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Resumen
Objetivo: Determinar la reproducibilidad en la tinción del ADN en geles de agarosa 
mediante el colorante GelRedTM con el fin de reemplazar el uso del bromuro de etidio 
en la tinción de ácidos nucleicos. Materiales y Métodos: Se realizó extracción de 
ADN total de sangre periférica a nueve muestras de pacientes con cáncer colorrectal, 
posteriormente se amplificó un fragmento de ADN de 494 pb asociado al exón 15 del 
gen APC y de seis fragmentos entre 150 pb y 350 pb asociados a los genes hMLH-
1 y MSH-2; ambas preparaciones, ADN total y ADN amplificado fueron visualizadas 
mediante el uso del colorante GelRed y Bromuro de Etidio. Resultados: El uso del 
colorante GelRed para la tinción de ácidos nucleicos (ADN) permitió visualizarlos 
de forma eficiente. Conclusión: El reactivo GelRed es altamente reproducible y se 
recomienda usarlo incluido en las muestras de ADN, para disminuir la contaminación 
en los laboratorios de biología molecular.
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Alternative use of Gelred dye
in the staining nucleic acids

Summary
Objetive: Determine the reproducibility of DNA staining in agarose gels using the dye 
GelRedTM in order to replace ethidium bromide in the use of nucleic acids staining. 
Materials and Methods: The extraction of the total DNA from nine samples and the 
amplified DNA fragment of 494 pb of exon 15 associated with the APC gene from six 
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fragments between 150 pb – 350 pb associated with the hMLH-1 and MSH-2 genes 
was performed. Both preparations, total DNA and amplified DNA were visualized using 
GelRed and Ethidium bromide dye. Results: Both systems of coloration gave very 
similar results; the DNA can be visualized correctly without any difficulty. Conclusion: 
The GelRed dye is highly reproducible and its use is recommended including in DNA 
samples, thus reducing the contamination with dyes such as ethidium bromide.

Keywords: Electrophoresis agarose gel, bromide ethidium, dyes.

Introducción
Para hablar de los comienzos del trabajo en el 

laboratorio nos tendríamos que remitir casi que 
inmediatamente a los tiempos de la alquimia, 
en los cuales los alquimistas eran considerados 
popularmente como una clase de charlatanes 
que intentaban convertir plomo en oro, pero que 
la mayor parte de su tiempo lo invertían en la 
elaboración de “remedios milagrosos, pociones 
mágicas y venenos” 1,2. Sin embargo lo que nos 
importa traer a la memoria es que las normas 
de bioseguridad eran mínimas en esta época y 
que, seguramente causaron muchas muertes 
aún no documentadas. Ya remontándonos a 
una época más reciente, existe un evento como 
respaldo a la falta de cuidado en los laboratorios 
relacionado con la prematura muerte de Marie 
Curie, debido a una anemia aplásica generada 
por la radiactividad permanente en su lugar de 
trabajo3, 4. Hoy en día el avance en bioseguridad 
es importante, aunque todavía falta bastante 
ya que cada día la normativa con relación a la 
bioseguridad se hace más exigente debido a 
la protección de la salud y el medio ambiente.

Por otro lado, durante los últimos años el 
avance tecnológico que se ha realizado en el 
campo de la biología molecular es más que sor-
prendente y seguramente el análisis del ADN es 
el que más resultados y conclusiones ha genera-
do, una de las técnicas empleadas que más ha 
contribuido en estos estudios es la electrofore-
sis, cuya función es que las moléculas cargadas 
como los ácidos nucleicos migren cuando se 
colocan en un campo eléctrico 5 y con la ayuda 
de un marcador molecular se pueda medir el ta-
maño del fragmento; para esto es indispensable 

la tinción del ADN a través de compuestos que 
se utilizan para tal fin, uno de ellos y el de más 
amplio uso a nivel mundial por la calidad en la 
visualización es el Bromuro de Etidio (EtBr)5. Sin 
embargo este colorante presenta desventajas 
debido a que su efecto mutagénico complica el 
manejo y disposición de los residuos contami-
nantes, representando así un alto riesgo para 
las personas que están expuestas diariamente 
en los laboratorios de biología molecular 6. Sin 
embargo, hace poco tiempo se ha extendido el 
uso del reactivo GelRedTM para la visualización 
de ácidos nucleicos en electroforesis en geles 
de agarosa, el cual de acuerdo a las pruebas 
realizadas en líneas celulares por el fabricante 
no posee actividad mutagénica ni riesgo de 
contaminación ambiental. 

Es por lo anterior que el objetivo de este 
trabajo fue determinar la reproducibilidad en 
la tinción del ADN en geles de agarosa con el 
colorante GelRedTM con el fin de reemplazar 
el uso del bromuro de etidio en la tinción de 
ácidos nucleicos y asi disminuir los niveles de 
contaminación generados en los laboratorios 
de biología molecular.

Materiales y métodos
Recolección de muestras: Se tomaron 

muestras de sangre a nueve pacientes diag-
nosticados con cáncer colorrectal (CCR), pre-
vio consentimiento informado.

Extracción de ADN: Para la extracción 
de ADN se tomaron 100 µl de sangre y se 
empleó el kit UltraClean® Blood DNA Isola-
tion (MO BIO laboratories, Inc), siguiendo la 
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metodología descrita por el fabricante. Para 
determinar la calidad y concentración del ADN 
total se corrieron dos geles de agarosa al 1% 
p/v teñidos con bromuro de etidio y GelRedTM 

respectivamente. Una vez determinada la 
concentración y calidad del material genético 
se almacenó a -20ºC.

Ensayo de amplificación del ADN por PCR 
(Reacción en Cadena de la Polimerasa): 
Para verificar la eficiencia de tinción del reactivo 
GelRed en productos de PCR, se realizó la am-
plificación de un fragmento de 494 pb (pares de 
bases) del exón 15 del gen APC (Adenomatous 
Polyposis Coli), la amplificación de cinco frag-
mentos entre 150 pb y 350 pb correspondientes 
a los exones 8, 9, 13,16 y 19 del gen hMLH1 
y un fragmento de 300 pb correspondiente al 
exón 3 del gen MSH-2 a muestras selecciona-
das al azar de pacientes diagnosticados con 
CCR. La reacción de amplificación se realizó 
en el termociclador MultiGene™ Gradient Ther-
mal Cycler (Labnet), empleando condiciones 
previamente reportadas por Wang et al. 2004 
y Weber et al, 1997 7,8. La visualización de los 
fragmentos amplificados se realizó en dos ge-
les de agarosa al 1% p/v teñidos con bromuro 
de etidio y GelRedTM respectivamente.

Preparación del reactivo GelRed y visuali-
zación de muestras de ADN: Para la prepara-
ción se adicionaron 3 µl de GelRed (GelRedTM 
Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X; Biotium) a 
997ul de buffer de carga (60% glicerol, 0,05% 
de azul de bromofenol) obteniéndose un con-
centración final de 30X de acuerdo a las reco-
mendaciones del fabricante. Una vez prepara-
do el buffer de carga con el reactivo GelRed se 
prepararon dos geles de agarosa al 1% (p/v), 
teñidos con bromuro de etidio (5ng/ul)5 y con el 
reactivo GelRedTM respectivamente, este último 
se adicionó a cada muestra de ADN total y a 
cada producto de PCR en una proporción 1:1 
v/v (GelRed buffer de carga: ADN); finalmente, 
los geles fueron visualizados en el transilumi-
nador de luz ultravioleta High Performance 
Ultraviolet Transilluminator (UVP).

Resultados
El ADN fue extraído a nueve muestras de 

sangre periférica obtenida de pacientes diag-
nosticados con CCR; para conocer la calidad 
y concentración del material genético extraído 
se realizaron dos electroforesis en geles de 
agarosa al 1% p/v. Primero se realizó la tinción 
del gel con bromuro de etidio a una concentra-
ción de 5ng/ul (Figura 1A), pues, de acuerdo 
a un estudio realizado por Chirsten et al en 
1989 donde evaluaron las concentraciones 
mínimas de visualización de ácidos nucleicos 
con bromuro de etidio demostraron que este 
colorante permite una detección cuantitativa 
de ADN a concentraciones muy bajas (0,015-
0,3 ng)9. 

Posteriormente se realizó la tinción del gel 
con GelRedTM (Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X; 
Biotium) (Figura 1B) a una concentración 
de 30X de acuerdo a lo reportado por el fa-
bricante. Se observó que los dos colorantes 
empleados para la tinción de ácidos nucleicos 
en geles de agarosa permitieron una adecuada 
visualización del ADN total para verificar su 
concentración.

Posteriormente, se realizó una amplificación 
por PCR de un fragmento 494pb asociado al 
gen APC (Figura 2A Y 2B) y seis fragmentos 
entre 150 pb y 300 pb asociados a los ge-
nes reparadores del ADN hMLH1 y MSH2 
(Figura 3A y 3B) para confirmar la eficiencia 
del colorante GelRedTM en la visualización 
de fragmentos de ADN de diferente tamaño. 
Los productos amplificados se corrieron en 
electroforesis en geles de agarosa al 1% y 
teñidos con EtBr y GelRedTM en las mismas 
condiciones empleadas para la visualización 
del ADN total.

Al observar los geles de agarosa de las 
figuras 2A y 2B se confirmó que el método 
de tinción con el colorante GelRedTM es 
eficiente además de no observarse diferen-
cias significativas en la visualización de los 
fragmentos de 494pb asociado al exón 15 
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del gen APC en geles de agarosa teñidos 
con bromuro de etidio. Finalmente, se pudo 
determinar que al realizar una electrofore-
sis en geles de agarosa para fragmentos 
de diferente tamaño asociados a los genes 

reparadores del ADN ambas técnicas de 
tinción permitieron visualizar y diferenciar 
correctamente el tamaño de cada uno de 
los fragmentos (Figura 3A y 3B)

Figura 1. Gel de agarosa al 1% A. Teñido con el colorante Bromuro de Etidio. B. Teñido con el colorante GelRedTM, 
M. Marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Fermentas). 1-9 muestras de ADN total. 

Figura 2. Gel de agarosa al 1% A. teñido con el colorante GelRed B. teñido con el colorante Bromuro de Etidio, M. 
Marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Fermentas), 1. ADN Total. 2-3, 5-6. Fragmento amplificado de ADN 
de 494pb asociado al gen APC exón 15. 4,7. Control de reacción del producto de PCR.

    
Figura 3. Gel de agarosa al 1% A. Teñido con el colorante GelRedTM B. Teñido con el colorante bromuro 
de etidio. M. Marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Fermentas) 1-2 Fragmentos de 150 pb aprox. 
asociados al gen hMLH, 3,4 Fragmento de 250 pb aprox. asociado al gen hMLH1 5. Fragmento de 300 pb 
aprox asociado al gen MSH2, 6. Fragmento de 250 pb aprox. del gen asociado a MSH2 7. Control de reacción 
del producto de PCR.
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Discusión
La electroforesis en gel (agarosa o polia-

crilamida) es un método de rutina empleado 
en los laboratorios de biología molecular que 
permite separar biomoléculas tales como 
ácidos nucleicos y proteínas de acuerdo a su 
tamaño y carga eléctrica bajo la influencia de 
un campo eléctrico. Actualmente, existe una 
amplia variedad de moléculas que se unen 
a los ácidos nucleicos corridos en un gel de 
agarosa o poliacrilamida que permiten su 
visualización 10,11. El bromuro de etidio (EtBr) 
es una molécula que se intercala en la doble 
hélice del ADN cambiando su conformación, 
es la más empleada para la visualización de 
material genético ya que al incidir luz ultravio-
leta sobre el gel las moléculas de EtBr emiten 
fluorescencia5, 12-14. A pesar de ser el método 
más eficiente en la visualización de ácidos nu-
cleicos, el EtBr genera efectos adversos para 
la salud ante la exposición así: al ser inhalado 
puede irritar las vías respiratorias; al ser inge-
rido generar alta toxicidad en el organismo; en 
contacto con la piel, puede irritarla provocando 
inflamaciones e incluso despigmentación del 
tejido; en contacto con los globos oculares los 
pude irritar, generando dolor y enrojecimiento. 
Varios autores han reportado los efectos tóxi-
cos del bromuro de etidio en diferentes tipos 
de células demostrando que, al ser un agente 
intercalante tiene propiedades mutagénicas a 
concentraciones muy bajas (hasta 0.01μg/ml) 
por lo que se deben extremar las precaucio-
nes en su manipulación y realizar una gestión 
adecuada de los residuos generados 9, 12,15-17. 
Debido a estos reportes de genotoxicidad, se 
han desarrollado varios colorantes que permi-
ten visualizar ácidos nucleicos en geles de aga-
rosa, entre los que se encuentran SYBR Green 
I y SYBR Gold para ADN y para SYBRGreen II 
para ARN, y cuyos efectos genotóxicos han sido 
evaluados realizando ensayos de mutaciones 
en bacterias y posteriormente comparando 
los resultados con la toxicidad generada por 
el bromuro de etidio, demostrando que, SYBR 

Green I presenta bajo nivel de mutagenicidad 
y toxicidad en comparación con el bromuro de 
etidio, SYBR Green II y SYBR Gold no presentan 
efecto mutagénico pero poseen un bajo nivel de 
toxicidad 18-20, a pesar de las ventajas ofrecidas 
por estos reactivos, las pruebas demostraron 
que no pueden ser adicionados directamente 
al gel y al visualizar con luz ultra violeta se ob-
servan las bandas distorsionadas7. 

En este trabajo se evaluó la eficiencia del 
colorante GelRedTM para visualizar ácidos 
nucleicos en electroforesis en geles de aga-
rosa ya que su uso se ha venido reportando 
en diferentes estudios a nivel mundial como 
un reemplazo del bromuro de etidio21-24, ya 
que el GelRedTM no genera alteraciones en 
la salud de las personas que lo manipulan 
a la vez que reduce la contaminación en 
el laboratorio y en consecuencia en el am-
biente, ya que los análisis de toxicidad y 
mutagénesis realizados en líneas celulares 
por el fabricante del reactivo permitieron 
establecer que GelRedTM es incapaz de atra-
vesar estructuras celulares lo que permite 
la reducción de genotoxicidad mientras que 
el bromuro de etidio se intercala en el ADN 
y penetra la célula. Además se demostró 
que el colorante GelRedTM es muy estable 
en agua a temperatura ambiente para al-
macenamiento a largo plazo y frente a las 
condiciones del entorno, es resistente a 
altas temperaturas, características de gran 
interés en el proceso de calentamiento de 
la agarosa para la elaboración de geles 25,26. 

 Al analizar la reproducibilidad y la eficiencia 
de tinción en electroforesis en geles de agarosa 
para la visualización de ADN del colorante Gel-
RedTM y al compararla con el bromuro de etidio 
cuya eficiencia ha sido reportada previamente, 
los resultados demostraron que la tinción con 
GelRedTM es altamente eficiente y permite 
visualizar ADN total y diferentes fragmentos 
de ADN previamente amplificado por PCR, 
razón por la cual se recomienda su uso para 
la visualización de ácidos nucleicos.
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Finalmente, la limitante de este estudio se 
presentó en la baja concentración del ADN total 
de algunas muestras; pues una baja concen-
tración de esta molécula hace que la técnica 
de PCR no sea reproducible.
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