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especificidad. Ademaés, la cantidad
de producto acumulado es tan gran-
de que puede rehibridar y hace inutil
la presencia de la enzima. Todo ello
contribuye aque aparezcaun plateau
en la reaccion.

La fidelidad de la amplificacion se
ha demostrado por clonaje y secuen-
ciaciénde productos de amplificacion
aislados (frecuencia de error: 2x10*
por nucledtido por ciclo). La amplifi-
cacién y deteccién de una copia de
DNA-diana de 2 kb en 10 pg de DNA
(1,5x108 células diploides), es posi-
ble (1, 2). La amplificacién de RNA
puede ser obtenida después de su
conversion a DNA con los primers
convenientes y transcriptasa rever-
sa: el cDNA resultante puede ser di-
rectamente amplificado por la
polimerasa Taq.

Para detectar las secuencias
especificas de los virus se pueden
utitizar dos pasos: amplificacion con
polimerasa Taq del &cido nucleico
viral 6 sondas especificas. El orden
de estos pasos se esta investigando
actualmente (Fig 1). Paradetectarlas
secuencias especificas de los virus
amplificadas 6 no, se puede utilizar

una primera sonda consistente enun
plasmido recombinante linearizado
que contenga insertos complemen-
tarios al genoma del virus (sonda
especifica). Después, la presencia
de secuencias de la sonda especifica
se puede detectar con secuencias
complementarias del mismo plasmi-
do marcado (segunda sonda univer-
sal). La ventaja de este método estri-
ba en que se pueden realizarun gran
ndmero de hibridaciones con diferen-
tes sondas especificas marcando
solamente una misma sonda inespe-
cifica que actuaria como revelador
universal (3). La amplificacién de las
secuencias con la polimerasa Taq
puede hacerse, bien de las secuen-
cias del virus (se necesitan dos pri-
mers que definan la secuencia diana
a amplificar ), o bien de las secuen-
cias del plasmido utilizado como
sonda (los primers son conocidos).

Deteccién no radioactiva

Una vez identificado el segmento
de DNA utilizable como sonda, se
produce en grandes cantidades me-
diante su introduccién en una bacte-

A

e T—
——————O

genoma viral

ou
on

Primc;s virales para
a polimerasa Taq

primers de la sonda
para Ja polimerasa Taq

Fig. 1 Esquema de dos alternativas posibles de amplificacién
del genoma viral (A) 6 de la sonda especifica (B) y de su
deteccién con sondas universales marcadas

amplificacién de la polimerasa Taq

sonda especifica con secuencias
complementarias del genoma viral

sonda universal marcada

ria (4), o bien mediante sintesis de
polinucledtidos. Despues viene el
problema de marcario para su detec-
cién (5) y mas tarde conseguir un pro-
tocolo sencillo para que esta tecnolo-
gia pueda manejarse por personal
poco entrenado y en laboratorios
sencillos (6).

En los laboratorios de investiga-
cién, en general, las sondas de DNA
estan marcadas con isétopos radio-
activos. Para su deteccidn se utilizala
exposicién a peliculas fotograficas o
contadores radioactivos. Més recien-
temente sin embargo se estd aban-
donando este método debido a la-
coria vida media de las sondas, la
necesidad de instrumental complejo
y costoso y el problema de los dese-
chos radioactivos. Las nuevas estra-
tegias incluyen el empleo de marca-
dores enzimaticos o fluorescentes.

Las simplificaciones técnicas que
harfan posible el desarrollo de estas
pruebas a escala de kit de diagnosti-
co, estantodavia en fase de desarro-
llo. Los principales puntos son:

« Puesta a punto de un metodo
sencillo y répido de tratamiento de
muestras, es decirde convertirlas
muestras en DNA 6 RNA de cade-
na sencilla y a la concentracion
adecuada.

« Puesta a punto de unmétodo
no radioactivo para deteccion de’
la sonda una vez hibridizada (bio-
tinilacion).

- Obtencién de la sonda.

+ Desarrollo de un kit de diag-
néstico. ‘

La biotinilacién de las sondas de
DNA es quizas el mejor método ac-
tual de marcaje no radioactivo. La
biotinilacién se lleva a cabo por sus-
titucidn de los nucledtidos de timidina
por. derivados biotinilados. La incor-
poracién del derivado biotinilado a
cadenas nacientes de DNA'G RNA es
semejante a las del resto de los nu-
cledtidos.

El porcentaje de sustitucion afec-
ta entre el 40% y el 70% de las timidi-
nas y no interfiere con la cinética de
hibridacién. L.a sonda biotinilada e hi-
bridada a su secuencia complemen-
taria se detecta con proteinas ligado-
ras de la biotina marcadas con enzi-
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mas (avidina 6 estreptavidina marca-
das con peroxidasa o fostatasa alca-
lina). La presencia de estas enzimas
se revela con sustratos cuyo produc-
to es insoluble. La utilizacion de dos
sondas marcadas con distintas enzi-
mas permite la deteccion de dos
secuencias enununico experimento.
E1 DNA biotinilado, en contraste con
el marcado con 2P es estable durante
unos 2 afhos. Aunque l1a sensibilidad

Caariarer, o asplaevevo el

plificacion con la polimerasa Taq y
ngter maétndne na radicectivng de de-

| teccion incrementan la sensibilidad

(1,2).
Conclusiones

La alta especificidad de la hibrida-
cién de primers 'y elongacion con ia
polimerasa Taq es capaz de generar

‘fragmentos Unicos a partir de DNA 6

RNA comparables a los fragmentos

Discusion sobre
Proteccion legal de las invenc

Carmen Toledo de la Torre 'y Manuel il
~ Registrode la Propiedad Industrial, M® de Industria y Energia, P*

| Los pasados 17y 18 de.enero, bajo la

presidencia espafiola de la CEE, se

| empezd a discutiren el Consejo una

propuesta de directiva elaborada por

" 'a Comision y cuyo objeto es estable-

cerunaprotecciona través de paten-
tes de las invencinnes biotecnoldgi-
cas, invenciones que por sus carac-
teristicas peculiares, en ciertos casos
no han sido patentables hasta el mo-
mento en los paises comunitarios.

La delegacién espafiola esta for-

mada por juristas expertos en Propie-
dad Industrial y dos bidlogos y una
farmacéutica como asesores técni-
cos en este sector, con el apoyo téc-

nico del M® de Agricultura, a través

preparados mediante clonaje. Los
productos de la amplificacién pueden
usarse como sustratos paraunagran
variedad de procedimientos analiti-
cos 6 como-sondas especificas.

Debido a la acumulacion expo-
nencial de las copias procedentes de
una secuencia progenitora unica, 1a
amplificacion basada en la DNA poli-
merasa Taqrepresenta una forma de
clonaje in vitro que puede realizar
cpcrrEtrernyy e e therag'o qi?
de otra manera tardaria semanas dé
crecimiento hicldnicn v de purifica-
cion bioguimica. _

En el diagndstico de secuencias
virales, la amplificacion mediada por
la polimerasa Taq se ha usado para
la deteccion de los virus asociados al
SIDA (8) y al cancer cervical (9) a es-
cala de laboratorio, utilizando sondas
marcadas radioactivamente. #

del Instituto de Semillas, para el ase-
soramiento en ¢l controvertido pro-
blema de la patentabilidad de las va-
riedades vegetales. La presidencia
del grupo de trabajo recae en el Pro-
fesor Alberto Bercovitz.

Se han llevado a cabo ya tres se-
siones del grupo, restando aln dos
bajo la presidencia espafiola. Hasta
ahora el ritmo de los trabajos ha sido
muy intenso por loque no podrfades-

cartarse la posibilidad de que la dis-
- cusién quedase cerrada durante la
préxima presidencia francesa. Este .

ritmo viene motivado, fundamental-
mente, por el apoyo que estan brin-
dando las delegaciones alemana €

una nueva Directiva Comunitaria:
iones biotecnologicas

escas Taboada
Castellana 160, 28046 Madrid
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inglesa fundamentalmente.

La propuesta de directiva esta
formada por 21 articulos y subdividi-
daen 6 capitulos: ‘

) Patentabilidad de la materia viva
» Invenciones patentables (art. 3).
+ Usos y procedimientos patenta-
bles (art. 4). . ‘
. Procedimientos microbioldgicos
(art. 5).
. Procedimientos esencialmente
biolégicos (art. 7). v

'« Material preexistente (art.8y art.

9). | _

1) Alcance de la proteccidn
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