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RESUMEN

La identificacion genética de muestras biologicas degradadas representa un reto
para las ciencias forenses, ya que la exposicibn ambiental puede disminuir la
cantidad, la pureza y la integridad del ADN. El objetivo de esta investigacion fue
comparar la eficiencia de dos métodos de extraccion, fenol-cloroformo y TRIzol,
en tejido muscular porcino sometido a sumersiéon durante 24, 48 y 72 horas,
frente a un grupo control a 0 horas. Se realizé un estudio experimental in vitro.
Las muestras fueron procesadas mediante ambos métodos y, posteriormente, se
determinaron la concentracion de ADN, las relaciones de pureza 260/280 y
260/230, asi como la integridad mediante electroforesis en gel de agarosa. La
concentracion de ADN se comparé mediante un modelo lineal mixto,
considerando el método, el tiempo de sumersion y su interaccion como efectos
fijos, y el ID de la muestra como efecto aleatorio. Los resultados mostraron que
el fenol-cloroformo obtuvo concentraciones de ADN superiores a las de TRIzol.
Fenol-cloroformo presenté una media de 141.85 + 96.74 ng/uL, mientras que
TRIzol presentd 9.44 + 12.37 ng/uL. El modelo estadistico mostré diferencias
significativas por método, por tiempo de sumersion y por la interaccion metodo x
tiempo. Ademas, fenol-cloroformo presentd valores de pureza mas estables y
bandas electroforéticas mas definidas. Se concluye que el fenol-cloroformo fue
mas eficiente que TRIzol para la recuperacion de ADN del tejido muscular
porcino sometido a degradacion mediante sumersion. Estos resultados aportan
evidencia experimental preliminar para la seleccién de métodos de extraccion en

muestras bioldgicas degradadas.

Palabras clave: genética forense; extraccion de ADN; fenol-cloroformo; TRIzol,

sumersion; tejido muscular porcino.



ABSTRACT

Genetic identification of degraded biological samples presents a challenge for
forensic science, as environmental exposure can decrease the quantity, purity,
and integrity of DNA. The objective of this research was to compare the efficiency
of two extraction methods, phenol-chloroform and TRIzol, in porcine muscle
tissue subjected to immersion for 24, 48, and 72 hours, with a control group at O
hours. An in vitro experimental study was conducted. Samples were processed
using both methods, and subsequently, DNA concentration, purity ratios (260/280
and 260/230), and integrity were determined by agarose gel electrophoresis.
DNA concentration was compared using a linear mixed model, considering the
method, immersion time, and their interaction as fixed effects, and the sample ID
as a random effect. The results showed that phenol-chloroform yielded higher
DNA concentrations than TRIzol. Phenol-chloroform showed a mean of 141.85 +
96.74 ng/uL, while TRIzol showed 9.44 + 12.37 ng/uL. The statistical model
showed significant differences by method, immersion time, and the method x time
interaction. Furthermore, phenol-chloroform exhibited more stable purity values
and more defined electrophoretic bands. It is concluded that phenol-chloroform
was more efficient than TRIzol for DNA recovery from porcine muscle tissue
degraded by immersion. These results provide preliminary experimental evidence

for the selection of extraction methods in degraded biological samples.

Keywords: forensic genetics; DNA extraction; phenol-chloroform; TRIzol,

immersion; porcine muscle tissue.



.  INTRODUCCION

Dentro de las ciencias forenses, la genética forense es un &rea de gran
relevancia; Aguilar (2023) sefiala que constituye un ambito de aplicacion del
orden juridico y que una de las pericias mas solicitadas es la identificacion de
restos 0seos. La genética forense es una herramienta esencial para resolver
problemas de identificacién de restos 6seos en México, debido a la alta demanda
de reconocimiento de restos humanos (Cruz, 2022).

Alvarez y colaboradores (2010) comentan que existen grupos que se dedican a
la investigacion para asi descubrir un método eficiente en la identificacion de
restos humanos para facilitar la resolucion de la problematica que pueda existir
en la genética forense. No hay certeza de qué meétodo es adecuado para
identificar restos humanos en condiciones extremas, por lo que es importante

obtener una muestra de calidad para responder a la pregunta.

La identificacion de restos humanos en la actualidad se ha convertido en un reto,
debido a que, al morir, las células del cuerpo entran en procesos de putrefaccion
y comienza la degradacion de los tejidos, lo que provoca un mayor dafio al ADN.
Cuando se recuperan muestras y se envian al laboratorio, cabe la posibilidad de
gue no se logre una identificacion correcta o que simplemente no sea posible
realizar un andlisis exhaustivo, ya que las muestras no siempre se recuperan en

condiciones adecuadas para su analisis.

Existe una gran problematica, como sefiala Aguilar (2023), ya que la mayoria de
las muestras obtenidas provienen de fosas clandestinas con restos en un estado
avanzado de descomposicién. Esto implica que el ADN obtenido probablemente
esté muy degradado, lo que dificulta obtener resultados precisos. Ademas, los
restos 0seos expuestos a condiciones extremas, como la sumersion o la
exposicién ambiental, no siempre permiten obtener muestras de ADN de buena

calidad.



Aguilar (2023) dice que estos casos son poco frecuentes, pero cuando se
presentan en un laboratorio de genética, ahi radica el verdadero problema, dado
gue aun no se ha estandarizado un método de extraccion de ADN de calidad que
permita obtener un resultado favorable.

I.I. CIENCIAS FORENSES

“La Ciencia Forense se define como el conjunto estructurado y sistematizado de
conocimientos, de caracter cientifico, juridico y técnico, que se aplican al andlisis
de los hechos, materia de conflicto judicial, y que permiten dar seguimiento y
continuidad al proceso hasta que se presentan los resultados ante la autoridad
juridica correspondiente, para coadyuvar en la procuracion y administracion de
la justicia.” (UNAM, 2014)

Por otro lado, las ciencias forenses tienen una gran variedad de definiciones
debido a las diferentes ramas que las componen y a los objetivos de cada una,;
debe tenerse en cuenta que las ciencias forenses y la criminalistica son cosas
diferentes, pero se encuentran relacionadas entre si (Chavez, 2013). Las
ciencias forenses se componen, como lo dice su nombre, de varias ciencias que
se encargan de coadyuvar en la imparticion de justicia, entre las cuales se
encuentran la criminalistica, la quimica forense, la dactiloscopia, la grafoscopia,

la balistica, la genética forense, entre otras (LOpez, 2021).

Aunque las ciencias forenses se sustentan en varias disciplinas, desarrollan sus
propios métodos y técnicas basados en los conocimientos de otras ciencias. Por
ejemplo, la genética forense es una ciencia que utiliza conocimientos de la
genética para realizar pruebas en indicios de indole biolégica, con el fin de
establecer el parentesco, la identidad de una persona, entre otras pruebas; estas
se realizan siguiendo los métodos y técnicas propios de la genética (L6pez,
2021). Sin embargo esto también representa un problema ya que se cuestiona
la fiabilidad de estas ciencias al no tener sus métodos propios, pero ademas de
esto las ciencias forenses presentan numerosas limitaciones ya que los equipos

que se utilizan en estas ciencias suelen presentar un fuerte gasto de dinero



debido a lo caros que pueden ser, el tiempo que puede tardar en resolverse un
caso depende del tiempo que conlleve examinar los indicios en los diferentes
laboratorios asi y una de las limitantes mas grandes es la disponibilidad de los
indicios para poder realizarles los estudios necesarios ya que muchas veces
pueden degradarse, agotarse, se insuficientes o simplemente que sean tan poco

gue no se pueda emitir un resultado (Hernandez, 2020).

l.Il GENETICA FORENSE

La genética es una ciencia que estudia los seres vivos, sus estructuras y sus
procesos; se encarga de describir los genes y los patrones de herencia, y cuenta
con ramas como la genética molecular, poblacional, ecoldgica y forense. La
genética forense es una rama de la genética que incluye diversos conocimientos
genéticos necesarios, en algunos casos, para resolver problemas juridicos (De
la Barrera, 2025)

El material de estudio de la genética forense es aquel vestigio biolégico que
puede analizarse en un laboratorio mediante alguna de sus técnicas. Estas
muestras generalmente se obtienen de los lugares de intervencién o de las
personas implicadas en la comision de un delito. Los seres humanos comparten
el 99% de su ADN, pero la genética permite identificar ese 1% que los diferencia.
Esto se debe a los polimorfismos del ADN nuclear y/o mitocondrial y del
cromosoma Y, lo que representa un avance significativo en la investigacion

cientifica forense (Turpo y Turpo, 2025).

Durante el paso del tiempo el area de la genética ha presentado diversos
avances en el uso de técnicas de extraccion, procurando que tengan un menor
costo y sean mas sencillos de llevar a cabo; el fenol-cloroformo es uno de los
métodos mas eficaces de extraccidn para cualquier muestra, sin embargo el
proceso es muy laborioso y durante el proceso se utilizan compuestos toxicos
gue representan un riesgo para quien los manipula, ademas de que al contener
fenol y cloroformo se deben realizar lavados para poder eliminar los residuos de

los disolventes utilizados durante el proceso (Rios et al., 2016).



Otro de los métodos que se utilizan en los laboratorios de genética forense para
la extraccion de ADN son los kits comerciales, los cuales cuentan con diferentes
amortiguadores y materiales para una extraccion eficaz y sencilla que puede
realizarse en poco tiempo. Sin embargo, el costo de estos productos es elevado
y se obtiene una cantidad muy pequefia de ADN pero de alta pureza (Salazar et
al., 2022).

Por otro lado, el método de extraccién con TRIzol se emplea principalmente para
extraer ADN de distintos tipos de tejidos. Gracias a sus componentes, este
método preserva la integridad del ADN durante la extraccion y, al mismo tiempo,
altera la estabilidad celular, lo que facilita la liberacion del ADN y su preparacion
para el andlisis (Heidary y Pahlevan, 2014).

Estas técnicas se han aplicado en diversos casos; sin embargo, no existe una
estandarizacion de estos métodos para la extraccion de ADN y, por supuesto, en
tejidos expuestos a condiciones extremas. Actualmente, aislar ADN presenta
dificultades debido a la condicion del tejido; resulta complicado obtener ADN de
buena calidad por su degradacion, lo que afecta el rendimiento y dificulta el éxito

de los andlisis forenses posteriores (De la Barrera, 2025).

Un aspecto adicional que dificulta el uso de la muestra de ADN es la Cadena de
Custodia. Si se presenta alguna irregularidad en ella, la muestra recuperada en
el lugar de intervencidn podria ser descartada por incumplimiento del protocolo.
Siguiendo la Guia Nacional de Cadena de Custodia, cuando un indicio mantiene
su cadena de custodia adecuada, se garantiza la integridad y la autenticidad de
la muestra. Ademas, se previenen las alteraciones o contaminaciones que

podrian comprometer su validez (De la Barrera, 2025).

Garantizar la Cadena de Custodia asegura que la muestra de ADN recolectada
contribuya a la busqueda de la verdad, lo cual es crucial para la identificacién de

las personas. Sin embargo, no exige que se cuente obligatoriamente con un



método para aislar el ADN correctamente; solo exige su integridad. Es importante
aclarar que la Cadena de Custodia es fundamental para garantizar la
autenticidad y validacion juridica de la muestra (UNAM, 2014).

.  ANTECEDENTES

La identificacion de personas mediante la extraccién de ADN representa un paso
importante en las ciencias forenses, ya que constituye el Ultimo recurso
disponible para determinar la identidad de los restos en estados irreconocibles.
En los ultimos afios, en México, se ha vuelto bastante relevante la identificacion
de personas mediante la extraccion del ADN presente en restos humanos. Prieto
(2009) menciona que cualquier tejido que contenga células nucleadas es una
fuente adecuada para el estudio del ADN; sin embargo, este tejido no se
conserva durante mucho tiempo después de la muerte. Aunque este no es el
unico factor que puede afectar la preservacion de los tejidos, el problema puede
surgir desde el momento en que

se recogen las muestras en una escena del crimen.

Dentro de la genética forense se utilizan diferentes métodos para la obtencion de
resultados, Perez (2022) nos dice que las muestras de ADN son afectadas por
tres razones en particular, primero la cantidad ya que a pesar de la técnica
utilizada cuando se tiene muy poca muestra es dificil tener resultados, segunda
razon la degradacion del ADN esto se refiere a la exposicion a diferentes
condiciones ambientales o la contaminacion bacteriana o micética de la muestra,
y por ultimo, la pureza de la muestra ya que esta puede presentar suciedad,
grasa, colorantes, tierra, impurezas y otros contaminantes que afecten la

amplificacion de la muestra.

Aunque no solo las condiciones anteriores pueden afectar la muestra, sino que

incluso el propio aire puede hacerlo, como nos menciona Pérez (2022):

“..las moléculas de oxigeno participan en reacciones oxidativas que modifican

las bases del ADN y generan lesiones en las cadenas de ADN. Este proceso



conduce a una mayor degradacion y a una distorsion helicoidal que pueden

complicar los andlisis genéticos posteriores.”

En el caso de los cuerpos enterrados, Pérez (2022) sefiala que la composicién
del suelo también afecta al andlisis genético, aunque los huesos y los dientes
son los que menos se ven afectados por estas condiciones y logran mantener un
equilibrio con el ambiente, por lo cual “Las modificaciones quimicas de la
hidroxiapatita y el ADN estan influidas por el pH del entorno de depdsito” (Pérez,
2022).

Para ello, generalmente se emplea la técnica de extraccion de ADN esquelético,
cuyo objetivo, segun Pérez (2022), es minimizar los dafos y eliminar inhibidores
gue puedan interferir en los analisis genéticos posteriores. Esto permite mejorar
la capacidad para purificar mayores cantidades de ADN de tejidos duros, lo que
beneficia distintos contextos forenses y arqueoldgicos. Sin embargo, en esta
investigacion se utilizaron dos métodos distintos aplicados a muestras de carne
porcina expuestas a condiciones extremas, con el fin de determinar cual es el
mas idoéneo para garantizar una extraccion de ADN suficiente y eficaz para su

posterior uso en analisis forenses.

En la conservacion del ADN influyen mdultiples factores, como el ambiente, el
suelo, el tiempo y la temperatura. Esta ultima influye significativamente en la
velocidad de degradacion del material, lo que conduce a una degradacion
acelerada que puede dificultar el andlisis genético. Esto afecta directamente el
objetivo de las técnicas de extraccibn de ADN, ya que se deberia poder
maximizar su rendimiento y minimizar los posibles dafios en el ADN (Sierra et
al., 2017).

Varias investigaciones sefialan que la calidad de las muestras de ADN extraidas
de tejido blando es mas compleja de analizar debido a los procesos de
conservacion, ademas de que se extrae una menor cantidad, en comparacion

con el ADN extraido de dientes y huesos, ya que no se ven contaminadas ni



afectadas por los procesos de descomposicion. Uno de los contaminantes mas
frecuentes en el ADN es la proliferacion bacteriana. Esto reduce la capacidad de
extraccion de ADN debido al tiempo transcurrido desde la muerte, lo que provoca
la degradacion de los tejidos y dificulta obtener una cantidad suficiente para el
andlisis (Hombreiro et al., 2015)

Debido a las diferentes condiciones en las que un cuerpo se degrada, se han
realizado investigaciones que demuestran que el ADN extraido del hueso
compacto es mas estable, por lo que se prefiere tomar este tipo de muestras
para identificar cadaveres, teniendo en cuenta que es mas laborioso extraer

tejido blando del hueso (Gambini y Fonseca, 2021).

II.I. SITUACION EN MEXICO

En México, la identificacion de restos humanos constituye uno de los principales
desafios de las ciencias forenses contemporaneas. La magnitud de la
desaparicion de personas, el hallazgo frecuente de fosas clandestinas, la
recuperacion de restos fragmentados y la existencia de cuerpos no identificados
bajo resguardo institucional han configurado una crisis forense de alcance
nacional. De acuerdo con la Comisién Nacional de Busqueda, el Registro
Nacional de Personas Desaparecidas y No Localizadas constituye una
herramienta oficial para concentrar informacidn sobre personas desaparecidas y
no localizadas en el pais, incluyendo datos sobre el lugar, el afio de desaparicion,
el sexo y la edad de las personas reportadas (Comision Nacional de Busqueda
[CNB], s. f.). En este contexto, la genética forense representa una herramienta
fundamental para la identificacibn humana, especialmente cuando los métodos
convencionales (como el reconocimiento visual, la dactiloscopia o la odontologia
forense) no resultan aplicables debido al estado avanzado de descompaosicion,

fragmentacion, carbonizacién o degradacion de los restos.

No obstante, la obtencion de perfiles genéticos confiables no depende
anicamente de contar con tecnologia molecular avanzada, sino también de la

calidad de la muestra, del estado de conservacion del ADN, de la correcta



cadena de custodia y de la aplicacion de protocolos estandarizados y validados.
En el pais, los restos humanos pueden ser recuperados en condiciones
ambientales altamente variables, tales como la sumersidn en agua, la exposicion
prolongada a la humedad, el enterramiento en suelos con distinta composicion
fisicoquimica, la presencia de microorganismos, la exposicion solar, el
calcinamiento, la esqueletizacion o la fragmentacibn postmortem. Estas
condiciones favorecen la degradacion del ADN, la disminucion de su
concentracion, la presencia de inhibidores de PCR y la obtencién de perfiles
parciales o no interpretables. La literatura especializada sefiala que el analisis de
ADN degradado en genética forense requiere procedimientos especificos para
mejorar la recuperacion, purificaciéon y amplificacion del material genético, ya que
la fragmentacion del ADN y la presencia de inhibidores pueden comprometer la
interpretacion de los resultados (Pajni¢, 2025). Por ello, resulta necesario
evaluar, comparar y estandarizar métodos de extraccion de ADN que mejoren la
recuperacion de material genético en muestras degradadas o sometidas a

condiciones extremas.

La estandarizacion metodolOogica es particularmente relevante porque la
identificacion genética no debe entenderse como un procedimiento aislado, sino
como parte de un proceso integral que incluye la recuperacion de restos, la
documentacion, la antropologia forense, el analisis genético, el cotejo con
familiares, la interpretacion estadistica y la emision de dictamenes periciales. En
este sentido, los laboratorios de genética forense deben operar conforme a
criterios de calidad, trazabilidad, competencia técnica y control de Ila
contaminacién. La norma ISO/IEC 17025 establece requisitos generales para
demostrar que los laboratorios operan de manera competente y son capaces de
generar resultados validos, lo cual resulta especialmente importante en areas
periciales donde los dictAmenes pueden tener consecuencias juridicas, sociales
y humanitarias (International Organization for Standardization [ISO], 2017). Por
tanto, la acreditacion de laboratorios, la validacion de métodos, la calibracion de
equipos, la competencia del personal y el aseguramiento de la calidad son

elementos indispensables para fortalecer la confiabilidad de las pruebas



genéticas forenses.

La probleméatica mexicana también evidencia la necesidad de contar con
laboratorios especializados, bases de datos genéticas interoperables, bancos de
perfiles familiares y mecanismos efectivos de coordinacion entre fiscalias,
comisiones de busqueda, servicios médicos forenses e instituciones
académicas. La falta de homologacién de los procedimientos puede generar
diferencias en la calidad de los resultados, retrasos en la identificacion, repeticion
innecesaria de andlisis, pérdida de material biol6égico valioso y mayor
incertidumbre para las familias. En este sentido, el Protocolo Homologado para
la Busqueda de Personas Desaparecidas y No Localizadas establece la
necesidad de coordinar y homologar procedimientos entre autoridades,
instituciones y actores involucrados en la bausqueda e identificacion de personas
(CNB, 2020). En consecuencia, la validacion de protocolos de extraccion de ADN
en condiciones especificas (por ejemplo, sumersion, enterramiento, calcinacion
0 exposicion prolongada a la humedad) no solo tiene valor técnico, sino también

relevancia humanitaria, juridica y social.

En el caso de restos sometidos a ambientes acuaticos o terrestres, la
investigacion experimental adquiere especial importancia, ya que la degradacion
del ADN esté influida por multiples factores, entre ellos la temperatura, el pH, la
salinidad, la humedad, la actividad microbiana, el tipo de tejido, el tiempo
postmortem y la presencia de sustancias inhibidoras. En muestras de suelo
recuperadas, por ejemplo, se ha descrito que los acidos humicos pueden
coextraerse con el ADN y actuar como inhibidores de procedimientos
enzimaticos, como la PCR, lo que dificulta la obtencion de perfiles genéticos
utiles (Schmerer, 2024). Por ello, comparar métodos de extraccion como fenol-
cloroformo, TRIzol u otros sistemas comerciales permite identificar cuales
ofrecen mayor rendimiento, pureza y amplificabilidad del ADN en condiciones
adversas. Esta informacion puede contribuir a la toma de decisiones en
laboratorios forenses, especialmente cuando se trabaja con muestras limitadas,

degradadas o irrepetibles.



La crisis forense en México ha sido reconocida por organismos nacionales e
internacionales como un problema estructural. La Oficina en México del Alto
Comisionado de las Naciones Unidas para los Derechos Humanos sefalé que,
de acuerdo con datos publicos, mas de 52,000 personas fallecidas sin identificar
se encontraban en fosas comunes, servicios forenses, universidades y centros
de resguardo forense, lo que evidencia la magnitud del rezago institucional en
materia de identificacion humana (ONU-DH México, 2022). Asimismo, la
Comision Interamericana de Derechos Humanos inform6 que, al cierre de su
informe en junio de 2025, se registraban mas de 128,000 personas
desaparecidas y conteos independientes estimaban mas de 70,000 cuerpos sin
identificar en México (Comision Interamericana de Derechos Humanos [CIDH],
2026). Estos datos muestran que la genética forense no solo debe fortalecerse
desde el punto de vista técnico, sino también como parte de una politica publica

orientada a garantizar la verdad, la justicia, la identidad y la reparacion.

Finalmente, abordar la crisis forense en México exige reconocer que la
identificacibn humana no es Unicamente un problema técnico, sino una
obligacion del Estado frente a las victimas y sus familias. Cada resto humano no
identificado representa una identidad pendiente, una investigacion inconclusa y
una familia sin respuesta. La International Society for Forensic Genetics ha
sefalado que la genética forense desempefia un papel fundamental en procesos
complejos de identificacion humana, particularmente en contextos en los que los
restos se encuentran degradados, fragmentados o resultan dificiles de reconocer
mediante medios convencionales (Prinz et al., 2007). Por ello, fortalecer la
genética forense mediante métodos validados, laboratorios acreditados,
personal especializado y protocolos homologados resulta indispensable para
mejorar la capacidad institucional de identificacion, reducir el rezago forense y
garantizar procesos periciales cientificamente sélidos, éticamente responsables

y juridicamente defendibles.

IIIl. LA DIFICULTAD DE IDENTIFICACION DE PERSONAS
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Retomando el punto anterior con referencia a la crisis forense por la que
actualmente atraviesa México, esta ola de violencia deja como resultado cuerpos
gue no se les da la sepultura inmediata segun las creencias y costumbres de
cada familiar debido a que estos cuerpos son depositados en diferentes
contextos de violencia, asimismo, experimenta la descomposicion por
fendmenos cadavéricos tardios, por ende, su identificacion suele ser altamente
dificil, lo que compromete el resultado de identificacibn de las personas
(Villanueva, 2016).

El cuerpo, al ser depositado en un contexto de violencia, se degrada en gran
medida, lo que dificulta la aplicacion de métodos tradicionales de identificacion,
como la dactiloscopia, y la obtencién de resultados objetivos. Aunque la
dactiloscopia es una pieza importante, necesita apoyarse en la genética forense
para proporcionar los resultados necesarios para responder a esta problematica

y aportar herramientas a la crisis forense (Mufioz, 2022).

Un punto relevante que menciona Mufoz (2022) es que los mecanismos de
busqueda vigentes han sido de gran importancia para la sociedad, ya que, si se
realiza una correcta identificacion, se obtienen resultados sumamente objetivos;
sin embargo, la saturacion existente en México solo da como resultado un alto

déficit para resolver la problematica.

Siendo asi, actualmente, identificar a una persona sin vida encontrada en
contextos de violencia y que ademas ha sido expuesta a condiciones
climatoldgicas altamente extremas complejiza cada uno de los métodos
tradicionales existentes, sumandose a ello la genética forense, que aborda esta

problematica (Hernandez, 2023).

Hoy en dia, los expertos en el tema atraviesan por uno de los mayores retos al
gue se enfrenta la genética forense, asimismo es importante sefalar que la
degradacion es uno de los factores que impactan en el ADN, ya que el cuerpo al

estar expuesto en una condicién ambiental extrema los factores que constituyen

11



ese contexto se ven envueltos en uno mismo, es decir, esos factores influyen
directamente en el ADN, ya que a estar en contacto los restos humanos y ese
ambiente se ve afectado por el lapso de tiempo que los restos estan expuestos,
por ejemplo, un cuerpo que es sumergido en agua de alguna laguna y esta ahi
por mas de 72 horas, el ADN que se recolecta necesitara mas que un método
simple para obtener resultados y es aqui cuando los métodos tradicionales se
vuelven ineficientes para este tipo de situaciones (Hernandez, 2023).

I1.11l. METODOS DE IDENTIFICACION EN MEXICO

Como menciona Caiza y colaboradores (2024) en México actualmente existen
distintos métodos de identificacion humana en cadaveres, dicho esto, estos se
centran en técnicas como antropomeétricas y meétricas, siendo asi que se basan
en la medicion de partes del cuerpo y en algunos de los casos en huesos si es
gue fuera el caso; los huesos que requieren de estas técnicas es el fémur, tibia,
craneo y las extremidades, asi mismo como la recopilacion de datos
antropometricos que den informacion necesaria para la identificacion de la
persona. De igual forma, la odontologia forense es importante para la
identificacion de una persona, ya sea con vida o sin vida. Asimismo, se mencioné
anteriormente, un método tradicional llamado dactiloscopia que este método
utiliza los registros dactilares y la relacion que puedan existir con datos que se
tengan registrados. Siguiendo laidea de Caizay colaboradores (2024) en México
se utiliza la radiologia mediante la tomografia computarizada y resonancia
magnética para detallar estructuras craneales y dentales, siendo asi que este
método permite generar una comparacion entre registros que se tengas y asi

mismo generar nueva base de datos para futuras comparaciones.

Finalmente, uno de los métodos que ofrece resultados objetivos es la genética
forense, asi como las herramientas que proporciona para identificar a personas
y para otros fines. Aunque en México ya se utilizan estos métodos, no siempre
resultan necesarios, pues los distintos contextos relacionados con la muerte y la
identificacibn de personas requieren procesos complejos para obtener

respuestas. Ademas, hay un gran déficit en la localizacion e identificacion de
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personas o cadaveres.

[I.IV. HUELLA DE ADN

La huella genética puede entenderse como el conjunto de caracteristicas del
ADN que permite diferenciar biolégicamente a un individuo de otro. De acuerdo
con Hinke (2003), esta informacién genética es Unica e irrepetible en cada ser
humano y se encuentra presente en practicamente todas las células nucleadas
del organismo, como las células epiteliales, sanguineas y musculares, asi como
en las células de la raiz del cabello. Desde su aplicacion inicial en el &mbito
forense, las huellas de ADN demostraron un alto valor para establecer vinculos
biologicos e individualizar a las personas a partir de muestras biologicas, lo que
permiti6 su incorporacion progresiva como evidencia cientifica en
investigaciones criminales y en procesos de identificacion humana (Gill et al.,
1985).

Las huellas de ADN son relevantes en los procesos de identificacion debido a su
alto poder de discriminacion. Cuando las muestras bioldgicas se conservan en
condiciones adecuadas, es posible obtener perfiles genéticos completos y
compararlos con muestras de referencia, con bases de datos o con perfiles
familiares. En la practica forense moderna, el andlisis de regiones STR (short
tandem repeats) constituye uno de los métodos mas utilizados para la
identificacibn humana, debido a su variabilidad entre individuos y a su utilidad
para el cotejo de perfiles genéticos (Butler, 2005). Sin embargo, este proceso se
vuelve mas complejo cuando la persona ya no esta viva o cuando los restos han
estado expuestos a condiciones ambientales extremas, como la humedad
prolongada, la sumersion, el enterramiento, las altas temperaturas, el

calcinamiento, la actividad microbiana o la degradacién avanzada.

Por ello, la genética forense debe recurrir a metodologias especializadas que
permitan recuperar y analizar material genético aun cuando las muestras se
encuentren deterioradas, sean escasas 0 estén contaminadas con inhibidores.

En estos escenarios, el ADN puede fragmentarse, disminuir su cantidad, perder
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calidad o presentar dificultades para su amplificacion e interpretacion. La
literatura reciente sefiala que, tras la muerte, cesan los mecanismos celulares de
reparacion del ADN y el material genético queda expuesto a nucleasas,
microorganismos y factores ambientales que aceleran su degradacion, por lo que
se requieren estrategias analiticas adaptadas a muestras pobremente
conservadas (Zupani¢ Pajni¢, 2025). En consecuencia, la aplicacion,
comparacion y validacion de métodos de extraccion de ADN en tejidos expuestos
a ambientes extremos resultan indispensables para fortalecer los procesos de
identificacibn humana, procuracion de justicia y restitucion de identidad.

I.V. TECNICAS DE RECOLECCION DE ADN Y CADENA DE
CUSTODIA

Segun la Guia Nacional de Cadena de Custodia, es aquel proceso que se lleva
a cabo en una investigacion de indole delictiva en la que, desde el inicio de la
investigacion hasta su término, se garantiza la mismidad de todos los indicios
relacionados con el hecho delictivo. La Cadena de Custodia es un eje
importantisimo para la genética forense, ya que esta se maneja en un laboratorio,
lo que hace que la cadena de custodia le ayude a obtener resultados confiables

y objetivos.

Como menciona Calderon (2014) probar un hecho delictivo se convierte en un
aspecto importante durante una investigacion, en este caso tratandose de restos
humanos que se encuentran sumergidos en aguas de diferente temperatura,
ambiente o contexto el recolectar un indicio asociativo con el hecho y que su
mismidad e integridad se garanticen conlleva obtener un resultado que dé
respuesta a preguntas que surgen, asimismo garantiza que la recolecciéon del
mismo se haga de una manera objetiva y ética siguiendo la Guia Nacional de

Cadena de Custodia.
Siguiendo con la idea anterior, la importancia de la cadena de custodia toma

relevancia tratandose de indicios bioldgicos, como mencionan Hernandez y

colaboradores (2023). La garantia de la integridad e inalterabilidad de un indicio
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biolégico comienza desde su localizacion y debe enviarse a la brevedad para su
analisis correspondiente, a fin de evitar que se pierda o se contamine. ES por eso
que, las técnicas que se utilizan para la recoleccién de ADN y la cadena de
custodia resultan importantes a la hora de llegar al laboratorio, ya que si no se
recolectan de manera correcta los resultados pueden no ser ciertos o pueden

existir cambios.

Por otro lado, cuando se obtienen correctamente y llegan al laboratorio, pueden
ayudar a obtener resultados y a efectuarse de manera licita. Por ello, las técnicas
de recoleccion, asi como la cadena de custodia, son sumamente importantes, lo
gue indica que la muestra de ADN esta integra y auténtica para una identificacion

fiable.

. JUSTIFICACION

Debido al aumento de la delincuencia organizada en México el hallazgo de
cuerpos sin reconocer genera un gran problema, en especial a la hora de
identificar estos, sin embargo, uno de los problemas mas grandes es cuando
estos se encuentran en diferentes condiciones ambientales extremas que con el
paso del tiempo el Ultimo recurso para la investigacion es por medio de la
genética forense, a pesar de esto sigue sin tenerse un apoyo para que los

genetistas forenses utilicen el mejor método posible para obtener resultados.

Los métodos existentes en México han demostrado ineficacia para identificar
restos humanos expuestos a condiciones ambientales extremas y en estado de
putrefaccion, dada la gran cantidad de restos 6seos. De este modo, es de suma
importancia conocer mas sobre los métodos de aislamiento de ADN que permitan

obtener resultados consistentes y saber como funciona cada uno de ellos.

Es necesario dar un enfoque hacia el aislamiento de ADN, ya que si se extrae
con un buen método se obtendra ADN de calidad, lo que facilita un andlisis
correcto, por ende, conlleva garantizar un mejor resultado, lo que marcaria un

paso importante en la genética forense, no solo en un marco estudiantil, sino a
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un nivel de la investigacion de las ciencias forenses.

Al recoger las muestras de los cuerpos, suelen ser muy escasas debido al estado
en el que se encuentren los restos humanos, por lo cual las muestras pueden
llegar a agotarse en el primer intento de identificar a la persona. Por lo tanto, no
se puede repetir la prueba ni reintentar con otro método. Este problema es uno
de los principales intereses al identificar un cuerpo.

Debido a las circunstancias antes mencionadas, esta investigacién es
importante, ya que al comparar los dos métodos de aislamiento de ADN (fenol-
cloroformo y TRIzol) en tejido muscular porcino expuesto a condiciones
ambientales extremas, comunes en cadaveres abandonados en México, la
experimentacion permitira estandarizar los métodos mas efectivos para la

extraccion de ADN en tejidos sometidos a dichas condiciones.

IV. HIPOTESIS

NULA: La eficiencia de extraccion de ADN en tejido muscular porcino expuesto
a condiciones ambientales extremas (sumersién) es similar entre los métodos
fenol-cloroformo y TRIzol, sin que ninguno presente un rendimiento
significativamente superior en cuanto a la cantidad, la calidad o la pureza del
ADN obtenido.

ALTERNA: La eficiencia de extraccion de ADN en tejido muscular porcino
expuesto a condiciones ambientales extremas (sumersion) es mayor con el
método fenol-cloroformo que con TRIzol, con un rendimiento significativamente

superior en cuanto a la cantidad, la calidad o la pureza del ADN obtenido.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl de los dos métodos de extraccién de ADN (fenol-cloroformo y TRIzol) es
mas efectivo en cada uno de los tejidos porcinos expuestos a condiciones

ambientales extremas (sumersién)?
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V. OBJETIVO GENERAL

Comparar la cantidad y la pureza del ADN obtenido mediante dos métodos de
extraccion (fenol-cloroformo y TRIzol) en tejido muscular porcino expuesto
durante 24, 48 y 72 horas de sumersion.

VI.I. OBJETIVOS PARTICULARES

e Simular la degradacién del tejido muscular porcino mediante la exposicion
a condiciones ambientales extremas de sumersion por tres periodos (24,
48 y 72 horas).

e Extraer ADN de las muestras degradadas mediante los métodos fenol-
cloroformo y TRIzol.

e Cuantificar el ADN obtenido mediante ambos métodos de extraccion.

e Determinar la pureza del ADN extraido mediante parametros
espectrofotomeétricos

e Comparar la eficiencia de los métodos fenol-cloroformo y TRIzol en

funcién de la cantidad, la calidad y la pureza del ADN obtenido.

VIl. MATERIAL Y METODOS

VII.I.DISENO

Experimental in vitro

VII.1Il. DEFINICION DEL UNIVERSO

Muestras de tejido muscular porcino

VILIIl. TAMANO DE LA MUESTRA

El tejido muscular se obtuvo de un porcino, el total de muestras fueron
de 24 divididas como se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla 1. Descripcion del numero de muestras a procesar por grupo y tejido

TEJIDO MUSCULAR PORCINO

NUmero Numero
Grupo de de Subtotal
cerdos réplicas
Control 3 2 6 muestras
Experimental 24 h 3 2 6 muestras
Experimental 48 h 3 2 6 muestras
Experimental 72 h 3 2 6 muestras
TOTAL 24 muestras

VIL.IV. DEFINICION DEL GRUPO CONTROL

Tejido muscular sin exposicion a la degradacion, del cual se aislo el ADN

al inicio de la exposicidon mediante ambos métodos de interés.

VI.V. DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA

Las variables incluidas en el presente estudio se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Nombre, descripcion, definicion, tipo, escala y unidad de las variables

Variable

Sumersién
con dos
métodos

Pureza con
dos
métodos

Descripcion
conceptual

Exposicion
completa en
agua corriente
sin purificar ni
filtrar por 24, 48
y 72 h.

Se medira la
pureza del ADN
obtenido con los
dos métodos de

interés por
Nano
espectrofotomet
ria

del estudio.

Definicion
operacional

Sumergir
completamente
las muestras en

un envase de

plastico cerrado.

Nanoespectrofotd
metro (Nanodrop

1000, Thermo
Fisher Scientific
Inc) rango
260/280 nmy
260/230 nm

18

Tipo de
variable

Cualitativa

Cuantitativa

Escala de
medicion

Nominal

Ordinal

Unidad de
medida

Horas de
exposicion

Absorbancia

de la muestra

(nm)



Se medira la
concentracion
del ADN
obtenido con los
dos métodos de
interés por
Nano
espectrofotomet
ria

Concentraci
6n con dos
métodos

Se registrara el
patron de
bandeo
generado del
ADN obtenido
con los dos
métodos de
interés por el
método de
electroforesis
en gel de
agarosa al 1%

Integridad

VIIL.VI. PROCEDIMIENTO

Nano
espectrofotdbmetr
o (Nanodrop

1000, Thermo Cuantitativa
Fisher Scientific
Inc)
Técnica de
electroforesis de Cualitativa

acidos nucleicos.

VII.VI.I Extraccion de ADN Fenol Cloroformo

Ordinal ng /ul

Criterios de
validez de
acuerdo con
su
puntuacion
(del 0 al 3)

Nominal

Para extraer el ADN por medio del método Fenol cloroformo se llevé a cabo el

siguiente procedimiento:

1. Lavar muestra con 1000 pL de PBS.
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10.Agregar 100 pL de Solucién de Precipitacion de Proteinas.

Centrifugar a 13,000 RPM por 10 minutos a 4 °C.

Eliminar sobrenadante. (Repetir 3 veces).

Resuspender la muestra (con pipeta).
Incubar a 80 °C por 5 minutos.
Agregar 1.5 pL de RNAsa.

Mezclar invirtiendo la muestra 25 veces.

11.Mezclar con Vortex por 20 segundos.
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Agregar 30 pL de Solucién de Lisis Celular y 2 pL de Proteinasa K.

Incubar a 37 °C por 30 minutos.Temperatura ambiente por 5 minutos.



12.Centrifugar a 13,000 RPM por 10 minutos.
13.Agregar 500 pL de Fenol — cloroformo.
14.Centrifugar 13,000 RPM 10 min.

15. Pasar sobrenadante a nuevo tubo.

16. Agregar 600 pL de Isopropanol 100%.
17.Incubar en hielo 10 minutos.

18.Mezclar invirtiendo el tubo 50 veces.
19.Centrifugar a 13,000 RPM por 10 min.
20.Descartar el Isopropanol y secar.
21.Lavar el “pellet” con 300 pL de Etanol al 70%.
22.Centrifugar a 13,000 RPM por 10 min.
23.Eliminar el Etanol y secar.

24.Agregar 50 pL de Solucién de Hidratacion.
25.Incubar a 65 °C por 30 min.

Reactivos utilizados durante la experimentacion:
e PBS
e Solucion de Lisis Celular
e Proteinasa K.
e Solucion de Precipitacion de Proteinas
e RNAsa
e Fenol — cloroformo
e Isopropanol 100%

e Solucién de Hidratacion

VIL.VIII Extraccién de ADN (TRIzol)

Para extraer el ADN por medio del método TRIzol se llevo a cabo el siguiente
procedimiento:

1. Pesar el tejido

2. Agregar TRIzol (Relacién TRIzol-Tejido 1:1)
3. Vortexear por cinco segundos
4

. Incubar cinco minutos
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Agregar Cloroformo (200 pL -1 ml de Trizol)

Incubar tres minutos a temperatura ambiente
Incubar tres minutos a temperatura ambiente
Centrifugar 15 minutos a 12000 RPM en frio

© 0o N o O

transferir la fase acuosa a nuevo tubo
10.Agregar Isopropanol frio (500 pL - 1ml de TRIzol)
11.Homogeneizar por inversion (15 veces)
12.Incubar 10 minutos a temperatura ambiente
13.Centrifugar a 12000 RPM por diez minutos en frio
14.decantar el sobrenadante

15.Repetir pasos 15, 16y 17

16.Dejar secar el pellet

17.Resuspender en agua libre de DNAsas

Reactivos utilizados durante la experimentacion:
e TRIzol
e Cloroformo
e Isopropanol
e Etanol (70 %)

e Agua libre de nucleasas

VIIl. FLUJO DEL EXPERIMENTO
El proceso estuvo compuesto por ocho pasos, desde el procesamiento de las

muestras hasta la exposicion a la sumersion y la cuantificacion del ADN obtenido
(Figura 1).
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Obtencién de las muestras Corte de las Fotografias Exposicion a sumersion Extraccion de ADN (fenol-
(3 cerdos) muestras descriptivas (24,48y 72 hrs) cloroformo y TRIzol)

!

Cuantificacion del ADN
(nanoespectrofotometria)

!

Determinacion de la pureza
(nanoespectrofotometria)

L

Integridad del ADN
(electroforesis)

Figura 1. Flujo de trabajo para el procesamiento del experimento

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se organizaron en una base de datos, considerando como
unidad de andlisis cada medicion individual de ADN obtenida a partir de las
muestras de tejido muscular porcino. Se incluyeron las variables: identificacion
de la muestra/cerdo, réplica experimental, método de extraccion de ADN, tiempo
de sumersion, concentracion de ADN (ng/uL) y las relaciones de absorbancia
260/280 y 260/230. El disefio experimental incluyo tejido muscular porcino
sometido a cuatro condiciones de tiempo: 0 h como control, 24 h, 48 hy 72 h de
sumersion. Cada muestra fue procesada mediante dos métodos de extraccion:

fenol-cloroformo y TRIzol.

Inicialmente, se realizé un andlisis descriptivo de las variables cuantitativas. Para
la concentracion de ADN se calcularon la media, la desviacion estandar, los
valores minimo y maximo. Para las relaciones de pureza 260/280 y 260/230 se
calcularon la media, la desviacidén estandar, la mediana, el minimo y el maximo,
ya que estos parametros se utilizaron como indicadores complementarios de la
calidad del ADN obtenido. Los valores negativos de concentracion registrados
mediante nanoespectrofotometria fueron conservados en la base de datos e
interpretados como lecturas instrumentales por debajo del limite de deteccidn,
sin ser reemplazados ni eliminados, con el propdsito de no modificar

artificialmente la variabilidad observada.

Para comparar la concentracion de ADN entre los métodos de extraccion y los
tiempos de sumersion, se aplic6 un modelo lineal mixto, considerando la

concentracion de ADN (ng/uL) como variable dependiente. EI método de
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extraccion, el tiempo de sumersiony la interaccion método x tiempo se incluyeron
como efectos fijos. La identificacion de la muestra/cerdo se incluy6é como efecto
aleatorio para controlar la variabilidad atribuible a las diferencias entre las
muestras bioldgicas. Esta estructura se seleccion6 porque existian mediciones
agrupadas por muestra/cerdo y por réplicas experimentales dentro de cada
combinacién de método y tiempo. Se describe que el método, el tiempo y la
interaccion método x tiempo fueron considerados en el modelo, mientras que el

ID de muestra/cerdo se incorporé como bloque o como efecto aleatorio.

Cuando el modelo mostré efectos estadisticamente significativos, se realizaron
comparaciones por pares a partir de las medias marginales estimadas. Para
controlar el error por comparaciones multiples se aplico el ajuste de Bonferroni.
Los resultados se expresaron como diferencia media estimada, error estandar,
grados de libertad, valor de p e intervalo de confianza del 95%. Se considero
significativa la diferencia estadistica cuando p < 0.05. Las relaciones de pureza
260/280 y 260/230, asi como los resultados de integridad observados mediante
electroforesis en gel de agarosa, se analizaron de forma descriptiva y
complementaria, sin incorporarse al modelo lineal mixto, ya que la variable
principal de comparacion del rendimiento de extraccion fue la concentracion de
ADN.
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IX. RESULTADOS

Se obtuvieron 18 muestras de tejido muscular porcino expuestas a degradacion
por sumersion en tres tiempos diferentes (24, 48 y 72 h) y 6 muestras que fueron

procesadas al inicio del experimento como grupo control.

Se registraron los cambios fotogréficos y se determinaron la cantidad, la pureza
y la integridad del ADN extraido mediante ambos métodos probados (fenol-

cloroformo y TRIzol).

X. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO
MUSCULAR

Se registraron cuatro caracteristicas de los tejidos y se tomaron fotografias

comparadas con testigo en dos planos (superior y lateral) (Tabla 3).
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Tabla 3. Descripcion morfolégica de las muestras en funcion del tiempo de sumersién.

FOTO VISTA FOTO VISTA
MUESTRA LARGO ANCHO GROSOR PESO SUPERIOR LATERAL
MUESTRA CONTROL
M1/0 3.5¢cm 3cm 2.5cm 18 g
M2/0 3.5cm 3cm 1.5cm 159
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M3/0 4cm 3cm 1.5cm 179
MUESTRA 24 HORAS

M1/24 3.8cm 3cm 1.9cm 17 g

M2/24 3.6 cm 3.5¢cm 2.3cm 16 g
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M3/24 3.9cm 3.5 2.3 18 ¢
MUESTRA 48 HORAS

M1/48 3.4cm 3.4cm 1.8cm 14 g

M2/48 3.7 3.2cm 2.2cm 18 g
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M3/48 3.5cm 3.3cm 2.2cm 18 ¢
MUESTRA 72 HORAS

M1/72 3.4cm 3.2cm 1.7cm 13 g

M2/72 3cm 3.3cm 1.9cm 159
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M3/72

3.6 cm

3.4 cm

2.4 cm

18 ¢
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Xl. RESULTADOS OBTENIDOS SOBRE LA
CONCENTRACION Y LA PUREZA DEL ADN.

Se procesaron las muestras mediante ambos métodos de extraccion de ADN:
fenol-cloroformo y TRIzol. Se determind la concentracion y pureza de las
muestras expuestas a sumersion en los tres tiempos (24, 48 y 72 h) (Tabla 4 y
5).

Tabla 4. Identificacion de la muestra, concentracion y pureza del ADN (260/280
y 260/230) mediante el método TRIzol.

MUESTRA | CONCENTRACION ABSORBANCIA ABSORBANCIA
(ng/ul) 260/280 260/230
0 HORAS
M1/A 2,1 -3,43 0,05
M1/B -8,6 1,69 -0.77
M2/A 9,0 4,05 0,25
M2/B -9,8 1,80 -2,99
M3/A -7,5 1,74 5,25
M3/B 8,5 2,46 0,32
24 HORAS
M1/A 26,1 1,38 0,27
M1/B 23,3 2,29 0,52
M2/A 11,4 2,47 0,33
M2/B 19,6 3,26 0,27
M3/A 36,0 2,44 0,45
M3/B 15,6 1,96 0,25
48 HORAS
M1/A 9,2 2,25 0,31
M1/B 11,3 2,38 0,43
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M2/A 111 2,87 0,36
M2/B -8,3 2,29 5,52
M3/A -4,8 1,57 -0,85
M3/B -7,5 1,77 -1,78
72 HORAS
M1/A 0,8 -1,86 0,05
M1/B -1,4 0,86 -0,23
M2/A 36,3 2,23 0,55
M2/B -0,4 1,53 -0,02
M3/A -8,6 1,97 -12,45
M3/B 13,9 2,18 0,48

Tabla 5. Identificacion de la muestra, concentracion y pureza del ADN (260/280
y 260/230) mediante el método fenol-cloroformo.

MUESTRA | CONCENTRACION | ABSORBANCIA | ABSORBANCIA
(ng/pl) 260/280 260/230
0 HORAS
ML/A 268,8 1,79 1,70
M1/B 282,3 1,63 1,75
M2/A 332,8 1,79 1,85
M2/B 285,2 1,76 1,81
M3/A 252,9 1,71 1,24
M3/B 312,8 1,69 1,34
24 HORAS
M1/A 180,8 1,77 1,62
M1/B 124,9 1,45 1,04
M2/A 110,4 1,58 1,54
M2/B 107,4 1,69 1,55
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M3/A 74,8 1,45 1,37
M3/B 69,6 1,68 1,49
48 HORAS
M1/A 112,1 1,54 1,00
M1/B 85,4 1,64 1,33
M2/A 24,8 1,42 1,12
M2/B 132,3 1,73 1,74
M3/A 34,0 1,46 1,24
M3/B 24,2 1,33 1,06
72 HORAS
M1/A 76,5 1,77 1,54
M1/B 127,4 1,77 1,75
M2/A 118,4 1,43 0,69
M2/B 1719 1,46 1,52
M3/A 45,0 1,49 1,29
M3/B 49,8 1,59 1,84

XI[.COMPARACIC)N ENTRE LOS DOS METODOS DE
EXTRACCION DE ADN

Se compararon ambos meétodos mediante una regresion lineal mixta. Se

incluyeron todas las muestras y réplicas en el estudio (Tabla 6) y se definieron

las variables para el modelo estadistico (Tabla 7).

Tabla 6. Distribucion de las muestras en el experimento

Componente Categorias n
Muestras biol6gicas| Cerdo 1, Cerdo 2, Cerdo 3 16 por cerdo
Metodo_(}le TRIzol, fenol-cloroformo 24 por método
extracciéon
Tiempo de 0,24,48y 72 h 12 por tiempo
sumersion
Réplicas 2 por combinacion 48 observaciones totales
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Tabla 7. Construccion del modelo estadistico para la regresion

lineal mixta
Elemento Funcion en el analisis
Método Factor fijo
Tiempo de sumersion Factor fijo
Método x Tiempo Interaccion
ID de muestra / cerdo Bloque o efecto aleatorio
Réplica Repeticién experimental dentro de cada
P combinacion

Los resultados de la concentraciéon de ADN varian segun el método de extraccion
empleado (Tabla 8). El fenol-cloroformo registr0 una concentracion media de
141.85 £ 96.74 ng/uL, con valores entre 24.20 y 332.80 ng/pL. Mientras que el
TRIzol fue de 9.44 + 12.37 ng/uL, con valores entre -9.80 y 36.30 ng/pL. Es
importante destacar que el método TRIzol detecté cinco muestras con valores
negativos, considerados lecturas instrumentales por debajo del limite de
deteccion. De manera descriptiva, el método fenol-cloroformo registro
concentraciones de ADN mas altas que las obtenidas con TRIzol. Sin embargo,
esta comparacion inicial no considera el efecto del tiempo de sumersion ni la
variabilidad entre los animales, por lo que es necesario realizar un analisis

factorial mediante un modelo lineal mixto.

Tabla 8. Estadistica descriptiva de concentracion de ADN por método

Método n Media ng/uL DE Minimo Maximo
TRIzol 24 9.44 12.37 -9.8 36.3
Fenol-cloroformo 24 141.85 96.74 24.2 332.8

n= ndmero de muestras analizadas. DE= Desviacién estandar

Los resultados del modelo lineal mixto (Tabla 9) evidenciaron un efecto
significativo del método de extraccion sobre la concentracion de ADN
recuperado, [F(1, 38) = 257.517, p < 0.001]. Asimismo, el tiempo de sumersion
tuvo un efecto significativo, [F(3, 38) = 32.554, p < 0.001]. La interaccion método
x tiempo también fue significativa, [F(3, 38) = 41.233, p < 0.001], lo que indica
gue la diferencia entre los métodos de extraccion varié segun el tiempo de

exposicién en sumersién. En conjunto, los resultados muestran que fenol-
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cloroformo presenté una mayor eficiencia de extraccion de ADN que TRIzol en
tejido muscular porcino, aunque es importante resaltar que la magnitud de esta
diferencia dependi6 del tiempo de sumersion. La varianza atribuible a la muestra
no fue significativa (p>0.44), lo que indica que las diferencias entre los cerdos no
explicaron la variabilidad en la concentracion de ADN cuando se consideraron el

método de extraccion y el tiempo de sumersion.

Tabla 9. Modelo lineal mixto: pruebas de efectos fijos

Efecto gl numerador | gl denominador F p

Método 1 38 257.517 <0.001

Tiempo 3 38 32.554 <0.001
Método x tiempo 3 38 41.233 <0.001

Resultados obtenidos mediante un modelo lineal mixto, con la concentracion de ADN como
variable dependiente. El método de extraccion, el tiempo de sumersion y la interaccién método
x tiempo se incluyeron como efectos fijos, mientras que el ID de muestra/cerdo se incluyé como
efecto aleatorio. Los valores de p menores que 0.001 indican diferencias estadisticamente
significativas. gl: grados de libertad; F: estadistico de prueba.

La comparacion por pares de las medias marginales estimadas mostré una
diferencia significativa entre los métodos de extraccion. Fenol-cloroformo
presentd una concentracion estimada de ADN de 132.41 ng/pL, mayor que la de
TRIzol, con un intervalo de confianza del 95% de 115.71 a 149.12 ng/uL. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa después del ajuste de Bonferroni (p
< 0.001), lo que confirma que el fenol-cloroformo presenté un rendimiento
significativamente superior en la extraccion de ADN (Tabla 10).

Tabla 10. Comparaciones por pares principales

Comparacién Diferencia media estimada DE | gl D IC 95%
ng/uL
Fenol- 115.71
cloroformo — 132.41 8.25(38|<0.001 a
TRIzol 149.12

La comparacion se basa en medias marginales estimadas obtenidas mediante un modelo lineal
mixto, considerando el método de extraccion, el tiempo de sumersion y la interaccion método
x tiempo como efectos fijos, y el ID de la muestra como efecto aleatorio. La diferencia media
estimada corresponde a fenol-cloroformo menos TRIzol. El valor de p se ajusté mediante el
método de Bonferroni. DE: error estandar de la diferencia; gl: grados de libertad; IC 95%:
intervalo de confianza al 95%.

Las comparaciones por pares de los tiempos de sumersion mostraron diferencias

significativas entre el grupo de control (0 h) y los tres tiempos de exposicion. La
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concentracion estimada de ADN fue significativamente mayor a 0 h que a 24 h,
48 h 'y 72 h, con diferencias medias estimadas de 77.38 ng/pL, 106.05 ng/pL y
90.14 ng/pL, respectivamente; en todos los casos, p < 0.001. En contraste, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos de 24,
48y 72 h. (Tabla 11).

Tabla 11. Comparaciones por pares entre tiempos de sumersion para la

concentracion de ADN

Comparacion | Diferencia media estimada ng/uL p
Ohvs24h 77.38 <0.001
Ohvs48h 106.05 <0.001
Ohvs72h 90.14 <0.001
24 hvs 48 h 28.66 0.112
24 hvs72h 12.76 1.000
48 hvs72h 15.91 1.000

Comparaciones por pares basadas en las medias marginales estimadas
del modelo lineal mixto. Los valores de p se ajustaron mediante el
meétodo de Bonferroni. Diferencia media expresada en ng/pL.

Las medias marginales estimadas del modelo lineal mixto mostraron que fenol-
cloroformo presentd concentraciones superiores a las de TRIzol en todos los
tiempos de sumersion. En TRIzol, las medias estimadas se mantuvieron bajas,
convalores de -1.05, 22.00, 7.19y 9.63 ng/uL a 0, 24, 48y 72 h, respectivamente.
En contraste, fenol-cloroformo presentdé medias estimadas de 289.13, 111.32,
68.80 y 98.17 ng/pL en los mismos tiempos. Estos resultados indican un mayor
rendimiento estimado de fenol-cloroformo frente a TRIzol durante todo el periodo

experimental (Tabla 12).

Tabla 12. Medias marginales estimadas de la concentracion de ADN segun

método de extraccion y tiempo de sumersion obtenidas mediante modelo lineal

mixto
Método | Tiempo Difgrencia media EE .IC 95% IC 95%
estimada (ng/uL) inferior superior
Oh -1.05 13.8 -31 28.9
TRIzol 24 h 22 13.8 -7.95 51.95
48 h 7.19 13.8 -22.76 37.14
72 h 9.63 13.8 -20.32 39.59
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Oh 289.13 13.8 259.18 319.09

Fenol- 24 h 111.32 13.8 81.36 141.27
cloroformo| 48 h 68.8 13.8 38.85 98.75
72 h 98.17 13.8 68.21 128.12

Las medias marginales estimadas se obtuvieron mediante un modelo lineal mixto, con el método
de extraccion, el tiempo de sumersion y la interaccion método x tiempo como efectos fijos, y el
ID de la muestra como efecto aleatorio. EE: error estandar; IC 95%: intervalo de confianza del
95%.

En cuanto a los indicadores de pureza obtenidos mediante
nanoespectrofotometria, la relaciéon 260/280 tuvo una media de 1.76 £ 1.52 para
TRIzol y de 1.61 + 0.15 para fenol-cloroformo. La mediana fue de 2.08 en TRIzol
y de 1.64 en fenol-cloroformo. Aunque ambos métodos mostraron valores
cercanos al rango esperado para ADN en algunos casos, TRIzol mostré mayor
variabilidad, como lo evidencia su desviacion estandar elevada y el amplio rango
de valores. En la relacion 260/230, TRIzol presentd una media de 0.89 + 3.01 y
una mediana de 0.29, mientras que el fenol-cloroformo mostré una media de 1.44
+ 0.29 y una mediana de 1.52. Esto sugiere que el fenol-cloroformo proporciona
resultados mas estables en la relacion 260/230, mientras que TRIzol presenta
mayor variabilidad, posiblemente debido a la baja concentracion de ADN o

interferencias en la lectura (Tabla 13).

Tabla 13. Estadistica descriptiva de las relaciones de pureza 260/280 y 260/230

segun el método de extraccion.

Variable Método Media DE Mediana | Minimo | Maximo
260/280 TRIzol 1.755 |1.52163| 2.075 | 1.1125 | 2.3975
260/280 | Fenol-cloroformo |1.6122(0.14557| 1.64 1.5492 | 1.6751
260/230 TRIzol 0.8938|3.01264| 0.29 |-0.3784| 2.1659
260/230 | Fenol-cloroformo | 1.44 |[0.28896| 1.52 1.315 1.565

Las relaciones 260/280 y 260/230 se presentan como indicadores complementarios de
pureza del ADN. Valores extremos o alejados de los rangos esperados pueden asociarse con
baja concentracion, interferencias de lectura o presencia de contaminantes. DE: desviacién
estandar.

Xlll. RESULTADOS SOBRE LA INTEGRIDAD DE LAS MUESTRAS
PROCESADAS CON AMBOS METODOS.

En la electroforesis del ADN obtenido con fenol-cloroformo, a los 40 segundos

de exposicion, se observan bandas mas intensas y definidas que en las muestras
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procesadas con TRIzol. Este patron coincide con los resultados cuantitativos
previos, en los que el método fenol-cloroformo mostr6 una concentracion
promedio de ADN mas alta (Figura 2). En contraste, las muestras extraidas con
TRIzol presentan bandas menos intensas, algunas con baja resolucion o sefial
débil, lo que indica una menor recuperacion de ADN en las condiciones
evaluadas (Figura 3). Estos resultados visuales respaldan la tendencia
observada en los andlisis estadisticos, en los que TRIzol mostré concentraciones

menores y mayor inestabilidad en algunas mediciones.

Figura 2. Resultados de electroforesis del ADN procesado por fenol-

cloroformo (40 segundos de exposicion)
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Figura 3. Resultados de electroforesis del ADN procesado TRIzol (40

segundos de exposicion)

XIV.DISCUSION

Los resultados de esta investigacion muestran que el método fenol-cloroformo
presentdé un mayor rendimiento en la recuperacion de ADN a partir de tejido
muscular porcino sometido a sumersién, en comparacion con TRIzol. Esta
diferencia fue evidente tanto en los valores de concentracion como en la pureza
e integridad del ADN obtenido. Este hallazgo coincide con lo reportado por
Uerlings et al. (2021), quienes sefialaron que la identificacion genética de
cuerpos en putrefaccidon es un reto frecuente en el &mbito forense debido a la
degradacion del ADN, lo que puede dificultar el analisis posterior de las muestras
para determinar la huella genética. La eleccién del método de extraccion es
crucial, ya que determina la cantidad y la calidad del ADN para andlisis

posteriores.

La ventaja del fenol-cloroformo se debe a que los métodos organicos pueden
recuperar ADN incluso en muestras dafiadas, aunque su efectividad varia segun
el tipo de tejido, el grado de degradacion y la presencia de inhibidores. Kus et al.

(2016) indicaron que el método fenol-cloroformo se considera uno de los mas
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efectivos para muestras Oseas degradadas, aunque también sefialaron
desventajas importantes, como la toxicidad de los reactivos, el mayor tiempo de
procesamiento y la mayor cantidad de muestra necesaria. En esta investigacion,
aunque se trabajoé con tejido muscular en lugar de 6seo, el comportamiento
favorecio al fenol-cloroformo. Esto sugiere que puede resultar Util para recuperar

ADN de muestras sometidas a condiciones adversas, como la sumersion.

El tiempo de sumersion también tuvo un efecto importante, ya que las muestras
control mostraron concentraciones mucho mayores que las expuestas a 24, 48 y
72 h. Esta disminucion es coherente con los mecanismos de degradacion post
mortem descritos previamente en otros estudios. Zupani¢ Pajni¢ (2025) explica
que, tras la muerte, el ADN se expone a nucleasas, actividad microbiana,
hidrolisis, oxidacion y otros procesos ambientales que fragmentan el material
genético. La humedad y el agua favorecen la hidrolisis y la actividad microbiana,
lo que compromete la conservacion del ADN en ambientes sumergidos,
especialmente en tejidos blandos. Sin embargo, no se observo una reduccion
significativa entre 24, 48 y 72 h; esto se interpreta como que el deterioro fue
mayor al pasar del control a las muestras sumergidas, sin un incremento lineal

con el tiempo.

Desde un punto de vista forense, estos hallazgos subrayan la importancia de
probar experimentalmente los métodos de extraccion antes de usarlos en
muestras degradadas o con cantidades pequefias. Hernandez et al. (2020)
destacan que los indicios bioldgicos forenses frecuentemente se encuentran en
condiciones adversas, afectados por la cantidad, la calidad, la degradacion, la
inhibicion de la PCR o la modificaciéon quimica del ADN, lo que hace que la
extraccion y la cuantificacion sean fases cruciales para obtener perfiles genéticos
confiables. En este sentido, los resultados respaldan la hipétesis de que el fenol-
cloroformo es mas eficiente que TRIzol para recuperar ADN de tejido muscular
porcino sumergido. Sin embargo, esta interpretacion debe considerarse
evidencia preliminar, dado que el modelo porcino, el tamafio de la muestra y la

evaluacion centrada en la concentracion y la pureza no sustituyen la validaciéon
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completa mediante la generacion de perfiles genéticos humanos.

Cruz (2019) reporta que se emplean métodos cientificos para analizar y obtener
resultados, lo que da como resultado un perfil genético. En este sentido, para
tejidos expuestos a la sumersion durante diferentes lapsos de tiempo, el fenol-
cloroformo puede aplicarse en situaciones en las que la identificacibn mediante
métodos convencionales resulte compleja, dado que mostré una mayor eficiencia
significativamente superior a la del TRIzol. Si bien los métodos que actualmente
se utilizan en los laboratorios han demostrado ser Gtiles para los diversos delitos
gue atraviesa México, en casos altamente complejos, un método estandarizado
es la respuesta clave para los casos forenses que requieren una respuesta

inmediata.

Es importante resaltar que debido a la falta de una estandarizacion en los
métodos de extraccion de ADN en diferentes condiciones no es posible
garantizar un resultado positivo ya que como pudimos observar en el caso de
muestras expuestas a sumersion es mas eficaz realizar la extraccién por medio
de la técnica de fenol-cloroformo esto después de haber realizado la
experimentacion necesaria, esto genera un antecedente importante dentro de la
investigacion en genética forense ya que de esta manera se podra realizar la
extraccion de ADN con el método que mas favorezca al tipo de muestra
analizada. Como bien sefiala Aguilar (2023) en México no existe una regulacion
sobre la cantidad de marcadores que deben tenerse en cuenta para la resoluciéon
de un caso forense, esto especialmente en muestras degradadas, por lo que un

método estandarizado proporciona mejores resultados.

Segun de la Barrera (2025) las herramientas forenses han tenido una evolucién
importante desde métodos tradicionales como lo es la dactiloscopia hasta los
métodos que brinda la genética forense, teniendo como resultado un progreso
significativo en dicho @mbito; asimismo la capacidad de extraer y analizar el ADN
se convirtié en un pilar esencial para la resolucién de hechos delictivos con mayor

eficiencia, debido a la precisidon técnico-cientifico con la que se manejan el tipo
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de muestras utilizando la técnica adecuada para asi evitar agotar los recursos

con los que se cuentan.

XV. CONCLUSIONES

En consonancia con el objetivo general planteado al inicio de esta investigacion,
se puede concluir que la pureza y la cantidad del ADN extraido de tejidos
porcinos dependen de la técnica empleada. Durante la experimentacion se
aplicaron dos técnicas (Fenol-cloroformo y TRIzol) en tejido muscular porcino
sometido a sumersion durante 24, 48 y 72 horas, lo que demostré que la técnica
de Fenol-cloroformo presenté mayor rendimiento en cuanto a purezay cantidad,
en comparacion con la técnica de TRIzol, debido a que los valores de
concentracion del ADN obtenido fueron mas favorables con dicha técnica.

Por otro lado, se observo que la estacionalidad fue un factor importante que
favoreci6 la pureza y calidad del ADN extraido, debido a que la muestra control
arrojo un resultado positivo en comparacion con los tejidos que fueron sometidos
en distintos periodos, por lo que el tiempo y la técnica de extraccion son
importantes para este tipo de casos en los que un tejido ha sido expuesto a una

condicion extrema como lo es la sumersion.

Esta investigacion da paso a la estandarizacion de la técnica, que brinda un
resultado mas eficiente y evita que se agote la muestra, en especial en tejidos
expuestos a la sumersién, dado que en México la identificacién de cuerpos es un

pilar fundamental debido a la situacion por la que actualmente atraviesa el pais.
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