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RESUMEN. ElI nimero de genomas mitocondriales de algas verdes
secuenciados va en aumento constante. Sin embargo, estudios compa-
rativos han revelado que los distintos genomas mitocondriales poseen
unaorganizacion, estructuray contenido de genes muy diferentes. Du-
rante la historia evolutiva de las algas verdes han ocurrido eventos de
transferencia de genes del genoma mitocondrial a genoma nuclear.
Esta implacable transferencia de genes ha contribuido a definir el con-
tenido de genes del genoma mitocondrial y alavez haincrementado
la complejidad del genoma nuclear. En estarevision se andlizalare-
lacion que existe entre la evolucion de los genomas mitocondriales y
nucleares en el lingje de las algas cloroficeas. También se describen
rearreglos gendémicos poco frecuentes que probablemente hayan ocu-
rrido unasolavez alo largo de la historia evolutivade este lingje y por
lo tanto pueden ser ttiles en estudios filogenéticos.

Palabras clave: Evolucion de los genomas mitocondriales, algas ver-
des, fragmentacién de genes, ATP sintasa mitocondrial.

INTRODUCCION

Las algas verdes constituyen un grupo de organismos
muy diverso. Ladiversidad se observa anivel de su habitat,
morfologia (Lewisy McCourt 2004), reproduccion (Margu-
lisy Schwartz 1998) y a nivel genémico http://genome.jgi-
psf.org/ y ttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Genomes-
Group.cgi ?taxid=33090& opt=organell€). Estudios basados
en las caracteristicas bioquimicas, fisiol6gicas y estructura-
les de las plantas terrestres y de las algas verdes sugieren
gue los ancestros de las algas verdes son los progenitores
unicelulares de las plantas (Margulis y Schwartz 1998 y
Lewisy McCourt 2004). Actualmente, las plantas terrestres
conforman el lingje Viridiplantae quese divide enlos phyla
Streptophyta, que contiene a las embriofitas y carofitas;-y
Chlorophyta, que contiene ala mayoria de las algas verdes.
El phyla Chlorophyta consiste en tres clases monofiléticas
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denominadas Ulvophyceae, Trebouxiophyceae y Chloro-
phyceae; y en una clase no monofilética denominada Prasi-
nophyceae, que contiene algas verdes primitivas (Bullerwell
y Gray 2004). Recientemente se haincluido la clase Pedino-
phyceae, sin embargo su posicién filogenética adn se debate
(Turmel et al,1999).

La filogenia es importante ya que refleja la historia de la
transmisioén de la informacién genética, asimismo contri-
buye a guiar lainterpretacion de cdmo y bajo qué circuns-
tancias han ido evolucionando los genomas. Actualmen-
te, existen muy pocos genomas nucleares de algas verdes
completamente secuenciados: el de la trebuxoficea Chlo-
rella sp. NC64A (http://genome.jgi-psf.org/ChINC64A _1/
ChINC64A _4.home.html), 1os de las prasinoficeas Micro-
monas pusilla (http://genome.jgi-psf.org/MicpuC2/Mic-
puC2.home.html), Micromonas RCC299 (http://genome.
jgi-psf.org/MicpuN2/MicpuN2.home.html), Ostreococ-
cus lucimarinus (http://genome.jgi-psf.org/Ost9901 3/
Ost9901 3.home.html) y Ostreococcus tauri (http://geno-
me.jgi-psf.org/Osttad/Osttad.home.html) y los de las clo-
roficeas Chlamydomonas reinhardtii (h ttp://genome.jgi-
psf.org/Chlre3/Chlre3.home.html) y Volvox carteri (http://
genome.jgi-psf.org/V olcal/Volcal.home.html); por o que
esdificil llevar a cabo estudios comparativos que permitan
conocer la variacién de secuencia de los genes y definir
con exactitud las relaciones filogenéticas entre las algas
verdes. En cambio, la secuenciacion de 10 genomas mi-
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tocondriales pertenecientes a los distintos lingjes de algas
verdes ha permitido observar que éstos han sufrido cam-
bios radicales en su estructura, composicion, organizacion,
contenido de genes y nimero de copias de genes alo lar-
go de su evolucion. Estas caracteristicas pueden ser Utiles
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 ortélogos y
por tener una alta tasa de mutacion, utilizada para definir la
distancia genética entre organismos cercanamente relacio-
nados y asf establecer sus relaciones filogenéticas (Brown
et al, 1979y Barr et a, 2005).

L a secuenciacién de genomas mitocondriales de los dis-
tintos lingjes de agas verdes ha revelado que éstos presen-
tan una gran diversidad. Analisis comparativos han permi-
tido contrastar |os patrones de organizacion de |os genomas
mitocondriales de los distintos lingjes de algas verdes. Los
factores y los mecanismos responsables de los cambios en
contenido, organizacion y estructura de os genomas mito-
condriales que las algas verdes han sufrido alo largo de su
evolucién alin no se conocen completamente. ¢Qué fuerzas
evolutivas han contribuido a mantener determinados genes
en el genoma mitocondrial? ¢Qué posibles implicaciones
tiene la transferencia de genes del genoma mitocondrial al
nuclear? ¢Qué ha favorecido que ciertos linajes de algas
verdes hayan adquirido nuevo material genético? A conti-
nuacion se discuten algunas caracteristicas a nivel de orga-
nizacion, estructura, contenido y dindmica de genes que se
han observado en los genomas mitocondrial es secuenciados
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 cloroficeas.

GENOMAS MITOCONDRIALES

L as mitocondrias son organelosde las célulaseucarion:
tes cuya funcion principal es lasintesis de ATP acopladaa
la cadena respiratoria, fendmeno conocido como fosforila-
cion oxidativa. Lafosforilacién oxidativaes unadelasrutas
bioguimicas més antiguas y conservadas en la mitocondria
(Mentel y Martin 2008). Las mitocondrias también partici-
pan en la biosintesis de aminoacidos y de &cidos grasos, en
laapoptosis, en la sefializacion celular (Logan 2007) y enla
biogénesis de los centros hierro-azufre.

La teoria mas aceptada acerca del origen de la mito-
condria es la del endosimbionte, la cual propone que este
organelo se origind a partir de un simbionte intracelular
bacteriano (Margulis 1975). Anélisis filogenéticos de RNA
ribosomal (rRNA) indican que el endosimbionte probable-
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mente fue una o.-proteobacteria(Gray et a, 2001, Katz 2002
y Andersson et a, 2003). Lanaturalezadel hospedero aln se
debate, pero se propone que fue una arqueobacteria (Timmis
et al, 2004) o un protoeucarionte (Poole y Penny 2007).

Las mitocondrias son organel os intracelulares semiaut6-
Nomos que contienen su propio genoma. Los genomas mi-
tocondriales actuales son el resultado de una reduccion del
genoma del endosimbionte original (Gray et a, 1999). Aun-
gue se ha propuesto que tienen e mismo origen, los genomas
mitocondriales han evolucionado de manera distinta en los
organismos eucariontes (Fauron et al, 1995y Barr et al, 2005)
y presentan una gran diversidad en tamafio, organizacion y
complegjidad génica. Los genomas mitocondriales son muy
dindmicos, modifican, eliminan y/o rearreglan su material ge-
nético y se ha propuesto que incluso pueden adquirir nuevo
material genético (Boer y Gray 1988 y Pont-Kingdon et al,
1998).

Los genomas mitocondriales contienen genes que codifi-
can RNAsribosomales, RNAs de transferencia (tRNA) (Sa-
linas et al, 2008), proteinas de los distintos compl g os enzi-
maéticos de la cadena respiratoriay ocasionalmente algunas
proteinas ribosomales (Burger et al, 2003). No obstante, a
pesar de que lainformacion contenida en el genoma mito-
condrial esté conservada entre los eucariontes, el genoma
mitocondrial se caracteriza por una gran diversidad en es-
tructura, tamafio, contenido de genes y organizacion en los
distintos organismos eucariontes (Gray et al, 1999 y Burger
et a, 2003).

DIVERSIDAD DE LOS GENOMAS
MITOCONDRIALES

La mayoria de los genomas mitocondriales presentan
una estructura circular, por ggemplo el de humano (Sacco-
ne et al, 2006). Existen genomas mitocondriales lineales
como es el caso de los apicomplejos como Plasmodium
falciparum (Conway et al, 2000) o de algunas algas verdes
como Chlamydomonas reinhardtii (Boer y Gray 1988).
Otros genomas mitocondriales estan compuestos por méas
de una molécula como en los siguientes gjemplos. El ge-
noma mitocondrial del hongo Spizellomyces punctatus
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 y 3.5 kpb, respec-
tivamente (Fan y Lee 2002). EI genoma mitocondrial del
metazoario Amoebidium parasiticum esta fragmentado en
mas de 80 moléculas (Bullerwell y Gray 2004). El genoma
mitocondrial de los kinetoplastidos Tripanosoma consiste
en concatenameros de DNA. Cada concatendmero contiene
aproximadamente una docena de maxicirculos (20 a 40 kb)
y miles de mini-circulos (0.5 a 2.5 kb). Los maxicirculos
codifican proteinas y rRNA y los minicirculos codifican
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RNAs guia que participan en la edicién de los RNA men-
sgjeros (Morris et al, 2001).

L a secuenciacion delos diversos genomas mitocondriales
ha demostrado que el contenido de genes es independiente
del tamario del genomamitocondrial (Burger et al, 2003). El
genoma mitocondrial del protozoario Reclinomonas ame-
ricana es el que presenta el mayor contenido de genes; tie-
ne un tamafio de 69 kpb, contiene 97 genes y codifica 67
proteinas(Lang et al, 1997). Los genomas mitocondriales
secuenciados de los apicomplgjos constituyen alafechalos
genomas mitocondriales con €l menor contenido de genes.
Por eiemplo, el genoma mitocondrial de P. falciparumtiene
un tamafio menor a 6 kpb y contiene tres genes que codifi-
can tres proteinas, respectivamente(Conway et a, 2000). En
cambio, los genomas mitocondriales de las plantas tienen
un tamafio de més de 200 kpb, pero en general contienen
menos genes que el genoma mitocondrial de R. americana.
Por ejemplo, el genomamitocondrial dela planta Physcomi-
trella patens tiene un tamafio de més de 100 kpb, contiene
69 genes y codifica 42 proteinas (Teresawa et al, 2007).

Existen genomas mitocondrial es que presentan un patrén
de organizacién similar a de su ancestro bacteriano: en su
mayoria son codificantes, practicamente no contienen intro-
nes; contienen genes que codifican todos los tRNA necesa-
riosy 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).
Sin embargo, hay genomas mitocondrial es que presentan un
patrén distinto al de su ancestro bacteriano: presentan una
notable reduccion en el contenido de genes, presentan genes
que codifican rRNA fragmentados y dispersos; y tienen un
uso de codones no universal. Tal es €l caso de los genomas
mitocondriales de algunas algas verdes.

GENOMAS MITOCONDRIALES DE ALGAS VERDES

Actualmente se han secuenciado y anotado en el Gen-
Bank (NCBI) 10 genomas mitocondriales de algas verdes.
Uno de ellos pertenece a lingje/de |astrebuxoficeas, Pro:
totheca wickerhamii (U02970) (Wolff et a, 1994), uno-a
linaje de las pedinoficeas, Pedinomonas minor (AF116775)
(Turmel et a, 1999), dos al lingje de las ulvoficeas, Pseu-
dendoclonium akinetum (AY 359242) (Pombert et al, 2004)
y Oltmannsiellopsis viridis (DQ365900) (Pombert et al,
2006), dos al lingje de las prasinoficeas, Ostreococcus tauri
(CR954200) (Robbens et al, 2007) y Nephroselmis oliva-
cea (AF110138) (Turmel et al, 1999) y cuatro al lingje de
las cloroficeas, Chlamydomonas eugametos (AF008237)
(Denovan-Wright et al, 1998), Chlamydomonas reinhar dtii
(U03843) (Vahrenholz et al, 1993), Polytomella capuana
(EF645804) (Smith y Lee 2008) y Scenedesmus obliquus
(X17375) (Nedelcu et a, 2000). En las algas verdes se han

descrito dos tipos de genomas: el ancestral y el reducido.
L os genomas de tipo ancestral tienen un tamafio de 45 a 96
kpb; contienen genes que codifican proteinas ribosomales,
proteinas de la cadena respiratoria, rRNA y el juego com-
pleto de genes que codifican todos los tRNA (Nedelcu et
al, 2000) (Tabla 1). Los genes que codifican rRNA estdn
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) y O. viridis (DQ365900), y de las algas prasin-
oficeas O. tauri (CR954200) y N. olivacea (AF110138), son
detipo ancestral (Pombert et a, 2006). L os genomas de tipo
reducido tienen un tamafio de 13 a 25 kpb; carecen de genes
que codifican proteinas ribosomales y solamente contienen
algunos de los genes que codifican rRNA, proteinas de la
cadena respiratoriay tRNA. Los genes que codifican los
rRNA estan fragmentados y localizados de manera disper-
saen el genoma mitocondrial. Los genomas mitocondriales
del alga pedinoficea, P. minor, de las algas cloroficeas, C.
eugametos (AF008237), C. reinhardtii (U03843), y P. ca-
puana (EF645804), son de tipo reducido (Tabla 1).

El porcentaje del genoma mitocondrial que es codificante
vadel 41% al 61% en la mayoria de los genomas secuen-
ciados de algas verdes. La excepcion la constituye el geno-
ma mitocondrial de S. obliquus, cuyo porcentgje de genoma
codificante es del 38% (Tabla 2). El genoma mitocondrial
del alga cloroficea S. obliquus se considera como un inter-
mediario evolutivo entre los genomas de las algas verdes
(Nedelcu et al, 2000). El genoma mitocondrial de S. obli-
guus tiene un tamafio menor (aproximadamente 43 kpb) que
el del genomadetipo ancestral de N. olivacea (aproximada-
mente 45 kpb) y mayor que el del genoma de tipo reducido
de P. minor (aproximadamente 25 kpb) (Tabla 2). La den-
sidad de genes en S. obliquus (del 60.6%) es la menor que
se ha descrito hasta ahora en los genomas mitocondriales
secuenciados de algas verdes. EI genomamitocondrial de S.
obliquus contiene 42 genes, contra 62 genes gque contienen
aproximadamente los genomas de tipo ancestral y contra
12 genes que contienenien promedio los genomas reduci-
dos (Tabla 2). Ademas, los genes que codifican rRNA es-
tén fragmentados y localizados de manera dispersa, como
en los genomas mitocondriales de tipo reducido (Nedelcu
et al, 2000).

INTRONES

Los intrones son elementos integrales de los genomas
eucariontes que participan de manera activa en la evolu-
cion de genes mediante los fendmenos de procesamiento
alternativo e intercambio de exones (Fedorovay Fedorov
2003). Los genomas de organel os celulares contienen dos
tipos de intrones. de grupo | y de grupo Il. Los intrones de
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grupo I codifican endonucleasas, sitio especifico que cata-
lizan su propagacion a otros genes. Los intrones de grupo
Il son elementos genéticos maviles autocataliticos (Hau-
gen et a, 2005).

Existen variaciones en el nimero, el grupo y lalocaliza-
cién de intrones reportados entre 10s genomas mitocondria-
les secuenciados de las algas verdes: O. tauri, C. reinhardtii
y P. capuana no tienen intrones en sus genomas mitocon-
drides; P. akinetum, O. viridis, P. wickerhamii, N. olivacea,
S obligquus y C. eugametos contienen intrones de grupo | y
O. viridis, S obliquusy P. minor contienen intrones de gru-
po Il (Tabla 2). Las algas verdes anteriores que contienen
intrones de grupo |, presentan uno 0 mas de estosintronesen
los genes que codifican rRNA. Las algas P. akinetum (Wolff
et al, 1994), O. viridis (Pombert et al, 2006), N. olivacea
(Turmel et al, 1999) y C. eugametos (Denovan-Wright et
al, 1998) contienen un intrén de grupo | en el gen cob. Las
algas P. akinetum (Wolff et al, 1994), P. wickerhami (Wolff
et al, 1994), y C. eugametos (Denovan-Wright et al, 1998)
contienen uno o masintrones de grupo | en el gen cox1. Las
cloroficeas S obliquus (Nedelcu et al, 2000) y C. eugametos
(Denovan-Wright et al, 1998) contienen uno o méas intrones
de grupo | en el gen nad5. Las algas P. akinetum (Wolff et
al, 1994) y C. eugametos(Denovan-Wright et al, 1998) con-
tienen un intrén de grupo | en los genes atpl y nadl, respec-
tivamente. En cuanto a los intrones de grupo 11, se observa
gue S obliquus (Nedelcu et al, 2000) y P. minor (Turmel et
al, 1999) contienen un intrén de grupo Il en uno 0 Mas ge-
nes que codifican rRNA. Finalmente, O. viridis contiene un
intrén de grupo |1 en el gen cox1 (Pombert et al, 2006).

La presencia de intrones en los genomas mitocondriales
en las distintas algas puede ser Util para describir las relacio-
nes filogéneticas entre los linajes de algas verdes. La pre-
sencia de intrones de un mismo grupo en [os mismos genes
de distintas algas podria sugerir que los intrones hayan sido
heredados verticalmente de un ancestro mitocondrial comdn
de las algas verdes. Serainteresante determinar si losin-
trones conservan la secuencia, la estructura’y una posicion
equivalente en los genes de las distintas/algas verdes, yaque
esto podria contribuir a identificar eventos de transferencia
horizontal (Gray et al, 1998).

CONTENIDO DE GENES

L os genomas mitocondrial es secuenciados de algas
verdes revelan que el contenido de genes varia en los
distintos linajes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geno-
mes/GenomesGroup.cgi ?taxi d=33090& opt=organelle).
De los genes contenidos en el genoma mitocondrial se
les ha dado atencién principal mente a aquellos que co-
difican proteinas que participan en la fosforilacion oxi-
dativa. En esta ruta metabdlica interaccionan proteinas
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codificadas por genes mitocondriales y nucleares (Sac-
cone et al, 2006).

Los genomas mitocondriales secuenciados de las algas
verdes presentan diferencias en cuanto a contenido de ge-
nes que codifican distintas subunidades de los complejos I,
IV y V de la cadenarespiratoria (Tabla 1). Los genomas
mitocondriales de las algas prasinoficeas O. tauri (Robbens
et a, 2007) y N. olivacea (Turmel et al, 1999) contienen
todo & conjunto de genes clésicos mitocondriales que codi-
fican para subunidades de los complejos I, IV y V. En cuan-
to a los genes que codifican componentes del complejo I se
observan variaciones. El alga trebuxoficea P. wickerhamii
(Wolff et al, 1994) y las algas ulvoficeas O. viridisy P. aki-
netum (Pombert et a, 2006) carecen del gen nad10 del com-
plgjo I. El aga ulvoficea P. akinetum (Pombert et al, 2006)
y el alga pedinoficea P. minor (Turmel et al, 1999) carecen,
ademas del gen nad10, del gen nad9. L os genomas mitocon-
driales de las cloroficeas S. obliquus (Nedelcu et al, 2000),
C. eugametos (Denovan-Wright et al, 1998), C. reinhardtii
(Vahrenholz et a, 1993) y P. capuana (Smith y Lee 2008)
carecen delos genes nad7, nad9 y nad10. Ademés, las algas
C. eugametos (AF008237) (Denovan-Wright et al, 1998), C.
reinhardtii (U03843) (Vahrenholz et al, 1993) y P. capua-
na (EF645804) (Smith y Lee 2008) que son muy cercanas
filogenéticamente, carecen de los genes nad3, nad4L, nad?,
nad9 y nad10.

En cuanto a los genes que codifican componentes del
complejo IV se observa que los genomas mitocondriales del
alga pedinoficeaP. minor (Turmel et a, 1999) y delasagas
cloroficeas S. obliquus (Funes et al, 2002), C. eugametos
(Denovan-Wright et al, 1998), C. reinhardtii (Pérez-Marti-
nez et a, 2000 y Pérez-Martinez et al, 2001) y P. capuana
(Smith y Lee 2008) carecen de los genes cox2 y cox3 (Ta-
bla 1). Laausencia del gen cox2 en el genoma mitocondrial
constituye un caso Unico entre las algas verdes y entre los
parésitos apicomplejos (Pérez-Martinez et al, 2001 y Funes
et al, 2002). Como se discutira més adelante, en el caso de S.
obliquus €l gen cox2 también esta fragmentado; pero cox2a
permanece enel'genomamitocondrial (AAF72052), mien-
tras que cox2b hamigrado a genoma nuclear (AAO27881)
(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 y trebuxoficeas contie-
nen los genes atpl, atp4, atp6, atp8 y atp9 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) y de la clorofi-
cea S obliquus (Nedelcu et al, 2000) contienen el gen atp6.
Ademés, el genoma mitocondrial de P. minor (Turmel et
al, 1999) contiene el gen atp8 y el de S. obliquus contiene
el gen atp9. Los genomas mitocondriales de las algas clo-
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roficeas C. eugametos (AF008237) (Denovan-Wright et al,
1998), C. reinhardtii (U03843) (Vahrenholz et al, 1993) y
P. capuana (EF645804) (Smith y Lee 2008) constituyen un
caso notable ya que ninguno de ellos contiene genes que
codifican subunidades del estator de la ATP sintasa, como
se discutira més adelante (Tabla 1).

Las algas prasinoficeas N. olivacea (Turmel et al, 1999),
O. tauri (Robbens et a, 2007), el alga trebuxoficea P. wic-
kerhamii (Wolff et al, 1994) y las ulvoficeas O. viridis
(Pombert et al, 2006) y P. akinetum (Pombert et al, 2004)
gue tienen un genoma mitocondrial de tipo ancestral, es
decir semejante al de R. americana, contienen el conjunto
completo o casi completo de genes que codifican todos los
tRNA necesarios para sintetizar las proteinas que codifican
(Tabla 1). En agunos genomas mitocondriales de algas ver-
des se ha observado que existen variaciones en el cédigo ge-
nético (Nedelcu et al, 2000). Los genomas mitocondriales de
tipo ancestral tienen una preferencia por la terminacion con
el nucledtido A o T en laterceraposicién del codédn. El alga
pedinoficea P. minor y las algas cloroficeas C. reinhardtii y
C. eugametos tienen un genoma mitocondrial de tipo redu-
cido y carecen de la mayoria de los genes que codifican to-
doslostRNA necesarios paralasintesis de proteinas (Tabla
1). Estas también tienen una preferencia por la terminacion
con el nucledtido A o T en latercera posicion del codon.
Sin embargo, P. minor utilizael coddn de terminacién UGA
para codificar un tript6fano (Turmel et al, 1999). El alga
cloroficea S. obliquus utiliza un cédigo genético diferente
donde el codén de terminacion UAG codifica para leucina y
el codén UCA paralaterminacion. S. obliquus no tiene una
preferencia por laterminacion con € nucledtido A o T enla
tercera posicién del codon (Nedelcu 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 parala sintesis de proteinas. Asi, la plasticidad
manifestada en la tercera posicion del coddn junto con la
ausencia de algunos genes que'codificantRNA, pueden
ser factores que contribuyen alavariacién de los codigos
genéticos mitocondriales (Knight et al, 2001). Ademas,
en |os eucariontes en general, laimportacion de tRNA del
citoplasma ala mitocondria es esencial para los procesos
biosintéticos de la mitocondriay en consecuencia parala
viabilidad celular (Salinas et al, 2008).

Unaventaja de la secuenciacion compl eta de |os genomas
mitocondriales es que permite conocer el orden en que se en-
cuentran los genes. En este trabajo hemos realizado un ana-
lisisin silico de los genomas mitocondriales secuenciados
de las algas verdes y tomando en cuenta solamente aquellos
que codifican proteinas de la cadena respiratoria; se obser-
va que hay arreglos de genes contiguos que estan presentes

en diferentes lingjes (Tabla 3). Un gjemplo es el arreglo de
genes [cox2-cox3] que se encuentra en el genoma mitocon-
drial de las prasinoficeas N. olivacea (GenelD: 4178032 y
4178033) y O. tauri (GenelD: 4238905 y 4238906), en la
ulvoficea O. viridis (Genel D: 4200888 y 4200889) y en la
trebuxoficea P. wickerhamii (GenelD: 802128 y 802127).
Sin embargo, en P. wickerhamii |os genes estén orientados
en direccién inversa[cox3-cox2], y selocalizan en la cadena
no codificante del genoma. A continuacién se mencionan
otros gjemplos. El arreglo [atpl-nadl] se encuentra en la
ulvoficea P. akinetum (Genel D: 2847073 y 2847036) y en
latrebuxoficea P. wickerhamii (Genel D: 802120 y 802115).
El arreglo [nad4-nad5], en donde ambos genes se localizan
en la cadena no codificante del genoma, se encuentra en la
trebuxoficea P. wickerhamii (Genel D: 802106 y 802112), en
las prasinoficeas N. olivacea (Genel D: 4178018y 4178017)
y O. tauri (GenelD: 4238861 y 4238864) y en la cloroficea
C. reinhardtii (GenelD: 801494 y 801492). En N. olivacea
los genes estan orientados en direccion inversay se locali-
zan en la cadena codificante del genoma. El arreglo [nad4-
nad2] se encuentra en las prasinoficeas N. olivacea (Ge-
nelD: 4178018 y 4178019) y O. tauri (GenelD: 4238861
y 4238925), en las cloroficeas Chlamydomonas elonga-
tum (Genel D: 800378 y 800383) y P. capuana (GenelD:
5952269 y 5952285) y en la pedinoficea P. minor (GenelD:
800406 y 800409). En O. tauri |os genes estan orientados en
direccién inversa y se localizan en la cadena no codificante
del genoma. El arreglo [cox1-nad4] se encuentraen latre-
buxoficea P. wickerhamii (GenelD: 802105 y 802106), en
la pedinoficea P. minor (GenelD: 800402 y 800406) y en
las cloroficeas S obliquus (Genel D: 802057 y 802067) y P.
capuana (Genel D: 5952274 y 5952269). En la trebuxoficea
P. wickerhamii ambos genes se localizan en la cadena codi-
ficante del genoma. El arreglo [nad5-nad4Ll] se encuentra
en la ulvoficea O. viridis (Genel D: 4200929 y 4200930) y
en lacloroficea S. obliquus (GenelD: 802065 y 802068).
Finalmente, el arreglo [cob-cox1] se encuentra en la prasi-
noficea O. tauri y en las cloroficeas C. eugamentos (Ge-
nel D: 800379y 1800385)y)P..capuana (Genel D: 5952284 y
5952274). En"O. tauri, los genes cox1 y cob estén duplica-
dos (Genel D: 4238907, 4238908 y 4238903, 4238904). En
la cadena codficante estd el arreglo [cox1-cob] y en lacade-
na no codificante se encuentra el duplicado de los genes en
direccion inversa. Enlacloroficea P. capuana, €l gen cob se
localiza en la cadena no codificante del genoma (Tabla 3).
Algunos arreglos de genes parecen estar presentes sola-
mente en un lingje. Por gjemplo, los siguientes arreglos de ge-
nes que se encuentran solamente en las prasinoficeas N. oli-
vacea y O. tauri: los genes [atp6-nad6] (N. olivacea Genel D:
4178029y 4178030, y O. tauri Genel D: 4238898 y 4238865),
donde el gen atp6 se localiza en la cadena no codificante del
genoma, y los genes [nad5-nad4-nad2]. En O. tauri los genes
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Tabla 1. Comparacion del contenido de genes en los genomas mitocondriales secuenciados de algas verdes.

Gen mitocondrial No? or Pw? ow Pa° Py So? Ce Ccr Pc
Proteinas del Complejo |
nad1 + + + + + + + + + +
nad2 + + + + + + + + + +
nad3 + + + + + + + - -
nad4 + + + + + + + + + +
nad4L + + + + + + + - -
nad5 + + + + + + + + + +
nadé + + + + + + + + + +
nad7 + + + + + + - - - -
nad9 + + + + - - - - -
nad10 + + - - - - - -
Proteinas del Complejo IlI
cob + + + + + + + + + +
Proteinas del Complejo IV
cox1 + + + + + + + + + +
cox2 + + + + + +" -
cox3 + + + + + - + - -
Proteinas del Complejo V
atp1 + + + + + - - - -
atp4 + + + + + - - - -
atp6 + + + + + + + - -
atp8 + + + + + + - - -
atp9 + + + + + - + - -
Transcriptasa reversa
rl - - - - - - - - + -
Proteinas ribosomales de la
subunidad grande
pl5 + + + - + - - - -
pl6 + + + - + - - - -
rpl14 + + - - - - -
pl16 + + + + + - - -
Proteinas ribosomales de la
subunidad pequefia
ps2 + + + + + - - - -
rps3 + + + + + - - - -
rps4 + + + - + - - - -
ps7 + + + - - - - -
ps8 + + - - - - -
mps10 + + + - + - - -
rpsi1t + + + + + - - -
mpsi2 + + + + + - -
rps13 + + + + + -
psi4 + + + + + - -
rps19 + + + + + - -
RNAs ribosomales
! + + + + + +" +7 +7 + +7
ms + + + + + + +" +7 +" +7
rm + + + + - - - - - -
RNAs de transferencia 26 26 26 24 25 8 27 3 3 1

No, Nephroselmis olivacea (NC_008239); Ot, Ostreococcus tauri (NC_008290); Pw, Prototheca wickerhamii (NC_001613); Pa, Pseudendoclonium akinetum (NC_005926);
Ov, Oltmannsiellopsis viridis (NC_008256); Pm, Pedinomonas minor (NC_000892); So, Scenedesmus obliquus (NC_002254); Ce, Chlamydomonas eugametos (NC_001872);
Cr, Chlamydomonas reinhardtii (NC_001638); Pc, Polytomella capuana (NC_010357).

2 Datos obtenidos de Nedelcu 2000

® Datos obtenidos mediante andlisis de los genomas mitocondriales publicados en: http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=33090&opt=organelle

* genes duplicados

**genes fragmentados
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[nad5-nad4-nad?] estan orientados en direccion inversay se
localizan en la cadena codificante del genoma. La presencia
del arreglo [nad5-nad4-nad2] es caracteristica de los geno-
mas que presentan un patron de organizacion similar a de su
ancestro bacteriano (Lang et al, 1997). Esto coincide con €l
hecho de que las algas del lingje de las prasinoficeas tienen
un genomamitocondria de tipo ancestral. Ademas, tomando
en cuenta que los genomas mitocondriales de N. olivacea y
O. tauri tienen una estructura circular, se observa que ambas
conservan el siguiente arreglo: [atp6-nad6-cox2-cox3-nads-
nad4-nad?] (con lainversion respectiva de los genes nads, 4
y 2 en O. tauri) (Tabla3).

La preservacion del orden preciso de los genes en los
genomas mitocondriales (sintenia), asi como la presencia o
la ausencia de genes, son importantes a nivel evolutivo. El
orden de los genes en un genoma 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 recombinacién. En el caso
delasalgas verdes, es posible que algunos arreglos de genes
sean caracteristicas exclusivas de un lingje particular y por
lo tanto sean Utiles para resolver controversias en cuanto a
su clasificacién entre los distintos linajes de algas verdes.
Normalmente se considera que dos 0 més lingjes estén re-
lacionados si éstos presentan caracteristicas morfol 6gicas
compartidas, ya que se piensa que estas caracteristicas pro-
vienen de su ancestro comin (Tamames 2001).

ESTRUCTURA

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

Tabla 2. Caracteristicas de los genomas mitocondriales secuenciados de algas verdes.

Tamafio Genoma RNAs %GyC Intrones
Alga Topologia (pb) codificante (%) Genes  Proteinas  estructurales Grupo | Gen Grupo Il Gen
Pa circular 95880 49% 94 72 27 39% 7 mi (1) 0
atp1 (1)
cox1 (4)
cob (1)
Ov circular 56761 53% 63 36 27 33% 2 mi (1) 1 cox1(1)
cob (1)
Pw circular 55328 52% 63 36 29 25% 5 Im (2)* 0
cox1(3)
NoP circular 45223 62% 70 40 30 32% 4 i (3) 0
cob (1)
Or circular 44237 68% 78 43 35 38% 0 0
Sc° circular 42781 38% 53 20 33 36% 2 rml4 (1) 2 rmi4 (1)
nad5 (1) ms (1)
P circular 25137 41% 23 11 12 22% 0 1 rnl_a
(1)
Ce circular 22897 54% 20 14 13 34% 9 mi_b (1) 0
mil_e (1)
mil_f(2)
cob (1)
cox1 (1)
nad1 (1)
nad>5 (2)
cr lineal 15758 58% 25 8 17 45% 0 0
Pc lineal 12998 61% 21 7 13 57% 0 0

Pa, Pseudendoclonium akinetum (NC_005926); Ov, Oltmannsiellopsis viridis (NC_008256); Pw, Prototheca wickerhamii (NC_001613); No, Nephroselmis
olivacea (NC_008239); Ot, Ostreococcus tauri (NC_008290); So, Scenedesmus obliquus (NC_002254); Pm, Pedinomonas minor (NC_000892); Ce, Chla-
mydomonas eugametos (NC_001872); Cr, Chlamydomonas reinhardtii (NC_001638); Pc, Polytomella capuana (NC_010357).

@ Datos obtenidos mediante andlisis de los genomas mitocondriales publicados en: http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/GenomesGroup.

cgi?taxid=33090&opt=organelle
® Datos obtenidos de Nedelcu 2000
*mismo que gen ml
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P. wickerhamii (Wolff et al, 1994), P. akinetum(Pombert et
al, 2004), O. viridis(Pombert et al, 2006), O. tauri (Robbens
et al, 2007), N. olivacea (Turmel et al, 1999), P. minor (Tur-
mel et al, 1999), S. obliquus(Nedelcu et al, 2000) y C. euga-
metos (Denovan-Wright et al, 1998). También existen algas
verdes que presentan genomas mitocondriales lineales; has-
ta ahora solamente se han encontrado en el linaje de las clo-
roficeas. El genomamitocondrial de C. reinhardtii eslineal,
tiene un tamarfio de 15.8 kpb y tiene regiones teloméricas
(Fan y Lee 2002). El 58% del genoma mitocondrial codifica
proteinasy RNAs (Tabla 2). El genoma restante representa
DNA no codificante que consiste en regiones intergénicas y
en secuencias teloméricas. Las secuencias teloméricas 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 a clado
Reinhardtii y que ha perdido la pared celular y el apara-
to fotosintético (van Lis 2005). EI genoma mitocondrial de
P. parva alin 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, nad6. Las regiones telomé-
ricas de ambos fragmentos contienen secuencias repetidas
invertidas de aproximadamente 1.3 kpb (Fan y Lee 2002).
El genoma mitocondrial de P. capuana consiste en una mo-
lécula lineal de aproximadamente 13 kpb con secuencias
teloméricas de 530 pb (Smith y Lee 2008). El 61% del ge-
noma mitocondrial codifica proteinas y RNAs (Tabla 2). El
genoma restante representa DNA no codificante que con-
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siste en regiones intergénicas y en secuencias teloméricas.
Las regiones codificantes estdn organizadas en dos grupos
de distinto tamafio con polaridades transcripcional es opues-
tas. Las secuencias teloméricas de P. capuana consisten en
secuencias repetidas invertidas que abarcan DNA codifican-
te y no codificante y existen en una conformacion cerrada o
abierta (Smith y Lee 2008).

Una caracteristica particular del genoma de P. capuana es
gue presenta el mayor contenido de los nucledtidos G y C de
todos los genomas mitocondria es compl etamente secuencia
dos de las algas verdes. El porcentgje de G y C del genoma
mitocondrial en P. capuana es de 57% mientras que en C.
reinhardtii es de 45% y en las demés agas es de 30% (Tabla
2). Se ha propuesto que las secuencias cortas repetidas ricas
en Gy C son regiones que pueden actuar como blancos de
recombinacién y asi ocasionar rearreglos gendmicos(Smith
y Lee 2008). Smith y Lee, de maneratedrica, utilizaron una
porcién de una secuencia cortainvertida repetida en laregion
intergénica de los genes nad6 y cob de P. capuana (Genel D:
5952281 y 5952284) y secuencias homdlogas en las regiones
teloméricas para generar mediante recombinacion ilegitima,
productos similares alos dos fragmentos lineales de 13.5 kpb
y 3.5 kpb del genoma mitocondrial de P. parva (Smithy Lee
2008). Asi, la recombinacién constituye un factor que puede
influenciar tanto la estructura de los genomas mitocondriales
como €l orden de los genes en e genoma.

La presencia de secuencias cortas repetidas dispersas
probablemente tiene un papel importante en los rearreglos
de los genomas mitocondriales de las algas verdes (Nedelcu

Tabla 3. Orden de genes en los genomas mitocondriales secuenciados de algas verdes.

Alga Orden de genes

Pa cox1-(nad6)-nad3-aip8-nad2-(cox3)-(atp4)-(atp6)-(nad7)-(cob)-(nad4)-(nad4L )-(atp9)-atp 1-nad1-nad5-cox2

Ov nad6-nad4-(cob)-(atp4)-nad9-(nad3)-(nad?)-(atp9)-(atp1)-nad2-nad5-nad4L-atp6-atp8-cox 1-cox2-cox3

Pw (cox1)-(nad4)-(nad5)-(nad7)-(cox3)-(cox2)-(atp8)-(nad9)-(cob)-(atp6)-(nad3)-nad6-nad4L-atp 1-nad1-atp9-nad2

No nad5-nad4-nad2-atp9-(cox1):(nad9)-(nad10)-nad4L-atp8-(nad1)-(cob)-(nad3)-(nad7)+(atp1)-(atn6)-nad6-cox2-cox3

Ot (atp9)-nad7-nad3-(atp1)-(nad9)-nad4L_1-atp8_1-cox1_1-ceb-(nad1)-(atp6)-nad6-cox2-cox3-(nad2)-(nad4)-(nad5)-(cob)-(cox1 _2)-(atp8_2)-
(nad4L_2)

So cox2-nad5-nad4L-nad3-cox3-nad1-(atp6)-nad2-cox1-nad4-nad6-cob-atp9

Pm atp8-nad5-atp6-nad4L-cox1-nad4-nad2-nad1-nad6-nad3-cob

Ce nad6-nad4-nad2-cob-cox1-nad1-nad5

Cr (cob)-(nad4)-(nad5)-cox1-nad2-nad6-nad1

Pc (nad6)-(cob)-cox1-nad4-nad2-nad5-nad1

Pa, Pseudendoclonium akinetum (NC_005926); Ov, Oltmannsiellopsis viridis (NC_008256); Pw, Prototheca wickerhamii (NC_001613); No, Nephroselmis olivacea
(NC_008239); Ot, Ostreococcus tauri (NC_008290); So, Scenedesmus obliquus (NC_002254); Pm, Pedinomonas minor (NC_000892); Ce, Chlamydomonas eugametos
(NC_001872); Cr, Chlamydomonas reinhardtii (NC_001638); Pc, Polytomella capuana (NC_010357).

() cadena complementaria

Datos obtenidos mediante andlisis de los genomas mitocondriales publicados en: http:/www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=33090&opt=organelle
Los arreglos afp1-nad, nad5-nad4L, cox2-cox3, nad4-nad5, atp6-nad6'y cox1-nad4 se indican sombreados con gris, los arreglos nad4-nad2, cob-cox1y nad5-nad4-nad2 se
indican subrayados y el arreglo atp6-nad6-cox2-cox3-nads-nad4-nad2 se indica con un rectangulo.
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y Lee 1998). La recombinacion intramolecular que se lleva
a cabo utilizando secuencias repetidas directas o invertidas
es comln en las plantas y generaformasisomeéricas del cro-
mosoma principal y moléculas subgenémicas de DNA cir-
culares (Fan y Lee 2002). Asimismo, se ha propuesto que
las secuencias repetidas pueden representar cicatrices de
eventos de insercion o delecion (Nedelcu y Lee 1998). El
nimero, lalocalizacion y la orientacién de las secuencias
repetidas contribuyen a determinar la organizacion, la com-
plejidad y lafuncion del genoma mitocondrial (Fany Lee
2002). La presencia de secuencias repetidas se ha descrito
en todos los miembros del lingje de las cloroficeas, aunque
su abundancia es variable. Las secuencias cortas repetidas
de las agas verdes con un genoma mitocondrial de tipo an-
cestral sonricasenlosnucledtidos A y T y tienen un tamafio
de6al7 pb;y aguellas con un genoma mitocondrial detipo
reducido sonricasen Gy Cy tienen un tamafio de 9 a 14
pb (Nedelcu y Lee 1998). Se ha propuesto que las secuen-
cias cortas repetidas ricasen Gy C son regiones que pueden
actuar como blancos para la recombinacion y asi ocasionar
rearreglos gendmicos (Smith y Lee 1998). Se ha sugerido
gue alas estructuras cruciformes que forman las regiones
ricas en Gy C pueden ser reconocidas por enzimas invo-
lucradas en la resolucién de los intermediarios de recombi-
nacién (Dieckman y Gandy 1987). Asi, mediante procesos
de recombinacién intramolecular mediados por secuencias
cortas repetidas, se ha propuesto que las algas cloroficeas
han eliminado muchas regiones codificantes de sus genomas
mitocondriales y han localizado de manera dispersa los ge-
nes que codifican rRNA.

El alga prasinoficea O. tauri es el organismo eucarionte
unicelular més pequefio descrito a la fecha con un tamafio
de 1 um de didmetro. EI genoma mitocondrial de O. tauri
tiene una caracteristica Unica respecto alos demas genomas
mitocondriales de las algas verdes: la presencia de un seg-
mento duplicado de aproximadamente 20 kpb. El segmento
duplicado contiene un marco abierto de lectura denominado
orf129, gue no presenta homologos en andlisis hechos por
BLAST, cinco genes que codifican/proteinas(cob; cox1;
atp4, atp8 y nad4L) y cinco genes que codifican RNAS.
L as regiones duplicadas son 100% idénticas en secuencia
y abarcan un 44% del genoma mitocondrial. El genoma mi-
tocondrial de O. tauri presentala mayor densidad de genes
gue 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. tauri es importante ya
gue la duplicacién de una regién del genoma es un meca-
nismo evolutivo que contribuye a incrementar la comple-
jidad de los genomas durante el curso de su evolucion. La
duplicacion de genes, de regiones de genomas o de genomas
completos es un mecanismo molecular por el cual se pueden
formar nuevos genes (Babushok et al,2007). Se ha sugerido

gue la duplicacion de grupos de genes contiguos probable-
mente es el resultado de eventos desigual es de recombina-
cion homdloga. Se estima que la duplicacion de segmentos
en los genomas eucariontes ocurre con una frecuencia muy
baja de 0.01 por gen por millon de afios (Schmidt y Davies
2007). Los efectos de eventos de duplicacion incluyen la
regulacién de genes, gjercer como un amortiguador de mu-
taciones donde la copia no mutada puede complementar o
sustituir ala mutada, o la pérdidatotal o parcial mediante
eliminacion o degeneracidn de alguna de las copias (Babus-
hok et a, 2007). Ambos genes pueden sufrir mutaciones que
modifiquen completamente sus funciones o que les permitan
adquirir funciones independientes. Asimismo, |as regiones
reguladoras de ambas copias pueden divergir de tal manera
gue permitan la expresion espacia y temporal diferente de
una o de ambas copias de genes (Sugino e Innan 2006 y
Louis 2007).

TRANSFERENCIA DE GENES
Transferencia horizontal

Existe un par de genomas mitocondriales de algas ver-
des que sugieren eventos recientes de adquisicién 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 |os genomas o
mediante patrones aberrantes en la preferencia en el uso de
codones (Katz 2002).

El producto del gen rtl es una proteina que potencial-
mente es semejante a una transcriptasa reversa, sin em-
bargo su funcién y su origen evolutivo alin son inciertos.
El gen rtl est& presente Unicamente en los genomas mi-
tocondriales de |as algas cloroficeas C. reinhardtii (Lang
et al,1997) y C. smithii (Kroymanny Zetsche 1998). Se
ha sugerido que el gen rtl ha sido adquirido recientemen-
te. Dicho gen se distingue por la presencia de codones
gueno son utilizados por. otros genes que codifican pro-
tefinas en C. reinhardtii y ‘por un bajo numero de codo-
nes que terminan en T (Boer y Gray 1988). Los analisis
gue hemos realizado por BLAST indican que la proteina
codificada por el gen rtl de C. reinhardtii (NP_042571)
comparte un 72% de identidad con la transcriptasa rever-
sa mitocondrial de Chlamydomonas incerta (ABC98218)
y un 22% de identidad con la transcriptasa reversa del
cloroplasto de S. obliquus (Y P_636002). La transcriptasa
reversade C. incertay S. obliquus comparten un 54% de
identidad con respecto al sitio activo de la transcriptasa
reversade C. reinhardtii. El gen rtl no esté presente en el
genoma mitocondrial secuenciado de otras algas del gé-
nero Chlamydomonas: C. elongatum ni C. eugametos. Se
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cree que este gen fue adquirido solamente por las algas
cloroficeas que pertenecen al mismo grupo que C. rein-
hardtii y C. smithii y que este grupo se generd después de
la separacién del lingje al que pertenecen C. elongatumy
C. eugametos (Kroymann y Zetsche 1998).

Existe otro gen en O. viridis, que codifica el marco abier-
to de lectura 606 (YP_684407), que posiblemente codifica
una transcriptasa reversa. Los andlisis 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 abierto de lectura 762 de
la criptofita Rhodomonas salina (NP_066494 ) (Pombert
et al, 2006), un 38% con una proteina codificada por un
marco abierto de lecturalocalizado en un intrén en el gen
cox1 de la planta Marchantia polymorpha (Y P_717185),
un 36% de identidad con una transcriptasa reversa mito-
condrial de V. carterii (ACD85984) y con una transcriptasa
reversa mitocondrial del alga ectocarpal Pylaiella littoralis
(NP_150406).

Transferencia de genes al niicleo

El dinamismo del genoma mitocondrial también afecta
directamente a genoma nuclear. Distintos andlisis de los
genomas eucariontes indican que éstos se han originado
mediante la combinacién de transferencia vertical y hori-
zontal de genes a partir de multiples donadores (Hartman
y Fedorov 2002, Andersson et a, 2003). Existen varias
teorias para explicar €l origen de los eucariontes y la ad-
quisicion de la mitocondria (Katz 2002). Todas se basan
en procesos de endosimbiosis entre distintos organismos,
donde el simbionte es una alfa-proteobacteria. Asi, el or-
ganelo adquirido a través de un proceso endosi mbi6tico
constituy6 una fuente de material genético potencialmente
transferible. La subsiguiente evolucion de los genomas mi-
tocondriales y nucleares resultd en una reduccién gradual
del genoma mitocondrial respecto al genoma del ancestro
endosimbionte (Katz 2002). Como resultado de esta trans-
ferencia masiva de genes huborgenes'del endosimbionte
gue no eran esenciales 0 que tenian una funcion redundan-
te en el hospedero y fueron eliminados. Por otro lado, mu-
chos genes fueron transferidos al genoma nuclear (Adams
y Palmer 2003). La transferencia continua de DNA de la
mitocondria a nucleo sugiere que todas | as secuencias co-
dificantes serdn desplazadas eventualmente de la mitocon-
dria. Sin embargo, la transferencia de genes no siempre
es exitosa. En varias ocasiones |os genes no se establecen
de manera efectiva 'y funcional en el nicleo (Funes et al,
2002). En algunos organismos como los animales la trans-
ferencia de genes ha cesado, sin embargo en otros organis-
mos como las plantas la transferencia de genes contintia
(Timmis et a, 2004).
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El proteoma actual de la mitocondria es un mosaico de
proteinas. La mayoria de los componentes mitocondria-
les estdn codificados en el genoma nuclear; se calcula que
aproximadamente més del 97% de las proteinas que utiliza
la mitocondria son sintetizadas en el citoplasma e importa-
das post transcripcionalmente a la mitocondria (Gonzélez-
Halphen et al, 2003). Por tanto, muchas de las proteinas
son retenidas en l1os organel os, 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 funciona mente innecesarios (como es
€l caso de la ausencia de los genes nad en los apicomplejos
y en las levaduras que carecen del complejo 1): cob, nadl,
nad4, nad5 y cox1. La caracteristica principal de las protei-
nas codificadas por estos genes es que son sumamente hi-
drofébicas y contienen varios cruces transmembranales (de
8 a 16) (Adamsy Palmer 2003).

L os genomas mitocondriales de tipo reducido delas algas
cloroficeas presentan un tamafio menor respecto alas demés
algas verdes, asi como un contenido reducido de genes. Un
ejemplo de esto lo constituyen C. eugametos (Denovan-
Wright et al, 1998), C. elongatum (Kroymann y Zetsche
1998), P. parva (Fan y Lee 2002), P. capuana (Smithy Lee
2008), C. reinhardtii y Polytomella sp. (Pérez-Martinez et
al, 2000, Pérez-Martinez et al, 2001 y Funes 2002) que care-
cen delos genes nad3, nad4L, cox2, cox3, atp6 y atp8. En C.
reinhardtii y Polytomella sp. se hademostrado que los genes
cox2 y cox3 estan codificados en el genoma nuclear (Pérez-
Martinez et al, 2000 y Pérez-Martinez et al, 2001). Ademés,
en C. reinhardtii y Polytomella sp. €l gen cox2 presenta otra
particularidad, éste se encuentra fragmentado en dos genes:
cox2a (AAK30367 y AAK32115) y cox2b (AAK32117 y
AAK32116) (Pérez-Martinez et al, 2001). Recientemente,
la secuenciacion y publicacion en linea del genoma nuclear
deotraagacloroficea, V. carteri (http://genome.jgi-psf.org/
Volcal/Volcal.home.html) nos ha permitido identificar que
en esta alga el gen cox2 también se encuentra fragmentado
en |os genes cox2a (estExt_Genewisel.C_170083) y cox2b
(estExt GenewiselPlus.C) 100302) localizados en el geno-
ma nuclear. También, en €l alga cloroficea S. obliquus €l
gen cox2 esta fragmentado, pero € gen cox2a (NP_057974)
se localiza en el genoma mitocondrial, mientras que el
gen cox2b (AAO27881) se localiza en el genoma nuclear
(Nedelcu et al, 2000 y Funes et al, 2002).

En otrotipo de agas que pertenecen a phylum Phaeophy-
ceae, las algas cafés P. littoralis (NP_150411), Laminaria
digitata (NP_659277), Desmarestia viridis (Y P_448665) y
Fucusvesiculosus (Y P_448626), hemos observado mediante
andisisin silico que el gen cox2 mitocondrial contiene una
insercion. Esta se localiza en la misma posicion en relacion
con la fragmentacién del gen cox2 ortodoxo en los genes
cox2a y cox2b. Estudios futuros contribuiran a esclarecer si
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la historia evolutiva de lainsercion en el gen cox2 mitocon-
drial de las algas cafés esta relacionada con la fragmenta-
ciony relocalizacién del gen cox2 mitocondrial de las algas
verdes. Sorprendentemente, el gen cox2 también se encuen-
tra fragmentado en los apicomplejos. En nuestro grupo de
trabajo se ha sugerido que los genes fragmentados cox2a y
cox2b fueron adquiridos por transferencia horizontal a partir
del genoma nuclear 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 |os genes es un
proceso gque ocurrié de manera independiente en las algas
verdesy en los apicomplejos (Waller y Keeling 2006).

El gen cox2a codifica un polipéptido que contiene dos
cruces transmembranales y corresponde a la porcién amino
terminal de la proteina COXII ortodoxay el gen cox2b co-
difica un polipéptido que corresponde a la porcién carboxilo
terminal de COXII. EI modelo que se ha propuesto es que
los polipéptidos interaccionan entre si paraformar la protei-
na COXII funcional. Las proteinas codificadas por los genes
cox2a y cox2b tienen caracteristicas fisicoquimicas, como
una menor hidrofobicidad, que les permite ser importadas
a la mitocondria (Pérez-Martinez et al, 2001). Las modifi-
caciones que han sufrido los genes que fueron transferidos
al genoma nuclear y que les permiten ser completamente
funcional es contribuyen a entender 1os procesos evolutivos
involucrados en latransferencia de genes (Pérez-Martinez et
al, 2000y Funes et al, 2002).

Cuando un gen mitocondrial es transferido al genoma
nuclear, experimenta cambios debido a las diferencias
gue existen en las maquinarias transcripcionales y traduc-
cionales de la mitocondria'y del nucleo y el citoplasma.
L os cambios sufridos por el gen mitocondrial transferido
conllevan a su correcta activacion en el nucleo, e inclu-
yen la adquisicion de un promotor, una sefial de polia-
denilacion y una secuencia que codifica para una sefial
de localizacién mitocondrial (Adamsy Palmer 2003).
Sin embargo, recientemente se ha sugerido en plantas
gue algunos genes mitocondrialestransferidos alh\genoma
nuclear, probablemente ya contienen la'sefial de locali-
zacién mitocondrial antes de ser transferidos al genoma
nuclear (Ueda et al, 2008).

Laimplacable transferencia de genes del genoma mito-
condrial a nuclear contribuye aincrementar la complejidad
del genoma nuclear (Adamsy Palmer 2003). Otros genes
gue se han transferido del genoma mitocondrial a 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 constituido por
un rotor compuesto por las subunidades y, 3, € y ¢, que
rotan sobre un gje perpendicular a plano de la membrana;
un estator compuesto por las subunidades a, A6L, €, f, g,
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b,, OSCP, F, y un centro catalitco que también es parte del
estator y que esta compuesto por tres subunidades o y tres
subunidades 3 (Walker y Dickson 2006). El gen atp9 que
codifica la subunidad ¢ de la ATP sintasa, normal mente se
localizaen e genoma mitocondria de las algas cloroficeas.
Sin embargo, al analizar el contenido de los genomas mi-
tocondriales publicados hemos observado que el gen atp9
esta ausente en los genomas mitocondriales de P. minor, C.
reinhardtii y Polytomella sp.. En las algas cloroficeas C.
reinhardtii y Polytomella sp. el gen atp9 ha sido transfe-
rido a nacleo (Funes et al, 2002). Nuestros anélisis bioin-
formaticos también localizan a gen atp9 de V. carteri en el
genoma nuclear. Asimismo, |os genes atp6 y atp8 que codi-
fican las subunidades a y A6L del estator de la ATP sintasa,
respectivamente, normalmente se localizan en el genoma
mitocondrial de las agas cloroficeas. Sin embargo, el gen
atp6 esté ausente en el genoma mitocondrial de C. reihar-
dtii, Polytomella sp. (Funes et a, 2002) y V. carteri (como
lo indican las busguedas que hemos realizado); y el gen atp8
esta ausente en el genomamitocondrial de C. reinhardtii, P.
capuana y S. obliquus. Asimismo, los andlisis bioinforma-
ticos hechos a partir de los genomas publicados en linea de
C. reinhardtii y V. carteri, indican que el gen atp8 tampoco
esta presente en el genoma nuclear y probablemente desapa-
recio en este lingje de algas.

La ausencia del gen atp8 es notable, ya que estudios
bioquimicos y bioinforméticos revelaron que la ATP sin-
tasa mitocondrial de las algas cloroficeas C. reinhardtii y
Polytomella sp. contiene un estator formado por nueve
subunidades novedosas. Estas subunidades han sido deno-
minadas ASA por las siglas en inglés para «proteinas aso-
ciadas ala ATP sintasa» y que van de ASA 1 hasta ASA
9 (Vézquez-Acevedo et al, 2006). Actualmente, mediante
andlisis hechos por BLAST hemos encontrado homdélogos
delassubunidades ASA 2a9en P. parva, ASA5a7y9en
C.incertay ASA 4,5, 7y 9en S obliquus. Esto sugiere que
las proteinas ASA estan asociadas exclusivamente con las
ATP sintasas mitocondriales de las algas cloroficeas. Serd
muy interesanteien un futuro realizar estudios de |l as subuni-
dades ASA para conocer su origen, determinar si estén pre-
sentes en otras algas que no sean cloroficeas y conocer qué
caracteristicas bioquimicas y funcionales confieren a la ATP
sintasa mitocondrial. Estos estudios permitiran conocer si
existen algas cloroficeas cuyo estator esté constituido tanto
por subunidades clasicas como por subunidades ASA y que
por lo tanto pudieran representar intermediarios evolutivos
dentro del lingje de las cloroficeas. Asimismo, estos estu-
diostambién contribuiran adilucidar si 1os eventos que con-
dujeron alareduccién del genoma mitocondrial de las algas
verdes y a la pérdida de los genes que codifican las distintas
subunidades del estator tradicional, estan relacionadas con
la adquisicion de las subunidades novedosas ASA.
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IMPLICACIONES DEL GENOMA MITOCONDRIAL
EN LA FILOGENIA DE ALGAS CLOROFICEAS

L as propiedades de |os genomas tales como estructu-
ra, composicion, organizacion, contenido de genes, de
intrones y nimero de copias de genes pueden ser una he-
rramienta Util y alternativa para estudiar y establecer las
relaciones filogenéticas que existen entre organismos, ya
que evitan algunas dificultades de la filogenia molecular
clasica. Normalmente, las inferencias evolutivas estén ba-
sadas en las secuencias de genes, tales como rRNA peque-
fios (16S) que son considerados marcadores filogenéticos
fidedignos por ser moléculas muy abundantes, por estar
universalmente conservadas y por tener unatasa de sus-
tituciones de nucleétidos parecida. Las fuerzas evolutivas
son multidimensionales, por 1o que el analisis de un solo
gen puede ser insuficiente para entender completamente la
divergencia entre distintas formas de vida

La filogenia de las algas verdes estd en constante revision
(Margulis y Schwartz 1998). Anteriormente, la clasificacién
estaba basada exclusivamente en aspectos morfol 6gicos.
Esta clasificacion no es muy confiable ya que hay algas que
contienen caracteres morfol 4gicos representativos de més
deun grupo (Lewisy McCourt 2004). Lacrecienteinforma-
cion acerca de los genomas de las algas verdes haido mo-
dificando y expandiendo la visién de su filogenia. Los nue-
vos datos moleculares han permitido obtener clasificaciones
mads confiables que han asignado correctamente algas verdes
que habfan sido dificiles de clasificar basdndose solamente
en aspectos morfol dgicos. Sin embargo, alin existen diferen-
cias notables entre las clasificaciones basadas en aspectos
morfoldgicos y aquellas basadas en aspectos moleculares
(Lewisy McCourt 2004).

La clasificacion filogenética de las algas cloroficeas
mas reciente es la de Proschold et al, que esta basada en
caracteristicas morfologicas y en secuencias nucleares
de rRNA (Préschold 2001). Proschold et a, han descri-
to 18 linajes monofiléticos o clados: Stephanosphaera,
Chlorogonium, Polytoma, Dunaliella,Monadina; Phaco:-
tus, Moewusii, Radiosa, Oogamochlamys, 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 direccidn opuesta a las manecillas del reloj.

Nosotros proponemos que en €l lingje de las algas clo-
roficeas, ocurrieron cambios evolutivos que probablemente
sucedieron una solavez y que dieron lugar a una mayor re-
duccién del genoma mitocondrial respecto a los otros gru-
pos de algas verdes. Esto se debid a una transferencia de
genes mitocondriales a nucleo, entre los cuales se encuen-
tran los genes que codifican subunidades de la citocromo C
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oxidasay dela ATP sintasa. Por una parte, esta transferen-
ciadio origen a los genes fragmentados cox2a y cox2b en
el genoma nuclear del lingje de algas cloroficeas. Por otra
parte, los genes atp que codifican las distintas subunidades
del estator clésico dela ATP sintasa mitocondrial desapare-
cieron del genoma mitocondrial y surgieron en el genoma
nuclear genes que codifican las subunidades novedosas de la
ATP sintasa mitocondrial (subunidades ASA 1-9). De esta
manera, basdndonos exclusivamente en la transferencia de
genes a genomanuclear y en laausenciade genesen el ge-
noma mitocondrial, la presencia de los genes fragmentados
que codifican la subunidad COXII y los genes que codifican
las subunidades ASA del estator de la ATP sintasa mitocon-
drial en el genoma nuclear y su correspondiente ausencia
del genoma mitocondrial, podria servir como un marcador
genético pararesolver controversias en e lingje de las algas
cloroficeas. En otras palabras, nosotros hipotetizamos que
la presencia de subunidades COXII fragmentadas en la ci-
tocromo c oxidasay de subunidades ASA en laATP sintasa
mitocondrial, pueden ser marcadores exclusivos de las algas
cloroficeas.

Hasta ahora no se ha encontrado ninguna propiedad gené-
mica que por si sola pueda representar un marcador filoge-
nético confiable, por lo que la integracién de la informacién
de diferentes propiedades gendmicas es deseable (Tamames
2001). Se espera que en €l futuro la creciente informacion
acercadel genoma de las algas verdes asi como el uso com-
binado de distintas caracteristicas de los genomas nucleares
y mitocondriales contribuya a obtener una vision mas com-
pleta de la filogenia de algas verdes que permita dilucidar
las relaciones entre las algas del lingje de las cloroficess.

CONCLUSIONES

El conocer los principales eventos en la evolucion de
los eucariontes es un reto dificil en el estudio de la evolu-
cion, principalmente porque los eventos son muy antiguos
eimposibles de comprobar. El origen endosimbidtico dela
mitocondriahaiconstituido una fuente importante de ma-
terial genético que'ha contribuido a incrementar la com-
plejidad genética del hospedero (Hartman y Fedorov 2002
y Andersson et al, 2003). La adquisicion de un genoma o
fragmentos de un genoma provee a un organismo de nue-
vas posibilidades para cambiar drasticamente sin perder su
coherenciay viabilidad. Asi, lainnovacion en la evolucion
de los genomas mitocondriales no depende solamente de
la acumulacion de mutaciones o duplicaciones (Margulis
y Sagan 2003).

Los genomas mitocondriales presentan caracteristicas
gue los hacen muy efectivos en la reconstruccion de rela-
ciones filogenéticas. La primera, es que son heredados de
manera uniparental, por 1o gque no hay recombinacion de
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los genomas maternosy paternos. La segunda, esla presen-
ciade caracteres que resultan de eventos moleculares raros
gue probablemente hayan ocurrido solamente unavez alo
largo de la evolucién, tales como el rearreglo, la presen-
cia o la ausencia de genes. Dadas estas caracteristicas, se
puede comprobar un dinamismo entre el genoma nuclear
y e genoma mitocondrial de las algas verdes alo largo de
su historia evolutiva que permite utilizar caracteristicas de
ambos genomas para establecer relaciones filogenéticas en
las algas verdes. Proponemos gue la fragmentacion del gen
cox2 y la adquisicion de subunidades ASA por el genoma
nuclear pueden constituir un marcador genético exclusivo
del lingje de las algas cloroficeas. En otras palabras, nues-
tra hipétesis es que aquellas algas verdes que contienen
el gen cox2 fragmentado, también tienen una ATP sintasa
con subunidades ASA.
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