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INTRO 
DUCCIÓN

Todos somos capaces, en cierta medida, de reco-
nocer algunos seres vivos de nuestro alrededor. 
Por ejemplo, la mayoría podríamos reconocer sin 
problemas que el ave que estamos viendo en la 
imagen es una gaviota. Lo que sería más compli-
cado, para la mayoría, es adivinar a qué especie en 
particular pertenece. Esta falta de precisión puede 
ser más evidente en plantas, insectos y hongos.

Hasta hace unos años, la taxonomía basada en ca-
racterísticas morfológicas era la forma habitual de 
clasificar e identificar una especie. A medida que 
se iba acumulando información genética de las di-
ferentes especies, se generó un debate acerca de 
la utilidad de las reglas de la taxonomía tal como se 
estaban empleando. La crisis de la biodiversidad 
que estamos sufriendo puso también el acento en 
recopilar, en la medida de lo posible, el material ge-
nético disponible en todos los seres vivos.

En este contexto Paul Hebert de la Universidad de 
Guelph publicó un artículo titulado Identificaciones 
biológicas a través de código de barras de ADN. En él 
se propuso un nuevo sistema de identificación y 
descubrimiento de especies utilizando la secuen-
ciación de ADN. Tenemos que recordar que el 
ADN está constituido por una secuencia de molé-
culas denominadas nucleótidos, los cuales se dis-
tinguen unos de otros por su base nitrogenada 
(que puede ser adenina, timina, citosina o guani-
na), y por ello la secuencia del ADN se especifica 
nombrando sólo la secuencia de sus bases.

La disposición secuencial de estas cuatro bases a 
lo largo de la cadena es la que codifica la informa-

ción genética. Una secuencia de ADN será de la 
forma AATCGTATTACTAGGA, por ejemplo.

La idea no consistía en secuenciar todo el ADN de 
una especie (algo complicado y costoso), sino que 
bastaba con encontrar un gen que estuviera en 
todos los seres vivos como modelo de referencia. 
Se escogió el gen de la enzima citocromo-oxidasa, 
CO1, que al ser uno de los responsables de la ca-
dena respiratoria, era ubicuo en todos ellos.

Aunque podemos decir que, efectivamente, el 
gen es el mismo en todos los seres vivos, es lo su-
ficientemente grande como para tener pequeñas 
variaciones en el contenido de sus nucleótidos. 

Figura 1.1. La imagen muestra una gaviota pero ¿a qué 
especie pertenece?
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Figura 1.2. El ADN.

Figura 1.3. Página del NCBI para comparar secuencias.

Por tanto, si amplificamos el gen CO1 de una es-
pecie de gaviota y lo secuenciamos, veremos que 
esa secuencia difiere ligeramente de la secuencia 
obtenida de otra especie diferente.

En conclusión, si podemos recopilar los códigos 
de barras de todas las especies del planeta y re-
gistrarlas en una base de datos, posteriormente 
podríamos identificar a cualquier ser vivo extra-
yendo su ADN y comparando este con la informa-
ción recogida en esa base de datos.

Vamos a ver esto de una forma muy práctica: ima-
ginemos que conseguimos una pluma de la gavio-
ta que hemos visto, extraemos su ADN y lo envia-
mos a secuenciar. Obtendremos este conjunto de 
nucleótidos:

TTA ATCTTTGGCGCATGAGCTGGCATAGTAGG-
TACTGCCCTCAGCCTGCTTATCCGTGCAGAACTT-
GGCCAACCCGGAACCCTCCTAGGAGACGACCAA-
ATCTATAACGTAATTGTCACCGCCCATGCCTTCGT-
GATAATCTTCTTCATAGTGATACCAATCATGATCG-
GTGGGTTTGGAAACTGACTAGTCCCACTTATAAT-
CGGTGCCCCTGATATAGCATTTCCACGCATAAA-
CAACATAAGCTTCTGACTATTACCCCCATCATTCC-
TACTCCTCCTAGCCTCTTCCACAGTAGAAGCTG-
GAGCCGGCACAGGATGAACAGTATACCCCCCTC-
TAGCTGGCAATCTAGCCCATGCTGGAGCCTCAG-
TAGACCTAGCAATCTTCTCTCTTCACTTAGCAGGT-
GTGTCTTCCATTCTGGGTGCTATCAACTTTATCAC-
TACAGCCATCAACATAAAACCCCCTGCCCTCTCA-
CAATATCAAACCCCACTATTCGTATGATCCGTACT-
CATCACTGCCGTCCTACTACTACTTTCACTCCCAGT-
GCTTGCCGCAGGCATTACTATGCTACTTACAGACC-
GAAACCTAAACACAACATTCTTCGATCCCGCCGGA-
GGCGGTGACCCTGTACTGTACCAACACCTCTTC

Copiamos esta secuencia y nos vamos a esta web.

En ella encontramos toda la información genética 
conocida. Basta con ir a “Nucleotide BLAST” pe-
gar la secuencia en el recuadro que dice “Enter 
Query Sequence” y pulsar en “BLAST”. Si a lo largo 
del tiempo este enlace falla, basta con escribir en 
Google “ncbi blast”.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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El resultado que nos ofrece, después de unos segundos, es este:

Nos dice que la especie a la que corresponde 
nuestra gaviota es Larus argentatus. Como vemos, 
la hemos identificado plenamente sin saber nada 
de taxonomía.

Para el caso de las plantas, no se utiliza el gen 
CO1. Se pueden utilizar dos genes: el gen matK de 
la maturasa K y el gen rbcL, de la enzima ribulo-
sa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCo), 
una enzima fundamental que se encuentra en 
todos los cloroplastos de las plantas. Esta última 
será la que usemos en esta guía.

Como consecuencia de ese artículo, en el año 
2008 se creó el International Barcode of Life 
(iBOL) en Canadá, con el ilusionante objetivo de 
crear una biblioteca de códigos de barras para in-
ventariar y evaluar toda la biodiversidad.

Ante el monumental reto de codificar todos los 
códigos de barras de la vida, desde el primer mo-
mento de su fundación, el iBOL se creó como un 

proyecto, no solo abierto a todas las naciones y a 
numerosos grupos de investigación, sino también 
a centros educativos y organizaciones no acadé-
micas que desearán participar en este proceso.

Para albergar toda la información generada, se 
fundó The Barcode of Life Data System (BOLD), 
una base de datos que permite consultar esta in-
formación e incluir nuestros resultados una vez 
que nos damos de alta. Cualquiera puede, por 
tanto, subir una secuencia a esta plataforma y de-
jarla disponible para toda la comunidad científica. 
Además, puesto que el número de seres vivos de 
los que conocemos su código de barras es toda-
vía escaso, la probabilidad de obtener un código 
de barras no descrito previamente en BOLD es 
bastante elevada.

Como podemos ver en la imagen de la portada de 
la web, la base de datos tiene una sección Educa-
tiva, que es con la que vamos a trabajar.

Figura 1.4. Resultado de utilizar BLAST

Figura 1.5..Portada de la web de BOLD System.

Para obtener y publicar un código de barras de 
ADN, es necesario el siguiente proceso, esquema-
tizado en la Figura 1.6.

• Extraer el ADN de una muestra, ya sea de 
una planta, animal u hongo.

• Amplificar, mediante un equipo de PCR, el 
fragmento correspondiente a su código de 
barras.

• Comprobar, mediante una electroforesis, 
que se ha producido dicha amplificación y 
que corresponde con la banda esperada.

https://ibol.org/
https://ibol.org/
http://www.boldsystems.org/
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Figura 1.6 Resumen del protocolo de obtención de un código de barras de ADN

• Enviar a secuenciar esa sección, con lo que 
obtendremos un conjunto de nucleótidos 
en forma de cromatograma que constituyen 
la secuencia de código de barras del ADN.

• Revisar la información contenida en dicho 
cromatograma y corregir errores.

• Subir la secuencia a la plataforma BOLD, 
junto con una descripción completa del es-
pécimen.
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MATERIALES
MATERIALES NECESARIOS
Para llevar a cabo un proyecto de barcoding va-
mos a necesitar cierto equipamiento, reactivos y 
material fungible variado. Los repasamos aquí de 

forma genérica, pero en Recursos tenemos enla-
ces a todos ellos.

 üEquipamiento
•	 Un bloque termostático: para calentar 

a una temperatura constante podemos 
adquirir un roner de cocina (que además 
podemos utilizar para cocinar).

•	 Un termociclador/bloque termostáti-
co: necesario para amplificar el ADN. Hay 

varias opciones muy asequibles, como la 
miniPCRTM o la pocketPCR.

Figura 2.1. Roner de cocina en un baño de agua

Figura 2.2. A la izquierda pocketPCR y a la derecha miniPCRTM .
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• Una centrífuga: para realizar algunas pre-
paraciones es necesario centrifugar. Pode-
mos construir nosotros mismos una, la Dre-
mel Fuge. Solo necesitaremos un equipo 
multiherramientas e imprimir el soporte de 
los tubos en 3D.

• Un equipo de electroforesis/transilumi-
nador: estos dos equipos suelen ser caros, 
pero podemos adquirir el blueGelTM de la  em-
presa miniPCR bioTM que es, a la vez, un equi-
po de electroforesis y un transiluminador.

Figura 2.3. A la izquierda Dremel Fuge. A la derecha BlueGelTM.

• Micropipetas de volumen variable: de 
1000 µl, de 100 µl y de 10 µl.

• pHmetro: para ajustar el pH de las diso-
luciones. Podemos encontrar algunos muy 
asequibles por internet (10 euros).

 üReactivos
• Para la extracción:

• Clorhidrato de guanidina, Tris(hidroxime-
til)aminometano (Tris), dióxido de silicio 
(Sílice) en polvo cloruro de sodio y EDTA 
disodio.

• Para la amplificación de ADN:
• Una Master mix, como la que ofrece Ther-

mo Scientific.
• Cebadores específicos para gen rbcL de 

plantas. En nuestro caso son estos:

Oligo Secuencia Tamaño

rbcLa-F 5’-TGTAAAACGACGGCCAGTATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3’
550 pb

rbcLa-R 5’-CAGGAAACAGCTATGACGTAAAATCAAGTCCACCRCG-3’

Tabla 1. Cebadores para el gen rbcLa.

• Para la electroforesis:
• Agarosa para electroforesis.
• Tampón TBE 10X.
• Agente de tinción para el ADN. RedSafe™, 

SYBR Green o similar.
• Patrones de 100 a 1000/3000 pares de 

bases.

 üMaterial de plástico
• untas de pipeta de 1000, 100 y 10 µl.
• Microtubos de 1500 µl y de 200 µl (microtu-

bos de PCR).

• Micropistilos.
• Gradillas para microtubos.



Extracción de ADN
Fundamento
La extracción y purificación de ADN es la fase ini-
cial de cualquier protocolo de una PCR. La buena 
noticia es que el ADN es una molécula relativa-
mente fácil de separar del resto de la célula, tanto 
por su tamaño como por su naturaleza química. 
Los grupos fosfato que lo constituyen están car-
gados negativamente y son polares. Esto confiere 
al ADN una carga neta negativa y, además, lo hace 
altamente polar, características que son aprove-
chadas para su extracción. Lo malo es que, en el 
proceso de extracción, podemos arrastrar una 
serie de contaminantes que pueden impedir que 
tenga lugar la PCR.

Es esto, la presencia de contaminantes y no la 
cantidad de ADN, lo que determina, en la mayoría 
de los casos, que una PCR fracase o sea exitosa. 
Hay que tener en cuenta que la PCR es una téc-
nica capaz de amplificar ADN en concentraciones 
muy bajas.

Para extraer ADN vamos a utilizar un protocolo 
DIYBio que funciona bastante bien: el de la sus-
pensión de sílice. Si agregamos a una mezcla 
que contiene ADN un reactivo caotrópico, como 
la guanidina, este va a quedar pegado a las pe-
queñas partículas de sílice. Podremos, por tanto, 
separarlo del resto de los componentes, lavarlo y 
purificarlo. Una vez limpio, bastará con añadir una 
disolución de baja concentración en sales como el 
tampón T.E. o directamente agua destilada, para 
que el ADN se desprenda.

A continuación, veremos cómo preparar los reac-
tivos. Se puede hacer directamente o preparando 
primero EDTA, Tris y NaCl concentrados (pode-
mos ver cómo hacerlo en el apartado Recursos).

PASOS
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Preparación de los reactivos
Disolución de guanidina-HCl 6 M, 100 ml (a temperatura 
ambiente, 6 meses)

• Disolver 57.32 g de guanidina (m.w. = 95.53) 
en 50 m de agua desionizada.

• Añadir agua hasta un volumen de 100 ml.

Suspensión de sílice, 50 ml (conservar a 4 ºC)
• Disolver 25 g de dióxido de silicio en 35 ml 

de agua desionizada.
• Añadir agua hasta un volumen de 50 ml.

NOTA: La resina de sílice debe enjuagarse con 
agua destilada 3-4 veces, decantar y después lle-
var el volumen total a 50 ml.

• Tampón de lavado, 500 ml (conservar a -20 
ºC indefinidamente)

• Agua destilada 234 ml
• 10 ml de Tris 1 M pH 7.4
• 5 ml de NaCl 5 M
• 1 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0
• 100% Ethanol, 250 ml

Tampón TE (Tris/EDTA), 100 ml (temperatura ambiente 
indefinidamente)

• 1 ml de Tris 1 M pH 8,0
• 200 µl de EDTA 0,5 M

• Mezclar bien y enrasar

Procedimiento
1. Cortar unos 10 mg de tejido de la planta 

mediante unas tijeras o utilizando la parte 
posterior de una punta de 1000 µl para ob-
tener un círculo de material vegetal. Dejar la 
muestra en un tubo de 1,5 ml.

2. Añadir 300 µl de disolución de lisis (guani-
dina-HCl 6 M).

3. Frotar el tejido contra la superficie del mi-
crotubo durante dos minutos con un mi-
cropistilo para disgregarlo.

4. Incubar el tubo en el bloque termostático a 
65 ºC durante 10 minutos.

5. Centrifugar durante 10 minutos a máxima 
velocidad.

6. Transferir 150 µl del sobrenadante a un 
tubo limpio, con cuidado de no tocar el 
precipitado. Descartar el tubo que contie-
ne el precipitado.

7. Añadir 50 µl de suspensión de sílice (ase-
gurarnos antes que la suspensión de resi-
na es homogénea) y mezclar bien con agi-
tador o invirtiendo.

8. Incubar durante 5 minutos en bloque ter-
mostático a 57 ºC.

9. Centrifugar 1 minuto a máxima velocidad y 
eliminar el sobrenadante.

10. Añadir 500 µl de tampón de lavado frío y 

resuspender el precipitado utilizando la 
micropipeta.

11. Centrifugar 1 minuto a máxima velocidad y 
eliminar el sobrenadante.

12. Añadir otros 500 µl de tampón de lavado 
frío y resuspender el precipitado utilizando 
la micropipeta.

13. Centrifugar 1 minuto a máxima velocidad y 
eliminar el sobrenadante.

14. Centrifugar de nuevo 1 minuto a máxima 
velocidad para eliminar el resto de tampón 
de lavado con la micropipeta.

15. Añadir 50 µl de tampón T.E., mezclar bien e 
incubar durante 5 minutos en bloque ter-
mostático a 57 ºC.

16. Centrifugar 30 segundos a máxima velocidad.
17. Transferir 40 µl del sobrenadante a otro 

tubo limpio y congelar a -20 ºC hasta su 
uso. Como es un extracto crudo y contiene 
nucleasas no debe estar mucho tiempo a 
temperatura ambiente.
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Amplificación 
por PCR
Fundamento
La técnica de la reacción en cadena de la poli-
merasa, P.C.R (Polymerase Chain Reaction), se 
emplea para amplificar un fragmento muy con-
creto de ADN aunque este se encuentre en muy 
baja concentración. Se basa en utilizar de forma 
cíclica la replicación natural del ADN, acoplada a 
un proceso de separación previa de las hebras. 
En cada ciclo, el ADN de interés se va a duplicar 
utilizando una enzima denominada Taq Polimera-
sa, que es capaz de insertar nucleótidos en una 
hebra de ADN para obtener la cadena comple-
mentaria. Para que esa enzima pueda trabajar es 
necesario que previamente se unan a la cadena 
unos pequeños fragmentos complementarios de-
nominados cebadores, oligonucleótidos (oligos) o 
primers. Puesto que son específicos para cada 
secuencia de ADN, sólo vamos a amplificar dicha 
secuencia.

De manera resumida, lo que ocurre en una PCR 
es lo siguiente:

• Primero se desnaturaliza durante un 
tiempo con calor, de manera que las he-
bras de ADN se separan. La temperatura 
a la que ocurre esto es la temperatura 
de desnaturalización, que suele ser de 
95 ºC. En este momento, lo que tenemos 
son las hebras de ADN monocatenario 
separadas.

• Luego se enfría para permitir, durante un 
tiempo, que se unan los cebadores. Esta 
temperatura suele estar por debajo de 
los 60 ºC y se denomina temperatura de 
alineamiento.

• De nuevo subimos la temperatura, nor-
malmente a 72 ºC, y la mantenemos un 
tiempo. Es la temperatura de extensión, 
donde la polimerasa va a duplicar la ca-
dena. Como es una enzima de un orga-
nismo termófilo, su temperatura óptima 
es muy elevada.

En la siguiente imagen se muestra un esquema 
del proceso.
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Figura 3.1. Esquema del proceso de amplificación por PCR.

Tabla 2 Programa de temperaturas para la amplificación

Este conjunto de temperaturas y tiempos consti-
tuyen un ciclo, y este ciclo lo vamos a repetir un 
número determinado de veces, que suele estar 
entre 30 y 35. El equipo que utilizamos para una 
PCR es el termociclador, que es básicamente un 

termobloque al que se le pueden programar ese 
conjunto de temperaturas. El que mostramos en 
la Figura 2.2. es un termociclador de la marca mi-
niPCR bioTM, que tiene un precio bastante asequi-
ble, pero también nos vale el equipo pocketPCR.

Procedimiento
Partiendo del ADN extraído en el apartado an-
terior, vamos a amplificar el gen rbcL de la enzi-
ma ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa 
(RuBisCo). Lo primero que tenemos que hacer es 

programar nuestro equipo. Si estamos utilizando 
el equipo miniPCRTM, programarlo es tremenda-
mente sencillo. Basta con conectarla a un ordena-
dor y completar con los siguientes datos:

Ciclos Temp (ºC) Tiempo Proceso

1 x 94 1 min Desnaturalización previa

30 x

94 15 seg Desnaturalización

54 15 seg Alineamiento

72 30 seg Extensión

1 x 72 2 min Polimerización final

1 x 4 Indefinido
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Como podemos ver en la Figura 3.2., la interfaz de usuario es muy amigable.

Figura 3.2. Programación de temperaturas en una miniPCRTM.

Para amplificar ADN necesitamos:

• El ADN extraído. Como hemos comentado 
anteriormente, poner más cantidad de la 
recomendada, pensado que así tenemos 
más ADN, no nos va a llevar a un mejor re-
sultado. Mejor menos que más.

• Una master mix que contenga la polime-
rasa, los oligonucleótidos y el tampón. Hay 
muchas que se pueden comprar on-line. 
Nosotros vamos a utilizar la que ofrece 
Thermo Scientific.

• Un par de oligos para gen rbcl.
Antes de nada, tenemos que preparar un reci-
piente con hielo. En él vamos a ir colocando todos 
los reactivos y posteriormente la mezcla de PCR 

(si vamos a tardar un tiempo en introducirla en el 
termociclador).

Lo primero que tenemos que hacer es preparar 
una dilución adecuada de nuestros oligos. Si la 
concentración del oligo comercial es de 100 µM, 
lo normal es que para la mezcla de amplificación 
tenga que realizar una dilución previa a 10 µM. 
Bastará con preparar 100 µl.

Tomamos un tubo de PCR de 0,2 µl y vamos a ir 
agregando los componentes según las instruccio-
nes. Para nuestro caso, el volumen final es 50 µl, 
por lo que tendremos que agregar la cantidad de 
agua hasta completar esos 50, en función de la 
cantidad ADN y oligos que pongamos.

Tabla 3

Componente Volumen µl 

PCR Master mix 25

ADN molde 1-2

rbcLa-R 1-2

rbcLa-R 1-2

Agua 19-22
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La cantidad de ADN y oligos que hay que poner no 
es fija y depende de la calidad y cantidad de nues-
tro ADN. Como no podemos saberla, a menos que 
tengamos un equipo Nanodrop, nos tenemos que 
arriesgar con los volúmenes indicados. En cual-
quier caso, no es recomendable excederse. A más 
volumen de muestra, la PCR no sale mejor, ya que 
también tendrá más inhibidores de la PCR.

Puesto que las cantidades son pequeñas (1 µl), es 
posible que cuando las agreguemos en el micro-
tubo no tengamos claro si las hemos puesto real-
mente. Un truco para saber que, efectivamente, 
están en el microtubo, es dejar la gota pegada a la 
pared interna del tubo. De esa manera sabemos 
que hemos depositado esa pequeña gota.

Cuando vayamos a coger la master mix, es reco-
mendable centrifugar ligeramente el microtubo y 
coger el volumen indicado del fondo. Para evitar 
que comience la polimerización a temperatura 
ambiente, añadimos la master mix al final.

Una vez tengamos todos los componentes de 
la mezcla dentro, mezclamos adecuadamente y 
damos un golpe breve de centrífuga, con lo que 
garantizamos que todos están juntos en el fondo 
del microtubo. Introducimos los microtubos en 
los huecos, cerramos y cargamos el programa en 
el equipo.

Figura 3.3. (miniPCRTM con los microtubos dentro)

Cuando termine el último ciclo, y si todo ha ido 
bien, tendremos nuestro fragmento de ADN am-

plificado. Conservamos ese microtubo para la 
electroforesis y la secuenciación.
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Electroforesis
Fundamento
La electroforesis es una técnica de separación e 
identificación de ADN. Se basa en el movimiento o 
migración de las macromoléculas disueltas en un 
determinado medio (tampón de electroforesis) a 
través de un soporte reticulado como resultado 
de la acción de un campo eléctrico.

Para obtener ese soporte, primero tenemos que 
disolver una determinada cantidad de agarosa en 
un tampón. La cantidad de agarosa determina el 
grado de reticulación; a mayor cantidad de aga-
rosa, más intrincada será esa reticulación. Cuan-
do queremos separar fragmentos pequeños de 
ADN, como los que obtenemos en una PCR (de 
300 a 600 pares de bases), utilizamos concentra-
ciones de 1,5 a 2 %. Por otro lado, el tampón va a 
aportar la conductividad adecuada y nos servirá 
para controlar el pH y la temperatura.

Si calentamos una disolución de agarosa hasta 
la ebullición, una vez que esta solidifique, forma-
rá un gel consistente. Antes de que ocurra esto, 
debemos agregar un agente que revele donde 
está el ADN y así podamos visualizarlo posterior-
mente. Si, además, colocamos mientras aún está 
líquida una estructura en forma de peine, cuando 
solidifique se formarán unos pequeños pocillos. 
Es ahí donde tenemos que depositar el ADN.

Para ello, es necesario mezclarlo previamente con 
un tampón de carga. Este tampón tiñe la mues-
tra y aumenta su densidad, lo que permite que el 
ADN quede en el fondo, de manera que es fácil 
realizar un seguimiento de la misma.
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Procedimiento
Preparación de la agarosa al 1,5 % (20 ml)

1. Pesar 0,3 g de agarosa.
2. En una probeta, medir 20 ml de tampón 

TBE 10X.
3. Agregar a un frasco ISO unos 15 ml de 

tampón TBE y calentar brevemente.
4. Agregar con cuidado y agitando los 0,3 g 

de agarosa al frasco ISO, con la precau-
ción de no generar grumos.

5. Añadir el resto de tampón TBE y calen-
tar en el microondas (nunca a la máxima 
temperatura). Es necesario ir sacando el 
frasco y agitarlo cada cierto tiempo.

6. Una vez disuelto (es transparente y no 
quedan fibras visibles), esperamos a que 
se enfríe.

7. Agregamos 3 μl de RedSafe™ y agitamos.

Preparación del molde de electroforesis
1. Pasamos la agarosa al molde para que 

gelifique. En dicho molde ya tiene que es-
tar colocado el peine para las muestras.

2. Una vez gelifica, quitamos los peines, pa-

samos el molde a la cubeta y agregamos 
el tampón de electroforesis. El tampón 
debe cubrir el gel, pero no demasiado.

Preparación de las muestras
1. Pasamos 10 μl del resultado de la PCR a 

un microtubo de 0,2 μl.
2. Agregamos 2 μl de tampón de carga, que 

suele estar incluido en el kit donde vie-
nen los patrones.

3. Agitamos con vórtex y centrifugamos 
brevemente. 
 

Condiciones para la electroforesis
Se introduce en cada pocillo 10 μl de muestra y 
tantos patrones como deseemos. Ajustamos en 
nuestro equipo de electroforesis las siguientes 
condiciones. Si estamos utilizando blueGel™, bas-

ta con encender el equipo, ya que las condiciones 
son fijas.

Tabla 4

Voltaje 120 V

Tiempo 30 min

Una vez terminada la electroforesis, comprobamos 
las bandas con un transiluminador. Tenemos que 
observar una banda que se encuentre entre 500 y 
600 pb, similar a la que muestra la Figura 3.4.

Figura 3.4. Resultado de una electroforesis.
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Enviar a 
secuenciar
Después de confirmar que hemos amplificado un 
fragmento de código de barras, tenemos que en-
viarlo a secuenciar. Este proceso es más sencillo 
de lo que puede parecer y está disponible para el 
público no investigador a un precio bastante ase-
quible. Los servicios de apoyo a la investigación 
de la mayoría de las universidades ofrecen pres-
taciones de secuenciación a usuarios particulares 
externos, por precios que oscilan entre los 5 y los 
8 euros. También hay numerosas empresas que 
ofrecen este servicio por precios similares.
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Necesitamos secuenciar el fragmento forward y el 
reverse (más adelante explicaremos la razón), por 
lo que el gasto total será de entre 10 y 16 euros Lo 
normal es que estos servicios trabajen con gran-
des cantidades de muestras, no con muestras 
individuales, por eso en necesario que contac-
temos previamente con ellos y les expliquemos 
nuestra situación y nuestro proyecto. Si forma 
parte de una universidad pública, es bastante 
probable que no tengan inconveniente en adap-
tarse a nuestras circunstancias.

¿Cómo lo hacemos?

Lo que tenemos que enviar no es el fragmento am-
plificado en el gel, ya que sería necesario separarlo 
del gel de agarosa y purificarlo, sino el resto que ha 
quedado en el microtubo de la amplificación.

Cada servicio de secuenciación tendrá un proto-
colo algo distinto para enviar las muestras, pero 
en todos los casos nos van a pedir:

• Unos microlitros de nuestro ADN. En nuestro 
caso, el volumen de amplificación era de 50 
μl. Como pusimos 10 μl en la electroforesis, 
tenemos todavía 40 μL de muestra, más que 
de sobra, ya que el servicio de secuenciación 
que escojamos nos va a pedir entre 5 y 25 μl 
de nuestro fragmento de PCR (pero normal-
mente con 10 μl es más que suficiente).

• Una concentración adecuada de nuestro 
ADN. No podemos determinar esa concen-
tración, ya que necesitaríamos un equipo 
Nanodrop, lo único que podemos hacer es 
seleccionar entre todas las bandas de nues-
tra electroforesis aquellas que sean más an-
chas (a mayor tamaño, mayor cantidad de 
ADN). Si el servicio de secuenciación nos lo 
exige, nos tocará entonces explicarles nues-
tra circunstancia y convencerlos para que 
nos ayuden.

• El tipo de ADN y su tamaño. Tenemos que 
especificar que es un producto de PCR y el 
tamaño de amplificación, que en nuestro 
caso es de 550 pb.

• Los oligos forward y reverse de nuestro ADN. 
Hay que enviarlos, ya que también se utili-
zan para el proceso de secuenciación. El 
volumen que nos van a pedir es también 
pequeño, pero en lo que nos tenemos que 
fijar es la concentración a la que se lo tene-
mos que enviar y diluir nuestros oligos en 
consecuencia. Lo normal es que nos pidan 
una concentración de 5 μM, así que bastará 
con diluir nuestra dilución previa de 10 μM 
a la mitad.

• La temperatura de annealing o alineamien-
to, que en nuestro caso es 54 ºC.
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Análisis de 
resultados
Una vez que el servicio de secuenciación termi-
ne, nos va a enviar un correo con una serie de 
archivos. Dichos archivos contienen los croma-
togramas con las secuencias de nucleótidos de 
nuestros fragmentos. Tendremos un archivo para 
la secuencia forward y otro para la reverse. Para 
abrir estos archivos podemos utilizar un buen nú-
mero de programas gratuitos, que además nos 
van a permitir revisar y corregir algún error en el 
cromatograma. Un listado de los mismos lo pode-
mos encontrar en el apartado Recursos.

En nuestro caso, vamos a utilizar SnapGene 
Viewer, que es la versión gratuita de un software 
de pago, pero cualquiera de los programas de la 
lista vale.

• Repasando y corriendo nuestro cromato-
grama

Al abrir un archivo, nos vamos a encontrar una 
imagen similar a esta:

Figura 3.5. Cromatograma de la secuencia Forward



CÓMO HACER barcoding genético [ 21 ]

Como podemos ver, la secuencia de nucleótidos 
aparece como una serie de picos de cuatro co-
lores, representando cada uno la adenina, timina 
guanina y citosina. Cuando el sistema no es ca-
paz de reconocer el nucleótido, aparecerá la le-
tra N. Como podemos ver, en el inicio de todos 
los cromatogramas, el número de nucleótidos no 
resueltos es muy alto, y por tanto, esta parte no 
nos va a permitir obtener información de la se-
cuencia. Ahora podemos entender la razón de 
obtener las dos secuencias. La secuencia forward 
corresponde al cromatograma obtenido desde 
el principio del fragmento hasta el final, mientras 
que la reverse va del final al principio. Puesto que 
son complementarias, la información que no se 

puede leer en una de ellas, la podemos obtener 
de la otra. Por tanto, esa indeterminación no nos 
tiene que preocupar.

Lo que sí podemos corregir son los nucleótidos 
que están en medio de la cadena y que el sistema 
no ha sabido resolver. En la mayoría de los casos, 
podemos nosotros mismos evaluar cuál es el nu-
cleótido más adecuado. En el ejemplo que mos-
tramos, el sistema es incapaz de asignar un valor 
al nucleótido 366. Podemos ver en la Imagen 3.6. 
que lo más conveniente es asignar esa posición 
como G, ya que nos aparece un pequeño pico ne-
gro entre la citosina y la adenina. Todos los pro-
gramas citados nos permiten realizar ese cambio.

Figura 3.6. En el cromatograma se muestra que el nucleótido 366 no está asignado

Una vez repasado y corregido todo nuestro cro-
matograma, vamos a exportar el mismo como 
formato de texto. Solo vamos a copiar el fragmen-
to que contenga todos los nucleótidos resueltos 
sin ambigüedad, borrando los del principio.

Al finalizar este paso debemos tener dos archi-
vos de texto, uno para la secuencia forward y otra 
para la reverse.

1. Registrarnos en BoldSystem
Para ello, tenemos que entrar en la sección Educa-
tion Portal y darnos de alta en la plataforma como 
Instructors.
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Figura 3.7.

Después de unos días, recibiremos un correo 
electrónico en el que nos asignan una serie de 
claves para crear cursos. Cada curso o proyecto 
tendrá una clave y un usuario, común para la to-
talidad de las y los miembros del curso, y dentro 

de cada curso podemos agregar tantos y tantas 
estudiantes como queramos.

1. Subir una secuencia
Si entramos en un curso como estudiante (Stu-
dents), vamos a ver la siguiente consola:

Figura 3.8. Consolo inicial.
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Figura 3.9. Apartado New Specimen

New Specimen
Lo primero que tenemos que hacer es definir un 
identificador para la muestra (Sample ID). Pode-
mos poner lo que queramos, pero es recomenda-
ble ser sistemático, como por ejemplo Año-Insti-
tución-Iniciales responsable-número.

En este apartado nos van a pedir todos los datos 
de nuestra muestra: lugar y fecha de recogida, de-
talles de la especie y, lo más importante, la taxo-
nomía. Debemos, por tanto, tener completamente 
identificada nuestra especie para poder empezar.

Upload Images
Será necesario incluir una imagen de calidad de nuestra especie.

Upload Traces
Es aquí donde vamos a agregar nuestras dos secuencias, forward y reverse. Basta con subir los archivos.

Figura 3.10. Apartado Upload traces
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Figura 3.11. Apartado Add sequence 

Add Sequence
Como ya hemos comentado, la información com-
pleta de la secuencia que buscamos se obtiene en-
samblando la información del fragmento forward 
y el reverse. Si lo hacemos nosotros mismos con 
Bioedit, el proceso no es complicado: tendríamos 
que subir el resultado en el apartado 2, donde in-
dica «Upload Assembled Sequence», pero esto no es 
necesario. Es suficiente con utilizar la opción «Bold 
Sequence Editor» (Figura 3.11.) y el sistema realizará 
el ensamblaje. Además, si no hemos eliminado los 
nucleótidos N en el centro de la secuencia, aquí 
también lo podemos hacer (Figura 3.12.). Cuando 
la revisemos, guardamos (Save).

Por último, debemos eliminar de la secuencia los oligos, con la opción «Process Sequence». Hecho esto, 
nos aparecerá lo siguiente:

Figura 3.13. Imagen final que nos indica que todo está bien

Si pulsamos «Submit», ya tendremos lista nuestra 
secuencia.

1. Validar la secuencia
Una vez que completamos el proceso, tenemos 
que entrar en el sistema como instructores y vali-

dar la secuencia. En unos días, cuando sea revisa-
da, dicha secuencia estará disponible para toda la 
comunidad científica en esta plataforma, asociada 
para siempre a los nombres de los responsables.
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Figura 3.14. Datos taxonómicos de nuestra planta.

Figura 3.15. Código de barras obtenido y su correspondiente secuencia de aminoácidos

Además, pasado un tiempo, estos datos se compartirán con las bases de datos genómicos más cono-
cidos, como en GenBank.
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CONSEJOS
Si después de realizar la electroforesis no obtienes ninguna banda, no 

desesperes. Fracasar en una PCR es algo común y se ha convertido en un meme 
muy conocido de Ernesto Llamas (Sketching Science).

Figura 4.1. Meme de Sketching Science y Ernesto Llamas.

Pero si hay ADN (y por poco que extraigas, debe haber), la PCR tiene que salir.  
El problema serán, probablemente, los contaminantes. Prueba a:

• Diluir la muestra después de la extracción (a la mitad, diez veces, etc.).
• Aumentar la cantidad de sílice (más de 50 µl).
• Tomar una porción más pequeña de la planta.
• Si tienes varias opciones, prueba con otra planta. En el proceso de extrac-

ción algunas plantas aportan más contaminación que otras. También pue-
des probar con otra parte de la planta.



RECURSOS
 · Webs donde adquirir equipamiento:

• miniPCR bioTM (Termociclador, centrífuga para microtubos, electroforesis).
• PocketPCR (Termociclador).
• Roner (bloque termostático). Se puede adquirir en cualquier web de venta on-line.
• Bento Lab (un equipo todo en uno: termociclador, electroforesis y centrífuga).
• DremelFuge (centrífuga casera). Puedes comprar una multiherramienta en cualquier 

web de venta on-line y descargar e imprimir el modelo 3D del soporte para los micro-
tubos aquí.

 · Reactivos:
• Clorhidrato de guanidina de Thermo Scientific™.
• Tris(hidroximetil)aminometano(Tris) de Biorad.
• Dióxido de silicio (Sílice) en polvo (Silica, fumed powder 0,007) de Sigma-Aldrich.
• EDTA de PanReac.
• Agarosa para electroforesis de Thermo Scientific™.
• Tampón TBE 10X de PanReac.
• Solución de tinción de ácidos nucleicos RedSafe™.
• Solución de tinción de ácidos nucleicos
• SeeGreen™.
• Escalera de ADN de 100 pb Plus de Thermo Scientific™ para mejorar el visionado debandas.
• PCR Mastermix de Thermo Scientific™.

 · Cebadores
Obtener cebadores específicos es muy sencillo:

• Entramos en la web de Thermo Fisher Scientific. 
En «Oligo Sequence», solo hay que copiar la secuencia que aparece en la Tabla 1.

• En «Synthesis Scale» y «Purification» podemos escoger la opción más básica (25 nmolar) 
y «Desalted», respectivamente. Podemos mejorar la purificación con una escala de 
síntesis 50 nmolar, pero no es necesario.

• En cuanto a «Formulation», sí que podemos escoger entre el oligo liofilizado («Dry»), el 
cual tendremos que resuspender, o disuelto a una concentración de 100 µM.

Como vemos el precio es bastante asequible.
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Figura 5.1 Captura de pantalla de una compra de cebadores

https://www.minipcr.com/
https://gaudi.ch/PocketPCR/
https://gaudi.ch/PocketPCR/
https://bento.bio/
https://www.thingiverse.com/thing:1483
https://www.fishersci.es/shop/products/guanidine-hydrochloride-98-thermo-scientific/11420024
https://www.bio-rad.com/es-es/sku/1610716-tris?ID=1610716
https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/product/aldrich/s5130
https://itwreagents.com/iberia/es/product/edta-sal-disodica-2-hidrato-reag-usp-ph-eur-para-analisis-acs/131669
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/R0491
https://itwreagents.com/iberia/es/product/tbe-tampon-10x-/A0972
https://labotaq.com/producto/redsafe-2/
https://www.minipcr.com/product/seegreen-nucleic-acid-gel-stain/
https://www.minipcr.com/product/seegreen-nucleic-acid-gel-stain/
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/SM0322
https://www.fishersci.es/shop/products/pcr-master-mix-2x/11853913
https://www.thermofisher.com/order/custom-standard-oligo
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 · Programas para editar cromatogramas:
• SnapGene Viewer (Windows, macOS y Linux).
• BioEdit 7.2 (Windows)
• Chromas (Windows)
• FinchTV (Windows y macOS)

 · Preparación de los reactivos concentrados:
Ácido etilendiaminotetraacético, EDTA 0.5 M, pH 8,0, 100 ml (temperatura ambiente in-
definidamente)

• Agregar 18,8 gramos de EDTA (sal disódica dihidrato, M.m 372,24) a 80 ml de agua 
desionizada.

• Ajustar el pH añadiendo 2,2 g aproximadamente de NOH, controlando el pH con el 
pHmetro hasta que la disolución llegue a pH 8,0.

• Agitar con un agitador magnético.
• Añadir agua hasta un volumen de 100 ml.
• Autoclavar durante 15 minutos a 121 ºC.
• Enfriar la disolución.

Cloruro de sodio 5 M, 100 ml, (temperatura ambiente indefinidamente)

• Disolver 29,22 gramos de NaCl (M.m: 58,44) en unos 60 ml de agua destilada en un 
vaso de precipitados.

• Pasar a un matraz de 100 ml y enrasar.
Tris-HCl 1 M, pH 8 y pH 7,3 100 ml, (temperatura ambiente indefinidamente)

• Disolver 12,1 gramos de Tris base (M.m: 121,10) en unos 70 ml de agua destilada en 
un vaso de precipitados.

• Ajustar el pH añadiendo con cuidado HCl concentrado. Monitorizar el pH con un pH-
metro.

• Pasar a un matraz y añadir agua hasta 100 ml.
• Autoclavar 15 minutos a 121 ºC. Dejar enfriar.
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Nucleic acid purification from plants, animals and microbes in under 30 seconds
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 · Webgrafía
http://www.barcodeoflife.org/

https://dnabarcoding101.org/

https://www.boldsystems.org/
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