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INTRODUCCION

Los elementos transponibles (Ets) son secuencias de DNA que poseen la capacidad de
cambiar su localizacién gendmica, dentro de una misma molécula de DNA, entre moléculas
distintas, e incluso entre los genomas de distintas especies.

Los Ets se encuentran ampliamente distribuidos entre organismos muy diversos: plantas,
hongos, insectos, neméatodos, equinodermos y vertebrados. Son un principal componente de
la fraccion de DNA medianamente repetitivo, y representan una fraccion variable del
genoma: 22% en Drosophila (Kapitonov & Jurka 2003), 45% en raton y humano (Yoder et al.
1997), y més del 50% en maiz (SanMiguel et al. 1996).

La movilizacion de los Ets dentro del genoma puede tener importantes consecuencias para
el huésped, tanto a nivel individual como de especie. Estos elementos pueden provocar
cambios en la expresion génica, a través de la activacion de genes silentes o seudogenes, o
por la inactivaciéon de genes funcionales. También pueden promover reordenamientos
cromosomicos tales como inversiones, translocaciones o duplicaciéon de genes, y participar
en la generacién de nuevos genes y funciones (recombinacion V(D)J, reparacion del DNA,
metilacion). Los Ets intervendrian ademas en la evolucion de las especies al actuar como
mecanismos de aislamiento reproductivo y adaptacion (Capy 1998).

Existen diversos criterios para clasificar a los Ets. Respecto a la autonomia en la
transposicion, se pueden clasificar en autbnomos (elementos que codifican las enzimas
requeridas para su movilizacién), y no autdnomos (no codifican sus propias enzimas y
dependen de los autonomos) (Capy 1998). Respecto a su organizacion estructural y modo
de transposicion, pueden dividirse en tres clases. Los elementos de clase | o
retroelementos, utilizan un modo de transposicion mediado por RNA. Los elementos de
clase Il o transposones, usan solo DNA como intermediario directo de la transposicion. Los
elementos de clase Il comprenden a los MITEs (Miniature Inverted-Repeats Transposable
Elements), cuyo mecanismo de transposicion aun no ha sido claramente dilucidado. A su
vez, cada clase pueden clasificarse en familias, ramas, clusters, y clados; en base a la
presencia de dominios nucleotidicos o aminoacidicos, por la presencia y orden de los genes,
y por la similitud de secuencias a nivel aminoacidico.

Dentro de la clase | de Ets, se encuentran los retroelementos LTR, que se distinguen por
tener repetidos terminales directos o LTRs (Long Terminal Repeats). Los retroelementos
LTR se agrupan en tres familias: Tyl/Copia, Ty3/Gypsy y Bel/Pao, que comprenden a los
retrotransposones LTR y a un nuevo grupo de retroelementos, denominados retrovirus de
invertebrados. Estos Ultimos se diferencian de los retrotransposones LTR por su capacidad
infectiva.

Los retroelementos LTR presentan una gran similitud estructural y mecanistica con los
Retroviridae, una gran y diversa familia de virus RNA envueltos, conocidos por causar
numerosas enfermedades en vertebrados, particularmente en humanos. Los Retroviridae
también poseen repetidos terminales directos en sus extremos, codifican las mismas
proteinas que los retroelementos LTR, y utilizan por lo tanto, las mismas estrategias de
replicacion. Esto ha suscitado un gran interés en torno al origen, evolucion y taxonomia de
los Retroviridae y los retroelementos LTR.

En el presente trabajo, se exponen las similitudes y diferencias entre Retroviridae y
retroelementos LTR, en cuanto a estructura y expresion se refiere, asi como las hipétesis
para sus respectivos origenes.



RETROVIRIDAE

Los Retroviridae infectan células de vertebrados, y son definidos por su estructura,
composicion y estrategia de replicacion (Coffin 1992a; 1992b). Son virus RNA envueltos,
gue sintetizan DNA doble hebra para luego integrarlo en el genoma celular en forma de un
provirus. Segun su transmision pueden ser enddgenos o exdgenos. Los enddgenos ingresan
a la linea germinal del huésped y se transmiten verticalmente en forma mendeliana (sin
etapa extracelular). Los exdgenos se transmiten horizontalmente, via infeccién, de un
huésped a otro. Los virus enddgenos pudieron originarse de exégenos que infectaban
células germinales y se volvieron defectivos por la acumulacion de mutaciones (Boeke &
Stoye 1997; Gifford & Tristem 2003). Sin embargo, algunos enddgenos son activos, y
pudieron ser aprovechados por el huésped para su propia evoluciéon (lkeda & Sugimura
1989; Andersson et al. 1998; Blond et al. 2000; Mi et al. 2000; Griffiths 2001; Frendo et al.
2003).

De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus o ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) (Fauquet et al. 2005), los Retroviridae se dividen en
siete géneros pertenecientes a tres clases principales (Tabla 1).

Los Alpharetroviridae, Betaretroviridae, = Gammaretroviridae, Deltaretroviridae vy
Epsilonretroviridae, representan a los Oncovirus, que actian como carcindgenos naturales.
Los Lentiviridae pueden causar enfermedades neuro o inmunoldgicas, al provocar la pérdida
de funcién de células especificas, mientras que los Spumaretroviridae no producen ninguna
enfermedad conocida.

Tabla 1 — Retroviridae

Clase Género Ejemplo
| Gammaretroviridae MLV (Murine Leucemia Virus)
| Epsilonretroviridae Walley Dermal Sarcoma Virus
Il Alpharetroviridae ASLV (Avian Sarcoma Leucemia Virus)
Il Betaretroviridae MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus)
Il Deltraretroviridae BLV (Bovine Leucemia Virus)
Il Lentiviridae HIV-1 (Human Immunodeficienciy Virus type 1)
1} Spumaretroviridae HFV (Human Foamy Virus)

Aunque muchos de los Retroviridae enddgenos no han sido asignados a un género viral
particular, existe una tendencia a agruparlos segun su similitud con Retroviridae exdgenos
(Wilkinson et al. 1994; Lander et al. 2001; Gifford et al. 2005). En otros trabajos se los puede
encontrar incluidos dentro de retrotransposones LTR, debido a su ciclo de replicaciéon
intracelular (Dewannieux et al. 2004).



Estructura de una particula retroviral

La particula retroviral estd constituida por un genoma RNA, proteinas especificas y
eventualmente, una envoltura lipidica de origen celular (Fig. 1). Las particulas tipo A o IAP
(Internal type A Particles), expresadas mayoritariamente por Retroviridae enddgenos, no
presentan envoltura y son intracelulares, mientras que los tipo B, C y D son extracelulares y
envueltas. Cada particula contiene dos moléculas de RNA idénticas, de entre 7 — 12 Kb,
monohebras, no segmentadas y de polaridad positiva, unidas por sus extremos 5. La
presencia del dimero RNA probablemente sea una estrategia para asegurar la replicacion
retroviral en caso de rupturas en alguna de las moléculas.

Fig. 1 — Estructura de una particula
retroviral. NC: nucleocéapside, RT:
retrotranscriptasa/RNAsa H, IN: integrasa,
PR: proteasa, CA: capside, MA: matriz,
ENV: proteina de envoltura (modificado de
Swanstrom & Wills 1997)

Secuencias terminales repetidas

En los extremos del provirus integrado, se encuentran repetidos terminales directos o LTRs
(Long Terminal Repeats) (Fig. 2). Estas secuencias estan formadas por tres regiones: U3 —
R — U5, en este orden. U3 y U5 son regiones que se encuentran solo en los extremos 3'y 5'
del RNA, respectivamente; y R es una secuencia que se repite en ambos extremos. Los
LTRs contienen todos los elementos regulatorios en cis requeridos para la transcripcion y
poliadenilacion.
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Fig. 2 — Estructura de los LTRs.

La region U3 de ambos LTRs contienen un promotor: el del LTR 5’ inicia la transcripcion del
Retroviridae (TATA box), mientras que el del LTR 3’ podria favorecer la expresiéon de genes
huéspedes que se encuentren rio abajo al sitio de integracion.

Rio abajo del LTR 5' se encuentra el sitio de unién al cebador o PBS (Primer Binding Site),
altamente conservado. Rio arriba del LTR 3' se encuentra el tracto polipurinico o PPT (Poly
Purinic Tract), conformado por un trecho de 10 pb o mas residuos de purina (A 0 G)
(Morgante et al. 2002). Ambos sitios estan involucrados en la sintesis de DNA.



Aunque los LTRs 5' y 3' de un mismo Retroviridae son estructuralmente muy similares entre
si, funcionalmente son distintos. Ambos LTRs tienen la sefial de poliadenilacion AAUAAA
entre las regiones R y U5, pero sélo el transcripto completo es poliadenilado. Esto puede
deberse a diferencias sutiles en las secuencias de ambos LTRs (Cherrington & Ganem
1992; Guntaka 1993) o por la estructura de la cromatina y superenrrollamiento (Conklin &
Groudine 1984).

ORFs gag, pol y env

Los LTRs flanquean a la region codificante del genoma retroviral, organizado en tres marcos
de lectura abiertos u ORFs (Open Reading Frames): Gag, Pol y Env, en este orden (Fig. 3).
También existen Retroviridae complejos que poseen genes accesorios localizados entre los
ORFs Pol y Env, rio abajo de Env, o solapando porciones de Env.

El ORF Gag codifica las siguientes proteinas estructurales de la particula viral:

®  Proteina de matriz (MA): proteina no integral de membrana implicada en el brotamiento
de la particula;

=  Proteina de capside (CP): forma el core proteico que contiene al genoma viral;

Proteina de nucleocépside (NC): involucrada en el empaquetamiento del genoma viral.
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Fig. 3 — Estructura del genoma retroviral.

El ORF Pol codifica las siguientes enzimas necesarias para la replicacion:

" Proteasa (PR): cliva las poliproteinas precursoras para dar lugar a las proteinas
funcionales individuales;

Retrotranscriptasa o transcriptasa inversa (RT): cataliza la retrotranscripcion del genoma
RNA a DNA doble hebra complementario;

RNAsa H (RNH): degrada el componente RNA del hibrido RNA — DNA;
Integrasa (IN): inserta el DNA complementario generado por retrotranscripcion en el
genoma huésped.

El ORF Env codifica los componentes de superficie y transmembrana que constituyen la
glicoproteina de envoltura viral, responsable de la unién del virus al receptor celular y fusién
de las membranas retroviral y celular.



Ciclo de expresién

El ciclo de expresion o de infecciéon de los Retroviridae comienza con el reconocimiento y
entrada del virus a la célula diana. Posteriormente tiene lugar la generacion de DNA doble
hebra, mediante el proceso de retrotranscripcion; que entrara al nucleo y se integrara en el
genoma celular. Una vez integrado, el provirus se transcribe y se expresan las proteinas
codificantes, con la concomitante encapsidacion del RNA, ensamblaje y brotamiento de
nuevas particulas virales.

Reconocimiento y entrada viral

El primer paso en una infeccion viral es el reconocimiento y entrada del virus a la célula. La
glicoproteina de superficie Env reconoce y se une a moléculas receptoras especificas en la
célula diana, provocando la fusién de las membranas viral y celular, y el ingreso del genoma
viral en el citoplasma de la célula. La proteina Env es codificada por el ORF Env, y clivada
para generar los polipéptidos de superficie (SU) y transmembrana (TM) que se mantienen
unidos por puente disulfuro (Fig. 4). Los receptores celulares son moléculas especificas con
funciones celulares normales.

Fig. 4 — Estructura de la proteina Env. En la superficie del
virién, las cadenas polipeptidicas forman proyecciones que se
observan como espinas (modificado de Sitbon et al. 2004).

El componente de superficie es responsable del reconocimiento y union del virus al receptor
celular (Swanstrom & Wills 1997), determinando el tropismo viral (Hunter y Swanstrom
1990). El componente transmembrana ancla la proteina Env a la membrana viral y es
responsable de la fusion de las membranas viral y celular. El componente SU es una de las
regiones mas variables del genoma viral, mientras que el componente TM es muy
conservado (Kobe et al. 1999; Lerat & Capy 1999). En la Fig. 5 se representa el modelo de
fusion de membranas viral y celular propuesto por Eckert & Kim (2001).
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Fig. 5 — Fusién de las membranas celular y viral. Env sufre cambios
conformacionales, y una porcién peptidica se inserta en la membrana celular para
permitir su fusién con la viral (modificado de Eckert & Kim 2001).



Retrotranscripcion

Una vez fusionadas las membranas viral y celular, ingresa la particula viral, y el genoma
RNA es utilizado como molde para sintetizar el DNA proviral. Este proceso, catalizado por la
enzima retrotranscriptasa o transcriptasa inversa, ocurriria dentro de la particula (Mellor et
al. 1985), probablemente para evitar que el RNA sea degradado ante los mecanismos de
defensa celular.

La composicion de la forma activa de la retrotranscriptasa puede variar entre distintos
retrovirus. En ALV (Avian Leukosis Virus), la forma activa es un heterodimero
retrotranscriptasa — integrasa, mientras que en HTLV-1 (Human T — Lymphotropic Virus) es
un oligbmero (Trentin et al. 1998).

La sintesis de la hebra DNA negativo (complementario al RNA positivo), utiliza como
cebador a un tRNA celular, incluido en la particula viral, que se une al sitio de unién al
cebador (PBS) (Fig. 6A). Diferentes tRNAs son utilizados por diferentes Retroviridae: ASLV
utiliza como cebador el tRNA™; MLV utiliza el tRNA™™®, y HIV-1, el tRNA",
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Cuando se genera una secuencia de DNA de entre 100 y 200 bases (Fig. 6B), la enzima
RNAsa H degrada al extremo 5' del RNA (Fig. 6C), permitiendo que la enzima cambie de
molde, llevandose con ella el DNA recién sintetizado (Fig. 6D). El nuevo molde puede ser el
extremo 3’ de la misma molécula de RNA (apareamiento intramolecular), o el de la otra
molécula (apareamiento intermolecular). La region R del DNA recién sintetizado se va a
aparear con la del extremo 3’ del nuevo molde (Fig. 6E). De esta manera se afiade un
segmento U5 al extremo 3’, formando el tramo de secuencia U3 - R - U5 o LTR.
Posteriormente, la actividad RNAsa H de la retrotranscriptasa degrada al RNA molde, a
excepcion de regiones conteniendo tractos polipurinicos (PPT) resistentes a la degradacion
(Fig. 6F). Estos fragmentos ceban la sintesis de la hebra DNA positivo catalizada por la
actividad DNA polimerasa de la retrotranscriptasa (Fig. 6G). La hebra DNA positivo se
transfiere al extremo 3' de la hebra DNA negativo (fig. 6H), utilizando la regién R para
aparearse, y se completan ambos extremos, generandose los LTRs diplex 3'y 5’ (fig. 6l).



Entrada al nacleo e integracion

El DNA doble hebra generado en la retrotranscripcion se localiza en el citoplasma formando
un complejo de preintegracion. Este complejo estd integrado basicamente por proteinas
virales, pero también puede contener proteinas celulares (Lee & Craigie 1994; Farnet &
Bushman 1997).

Para integrarse en el genoma huésped, el DNA doble hebra debe transportarse hacia el
ndcleo. Aun no se ha determinado el mecanismo de transporte, pero si se le ha sugerido
una participacion a la poliproteina gag, debido a que mutaciones en su secuencia alteran la
localizacion subcelular de intermediarios virales (Rhee & Hunter 1991).

Al llegar al nucleo, el complejo de preintegracion utiliza diferentes estrategias para ingresar
al mismo. En Oncoretrovirus el ingreso se produce durante la mitosis cuando se
desensambla la membrana nuclear, debido a que el complejo de preintegracion es muy
grande para atravesar el complejo del poro nuclear (Bowerman et al. 1989). En Lentiviridae
el ingreso del complejo se produce de forma activa durante la interfase, mediado por una
sefial de localizacion nuclear en la proteina de matriz (Bukrinsky et al. 1993; Heinzinger et
al. 1994).

Una vez dentro del nucleo, la enzima integrasa elimina dos bases de cada extremo 3’ del
DNA viral daplex, convirtiendo los extremos romos en cohesivos. Los OH — 3’ generados
atacan los enlaces fosfodiéster del DNA huésped, y la energia liberada es utilizada para la
formacion de nuevos enlaces entre el DNA viral y del huésped. Se reponen los nucléotidos
del DNAs a través de sintesis reparativa, por proteinas virales o por la propia
retrotranscriptasa, y se duplica el sitio diana que constituyen los repetidos directos que
flanquean al provirus.

Aparentemente, la integracion retroviral no es secuencia especifica (Carteau et al. 1998).
Algunos estudios sugieren una preferencia por regiones transcripcionalmente activas,
especulando que, como las células infectadas son eliminadas en cuestion de pocos dias, el
virus se integraria en dichas regiones para producir el mayor ndmero de viriones en el
menor tiempo posible (Jordan et al. 2003). No obstante, otros trabajos proponen que la
actividad transcripcional disminuye la tasa de integracion, debido a que el aparato
transcripcional bloguea el acceso del complejo de preintegracion al DNA (Weidhaas et al.
2000).

Transcripcion y expresion génica

El provirus integrado es transcripto por la RNA polimerasa || DNA dependiente del huésped,
la cual reconoce el TATA box localizado en el LTR 5'. El RNA generado puede traducirse o
empaquetarse en nuevas particulas virales.

El gen Gag se expresa mediante un mRNA monocistronico, mientras que el gen Pol requiere
un mRNA policistrénico que incluye la secuencia codificante de Gag. Para obtener este
MRNA policistrénico, se debe ignorar el codon de terminacion de Gag. Esto se logra
mediante la supresion del codén de terminacién con un tRNA®" que lo reconoce (cuando
Gag y Pol se encuentran en el mismo marco de lectura), o por un desplazamiento
ribosémico (cuando se encuentran en marcos de lectura diferentes o frameshift). La mayoria
de los Retroviridae presentan un frameshift -1. EIl mMRNA Env es monocistronico, y se forma
por la remocion de las regiones codificantes de Gag y Pol del transcripto primario (Fig. 7).
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Fig 7 — Expresion de un Retroviridae. EI ORF Pol puede expresarse por
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expresa por splicing de un mRNA subgenoémico.
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Las poliproteinas Gag y Gag — Pol son procesadas cuando se ensambla la particula viral.
Env es procesada por enzimas celulares en el reticulo endoplasmatico rugoso para generar
los componentes de superficie y transmembrana, los cuales seran expuestos en la superficie

celular.

Ensamblaje, encapsidacién y brotamiento

Una vez sintetizadas, las poliproteinas Gag y Gag-Pol se autoensamblan para formar la
particula viral (Fig. 8). Puede darse en distintas localizaciones celulares: en el citoplasma, en
la cara interna de la membrana plasmatica, o en el lumen del reticulo endoplasmético

rugoso (Retroviridae end6genos).
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Fig - 8. Ensamblaje, encapsidacion y
brotamiento retroviral. Gag y Gag —
Pol forman las particulas virales, y Env
inserta en la membrana plasmatica
interactia con Gag para formar la
envoltura. El viriébn inmaduro emerge
de la célula infectada, y dentro de la
particula, la protedlisis de las
poliproteinas lleva a su maduracion
(modificado de Swanstrom & Wills
1997)



Se ha demostrado experimentalmente que Gag es quien dirige a las poliproteinas Gag y
Gag - Pol hacia el sitio de ensamblaje (Weldon et al. 1990; Wang et al. 1994),
probablemente a través de interacciones con elementos del citoesqueleto (Edbauer & Naso
1983). También se ha demostrado que la expresion de Gag — Pol por si sola no es suficiente
para el ensamblaje, sino que requiere la coexpresion de Gag (Felsenstein & Goff 1988;
Craven et al. 1991).

Por lo general se encapsida especificamente el RNA retroviral y el cebador tRNA, aunque
pueden ser empaquetados otros RNAs celulares. Ciertas secuencias de encapsidacion en el
RNA viral, asi como la proteina de nucleocapside, estarian implicadas en el
empaquetamiento selectivo del RNA viral (Sakalian et al. 1994). En el caso de los tRNAs
estaria involucrada la porciéon retrotranscriptasa de la poliproteina Gag-Pol (Peters & Hu
1980).

Luego del ensamblaje y encapsidacion de la particula, se adquiere la envoltura y se produce
la liberacion del virion inmaduro. La envoltura esta compuesta por una porcion de la bicapa
lipidica celular con proteinas Env insertas, que interactiian con la proteina de matriz que aun
integra la poliproteina Gag (Pepinsky & Vogt 1984; Bugelski et al. 1995). El proceso de
brotamiento no esta claro, pero se sugiere que la estructura esférica de la particula tiene una
alta afinidad por la membrana como para que pueda interactuar y cubrirse con los lipidos,
llevando a la separacion de la particula envuelta por la membrana de la célula.

La maduracién del virién requiere el clivaje de las poliproteinas Gag y Gag — Pol en las
proteinas individuales funcionales, proceso catalizado por la proteasa viral incluida en la
particula.

En general, las particulas tipo A internas (IAPs) de Retroviridae endégenos no contienen un
gen Env o contienen uno defectivo, quedando restringidas al medio intracelular. Pero se han
observado IAPs que poseen un gen Env funcional, y por tanto pueden emerger de la célula
(IAPE, de lAP-related retroviral elements containing an Envelope gene) (Reuss & Schaller
1991).
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RETROELEMENTOS LTR

Los retroelementos LTR estan integrados por retrotransposones LTR y retrovirus endégenos
de invertebrados, y se dividen en las familias Ty1l/Copia, Ty3/Gypsy y Bel/Pao.

Los retrovirus enddgenos de invertebrados son clasificados como retroelementos LTR,
aunque pueden ser infecciosos. Debido a que su rango especifico de huéspedes abarca a
invertebrados, y a que son infecciosos en condiciones particulares, no se consideran como
Retroviridae y se mantienen como retroelementos LTR.

Los retroelementos LTR poseen una organizacion general muy similar a la de Retroviridae:
un tamafio de 5 — 9 kb, LTRs, y ORFs correspondientes a las regiones Gag y Pol tipo
retrovirales, y en algunos casos, también a Env tipo retroviral (Fig. 9).

AAU AR D
LTR 5° Gag Pol LTR 3"

Fig. 9 — Organizacién general de un Retroelemento LTR. La regién Env usualmente se encuentra ausente.

Las familias se definen en base a la similitud de secuencia del dominio retrotranscriptasa, y
por el orden de los dominios del ORF Pol. En Tyl/Copia el orden es PR — IN — RT — RNH,
mientras que en Ty3/Gypsy y Bel/Pao es igual que en Retroviridae: PR — RT — RNH — IN
(Fig. 10).

Ty3/Gypsy - R U5 ﬁ- NC - RT RMH 1IN ENY - R U5
TyljfCopia - R U5 -- NC - IN [RT RMNH ENY - R U5
Bel/Pao - R U5 -- NC - RT BRNH 1IN ENY - R U5
Retroviridae - R Us -- MC - RT RNH 1IN ENY - R U5

Fig. 10 — Comparacion de la estructura de las familias de Retroelementos LTRs y
Retroviridae. Los miembros de las tres familias de retroelementos LTR pueden contener el
ORF Env, alteraciones en el orden del ORF Pol, y en el caso de Ty3/Gypsy, algunos
elementos pueden no contener al dominio matriz dentro del ORF Gag.

Existen nuevos elementos transponibles que no pueden clasificarse con los criterios
actuales. Por ejemplo, el retrotransposén Gmrl del pez Gadus morhua, seria miembro de la
familia Ty3/Gypsy por la similitud de la secuencia de su retrotranscriptasa. Sin embargo, el
orden de los dominios del ORF Pol corresponde al de la familia Tyl/Copia (Butler et al.
2001). Este caso y otros mas han llevado a la proposicion de nuevos grupos de
retroelementos, tales como los tirosina quinasa y retrotransposones Penelope.
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Familia Ty3/Gypsy

Esta familia incluye a retroelementos LTR que se distribuyen en plantas, hongos y animales.
Los estudios filogenéticos realizados con el ORF Pol, los dividen en dos ramas: la primera
comprende a los cromovirus, que contienen un dominio remodelador de la cromatina
(cromodominio) en el dominio integrasa, con probable funcién en la especificidad de la
integracion del elemento (Malik & Eickbush 1999). Los cromovirus se dividen en tres
clusters: los llamados “plantas” y “hongos/vertebrados”, bien sustentados, y un tercero que
incluye otros elementos fungicos sin clasificacion. La segunda rama comprende a los linajes
de retrotransposones LTR no cromovirus y a retrovirus de invertebrados (Tabla 2).

Tabla 2 — Familia Ty3/Gypsy

Rama Cluster Clado Ejemplos Huésped (taxonomia)
Cromoviridae Plantas Del Del Lilium henryi (planta)
Reina Reina Zea mays (planta)
CRM CRM Zea mays (planta)
Galadriel Galadriel Lycopersicon esculentum (planta)
Hongos y TF1-2 TF-1, TF-2 Schizosaccharomyces pombe (hongo)
Vertebrados Pygay Pyggy Pyrenophora graminea (hongo)
Pyret Piret Magnaporthe grisea (hongo)
Maggy Maggy Magnaporthe grisea (hongo)
V-clade Sushi-ichi Takifugu rubripes (vertebrado)
Amn-ni Danio rerio (vertebrado)
Indefinidos Ty3 Saccharomyces cerevisiae (hongo)
Skipper Dictyostelium discoideum (ameba)
Rama 2 Metaviridae Micropia/ Micropia Drosophila melanogaster (insecto)
Mdg3 Mdg3 Drosophila melanogaster (insecto)
Cer2-3 Cer2, Cer3 Caenorhabditis elegans (nematodo)
412/Mdg1 412, Mdg1l Drosophila melanogaster (insecto)
Gmrl Gmrl Gadus morhua (vertebrado)
Osvaldo Osvaldo Drosophila buzzatii (insecto)
CsRN-1 CsRN-1 Clonorchis sinensis (platelminto)
Cerl Cerl Caenorhabditis elegans (nematodo)
Torl Torl Oikopleura dioica (tunicado)
Mag Clado A Mag Bombyx mori (insecto)
DRM Danio rerio (vertebrado)
Clado B Gulliver Schistosoma japonicum (platelminto)
Cer4 Caenorhabditis elegans (nematodo)
Athila/Tat Athila Athilad-1 Arabidopsis thaliana (planta)
Tat Tat4-1 Arabidopsis thaliana (planta)
Errantivirus Gypsy Gypsy Drosophila melanogaster (insecto)
Nomad Drosophila melanogaster (insecto)
Yoyo Ceratitis capitata (insecto)
17.6 Ted Trichoplusia ni (insecto)
Zam Drosophila melanogaster (insecto)
17.6 Drosophila melanogaster (insecto)
297 Drosophila melanogaster (insecto)
Tom Drosophila ananassae (insecto)
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Familia Ty1l/Copia

La familia Tyl/Copia también incluye a retroelementos LTR presentes en plantas, hongos y
animales. Los estudios filogenéticos basados en el ORF Pol dividen a esta familia en dos
ramas. La rama 1 comprende retrotransposones de hongos (Ty), de bilaterias marinos
(GalEA) y de diatomeas (CoDI). La rama 2 agrupa al resto de retrotransposones LTR y
retrovirus de invertebrados, en su mayoria de insectos y plantas (Tabla 3).

Tabla 3 — Familia Tyl/Copia

Rama Cluster Clado Ejemplos Huésped (taxonomia)
Rama 1 CoDI-B CoDI5,4 Thalassiosira pseudonana (cromoalveolado)
GalEA Zecol Danio rerio (vertebrado)
Cicol Ciona intestinalis (tunicado)
Pseudoviridae Tyl Saccharomyces cerevisiae (hongo)
CoDI-A CoDl4,5 Thalassiosira pseudonana (cromoalveolado)
CoDI-C CoDl6,1 Thalassiosira pseudonana (cromoalveolado)
Rama 2 Retrofit Retrofit Oriza longistaminata (planta)
Tork Sto4 Zea mays (planta)
Tork4 Solarum lycopersicum (planta)
Tnt-1 Nicotiana tabacum (planta)
Sirevirus Oryco Oryco Oriza sativa (planta)
Sire Endovirl-1 Arabidopsis thaliana (planta)
Sirel-4 Glycine max (planta)
Opie-2 Oriza sativa (planta)
1731 1731 Drosophila melanogaster (insecto)
pCreto cCretro Phanerochaete chrysosporium (hongo)
Copia Copia Drosophila simulans (insecto)
Hydral-2 Hydral-2 Danio rerio (vertebrado)
Osser Osser Volvox carteri (planta)

Familia Bel/Pao

El grupo Bel/Pao contiene a retroelementos LTR descritos Unicamente en animales, y se
divide en cinco clados (Tabla 4). En base a filogenias del ORF Pol, estos clados son
agrupados en tres ramas; la rama 1 comprende a Tas y Bel (en cnidarios y protostomados),
la rama 2 a Pao y Sinbad (en protostomados y deuterostomados); y la rama 3 a Suzu (en

vertebrados).

Tabla 4 — Familia Bel/Pao

Rama Cluster Clado Ejemplos Huésped (taxonomia)
Rama 1 Semotivirus Bel Max Drosophila melanogaster (insecto)
Bel Drosophila melanogaster (insecto)
Tas Tas Ascaris lumbricoides (hnematodo)
Cer7 Caenorhabditis elegans (nematodo)
Rama 2 Sinbad Sinbad Schistosoma mansoni (platelminto)
Pao Ninja Drosophila simulans (insecto)
Pao Bombyx mori (insecto)
Rama 3 Suzu Suzu Takifugu rubripes (vertebrado)
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Ciclo de expresién

El ciclo de expresion de los retroelementos LTR comparte la mayoria de las etapas del ciclo
retroviral: transcripcion y expresion del elemento integrado; encapsidacion y ensamblaje de
una particula tipo virus; retrotranscripcion del mRNA; entrada al nucleo e integracion en el
genoma (Tabla 5).

Transcripcion y expresiéon génica

Al igual que en Retroviridae, el ORF Gag se expresa a través de un mRNA monocistrénico, y
el ORF Pol a través de un mRNA policistrénico, mediante supresion o desplazamiento
ribosdmico. Los miembros de la familia Ty3/Gypsy, como la mayoria de los Retroviridae,
tienen los ORFs Gag y Pol separados por un frameshift — 1, por lo que utilizan el
desplazamiento ribosémico (Vogt 1997). Una excepcioén es el elemento Ty3 cuyo frameshift
no es — 1, sino +1 (Farabaugh et al. 1993). Los miembros de la familia Tyl/Copia y la
mayoria de Bel/Pao, al poseer los ORFs Gag y Pol en el mismo marco de lectura, utilizan la
supresion. En algunos elementos, tales como Tyl, Ty4, Opie — 2 y PREM — 2, los ORFs se
encuentran en marcos de lectura distintos (Peterson-Burch & Voytas 2002).

Encapsidacién y ensamblaje

Luego de la transcripcion, se procede en el citoplasma, a la encapsidacion y ensamblaje de
particulas tipo virus o VLPs (Viral Like — Particles) que, a diferencia de sus contrapartes
retrovirales, no brotan. Esto podria deberse a la ausencia de una sefial de destino en el
dominio matriz dentro de Gag, que en Retroviridae dirige las particulas hacia la membrana
plasmatica. La restitucion de esta sefal en el retrotransposén MusD de Mus musculus, dirige
a las VLPs a la membrana plasméatica donde se liberan hacia el sobrenadante (Ribet et al.
2007). Algunos elementos, como por ejemplo Copia, forma VLPs en el ndcleo, sugiriendo
gue la proteina Gag tiene una sefial de localizacién nuclear (Yoshioka et al. 1992).

Retrotranscripcion

Dentro de la particula ensamblada, ocurre la retrotranscripcion. En general, los miembros de
la familia Ty3/Gypsy utilizan tRNA"® o tRNA®®" como cebador para la sintesis de DNA
negativo (Terzian et al. 2001); los de Bel/Pao utilizan tRNA*? 0 tRNA®Y; y los de Tyl/Copia
utilizan tRNAY', El elemento Copia utiliza un fragmento de tRNA, generado por el clivaje con
una RNAsa P celular (Kikuchi et al. 1990).

Algunos elementos LTR no utilizan tRNA como cebador. Este es el caso del retrotransposon
Tfl de S. pombe, en el cual los primeros 11 nucledtidos de su mRNA se pliegan para unirse
al PBS y se clivan por la RNAsa H, generando asi el cebador (Levin 1995; Levin 1996).

Entrada al nacleo e integracion

Por lo general, la entrada del complejo de preintegracion al ndcleo requiere el
desensamblaje de la membrana nuclear durante la mitosis, pero existen excepciones. Por
ejemplo, el elemento Copia no lo requiere debido a que la formacion de la particula y
retrotranscripcion ocurren en el nicleo (Yoshioka et al. 1992).
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En S. cerevisiae, la membrana nuclear no se desensambla durante la mitosis (“mitosis
cerrada”). Para explicar la entrada de los complejos de preintegracion, se ha propuesto que
los mismos ingresan al nicleo a través de una sefial de localizaciéon nuclear en el dominio
de la integrasa (Moore et al. 1998).

En genomas con mayor proporcién de secuencias intragénicas (Drosophila, mamiferos), los
retroelementos LTR parecen insertarse azarosamente (Labrador & Corces 1997), mientras
gue en genomas compactos como el de levadura, suele existir una tendencia a insertarse en
regiones de baja densidad génica, como lo hacen Tyl, Ty3 y Ty5 (Sandmeyer et al. 1990;
Voytas & Boeke 1993; Kinsey & Sandmeyer 1995; Zou et al. 1996). Se cree que los
sistemas de integracion de los elementos en levaduras interactiGan con factores de
transcripciéon o componentes de la cromatina telomérica que controlan su insercion (Zou &
Voytas 1997; Shapiro 1999).

Tabla 5 — Comparacion de estructuray expresion de Retroelementos LTR y Retroviridae

Retroviridae Ty3/Gypsy Tyl/Copia Pao/Bel
Estructura
Tamafo 7-12kb 5-9kb 5-9kb 5-9kb
LTRs Si Si Si Si
ORFs principales 3 2-3 2-3 2-3
Orden dominios Pol PR-RT-RNH-IN PR-RT-RNH-IN PR-IN-RT-RNH PR-RT-RNH-IN
Dominio MA en Gag Si A veces Si Si
ORF Env Si A veces A veces A veces
Ciclo de expresion

Reconocimiento e ingreso

Fusién de membranas Si No No No

Proteina Env Si A veces A veces A veces
Retrotranscripcion

tRNA celular cebador Lys, Trp, Pro Lys, Ser Met Arg, Gly
Entrada al nlcleo e integracion

Ruptura membrana Si (oncovirus) Si Si Si

No (lentivirus) No (levadura) No (levadura)
Integracion al azar Si Si Si Si
No (levadura) No (levadura)

Transcripcién y expresion

RNA pol celular Si Si Si Si

mRNA CAP 5’y poliA Si Si Si Si

Expresion ORF Pol Desplazamiento  Desplazamiento Supresion Supresién

ribosémico ribosémico

Encapsidacién y ensamblaje

Brotamiento Si No No No
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Retrovirus Endoégenos de Invertebrados

Como se menciond anteriormente, los retroelementos LTR poseen la misma organizacién
estructural que los Retroviridae en relacion a los LTRs y ORFs. Por lo general, poseen los
ORFs Gag y Pol, pero eventualmente pueden contener al ORF Env (Tabla 6).

Tabla 6 — Algunos Retroelementos LTR con ORF tipo env retroviral.

Familia Rama/Cluster/Clado Elemento Huésped Referencia
Ty3/Gypsy 2/Errantivirus/Gypsy Gypsy D. melanogaster (Marlor et al. 1986)
Yoyo C. capitata (Zhou & Haymer 1997)
Nomad D. melanogaster (Whalen & Grigliatti 1998)
2/Errantivirus/17.6 TED T.ni (Ozers & Friesen 1996)
ZAM D. melanogaster (Leblanc et al. 1997)
17.6 D. melanogaster (Saigo et al. 1984)
297 D. melanogaster (Inouye et al. 1986)
Tom D. ananassae (Tanda et al. 1994)
2/Athila-Tat/Athila Athila A. thaliana (Wright & Voytas 1998)
2/Metaviridae/Osvaldo Osvaldo D. buzaatii (Pantazidis et al. 1999)
Ty1/Copia 2/Sirevirus/Sire Sirel-4 G. max (Laten et al. 1998)
Endovirll A. thaliana (Kapitonov & Jurka 1999)
Bel/Pao 1/Semoativirus/Tas Tas A. lumbricoides (Felder et al. 1994)
Cer7 C. elegans (Bowen & McDonald 1999)

Entre ellos, se ha evidenciado que Gypsy, Tom, TED y ZAM pueden expresar la proteina
Env con las mismas caracteristicas que la retroviral: péptido lider, sitios de N-glicosilacién y
dominio transmembrana (Song et al. 1994; Tanda et al. 1994; Ozers & Friesen 1996;
Leblanc et al. 2000).

En particular, los elementos Gypsy y ZAM son actualmente los Unicos descritos capaces de
producir particulas virales (Mevel-Ninio et al. 1989; Leblanc et al. 2000), pero sélo Gypsy
puede producir particulas infecciosas que le permiten transmitirse horizontalmente entre
células in vivo (Mevel-Ninio et al. 1989). Como Gypsy y ZAM pertenecen al cluster
Errantivirus, todos los elementos de este grupo se consideran como retrovirus endégenos de
insectos o IERVs (Insect Endogenous Retro Viruses) (Terzian et al. 2001) (o Insect
ERrantiVirus) (Fauquet et al. 2005).

Gypsy

Los primeros indicios de la produccion de particulas tipo virus, fueron la presencia del mRNA
Env (Pelisson et al. 1994), y la identificacion de presuntas proteinas Env mediante
anticuerpos especificos en Drosophila melanogaster (Song et al. 1994). La existencia de las
particulas fue confirmada posteriormente por microscopia electrénica, localizadas
subyacentes a dominios de la membrana plasmatica de células foliculares que contenian
proteinas Env insertas (Fig. 11) (Lecher et al. 1997).

Fig. 11 — Microscopia electronica de particulas tipo virus
(VLPs) de elementos Gypsy encontradas en células
foliculares de D. melanogaster. Estas particulas se hallan
cercanas a membranas conteniendo proteina Env (imagen de
Lecher et al. 1997).
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Las células foliculares se encuentran muy cerca de los oocitos y células nodrizas de la linea
germinal (Fig. 12), en las cuales también se han detectado particulas, pero no se sabe si
provinieron de las células foliculares, ni como ingresaron (Lecher et al. 1997).

Como no se han evidenciado particulas extracelulares ni brotamientos (tal vez por ausencia
del dominio matriz en el ORF Gag), se ha propuesto que las particulas presentes en oocitos
y células nodrizas pudieron transferirse desde las células foliculares por endocitosis (Chalvet
et al. 1999). Esta propuesta es sustentada por elementos Gypsy defectivos para Env que se
insertan con alta frecuencia en la progenie de hembras que expresan Gypsy (Chalvet et al.
1999).

Fig. 12 — Foliculo ovérico de Drosophila. Las
células foliculares somaticas (CF) rodean a las
células nodriza (CN) y al oocito (OOC), ambos
pertenecientes en origen a la linea germinal. Las
células nodriza se conectan entre si y con el
extremo anterior del oocito a través de puentes
citoplasmaticos (PC).

La expresion de Gypsy es controlada por el gen flamenco (Flam) (Pelisson et al. 1994),
localizado en la heterocromatina centromérica del cromosoma X (Prud’homme et al. 1995).
En poblaciones naturales, Flam tiene dos alelos: uno dominante que restringe la
transposicion de Gypsy (FlamR), y el otro recesivo que la permite (FlamP) (Pelisson et al.
1997). El alelo FlamR activa una via de pequefios RNA de interferencia asociados a
repetidos (rasiRNA: Repeat — Associated Small Interfering RNA) que degrada a los
transcriptos Gypsy (Sarot et al. 2004; Pelisson et al. 2007). Se ha propuesto que Flam y
Gypsy tendrian orientaciones opuestas (Mevel-Ninio et al. 2007), y que la expresién de
FlamR generaria RNAs antisentido a secuencias reguladoras en el UTR 5' de Gypsy,
activando la via rasiRNA (Pelisson et al. 2007).

La infectividad de Gypsy se demostr6 finalmente con la reversién de la mutacién ovoD1.
Esta es dominante, ligada al cromosoma X, produce infertilidad y presenta hot spots para
inserciones Gypsy. Mevel-Ninio y cols inyectaron el citoplasma de huevos fertilizados de una
cepa portadora de Gypsy, en embriones de una cepa no portadora (Mevel-Ninio et al. 1989).
Si las particulas Gypsy eran infecciosas, se esperaba su transmision a la linea germinal, por
lo que todos los individuos de la F1 de los embriones inyectados serian portadores. Las
hembras que se desarrollaron a partir de estos embriones inyectados se cruzaron con
machos mutantes ovoD1, y se midio la fertilidad de las hembras hijas. Todas las hembras F1
del cruzamiento control fueron infértiles, porque recibieron el cromosoma X paternal con el
locus ovoD1. Sin embargo, un porcentaje de las hembras hijas del cruzamiento prueba
fueron fértiles, debido a que las particulas Gypsy resultaron infecciosas y el provirus se
insert6 en el alelo mutante, silenciandolo.
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NEXO EVOLUTIVO ENTRE RETROELEMENTOS LTR Y RETROVIRIDAE

El alto grado de similitud entre los Retroviridae y los retroelementos LTR, tanto a nivel
estructural como mecanistico (Fig. 10 y Tabla 5), llevé a considerar alguna posible relacion
evolutiva entre ellos.

Varios trabajos concuerdan en que tanto los Retroviridae como los retroelementos LTR,
debieron formarse a partir de elementos celulares mas simples que inicialmente contenian
algunos dominios u ORFs y que fueron adquiriendo nuevos modulos (LTRs, sitios de union a
cebador, etc.) (Temin 1971; 1980; Boeke & Stoye 1997; Capy 1998; Malik & Eickbush 2001).

El paso critico en la transicion Retroviridae—Retrolementos LTR pudo ser la
pérdida/adquisicion del gen Env. Algunos autores sefialaron que los Retroviridae pudieron
haber originado algunos de los retroelementos LTR (Coffin 1993), por la retrotranscripcion de
un mMRNA mal procesado carente del gen Env (Laten et al. 1998). Sin embargo, actualmente
la hipdtesis mas aceptada es que los retroelementos LTR fueron los precursores de los
Retroviridae, y que dicho proceso estuvo asociado a la adquisicion del gen Env.

Adquisicién del gen env en Retroelementos LTR

El gen Env aparece esporadicamente en retroelementos LTR de distintas familias (Tabla 6),
lo cual puede deberse a que el gen es ancestral y se perdié en algunos grupos, o que fue
adquirido posteriormente por los distintos taxones en forma independiente. La segunda
hipotesis es la que se encuentra mejor sustentada, ya que ciertos grupos de retroelementos
LTR parecen haber obtenido el gen Env a partir de virus preexistentes, segun la homologia
encontrada entre la proteina Env de los retroelementos LTR y las virales (Malik et al.
2000(Malik et al. 2000). Si una infeccién viral ocurri6 simultaneamente con la
retrotransposicion de un retroelemento LTR, una recombinacion heterdloga pudo provocar
que el gen Env fuese adquirido por el elemento LTR (Malik et al. 2000).

Los elementos del clado Gypsy pudieron obtener el gen desde Baculovirus, los cuales
poseen una proteina de fusién viral F, homologa a Env (Pearson & Rohrmann 2002). Los
Baculovirus son virus DNA doble hebra de insectos que no utilizan un intermediario RNA. Un
caso interesante es el elemento TED del lepiddptero Trichoplusia ni (Friesen & Nissen 1990),
gue se encuentra inserto en el genoma de un baculovirus donde pudo acceder al gen Env
baculoviral. Posiblemente su localizacion en esa posicion le permitié expresarse a elevados
niveles, aprovechando que la RNA polimerasa viral reconoce una secuencia promotora en
su LTR (Rohrmann 1986).

Los elementos Cer7 de C. elegans y Tas de A. lumbricoides, pertenecientes a la familia
BEL/Pao, habrian obtenido sus genes Env desde Phlebovirus y Herpesvirus
respectivamente (Felder et al. 1994; Bowen & McDonald 1999). Los Phlebovirus son virus
RNA simple hebra que infectan artropodos y vertebrados, y los Herpesvirus son virus DNA
doble hebra sin intermediario RNA que infectan solamente vertebrados.
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Adquisicién del gen env en Retroviridae

Existe escasa informacion del origen del gen Env en los Retroviridae. Se conocen casos de
genes Env quiméricos formados por eventos de recombinacion entre virus endogenos y
exogenos (Benson et al. 1998). También se han descrito adquisiciones entre Retroviridae de
distintas especies. Es probable que después de la encapsidacién conjunta de dos genomas
retrovirales heterdlogos, ocurriera un evento de recombinacion que permitiera a uno de ellos
obtener el gen Env del otro (Katz & Skalka 1990).

Un ejemplo de adquisicion entre Retroviridae enddgenos de distintas especies, es el
retrovirus de felino RD114, que emergio luego de sucesivos eventos de adquisicion del gen
Env entre Retroviridae de felinos y de primates (Sitbon et al. 2004). Entre Retroviridae
exogenos, un ejemplo de adquisicion son MLV (Murine Leucemia Virus) y HTLV (Human T —
Lymphotropic Virus), prototipos de los géneros Gamma y Deltaretroviridae respectivamente.
Dentro de Retroviridae, estos géneros son los mas distantes entre si desde el punto de vista
filogenético (Tristem 2000). Sin embargo, Sitbon et al. reportaron que los genes Env de
ambos Retroviridae estan cercanamente relacionados, que presentan una organizacion
modular y motivos del componente SU muy similares, sugiriendo que estos genes podrian
tener un ancestro en comun (Sitbon et al. 2009). Estos ejemplos de adquisicion entre
Retroviridae, sugieren que el gen Env tuvo un origen polifilético en los mismos.

Origen celular de env?

La estructura y funcién de los componentes SU y TM de la proteina Env podrian
relacionarse con proteinas normales de una célula. La estructura del dominio de unién al
receptor del componente SU de la proteina Env, se asocia con la superfamilia de
inmunoglobulinas (Fass et al. 1997), mientras que la capacidad de fusion de membranas del
componente TM lo asocia con proteinas de fusién celular y proteinas de membrana
involucradas en el trafico de membrana (Poumbourios et al. 1999; Weissenhorn et al. 1999).
Se ha sugerido que el gen Env pudo formarse por recombinaciéon de exones no alélicos
(exon shuffling), y posteriormente ser adquirido por virus (Boeke & Pickeral 1999; Sitbon et
al. 2004), o que secuencias de retroelementos LTR hayan sido “domesticadas” por el
genoma huésped para cumplir funciones en el mismo.

Relaciones filogenéticas

Las relaciones evolutivas entre especies pueden inferirse a partir del alineamiento de
secuencias, tanto nucledtidicas como aminoacidicas, y su posterior analisis filogenético. Las
secuencias utilizadas pueden corresponder a médulos que codifiquen alguna funcién, como
lo son los dominios del ORF Pol o Gag.

Filogenias RT

Andlisis filogenéticos basados en el dominio retrotranscriptasa indican que los
retroelementos LTR de la familia Ty3/Gypsy se encuentran mas estrechamente relacionados
con los Retroviridae (Xiong & Eickbush 1990; McClure 1991). La familia Ty3/Gypsy, la cual
incluye a los retrovirus de invertebrados, se sitta como un grupo hermano de los
Retroviridae, compartiendo un Unico ancestro comudn (grupo monofilético) (Fig. 13). Estos
resultados se sustentan también por el orden de los dominios del ORF Pol, ya que ambos
grupos tienen el mismo orden (PR — RT — RNH — IN).
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RNA Dependent
RNA Polymerases

Filogenias RNH

Fig. 13 — Arbol filogenético del
dominio retrotranscriptasa de
todos los elementos que lo
poseen, utilizando el método
Neighbor-Joining  (modificado
de Xiong & Eickbush 1990).

A diferencia de los analisis filogenéticos basados en el dominio RT, los estudios de RNH
sitlan a los Retroviridae més distantes a los retroelementos LTR (Fig. 14) (Malik & Eickbush
2001). Para explicar estos resultados se ha sugerido que los Retroviridae adquirieron un
nuevo dominio RNH més efectivo (Malik & Eickbush 2001). Sin embargo, parecen haber
conservado parte del dominio RNH previo, ahora denominado “tether” o “connection”,
localizado entre los dominios RT y RNH actuales (Kohlstaedt et al. 1992). El “nuevo” dominio
RNH es el dominio enzimaticamente activo, mientras que el dominio “tether” podria realizar
funciones estructurales ancestrales, tales como la formacion del heterodimero RT (Divita et
al. 1994; Wang et al. 1994; Debyser & De Clercq 1996) y la incorporacion de la RT en la

particula viral (Mak et al. 1997).
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Fig. 14 — Arbol filogenético
del dominio RNAsa H,
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(modificado de Malik &
Eickbush 2001).
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Filogenias IN

Los subdominios del dominio IN también se han utilizado para analisis filogenéticos. Con los
subdominios N-terminal y central, los mas conservados, los resultados fueron similares a los
obtenidos con la RT (Capy et al. 1997). Pero en el caso del subdominio C-terminal, los
resultados fueron dispares, segun fuese el método de analisis utilizado. Neighbor Joining
apoya las relaciones previamente observadas con el andlisis de la RT, pero Maxima
Parsimonia divide a Retroviridae en dos ramas con probable origen polifilético (Llorens et al.
2008). Esto puede deberse a la presencia del moédulo GPY/F, localizado dentro del
subdominio C-terminal. Un arbol filogenético con Maxima Parsimonia que no contemple al
modulo GPY/F, coincide con el obtenido con Neighbor Joining (Llorens et al. 2008).
Probablemente el médulo GPY/F fue una adquisicion posterior en el dominio integrasa
(Malik & Eickbush 1999).

Filogenias Gag, Pol y Gag — Pol

Llorens y colaboradores (2008) hicieron analisis filogenéticos con dominios concatenados de
Retroviridae y Ty3/Gypsy (incluyendo retrovirus de invertebrados), mostrando relaciones
mas estrechas entre los miembros de ambos grupos. La filogenia de la concatenacion de los
ORFs Gag-Pol, también los propone como grupos hermanos e independientes, con origenes
monofiléticos, siendo el de los Retroviridae cercano al clado Micropia/Mdg3 (Fig. 15a). La
filogenia de los dominios concatenados del ORF Pol sustenta o mismo, excepto que el
origen monofilético de los Retroviridae se ubica cercano al clado Errantivirus (Fig. 15b).
Contraria a estas Ultimas interpretaciones, la filogenia de la concatenacion de los dominio
del ORF Gag, muestra un origen polifilético de los Retroviridae, donde cada una de las
clases estaria relacionada con uno o mas linajes de la familia Ty3/Gypsy (Fig. 15c).
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Fig. 15 — Arboles filogenéticos de dominios concatenados de retroelementos LTR (en
color negro) y Retroviridae (en color rojo). A — dominios del ORF Gag — Pol, sugieren
que los Retroviridae tienen un origen monofilético, cercano al clado Micropia/Mdg3.
B — dominios del ORF Pol, sugieren que los Retroviridae tienen un dominio
monofilético, cercano al clado Errantivirus. C — dominios del ORF Gag, sugieren que

los Retroviridae tienen un origen polifilético, a partir de distintos linajes de la familia
Ty3/Gypsy (modificado de Llorens et al. 2008).
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Segun la filogenia de los dominios concatenados del ORF Gag, La clase Il de Retroviridae
se agrupa con los clados Micropia/Mdg3, Osvaldo, Mag, Cerl y Cer2-3; la clase | se agrupa
con el clado Athila/Tat, y la clase 1ll con los Errantivirus y 412/Mdgl. Los autores plantean
gue cada una de las clases de Retroviridae se remonta al menos a tres ancestros Ty3/Gypsy
gue emergieron en diferentes momentos evolutivos, previo a la divergencia protostomados-
deuterostomados, denominandola “Hipétesis de los tres reinos” (Llorens et al. 2008). Se
denomina de “los tres reinos” porque los retroelementos LTR utilizados en estos andlisis
filogenéticos, se distribuyen en plantas, hongos y animales.
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Evolucidon de los retroelementos LTR, Retroviridae y sus huéspedes

El estudio realizado por Llorens et al. (2009), superpone la historia evolutiva de
retroelementos LTR, los Retroviridae y sus huéspedes eucariotas para establecer
eventos macroevolutivos que llevaron a su actual distribucion (Fig. 16).
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Fig. 16 — Superposicion de la evolucion de los retroelementos LTR y Retroviridae,
con sus respectivos huéspedes (modificado de Llorens et al. 2009).
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Durante la separacion de los eucariotas en los principales supergrupos (Keeling et al. 2005),
el ancestro de los retroelementos LTR diversificé en las familias Tyl/Copia y Ty3/Gypsy,
probablemente por el reordenamiento gendmico del ORF Pol. Este ancestro pudo tener el
mismo orden que la familia Ty1l/Copia, debido a que ésta se considera la més antigua de los
retroelementos (Xiong & Eickbush 1990). Posteriormente, emergieron los elementos Bel/Pao
y Retroviridae.

Dentro de la familia Ty3/Gypsy, los cromovirus (rama 1) serian los mas antiguos, debido a su
amplia distribucion en los eucariotas. Su ausencia en animales invertebrados podria deberse
a su extincion local, o a su apariciébn en otros eucariotas y consecuente transferencia
horizontal a vertebrados (Miller et al. 1999; Llorens et al. 2009). Por otro lado, la rama 2 se
encuentra soélo en plantas y animales.

Los elementos Bel/Pao habrian aparecido junto con los animales, debido a que no se
encontraron en hongos y plantas. Los elementos Tyl/Copia muestran una gran distribucion
en todos los eucariotas, con algunas excepciones. Al parecer, habrian diversificado menos
gue los elementos de la familia Ty3/Gypsy (Llorens et al. 2009).

Los Retroviridae probablemente aparecieron durante la evolucion de vertebrados. Las
distribuciones de Retroviridae y Ty3/Gypsy se solapan en peces, reptiles y mamiferos, pero
no en aves, donde no se han encontrado retrotransposones LTR pero si Retroviridae. En
mamiferos particularmente, se han identificado algunos pocos retrotransposones LTR
autonomos (Lynch & Tristem 2003; Dewannieux et al. 2004), pertenecientes a la familia
Ty3/Gypsy.
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CONCLUSIONES

Los retroelementos LTR y los Retroviridae, poseen una organizacion estructural casi
idéntica, y utilizan los mismos mecanismos para su replicacion. Esto llevé a indagar sobre
sus origenes, sugiriendo que los Retroelementos LTR fueron los precursores de los
Retroviridae.

Dentro de los retroelementos LTR, la familia Ty3/Gypsy presenta el mayor grado de similitud
con los Retroviridae, tanto a nivel estructural (orden de los dominios del ORF Pol) como de
replicacion (utilizan el desplazamiento ribosdmico en la expresion, un mismo cebador para la
retrotranscripcion, etc.), sugiriendo que la transicién se dio entre estos dos grupos. Analisis
filogenéticos basados en distintos dominios proteicos confirman que ambos son muy
cercanos. Estos analisis también indican, segun las variaciones en las topologias de los
arboles, la evolucion modular de los retroelementos LTR.

La transicion entre los retroelementos LTR y los Retroviridae estaria asociada a la
adquisicion del gen Env, que codifica a una glicoproteina que otorgaria propiedades
infectivas a los Retroviridae, permitiendo su entrada a otras células. Su introduccién en los
retroelementos LTR fue polifilética, a partir de distintas fuentes virales. Mientras que en
Retroviridae, los numerosos casos de transferencia de genes Env asi como analisis
filogenéticos de los dominios concatenados del ORF Gag, indican la naturaleza quimérica de
estos elementos, dificultando establecer posibles fuentes del gen Env.

El retrovirus endégeno Gypsy representaria el mejor ejemplo de esta transicién, debido a
gue su gen Env provendria de baculovirus, con los cuales comparte el rango de huéspedes.
A pesar de no poseer el dominio matriz, gypsy ha demostrado ser infeccioso y capaz de
utilizar otras vias de salida de la célula donde se expresa, vias que también pueden ser
utilizadas por algunos Retroviridae.

La generacion de nuevos niveles de complejidad durante la evolucion de los eucariotas
probablemente influyeron en la evolucion y radiacion de los retroelementos LTR, y en la
emergencia de los Retroviridae. La superposicion de sus historias apoya los resultados de
los estudios comparativos y filogenéticos: que en la evolucion de los retroelementos LTR y
Retroviridae, se combinaron procesos graduales de divergencia con eventos modulares y
reordenamientos genémicos.
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