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RESUMEN 

Secuencias de retrotransposones del tipo Ty3/gypsy fue-
ron identificadas en los genomas de tomate (Lycopersicon 
esculentum) y otras especies de Lycopersicon por medio 
de análisis de PCR. Las secuencias fueron altamente he-
terogéneas, como ha sido el caso para otras secuencias de 
retrotransposones identificadas en plantas. Un análisis de 
las secuencias amplificadas por PCR mostró que la 
filogenia de las secuencias Ty3/gypsy de tomate fue simi-
lar a la del género Lycopersicon. Este análisis también 
mostró que las secuencias pertenecen a secuencias de 
retrotransposones de lenta evolución y que parecen ser 
residentes desde tiempos ancestrales del genoma del to-
mate. Se obtuvo alguna evidencia que sugiere que los ele-
mentos del tipo Ty3/gypsy en tomate podrían ser activos. 
Las líneas de evidencia en favor de la presencia de 
retrotransposones activos en tomate y su posible transmi-
sión horizontal se analizan más profundamente. 

Palabras clave: Lycopersicon esculentum, retrotrans-
posones Ty3/gypsy, análisis filogenético. 

Abreviaturas: ORF, open reading frame; LTR, long ter-
minal repeat; PCR, polymerase chain reaction. 

SUMMARY 

Retrotransposon Ty3/gypsy-like sequences were identified 
in the genomes of tomato (Lycopersicon esculentum) and 
several other Lycopersicon species by PCR analysis. The 
sequences were highly heterogeneous, as has been the case 

*   Fragmento de la tesis "Gypsy-like sequences in Lycopersicon and 
other Solanaceae species" presentada para optar al título de Ph.D de 
la University of Manchester, U.K. 

**   Disciplina de mejoramiento genético y biotecnología, Centro Nacio-
nal de Investigaciones del Café-Cenicafé, Chinchiná, Caldas, email: 
fcmcri@cafedecolombia.com, mc245@cornell.edu 

for other retrotransposon sequences isolated from plants. 
Analysis of sequences amplified by PCR showed that the 
phylogeny of the tomato Ty3/gypsy sequences was similar 
to that of the genus Lycopersicon. This analysis also 
showed that the sequences belong to slowly changing 
retrotransposon sequences and that they seem to be long 
time residents of the tomato genome. Some evidence was 
obtained that suggests that some Ty3/gypsy-like elements 
in tomato might be active. The lines of evidence in favour 
of the presence of active retrotransposons in tomato and 
their possible horizontal transmission are further discussed. 

Keywords: Lycopersicon esculentum, Gypsy-like 
retrotransposons, phylogenetic analysis. 

INTRODUCCIÓN 

Los retrotransposones son elementos genéticos móviles 
cuyo mecanismo de transposición incluye un intermediario 
de RNA (Finnegan, 1992). Los retrotransposones LTR son 
estructuralmente similares a retrovirus integrados, poseyen-
do LTR (Long Terminal Repeats) y ORF (Open Reading 
Frames) similares a gag y pol. Este tipo de retrotransposones 
LTR se clasifican en dos grupos: el grupo del tipo Ty1-copia, 
que incluye Ty1 y Ty2 de levaduras y copia de Drosophila 
melanogaster, y el grupo del tipo gypsy que incluye Ty3 
de levaduras y gypsy de D. melanogaster (Bingham y 
Zachar, 1989; Boeke y Sandmeyer, 1991). Los dos grupos 
se distinguen por diferencias en la organización de los 
dominios en el gen po/ y por la presencia en algunos 
elementos del tipo gypsy de un tercer ORF relacionado 
con el gen retroviral env (Doolitle et al., 1989). 

Los dos tipos de retrotransposones han sido encontra-
dos en un amplio rango de organismos eucariotes que in-
cluyen levaduras, hongos, invertebrados, peces y plantas. 
Elementos del tipo Ty3/gypsy han sido identificados en di-
versas plantas, y ejemplos de éstos son del1 en lilio (Smyth 
et a/., 1989), IFG7 en pino (Kossack ef a/., 1990), magellan 
en maíz (Purugganan y Wessler, 1994), Tna1 en tabaco 
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(Royo et a/., 1996) y diversas secuencias en tomate (Su y 
Brown, 1997). Se ha demostrado que los retrotransposones 
pueden alterar patrones de expresión genética en el genoma 
de la planta que los posee, pero su función no ha sido esta-
blecida con claridad (Weil y Wessler, 1990; Grandbastein, 
1992). Pouteau et al. (1994) demostraron que el 
retrotransposón Tnt1 en tabaco se moviliza en el genoma 
ante la presencia de varios factores microbianos, y recien-
temente Kenward et al. (1999) encontraron un retrotrans-
posón ligado a resistencia a la roña negra de la raíz en 
tabaco. Debido a estos hallazgos se ha especulado que la 
activación de los retrotransposones puede desempeñar al-
gún papel en la defensa de las plantas ante el ataque de un 
patógeno. 

También ha sido interesante el hallazgo de secuencias 
de retrotransposones en organismos patógenos de plan-
tas. Elementos de este tipo han sido identificados en 
Magnaporthe grisea patógeno de arroz (Shull y Hammer, 
1996), aislamientos de Fusarium oxysporum de varias plan-
tas (Julien et al., 1992; Anaya y Rocero, 1995) y Phytophtora 
infestans patógeno de papa (Tooley et a/., 1996). En 
patógenos del tomate se han identificado el retrotransposón 
Boty de Botrytis cinerea y CfT-1 en Cladosporium fulvum. 
La similitud de estos elementos con secuencias aisladas 
de plantas ha llevado a sugerir que eventos de transmisión 
horizontal de estos retrotransposones han ocurrido entre 
las plantas y sus patógenos (Smyth et a/., 1989; McHale et 
al., 1992). Aunque estas especulaciones son sujeto de co-
rriente debate, las evidencias que se han ido acumulando 
sugieren que estos eventos de transmisión horizontal pue-
den ocurrir frecuentemente (Flavell et al., 1992). 

El objetivo de este trabajo fue comparar la filogenia de 
secuencias de RNasa H de retrotransposones de tomate 
con la filogenia tradicional de la planta obtenida por méto-
dos convencionales. Adicionalmente se comparó la evolu-
ción de las secuencias de la RNasa H y de la transcriptasa 
reversa obtenida por Su y Brown (1997) y finalmente se 
trató de obtener evidencia de la posible transmisión hori-
zontal de secuencias de retrotransposones entre el tomate 
y sus patógenos B. cinérea y C. fulvum. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 

Semillas de variedades comerciales de tomate y otras es-
pecies de Lycopersicon fueron obtenidas de Suttons Seeds 
Ltd., U.K. y del AVRDC, Tainan, Taiwan. 

Extracción de ADN 

ADN de cada especie fue extraído por medio de una modi-
ficación del protocolo de Edwards et al. (1991). Una a diez 
semillas de cada especie se colocaron en un tubo de 
microcentrífuga de 1,5 ml en 400 μl de buffer de extracción 
(200 mM Tris-HCI pH 7,4; 250 mM NaCI; 25 mM Na2-EDTA 
pH 8,0; 0,5% SDS) y se incubaron toda la noche a tempera-
tura ambiente. El tejido fue macerado con un triturador me-
tálico y agitado en vortex por 20 segundos. Los tubos se 
incubaron por 2 h con agitación a 200 rpm a temperatura 
ambiente. Los extractos fueron centrifugados por 1 min para 
decantar grandes fragmentos de tejido, y de cada tubo se 
recuperaron 300 μl de sobrenadante. El ADN se precipitó 
por medio de la adición de 600 μl de etanol absoluto e 
incubación por 1 h a -20°C. La solución de ADN se lavó 
finalmente con etanol al 70%. La mayoría de protocolos 
adicionales de biología molecular fueron realizados de 
acuerdo con Sambrook et al. (1989). 

Análisis de PCR y secuencias 

Se diseñaron iniciadores degenerados con base en secuen-
cias de retrotransposones del tipo Ty3/gypsy, en una región 
conservada entre el gen de la transcriptasa reversa y el 
dominio del gen de la RNasa H (figura 1). Los iniciadores 
utilizados fueron: iniciador A de 31pb (5´-
tttttggatccTTCTTGGG (A,G) CATGT (A,G) GTTTC-3´); ini-
ciador B de 29pb (5 -́tttttggatcc GAGGCATCAGTGTAGACG-
3´). Las secuencias en minúscula corresponden a la adición 
de un extremo que contenía un sitio de clonación BamHI en 
cada iniciador. La temperatura de anillamiento (Tm) de 
los iniciadores se calculó de acuerdo con la fórmula Tm= 
2(A/T) + 4(G/C) (Innis et al., 1990). 

Para evitar la contaminación de las reacciones de ampli-
ficación, todos los reactivos, excepto laTaq polimerasa, fue-
ron irradiados con luz UV y para asegurar sólo la amplifica-
ción de los fragmentos deseados, se utilizó la estrategia 
"Hot Start" (Erlich et a/., 1991). También se usaron contro-
les negativos para monitorear posibles contaminaciones. La 
mezcla para la reacción de amplificación contenía: 2,5 U 
DNA Taq polimerasa (GIBCO), 1x buffer PCR, 2,0 mM MgCI2, 
0,1 mM dNTPs, 200 ng de cada iniciador y 10-100 ng de 
ADN. Las condiciones de la reacción fueron: 1 ciclo a 94°C 
por 2,5 min; 35 ciclos a 94°C por 1 min, 52°C por 2 min y 
74°C por 1 min; y 1 ciclo adicional a 72°C por 9 min. Los 
productos de amplificación fueron separados en geles de 
agarosa NuSieve (FMC products) al 3% y visualizados por 
medio de tinción con bromuro de etidio. 
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RETROTRANSPOSÓN GYPSY-LIKE 

 

Figura 1. Organización de un retrotransposón del tipo gypsy. En la figura se señala la región amplificada por PCR. 

Fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron puri-
ficados de los geles por electroelución en tubos de diálisis 
(tamaño 2) y la fracción electroeluída fue purificada 
adicionalmente por cromatografía en columna (Promega). 
Los fragmentos amplificados fueron ligados en el vector 
pGEM-T (Promega) y electroporados en células 
electrocompetentes de Escherichia coli XL-1 Blue MRF'. Los 
fragmentos clonados fueron secuenciados por el método 
de terminación de la cadena (Sanger et a/., 1977) en un 
secuenciador automático (Applied Biosystems) o manual-
mente usando la enzima Sequenase (Amersham). Las se-
cuencias fueron alineadas usando CLUSTALW (Higgins y 
Sharp, 1988) y ajustadas al ojo. Árboles filogenéticos fue-
ron obtenidos por el método "Neighbor-joining" usando 
CLUSTALW y su topología fue verificada por el método de 
las máximas probabilidades con PHYLIP 3.57 (Felsenstein, 
1995). 

RESULTADOS Y ANÁLISIS 

Análisis de PCR 

En la tabla 1 se describen los productos de amplificación de 
PCR que se consiguieron en todas las especies e introduc-
ciones de Lycopersicon utilizadas. Estos productos se ob-
tuvieron en por lo menos dos repeticiones realizadas en 
experimentos diferentes con cada una de las introduccio-
nes. Inesperadamente se obtuvo en la gran mayoría de in-
troducciones ensayadas, un fragmento de 520 bp adicional 
al fragmento esperado de 320 bp. Esta banda fue en mu-
chos casos de mayor intensidad que la banda de 320 bp y 
en algunos casos fue la única que se obtuvo. Un fragmento 

adicional de 600 bp se amplificó en L. pimpinellifolium 
L00101. 

Análisis de secuencia de los fragmentos amplifi-
cados 

Fragmentos de PCR del tamaño esperado de 320 bp fue-
ron clonados y secuenciados a partir de las introducciones 
L esculentum 0320, L. esculentum 1327, L. esculentum 
0285, L. esculentum 0422, L. chmielewskii 1052, L. 
glandulosulom 0634, L.hirsutum 0643, L.peruvianum 0635, 
L. chilense, 1176 y L. pimpinellifolium 0101. Las secuencias 
de nucleótidos fueron alineadas con el programa CLUSTALW 
y se obtuvo una matriz de distancias de sustituciones 
nucleotídicas con la opción DNADIST del programa PHYLIP 
3.57. Las secuencias variaron en tamaño entre 312 bp y 
324 bp. Un análisis de estas secuencias indicó que éstas 
tuvieron una similitud mayor al 90% entre ellas (figura 2). 

Adicionalmente se clonó y secuenció un producto de 
amplificación de 520 bp de la introducción L. esculentum 
0422 para tratar de determinar la naturaleza de esta se-
cuencia. La comparación de la secuencia de 520 bp con la 
de 317 bp de esta introducción mostró que el fragmento 
mayor posee dos inserciones en las posiciones 260 y 304. 
El resto de las dos secuencias alinean con bastante preci-
sión en las demás regiones. Este resultado es un indicio de 
la alta tasa de mutación que puede sufrir el dominio de la 
RNasa H en retrotransposones en comparación con otras 
regiones en estos elementos. Su y Brown (1997) detecta-
ron una menor tasa de cambio en la región de la trans-
criptasa reversa (RT) de secuencias de tomate, ya que no 
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encontraron deleciones ni inserciones en las secuencias 
analizadas (tabla 2). En retrovirus se ha estimado que la 
RNasa H tiene una tasa de mutación 1,6 mayor que la 
transcriptasa reversa (McCIure et al., 1988). Adicionalmente, 
las secuencias de la RNasa H están acumulando mayor 
número de mutaciones nocivas en la forma de 
transversiones y deleciones/inserciones, en tanto las se-
cuencias de la transcriptasa reversa están acumulando prin-
cipalmente mutaciones que en su mayoría son silenciosas 
en la forma de transiciones (tabla 2). 

El alineamiento de nucleótidos se usó para construir un 
árbol filogenético con el fin de comparar la evolución de se-
cuencias de RNasa H con la filogenia del género Lycoper-
sicon (figura 3). En términos generales, las relaciones 
filogenéticas que se encontraron fueron muy similares a las 
encontradas por Miller y Tanksley, (1990) usando marcado-
res RFLR. Este resultado es poco usual ya que las secuen-
cias de retrotransposones no siguen en general la evolu-
ción filogenética de los organismos que los contienen (Flavell 
et al., 1992; Purugganan y Wessler, 1994). 
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 (continúa) 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de RNasa H de especies de Lycopersicon. 
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(viene) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Las sustituciones de nucleótidos se detallan en negrilla. 
Los puntos "." indican sitios conservados. 
Los guiones "-" indican sitios de deleción/inserción. 

Figura 2. Alineamiento de secuencias de RNasa H de especies de Lycopersicon. (Cont). 

Análisis de las secuencias de aminoácidos 

Las secuencias de nucleótidos fueron traducidas usando la 
opción TRANSLATE del paquete GCG 8.1.0. Seis de las 
diez secuencias de aminoácidos inferidas tenían codones 
de terminación o cambios de fase. Resultados similares han 
sido encontrados por otros investigadores buscando 
retrotransposones en plantas. Voytas et al. (1992) encon-
traron que solamente 29 de 102 clones secuenciados te-
nían ORF no interrumpidos, Hirochika e Hirochika (1992) 
encontraron que 38 de 72 clones secuenciados tenían 

codones de terminación o cambios de fase, y ninguna de 
las secuencias del retrotransposón Tna1 identificadas en 
Nicotiana alata tenía ORF ni presentó transcriptos 
detectables (Royo et al., 1996). Estos resultados sugieren 
que la acumulación de mutaciones es un fenómeno general 
en retrotransposones. Las cuatro secuencias de ami-
noácidos inferidas con ORF no interrumpidos fueron usa-
dos en los subsiguientes análisis. 

Estas cuatro secuencias fueron usadas para realizar una 
búsqueda de secuencias homologas con el programa 
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Figura 3. Árbol filogenético derivado de secuencias de RNasa H de Lycopersicon. 

El árbol se construyó usando las opciones DNAML y DRAWGRAM de PHYLIP 3.57. El número arriba de cada línea 
horizontal indica la longitud del brazo y representa las sustituciones de nucleótidos esperadas por sitio.  Los asteriscos   
"*" indican valores <0,006. 

BLAST (Altschul et al., 1990). La búsqueda produjo 19 se-
cuencias de diversos grupos de organismos que fueron al 
menos 26% idénticas a las secuencias de RNasa H de to-
mate. Todas las secuencias fueron usadas para construir 
un alineamiento múltiple con el programa CLUSTALW utili-
zando el método "Neighbor-joining" desarrollado por Saitou 
y Nei (1987) (figura 4). Dentro de las secuencias analiza-
das hay secuencias de vertebrados (por1), insectos (gypsy, 
412, Osvaldo, TED, Woot, Micropia, MAG), hongos (CfT-1, 
Boty, Tf2, MAGGY), plantas (del), baculovirus (Baculo) y 
retrovirus (GALV, BAEVN, ECE1). Esta similitud entre se-
cuencias de retrotransposones aislados de grupos tan di-
versos de organismos es una de las evidencias que existen 
de la amplia ocurrencia de transmisión horizontal de estos 
elementos en la naturaleza (Doolittle et al., 1989; Xiong y 
Eickbush, 1990). 

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos fue 
usado para calcular una matriz de distancias con el progra-
ma PROTDIST y para construir un árbol filogenético con 
los programas DRAWGRAM y CLUSTALW. Se lograron es-
tablecer claramente varios grupos. Las secuencias de 
Lycopersicon agruparon con la secuencia del de lilio, todas 

las secuencias de hongos se agruparon juntas y los 
retrovirus se agruparon con Micriopia, MAG y Por1 (figura 
5). También existió un agrupamiento de las secuencias de 
plantas con los retrotransposones 412 y gypsy de Drosophila 
melanogaster, los cuales a su vez se encuentran distantes 
de los retrotransposones de hongos. De nuevo se eviden-
cia la cercana relación que existe entre elementos aislados 
de muy diversos grupos de organismos. Sin embargo, la 
relación que existe entre los elementos aislados de tomate 
y retrotransposones de patógenos de la planta como Boty y 
CfT-1, no brinda una clara evidencia sobre la posible trans-
misión horizontal de este tipo de elementos entre la planta 
y sus patógenos. 

CONCLUSIONES 

El genoma del tomate (L. esculentum) y algunas otras es-
pecies de Lycopersicon contienen múltiples secuencias de 
retrotransposones del tipo gypsy, las cuales parecen ser 
muy heterogéneas. Un análisis de las secuencias demos-
tró que ellas han seguido un patrón de evolución similar al 
del género Lycopersicon. 
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Figura 4. Múltiple alineamiento de secuencias de aminoácidos de retrotransposones de Lycopersicon, secuencias de 
elementos tipo Ty3/gypsy y retrovirus. 
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Figura 4. Múltiple alineamiento de secuencias de aminoácidos de retrotransposones de Lycopersícon, secuencias de 
elementos tipo Ty3/gypsy y retrovirus. (Cont.) 

El alineamiento se realizó con el programa CLUSTALW. Las secuencias de retrovirus y retrotransposones se obtuvieron de la base de datos SWISSPROT. 
Las referencias de las secuencias son: secuencias de Lycopersicon: chmi1052 (L. chmielewskii 1052), esc0285 (L. esculentum 0285), esc0422 (L. 
esculentum 0422), chi1176 (L .chilense 1176). 
RETROTRANSPOSONES:  DEL (Lilium henryi prf1510387A), CfT-1 (Cladosporium fulvum pirS23570),  BOTY (Botrytis cinerea Diolez et al. 1995), 
GYPSY (Drosophila melanogaster spP 10401), 412 (D. melanogaster prf 12053331 A), Tf2 (Schizosaccharomyces pombe   pirJN0791), MAGGY 
(Magnaporthe grísea gi52302), OSVALDO (Drosophila buzzatii pirS52564), TED (Trichoplusia ni pirB36329), WOOT (Tribolium castaneum gi510697), 
MAG (Bombyx mori pirS08405), MDG3 (D. melanogaster gnlPIDe223896), POR1 (Pisaster ochreceus -pez estrella- gil000387), MICROPIA (D. 
melanogaster pirS02021), BÁCULO (Autographa californica nucleopolyhedrovirus gi1226168). 
RETROVIRUS: GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus spP21414), ECE1 (Feline Endogenous Virus spP31792), BAEVN (Baboon Endogenous Virus 
spP10272). 
Los guiones "-" señalan sitios de deleción/inserción. 
Los codones de terminación se señalan con el símbolo ">". 
Los asteriscos "*" señalan sitios conservados en todas las secuencias. 
Los dos puntos ":" señalan sitios conservados en más del 80% de las secuencias (>18 secuencias). 

Las secuencias de RNasa H de tomate analizadas en 
este estudio parecen pertenecerá secuencias de retrotrans-
posones de lenta evolución y tienen una tasa similar de cam-
bio al de las secuencias de la transcriptasa reversa de los 
mismos elementos. Estas secuencias parecen ser residen-
tes desde tiempos ancestrales del genoma del tomate. 

No se logró obtener una clara evidencia sobre la trans-
misión horizontal de retrotransposones entre el tomate y 
sus patógenos B. cinerea y C. fulvum. 
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Figura 5. Árbol filogenético derivado de secuencias de aminoácidos de RNasa H. 

El árbol se construyó usando las opciones NEIGHBOR y DRAWGRAM de PHYLIP 3.57. Las abreviaturas son las 
mismas de la figura 4. Los números que aparecen encima de las líneas indican el número estimado de sustituciones de 
aminoácidos por sitio. Los números debajo de las líneas indican los valores bootstrap a partir de 100 ensayos. Las 
flechas señalan la posición de retrotransposones de patógenos del tomate en el árbol. 
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