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RESUMEN. La electroforesis de campo pulsante es una de las téc-
nicas méis prometedoras para la separacién de cromosomas huma-
nos intactos. Durante la electroforesis es importante el control
exacto del tiempo de aplicacién de cada campo eléctrico, en la di-
reccién dada y la determinacién de la cantidad de conmutaciones
realizadas. El uso de técnicas de computacién 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 cimara electroforética (modelo hexagonal) con enfriamiento,
conectada a un sistema de imposicién de voltajes que genera cam-
pos homogéneos, controlado por una microcomputadora mediante
una tarjeta de interfaz multitarea disefiada. Esta interfaz esta prepa-
rada para el control automatico de los parimetros del sistema antes
mencionado y trabaja simultineamente con otros equipos de labo-
ratorio de Biologia 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 pulses are important during electropho-
resis running. The use of comprer techniques is convenient (o
combine reliability and simplicity. A versatile electrophoretic 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 lime.

INTRODUCCION

La separacion e identificacion de cromosomas humanos
intactos es una tarea de actualidad y que de resolverse, facili-
taria la realizacion de mapas genéticos, la obtencion de son-
das y la implementacion de un nuevo procedimiento para el
diagndstico de alteraciones cromosémicas, entre otras.

La técnica mas 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 variantes®”’ que se han disefiado, el
modelo hexagonal con campos homogéneos fijados en el
contorno permite obtener patrones electroforéticos rectos y
brinda una capacidad de separacion adecuada.

Para la realizacion exitosa de la electroforesis es nece-
sario controlar un conjunto de parametros tales como: el tiem-
po de aplicacién de los pulsos, la cantidad de estos a aplicar,
la duracién del tiempo total de la electroforesis, la temperatu-
ra a 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 precision requerida. Sin embargo, el control por com-
putadora de los parametros de la electroforesis logra combi-
nar estas cualidades: sencillez y confiabilidad.

Con esta finalidad, se disefi¢ una tarjeta de interfaz para
microcomputadoras IBM o compatibles que posee los ele-
mentos necesarios para el control de una unidad de imposi-
cién de voltaje a una configuracion hexagonal de electrodos.
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Esta tarjeta posibilita que pueda desarrollarse un paquete de
programas que controle simultaneamente mas de un equipo
de Biologia Molecular.

Descripcion del trabajo

El conjunto consta de las partes siguientes:

1. Cubeta de electroforesis, piso con electrodos dispues-
tos hexagonalmente y accesorios.

2. Sistema de enfriamiento y recirculacion.

3. Sistema de imposicion de voltajes y fuente de poder.

4. Interfaz para computadora |IBM.

5, Paquete de programas de control.

La cubeta fue construida de material plastico y tiene un
piso con una distribuciéon de electrodos hexagonal, segun el
disefio propuesto por Chu y col. ,3 que garantiza, en combina-
cion con el hardware, la aplicacion de los campos eléctricos
homogéneos durante la electroforesis. Se construyeron tam-
bién, los elementos necesarios para la preparacion y manipu-
lacién de las muestras.

El sistema de recirculacién y enfriamiento es el que ga-
rantiza la estabiliuad de la temperatura. Consta de un serpen-
tin ubicado en una camara inferior, por el que pasa una mez-
cla refrigerante impulsada por un criostato. Esta mezcla man-
tiene constante la temperatura de la solucion de trabajo que
es recirculada por una bomba peristaltica.

La unidad de imposicion de voltaje es un equipo electro-
nico capaz de distribuir a cada uno de los electrodos de la cu-
beta el conjunto de voltajes necesario para la obtencion del
campo eléctrico homogéneo (Fig. 1). El voltaje primario se ob-
tiene de una fuente de poder comercial y la aplicacién de los
campos es indicada por la computadora a través de las sefia-
les de control.
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Fig. 1. Sistema de imposicién de voltaje modelo hexagonal.

La comunicacién de la computadora con la unidad de im-
posicién de voltajes se realiza a través de una tarjeta de inter-
faz (Fig. 2) que se conecta al bus IBM a través de los sfots de
expansion que a tal efecto, brindan las microcomputadoras.

La tarjeta posee un reloj de 1 MHz y 6 contadores de 16 bits,
lo que permite programar los tiempos de conmutacion desde
fracciones de segundo hasta dias con una precision de micro-
segundos.

Fig. 2. Esquema del hardware para el control de la electroforesis.
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La tarjeta de interfaz una vez programada, genera de
forma autonoma la sefial que controla la alternancia de los
campos en la cubeta. La atencion de la tarjeta se realiza por
interrupcion y puede ser reprogramada en tiempo real (Tablas
I y II). La interfaz puede servir ademas, como elemento de
control de otros equipos relacionados con la Biologia Molecu-
lar, especialmente disefiados para intercambiar un protocolo
con ella.

La electroforesis es controlada por un programa de com-
putacién desarrollado en TurboPascal para ser ejecutado so-
bre MS-DOS. Este programa prepara inicialmente |a interfaz
segun los parametros suministrados por el usuario y posee un
modulo residente en memoria que controla de forma inde-
pendiente el funcionamiento de aquella. De esta forma, se
permite el uso de la computadora con otros programas.

Para evitar que posibles falias en la operacién del siste-
ma pudieran impedir la terminacién de un experimento, se
resguardan las condiciones de la electroforesis cada cierto
tiempo, lo que permite reanudarla aunque fuera interrumpida.

Comprobacién experimental

El funcionamiento correcto tanto del hardware como del
paquete de programas fue comprobado experimentaimente.
Con este fin, se programaron diferentes condiciones de corri-

da del programa y se determinaron los tiempos de conmuta-
cion con ayuda de un osciloscopio y del reloj interno de |a
computadora. Se observo la conmutacion real de los campos
en la cubeta de electroforesis y se determin¢ el tiempo real de
corrida de la electroforesis.

TABLA |
Puertos de la tarjeta multitarea

Puertos Direccion
8255 ~ 33B
PC 33A
PB 339
PA 338
ClkCounter (CC) 337
cc-c2 336
CC-C1 355
CC-Co 334
ClkBase (CB) 333
CB-C2 332
CB-C1 33
CB-C0 330




TABLA |
Lineas de control de la electroforesis
Linea Definicion
PBOC Comrol-t;i;;t; voltaje.— o
PB1 Habilita IRQ3.
oucace 52, Conmutecia
PC3 Gate del CikBase.

Asimismo, se prepard una electroforesis real de resulta-
do previamente conocido y se comprobo la presencia del pa-
tron electroforético esperado. Las condiciones del experimen-
to fueron: tiempo de alternancia 100 s; duracidon 24 h; tempe-
ratura 20 °C . La electroforesis se realizé a 165 V en agarosa
al 1,5 % con solucion TBE 0,5x. Las rnuestras de levadura S.
cerevisiae fueron preparadas segun Riverén y colaborado-
res.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tiempos determinados con el osciloscopio coincidie-
ron con el de conmutacién que brinda la tarjeta. Esto coincidié
ademas, con el analisis visual del cambio de campos en el
sistema de imposicion de voltaie. Por otra parte, el tiempo
real de la electroforesis coincidié con el programado en los
experimentos anteriores.

Se pudc obsarvar que el patrén que se obtiene con el
sistema es ¢l clasico descrito para la levadura S. cerevisiae,
sin distorsion de las bandas (Fig. 3). Los hechos anteriores
abogan a favor del buen funcionamiento del sistema d sefiado
y ¢onstruido.

Fig. 3. Patrdn electroforético de la Saccharomyces cerevisiae
obtenido con el sistema descrito,
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La capacidad de controlar simultaneamente la electrofo-
resis de campo pulsante y otro equipo aplicado a la Biologia
Molecular (Diagnogen), fue corroborada, comprobandose
ademas, gue ambos equipos pueden trabajar en estas gondi-
ciones, sin dificultad ni interrupcién alguna.

CONCLUSIONES

Se disefio y construyd una tarjeta interfaz para micro-
computadoras IBM o compatibles, que permite el control de
una unidad de imposicion de voltaje a una configuracion he-
xagonal de electrodos y que hizo posible implementar un pa-
quete de programas que controla simultaneamente varios
equipos aplicados a la Biologia Molecular. E| sistema posibili-
ta idemas, que ese control de los parametros de la electofo-
resis, ~e realice mediante procesos sencillos que brindan a su
vez, resultados precisos.
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