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centroméricos de los cromosomas “X” e “Y” por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa
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Mayor M.C. Juan Rubén Hernandez-Chavez*
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RESUMEN

Introduccién. En la técnica de reaccion en cadena de la poli-
merasa (RCP) se ulitizan dos oligonucledptidos sintéticos de unos
15-20 nucleotidos. Estos nucledtidos acttian como iniciadores para
la sintesis in vitro del ADN. Esta técnica es de gran ayuda para las
ciencias forenses, ya que con ella se logra determinar el origen de
muestras sanguineas, de cabello o esperma, en casos de violacio-
nes, homicidios y todas las situaciones que impliquen un delito.

Metodologia. En este trabajo se realizo la estandarizacion de
la técnica de PCR para amplificar secuencias cortas de microsaté-
lites centroméricos de los cromosoma “X* y “Y™. Encontrandose
que a una concentracion de 1.5 uM de MgCl2, se logra una ade-
cuada amplificacion de las secuencias mencionadas del cromoso-
ma “X” y para el cromosoma “Y” se requiere una concentracion
de 1 pM.

Resultados. A la primer X4 le falté una guanina (G). Se obser-
vé una banda de aproximadamente 150 pb que correspondié al
cromosoma “X”, tanto en las muestras citologicas de mucosa va-
ginal, como en las de glande. Se observé una bande de 200 pb que
correspondi6 al cromosoma “Y”".

Dicusion. Se pudo corroborar con lo descrito en la literatura
que la variacion en la concentracién de MgCl2 es un factor deter-
minante para que se lleve a cabo la amplificacion por medio de la
técnica de RCP.

Palabras clave: microsatélites, amplificacion, cromosoma, re-
accion en cadena de la polimerasa.

Centromeric microsatellites unique repetition sequences
amplification of chromosomes “X” and “Y” by means of
the polimerase chain reaction

SUMMARY

Introduction. In the polymerase chain reaction (PCR) techni-
que two synthetic oligonucleotides of about 15-20 nucleotides are
used. These nucleotides act like initiators for the in vitro DNA
synthesis. This technique is helpful for forense sciences, since it is
managed to determine the origin of sanguineous samples, hair or
sperm, in cases of violations, homicides and all the situations that
imply a crime.

Methodology. In this work the standardization of the PCR te-
chnique was made to amplify short sequences of chromosome “X”
and “Y” centromeric microsatellites. Finding that to a 1,5 uM
concentration of MgC12, is obtained a suitable amplification of
the mentioned sequences of chromosome “X” and for the chro-
mosome “Y” a concentration of 1 uM is required.

Results. To the first X4 a guanine (G) is missing. A band of
approximately 150 pb was observed corresponding to chromoso-
me “X”, as in cytological samples of vaginal mucosa, as in those
of glans. A band of 200 pb was observed corresponding to chro-
mosome “Y”.

Discussion. We could corroborate with the described in the
literature that the variation in MgC12 concentration is a determi-
ning factor to amplify by means of the PCR technique.

Key words: Microsatellites, amplification, chromosome, poli-
merase chain reaction.
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Introduccion

La Genética Forense nacid en Inglaterra en 1985 gracias
al profesor de Genética de la Universidad de Leicester, Alec
J. Jeffreys, quien, con base en sus conocimientos en genética
y a su descubrimiento de las regiones hipervariables del ADN,
colabord en la resolucion de varios casos judiciales.'

Para la técnica de PCR se utilizan dos oligonucleétidos
sintéticos de unos 15-20 nucledtidos que son complemen-
tarios a las zonas flanqueantes de la regidon que se quiere
amplificar. Estos oligonucleétidos (“primers”) acttian como
iniciadores para la sintesis in vitro del ADN, la cual es cata-
lizada por una enzima llamada Taq polimerasa. Dicha enzi-
ma se aisla de una bacteria termofila, denominada Thermus
Aquaticus, que es capaz de activarse a temperaturas eleva-
das (72-85 °C), a estas temperaturas la enzima es capaz de
extender las nuevas hebras de ADN a mas de 60 nucleotidos
por segundo en regiones ricas en uniones G-C. La PCR se
lleva a cabo en una serie de ciclos, cada uno de los cuales
incluye tres fases o pasos: desnaturalizacion, hibridaciéon y
extension.’

Esta técnica tiene gran aplicacion en las ciencias forenses
para identificacion de individuos, para pruebas de paternidad y
maternidad, para determinar el origen de muestras sanguineas,
de cabello o esperma, en casos de violaciones, homicidios y
todas aquellas situaciones que impliquen un probable delito.*

Desde mediados de la década de 1990, se ha venido utili-
zando con gran €xito en la técnica de RPC, secuencias de
ADN microsatélite conocidas también como Short Tandem
Repeat (STR), las cuales estan constituidas por ADN no co-
dificante, localizados generalmente en las regiones subter-
minales de los cromosomas que son los implicados en los
fenémenos de replicacion, sobre todo de la linea germinal
masculina, que presentan un gran polimorfismo y cuyo ta-
maiflo es muy pequefio (hasta 400 pb), lo que los hace idea-
les para dicha técnica aplicada con fines de identificacion
forense.

Los STR localizados en el cromosoma “Y” han sido am-
pliamente estudiados y utilizados por las ciencias forenses
para la identificacion de individuos masculinos. Estos mi-
crosatélites han tenido una significancia especial en los ca-
sos forenses donde existe una mezcla de ADN femenino y
masculino para analizar, tal como ocurre en los casos de vio-
lacion u otros crimenes de indole sexual. Las caracteristicas
de su alto nimero de copias, herencia materna y alto gra-
do de variabilidad en sus secuencias, convierte a estas se-
cuencias del cromosoma “Y” en un arma poderosa para la
identificacion forense.>*

El estudio del cromosoma “Y” ha tenido en los ultimos
afios un gran impacto en multiples areas, tanto biologicas
como sociales. Actualmente se estudian diversos microsaté-
lites de dicho cromosoma para estudios poblacionales y de
migracion en las ciencias antropoldgicas, para determina-
cidn del sexo fetal como técnica no invasiva, como marca-
dores de paternidad, para estudios de infertilidad en hom-
bres, asi como para identificacion forense.”!?
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En febrero del afio en curso, Zenilman y cols. realizaron
un estudio para la deteccion de secuencias del cromosoma Y
en fluidos vaginales por medio de la técnica de RPC, a fin de
determinar la actividad sexual reciente en mujeres. Estos in-
vestigadores utilizaron primers que amplificaban microsaté-
lites tanto de cromosoma “Y” como de “X”, obteniendo re-
sultados positivos.'

Metodologia

A. Voluntarios.

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion,
se utilizaron cinco mujeres y cinco hombres voluntarios que
nos proporcionaron muestras citoldgicas obtenidas por ce-
pillado de mucosa vaginal y mucosa del glande.

B. Material y métodos

a. Toma de muestras. La toma de muestras se realizo por
medio de raspado con cepillo para toma de muestras citologi-
cas (citobrush) de las paredes vaginales y glande; se colecta-
ron en tubos de eppenderf con 1 mL de Buffer de extraccion
(EDTA 0.02M, Tris 0.01M, SDS 0.5%) y se conservaron en
refrigeracion a 4 °C hasta su procesamiento.

b. Extraccion y purificacion de ADN. La extraccion del
ADN a partir de muestras citoldgicas de mucosa vaginal,
mucosa oral y mucosa del glande se realiz6 por medio de la
técnica descrita por Sambrook y col. 1994,

c. Valoracion de la pureza e integridad del ADN. A 5
mL de ADN se adicion6 1 mL de buffer de carga (20% Fico-
11400, 0.1M Na2EDTA a un pH de 8, 1% SDS y 0.25% de
azul de bromofenol) y se separo en geles de agarosa (Invi-
trogen) a 1% y TBE 0.5X (Tris-HCL 88 uM, acido boérico
88 mM, EDTA 2 mM) tefiidos con bromuro de etidio, en
una camara de electroforesis horizontal modelo Horinzon
58 (Gibco BRL Life Technologies) a un voltaje constante de
70 volts durante 15 minutos, las bandas de ADN se visuali-
zaron en un transiluminador de luz UV (LKB 20011 Macro-
vue) para corroborar la existencia de ADN en las muestras 'y
poder amplificarlas por medio de RPC; se fotografiaron con
una camara Polaroid modelo MP-4.

d. Amplificacion de los fragmentos de ADN por RPC. A
1.5 uL de ADN se adiciono 10.5 pL de una mezcla de reac-
cion que contenia: 2 U/ uL Taq polimerasa (Invitrogen), 0.75
mM de cada uno de los oligonucledtidos para cromosoma
“Y” 0 “X”, 2 uM de MgCI2, 20 mM de dNTps y buffer 1X
para la enzima Taq polimerasa (Invitrogen). La mezcla de
reaccion fue sometida a las siguientes condiciones en un ter-
mociclador (Perkin-Elmer Gene Amp. PCR System 9600).
Una desnaturalizacion a 94 °C durante dos horas y 30 minu-
tos, seguido por dos ciclos de amplificacion, el primero con
tres ciclos: 94 °C dos minutos, 60 °C dos minutos 'y 72 °C
dos minutos; el segundo con 25 ciclos 94 °C un minuto,
60 °C un minuto y 72 °C un minuto. Al término de los ciclos
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Cuadro 1. Secuencias de los primers utilizados por Zenilman y las secuencias registradas en el banco de genes.

Primer Secuencia publicada por Zenilman Secuencia registrada en el banco de genes
X3 5°-TAT TTG GAC TCT CTC TGA GGA 5°-TAT TTG GAC TCT CTC TGA GGA
X4 5°-TTC TAC TAC AAG GGT GTT CA 5°-TTC TAC TAC AAG GGT GTT CA
Y3 5°-GTG TAT TCA CCT CCG GGA G 5°-GTG TAT TCA CCT CCG GGA G
Y4 5’-ACA AAA GGT TCA ATT CTG TGA G 5’ACA AAA GGT TCA ATT CTG TGA G

La unica variacion entre las secuencias de los primers publicados por Zenilman y los registrados en el banco de genes corresponde a una guanina (G) en el ltimo triplete de X4.

se dio una extension final de 72 °C por cinco minutos. El
producto de esta reaccion se almacend a -20 °C hasta su ana-
lisis.

e. Andlisis de los fragmentos de ADN por electrofore-
sis. Del producto de la RPC se tomd 4 UL y se le adicion6
1 uL de buffer de carga (20% Ficoll 400, 0.1M Na2EDTA
aun pH de 8, 1% SDS y 0.25% de azul de bromofenol), se
separ6 en un gel de agarosa (3%) y TBE 0.5X (Tris-HCL
88 mM, acido bérico 88 mM, EDTA 2 mM) tefiido con una
solucion de bromuro de etidio, en una camara de electro-
foresis horizontal modelo Horinzon 58 (Gibco BRL Life
Technologies) a un voltaje constante de 90 volts durante
30 minutos; a través de un transiluminador de luz UV
(LKB 20011 Macrovue) y se buscaron bandas de 200 pb
para cromosoma el cromosoma “Y” y de 157 pb para el
cromosoma “X”. Se fotografiaron con una cdmara Pola-
roid modelo MP-4.

Resultados

Como paso inicial antes de aplicar la técnica de RPC a las
muestras, se verificd en un banco de genes la secuencia de
los primers utilizados por Zenilman y cols., ya que si las
secuencias publicadas eran incorrectas, los primers no se
acoplarian al ADN y no se llevaria a cabo la amplificaciéon
de los segmentos de los cromosomas.

Se encontr6 que a la secuencia del primer X4 le faltaba
una guanina (G) como se muestra en el cuadro 1.

Se aument6 el numero de ciclos del termociclador; de 25
ciclos que fueron los publicados en el articulo original se
aumentaron a 35 ciclos, esto con la finalidad de aumentar la
cantidad del producto de la RPC, y poder observar bandas
mas nitidas.

Se realizo extraccion de ADN a cinco muestras citologi-
cas de mucosa vaginal y a cinco de mucosa de glande, y
posteriormente se procedio a la amplificacion del ADN por
medio de la técnica de RPC.

Se observé una banda de aproximadamente 150 pb que
correspondid al cromosoma “X”, tanto en las muestras cito-
logicas de mucosa vaginal, como en las de glande; también
se observé una banda de aproximadamente 200 pb que co-
rrespondid al cromosoma “Y™, el cual unicamente se visua-
liz6 en las muestras de mucosa de glande (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacion de las secuencias de los cromosomas “X”y “Y”.
Electroforesis en gel de agarosa a 3% del producto de PCR, en donde se
muestra en el carril 1, marcador de tamafio molecular de 100 pb, los carri-
les 2 y 3 corresponden a la muestra citologica de mucosa vaginal, donde
podemos observar que se amplificd el cromosoma “X” (carril 2), pero no
el “Y” (carril 3). Los carriles 4 y 5 corresponden a la muestra de mucosa
de glande, obsérvese como aparecen tanto la banda para el cromosoma
“X” (carril 4) y para el cromosoma “Y” (carril 5).

Se realizaron curvas de sensibilidad para el MgCI2 tanto
para las muestras citologicas de mucosa vaginal (cromoso-
ma “X”) como para las muestras citologicas de mucosa de
glande (cromosoma “Y”). Las concentraciones utilizadas se
muestran en los cuadros 2y 3, respectivamente.

Para la enzima Taq polimerasa se realiz6 curva de sen-
sibilidad unicamente con las muestras citoldgicas de mu-
cosa vaginal, las concentraciones utilizadas se muestran en
el cuadro 4. Esto con el propdsito de determinar las con-
centraciones dptimas de reaccion de estas sustancias, y lo-
grar que las bandas fueran mas claras y eliminar cualquier
otra banda que no correspondiera a los citado cromoso-
mas.

Como se aprecia en la figura 2, que corresponde a la cur-
va de sensibilidad del MgCI2 con las muestras citologicas
de mucosa vaginal (cromosoma “X”), a una concentra-
cion de 1.5 uM, aparece una banda de 150 pb correspon-
diente al cromosoma “X”, la cual es bastante clara.

En la figura 3 observamos la curva de sensibilidad
del MgCI2 con las muestras citoldgicas de mucosa de
glande, con una concentracion de ImM la banda de 200
pb que corresponden al cromosoma “Y” es claramente
visible.
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Cuadro 2. Concentraciones de MgCI2 utilizadas para la curva de
sensibilidad para el cromosoma “X”.

MgCI2
(Conc. final)

MgCI2
(Vol. final)

2.5 uM 0.62 uL
2.0 uM 0.5 uL
1.5 uM 0.37 uL
1.0 uM 0.25 uL

La concentracion utilizada en el articulo original fue de 2.0 uM, a partir de la cual se
determinaron las concentraciones utilizadas para la curva de sensibilidad.

Cuadro 3. Concentraciones de MgCI2 utilizadas para la curva de
sensibilidad para el cromosoma “Y™.

MgCI2
(Conc. final)

MgCI2
(Vol. final)

2.5 uM 0.62 uL
2.0 uM 0.5uL

1.5 uM 0.37 uL
1.0 uM 0.25 uL

La concentracion utilizada en el articulo original fue de 2.0 uM, a partir de la cual se
determinaron las concentraciones utilizadas para la curva de sensibilidad.

Cuadro 4. Concentraciones de enzima Taq polimerasa utilizadas para
la curva de sensibilidad para el cromosoma “X”.

Taq polimerasa
(Conc. final)

Taq polimerasa
(Vol. final)

1.5 U/ uL 0.3 pL
1.0 U/ uL 0.2 L
0.5 U/ uL 0.1 pL
0.25 U/ uL 0.05 pL

La concentracion utilizada en el articulo original fue de 2.0 uM, a partir de la cual se
determinaron las concentraciones utilizadas para la curva de sensibilidad.
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Figura 2. Curva de sensibilidad del MgCI2 para el cromosoma “X”. Elec-
troforesis en gel de agarosa a 3% donde se muestran las bandas de 150 pb
correspondientes al cromosoma “X”. En el carril 1 el marcador de tamafio
molecular de 50 pb, en el carril 2 se muestra un control negativo (cromo-
soma “Y”), el carril 3 corresponde a la concentracion 2.5 uM, el carril 4
corresponde a la concentracion 2 uM, el carril 5 a la concentracion 1.5
UM vy el carril 6 a la concentracion 1 uM. Obsérvese que la banda del
carril 5 es bastante clara, y que en el carril 6 ya no aparece la banda del
cromosoma “X”.

REV SANID MILIT MEX 2006; 60(4): 260-264

La figura 4 muestra la curva de sensibilidad de la enzima
Taq polimerasa con las muestras citoldgicas de mucosa va-
ginal, observando que a una concentracion de 0.25 U/ mL la
banda correspondiente al cromosoma “X” se visualiza per-
fectamente.

Discusion

De la curva de sensibilidad del MgCI2 para el cromoso-
ma “X” (Figura 2) podemos observar que en los carriles
correspondientes a las concentraciones 2.5, 2.0 y 1.5 uM
apareci6 una banda nitida y sin barrido de 150 pb para el cro-
mosoma “X”, lo que no sucedio6 con el ultimo carril, el cual
corresponde a una concentracion de 1.0 uM, por lo que se
decidio utilizar el MgCI2 a una concentracion de 1.5 uM para
amplificar el cromosoma “X”.

pb
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Figura 3. Curva de sensibilidad del MgCI2 para el cromosoma “Y”.
Electroforesis en gel de agarosa a 3% donde se muestran las bandas de
200 pb correspondientes al cromosoma “Y”. En el carril 1 el marcador
de tamafio molecular de 50 pb, en el carril 2 se muestra un control
negativo (cromosoma “X”), el carril 3 corresponde a la concentracion
2.5 uM, el carril 4 corresponde a la concentracion 2 uM, el carril 5 a la
concentracion 1.5 uM y el carril 6 a la concentracion 1 uM. Obsérvese
como la banda del carril 6 es bastante clara y con menos efecto de
barrido.

150
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Figura 4. Curva de sensibilidad para la enzima Taq polimerasa. Elec-
troforesis en gel de agarosa a 3% donde se muestran las bandas de 150
pb correspondientes al cromosoma “X”. En el carril 1 el marcador de
tamafio molecular de 50 pb, en el carril 2 se muestra un control negativo
(cromosoma “Y”), el carril 3 corresponde a la concentracion 1.5 U/ uL,
el carril 4 corresponde a la concentracion 1 U/ uL, el carril 4 a la con-
centracion 0.5 U/ uL y el carril 6 a la concentracion 0.25 U/ uL. Obsér-
vese como la banda del carril 6 es bastante clara y con menos efecto de
barrido.
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La curva de sensibilidad del MgCI2 para el cromosoma
“Y” (Figura 3) nos mostro bandas de 200 pb muy visibles
para todas las concentraciones, pero sélo en el ultimo carril
se observa que la banda del cromosoma “Y” no presenta
barrido. Por lo que se establecié que la concentracion opti-
ma de reaccion del MgCI2 para el cromosoma “Y” es de 1.0
UM. Es importante considerar que un exceso en este reacti-
vo puede inhibir la RPC y una cantidad escasa no permite
que se lleve a cabo la reaccion.

Con respecto a la curva de sensibilidad para la enzi-
ma Taq polimerasa (Figura 4), observamos que en todas
las concentraciones se observa claramente la banda de
150 pb que corresponde al cromosoma “X”, con lo que
se determind que la concentracion 6ptima de reaccidon
de la Taq polimerasa es de 0.25 U/ul. Unicamente se
realizd la curva de sensibilidad de la enzima Taq poli-
merasa para el cromosoma “X”, debido a que con la con-
centracion de 1.5 uM de MgCI2 observamos que mejoro
la calidad de las bandas para ambos cromosomas, ade-
mas que desaparecié el barrido y otras bandas que no
correspondian a los citados cromosomas. Con lo que pudi-
mos corroborar con lo descrito en la literatura, que la varia-
cion en la concentracion de MgClI2, es un factor deter-
minante para que se lleve a cabo la amplificacion de DNA
por medio de la técnica de RPC.
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