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INTRODUCCION

Cuando el genial e imaginativo Kary B Mullis, justamen-
te galardonado con el premio Nobel de Quimica de este afio,
llegd a la idea de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) tuvo que parar su coche cuando circulaba de noche
por una carretera del norte de California. Inmediatamente
se dio cuenta de que se estaba produciendo una revolucion
en las Ciencias Biomédicas. Lo que mds engrandece el des-
cubrimiento de Mullis es que todos los elementos necesarios
para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
existian y se empleaban desde hacia tiempo en las técnicas
de Biologia Molecular, solo hacia falta que alguien pusiera
todos los componentes juntos. Los cebadores (primers), ya
se utilizaban en reacciones de secuenciacion, solo habia que
poner otro en la otra cadena y en direccion contraria, afiadir
los nucledtidos, la polimerasa, y finalmente, y este es otro de
los elementos imprescindibles, en repetir este proceso cicli-
camente para que el fragmento comprendido entre los ceba-
dores se amplificara. El producto de la primera reaccion ser-
via de molde para la segunda y asi sucesivamente hasta te-
ner una amplificacion exponencial. Con ello se llega a am-
plificar de una molécula molde inicial hasta a 10° moléculas
cuando todo el proceso estd optimizado. En estos momen-
tos es dificil encontrar algin campo de las Ciencias Biomé-
dicas en el que la PCR no haya supuesto un notorio avance.
Existen numerosos ejemplos en Medicina en general, asi
como en distintos tipos de diagnostico, estudios sobre cdn-
cer, medicina legal y forense, etc. y evidentemente la Viro-
logia no podia ser una excepcion.

En la presente revision se va a tratar de dar una vision ge-
neral de la utilizacion de la PCR en distintos campos basi-
cos de la Virologia y reflejan las comunicaciones habidas du-
rante un Simposio Paralelo llevado a cabo durante el ultimo
congreso Nacional de Virologia en Barcelona. Este articulo
no pretende ser exhaustivo (son todos los que estdn pero no
estan todos los que son) sino mds bien indicativo de los dis-
tintos tipos de trabajo en los que el uso de la PCR supone
una gran ayuda y también ser una fuente de referencias bi-
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bliograficas. No se comentardn directamente trabajos de
diagnostico virologico humano. Vamos a resefiar solo algu-
nas de las aplicaciones diagnosticas de la PCR a trabajos de
tipificacion y diagnostico de grupos nacionales publicados
en revistas internacionales. Asi un grupo del Instituto Car-
los I1I ha puesto a punto un ensayo de tipificacion de los dis-
tintos virus Herpes y Hepatitis por PCR multiple (Tenorio
y cols 1993). Se ha estudiado la transmision horizontal del
virus de la hepatitis C (Camarero et al 1993). También se
ha estudiado el citomegalovirus por Delgado y cols 1992 y
el varicela-zoster por Echevarria y cols en prensa.
Evidentemente una de las primeras aplicaciones que se hi-
cieron en Virologia, se centraron en el diagndstico humano
de enfermedades viroldgicas y en concreto en el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1) (Kwok et al 1987). Sin
embargo la misma potencia de la técnica que permite am-
plificar hasta 1000 millones de veces un molde inicial tam-
bién ha sido su mayor problema para una utilizacién masi-
va en el diagndstico viroldgico y microbioldgico. Reciente-
mente se han buscado soluciones para el problema de las
contaminaciones, que ha estado limitando seriamente la ex-
pansion definitiva de la PCR en el diagnéstico. El método
ideado se basa en la adicién de un nucledtido modificado la
deoxi-uridina trifosfato a la mezcla de reaccidn y ademds la
presencia de la uracilo DNA glicosilasa que permite degra-
dar las moléculas que ya han sido previamente amplificadas
y presentan el nucledtido modificado (Longo et al 1990).
De todas formas nos gustaria resaltar que sobre todo en el
diagndstico y aun en el campo de la investigacion hay que
tener siempre presente el problema de las contaminaciones.
El poder de amplificacion de la técnica es al mismo tiem-
po su mayor peligro pues existe una enorme cantidad de co-
pias en un tubo de reaccién. Cuando la reaccion se ha llevado
a cabo correctamente existen por lo menos 10° moléculas en
los 100ul de reaccion, lo que implica que en | existen 107
moléculas y en una milésima de microlitro 104 copias. Esta
tltima cantidad es claramente invisible y probablemente
menor que el volumen de los aerosoles que se producen al
abrir un tubo. Estos numeros, de sobra conocidos, nos pue-
den servir para centrarnos en cuales son las cifras que se ma-
nejan cuando hablamos de una amplificacién por PCR.
Una regla muy general en la PCR, es que «cuanto menos
mejory. Esto se aplica a la cantidad de molde que se afiade,
a las concentraciones de nucledtidos y cebadores, al nimero
de ciclos, a los tiempos de cada proceso en el ciclo etc... Este
aspecto hace referencia a que es muy conveniente el tratar
de optimizar las condiciones en que se realiza el ensayo y no
conformarnos con la obtencion de una banda en un gel, que
a veces salen con demasiada facilidad. Hay que tener en
cuenta que el estar realizando el ensayo con una bajada de
la eficiencia de amplificacion de un 20-30 % puede suponer
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que al final tengamos una eficiencia de amplificacion de 106

veces menor aunque aun asf seamos capaces de ver el pro-
ducto amplificado.

APLICACIONES DE A TECNICA DE PCR AL
CLONAJE Y LA MUTAGENESIS DIRIGIDA EN
VIROLOGIA

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha modifi-

cado la manera de abordar los estudios de Biologia Molecu-
lar asi como las preguntas que se pueden hacer, ademds de
facilitar el trabajo con DNA recombinante. En particular, el
hecho de poder amplificar especificamente dcido nucléico de
virus, presente a veces en cantidades muy bajas, ha permi-
tido el estudio de su material genético tanto en el aspecto de
identificacion de secuencias como en el de atribucion de fun-
ciones (Ehrlich et al., 1991). La aplicacién de PCR para am-
plificar secuencias Vlrales con objeto de clonarlas en plasmi-
dos estd tan extendida que es dificil encontrar referencias bi-
bliograficas en que no se utilice esta metodologia. Por ese
motivo, las referencias que se citan en este apartado repre-
sentan algunos ejemplos de su aplicacion a la virologia.
El uso del PCR ha eliminado la limitacion que imponia el
estar sujeto a los sitios de restriccion presentes naturalmen-
te en una determinada secuencia de acidos nucléicos, y a los
complicados sistemas que se utilizaban para producir extre-
mos bien definidos compatibles con los sitios de clonaje en
el vector deseado. Por otra parte, en combinacién con la
transcriptasa en reverso o bien utilizando polimerasas ter-
moestables con capacidad de utilizar RNA como molde,
como la Tth (Myers and Gelfand, 1991), la amplificacién y
¢l clonaje de virus RNA como el de la coriomeningitis lin-
focitica humana (Salvato y Shimomaye, 1989) o del VIH
(Arrigo et al., 1989) se ha convertido en un experimento «fa-
ciby, comparable al del virus DNA.

Los cebadores utilizados en el PCR pueden ser disefiados
para que incluyan: (i), sitios de restriccion que faciliten el
posterior clonaje en el vector adecuado, como se hizo para
clonar el gen tat de aislados secuenciales de HIV (Lo et al.,
1992); (i1), sefiales de inicio de la transcripcion que incluyen
el promotor reconocido por la RNA polimerasa del fago T7,
por ejemplo en el caso de estudios in vitro de la sintesis de
RNA del arenavirus Tacaribe (Garcin and Kolakofsky,
1992) o cuando se estudié la unidn de factores celulares a
transcritos del reovirus de plantas Wound tumor virus (Dall
et al., 1990); (iii), sefales de inicio y parada de la traduc-
cién, por ejemplo, en el estudio del efecto sobre el metabo-
lismo celular de la expresion de la proteasa 2A de polio (Da-
vies et al., 1991) o en la construccion de RNAs bicistrénicos
que permitié la comparacion de la actividad de elementos
que facilitan la entrada interna de ribosomas en el virus de
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la ficbra aftosa (Martinez-Salas et al., 1993); (iv), adicion de

tramos hOmOpohmencos como es el caso de 15 Timinas afia-
didas en la construccion de un clon infeccioso del virus de

la fiebre aftosa (Rieder et al., 1993) o incluso cebadores p(_)ly
(dT) de 30 nucledtidos de longitud, utilizados para estudiar

el procesamiento de los transcritos del Citomegalovirus hu-
mano (Rawlison and Barrel, 1993); (v), construccion de ge-

nes sintéticos a partir de cebadores, como el gen rev de
HIV-1 (Heaphy et al., 1990); entre otros.

Ademds, los propios cebadores se utilizan en multiples
versiones para realizar mutagénesis dirigida, tales como mu-
taciones puntuales que permiten asignar funciones a deter-
minados aminodcidos de proteinas, como es el caso de la
proteasa 3C de polio (Hammerle et al., 1992), o bien las mu-
taciones puntuales multiples 1ntr0duc1das en la secuencia in-
mediatamente anterior al gen gp48 del citomegalovirus hu-
mano para estudiar la funcién que dicha secuencia ejerce so-
bre la traduccién (Degnin et al 1993); inserciones o delecio-
nes introducidas para estudiar la presencia de un sitio de en-
trada interna de ribosomas en el genoma del virus de la He-
patitis'C (Tsukigama-Kohara et al., 1992), etc.

Sin embargo, en ausencia de smos de restriccidn en los ce-
badores o por incompatibilidad de sitios de restriccién con
el vector, el clonaje se puede hacer en extremos romos, como
hicieron Glass et al., (1993) con fragmentos de la zona no co-
dificante del virus de la Hepatitis A, después de fosforilar
los extremos 5’ con T4 polynucleotido kinasa y reparar los
extremos de los fragmentos amplificados por PCR utilizan-
do T4 DNA polimerasa o el fragmento Klenow, o bien, apro-
vechando la propiedad que tiene la Taq polimerasa de afia-
dir un residuo de dAdenosina en el extremo 3’ de algunas
de las moléculas amplificadas (Clark, 1988). De esta forma,
la preparacidn de un vector cortado con un enzima de res-
triccion que produce extremos romos y al que se le ha afia-
dido un residuo de dT permite el clonaje directo de fragmen-
tos amplificados por PCR. Por tiltimo, el tamafio de los frag-
mentos que se pueden amplificar por PCR ha aumentado
considerablemente (Ohler and Rose, 1992), lo que ha facili-
tado en gran medida el estudio de genes de tamafio superior
a las 3kb.

Las posibilidades que ofrece el PCR para facilitar el tra-
bajo con DNA recombinante son innumerables, dependien-
do de la imaginacion del autor para disefiar buenos cebado-
res asi como de utilizar las condiciones experimentales ade-
cuadas, que permitan la amplificacién y posterior modifica-
cion del dcido nucléico correspondiente. De ello es prueba
las multiples publicaciones que aparecen sobre PCR, algu-
nas de las cuales permiten amplificaciones de dcidos nucléi-
cos en los que s6lo se conoce la secuencia de nucle6tidos de
uno de los extremos, e incluso, cuando s6lo es conocida un
tramo de secuencia interna (Frohman, 1993).
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ESTRATEGIAS BASADAS EN PCR PARA LA
CARACTERIZACION DE GENOMAS VIRALES

La aplicacién de la técnica del PCR al diagndstico y ca-
racterizacion de acidos nucléicos virales ha constituido una
revolucion tanto por el gran incremento de la sensibilidad
en la deteccion como por la alta especificidad de algunos de
los métodos desarrollados. La enorme capacidad de detec-
cion de esta técnica ha permitido una mayor eficiencia en la
identificacion de individuos portadores inaparentes, en es-
pecial en retrovirus y virus de la hepatitis B (como revision
ver PCR Protocols, a guide to methods and applications,
1990, Academic Press).

Esta revision se centra en la discusion de la aplicacién del
PCR a la caracterizacién de genomas virales, y pretende no
tanto dar una vision exhaustiva de los logros alcanzados en
cada sistema como ofrecer una descripcién breve de los prin-
cipales estrategias empleadas para la distincién y clasifica-
cion de genomas virales. En general, muchos de los métodos
empleados en virologia han sido desarrollados previamente
para el estudio de organismos eucaridticos, pudiéndose en-
contrar una excelente revision de ellos en Erlich and Arn-
heim (1992).

Bésicamente, ¢l problema a resolver es la comparacién de
regiones de genomas virales para establecer el parentesco
existente entre distintos individuos. Esta necesidad de dis-
tinguir y agrupar virus es especialmente relevante en siste-
mas altamente variables, como los ribovirus. Los procedi-
mientos empleados se pueden dividir en dos grupos, aque-
llos para cuya aplicacién no es necesario el conocimiento de
la estructura primaria de la region a comparar, y aquellos
otros cuyo disefio estd basado en Ia secuencia de nucledti-
dos de la region a comparar.

Dentro del primer grupo de estrategias, el requerimiento
previo consiste en disponer de cebadores que flanqueen la re-
gién polimérfica a analizar. Para la caracterizacién del pro-
ducto amplificado se han utilizado diferentes estrategias:

— Secuenciacion. Constituye el método que mds informa-
¢ién proporciona y por tanto el més sensible para la detec-
cion de polimorfismos y que serd tratada en el siguiente apar-
tado.

Inicialmente, la secuenciacion de estos los productos de
PCR se llevé a cabo a partir de moléculas clonadas, proce-
dimiento susceptible de producir artefactos debidos a la in-
corporacion errénea de nucleGtidos por la Taq polimerasa.
En la actualidad son muchos los sistemas para los que es po-
sible la secuenciacion directa, la cual elimina los problemas
derivados de la seleccion clonal, y permite un andlisis de las
secuencias promedio amplificadas. El método de secuencia-
cién mas empleado es el de terminacién de cadena (Sanger
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et al., 1977), habiéndose utilizado tanto cebadores como nu-
cledtidos marcados, asi como moléculas de una banda gene-
radas por PCR asimétrico (Haliassos et al., 1989) o por cap-
tura de una de las bandas en columnas de afinidad (Hult-
man et al,, 1991). Asimismo, s¢ han empleado procedimien-
tos de amplificacion en cadena con polimerasas termoesta-
bles para aumentar la sensibilidad de la secuenciacién (Rua-
no and Kidd, 1991). En cualquier caso, la experiencia acu-
mulada indica que los cebadores utilizados en la secuencia-
cion directa, cuya seleccion es por el momento en gran parte
empirica, juegan un papel importante en la cantidad y cali-
dad de las secuencias obtenidas.

— Andlisis de restriccion. El andlisis de polimorfismos en
los tamafios de los fragmentos generados tras digestién con
enzimas de restriccién (RFLP) ha constituido una estrategia
utilizada en diversos sistemas, como es el caso de poliovirus
donde se ha podido caracterizar los patrones de evolucidn vi-
ral antes y después de la introduccion de la vacunacién (Ba-
lanant et al., 1991). Este método permite circunscribir a una
regién del genoma el andlisis que para muchos sistemas se
venia realizando para la totalidad del mismo, lo que ofrece
la posibilidad de seleccion de marcadores. Al igual que en el
andlisis de genomas completos, este método presenta la i
mitacion de que solamente es posible detectar aquellas sus-
tituciones que dan lugar a cambios en los sitios de restric- *
cién analizados, fendmeno para cuyo tratamiento estadisti-
co son, en principio, vélidos los modelos existentes (Nei y
Li, 1979).

— Por ¢l momento, otros métodos utilizados para el es-
tudio de polimorfismos en organismos superiores y virus, ba-
sados bien en la deteccidn de desapareamientos entre hibri-
dos tanto por métodos quimicos (Cotton et al., 1985) como
enzimaticos (Winter et al., 1985, Lopez-Galindez et al 1991),
o en la distinta movilidad en geles de electroforesis con gra-
dientes desnaturalizantes de DNAs bicatenarios con peque-
fias diferencias en secuencia (Fischer and Lerman, 1983;
Wartell et al., 1990) no han sido frecuentemente utilizados
en combinacién con PCR.

Dentro de los métodos basados en diferencias conocidas
entre las secuencias a comparar cabe destacar:

— Empleo de sondas especificas de un determinado gru-
po de genomas virales. La utilizacién de oligonucle6tidos
marcados para la caracterizacion por hibridacién de los pro-
ductos de amplificacion transferidos un soporte sélido (dot
blot), ha permitido, mediante la utilizacién en cada caso de
las condiciones de hibridacién apropiadas, discriminar en-
tre virus con distinto grado de parentesco, por ejemplo di-
ferentes psicornavirus humanos (Hyypii et al., 1990) y pa-
pilomavirus (Ting and Manos, 1990).

— Amplificacion especifica de genotipo. Estd basada en
la seleccidn de cebadores en regiones polimoérficas que sean
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especificos de un determinado grupo de genomas. Los ceba-
dores deben acumular suficiente numero de mutaciones res-
pecto a los restantes genomas relacionados para conseguir
condiciones de amplificacion especifica. Esta estrategia ha
permitido en nuestro laboratorio la deteccion y amplifica-
cidn especifica de serotipo de genomas del virus de la fiebre
aftosa (Rodriguez et al., 1992), habiendo sido empleada,
también, para la caracterizacién de aislados de poliovirus
(Yang et al., 1992).

— Deteccién de variaciones en la longitud de los produc-
tos de amplificacion. El andlisis del tamafio de los produc-
tos amplificados por cebadores que flanqueen regiones que
contengan repeticiones en tdindem de secuencias, constituye
un método interesante para el estudio del polimorfismo de
poblaciones virales.

— La utilizacion de cebadores aleatorios (RAPD) (Welsh
et al., 1991) para el estudio de polimorfismos presenta para
virus el inconveniente del pequefio tamafio de sus genomas,
no habiéndose descrito amplificacién de este tipo mas que
en genomas virales de gran tamafo (Welsh et al., 1990). No
obstante, el empleo en esta técnica de cebadores selecciona-
dos (PCR anclada) puede permitir la obtencion de patrones
de amplificacion especificos de genotipo, como recientemen-
te se ha descrito para HIV-1 (McCutchan et al., 1992).

Los factores limitantes para el diseflo y eficacia de la ma-
yoria de las estrategias descritas dentro de este segundo gru-
po los constituyen tanto la cantidad de secuencias disponi-
bles como la posibilidad de utilizar métodos bioinformati-
cos adecuados para la seleccidn de las regiones especificas
de cada grupo de genomas a amplificar.

SECUENCIACION DIRECTA DE PRODUCTOS
DE PCR

A finales de los afios 70 se desarrollaron técnicas que hi-
cieron posible la determinacidn de la secuencia nucleotidica
de cualquier fragmento de DNA aislado. Desde entonces, las
técnicas de secuenciacion han avanzado enormemente, in-
crementando su rapidez y facilidad gracias a la utilizacion
de enzimas de restriccion con las que se obtienen fragmen-
tos de DNA mds pequefios, al clonaje molecular, que permi-
te separar fragmentos de 0.1 a 50 kb, a la utilizacién de mar-
caje radiactivo y a la utilizacién de procedimientos para el
andlisis rapido y preciso de las secuencias de los fragmentos.

Sin embargo el ltimo gran avance ha sido la adaptacion
y utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa para
el andlisis de secuencias de una manera mas fécil y rapida
en la llamada secuenciacion directa. Esta técnica se ha adap-
tado y se emplea para la secuenciacion de DNA basada en
el método de terminadores de cadena de Sanger. Su utiliza-
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cién ha supuesto la sustitucién de los métodos de clonaje
molecular asi como los de preparacion de DNA rn'old.e a se-
cuenciar. Esta técnica, unida a métodos de secuenciacion au-

tomética, ofrece la manera mds rapida y fiable de obtenerin-

formacion de secuencias nucleotidicas.
La secuenciacién directa o secuenciacién de productos de

PCR, presenta dos ventajas fundamentales: i) es mds facil

de estandarizar ya que es un sistema iz vitro que no depen-
de de organismos vivos y ii) es mas rdpido y fiable ya que
solo se requiere la obtencion de una secuencia por muestra.
Los métodos tradicionales requerian la secuenciacion de va-
rios clones por muestra para distinguir mutaciones de la
muestra de posibles mutaciones provocadas en la amplifica-
cioén.

La facilidad del método, asi como la fiabilidad de los re-
sultados sin Ia necesidad de pasar por el clonaje en bacterias
s¢ determina por:

i) la capacidad de los cebadores de amplificar solo la se-
cuencia diana.

ii) el método de obtencién de un molde adecuado para la
secuencia.

Sin embargo, uno de los problemas de la secuenciacion di-
recta, es la facilidad de re-asociacion que presentan las he-
bras de DNA amplificado una vez que ha sido desnaturali-

zado, lo que evita la hibridacién del cebador al DNA diana»

Por esto se han desarrollado dos tipos de secuenciacién di-
recta: unas en las que parte de DNA molde de cadena sim-
ple y otras en las que el molde estd en forma de DNA de do-
ble hebra.

Hay una serie de métodos para la obtencién de DNA mol-
de de cadena sencilla:

1. Amplificacion asimétrica

Este método consiste en la reamplificacidn del producto a
analizar en presencia de un exceso 1:100 de uno de los ce-
badores respecto al otro.

2. Utilizacion de uno de los cebadores biotinilado

La amplificacion se lleva a cabo con uno de los cebadores
biotinilados, de modo que el producto amplificado de doble
banda puede ser capturado por bolas magnéticas cubiertas
con avidina. La banda no biotinilada se elimina por trata-
mitneo con NaOH y las reacciones de secuenciacion se lle-
van a cabo sobre el molde de banda simple que se encuentra
inmovilizado.

3. Amplificacion gendmica y secuenciacion por transcrip-
cion (GAWTS)

En este caso, los cebadores utilizados para la amplifica-
ci6n del DNA a estudiar presentan sitios de union de la T7
RNA polimerasa. Tras la amplificacién, se lleva a cabo la
transcripcion in vitro para la obtencién de RNA de banda
simple para secuenciar.
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4. Secuenciacién ciclica

El molde se amplifica y secuencia simultdneamente me-
diante la adicion de didesoxirribonucledtidos en la mezcla
de amplificacion. La ventaja fundamental que presenta este
método es que se requieren cantidades minimas de DNA
molde. La marca radiactiva puede estar presente en la mez-
cla de reaccidén o se puede utilizar un cebador marcado.

Este método consiste en una amplificacion asimétrica en
presencia de marca radiactiva y de los didesoxinucledtidos,
que actuan como terminadores de cadena. Como DNA mol-
de se emplea una muestra amplificada previamente también
por PCR. El cebador utilizado para secuenciar puede ser uno
de los empleados para la amplificacion inicial del DNA o un
cebador interno («nested») del fragmento. Para evitar el ani-
llamiento o hibridacion inespecifica del cebador secuencia-
dor, se requiere que la primera amplificacion sea de gran es-
pecificidad o bien que la banda a estudiar se purifique antes
de su secuenciacion.

Recientemente se ha desarrollado un protocolo basado en
la secuenciacion ciclica en que la deteccion se lleva a cabo
por fluoresceina. En este caso, son los terminadores de ca-
dena los que estdn marcados y no los cebadores.

Las enzimas a utilizar para llevar a cabo la secuenciacion
se pueden utilizar DNA polimerasas termoldbiles, como Kle-
now, T7 DNA polimerasa modificada y transcriptasa inver-
sa. También se puede utilizar la Taq polimerasa, enzima al-
tamente termoestable que permite trabajar a temperaturas
elevadas. Este hecho tiene la ventaja de que de esta manera
se evitan la mayoria de las estructuras secundarias. Sin em-
bargo, esta enzima presenta una Km por desoxinucle6tidos
relativamente alta y no parece presentar actividad 3’exonu-
cleasa, lo que puede llevar a incorporaciones y terminacio-
nes incorrectas. )

Las aplicaciones de la secuenciacion a la investigacion cli-
nica son obvias, como pueden ser la deteccién de variacio-
nes en poblaciones virales o mutaciones responsables de re-
sistencia a farmacos en genomas virales como puede ser en
el caso de virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
agente etioldgico del SIDA.

Ademds de la identificacion y estudio de virus como el
VIH, un tema en el que la secuenciacion tiene gran impor-
tancia es en la identificacién y deteccién de las mutaciones
responsables de la adquisicion del VIH de fenotipo resisten-
te a drogas tras el tratamiento de pacientes infectados por
este agente infeccioso. Este fenomeno, que se describid por
primera vez en pacientes que habian sido tratados con AZT
durante al menos 6 meses, se ha relacionado con la apari-
cion de mutaciones en 5 aminodcidos del dominio de poli-
merizacion de la enzima transcriptasa inversa (RT). De la
misma manera, la aparicion de cepas de VIH resistentes al
resto de los antivirales desarrollados hasta el momento se ha
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relacionado con la deteccidon de mutaciones en distintas po-
siciones de esta region de la RT.

Ademas, el empleo de la secuenciacién ciclica, con la que
se estudia la secuencia global, ha permitido detectar la pre-
sencia de subpoblaciones distintas conformando un mismo
virus. En relacion con el tema de resistencia a drogas del
VIH, tanto poblaciones tipo salvaje como mutantes presen-
tan heterogeneidad en su genoma.

Por todo esto, la utilizacién de la PCR para la secuencia-
cion ha supuesto un avance importantisimo, facilitando en
gran manera esta técnica.

APORTACIONES DE LA INFORMATICA A LA
PCR

La aplicacion de técnicas informaticas al disefio de expe-
rimentos de PCR mejora notablemente su rendimiento, y
ademas permite el disefio de sistemas de deteccidn comple-
jos que tengan en cuenta la variabilidad en los genomas am-
plificados, asi como muchas otras caracteristicas.

La primera aplicacion de la informatica a la PCR consis-
tio en el disefio de cebadores, asistido por ordenador. Qui-
zds la aportacién mds conocida fue el programa Oligo
(Rychlik y Rhoads, 1989), aunque también cabe citar el pro-
grama desarrollado por Lowe et al. (1990), orientado espe- ..
cificamente a PCR y con un algoritmo mas sofisticado. Un
abordaje alternativo del problema se baso en la busqueda de
aquellas regiones en las que los cebadores tenian mayores ga-
rantias de producir una amplificacidn éptima (Pallansch et
al., 1990). Posteriormente, se desarrolld software comple-
mentario que permitfa buscar cebadores con sitios de res-
triccidn de forma que pudieran ser usados para diagnostico
(Davidow, 1992), o que proporcionaba las temperaturas de
hibridacién optimas (Osborne, 1992), etc.

Mas recientemente se ha empezado a abordar ¢l problema
que constituye la existencia de una alta variabilidad en los
genomas objeto de amplificacion. Esto es especialmente im-
portante en el caso de los virus RNA, en los que su variabi-
lidad dificulta extraordinariamente la busqueda de regiones
que garanticen la amplificacion de todas las variantes. El pri-
mer programa para buscar cebadores especificos de familias
de secuencias se realizé extendiendo los criterios descritos
para una unica secuencia por Lowe et al (1990) al caso de
grupos de secuencias (Lucas et al., 1991). Al igual que en el
caso de una secuencia, también se han propuesto algoritmos
que buscan las regiones mds apropiadasj para escoger ceba-
dores dentro de ellas (Dopazo et al., 1993; Monpetit et al.,
1992). Recientemente, Dopazo y Sobrino (1993), han de-
sarrollado un programa que consiste en una mejora del al-
goritmo de Lucas et al (1991), especificamente orientado al
diagnostico mediante PCR.
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Los criterios en base a los que funcionan estos programas
se pueden dividir en dos categorias: «termodindmicosy, que
hacen referencia a la capacidad del cebador para hibridar en
la secuencia (descritos en Lowe et al. 1990) y de variabili-
dad. Entre los primeros se incluye el rango de tamafio per-
mitido para el cebador, el porcentaje de contenido en G+C,
la existencia de al menos un enlace C:C su el extremo 3’, as
como ciertos pardmetros indicadores de la propension del
cebador a hibridar consigo mismo o con su pareja, o a hi-
bridar en otras posiciones del DNA a amplificar. Respecto
a la variabilidad, el programa debe de comprobar que los ce-
badores localizados hibriden en una posicion unica en cada
una de las secuencias que se pretende detectar y, eventual-
mente, que no tenga probabilidad alguna de hibridar en otras
secuencias relacionadas pero que no se desee detectar en el
ensayo de PCR (ver Dopazo y Sobrino, 1993). Los parame-
tros que dan cuenta de estos criterios normalmente estan op-
timizados para las condiciones mds favorables para cual-
quier usuario, no obstante pueden ser modificados para ha-
cer frente a cualquier exigencia concreta.

En general, el disefio de cebadores asistido por ordenador
acelera y abarata considerablemente la busqueda de estos al
proporcionar las opciones termodindmicamente mds favora-
bles de forma rapida y segura, y puede tener en cuenta la va-
riabilidad del genoma analizado, si es necesario. En cuanto
a la disponibilidad del software cabe decir que la mayor par-
te de los programas descritos han sido desarrollados para or-
denadores personales tipo IBM-PC y compatibles.

La aplicacion de la bioinformatica al disefio de nuevos sis-
temas de deteccion, diagndstico o analisis de la variabilidad
basados en PCR es un campo prometedor. Entre las pers-
pectivas de futuro cabria citar dos, relacionadas con PCR y
cuyo funcionamiento es dificil de concebir sin un apoyo in-
formatico. Una de ellas es la evaluacion y la eventual apli-
cacién del anchored PCR (McCutchan et al., 1992), una téc-
nica de analisis de variabilidad basada en el uso de cebado-
res en «escalera» para una amplificacion multiple por PCR.
Segtin este plantemianto, la presencia o ausencia de bandas
de amplificacion estaria relacionado con la existencia cierto
numero de cambios en la region del cebador correspondien-
te. Otro punto importante es el criterio seguido para escoger
las regiones mas idoneas para amplificar cuando se preten-
de analizar la variabilidad, a nivel genético de los individuos
estudiados. Ambos puntos son actualmente objeto de estu-
dio en nuestro grupo.

LA PCR ES LA VIROLOGIA VEGETAL

Al igual que en otras areas de la Virologia, en el estudio
de los virus vegetales también ha tenido un enorme impacto
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la tecnologia de PCR. Las ventajas generales, ya discutidas,
de las técnicas basadas en la amplificacidn «in vitro» de los
4cidos nucleicos son totalmente aplicables al caso de los vi-
rus que infectan células vegetales. Los procedimientos nor-
males de clonaje, analisis de expresion génica, secuenciacion
de genes virales, mutagénesis y otros muchos se han visto in-
fluenciados, y en muchos casos profundamente alterados por
la progresiva implantacion de la PCR en los laboratorios que
estudian los virus vegetales. Una consideracion muy carac-
teristica de los virus vegetales es que la mayoria de los des-
critos poseen RNA como material genético encapsidado, lo
cual obliga al caso previo de sintesis del cDNA viral, en €l
proceso global de RT-PCR.

Independientemente de la multitud de aplicaciones gene-
rales de PCR, hay dos aspectos particulares en los que el im-
pacto en virus de plantas ha sido quizd de mayor repercu-
sion, y que merecen un comentario especial: el diagndstico
viral y la tipificacién molecular. En el caso del diagndstico
y la deteccion de virus en muestras vegetales, los cebadores
ejemplos publicados fueron sobre virus DNA, por ejemplo
el geminivirus del rayado del maiz (Rybicki y Hughes, 1990).
El diagnostico de los miembros de este grupo taxonémico
por PCR, tiene una gran importancia, ya que incorpora el
concepto de sensibilidad a la deteccién de unos virus de no
facil deteccion, fundamentalmente debido al bajo titulo ge-
neral que alcanzan en la planta infectada, pues muchos po-
seen una gran especificidad tisular, por su circunscripcion al
floema de las plantas infectadas. Desde 1990, se ha aplicado
la RT-PCR a un buen niimero de virus vetgetales con geno-
ma de RNA (Vunsh vy col., 1990, Jones y col., 1991, Kors-
chineck y col., 1991, Langeveld y col., 1991, Nicolas y Lali-
berté, 1991, Robertson y col., 1991, Rizos y col., 1992), al-
canzandose sistematicamente sensibilidades de deteccion
desconocidas con otras técnicas, y sin mayores limitaciones
conceptuales que la del conocimiento de la secuencia nucleo-
tidica de algun aislado del virus que se desea detectar, para
el disefio de los cebadores especificos. El nimero de secuen-
cias disponibles de virus vegetales de interés es ya muy ele-
vado y, al igual que en otras dreas de la Virologia estd cre-
ciendo constantemente.

En la mayoria de los casos publicados de deteccion de vi-
rus vegetales por PCR o por RT-PCR, la transposicion de
los métodos utilizados en laboratorios de investigacion o de
desarrollo, a la deteccion directa en laboratorios de diagnds-
tico es muy improbable. Ello se debe fundamentalmente a
dos razones: 1) Las manipulaciones de las muestras vegeta-
les que se suelen llevar a cabo en estos trabajos, con el fin
de enriquecerlas en 4cidos nucléicos, no son factibles cuan-
do se trabaja con un elevado niumero de muestras. De he-
cho, una de las caracteristicas del método ELISA, que lo ha-
cen especialmente adecuado para el diagndstico de virus ve-




getales es precisamente su simplicidad de manejo, y su nivel
de semiautomatizacion, tanto en las manipulaciones como
en la obtencion de resultados. 2) La deteccion de los DNAs
producto de la amplificacidnpor electroforesis en geles, difi-
culta seriamente €l tratamiento en paralelo de muchas mues-
tras, por la compliacién adicional del andlisis que supone
tanto la electroforesis, como el posterior examen visual de
los geles, para confirmar la presencia o la ausencia de una
banda de DNA.

Algunos autores han abordado la cuestion de la simplifi-
cacion del procedimiento para ir adaptandolo a los requeri-
mientos de un diagndstico rutinario. Asi, por ejemplo, se dis-
pone ya de métodos que reducen drésticamente las manipu-
laciones de la muestra, y trabajan directamente con extrac-
tos vegetales diluidos (Wetze] y col., 1991; Borja y Ponz,
1992; Castro y col., 1993; de Blas y col., en prensa). Sin em-
bargo, estos protocolos todavia adolecen de la falta de un sis-
tema automdtico de deteccion, y requieren del trasvase de
reactivos entre tubos, con el consiguiente impacto negativo
sobre el procesamiento de muchas muestras por andlisis, y
sobre la automatizacion del procedimiento, pese a que su-
ponen un innegable avance en el desarrollo de sistemas de
diagnéstico por PCR. ,

Recientemente se ha desarrollado un procedimiento
(PCR-INIA), que intenta superar algunos de los inconve-
nientes que para el diagndstico de rutina presentan los pro-
cedimientos habituales de PCR discutidos en el parrafo an-
terior (Nolasco y col., en prensa). Este procedimiento se es-
quematiza en la Figura 1. Algunos antecedentes inmediatos
del método, los constituyen la deteccién por inmunocaptura
del virus de la hepatitis A (Jansen y col., 1990), o del virus
de la sharka (Wetzel y col., 1992). Este método empieza igual
que un ELISA-DAS normal, mediante la inmunocaptura de
un determinado virus presente en un extracto vegetal, por
anticuerpos contra ese virus, absorbidos en un pocillo de una
placa de microtitulacion. El RNA viral, retenido también en
la placa, a través de su interaccion con la(s) proteina(s) de
la cubierta viral, es entonces sometido a RT-PCR, proceso
que se puede realizar en su totalidad en el mismo pocillo en
que se empezo el procedimiento, sin mads manipulacién que
lavados de la placa, del mismo tipo de los que llevan a cabo
en un ELISA. Frente a métodos anteriores basados en inmu-
nocaptura de viriones, la simplificacion mayor que supone
el procedimiento PCR-INIA radica en que el paso de sinte-
sis de cDNA viral se lleva a cabo directamente sobre las for-
mas virales retenidas en el pocillo, sin ningin paso de des-
naturalizacion de viriones encaminado a dejar accesible el
RNA viral a la accién de la transcriptasa inversa. Ello es de-
bido a que en las condiciones en las que se realiza la sinte-
sis, la transcriptasa inversa es capaz de utilizar directamen-
te el RNA viral como molde. Una variante del método uti-
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Figura 1. Método INIA

liza un anticuerpo monoclonal contra RNAs bicatenarios
para retener en el pocillo formas replicativas del virus. De
esta manera se puede utilizar este protocolo, tanto para la de-
teccion de aquellos virus contra los que no se disponga de an-
ticuerpos especificos, como de RNAs patdgenos subvirales,
como por ejemplo viroides, contra los que el diagnostico se-
rologico es poco o nada eficaz. Los productos de amplifica-
cién de la RT-PCR pueden ser detectados por una electro-
foresis convencional, o pueden ser cuantificados automati-
camente (también si se desea, en el propio pocillo, igual que
en un ELISA), mediante una lectura espectrofluorimétrica,
posterior a la adicién de un reactivo que haga fluorescer el
DNA amplificado, cuando se ilumina con luz ultravioleta.
Este método ha permitido la deteccidn de todos los virus y
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patogenos subvirales con los que se ha ensayado, y con limi-
tes de deteccion comparables a los de cualquier RT-PCR
convencional. Es de esperar que este y otros protocolos de
futuro desarrollo, van a permitir que los virus vegetales pue-
dan ser diagnosticados por PCR en un futuro préximo, con
una mejora importante en sensibilidad y especificidad, res-
pecto de los métodos hoy en uso.

Relacionado con el asunto de la deteccién de virus en ma-
teriales vegetales estd el tema de deteccion de virus en sus
vectores, especialmente insectos. Es éste un tema de especial
trascendencia en estudios epidemioldgicos, pues permite
analizar la presencia del patogeno en poblaciones circulan-
tes de sus vectores y relacionarlo con la incidencia real de la
enfermedad, y su velocidad de dispersion. La situacion ideal
de este tipo de analisis estd en poder diagnosticar la presen-
cia o ausencia de virus en insectos individuales. Este aspec-
to del diagndstico estd tecnologicamente algo més retrasado,
que el discutido anteriormente. Sin embargo, se dispone ya
de ejemplos en los que se ha conseguido esta deteccidn por
PCR. Asi, por ejemplo, el virus del mosaico de la coliflor (vi-
rus que encapsida DNA) se ha podido detectar por amplifi-
cacion enzimdtica en pulgones individuales, con gran efica-
cia (Loépez-Moya y col., 1992). El desarrollo eventual de pro-
tocolos similares para virus de RNA, especialmente aquellos
de transmision no persistente, ha de tener un gran impacto
en el desarrollo de modelos epidemioldgicos y de prediccién
de epidemias.

El otro aspecto de especial interés en Virologia Vegetal, en
lo referente a la utilizacién de la PCR es el de la tipificacion
molecular. El andlisis de la variabilidad en poblaciones cir-
culantes de virus se estd mostrando cada dia de mayor
importancia, tanto en estudios epidemioldgicos, evolu-
tivos, de analisis de recombinacion, de tasas de mutacidn,
vencimientos de resistencias en cultivares de plantas resis-
tentes a razas determinadas de un virus por parte de nuevos
patotipos, etc... La tipificacién seroldgica es wtil por su faci-
lidad experimental y su implantacion real. Sin embargo, po-
see serias limitaciones derivadas fundamentalmente del he-
cho de que permite analizar diferencias en proteinas estruc-
turales, contra las que es més facil disponer de anticuerpos,
pero no tan facilmente de proteinas no estructurales, y por
supuesto no de regiones no codificantes. La tipificacién vi-
ral por otras tecnologfas, como por ejemplo el andlisis de
proteccion frente a RNasa a la comparacion de secuencias de
regiones virales equivalentes, o el andlisis de polimorfismos
de fragmentos de restriccion (RFLPs), ha puesto de mani-
fiesto el potencial del anélisis molecular para la evaluacion
de la variabilidad y de la posible correlacion de tipos mole-
culares determinados con razas o patotipos biolGgicamente
reconocidos en anlisis de campo. En efecto, la posibilidad
de disponer de cantidades apreciables de regiones determi-
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nadas del genoma de distintos aislados de un mismo virus,
permite el andlisis, por ejemplo por RELPs, secuenciacion,
0 polimorfismo de conformacién monocatenaria (SSCP), y
la comparacién directa.

Un ¢jemplo reciente de tipificacién molecular por PCR de
un importante virus vegetal, lo constituye el caso del virus
del mosaico del pepino (CMV). Este virus encapsida RNA
y es uno de los virus vegetales mds polifagos y extendidos
que se conocen (Palukaitis y col., 1992). Se han descrito mul-
titud de aislados de CMV, que muestran una amplia varia-
bilidad en gama de huéspedes y en patogenicidad. Los ais-
lados de CMV sse han clasificado clasicamente en dos gran-
des grupos, llamados DTL y ToRS, que presentan propieda-
des biolégicas bastante diferentes. Estos dos grupos se pue-
den diferenciar también por sus propiedades seroldgicas y
de hibridacién de 4cidos nucléicos. Aunque distintos auto-
res han utilizado distintas terminologias para nombrar los
grupos, la correlacion entre criterios es en general buena, Es
éste un caso en que la tipificacion rapida de aislados es muy
descable y se inscribe en un contexto claro de clasificacién
previa. Recientemente se ha demostrado que es posible la ti-
pificacién también por PCR (Rizos y col., 1992). Estos au-
tores han utilizado cebadores en la PCR, que flanquean el

gen de la proteina de la cdpsida de CMV, por corte poste- - "f

rior del producto de amplificacion con la restrictasa Mspl
han conseguido la diferenciacién de aislados de uno y otro
grupo. La correlacién entre este método de tipificacién por
RFLP-PCR y los criterios anteriores es notablemente mayor.
En la misma linea de tipificacién molecular rapida de virus
de RNA altamente variables, en el Laboratorio de Virologia
Vegetal del CIT-INIA de Madrid, hemos aplicado el méto-
do PCR-INIA, descrito anteriormente, a la tipificacién mo-
lecular rdpida del virus de las manchas bronceadas del to-
mate (TSWV), a partir directamente del tejido vegetal infec-
tado, seguido de cortes con enzimas de restriccién (Marti-
nez-Herrera y col., manuscrito en preparacion). De esta ma-
nera se han podido identificar variantes de TSWYV, indistin-
guibles por agrupacién seroldgica de anticuerpos monoclo-
nales, y probablemente ligadas a distintos grados de patoge-
nicidad. Las variantes identificadas por andlisis de restric-
cién se han confirmado posteriormente por secuenciacion
del fragmento amplificado. Este mismo procedimiento, apli-
cado esta vez a potyvirus que infectan maiz, nos ha permi-
tido identificar dos nuevas cepas del virus del mosaico ena-
nizante del maiz, portador de un posible evento de recom-
binacion (Sanchez y col., manuscrito en preparacion).

En el extremo opuesto del grado de especificidad en la ca-
racterizacion por PCR, también se dispone de ejemplos de
utilidad tanto en diagndstico como en tipificacién viral. Asi,
por ejemplo, de Blas y col. (en prensa), han conseguido de-
tectar aislados pertenecientes a ambos grupos de CMV, por
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amplificacion de una region conservada en el RNA 3 viral.
Otros autores han conseguido amplificaciones que son vali-
das para grupos taxonoémicos enteros, independientemente
del virus particular del que se trate. Este es el caso de los ge-
minivirus (Rybicki y Hughes, 1990), potyvirus (Langeveld y
col,, 1991), o los luteovirus (Robertson y col., 1991).

En definitiva, en el escaso tiempo en que la PCR se ha usa-
do como herramienta en el estudio de los virus vegetales, se

han conseguido enormes avances, impensables hace tan sélo

unos afios. Probablemente, en el futuro préximo modifica-
ciones de la técnica y/o nuevos desarrollos basados en ella,
nos permitirdn profundizar ain més en nuestro grado de co-
nocimiento de este importante grupo de patégenos vegetales.

CONCLUSIONES

La PCR ha supuesto una auténtica revolucién en la Viro-
logia. Sin embargo todo su potencial todavia no ha sido de-
sarrollado y sus aplicaciones y variaciones van creciendo dia
a dia. Esperamos que esta revisién haya servido para dar a
conocer diferentes aspectos y aplicaciones de la técnica.
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