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RESUMJJN. La electrofomsis de campo pulsante es una de las t&c- 
nicas más prometedoras para la separación de cromosomas huma- 
nos intactos. Durante la electroforesis es importante el control 
exacto del tiempo de aplicacibn de cada campo eléctrico, en la di- 
rección dada y la determinación de la cantidad de conmutaciones 
realizadas. El uso de técnicas de computación es conveniente para 
combinar la fiabilidad y la simplicidad. En el presente trabajo se 
presentan y discuten los resultados sobre un sistema que incluye 
una cámara electrofor&ica (modelo hexagonal) con enfriamiento, 
conectada a un sistema & imposición de voltajes que genera cam- 
pos homogéneos, controlado por una microcomputadora mediante 
una tarjeta de interfaz multitarea diseñada. Esta interfaz está prepa- 
rada para el control automático de los patietros del sistema antes 
mencionado y trabaja simultkamente con otros equipos de labo- 
ratorio de Biología Molecular. 

ABSTRACT. Pulsing field gel electrophoresis is one of the most 
promising techniques for intact human chromosome separation. 
Both, precise control of the duration of the applied electrical pulses 
and counting of generated plises are importaru during electropho- 
resis nmning. The use of comp!iLer techniques is convenient to 
combine reliability and simplicity. A versatile electrophotetic sys- 
tem has been developed. It is composed by a conditioned electro- 
phoretic chamber (CHEF model), managed by a computer 
controled voltage clamp unit. A designed multipurpose interface 
card makes the connection between the computer and the voltage 
clamp unit. This interface card is prepared for automatic control of 
the system parameters and it is able to control other Molecular Bi- 
ology devices at the same time. 

INTRODUCCIÓN 

La separación e identificación de cromosomas humanos 
intactos es una tarea de actualidad y que de resolverse, facili- 
taría la realización de mapas genéticos, la obtención de son- 

das y la implerrtentación de un nuevo procedimiento para el 
diagnostico de afteraciones cromosómicas, entre otras. 

La tecnica-más prometedora para lograr este objetivo es 
la electroforesis de campo pulsante. Ella utiliza la propiedad 
de las moléculas de ADN de experimentar reorientaciones en 
presencia de campos eléctricos en distintas direcciones y las 
separa en virtud de que el tiempo consumido en ese proceso 
es dependiente de la talla molecular.’ 

De las numerosas variantes2-’ que se han diseñado, el 
modelo hexagonal con campos homogéneos fijados en el 
contorno permite obtener patrones electroforéticos rectos y 
brinda una capacidad de separación adecuada. 

Para la realización exitosa de la electroforesis es nece- 
sario controlar un conjunto de parámetros tales como: el tiem- 
po de aplicación de los pulsos, la cantidad de estos a aplicar, 
la duración del tiempo total de la electroforesis, la temperatu- 
ra 8 la cual se realiza y otros. 

La complejidad del equipamiento necesario para llevar a 
cabo esta técnica es considerable y no siempre se puede lo- 
grar la precisión requerida. Sin embargo, el control por com- 
putadora de los parámetros de la electroforesis logra combi- 
nar estas cualidades: sencillez y confiabilidad. 

Con esta finalidad, se diseñó una tarjeta de interfaz para 
microcomputadoras IBM o compatibles que posee los ele- 
mentos necesarios para el control de una unidad de imposi- 
ción de voltaje a una configuración hexagonal de electrodos. 

Esta tarjeta posibilita que pueda desarrollarse un paquete de 
programas que controle simultáneamente más de un equipo 
de Biología Molecular. 

Descripción del trabaja 

El conjunto consta de las partes siguientes: 
1, Cubeta de electroforesis, piso con electrodos dispues- 

tos hexagonalmente y accesorios. 
2. Sistema de enfriamiento y recirculación. 
3. Sistema de imposición de voltajes y fuente de poder. 
4. Interfaz para computadora IBM. 
5. Paquete de programas de control. 

La cubeta fue construida de material plástico y tiene un 
piso con una distribución de electrodos hexagonal, según el 
diseño propuesto por Chu y COI.,~ que garantiza, en comblna- 
ción con el hardware, la aplicación de los campos eléctricos 
homogéneos durante la electroforesis. Se construyeron tam- 
‘bien, los elementos necesarios para la preparación y manipu- 
lación de las muestras. 

El sistema de recirculación y enfriamiento es el que ga- 
rantiza la estabiliuad de la temperatura. Consta de un serpen- 
tín ubicado en una cámara inferior, por el que pasa una mez- 
cla refrigerante impulsada por un cnostato. Esta mezcla man- 
tiene constante la temperatura de la solución de trabajo que 
es recirculada por-una bomba peristáltica. 

La unidad de imposición de voltaje es un equipo electró- 
nico capaz de distribuir a cada uno de los electrodos de la cu- 
beta el conjunto de voltajes necesario para la obtención del 
campo eléctrico homogéneo (Fig. 1). El voltaje primario se ob- 
tiene de una fuente de poder comercial y la aplicación de los 
campos es indicada por la computadora a traves de las seíia- 
les de control. 
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Ag. 1. Sidoma de imposlcl6n da volteja modslo hmqoneI. 

Le comunkaclón de la computadora con la unidad de lm- Le teijete posee un reloj de 1 MHz y 6 contadores de 16 bHs, 
pos!&% de voltaJes se realiza a travBs de una tarjeta de lnter- fo que permite progremar los tiempos de conmutaclbn desde 
fez (Fag. 2) que se conecta al bus IBM e trevés de los slots de fracciones de segundo hasta dias con una preclsl6n de micro- 

expansión que e tal efecto, brtndan las microoompufadoras. segundos 
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Fig. 2. Esquema del halrhuere para el control de fe ektroforesis. 

La tarjeta de interfaz una vez programada.-genere de 
forma autónoma la señal que controla la alternancia de los 

da del programa y se determinaron los tiempos de conmuta- 

campos en la cubeta. La atención de la tarjeta se realiza por 
ción con ayuda de un osciloscopio y del reloj interno de la 

interrupción y puede ser reprogramada en tiempo real Fablas 
computadora. Se observó la conmutación real de los campos 

I y ll). Le Interfaz puede servir además, como elemento de 
en la cubeta de ekctroforesis y se determino el tiempo real de 
corrida de la electroforesis. 

control de otros equipos relacionados con le Biologia Molea- 
lar, especialmente diseñados pare intercambiar un protocolo 
con ella. 

La electroforesis es controlada por un programa de com- 
putación desarrollado en TurboPascal pera ser ejecutado so- 
bre MS-DOS. Este programa prepare inicialmente la jnterfaz 
según los parámetros suministrados por el usuario y pasee un 
módulo residente en memoria que controla de forma inde- 
pendiente el funcionamiento de aquella. De esta fomx. se 
permite el uso de la computadora con otros progranas. 

TABLA I 
Puertos de la tarjets multltana 

PUertOS Dirección 
____ 

Para evitar que posibles fallas en la operación del siste- 
me pudieran impedir la terminación de un experimento, se 
resguardan las condiciones de la electroforesis cada cierto 
tiempo, lo que permite reanudarla aunque fuera interrumpida. 

Comprobación experimental 

El funcionamiento correcto tanto del haniware corno del 
paquete de programas fue comprobado experimentalmente. 
Con este lin. se programaron diferentes condiciones de co!-& 
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TABLA I 
Líneaes de control de la elactrofonsls 

Linea Definici6” 

PB0 Control del alto vciiaje 

PB1 Habilita IRQ3. 

out CE-C2 
IRQ3, Conmutación 
de los campos. 

PC3 Gafe del ClkSase. 

Asimismo, se preparó una electrcforesis real de resutta- 
do previamente conocido y se comprobó la presencia del pa- 
ttin eleotroforético esperado. Las condiciones del experimen- 
to fueron: tiempo de alternancia 100 s; duración 24 h; tempe- 
ratura 20 oc La electrcforesis se realizó a 165 v en agarosa 
al 1,5 % oc” solución TBE 0.5x. Las muestras de levadura S. 
cerwislae fueron preparadas según Rlveró” y colaborado- 
res.* 

RESULTADDI Y DISCUSl6N 
Los tiempos aetcrml”ados oc” el osciloecoplo coincidie- 

ron co” el de conmutación que hiinda la tarjeta. Esto coincidió 
además, con el análisis visual del cambio de campos en el 
sistema de impsiclón de voRa!e. Por otra parte, el tiempo 
real de la electmforesis coincidió oc” el programado en los 
experimentos ant~ricres. 

Se pudo observar que el patrón que se obtiene ocn el 
sistema es el cl8sico descrito para la levadura S. cerevisiae, 
sin distorsión de las bandas (Fig. 3). ios hechos antedores 
abogan a favor del buen funcio”amie”to del sistema ú;señado 
y Ccnstmldo. 

La capacidad de cowolar simultáneamente la eleotmfc- 
resis de campo pulsante y ctro equipa aplicado 8 la Biologla 
Molecular (Dlagnogen), fue corroborada. comprobandose 

además, qlle ambos equipos pueden trabajare” estas condi- 

ciones, si” dificukd ni intenupción alguna. 

CONCLUSIONES 
Se disecó y construyó una tarjeta lnterfaz para mlac- 

computadoras IBM c compatibles, que permhe el control de 

una unidad de imposición de voltaje a una configuraci6n he- 

xagonal de electrodos y que hizo posible implementar un pa- 
quete de programas que controla simultáneamente vados 

equipos aplicados a la Biolcgfa Molecular. El sistema posibili- 

16 IdemAs, que ese control de 106 parfimetras de la electofo 
re+, 70 realice mediante procesos sencillos que brindan a su 

vez. resultados precisos. 
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