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RESUMO

A classe Trebouxiophyceae € um grupo de algas morfologicamente heterogéneo que
habitam principalmente o solo e aguas doces. Estas algas estdo presentes, também,
no continente Antartico, que é 0 quinto maior continente em extensdo, com
aproximadamente 13,7 milhées de kmZ2. E um continente extremo, sendo o mais alto,
mais frio, mais seco e com os ventos mais fortes. Em adicdo a estas condi¢bes
climaticas extremas, as radiacbes UVA e UVB sdo aspectos que afetam a estrutura
e desenvolvimento de plantas. A espécie mais comumente relatada é Prasiola crispa
(Lightfoot) Kiitzing. Esta alga normalmente cresce em solos Umidos que sao
fertilizados pelo guano do passaro, dentro e adjacente as colénias de pinguins.
Tolera repetidos ciclos de congelamento/descongelamento na primavera e no
outono, o congelamento durante o inverno e altos niveis de radiacdo UV durante o
verdo. Os organismos presentes na vegetacdo Antartica, por apresentarem
caracteristicas tdo peculiares, se tornam um bom alvo para o estudo de suas
organelas acessoérias. A exploracdo do genoma de organelas acessérias revelou
uma surpreendente arquitetura gendmica. Alguns dos mais diversos e incomuns
DNA de mitocondria e cloroplasto vem de algas verdes. Apesar de numerosas
fungbes biologicas de ambas organelas, elas dependem consideravelmente de
proteinas codificadas e importadas do nucleo. A compreensdo do genoma de
organelas acessérias dard um forte impacto nos dominios da evolucado, biologia e
biotecnologia. Com base na literatura referente a P. crispa e podendo o genoma de
organelas fornecer informacdes tdo importantes, nosso grupo sequenciou oS
genomas mitocondrial e plastidial da alga antartica P. crispa. O DNA das organelas
foi sequenciado pelo servico Macrogen em um aparelho de sequenciamento de nova
geracdo Solexa-lllumina Hi Seq 2500, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A
montagem da sequéncia foi realizada com o software SOAPdenovo2. Todas as
ORFs foram anotadas utilizando CpGAVAS e Mitofy, para cloroplasto e mitocondria,
respectivamente. A partir de dados obtidos do NCBI, referentes a espécies de algas
Trebouxiophyceae com mtDNA e cpDNA sequenciados, estes dados foram
comparados com os dados de P. crispa em relacdo a tamanho em pares de base,
namero de CDS, conteudo G+C, tRNA, rRNA, assim como auséncia e presenca de
genes relacionados a producdo de energia e estresse oxidativo. Com base em

nossos resultados, observa-se que P. crispa apresenta os genomas mitocondrial e



plastidial grandes, porém em relacdo ao numero de genes, a espécie fica entre as
espécies de Trebouxiophyceae com menores conteddos génicos. P. crispa também
nao apresenta varios genes relacionados ao fotossistema | e Il e a sintese de ATP
no cloroplasto, fungdes estas importantes para o metabolismo de energia da planta.
Na mitocdndria, varios genes relacionados ao complexo oxidativo e a sintese de
ATP estdo ausentes, sendo essas funcbBes cruciais para o sobrevivéncia do
organismo. Uma hipotese possivel € que esses genes tenham sido incorporados
pelo genoma nuclear durante a evolugcdo da planta. Estudos futuros, como, por
exemplo, o sequenciamento do genoma nuclear de P. crispa poderdo elucidar

gquestdes como esta.

Palavras-Chave: Prasiola crispa, genoma mitocondrial, genoma plastidial,

Trebouxiophyceae.



ABSTRACT

The Trebouxiophyceae class is a group of morphologically heterogeneous
algae mainly inhabit the soil and freshwater. These algae are present also in the
Antarctic continent, which is the fifth largest continent in size, with approximately 13.7
million km?. It is a continet of extremes, being the highest, coldest, driest and with the
strongest winds. In addition to these extreme weather conditions, UVA and UVB
radiation are aspects that affect the structure and development of plants. The most
commonly reported specie is Prasiola crispa (Lightfoot) Kitzing. This algae usually
grows in moist soils that are fertilized by the guano bird, within and adjacent to
colonies of penguins It tolerates repeated freeze/thaw cycles in the spring and fall,
freezing during the winter, and high UV radiation levels during the summer. The
organisms in the Antarctic vegetation, because of their peculiar characteristics,
become a good target to study its accessory organelles. The exploration of the
genome of accessory organelles revealed a surprising genomic architecture. Some of
the most varied and unusual mitochondria and chloroplast DNA comes from green
algae. Despite numerous biological functions of both organelles, they rely heavily on
imported and encoded proteins from the nucleus. Understanding the genome of
accessory organelles represents a strong impact in the fields of evolution, biology
and biotechnology. Based on the current literature on P. crispa and how the genome
of organelles provide such important information, our group sequenced the
mitochondrial and plastid genomes from the Antarctic algae P. crispa. Organelle DNA
was sequenced by the Macrogen DNA Sequencing Service in a Solexa-
llluminaHiSeq 2500 New Generation Sequencing (NGS) device according to the
manufacturer’s instructions. Sequence assembly was performed with SOAPdenovo2
software v2.01. All ORFs were annotated using CpGAVAS and Mitofy for chloroplast
and mitochondrial genomes respectively./The data obtained from the NCBI relating to
species of Trebouxiophyceae algae with mtDNA and cpDNA sequenced were
compared with the data of P. crispa relative to base pair size, number of CDS, G+C
content, tRNA, rRNA, as well as absence and presence of genes related to energy
production and oxidative stress. Based on our results, it was observed that P. crispa
possesses one of the largest mitochondrial and plastid genome, but in relation to the
number of genes between the Trebouxiophyceae species. P crispa has the smallest

gene content, it does not contain several genes related to the photosystem | and I



and the synthesis of ATP in the chloroplast and these are related to important
functions of the plant for energy metabolism. Various genes related to mitochondrial
oxidative complex and ATP synthesis are absent, and these are critical functions for
the organism survival. One possible explanation is that these genes have been
incorporated into the nuclear genome of the plant during it development. Future
studies, such as the sequencing of P. crispa nuclear genome may elucidate issues
like this.

Keywords: Prasiola crispa, mitochondrial genome, plastid genome,

Trebouxiophyceae
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

As algas verdes representam uma antiga linhagem de eucariotos
fotossintéticos. Estima-se sua origem entre 700 e 1500 milh6es de anos. Esta
linhagem (Viridiplantae) dividiu-se muito cedo em duas divisbes principais:
Chlorophyta, que contém a maioria das algas verdes descritas, e Streptophyta
contendo as algas verdes Charophyta e seus descendentes de plantas terrestres
(LEMIEUX; OTIS; TURMEL, 2014).

A divisdo Chlorophyta constitui um grupo morfologicamente e ecologicamente
diversificado de algas verdes. Esta grande linhagem inclui todas as plantas terrestres
e algas verdes. A maioria das cloroficeas foram divididas em quatro classes
(Prasinophyceae, Ulvophyceae, Trebouxiophyceae e Chlorophyceae) com base na
ultra-estrutura do aparelho flagelar e na citocinese durante a mitose (TURMEL,;
OTIS; LEMIEUX, 2009).

A classe Trebouxiophyceae é um grupo de algas morfologicamente
heterogéneo que habitam principalmente o solo e aguas doces. A maioria dos
liguens ficobiontes e animais ciliados estéo incluidos nessa classe (BOCK; KNOOP,
2012), que também compreende espécies que perderam a capacidade fotossintética
e evoluiram de vida livre para estilos de vida parasitario heterotrofico (por exemplo,
Prototheca wickerhamii e Helicosporidium sp.). Além de seu interesse bioldgico
intrinseco, algas Trebouxiophyceae tem atraido a atencdo da comunidade cientifica
devido a sua potencial utilidade em uma variedade de aplicacdes biotecnolégicas,
como a producdo de biocombustivel e outras moléculas de alto valor econdémico
(LEMIEUX; OTIS; TURMEL, 2014).

Dentre a classe Trebouxiophyceae, esta a ordem Prasiolales, que é uma
ordem de algas verdes marinhas, de agua doce ou terrestres, difundidas em regites
de baixas temperaturas e polares sdo caracterizadas por um cloroplasto axial
estrelado, com um pirenoide central, células flageladas com quatro raizes
microtubulares em um arranjo cruzado e um corpo basal com rotacdo anti-horaria.
Apesar de relativamente simples, a morfologia das Prasiolales € muito diversificada
e inclui filamentos unisseriados, fitas estreitas, laminas expandidas e colbnias
carcinoides (RINDI; MCIVOR; GUIRY, 2004).
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Algas verdes Trebouxiophyceae do género Prasiola, pertencentes a ordem
Prasiolales, estdo entre as algas Antarticas mais conhecidas e em muitos locais
terrestres e supralitorais representam o0s produtores primarios mais importantes
(MONIZ et al., 2012). Prasiola Meneghine 1838 é o género com maior niumero de
espécies entre Prasiolales. Atualmente, inclui 26 espécies distribuidas em ambientes
marinhos, de agua doce e habitats terrestres de regifes de clima frio. Estas plantas
sdo mais abundantes e melhor observaveis em locais sujeitos a entrada de
nitrogénio organico. O género foi estabelecido por Meneghini em 1838 para um
grupo de algas anteriormente considerada uma tribo do entdo amplamente descrito
Ulva (RINDI, 2010).

A espécie mais comumente relatada € Prasiola crispa (Lightfoot) Kiitzing. Esta
alga normalmente cresce em solos Umidos que sdo fertilizados pelo guano do
passaro, por exemplo, dentro e adjacente as colénias de pinguins. Tolera repetidos
ciclos de congelamento/descongelamento na primavera e no outono, O
congelamento durante o inverno, e altos niveis de radiagcdo UV durante o verao.
Estudos detalhados sobre a taxonomia de representantes Prasiola da Antartida séao
praticamente inexistentes na literatura recente. P. crispa foi primeiramente descrita
por Lightfoot (1777) como Ulva crispa com base no material da llha de Skye, na
Escocia, mas desde entdo tem sido relatada como cosmopolita em locais frios-
temperadas e polares, incluindo todas as trés zonas da Antartica (MONIZ et al.,
2012).

Figura 1 - Prasiola crispa, abundante em locais com presenca de aves marinhas.

Fonte: http://www.oceanites.org
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Recentemente, P. crispa foi relatada como toxica para mosca da fruta
(Drosophila melanogaster) e baratas (Nauphoeta cinereae), apresentando-se com
um potencial uso biotecnologico para inseticidas (ZEMOLIN et al., 2014)

O continente Antartico € o quinto maior continente em extensdo, com
aproximadamente 13,7 milhdes de km2. E um continente extremo, sendo o mais alto,
mais frio, mais seco e com o0s ventos mais fortes. Em adicdo a estas condi¢des
climaticas extremas, as radiacdes UVA e UVB séo aspectos que afetam a estrutura
e desenvolvimento de plantas (PUTZKE et al., 2015). Trés zonas biogeogréficas sao
reconhecidos na Antértida e regides vizinhas: sub-Antértica, Antartica maritima e
Antartica continental. Os ecossistemas terrestres e caracteristicas climaticas dessas
trés zonas sdo muito diferentes. A zona continental Antartica é submetida a
condicdes severas e temperaturas mais extremas, e € caracterizada pela
diversidade de espécies menores que as outras duas zonas (MONIZ et al., 2012).

Apesar do clima severo, muitos organismos fotossintéticos ainda vivem em
habitats terrestres limitados do continente antartico. Temperatura, umidade e
mudangas na intensidade de luz sdo muito drasticas sazonalmente e até mesmo
dentro de um dia (KOSUGI et al., 2010). Na Antartica continental, sdo observadas
varias relacdes especificas com a exposicdo de tipos de solo, geomorfologia e
abastecimento de &gua, de modo que ha uma relagdo positiva entre a flora da
Antértica e colbnias de aves, onde os nutrientes sdo obtidos diretamente a partir de
fontes animais. Apenas algumas plantas podem sobreviver na Antértica e
proporcionam uma distribuicdo geogréfica diretamente relacionada a fatores
abidticos (PUTZKE et al., 2015). Estes organismos presentes na vegetacao
Antértica, por apresentarem caracteristicas tdo peculiares, se tornam um bom alvo
para o estudo de suas organelas acessorias.

A exploracdo do genoma de organelas acessoérias (moléculas de DNA
encontradas dentro de mitocéndrias e cloroplastos) revelou uma surpreendente
arquitetura gendémica. Alguns dos mais diversos e incomuns DNA de mitocondria e
cloroplasto vem de algas verdes. De fato, entre os grupos de algas verdes ha uma
impressionante gama de tamanhos de genoma de organelas, conformacdes (circular
ou linear), numeros de cromossomos (monomeérica, bipartidos, ou altamente
fragmentado), compactagcdo (DNA que codifica 20-95%), repertorios génicos e
composicdes de nucleotideos. Estudos de genomas de organelas acessorias de

algas tém ajudado a desvendar as origens e as interrelacdes de plantas e eucariotas
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como um todo, desde conhecimentos sobre a evolugcdo do genoma, e contribuiu
para mudar o equivoco que genomas de organelas séo relativamente homogéneos
em termos de estrutura e conteudo (LELIAERT et al., 2012).

A mitocondria originou-se cerca de 1,5 milh6es de anos atras, provavelmente
através do englobamento de uma a-proteobactéria endosimbionte (GRAY;
BURGER; LANG, 1999). Durante a evolucdo que levou a mitocéndria funcional, a
maioria do seu conteudo génico foi transferido para o nucleo da célula hospedeira.
Atualmente, as mitocbndrias de plantas mantém uma pequena porcdo de seu
genoma ancestral, que agora so codifica para um conjunto parcial dos componentes
de suas membranas de transducdo de energia e componentes essenciais para a
expressdo da sua maquinaria de genes (HAMMANI; GIEGE, 2014). Em grande
parte, as proteinas especificas do DNA mitocondrial (mtDNA) sdo componentes do
complexos respiratérios | (NADH: ubiquinona oxidoredutase, codificadas por genes
NAD), Il (succinato: ubiquinona oxidoredutase; SDH), Il (ubiquinol: citocromo c
oxidoredutase; COB) e IV (citocromo c oxidase; cox) da cadeia de transporte de
elétrons (GRAY; BURGER; LANG, 1999).

As mitocondrias sdo onipresentes em células eucaridticas e executam uma
ampla gama de funcdes celulares essenciais (PALMIERI et al., 2011), sé&o
consideradas as “casas de for¢ca” da célula que fornecem a energia necessaria para
as atividades celulares (HAMMANI; GIEGE, 2014). Contudo, em plantas, também
estdo envolvidas em outras tarefas metabdlicas, incluindo assimilacdo de nitrogénio,
fotorrespiragdo, metabolismo C1, fotossintese em plantas C4, metabolismo de
crassulaceas e armazenamento de carbono e nitrogénio durante a germinacédo de
sementes (PALMIERI et al., 2011).

Os cloroplastos, assim como as mitocondrias, originaram-se de um evento de
endossimbiose a partir de uma cianobactéria ancestral, que foi englobado por um
eucarioto no qual mitocbndrias ja4 haviam sido estabelecidas (SAKAMOTO;
MIYAGISHIMA; JARVIS, 2008). Durante a evolucdo, o genoma derivado de
cianobactéria sofreu uma reducdo dramatica no tamanho, principalmente como
resultado da perda de gene imediata e a transferéncia de larga escala de genes para
0 genoma nuclear. Assim, os genomas de cloroplastos (cpDNA) modernos podem
conter apenas 120-130 genes, muitos dos quais componentes codificam para a
maquinaria de expressao génica da organela e seu aparato fotossintético, e estao

organizados em nucledides que misturam caracteristicas de procariotos e
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eucariotos. No entanto, os cloroplastos contém muitas de proteina do que o seu
genoma pode codificar, assim, a maioria das proteinas do cloroplastos sdo agora
codificadas pelo genoma nuclear e devem ser importadas pos-traducdo para a
organela (JARVIS; LOPEZ-JUEZ, 2013).

Plastidios formam um grupo distinto de organelas em plantas superiores e
inferiores e sdo uma das caracteristicas pela qual as plantas se diferem dos animais.
Durante muitos anos, a maioria da investigacdo com base em plastideos é focada no
cloroplasto e tenta compreender o mecanismo de fotossintese e as interacfes
bioquimicas do cloroplasto com a célula (BOCK, 2007).

A formacéo de cloroplastos é iniciada a partir de proplastideos, um tipo de
plasto indiferenciado que esta presente no meristema apical. Respondendo a luz, os
proplastideos desenvolvem a grana, que séo pilhas de tilacéides, onde a maquinaria
de captacado de luz, a transferéncia de elétrons e a sintese de ATP sdo formados
(SAKAMOTO; MIYAGISHIMA; JARVIS, 2008). Os cloroplastos contém o pigmento
verde clorofila e sdo responsaveis pelas reacdes de luz, alimentando a fotossintese,
em que essencialmente toda a vida depende (JARVIS; LOPEZ-JUEZ, 2013). Além
da fotossintese, os cloroplastos sdo capazes de realizar muitas outras funcdes
especializadas que sao essenciais para 0 crescimento da planta e seu
desenvolvimento — assimilacdo de nitrato e sulfato, sintese de aminoé&cidos, clorofila
e carotenoides. Para realizar essas tarefas, 0os seus sistemas de membrana estao
equipados com funcdes de transporte especializados. As membranas do invélucro
exterior e interior medeiam a importacdo e triagem de proteinas e troca de
metabdlitos, enquanto complexos de proteinas nas membranas tilacoides
implementam os processos de prétons e de transporte de elétrons, que sdo uma
parte essencial das reacOes fotossintéticas. Além disso, os plastidios comunicam-se
com o0 nucleo por sinalizacdo retrograda para ajustar a expressdo de genes
nucleares de acordo com o estado metabdlico e de desenvolvimento da organela
(JENSEN; LEISTER, 2014).

O cpDNA é o mais exaustivamente estudado, devido a sua estrutura
molecular original e a sua heranca uniparental, o cpDNA tem muitas propriedades
excelentes para analises evolutiva, este € notavelmente conservado na sua estrutura
molecular e funcional entre todas as plantas verdes. A maioria dos cloroplastos de
plantas terrestres e algas possui um genoma quadripartido, composto por uma

grande regido de copia génica unica (LSC) e uma pequena regido génica unica
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(SSC), que consiste de numerosos genes funcionais chave, separadas por duas
copias de regides repetidas invertidas (IRA e IRB) (KUA et al., 2012; LI et al., 2013)
Figura 2 - Estrutura quadripartida do cromossomo plastidial.

LSC

IRa IRb

SSC

Fonte: MOTTA, 2007

Apesar de numerosas funcbes biolégicas de ambas organelas, elas
dependem consideravelmente de proteinas codificadas e importadas do nucleo. A
compreensdo do genoma de organelas acessorias dard um forte impacto nos

dominios da evolugéo, biologia e biotecnologia (JEONG et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Com base na atual literatura referente a P. crispa e podendo o genoma de
organelas fornecerem informacfes tdo importantes, Nnosso grupo sequenciou 0S

genomas mitocondrial e plastidial da alga antartica P. crispa.
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3. OBJETIVO

Este trabalho objetivou sequenciar os genomas mitocondrial e plastidial de P.
crispa e comparar suas caracteristicas com genomas de algas da classe

Trebouxiophyceae.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sequenciar o genoma mitocondrial de P. crispa;

- Sequenciar o genoma plastidial de P. crispa;

- Comparar as informacgdes obtidas com o mtDNA de P. crispa com informacdes de
MtDNA de algas Trebouxiophyceae;

- Comparar as informacgdes obtidas com o cpDNA de P. crispa com informacdes de

cpDNA de algas Trebouxiophyceae.
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4. METODOLOGIA

4.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DA PLANTA

Os exemplares de P. crispa foram coletados em areas de degelo da llha de
HalfMoon e da Ilha de Rei George, Antartica. A planta foi armazenada a -20°C até o

momento da extragcdo do DNA.

4.2 ISOLAMENTO DO DNA

O DNA foi extraido utilizando-se o mini kit DNEasy (QIAGEN, Valencia, CA),

segundo as recomendacfes do fabricante.

4.3 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTACAO

O DNA das organelas foi sequenciado pelo servico Macrogen em um
aparelho de sequenciamento de nova geragdo Solexa-lllumina Hi Seq 2500 de
acordo com as instrugdes do fabricante. A montagem da sequéncia foi realizada com
o software SOAPdenovo2. Todas as ORFs foram anotadas utilizando CpGAVAS e

Mitofy, para cloroplasto e miticondria, respectivamente.

4.4 COMPARACAO ENTRE O GENOMA PLASTIDIAL DE P.crispa E ALGAS
TREBOUXIOPHYCEAE

Os dados foram obtidos a partir do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), referentes a 29 espécies de algas Trebouxiophyceae com
cpDNA sequenciado (Tabela 1), estes dados foram comparados com P. crispa em
relacdo a tamanho em pares de base (pb), nUmero de CDS, conteddo G+C, tRNA,
rRNA, assim como auséncia e presenca de genes relacionados a sintese de ATP,

bem como fotossistema | e fotossistema II.
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4.5 COMPARACAO ENTRE O GENOMA MITOCONDRIAL DE P.crispa E ALGAS
TREBOUXIOPHYCEAE

A partir de dados obtidos do NCBI, referentes a 8 espécies de algas
Trebouxiophyceae com mMtDNA sequenciado (Tabela 5), estes dados foram
comparados com os dados de P. crispa em relacdo a tamanho em par de bases,
namero de CDS, conteudo G+C, tRNA, rRNA, assim como auséncia e presenca de
genes relacionados a sintese de ATP, bem como complexo respiratorio |, complexo

respiratorio 1, complexo respiratorio Il e complexo respiratério 1V.
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5. APRESENTACAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

5.1 GENOMA PLASTIDIAL DE Prasiola crispa E COMPARACAO COM ALGAS
TREBOUXIOPHYCEAE

As informacdes do genoma plastidial de P. crispa (cpDNA) residem em uma
Gnica molécula com um comprimento total de 196.502 bp e um conteudo G+C de
29,32%. O cpDNA contém um total de 32 genes putativos codificantes, 27 tRNAs, e
2 rRNAs. Entre estes, fomos capazes de anotar pelo menos 21 genes putativos
codificantes de proteinas relacionadas a fotossintese, como fotossistema | e II.

P. crispa possui quatro genes envolvidos na sintese de ATP, trés genes
envolvidos no fotossistema | e dez genes envolvidos no fotossistema Il, 0 que é o
menor conteddo génico envolvido nessas fungbes entre as Trebouxiophyceae, ja
gue outras espécies possuem entre cinco e oito genes envolvidos na sintese de
ATP, entre cinco e nove genes envolvidos no fotossistema | e entre dez e dezessete
genes envolvidos no fotossistema Il. A espécie Helicosporidium sp., por ser uma
alga parasita obrigatéria de invertebrados, ndo apresenta nenhum gene relacionado
a essas funcoes, esta espécie também apresenta seu cpDNA compactado, com um
tamanho de apenas 37.454 pb (DE KONING; KEELING, 2006).

Entre o clado Prasiola, P. crispa contém um dos maiores cpDNA, com
196.502 pb (Tabela 1) (Prasiolopsis sp. com 306.1 kb, Pabia signiensis com 236.5
kb, Koliella longiseta com 197.1 kb, Chlorella mirabilis com 168.0 kb e Stichococcus
bacillaris com 116.9 kb), ja entre algas Trebouxiophyceae com cpDNA sequenciado
as espécies com maior tamanho sdo Dictyochloropsis reticulata (289.394 pb), P.
signiensis (236.5 pb) e Neocystis brevis (211.747 pb) (LEMIEUX; OTIS; TURMEL,
2014), (tabela 1). P. crispa, apesar de apresentar um dos maiores cpDNA entre as
espécies do clado Prasiola, contém um dos menores conteido G+C entre a classe
Trebouxiophyceae (29,32%) (Dicloster acuatus com 30,0%, Lobosphaera incisa com
27,8% e Leptospira terrestris com 27,3%) (DE CAMBIAIRE et al., 2007; LEMIEUX;
OTIS; TURMEL, 2014).

Na comparacdo entre o cpDNA de P. crispa com algas da classe
Trebouxiohyceae em relacdo a auséncia e presenca de genes, P. crispa néo
apresenta dois genes relacionados com a sintese de ATP, atpE e atpF, quatro

espécies também nao apresentam o gene atpF, Chlorella sorokiniana, C. miriabilis,
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N. brevis e P. signiensis, ja o gene atpkE s6 se encontra ausente em P. crispa
(Tabela 2). Em relacdo ao fotossistema |, cinco genes estdo ausentes, psaC, psal,
psalJ, psaM e ycf4, o gene psaC, se encontra ausente somente em P. crispa.C.
sorokiniana também né&o apresenta os genes psal e ycf4, além disso, a espécie ndo
apresenta o0 gene yc3, que estd presente em P. crispa (tabela 3). C. miriabilis
também nado apresenta os genes psalJ e psaM, assim como P. signiensis néo
apresenta psal e psaM, caracteristicas compartilhadas com P. crispa. O gene psaJ
ainda esta ausente também em Botryococcus braunii e o gene psaM em Neocystis
brevis. Quanto ao fotossistema Il P. crispa ndo apresenta cinco genes, psbB, psbF,
psbl, psbK e psbZ (Tabela 4). N. brevis e P. signiensis ndo apresentam os genes
psbl e psbZ, assim como Trebouxiophyceae sp. ndo apresenta os genes psbl e
psbJ. Auxenochlorella protothecoides e C. sorokiniana, ambas nao apresentam o

gene psbk, sendo essas auséncias também encontradas em P. crispa (Tabela 4).



Tabela 1 - COMPARACAO ENTRE O cpDNA DE Prasiola crispa COM ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE.

Espécie

Auxenochlorella protothecoides
Botryococcus braunii
Chlorella sorokiniana
Chlorella’ mirabilis

Chlorella variabilis

Chlorella vulgaris

Choricystis parasitica
Coccomyxa sp.

Dicloster acuatus
Dictyochloropsis reticulata
Elliptochloris bilobata
Fusochloris perforata
Helicosporidium sp. ex Simulium jonesii
Koliella longiseta

Leptospira terrestris
Lobosphaera incisa

Marvania geminata
Microthamnion kuetzingianum
Myrmecia israelenses
Neocystis brevis

Pabia signiensis
Parachlorella kessleri
Paradoxia multiseta

NUmero de
acesso

NC_023775.1
NC_025545.1
NC_023835.1
NC_025528.1

KP271969.1

AB001684.1
NC_025539.1
NC_015084.1
NC_025546.1
NC_025524.1

NC_025548
NC_025543.1
NC_008100.1
NC_025531.1
NC_009681.1
NC_025533.1
NC_025549.1
NC_025537.1
NC_025525.1
NC_025535.1
NC_025529.1
NC_012978.1
NC_025540.1

Tamanho (pb)

84.576
172.826
109.811
167.972
124.793
150.613

94.206
175.731
169.201
289.394
134.677
148.459

37.454
197.094
195.081
156.031

108.47
158.609
146.596
211.747
236.463
123.994
183.394

CDS

78
80
75
77
79
174
79
80
87
82
82
75
26
80
88
78
79
75
78
84
80
84
90

N° de genes
111
114
109
115
113
115
111
115
128
116
115
107

54
118
119
111
114
107
112
117
118
126
125

rRNA

WO OO WWWWWWOoO WWWWOoOWWWWoOWwWN

tRNA Conteldo G+C

31
31
31
32
31
33
29
32
33
31
30
29
25
32
28
30
32
29
31
30
32
36
32

25

63,5%
42,5%

31,5%

52,9%
30,0%
35,9%
45,8%
35,1%
61,7%
31,4%
27,3%
27,8%
38,2%
34,7%
30,4%
31,4%
33,4%
30,0%
50,6%
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Numero de

Espécie acesso Tamanho (pb) CDS N° de genes rRNA tRNA Contetudo G+C

KR017748

KR017749
Prasiola crispa KR017750 196.502 32 2 27 29,32%
Pseudochloris wilhelmii NC_025547.1 109.775 84 126 6 36 36,7%
Stichococcus bacillaris NC_025527.1 116.952 85 115 3 27 31,9%
Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01 NC 018569.1 149.707 80 115 3 32 S57,7%
Watanabea reniformis NC_025526.1 201.425 87 118 3 28 41,2%
Xylochloris irregulares NC_025534.1 181.542 96 140 6 38 39,7%
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TABELA 2 - COMPARACAO ENTRE O CONTEUDO GENICO DE PRASIOLA CRISPA E ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE EM
RELACAO AO SINTESE DE ATP

Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp  Sp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Sintese de
ATP

atpA
atpB
atpE
atpF
atpH

atpl

Presencado gene X =numero de genes
Auséncia do gene

Legenda: Sp1 - Prasiola crispa; Sp2 - Auxenochlorella protothecoides; Sp3 - Botryococcus braunii; Sp4 - Chlorella sorokiniana; Sp5 - Chlorella mirabilis;
Sp6 - Chlorella variabilis; Sp7 - Chlorella vulgaris; Sp8 - Choricystis parasitica; Sp9 - Coccomyxa sp.; Sp10 - Dicloster acuatus; Sp11 - Dictyochloropsis
reticulata; Sp12 - Elliptochloris bilobata; Sp13 - Fusochloris perforata; Sp14 - Helicosporidium sp.; Sp15 - Koliella longiseta; Sp16 - Leptosira terrestris; Sp17 -
Lobosphaera incisa; Sp18 - Marvania geminata; Sp19 - Microthamnion kuetzingianum; Sp20 - Myrmecia israelenses; Sp21 - Neocystis brevis; Sp22 - Pabia
signiensis; Sp23 - Parachlorella kessleri; Sp24 - Paradoxia multiseta; Sp25 - Planctonema lauterbornii; Sp26 - Pseudochloris wilhelmii; Sp27 - Stichococcus
bacillaris; Sp28 - Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01; Sp29 - Watanabea reniformis; Sp30 - Xylochloris irregulares
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TABELA 3 - COMPARAGCAO ENTRE O CONTEUDO GENICO DE PRASIOLA CRISPA E ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE EM
RELACAO AO FOTOSSISTEMA |

Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

5 Presencado gene X =nlmero de genes

Auséncia do gene

Fotossiste-
mal

psaA
psaB
psaC
psal
psal
psaM
ycf3

ycfd

Legenda: Sp1 - Prasiola crispa; Sp2 - Auxenochlorella protothecoides; Sp3 - Botryococcus braunii ; Sp4 - Chlorella sorokiniana; Sp5 - Chlorella mirabilis;
Spb6 - Chlorella variabilis; Sp7 - Chlorella vulgaris; Sp8 - Choricystis parasitica; Sp9 - Coccomyxa sp.; Sp10 - Dicloster acuatus; Sp11 - Dictyochloropsis
reticulata; Sp12 - Elliptochloris bilobata; Sp13 - Fusochloris perforata; Sp14 - Helicosporidium sp.; Sp15 - Koliella longiseta; Sp16 - Leplosira terresiris; Sp17 -
Lobosphaera incisa; Sp18 - Marvania geminata; Sp19 - Microthamnion kuetzingianum;, Sp20 - Myrmecia israelenses; Sp21 - Neocystis brevis, Sp22 - Pabia
signiensis; Sp23 - Parachlorella kessleri; Sp24 - Paradoxia multiseta; Sp25 - Planctonema lauterbornii; Sp26 - Pseudochloris withelmii; Sp27 - Stichococcus
bacillaris; Sp28 - Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01, Sp29 - Watanabea reniformis; Sp30 - Xylochloris irregulares
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TABELA 4. COMPARAGAO ENTRE O CONTEUDO GENICO DE PRASIOLA CRISPA E ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE EM
RELACAO AO FOTOSSISTEMA I

Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp Sp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Fotossiste-

ma ll

psbA
psbB
psbC
psbD
psbE
psbF
psbH
psbl
psbJ
psbK
psbL
psbM
psbN
psbT
psbz

Presencado gene X =numero de genes

Auséncia do gene

Legenda: Sp1 - Prasiola crispa; Sp2 - Auxenochlorella protothecoides; Sp3 - Botryococcus braunii ; Sp4 - Chlorella sorokiniana; Sp5 - Chlorella mirabilis; Sp6 - Chlorella variahilis; Sp7 - Chlorella
vulgaris; Sp8 - Choricystis parasitica; Sp9 - Coccomyxa sp.; Sp10 - Dicloster acuatus; Sp11 - Dictyochloropsis reticulata; Sp12 - Elliptochloris bilobata; Sp13 - Fusochloris perforata; Sp14 -
Helicosporidium sp.; Sp15 - Koliella longiseta; Sp16 - Leplosira terrestris; Sp17 - Lobosphaera incisa; Sp18 - Marvania geminata; Sp19 - Microthamnion kuelzingianum; Sp20 - Myrmecia
israelenses; Sp21 - Neocystis brevis; Sp22 — Pabia signiensis; Sp23 - Parachlorella kessleri; Sp24 - Paradoxia multiseta; Sp25 - Planctonema lauterbornii; Sp26 - Pseudochloris wilthelmii; Sp27 -
Stichococcus bacillaris; Sp28 - Trebouxiophyceae sp. MX-AZ0T, Sp29 - Watanabea reniformis; Sp30 - Xylochloris irregula
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5.2 COMPARACAO ENTRE O GENOMA MITOCONDRIAL DE Prasiola crispa E
ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE

O DNA mitocondrial de P. crispa (mtDNA) possui um tamanho total de 89.819
bp e um conteddo G+C de 29,29%. P. crispa possui 0 menor contetdo génico,
apenas com 43 genes (Coccomyxa sp. com 60 genes, Chlorella sorokiniana com 61
genes e Chlorella variabilis com 62 genes) (Tabela 5), incluindo 18 genes putativos
codificantes de proteinas, 22 tRNAs e 3 rRNA. Entre estes, foram anotados 18
genes putativos codificantes de proteinas relacionadas ao complexo respiratorio |, 1l
elVv.

P. crispa possui quatro genes envolvidos na sintese de ATP, seis genes
envolvidos no complexo |, nenhum gene envolvido no complexo Il, um gene
envolvido no complexo Il e um gene envolvido no complexo IV, o que é o menor
conteudo génico referente a essas fungbes entre as Trebouxiophyceae
(Helicosporidium sp., Chlorella sorokiniana, Auxenochlorella protothecoides,
Chlorella variabilis, Coccomyxa sp. C-169, todas possuem cinco genes envolvidos
na sintese de ATP, nove genes envolvidos no complexo I, nenhum gene envolvido
no complexo Il, um gene envolvido no complexo Il e trés genes envolvidos no
complexo IV) (POMBERT; KEELING, 2010, e informagdes obtidas a partir do NCBI)

Quando comparada a outras algas verdes Trebouxiophyceae com o genoma
mitocondrial sequenciado, P. crispa apresenta 0 maior mtDNA entre as
Trebouxiophyceae (Chlorella variabilis com 78.500 pb, Trebouxiophyceae sp. com
74.423 pb e Coccomyxa sp. com 65.497 pb).

Em uma comparacdo entre o mtDNA de P. crispa com algas da classe
Trebouxiophyceae, P. crispa nao apresenta um gene relacionado a sintese de ATP,
atp4 (Tabela 6) assim como em Prototheca wickerhamii (WOLFF et al., 1994). Em
relacdo aos complexos respiratorios |, Ill e 1V, P. crispa ndo apresenta quatro genes
relacionados ao complexo | (had2, nad6, nad8 e nad9), com excecao do gene nad8,
todos 0s genes ausentes em P. crispa estéo presentes em todas as outras espécies
Trebouxiophyceae. O gene nad8 esta ausente em todas as espécies
Trebouxiophyceae com mtDNA sequenciado, porém € encontrado em espécies
como Reclinomonas americana e Andalucia godoyi, pertencentes ao grupo
Jakobida, um grupo de flagelados heterotréficos de vida livre (BURGER et al., 2013;
LARA; CHATZINOTAS; SIMPSON, 2006). O gene cob, relacionado ao complexo
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respiratorio Il esta presente em todas as espécies Trebouxiophyceae com seu
MtDNA sequenciado. Dois genes relacionados ao complexo IV, cox2 e cox3, estao
ausentes em P. crispa, mas se apresentam em outras espécies, em algumas com
varias copias como em Trebouxiophyceae sp e Chlorella sp. onde esses genes se
apresentam trés vezes cada.

Em relacdo ao complexo Il, nenhuma espécie Trebouxiophyceae apresenta
genes relacionados a esse complexo respiratorio, porém estes genes se apresentam

na divisao Streptophyta, Rodophyta e no grupo Jakobida.



TABELA 5. COMPARACAO ENTRE O mtDNA DE Prasiola crispa COM ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE.

Espécie

Auxenochlorella protothecoides
Chlorella sorokiniana isolate 1230
Chlorella variabilis isolate NC64A
Coccomyxa sp. C-169

Helicosporidium sp. ex Simulium jonesi

Prasiola crispa

Prototheca wickerhamii
Trebouxiophyceae sp. MX-AZ01
Chlorella sp. ArM0029B

NUmero de acesso Tamanho

NC_026009.1
NC_024626.1
NC_025413.1
NC_015316.1
NC_017841.1

KRO17746
KRO17747
NC_001613.1

NC_018568.1
KF554428.1

(pb)
57.274
52.528
78.500
65.497
49.343
89.819

55.328
74.423
65.049

CDS

33
32
31

36
41
35

Gene

70

61
62
60

43

63
67
65

rRNA

w W w w

32

tRNA  Conteudo G+C

26

25
27

26

22

26
23
27

63,5%

67,1%
52,9%
61,7%
29,29%

25,8%
53,4%
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TABELA 6. COMPARAGAO ENTRE O CONTEUDO GENICO DE Prasiola crispa E
ALGAS TREBOUXIOPHYCEAE EM RELAGAO A SINTESE DE ATP, COMPLEXO
RESPIRATORIO |, I, L E IV.

Genes Spl Sp2 Sp3 Sp4 Sp5 Sp6 Sp7 Sp8 Sp9
Sintese
de ATP

atpl

atpd

atp6

atp8

atp9
Complexo |
nadl

nad?2

nad3

nad4
nad4L
nad5

nad6

nad?

nad8

nad9 XXX XXX o
Complexo Il

sdh2

sdh3

sdh4

Complexo Il

cob XXX X XXX o
Complexo IV

coxl

cox2

cox3

Presencado gene X =numero de genes
Auséncia do gene
Legenda: Spl - Prasiola crispa; Sp2 - Auxenochlorella protothecoides; Sp3 - Chlorella sorokiniana;
Sp4 - Chilorella variabilis; Sp5 - Coccomyxa sp. C-169; Sp6 - Helicosporidium sp.; Sp7 - Prototheca
wickerhamii; SP8 - Trebouxiophyceae sp.; Sp9 - Chlorella sp
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base em nossos resultados, observa-se que P. crispa apresenta 0s
genomas mitocondrial e plastidial grandes, porém em relagdo ao numero de genes,
a espécie fica entre as espécies Trebouxiophyceae com menores conteudos
génicos. P. crispa também ndo apresenta varios genes relacionados ao fotossistema
| e Il e a sintese de ATP no cloroplasto, funcbes estas importantes para o
metabolismo de energia da planta. Na mitocondria varios genes relacionados ao
complexo oxidativo e a sintese de ATP estdo ausentes, sendo essas funcbes
cruciais para 0 sobrevivéncia do organismo. Uma hipotese possivel € que esses
genes tenham sido incorporados pelo genoma nuclear durante a evolugao da planta,
estudos futuros, como por exemplo, o sequenciamento do genoma nuclear de P.

crispa poderéo elucidar questdes como esta.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Fechar os genomas mitocondrial e plastidial de P. crispa
- Sequenciar o0 genoma nuclear de P. crispa
- Realizar uma busca no genoma nuclear referente aos genes ausentes no genoma

mitocondrial e plastidial.
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Amarctica has attracted considerable interest from biologists
interested in understanding the evolutionary adaptation of
extremophile organisms (1). Prasiola spp. are the best-known
Antarctic algae found at many terrestrial and supralittoral sites,
representing the most important primary producers (1-3). The
species most commonly reported is Prasiola crispa (Lightfoot)
Katzing. P. crispa has several interesting biological features, typi-
cally growing on moist soils fertilized by penguin guano (4), and it
tolerates repeated thaw cycles in the spring and fall, freezing over
winter, and high levels of UV radiation during the summer (5).

The organelle DNA was sequenced by the Macrogen Service
Center in a Solexa-Illumina HiSeq 2500 next-generation sequenc-
ing device, according to the manufacturer’s instructions. A
paired-end approach with a read size of ~100 bp was employed.
Sequence assembly was performed with the SOAPdenovo2 soft-
ware version 2.01 (6). All open reading frames (ORFs) were anno-
tated using CpGAVAS (7) and Mitofy (8) for the chloroplast and
mitochondrial genomes, respectively.

The P. crispa plastid genome (cpDNA) information resides on
a single molecule with a total length of 196,502 bp and a G+C
content of 29.32%. Compared with other species from the Prasiola
clade, the genomes of P. crispa are among the largest (Prasiolopsis
sp., 306.1 kb; Pabia signiensis T. Friedl & O’Kelly, 236.5 kb; Koliella
longiseta (Vischer) Hinddk, 197.1 kb; Stichococcus bacillaris
Nageli, 116.9 kb) (9) or even compared to those of other species
close to Prasiolales, such as Chlorella mirabilis V. M. Andreyeva
(168.0 kb) (9). The cpDNA comprises 32 putative coding genes,
27 tRNAs, and 2 rRNAs. Among those, we were able to annotate at
least 21 putative protein-coding genes related to photosynthesis,
such as photosystems I and 11 (y¢f3, psaB, psaC, psbA psbB, psbC,
psbD, psbE, psbH, psbL, psbM, psbN, and psbT).

The P. crispa mitochondrial genome (mtDNA) is the first mi-
tochondrial sequenced genome from the Prasiolales order. It hasa
total of 89,819 bp and a G+ C content of 29.29%; compared with
other species from the Trebouxiophyceae class, P. crispa has the
largest mtDNA (Trebouxiophyceae sp., 74.4 kb; Chlorella sp.
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ArM0029B, 65.0 kb; Oltmannsiellopsis viridis [P. E. Hargraves &
R. L. Steele] M. Chihara & 1. Inouye, 56.8 kb; Prototheca wicker-
hamii Tubaki & Soneda, 55.3 kb; and Chlorella sorokiniana Shihira
& R. W. Krauss, 52.5 kb) (10-14). The P. crispa mtDNA genome
has the smallest gene content, with only 43 genes, comprising 18
putative protein-coding genes, 22 tRNAs, and 3 rRNAs. All of the
annotated protein-coding genes were related to mitochondrial
oxidative metabolism, such as mitochondrial respiratory chain
complexes 1, I, and IV (nadl, nad2, nad3, nad4, nad5, nadé,
nad7, cobA, and cox1).

These organelle genomes are the first draft genome sequences
obtained from Antarctic Trebouxiophyceae algae. Mitochondria
and chloroplast organelles play a pivotal role in energy metabo-
lism and are great tools for taxonomic analysis in higher plants
and algae. The plastid and mitochondrial genome data would be
useful for further genetic studies, phylogenetic analysis, and re-
source protection of P. crispa and phylogenetic analysis of
Trebouxiophyceae green algae.

Nucleotide sequence accession numbers. The cpDNA and
mtDNA contig sequences were deposited in GenBank under ac-
cession numbers KR017748, KR017749, and KR017750, and
KR017746 and KR017747, respectively.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was supported by the National Council for Scientific and Tech-
nological Development (CNPq-Brazil), the Coordination for the Im-
provement of Higher Education Personnel (CAPES-Brazil), the Fundagio
de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS-
Brazil), and the National Institute of Science and Technology - Antarctic
Environmental Research (INCT-APA). E. Leis Carvalho received research
fellowships from Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS-Brazil).

REFERENCES

1. Convey P 2007. Biogeography, p 154—160. In Riffenburgh, B (ed), Ency-
clopedia of the Antarctic, vol 1, Routledge, New York, NY.
2. Kovacik L, Pereira AB. 2001. Green alga Prasiola crispa and its lichenized

genomeaasm.org 1



Leis Carvalho et al.
form Mastodi llata in Antarctic envi general aspects. Nova
Hedwigia Beiheft 123:465-478.

-~

2 genomeaasm.org

. Wiencke C, Clayton MN 2002. In Antarctic seaweeds. Synopses of the

Antarctic benthos, vol 9. A .R. G. Gantner Verlag K. G., Ruggell, Liechten-
stein.

. Graham LE, Graham JM, Wilcox LW. 2009. Algae. Pearson Education,

San Francisco, CA.

. Kosugi M, Katashima Y, Aikawa S, Tanabe Y, Kudoh S, Kashino Y,

Koike H, Satoh K. 2010. Comparative study on the photosynthetic prop-
erties of Prasiola (Chlorophyceae) and Nostoc (Cyanophyceae) from Ant-
arctic and non-Antarctic sites. ] Phycol 46:466—476. http:/dx.doi.org/10
1111/j.1529-8817.2010.00831.x.

. Luo R, Liu B, Xie Y, Li Z, Huang W, Yuan J, He G, Chen Y, Pan Q, Liu

Y, Tang J, Wu G, Zhang H, Shi Y, Liu Y, Yu C, Wang B, Lu Y, Han C,
Cheung DW, Yiu SM, Peng S, Xiaogian Z, Liu G, Liao X, Li Y, Yang H,
Wang J, Lam TW, Wang J. 2012. SOAPdenovo2: an empirically improved
memory-efficient short-read de novo assembler. GigaScience 1:18. http:
Jidx.doi.org/10.1186/2047-217X-1-18.

. LiuC, ShiL, Zhu Y, Chen H, Z]Iang],l_lnx G\lanX.Z()lleGAVAS.
an integrated Web server for the ysis, and
GenBank submission of completely n-¢' l se-

quences, BMC Genomics 13 715. hnp //dx .doi.org/10. lI86/I47I 2164-1
3-715.

. Alverson AJ, Wei X, Rice DW, Stern DB, Barry K, Palmer JD. 2010.

Insights into the evolution of mitochondrial genome size from complete
sequences of Citrullus lanatus and Cucurbita pepo (Cucurbitaceae). Mol
Biol Evol 27:1436-1448. http://dx.doi.org/10.1093/molbev/msq029.

. Lemieux C, Otis C, Turmel M. 2014. Chloroplast phyl i lysi

resolves deep-level relationships within the green algal dlass Trebouxwphy
ceae. BMC Evol Biol 14:211. http://dx.doi.org/10.1186/512862-014-0211-
2,

. Wolff G, Plante I, Lang BF, Kuck U, Burger G. 1994. Complete sequence

of themitochondrial DNA of the chlorophyte alga Prototheca wickerhamii.
Gene content and genome organization. | Mol Biol 237:75-86. http://dx
.doi.org/10.1006/jmbi.1994.1210.

. Pombert JF, Beauchamp P, Otis C, Lemieux C, Turmel M. 2006. The

complete mitochondrial DNA sequence of the green alga Oltmannsiellop-
sis viridis: evolutionary trends of the mitochondrial genome in the Ulvo-
phyceae. Curr Genet 50:137-147. http://dx.doi.org/10.1007/500294-006-0
076-z.

Servin-Garciduenas LE, Martinez-Romero E. 2012. Complete mitochon-
drial and plastid genomes of the green microalga Trebouxiophyceae sp.
strain MX-AZ01 isolated from a highly acidic geothermal lake. Eukaryot
Cell 11:1417-1418. http://dx.doi.org/10.1128/EC.00244-12.

. Jeong H, Lim JM, Park J, Sim YM, Choi HG, Lee J, Jeong WJ. 2014.

Plastid and mitochondrion genomic sequences from Arctic Chlorella sp.
ArM0029B. BMC Genomics 15:286. http://dx.doi.org/10.1186/1471-216
4-15-286.

14. Orsini M, Costelli C, Malavasi V, Cusano R, Concas A, Angius A, Cao

Genome Announcements

G. 2014. Complete genome sequence of mitochondrial DNA (mtDNA) of
Chlorella sorokiniana. Mitochondrial DNA 4:1-3. http://dx.doi.org/10.31
09/19401736.2014.953128.

May/June 2015 Volume 3 Issue 3 €00435-15

39



