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RESUMEN

Los primates no humanos del género Aotus constituyen un modelo de investigacion
animal ideal en las ciencias biomédicas, para la evaluacion de antigenos candidatos a
vacuna con la finalidad de contrarrestar enfermedades infecciosas como la malaria. Las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase 1y II, en conjunto
conforman el mecanismo principal de respuesta frente a agentes patdégenos. En la
actualidad existen técnicas moleculares utilizadas para la tipificacion de las moléculas del
CMH de los modelos experimentales para vacunas, que son de elevado costo y
laboriosidad. Por lo que se hace necesario implementar técnicas menos laboriosas, de bajo
costo y con elevado potencial de eficacia y sensibilidad. Para tal fin, en el presente estudio
se valida la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), segln
lo descrito por Knapp y cols. en 1997, para la identificacion de alelos DRB del CMH clase
I1, en los monos del nuevo mundo Aotus vociferans.

Palabras clave: CMH Il, DRB, Aotus sp, tipificacion, DGGE.



ABSTRACT

Nonhuman primates, genus Aotus constituted an ideal animal model in the biomedical
sciences research, for the evaluation of antigens vaccine candidates in order to counteract
infectious diseases such as the malaria. The molecules of the Major Histocompatibility
Complex (MHC) class | and 11, together conform the main line of response to pathogens.
Currently, exist molecular techniques used for typing MHC molecules of experimental
models to vaccines which are of high cost and laborious. Therefore, it is necessary to
implement less laborious techniques, of low cost and high efficiency potential and
sensitivity. To this aim, in the present study the Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
technique (DGGE) is validated, as described by Knapp et al in 1997, for the identification
of alleles DRB of MHC class Il, in New World monkeys Aotus vociferans.

Keywords: MHC Il, DRB, Aotus sp, typing, DGGE.
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INTRODUCCION

La malaria o paludismo es considerada la infeccion parasitaria de mayor impacto e
incidencia a nivel mundial. La infeccidn es causada por protozoarios pertenecientes al
género Plasmodium que invaden en primera instancia el higado y luego los eritrocitos. La
enfermedad se caracteriza por la aparicion repentina de fiebre acompafiada generalmente
de cefalea, escalofrio y sudoracién profusa. Estos sintomas son intermitentes y aparecen
generalmente, 10 a 15 dias después de la picadura del mosquito hembra del género
Anopheles infectado con Plasmodium. Existen cinco especies patogenas para el hombre:
P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi de las cuales, P. falciparum
es la responsable de las manifestaciones clinicas mas graves y de mayor casos de muerte
y P. knowlesi infecta principalmente a primates no humanos pero se conocen casos de
transmision a humanos (1).

A nivel mundial el nimero estimado de casos de malaria ha descendido, de unos 262
millones en el afio 2000 a 214 millones en el afio 2015. Se estima que la mayoria de casos
en el afio 2015 han ocurrido en la regién africana (88%), seguida de Asia sudoriental
(10%) y la region de Mediterrdneo Oriental (2%). Considerando el crecimiento
demografico, se estima que la incidencia de paludismo ha disminuido un 37% entre los
afios 2000 y 2015 (2).

En la actualidad hay 95 paises con malaria, con aproximadamente 3.300 millones de
personas expuestas a la malaria mundialmente, con 214 millones de casos y 438.000
muertes anuales, de las cuales el 85% corresponden a menores de 5 afios. El costo de
manejo de la malaria asciende a 12 billones de dolares anuales y tiene un impacto de 35,4
millones de Afios de Vida Ajustados por Discapacidad (AVAD) perdidos sélo en Africa
subsahariana. En la region de América hay transmision de malaria en 21 paises con
aproximadamente 77% de los casos por P. vivax, sin embargo, hay regiones de alta
endemicidad para P. falciparum donde los casos alcanzan casi el 100%, como en Haiti y
Republica Dominicana. La region de América latina y el Caribe representan
aproximadamente el 1,1% de los casos de malaria en el mundo y registran 3.000 muertes
anuales (1).

La malaria en Colombia representa un importante problema de salud publica debido a la
transmision con tendencia al aumento que se presenta en algunas regiones del pais, con
un comportamiento ciclico epidémico que ocurre cada 2 a 7 afios, relacionados con la
ocurrencia del Fenomeno del Nifio Oscilacion Sur. El origen de la infeccion es
principalmente rural, con transmision urbana en regiones definidas de la geografia
colombiana. Se ha descrito la aparicion y reaparicion de malaria en areas libres de la
enfermedad, condicidn que se relaciona a la migracion de la poblacién por circunstancias
econdmicas, de conflicto social y politico, factores ambientales como los desastres
naturales y el deterioro del ecosistema, afectando a comunidades de escasos recursos y
mayores necesidades (3,4).

La tasa de incidencia de malaria en los Gltimos 60 afios ha sido variable, con tendencia al
aumento y un comportamiento con promedios anuales de 80.000 a 120.000 casos. Desde
el afio 1974 en Colombia predomina la infeccién por P. vivax con un 60% de los casos
anuales, en la region pacifica los casos obedecen a P. falciparum. También se registran
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casos correspondientes al 0.5% anuales de infeccion mixta asociada a P. falciparum y P.
vivax, en el departamento del Chocd se registran casos de P. malariae (4).

En la busqueda creciente de alternativas para tratar de eliminar el problema de la malaria,
y ante el aumento de la resistencia a drogas, se hace necesaria la creacion de una vacuna
como metodo profilactico para erradicar esta infeccion parasitaria. Surgen entonces el uso
modelos animales de investigacion biomédica como los primates no humanos en la lucha
contra esta enfermedad. La razon es clave, y radica en que se ha demostrado en estudios
anteriores la estrecha relacion que existe entre las moléculas de este modelo animal con
las del ser humano, en especial con las moléculas del CMH clase 11, especificamente las
correspondientes al HLA-DR humano (5).

Los platirrinos 0 monos del nuevo mundo conforman un infra-orden que incluye 3
familias de primates nativas de América Central y del Sur: Cebidae, Atelidae y
Pithecidae. Las especies del género Aotus perteneciente a la familia Cebidae habitan
comunmente en los bosques himedos del sur de Ameérica, las poblaciones de cuello rojo
se localizan al sur de la Amazonia y poblaciones de cuello gris al norte de la Amazonia.
Entre sus caracteristicas se destacan tener habitos nocturnos y son de gran importancia en
las ciencias biomédicas, debido a que son los Unicos cebidos naturalmente susceptibles a
contraer malaria (6).

El uso de primates no humanos como modelos de investigacion de enfermedades
humanas, requiere del entendimiento de la respuesta inmune y del importante papel que
desempefia el complejo mayor de histocompatibilidad en la misma. EI complejo mayor
de histocompatibilidad es el locus mas polimorfico del genoma humano, esta constituido
por un conjunto de proteinas especializadas llamadas moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) que se expresan en las células del huésped y tienen la funcion
especial de presentar péptidos a los linfocitos T (7).

En los mamiferos el CMH juega un papel critico en la respuesta inmune y se ha estudiado
ampliamente en seres humanos (8). En nuestro medio existen diferentes técnicas para la
tipificacion del CMH, para objetivos del presente estudio la electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante (DGGE) ofrece un método sensible para la identificacion y
caracterizacion de alelos del CMH clase Il en especies de monos Aotus, por lo tanto se
abordara la teoria, practica, ventajas, desventajas, limitaciones y perspectivas futuras
inherentes a la DGGE.
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1. MARCO TEORICO

Los modelos animales constituyen una herramienta importante en la investigacion
biomédica. ElI uso de primates no humanos en la investigacion de enfermedades
infecciosas, en particular los primates del nuevo mundo (Plathyrrhini) ha tenido un
incremento notable. Gracias a las ventajas que ofrecen como su tamafio pequefio,
adaptacion al cautiverio, la analogia del comportamiento de la enfermedad y la
proximidad evolutiva a los seres humanos. Son factores que convierten al género Aotus
sp en un modelo de investigacion ideal de enfermedades infecciosas como la malaria (9).

1.1 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

En general el complejo mayor de histocompatibilidad constituye un conjunto de genes
aislados de mamiferos que tienen como caracteristica principal un elevado polimorfismo.
Su funcidn esta intimamente relacionada en la respuesta inmune, con la ocurrencia de
interacciones celulares y con el reconocimiento de lo propio y lo extrafio. EI CMH se
encuentra codificado por genes agrupados en el cromosoma 6 en el humano y en el
cromosoma 17 en murinos (7).

En un principio se denomind a estos genes antigenos leucocitarios humanos (HLA),
debido a que se pens6 que sblo eran expresados por leucocitos. Los tres primeros loci
definidos mediante serologia se llamaron HLA-A, HLA-B y HLA-C, los cuales se
conocen como genes o antigenos de clase 1. Posteriormente se describieron los loci HLA-
DP, HLA-DQ y HLA-DR conformando los genes de clase Il (7).

Los genes del CMH clase | codifican glucoproteinas que se expresan en la superficie de
las células nucleadas y presentan antigenos a los LT CD8+. Los genes del CMH clase 11
codifican glucoproteinas que se expresan en células presentadoras de antigeno (CPA) y
presentan antigenos a los LT CD4+. Por dltimo los genes de CMH clase |1l codifican
proteinas secretadas con funciones inmunitarias, como componentes del complemento y
moléculas de inflamacion que no estan relacionadas con la presentacion de antigenos (10).

Teniendo en cuenta el eminente polimorfismo y la existencia de un gran nimero de alelos,
gue muestran las moléculas del CMH-DRB tanto en humanos como en primates. Asi
como su importancia en la interaccién con los péptidos, con el fin que puedan ser
presentados al receptor de los linfocitos T. Se hace necesario la utilizacion de técnicas de
tipificacion para la evaluacion de la respuesta inmune de vacunas frente a la malaria en
monos del nuevo mundo.

Las técnicas moleculares empleadas en estudios previos para realizar ésta tipificacion,
son de alto costo y laboriosos, por lo que se hace necesario llevar a cabo la utilizacion de
nuevas técnicas.
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1.2 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD DE CLASE |

Estas moléculas estdn conformadas por una cadena a (cadena pesada) y una cadena -2
microglobulina (cadena liviana) unidas de forma no covalente, que interactlan para
formar el bolsillo de unién de péptidos entre 8 a 11 aminoacidos de longitud (7).

Una vez es sintetizada la molécula del CMH-I, realiza su transito por el reticulo
endoplasmico dirigida por dos moléculas, una chaperona conocida como calnexinay otra,
la cadena B-2 microglobulina. EI complejo formado por dichas moléculas, es llevado al
encuentro del péptido que debe ser transportado posteriormente hasta la membrana
celular (7).

1.3 COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD DE CLASE 11

Las moléculas de clase Il estan compuestas por una cadena a polimérfica unida de forma
no covalente a una cadena B polimdrfica. Se originan en el reticulo endoplasmico en el
cual una molécula llamada “cadena invariante” cubre la hendidura del antigeno, para
evitar que se unan a ella antigenos internos durante su paso por el citoplasma (11).

La expresion de moléculas clase Il del CMH se restringe a células presentadoras de
antigeno profesionales entre las que se encuentran células dendriticas, macrofagos y
linfocitos B y presentan antigenos extracelulares a los linfocitos T CD4+ (12).

En general el mecanismo realizado por las células presentadoras de antigeno para el
procesamiento antigénico consiste en la captura del antigeno extracelular y el transporte
del mismo a un compartimiento de membrana conocido como fagosoma. El cudl
experimenta modificaciones debidas a su contenido y se fusiona con los lisosomas para
formar el fagolisosoma. A partir del cual van a interactuar moléculas del CMH clase Il
con su contenido. Una vez se ancla el péptido a las moléculas del CMH clase Il, éste es
transportado a la superficie celular y presentado a los linfocitos T CD4+ especificos del
antigeno (12).

1.4 TIPIFICACION DEL CMH

El complejo mayor de histocompatibilidad se ha estudiado ampliamente en seres
humanos y ratones, y existe una variedad de métodos disponibles para la tipificacién de
estas especies. La secuenciacion de ADN es considerada el “gold standard” y es utilizada
frecuentemente para describir el CMH, no obstante cuando se requiere tipificar muchos
individuos no es un método practico (8).

La descripcion precisa de los genes del CMH requiere del empleo de técnicas costosas y
laboriosas, dada la compleja organizacion gendémica. En general, debido a la presencia de
diferentes haplotipos, a la expresion de diferentes genes y al elevado polimorfismo del
CMH (8).

Existen diversos métodos para la tipificacion del CMH entre los que se destacan:
Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism), Polimorfismo de conformacion de cadenas (SSCP, del
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inglés Single Strand Conformation Polymorphism), Anélisis conformacional de cadenas
de referencia (RSCA, del inglés Reference Strand-mediated Conformational Analysis),
amplificacion y clonacion de fragmentos de interés especialmente del exon 2, seguida de
su secuenciacion. Ademas de esto, se han empleado microsatélites ubicados en el intron
2, para tipificar el CMH-DRB en humanos, macacos y chimpancés; y la electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, del inglés Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) (5).

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) ofrece un método
sensible y flexible para la identificacion y caracterizacion de alelos del CMH en humanos,
primates no humanos, vacas, peces Yy aves. Entre los usos mas relevantes de la técnica se
encuentra el hecho de que puede ser combinada con la técnica de secuenciacion de ADN
para determinar la secuencia de diferentes alelos del CMH (8).

1.5 ELECTROFORESIS EN GEL CON GRADIENTE DESNATURALIZANTE

La electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), se fundamenta en el
principio que las moléculas de ADN de doble cadena poseen tasas de desnaturalizacion
Unicas, basadas en nucleétidos especificos que componen la secuencia. Las moléculas de
ADN son sometidas a desnaturalizacién bajo una temperatura constante de 60°C, éstas
comienzan a desnaturalizarse en regiones especificas que se denominan dominios de
fusion. La temperatura en la cual los dominios de fusion sufren desnaturalizacion es
Ilamada temperatura de fusion (Tm). Las diferencias de desnaturalizacion dentro de los
dominios de fusion pueden ser detectadas mediante la electroforesis de moléculas de
ADN en un gel de acrilamida, al cual se afiade urea y formamida con el propoésito de crear
un ambiente desnaturalizante (8).

Una vez la molécula de ADN comienza a desnaturalizarse, su movilidad a través del gel
de acrilamida se vera modificada. Las moléculas desnaturalizadas en mayor medida
migraran de forma mas lenta que aquellas con un indice de desnaturalizacion mas bajo.
A partir de estas diferencias de movilidad, es posible interpretar la posicion en diferentes
partes del gel con gradiente desnaturalizante en el que se ubican las moléculas de ADN.
Cada molécula de ADN se observara como una banda separada que puede ser visualizada
mediante el uso de bromuro de etidio o0 SYBR Gold, combinado con luz ultravioleta o
mediante el uso de tincidn con plata. De acuerdo a su uso, la DGGE se puede realizar de
forma perpendicular o paralela (8).

1.6 UTILIDAD DE LA GRAPA GC

Debido a que en la DGGE se requiere la desnaturalizacion parcial de las moléculas de
ADN en estudio, se hace necesario incorporar a los iniciadores una cadena larga de
Guanina y Citosina, que se denomina grapa GC o GC clamp. Generalmente el GC-clamp
es una secuencia de 30-40 Guaninas y Citosinas, que por el hecho de poseer una Tm
mayor que las secuencias de ADN con distribuciones méas equivalentes de nucleotidos,
permite la desnaturalizacion del fragmento de ADN de interés, pero manteniendo el GC-
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clamp. Las moléculas de ADN utilizadas en DGGE son generadas previamente mediante
el uso de PCR, donde se afiade la GC-clamp en el extremo 3’ de uno de los cebadores (8).

1.7 DGGE PERPENDICULAR

En esta variante de la técnica de DGGE convencional, el gradiente desnaturalizante se
extiende de forma horizontal a través del gel. Dicho de otra forma, la direccion del
gradiente sera perpendicular a la direccion de corrida de las muestras, generalmente en
concentraciones de 0 a 80%. Existe un Unico carril en el cual son cargados todos los
fragmentos de ADN a analizar. Una vez finaliza la corrida electroforética, se obtiene una
curva de forma sigmoidea, en la que a baja concentracion de desnaturalizante los
fragmentos migran como ADN de doble cadena, mientras que a concentraciones altas de
desnaturalizante migran como cadenas sencillas. Las condiciones utiles son las
intermedias, es decir, aquellas en las que la molécula de ADN presenta una
desnaturalizacion parcial (13). Se realiza con el objetivo de determinar el gradiente
desnaturalizante 6ptimo para la separacién de alelos del CMH (8).

Denaturant

FIGURA 1. REPRESENTACION GRAFICA DE DGGE PERPENDICULAR: cada
linea corresponde a un alelo diferente. Tomado de Knapp 2005.

1.8 DGGE PARALELA

Para el caso de la DGGE paralela el gradiente desnaturalizante ird en direccién vertical al
igual que la corrida de las muestras. El gradiente 6ptimo va a depender de los resultados
obtenidos en la DGGE perpendicular. Al igual que en la técnica anteriormente descrita
las muestras ideales son parcialmente desnaturalizadas, para evidenciar las diferencias en
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cuanto a la movilidad de las moléculas de ADN en estudio. Por lo tanto se visualizaran
diferentes bandas ubicadas en diferentes posiciones a lo largo del gel (8).

(8)

>_

Denaturant

l[

1

F=—
——— ———
— —

FIGURA 2. REPRESENTACION GRAFICA DE DGGE PARALELA: cada banda
corresponde a un alelo diferente. Tomado de Knapp 2005

1.9 IDENTIFICACION DE ALELOS DEL CMH CLASE |1 CON DGGE

Teniendo en cuenta el elevado polimorfismo del CMH, el cual en lugar de restringirse a
una sola ubicacion en una secuencia de ADN, se distribuye a través de todo un exén o
exones, la DGGE es considerada una técnica adecuada para la tipificacion de alelos del
CMH. La tipificacion de genes de clase Il generalmente se logra por medio de la
amplificacion del exon 2 en una reaccion de PCR (8).

1.10 TIPIFICACION POR DGGE EN PRIMATES NO HUMANOS

La identificacién de alelos CMH-DRB en monos del nuevo mundo se ha relacionado
previamente con técnicas de clonacion y secuenciacion. El primer estudio que describe la
utilizacién de DGGE para identificar alelos DRB del CMH se realiz6 en monos Rhesus,
usando cebadores genéricos DRB para amplificar el exén 2 de alelos Mamu-DRB (14).

En la literatura se encuentran numerosos reportes que implementan el uso de DGGE, se
destacan la tipificacion de CMH-DRB en monos Rhesus (28,29), para identificar alelos
CMH-DRB en una especie de monos del viejo mundo (Macaca fascicularis) (30) y
macacos cola de ledn (Macaca silenus) (31). En ambos estudios se amplifico el exon 2
altamente polimorfico y se analizé mediante el uso de DGGE segun lo descrito por Knapp
y cols. (32), con ciertas modificaciones relacionadas con cambios en el gradiente
desnaturalizante y las secuencias de cebadores de PCR para la re-amplificacion de bandas
extraidas del gel.

En los monos del nuevo mundo y prosimios se ha destacado la utilidad de la DGGE, para
la deteccidn de alelos del CMH. En un estudio se utiliz6 DGGE para analizar secuencias
CMH-E, con ARN de siete monos del nuevo mundo (33), también se han estudiado
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mediante DGGE alelos CMH-DRB en cinco especies de monos del nuevo mundo (27),
en adicion a esto, este estudio demostr6 que la DGGE es superior a la clonaciéon y
secuenciacion en la caracterizacion de los primates. DGGE se ha utilizado en conjunto
con oligotipificacion especifica de secuencia para el estudio de genes CMH-DRB de titi
(34).

1.11 VENTAJAS DE LA TECNICA DE DGGE

El uso generalizado de la DGGE ejemplifica la importancia y valor que tiene la técnica
para evaluar alelos del CMH. Tiene ventajas claves, como el hecho de ser rapida, fiable,
reproducible, relativamente baja en costos, a diferencia de la clonacidn y secuenciacion.
Cabe resaltar que permite la determinacion de variedad de loci y el estudio del CMH en
una amplia variedad de especies (8). Por otro lado, a pesar de que se ha demostrado que
la DGGE es superior a la clonacion y secuenciacion (14,27), el uso concomitante de
DGGE seguido de clonacién y secuenciacion durante un subconjunto de estudios de
especies, asegura una adecuada deteccion de alelos del CMH-DRB.

Una de las ventajas mas importantes para destacar, es el hecho que se puede utilizar una
sola PCR para amplificar maltiples alelos de muchos loci, o un alelo especifico de un loci
(8). Otra es la capacidad de analizar un mayor nimero de muestras a la vez, la mayoria
de las unidades de DGGE permiten analizar hasta 16 muestras en un gel.

1.12 LIMITACIONES DE LA TECNICA DE DGGE

Existen factores que se deben considerar, como los sesgos de PCR, que pueden ocurrir
antes de que se someten a electroforesis los geles (15). Ademéas de los costos
significativos que implica el uso de cebadores con GC-clamp, y que podrian dar lugar a
bucles de orquilla si la secuencia amplificada es muy rica en G-C. Los productos de PCR
deben ser de alta concentracion para la deteccion de bandas, posterior a la DGGE
mediante tincion con SYBR Gold. En los casos en que se amplifican mas de seis
secuencias del CMH en una reaccion de PCR, puede resultar dificil detectar todos los
alelos (8).

Los pequefios cambios en el gradiente desnaturalizante del gel produciran bandas
distintas, por lo tanto se pueden requerir ciertas condiciones de DGGE cuando la especie,
o0 locus de interés tiene muchas secuencias similares, con ubicaciones en el gel casi
idénticas. Incluso cuando las bandas de DGGE estan separadas, puede ser dificil
determinar su secuencia de ADN, si estan muy cerca una de la otra. Para estos casos
Hayes y cols, demostraron como se puede mejorar la resolucion del gel de DGGE
realizando modificaciones a las condiciones de electroforesis del gel (16).

Es muy frecuente que se presente doble banda o background, esta informado en la
literatura y en un estudio realizado por Janse y cols, que esta relacionado con la carga
excesiva de producto de PCR en un solo carril, que puede ser solucionado con la
reduccion del volumen de PCR altamente concentrado (17).
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1.13 COMPARATIVA DE DGGE FRENTE A OTRAS TECNICAS

Existe diversidad de técnicas utilizadas para la tipificacion del CMH. Entre las que se
destaca SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism analysis), la cual es similar
a la DGGE puesto que requiere de la amplificacion de alelos del CMH a través de PCR
que posteriormente son caracterizados segun diferencias basadas en la secuencias al ser
sometidos a un gel de acrilamida. Al igual que en la DGGE, se requiere una cantidad
significativa para que la optimizacion y subsecuente separacion maxima de los diferentes
alelos se pueda realizar de forma confiable. Sin embargo a diferencia de la DGGE, s6lo
a traves de la SSCP se puede determinar si es posible resolver mutaciones especificas
(19).

La técnica de SSCP aunque permite analizar fragmentos de hasta 775pb (20), resulta méas
eficaz cuando se analizan fragmentos de 100-300pb (21), en contraposicion DGGE ha
demostrado eficacia para productos de hasta 500pb. En adicion a esto SSCP puede no ser
tan eficaz como DGGE cuando se trata de la deteccion de mutaciones en una cantidad
elevada de secuencias amplificadas por PCR, como es el caso de amplificaciones
genéricas del CMH-DRB. Un problema adicional de SSCP es la posibilidad de que se
presente mas de una banda para una secuencia sobre un gel (22).

El andlisis heteroduplex (HA) de ADN es una técnica que depende de la conformacion
de fragmentos de ADN duplex (19), al igual que la DGGE detecta pequefias variaciones
en la secuencia de ADN. Los heteroduplex son el resultado de dos secuencias de ADN
similares pero no idénticas, que forman duplex. Estos diplex no coincidentes tendran una
alteracion en la movilidad electroforética, en comparacién con dos homoduplex, que
podra ser detectada mediante el uso de gel de acrilamida. Se ha usado generalmente para
la tipificacién del CMH-DRB en bufalos (23), la utilidad de HA podria estar relacionada
con la diferenciacion entre homocigotos y heterocigotos en un solo locus del CMH.

La electroforesis en gel con gradiente de temperatura (TGGE) es similar a la DGGE y ha
sido utilizada para describir alelos CMH-DRB en ganado vacuno (24). Generalmente
alterando el gradiente de temperatura en un gel de acrilamida, en lugar de utilizar agentes
quimicos desnaturalizantes, es posible discriminar entre alelos del CMH que difieren
segun la secuencia de ADN. Al igual que en la DGGE las diferencias en las secuencias
seran visualizadas en diferentes partes del gel de acuerdo con su movilidad, para separar
alelos previo a su secuenciacion (8).

En la mayoria de estudios moleculares del CMH, la clonacion y secuenciacion contintan
siendo el “gold standard”. La técnica permite determinar secuencias de ADN que se
pueden amplificar en concentraciones muy bajas y si un gran nimero suficiente de clones
se secuencian, incluso los alelos menos representados pueden ser identificados. Sin
embargo, presenta desventajas como por ejemplo, la amplificacion por PCR de
secuencias del exdn 2, de genes CMH-DRB seguido de la clonacion da como resultado
muchos recombinantes (25). Lo cual cobra mucha importancia cuando muestras
degradadas se amplifican, los recombinantes resultantes pueden ser dificiles de descifrar
y podrian dar lugar a una incorrecta identificacion de nuevas secuencias de CMH.

Es de interés e importancia que al combinarse ésta técnica con DGGE en los estudios
iniciales del CMH, es posible reducir el inconveniente de los recombinantes, dado que al
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parecer dichos recombinantes, son poco frecuentes en las reacciones de PCR previas al
analisis por DGGE, lo que convierte a la DGGE en una de las mejores alternativas para
el estudio de CMH (8).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la técnica de Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante
(DGGE) como método para la caracterizacion molecular de alelos DRB del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase Il en monos del nuevo
mundo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las condiciones dptimas de operacion de la técnica Electroforesis en
gel con gradiente desnaturalizante (DGGE).

e Caracterizar el patron de bandas obtenido por DGGE, para su posterior
identificacion para purificacion y secuenciacion.

e Describir los diferentes alelos DRB obtenidos por secuenciacion, en la poblacion
de monos Aotus estudiados.
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3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDIO: experimental

3.2 POBLACION Y MUESTRA: los animales empleados en el presente estudio son
primates no humanos de la especie Aotus vociferans provenientes de la estacion de
primates de la FIDIC en Leticia, Amazonas, Colombia. EI gen DRB de la poblacion en
estudio se habia obtenido por previa clonacion y secuenciacion.

TABLA 1: Identificacion de las muestras de ADN empleadas en el estudio.

N° Tatuaje N° Alelos

1-054 1
0-328 2
0-330 3
0-216 4
0-327 5

3.3 AMPLIFICACION DEL EXON 2 DEL GEN CMH-DRB DE Aotus vociferans
3.3.1 Extraccion de ADN

Para la tipificacion de alelos DRB del CMH, el ADN fue extraido a partir de muestras de
sangre periférica de 5 monos Aotus vociferans con el kit comercial de Promega (Ref:
A1125), segun indicaciones del fabricante.

3.3.2 Cebadores

e Directo: CLAMP-DRB-nwmcdEX1F
e Reverso: DRB-nwmgenEX2R

3.3.3 Disefio de cebadores

Los cebadores utilizados en este estudio amplifican el exon 2 del gen CMH-DRB,
considerado el compartimiento mas polimorfico de estos genes. Los cebadores se
disefiaron para amplificar ADN gendmico, teniendo en cuenta la similitud entre los genes
CMH-DRB de todos los primates. Con base a un alineamiento de especies que incluye
humanos (Hominidae), Macaca mulatta (Cercopithecidae) y Callithirx jaccus (Cebidae).
El alineamiento muestra la alta conservacion de las regiones flanqueantes del exén 2 entre
estas familias, que en conjunto, representan los principales grupos de primates, con lo
cual se asegura la amplificacion de los distintos alelos en las especies de Aotus estudiadas.
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Para obtener los amplicones de las especies de Aotus incluidas en este estudio, se utilizd
un juego de cebadores para la amplificacion de las secuencias del exon 2, que incluia el
cebador directo CLAMP-DRB-nwmcdEX1F y un cebador reverso DRB-nwmgenEX2R

CLAMP-DEBE nwmcdEX1F

u_|
-

Exén 2 |

DRB-nwmgenEX2R+GC

FIGURA 3. DISENO DE CEBADORES: El cebador reverso fue reformado
afiadiendole la grapa GC segun lo descrito por Knapp 1997 y Middleton 2004 (27).

3.3.4 Condiciones de PCR

El ADNg obtenido (40ng) fue utilizado como plantilla para la amplificacion del
fragmento especifico de los genes a estudiar, las concentraciones en la master mix fueron
las siguientes: buffer 1X, dNTPs 0,2mM, MgCI2 1,5 mM, 0,2uM de cada uno de los
cebadores, 1ug/reaccion de DNA y 1,25 unidades de enzima Amplitaq Gold Hot Start
(byosistems) en una reaccién de 50 pl. Se utilizé un juego de cebadores (CLAMP-DRB-
nwmcdEX1F/DRB-nwmgenEX2R) que permitié la obtencion de las secuencias de
interés.

Las condiciones de la PCR constaron de 5 minutos iniciales de desnaturalizacién a 94°C,
30 ciclos de 90 segundos de desnaturalizacién a 94°C, 90 segundos de alineamiento a
60°C, 90 segundos de extension a 72°C y 10 minutos adicionales de extension a 72°C.
Los productos de PCR fueron comprobados a través de electroforesis en gel de agarosa
1,5% y su tamafio se determind con el marcador de peso molecular Hyperlader 11, el cual
fue de 300pb.

3.4 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

La purificacion de los productos de PCR obtenidos se realizd con el kit comercial de
Promega, (Referencia: A1120) segun indicaciones del fabricante.

La concentracion de los productos, se calcul6 en un NanoDrop 2000 (Thermo
SCIENTIFIC) y el ADN purificado obtenido fue almacenado a temperatura de -20°C
hasta su uso.
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3.5 MONTAJE DEL GEL DGGE PERPENDICULAR

La preparacion del gel para la DGGE perpendicular se realizé con acrilamida en un
gradiente de desnaturalizacion de 20-80% con una concentracion de 12% de acrilamida,
se utilizé como muestra producto de PCR purificado de Aotus vociferans con 5 alelos, del
cual se sembré 1,5 pug (10ul) con buffer de carga 2X, se le adiciond 20l de solucion de
tincion. Se agregd 6.5L de TAE 1X a la cubeta de electroforesis, con una temperatura de
60°C y se dejo correr por un tiempo de 3 horas 30 minutos a 300 voltios constantes.

3.6 DETERMINACION DE CONDICIONES OPTIMAS DE OPERACION DE
DGGE PARALELA:

Para determinar las condiciones éptimas de operacion de la DGGE paralela se realizd
varios ensayos a diferentes condiciones.

ENSAYO 1:

Cantidad de muestra: 500ng de DNA
Gradiente: 40-65%

Temperatura de buffer: 60°C
Voltaje: 70V

Tiempo: 16 horas

ENSAYO 2:

Cantidad de muestra: 300ng, 350ng, 400ng de DNA
Gradiente: 40-65%

Temperatura de buffer: 60°C

Voltaje: 70V

Tiempo: 7 horas

ENSAYO 3:

Cantidad de muestra: 200ng, 400ng de DNA
Gradiente: 40-65%

Temperatura de buffer: 60°C

Voltaje: 70V

Tiempo: 16 horas
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ENSAYO 4:

Cantidad de muestra: 350ng, 400ng de DNA
Gradiente: 40-65%

Temperatura de buffer: 60°C

Voltaje: 40V

Tiempo: 15 horas

ENSAYO 5:

Cantidad de muestra: 400ng, 300ng de DNA
Gradiente: 40-65%

Temperatura de buffer: 60°C

Voltaje: 40V

Tiempo: 15 horas

ENSAYO 6:

Cantidad de muestra: 400ng, 300ng de DNA
Gradiente: 45-70%

Temperatura de buffer: 60°C

Voltaje: 40V

Tiempo: 15 horas

El ensayo 1 se realizo de acuerdo a metodologia descrita por Knapp 1997 y Middleton
2004, a partir del primer ensayo se realizé cambios en la cantidad de muestra sembrada y
tiempo de corrida del gel. Para el ensayo 6 fue necesaria la implementacién del gel
perpendicular, en el cual se determind que la separacién 6ptima de alelos se presentd en
un gradiente de 45-70%, por lo tanto se decidio utilizar este gradiente para el gel paralelo,
con el cual finalmente, se obtuvo la resolucion esperada de las bandas correspondiente a
diferentes alelos de la poblacién de monos en estudio.

3.7 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN CONTENIDO EN BANDAS DE

DGGE PARALELO

En el presente estudio se requiere secuenciar las bandas obtenidas de DGGE para
identificar los alelos DRB de cada mono en estudio.
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En geles de poliacrilamida, los monomeros de acrilamida estan covalentemente unidos a
una reaccion quimica. Por lo tanto el gel no puede ser disuelto como geles de agarosa
para extraer el DNA atrapado.

1. Preparacion de la muestra

Pesar un tubo de microcentrifuga vacio
Transferir el fragmento de DNA (banda), obtenida por DGGE previamente
cortada.

Pesar banda de acrilamida en el tubo de microcentrifuga.

2. Extraccion de DNA

Agregar 200ul de agua nanopura por cada 100mg de gel, macerar la
acrilamida con una punta de pipeta de 1000ul fundida, asegurandose de
que todas la piezas del gel queden sumergidas en el agua nanopura.
Incubar 1 hora a 50°C

3. Remocién de acrilamida

Centrifugar a 14.000 gravedades por 1 minuto
Pasar sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo

4. Lavado de DNA

Agregar 2,5 volimenes de etanol 100% y 0,1 volumenes de acetato de
sodio.

Incubar 1 horaa -80°C

Centrifugar 10-15 minutos a 17.000 gravedades

Descartar sobrenadante y agregar 1 ml de etanol 70%

Centrifugar 1 minuto a 17.000 gravedades

Dejar secar 5 minutos en papel absorbente.

5. Eluciéon del DNA

Agregar 30pul de agua nanopura
Incubar media hora a 50°C
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e Guardar a-20°C
e Comprobar purificacion en gel de agarosa de 1,5%

3.8 SECUENCIACION DE ALELOS DRB

Las bandas obtenidas en el gel paralelo, fueron extraidas, purificadas con la metodologia
ya descrita y volvieron a ser amplificadas con el objetivo de identificar la secuencia
especifica de nucleétidos de los alelos, por medio de secuenciacion.
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FIGURA 4: flujograma de etapas de la DGGE

1.Preparacion de las

2. Preparacion de los

soluciones geles.
v
3. Precalentamiento del
buffer de corriday : 4. Preparaciony
preparacion del tanque cargado de las muestras.
de electroforesis
v
5.Electroforesis —> 6.Tincion con SYBR
Gold
v
. 8. Reamplificacion del
7. Recuperacion del
ADN contenidoen > ADN recuperado de

bandas individuales.

cada una de las bandas
individuales.

9.Secuenciacion.
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4. RESULTADOS

En total 5 muestras de sangre periférica de primates del género A. vociferans provenientes
de la estacion de primates de la FIDIC, fueron recolectadas. EI ADNg fue extraido segun
la metodologia anteriormente descrita.

FIGURA 5: ADN GENOMICO DE A. vociferans: se comprob6 visualmente mediante
la realizacion de un gel de agarosa de 1,5% la integridad del ADN gendmico de la
poblacién de monos Aotus vociferans en estudio, en los carriles 1 al 5. MP: marcador de
peso molecular.

FIGURA 6: AMPLIFICACION DE EXON 2 DEL GEN CMH-DRB DE Aotus
vociferans: mediante PCR convencional se amplificé el exén 2 del gen CMH-DRB de la
poblacion de los 5 monos A. vociferans en estudio, la amplificacion de los productos de
PCR se comprobé en un gel de agarosa de 1,5%. Los productos de los monos 0-330A, 0-
216 y 0-327A por presentar doble banda, fueron purificados en un gel de agarosa de bajo
punto de fusién 2%.

1-054 0-328 D-330A 0-216 0-327A

300pb

28



FIGURA 7: DETERMINACION OPTIMA DE SEPARACION DE ALELOS DRB CON
DGGE PERPENDICULAR: posterior a la amplificacion con grapa-GC en los cebadores para
DRB, el ADN de A. vociferans se sometié a electroforesis en gel perpendicular de 20-80% para
determinar el gradiente desnaturalizante 6ptimo para la separacion de alelos DRB, en la imagen
se aprecia que la maxima separacion de alelos se presenta en un gradiente desnaturalizante de 45
a 70%.

20% » 80%

FIGURA 8: SEPARACION DE ALELOS DRB USANDO DGGE PARALELO: Con
la concentracion 6ptima de gradiente desnaturalizante para la separacion de alelos DRB
obtenida en el gel perpendicular, se decidié implementar el gradiente 45-70%, con lo cual
se obtuvo diferentes bandas correspondientes a los alelos de los monos Aotus estudiados.

0,
MP 1-054 (0-328 O0-330A 0-216 0-327A MP 45%
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4.1 CARACTERIZACION DE LAS DIFERENTES BANDAS EXTRAIDAS DEL
GEL DGGE PARALELO: posterior a la realizacion del gel paralelo, se obtuvo un total
de 13 bandas correspondientes a los alelos de la poblacion de monos Aotus estudiados.
Con relacidn a lo reportado en estudios anteriores, se encontrd mayor numero de alelos
para cada mono, lo que permite evidenciar el alto grado de sensibilidad y resolucion de
la técnica.

1234 567289 1011121314 »

e ae e 4—300bp -

327 A_Banda 1 7
327 A_Banda 2
327 A_Banda 3
327 A _Banda 4 ™ 5 glalos
327 A_Banda 5
327 A_Banda &
327 A_Banda 7 —
328 banda 1

328 banda 2 } 2 aleloz
10. 328 banda 3
11. 054 banda 1
12. 054 banda 2 } 1 alelo
13. 054 banda 3
14. Control {-)

1.
Z.
3.
4.
5.
a.
7.
g.
Q.
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4.2 AMPLIFICACION DE ADN OBTENIDO DE BANDAS PURIFICADAS DE
DGGE PARALELA: posterior a la purificacion de las bandas obtenidas del gel paralelo,
el ADN purificado fue nuevamente amplificado y comprobado en un gel de agarosa de

1,5%. El carril 1 corresponde a un control negativo, en los carriles 2 al 14 se observan
las bandas purificadas.

weveovoslossnee 300pb
»

1 2 34 5 6 7 8 MP 9 101112 13 14

31



4.3 SECUENCIACION DE LAS DIFERENTES BANDAS EXTRAIDAS DEL GEL
DGGE PARALELDO:

El ADN obtenido a partir de las bandas del gel de DGGE paralela fue amplificado por
PCR, los productos fueron purificados segun la metodologia anteriormente descrita para
gel de acrilamida, posteriormente dichos productos purificados fueron secuenciados en
ambas direcciones, con cebadores previamente utilizados en la amplificacion. Este
proceso fue realizado en MACROGEN, Seul, Corea del Sur, utilizando el método BigDye
Terminator

4.4 INTERPRETACION DE ELECTROFEROGRAMAS: un electroferograma es el
grafico que arroja el secuenciador después de analizar la electroforesis, éste permite
visualizar la secuencia de nucledtidos de cada alelo a partir de curvas de fluorescencia,
una por cada base. A cada una de las bases le corresponde un color que el equipo interpreta
como un pico y en la parte superior le asigna la base correspondiente.

0 0 "o &
| ! | '

Consensus GGACAGATACTTCTATAACCAGGAGGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGCGGT

Coverage

M1B2 E1 GGACAGATACTTCTATAACCAGGAGGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGLGGT

Trace data ;l

WAV AN AN ANANAANMAAA A MANMAMAA Maasta

M1B2_F5

Yr:ucn*am‘-l‘ | Wi A [ ||(\ '|. {a U/ ’Ilﬁ
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FIGURA 9: ELECTROFEROGRAMA 1: secuencia correcta, a cada base le
corresponde un pico bien definido, en este estudio s6lo se obtuvo una secuencia ideal, en
las demas muestras no se obtuvo la resolucion esperada.
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FIGURA 10: ELECTROFEROGRAMA 2: en las cajas rojas se observan 2 picos, lo
que quiere decir que hay presencia de 2 alelos en la muestra.

Consensus GTTCCTGGACAGATACTTCTATAACCAGGAGGA CtTGCGC TTCGACAGCGACGTGGGGGAGTTCCG
Coverage

M1B1_E1GT TCCTGGACAGATACTTCTATAACCAGGAGGA GCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGT TCCG
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FIGURA 11: ELECTROFEROGRAMA 3: en las cajas rojas se observan 2 picos, lo
que quiere decir que hay presencia de 2 alelos en la muestra.

En condiciones ideales, en una secuencia se debe observar 1 pico, en el caso de los
electroferogramas 2 y 3 en las cajas rojas se observan 2 picos, lo que permite afirmar la

33



presencia de 2 alelos presentes en la muestra, también se puede atribuir a sesgos en los
cebadores, por lo que se infiere que es necesario hacer mejoras en la técnica para obtener
mejores resultados.
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5. DISCUSION

En estudios anteriores, la identificacion de alelos del CMH en primates no humanos se ha
relacionado con métodos seroldgicos ambiguos, técnicas equivocas como el
isoelectroenfoque, 0 que requieren mano de obra intensiva como la clonacion y
secuenciacion. La utilizacion de PCR seguido de DGGE en este estudio fue validada
como técnica para tipificar monos Aotus caracterizados por clonacién en un estudio
previo. DGGE constituye un método rapido y sensible para la identificacion de alelos
DRB en monos del nuevo mundo considerados como modelo importante en las ciencias
biomédicas, asi mismo la identificacion de alelos DRB de clase 11 en dicho modelo animal
permite avanzar en el estudio inmunopatolégico de la malaria, como el curso de la misma.

En estudios similares segun lo descrito por Knapp 1997 se obtuvo productos similares
(310pb) con respecto al obtenido en este estudio (300pb).

En este estudio se logro establecer las condiciones 6ptimas de operacion de la DGGE, en
base a la realizacion de DGGE perpendicular para determinar la concentracion de
gradiente dptimo de separacion de alelos en DGGE paralela, en cuanto a los pasos
técnicos fue necesario implementar una metodologia artesanal, dado que los pasos
descritos en la teoria no fueron aplicables del todo en la practica.

Se logré caracterizar el patron de bandas obtenido por DGGE paralela, es importante
destacar que, con respecto a lo reportado en estudios previos, DGGE muestra un avance
muy significativo puesto que se encontré un mayor nimero de alelos para cada mono
estudiado, lo que demuestra el elevado potencial de resolucion y sensibilidad de la
técnica.

En el andlisis de las secuencias, sélo se obtuvo un electroferograma ideal, en las demas
muestras se observd picos sobrelapados que sugieren la presencia de mas de un alelo,
situacion que se puede atribuir a sesgos en los cebadores, por lo tanto se hace necesario
implementar mecanismos de mejora que permitan mayor resolucién de resultados.

El uso generalizado de la DGGE ilustra la importancia y valor que tiene la técnica para
evaluar alelos del CMH, la favorecen el hecho de ser rapida, fiable, reproducible,
relativamente baja en costos, a diferencia de clonacion y secuenciacion. Cabe resaltar que
permite la determinacion de variedad de loci y el estudio del CMH en una amplia variedad
de especies (8). Por otro lado a pesar de que se ha demostrado que la DGGE es superior
a la clonacion y secuenciacion (14,27), el uso anadlogo de clonacién y secuenciacion
seguido de DGGE durante el estudio de especies, asegura una adecuada deteccion de
alelos CMH-DRB.
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6. CONCLUSIONES

A partir de la utilizacion de PCR seguida de DGGE se evidencia que la técnica es sensible
para la caracterizacion de alelos DRB en Aotus vociferans. En este trabajo se amplifico
el exon 2 altamente polimdrfico de los genes del CMH-DRB previamente descritos en
esta especie, es de anotar que en las secuencias se observan picos sobrelapados por lo que
se concluye la existencia de mas de un alelo, en otras secuencias no se obtuvo la
resolucion esperada, lo que podria atribuirse a sesgos en los cebadores.

En este estudio el uso de la técnica de DGGE expone un interesante avance con respecto
a técnicas alternativas como la clonacion y secuenciacion ya que identifica alelos no
reportados por éstas. La incorporacion en la PCR de un cebador con GC-clamp en teoria
permite la separacion de alelos que difieren en un Unico nucledtido, en este estudio se
logro la separacion de diferentes alelos en geles de DGGE, sin embargo en el analisis de
las secuencias se puede inferir que la técnica resulta sensible debido a que detecta
diferentes alelos, pero que se hace necesario poner a punto la técnica para la deteccion de
un alelo especifico.
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7. RECOMENDACIONES

La técnica de DGGE aunque de manejo relativamente complejo, sigue siendo
extremadamente eficaz, dado su elevado potencial para describir el CMH en un amplio
grupo de vertebrados, ademas de su baja intensidad en mano de obra y bajo costo a
diferencia de la clonacion y secuenciacion.

Es una técnica, rapida, baja en costos, cuyos principios son aplicables a cualquier locus
del CMH de interés, motivo por el cual es de gran atractivo para investigadores que
quieren estudiar la diversidad de éste en las especies. En otros estudios se ha demostrado
que DGGE puede ser utilizado para la deteccion de genes del CMH clase | de mas de 200
aves (26).

En general, todas las metodologias conocidas para describir el CMH, presentan ventajas
y desventajas, que deben ser tenidas en cuenta al momento de realizar el estudio. En la
DGGE se requiere una total atencién de cada uno de los pasos necesarios para llevar a
cabo la preparacion del gel de acrilamida, dado que pequefias diferencias en la
concentracion de agentes desnaturalizantes, pueden determinar el éxito en los resultados
obtenidos.

En cuanto a los pasos técnicos a seguir para el gel paralelo y en especial para el gel
perpendicular, es de resaltar, segln la experiencia personal, que la teoria sin duda muy
atil, no llega al nivel de desafios que comprende la préactica diaria, por lo tanto es ésta la
que aporta todas las herramientas para la transformacion de ideas y contribucion al
conocimiento.

En el andlisis de las secuencias se evidencia la presencia de picos sobrelapados que
sugieren la necesidad de poner a punto la técnica con el fin de detectar un alelo especifico.

Por altimo y no menos importante, a futuro seria muy significativo esclarecer
puntualmente, mecanismos con el fin de mejorar, la resolucion correcta de las bandas al
utilizar DGGE. Al igual que explorar a fondo aspectos técnicos con el fin de obtener
resultados en un periodo de tiempo mas corto. Por otro lado también seria de mucho
interés investigar nuevos campos de aplicacion de la DGGE, como también tipificar alelos
del CMH en especies aun no caracterizadas.
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9. ANEXOS
ANEXO 1. PREPARACION Y MONTAJE DEL GEL DGGE PERPENDICULAR
Solucionesy reactivos:

e TAE 50X

e TAE1X

e Persulfato de amonio (APS) 10%
e Buffer de carga 2X

e Solucion de tincion DCode.

Preparacion de soluciones gel 12% de

poliacrilamida.

de gradiente desnaturalizante al

La concentracion de gradiente desnaturalizante a utilizar es variable de acuerdo a la
muestra a analizar con el sistema DCode. Generalmente se utiliza una gama amplia de
gradiente desnaturalizante que va de 0-100% o de 20-70%. Asi mismo la concentracién
de acrilamida también puede variar teniendo en cuenta el tamarfio del fragmento a analizar,
sin embargo, se debe preparar soluciones 0 y 100% como stock. La solucion
desnaturalizante 100% consiste en una mezcla de urea 7M y formamida desionizada al
40%.

La solucidon de acrilamida estd compuesta por acrilamida y bis-acrilamida los cuales se
encuentran en una proporcion 37.5:1, relacionada con los gramos y moles, que determina
la concentracion al 40% del reactivo.

TABLA 2: Preparacion de acrilamida 40%

40% acrilamida/bis (37.5:1)

REACTIVOS CANTIDAD
Acrilamida 389

Bis-acrilamida 29

Agua destilada Llevar a 100 ml

Filtrar por filtro de poro de 0,45 y guardar a 4°C

TABLA 3: preparacién de soluciones denaturantes 0% y 100% para gel perpendicular.

SOLUCION SOLUCION
REACTIVO DENATURANTE 0% | DENATURANTE 100%
ig(l)/l;mon acrilamida/Bis 15 ml 15 ml
Buffer TAE 50X 2ml 2ml
Formamida - 40 ml
Urea - 429
Agua nanopura 83 ml Llevar a 100 ml

*Cantidades para 100 ml.
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Desgasificar por 15 minutos y filtrar en filtro de poro 0.45 um. Almacenar hasta por un
mes a 4°C protegido de la luz.

Nota: si la solucién de 100% se precipita, volver a disolverla calentandola en un bafio de
agua a temperatura moderada.

TABLA 4: preparacion de solucion denaturante 0% para gel al 12% de acrilamida.

GEL 12% GEL 6% GEL 8% GEL 10%
Acrilamida
Ibis 40% 15 ml 20 ml 25 ml 30 ml
Buffer TAE
50X 2 ml 2 ml 2ml 2ml
Agua destilada 83 ml 78 ml 73 ml 68 ml
Volumen total 100 mi 100 mi 100 mli 100 ml

Desgasificar por 10- 15 minutos, por filtro de poro de 0,45um, guardar a 4°C protegido
de la luz, aproximadamente 1 mes.

TABLA 5: preparacion de la solucion denaturante 100% para gel al 12% de acrilamida.

GEL 10% GEL 12% GEL 6% GEL 8%
Acrilamida/Bis
40% 15 ml 20 ml 25 ml 30 ml
Buffer TAE
50X 2ml 2ml 2ml 2ml
Formamida 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml
desionizada
Urea 429 429 429 429
Hasta Hasta Hasta Hasta
Agua destilada | completar 100 | completar 100 | completar 100 | completar 100
ml ml ml ml

Desgasificar por 10- 15 minutos, por filtro de poro de 0,45um, guardar a 4°C protegido
de la luz, aproximadamente 1 mes. Si la solucion de 100% se precipita, volver a calentar
en un bario de agua a temperatura moderada.

3.8.7 Preparacion del gel de gradiente desnaturalizante perpendicular
3.8.8 Materiales y Reactivos

e Formador de gradiente
e Agitador mecanico

e Barras magnéticas

e Bomba peristaltica

e Mangueras

e Aguja

e Soporte
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Pinzas de sujecion
Espaciadores

Vidrios

Nivel

Pipetas

Puntas

Cubeta de electroforesis
Fuente de poder

Peine liso

Tubos falcon de 15 ml
Tubos falcon de 50 ml
Caja de puntas amarillas
Solucién denaturante 0%
Solucion denaturante 100%
Solucién de tincién Dcode
Buffer de carga 2X

TAE 50X

TAE 1X

Agarosa

Persulfato de amonio
TEMED

3.8.9 Montaje del sdndwich

1.

10.

Lavar los vidrios y los espaciadores cuidadosamente con extran o jabon liquido
diluido. Enjuagar con abundante agua y poner a secar en un lugar fijo, sélo se debe
utilizar los guantes para frotar suavemente los vidrios.

Limpiar los vidrios y los espaciadores con etanol 96% y asegurarse de que queden
completamente limpios y secos, utilizando papel que no deje desechos ni fibras
sobre el vidrio (Kimwipes).

Colocar el vidrio grande sobre una superficie firme y limpia (libre de grasa).
Colocar los espaciadores sobre el vidrio grande procurando no moverlos de su
posicion para no engrasar los vidrios. Las muescas deben mirar hacia afuera.
Colocar el vidrio pequefio sobre los espaciadores, revisar que esté alineado con el
vidrio grande, verificar que tenga una superficie regular, lisa, sin salientes.
Sostener cuidadosamente y sellar los bordes con cinta de enmascarar.

Abrir las pinzas usando el tornillo, para proceder a insertar los vidrios.

Insertar los vidrios entre las pinzas y atornillar uno de los lados ligeramente.
Repetir lo mismo con el otro lado, ajustar las pinzas a cada lado de los vidrios para
fijar el montaje.

Con ayuda de un nivel (0jo) verificar que el soporte se encuentra nivelado.
Insertar las pinzas que sujetan los vidrios en el soporte.

Verificar el ajuste de los espaciadores introduciendo y sacando la tarjeta de
alineacion, ésta debe presentar una ligera presion pero no forzada.
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11. Ajustar las pinzas del soporte haciendo presion hacia adentro y hacia abajo y
apretando suavemente los tornillos, se debe tener precaucion de no apretar
excesivamente, ya que existe el riesgo de que se rompan las placas de vidrio.

12. El séndwich debe quedar hundido en la esponja, para sellar y afirmar los vidrios.

13. Colocar el peine liso y sellar con agarosa 1% para evitar la salida del gel del
sédndwich, verificar que no queden espacios sin sellar con agarosa, excepto en la
parte superior donde se servira el gel.

14. Colocar el sandwich con el soporte ya fijado, en posicion vertical formando un
angulo de 90°, con ayuda de una caja de puntas amarillas (200ul) y una tapa de
tubo falcon de 50 ml y proceder a servir el gel en el sandwich.

3.8.10 Preparacion del gel de gradiente desnaturalizante perpendicular.

1. Colocar en un agitador magnético el formador de gradiente con sus barras
magnéticas respectivas, para preparar las soluciones 20 y 80% en la region
HEAVY y LIGHT respectivamente, con el fin de permitir que las soluciones
fluyan de mayor a menor concentracion.

NOTA: las barras magnéticas deben girar a una velocidad moderada, de manera
que se impida la formacién de turbulencias o burbujas de aire que afecten la
formacion del gel.

2. El formador de gradiente debe estar conectado a través de una manguera con la
bomba peristaltica, que se debe programar en 4 para que el tiempo de caida del
gel al sdndwich sea de 2 ml por minuto. Con esto se asegura que el gel no se
polimerice en la manguera y que se distribuya de manera uniforme entre los
vidrios del sandwich.

45



10.

Tomar un tubo falcon de 15 ml y marcar como PLUG. Agregar 1.5 ml de solucién
0% y adicionar 15 pl de persulfato de amonio (APS) al 10% y 1,2ul de TEMED,
mezclar suavemente por inversion y servir con una pipeta entre los vidrios del
sandwich.

Esperar unos minutos hasta que ocurra la polimerizacion. Esta solucion es
utilizada con el objetivo de sellar la base del gel durante la preparacion del
gradiente.

Teniendo en cuenta la ecuacion: V1= C1=V 2 C; preparar la solucion al 20%
tomando 2,8 ml de solucion 100% y 11,2 ml de solucion 0%. Para la solucion
80% tomar 11,2 de solucion 100% y 2,8 de solucion 0%, obteniendo un volumen
de 14 ml para cada dilucién y un volumen total de 28 ml que llenard el sandwich.

NOTA: agregar inicialmente 2,8 ml de solucion 100% en la region B (20%) del
formador de gradiente y agregar 2,8 ml de solucion 100% en la region A (80%)
del formador de gradiente, para asegurarse que la solucion 20% pasa
correctamente a la solucién 80%, colocando la palanca en posicion vertical y
levantando ligeramente el formador de gradiente por la region B e inmediatamente
devolviéndolo a su posicion original y cerrando la palanca.

Agregar a la solucion mas concentrada 20ul de soluciéon de tincion DCode,
seguidamente agregar 140 ul de APS y 11,2 de TEMED a cada una de las
soluciones.

Abrir brevemente la llave del formador de gradiente para asegurar que el flujo de
la solucién es correcto, si es asi, abrir completamente y servir el gel en el
sandwich, se debe procurar que al momento del llenado no se formen burbujas.
Luego del llenado exitoso del sandwich, y una vez vacias ambas regiones del
formador de gradiente, quitar la aguja del sandwich, pasar a un recipiente y llenar
de agua desionizada las dos regiones del formador de gradiente para realizar un
lavado de las mangueras y el formador de gradiente.

NOTA: el agua residual obtenida del lavado de las mangueras y el formador de
gradiente no se debe descartar por el desagiie. Se debe eliminar adecuadamente.

Se esperan aproximadamente 1 hora hasta la polimerizacion, se debe evidenciar
visualmente un incremento del gradiente con el aumento progresivo del color azul
de la solucién de tincién en el gel.

Limpiar y secar el formador de gradiente y mangueras.

NOTA: si el gel no se va a correr inmediatamente, se puede guardar a 4°C en
camara humeda toda la noche, aunque se recomienda correr el mismo dia de la
preparacion.
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3.8.11 Preparacion de la cubeta de electroforesis.

Verter 6.5L de Buffer TAE 1X en la cubeta de electroforesis.

Poner el médulo de control por encima de la cubeta, verificando que el eje rotativo
quede bien ubicado en su envoltura.

Encender el equipo, ajustar la temperatura a 60°C y la tasa de incremento de
temperatura al maximo (200).

Esperar hasta que el buffer alcance la temperatura deseada aproximadamente
1hora 30 minutos.

NOTA: se recomienda que cuando el buffer llegue a 50°C, se introduzca el gel
para evitar que por diferencia de temperaturas se rompan los vidrios.

3.8.12 Preparacion de los pozos y equilibrio del gel

10.

11.

Retirar el peine delicadamente

Lavar la superficie del gel con buffer TAE 1X, varias veces, utilizando una pipeta.
Colocar buffer o agua destilada en las bandas de goma que sellan el cuadro del
soporte para favorecer la adhesion y disminuir los riesgos de falta de estabilidad.
Humedecer con buffer o agua el marco de migracién para evitar friccion de este
con las pinzas del séndwich en el momento de encajarlos.

Retirar el gel del soporte y de la esponja humedecida girando las palancas
simultaneamente 180° hacia arriba y después jalando hacia el exterior.

Hacer resbalar las rajas en las pinzas del sandwich sobre el cuadro de migracion.
Empujar con los pulgares por debajo de las pinzas, hasta que se escuche un clic.
Mantener el angulo entre el sdndwich y el soporte para evitar que el vidrio dafie
los empaques blancos. Si los sandwiches no quedan bien ajustados contra el
soporte, no se formard un espacio que contiene buffer y la electroforesis no
correra.

Revisar gque la placa mas grande sea la mas proxima a usted y que las pinzas estén
bien apretadas y estables, ya que si no se sujeta la parte baja al mismo nivel de las
pinzas, las placas de vidrio pueden moverse y el montaje perderia estabilidad.
Juntar dos placas de vidrio sin espaciadores y sujetarlas con las pinzas de
sandwich. Colocar este montaje en el lado contrario del marco de migracion.
NOTA: no olvidar humedecer las partes previamente al contacto.

Apagar el elemento calentador y posteriormente el equipo desde el médulo de
control. Esperar un minuto antes de levantar la tapa y depositarla sobre su base,
ya que el eje de ceramica es muy fragil y podria romperse por el cambio de
temperatura.

Poner el marco de migracion con el gel en la cubeta de electroforesis.

NOTA: el cuadro se debe colocar con el punto rojo a la derecha de la cubeta, de
lo contrario no entra.

Colocar nuevamente la tapa con el controlador de temperatura sobre la cubeta de
electroforesis. NOTA: se debe tener mucho cuidado con el elemento calentador,
ya que puede chocarse con las paredes de la cubeta y romperse.
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12.

13.

14.

Encender la bomba y revisar: que el buffer sea dirigido por encima del gel en la
camara y toque el electrodo y que el espacio que se forma entre los dos séndwich
permanezca lleno con buffer.

Si no se llena la camara por encima del gel, se debe a falta de estabilidad del
montaje. En ese caso debe verificar que las placas de vidrio no se hayan movido
y que no haya fugas de buffer, sacando el marco de migracion sobre una superficie
plana y llenando la camara con agua.

Si todo esté bajo control, deje que se equilibre el gel en el tampdn hasta que se
vuelva a alcanzar la temperatura deseada (60°C).

3.8.13 Carga de muestras y electroforesis.

Es importante que las muestras de ADN que se vayan a cargar hayan sido
previamente purificadas y comprobadas en un gel de agarosa.

Segun el manual de BIORAD para un gel denaturante perpendicular se pueden
cargar de 1 a 3ug de la amplificacion de ADN, por lo general 50% de un volumen
de 100 pl de PCR a partir de una molde de ADN de 100 ng. Se realiza una mezcla
de la muestras y se combinan en el mismo gel.

En el presente estudio se sembré 1,5ug de ADN (10ul de producto de PCR
purificado) de un mono A. vociferans con 5 alelos, cuya cuantificacion fue 104.6
ug. Se realiz6 los célculos respectivos para la preparacion de la muestra a sembrar,
asi:

1000pl 104,6pug DNA
X 1,519

Es necesario tomar 14,3 ul del producto de PCR purificado, agregarle 35,7 de
agua nanopura, mas 50l de Buffer de carga 2X para preparar la muestra de 1,5ug
a sembrar.

e Setomd un tubo de PCR debidamente marcado, para preparar la muestra, se
mezcldé bien y se realiz6 un Spin para concentrar el volumen en la parte
inferior.

Levantar Unicamente la tapa transparente de acrilico sin levantar toda la tapa del
controlador, para no disminuir la temperatura del buffer significativamente.

Apagar el calentador, posteriormente la bomba y el equipo.

Cargar las muestras con las puntas largas exclusivas para DGGE, para este caso la
muestra fue sembrada con una jeringa HAMILTON en la mitad del gel, verificando
que su distribucion fuera uniforme.
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Colocar la tapa transparente en su posicion y encender nuevamente el aparato, el
calentador y la bomba. Nota: si la tapa no esta en su posicion correcta, no se puede
generar corriente eléctrica en el equipo.

Enchufar los cables eléctricos en la fuente de poder, teniendo en cuenta aparear los
colores (rojo con rojo y negro con negro), ya que de lo contrario el ADN se saldria de
los pozos.

El voltaje utilizado fue de 300 voltios constantes, verificar que el amperaje se
mantenga constante.

Correr el gel durante 3 horas: 30 minutos, verificar que los pardmetros son y se
mantienen correctos. En especial la temperatura del buffer (60°C)

Una vez finalizado el corrido, apagar el equipo y esperar 5 minutos antes de retirar el
sistema de control de temperatura.
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3.8.14 Tincion del gel con SYBR Gold.

1. Apagar la fuente de tensidn eléctrica y el aparato Dcode. Esperar 5 minutos.

2. Colocar delicadamente la tapa en su base.

3. En un recipiente de plastico o de vidrio que pueda contener el gel, llenar con
solucion tampon TAE 1X previamente utilizada en la corrida, agregar 5ul de
SYBR gold y proteger de la luz.

4. Remover el sandwich del marco de migracion. Desatornillar las pinzas y ponerlas
de lado.

5. Delicadamente levantar un espaciador (no muy alto) hasta que el gel se despegue
de la placa mas pequefia.

6. Dejando el gel sobre la placa méas grande, coloque la placa con el gel dentro del
recipiente previamente llenado con TAE 1X y mover con cuidado la placa para
que el gel se despegue y se pueda recuperar posteriormente. Esperar unos minutos.

7. Tefir durante 10 minutos con agitacion lenta.

8. Sacar la foto bajo la luz UV (254nm) en el transiluminador. Para evitar que se
rompa durante el proceso, moje la superficie y después haga deslizar el gel.

NOTA: utilizar guantes a lo largo del proceso, evitar tocar el gel con las manos,
evitar doblar y torcer el gel.
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ANEXO 2. PREPARACION Y MONTAJE DEL GEL DE GRADIENTE
DESNATURALIZANTE PARALELO

3.9.1

Preparacion de soluciones gel de gradiente desnaturalizante al 6% de

poliacrilamida.

3.9.2 Solucién de acrilamida al 40%

Para 100 ml

1.
2.
3.

Usando guantes de nitrilo y mascarilla, pesar 38g de acrilamida en polvo
Agregar un poco de agua destilada en un Erlenmeyer de 250 ml

Adicionar lentamente la acrilamida al agua, tratando de disolverla y de no perder
una minima cantidad.

Pesar 2g de bisacrilamida en polvo y adicionar en el mismo Erlenmeyer

Agregar un poco de agua al Erlenmeyer, sin que el volumen total supere los 75
ml.

Introducir una barra magnética y dejar en agitacion por 30 minutos.

Una vez disuelta completamente la acrilamida, verter la solucion en un bal6n
volumeétrico de 100ml y completar el volumen con agua.

Filtrar la solucion con filtro de poro de 0.45um

Verter en una botella de cierre hermético, protegida de la luz y almacenar a 4°C.

TABLA 6: preparacion de soluciones denaturantes 0% y 100% para gel de acrilamida
6% paralelo.

SOLUCION SOLUCION
REACTIVO DENATURANTE 0% DENATURANTE 100%
Solucion a:‘rc(;(l)/loamlda bis- 15 ml 15 ml
Buffer TAE 50X 2 ml 2 ml
Formamida - 40 ml
Urea - 429
Agua hanopura 83 ml Llevar a 100 ml

*Cantidades para 100 ml.

a. Desgasificar por 15 minutos, filtrar por filtro de poro 0,45um. Almacenar hasta

por un mes a 4°C protegido de la luz.

NOTA: si la solucion 100% se precipita, vuelva a disolverla calentandola en un bafio de
agua a temperatura moderada.
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3.9.4 Montaje del sdndwich

Lavar los vidrios y los espaciadores cuidadosamente con extran o jabon liquido diluido.
Enjuagar con abundante agua y poner a secar en un lugar fijo, sélo se debe utilizar los
guantes para frotar suavemente los vidrios.

1.

©

10.

11.
12.

Limpiar los vidrios y los espaciadores con etanol 96% y asegurarse de que queden
completamente limpios y secos, utilizando papel que no deje desechos ni fibras
sobre el vidrio (Kimwipes).

Colocar el vidrio grande sobre una superficie firme y limpia (libre de grasa) como
por ej: servilletas de papel.

Colocar los espaciadores sobre el vidrio grande procurando no moverlos de su
posicion para no engrasar los vidrios. Las muescas deben mirar hacia afuera.
Colocar el vidrio pequefio sobre los espaciadores, revisar que esté alineado con el
vidrio grande, verificar que tenga una superficie regular, lisa, sin salientes.
Sostener cuidadosamente y sellar los bordes con cinta de enmascarar.

Abrir las pinzas usando el tornillo, para proceder a insertar los vidrios.

Insertar los vidrios entre las pinzas y atornillar uno de los lados ligeramente.
Repetir lo mismo con el otro lado, ajustar las pinzas a cada lado de los vidrios para
fijar el montaje.

Con ayuda de un nivel verificar que el soporte se encuentra equilibrado.

Insertar las pinzas que sujetan los vidrios en el soporte.

Verificar el ajuste de los espaciadores introduciendo y sacando la tarjeta de
alineacion, ésta debe presentar una ligera presion pero no forzada.

Ajustar las pinzas del soporte haciendo presion hacia adentro y hacia abajo y
apretando suavemente los tornillos, se debe tener precaucién de no apretar
excesivamente, ya que existe el riesgo de que se rompan las placas de vidrio.

El sdndwich debe quedar hundido en la esponja, para sellar y afirmar los vidrios.
Verificar que el peine se puede insertar facilmente entre las dos placas de vid
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3.9.5 Preparacion del gel de gradiente desnaturalizante paralelo

1. Colocar en un agitador magnético el formador de gradiente con sus respectivas
barras magnéticas, para preparar las soluciones 45% y 70% en la region LIGHT
y HEAVY respectivamente, con el fin de permitir que las soluciones fluyan de
mayor a menor concentracion.

NOTA: las barras magnéticas deben girar a una velocidad moderada, de manera
que se impida la formacién de turbulencias o burbujas de aire que afecten la
formacion del gel.

2. EIl formador de gradiente debe estar conectado a través de una manguera con la
bomba peristaltica, que se debe programar en 4 para que el tiempo de caida del
gel al sdndwich sea de 2 ml por minuto. Con esto se asegura que el gel no se
polimerice en la manguera y que se distribuye de forma uniforme entre los vidrios
del sandwich.

3. Tomar un tubo falcon de 15 ml y marcar como PLUG. Agregar 1.5 ml de solucién
0% y adicionar 15 pl de persulfato de amonio (APS) al 10% y 1,2ul de TEMED,
mezclar suavemente por inversion y servir con una pipeta entre los vidrios del
sandwich.

4. Esperar unos minutos hasta que ocurra la polimerizacion. Esta solucion es
utilizada con el objetivo de sellar la base del gel durante la preparacion del
gradiente.

5. Teniendo en cuenta la ecuacion: Vi« C1=V 2+ Cz preparar la solucion de 45%
tomando 5,85 ml de solucion 100% y 7,15ml de solucion 0%. Preparar la solucion
de 70% tomando 9,1ml de solucion 100% y 3,9 ml de solucién 0%, obteniendo
un volumen de 13 ml para cada solucion y un volumen total de 26 ml que llenara
el sandwich.

NOTA: agregar inicialmente 5,85 ml de solucion 100% en la region B (45%) del
formador de gradiente y agregar 5,85 ml de solucién 100% en la region A (70%)
del formador de gradiente, para asegurarse que la solucion 45% pasa
correctamente a la solucién 70%, colocando la palanca en posicion vertical y
levantando ligeramente el formador de gradiente por la region B e inmediatamente
devolviéndolo a su posicion original y cerrando la palanca.

6. Agregar a la solucion mas concentrada (70%) 20ul de solucion de tincion Dcode,
seguidamente agregar 130ul de APS y 10,4ul de TEMED a cada una de las
soluciones.

7. Abrir brevemente la llave del formador de gradiente para asegurar que el flujo de
la solucion es correcto (ambas regiones del formador de gradiente deben bajar al
tiempo), si es asi, abrir completamente y servir el gel en el sandwich, se debe
procurar que al momento del llenado no se formen burbujas.

NOTA: se debe verificar que no existan fugas del gel por el tubo o por la camara,
si esto sucede, se debe preparar el gel nuevamente.

53



8. Luego del llenado exitoso del sandwich, y una vez vacias ambas regiones del
formador de gradiente, quitar la aguja del sandwich, pasar a un recipiente y llenar
de agua desionizada las dos regiones del formador de gradiente para realizar un
lavado de las mangueras y el formador de gradiente.

NOTA: el agua residual obtenida del lavado de las mangueras y el formador de
gradiente no se debe descartar por el desagie. Se debe eliminar adecuadamente.

9. Se espera aproximadamente 1 hora hasta la polimerizacion, se debe evidenciar
visualmente un incremento del gradiente con el aumento progresivo del color azul
de la solucion de tincion en el gel.

10. Limpiar y secar el formador de gradiente y mangueras.

NOTA: si el gel no se va a correr enseguida, se puede guardar a 4°C en cdmara
himeda toda la noche, aunque se recomienda correr el gel el mismo dia de la
preparacion.

3.9.6 Preparacion del gel de apilamiento

1. Colocar el peine en posicion central entre las dos placas de vidrio

2. Verter 5 ml de la solucién denaturante 0% en un tubo falcon de 15 ml

3. Agregar a este 50ul de APS y 5ul de TEMED. Mezclar ligeramente por inversion.
4. Verter la solucion de apilamiento entre las dos placas con ayuda de una pipeta.

Se debe verificar que el espacio total del peine esta ocupado por la solucién de acrilamida
y no existen burbuas de aire. En caso de que haya burbujas, retirar el peine, eliminar las
burbujas con la punta de la pipeta y ubicar de nuevo el peine.

NOTA: el nivel de acrilamida debe subir ligeramente por encima de las extremidades de
las placas, sin llegar a derramarse. EI volumen disminuira ligeramente durante la
polimerizacion.

3.9.7 Preparacion de la cubeta de electroforesis

1. Verter 6.5 litros de la solucion tampén TAE 1X en la cubeta de electroforesis

2. Poner el modulo de control por encima de la cubeta, asegurandose de que el eje
rotativo esté bien ubicado en su envoltura.

3. Encender el equipo, ajustar la temperatura a 60°C y la tasa de incremento de
temperatura al maximo (200)

4. Esperar hasta que el tampon alcance la temperatura deseada (aproximadamente 1
hora y media).

3.9.8 Preparacion de los pozos y equilibrio del gel

1. Retirar el peine delicadamente
2. Lavar los pozos del gel con buffer TAE 1X, varias veces, utilizando una pipeta.
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10.

11.

12.

13.

14.

Colocar buffer o agua destilada en las bandas de goma que sellan el cuadro del
soporte para favorecer la adhesion y disminuir los riesgos de falta de estabilidad.
Humedecer con buffer o agua el marco de migracién para evitar friccion de este
con las pinzas del séndwich en el momento de encajarlos.

Retirar el gel del soporte y de la esponja humedecida girando las palancas
simultaneamente 180° hacia arriba y después jalando hacia el exterior.

Hacer resbalar las rajas en las pinzas del sandwich sobre el cuadro de migracion.
Empujar con los pulgares por debajo de las pinzas, hasta que se escuche un clic.
Mantener el &ngulo entre el sandwich y el soporte para evitar que el vidrio dafie
los empaques blancos. Si los sandwiches no quedan bien ajustados contra el
soporte, no se formard un espacio que contiene buffer y la electroforesis no
correra.

Revisar que la placa mas grande sea la mas proxima a usted y que las pinzas estén
bien apretadas y estables, ya que si no se sujeta la parte baja al mismo nivel de las
pinzas, las placas de vidrio pueden moverse y el montaje perderia estabilidad.
Juntar dos placas de vidrio sin espaciadores y sujetarlas con las pinzas de
sandwich. Colocar este montaje en el lado contrario del marco de migracion.
NOTA: no olvidar humedecer las partes previamente al contacto.

Apagar el elemento calentador y posteriormente el equipo desde el médulo de
control. Esperar un minuto antes de levantar la tapa y depositarla sobre su base,
ya que el eje de ceramica es muy fragil y podria romperse por el cambio de
temperatura.

Poner el marco de migracién con el gel en la cubeta de electroforesis.

NOTA: el cuadro se debe colocar con el punto rojo a la derecha de la cubeta, de
lo contrario no entra.

Colocar nuevamente la tapa con el controlador de temperatura sobre la cubeta de
electroforesis. NOTA: se debe tener mucho cuidado con el elemento calentador,
ya que puede chocarse con las paredes de la cubeta y romperse.

Encender la bomba y revisar: que el buffer sea dirigido por encima del gel en la
camara y toque el electrodo y que el espacio que se forma entre los dos sdéndwich
permanezca lleno con buffer.

Si no se llena la cdmara por encima del gel, se debe a falta de estabilidad del
montaje. En ese caso debe verificar que las placas de vidrio no se hayan movido
y que no haya fugas de buffer, sacando el marco de migracion sobre una superficie
plana y llenando la camara con agua.

Si todo esta bajo control, deje que se equilibre el gel en el tampon hasta que se
vuelva a alcanzar la temperatura deseada (60°C).

3.9.10 Carga de muestras y electroforesis

Es importante que las muestras de ADN que se vayan a cargar hayan sido previamente
purificadas y comprobadas en un gel de agarosa.

NOTA: la cantidad de ADN a cargar depende del gradiente de concentracion del gel, de
la muestra y del tipo de tincion que se realizara. Se debe evitar cargar en exceso debido a
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que esto genera ruido y hace que muchas bandas sean indetectables. Se cargan entre 20-
50 pl que equivalgan por lo menos a 400ng de DNA (producto de PCR).

En el presente estudio se sembrd 25ul de muestra que corresponden a 300 ng de ADN,
de 5 monos Aotus vociferans, previamente cuantificados. Se utiliz6 como marcador de
peso molecular Hyperlader 11 e Hyperlader V, se corrié el gel por 15 horas (900 minutos)
a un voltaje de 40V.

3.9.11 Tincion del gel con SYBR Gold.

1. Apagar la fuente de tension eléctrica y el aparato Dcode. Esperar 5 minutos.

Colocar delicadamente la tapa en su base.

3. Enun recipiente de plastico o de vidrio que pueda contener el gel, llenar con 150
ml de solucién tampon TAE 1X previamente utilizada en la corrida, agregar 5pl
de SYBR gold y proteger de la luz.

4. Remover el sandwich del marco de migracion. Desatornillar las pinzas y ponerlas
de lado.

5. Delicadamente levantar un espaciador (no muy alto) hasta que el gel se despegue
de la placa mas pequefia.

6. Dejando el gel sobre la placa mas grande, coloque la placa con el gel dentro del
recipiente llenado previamente 150 ml de TAE 1X utilizado en la corrida y mover
con cuidado la placa para que el gel se despegue y se pueda recuperar
posteriormente. Esperar unos minutos.

7. Tefiir durante 10 minutos con agitacion lenta.

N
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8. Sacar la foto bajo la luz UV (254nm) en el transiluminador. Para evitar que se
rompa durante el proceso, moje la superficie y después haga deslizar el gel.

NOTA: utilizar guantes a lo largo del proceso, evitar tocar el gel con las manos, evitar
doblar y torcer el gel.
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