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“E[ADN es unas
herramientas mds precisas
para la identificacion de
individuos.”

Barranco Montesinos Deyla Azucena
CLEU Campus Oaxaca

Resumen
La huella genética es una técnica que se utiliza para distinguir entre los individuos
de una misma especie utilizando muestras de su ADN, se inicia con la extraccion
del material genético de las células de los diferentes restos y fluidos organicos y
la posterior separacion de fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel. La
electroforesis permitié la separacion de los fragmentos de ADN; se concluye que
la técnica de electroforesis sitlia al sospechoso en la escena del crimen, sin em-
bargo, es posible que se necesiten mas pruebas para demostrar que es culpable.
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Abstrac
The genetic print is a technique that is used to distinguish between individuals
of the same species using samples of their DNA, it begins with the extraction of
genetic material from the cells of the different organic remains and fluids and the
subsequent separation of DNA fragments by gel electrophoresis. Electrophoresis
allowed the separation of DNA fragments; it is concluded that the electrophoresis
technique places the suspect at the scene of the crime, however, more evidence
may be needed to prove that he is guilty.
Keywork
Genetic print, DNA, electrophoresis technique.



INTRODUCCION

Los laboratorios forenses a menudo determinan la
huella genética de indicios encontrados en el lugar
de los hechos para aportar evidencias en juicios.
Una etapa del analisis de ADN es la electroforesis,
mediante el cual se comparan los patrones de ban-
das producidas por las muestras de ADN cuando se
separan en un gel de agarosa.

En el Colegio Libre de Estudios Universitarios
Campus Oaxaca se realizé, como método de ense-
fianza de la técnica de electroforesis, el analisis de
ADN mediante el uso de un kit comercial de BIO-
RAD denominado ADN Fingerprint. Se compararon
las bandas producidas por una muestra que repre-
senta el ADN recogido en la escena del crimen y cin-
co muestras obtenidas de sospechosos en el caso.

El ADN es incoloro, por lo cual no se puede ob-
servar la separaciéon de los
fragmentos de ADN en el gel
durante la electroforesis. El
kit mencionado anteriormente
incluye un colorante llamado
Bio-Safe, el cual debe ser uti-
lizado al finalizar la electrofore-
sis para visualizar las bandas
de ADN. Sin embargo, el colo-
rante que BIO-RAD provee con
el kit, tiie completamente el gel
y se dificulta su lectura debido
a la falta de contraste de las bandas. Como méto-
do alternativo se utilizo el reactivo de tincion SYBR
Green®. Esta molécula se introduce en la estructura
secundaria de la doble hélice del ADN y se acopla
energéticamente a los &cidos nucleicos de éste, de
manera que se incrementa notablemente su tasa de
emision fluorescente. EI complejo resultante ADN-
SYBR Green® presenta el pico de absorcion en A =
498 nm y el de emisién en A = 522 nm (correspon-
diente a la zona verde del espectro).

En este articulo se muestran los fragmentos de
ADN separados mediante electroforesis y se compa-
ra su visualizacion con los reactivos de tincion Bio-
Safe y SYBR Green®.

MARCO DE TRABAJO

Estructura del ADN

El ADN es un polimero formado por dos cadenas
antiparalelas constituidas por nucleétidos, unidos
en forma covalente a través de uniones fosfodiés-
ter, descrita por primera vez por James Watson y
Francis Crick en 1953. Cada nucleétido contiene: un
azlcar desoxirribosa, un grupo fosfato y una base
nitrogenada. En el ADN hay cuatro nucledtidos dife-

"La electroforesis
es una técnica
para la separacion
de moléculas por
tamanos y carga
eléctrica”

rentes que difieren solamente en la base nitrogenada. Estas son:
la adenina (A), la citosina (C), la guanina (G) y la timina (T). Las
dos cadenas estan estabilizadas por la formacién de puentes de
hidrogeno entre las bases complementarias de cada cadena (A
con Ty C con G) manteniendo juntas las dos cadenas (Juvenal,
Gangitano, & Padula, 2001).

La molécula de ADN portadora de la informacion genética es
una larga cadena doble compuesta por nucleétidos. La ordenacién
de los nucleétidos a lo largo de la cadena del ADN sera lo que
determine la informacién genética (Alonso Alonso, 2004).

EI ADN tiene un triple papel bioldgico: como base de la heren-
cia, base de la individualizacion y base de la evolucién. Como base
de la herencia, las moléculas de ADN que los padres transmiten
a sus hijos, a través de las células sexuales, son las responsa-
bles de los caracteres fisicos de los seres vivos, codificados por
los correspondientes fragmentos de ADN llamados genes. De ahi
proviene el nombre de genoma, que se da al conjunto de ADN de
una célula.

Como base de la individualizacion, pode-
mos observar que los organismos son gené-
ticamente distintos unos de otros, debido a
que el ADN de las especies no es totalmente
idéntico. Las pequefias diferencias entre un
ser y otro son las que permiten reconocer
como tales a los distintos individuos, aunque
todos pertenezcan a la misma especie.

En tercer lugar, el ADN ofrece la base mo-
lecular para la evolucién. Esto debido a que
la evolucion tiene su origen en el error. Las
mutaciones pueden ocurrir cuando uno de
los ADN hijos no es idéntico a su progenitor (Romero Casabona,
2009).

El analisis del ADN

El andlisis del genoma de cada individuo permite obtener su perfil
genético individual gracias a su exclusividad. Debido a esta pro-
piedad, el perfil genético permite diferenciar a cualquier persona,
excepto en hermanos gemelos idénticos 0 monocigoticos. El perfil
genético individual caracteriza a cualquier persona igual o0 mejor
que sus huellas dactilares, motivo por el cual este perfil recibe tam-
bién el nombre de Huella Genética (Casado Gonzalez & Gonzélez-
Duarte, 1999).

La huella genética tiene aplicaciones en el diagnéstico de pater-
nidad biologica y otras clases de parentesco biolégico, en la identi-
ficacion de sospechosos por comparacion con vestigios biologicos
(tales como: sangre, saliva, raices de cabello, tejidos corporales
diversos, piezas dentales, etc.) en procedimientos penales y en
la identificacién de individuos post-mortem (Casado Gonzalez &
Gonzalez-Duarte, 1999).

Las secuencias del genoma que se estudian para obtener el
perfil genético individual corresponden a regiones altamente va-
riables del mismo, llamadas ADN no codificante, es decir, sin in-
formacion directa o indirecta para la elaboracién de elementos de
importancia para la vida celular (Casado Gonzalez & Gonzélez-
Duarte, 1999).
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Aproximadamente la mitad del ADN no codificante
es ADN repetitivo y aunque gran parte es extremada-
mente polimdrfico (significa que es muy variable entre
las personas), por diversos motivos, el ADN utilizado
con fines forenses es el ADN repetido en tandem vy,
dentro de él, el ADN minisatélite y microsatélite. Estos
consisten en repeticiones de fragmentos de ADN de
nimero variable, por lo que genéricamente se deno-
minan VNTR (“variable number of tandem repeats”).

tados y realizar estadisticos adecuados.

En la actualidad los métodos de deteccion del ADN requieren
de cierta cantidad de tal forma que el ADN extraido debe ser
amplificado. Esto se logra mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con la cual es posible produ-
cir millones de copias de una determinada secuencia de ADN.
Una vez amplificada la zona deseada del ADN, en este caso las
secuencias repetidas en tandem, se identifica el tamafio de los
alelos mediante una electroforesis en gel y posterior compara-

Las repeticiones en el ADN microsatélite son de tama-
fio pequefio (de 2 a 5 pares de bases) por lo que se
suelen denominar STRs (“short tandem repeats”) (Ro-
mero Casabona, 2009). Cada numero de repeticiones
corresponde a un alelo determinado. Por alelo enten-
demos las diferentes formas posibles de un marcador
genético. Existen alelos que son méas probables de ser
compartidos por diferentes individuos de una misma
etnia. Se hace imprescindible contar por lo tanto con
una base de datos a fin de poder interpretar los resul-

cién con marcadores de tamafio conocido (Juvenal, Gangitano,
& Padula, 2001).

Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es un método analitico-semipreparativo,
en el que se separan biomoléculas en dependencia entre otros
factores de su carga bajo la accion de un campo eléctrico. Las
particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos negativo
y positivo), en dependencia de una combinacion de su carga,
peso molecular y estructura tridimensional (Garcia Pérez, 2000).

La electroforesis de ADN puede realizarse en geles de aga-




rosa o de poliacrilamida. Ambos tienen caracteristi- se pueden mover con més facilidad que los mas grandes. Tras
cas diferentes en cuanto a sus propiedades y modo  cierto tiempo, los fragmentos pequefios avanzaran mas que los
de preparacion, por lo que se utilizara uno u otroen  maés grandes. Los fragmentos del mismo tamafio permanecen
funcién de la aplicacion y objetivos que persigamos.  juntos y migran juntos produciendo una sola banda de ADN (BIO-
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La electroforesis en geles de agarosa es el método
estandar para separar y purificar fragmentos de ADN
cuando no requerimos un alto poder de resolucién
(Fierro Fierro, 2014).

La electroforesis separa los fragmentos de ADN

en funcién de su tamafo. Los fragmentos de ADN
se cargan en un gel de agarosa, que se sitlia en una
cubeta que contiene una solucién liquida conducto-
ra. La corriente eléctrica pasa a través de dos elec-
trodos situados en cada extremo de la cubeta. Los
fragmentos de ADN estan cargados negativamente,
y cuando se sitlian en un campo

eléctrico migraran hacia el polo positivo. La matriz
del gel de agarosa actlia como un tamiz molecular a
través de la cual los fragmentos pequefios de ADN

RAD, 2015).
Las etapas de la técnica de electroforesis son las siguientes
(Fierro Fierro, 2014):
a) Obtencion de las muestras de ADN.
b) Preparacion del gel de agarosa.

c) Preparacion de las muestras con el buffer de carga.

d) Carga de las muestras.

e) Corrida del gel.

f) Tefiido del gel.

g) Visualizacion del gel con luz ultravioleta y andlisis de resultados.

Visualizacion de los fragmentos de restriccion
EI ADN es incoloro, de manera que los fragmentos de ADN no se
pueden ver en el gel durante la electroforesis. Se utiliza un tam-
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pén de carga, que contiene dos colorantes y que se
afiade a la solucién de ADN. Los colorantes no tifien
el ADN, pero facilitan la carga de los geles y permi-
ten ver el avance de la
electroforesis. Los co-
lorantes migran hacia
el polo positivo situado
al final del gel, al igual
que los fragmentos de
ADN. La tincién del
ADN muestra su loca-
lizacion en el gel (BIO-
RAD, 2015).

Existen diferentes reactivos que permiten la visua-
lizacion de fragmentos de ADN, el mas conocido es el
bromuro de etidio (BrEt), el cual es un agente interca-
lante (se intercala entre las bases nitrogenadas) que
se usa como colorante fluorescente para la visualiza-
cion de acidos nucleicos en geles de agarosa y polia-
crilamida. El BrEt absorbe luz ultravioleta de A = 300
nm y emite una luz anaranjada de 590 nm, mediante la
cual podemos observar la posicién y cantidad relativa
del ADN en el gel tras la electroforesis (Fierro Fierro,
2014). Como el bromuro de etidio se intercala en el
ADN, esta sustancia tiene un poderoso efecto mutage-
no y puede ser cancerigeno o teratdgeno.

Existen alternativas a la tincion con BrEt. El SYBR
Gold® es un colorante muy sensible con elevada afini-
dad por el ADN, que puede detectar cantidades de tan
solo 20 pg de ADN. Se utiliza en una dilucién 1/10,000
en agua para el tefiido del gel tras la electroforesis.
Otros colorantes disponibles son el SYBR Green®,
también de alta sensibilidad, similar al BrEt pero menor
capacidad mutagénica (Fierro Fierro, 2014).

El colorante que incluye el kit de Bio-Rad se conoce
como Bio-Safe. Cuando el gel se sumerge en una so-
lucién diluida de Bio-Safe, las moléculas del colorante
se unen a las moléculas de ADN atrapadas en el gel de
agarosa. Para aumentar el contraste y visualizar con
facilidad las bandas de ADN, el exceso de colorante se
puede eliminar del gel destifiéndolo con agua. Cuando
las bandas sean visibles, es posible comparar los pa-
trones de restriccion de diferentes muestras de ADN
(BIO-RAD, 2015).

"Diversas
aplicaciones de
la electroforesis”

PROCEDIMIENTO

MATERIALES Y METODOS

Para realizar la técnica de electroforesis se utilizo el
kit de Bio-Rad “ADN Fingerprint” que contiene cinco
muestras de ADN de sospechosos diferentes y una
muestra de ADN encontrada en la escena del crimen.
El kit también incluye agarosa en polvo, enzimas Eco-
RI/Pstl, concentrados de la solucién tampdn TAE (Tris,
acetato, EDTA), colorante Bio-Safe y los marcadores

Hindlll. Se utilizaron dos cubetas de electroforesis (BIOBASE
modelo ET-H1) y una fuente de alimentacién (CSientific modelo
JY-SP300C).

PASOS O DESARROLLO EXPERIMENTAL

Obtencion de las muestras de ADN. Las muestras de ADN del
kit fueron rehidratas con 200 ul de agua estéril a temperatura
ambiente. Las muestras rehidratadas de ADN se encontraban
en una solucién tampdn a una concentracion de 0.3 mg/ml en
Tris 100 mM, NaCl 200 mM, MgCI2 20 mM, DTT 2mM, pH 8.0.

Rehidratacion de enzimas de restriccion. Se rehidratd la mez-
cla de enzimas EcoRI/Pstl en 750 pl de agua estéril, mantenién-
dolas en hielo.

Preparacion del tampon de electroforesis. El tampén de elec-
troforesis TAE se encontraba en el kit en solucion concentrada
50x, por lo que se afadié 60 ml de TAE-50x a 2.94 litros de agua
destilada para obtener la solucién TAE 1x.

Preparacion del gel de agarosa. Los geles de agarosa se pre-
pararon al 1%. Se afiadi6 1 g de agarosa a 100 ml de tampdn
TAE 1x. Se utilizé una cubeta de electroforesis y un peine con 8
pocillos, con un grosor de 0.5 cm.

Digestion con enzimas de restriccion. Se afiadieron 10 pl de
cada muestra de ADN con 10 ul de la mezcla de enzimas a seis
microtubos y se incubaron 45 minutos a 37°C.

Preparacion de las muestras con el buffer de carga. Se aa-
dieron 15 ul de tampdn de carga a cada tubo y se mezclaron los
componentes.

Carga de las muestras. Se colocaron los geles de agarosa
en las camaras para electroforesis con los pocillos del lado del
electrodo negativo. Se rellend con tampdn TAE 1x hasta cubrir
el gel usando 275 ml de tampdn para cada uno. Se cargaron
las muestras en los geles de agarosa, afiadiendo en el primer
pocillo 10 pl de marcadores de ADN y en los demas 20 pl de
cada muestra.

Corrida del gel. Las camaras de electroforesis se conectaron
ala durante una hora a 100 V.

Tefido de los geles. El gel numero uno se colocd en una cu-
beta de tincion y se cubrié con 60 ml de colorante Bio-Safe du-
rante 24 horas. Después de este tiempo se dejé destifiendo du-
rante 15 minutos en agua destilada. El gel nimero dos se coloco
en una cubeta de tincién cubierta para que no le tocara la luz y
se cubrié con 60 ml de solucion SYBR Green® durante 24 ho-
ras. Después de este tiempo se retird de la cubeta sin enjuagar.

Visualizacién de los geles con luz ultravioleta. Las bandas
de ADN del gel de la figura 1a, se observaron bajo luz natural y
con luz blanca. El gel de la figura 1b se visualizé en un transilu-
minador (UVP Benchtop UV Transilluminator Single UV) a una
intensidad alta.

DISCUSION

Por medio de la electroforesis en gel de agarosa, pudimos
separar los fragmentos de ADN. En la figura 1a se muestran
los fragmentos tefiidos por medio del colorante Bio-Safe que
provee el kit BIO-RAD, los fragmentos tefiidos con el colorante



SYBR Green® (figura 1b) y la imagen de referencia
de los fragmentos separados que contiene el manual
de BIO-RAD (figura 1c). De izquierda a derecha, en
el primer pocillo del gel se encuentra un estandar
de ADN, en el segundo pocillo se colocé la muestra
encontrada en la escena del crimen, y en los pocillos
tres a siete se encuentran las muestras de ADN de
los sospechosos.

Como se puede observar en las figuras a, b y c,
los fragmentos de ADN se observan con una me-
jor resolucién en el gel que fue tefiido con SYBR
Green®, sin embargo, no se aprecian todas las
bandas que el kit menciona. Las posiciones de los
fragmentos también varian en todos los casos, coin-
cidiendo sdlo algunas bandas del estandar.

CONCLUSIONES

De acuerdo con las observaciones de los frag-
mentos se concluye quefi, la técnica de electrofore-
sis sitUa al sospechoso en la escena del crimen, sin
embargo, es posible que se necesiten mas pruebas
para demostrar que es culpable. En la practica fo-
rense, los analisis se realizan con segmentos mas
largos de ADN, y utilizando secuenciadores genéti-
cos, obteniéndose mas bandas que permiten la bus-
queda de segmentos especificos de ADN comunes
en una poblacion, y que produciran un patrén unico
para cada individuo.
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