tuto Universitario de Investigacion

Seminario web ° stito Univrsariode Mo
. . i .. Ia Agroalimentario de Aragén
Servicios Cientifico Técnicos del IA2 Universidad Zaragoza

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)

PROYECTO 14506: INFRAESTRUCTURA DGA
Contrato Programa Equipamiento de 2017
I.P: Rafael Pagan

Laboratorio Biologia Molecular
Area Nutricion y Bromatologia. Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos
Facultad Veterinaria. Universidad de Zaragoza

Carmina Rota /Pilar Conchello
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Caracteristicas técnica PFGE

< Subtipificacion molecular: bacterias, mohos,
levaduras

% Separar fragmentos de DNA (10Kb- 11Mb)

<+ Dos campos eléctricos alternantes con diferente
orientacion

v Cambio periodico de la direccion del campo
eléctrico: pulso

v Moléculas grandes ADN mas tiempo alineacion
que las pequenas

v Campo eléctrico misma intensidad y voltaje:
DNA linea recta



Caracteristicas técnica PFGE

< Variantes PFGE: modificacion del campo eléctrico,
velocidad de migracion y resolucion de las bandas

= OFAGE (Orthogonal Field Alternating Gel Electrophoresis)

= FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis)

= TAFE (Transverse AlternatingField Electrophoresis)

= CHEF (Contour-Clamped Homogeneous Electric Field)

= PACE (Programmable Autonomously Controlled Electrodes)

= RGE (Rotating Gel Electrophoresis)

= CFGE (Continuous Field Gel Electrophoresis)

= ZIFE (Zero-Integrated Field Electrophoresis; Birren & Lai 1993) y

= ST/RIDE (Simultaneous Tangential/Rectangular Inversion
Decussate Electrophoresis)



PFGE- CHEF: Contour-clamped Homogeneous Electric Field
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Esquema de distribucion de electrodos en sistema
CHEF en la técnica PFGE



PFGE- CHEF: Contour-clamped Homogeneous Electric Field

Ventajas

+ Facilidad de uso
< Mayor poder de separacion: < 50 Kb - 2 Mb
% Carriles electroforéticos rectilineos

<+ El patron de separacion es independiente de Ia
posicion del gel

s Nimero de muestras

< Poder de discriminacion/reproducibilidad



Protocolo de trabajo

Etapas

Extraccion del DNA gendmico: bloques agarosa

Digestion del DNA: enzimas de restriccion

. Preparacion gel de agarosa (Gold Agarose -SeaKem ®):

muestras

. Separacion de los fragmentos de DNA mediante PFGE

. Tincion del gel/digitalizacion (DCODE™ -BIO-RAD)

Analisis del patron de bandas mediante un software
informatico.

Coeficiente de Dice Pulsotipos = cepas

UPGMA E Dendrograma




Aplicaciones PFGE

<+ Epidemiologia
+ Industria alimentaria

\ 4

PFGE-CHEF: Método de referencia

Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)

Red PulseNet: patogenos alimentarios

https://ia2.unizar.es/servicio/electroforesis-en-gel-de-campos-pulsados-pfge
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