryluk & Gray, 2009,
Gawryluk & Grmy, 201(; Pérez-Martinez et of., 2001).

Only two genes are univemsally located in the mitochondrial genome:
arx 1 and cob, encoding subunitT of cytochrome coxidase and cytochrome b,
respeaively. In those omganisms that contain the whole set of respirstory
complexes IV, the genes nad 1, nad2, nad4 and nad 5 are ako always present
in the mitochondrizl genome, The main characteristic of these mitochon-
drz-encoded proteins is that they exhibit 2 high hydrophobic profie (ie.
they contin from § w 16 mmsmembrane stretches) (Adans & Palmer,
2003). The vast majority of eukaryotic organisms also carry the following
genes in their mitochondrial genomes: ax 2, wx3, nad3, nad4l, apé, and
atp8. Severl of these genes have migrated to the muclens in some lineages of
chlorophycean algae. In C. ranhardtii, Polytomdls sp. and 8. obliquus
(Chlorophyceae), the mitochondsial gene cx2 is split into two genes: wx2a
and cox Zh, The cox Za and coxeZh genes encode a polypeptide that corresponds
o2 partion of 2 heterodimeric COX 2subunit; the amino—terminal halfand
the carboxy-temminal lalf, respectively (Pérez-Martinez et ai., 2001). In C.
rein huarddii and Polytomels sp. both genes are located in the nuclear genome
(Pérez-Maninezet al, 2001) but in S. ebliquus only the gene wx2b & located
in the nudear genome, and the gene axZa remains in the mitochondrial
genome (Funes & af, 2002). Mo recently, the dewibution of intact and
split ax? gene sequences was amlysed in several alpae pertining w the
phylum Chlomphyta. The algse in dxses Prainophycese, Ulvophyceae,
and Trebouxiophyceae all conmin orthodox, intct mitochondrisl ax?
genes. In contrast, all the algae in Chlorophycese that were examined
exhibited split cwx2 genes and were separated into two groups: Senedesmis-
like algae that have a mitochondrion-localized xZa gene and a nudews-
localized awxcZbgene, and Chlom ydymonas-like algae that have both axZaand
ax b genes in the nudews (Rlodrigues-Salines ef al, in pres).
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The cx3 gene, encoding subunit [T ofcytochmome ¢ axidase, abo migrated
tothe nucleus in some lineages within Chlomphycese, This geneis presentin
the mitochondrial genome of prasinophytes, ulvophytes, rebowdophytes and
some chlorophytes (Table 8.2). However, it B absent in the mitochondrial
DMA of the chlorophycean algae D. saling, C. ebmgatum, C. reinfurdei,
P_apuanaand in the pedinoplycean P. minor. In these algae, the cox3 gene may
have migrted to the nuclear genome 2 2 single entity. This has been
demonstratedin the cse of Polysmdis sp, C. remhardtd and V. cartent (Pérez-
Martinez et al., 2000; Pérez-Martinez & al, 2002; Prachnik et al, 2010).

Another OXPHOS enzymatic complex that presents subunis of combined
orgin (i.e. mitochonddon- and mudew-encodad) is NADH:ubiguinone
oxidoreductse (complex T). This is the brgest and the most intricate ereyme of
the mitochondrial respiratory chain (Efremov & Sazanow, 2011). It is
2 membrane-bound ssembly of approsdmately 4243 subunits in C. reinfuardo'i
(Cardol et al, 2004). In green algae, genes nad, nad 2, nad 4, nad5, and nad 6 are
present inall the mitochonddial genomes that have beensequenced (Table§ 2).
In contrast, the genes nmadd and nad4L are absent in several chlomophycean
mitochondrial genomes, except in 5. obliguus; these genes, which encode
subunits essential for the function and ssembly of complex T, ako migrated o
the nucleis in some algal lineages (Cardol e al., 2006) (Table 8.2).

F1Fo~ATP synthase (complex V) subunits are encoded by afp genes. In
chlorophytes, the genes atpl, 4, 6, §and 8 which encode subunits o, by, 4,
A6L and ¢ respectivaly, are typically located in the mitochondrial genome
(Table 8.2). Mevertheless, the genes atpé and ap& are mising from the
mitochonddal genomes of several chlomphycean algae. In C. rnhardtil and
Polytomella sp., the gene atpé migrated to the nudews, while a8 seems to
have been lost. Therefore, these algae do not encode a single afp gene in
their mitochondrdal genome, an exceptional simation that differs from 211
other mitochondria-bearing eukaryotes. Note that the subunit composition
of the chlorophycean mitochondrial ATP synthase & arypical. Opisthokonts
and plants contain an orthodox ATP synthase composed of 14-15 comerved
subunits that 2semble into 2 rotor contining subunits y, §, £, ¢y, 2 cxtalytic
domain formed by three o subunis and three B subunis, and a pedpherl
stator composed of subunis 2, AL, ¢ £, g, bz, OSCP and F6 (Walker and
Dickson, 2006). Nonethdes, biochemical and computationa] amalyses have
revealed that the ATP synthase of the chlorophycean algae C. reinhardtii,
Polytomella sp. and V. carted lack several of the genes encoding the subunits of
the perpheral arm of the enzyme, which exhibits an atypical composition
(Cardal et al, 2005; Van Lis, Mendoza-Hernindez, Grath, & Aneia, 2007).

106



204 Himbeth Rodiguer-Salnas o al

Iz comtituents are nudew-encoded subunits, which have been named
Asal-9 for ATP synthase-msociated proteing (Cano-Esmada ef o, 2010,
Vizquez-Acevedo et al, 2006). However, their evolutionary origin remains
olscure, and w date, few homologues have been identified cuside the
chlomophycean lineage (Lapaille o al, 2010).

332. Transfer of other DNA elements

The mitochondrial genome of Vabrox crien is highly enriched with short
palindromic sequences. It hes been proposed dut the original palindromic
element fisst appeared in 2 mitochondrdal intron, afterwands spreading w the
chloroplast genome and eventually to the nudear genome (Smith & Lee, 2009).
The mitochondrial genome of Dunalidls saling, 2 well 2 is platid genome, has
extremely high intron and intergenic DNA dersities (Smith et o, 2010).

33.3. Recent gene acquisitions

The gene rilws identified in the mitochondrial genome of C renhardti and
was found to be related 1o the reverse transcriptase-like pan of some fungal
mitochonddal introns and plamids (Boer & Gray, 1988). Although the
evolutiomary orgin of the RTL protein (Le. retm tarcriptse-like) is
unknown, this gene hax been described exdsively in the mitochondrial
genomes of C. reinharddi (Lang et o, 1997) and Chlom pdomonas smithi
(Kmoymann & Zewsche, 1998). In contrast o the rest of the mitochondrial
encoded proteirs, the T nudeotide frequency in the thind position is low,
suggesting it was recently acquired (Boer & Gry, 1988). We have con-
ducted 2 BLAST analyses wsing the rf gene of C. reinkarddi (NP_042571).
The resulis reveal that a gene that shares 72% identiry is present in Chis-
mtydomongs incerts (ABCOR218), and intriguingly, that 2 gene that shares 22%
of identity is present in the chloroplast genome of 5. obliguus (YP_636002),
Furthemore, the identity shared berween the identified genes and the active
site of the RTL of C, reinhardtii is 54%. The rd gene seems to be absent from
the rest of the sequenced gren algae genomes (Rodriguez-Salims &
Gonzilez-Halphen, 2009).

§ 4. COMPARATIVE GENOMICS AND ACQUISITION
OF NEW METABOLIC CAPABILITIES

Studying and comparing genome structure and function will help us to
undesstand how evolutionary forces act on genomes; and thus will shed light
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on green algse adaptive dynamics. However, this field is sill in is infancy
due o the scarce number of sequenced genomes. An immediate application
of comparative genomic indudes phylogenetic analysis (Le. the moon-
struction of gene tamfer events from one genemtion to another). These
amlyses will provide a more solid and rdiable reconstruction of the events
that led to present-day green algal genomes.

Ako, the niches inhabited by chlomphytes are either constantly changing
or represent extreme envimmments. The ability of these algse to adapt to
new environmental conditions is just beginning to be studied (Carrera-
Maninez Mateos-Sanz, Lopez-Rods, & Costs, 2011; Colling, 2011, Li,
Lu, Xue, & Xie, 2010), Funhermore, the following genomic chamcreristics,
which have been described in some chlorophytes, may hep shed light on
the subject.

4.1. Ancestral Organelle Genomes as Evidence of Green
Plant Evelution

Green algae and bind plints comprise the Viddiphnwoe kingdom, which
comsits of two phyla: Chlorophyta (green algae) and Smeprophyta (char-
oplyte algae and bind plans). A link berween both groups has been
perceived by taxonomiss for centuries (Lewis & McCoun, 2004). The
identity of the unicellubir flagellate ancestor remaing unknown. Through
chloroplist genome comparkon, it has been estimated thar 470 MY A the bat
common ancestor to both phyla ransitoned from an aquatic to a land
habitat, thus resulting in the land phm ancestor (Lemiews, Ous, & Tumnel,
2000, Lewis & McCourt, 2004; Turmel, Otis, & Lemiewc, 2006). This
hypothesis has been further supponed by single-gene phylogenetic analyss,
which suggests that the kst common ancestor bedonged to the group of
present-day charophyte algae (Tumel, Otis, & Lemicux, 2003). In addition,
these studies indicate that chloroplast genome architecture has been
extremely well conserved (Lemicux o al, 2000, Turmd et o, 2006).
Comparison of chlorophycean mitochondrial genomes accompanied by
phylogenetic smdies are in agreement with the monophyly and eardy
divergence of the Prsinophyceas chss. Tris believed that this group containg
the most primitive forms of green algae (Bullerwell & Gy, 2004). The
amalyses of the nudear genomes of two Micromonas species have been used
the starnt pointto infer the genetic composition of the 1zt common ancestor
between green algae and land phimnts. For example, Miromonas encodes
tensctiption factos that are also encoded in the modem descendants of the
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anceseral lineages of bind plants (eg. ssociated with leaf devdopment), but
they are absent in other Prsinophycese genera (e.g. Oustravcoas). Ako, genes
that encode meiosis-amsodated proteins (e.g. hydroxyproline-rich ghyco-
proteirs, which are expressed exclusively afier sexual fusion) have been
identified within the Miromonas nuclear genome. Meverthdess, none of the
members of the Prasinophyceae has been reported to reproduce sexually, as
phlns do (Warden et al, 2009).

4.2. Evolutionary Mechanisms

Gene and genome duplication have long been considered 2 major evalu-
tomary force. Since the additional copies are free of selective pressure, they
provide 2 source of evolutionary novelties: new gene functions and
expression patterns (Babushok, Ostertag, & Kazazian, 2007). The following
altermative outcames have been suggested for duplicate genes: (1) non-
functiomlization of one copy (ie. slendng by degenerative mutations); (2)
neo-functionalization of one copy (i.e. acquisition of 2 novel fanction and i
preservation by natuml selection in one copy while the other retains i
ofiginal function); or (3) sub-functionalization of both copies (Le. muton
accumubition reduces both gene capadty to the leve of the single copy
ancestal gene) (Lynch & Conery, 2000). At present, four examples of gene
duplication lave been descrbed in green algae

The fist two examples are mitochonddal genome duplication within
two members of the Prasinophycese dae O taun and Miromonas sp. The
former contairs 2 duplication of 2 20-kb segment that encompases 4% of
the full mitochondrial genome. The duplicate segment containg an open
reading frame (orf1 29), genes encoding OXPHOS proteing (wh, ax1, ap4,
atp®, nad4L, and ymf39), and ribosomal protein coding genes (mil, my, m)
(Robbens et al, 2007). In the later, the duplicate segment & larger and
containg genes encoding OXNPHOS proteins (nad1, nadé, wx1, atp4, atpé,
atp8) and ribosomal protein coding genes (rl and r) (NC_012643). Future
studies will asess the sequence identity = well as the functonaliry of each
duplicated gene.

The lsttwo examples have been described in members of the Dunaliella
gens (Chlomophyceae). D. viridis conming 2n invened duplication of the
gene DvSPTT within is nuclear genome. This gene encodes a sodium-
dependent phosphate tmmsponer. Both genes have the same number of
exons and introns and share a sequence identity of 99.7%. When subjected
to different aalt concentrations, expression levek were higher for the original
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gene under low salt concentrations, and for the duplicate copy under high
salt concentrations (Guan, Meng, Sun, Xu, & Song, 2008). The same
scenario hax been reponed for the duplicated carbonic anhydese gene
DCA1 in D. salina (Li et ., 2010).

5} 5. PERSPECTIVES

The field of genomis has provided new ways to uncover and
understand evolutionary meclanisms of mitochondrial genomes, = pre-
sented sbove. Genomics provides irsights into different speas of organkm
and cdl function, ie biochemistry, genetics, cellubr biclogy, ete. The
different approaches have allowed us w study the remarkable mobility from
and to the genomes of green algae; this will help our undersanding of their
metbolic platicity. Mitochondria are not alone within green cells; they
have coexisted with chloropliss for more than a billion years. Within this
framewark, complex imerchanges at the genomic level, and interactions at
the metbolic level, have been established (Masuo, Hachisy, Tabata
Fukuzawa, & Obokata, 2011). Adaprive advantages may arke Fom these
succesmful intemctions, representing unique opportunities to gain insight into
the mansition from single-cdl omganisms w mulicellulr photosynthetic
organisme. It will thus be interesting in the future to study the meaboliem of
these two organdles from a co-evolutionary pespedtive (i.c. events
following the endosymbiosis that gave rise to the chloroplhist). An interesting
example is green algae of the genus Polypmella They lack functiomal
chloroplists, nonetheless, they may sill contain photosynthetic genes
(Rodriguez-Salinas and Gorzilez-Halphen, unpublished observations). The
new -omics approaches (May o al, 2008, Wienkoop ef o, 2010) and
recently developed techniques such & deep sequencing of RNA (Xiong &
al, 201 2) malecules, and the identification of thowsands of proteins by high
throughput mass spectrometric analyses will play a key role.
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Abstract

In yeast, mammaks, and land plants, mitochondnial FFo-ATP synthase (complex V) is a remarkable enzymaric machinery
that comprises abour 15 conserved subunits. Peculiar among eukaryotes, complex V from Chlamydomonadales algae
(order of chlorophycean dass) has an arypical subunit compaosivon of its peripheral stator and dimenzadon module, with
nine subunits of unknown evolutionary ongin (Asa subunits). In vioro, this enzyme exhibits an increased stability of is
dimeric form, and in vivo, Chlamypdomonas reinhardtii cells are insensitive to oligomycins, which are porent inhibitors of
proton translocation through the Fg, molery.

In this work, we showed that the arypical fearures of the Chlamydomonadales complex V enzyme are shared by the ather
chlorophycean orders. By biochemical and in slico analyses, we detected several atypical Asa subunits in Scenedesmus
obliquus (Sphaeropleales) and Chlorococcum ellipsoideum (Chlorococcales) In contrast, complex V has a canonical subunic
composition in other dasses of Chlorophyes (Trebouxiophyceae, Prasinophyceae and Ulvophyceae) as well as in
Streprophytes (land plans) and in Rhodophytes (red algae). Growth, respiration, and ATP levek in Chiorophyceae were
also barely affected by oligomydn concentrations thar affect represenmrives of the other clases of Chlorophyes We
finally studied the function of the Asa? atypical subunit by wsing RNA interference in C. reinhandtii Although the loss of
Asa? subunit has no impact on cell bicenergetics or mitochondnial structures, it destabilizes in vioo the enzyme dimernic
form and renders growth, respiration, and ATP level sensitive o oligomycins.

Alwgether, our resuls suggest that the loss of canonical components of the complex V s@ior happened ar the root of
chlorophycean lineage and was accompanied by the recuitment of novel polypeptides Such a massive modification of
complex V stator fearures might have conferred nowel properties, induding the smbilization of the enzyme dimeric form
and the shidlding of the proton channel. In these respects, we discuss an evolutionary scenano for FFo-ATP synthase in
the whole green lineage (Le, Chlorophyra and Soepophya)

Key words: chlomydomonas, algae mitochondrial FFo-ATP synthase, enzyme evoluton, arypical subunits.

In contrast, biochemical and computational analyses re-
vealed that the enzyme from three chlorophycean algae

Introduction
The F,Fo-ATP synthase s a ubiquimus ro@ry motor en-

zyme that couples proton flow through its membrane-em-
bedded F, channel to ATP synthess that occurs on it F,
moiety (Boyer 2000) In fung, mammaks, and flowering
plants, mitochondnal ATP synthase is composed of at least
14-15 conserved subunits of dual genetc onigin: Up w five
subunis are wsually encoded by the mitochondrial
genomes, whereas the remainder are nudear gene prod-
ucts. Alcogether, they build the F, caalytic domain, the
Fo prown pore, and two stalks that link and hold F, to
Fo- One of these smlks & thought  ac a5 a rowor and
the other as a peripheral s@wor (Weber and Senior 2003;
Cardol et al 2005; Varquez-Acevedo er al 2008; Wirng
and Schagger 2008)
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belonging w the Chlamydomonadales order (Chlamydo-
manas reinhandtii, Palytomella sp. Pringsheim 198.80, and
Volwox carteri) lacks eight subunis (b, d, & f. g h F6,
and IF,) that are conserved in mammaks and fungi and par-
tcipate in the building of the penipheral stalk and in the
dimerization of the erzyme Instead, the algal enzyme
con@ins nine nuclews-encoded subunits of wunknown
evolutonary orign, which were named Asal w 9 for
“ATP Synthase-Associaed” proteins (Cardol er al 2005
Varquez-Acevedo et al 2008; Van Lis er al 2007) It was
thus hypothesized that Asa subunits build a novel pe-
nipheral stator and dimerizason module architecure In-
deed, electron microscopy studies revealed thar the
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structures of the ATP synthase dimeric forms of beef heart
(Minauro-Sanmiguel er al 2005) and Polyromella ( Dudkina
et al 2005) differ, the lamer exhibiting two large. robust,
protruding ams that extend from the membrane to the
upper region of the F, moieties Moreover, in conras
w other known Fifo-ATP synthases, the dimeric com-
plex V of chlorophycean algae i highly stable in vitro
(Van Lis er al. 203, 2007; Virquez-Acevedo et al
2006; Villavicendo-Queijeiro et al. 2009) However, be-
cause of theladck of informatdon on ATP synthase subunit
compaosition in other green organisms (Le, berween flow-
ering plants and Chlamydomonadales) the question
arcse w know whether these Asa subunits were genu-
inely atypical components rather than highly divergent
homologs of classical complex V protins. In this work,
we first investigated the subunit compaosition of mito-
chondrial ATP synthase in the green photosynthetic
organisms, with emphasis on the green algal phylum
(i.e. Chlorophyta). Our data allowed us to propose an
evolutionary scenario for F,F5-ATP synthase diversifica-
tion. To uncover novel specific properties conferred by
the arypical subunits in Chlorophyceae, we investgared
the role of the 19.5kDa subunit (Asa?) by inactivadng its
gene expression in O reinhardtii We found that the
dlencing of ASAY destabilizes the dimeric enzyme com-
plex in vitro and renders cell growth, respiration, and ATP
level sensitive to oligomyadns.

Materials and Methods

Strain and Growth Conditions
The C minhardtii srain used in this study i the cwis
arg7-8 mt™ mucant This scrain lacks a cell wall and i auo-
troph for arginine because of a mutation in the ARG gene
coding for argninosuccinate hase (Debuchy er al. 1989)
The other Chlorophyta used in this work originated from
axenic cultures available ar the University of Gomingen
(Sammiung von Algenkulturen [SAGL Germany}t Chloro-
coccum ellipsoideum (63.80) Uronema acuminata (33.88),
Chlamydomonas moewusii (21.90) Chlorogonium elonga-
turn (12-2b), Scenedesmus obliquus (276-3b ), Chlorells sor-
okinia (211-31), Chlorellavulgaris (211-11b ), Nennochlonissp.
(251-2), Coccomyxa pringsheimii (216.7), Leptospira abova-
ta (445-1), Pseudendaclonium basilien se (466-1), Gloentilop-
sis poucicellulore (463.1), Ulothnx Fmbriato (36.86)
Micromanas pusilla (39.85), and Tetraselmis chuii (8-6).
Cells were routinely grown in liquid or on solid agar
medium under moderate light (50-pmol photon m™
s7') ar 25 °C Tris-minimal-phosphate medium (TMP)
supplemented or not with acetate (TAP, 5 or 17 mM)
was used for cultivating the algae (Haris 1989), except
for T. chuil and M. pusillo that were grown on solid Marine
medium (Difco Marine Broth 2216, BD, United States).
Biomass calculated as the product of the cell density
by the mean volume of cells is proportional w the turbid-
ity (Amgem)- Both parameters were determined using
a Coulter counter (Coulter dectronics, Harpenden Herts,
United Kingdom )

Construction of Plasmid pASAT-RNAI (4.08 kbp)
Escherichia coli DH52 was used for doning and E. coli trans-
formants were grown in LB medium in the presence of am-
picillin (50 pgmi™")ar 37 °C The pNB1 plasmid (2895 bp)
was wed w express double-sranded RMNA (dsRNAL
A NIAT/TUBT promoter was inserted in the Xbal and Hin-
dlll sites of the pUC19 vector (Cardaol er al. 2006) An ASA7
cDMA (287 bp) and the comesponding genomic (934-bp)
fragment were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using as forward primer ASAZ-RNAI-TF (5"-AGCT-
TAGCACCCTAGTCCGAA-3") and a5 reverse primers
ASAT-RNAI-ZR  (5"-COTCACTCTCAGCAGGTAGT-3')
and ASA7-RNARIR (5 -CCCCCOTAGTAGTAATCCOTT-
¥ ), respecuvely. The oligonudeotides contained (al/Hin-
dlll (forward) or Hindlll/Ncol (reverse) resmicrion sites ar
their 5° ends for further consructons. These PCR frag-
ments were doned into pGEM-T Easy Vector (Promega)
w obtain pASAT-13  [ASAT-RMNAI-1F/ASAT-RNAI-IR
cDNA) and pASAT-3 (ASAZ-RMNAI-TF/ASAT-RNAI-IR ge-
nomic), respectively. The excised Hindlll fragment of pA-
SAT-13 was inseried into the pNB1 plasmid and the
conscruct with inverse orentation of ASAT-RNAI-TF/
ASAT-RMNAI-2R fragment was selected by a PCR anahsis
w obin pASA7-AS The Clal-Neol fragment of pASAT-
3 was then insered into the Clal-Ncol site of pASAT-
AS, giving the plesmid pASAT-RMNAI (where RNAI is RNA
interference), used for RNA inacovaton of ASAZ.

Transformation of C reinhardtii

Transformation of the C reinhardtii cw15 arg?-8 mt™ strain
wis camied out wsing the glass-bead method (Kindle 1990)
with 4 pug of plasmid pRNAi (linearized with Sacl) and 1 pg
of pASL lineanized with BamHI. This pASL plasmid bears
the Chlam ydomonas ARG? gene encoding for the arginino-
succinate hase (Debuchyeral 1989) and i wsed as aselecr-
able marker. Prototroph transformants were selected on
TAP agar plates. The presence of sequences belonging to
the nght and to the left part of the RNAI plasmids in
the transformans was checked by PCR with primers
hybridizing with the ASA7 sequences and the vector
(universal primers 5°-GTAAAACCACGCCCAG-3" and
5 CAGCAAACAGCTATGAC-3") on a total nucleic adad
exract prepared according to standard  procedures
(Mewman et al. 1990) direaly on algal colonies as described
in Remadle et al (2006). The swbility of the phenatype ob-
served for the tramsformants mendoned in this study was
confirmed 2 years after their oniginal solaton

RNA Analyses

Toal RMA (15 pg) prepared according to Mewman et al
(1990 was separated on 0.8% agarose—formaldehyde gels
and wansferred onto Hybond-M membrane (Amersham
Pharmada Biotech) Digoxigenin-labeled PCR products of
cDNA fragments were used 2 gene probes and detected
with antidigoxigenin-AP conjugates and CDPSmr a
substrate (Roche, Basel Swizerand) Hybridization and
washing steps were performed according  sandard pro-
wcols. ASAT-RNAI-TF/ASAT-RNAI-2R and ATP2-RNAG-TF

1631

TI0T 17 9y w0 poal 4q Soo sramoleopio aquuy des) usasy popRopIMAT]

119



Lapaille et al - dor 101093 molbey/meq04d9

MBE

(GTGCGATGTGCGTTTCG) ATP2-RNAI-2R  (CCGGTCAC-
CAGGATCT) primers were wed w synthesize the probe
for detecton of ASAY and ATP2 manscripts, respectively.

Protein Analyses

Chlamydomonas reinhardti, S obliquus, and C. ellipsoideun
crude wal membrane fractons were obmined according to
femacle et al (2001) For S obliquus, a nebulizer (BioNeb,
Cell disruprion System, Glas-Col) was used for cell disrup-
uon prior to sonication. Crude mitochondnial fracton was
obtained according to Cardol er al. (2002) and loaded
onto a discontinuous Percoll gradient (13%/271%/45% in
mannitol-EDTA-Tris (MET) Buffer [280 mM mannitol
10 mM Tris—HC pH 7, 0.5 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) and @1% BSAJ). Purified mitochondria were
recovered at the 21%/45% interface and washed twice in
MET buffer by a 10-min cenwifugation ar 11,000 = g
The final peller was resuspended in 20-mM  4(2-
Hydrowyethy }-1-piperazineethane sulfonic acid (HEPES-
KOH) (pH 72) 150-mM mannitol, and 4-mM MgQl,.
The proein content was determined by the Bradford
method (Bradford 1976) To conduc Blue natve polyacnd-
amide gel decrrophoresis (BN-PAGE) analyses (Schagger
and Von |agow 1997), proin complexes were first solubi-
lized in the presence of either N-dodecyl-fi-o-maltoside or
Triton X-100, 375 mM é&aminchexanoic acd, 250 mM
EDTA, and 25 mM Bis-Tris pH 7.0, and cenuifuged for
20 min at 15000 x g at 4 °C w remove insoluble marer.
@4% (wiv) sodium murodeoxycholate was then added to
the supematant pnor w separation by elecoophoresis on
a 4-12% pohacrylamide gradient BN gel ATP synthase ac-
wvity was detected by incubatng the gel in 50 mM HEPES
pH 80, conining 10 mM ATP and 30 mM Ca(l, Coomassie
blue smining and the second dinvensional Tricine-sodium do-
decyl sulfate polyacryamide gel elecrophoresis (SD5-PAGE)
procedure were performed as described in Cardol er al
[2004). The molecular size of the proteins was caloulated by
conmparison withknown markers{PageR ulerPrestined Protein
Ladder Plus, Fermentas, Onmnio, Canada) For Western blot
analysis, protein exracts were loaded onto 0% S05 gels and
elec moblomed ac cording 1o smndard protooo ks onto polyiny-
lidene fluoride membranes (Amersham GE Healthcare)l
Detection was performed using a2 BM Chemilumi nescence
Westem blowing kit( Roche, Basel Swirzerland) with antirabbic
peroxidase-conjugated antbodies We used rabbit sera ob-
wined against Palytomells sp. Pringsheim T9880 Arp2
(1200000) or C. reinhardti Asa7 (E50000) (Genscript
Piscaraway, NJL

ATP Determination

ATP was exracted according to Cars and Rebeille (19901
ATP cellular level was determined wsing the Enliten lucif-
erasefluciferin kit (Promega, Madison, W),

Oxygen Evolution

Cells grown miixotrophically in TAP liquid medium were sam-
pled during the exponential phase Dark respiration rates
were mexsured wsing a Clark Elecoode (Hansatech Insru-
ments, King s Lynn, United Kingdom ) as previowsly described
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(Druby and Matagne 1999) The cytochrome pathway and the
altemative pathway of respiration were inhibited by additon
of 1-mM potassium cyanide in agueows solution and 1-mM
salicihydrosamic acd (SHAM) in ethanol (final concentra-
Gon ) respectively. The possible inhibitory effect of etha-
nol done was subtracted from the measurements The
apparent capacity of each patway corresponds w the
following respiratory rates For the cytochrome patrhway,
the oxygen consumption inhibited by KCN afrer addidon
of SHAM; for the altemative pathway, the oxygen consump-
gon inhibied by SHAM after addition of KCM

In Silico Analyses

Muiltiple-sequence alignments of polypeptides were per-
formed with MUSCLE program awailable at hop://www
-ebi acuk(Took fmuscle/index hemd (Edgar 2004). The tree
shown in figure 2 was consenatvely assembled from
recent phylogenenc studies of the green lineage (Lewis
and McCourt 2004; Maller et al 2004; Pombert et al 2004,
2005; Rodnguez-Ezpelera et al 2007) Gene gain and loses
for mitocho ndrial ATP synthase subunits werethen map ped
onto the tree from presence—absence dam derived from
@hie 1 using unweighted Dollo parsimony as invplemented
in DOLMOVE (PHYUP paclage: Felsenstein | 2005. PHYLIP
[phylogeny inference package] version 3.6 Diswibuted by
the author. Deparment of Genome Sdences, University of
Washingron, Seande, WA | As DOLMOVE cannot handle pol-
Yo mies, ni e varian s of thetree were suc cessively considered
o account for uncerain relatonships within Chiorophyceae
and among casses of Chiorophytes, though yielding highly
similar mapping Basic alignment seanch tool (Blast) searches
(Alschul er al 1997) were camied out on the NCBI poral
(lohrson et al 2008) wsing sensitive parameters (eg, BLO-
SUM& macrix, smaller word size, and masking of low com-
plexity regions for lookup onlyl Both PSI-BlastP/Blascx
searches against the nonredudant protein (nr) dambase
and TBlast N/T BlastX seanches against non human/ nonm ouse
expressed sequence ags (ESTs) (est_others) were conducted.

Transmission Electron Microscopy

Chlamydamanas reinhardtii cells were fixed with 2.5% gu-
wraldehyde in phosphare buffered saline (PBS) (pH 7.2) for
2 hat4 °C and washed three times with PBS by cenmifu-
gation in a mble-op centrifuge. The algal cells were post-
fed with 7% osmium reroxide Dehydration was camried
OUL At room Emperamure in a graded senes of ethanol ar
a concentration from 40% w 100% (v/v) in W% incre-
ments. Then, samples were placed two dmes for 15 min
each in propylene oxide. Pre-embedding in 1:1 propylene
oxide—epoxy resin was conducted overnight. Thin secions
(50-60 nm thick) were cut with an ultramicrotome (Leica
Ulracur R) and placed onto formvar-coated copper grids.
Grids were conrasted with uranyl acetare and lead drate
and examined under a JEOL 1200 EX Il wansmision
electron microscope operating at 60 or 70 kV.

Mass Spectrometry Analyses
Coomassie blue—smined proteins associated with spots or
bands of interest were manually excised. Gels plugs were
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wransferred together with 200-pl high performance liquid
chromamgraphy water into @5-ml polypropyene Protein
LoBind Eppendorf bes. Warer was replaced by 200 pl 50
mM ammonium carbonate (pH 80) in 50% acetonitrile
After incubation for 5 min ar 20 °C under shaking the so-
lution was replaced by 200 pl 10% acetonitrile After incu-
bation for 5 min, acetonitrile was removed, and geks plugs
were dried under vacuum (Savant Speed Vac Concentra-
tor] Gel plugs were rehydrated in 20 pl of a digeston buffer
conw@ining 50 mM ammonium carbonate (pH 8.0) and
05 pg of oypsin Proteolysis was performed for 6 h at
37 °Cand stopped by adding 10 mi 1% (v/'v) riflucrcacetic
acid (TFA). Supernaants of each nbe were transferredinto
new tbes. Fifty microliters of peptide extraction solution
contzining 50% (v/v) acetonitrile and 1% (viv) TFA were
added tothe gel plugs After incubation for 5 min, extracts
were combined with the first ones. A second extraction
with 50 pl of W0% acetonitrile was performed, and after
5 min, the extract was combined with the previous
nwo ones and dried under vacuum (Savant Speed Vac
Concentratar). Peptides were solubilized in 20 pl 0.1%
TFA, desaled and concentrated using a C18 ZipTip
(Millipore, Billerica, MA) according © the manufacurer
proweol Two microlicers of 10 mg mi™" of alpha-cyano-
4-hyd roxypcinnamic acid (alpha-cyano matrix-assisted Laser
desor prion fionization [MALDI) mamix) in 50% (v/iv) aceto-
nitrile and 0.1% (viv) TFA were mixed with 2 pl of each
ZipTip concentrated peptide soluton From this 05 pl
was layered on an Opri-TOF 384 Well Insert MALDI plate
(Applied Biosystems) MS and MS/MS spectra were ac-
quired using an Applied Bisosystems 4800 MALDI time
of flight (TOF/TOF) Analyzer spectrometer with a 200-Hz
solid-srate laser operadng at a wavelength of 355 nm MS
spectra were obmained using 3200 and 2,000 lxer shots
per spot in a range of mfz benween BOD and 4000, MS/
MS spectra were obtained by selecung the 15 most int2nse
precursor ions per spot and using 3800 and 2,100 laser shors
per precursor. The amtomatically selected precursors were
submited w a collison energy of 1 kV with collision gas
(air) ara pressure of about 1 x 10° Torr. Data were collecred
with the Applied Biosystems 4000 Series Explorer software

MS and MS/MS queries were perfarmed wsing the Ap-
plied Biosystems GPS Explorer 3.6 software wogether with
the Marrix Science Led MASCOT Dambase search engine
v2.1 using nonredudant protein (nr) darabace from NCBL
Precursor wlerance of 150 ppm for MS specrra and 0.1-Da
fragment tolerance for MS/MS spectra were allowed A
charge sate of +1 was seleced. A single oypsin misdeav-
age and varishle modifications consistng of methionine
oddation and acylamide-modified cystein were allowed
For prowein direct identification with MASCOT, protein
scores greater than 68 were considered as sgnificant
(P < 005). The Applied Biosystems GPS Explorer—
DeMovo Explorer Version 3.6 software was used for iden-
tifying proteins that had not been previously characrerized
or are not contained in protein databases MS/MS data
were submitted to the DeMovo Explorer software to gen-
erate amino acd sequences, using mass differences be-
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oween peaks. The obtained sequences were manually
verified and submimed to UniProt dambase wsing the
FASTS program (EMBL-EBI). Proteins marching two or
mare peptides were taken into consideration

Results

Within Plantae, the Presence of Asa Subunits Is
Limited to Chlorophycean Algae

To obtain evidence of the presence of Asa subunits in
chlorophycean species that do not belong to the arder
of Chlamydomonadales, we first analyzed a crude mem-
brane preparation of C ellipsoideum cells (order of Chior-
ococcales) Membrane proteins solubilized by addidon of
n-dodecy-maltwside or Tricon X-100 were separared by
BN-PAGE This technique allows the separation of mito-
chondrial complexes in their native form (Schagper and
Von Jagow 1991) A subsequent in-gel detection of ATPase
activity (leading to a white caldum phosphate precipitate)
indicated thar complex V from C. ellipsoidewm migrates ac
approximately 1,700 kDa (fg 1a) This observation i con-
sistent with previous works in which it was shown thar
complex V from C ellipsoideum, C. reinhardtii and other
chlorophyceanspediesexhibirs thesam eelec o phoreticmo-
bility (— 1600-1,700 kDa) and migrates under dimeric form
(vy) (Vazquez-Acevedo et al 200&; Villavice ndo-Queidjeiro
etal 20091 An additionalbandbearing A TPase activity could
be visualized at about 300kDa t might comespond to either
a mitochondrial or achloroplastic F, moietry. The band cor-
responding to the dimeric complex V' was excised from the
BN gel and its constitutve subunits were then separated by
denarurating SDS-PAGE A minimum of 10 bands of molec-
ular mass ranging from 65 w 8 kDa were observed after
Coomassie blue smining (fig 14, lane 4). Mass spectromerry
analysis (MS combined with MS/MS MALDITOFTOF) al-
lowed the identification of bands 2, 3, 5 and & as mito-
chondrial subunit i (ATP2), x (ATP1L a (ATPs), and
oligomydin sersitivity-conferring prowin  (oligomycdn
sensitvity-conferning protein [OSCPL ATPS), respectvely.
Although peptide MS/MS spectra were obtained for the
other bands, they did not match any known ATP synthase
subunits.De novosequendng from theMS/MSspectra was
then undemaken, and this allowed ws w identify bands 1
and 4 as homologs to arypical subunits Asal and Asad of
C reinhardtii (fig 1b).

We unde ook the sam ea pproach with & obliquus (Sphaer-
opleales order) and found that complex V behaves asa 1,600-
kDa dimer in BN-PAGE (dam not shown), as previously ob-
served (Vizquez-Acevedo et al 2006). We however filed to
obinenough matenial o perform SD5-PAGE and subsequent
MS analysic As an alternative approach, we investigated the
nud eic sequences available ar NCBI for S obliquus. In additon
o subunits 2 and cencodedin the mitoc hondrial genome of &
abliguus, we identified putative homologous sequences for
subunits fiy, Asd, A Asa?, and Asa9 in the EST dara set
{—6600 B5Ts) (table 1 and supplementary table 51, Supple-
mentary Matenial online) Aliogether, the detection of ASA
genes in species belongng to three different chlorophycean
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and 2) or to ATPase actity staining (lane 3; negative picture). The

protens of cude
not identified (B) Alig b the C ellipsnide
for detadls) and the homology es of Chilamydoy

similar residues are shaded in gray Posits

orders (ASAT-9 in Chlamydomonadales ASAT-2 in Chioro-
coccales; and ASA4G-5 ASA7, and ASAY in Sphaenopleales)
led us o explore other species.

The green algae are divided into the phyla Streprophyz
and Chlorophy Sreprophyta contains land plants and
green algae belonging to the class Charophyceae whereas
Chiorophyta contains the members of the dasses Chiloro-
phyceae, Trebowdophyceae, Prasinophyceae and Ulvo phy-
ceze (eg. Lews and McCourt 2004) To investigate
complex V subunit composition in these organisms, we
ok advantage of the awailability of nuclear genome se-
quences of Chlorells vulgans C-169 (Trebouxiophyceas,
available at hup/ wwwimdos/gov/) Ostreococcus tauri
(Derelle er al 2006), M. pusilla (Worden et al. 2009)
(Prasino phyceae), and Physcomitrella patens (Bryophyte)
‘We alio explored the EST data sets available at NCBI for
Prothoteca wickerhamii (Trebouxyo phyceae, — 6000 ESTs),
W linza (Uvophyceae, —2000 ESTs) and Marchantia
polymarpha (Marchantiophyte, — 34000 ESTs). We finally
ok benefit of the availability of mitochondrial genome

itz of dimeric complex V (V) (obtined a3 in bne 2 but from 500 pg
factions) were resabved in 2 10% acrydamide 2D Tricine-SDE-PAGE and stained with Coomassie blue (lane 4l n.i,
{Chied) sequences obainead by MS de novo sequendng e Materials and Methads
reinhardtii (Chire) Asal and Asl Conserved wsidues am shaded in black
of C reinhardtii resdues are indicated along the dignment.

sequences of Pseudendoclonium akinetum (Uhophyceae),
P. wickerhamii, M. pusilla, O. toun, Chara vulgaris (Charo-
phyceae), P. patens and M. polymorpha. Looking for genes
encoding dasical or atypical subunits of mitochondrial
ATP synthase, we identified coding sequences of 2, fi, .
a b, ¢, and AéL subunits in Uvophyceae A larger gene
set coding for dasical subunis 2, fi 7, 4, € a, . OSCP,
b, d.f. g and AbL was found in mosses and liverworts, Pra-
sinophycese, Trebowusiophyceae (able 1 and see akso sup-
plementary mhle 1, Supplementary Material online, for
accession numbers)_In these two lamrer slgal dasses, we ako
identified a protein that appears o be a dsmnt homaolog of
bath subunit Fad (ATPY) from Arabidopsis thaliana com-
plex V (Hearlewood et al. 2003) and subunit Asad of Chla-
mydomonadales (see supplementary fig 1, Supplementary
Matenial online, for detailks). In contrast, we did notidentfy
any sequence sharing sinilarities with Chlanmydomonadales
Asal-3 or Asa5-9 polypeptides (see also below), with das-
sical subunits e, IF, and F6, or with subunits present in
mammals and fung. This deduced subunit composition
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is rather similar to that found in A thaliang (Heazlewood
et al 2008; Cardol er al 2005) and w thar that we
could deduce from mining nudeic sequence darabase
(htrp-// merolae_biol s.u-tokyoacjp/) of the red alga Cyani-
digschyzon meroloe.

Asto date, Asa subunits are soll of unknown evolutionary
origin (Vazquez-Acevedo et al 2006;Van Lis etal 2007), we
performed sensitve daabase searches aimingatidendfying
potential homologs in other organisms (ie, all eukaryotes
and prokaryotes) For Asal, Asa5-7, and Asa® subunits, we
did not observe any significant hit (€ < %07 ) beyond chiar-
ophycean alpe In conmast a very significant hic
(GDW9774 E = W0~ ") was obtained for Asaf with an
EST from the dliate Sterkislla | Oxytricha) histriowmusc orum.
When wsing this EST 25 the query of a redprocal TBlastX
search, the best march was with an EST (DV203963;
E= w0~") from Haematococeus pluvialis {Chlamydomona-
dales). while an additional Sterkiells EST (GD170269:
E = 107"*) was ako idendfied Because these searches
did not yield any nonchlorophycean organism other than
this ciliate, which is known o preys on algae. we inempret
these two ESTs 2 probable Chilanvydomonadales contam-
inations of Sterkielly libraries_ In the cases of Asa? and Asal,
a few wealk hits (E = 107"") were observed with a flavopro-
ein  monooxygenase found in Prasinophyceae (eg.
CAL55857) aswell as with a series of oxygenase-related E5Ts
from Dinophyceae (eg, Karenia brevis, Karlodinium mi-
crum, and Alexandrium cotenella). Further examination
of these results sugpests that these matches are likely spu-
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nous 25 1) both ASA2 and ASA3 proteins lack an oxygenase
domain and 2) most of these hits disap pear when enabling
the low complesity filter of the Blast engine

In a next step, we infermed gene gains and losses for mito-
chandrial ATP synthase subunits wsing Dollo parsimony. To
thisend, weconsenyan el yasse mbled an evo lutio naryreefea-
turing rel atonships drawn from p revious phylogene ticstudies
(Miller er al 20:04; Pomber er al 2004 Keeling et al 2005;
Rodrguez-Ezpeleta et al 2007). In Chlorophyta, aside from
the well-accepted basal position of Prasinophyceae, the rela-
tive branching order of Chlorophyceas, Trebowuxiophyceae,
and Ulvophyceae is still 2 matrter of debare, which led us
w consider three different subtrees (Pombert er al 2004,
200%; Rodnguez-Ezpele et al 2007) Sinvilary, unresolved re-
larionships within Chlorophyceae (eg, Lewis and McCourt
2004) entail three vanants of each subtree, thus amounting
w nine possible evolutionary scenarios Whatever the sce-
nano examined, however, highly similar gene gains and loses
were obtained (dara not shown); hence, we present only the
most consensual scenano in figure 2 Using E coli 2s the bac-
terial representative, 8subunits(«,f7.8,a,b,c. and OSCP) are
shared berween Bactenia and eularyotes, whereasé subunis
(e.d. £ g IF, A6l) were acquired deeply in the eularyotic ree.
Opisthokonts later acguired subunits e and b, and a few ad-
ditional subunits were further acquired either by Fungi or
along the lineageleading to mammalks_In Plantae (re presented
here by the green lineage and the rhodo phyte Cyanidiaschy-
2on merolge), all organisms appear to share a similar ser of
sttbunits, 1o the notable exce ptio ns of IF,, which has been lost
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inde pendently twice, and of chlorophycean subunits. In the
larter dlass, indeed fiveclsssical subunitsdisappeared(b,d.f.g
and AbL) whereas eight new subunits (Asa) were recruited.

Altogether, our obsenanons thus strengthen the
proposal that arypical Asa subunits might be component
characrenistic of the mitochondrial ATP synthase of
Chilorophyceae.

Loss of Asa7 Atypical Subunit in C. reinhardtii
Leads to an Unstable Complex V
In 2 next step, we decided w initiare the smudy of Asa sub-
unit function in Chiorophycese_ In C reinhardtil, effident
argeted gene disruption by homologows recombination i
not yet availsble for nuclear genes However, interference
with the expresson of specific genes by dsRNA (RNAI) i
a powerful method o investigate protein functon in this
organism (Schroda 2006 Molnar et al 2009). To suppress
the expression of ASA7 gene, a gene sequence also idend-
fied in 5. obliquus, a strain of C. reinhardtii lacking the cell
wall and auxotrophic for arginine was cotransformed with
the plasmid pASL (bearing the ARG? gene as a selecrable
marker) and the plasmid designed for RNAI (pASAT-RNAJ)
(see Materiaks and Methods section) Among 100 Arg™ pro-
wotrophic transformants seleced on TAP agar plates in the
light, 40 had integrated the RMAI construction, 2 found by
PCR experiments (da not shown) Levels of ASAZ man-
script and ATP2 (encoding ATP synthase J§ subunit) ran-
scripts taken a5 a control were esamated by RNA bloming.
ASAZATP2 trarscipt rato was soongly diminished in
wamsformants T17 (fig. 3a) and T30 (data not shown)
To check the amount of Asa? protein in T17 mutant com-
paratively to wild-type. crude membrane extracts were an-
alyzed by immunobloming using polydonal antbodies
raised against C. reinhardtii Asa? and Polytomella sp. Pring-
sheim 198.80 fij Arp2 subunits Although a strong signal was
obtained with Asa? antibodies for the wild type, no signal
was detecred in ransformant T17 (hereafrer referred as
ASA Zsilenced strain) (fiz ) Conversely, no significant
difference berween the two strains could be detected when
using the antibodies against i subunic

To determine the assembly stare and the ATPase activity
of complex V in ASAY-silenced strain, respirato ry-chain com-
plexes from purified miochondria were solubilized with
n-dodecy- maltoside and further separared by BN-PAGE
Bothin-gel ATPase activity assay(fig. 3c)and Coomasse blue
staining (fg. 3d) revealed that in wild-type conwrol extracs,
F1Fo-ATP synthaseispresent at 1,700 kDa (dimeric form) and
e hibi s AT Pase ac tivity. In contrast ATP aseactvity isalmost
exclusively observed 2 one or two bands of —400 kDa in
ASA Zsilenced when mitochondnia are solubilized by 10%
n-dodecyl-maltoside Surprisingly, solubilization with 40%
n-dodecyl- maltoside led o a moderate signal for the dimer
and w the occurrence of an addidonal ATPase band of in-
termediary molecular mass (about 520 kDa). Similar obser-
vations could be made with other nonionic detergents
(digitonin and Tricon X-100 data not shown )

The subunit com position of wild-type dimeric complex
WV and mutant 400-kDa ATPase was determined by further

‘rpz-l h A'p"-

C D

-

2 B I

Wy - . - _\_-2
120 kDia
-1
s — -~
AN kDa
i - | _j}_ﬁ]ﬂkﬂu

ha 3. AldjdeudATPIgﬂtmmw
miz and study of ATP synthase dimer
sﬂynﬂtmm}mdmmmmTﬂ {A)
PNA Hlot anabss. Hybrdimtion pattens were obtained with ATP2
aﬂ&?pﬂlﬂnﬂ““&}lﬁ)lﬁﬂiﬂnﬂmdmrﬂmmﬂ
‘ T12.(B) W blat anakysi Pr from WT and
ASA?-silenced transformant T17 crude membrane fractians (15 pg
per hﬂe) were resoived by SD‘SPAG', transferred onto PVDF
and @ ik d with the indiated anthodies
(from top to bottom: anti-Atp2 and anti-Asa? from Chiamydomo-
nas reinhardsi and Polgtomella sp. Pringsheim 13820, respectively).
In the cse of Atpl only the wppe and omeponds to
mitochondrial ATP synthase f subunit from purified complex V
(lapalle M, Remacle C, Cardd P, unpublished resubts) (CD)
BN-PAGE amlysis Purified mitochondsa (50 pg of protein) of
C reinhardtii WT and ASAT-slenced tansiormant 17 (T17) strains
were kmdad onto a BN gel after solublizaton with 10% or 40% (w/
w) of n-dodecyl-ff-"-maktaside as indicated on top of the nes. After
electraphaoresis, the gel was sined for ATPase activity (C) or with
Coomassie Hue (D) V. dimeric complex V|, Complex £ i,
dimeric mmplec llk and Fy, Fy moiety of complex V.

analyzing the comesponding bands by SD5-PAGE experi-
ments (g 4) It i to be noted that the 520-kDa ATPase
band (fz. 3c) is almost wundeecable in Coomassie
blue—stained gel (data not shown) For this reason, it
was not analyzed in more detail From the wild-type di-
meric enzyme, we resobhed 11 bands Their subsequent
analysis by MS identfied 15 of the 17 subunits belonging
o the C_reinhardtii enzyme (Vizquer-Acevedo et al 2006
Van Lis et al. 2007) (fig. 40 and supplementary mble 52,
Supplementary Material online) Only the small € subunic
and the 60-kDa Asal protein were missing in our analysis.
From the 400-kDa doublet investigated as a unique band
three spots were resolved and unambiguously identified by
MS 2 a, fi, and 7 subunits of the mitochondrial ATP syn-
thase F, maolety (fig. 3b and supplementary table 52, Sup-
plementary Material online)l Based on the predicred
molecular mass of individual proteins (Vizquez-Acevedo
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P & Two-dimenssonal BN/SDS-PAGE s of Chi do

wild-type (A) and ASAY-silenced mutant (I}I mitachandria. Whale
hll:immﬂﬂﬁcfg ‘D)mbahdonaTnur—SDSﬁ
(10%  acnjlamide) L of the 5
@mplews mto dl:l' npﬂ:lne components The main respra-
tary-chain complexes are indiated in the fist dimension (BN-
P.Afl.nlgmduffgure i for detadls) Cek were staned with
G blue. Numb refer to supglementary whle 2,
Supplementary Materal online.

et al. 2006), the theoretical molecular mass of the F, frac-
tion (a,fi,yde) was deduced w be 406.6 kDa, 2 value fiting
very well with the estimated mass of the ATPase subcom-
plex found in the ASA7silenced mutant (fig 3) and ako
with the 400 kDa apparent molecular mass of the F, frac-
ton obtained after hear-reament dissociation of Polyto-
mella sp. Pringsheim 19880 complex V (Vazguez-Acevedo
et al 2006; Van Lis et al 2007). In this respect, the 520-kDa
ATPase band shown in figure 3 should correspond w the F;
moiety associated with few other proteing Taking into ac-
count that a small amount of the fully assembled enzyme
could be observed in ASA7<silenced strain (figure i), one
can hypothesize that Asa7 is involved in the srbility of the
dimenc FFg mitochondrial ATP synthase_

To analyze the possible phenotypical consequences of
Asal loss, we compared the growth of the ASA7-silenced
mutant and wild-type strains culovated in the light (50
pmol photors m~ s77) or in the dark on agar medium
contining acetare (5 mM) as an exogenous carbon source.
Consequences of Asa7 loss on cell fitness and bicenergetics
were then investigated The photoauts, auxo, or mixotmo-
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A light dak

Fic. & Growth phenotype and mitochondrial structure of wild -type
and ASA Psilenced mattant cellk. Cells were cultivated in mixotmphic
(Bght, § mM acetate) or hetemtrophic {dark, § mM aceate)
conditions. (A) Cell suspension were spotted at two diffesent cell
densities (upper line, Ay = 0L0% bottom fine, A = QLOOS) on
sobid agar plates, and gowth was evaluated after 3 daysin the light
and 10 days in the dark (B) Becoron microscopy amalbyss showing
the mitochondrial witrastructure from micotrophically gown olis
Bar, 100 nmo

phic growth ofwild-type control and asa? muant cells was
then compared on agar plates A marked phenotype was
expeced, espedally in auwowrophic conditions where en-
ergy production, mainly relying on the sole mitochondnia
of Chlamydomaonas, should be deeply affected by the AT-
Pase actvity of free F, moiedes. As shown in fig. 5a, the
ASA7-silenced strain behaved exactly as the control strain
under both conditions. Additional combinations of light
inensties (0, 5 50, or 400 pmol of photors m™ s77), ac-
etate concentrabons (0, 5, or 17 mM) and Eemperamres
(16, 25, or 34 °C) were explored, but no abnormal pheno-
1y pe could be observed for the mutant (data notshown ) In
the yeast 5. cerevisioe, subunitse, g.and kare those invalved
in complex V dimerizagon (Arnold et al 1998). Aldwough
exhibiting 2 normal growth phenotype, yeast mutants al-
tered in subunis e or g exhibit abnomal mitochondrnial
structures, probably related w the absence of cligomernic
ATP synthases (Arselin et al 2004) To evaluare the impact
of Asa? loss on mitochondnial structurein C. reinhardtii, we
investigated mitochondria marphology by electron micros-
copy. Mitochondria size, shape, and cristae were quite sim-
ilar in both genotypes (Fiz. 58). These observatons suggest
that in vivo, the dimeric state of complex V in C reinh andtii
s not affected by the loss of Asa? subunic

Higher Sensitivity to Oligopmycin in C reinhardti
Lacking Subunit Asa?

As 3 next step, we investigated the effect of owo respiratory
inhibitors myxothiazol which inhibits the cytodhrome be,
complex activity. and reduces the H™ gradient formation
(Von Jagow and Link 1986) and oligomydn, which
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Fic. 6. Impact of inhibitos of the mitochondrial respiratory chain on
grvwth of WT and ASA?-siknced orlis (A ) Bomass acoumulated after
hh{uxﬁgm:ﬂm'nl_')undunw
mnditiors i the almence or preene of the mapdhondral
pimtory inhititor cligamycin (5 uM) or myothiazl (5 M)
Bomass wa alculated a5 the pooduat of the cell density {cellimi) by
the mean cdll volume (mm"). Errar bars indiate standard deviation
of the mean from three independent measurements. (@) Celk were
aithated in heterotmphic mnditions (dark, 5§ mM actate) in the
abmence or presence of oligomycn (1, 5 or 20 pM). Cell suspensions
o = Q1) were spotted on solid agar plates, and growth was
eahated after 10 days in the dark

b elipimycin =

prevents H* channeling through the Fg, moiety of mito-
chondrial ATP synthase, with no or only a weak eflecr
on chioroplast photophosphorylation (reviewed in Hong
and Pedersen 2008) During the exponential growth phase
under standard conditions (50 pmol photon m™ 57, 5
mM acetare, 25 °C) the cell doubling tme was similar
for the wild-type control (119 £ 09 h) and the ASA7-si-
lenced munt (125 £ 08 h) In the presence of myxothia-
zol, inhibiion of cell growth was similar in control and
mutant srains (fiz. 6a) and its magnitude was in good
agreement with previous repons in C. reinhardtii (eg, Car-
dol et al. 2002). Surprisingly, wild-type cells were rather in-
sensitive @ the presence of oligomycin In conmast,
a significant sensitivity to oligomydn was observed for
ASA Z-silenced mutant cells The same effect could be ob-
served for cells grown heterotrophically on solid medium
supplemented with 1 5 or 20 pM oligomydin (fig &E)
Wild-type cels were almost insensitive to oligomydn
whereas ASA Zsilenced mutant growth was gradually in-
hibited 25 the oligomycin concentration increased

To evaluate the posible impact of Asa? loss on mitochon-
drial respiratory activity, oxygen uptake of ASAT-silenced
cellsin the dark was com pared with control cells. The results
presented in table 2 show that the @l respimton rate was
dighdyweaker in ASA Z-silenced cells (80%of WT L Myxothia-
2ol and SHAM were usedto inhibit the cyrochrome pathway
and the alternative oxidase pathway of respiration, respec-

Table 2 Dark Respiratory Rate and Steady State ATP Levels in
Wild- Type and ASA ?-Silenced Mutant Cells

wT ASAT-Silen cod

Respiration No addition ] WE4
+ Myxothiazal
O -h™" mg ™" (5 M) 15 %4 .3
+ SHAM
{7 mdd) L BETE
+ Myxothiazol
(5 pust) 112 3x2
+ SHAM
{1 ma)
+ Ccce
(10 pud) 46 =12 L
+ Ddigomycin
(10 ) = 1B+3
+ SHAM
{1 mam)
ATP levd Nao addition NE2 wES
nmal + Myxothiazal
ATP - mg chi—" (5 pusd) W4 mEs
+ Oligomycin
(10 pudd) TEx3 STx5

tvely. From the dam of mble 2, the apparent cytochrome
pathway capad des ofwild-type and ASA7-silenced cells (ex-
pressedin pmol O, h ™" mgchlorophyl™ and calculared a5
described in the Matenals and Methods section ) were 43 + 3
and 33 £ 4, respectvely, whereas the apparent aliemative
pathway capacitieswere 13+ 3 and 15 £ 3 respectvely Ad-
dition ofan uncoupler (10-pM CCCP) had no effect on wild-
1y pe respirationbur accelerared the respiration rae of ASA7-
silenced cells up w values similar of those of the conmol
These results suggest that the decrease in cyrochrome path-
way activity in ASAY<ilenced mitochondria could be dueto
aslight imitation in ATPsynthase acivity Addidonof 10 pM
oligomycin did notsignificantly reduce the respiratory rate
of wild-type cells even after 4h of incubaton in the dark_ In
this case, SHAM (1 mM) was added at the same tme as oli-
gomvycin o inhibit the alter natve oxidase pathway. This one
i notunder the control of the dectrochemical proton gra-
dient, and is acovity could mask a decreased cyrochroame
pathway activity when complex V i inhibited (Peltier and
Thibaulr 1985) In contrast to our observations for wild-type
cells, the respiration of A SA7-silen ced cells dropped by about
4% in the presence of oligomydn. The steady-state levels of
intracellular ATP were also measured No difference wasob-
served between the two strains. As expected, the addidon of
myxothiazol damadcally reduced the ATP leveks in both
strains after 4 h incubation in the dark. In the same condi-
tions, the presence of oligonvydin did not affect the ATP level
inwild-type cells. In contrast, the steady-state ATP level was
reduced by —30% in ASA7-silanced cells

From these analyses, we condude that ATP synthase ac-
tivity is still effident in the absence of Asa? subunit but
becomes pamially sensitive to oligomydn.

Resistance to Oligomycin Is a Property Shared by
Chlorophycean Algae

From the funcrional dam presented above, it appears that
the lack of Asa? arypical subunit leads o a higher sensitivity
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Table 1 Ofigomycin Sensitivity in Chlorophytes.

Darik
Respirary AP
[Phototrophic Growech Heterotraphic Growdh i el
Olignmycin (M) @ @z L] (] L] 1 0 10 10
Chiarophyaae
Chioromocales Chiorocac cum all ipsaideum % IE%
Chaetophorales Lronama acuminata nd nd
Chitamyd dak Chiamyd, i hardtil nd nd
Chiamyd sme nas mo ewusii : ) t 1 t nd nd
Chiorege nium don gatum nd nd
Sphaeropl mles Seonade smu s obliguus 5% 100%
Treboucio phyceas
Chioreliales Chiorella ©rokinia P . 1 1 a% T
Chioralla suigaris L] L] L 1 t 4% 65%
Nan noch lewis sp. " . t 1 t t 1 nd nd
Comomyadcear Coccomyna pri ngshaimil L] L] 1 t t 1 t nd nd
Crenocladales Leptospira obovaka L] L] : | 1 1 t nd nd
Uwophyceas
Ulvals P den doc lonium  basil isnse L) L) 1 1 % 1t nd nd
Ulorrichales Lo iloyp s p e i Mubare L] L] 4 1 1 1t SE% 46%
Wathrix Flmb riata . " t X t t nd nd
Prasinophy@ae
Mamielales Migremenas pusilla . [ . nd nd nd nd nd
Chiloro dendrales Tetrasimis chuil . L L nd nd nd nd % 44%
Mok Phatotophic ind b e g owths wem eitnd om i platis sopplirvs etad (soe iy, | for detals] with the inScatad olgoeyein oo ave afon 'White box,

sy oweh il y € e ind with coer ol plan; 8, g oweh bt e win ol vk and ¥, o g o Pimoe o ige s of reiiSual ddk reypin ooy e i oy tam ATF lovil
aer b b ot dak s the prearee of 10 UM oligampcin and 1 sl SHAM sl at determimad

w oligomycn To determine whether the presence of an
arypical or dassical ATP synthase in Chiorophytes is come-
lated toan in vivo resistance or sensitwvity w oligomydn, spe-
dies belonging © vanous orders of the four classes were
selected(seerable 3) andwested fortheirability o growunder
phowtrophic and/or heterotrophic condidors on agar
plates supplementedornot with 42, 1, or 10 M oligonn ycin
Asexemplified in figure 7, phototrophic growth of Cellipsoi-
deumn cells wasinsensicive 10 pM oligomycin. Conversely,
C vulganis, G paucicellulare, andT. chuiigrew miuch slower in
the presence of 10 pM oligomycin Table 3 summarizes our
observations for each spedes. Without any exce ption, chlor-
ophycean algae were all insensitive tooligomycin at the con-
centrations tested, whereas the algae belonging to the other
three d asses showed agrowth reduction already detected for
concentracions of 0.2 or 1 pM oligo mycin.

Finally, we evaluated the eflect of oligomycin (10-pM)
and SHAM (1-mM) addition on the dark respiratory rate
of light-adapted cultures for some species representative of
the four algal dasses We also determined the steady-stae
ATP levels after incubation for 1 hin the dark in the pres-
ence or in the absence of oligomydin. Values presented in
able 3 indicate rhat, as previously observed for C. einhard-
tii wild-type cells (able 2) both parameters were unaf-
fecred by oligomycin addidon in the two chlorophycean
algae S obliquus and C ellipsoidewmn_ In contrast, oligonvy-
cin markedly reduced dark respiratory rate and ATP steady-
state level in Trebouxiophyceae Chlarells spedies, in the
Ubwophyceae G poucicelllare, and in the Prasinophyceae
T. chuii Altogether these results indicate a soong in vive
resistance of Chlorophyceae to oligomydn.
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Discussion

In this work, we gathered and obtained sequence data con-
firming that core subunits of the bacterial ATP synthase are
highly conserved in most eukaryotes. These core proteins
aresubunits & ff,7, and 8, of the caralytic sector F,, subunits
@ and ¢ of the H™ mansocation membrane sector Fo, 2
well 25 subunits b and OSCP of the peripheral stator stalk
(eg. Velours and Arselin 2000). In Planme and Opistho-
konts (ie, Fungi and Metazoa), the mitchondnial F,Fg-
ATP synthase (complex V) comprises ar least 14 conserved
subunits, among which six subunits (€. d. f. g IF, and A6L)
must have been recruited before the divergence of these
owo eukaryotic super-groups. Opisthokonts acquired the
subunis e and h and a few additonal subunits were further
acquired either by Fungi or slong the lineage leading to
mammak In Plantae, apan from Chlorophyceae (see be-
low), all organisms investigated at the genomic level share
a rather dmilar set of subunits However, due o the ladk of
biochemical characterization of the enzyme complex in
mast of these species, we cannot exdude that other spe-
dies-specific subunits may exist In conoast, five classical
subunits (b, g, £ g and ASL) were not observed in repre-
sentative of three orders of Chlorophyceae (Chlanvydomo-
nadales [Cardol et al. 2008; Virquer-Acevedo et al 2006;
Van Ls et al 2007] Chlorococcales, and Sphaeropleales)
whereas up o eight Asa subunits of unknown onigin were
identified Although molecular data are not yet available for
other arders of Chlorophyceae (eg, Chaewphorales and
Oedogoniales), these findings suggest that Asa subunits
could be components charactenistc of the mitochondrial
ATP synthase in the whole chlorophycean lineage.
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R 7. Oigomycin sensithity in Chiomphytes. The sensitivity of four
chiorophyoean algae representaive of the four clase of Chior-
aphytes (see table 1) was tested after S days of growth in the Bght
(50-pmal photors m™ 5™') on agar plates supglemented or not
with 10 pM oligomycn as indiated on the picture. Cells were
plated at three different cell densities (from top to bottom, Apgy =
02, 005 and Qo)

This conclusion isin line of our previouws hypothesis (Viz-
quez-Acevedo et al 2006) acco rding to whidch the absence of
atpd (subunitb)and otps (subunit A6L) genes in the mito-
chondrial genome is a clue pointing w the presence of an
atypical erzyme Both genes are indeed absent fram chior-
ophycean mitochondrial genomes butare foundin the mi-
tochondnial gename of nonchlorophycean Chlorophytes
and Sreprophytes (Vizquez-Acevedo et al 2006) (see ako
able 1) Mareover, chlorophycean mitochondnial genomes
exhibit a distinct pamern of evolution (Turmel et al 1999),
with an exremely compact and sometimes linear organiza-
gon, and contain scrambled rRNA genes alongto only a few
short noncoading regons. Gene transfer from mitochondria
w the nucleus abo occurred massively, thus leading to re-
localizarion of several genes (eg, cox?, coxd, nad3, nadd,
nad?, and nad?) coding for core subunits of respiratory-
chain complexes thar are sdll mitochondria encoded in
other green plants and in the vast majority of eukaryotes
(eg. Bullerwell and Gray 2004 Vazquez-Acevedo er al
2006) In the cases of atpd and atpd, no homolog could
be found in the nudear genome of C. reinhard tii or V. carteri
(Cardol et al 2005; Vazquez-Acevedo et al 2006) Marx and
collsborators suggested that the migration of mitodho ndrial
genes o the nucleus may acnually be the underying cause
for the recruitment of additio nal subunits { Mar et al 2003)
In addition, these authors proposed that the number of
genes that have migrated o the nudeus is comelated with
the number of second anily ac quired subunits. Two scenarios
could be invoked for the ongin of Asa subunits: 1) the

retargeting of previowdy plastdic/oytosolic proteins to
the mitochondria (possibly after gene duplicarion), and
their asembly into a new scaffold in the peripheral smik
of the ATP synthase, or 2) the acquiston of novel genes
by lateral gene oransfer (eicher from bactenial or eukaryotic
ongn ), and the utlization of the corresponding proteins as
novel subunits of de ATP synthase From our darabase
searches, it not possible to conclude as we did not find
any homolog [neither onholog or paralog) for ASA genes
(except ASA4) beyond Chlorophyceae Thus, whatever their
onigin, Asa subunits are likely o have undergone extensive
evolutionary divergence In Chlorophycese, the recruimment
of Asa subunis might be concomiant to the loss of mim-
chondrial genes for ATP synthase proteins (induding sub-
units b and AsL) along with the loss of secondarily acquired
subunits d, £ andg. Subunits band 4 are the main building
blocks of the peripheral stator architecture in eukaryotes
(velours and Asselin 200dx Walker and Dickson 2008)
whereas subunit g is crincal for dimer sability (Arnold
er al. 1998; Arelin er al 2004) In C. reinhardtii, ladk of
Asa? leads to a less stable dimenic enzyme that partially dis-
sodates after detergent exposure and BN-PAGE hence re-
leasing the F, moiery. This observation provides a consistent
proof of the involvement of this atypical subunit in the pe-
ripheral statorand forin the dimenizaton architecure of the
chloro phycean ATP synthase_This is not the first example of
amodification of the stator and dimenizato n module ardhi-
tecture duning speces evoluton Indeed, contrarily to F, and
Fey subunit compositon, the com position of the peripheral
stator differs between bacterial and classical mitochondrial
enzymes | reviewed in Walker and Dickson 2006} formed by
OSCP (named § in prokaryotes) and by an homodimer or
heterodimer of subunic b/b” in prokaryotes, the peripheral
stator cont@ins four main subunits in Metazoa and Fungi
(subunits b, d, h, and OSCP) (Walker and Dickson 2006)
In the yeast S. cerevisioe, mutations in the stator akso
have no effece on F, assembly bur do affect its ability o
interact with the Fg part in vivo (reviewed in Rak et al
2009) This in vivo effect is not observed in the ASAT-
silenced mutant, because ATP synthase activity (and pre-
sumably complex V assembly) in the mumnt i barely
affected. The number of subunits known to be involved
in the dimerization process ako differs from one group
w another three in yeast (g, g and k), two in mammaks
(e and g). and one in plants (). In contrast w the sttor,
the dimernization module is dispersable for cell survval
(Amold et al W98) Funcdonal roles of ATP synthase
oligomers have been, however, suggested and were recenty
reviewed (Witig and Schagger 2009) Brefly, they indude
dynamic regulation of ATP synthase activity, s@abilization
of the holoenzyme, bending of membranes tw alter the lo-
cal pH gradient, and pardcipadon in supramolecular ar-
rangement of respimmory complexes. In this respect.
unlike other known ATP synthases, dimenc mitochondrial
complex V of chlorophycean algae hardly dissodiares upon
solubilizaton with nonionic detergents, whereas a dimeric
enzyme in nonchlorophycean Chilorophytes, if present,
still remains o be idendfied (Van Lis et al 2003 2007;
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Varquez-Acevedo et al 2006) This smongly indicares thar
the smbility of dimeric complex V asjudged from BN-PAGE
experiments could be taken as an indicaror of the enzyme
subunit composition. In green algae at least, a highly sable
dimeric enzyme would be corelated with an arypical sub-
unit composition, whereas an unstable dimeric enzyme
would reflecr a dassical subunit composidon In C. min-
hardti and Polytomella sp. Pringsheim 19880, monomenic
F,Fyor free F, moieties were observed only after heat trear-
ment or addidon of biliary salts, the monomenic form ex-
hibiing a very shorr half-ife time (—1 min) in these
conditions (Van Lis et al 2002 Villavicendo-Queijeiro
et al 2009) The dimenic organization of the mitochondrial
ATP synthase from C reinhardtii is ako unaffected by the
cellular merabolic stare, in contrast with the chloroplastc
dimernic complex V (Rexroth et al. 2003; Schwassmann etal
2007) Lack of Asa? does not seem to alter mitochondrial
structure, call growth, or ATP level It is thus empting to
condude that in vivo, the dimenic state prevaik in the ab-
sence of Asa7and that other Asa subunits might be irvolved
in dimer stability_As26 could be instrumentalinmain @ining
the dimenicsynthase conformation as suggested by the pres-
ence of a possible coiled coil (Van Lis et al. 2007) and evi-
denced by crossinking experiments in  Polytomella
sp. Pringsheim 19480 (Villavicencio-Queljeiro et al 2009)
However, it i imporant to remember that Asa6 and
Asa¥ subiinits do notshare any sinilanty with dassical sub-
units e, g and k (Vizquez-Acevedo et al 2006; Van Lis et al
2007), which mediate dimerization of the yeast ATP syn-
thase (Amold et al 1998 Brunner etal 2002) In Polytomella
sp. Pringsheim 198.80, dimeric complex V is also more resis-
ant than the monomenc form to hear treatment
high hydrostatic pressure and protease degradation
(Villavicendo-Quedjeiro et al 2009) These results point
out possible evo lutionary advantages in terms of sorucrural in-
tegrity brought by the Asa subunits Due to this highly stable
nature, the dime ic A TP synthase from Chloroph yeeae is agnod
candidate to work with in order to further eluddate the func-
tonal role of oligomernic state of ATP synthase in eularyotes

As highlighted in this work, atypical Asa? protein is not
essential for mitochondrial F,Fy-ATPase complex activity
and assembly. Surprisingly, an ASA7-silenced muant i
maore sensitive to oligomycin than the wild type. Perhaps
even maore remarkably, spedes belonging o four orders of
Chiorophyceae (see table 3) are insensitive to oligonvydn
concentrations that reduce cell growth, respiraton, and
ATP levels of algae belonging to other Chlorophyte dases
(Le. Trebousxio phyceae, Prasinophyceae, and Ulvophyceae)

Produced in vanous strains of Strepromyces, oligomy-
dns are potent and dasical inhibitors of mitodho ndrial
ATP synthase H™ channel in vio and abo in vivo in var-
jousorganisms (reviewed in Hong and Pedersen 2008) Two
distinct mechanisms for oligomycin resistance. a direct and
an indirect one, have been so far described in the yeast S
cerevisige. The direct mechanism involves mutated residues
in subunits @ and ¢ (John and Nagley 1986; Nagley et al
1986) These amino acids are conserved in Chlorophyceae
(C. reinhardtii and §. obliquus), as they are in other green
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algae (supplementary fig. 2, Supplementary Matenal on-
ling). In addition, expression of C reinhardtii subunic
a in an ATPg-deficient human cell line has been claimed
o restore oligomydin-sensitive ATP synthesis in permeabi-
lized cells (Ofaimi et al 2002)_Atlast, the acrivity of purified
complex V from Polytomella sp. Pringsheim 19880 is fully
inhibited by oligomydn once it i detergent-actvated
(Villavicendo-Queijeiro et al 2000) Altogether, these data
strongy indicare that the oligomycin binding site is well
conserved in the chlorophycean complex V. The indirect
mechanism described in yeast requires overexpression of
YORY protein, an ABC transporter located in the plasma
membrane and responsible for mulodneg reskance (eg.
Karzmann et al 1995; Grigoras et al 2008). Aldhough a hy-
pothetcal YOR1 homolog was identified in Chlamydomo-
nas (XP_001693422) overexpression of such a plasma
membrane mansporter would not explain the previous re-
port by Eriksson and coworbers in 1995, who showed thar
ADPstimulated respiration of Chlamydomonas purified
mitochondria is almost insensitive o oligomydn concen-
wrations {up o 1 pM) that fully inhibit the same parameter
in isolated pea mitochondria (Enksson et al 1995) These
authors slready suggested that low semsitivity o oligo-
myycin might be relared to different propertes of the
mitochondnal ATP synthase from Chlamydomonas a
com pared with higher plants The sensitvity to oligom ydn
of AsaT-deprived cels demonsmates the link benween oli-
gomycin resisance in vivo and the presence of arypical
complex V subunit compaositon in Chlorophyceas. Asa?
protein would be positioned ina manner that limits or pre-
vents the access of oligomycin w is acton site when the
dimeric erzyme is embedded within the inner mitochon-
drial membrane. This proposal i in good agreement with
a working model proposed for the Polytomella enxyme
(Wan Lis et al. 2007), in which Asa? would be locared in
the dimernzaton region in the vicinity of the subunit o,
which i imvolved in H® channeling and oligomydn
sensitiity (see above).

In condusion, the drastic modification in subunit com-
position of the peripheral stator and dimenzaton module
that occurred through the recruitment of Asa7 along with
other Asa subunits probably conferred on the chloro phy-
CEan ancestor new properties in erms of oligomer scabilicy
and shidlding the H™ channe against inhibitory molecules.
Future work will determine whether ather roles might be
acribed w the other Asa subunits. In other respecs, we
propose that four criteria could be independently taken
into consideration to derect an arypical ATP synthase in
Chlorophyceae 1) an in vivo resistance to oligomycin, 2)
the in vimo stability of the dimeric farm of the enzyme,
3) the presence of atypical subunits or 4) the absence
aof ATP4 mitochondnial gene coding for subunit b.

Supplementary Material

Supplementary figures 1 and 2 and supplementary tables
51 and 52 are available ar Molecular Biology and Evolution
online (hripy /www.mbe oxford joumals ong/).
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Los genomas mitocondriales: ; Qué nos dicen

M - r
! - sobre la evolucién de las algas verdes?
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-

RESUMEN. El mimero de penomas mitocondriales de alzas verdes
seruenciados Va en aumento constante. Sin embargo, estudios compa-
mushmmﬂthn mmmmmlspnsem
estTuca y comenido de genes pury diferensec. Du-
mhhummhmhhsﬂgasvaﬂahmmdnmh
‘transferencia de penes del penoma mitocondrial al penoma maclear.
mgnlkm&gmhm'lvﬂlmdm—
del penoma matocondrial y a la vez ha moementado
hcmmlgnhddﬂgm:mmxh&mmmsemhahm—
Ianmqmenslemhnuhm hsmmmﬂualﬁy
nﬂealumdhm;e& alzas cloroficeas. Tambien

Emms biemente
‘it ma mahﬁ&hhﬂ?ﬁ%&ﬂﬁe“ypm

Io tanto pueden ser ariles en esmdios Slogentticos.

Palabras dave: Bﬂm&hsmmuﬂn]ﬁ,ipsm-
des, fragmentacion de genss, ATP sintasa mitocondrial

INTRODUCCION

Las algas verdes constitoyen un grupo de organismos
muy diverso. La diversidad se observa a nivel de su habitat,
morfologia (Lewis y McCourt 200!:), reproduccion (Margu-
lis y Schwartz 1998) y a nivel penomico hitp:/genome jgi-
psf.org/ y tp./"www.ncbi nlm nih gov/zenomes/Genomes-
Group.cgi Maxid=330008& opt=crganelle). Estadios basados
en las caracteristicas bioguinncas, fisiologicas v estroctors-
les de las plantas terrestres y de las algas verdes sugieren
que los ancestros de las algas verdes som los progenitores
unicelulares de las plantas (Margulis y Schwartz 1998 y
Lewis y McCourt 2004). Actualmente las plantas termestres
conforman el linaje Firidiplantae gue se divide en los phyla
Streptophyta, que contiene a las embrofitas v carofitas, v
Chiorophyta, que contiens a la mayoria de las algas verdes.
El phyla Chlorophyta consiste en tres clases monofilsticas

FIMEt version FceNed: Sepiember 20, 2003; frs! version revead: July 31, 2008; pacond
wersion recehved In revised for: August 17, 2009, second version fevised Marsh 30,
20180 aceepied: Aorl 26, 2080,

mmm'icmm;emﬂgim

This review exam-
mes the i and moclear penome =vo-
Iution in the chiorophycean lineaze of zreen alzae and describes rare

mentation, nutochondrial ATP synthase.

denominadas Ulvophyceae, Treboixiophyceae v Chioro-
phyceas; v en una clase no monofilética denominada Prasi-
nopiyceae, que contiene algas verdes primitivas (Bullerwell
v Gray 2004). Recienternente se ha inchudo la clase Pedino-
Ppiycene. sin embargo su posicion filogenética sen se debare
(Turmed et al 1999).

La filogenia es importante va que mefieja la historiade la
transmision de la informacion genética, asimismo contri-
buye a guiar la interpretacion de como y bajo qué circuns-
tancias han ido evolucionando los genomas. Acmalmen-
te, existen muy pocos genomas mucleares de algas verdes
completamente secuenciados: el de la trebuxoficea Chilo-
rella sp. NC644 (hitp//genome jgi-psf org/ChINCE64A 1/
ChINC&4A 1 home homl), los de las prasinoficeas Micro-
monas pusilla (http.//genome jgi-psf orgMicpuC2 Mic-
puC2 home himl), Micromona: RCCI99 (http.//genome.
Jjegi-psforgMicpuN2/MicpuN2 home html), Qstreococ-
cus lucimarinus (http://genome jgi-psf.org/Ost9901_3/
0s19001_3 home html) ¥ Ostreococcus taurt (http./ geno-
me jgi-psforz/Ostta4/Osta4. home himl) y los de las clo-
roficeas Chlamydomonas reinkardsii (h ttp://genome jgi-
psf.org/Chire3/Chire3 home html) y Folvox cartert (http./
zenome jzi-psforg Volcal WVolcal home himl); por lo que
es dificil llevar a cabo estudios comparativos que permitan
conocer la variscion de secuencia de los genes v definir
con exactirad las relaciones filogenéticas entre las algas
verdes. En cambio, 1a secuenciacion de 10 genomas mi-
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tocondriales pertenecientes a los distintos linajes de algas
\*ardeshapemudom'uqueesmhm sufrido cam-
bios radicales en su estructura, composicion, organizacion,
contenido de genes y mimero de copias de genes a lo lar-
go de su eveolucion. Estas caracteristicas pueden ser itiles
para hacer inferencias acerca de la naturaleza del genoma
mitocondrial de su ancestro comun (Pombert et al, 2006).
El genoma mitocondrial ha sido utilizado ampliamente en
estudios de evolucion por ser heredado de manera unipa-
rental, por contener una copia unica de genes ortologos ¥
por tener una alra tasa de murscion. utilizada para definir la
distancia genética eniTe organismos cercanamente relacio-
nados v asi establecer sus relaciones filogenéticas (Brown
et 3l 1979 y Barr et al, 2005).

La secuenciacion de genomas mitocondriales de los dis-
tintos linajes de algas verdes ha revelado que éstos presen-
tido contrastar los patrones de organizacion de los genomas
mitocondriales de los distintos linajes de algas verdes. Los
factores y los mecanismos responsables de los cambios en
contenido, organizacion y estructura de los genomas mito-
condriales que las algas verdes han sufrido a lo largo de su
evolucion sim no se conocen completamente, ;Qué fuerzas
nﬂmhncmmbm&:ammdemgna
en el genoma mitocondrial? ;Que posibles implicaciones
tiene la transferencia de genes del genoma mitocondrial al
muclear? ;Queé ha favorecido que ciertos linajes de algas
verdes hayan adquirido nuevo material genético? A conti-
muacion se discuten algunas caracteristicas a nivel de orga-
nizacion, estructura, contenido y dinamica de genes que se
de las algas verdes, asi como el posible significado que pue-
den tener a nivel evolutivo. Finalmente se conjuntan estas
observaciones para proponer una nueva aplicacion del geno-
ma mitocondrial en la filogenia de las algas cloroficess.

GENOMAS MITOCONDRIALES

Las mitocondrias son organelos de las células encanion-
tes cuya funcion principal es Ia sintesis de ATP acoplada a
la cadena respiratoria, fenomeno conocido como fosforila-
cion oxidativa. La fosforilacion oxidativa es una de las matas
bioquimicas mas antiguas y conservadas en la mitocondria
(Mentel y Martin 2008). Las mitocondrias también partici-
pan en la biosintesis de aminoacidos y de acidos grasos, en
la apoptosis, en 1a sefalizacion celular (Logan 2007) y en la
biogénesis de los centros hierro-azufre.

La teoria mas aceptada acerca del origen de la mito-
condria es 1a del endosimbionte, 1a cual propone que este
organelo se originé a partir de un simbionte intracelular
bacteriano (Margulis 1975). Andlisis filogensticos de RNA
ribosomal (fRNA) indican que el endosimbionte probable-
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mente foe una ci-protecbacteria (Gray et al, 2001, Katz 2002
v Andersson et al, 2003). La naturaleza del hospedero aun se
debate, pero se propone que fue una arqueobacteria (Timmis
et al, 2004) o un protoeucarionte (Poole y Penny 2007).
Las mitocondrias son organelos intracelulares semisuto-
nomos que contiensn su propio genoma. Los genomas mi-
tocondriales actuales son el resultado de una reduccion del
genoma del endosimbionte original (Gray et al, 1999). Aun-
que se ha propuesto que tienen el mismo origen, los genomas
mitocondriales han evolucionado de manera distinta en los
organiemos encariontes (Fauron et al, 1995 y Bamr et al, 2005)
¥ presentan una gran diversidad en tamafio, organizacion y
complejidad génica. Los genomas mitocondriales son muy
dimamicos, modifican, eliminan y/o rearreglan su material ge-
nético y se ha propuesto que incluso pueden adquirir muevo
material genético (Boer y Gray 1988 y Pomt-Kingdon et al,
1998).
can RN As ribosomales, RNAs de transferencia (tRNA) (Sa-
linas et al, 2008). proteinas de los distintos complejos enzi-
miticos de la cadena respiratoria y ocasionalmente algunas
proteinas ribosomales (Burger et al, 2003). No obstante, a
pesar de que la informacion contenida en el genoma mito-
condrial estd conservada entre los eucariontes, el genoma
mitocondrial se caracteriza por uma gran diversidad en es-
tructura, tamafio, contenido de genes y organizacion en los
distintos organismos encariontes (Gray et al, 1999 y Burger
et al. 2003).

DIVERSIDAD DE LOS GENOMAS
MITOCONDRIALES

La mayoria de los genomas mitocondriales presentan
una estructura circular, por ejemplo el de humano (Sacco-
ne et al. 2006). Existen genomas mitocondriales lineales
como es el caso de los apicomplejos como Plasmodium
Jalciparum (Conway et al, 2000) o de algunas algas verdes
como Chlamydemonas reinhardtii (Boer y Gray 1938)
Otros genomss mitocondriales estin compuestos por mas
de una molécula como en los siguientes ejemplos. El ge-
noma mitocondrial del hongo Spizellomyces puncratus
consiste en tres moléculas circulares (Burger et al, 2003).
El genoma mitocondrial del alga verde Polytomella parva
consiste en dos cadenas lineales de 13.5 v 3.5 kpb, respec-
tivamente (Fan y Lee 2002). El genoma mitocondrial del
metazoario dmoebidium parasiticum esta fragmentado en
mas de 80 moléculas (Bullerwell v Gray 2004). El genoma
mitocondrial de los kinetoplistidos Tripanosoma consiste
en concatensmeros de DNA. Cada concatenimero contiene
aproximadamente una docena de maxicirculos (20 a 40 kb)
y miles de mini-circulos (0.5 a 2.5 kb). Los maxicirculos
codifican protemnas v fRNA y los minicirculos codifican
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BNAs guia que participan en la edicion de los RNA men-
sajeros (Mormis et al, 2001).

La secuenciacion de los diversos genomas mitocondriales
ha demostoado que el contenide de genes es independiente
del tamano del genoma mitocondrial (Burger et al, 2003). E1
genoma mitocondrial del protozoario Reciimomonas ame-
ricana es el que presenta el mayor contenido de genes; tie-
ne un tamaho de 69 kpb, contiene 97 genes v codifica 67
proteinas (Lang et al, 1997). Los genomas mitocondriales
secuenciados de los apicomplejos constinryen a la fecha los
genomas mitocondriales con el menor contenido de genes.
Por ejemplo, el genoma mitocondrial de P. falcparum tiene
un tamano menor 3 6 kpb ¥ contiens tres gemes que codifi-
cam tres proteinas, respectivamente (Conway et al, 2000). En
cambio, los genomas mitocondriales de las plantas tienen
un tamafic de mas de 200 kpb, pero en general contienen
menos Fenes que el genoma mitocondrial de R americana.
Por ejemplo, el genoma mitocondrial de ks planta Physcomi-
trella patens tiene un amatio de mas de 100 kpb, contiene
69 gemes v codifica 42 proteinas {Teresawa et al. 2007).

Existen genomas mitocondriales que presentsn un patron
de organizacion similar al de su ancestro bacteriano: en sa
mayoria son codificantes, practicamente no contienen intro-
Tes; COnfienen genes que codifican todos los (RNA necess-
Tios ¥ tienen un uso de codones universal (Gray et al, 1999).
Algunos ejemplos de este tipo de genomas mitocondriales
son los de animales, hongos y plantas (Gray et al, 1999).
5in embargo, hay genomas mitocondrisles que presentan un
patron distinto al de su ancestro bacteriano: presentan una
notable reduccion en el contenido de penes, presentan genes
que codifican fRNA fragmentados v dispersos: v tienen un
uso de codones no umiversal. Tal es el caso de los genomas
mitocondriales de alpunas algas verdes.

GENOMAS MITOCONDRIALES DE ALGAS VERDES

Actualmente se han secuenciado y anotado en el Gen-
Bank (WNCBI) 10 genomas mitocondriales de algas verdes.
Uno de ellos pertenece al linaje de las trebuxoficess, Pro-
totheca wickerhamii (U02970) (Wolff et al, 1994), uno al
linsje de las pedinoficeas, Pedinomonas minor (AF116775)
(Turmel et al, 1990), dos al linsje de las ulvoficeas, Pseu-
dendoclonium afinetum (AY359242) (Pombert et al, 2004)
y Qltmannsiellopsiz viridis (DQ365900) (Pombert et al,
2006), dos al linaje de las prasinoficeas, Ostreococcus tauri
(CR954200) (Robbens et al, 2007) y Nephroselmis oliva-
cea (AF110138) (Turmel et al, 1999) y cuatro al linaje de
las cloroficeas, Chlamydomonas eugametos (AF00E237)
(Denovan-Wright et al. 1998), Chiamydomonas reinhardtri
(U03843) (Vahrenholz et al, 1993), Polytomella capuana
(EF645804) (Smith y Lee 2008) y Scenedesmus obliquus
(H17375) (Nedelcu et al, 2000). En las algas verdes se han

descrito dos tipos de genomas: el ancestral y el reducido.
Los genomas de tipo ancestral tienen un tamanio de 45 a 96
kpb; contienen genes que codifican proteinas ribosomales,
proteinas de la cadena respiratoria, tRNA v el juego com-
pleto de genmes que codifican todos los t(RINA (Nedelcu et
al, 2000) (Tabla 1). Los genes que codifican rRNA estan
localizados de manera continua en el genoma mitocondrial,
Los genomas mitocondriales del alga trebuxoficea P. wic-
Kerhamii (U02970), de las algas ulvoficeas P. akinetum
(AY359242) vy O. viridis (DQ365000), y de las algas prasin-
oficeas 0. tauri (CR954200) v N. olivacea (AF110138), son
de tipo ancestral (Pombert et al, 2006). Los genomas de tpo
reducido tienen un tamanio de 13 a 25 kpb; carecen de penes
que codifican protemas ribosomales v solamente contienen
algunos de los genes gue codifican fRNA, proteinas de la
cadena respiratoria y tRINA. Los genes que codifican los
TRMNA estan fragmentados v localizados de manera disper-
sa en el genoma mitocondrial Los genomas mitocondriales
del alga pedinoficea, P. minor, de las algas cloroficeas, C.
eugametos (AF008237), C. reinhardrii (U03843), y P. ca-
pusma (EF645804), son de tipo reducido (Tabla 1).

El porcentae del genoma mitocondrial que es codificante
va del 41% al 61% en la mayoria de los genomas secuen-
ciados de algas verdes. La excepcion la constinoye el geno-
ma mitocondrial de 5. obliquus, cuyo porcentaje de genoma
codificante es del 38% (Tabla 2). El genoma mitocondrial
del alga cloroficea 5. obliquus se considera como un inter-
mediario evolutive entre los penomas de las algas verdes
(Nedelcu et al, 2000). El genoma mitocondrial de S. obii-
guus tiens un tamanio menor (aproximadamente 43 kpb) que
el del genoma de tipo ancestral de N, alhvacen (aproximada-
mente 45 kpb) ¥ mayor que el del genoma de tipo reducido
de P. minor (aproximadamente 25 kpb) (Tabla 2). La den-
sidad de genes en 5. obliguus (del 60.6%) es Ia menor que
se ha descrito hasta ahora en los genomas mitocondriales
secnenciados de algas verdes. El penoma mitocondrial de 5.
obliguus contiene 42 genes, contra 62 genes que contiensn
aproximadamente los genomas de tpo ancestral y contra
12 penes que contienen en promedio los genomas reduci-
dos (Tabla 2). Ademas, los genes que codifican fRINA es-
tan fragmentados y localizados de manera dispersa, como
en los penomas mitocondriales de tipo reducido (Nedelca
et al 2000).

INTRONES

Los intrones son elementos integrales de los genomas
encariontes gque participan de manera activa en la evolu-
cion de genes mediante los fenomenos de procesamiento
altermativo e intercambio de exones (Fedorova y Fedorov
2003). Los genomas de organelos celulares contienen des
tipos de intrones: de grupo I ¥ de grupo I1. Los intrones de
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grupo I codifican endonucleasas, sitio especifico que cara-
lizan su propagacion a otros genes. Los infrones de grupo
I son elementos genéticos moviles autocataliticos (Hau-
gen et al, 2005).

Existen variaciones en el mimero, el grupo y la localiza-
les secuenciados de las algas verdes: 0. faure, C. reinhardim
y P. capuana no tienen iNITones &0 5us FENOMas milocon-
driales; P. akinerum, O. viridis, P. wickerhamii, N. olivacea,
5. obliguus y C. eugametos contienen inrones de grupo Iy
Q. viridis, 5. obliguus y P. minor contienen intrones de zm-
po II (Tabla I). Las algas verdes anteriores que contienen
imtrones de grapo I, presentsn uno o mas de estos intrones en
los genes que codifican fRNA. Las algas P. akimerum (Wolff
et al, 1094), O. viridis (Pombert et al, 2006), ¥. olivacea
(Turmel et al, 1999) y C. eugametos (Denovan-Wright et
al 1998) contienen un intron de grupo I en el zen cob. Las
algas P. alinetum (Wolff et al, 1994), P. wickerhami (Wolff
et al 1994), v C. eugameros (Denovan-Wright et al, 1908)
contienen uno o mas mtrones de grupo I en el gen coxl. Las
cloroficeas 5. obliguus (Nedelou et al, 2000) y C. eugameros
(Denovan-Wright et al. 1998) contienen uno o mas intrones
de grupo I en el gen nad’. Las algas P. akinerum (Wolff et
al, 1994) y C. eugametos (Denovan-Wright et al, 1998) con-
tienen un infron de grapo I en los genes atpl y nadl, respec-
tivamente. En cuanto a los intrones de grupo IL se observa
que 5. obliguns (Nedelcu et al, 2000) y P. minor (Turmel et
al 1900) contienen un intrén de grupo II en uno o mas ge-
nes que codifican fRNA_ Finalmente, 0. wiridis contiene un
imtron de grupo II en el gen cox] (Pombert et al. 2006).

La presencia de intrones en los genomas mitocondriales
en las distintas alzas puede ser util para describir las relacio-
nes filogeneticas entre los linajes de algas vesdes. La pre-
sencia de infrones de un mismo grupoe en los mismos genes
de distintas algas podria sugerir que los intrones haysn sido
heredados verticalmente de un ancestro mitocondrial commm
de las algas verdes. Sera interesante determinar si los in-
trones conservan la secuencia la estructura y una posicion
equivalente en los genes de las distimtas algas verdes, ya que
esto podria contribuir a identificar eventos de transferencia
horizontal (Gray et al, 1998).

CONTENIDO DE GENES

Los genomas mitocondriales secuenciados de algas
verdes revelan que el contenido de genes varia en los
distintos linajes (http:/‘www.nchbinlm nih gov/geno-
mes/GenomesGroup.cgiTtaxid=33090& opt=orzanelle).
De los genes contenidos en el genoma mitocondrial se
les ha dado atencion principalmente a aguellos que co-
difican proteinas que participan en la fosforilacion oxi-
dativa. En esta ruta metabolica interaccionan proteinas
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codificadas por genes mitocondriales y oucleares (Sac-
cone et al, 2006).

Los genomas mitocondriales secuenciados de las algas
verdes presentan diferencias en cnanto al contenido de ge-
nes gue codifican distinras subunidades de los complejos I,
IV y V de 1a cadena respiratoria (Tabla 1). Los genomas
mitocondriales de las algas prasinoficeas O. tauri (Robbens
et al, 2007) y N. olivacea (Turmel et al, 1999) contienen
todo el conjunto de genes clasicos mitocondriales que codi-
fican para subunidades de los complejos I IV v V. En cuan-
0 a los gemes que codifican componentes del complejo I se
observan variaciones. El alga trebuxoficea P. wickerhamii
(Wolff et al, 1994) y las alzas ulvoficeas O. viridis y P. aki-
nefum (Pombert et al, 2006) carecen del gen nadl{ del com-
plejo I El alga ulvoficea P. akinerum (Pombert et al, 2006)
vy el alga pedinoficea P. minor (Turmel et al, 1999) carecen,
ademas del gen nad]0, del pen nad?. Los genomas mitocon-
driales de las cloroficeas 5. obliquus (Nedelcu et al, 2000),
C. eugametos (Denovan-Wright et al, 1998), C. remmhardni
(Vahrenholz et al, 1993) y P. capuana (Smith y Lee 2008)
carecen de los penes nad?, nad? y nadl 0. Ademas, las algac
C. eugametos (AF008237) (Denovan-Wright et al, 1998), C.
reinhardyii (U03843) (Vahrenholz et al, 1993) y P. capua-
na (EF645804) (5mith vy Lee 2008) que son muy cercanas
filogenéticamente, carecen de los genes nad3, nad4L. nad7,
nad? y madl0.

En cuanto a los genes que codifican componentes del
complejo IV se observa que los penomas mitocondriales del
alga pedinoficea P. minor (Turmel et al, 1999) y de las algas
cloroficeas 5. obliguus (Funes et al, 2002), C. eugameros
{Denovan-Wright et al. 1998), C. reinhardtii (Pérez-Marti-
nez et al, 2000 y Perez-Martimez et al, 2001) y P. capuana
(Smith y Lee 2008) carecen de los genes cox2 y cox3 (Ta-
bla 1). La susencia del gen cox? en el genoma mitocondrial
constituye un caso Unico entre las algas verdes y entre los
parasitos apicomplejos (Perez-Martinez et al, 2001 y Funes
etal. 2002). Como se discutird mas adelante. en el caso de S
obliguus el gen cox? también esta fragmentado; pero coxla
permanece en el genoma mitocondrial (AAF72052), mien-
tras que cox2h ha migrado al penoma nuclear (AA027881)
(Funes et al, 2002).

Respecto a los genes que codifican componentes del
complejo V, se observa que los genomas mitocondriales de
las algas prasinoficeas, ulvoficeas v trebuxoficeas contie-
nen los genes arpl. aip4, atpd, aips ¥ ap? que codifican
las distintas subunidades del estator de la ATP sintasa mi-
tocondrial (Tabla 1). Los genomas mitocondriales del alga
pedinoficea P. minor (Turmel et al, 1999) v de la clorofi-
cea 5. obliguus (Nedelcu et al, 20040) contienen el gen afpd.
Ademas, el genoma mitocondrial de P. minor (Turmel et
al, 1999) contiene el gen afpd y el de 5. obliguus contiens
el pen arp?. Los genomas mitocondriales de las algas clo-
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roficeas C. eugameros (AF008237) (Denovan-Wright et al,
1998). C. reinhardrii (U03843) (Vahrenholz et al, 1993) y
P. capuana (EF645804) (Smith y Lee 2008) constituyen un
caso notable ya que ninguno de ellos contiene Zenes que
codifican subunidades del estator de la ATP sinrasa. como
se discutira mis adelamte (Tabla 1).

Las alzas prasinoficeas N. olivacea (Turmel et al, 1999),
O. tauri (Robbens et al. 2007), el alga trebuxoficea P. wic-
Eerhamii (Wolff et al, 1994) v las ulvoficeas 0. viridiz
(Pombert et al, 2006) y P. akinefum (Pombert et al, 2004)
Que tienen un genoma mitocondrial de tipo ancestral, es
decir semejante al de & americana, contienen &l conjunto
completo o casi completo de genes que codifican modos los
tRNA mecesarios para sintetizar las proteinas que codifican
(Tabla 1). En alpumos penomas mitocondriales de algas ver-
des se ha observado que existen variaciones en el codigo ge-
nesico (MNedelcu et al. 2000). Los genomas mitecondriales de
tipo ancestral tienen una preferencia por la terminacion con
el nucleotido A o T en la tercera posicion del codon. El alga
pedinoficea P. minor y las algas cloroficeas C. remhardsii y
C. qugamerios GeNen Un genoma mitocondnal de tipo redu-
cido vy carecen de la mayoria de los genes que codifican to-
dos los tRINA necesarios para la sintesis de proteinas (Tabla
1). Estas también tienen una preferencia por la terminacion
con el nucleotido A o T en la tercera posicion del codon.
Sin embargo, P. minor utiliza el codon de terminacion UGA.
pana codificar un triptofano (Tumel et al, 1999). El alga
cloroficea 5. obliguus utiliza un codigo genético diferente
donde el codon de terminacion UAG codifica para lencina v
el codon UCA para la terminacion. 5. obliguus no tiene una
preferencia por la terminacion con el macleotido Ao Tenla
tercera posicion del codén (Wedelcu et al, 2000).

El uso de un codigo genético alternativo es una ca-
racteristica distintiva de los genomas mitocondriales. La
plasticidad manifestada en la tercera posicion del codon
podria verse reflejada en el uso de una menor cantidad
de tRNA para la sintesis de proteinas. Asi, la plasticidad
manifestada en la tercera posicion del codon junto con la
susencia de algunos genes gque codifican tRMA pueden
ser factores que contribuyen a la variacion de los codigos
genéticos mitocondriales (Enight et al, 2001). Ademas,
en los encariontes en general. la importacion de tRNA del
citoplasma a la mitocondria es esencial para los procesos
biosintéticos de la mitocondria y en consecuencia para la
visbilidad celular (Salinas et al, 2008).

Una ventaja de la secuenciacion completa de los genomas
mitocondriales es que permite conocer el orden en que se en-
cuentran los genes. En este trabajo hemos realizado un ans-
lisis fm silico de los genomas mitocondriales secuenciados
de las algas verdes y tomando en cuenta solamente aguellos
que codifican proteinas de la cadena respiraronia; se obser-
va que hay arreglos de genes contizuos que estin presentes

en diferentes linajes (Tabla 3). Un ejemplo es el amreglo de
zenes [coxl-cox3] que se encuenira en el penoma mitocon-
drial de las prasinoficeas N. olivacea (GenelD: 4178032 y
4178033) y O. rauri (GeneID): 4238905 y 4238906), en la
ulvoficea 0. viridis (GenelD: 4200888 y 4200889) yenla
trebuxoficea P. wickerhamii (GenelID: 802128 y 802127).
Sin embargo, en P. wickerhamii los genes estan orentados
en direccion inversa [cox3-cox?], y se localizan en la cadena
no codificante del genoma. A continuacion se mencionan
otros ejemplos. El ammeglo [atpl-nadl] se encuentra en la
ulvoficea P. akinetum (GenelD: 2847073 v 2847036) v
1a trebuxoficea P. wickerhamii (GenelD: 802120 y B02115).
El amreglo [nad¥-nad’], en donde ambos genes se localizan
en la cadena no codificanse del genoma, se encuentra en la
trebuxoficea P. wickerhamii (GenelD: 802106 y 802112), en
las prasinoficeas N. ofivacea (GenelD: 4178018 y 4178017)
¥ O. tauri (GenelD: 4238861 v 4238864) v en la cloroficea
C. reinkardyii (GenelD: 801494 y 801492). En N. olivacea
los genes estan orientados en direccion inversa y se locali-
zan en la cadena codificante del genoma. El arreglo [nadd-
nad?] se encuentra en las prasinoficeas N. olivacea (Ge-
nelD: 4178018 y 4178019) y O. tawri (GenelD: 4238861
y 4238925), en las cloroficeas Chiamydomonas elonga-
tum (GenelD: B00378 y 800383) y P. capuana (GenelD:
5952269 y 5952285) v en la pedinoficea P. minor (GenelD:
800406 y 800409). En O. fauri los genes estin orientados en
direccion inversa vy se localizan en la cadena no codificante
del penoma. El smreglo [cox]-nad¥] se encuentra en la tre-
buxoficea P. wickerhamii (GeneID: 802105 y 802106),
la pedinoficea P. minor (GenelD: 800402 y 800406) v
las cloroficeas S. obliguus (GenelD: 802057 y 802067) v P.
capuana (GenelD): 5952274 y 5952269). En la trebuxoficea
P. wickerhamii ambos genes se localizan en la cadena codi-
ficanre del genoma. El arreglo [nadi-naddLl] se encuentra
en la ulvoficea O. viridis (GenelD: 4200920 y 4200930) y
la cloroficea 5. obliguus (GenelD: 802065 v 802068).
Finalmente, el arreglo [cob-coxl] se encuentra en la prasi-
noficea O. fauri y en las cloroficeas C. eugamentos (Ge-
nelly: 800379 y 800385) v P. capuana (GenelD: 5052284 y
5052274). En 0. tauri. los genes cox] y cob estan duplica-
dos (GeneIDx: 4238907, 4238008 y 4238003, 4238904). En
1a cadena codficante esta el arreglo [cox]-cob] y en la cade-
na no codificante se encuenera el doplicado de los gemes en
direccion inversa. En la cloroficea P. capuana., el gen cob se
localiza en la cadena no codificante del genoma (Tabla 3).
Alzunos arreglos de genes parecen estar presentes sola-
mente en un linaje. Por ejemplo, los siguientes ameglos de ge-
nes que se encuentran solamente en las prasinoficeas N oli-
vacea ¥ Q. tauri: 1os genes [atpo-nadd] (V. olivacea GenelD:
4178029 v 4178030, y O. raurt GenelD): 4238808 v 4238865),
donde el gen arpé se localiza en la cadena mo codificante del
zenoma v los penes [madi-nadd-nad?]. En O. tauert los genes
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No, Meohroseimis ofiacea (NC_008239); OL Ostreococeurs fauri [NC_DOB290} Pu. Protatheca wickerhami (NC_001613); Pa, Pseudendocionium akinenum [NC_D0S806)
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[nadi-nad4-nad?] estan orientados en direccion inversa y se
localizan en la cadena codificante del gemoma_ L3 presencia
del arreglo [nadi-nad4-nadl] es caracteristica de los zeno-
mEs que Presentsn un patron de organizacion similar al de su
ancestro bacteriano (Lang et al, 1997). Esto coincide con el
hecho de que las alzas del linaje de las prasinoficeas tienen
un Zenoma mitocondrial de tipo ancestral Ademas, tomando
en cuenta que los genomas mitocondriales de N. olivaces y
O. taneri tienen una estructura circulsr, se observa que ambas
conservan el sipumiente arreglo: [aipd-nadt-cox2-cox3-nad3-
nad4-nad?] (con la inversion respectiva de los genes nad’, 4
¥ 2en 0. tary) (Tabla 3).

La preservacion del orden preciso de los genes en los
genomas mitocondriales (sintenia), asi como la presencia o
la susencia de genes, son importantes 4 mivel evoluovo. El
orden de los genes en un genomas en general esta preserva-

do en los organismos que son filogenéticamente Cercanos.
Ademas, la conservacion del orden de genes puede dar in-
formacion acerca de eventos de recombinacion. En el caso
de]asalgasv;uds,espnsﬂﬂeqnealg:mnsmghsdegen&s
sean caractensticas exclusivas de un linaje particular y por
lo tanto sean uriles para resolver confroversias en cuanto a
su clasificacion entre los distintos linajes de algas verdes.
Normalmente se considera que dos o mas linajes estan re-
lacionados si éstos presentan caracteristicas morfologicas
compartidas, ¥a que se piensa que estas CAracteristicas pro-
vienen de su ancestro conmn (Tamames 2001).

ESTRUCTURA

La mayoria de las algas cloroficeas presentan genomas
mitocondriales con estructara circular, como es el caso de

Tabia 2. Carasteristicas 0 ios genonas Milocondrales SecUenciatos o8 Algas Venses.

Tamano Genoma RNAS %GYC Intrones
Akp Topologia  (pb)  cocificamie %) Genes  Pmienas  estructuraies Grpol  Gen  Grpoll  Gen
P sreuar 85880 8% B4 72 ) % 7 mi{l) ]
apiin)
coxt (4)
cob (1}
o gredar 56761 5% LX) 38 7 3% 2 mif1) 1 ecoxt(1)
cob (1}
Pw Greuar 5328 2% a3 38 28 5% 5 im 2" 0
coxd (3)
N oreuar 45223 2% T 280 30 2% 4 mi{3) 0
co (1}
ar Greuiar ££237 85% T8 43 kS 3% 0 o
St Greuar 42781 3% 53 20 i< % 2 mid{1) 2 mid (1)
nads (1) ms{1)
Pt ereuar 25137 41% 23 1 12 2% 0 1 rni_a
a
ce gredar 22807 4% 20 14 13 % 0 ml_b{1) 0
mi_e(1)
mi_fi2)
cob (1)
caxd (1}
nadt (1)
nads(2)
<3 lineal 15758 5% 25 17 45% ] 1]
A Iineal 12808 B1% 4| 7 13 5% ] o

Pa, Pseudandocionium akinetum (NG_00SB26); Ov, Oitmannsiellopsis vindis (NG_008256); Pw, Prodofheca wickertamii (NG_001613); No, Nephrmseimis
oifvaces (NG_DOE239}; Ot, Ostreococcws tauri (NG_008200]; So, Scenedesmus otiguus (NG_002254); Pra, Pedinomonas minor (NG_000SE2); e, Ghia-
mytomonas eugametos (NG_D01872); Gr, Ghiamydomanas reinnaniti (NG_001638); Pe, Polyfomalia capuana (NG_010357).

‘ Dalos obleniios mediante analisis de s genomas milocondriales publicados en: Nip:/waw_ncbi.nim.nin.gov/genones/GenonesGroup.

egiTianic=3300040pt=omganele
x obleniios de Nedelcu 2000
“mismo que gen m/
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P. wickerhamii (Wol et al, 1994), P. akinerum (Pombert et
al, 2004), 0. viridis (Pombert et al, 2006), O. tauri (F.obbens
et al, 2007), N. olivacea (Turmel et al, 1999), P. minor (Tur-
mel etal, 1999), 5. obliguus (Nedalou et al, 2000) v C. euga-
metos (Denovan-Wright et al, 1998). También existen algas
verdes que presentan genomas mitocondrales lineales; has-
ta ahora solamente se han encontrado en el Imaje de las clo-
roficeas. El genoma mitocendrial de C. refnhardtil es lineal,
tiene un tamano de 15.8 kpb v tiene regiones telomericas
(Fan v Lee 2002). El 58% del genoma mitocondrial codifica
proteinas y RNAs (Tabla 2). El genoma restante represents
DNA no codificante que consisie en fegiones infergenicas v
en secuencias telomericas. Las secuencias telomeéricas son
extensiones de cadena sencilla con secuencias repetidas in-
vertidas de 580 pb aproximadamente (Smith y Lee 2008).
Polytomella es un grupo de algas que pertenece al clado
Reinhardtii y que ha perdido la pared celular y el apara-
to fotosintético (van Lis 2005). El genoma mitocondrial de
P. parva aun no ha sido completamente secuenciado, pero
se ha observado que consiste en dos fragmentos lineales de
13.5 kpb y 3.5 kpb, respectivamente. El fragmento de 3.5
kpb codifica solamente un gen, nadd. Las regiones telome-
ricas de ambos fragmentos contienen secuencias repetidas
imvertidas de aproximadamente 1.3 kpb (Fan y Lee 2002).
El genoma mitocondrial de P. capuana consiste en una mo-
lécula lineal de sproximadamente 13 kpb con secuencias
telomeéricas de 530 pb (Smith y Lee 2008). El 61% del ge-
moma mitocondrial codifica protemas v RNAs (Tabla 2). E1
genoma restante regresenta DNA no codificante gue con-

Los genowas mifocondriales: ; Qué nos dicen sobre la evolucion do las aigas wardes 7 51
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siste en regiones infergémicas y en secuencias telomericas,
Las regiomes codificantes estin arganizadas en dos grapos
de distinto tamano con polaridades transcripcionales opues-
tas. Las secuencias telomericas de P. capuana consisten en
secuencias repetidas invertidas que abarcam DNA codifican-
te v no codificanse v existen en una conformacion cerrada o
abierta (Smith y Lee 2008).

Una caracteristica particular del genoma de P. capuana es

que presents el mayor contenido de los mcleotidos Gy C de
todos los penomas mitocondriales completamente SeCUENCEs-
dos de las algas verdes. El porcentaje de G y C del genoma
mitocondrial en P. capuana es de 57% mientras que en C.
reinhardtii es de 45% y en las demas algas es de 30% (Tabla
2). Se ha propuesto que las secuencias cortas repetidas ricas
en & y C son regiones que pueden actuar como blancos de
recombinacion y asi ocasionar rearreglos genomicos (Smith
vy Lee 2008). Smith y Lee, de manera tedrica, utilizaron una
parcion de una secuencia corts imvertida repetida en ka region
intergénica de los genes nads v cob de P. capuana (GenelD:
5952281 y 5952284) ¥ secuencias homologas en las regiones
telomeéricas para generar mediante recombinacion ilegitima,
productos similares a los dos frapmentos lineales de 13.5 kpb
v 3.5 kpb del genoma mitocondrial de P. parva (Smith y Lee
2008). Asi, la recombinacion constituye un factor que puede
mfluenciar tanto la estrocrora de los genomas mdrocondriales
como el orden de los genes en el genoma

La presencia de secuencias cortas repetidas dispersas
probablemente tiene un pape] mportante en los reamreglos
de los genomas mitocondriales de las algas verdes (Nedelca

:
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Pa, Pseadendocionium akinetum (NC_D0SO25); Ov, Otmannsislgpsis Wridis (NC_OG8256); Pu, Protathera wickerhami (NC_001613); Na, Mephrosaimis ofvacea
[NC_D08238); Ot, Ostreacocrus Bur (NC_D0S290); Se, Scensdesmus abiquus (NC_DG2254); Pm, Peginomonas minor (NC_00085C Ce, CRGMyTomonds Sugamens
gm_m% Chiamydomanas rennari [NC_D01B32) Pe, Polvtomell capuana (NC_010357).

() cadena
Datns obtenides medianie andlisis oe 105 gencmas milcananales

publicadcs enc hifp: e nebinim i govigenemes/GenomesGIoup. e Mii=330008opi=srganeie
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¥ Lee 1998). La recombinacion intramolecular que se lleva
8 cabo utilizando secuencias repetidas directas o invertidas
es comumn en las plantas y genera formas isoméricas del cro-
mosoma principal y moléculas subgendmicas de DNA cir-
culares (Fan y Lee 2002). Asimismo, se ha propuesto que
las secuencias repetidas puneden representar cicatrices de
eventos de insercion o delecion (Nedelcu y Lee 1998). El
oumero, la localizacion y la orientacion de las secuencias
repetidas contribuyen a determinar la organizacion, la com-
plejidad y la fincion del genoma mitocondrial (Fan y Lee
2002). La presencia de secuencias repetidas se ha descrito
en todos los miembros del linaje de las cloroficeas, aunqgue
su abundancia es variable. Las secuencias cortas repetidas
de las algas verdes con un genoma mitocondrial de Gpo an-
cestral son ricas en los mucleotidos A y T y tienen un tamarnio
de 6 a 17 pb; v aquellas con un genoma mitocondrial de tipo
reducido son ricas en G ¥ C y tienen un tamatio de 9 a 14
pb (Nedelca y Lee 1998). Se ha propuesto que las secuen-
clas cortas repetidas ricas en Gy C son regiones que pueden
actuar como blancos para la recombinacion y asi ocasionar
reamreglos gendmicos (Smith y Lee 1908). Se ha sugerido
que a las estructuras cruciformes que forman las regiones
ricas en G y C pueden ser reconocidas por enzimas invo-
Iucradas en la resolucion de los intermediarios de recombi-
nacion (Dieckman y Gandy 1987). Asi mediante procesos
de recombinacion intramelecular mediados por secuencias
cortas repetidas, se ha propuesto que las algas cloroficeas
mitocondriales y han localizado de manera dispersa los ge-
mes que codifican fRINA.

El alga prasinoficea @. fmui es el organismo eucarionte
unicellar mas pequefio descrito a la facha con un tamano
de 1 ym de diametro. El genoma mitocondrial de O. fauri
tiene una Caracteristica Umica respecto a los demas genomas
mitocondriales de las algas verdes: la presencia de un seg-
mento duplicado de aproximadamente 20 kpb. El segmento
duplicado contiene un marnco abierto de lectura denominado
orfl29, que no presents homologos en analisis hechos por
BLAST, cinco genes que codifican proteinas (cob, coxl,
atp4, atp§ y nad4Ll) y cinco genes que codifican RNAs.
Las regiones duplicadas son 100% idénficas en secuencia
'y abarcan un 44% del genoma mitocondrial El genoma nu-
tocondrial de O. fawrt presenta la mayor densidad de zenes
que se ha descrito hasta ahora en los genomas mitocondria-
les de algas verdes (93%) (Robbens et al 2007) (Tabla 2).

El evento de duplicacion en O. faur? es importante ya
que la duplicacion de una region del genoma es un meca-
nismo evohitivo que confribuye a incrementar la comple-
jidad de los genomas durante el curso de su evolucion. La
duplicacion de penes, de regiones de penomsas o de genomas
completos es un mecanismo molecular por el cual se pueden
formar mevos genes (Babushok et al 2007). Se ha mgerido

que la duplicacion de grupos de genes contiguos probable-
mente es el resultado de eventos desiguales de recombina-
cion homologa, Se estima que la duplicacion de segmentos
£n 105 ZEndmas eucariontes OCUITE CON UNE frecuencia mry
baja de 0.01 por gen por millon de afos (Schmidt y Davies
2007). Los efectos de eventos de duplicacion inchuyen la
regulacion de genes, ejercer como un amortiguador de mu-
taciones donde Is copia no mutada puede complementar o
sustituir a la nmtada, o la perdida total o parcial mediante
eliminacion o degeneracion de alguna de las copias (Babus-
hok et al, 2007). Ambos genes pueden sufrir mutaciones que
modifiquen completamente sus funciones o que les permitan
adquirir funciones independientes. Asimismo, las regiones
reguladoras de ambas copias pueden divergir de tal manera
que permitan la expresion espacial v temporal diferente de
una o de ambas copias de genes (Sugino e Innan 2006 y
Louis 2007).

TRANSFERENCIA DE GEMES
Trangferencia horizontal

Existe un par de genomas mitocondriales de algas ver-
des que sugieren eventos recientes de adquisicion de genes
por transferencia horizontal. La transferencia horizontal se
puede detectar mediante el descubrimiento de genealogias
genéticas discordantes, mediante el uso de patrones inusua-
les de la presencia o ausencia de genes en los genomas o
mediante patrones aberrantes en la preferencia en el uso de
codones (Eatz 2042).

El producto del gen r# es una proteina que potencial-
mente &5 semejante 3 UnA TansCTiptasa TEVErsd, Sin em-
bargo su funcion y su origen evolutivo sin son inciertos.
El gen rii esta presente unicamente en los genomas mi-
tocondriales de las algas cloroficeas C. reinhardtii (Lang
et al 1997) y €. smithii (Kroymann y Zetsche 1998). Se
ha sugerido que el gen 1] ha sido adquirido recientemen-
te. Dicho gen se distingue por la presencia de codones
gue no son utilizados por otros genes que codifican pro-
teinas en C. reinkardtii y por un bajo numero de code-
nes que terminan en T (Boer y Gray 1988). Los analisis
que hemos realizado por BLAST indican que la proteina
codificada por el gen rif de C. reinhardtii (NP_042571)
comparte un 72% de identidad con la transcriptasa rever-
sa mitecondrial de Chlamydomonas incerta (ABCO8218)
y un 22% de identidad con la transcriptasa reversa del
cloroplasto de 5. obliguus (YP_636002). La transcriptasa
reversa de C. incerta y 5. obliguus comparten un 54% de
identidad con respecto al sitio activo de la transcriptasa
reversa de C. reinhardtii. El gen ri no estd presente en el
genoma mitocondrial secuenciado de otras algas del gé-
nero Chlamydomonas: C. elongarum ni C. eugametos. Se
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cree gque este gen fue adquirido solamente por las algas
cloreficeas que pertenecen al mismo grupo que O rein-
hardtii y C. smithii y que este grupo se genero después de
la separacion del linsje al que pertenecen C. elongatum y
C. eugameros (Froymann y Zetsche 1998).

Existe otro gen en 0. viridis, que codifica el maro abier-
to de lecrara 606 (YP_684407), que posiblemente codifica
una transcriptasa reversa. Los analisis hechos por BLAST
que hemos realizado indican que la proteina codificada por
este gen comparte un 58% de identidad con la proteina mi-
tocondrial codificada por el marco abiento de lecrora 762 de
la criptofita Rhodomonas salina (NP_066494 ) (Pombert
et al, 2004), un 38% con una proteina codificada por un
marco abierto de lectura localizado en un intron en el gen
coxl de 1a planta Marchantia polymorpha (YP_T17185),
un 36% de identidad con una transcriptasa reversa mito-
condrial de V. carrersi (ACDE85984) vy con una transcriptasa
reversa mitocondrial del alga ectocarpal Pyiaiella liroralis
TP_150406).

Trangferencia de genes al micleo

El dinamismo del genoma mitocondrial también afecta
directamente al genoma nuclear. Distintos analisis de los
genomas eucariontes indican que éstos se han originado
mediante la combinacion de transferencia vertical y hori-
zontal de genes a partir de nmiltiples donadores (Hartman
y Fedorov 2002, Andersson et al, 2003). Existen varias
teorias para explicar el origen de los encariontes y la ad-
quisicion de 1a mitocondria (Eatz 2002). Todas se basan
en procesos de endosimbiosis entre distintos organismos,
donde el simbionte es una alfa-protechacteria. Asi, el or-
ganelo adquirido a través de un proceso endosimbiotico
constituyo una foente de material genético potencialmente
transferible. La subsiguiente evolucion de los genomas mi-
tocondriales ¥ nucleares resulto en una reduccion gradual
del penoma mitocondrial respecto al genoma del ancestro
endosimbionte (Katz 2002). Como resultado de esta trans-
ferencia masiva de genes hubo genes del endosimbionte
que no eran esenciales o que tenian una fiuncion redundan-
te en el hospedero vy foeron eliminados. Por otro lado, mu-
chos genes foeron transferidos al genoma nuclear (Adams
y Palmer 2003). La ransferencia continua de DNA de la
mitocondria al nicleo sugiere que todas las secuencias co-
dificantes seran desplazsdas eventualmente de la mitocon-
dria. Sin embargo, la transferencia de genes no siempre
es exitosa. En varias ocasiones los genes no se establecen
de manera efectiva y funcional en el nucleo (Funes ef al,
2002). En algunos organismos como los animales 1a trans-
ferencia de genes ha cesado, sin embargo en ofros organis-
mos como las plantas la transferencia de genes continfia
(Timmis et 2l 2004).
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El proteoma actual de la mitocondria es un mosaico de
proteinas. La mayoria de los componentes mitocondria-
les estin codificados en el genoma nuclear; se calcula que
aproximadamente mas del 97% de las proteinas que utiliza
s mitocondria son sintefizadas en el citoplasma e importa-
das post transcripcionslmente a la mitocondria (Gonzalez-
Halphen et al, 2003). Por tanto, muchas de las proteinas
son retenidas en los organelos, pero no los genes que las
codifican. Hay cinco genes de la cadena respiratoria que
estan presentes universalmente en el genoma mitocondrial,
excepto cuando son funcionalmente innecesarios (Como es
el caso de Ia ausencia de los genes mad en los apicomplejos
v en las levaduras que carecen del complejo I): cob, madl,
nad4, mad5 y cox]. La caracteristica principal de las protei-
nas codificadas por estos genes es qUe SON Sumamente hi-
drofobicas ¥ contienen varios cruces transmembranales (de
8 a 16) (Adams y Palmer 2003).

Los genomas mitocondriales de tipo reducido de las algas
cloroficeas presentan un tamano Menor respecto a las demss
algas verdes, asi como un comtenido reducido de genes. Un
ejemplo de esto lo constituyen C. engametos (Denovan-
Wright et al, 1998), C. ¢Jongarum (Eroymann y Zetsche
1998), P. parva (Fan y Lee 2002), P. capuana (Smith y Lee
2008), C. reinhardtii y Polytomeila sp. (Pérez-Martinez et
al, 2000, Pérez-Martinez et al, 2001 y Funes 2002) que care-
cen de los genes mad3, naddL, cox?, cox3, aipd ¥ aip8. En C.
reimhardi y Polytomella sp. se ha demostrado que los genes
cox? y cox3 estin codificados en el genoma nuclear (Perez-
Martinez et al, 2000 y Pérez-Martinez et al, 2001). Ademas,
en C. reinhardtii y Polytomella ;p. el gen cox? presenta otra
particularidad, éste se encuentra fragmentado en dos genes:
coxla (AAF30367 y AAK32115) y cox2?h (AAK3211T v
AAF32116) (Pérez-Martinez et al, 2001). Recientemente,
1a secuenciacion v publicacion en linea del genoma mclear
de otra alga cloroficea. V. carteri (hitp- !/ genome jgi-psf org/
Volcal/Volcal home homnl) nos ha permdtido identificar que
uemalg:elgmmﬂnnhasem
en los genes coxla (estExt Genewisel . C_170083) y cox2b
(estExt_Genewisel Plus.C_100302) localizados en el geno-
ma muclear. También, en el alga cloroficea S. obliguus el
gen cox? esti fragmentado, pero el gen coxla (NP_057974)
se localiza en el genoma mitocondrial, mientras que el
zen coxlb (AAO27881) se localiza en el zenoma nuclear
(Nedelcu et al, 2000 y Funes et al, 2002).

Enmﬂpo&a]'g:sqnepumma]phjmm
ceae, las algas cafes P [ittoralis (NP_150411), Laminaria
digitata (NP_65927T), Desmarestia viridis (YP_448665) y
Fucus vesiculosus (YP_448626), hemos observado mediante
andlisis in silico que el gen cox? mitocondrial contiene una
insercion Esta se localiza en 1a misma posicion en relacion
con la frapmentacion del gen cox? ortodoxo en los genes
coxlay cox2b. Estudios fumres contribuiran a esclarecer si
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Ia historia evolutiva de la insercion en el gen cox? mitocon-
drial de las algas cafés esta relacionada con la fragmenta-
cion y relocalizacion del gen cox? mitocondrial de las algas
verdes. Sorprendenternente. el gen cox? también se encuen-
tra fragmentado en los apicomplejos. En nuestro grupoe de
rabajo se ha sugerido que los genes frapmentados coxla y
«cox2b fueron adquiridos por transferencia horizontal a partr
del penoma muclear de las algas verdes, mediante una en-
dosimbiosis secundaria entre los apicomplejos y las algas
cloroficeas (Funes et al, 2002). Alternativamente, otros au-
tores han propuesto que la fragmentacion de los genes es un
proceso que oowio de manera independiente en las algas
verdes y en los apicomplejos (Waller y Keeling 2006).

El gen coxla codifica un polipéptido que contiene dos
cruces transmembranales ¥ comresponde 3 la porcion amino
terminal de la proteina COXII ortodoxa y el gen cox2b co-
difica un polipéptido que corresponde a la porcion carboxilo
terminal de COXII. El modelo que se ha propuesto es que
los polipéptidos interaccionan entre si para formar la protei-
na COXII fancional. Las proteinas codificadas por los genes
coxla vy cox2b tienen caractenisticas fsicoguimicas, como
una menor hidrofobicidad, que les permite ser importadas
a la mitocondria (Perez-Martinez et al, 2001). Las modifi-
al genoma nuclear y que les permiten ser completamente
funcionales contribuyen a entender los procesos evolrtivos
mvolucrados en la transferencia de genes (Peérez-Martmez et
al, 2000 y Funes et al, 2002).

Cuando un gen mitocondrial es transferido al genoma
muclear, experimenta cambios debido a las diferencias
que existen en las maquinarias transcripcionales y traduc-
cionales de la mitocondria y del micleo y el citoplasma.
Los cambios sufridos por el gen mitocondrial transferido
conllevan a su comrecta activacion en el nicleo, e inclu-
yen la adquisicion de un promotor, una sefial de polia-
denilacion y una secuencia que codifica para una sefial
de localizacion mitocondrial (Adams y Palmer 2003).
Sin embarge, recientemente se ha sugerido en plantas
que algunos genes mitocondriales transferidos al enoma
nuclear, probablemente ya contienen la sefial de locali-
zacion mitocondrial antes de ser transferidos al genoma
nuclear (Ueda et al, 2008).

La implacable transferencia de genes del genomsa mito-
condrial al maclear contribuye a incrementar 1a complejidad
del genoms nuclear (Adams y Palmer 2003). Otros genes
que se han transferido del genoma mitocondrial al genoma
nuclear en las algas verdes son aquellos que codifican dis-
tintas subunidades de la ATP sintasa mitocondrial La ATP
sintasa mitocondrial es un motor molecular constinaido por
un rotor compuesto por las subunidades v, 8, £ y ¢, que
rotan sobre un eje perpendicular al plano de la membrana;
un estator compuesto por las subunidades a, AGL e f g

b, OSCP, F, ¥ un centro camlitco que también es parte del
estafor ¥ que esta compuesto por tes subunidades o y tres
subunidades f (Walker y Dickson 2006). El gen ap? que
codifica la subumidad ¢ de la ATP sinfasa, normalmente se
localiza en el genoma mitocondrial de las algas cloroficeas.
5in embargo, al analizar el contemido de los genomas mi-
tocomdriales publicados hemos observado que el gen ap?
esta susente en los genomas mitocondrisles de P. minor, C.
reinhardtii y Polytomella sp.. En las algas cloroficeas C.
reinhardtii y Polytomella sp. el gen atp? ha sido transfe-
rido al micleo (Funes et al. 2002). Nuestros analisis bioin-
formaticos también localizan al gen arp? de V. carteri en el
Zenoma nuclear. Asimismo, los genes aipd y arpd que codi-
fican las subunidades a y AGL del estator de la ATP sinrasa,
respectivamente, normalmente se localizan en el genoma
mitocondrial de las algas cloroficeas. Sin embargo, el gen
aipd esta ausente en el genoma mitocondrial de C. reihar-
drii, Polytomella sp. (Funes et al, 2002) y F. carter? (como
lo indican las busquedas que hemos realizado); y el gen arps
estd ausente en el genoma mitocondrial de C. reinkardsii, P.
capuana y 5. obliguus. Asimismo, los analisis bioinforma-
ticos hechos a partir de los genomas publicados en linea de
C. reimhardtii y V. carteri, indican que el gen aip§ tampoco
esta presente en el genoma miclear y probablemente desapa-
Tecio en este linsje de algas.

La susencia del gen atp§ es notable, ya que estudios
bioquimicos ¥ bicinformaticos revelaron que la ATP sin-
tasa mitocondrial de las algas cloroficeas C. reinhardiii ¥
Polytomella sp. contiene un estator formado por nueve
subumidades novedosas. Estas subunidades han sido deno-
minadas ASA por las siglas en inglés para «protemas aso-
ciadas a la ATP sintasas y que van de ASA 1 hasta ASA
9 (Vazquez-Acevedo et al, 2006). Acalmente. mediante
analisis hechos por BLAST hemos encontrado homalogos
de las subunidades ASA 2 a9 enP. pamva, ASAS5a7y%en
C. incertay ASA 4, 5. Ty 9 en 5. obliguns. Esto sugiere que
las proteinas ASA estan asociadas exclusivamente con las
ATP sintasas mitocondriales de las algas cloroficeas. Sera
muy interesante en un firturo realizar estudios de las subuni-
dades ASA para comocer su origen, determinar si estan pre-
sentes en otras algas que no sean cloroficeas ¥ conocer queé
caracteristicas bioguimicas v funcionales confieren a la ATP
sintasa mitocondrial Estos estudios permitiran conocer si
existen algas cloroficeas cuyo estator esté constituido tanto
por subunidades clisicas como por subunidades ASA v que
por lo tanto pudieran representar intermediarios evolutivos
dentro del linaje de las cloroficeas. Asimismo, estos estu-
dios también contribuiran a dilucidar si los eventos que con-
dujeron 2 la reduccion del genoma mitocondrial de las algas
verdes v a la pérdida de los genes gue codifican las distintas
subunidades del estator tradicional estan relacionadas con
1a adquisicion de las subunidades novedosas ASA
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IMPLICACIONES DEL GENOMA MITOCONDRIAL
EN LA FILOGENIA DE ALGAS CLOROFICEAS

Las propiedades de los genomas tales como estructu-
ra, COmpOsicion, organizacion, contenido de genes, de
infrones ¥ mumero de copias de genes pueden ser una he-
rramienta util y alternativa para estadiar y establecer las
relaciones filogenéricas que existen entre Organismaos, ya
que evifan algunas dificultades de la filogenia molecular
clasica. Normalmente, las inferencias evolutivas estan ba-
sadas en las secuencias de genes, mles como rTRNA peque-
Ros (165) que son considerados marcadores filogenéticos
fidediznos por ser moléculas muy abundantes, por estar
universalmente conservadas y por fener una tasa de sus-
tituciones de mclegtidos parecida. Las fuerzas evolutivas
son multidimensionales, por lo que el analisis de um solo
gen puede ser msuficiente para enender completamente la
divergencia entre distintas formas de vida.

La filogenia de las alzas verdes estd en constanie revision
(Margulis v Schwartz 1998). Anteriormente, 1a clasificacion
estaba basada exclusivamente en aspectos morfologicos.
Esta clasificacion no es muy confiable ya que hay algas que
contienen caracteres morfologicos representativos de mas
de un grupo (Lewis y McCourt 2004). La creciente informs-
cion acerca de los genomas de las algas verdes ha ido mo-
dificando v expandiendo la vision de su filozemia. Los noe-
vos datos moleculares han permitido obtener clasificaciones
mas confiables que han asignado correctamente algas verdes
que habian sido dificiles de clasificar basindose solamente
en aspectos morfologicos. Sin embargo, sim existen diferen-
cias motables entre las clasificaciomes basadas en aspectos
morfoldgicos v aquellas basadas en aspectos moleculares
(Lewis y McCourt 2004).

La clasificacion filogenética de las algas cloroficeas
mas reciente es la de Proschold et al, que esta basada en
caracteristicas morfologicas ¥ en secnencias nucleares
de rBNA (Proschold 2001). Praschold et al, han descri-
to 18 linajes monofiléticos o clados: Stephanosphaera,
Chlorogonium, Polytoma, Dunaliella, Monadina, Phaco-
tus, Moewusii, Radiosa, Qogamochiamys, Chloromonas,
Reinhardtii, Chaetophora, Oedogonium, Chaetopeltris,
Neochloris, Hydrodictyon, Scenedesmus, Bracteacoccus.
Los primeros 11 clados conforman un subgrupo que se
caracteriza por tener un cuerpo basal del flagelo que se
desplaza en direccion opuesta a las manecillas del reloj.

Nosotros proponemos que en el linaje de las algas clo-
roficeas, ocurmieron cambios evelutivos que probablemente
sucedieron una sola vez y que dieron lugar a una mayor re-
duccion del genoma mitocondrial respecto a los otros gru-
pos de algas verdes. Esto se debio a una ransferencia de
genes mitocondriales al micleo, entre los cuales se encuen-
tran los zemes que codifican subunidades de la citocromn ¢
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oxidasa y de la ATP sintasa. Por una parte, esta transferen-
cia dio origen a los genes frapmentados coxla y cox2b en
el genoma muclear del linaje de algas cloroficeas. Por otra
parte, los genes aip que codifican las distinras subunidades
del estator clasico de la ATP sintasa mitocondrial desapare-
cieron del genoma mitocondrial y surgleron en el genoma
nuclear genes que codifican las subunidades novedosas de la
ATP sintasa mitocondrial (subunidades ASA 1-9). De esta
manera, basindonos exclosivamente en la ransferencia de
zenes al penoma miclear y en la susencia de genes en el ge-
noma mitocondrial, 1a presencia de los genes fragmentados
que codifican la subunidad COXII v los gemes que codifican
1as subunidades ASA del estator de 1a ATP sintasa mitocon-
drial en el genoma nuclear y su comrespondiente ausencia
del genoma mitocondrial podria servir como un marcador
genético para resolver controversias en el linaje de las algas
cloroficeas. En otras palabras, nosotros hipotetizamos que
la presencia de subumidades COXII fragmentadas en la c-
tocTomo ¢ oxidasa y de subunidades ASA en la ATP sintasa
mitocondrial, poeden ser marcadores exclusivos de las algas
cloroficeas.

Hasta ahora no se ha enconfrado ninguna propiedad geno-
mica que por 51 sola pueda representar un marcador filoge-
nético confizble. por lo que la integracion de la informacion
de diferentes propiedades genomicas es deseable (Tamames
2001). Se espera que en el fituro la creciente informacion
acerca del genoma de las algas verdes asi como el uso com-
binado de distintss caracteristicas de los genomas nucleares
¥ mitocondriales contribuya 3 obtener una vision mas com-
pleta de la filogenia de algas verdes que permdta dilucidar
las relaciones entre las algas del linaje de las cloroficeas.

CONCLUSIONES

El conocer los principales eventos en la evolucion de
los eucariontes es un reto dificil en el esmdio de la evolu-
cion, principalmente porque los eventos son muy antiguos
& imposibles de comprobar. El origen endosimbiotico de la
mitocondria ha constitmido una fuente importante de ma-
terial genético que ha contribuido a incrementar la com-
plejidad genética del hospedero (Hartman y Fedorov 2002
v Andersson et al, 2003). La adquisicion de un genoma o
fragmentos de un genoma proves a un organismo de ome-
vas posibilidades para cambiar drasticamente sin perder su
coherencia y viabilidsd. Asi la inmovacion en la evolucion
de los genomas mitocondriales no depende solamente de
la acummlacion de mutaciones o duplicaciones (Margulis
Yy Sagan 2003).

Los genomas mitocondriales presentan caracteristicas
que los hacen muy efectivos en la reconstruccion de rela-
ciomes filogensticas. La primera, es que son heredados de
maners uniparental, por lo que no hay recombinacion de
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los genomas maternos y paternos. La segunda, es 1a presen-
cia de caracteres gue resultan de eventos moleculares raros
que probablemente hayan ocwmido solamente una vez a lo
larzo de la evolucion, tales como el rearreglo, 1a presen-
cia o la ausencia de genes. Dadas estas caracteristicas, se
puede comprobar un dinamismo enire el genoma nuclear
y el genoma mitocondrial de Ias algas verdes a lo largo de
su historia evolutiva que permite utilizar caracteristicas de
ambos genomas para establecer relaciones filogengticas
las alzas verdes. Proponemos que la frapmentacion del gen
cox? vy la adquisicion de subunidades ASA por el genoma
muclear pueden constituir un marcador genético exclusivo
del lingje de las algas cloroficeas. En otras palabras, mes-
tra hipatesis es que aquellas algas verdes que contienen
el zen cox? fragmentado, también tenen una ATP sintasa
con subunidades ASA
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