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RESUMEN 

 

Los microsatélites son marcadores moleculares codominantes cuyos resultados 

son reproducibles entre diferentes laboratorios, dos características muy 

importantes en los que supera  a la técnica  RAPD, la cual ha sido ampliamente 

utilizada en diversos estudios de caracterización genética. Estos marcadores 

han demostrado ser herramientas eficaces en muchas aplicaciones en genética 

de poblaciones y actualmente es la herramienta más utilizada en estudios de 

especies forestales. La optimización de condiciones de PCR es uno de los 

aspectos más importantes a tomar en cuenta antes de amplificar y analizar 

correctamente los microsatélites, ya que parámetros no optimizados de PCR 

pueden ocasionar  productos no específicos. En este trabajo se logró amplificar 

microsatélites para 19 plántulas de Pinus spp.,  con los siguientes parámetros: 

Concentración de ADN: 1.6 ng, MgCl2: 1.5 mM; Taq polimerasa: 0.5 U/µl, 

dNTPs 200 µM, primers: 0.2 µM y temperatura de anillamiento: 56°C,  en un 

volumen final de 12 µl. Con dichos parámetros optimizados se logró amplificar 

3 de 6 regiones microsatélites probadas para Pinus spp. Los amplicones 

obtenidos fueron corridos en geles de acrilamida al 4%, lográndose la 

separación de  3 alelos para la región microsatélite PtTX2123 y 2 alelos tanto 

para PtTX3030 como para PtTX3025, por lo que se concluye  que estos 

primers presentan transespecificidad para Pinus spp. Con esta técnica se 

aportará mayor información en los estudios de estimación de diversidad 

genética en poblaciones nicaragüenses de Pinus spp. con estos primers, y en 

otras especies adquiriendo los primers apropiados.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Los marcadores moleculares denominados microsatélites SSRs (Secuencias 

simples repetidas) por sus siglas en inglés, son secuencias cortas de ADN de 1 

a 6 nucleótidos (Schlötterer, 1998). Estas secuencias son altamente 

abundantes en todo el genoma y el polimorfismo de estas regiones refleja 

variación en el número de unidades de repetición (Varshney et al., 2004). 

 Actualmente existen una cantidad considerable de marcadores moleculares, 

uno de los más ampliamente utilizados han sido los RAPD (ADN polimórfico 

amplificado al azar), los cuales tienen ciertas limitaciones, como: baja 

reproducibilidad y dominancia. Los microsatélites son marcadores 

codominantes y altamente reproducibles por lo que poseen una serie de 

cualidades que los hacen útiles para; estimar variación genética útiles en 

colecciones de germoplasma, programas de mejora,  detectar y mapear genes 

(QTL), selección asistida por marcadores (MAS), analizar pedigríes,  controlar 

pureza, detectar diversidad genética, determinar relaciones entre especies y 

razas,  estudio de estructura de poblaciones,  estimar relaciones taxonómicas y 

filogenéticas (Kantartzi, 2013), así como para análisis  de paternidad,  

tipificación de individuos, entre otras características que hacen que esta técnica 

se esté imponiendo como marcadores de alta calidad, en desarrollo constante y 

en auge (Aranzana et al., 2001; Morera et al., 1999). 

Desde finales de los 90s en el Laboratorio de Genética Molecular de la UNAN-

León, se  han realizado investigaciones, en las que se utiliza la técnica RAPD 

(ADN polimórfico amplificado al azar) para detectar y estimar  variabilidad 

genética en poblaciones naturales de Jatropha curcas (Williams et al., 2000), 

Sabal mexicana (Guido & Díaz, 2006), Bombacopsis quinata (Dolmus et al., 

2006), Pinus tecunumanii. (Cerda, 2007), Cedrela odorata (Tijerino, 2009) y 

Calycophyllum candidissimum (Olivares & Gonzales, 2012). Sin embargo, los 

RAPDs, por ser marcadores dominantes, no logran diferenciar homocigotos de 

los heterocigotos, subestimando la cantidad de diversidad existente.  
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Además, la  baja  reproducibilidad de resultados  implica utilizar mayor número 

de primers, para generar un buen número de marcadores RAPDs, lo que 

resulta en un laborioso trabajo y mayor gasto de recursos.  

Con el presente estudio se pretende optimizar la técnica microsatélite en las 

condiciones del Laboratorio de Genética Molecular. Dicha técnica brinda 

fidelidad en la lectura de bandas, propicia el ahorro de recursos, reduce el 

tiempo de obtención de datos moleculares y brinda mayor  información sobre 

cantidad y distribución de la diversidad genética de las poblaciones a estudiar 

en las investigaciones de caracterización de  variabilidad genética.  

Con este primer estudio de regiones microsatélites desarrollado  en Nicaragua 

utilizando Pinus spp., para el Laboratorio de Genética Molecular se abren una 

serie de probables investigaciones con diversos enfoques, tanto en especies 

vegetales como animales. 
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II. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

 

 Establecer la técnica microsatélites en las condiciones del laboratorio de 

Genética Molecular de la UNAN-León. 

 

2.2 .OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

 Optimizar condiciones de extracción, amplificación, electroforesis y 

tinción de ADN, para la detección de microsatélites. 
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III. MARCO TEÓRICO 

 

3.1. COMPOSICIÓN DEL GENOMA EUCARIOTA 

 

El conjunto de la información presente en las células se denomina genoma y 

según su localización, podemos identificar un genoma complejo nuclear, 

también se encuentran cantidades pequeñas de ADN en el citoplasma, fuera 

del núcleo: en los  cloroplastos (ADNcp) y en las mitocondrias (ADNmt), entre 

otras secuencias transgénicas y de origen viral (Figura 1). Tanto los 

cloroplastos como las mitocondrias tienen su propio ADN, del cual hay varias 

copias (Dushek & Tobin, 2005). Sus genes codifican para la traducción y la 

transcripción de los componentes de estos organelos, y tienen funciones 

altamente especializadas en la expresión del fenotipo del organismo a  que 

pertenecen (Cooper & Sunderland, 2000; Alberts et al., 2008). 

 

Figura 1. Composición del genoma eucariota (Heslop-Harrison & Schmidt, 

2007) 
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Por otro lado, en el genoma eucariota existen 2 tipos de ADN, de acuerdo a la 

función biológica que desempeñan: 

A. ADN codificante 

Este tipo de ADN tiene una función conocida, como por ejemplo la expresión de 

un gen cuyo producto final es una proteína. Soporta gran presión selectiva, lo 

que se traduce en pocas mutaciones (Reveles et al., 2008). 

B.  ADN no codificante 

Comprende secuencias de ADN transcripcionalmente inactivas de funciones 

diversas (como por ejemplo, promotores de genes, reguladores de la expresión 

génica, etc.) y en otros muchos casos de función desconocida o sin función 

aparente. Este tipo de ADN por ser altamente polimórfico, tiene un gran interés 

de cara a la identificación de individuos. Según Rober (2008), se clasifican en 

ADN de copia única y ADN de copia múltiple: 

a. ADN de copia única 

El ADN de copia única constituye al menos la mitad del ADN del genoma 

pero su función sigue siendo un misterio, porque las secuencias que 

realmente codifican proteínas son una pequeña porción de todo el ADN de 

copia única. La mayor parte del ADN de copia única se encuentra en ciertos 

tramos entremezclados con varias familias de ADN repetitivo. 

b. ADN de copia múltiple 

Las secuencias de este tipo de ADN también denominado ADN Repetitivo, 

pueden ser altamente repetitivas, moderadamente o poco repetitivas.  

Se clasifican en base a sus dos características más importantes: su 

disposición a lo largo del genoma y el tamaño de la unidad de repetición.  

De acuerdo a  Brown  (2002), se pueden reconocer dos grupos principales 

ADN repetido en tandem y ADN repetido disperso: 

i. ADN repetido en Tándem 

Se compone de bloques de secuencias repetitivas agrupadas unas tras 

otras. Según el tamaño de la unidad de repetición, se subdivide en: ADN 

satélite, ADN minisatélite y ADN microsatélite (Flores & Garrido, 2012). 
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El ADN repetido en tándem se denomina ADN satélite por que los 

fragmentos de ADN que contienen secuencias repetidas en tándem, se 

separan del resto de ADN genómico cuando el ADN se somete a 

centrifugación en gradiente de densidad de Plata-Sulfato de Cesio, 

obteniéndose 2 bandas, la de menor densidad corresponde al ADN satélite. 

Los distintos componentes de este tipo de ADN repetitivo adoptan un 

patrón de distribución cromosómica diferente: el ADN satélite se sitúa en 

la región centromérica, el ADN minisatélite en los telómeros o en sus 

proximidades, y el ADN microsatélite aparece disperso por todo el 

cromosoma.  

Otra distribución del ADN repetido en tándem según Vogt (1990) se da de 

dos maneras: 

 Tipo I 

 Grandes bloques formados por repeticiones de distintas unidades de 

longitud  variable.  

 Tipo II 

Pequeños bloques distribuidos a lo largo de todo el genoma, con un 

número variable de unidades de repetición de secuencia similar. 

Pertenecen a este tipo los minisatélites y los microsatélites.  

Para Flores y Garrido (2012) resulta adecuado incluir en esta clasificación 

los genes parálogos y ADN de telómeros (Figura 2).  
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Figura 2. Clasificación del ADN repetido en tándem (Flores & Garrido 

2012) 

 ADN satélite 

Cal (2001) cita a varios autores los cuales afirman que las secuencias 

repetitivas se disponen en grandes bloques de diversas unidades de 

complejidad variable, con una longitud desde 100 kb a varias Mb.  

Para separar el ADN satélite del resto del ADN genómico se somete a 

centrifugación en gradiente de densidad de Plata-Sulfato de Cesio, 

obteniéndose dos bandas, la de menor densidad corresponde al ADN 

satélite.  

Existen 4 tipos de ADN satélite (I,II,III,IV) los cuales se distinguen 

según el mayor o menor contenido de GC (Singer, 1982). Representan 

en conjunto del 2 al 6% del genoma y tienen una secuencia consenso 

de 5 a 170 pb (Waye & Willard, 1987). Algunos satélites poseen una 

unidad de repetición de tamaño pequeño, como los satélites II y III, que 

consisten en la repetición en tándem de la secuencia ATTCC.  

Existen otros tipos de ADN satélite que no son distinguibles ya que su 

densidad es similar al de los satélites I y III, compartiendo una 

secuencia consenso de aproximadamente 171 pb, con variaciones 

individuales (Choo et al., 1991). 
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 ADN Minisatélite 

Jeffreys et al. (1985) utilizó el termino minisatélite para designar loci de 

ADN repetitivo de un tamaño menor que el de los satélites clásicos. Los 

bloques de secuencias de este ADN poseen un tamaño aproximado 

entre 0.1 y 40 kb y la unidad de repetición es de 10-100 pb. Tienen un 

alto grado de variabilidad, tanto en el número de repeticiones en 

tándem como en la secuencia de la unidad de repetición, por lo que 

ante tamaños idénticos podemos estar frente a alelos diferentes. 

Los loci VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) fueron 

nombrados por Nakamura et al. (1987) aludiendo a la variación en el 

número de unidades de repetición. Tomado en sentido estricto, este 

término podría aplicarse a cualquier tipo de ADN repetitivo, haciendo 

referencia sólo al número de repeticiones y no exclusivamente al 

minisatélite (Armour et al., 1989). 

 ADN Microsatélite 

Los microsatélites llamados así por su pequeño tamaño, hasta unos 

400 pb, lo que los hace idóneos para técnicas de PCR. También se 

conocen como STRs (Repeticiones cortas en tandem) pues la unidad 

de repetición oscila entre 2 y 7 pb (Edwards et al., 1991). Se 

encuentran ampliamente repartidos por todo el genoma (Litt & Luty, 

1989). 

ii.  ADN repetitivo disperso 

Está representado por dos familias que se diferencian en el número de 

nucleótidos que constituyen la unidad de repetición (Singer, 1982). 

Algunos componentes de estas familias pueden ser considerados como 

transposones (elementos genéticos móviles), que son fragmentos 

inestables de ADN con capacidad migratoria (Koremberg & Rykowski, 

1988). Según Flores y Garrido (2012)  se clasifican en:  

Retrotransposones (Tipo I),   Transposones (Tipo II),  genes dispersos 

parálogos, retrogenes y retropseudogenes (Figura 3). 
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Figura 3. Clasificación del ADN repetitivo disperso (Flores & Garrido 

2012) 

 Retrotransposones (Tipo I) 

Los retrotransposones son elementos en el genoma que pueden 

amplificarse ellos mismos, estos se encuentran en casi todos los 

organismos eucariotas,   son los componentes principales del ADN 

nuclear, siendo particularmente abundantes en plantas (San Miguel 

& Bennetzen, 1998). 

-Retrotransposones LTR (Repeticiones terminales largas) Son 

elementos que se amplifican ellos mismos en el genoma, estas 

regiones están presentes en muchos organismos eucariotas. Son 

abundantes en plantas y son el componente principal del ADN 

nuclear, por ejemplo: en maíz representan el 49-78% (San Miguel 

et al., 1998). 

-PLE (Elements como penelope) El único representante trasponible  

activo de este linaje ha sido aislado de Drosophila viridis. Este 

elemento (Penelope) es responsable por el síndrome de 

disgenesis en híbridos  caracterizado por la movilización 

simultánea de familias de elementos trasponibles  no relacionadas 

(Evgen'ev, 2005). 
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-SINEs (Elementos nucleares dispersos cortos) Los constituyen 

repeticiones menores de 500 pb. La familia más representativa y 

mejor estudiada es la ALU, así llamada por presentar un lugar de 

reconocimiento para la enzima de restricción Alu I (Slagel et al., 

1987). 

-LINEs (Elementos nucleares dispersos largos) Están 

constituidos por secuencias repetitivas mayores de 500 pb.  

-DIRs (Elementos trasponibles de Dictyostelium) Probablemente 

evolucionaron de Retrotransposones LTR (Repeticion terminal 

larga), estos poseen algunas características particulares como 

contener un dominio de enzima recombinante tirosina en vez de 

Integrasa y contienen LTRs, algunos DIRS retienen Intrones en 

ORFs (Marco de lectura abierto). 

 Transposones (Tipo II) 

Los elementos trasponibles son secuencias de ADN que se mueven 

de una posición a otra en el cromosoma. Están presentes en todos 

los reinos de los organismos vivos. Solamente genomas de 

microsporidios y Apicomplexos parásitos han eliminado los TEs. 

-Transposones “Copia y Pega” La trasposición de los elementos 

no involucra un ARN intermediario y las trasposiciones son 

catalizadas por varias enzimas transposasas (Feschotte, 2007). 

-Helitrones Este tipo de transposón ha sido encontrado en 

genomas eucariotas y se replica a través del mecanismo Rolling-

cicle. 

-Politrones Los genomas de los peces han mantenido o han sido 

colonizados por elementos adicionales de ADN. Politrón es un 

transposón que ha sido encontrado en protistas, Hydra, 

nemátodos, erizos de mar, peces y lagartijas. Algunos de estos 

elementos se han conservado en peces. Estos elementos todavía 
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no han sido retenidos en el genoma de mamíferos. Los politrones 

aparentemente han evolucionado de plásmidos (Villarreal,  2009). 

3.2. POLIMORFISMO DEL ADN 

 

El término polimorfismo fue empleado por Ford (1940) como la presencia en 

una población de dos o más formas alélicas discretas, de las que la de menor 

frecuencia no puede mantenerse solo por mutación recurrente. En términos 

generales se asume que un locus es polimórfico cuando el alelo más común 

para este locus tiene una frecuencia inferior al 95  ó 99% (Cruz, 2003). 

En el ADN codificante existe poca variabilidad individual, exceptuando la región 

HLA (Antigenos Leucositarios Humanos). El margen de variación permitido es 

muy bajo y los polimorfismos suelen acompañarse de modificaciones 

fenotípicas. Por ejemplo, si se producen diferentes formas de una proteína se 

puede condicionar su función o actividad, bien intrínsecamente  o bien por 

influencia ambiental. El ADN no codificante  por el contrario al no estar sujeto a 

presión selectiva intensa, puede soportar generalmente grandes niveles de 

variabilidad sin que se produzca repercusión fenotípica (Alcoceba, 2010). 

Los polimorfismos pueden ir desde la modificación de una sola base hasta 

cambios en número y/o tamaño en la unidad de repetición. Según Callisaya 

(2007), pueden dividirse en 2 tipos:  

A. Polimorfismos de secuencia.  Se producen por el cambio de uno 

(mutación puntual) o más nucleótidos en una secuencia de ADN. Suelen ser 

poco polimórficos y son típicos del ADN codificante. 

B. Polimorfismos de longitud. Se producen por la inserción o deleción de uno 

o más nucleótidos. Este tipo es el más abundante en ADN repetitivo, sobre 

todo en el ADN minisatélite y microsatélite. 

Los loci minisatélites y microsatélites están formados, por repeticiones en 

tándem de secuencias similares que varían en longitud, pudiéndose acompañar 

simultáneamente de polimorfismos de secuencia (Cal, 2001). La causa de la 
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variación se supone distinta en ambos casos. En el caso de los minisatélites se 

debe a un mecanismo de conversión génica, frecuentemente inducida por 

regiones de flanqueo. Por otra parte en los microsatélites, según Armour 

(1996), la causa principal parece debida a un deslizamiento (Slippage) de 

unidades de repetición durante la replicación (Figura 4), aunque Jeffreys et al. 

(1997) postulan que también la conversión genética muchas veces inducida por 

regiones de flanqueo, puede ser un mecanismo preferente de variabilidad. 

 

Figura 4. Slippage como generador de variabilidad en una secuencia repetida 

en tándem (Barros, 2008) 

El lanzamiento de los microsatélites se da a finales de los 80´s por Alec J. 

Jeffrey, el cual justificó que los microsatélites a diferencia de los minisatélites, 

proveen loci variables, son fácilmente amplificables y son más resistentes a la 

degradación (Fernández, 2008). 
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3.3. MICROSATÉLITES 

 

Los microsatélites (SSRs) son secuencias cortas de ADN las cuales pueden 

variar de 1 a 6 pb (Schlötterer, 1998), 1 a 10 pb (Instituto Internacional de 

Recursos Fitogenéticos [IPGRI] & Cornell University, 2003), y 1 a 4 pb, 

(Baginsky, 2005) y se repiten cierto número de veces (Figura 5).  Los 

microsatélites se encuentran esparcidos por  todo el genoma de los organismos 

eucariontes (Tautz,1989) y procariontes (Zane et al., 2002). Estas repeticiones 

se pueden ubicar dentro de  genes, pero la mayoría se encuentra fuera de ellos 

(Rusell, 1992)  y es posible que desempeñen un papel en la regulación 

genética (Frendri,  2008) o actúen como señales en los procesos de conversión 

genética y recombinación (López, 2003). 

Cuando las regiones microsatélites son individualmente amplificadas por la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando un par de 

oligonucleótidos flanqueantes como iniciadores, muestran casi invariablemente 

polimorfismo debido a las diferencias en su longitud, como consecuencia de los 

diferentes números de las unidades de repetición (Morgante & Olivieri, 

1993)(Ver Figura 5). El origen de tal polimorfismo está en debate, aunque 

previsiblemente se deba al evento de “resbalón” o slipagge durante la 

replicación del ADN (Schlötterer & Tautz 1992; Zane et al., 2002). En el cual ya 

sea la cadena nueva o la de patrón se desliza  sobre la otra en al menos un 

motivo, resultando en un mal apareamiento de las mismas (Jovera et al., 2003). 

Otras posibles causas para la generación de polimorfismo se deben a otros 

tipos de mutaciones, como las deleciones e inserciones, ya sean en el 

microsatélite en sí o en las regiones que lo flanquean alterando el tamaño de la 

región microsatélite. La duplicación de una secuencia de microsatélite en otra 

región del genoma da lugar a la generación de marcadores microsatélites 

multilocus. (Jarne et al., 1996; Villamón, 2000). 

Los microsatélites fueron descubiertos inicialmente en humanos, y luego en 

otros mamíferos como el ratón y el cerdo. Su potencial como marcadores útiles 

para los estudios en plantas fue rápidamente reconocido, resultando en su 

aislamiento y aplicación en muchas especies (Brede et al., 2001; Wieczorek et 
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al., 2002; Julian et al., 2003; Chan, 2007). Es así, que los principales cultivos 

en la actualidad cuentan con una base de datos con apreciable cantidad de 

microsatélites como es el caso de la papa (Milbourne et al., 1998) y cebada 

(Dávila et al., 1999), solo para citar algunos ejemplos. 

 

 

Figura 5. Polimorfismo de los microsatélites debido a las diferencias de su 

longitud. En un individuo diploide, el cromosoma A1 en el locus homologo 

presenta el alelo (ACC)6 y el cromosoma A representa el alelo (ACC)8 (Yañez, 

2002). 
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3.3.1. IMPORTANCIA 

 

Rentaría en 2007 cita varios autores, quienes afirman que los microsatélites de 

ADN nuclear han sido detectados en múltiples grupos de plantas y animales. 

Los cuales, han sido utilizados fundamentalmente para estudios de variación 

genética intra e interespecífica (Wright,1994), análisis de linajes (Queller et 

al.,1993) y de sistemas reproductivos (Martínez, 2007). Adicionalmente, se han 

encontrado microsatélites en algunos organelos citoplasmáticos, como el SSR 

cloroplastico (Powell et al., 1995; Vendramin et al.,1996) y el SSR mitocondrial 

(Soranzo et al.,1998) lo que ha enriquecido la fuente de estudios evolutivos. 

Los organelos son heredados uniparentalmente y no están sujetos a 

recombinación, por lo que los cambios acumulados que observamos en las 

poblaciones se deben solo a los procesos de mutación y demográficos (Echt et 

al., 1998). Esto permite contestar preguntas evolutivas muy puntuales 

relacionadas con el monitoreo del flujo genético, introgresión (Vendramin et al., 

1998) y el análisis de paternidad (McCracken et al., 1999). En 2007, Rentería 

también citó a Goldstein et al. (1996) destacando las utilidades de los 

microsatélites, para hacer inferencias de parámetros demográficos y para 

determinar patrones evolutivos de los procesos históricos del origen de 

especies, formas o razas.  

En 2013, Páiz-Mazariegos retoma la cita de Vendramin et al. (1996), quienes 

afirman que los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores 

genéticos como los AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a que tienen el más alto 

grado de polimorfismo, segregan de manera mendeliana y son codominantes. 

Asimismo,  la presencia de un solo locus genético por microsatélite hace que la 

lectura de las bandas sea clara, fácil de interpretar y son selectivamente 

neutros.  

Goldstein et al. en 1996  exponen que para trabajar con SSR es necesario 

conocer la secuencia de la región a analizar para contar con primers 

específicos que amplifiquen la región repetitiva (el microsatélite) responsable 

de la variación observada, que además es homóloga para diferentes especies 

o incluso géneros. Es decir, los microsatélites son específicos para ciertos 
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grupos de especies y homólogos entre sí (Vendramin et al., 1996), lo que 

permite hacer estudios comparativos entre especies o géneros de un mismo 

grupo. 

 

3.3.2. CLASIFICACIÓN 

 

Basándose en la longitud de la unidad de repetición y el número de veces que 

ésta se repite, junto con las posibles variaciones en su secuencia, Urquhart et 

al. (1994) los clasifica en: 

A. STRs simples o de baja microvariación 

Están formados por dos o más unidades de repetición contigua e idéntica, tanto 

en longitud como en secuencia. La diferencia en tamaño entre los distintos 

alelos es de una repetición. La presencia de alelos intermedios es excepcional. 

Son de fácil tipaje, pero tienen el inconveniente de su baja heterocigosidad. 

B. STRs compuestos o de microvariación intermedia 

Estos microsatélites comprenden dos o más unidades de repetición contiguas 

diferentes, que varían tanto en secuencia como en longitud. 

C. STRs Complejos o de alta microvariación 

 Pueden contener varios bloques de unidades de repetición de longitud y 

secuencias intermedias variables. En éstas, son frecuentes los alelos 

intermedios y las sustituciones simples de bases en algunas unidades. Lo que 

ocasiona importantes variaciones tanto estructurales como en tamaño, 

produciéndose problemas de designación de alelos. Son los STRs más difíciles 

de tipar y se acompañan también de una taza de mutación más alta. 

Actualmente los microsatélites más simples, presentan algún grado de 

variabilidad interna en su estructura, por lo que la clasificación anterior seria 

cuestionable. Existen STRs relativamente simples y extremadamente variables 
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al mismo tiempo, como D12S391 (Lareu et al., 1996), en el que la asociación 

directa entre variabilidad y complejidad no es sostenible.   

Chambers y MacAvoy (2000) proponen que los términos puro (perfecto), 

compuesto y complejo se utilice para especificar uno, dos o más tipos de 

motivos, respectivamente. Estos se encuentran presentes a lo largo de un 

locus microsatélite y que el término interrumpido (o imperfecto) como descriptor 

jerárquico adicional que implica una o más unidades no repetitivas en el interior 

de los microsatélites (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Clasificación de microsatélites modificado de Jürgens Imke (2009). 

Tipo de Microsatélite Ejemplos 

SSR Puro (ACC)9 

SSR Interrumpido puro (ACC)6TG (ACC)7 

SSR Compuesto (ACC)5 (TTG)9 

SSR Interrumpido compuesto (ACC)8TG(ACC)5 GA (TTA)6 

SSR complejo (ACC)8TG (GA)12 (TTA)5 GC (TTA)4 +3 

 

3.3.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS 

 

A. Ventajas 

La razón principal del incremento del uso de los SSRs como una herramienta 

molecular es que proveen la más alta incidencia de polimorfismo o PIC 

(Contenido de información polimórfica) en comparación con otras técnicas, 

como RFLPs y RAPDs (Powell et al., 1996) entre otras de sus características 

(Tabla 2, en Anexos). Según Yáñez A. (2002) los microsatélites poseen 

además, atributos muy valorables que incluyen: 

a. Ser altamente polimórficos. Generan polimorfismo con valores 

superiores al 90 % ( Coltman et al.,1996; Gupta et al.,1996) 

b. Son altamente informativos. presentan herencia codominante y muchos 

alelos son encontrados entre individuos estrechamente relacionados.  
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c. Son analíticamente simples. los datos son producidos de forma confiable 

y altamente reproducibles.  

d. Son muy abundantes. los microsatélites están uniformemente dispersos 

a través del genoma, aproximadamente cada 10 Kb.  

e. Son ampliamente aplicables. los loci son frecuentemente conservados 

entre especies relacionadas y algunas veces entre géneros.  

f. Dado que el ADN adyacente al microsatélite tiene mayor probabilidad de 

ser conservado, los cebadores derivados de microsatélites se pueden usar a 

menudo con muchas variedades e incluso con otras especies.  

g. Son de fácil intercambio de datos entre laboratorios. la información 

puede ser comunicada por la simple secuencia de los iniciadores, sin la 

necesidad de la transferencia física de los iniciadores. Una vez que las 

secuencias de los iniciadores son diseñadas y publicadas, el análisis de los 

loci microsatélites será práctico para cualquier laboratorio capaz de realizar 

las técnicas de PCR y electroforesis. 

h. Locus único. Se pueden diseñar primers específicos para estudiar un 

locus  de interés (Fisher et al., 1996). 

i. Requieren muy poco ADN (1ng de ADN total) y este no necesariamente 

de alta calidad, cuando se parte de ADN altamente degradado (Hagelberg et 

al., 1991; Jeffreys et al., 1992), el tipaje con otros marcadores suele ser 

negativo, mientras que la amplificación de STRs proporciona generalmente 

resultados satisfactorios. El uso de marcadores microsatélites de pequeño 

peso molecular aumenta las probabilidades de obtener resultados positivos 

de amplificación cuando el ADN se encuentra degradado, cabe recordar que  

los indicios biológicos que han estado sometidos a diversos factores (calor y 

humedad), favorecen el crecimiento bacteriano y la degradación del ADN 

(Entrala, 2000). 

 

B. Desventajas de los microsatélites 

 

a. El procedimiento de descubrimiento de la secuencia microsatélite es 

complejo. 
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b. El costo del diseño de cebadores es elevado. (Matsuoka et al., 2002) se 

requiere de una inversión inicial de recursos económicos y la experiencia 

técnica para la clonación y secuenciación de los SSR. 

c. Mutaciones ocurridas en el sitio de apareamiento de los iniciadores, 

tendrían como resultado alelos nulos.  

d. Presencia de bandas “tartamudas”. Estas se encuentran frecuentemente 

asociadas con la amplificación de ADN repetitivo como es el caso de los 

microsatélites. Las bandas tartamudas son productos de la amplificación por 

PCR que difieren en una unidad de repetición con respecto a la  longitud del 

alelo original. La ocurrencia de estos artefactos dificulta la lectura de los 

geles, e inclusive, repetidamente son confundidos como alelos (Figura 6), 

complicando el análisis genotípico. Sin embargo estas consideraciones no 

han desalentado a muchos investigadores quienes han convertido a los 

microsatélites en una herramienta muy popular (Chambers & Macavoy, 

2000).  

 

3.3.4. APLICACIONES 

 

A. Diversidad genética. Según IPGRI & Cornell University (2003), la 

diversidad o variabilidad genética se puede definir como «la capacidad genética 

para variar», y por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de 

índole ambiental como a cambios en los objetivos de selección. Es así, como la 

variabilidad genética constituye la base del progreso genético (Rochambeau et 

al., 2000). 

En los últimos años se han realizado muchos estudios utilizado los 

microsatélites para análisis filogenéticos, concluyendo que con un buen número 

de loci analizados y con apropiadas tasas de mutación, los microsatélites 

pueden dar una buena aproximación de la filogenia (Aranguren et al., 2001; 

Farid et al., 2000). 

En los estudios de genética de poblaciones, los marcadores microsatélites 

permiten la identificación de cada alelo por locus, la obtención de datos 
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poblacionales, y el cálculo de las frecuencias alélicas. De esta manera 

podemos estimar las distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos 

(Bowcock et al., 1994; Ponsuksili et al., 1999), así como también realizar 

análisis filogenéticos y de estructura de la población. 

B. Identificación Individual y Pruebas de Paternidad. El principio de las 

pruebas de paternidad utilizando marcadores genéticos consiste en la 

comparación del genotipo y/o fenotipo de la descendencia con el de sus 

progenitores.  

El elevado polimorfismo que presentan los marcadores microsatélites y la 

posibilidad de poder detectar ambos alelos, los hace muy útiles para 

identificaciones individuales y comparaciones padre-hijo, ya que resulta muy 

poco probable que dos individuos elegidos al azarpresenten los mismos alelos 

(Aranguren, 2005). 

C. Mapas Genéticos y Genómica Comparativa. Otra aplicación, de los 

microsatélites es la construcción de mapas de ligamiento más completos y 

detallados; así como la identificación de genes de interés (QTL´s), un mapa 

genético bien surtido de marcadores se convierte en una herramienta muy útil 

para identificar genes responsables de caracteres de interés. Se trata de 

buscar asociación entre varios alelos, en cualquiera de los marcadores, 

segregando en poblaciones que presentan el carácter de interés, para 

identificar regiones del genoma donde es más probable que se encuentre el 

gen responsable de ese carácter (Cheng & Crittenden , 1994).  

 

D. Asignación de Individuos a Raza. Diferentes procedimientos han sido 

informados para este propósito, indicando una gran variedad de aplicaciones y 

de metodologías para la correcta identificación de la fuente poblacional 

(Cornuet et al., 1999; Paetkau et al., 1995; Rannala & Mountain, 1997).  

Los dos métodos más utilizados para asignar individuos a poblaciones o razas 

son: basados en probabilidades y basados en distancias genéticas. En los 

primeros, los individuos son asignados a aquella población en la que su 

genotipo presenta una mayor probabilidad de pertenencia; mientras que, en los 
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segundos, los individuos son asignados a la población que genéticamente sea 

más cercana (Aranguren, 2005). 

Otras aplicaciones de los microsatélites según IPGRI y Cornell University 

(2003): 

E. Cartografía de genomas (Kissinger & DeBarry, 2011) 

F. Estudios evolutivos. Inferencias de parámetros demográficos y para 

determinar patrones evolutivos de los procesos históricos del origen de 

especies, formas o razas (Goldstein et al., 1996) 

G. Análisis de linajes. Posibilitan el análisis de las fluctuaciones de 

heterocigosidad a lo largo de la vida productiva de razas (Queller et al.,1993) y 

sistemas productivos (Awadalla et al., 1997). 

Otros autores mencionan las siguientes aplicaciones: Investigación del cáncer 

(Ziegle et al., 1993), Botánica forense (Kathleen, 2006) y Variación genética 

intra e interespecífica (Edwards et al., 1991; Armour et al., 1993; Dervey et al., 

1996; Queller et al., 1993 ; Wright  & Bentzen, 1994). 

3.4. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

 

En 1987 Kary Mullis y Faloona diseñaron un método  para amplificar regiones 

específicas de un genoma. Este método es ampliamente conocido por sus 

siglas en inglés como (PCR) y en español como reacción en cadena de la 

polimerasa. Dicho método consiste básicamente en la repetición de ciclos de 

temperaturas (termociclado), en los cuales una región del genoma es 

seleccionada a través de primers específicos y amplificada por una enzima 

termo estable (Taq polimerasa). Los ciclos inician con la disociación de las dos 

hebras de ADN a una temperatura de 94ºC, seguido de una temperatura de 

anillamiento (entre 40-65 ºC) en la cual los primers se adhieren a la región del 

genoma a amplificar. Finalmente, para elongar el fragmento amplificadose se 

aplica una temperatura de 72 ºC (Freeland, 2005). 
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Para lograr la amplificación a través de la PCR, son fundamentales los 

siguientes componentes: Buffers de PCR, Oligonucleotidos (Primers), 

Desoxinucleósidostrifosfatos  (dNTPs), Taq polimerasa y el ADN molde 

(McPherson & Møller, 2006). 

3.4.1.  BUFFER DE PCR 

 

El Buffer de PCR estabiliza la reacción de PCR manteniendo un pH, iones y 

cofactores en proporciones estables para permitir la acción de la Taq polimersa 

(Murray lab., 2011). 

Los buffers de PCR que se utilizan normalmente contienen KCl, Tris y MgCl2.  

El MgCl2 es el componente que más influye en la especificidad y rendimiento 

de la reacción ya que los iones Mg2+ son necesarios para la actividad de la Taq 

polimerasa, es decir, actúan como cofactores de la polimerasa (McPherson & 

Møller, 2006). 

La concentración óptima de MgCl2 está en torno a 1.5 mM si se emplean 

concentraciones de 200 mM de cada uno de los dNTPs. No obstante, a veces 

es necesario probar con diferentes cantidades de Mg++, un exceso Mg++ origina 

una acumulación de productos inespecíficos y una cantidad insuficiente hace 

que disminuya el rendimiento de la amplificación (van Pelt-Verkuil  et al., 2008). 

3.4.2. PRIMERS 

Los primers son nucleótidos sintetizados a través de procesos químicos, 

esenciales para el éxito de la reacción en cadena de la polimerasa ya que 

estos son los iniciadores del fragmento a amplificar  (van Pelt-Verkuil et al., 

2008). 

A. Características de una buena pareja de primers. 

a. Longitud de cada primers entre 18 y 24 bases, ya que se ha comprobado 

que primers de mayor longitud (30-35 bases) no aumentan el rendimiento y 

los primers cortos carecen de suficiente especificidad.  
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b. Ambos primers deben tener una temperatura de anillamiento similar 

(como mucho la diferencia entre ambas temperatura debe ser de 5ºC).  

c. La relación bases púricas: bases pirimidínicas debe ser 1:1 (o como 

mucho 40-60%). 

d. La secuencia de los primers debe comenzar y terminar con 1-2 bases 

púricas. 

e. Comprobar que  los primers no contengan secuencias complementarias 

entre si, para evitar la formación de dímeros de primers es necesario (van 

Pelt-Verkuil  et al., 2008). 

Según Entrala (2000), los dímeros de primers son fragmentos de doble cadena, 

cuya longitud es muy próxima a la suma de los primers, y se producen cuando 

un primer es extendido a continuación del otro. Los primers con los extremos 3' 

complementarios favorecen la formación de dímeros, lo que sugiere que el 

paso inicial se debe a interacciones transitorias que aproximan los extremos 

complementarios.  

3.4.3. DESOXINUCLEÓSIDOS TRIFOSFATOS 

 

Las concentraciones de dNTPs son usadas frecuentemente en torno a 200 µM 

para cada uno de ellos. En un volumen de reacción de 25 µl con esta 

concentración de dNTPs se sintetizarían entre 6-6.5 µg de ADN. La 

concentración de dNTPs y de MgCl2 van relacionadas ya que el Mg++ se une a 

los dNTPs. A concentraciones elevadas de dNTPs se inhibiría la reacción de 

PCR, al no tener la Taq polimerasa suficiente Mg++, como para incorporar 

dNTPs.  

3.4.4. TAQ-POLIMERASA 

 

La enzima Taq polimerasa obtenida de la bacteria Thermus aquaticus, fue 

descrita por Brock & Freeze en 1969. Esta enzima posee dos actividades 

catalíticas: actividad polimerasa 5´→3´ y actividad exonucleasa 5´→3´  

(Freeland, 2005). 
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Las cantidades óptimas de Taq polimerasa necesarias para la síntesis de ADN, 

están alrededor de 2 U en 25 µl de volumen final de la reacción. La actividad de 

esta enzima se ve influenciada por la concentración de dNTPs, de Mg2+ y de 

algunos iones monovalentes, dado que concentraciones elevadas de los 

mismos inhiben dicha actividad (Salazar, 2004). 

Según  Entrala (2000), pequeñas concentraciones de KCl estimulan la actividad 

sintética de la Taq en un 50-60%, con un máximo aparente cuando su 

concentración es de 50 mM. Existen algunos datos relacionados con la 

influencia de ciertos reactivos que se emplean antes de la amplificación y que 

alteran la actividad de la Taq. Por ejemplo, concentraciones 1M de urea 

estimulan la actividad enzimática, y el SDS a bajas concentraciones inhibe la 

actividad al igual que concentraciones mayores del 10% de etanol. 

 

3.4.5.  ADN MOLDE O “TEMPLATE" 

 

Es el ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la síntesis de nuevas 

cadenas polinucleotídicas, es decir el ADN que interesa duplicar. La cantidad 

de ADN necesaria para la PCR depende básicamente de dos factores:  

Del marcador que se va a utilizar. Hay marcadores cuyos primers son más 

específicos o bien cuyas condiciones de amplificación están mejor optimizadas 

que las de otros. Por esta razón puede darse el caso, que cierta cantidad de 

ADN (sobre todo cuando jugamos con cantidades mínimas) amplifique para 

unos marcadores pero no para otros. Por ello, cuando en laboratorio se va a 

utilizar un nuevo marcador, es necesario hacer un estudio de validación que 

incluya un estudio de sensibilidad. En el cual se puede determinar la cantidad 

de ADN que amplifica en condiciones estándar. De manera general, para casi 

todos los microsatélites utilizados en Genética, la cantidad óptima de ADN que 

asegura un rendimiento adecuado está en torno a los 5 ng/µl (Entrala, 2000). 
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Calidad del ADN. Cuando se trabaja con ADN de calidad óptima, no suele 

haber problemas en la amplificación y las cantidades por encima o por debajo 

de los 5 ng rinden buenos resultados. El problema aparece cuando la calidad 

del ADN obtenido no es la idónea, bien porque esté degradado, o porque dicho 

ADN vaya ligado a una serie de contaminantes que pueden inhibir la actividad 

de la polimerasa. Si el ADN está degradado por la acción de enzimas de 

restricción el resultado de la amplificación va a depender de que el fragmento a 

amplificar haya sido cortado o no. En el caso en que tengamos ADN sin 

degradar pero unido a una serie de contaminantes habría que intentar diluir al 

máximo la muestra para disminuir dichos contaminantes, pero siempre dentro 

de un rango de ADN que no esté por debajo del límite de sensibilidad de la 

PCR (Poddar,1998). 

3.4.6. ADYUVANTES DE LA PCR 

 

Los adyuvantes de la PCR son elementos que mejoran el rendimiento y la 

especificidad de la reacción. Aunque algunos autores han recomendado el uso 

de DMSO (Dimetil Sulfóxido)  y del glicerol, el ayudante más extendido y 

utilizado es el BSA (Albumina de suero bovino). A concentraciones por encima 

de 0.8 µg/µl el BSA incrementa la eficiencia de la PCR y actúa como una 

proteína captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa 

(Ortiz, 2011). 

3.4.7. VENTAJAS DE LA PCR 

 

Según Entrala (2000), la PCR ofrece una serie de ventajas, frente al uso de las 

técnicas de análisis genético utilizadas con anterioridad, como son:  

A. Su capacidad para obtener resultados en casos en los que la cantidad 

de ADN es mínima o en que parcialmente este degradado. 

B. Genera en un espacio corto de tiempo, un elevado número de copias de 

la secuencia de ADN, lo cual permite utilizar técnicas de visualización más 

sencillas y rápidas que el uso de sondas marcadas radioactivamente. 
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C. Permite la determinación y agrupación alélica en clases discretas, lo que 

facilita la elaboración de bases de datos. La estandarización inmediata 

posibilita la aplicación de métodos bioestadísticos y programas elaborados. 

D. Una de las grandes ventajas de la PCR es su elevada sensibilidad, la 

cual puede en ocasiones, convertirse en un gran problema al coamplificar un 

ADN extraño o ajeno al que nos interesa (Mifflin, 1997). 

3.5. ELECTROFORESIS 

 

La separación de moléculas a través de un campo eléctrico o electroforesis, es 

una técnica en la cual  moléculas disueltas se desplazan o migran en un campo 

eléctrico a una velocidad determinada, por su relación carga:masa. Según 

Lodish (2000), si dos moléculas tienen masa y formas iguales, la de mayor 

carga neta se desplazara más rápido hacia el electrodo.  

Es ampliamente conocido que existen variaciones de esta técnica en función 

del equipo utilizado, soporte y condiciones físico-químicas en las cuales se va a 

llevar a cabo la separación. Estas son según Westermeier (2001): 

A. Electroforesis capilar. 

B. Electroforesis en papel. 

C. Electroforesis en gel de agarosa. 

D. Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

E. Isoelectroenfoque. 

F. Electroforesis bidimensional. 

Según Sambrook y Russell (2001), los soportes de elección para la 

electroforesis de proteínas son los geles de poliacrilamida (PAGE, 

Electroforesis en gel de poliacrilamida) debido a su buena resolución y gran 

versatilidad. Algunas de las ventajas de los geles de acrilamida se relacionan a 

que son químicamente inertes, estables en un amplio rango de pH, temperatura 

y fuerza iónica y fácil de generar mediante la polimerización de acrilamida. En 

la mayoría de los casos, el gel se dispone entre dos receptáculos 

independientes y separados, que contienen tampón de electroforesis y los 
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electrodos positivo y negativo, de forma que la conexión eléctrica entre ambos 

receptáculos sólo es posible a través del gel. Una vez que la electroforesis ha 

tenido lugar, el gel de poliacrilamida se puede teñir, documentar o incluso se 

puede purificar la molécula de interés cortando literalmente el fragmento del 

gel.  

Maldonado y Jorrín (2006) afirman que el entramado de los geles de 

poliacrilamida se genera mediante la polimerización, a través de radicales 

libres, de monómeros de acrilamida en presencia de pequeñas cantidades de 

“bis-acrilamida” (N,N,N’,N'-metilen-bis-acrilamida). Se forman enlaces cruzados 

entre los dos polímeros de acrilamida, de manera que se generan geles con 

tamaño de poro determinado tanto por la concentración total (%T) como por la 

concentración relativa de acrilamida y de bisacrilamida. El tamaño del poro 

puede ser ajustado para optimizar la separación de la muestra de interés. Así, 

geles con un porcentaje alto de acrilamida (10-15%T) son óptimos para la 

separación de moléculas de pequeño tamaño (menores de 50 kDa), mientras 

que geles de porcentajes menores (<10%T) son los indicados para la 

separación de moléculas mayores. Generalmente la relación utilizada entre 

acrilamida y bisacrilamida es 37 5:1. 

La reacción de polimerización se inicia por un sistema redox de catálisis. El 

TEMED (Diamino tetrametil etileno) cataliza la formación de radicales libres que 

dirigen la reacción a partir del ión persulfato que se añade en forma de APS 

(Persulfato de amonio) y que actúa como iniciador (González, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylenediamine
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3.6. DETECCIÓN DE MICROSATÉLITES 

 

Actualmente se pueden utilizar diversas metodologías de visualización y de 

interpretación de resultados en datos microsatélites. 

3.6.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

 

Cuando los alelos microsatélites tienen un tamaño suficientemente diferente, 

estos se pueden correr en MetaPhor agarosa  del 2 - 4 % y eventualmente ser 

teñidos con bromuro de etidio (Manikanda, 2013). 

3.6.2. ELECTROFORESIS CAPILAR (SECUENCIACIÓN AUTOMÁTICA) 

 

El reciente desarrollo de la detección automatizada de microsatélites durante la 

electroforesis ha permitido la detección de productos marcados con tinte 

fluorescente (incorporados durante PCR) o utilizando primers marcados 

radioactivamente. Cuando se activa la luz del secuenciador automático, el láser 

emite fluorescencia, con la cual se detecta el producto de PCR marcado. Los 

primers marcados  con flourocromos permiten la detección de la emisión de 

fluorescencia pudiéndose visualizar varios marcadores a la vez (Multiplex) 

(Hayden et al., 2008). 

3.6.3. DETECCIÓN POR HRM (TEMPERATURA DE ANILLAMIENTO DE 

ALTA RESOLUCIÓN) 

 

En el método HRM la secuencia objetivo es amplificada mediante PCR en la 

presencia de un tinte fluorescente saturado (por ejemplo, Light Cycler 480 Reso 

Light Dye). El tinte HRM muestra niveles altos de fluorescencia cuando se 

adhiere al ADN de doble hebra (dsDNA). 

 

Después de la PCR, los amplicones son desnaturalizados y luego reanillados. 

Si la muestra es heterocigota las cadenas  híbridas se acoplan perfectamente 

(Homoduplex) de lo contrario las cadenas híbridas no se acoplan 
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correctamente (Heteroduplex). Cuando la temperatura es aumentada, poco a 

poco se separan las dos hebras de ADN y la señal fluorescente de un ADN 

heterocigoto muestra una disminución a dos temperaturas características 

debido a los diferente ratios de separación en Heteroduplex y Homoduplex. Las 

curvas obtenidas para muestras homocigotas y heterocigotas son 

significativamente diferentes (Roche, 2008). 

 

 

Figura 8. Diferencias en las curvas de fusión contrastando temperatura y 

fluorescencia normalizada, donde podemos observar heterocigotos (Hetero) 

homocigotos (Homo) y tipo silvestre (WT). 

3.6.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 

 

Dado que los geles  de poliacrilamida poseen más resolución cuando el tamaño 

de los alelos es muy cercano, se pueden correr en PAGE (Geles 

desnaturalizantes de Poliacrilamida). Los resultados se pueden detectar con 

sales de nitrato de plata, también se pueden incorporar nucleótidos marcados, 

el marcaje de uno de los primers en uso (primers de etiquetado terminal) 

marcados con P32 o bien  con fluoróforos IRD-700 e IRD-800, y eventualmente 

se visualizan los resultados en un analizador de fragmentos (Picó & Gómez, 

2012). 
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A. Tinción con nitrato de plata 

La detección radioactiva o por fluorescencia de ADN, es cara, consume tiempo, 

y requiere facilidades especiales que lo convierten en un método impracticable 

en la mayoría de los países en vías de desarrollo, donde se carecen de 

infraestructuras sofisticadas (Benbouza, 2006). La tinción con nitrato de plata 

es relativamente una técnica rápida y barata. Esta metodología  fue descrita 

originalmente para detección ultrasensitiva de polipéptidos separados en geles 

de poliacrilamida (Merill et al.,1981). Después fue modificada para la detección 

de ácidos nucleicos, aumentando la sensibilidad de la técnica de acuerdo a 

varias pequeñas adaptaciones al método de tinción con nitrato de plata original 

(Sommerville & Wang , 1981; Goldman & Merrill, 1982; Blum et al.,1987; 

Bassam et al.,1991; Sanguinetti et al.,1994).   

Los últimos métodos de detección de ácidos nucléicos usando nitrato de plata 

pueden ser considerados tan sensitivos como las técnicas de marcación 

autoradiográfica y fluorescente (Christensen et al.,1999). Comparado con el 

procedimiento fotoquímico desarrollado por Merill et al. (1981) se aumentó la 

sensibilidad a 1pg.mm-2, al incluir la preexposición con formaldehído durante la 

impregnación  de nitrato de plata y disminuyendo la concentración de nitrato de 

plata. El fondo oscuro fue reducido por la inclusión de tiosulfato de sodio y la 

eliminación de un tratamiento preoxidativo con dicromato de potasio y ácido 

nítrico. Este método de tinción  es muy sensitivo y es considerado un estándar 

para la detección de ADN no radioactiva. Los problemas más relevantes que 

presenta esta técnica son: su largo procedimiento, un contraste de bandas 

relativamente pobre, la necesidad de mantener la temperatura a 10°C para las 

soluciones de revelado y solución de parada de la reacción y  el bajo rango de 

reutilización de soluciones de tinción (Benbouza et al., 2004). 

Ácidos nucleicos separados en geles de poliacrilamida pueden ser detectados 

consistentemente al nivel de picogramos, usando una tinción ácida muy simple. 

El procedimiento es rápido, tiene relativamente pocos pasos y reactivos, y 

produce un menor número de artefactos de tinción (Bassam et al.,1991). 

La tinción con nitrato de plata puede realizarse a través de dos métodos; el 

primero  usa  diamina o nitrato amoniacal para la impregnación del gel en 
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soluciones de ácido diluido y formaldehído para el desarrollo de la imagen. El 

otro método consiste en la impregnación de nitrato de plata en medios de 

ácidos débiles y el uso de formaldehído para reducir el nitrato en condiciones 

alcalinas. El método en el cual se utiliza diamina en condiciones alcalinas, es 

menos sensitivo pero mejor adaptado a  geles gruesos, mientras el método 

acídico es rápido y  trabaja mejor con geles delgados (Merril, 1990). 

De los procedimientos de tinción con nitrato de plata existentes, algunos 

proveen bastante sensibilidad y reproducibilidad. Durante el desarrollo de la 

imagen (revelado), casi todos los procedimientos de tinción reducen el nitrato a 

nitrato metálico, el cual se deposita en la inmediata vecindad del sustrato en 

tinción. Para un contraste óptimo de la imagen, el nivel de nitrato reducido en la 

matriz de poliacrilamida debe ser mantenido al mínimo. Usualmente mediante 

la impregnación de aniones a la plata o mejorando los pre-tratamientos de la 

matriz del gel que preceden la impregnación con nitrato de plata. Esto se logra 

a través de una apropiada modulación de la velocidad del proceso de 

reducción, lo que depende principalmente del pH, las concentraciones 

absolutas y relativas del nitrato, del agente reductor y  la velocidad constante 

en la reacción. Por ejemplo, los complejos formados por los iones de nitrato de 

plata, decrecen tanto la concentración de nitrato, como  la velocidad constante, 

permitiendo una selectiva observación de bandas separadas con nitrato 

metálico. Hay que notar que este proceso no es manejado 

termodinámicamente, pero esto depende de la cinética de la reducción de 

nitrato (Bassam et al., 1991). 

Originalmente la tinción con nitrato de plata fue utilizada para la detección de 

pequeñas cantidades de proteínas, pero luego, la demanda de aplicaciones 

como los análisis de perfiles de ADN complejo (Generados en la amplificación 

de huella genética y la secuenciación de ADN), fueron resueltos en geles de 

poliacrilamida teñidos con nitrato de plata, dado que la tinción con nitrato de 

plata utiliza protocolos más versátiles. Mezclas de ácidos nucleicos complejos 

usualmente son resueltos en geles de poliacrilamida muy delgados, 

produciendo bandas que deben ser detectadas con alta sensibilidad 

(Stockinger Lab., 2005). 
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Los reactivos deben ser altamente puros, de grado analítico y las soluciones 

deben ser preparadas con agua desionizada. Tinciones con baja calidad se 

deben usualmente  a la baja calidad de los reactivos, o a que los reactivos son 

demasiado viejos. La solución de fijación debe ser guardada a temperatura 

ambiente, pero la solución de revelado deberá ser guardada a 4°C. La solución 

de ácido acético es estable y usualmente se hace en grandes volúmenes. La 

solución de nitrato/formaldehído se hace al momento de uso y protegida de la 

luz por un tiempo relativamente largo. El nitrato de plata es tóxico y se tiene 

que manejar con sumo cuidado. El nitrato utilizado se puede precipitar  con 

NaOH y la sal insoluble acumulada se puede desechar. La solución reveladora 

es elaborada en el momento de uso, cantidades acordes a lo que se va a 

utilizar y es guardada a 8°C. Las soluciones de carbonato de sodio son 

relativamente estables y se pueden preparar en grandes volúmenes. El 

tiosulfato tiene que ser preparado al momento de uso. El formaldehído debe ser 

guardado a temperatura ambiente, temperaturas bajas pueden inactivarlo 

(Freifelder & Davison, 1963). 

Es necesario contar con un agitador de geles durante la tinción, y se debe 

portar guantes para evitar la tinción de artefactos. Las bandejas de tinción no 

necesitan ser absolutamente limpias, pero se pueden limpiar con papel toalla 

después de uso. Se debe limpiar inmediatamente cualquier derrame de 

solución de nitrato, el cual puede ser removido con ácido nítrico (Chambers et 

al., 1962). 

a. Parámetros que influyen en la tinción 

 

i.  Fijación de ácidos nucleicos 

Según Bassam et al. (1991), la fijación es un paso usado para prevenir la 

difusión de moléculas de ácido nucléico separadas en la matriz del gel, 

también  ayuda a remover y neutralizar químicos no deseados en la 

tinción como Urea y Buffer. La fijación es muy importante con respecto a 

la sensibilidad, dado que al omitir o limitar la fijación a tiempos de 

exposición cortos, resulta en una imagen poco desarrollada. Por el 

contrario largas exposiciones pueden resultar en bandas borrosas 
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(débiles), un mínimo de 5 minutos en inmersión a 7.5% de ácido acético 

mantiene el límite de detección de fragmentos de ADN de distintas 

longitudes.  

ii. Lavado del gel  

Según estos mismos autores, este paso remueve ácidos, sustancias 

trazas y remanentes de componentes solubles en el gel que interfieren 

con la tinción. Un mínimo de  tres lavados de 2 minutos en agua 

desionizada es adecuado. Un mayor o menor número de lavados son 

posibles, dependiendo del grosor del gel 

iii. Impregnación de Nitrato (Tinción) 

Entre 1 y 2 gramos de nitrato de plata por cada litro de solución son 

recomendables. La concentración de nitrato no puede ser reducida sin 

afectar la sensibilidad y el contraste. Tinciones óptimas deberán realizarse 

por un tiempo de solo 20 minutos. Largos tiempos de impregnación 

pueden causar perdida de la imagen. La presencia de formaldehído en la 

solución de nitrato mejora la sensibilidad y el contraste. El formaldehído 

reduce el nitrato a cantidades bajas pero suficientes para producir 

nucleación inicial de los sitios alrededor del sustrato a teñir (ADN). Estos 

sitios favorecen la construcción rápida de depósitos durante el paso de 

revelado (Bassam et al., 1991). 

iv. Lavado post Impregnación 

Este lavado con agua desionizada se da con el propósito de que los 

remanentes de nitrato no formen precipitados color café en la solución 

durante el revelado. Alternativamente, puede ser remplazado por un 

enjuague con solución de revelado (Harwood, 2000). Disminuir la 

concentración de nitrato en la superficie del gel a través de un lavado 

evita tanto la precipitación de nitrato como la disminución de la 

sensibilidad (Bassam et al.,1991). 

 

 



 

 
34 

 

v. Desarrollo de la imagen 

En la mayoría de procedimientos de tinción con nitrato de plata, el 

desarrollo de la imagen requiere un abrupto cambio en el pH,  lo que 

causa la inevitable formación de sales de nitrato insolubles. Estas sales, 

precipitan sobre la superficie del gel y disminuyen el contraste de la 

imagen, incrementando la oscuridad del fondo (Bassam et al., 1991). 

Los complejos de iones de nitrato, tanto como el tiosulfato de sodio, 

disminuyen la  concentración de iones libres de nitrato e incrementan el 

potencial redox alrededor de la matriz del gel, minimizando el fondo 

oscuro en la tinción. La concentración de 4l de tiosulfato de sodio, 

reduce la tinción no específica del fondo del gel, y altas concentraciones 

no proveen ventajas notables. Disminuir la concentración de carbonato de 

sodio debajo de los niveles recomendados (menos de 4g/l) causa fondos 

muy oscuros y pobre contraste de la imagen, probablemente 

disminuyendo la velocidad total de la reducción de nitrato (Szabadváry, 

1992). 

Según Bassam et al. (1991), concentraciones de formaldehído entre 

0.028 y 0.111% por volumen, proveen una tinción óptima. Bajas 

concentraciones causan el efecto general de reducción de sensibilidad 

produciendo colores café claros. En contraste, altas concentraciones de 

formaldehído reducen el tiempo de revelado, haciendo difícil el control de 

la reacción de tinción y producen un fondo oscuro con bandas café 

negruzcas. El tiempo de revelado está en dependencia de los 

componentes de la solución de revelado y puede variar altamente de 

segundos a minutos. La concentración de formaldehido utilizada en la 

tinción de geles de acrilamida también afecta la calidad de la tinción (ver 

en anexo, Figura 8). Obviamente, el tamaño y la densidad de granos de 

nitrato y la velocidad de la formación de los mismos, ocasiona cambios en 

el color de las bandas. La oscuridad de los ácidos nucleicos teñidos,  no 

es controlable. 

La temperatura en el revelado es crucial, la cual tiene que mantenerse 

entre 8-10°C. Los requerimientos de temperatura varían con el grosor del 
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gel y los componentes químicos de revelado. Como una regla general el 

revelado de la imagen ocurre rápidamente, para poder controlarlo el 

revelado es realizado a temperaturas cercanas a 10°C, de no realizarse a 

10°C el gel se tornara café (Hamilton, 2003). 

vi. Solución de parada 

Cuando se obtiene una imagen óptima, la solución de revelado es 

detenida por disminución del pH, para evitar un sobre revelado accidental. 

La reacción debe ser parada tan rápido como se pueda. Esto se logra 

preferiblemente usando ácido acético a 7.5 % a 4°C. Altas 

concentraciones de ácido acético pueden causar imagen borrosa  

(Rabilloud et al., 2009). 

viii.  Preservación del gel 

La preservación del material original provee muchas ventajas, por 

ejemplo, no requerir cámara fotográfica y cuarto oscuro. Cuando se 

requiera las bandas de ADN pueden ser extraídas de los geles teñidos 

con nitrato de plata seco, el gel se puede preservar en glicerol y 

posteriormente ser cubierto con plástico de envolver (Ciafardini, 1994). 

3.7. ANÁLISIS DE INFORMACIÓN ALÉLICA 

En genética de poblaciones y filogeografía actualmente se están utilizando 

herramientas como: Inferencias de coalescencia (Beerli & Felsenstein, 1999; 

Rannala & Mountain, 1997), acercamientos a la determinación  de la panmixia 

de una población (Pritchard et al., 2000), análisis asimétrico de migración 

(Beerli & Felsenstein, 1999), análisis de cuellos de botellas y comparaciones de 

la estructura de la herencia del ADN mitocondrial (Piertney et al., 2000; 

Chesser & Baker, 1996). Entre otras herramientas estadísticas en genética de 

poblaciones se encuentran; la Heterocigosidad, el equilibrio de Hardy-

Weinberg, el desequilibrio de ligamiento, el estadístico F, las distancias 

genéticas (Distancia de cuerda, Distancias de Nei), la mutación y la migración. 

También, se utilizan estadísticos específicos para datos microsatélites basados 

en el modelo mutacional SMM como: δµ2 (delta mu squared) de Goldstein et al. 
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(1995); Dsw de Shriver et al. (1995); RST de Slatkin (1995); implementada por 

Goodman (1997); y Ф   de Michalakis y Excoffier (1996) resultan útiles para 

analizar información alélica. 
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IV. METODOLOGÍA 

 

El presente estudio se realizó en el Laboratorio de Genética  Molecular de la 

UNAN- León, en el periodo comprendido entre septiembre 2008 a 2010. 

4.1. MATERIAL VEGETAL Y GERMINACIÓN DE SEMILLAS 

Las semillas que se utilizaron para el presente estudio fueron recolectadas, por 

el Laboratorio de Genética Molecular (Proyecto Pino), en el año 2005 entre 

Marzo y Abril de poblaciones de la zona norte de Nicaragua (Nueva Segovia, 

Matagalpa y Jinotega) entre los 901 y los 1242 msnm.   

Se tomaron semillas de 17 individuos de diferentes poblaciones, las que 

primeramente se lavaron con agua del grifo. Luego se depositaron en un 

Beaker conteniendo cloro al 2 % agitando con barra magnética por 20 min para 

su debida desinfección. En platos Petri se colocó  papel filtro humedecido y con 

pinzas esterilizadas se depositaron las semillas sobre éste. Se taparon las 

placas Petri y se cubrieron con papel aluminio. Entre 5 - 7 días de germinada la 

plántula se extraía el ADN. Finalmente se rotuló con la fecha y la población que 

le correspondía. 

4.2. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO 

Se partió del protocolo Doyle y Doyle (1990) modificado por Cerda G. (2007) y 

se hicieron varias modificaciones las que se presentan en el siguiente 

protocolo. 

Inicialmente se precalentó en un baño maría a 65°C el buffer de extracción  

compuesto por CTAB (w/v) 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 50 mM, Tris-HCl 100 mM, a 

pH 8.0, se agregaron 5 μl de 2-β mercaptoetanol y 5 μl de proteinasa K. En un 

mortero, se depositó una plántula de aproximadamente 60-75 mg a la que se le 

adicionó 1 ml de buffer de extracción, y se maceró hasta obtener un líquido. La 

muestra se paso a un tubo eppendorf de 2 ml y se incubó a 65°C por 40 min en 

baño maría, con agitación fuerte por inversión cada 10 min. Para separar los 

ácidos nucléicos de los restos celulares  se agregó 1 volumen de 
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cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) mezclando por inversión. Posteriormente 

se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min a 4 °C y se repitió el proceso de 

separación una vez más en las mismas condiciones. Posteriormente para 

precipitar los ácidos nucleicos se trasladó el sobrenadante a un tubo limpio, se 

añadieron 2 volúmenes de isopropanol frio, y se mezcló por inversión (Foto1). 

 

 

 

 

 

 

Foto 1. Precipitación de los ácidos nucléicos de Pinus spp. con isopropanol 

frio. 

 

Con este mismo propósito se dejó  el ADN a -20 ºC  por un mínimo de media 

hora y luego se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min a 4°C. Se descartó el 

isopropanol y se lavó el sedimento  por 20 min con  200 µl  de Buffer de lavado 

I (etanol al 76% y 1 M de acetato de sodio).  

A continuación, se realizó un segundo lavado con  500 µl de Buffer de lavado  II  

(etanol al 76% y 10 mM de acetato de amonio). Seguidamente se centrifugó a 

12 000 rpm por 5 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se dejó secar el 

sedimento. Finalmente el sedimento  se disolvió en 100 μl de buffer TE [10 mM 

Tris-HCl (pH 7.4), 1 mM EDTA], el cual  se trató con  ARNasa (1 µl por cada 

100 µl de solución de ADN) durante 15 min a 37 ºC y se conservó a – 20°C. 
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4.3. CHEQUEO Y CUANTIFICACION DE ADN (Sambrook & Rusell, 

2001) 

 

El ADN extraído se chequeó cualitativamente por electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8%. En un microondas se fundió la  agarosa en una solución de 

TAE 1X, se dejó enfriar y se vertió el gel líquido en  la cubeta conteniendo los 

peines  para formar los pocillos y se esperó a que solidificara para depositarlo 

en la cámara de electroforesis conteniendo  buffer TAE 1X. 

A 10 µl de ADN se le agregó 2 µl de azul bromofenol (conteniendo glicerol al 

30% y azul bromofenol 0.25%) esta mezcla se depositó en los pocillos y, se 

conectó la cámara a la fuente de poder y  la corrida electroforética se realizó a 

90V por media hora. Una vez finalizada la electroforesis, se tiñó el gel en una 

cubeta conteniendo en bromuro de etidio (0.5 μg/ml) por 30 minutos. Se 

visualizó la presencia de ADN sobre una lámpara de luz ultravioleta y se tomó 

una foto con cámara digital utilizando un filtro. 

El chequeo cuantitativo se realizó mediante espectrofotómetro (Lambda 

EZ201 UV/Vis Perkin Elmer) para lo cual, las muestras se diluyeron con un 

factor de dilución de 200. Se calibró el aparato y se realizó la lectura en 

cubetas de cuarzo, a una absorbancia de 260 nm. La concentración de ADN se 

calculó  con la fórmula presentada a continuación (Robert & Farrell, 2010): 

 

1000

g/ml) 50  dilución) de (factor 200  
260

(A
  g/ml)(  ADNde iónConcentrac





  

 
Una vez conocida la concentración del ADN extraído para su amplificación, se 

prepararon  diluciones en buffer TE a  5 ng/μl y se conservaron a – 20°C. 
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4.4. AMPLIFICACIÓN DE MICROSATÉLITES POR PCR 

 

Se hicieron varias pruebas en las que se modificaron diferentes 

concentraciones de Taq polimerasa, ADN y cloruro de magnesio. También se 

hicieron varias pruebas en las que se probaron diferentes temperaturas de 

anillamiento. Dichas modificaciones aparecen reflejadas en el siguiente 

protocolo: 

Se amplificaron microsatélites utilizando un Termociclador Amplitron® II 

Thermolyne en el cual se corrió el siguiente programa de PCR:  

Una desnaturalización inicial a 95 °C por 5 min, seguidos de 30 ciclos, cada 

uno de los cuales incluía: 

A. Desnaturalización a 95 °C por 1 min 

B. Hibridación a 56 °C (con variantes según el primer a amplificar) por 1 min 

C. Elongación a 71 °C por 1 min 

Con una elongación final  a 72 °C por 5 min y con la opción de refrigeración a 

4° C. 

 

Para realizar la mezcla de reacción, se prepararon reacciones de PCR para un 

volumen final de 12 µl. Los detalles de la concentración de los  reactivos 

utilizados se encuentran en la siguiente tabla (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Concentraciones iniciales y finales de la mezcla de reacción de PCR 

Reactivo Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

Volumen para 

12 µl (µl) 

Buffer A 10 X 1 X 1.2 

MgCl 25 mM 1.5 mM 0.72 

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.24 

Primer F 10 mM 0.25 µM 0.3 

Primer R 10 mM 0.25 µM 0.3 

Taq polimerasa 5 U/µl 0.5U 0.1 

H2O   5.13 

ADN 5 ng/µl 20 ng (1.6 ng/µl) 4 µl 
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Se ensayaron 6 primers con 5 individuos de diferentes procedencias cada 

primer se amplificó  a la temperatura recomendada por Auckland (2002) y luego 

se realizaron  variaciones  de los parámetros de PCR según fue requerido.  

Los primers utilizados en este estudio se encuentran inventariados en la 

Universidad de Texas A&M. Las características de los mismos se muestran en 

la siguiente Tabla.  

Tabla 4. Las características de los cebadores utilizados (Auckland, 2002) 
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PtTX2123 AF143960 202 55 400 GAAGAACCCACAAACACAAG-F 

GGGCAAGAATTCAATGATAA-R 

(AGC)8 

PtTX3013 AF143966 134 63 235 GCTTCTCCATTAACTAATTCTA-F 

TCAAAATTGTTCGTAAAACCTC-R 

(GTT)10 

PtTX3025 AF143970 266 59 306 CACGCTGTATAATAACAATCTA-F 

TTCTATATTCGCTTTTAGTTTC-R 

(CAA)10 

PtTX3030 AF143972 287 59 334 AATGAAAGGCAAGTGTCG-F 

GAGATGCAAGATAAAGAAGTT-R 

(TA)4…(GGT)10 

PtTX4033 AF324769 156 59 190 ACCCATTTCCTTTTTCAAC-F 

GGTGGCGAGGCATTATTC-R 

(CA)15 

PtTX4114 AF324791 130 56  281 ACACATGTCTTGAGGAGT- F 

CAATTTGATCTATAACTTTCACC-R  

 

(CA)23 
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4.5. ELECTROFORESIS Y TINCIÓN DE ADN MICROSATÉLITES 

 

A. Preparación de vidrios 

Vidrio con pestaña. El vidrio con pestaña se lavó muy cuidadosamente con 

jabón líquido, luego se enjuagó con abundante agua del grifo, y posteriormente 

con abundante agua destilada. Se dejó secar y se hizo una segunda limpieza 

en el lado del vidrio que estaría en contacto con el gel, la que consistió en 

verter alcohol corriente y distribuirlo homogéneamente con papel toalla hasta 

secarse totalmente (Foto 2). Procedimiento que se realizó tres veces. 

Posteriormente se le agregó 50 µl de RepelSilane (llamado comúnmente 

repelente),  el que evita que el gel se adhiera a este lado del vidrio. El repelente 

se distribuyó  con papel toalla (Foto 3). 

 

 

 

 

 

Foto 2. Limpieza del vidrio con pestaña 

 

 

 

 

 

Foto 3. Agregando RepelSilane 
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Vidrio sin pestaña. El vidrio sin pestaña se lavó utilizando el mismo 

procedimiento que para el vidrio con pestaña, sin embargo, a este vidrio se le 

agregó 1 μL de una mezcla conteniendo: 992 μL de etanol, 5 µl de ácido 

acético y 3 μL de BindSilane. Se esparció la mezcla con un papel toalla por el 

lado del vidrio en la que se debía adherir el gel. Se limpió  el excedente y se 

dejó secar durante 5 minutos procurando obtener un vidrio con una superficie lo 

más uniformemente posible (Foto 4). 

 

 

 

 

 

Foto 4. Distribución del BindSilane sobre el vidrio sin pestaña con papel toalla 

B. Ensamblaje de la cámara 

Se preparó un espacio en la mesa de trabajo sobre el cual se ubicó el vidrio sin 

pestaña. Luego a lo largo del margen de este vidrio se colocó un separador de 

0.4 mm que determina el grosor del gel (Foto 5). 

 

 

 

 

Foto 5. Ubicación de separadores 

Seguidamente se colocó el vidrio con pestaña con la cara tratada con repelente 

sobre el vidrio sin pestaña (cara tratada con adherente) quedando ambos 

separados por 0.4 mm (Foto 6). 
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Foto 6. Ensamblaje de molde de gel 

Seguidamente se cubrió la superficie de trabajo con un color que hiciera 

contraste  de fondo, para una mejor visualización. Se colocaron objetos que 

permitieran mantener los vidrios a una altura aproximada de 2 cm, uno en cada 

esquina (Foto 7). Para  presionar los vidrios se colocaron clanes  a lo largo de 

estos (3 a cada lado) y los cristales se inclinaron un poco de 2 a 3 cm con un 

soporte más alto en la parte superior de los vidrios, para facilitar el 

desplazamiento de la solución de acrilamida (Foto 8). 

 

 

 

 

 

          Foto 7. Molde de gel de acrilamida ensamblado 

 

 

 

 

 

Foto 8. Ubicación de clanes 
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C. Preparación del gel de acrilamida 

El gel se preparó al momento del uso, vertiéndose en un Beaker 50 ml de 

solución de acrilamida al 4%,  300 µl de persulfato de amonio al 10% y 50 µl de 

TEMED.  Se mezcló bien, evitando la formación de burbujas. 

La mezcla se depositó con una jeringa de 50 ml, procurando mantener 

constante la solución de acrilamida en la parte superior de los vidrios, para 

evitar que entrara aire y se formaran  burbujas (Foto 9). En los casos que se 

formaron burbujas, los cristales se lavaron nuevamente y se reiniciaba todo el 

procedimiento (Foto 9). 

 

 

 

 

 

Foto 9. Depositando acrilamida con jeringa de 50 ml 

 

Una vez vertido el gel, para evitar perdida de éste, rápidamente se eliminó la 

inclinación y se dejó en posición totalmente horizontal. Posteriormente se 

introdujo el peine en posición invertida (dientes hacia arriba) para formar un 

frente totalmente  lineal donde se ubicaron los pocillos, luego se espera una 

hora para que ocurriera la polimerización (Foto 10). 
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Foto 10. Introducción del peine invertido para formar frente de corrida del gel 

de poliacrilamida 

D. Precorrida y corrida del gel 

Para eliminar restos de acrilamida, se lavaron muy bien los vidrios a nivel del 

frente de corrida con gasa o esponja. Luego se colocaron los vidrios  sobre la 

cubeta de buffer inferior y se ajustaron  a la cubeta superior con los sujetadores 

de la cámara de electroforesis (Foto 12). Se llenaron las cubetas (superior e 

inferior) de la cámara con  TBE (Tris, Ácido Bórico y EDTA) 1X (Foto 11, Foto 

12). 

 

 

 

 

Foto 11. Llenado de Buffer cámara inferior 

 

 

 

 

 

Foto 12. Llenado de Buffer cámara superior 
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Una vez polimerizada la acrilamida, se retiró el peine que formó el frente de 

corrida y se limpió nuevamente el frente del gel de urea y restos de 

poliacrilamida con la misma solución buffer. Se colocó el peine con los dientes 

de tiburón  hacia abajo para formar los pozos (Foto 13). Se repitió el 

procedimiento de limpieza del frente de corrida. Se depositaron 2 μL de tampón 

de carga (Formamida 95%, EDTA 2mM, Azul de bromofenol 0.05% y 

Xilenocianol 0.05%) en algunos  de los pozos. Se conectó la cámara a  la 

fuente de poder y se realizó la precorrida a  100 W, 2000 V y  400 mA. 

Alcanzando el gel  45 °C durante 20 minutos para verificar la correcta 

formación de pozos y el desplazamiento de la mezcla (Formamida/EDTA/Azul 

de bromofenol /Xilenocianol) en el gel (Foto 14). 

 

 

 

 

Foto 13. Limpieza de pocillos y disposición de peine 

 

Foto 14. Precorrida de gel 

Mientras transcurría la precorrida,  se agregaron  5 μl de tampón de carga a 

cada uno de las muestras (productos de PCR), las que se desnaturalizaron a 

95 ºC durante 2 min y se enfriaron rápidamente en un  termo con hielo (Foto 

15). 
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Foto 15. Muestras en hielo 

Se  detuvo la pre-corrida y para efectuar la corrida se colocaron entre 2.5 a 3 

μL de muestra de ADN por pozo. Se inició la corrida (100 W, 2000 V, 400 mA) y 

se  dejó que las muestras hubieran recorrido 2 cm dentro del gel, se detuvo la 

corrida y se retiraron los peines. Seguidamente se corrieron las muestras 

durante aproximadamente 2 horas.  

Una vez finalizada la corrida se desmontó la cámara electroforética, se retiraron 

los vidrios que contienen el gel, y se desprendió el vidrio con pestaña del gel, 

evitando que el gel se desprendiera del vidrio sin pestaña, ya que este sirvió de 

soporte al gel en el proceso de tinción (Foto 16). 

 

 

 

 

 

Foto 16. Separar con delicadeza el virio con pestaña el vidrio sin pestaña 

E. Tinción de geles con nitrato de plata 

La tinción del gel con nitrato de plata consistió de siete pasos sucesivos, en los 

cuales es indispensable hacer uso de guantes de látex, mascarilla y gabacha 

para evitar el contacto físico y la inhalación de soluciones nocivas. 
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El proceso de tinción comprendió diferentes pasos y en cada paso se sumergió 

el gel de poliacrilamida (adherido al vidrio sin pestaña) en dos litros de solución, 

dentro de una bandeja plástica de un metro por cuarenta centímetros. 

a. Fijación 

Se depositó el gel en la solución fijadora compuesta de ácido acético al 10 

%, durante veinte minutos o más (Foto 17). La solución de fijación se 

preparó al momento de la corrida.  

 

 

 

 

 

Foto 17.Fijación de ácidos nucléicos 

b. Lavado con agua destilada 

Se realizaron tres lavados con agua destilada a temperatura ambiente, cada 

lavado se realizó por dos minutos en constante agitación (Foto 18). 

 

 

 

 

 

 

 

Foto 18. Lavado de geles con agitación gentil y constante 
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c. Tinción 

Se sumergió el gel durante 30 minutos en una solución de nitrato de plata al 

0.01% con 2.6 ml de formaldehido para un litro de solución, evitando el 

contacto con la luz (Foto 19). La solución de nitrato de plata  se preparó en 

un frasco oscuro preferiblemente al momento de uso, una vez utilizada, la 

solución se desechó precipitándola con NaCl a saturación. 

 

 

 

 

 

 

Foto 19. Gel sumergido en solución de nitrato de plata y protegido contra la 

luz 

d. Lavado con agua estilada 

Para eliminar restos de nitrato de plata se sumergió el gel en agua destilada 

a temperatura ambiente y en constante agitación por 10 segundos. 

e. Revelado 

Se colocó el vidrio con el gel en la solución reveladora en agitación 

constante, hasta que aparecieron las bandas, entre 3 y 5 minutos (Foto 20). 

La solución reveladora está compuesta por carbonato de sodio (30 g), 

formaldehido (1.28 g) y tiosulfato de sodio (200 µl) por un litro de solución. El 

tiosulfato de sodio se preparó en un tubo eppendorf en el cual se agregó 1 

ml de agua destilada, adicionando luego los cristales de tiosulfato (0.01 g). 

Esta mezcla se agitó en vórtex a temperatura ambiente.  
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Foto 20. Gel de poliacrilamida revelado con nitrato de plata 

f. Fijación/Parada 

 El gel se sumergió por cinco  minutos en solución de parada (ácido acético 

10%) para detener el proceso de revelado. Posteriormente se realizó un 

lavado con agua desionizada para eliminar los restos de ácido acético, para 

lo que se  sumergió el gel en agua destilada por cinco minutos, eliminando 

excesos de ácido acético.  

F. Documentación del gel 

Las bandas fueron observadas directamente sobre el gel y se tomaron fotos 

con una cámara digital.  

G. Desprendimiento del gel 

Para desprender el gel adherido se introdujo el vidrio sin pestaña en 2 litros de 

NaOH al 2%, agitando constantemente. Una vez desprendido el gel, se 

desechó en un recipiente para su eliminación segura. Luego, se procedió a la 

limpieza del vidrio a través de 3 lavados de 15 minutos con 2 litros de agua 

corriente, utilizando una esponja  con jabón líquido (botando el agua utilizada 

después de cada lavado y fregando con la esponja). Finalmente se realizó 

limpieza, la que consistió en agregar alcohol corriente con una pizeta, 

extendido con papel toalla a lo largo del vidrio. Se dejó secar y se repitió el 

procedimiento  una vez más. Los vidrios se guardan limpios entre papel toalla. 
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V.RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. EXTRACCIÓN DE ADN 

 

Para la extracción de ADN del presente estudio se utilizó tejido diploide de 

plántulas de Pinus spp. a diferencia de Cerda G. (2007), quien utilizó ADN 

genómico de megagametofitos. Cuando se extrae ADN de diferentes tejidos a  

veces hay que hacer modificaciones para dicho tejido como explica Cerda-

Granados y Díaz (2013). Al usar las modificaciones que hizo Cerda G. al 

protocolo original de Doyle y Doyle (1990), el ADN que se obtuvo estaba 

degradado  y buena parte de él quedaba retenido en los pocillos, indicando 

algún tipo de contaminación (Zimmer, 2005) (Foto 22). Esto se comprobó con 

las pruebas de espectrofotometría donde se obtuvieron valores medios  

A260/A280=1.96. Por consiguiente se tuvieron que hacer las siguientes 

modificaciones aplicadas al tejido diploide de plántulas: 

Se utilizó  1 ml de buffer de extracción, conteniendo 50 mM de EDTA, similares 

concentraciones utilizó Teza et al., (2012) en la estandarización de 

microsatélites para la industria forestal en Colombia, diferente a la 

concentración de  20 mM utilizada por Cerda G. (2007) y Cerda-Granados y 

Díaz, 2013), el EDTA es un agente quelante que inhibe la acción de las 

nucleasas (Puerta  & Ureña, 2005).  

 La proteinasa K se  incubó a 65 °C igual a lo utilizado por Teza, (2012), esta 

proteasa se inactiva a temperaturas mayores de 65 °C, la temperatura óptima 

de la proteinasa K es de 65 °C y la actividad puede durar aproximadamente 30 

min, incubaciones muy largas no son necesarias (Hilario & Mackay, 2007).   

Se hicieron dos lavados (precipitaciones de ADN) parecido al protocolo 

utilizado por Teza 2012,  uno con solución de lavado I (Acetato de sodio/ 

Etanol) y otro con solución de lavado II (Acetato de amonio/Etanol), igual a lo 

utilizado por Hicks, et al. (1998) en el desarrollo de marcadores RAPDs y 

Microsatélites en Pinus contorta. El acetato de sodio es una sal carboxilada 

utilizada  en la precipitación de ADN y ARN  (Maniatis et al. 1982). Debido a las 
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diferencias estructurales del etanol con el agua (constante dieléctrica: 24/80), el 

etanol (alcohol preferido para la precipitación de ADN y ARN) aumenta la 

atracción entre los cationes y el ADN con carga negativa. Cuando cationes y 

ácidos nucleicos con carga negativa interaccionan, los ácidos nucleicos son 

neutralizados, de tal manera que precipitan fuera de la solución, las sales en 

particular los iones monovalentes son críticos para una efectiva precipitación de 

ácidos nucleicos, en algunas situaciones una sal es preferida sobre otra. El 

acetato de amonio reduce la coprecipitación de dNTPs libres y oligosacaridos, 

sin embargo, el acetato de sodio es la sal mas utilizada para precipitaciones 

(Maniatis et al, 1982).  

Una vez realizados los cambios obtuvimos un ADN  limpio con valores medios 

de A260/A280=1.87. Esto se puede comprobar al observar en la Foto 23 donde 

obtuvimos bandas de ADN bien definidas y sin arrastre. En algunos casos en 

que el ADN no quedo totalmente limpio (quedaba retenido en el pocillo), por lo 

cual se resuspendió en mayor volumen de buffer TE hasta 200 µl y se precipitó 

nuevamente con buffer de lavado I y Buffer de lavado II. También se hizo un 

segundo tratamiento con ARNasa. 

El ADN obtenido con el protocolo modificado fue de alto peso molecular, con 

poco barrido y de concentración de 100 ng/µl promedio, cuantificado por 

espectrofotometría con ratios cercanos a 1.8 (ver en Anexo Figura 9). 

 

Foto 22. ADN obtenido con el protocolo de Doyle y Doyle (1990) modificado 

por Cerda G. (2007) (10µl de ADN/5µl tampón de carga) 
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Foto 23. Extracciones con protocolo modificado  (10 µl de ADN/5 µl tampón de 

carga) 

5.2. EFECTO DE CONDICIONES DE AMPLIFICACIÓN 

 

Para amplificar las regiones  microsatélites, inicialmente se establecieron  las 

condiciones de amplificación (temperatura, tiempo y número de ciclos). Para 

ello se ensayaron concentraciones estándares de los componentes de la 

mezcla de reacción de la PCR.  

A. Efecto de la concentración de ADN 

En este trabajo las amplificaciones se ensayaron con concentraciones de ADN 

de 1.3 y 1.6  ng por µl, obteniéndose mejor resultado a 1.6 ng. Lo que es una 

pequeña diferencia del protocolo de Xiang-xiang y Ji-sen (2005) que utilizaron 

de 2 a 5 ng por µl en Pinus spp. Por otra parte, Zhang et al. (2005) utilizaron 

1ng/ µl para amplificar P. squamata. En cambio, Mei et al. (2009) utilizaron 

hasta 6ng/µl para obtener bandas claras y específicas en P. radiata y P. 

tabulaeformis, Estos datos ponen de manifiesto que la optimización de la 

concentración de ADN es necesaria para cada especie. Además la 

concentración del ADN  es uno de los principales factores que afectan las 

reacciones de PCR para amplificar regiones microsatélites. Con altas 

concentraciones se pueden obtener productos no específicos y a bajas 

concentraciones no se obtienen productos amplificados (Mei et al., 2009). 
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Foto 24. Microsatélites amplificados en el Laboratorio de Genética Molecular, 

utilizando el primer PtTX2123 

 

B. Efecto de la concentración de Magnesio 

Se ensayaron dos concentraciones de MgCl2: 1.5 y 2 mM, obteniéndose  

buenos resultados a 1.5 mM. En cambio se han reportado buenas 

amplificaciones  a 2 mM para los cebadores PtTX2123, PtTX3025 y PtTX3030 

en P. palustris, P. echinata,  P. radiata, P. patula, P. halepensis. y P. kesiya, de 

acuerdo al estudio de Kutil y Williams, (2000). Altas concentraciones de MgCl2 

pueden aumentar las probabilidades de inespecificidad, lo que se observa 

como un barrido de bandas en el gel, por otra parte, bajas concentraciones 

pueden eliminar productos no específicos (Cortazar & Silva, 2004), pero muy 

bajas concentraciones pueden resultar en poco producto de PCR (Sigler, 

2004). Otro efecto es que mucho magnesio inhibe a la polimerasa (Espinosa, 

2007). 

C. Efecto de la concentración de Taq polimerasa 

Mei et al. (2009) luego de ensayar diferentes concentraciones de Taq 

polimerasa obtuvieron los mejores resultados para P. radiata y P. tabulaeformis  

en concentraciones dentro de un rango de 1 y 1.5 U.  Por otra parte  Kutil & 

Williams (2000) usó 0.62 U/ µl. En este estudio la concentración de óptima de 

la enzima utilizada fue de 0.5 U/µl, al igual que Teza et al. (2012) en P. taeda y 

Araucaria angustifolia, concentraciones bajas de Taq polimerasa son muy 

recomendadas dado el alto costo que tiene la enzima. 
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D. Efecto de la concentración de dNTPs 

Las concentraciones de dNTPs en este trabajo se mantuvieron constantes a 

200 µM durante toda la fase experimental. Similares concentraciones fueron 

utilizada por autores como Marquardt y Epperson (2004) en Pinus strobus y 

Acuña et al. (2012) en Eucalyptus globulus. Es ampliamente documentado que  

altas concentraciones pueden promover incorporaciones incorrectas por un 

fenómeno conocido como “infidelidad” (Cortazar et al., 2004). En 2007, Wujun  

et al. probaron un amplio rango de concentraciones, encontrando que la 

concentración de 200 µM es la recomendada y que a concentraciones menores 

a 100 µM  se obtienen productos de amplificación con barrido y bandas 

inespecíficas. 

E. Efecto de la concentración de primers 

En este estudio, la  concentración final de primers utilizada fue de 0.2 µM, un 

poco más de la que utilizaron Marum et al. (2009) en P. pinaster (0.1 µM de 

cada primers) y menos de lo que utilizó Moraga et al. (2012), con 0.25 µM para 

amplificar ISSR en P. radiata. En 2007, Wujun  et al. establecieron parámetros 

críticos de concentración de primers entre 0.2 y 1 µM, para amplificar ISSR en 

una especie herbácea (Osmanthus spp.).   

McPherson y Møller (2006) documentan que altas concentraciones de primers 

pueden aumentar la formación de dímeros de primers y el mal apareamiento 

con secuencias no objetivos. Estos mismos autores reportan que se 

recomiendan concentraciones de primers en un rango de 0.1 a 1µM.  

F. Efecto de la temperatura de anillamiento 

La temperatura de anillamiento es uno de los parámetros críticos en las 

amplificaciones por PCR. De las tres temperaturas de anillamiento probadas en 

este estudio (50°C, 56°C y 59°C), los primers utilizados presentaron óptima 

amplificación a 56°C. Estos resultados difieren a los publicados por Mei  

(2009),  quien utilizó  entre 45º-49ºC  para amplificar secuencias microsatélites 

en P. radiata y P. tabulaeformis, y Acuña et al., (2012) quienes reportan entre 

42ºC y 58ºC, en dependencia del primers en E. globulus. Lo que evidencia que 
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la temperatura de anillamiento en microsatélites debe ajustarse a cada primer y 

a cada especie.  

5.3. ANÁLISIS DE BANDAS 

 

Se observaron un total de 120 bandas. Los amplicones tuvieron un tamaño 

entre 250 pb y 350 pb, presentándose con mayor frecuencia bandas de  300 

pb. Las bandas obtenidas representan de 2 a 3 alelos por locus para Pinus spp. 

con los 3 primers que amplificaron las regiones microsatélites. 

Los primers que amplificaron estas regiones fueron: PtTX2123, PtTX3025 y 

PtTX3030. Estas regiones microsatélites en tripletes son ortólogas para P. 

taeda (Elsik et al., 2000). Según Ellegren et al. (1995), cuando microsatélites 

ortólogos son amplificados con otras especies es probable la obtención de 

poco polimorfismo, a pesar de ello, Kutil y Williams en 2000 determinaron que 

los microsatélites son útiles para el estudio de diversos linajes de coníferas. 

Pocos microsatélites nucleares de copia simple han sido reportados en Pinus, 

ya que la complejidad de los genomas de Pinus y el antiguo tiempo de 

divergencia empobrecen la transespecificidad de los microsatélites. Chagné  et 

al., en 2004 obtuvieron un porcentaje de éxito de transpecificidad de 54% de 

primers de P. radiata en P. pinaster, Echt et al. en 1999 detectaron un 29% 

entre las especies P. strobus y P. radiata y Gonzáles et al. (2004) un 42 % 

entre P. taeda y P. pinaster. En este ensayo, amplificaron 3 de 6 cebadores, es 

decir, un  50% de las secuencias flanqueantes de microsatélites de P. taeda se 

encuentran conservadas en Pinus spp. de Nicaragua. Los locus no 

amplificados podrían tener repeticiones interrumpidas que hacen irreconocible 

la secuencia del cebador, quizá por mutaciones puntuales De acuerdo con 

Taylor (1999), estas interrupciones son responsables por monomorfismos y 

degeneración de la región microsatélite. Sin embargo, polimorfismos en 

regiones de flanqueo pueden ser útiles para determinar relaciones entre alelos 

o entre especies (Ortí et al., 1997). 
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En el caso de P. taeda, se han reportado hasta 4 alelos por locus para el 

cebador PtTX3030 y 7 alelos por locus para el cebador PtTX3025 

(Liewlaksaneeyanawin et al., 2004). Al-Rabab’ah (2003) reporta para esta 

misma especie (P. taeda) 6 alelos con PtTX2128 y 16 alelos con PtTX3030. 

Para el caso del cebador PtTX2123 se ha reportado hasta 6 alelos por locus en 

P. roxburghii. Comparando con estas especies  probablemente Pinus spp. de 

grupos reproductivos nicaragüenses posean un bajo número de alelos para 

estos locus, puesto que la diferencia no se debe a ningún aspecto 

metodológico en la aplicación de la técnica, las bandas se diferencian con la 

suficiente nitidez, lo que elimina la ambigüedad de presencia o ausencia de las 

bandas obtenidas por medio de otras técnicas, como por ejemplo, RAPD,  

aunque el número de muestras amplificadas  podría influir en el bajo nivel de 

loci por locus obtenido. Sin embargo, para poder afirmar que hay baja 

heterocigosidad entre las poblaciones de Pinus. spp. estudiadas, hay que 

realizar un estudio poblacional en donde la unidad muestral sea 

suficientemente significativa. 

Es importante mencionar que en este ensayo se amplificaron 3 locus 

microsatélites.  Según Nowakowska (2005), para estudios parentales en P. 

sylvestris como mínimo deberían ser utilizados de 3 a 4 locus microsatélites. 

Con el propósito de  reducir el sesgo en los resultados Takezaki y Nei en 2008 

demostraron que aumentando el número de loci dentro de los dos modelos 

evolutivos IAM (Modelo de Alelos Infinitos) y SMM (Modelo de mutación paso a 

paso) se incrementa la probabilidad de encontrar la verdadera topología en un 

grupo taxonómico. 

El cebador PtTX2123  se utilizó como indicador de la fiabilidad de la técnica,  el 

cual se corrió 3 veces obteniendo resultados repetibles claros y confiables. 

Cabe destacar que el motivo de repetición de PtTX2123, lo podemos encontrar 

en más de 7 especies de Pinus (Kutil, 2000). El único parámetro de elección de 

este cebador para demostrar la repetitividad de los resultados con las muestras 

de Pinus spp. fue la suficiente disponibilidad del cebador en el Laboratorio de 

Genética Molecular. 
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Mediante este ensayo determinamos que los microsatélites utilizados en este 

estudio son  transespecíficos y  proveen una herramienta eficaz en estudios de 

Pinus spp. (ej., Fitzsimmons et al., 1995; van Treuren et al., 1997; Whitton et 

al., 1997). 
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VI. CONCLUSIONES 

 

 Con el protocolo de extracción de ADN de plántulas de Pinus spp. 

optimizado, se obtuvo ADN de alto peso molecular, amplificable para la 

Taq-polimerasa, con ratios de A260/A280 entre 1.6 - 1.85 y concentraciones 

máximas de ADN de 100 µg/µl  de ADN.  

 Electroforamos regiones microsatélites en geles verticales a 2000 v, 500 

ma y 150 W solucionando problemas de resistencia eléctrica y limpieza. 

 Visualizamos los fragmentos electroforados utilizando un método sencillo 

y barato como es el caso de la tinción de geles de poliacrilamida con 

nitrato de plata. 

 Se logró amplificar regiones microsatélites con las siguientes condiciones 

de amplificación: Concentración de ADN: 1.6 ng, MgCl2: 1.5 mM; Taq 

polimerasa: 0.5 U/µl, dNTPs 200 µM, primers: 0.2 µM y temperatura de 

anillamiento: 56°C,  en un volumen final de 12 µl.  

 Con dichos parámetros optimizados se logró amplificar 3 de 6 regiones 

microsatélites probadas para Pinus spp. 

 Las regiones microsatélites PtTX2123 PtTX3030 y PtTX3025 empleadas 

en este estudio muestran transespecificidad para Pinus spp. 

  Se detectaron 3 alelos para el locus PtTX2123 y 2 alelos para  PtTX3030 

y PtTX3025.  
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VII. RECOMENDACIONES 

 

 Reutilizar reactivos de tinción para ahorrar recursos (fijación y revelado). 

 Probar otros primers  en un estudio poblacional con Pinus spp. 

 Mejorar condiciones de infraestructura en el Laboratorio de Genética 

Molecular, que facilite el desarrollo de la técnica y la adopción de medidas 

de bioseguridad. 

 Adquirir primers  transespecíficos para otros géneros, con el propósito de 

aplicar esta técnica  en otras especies forestales. 

 Evaluar los resultados en otras condiciones y comprobar la 

reproducibilidad de la técnica en otros laboratorios nicaragüenses. 
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ANEXOS 

 

Tabla 2. Principales marcadores moleculares y sus características más importantes (modificado de K. Semagn, 2006) 

Características RFLP Minisatélites Microsatélites RFLP-PCR RAPD 

Principio Digestión con 
Enzimas de 
restricción. 

Southernblot de 
hibridación. 

Digestión con 
Enzimas de 
restricción. 

Southernblot de  
hibridación. 

Amplificación por 
PCR de 

secuencias 
repetidas simples 

Amplificación por 
PCR de locus simple 

y digestión con 
enzimas de 
restricción. 

PCR con partidores arbitrarios 

Tipo de 
polimorfismo 

Cambios de bases en 
sitios de restricción, 

inserciones y 
deleciones 

Cambios de 
bases 

,inserciones y 
deleciones 

Diferencias en 
longitud debido a 

número de 
unidades repetidas 

Cambios de bases 
en sitios de 
restricción, 

inserciones y 
deleciones 

Cambios de bases en sitios de 
unión del partidor al templado 

inserciones y deleciones 

Polimorfismo Moderado Bajo Alto Moderado Maderado a bajo 

N° loci 
detectados 

1 a 3 Muchos 1 1 1 a 10 

Dominancia Codominante Dominante Codominante Codominante Dominante 

Conocimiento 
del genoma 
estudiado 

Ninguno Ninguno Si Si No 

Dificultad 
técnica 

Intermedia Intermedia Baja Baja Intermedia 

Costo de 
desarrollo 

Intermedio Intermedio Alto Alto Bajo 
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Figura 6. Representación esquemática de los mecanismos que pueden 

producir artefactos durante la PCR. En el esquema de todos los geles en el 

carril N se muestra lo que se obtendría en una amplificación normal y en el 

carril A lo que produciría como consecuencia del artefacto (Barros, 2008) 
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Figura 9. Efecto de la concentración de formaldehido  durante el rebelado de la 

imagen. Tomado de Bassam, 1991 


