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“A partir de una gota de agua — decia el autor — un I6gico puede deducir la posible
existencia de un océano Atlantico o un Niégara, sin haberlos visto ni haber tenido nunca noticias
de ellos. Por lo tanto, toda la vida es una larga cadena, cuya naturaleza se manifiesta cada vez

que nos encontramos con uno de sus eslabones.”

(Conan Doyle, 1887).
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Resumen: EIl anélisis de ADN mitocondrial en restos 6seos antiguos tiene multitud de aplicaciones
como son la identificacion humana, los estudios poblacionales, o la identificacion de especies no
humanas, sumandose su interés al del analisis de restos 6seos antiguos: desaparicion de personas,
victimas de atentados terroristas, victimas de grandes catastrofes, restos de fosas comunes en
conflictos bélicos, litigios de filiacion o las adopciones irregulares. No obstante, el analisis no esta
exento de problemas técnicos que impiden la obtencion de un resultado, como son fundamentalmente
la degradacion del ADN, proceso natural tras la muerte que se ve acentuado en muchas ocasiones por
la accion de microorganismos, sustancias, o factores como el pH o la temperatura; y la inhibicién de
la actividad de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) motivada por sustancias que causan dicha
inhibicién. El presente trabajo pretende disefiar un experimento para mostrar la utilidad de la
realizacion de una cuantificacion del ADN mitocondrial inmediata a la extraccion para, mediante PCR
a tiempo real, determinar la cantidad de ADN mitocondrial presente y el estado de degradacién del
mismo, y asi establecer la via analitica mas favorable para la obtencion de un resultado. Para ello, se
van a degradar muestras de ADN gendmico con nucleasas en diluciones seriadas y a distintos
intervalos de tiempo para, posteriormente, cuantificar dos fragmentos, uno corto y uno largo, de la

region del 16S rRNA, obteniendo al mismo tiempo informacion sobre la cantidad y la calidad.

Palabras clave: ADN antiguo. ADN mitocondrial. Cuantificacion rt-PCR. Genética Forense.

Restos 6seos.

Summary: Mitochondrial DNA analysis in skeletal remains has multiple applications like human
identification, population studies, or non-human species identification, adding it interest to ancient
skeletal remains analysis: missing people, terrorist attacks victims, disaster victim identification,
armed conflict potter’s field, filiation legal cases, or irregular adoptions. However, analysis is not
exempt of technical problems which impede obtaining any result, we are talking about DNA
degradation, a natural process after organism death which is increased by the action of
microorganisms, some substances or the action of factors like pH or temperature; and PCR inhibition,
motivated by some substances. The present work aims to show the utility of the realization of a
mitochondrial DNA quantification immediately after extraction in order to, by real time PCR,
determining the present mitochondrial DNA quantity and how degraded it is, so we can choose the
most favorable analytical step in order to get any result. To achieve that we are going to design an
experiment in which we are going to artificially degrade genomic DNA with DNases in serial dilutions
in different time lapses and then we will quantify it in two fragments, one longer one shorter, from

16S rRNA region, obtaining information about mitochondrial DNA quantity and quality.

Key words: Ancient DNA. DNA rt-PCR Quantification. Forensic Genetics. Mitochondrial DNA.

Skeletal remains.
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Justificacion.

Hoy en dia, el analisis de ADN es una de las piedras angulares de las Ciencias Forenses,
teniendo una espectacular evolucion desde los primeros perfiles de ADN realizados en los afios
80. Este desarrollo no ha estado exento de dificultades, y actualmente una de las principales
problematicas que se presentan es el analisis de ADN en restos dseos antiguos, problema que se
presenta en numerosos casos, como los sucesos de victimas multiples, o el contexto de la Memoria
Democréatica en Andalucia en el marco de la Ley 2/2017, de 28 de marzo, de Memoria Histérica

y Democrética de Andalucia.

El anélisis forense de ADN en restos 6seos antiguos es una de las cuestiones que esta
dando problemas actualmente a la Criminalistica en tanto que no dispone de una metodologia que
contemple la diversa casuistica que puede presentarse para la obtencion de resultado adecuado.
El estudio genético de los restos 6seos cobra especial importancia en personas desaparecidas,
atentados terroristas, grandes catastrofes, fosas comunes de conflictos bélicos y litigios
relacionados con la filiacion o adopciones irregulares, casos que se presentan en nuestro pais con
relativa frecuenciay de los que se demanda una solucion pronta y eficaz. Como hemos adelantado,
el objetivo de establecer la identificacion de unos restos 6seos mediante el analisis de ADN
comparandolos con una muestra indubitada, ya sea de la propia victima o de un/unos familiar/es,
estd rodeado de dificultades, como son la conservacion del ADN, la inhibicion de la PCR, la

contaminacion de las muestras, o la propia seleccidn de las muestras.

Son dos, por tanto, las principales fuentes de problemas a la hora de analizar ADN en
restos 0seos antiguos: la muestra en si misma, sometida a distintos procesos de degradacion que
ya hemos esbozado, y por otra parte la identificacion, pues la misma se hace por comparacion con
el material genético de supuestos familiares del individuo al que pertenecen los restos, parentesco
que en ocasiones y dependiendo de los casos suele ser lejano. Aunque en el analisis forense son
los Short Tandem Repeats 0 STRs (secuencias cortas cuyo nimero de repeticiones varia entre
individuos) lo que méas atencion reciben, cabe sefialar el potencial del andlisis de ADN
mitocondrial, caracterizado por tener un mayor nimero de copias por célula, lo que permitiria
trabajar con muestras minimas o degradadas, como es el caso de los restos 6seos antiguos. No
obstante, la gran variedad de técnicas analiticas disponibles hace necesaria una optimizacion del
proceso. El presente Trabajo Fin de Master pretende resaltar la cuantificacion del extracto de
ADN mediante PCR a tiempo real como herramienta de optimizacion del andlisis de ADN

mitocondrial.
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l. Introduccion.

1. EI ADN y la identificacion humana.

Las aportaciones de la Biologia a la Criminalistica han sido innumerables. Se suele citar
como inicio de las mismas el libro de Sung Tz u del siglo XIlI, The washing away of wrongs, en
el que el forense chino relata un asesinato del cual se dedujo por las heridas que habia sido
cometido por una hoz, siendo dos los campesinos sospechosos. De modo que se les pidié que
trajeran sus instrumentos y los dejaron al sol; las moscas acudieron al lugar y se posaron sobre
una hoz, delatando al mismo tiempo al arma homicida y al presunto culpable (Sung Tz’u, 1981).
Siglos después, el descubrimiento de los tipos sanguineos de Landsteiner en 1900 y el desarrollo
de la prueba de inmunodifusion doble de Ouchterlony en 1948 permitia determinar la especie a
la que pertenecia una mancha de sangre y lograr una cierta individualizacion de la misma

(Thorwald, 1966). Pero el problema seguia siendo el mismo: ¢a quién pertenece?

Gracias a los descubrimientos de Rosalind Franklin obtenidos con difraccién de rayos X,
Watson y Crick pudieron elaborar en 1953 el modelo de la doble hélice de ADN, relativo a su
estructura y composicion. El &cido desoxirribonucleico (ADN) es una molécula de doble cadena
formada por grupos fosfato, una pentosa (la desoxirribosa, asi denominada por haberse reducido
su segundo carbono), y una base nitrogenada, que puede ser adenina, guanina (bases puricas),
timina, o citosina (bases pirimidinicas). Esta doble cadena, de carga negativa, es antiparalela, y
complementaria, de modo que la informacion contenida en una se complementa con la presente
en la otra cadena. La magia estd en que es la secuencia de las distintas bases nitrogenadas
contenida en esa cadena la que se va a traducir en la sintesis de una determinada proteina, dando
como resultados las distintas caracteristicas de los seres vivos. De esta manera podemos clasificar
el ADN en codificante, el que contiene la informacién para la sintesis de una determinada
proteina, y el ADN no codificante, cuya informacion no tiene, aparentemente, utilidad (Lorente,
2004).

En 1985 aparecio en la revista Nature un pequefio articulo en el que tres cientificos habian
conseguido aislar ADN de gran masa molecular relativa de manchas de sangre de més de 4 afios
de antigliedad y manchas de semen para producir “huellas dactilares” de ADN para la
identificacion individual; lo que es mas, los nlcleos de los espermatozoides pueden ser separados
de las células epiteliales vaginales, lo que permite identificar en una agresion sexual a agresor y
victima, todo ello con un indice de probabilidad muchisimo mayor que la proporcionada por las
pruebas inmunoldgicas de Ouchterlony (Gill, Jeffreys, & Werret, 1985). En 1986, en el pueblo de
Narborough, un hombre confesd haber agredido sexualmente y posteriormente matado a dos

chicas, de modo que el descubrimiento de Jeffreys venia como anillo al dedo para comparar el
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material genético del semen hallado en los cuerpos de las victimas con la sangre de este hombre,
dando resultado negativo. Curiosamente, la primera vez que el ADN se us6 como fines forenses
fue para demostrar la inocencia de una persona. El siguiente paso fue hacer un espectacular
barrido por el material genético de todo el pueblo y pueblos cercanos, hasta que la declaracion de
una mujer sirvio para localizar a un sospechoso, cuyo ADN coincidid perfectamente con el
hallado en los cuerpos. Desde entonces, hasta la actualidad, el avance del analisis forense de ADN
ha sido imparable, propiciado de una parte por los avances en las técnicas, y por otra del desarrollo
de la Informatica (Butler, 2005).

Centrandonos ya en el ADN no codificante, Jeffreys observo que hay determinadas
regiones minisatélites, de entre 8 y 100 pares de bases, que diferian entre individuos, regiones a
las que denominé VNTRs (Variable Number Tandem Repeats, repeticiones en tindem de nimero
variable). Poco tiempo después se descubrieron unidades de repeticion microsatélites, mucho mas
pequefias, y a medida que se iban descubriendo nuevos loci de estas secuencias cortas de
repeticion (STR, Short Tandem Repeats) y el analisis de ADN participaba cada vez mas en los
procesos judiciales, los mismos iban adquiriendo notoriedad hasta que en 1994 Promega
desarrolla el primer kit multiplex para STRs mediante PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), disparando el uso forense de estas secuencias para identificacion humana, pues esta
técnica analitica permitia obtener miles de copias de un mismo fragmento de pequefio tamafio,
haciéndolo detectable (Butler, 2010).

Afios antes, en 1977, un bioquimico britanico desarrollé un método con el que mediante
el empleo de dideoxinucledtidos (sintetizando cadenas de 1,2...n nucledtidos unidos a un
terminador que libera la ADN polimerasa de la cadena molde), se podia secuenciar el ADN
(Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977), es decir, determinar los distintos nucledtidos que componen
la cadena de material genético. Esta nueva técnica permiti6 el desarrollo del Proyecto Genoma
Humano, cuya actividad frenética desembocé en el descubrimiento de variaciones de un solo
nucleétido en un mismo individuo, Single Nucleotide Polymorphism o SNPs (Brookes, 1999),
pero no fue hasta finales de los afios 90 y principios de los 2000 cuando se empezé a plantear su
utilidad en las ciencias forenses, mayormente a la hora de establecer relaciones de parentesco
(Gill, 2001). El andlisis forense de los SNPs presenta muchas ventajas con respecto al analisis de
STRs: permite trabajar mejor con muestras minimas o degradadas por necesitar observar las
variaciones en un solo nucleétido, la tasa de mutacion de los SNPs es mucho menor que la de los
marcadores tipo STR, pero necesita de un mayor nimero de marcadores (en torno a 40-60) para
igualar la confianza de los resultados de 13-15 marcadores STR, y plantean dificultades para
interpretar las mezclas (Butler, Coble, & Vallone, 2007). En la tabla 1 podemos ver una
comparativa entre los marcadores STR y los SNP, y en la figura 1 un ejemplo gréafico de ambos

tipos de marcadores.
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Tabla 1. Comparativa entre marcadores STR y SNP (Butler, 2010).

Tamano del amplicon 75-400 pares de bases

Capa}mdad para Limitada
determinar ancestria

Informacion fenotipica No

Ventajas en las ciencias
forenses

Mejor interpretacion de mezclas

Caracteristica STR SNP
genoma humano

Alta . Baa
1/1000 - 1100000000

Tipo de marcador Repeticiones de dos, tres o
cuatro nucleétidos, con multitud _

de alelos

5-20 - Normalmente2
Electroforesis en gel o capilar ' Secuenciacién; chip de ADN
>10 ~ Alrededorde50
~ Nomenosdel00
st

SNP  short tandem repeat (STR)

I |
Man I GTACTAGACTACTACTACTACTACTGGTG...

5 repeats

Man 2 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

6 repeats
Man 3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGGTG...

7 repeats

Figura 1. Representacion grafica de SNP y STR (Jobling, 2009).
2. EI ADN mitocondrial.

Aungue hemos estado hablado constantemente de ADN nuclear, el que se haya en el
interior del nucleo celular, este no es el tnico que compone el genoma humano. La mitocondria
es un organulo de doble membrana localizado en el citoplasma celular cuya funcién primordial
es la generacion de adenosin trifosfato (ATP), molécula de intercambio energético. Normalmente
se heredan de un solo progenitor, en animales, habitualmente la madre (Pierce, 2006).

Pese a que el descubrimiento de la mitocondria fue bastante difuso, con el desarrollo del
microscopio electronico se observaron en las mitocondrias areas de baja opacidad a los electrones
que, mediante distintos métodos de fijacion, a varios niveles de pH y a distintas concentraciones
de salinidad, lo que indicaba que estas &reas eran componentes estructurales de las mitocondrias.
Lo que era més: si se usaba un contraste con metales pesados en tejidos vivos se obtenian las
mismas imagenes que las estructuras con acidos nucleicos ya conocidas; asi, empleando una
fijacion con tetradxido de osmio, se podia observar una estructura fibrosa en las mitocondrias en

forma de barra, en ocasiones con pequefios filamentos, que se extendia por toda la periferia de la
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mitocondria, una disposicion muy similar al nucleoplasma de las bacterias (Nass & Nass, 1963).
Se trataba, efectivamente, del ADN mitocondrial, cuya relacién con el organulo en el que se
encuentra y la célula puede observarse en la figura 2. Cada célula tiene varias mitocondrias,
teniendo cada una de ellas diversas copias del ADN mitocondrial; una mutacién en el mismo
citoplasma que desemboca en dos ADN mitocondrial diferentes se denomina heteroplasmia, y
la propagacién del ADN mitocondrial mutado por las distintas células del individuo segregacion
replicativa; denominandose homoplasmia a la herencia de la siguiente generacion de uno u otro

tipo de ADN mitocondrial exclusivamente (Pierce, 2006).

Particulas de ATP-sintase

Espazo intermembrana
Matriz

Cristas

Ribosoma

Membrana interna
Membrana externa

Figura 2. La mitocondria y sus estructuras. Fuente: Elaboracion propia, a partir de Wikipedia

La similitud entre una mitocondria y las eubacterias no es casual, estando muy extendida
en la comunidad cientifica la Teoria endosimbidtica, segun la cual hace 1000 - 1500 millones
de afios una célula eucarionte anaerobia (esto es, que su material genético se encontraba
delimitado por una envoltura nuclear y que no requiere oxigeno para la obtencién de energia)
asimilé por fagocitosis una eubacteria aerobia con las enzimas necesarias para la fosforilacion
oxidativa, la ruta metabdlica de las mitocondrias para la obtencién de energia en forma de ATP;
esta relacion simbidtica se iria seleccionando hasta que llegamos a las células eucariotas de hoy
dia. Las pruebas propuestas son diversas, estando las mas prometedoras en el estudio del ADN
mitocondrial que codifica proteinas, mucho mas relacionados con las eubacterias que con las

células eucariotas (Pierce, 2006).

2.1. Caracteristicas del ADN mitocondrial.

El ADN mitocondrial tiene, aproximadamente, 16 569 pares de bases, nimero que puede
variar debido a pequefias mutaciones, ya sean inserciones o deleciones, y es circular y de doble
cadena. La mayoria del genoma mitocondrial codifica las proteinas necesarias para la
fosforilacion oxidativa necesaria para la produccion celular de energia, pero hay también una

region de unos 1122 pares de bases denominada regién control que contiene el origen de

12
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replicacion, pero no tiene la informacion para la sintesis de ninguna proteina, por lo que también
se la denomina region no codificante. Hay una distribucién asimétrica de los nucleétidos en la
doble cadena, de manera que se presenta una cadena pesada (H, heavy), y una cadena ligera (L,
light), debido a que la cadena pesada contiene una mayor proporcion de nucleétidos de guanina,
que son los que mayor masa molecular relativa tienen de los cuatro. La replicacién del ADN
mitocondrial empieza en la region no codificante en la cadena pesada en el denominado bucle de

desplazamiento o D-loop. En la figura 3 puede apreciarse la estructura del ADN mitocondrial.

16024 16365 l1 73 340 438 574
[ HV1 HV2 HV3

16024 .. R

EE ATPase 86 [ Complex 1 [CJtRNAs
[ Cytochrome b [l Complex 4 B rRNAs

Figura 3. Estructura del ADN mitocondrial y su region control. Fuente: Elaboracion propia, a
partir de Wikipedia.

Como puede observarse, la region control del ADN mitocondrial presenta tres segmentos
que se han identificado como altamente polimérficos entre individuos, denominadas regiones
hipervariables, HV1 (16 024 - 16 365), HV2 (73 - 240) y HV3 (438 - 574), siendo las dos
primeras, y ocasionalmente la tercera, las empleadas en analisis forense con fines identificativos.
El ADN mitocondrial presenta una serie de caracteristicas que lo hacen especialmente

interesante para multitud de areas de estudio (Alvarez et al., 2001):

1) Herencia materna. En la fecundacion se produce la entrada de la cabeza del
espermatozoide, estando las mitocondrias de este en el cuello, al tiempo que el évulo
presenta mecanismos para neutralizar las mitocondrias del espermatozoide que puedan
entrar en el mismo. De este modo, el haplotipo de hermanos, hijos, madre, y en general los

parientes por linea materna (véase el diagrama que se muestra en la figura 4) es idéntico.

13
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2) Alto numero de copias. Pese a que el ADN mitocondrial es mas pequefio, son de 10 a 100
las mitocondrias presentes a cada célula, teniendo cada una de ellas de 10 a 100 copias de
ADN, lo que nos daria de 100 a 10 000 copias de la molécula de ADN mitocondrial por
celula.

3) Alta tasa de mutacion. EI ADN mitocondrial presenta una tasa de mutacion 5-10 veces
mayor que el ADN nuclear, debido a que esta en una zona con un bombardeo constante de
radicales libres, al tiempo que no esta protegido por el empaquetamiento con histonas
caracteristico del ADN nuclear, a lo que se unen la baja fidelidad de la polimerasa del ADN
mitocondrial y la carencia de mecanismos de reparacion.

4) Heteroplasmia. Puede darse el caso de que coexistan dos secuencias distintas de ADN
mitocondrial, ya sea en una misma mitocondria, en una misma célula o en un mismo
individuo, determinando la segregacion replicativa los niveles de heteroplasmia. Las
mismas pueden ser:

a) De secuencia. En una posicion determinada hay mas de una base, como es la existencia
de C/T.
b) De longitud. Hay una variacion en el nimero de bases de un homopolimero, por

ejemplo, el nimero de citosinas en el fragmento poliC de HV2.

d @

P4
b i 4
ﬁ

|
L] %P T

Figura 4. Esquema de la herencia materna del ADN mitocondrial. Fuente: Laboratorio de
Identificacion Genética (Universidad de Granada).

En la tabla 2 puede verse un resumen de estas caracteristicas, asi como su comparativa

con el ADN nuclear.
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Tabla 2. Comparativa entre el ADN nuclear y el ADN mitocondrial (Butler, 2010)

Tamarno ~3,2 millones de pares de bases ~16 569 pares de bases.
Copias por célula 2 100-10 000
Cantidad del genoma 99,75% 0,25%
Estructura Lineal Circular
Herencia Biparental Materna
Ploidia Diploide Haploide
Recombinacion Si No
Repar_amo_r,] de Si No
replicacion
Individualidad Unico excepto en gemelos No diferencia Ia linea materna.
univitelinos.
Tasa de mutacion Baja De 5 a 10 veces la del ADN
' nuclear.
Secuencia de referencia Proyecto Genoma Humano Secuencia de Cambridge
(2001). (1981).

2.2. ¢ Herencia exclusivamente materna?

La herencia materna como caracteristica del ADN mitocondrial estd actualmente (y
nuevamente) en discusion; la misma se inicié en 2002 con un informe en el que se analizaba el
ADN mitocondrial de un individuo con dificultades para hacer ejercicio, descubriéndose que el
mismo presentaba heteroplasmias compuestas por ADN mitocondrial de la madre y de su padre.
La cuestion ha vuelto a salir a la palestra cientifica con un reciente y controvertido estudio en el
gue se analizan 17 miembros de tres familias diferentes con altos niveles de heteroplasmias en su
ADN mitocondrial, trece de los cuales fueron caracterizados mediante secuenciacion de su
genoma mitocondrial, deduciéndose la secuencia de los restantes individuos a partir del anélisis

de las heteroplasmias maternas presentes (Luoa et al., 2018).

Bien es cierto que el modelo falsacionista de la Ciencia de Popper sigue teniendo una
gran fortaleza en el ambito cientifico, entendiendo que la Ciencia avanza mediante la falsacion de
afirmaciones (Chalmers, 2010). No obstante, por el momento podemos considerar los casos de
herencia paterna de ADN mitocondrial como casos excepcionales que, en el presente estado de la
cuestion, no invalidan la regla general de herencia matera. Debemos esperar a estudios méas
exhaustivos y amplios para determinar esta cuestion, lo que no quita que cuando se tenga ocasion
se hagan todos los estudios posibles para, llegado el caso, tener en cuenta esta posible

eventualidad.

2.3. La Secuencia de Referencia de Cambridge (CRS).
Gracias a los avances de Sanger y su equipo en secuenciacion de ADN, en 1981 se publicd
la secuenciacion completa del ADN mitocondrial, que posteriormente se vino a conocer como la

Secuencia de Referencia de Cambridge (CRS por sus siglas en inglés, llamada asi por la
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Universidad en la que tuvo lugar el proyecto), lo que permitié el estudio de todas las
caracteristicas que acabamos de ver, como su estructura en dos cadenas o las 16 569 pares de
bases que se suele decir que tiene (Anderson et al., 1981). La utilidad de la CRS fue instantanea
para el estudio de haplogrupos o de enfermedades relacionadas con el metabolismo mitocondrial,
pero en afos posteriores se vio que la secuencia obtenida por varios investigadores no se
correspondia con la proporcionada por Sanger, de modo que se volvié a analizar con 28
fragmentos solapantes (Andrews et al., 1999), obteniéndose la Secuencia de Referencia de
Cambridge revisada (rCRS), que es la empleada actualmente, si bien la CRS y la rCRS son
iguales a nivel de la regién control. La misma se utiliza en identificacion humana mediante su
comparacion con la secuencia analizada para el caso concreto, viéndose si los polimorfismos
observados entre la muestra dubitada y la rCRS. son los mismos que los vistos en la muestra
indubitada y dicha secuencia.

Dado que que la informacién de la CRS corresponde a una mujer de ascendencia europea,
se han ido proponiendo otras secuencias de otras poblaciones, argumentandose que el empleo de
una secuencia del haplogrupo H, como es el caso, como secuencia de referencia, deriva en
problemas como la confusion entre lo que se corresponderia entre una variabilidad polimérfica 'y
la verdadera ancestralidad, o tratar mutaciones sindnimas como si no lo fueran. Es por ello que se
ha propuesto la Secuencia de Referencia Reconstruida del Sapiens (Reconstructed Sapiens
Reference Sequence, RSRS), construida con la informacion de 8216 genomas mitocondriales,

incluso del Homo neanderthalensis (Behar et al., 2012).

2.4. Aplicaciones del ADN mitocondrial.
A tenor de las distintas caracteristicas que exhibe el ADN mitocondrial, las principales

aplicaciones que tiene su investigacion son (Alvarez et al., 2001):

A) ldentificacion humana. Cuando la muestra bioldgica de la que se dispone es muy
pequefia o estd degradada, como son los pelos sin bulbo o los restos dseos antiguos, el
ADN mitocondrial se luce y obtiene informacién de donde otras técnicas han fallado para
conseguir la identificacion de una persona.

B) Investigacion bioldgica de relaciones de familiaridad. Permite relacionar individuos
emparentados por linea materna.

C) Estudios poblacionales. Los distintos haplotipos de la region control han servido a la
Antropologia molecular para establecer distintas lineas evolutivas.

D) ldentificacion de especies no humanas. El andlisis de determinados segmentos, como

el gen que codifica el citocromo B se emplean para identificar la especie.
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2.5. Problemética del andlisis de ADN mitocondrial.
Como cualquier otra metodologia de estudio, el andlisis de ADN no estd exento de

problemas, y o mismo sucede con el ADN mitocondrial (Butler, 2010):

1) Herencia Unicamente materna. El analisis de ADN mitocondrial no es aplicable a
individuos que no estén conectados por via materna, y tampoco distingue a los individuos
de la misma linea materna. Por ejemplo, el ADNmt de dos hermanos es indistinguible al de
su madre.

2) Heteroplasmias. La presencia de mas de un ADNmt en un mismo individuo complica el
analisis.

3) Ausencia de recombinacion. Siendo de herencia exclusiva y directamente materna (se
hereda en blogue), el poder de discriminacién va a estar limitado por el tamafio de la base
de datos con la que se trabaje.

2.6. Las bases de datos de ADN mitocondrial.

La enorme variabilidad de polimorfismos presentes en el ADN mitocondrial, unido al
creciente interés que tuvo en el campo médico en relacion a la investigacion de algunas
enfermedades, motivo a que en 1996 investigadores de la Universidad de Emory crearan una base
de datos a la que denominaron MITOMAP (Kogelnik, Lott, Brown, Navathe, & Wallace, 1996),
constituyéndose como una base de datos colaborativa en la que los diversos investigadores
aportan sus propias referencias de polimorfismos que han hallado en sus investigaciones.
Actualmente las frecuencias que reportan se basan en 47 412 secuencias completas de ADN

mitocondrial y 71 091 secuencias de la region control.

La necesidad de disponer de una base de datos de ADN mitocondrial de uso forense, con
sus correspondientes garantias de calidad, motivé a que en el XVIII Encuentro de la International
Society for Forensic Genetics (ISFG) se creara una base de datos que fuera abierta para toda la
comunidad forense y que permitiera disponer de datos con la calidad suficiente sobre ADNmt,
para su uso forense, surgiendo asi EMPOP (European DNA Profiling Group mtDNA Population
Database), que se caracteriza por la exigencia de control de calidad a los laboratorios que remiten
un resultado, al tiempo que la base de datos cuenta con un software que busca errores en los
mitotipos que se introducen (Walther Parson & Dir, 2007). Actualmente EMPOP cuenta con
42 839 mitotipos de los cuales 41 385 cubren HV1 y HV2, 33 447 cubren la regién control
completa y 1366 el mitogenoma completo. A la hora de hablar de bases de datos genéticas de uso
forense es imposible no acordarse de CODIS, que, si bien emplea STRs Gnicamente (en materia
de investigacion criminal), en personas desaparecidas (bases de datos genéticas civiles 0 no

criminales) permite a los diferentes laboratorios subir a su vez informacion de ADN mitocondrial,
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de HV1y HV2, aunque se prevé una nueva edicion del programa con un mayor uso del genoma

mitocondrial (Federal Bureau Investigation, s. f.)

Las bases de datos de ADN mitocondrial también tienen un gran interés para los estudios
de Antropologia Molecular. Hemos visto que los distintos haplotipos de ADN mitocondrial,
teniendo en cuenta las caracteristicas de su herencia, pueden agruparse y hacerse estudios
poblacionales en haplogrupos que complementan y ayudan enormemente la labor historica y
arqueoldgica, destacando aqui PhyloTree, que contiene 5400 haplogrupos diferentes, con las
mutaciones que los definen (van Oven, 2009). En la figura 5 se puede ver el arbol filogenético
humano generado a partir de polimorfismos de ADNmt. Otra herramienta muy Util para la
determinacion de haplogrupos es HaploGrep. Esta aplicacion esta basada en Phylotree y
actualizada periédicamente con datos obtenidos alrededor del mundo. Para utilizarla se puede
recurrir a cualquier segmento del genoma mitocondrial, generando los diez mejores resultados de
la posicion de la secuencia introducida en un haplogrupo determinado, ofreciendo una
visualizacidn interactiva de los resultados y recomendaciones de qué polimorfismos se deberian

analizar para mejorar la exactitud del resultado (Weissensteiner et al., 2016).
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Figura 5. Arbol filogenético con haplogrupos de ADN mitocondrial (van Oven, 2009)

Finalmente, ya hemos adelantado que la secuenciacion del gen que codifica el citocromo
B se ha utilizado para identificar ADN no humano y la especie a la que pertenece (Kocher et al.,
1989). En la pagina web de National Center for Biotechnology Information (NCBI) podemos
encontrar el genoma de diversas especies, animales y vegetales (National Center for
Biotechnology Information, s. f.). En el analisis de ADN no humano resultan especialmente Utiles
los algoritmos de alineacion de secuencias por pares (BLAT, por sus siglas en inglés), en los que
se introduce una secuencia dada, el programa la compara con las disponibles en su base de datos,

y devuelve la o las especies con las que hay coincidencia. Herramientas de este tipo son Ensembl,
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dedicada al estudio de vertebrados (Hubbard etal., 2002), y UCSC Genome Browser,

especializada en primates y vertebrados terrestres (Kent et al., 2002).

3. El analisis de ADN mitocondrial en restos 6seos antiguos.

Una vez establecido el potencial identificador que tenia el ADN, el propio Jeffreys se
preocupd por averiguar de qué tipo de muestras podia llegar a obtenerse, viendo que su
metodologia inicial daba problemas en unos restos esqueléticos de ocho afios de antigliedad por
obtenerse muy poco ADN, estando el mismo ademé&s degradado, desarrollando lo que
posteriormente derivaria en la metodologia de identificacion basada en STRs, con lo que si que
consiguié un resultado identificativo (Hagelberg, Gray, & Jeffreys, 1991). La recientemente
descubierta secuenciacion de Sanger para el ADN mitocondrial motivo probar la misma en los
restos esqueléticos, viéndose que en los dientes el ADN se preservaba mucho mejor que en otros
huesos (Ginther, Issel-Tarver, & King, 1992). Identificando restos 6seos de la Guerra de Vietnam,
se vio que las muestras de huesos largos presentaban un ADNmt con un mayor grado de
degradacion que los dientes, al tiempo que se acentuaba la accién de los inhibidores de la
polimerasa, consiguiendo identificar los restos amplificando pequefios fragmentos solapantes del
ADNmt (M. M. Holland et al., 1993). La utilidad del analisis de ADN en restos 4seos antiguos
es diversa: desapariciones, identificacién de victimas de atentados terroristas o de grandes
catastrofes, identificacion de restos de fosas comunes de conflictos bélicos, procesos civiles de
filiacién, adopciones irregulares (Barrio-Caballero, 2012); pero el analisis no esta exento de
problemas y cuestiones que todavia no han podido resolverse, entre ellas el analisis de restos
0seos antiguos con la finalidad de identificar al individuo. En el presente epigrafe vamos a

ahondar en esta cuestion.

3.1. Consideracién de ADN antiguo.
El primer problema con el que nos podemos tropezar es la propia formulacién del mismo,

y €s que, ¢qué se considera ADN antiguo?

En este sentido, las opiniones de la comunidad cientifica son variadas, si bien pueden
dividirse en dos grupos: los que consideran ADN antiguo como cualquier estudio del material
genético realizado sobre organismos muertos (Hofreiter, Serre, Poinar, Kuch, & P&ébo, 2001),
mientras que otros entienden como ADN antiguo el obtenido de especimenes de museo, fésiles,
y en general organismos ya extintos (Pevsner, 2009). Si bien es cierto que determinados autores,
como el sueco Svante Paabo, uno de los maximos exponentes en la materia, utiliza el mismo
término para referirse a ambos grupos de casos indistintamente, tanto para organismos ya extintos
(Krause & Padbo, 2016) como para organismos simplemente muertos, aunque también estan los
que separan ADN forense de ADN antiguo, pese a que compartan las mismas técnicas,

diferenciandose en su finalidad (Graham, 2007).
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Si bien esta discusion tiene escasa utilidad en la practica, no estd de mas intentar
proporcionar una respuesta al dilema. En este sentido, podemos colegir que ADN antiguo seria
el estudio del material genético de cualquier muestra no viva que se encuentre en un estado de
degradacion tal que las técnicas rutinarias de investigacion de ADN no permitan obtener un

resultado, incluyendo las siguientes categorias (Montiel Duarte, 2003):

1) ADN forense. Obtenido de todo tipo de muestras, con la finalidad de auxiliar al Derecho
en alguna cuestion.

2) ADN envejecido. Obtenido de material bioldgico archivado, incluido en parafina, de cortes
histolégicos, o similar.

3) ADN antiguo. Obtenido de muestras del ambito arqueolégico y paleoantropoldgico o
especimenes de museo.

4) ADN geoldgicamente antiguo. Obtenido de muestras fosilizadas con millones de afios de
antiguedad.

Mencion especial requiere lo que podriamos denominar la frontera de los 20 afios, que se
corresponde con la primera pregunta formulada por el Juez o Jueza de Instruccion cuando se
encuentran unos restos 0seos, y es si los restos hallados tienen mas de 20 afios. Esta preocupacion
tiene su fundamento en el articulo 131.1 del Cédigo Penal (Ley Organica 10/1995, de 23 de
noviembre), que establece la prescripcion de los delitos a los veinte afios de su comision cuando
la pena prevista para los mismos sea de quince 0 méas afios. Cabe plantearse como se resuelven a

Su vez estas preguntas, pero eso es materia para otra discusion.

3.2. El problema de la conservacion.

Siguiendo la discusién que acabamos de plantear, el hilo conductor que vertebra el estudio
del ADN antiguo es el problema de su preservacion. Abrimos este apartado con las
consideraciones del propio Jeffreys, que observo la problematica del analisis de ADN cuando la
muestra consistia en un hueso, observando el problema de la inhibicién de la PCR. En el propio
organismo vivo el ADN puede sufrir varios tipos de dafios con relativa frecuencia, pero estas
alteraciones cuentan con diversos mecanismos de reparacion en el propio individuo; es después
de la muerte cuando los mecanismos de reparacion cesan su funcion, pero no asi la degradacion

del material genético (Shapiro & Hofreiter, 2012).

Es después de la muerte celular cuando empieza una verdadera prueba de contrarreloj
para el analista: las nucleasas (enzimas presentes en el propio organismo cuya actividad rompe
los enlaces fosfodiéster establecidos entre las bases nitrogenadas del material genético) entran en
accion combinadas con la accion de los microorganismos, que digieren el ADN, actuando ambos
factores aleatoriamente a un ritmo estimado en el ADN mitocondrial de 5,50-10 nucledtidos por

afio transcurrido (Allentoft et al., 2012), como puede verse en la figura 6.
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Figura 6. Degradacion natural del ADN, que sigue un declive exponencial (Allentoft et al.,
2012).

Por supuesto, no son Gnicamente estos mecanismos los que intervienen en la conservacion
del ADN. Puede ocurrir que un tejido se deshidrate muy rapidamente y no actten ni las nucleasas
ni la accién bacteriana, pero aun asi el ADN se seguird degradando, aungue a un ritmo mas
pausado, debido a los siguientes efectos (Paabo et al., 2004):

A) Rotura de enlaces. Debida a la accidon degradativa de microorganismos, la accion post
mortem de enzimas nucleasas, u otros procesos quimicos; reduce la cantidad y el tamafio
del ADN.

B) Lesiones oxidativas. Se producen dafios producidos por reacciones de reduccién-oxidacion
en las bases o en la desoxirribosa, lo que resulta en una fragmentacion de la base nitrogenada
o de la pentosa, en definitiva, se modifica el nucleétido.

C) Cruce de ADN. Los fragmentos de ADN reaccionan entre si 0 con otras moléculas y forman
enlaces nuevos.

D) Lesiones hidroliticas. La pérdida del grupo amino transforma la adenina en hipoxantina
(forma degradativa intermedia), la citosina en uracilo, la 5-metil-citosina en timina, y la
guanina en xantina; transformaciones todas ellas con un enorme potencial de cambiar la
secuencia del material genético.

E) Reacciones de Maillard. Distintas reacciones quimicas de naturaleza hoy todavia incierta,
bien conocidas en Quimica Alimentaria por dar el color marrén a cervezas, carnes o galletas,
pero que implican la reaccién entre glucidos y proteinas, y ocurren también con el ADN,
degradandolo.

Estos procesos estan motivados por la accién, normalmente combinada y desigual, de
diversos factores (Barrio-Caballero, 2012):

1) Temperatura. Probablemente el factor que mas condiciona la conservacion del ADN, las
bajas temperaturas favorecen su conservacion debido a que ralentizan las distintas
reacciones gue acabamos de ver, mientras que las altas temperaturas precisamente favorecen
estos procesos. A su vez, las altas temperaturas pueden deshidratar el tejido y preservar el
material genético de determinados procesos degradativos.
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2)

3)

4)

5)

Humedad. La accion disolvente del agua favorece la presencia de sustancias organicas que
tengan actividad inhibidora de la ADN polimerasa, al tiempo que favorece la degradacién
oxidativa e hidrolitica.

pH. Un pH acido altera el estado de oxidacidon del fosforo contenido en el fosfato del ADN,
lo que a pH muy bajo acaba por fragmentarlo en sus unidades mas elementales (Young,
Rawlence, Weyrich, & Cooper, 2014). Por el contrario, un pH alcalino afecta los puentes
de hidr6geno, provocando a valores muy altos de pH una separacién de las doble cadena
por fendmenos de deprotonacion (Ageno, Dore, & Frontali, 1969). Valores de pH neutro o
ligeramente alcalinos, cercanos al fisioldgico, favorecen la preservacion del ADN (Lindahl,
1993).

Componentes del suelo. Los distintos minerales presentes en el suelo tienen un efecto
desigual en el ADN. Por ejemplo, la arena, compuesta fundamentalmente por cuarzo, tiene
capacidad absorbente, secuestrando el ADN y protegiéndolo de la accion de otros agentes
degradantes (Romanowski, Lorenz, & Wackernagel, 1991). EI mismo fenémeno sucede con
las arcillas, viéndose que el analisis del suelo en busca de ADN es muy prometedor
(Alvarez, Khanna, Toranzos, & Stotzky, 1998). Pero, sobre todo hay que tener en cuenta la
capacidad degradativa de las sustancias hdmicas, un grupo heterogéneo de sustancias
derivadas de la descomposicion de restos animales y vegetales, que tienen una accion
inhibidora de la PCR (que veremos a continuacién) y la capacidad de formar enlaces con el
ADN (Zipper et al., 2003), lo que incluso puede llegar a protegerlo de la accion degradativa
de otras sustancias (Crecchio & Stotzky, 1998).

Inhibidores de la PCR. Pese a que la naturaleza de la accion de las sustancias que influyen
negativamente en la amplificacién del ADN es, a dia de hoy, incierta, lo que esta claro es
gue su presencia influye negativamente en el analisis del mismo. Suelen ser compuestos
derivados del suelo o de la propia degradacion organica. Los acidos himicos y fulvicos del
suelo tienen una accién inhibidora de las enzimas biolégicas, afectando negativamente a la
reaccion de la PCR. Los residuos derivados de la porfirina, sustancia presente en hojas

vegetales, sangre, y tejidos blandos, tienen también una actividad inhibidora de la PCR.

3.3. La importancia de la muestra de restos 6seos.

A nadie escapa que la importancia del estudio de los restos 6seos cuando se trata el asunto

del ADN antiguo radica en el hecho de que es la estructura biolégica que mas y mejor permanece

en el tiempo desde la muerte del individuo, exceptuando algunos escenarios concretos como el

permafrost (véase el caso de Otzi) o los pantanos o ciénagas, en los que la acidez de la turba puede

hacer desaparecer los huesos.

El tejido 6seo no deja de ser tejido conectivo denso especializado, compuesto igualmente

de células embebidas en una matriz, cuya calcificacion es la que le confiere sus propiedades
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diferenciadoras (relativamente livianos, gran dureza, resistencia, elasticidad), cuyas funciones
principales son la estructural, la protectora y la homeostasis con respecto al calcio. Desde un
examen macroscopico puede apreciarse que el hueso se organiza de dos maneras diferentes,
teniendo por un lado el tejido 6seo compacto o cortical, visto como una masa sin espacios, y el
tejido 6seo esponjoso o trabecular, compuesto por finas hojas o trabéculas que se entrecruzan
en diferentes direcciones. Casi todos los huesos se componen de ambos tipos de tejido 6seo,
aunque en proporciones diferentes: por ejemplo, en los huesos largos, la diafisis (zona més
medial) presenta una mayor composicion de hueso cortical, que envuelve el canal medular,
mientras que las epifisis (zonas mas distales) se componen principalmente de hueso esponjoso. A
nivel histolégico el hueso contiene como unidades fundamentales los sistemas de Havers, (ver
figura 7), cilindros en los que la matriz 6sea se dispone a modo de laminas concéntricas,
situandose las células 6seas u osteocitos en unas lagunas contenidas entre estas laminas de matriz
6sea. La matriz 6sea se compone fundamentalmente de fibras de colageno y osteocalcina, que se
une a los cristales de hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2), componente principal del hueso. Los
células dseas son fundamentalmente tres: los osteoblastos (generadoras de hueso) los osteoclastos
(degradadoras de hueso) y los osteocitos, verdaderas células Gseas, que no son mas que
osteoblastos que quedan incluidos en el hueso cortical, y cuya funcién es la de mantenimiento del
tejido 6seo (Briel, Christensen, Tranum-Jensen, Qvortrup, & Geneser, 2012)

Hueso compacto/
Laguna con osteocitos cortical

Hueso trabecular/
esponjoso

Conducto de
Havers

Conducto de
Volkmann

Figura 7. Esquema del tejido 6seo cortical y trabecular. Fuente: Wikipedia.

De lo visto anteriormente podriamos pensar que la mejor zona del hueso para obtener
ADN con el que poder hacer una identificacion es la médula 6sea, el centro esponjoso en el que
se producen las células sanguineas. El problema es que ese hecho tampoco pasa desapercibido a
los microorganismos, productores de esas reacciones nucleasas que veiamos antes. Es por ello
que la zona que se tomara para el andlisis de ADN es la de hueso cortical, que contiene osteocitos
aislados en lagunas de hueso cortical, lo que los aislaria parcialmente de microbios y sustancias

quimicas, preservando con ello el material genético.
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Una vez establecido qué parte del hueso es la que se analizard, la pregunta que nos asalta
es, precisamente, de qué pieza 6sea vamos a tomar la muestra. De un estudio de analisis de STRs
realizado sobre 25 361 huesos y dientes procedentes de tres momentos diferentes: el conflicto
armado de Bosnia y Herzegovina de 1992, la caida de Srebrenica de 1995, y el conflicto de
Kosovo de 1999. Se observd que son las muestras de fémur y las muestras de dientes las que
mejor ratio tienen de conseguir un resultado en el andlisis de ADN, mientras que la clavicula, el
cubito o el radio son los que menos resultados arrojan, como se refleja en la figura 8 (Milos et al.,
2007). Generalmente, el fémur es el hueso mas pesado y resistente del cuerpo, pudiendo
confundirse si estd fragmentado con la tibia o el humero, y que aporta mucha informacion

antropoldgica valiosa para la estimacion del sexo, la edad, o la estatura (Burns, 2007).
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Figura 8. Ratio de obtencién de un perfil por tipo de hueso. Fuente: Elaboracién propia, a partir
de Milos et al., 2007.

Mencion especial requiere un pormenorizado estudio histolégico de las piezas dentales,
que pueden ser deciduos, presentes en los primeros afios del individuo, siendo posteriormente
reemplazados por la denticion permanente, ambas de similar composicion, y cuya erupcion es
bastante estable en las diferentes poblaciones, permitiendo el desarrollo de atlas para la estimacion
de la edad. Los dientes se componen fundamentalmente de una corona, que sobresale de la encia,
recubierta por esmalte, y una raiz, incrustada en el alvéolo del maxilar o del mandibular, con un
espacio interior denominado cavidad pulpar, que incluye ramificaciones vasculares y nerviosas,
y es por tanto donde va a encontrarse el ADN que podamos analizar. Rodeando la cavidad pulpar
esta la dentina, mas gruesa en la corona, donde se encuentra rodeada del esmalte. Esta estructura
especial (figura 9), que protege enormemente la cavidad pulpar hace que los dientes sean

particularmente propicios para el analisis de ADN.
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Figura 9. Estructura del diente. Fuente: Wikipedia

Los huesos son, por tanto, una fuente muy valiosa de ADN para identificacion humana,
pero dados los efectos de la degradacion del ADN, la clave esta en conseguir aislar la cantidad
suficiente de ADN para hacer el anélisis. En este sentido, se estan estudiando las posibilidades de
obtener mayor cantidad de ADN y de mejor calidad, a lo que un estudio realizado sobre el hueso
petroso (region del craneo que contiene el canal auditivo), el fémur y los dientes del mismo
esqueleto. Se observé que dicho hueso craneal contenia mas cantidad de ADN y mejor
preservado, debido presumiblemente al alto grado de compactacion 6sea de esta zona,
presentando ademas la ventaja de que puede extraerse con bisturi sin alterar gravemente la
morfologia del craneo, y por extension los estudios antropolégicos que pudieran hacerse del
mismo (Pilli et al., 2018). Otro estudio ha apuntado a que se puede obtener también ADN en buen
estado de conservacion de las raices de los dientes, lo que puede resultar Gtil en caso de que no se
disponga de la camara pulpar (Dutra Corréa et al., 2017). No obstante, estos estudios se han
realizado sobre marcadores de ADN nuclear, siendo menester realizar pruebas sobre ADN
mitocondrial, resultando necesario un analisis mas completo de qué huesos resultan idéneos para
el analisis de ADN, y si esta cuestion depende Unicamente de la estructura 6sea a nivel anatémico
o tisular, o si, por el contrario, tiene que ver con el sexo del individuo, la poblacion, el tipo de
enterramiento, las caracteristicas del suelo, la conservacion que se haga posteriormente de la

muestra, etc.

Sea cual sea, la toma de muestra es un proceso crucial, pues con unas minimas
precauciones puede facilitar mucho el trabajo posterior en el laboratorio, dado que una
manipulacién incorrecta de la muestra puede, incluso, eliminar la posibilidad de analisis. Llevar
guantes durante la excavacion, cepillar los huesos en lugar de lavarlos con agua, y almacenarlos
en un lugar fresco y seco inmediatamente a su excavacion, pueden hacer una gran diferencia,
maxima si se usa mascarilla y mono, se limpian las herramientas entre muestras, se protege el

lugar de los elementos, se entrena al personal y se registra toda la actividad (Llamas et al., 2017).
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3.4. Criterios de autenticidad del analisis de ADN antiguo.

Las dificultades anteriormente descritas tienen varias consecuencias para el anélisis del

ADN antiguo, siendo por tanto imperativo disponer de unos criterios que garanticen la validez

tanto del proceso como del resultado del mismo, criterios que orbitan alrededor de los mismos

tres puntos: controles de extraccion en paralelo con las extracciones de ADN antiguo para

verificar la presencia o ausencia de contaminacioén de los reactivos y soluciones durante el

procedimiento, amplificar las mismas secuencias de ADN en varios extractos del mismo

individuo, y la existencia de una correlacién inversa entre el grado de conservacion de la muestra

y el tamafio del amplicon obtenido (Paabo et al., 2004). Estos criterios se han visto ampliados

hasta llegar a la lista siguiente (Poinar, 2003):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Trabajar en un &rea fisicamente aislada. Para evitar la contaminacion, es esencial que el
trabajo se desarrolle en un laboratorio aislado y dedicado exclusivamente a muestras con
bajo nimero de copias de ADN, si es posible, en otras dependencias o instalaciones en las
gue no se desarrolle trabajo con material genético. La extraccion y amplificacion del ADN
serian efectuados en este espacio, trasladando las etapas posteriores al laboratorio habitual.
Control de amplificacion de la PCR. Es conveniente hacer controles periédicos de la
amplificacién mediante blancos que contengan Unicamente agua y los reactivos necesarios
para la PCR, al mismo tiempo que en cada analisis se introduce un control negativo,
llevando en todo momento un registro de las contaminaciones detectadas.
Comportamiento molecular. Los resultados obtenidos deben estar acordes al estado de
degradacion del ADN de la muestra: no cabe esperar, por ejemplo, obtener una
secuenciacion completa de unos restos muy antiguos, lo que se deberia mas probablemente
a una contaminacion que a un analisis exitoso.

Cuantificacion. ElI namero de copias de ADN contenidas en la muestra debe estimarse, ya
sea por PCR en tiempo real o PCR competitiva, de modo que, si el nimero de moléculas
presentes en el extracto es menor de 1000, puede llegar a ser imposible excluir la posibilidad
de contaminacion, especialmente con ADN humano.

Reproducibilidad. Los resultados deben poder repetirse sobre 1os mismos u otros extractos
de ADN del mismo espécimen con el que se esta trabajando.

Clonacién. Debe verificarse la secuenciacion de los productos de PCR mediante la
clonaciéon de los productos de amplificacién y secuenciacion (al menos diez) para
determinar si ha habido contaminacion y en qué cantidad.

Repetitividad. Implica la extraccion, amplificacion y secuenciacion de muestras separadas
del mismo individuo por laboratorios independientes.

Preservacion bioquimica. Se puede obtener informacién indirecta sobre el estado de

conservacion del ADN midiendo la cantidad, composicion y alcance de los cambios
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ocurridos en los amino&cidos y otros residuos de la muestra. En el caso de que las muestras
sean para analisis forense, es también recomendable examinar otros marcadores como la
oxidacion de &cidos grasos o peroxidacion lipidica.

9) Restos asociados. En restos humanos con restos animales asociados, la conservacion de
ADN en estos Ultimos puede resultar muy halagiefia en lo que a la conservacién del ADN
humano se refiere, por lo que también es aconsejable su amplificacion por PCR.

10) Sentido filogenético. Las secuencias obtenidas deberian situarse en un arbol filogenético
con otros haplotipos conocidos con el fin de asegurar la autenticidad de los resultados,
especialmente cuando se detectan pseudogenes mitocondriales (informacién de ADN

mitocondrial no codificante contenida en el ADN nuclear).

4. Procedimiento de analisis de ADN mitocondrial en restos 6seos.

Ahora que ya sabemos, como tenemos que proceder, veamos las técnicas concretas que
tenemos que aplicar. El estado en el que vamos a encontrar las muestras, minimas o muy
degradadas, hace que el procedimiento analitico sea especialmente costoso y elaborado (Alvarez
etal., 2001). El procedimiento analitico puede dividirse en cuatro etapas basicas: preparacion de
la muestra, amplificacion del ADN, secuenciacion, y analisis e interpretacion de resultados. La
principal diferencia que tiene el analisis de ADN mitocondrial con respecto al andlisis de rutina
de ADN nuclear es la secuenciacion, precedida y seguida de procesos de purificacion. Veamos,

uno por uno, los distintos pasos.

4.1. Preparacion de la muestra.

Tratandose de huesos y dientes es necesario hacer una limpieza previa de las piezas,
limpiando la superficie externa de las mismas con una lima o minitaladro tipo Dremel, siendo de
especial utilidad en este caso el empleo de una cabina de extraccién de huesos, cuyo objetivo
principal es aislar todavia mas la muestra y evitar la obstruccion de la campana de flujo laminar
en la que se trabaje, consistiendo la misma en una urna de metacrilato con tapa extraible y orificios
laterales para introducir los brazos, una Dremel, Util tanto para cortar, como para lijar o pulverizar,

y un aspirador conectado a la urna que aspire los residuos generados por la operacion (figura 10).

Junto con la eliminacion de la superficie hay descritas otras dos técnicas de
descontaminacién: irradiacion con luz ultravioleta y lavado quimico (Kaestle & Horsburgh,
2002). El lavado quimico mediante la sumersion de las piezas en lejia diluida o agua destilada
puede no ser suficiente para eliminar todo el ADN exo6geno de los poros de la muestra, pero si
como para que las sustancias quimicas penetren y afecten al ADN de la misma; la irradiacion con
ultravioleta pierde mucha eficacia si la muestra tiene una forma irregular, del mismo modo que
puede no penetrar de manera suficiente la superficie de la muestra y destruir el ADN exdgeno,

pero si que puede ser lo suficientemente potente como para destruir el ADN enddgeno. Esto se
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debe al efecto ionizante de la luz ultravioleta, sobre todo de la luz ultravioleta C (10 - 400 nm),

capaz de fragmentar las cadenas de ADN (Hall & Ballantyne, 2004).

Figura 10. Lijado de diente en urna de metacrilato.

4.2. Extraccion del ADN.

Hay distintos protocolos de extraccion, viniendo la eleccion de los mismos dada por el

tipo de muestra, el estado en el que se encuentra, o la cantidad de la misma. Esta fase tiene el

objetivo de romper la matriz celular y liberar el ADN del mismo. De las distintas posibilidades

que podemos manejar, caben destacar cuatro (Barrio-Caballero, 2012):

A) Extraccion con fenol:cloroformo. Adaptacién del procedimiento estandar, las muestras

B)

C)

son digeridas con proteinasa K (que rompe las membranas celulares) y un detergente (Triton
X-100, SDS, u otro) mezclando el digerido con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(mezcla 25:24:1), quedando el ADN en la fase acuosa, que se filtra por centrifugacion.
Silice-sal. Al pulverizado de hueso o diente se afiade una solucion de extraccién con EDTA
(&cido etilendiaminotetraacético), se deja incubar y se aflade GuSCN (tiocianato de
guanidinio) concentrado con acetato sodico y una suspension de gel de silice (silicato
sodico), a la que se une el ADN, incubandolo todo en la oscuridad. Una vez descartado el
sobrenadante, se lava la silice con buffer y etanol, para luego resuspender el ADN con TE
(Tris-EDTA).

Desmineralizacion-silice. Método variante del anterior, centrado en desmineralizar
completamente la matriz 6sea con EDTA, sarkosyl (sodio lauril sarcosinato) y proteinasa
K, se filtra, y se purifica e incluso repurifica mediante kits comerciales.
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D) Fishing. El pulverizado se somete a una extraccion estandar con EDTA, SDS y proteinasa
K y el sobrenadante se somete repetidas veces a un buffer de unién y lavado, se filtra, se
incuba la muestra con primers marcados con biotinas, para luego inmovilizar el ADN con
particulas magnéticas recubiertas de estreptadivina, proteina que presenta una gran afinidad

por la biotina. Se hacen diversos lavados y se resuspende el ADN en agua o TE.

Como todo en la vida, cada protocolo tiene sus ventajas y sus inconvenientes, los cuéles

se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Comparativa de los distintos protocolos de extraccion de ADN en restos éseos (Barrio-
Caballero, 2012).

Desmineralizacion-

Fenol:

flice-sal o Fishin
cloroformo st silice shing
Mayor Mayores Mayores resultados. = Elimina
rendimiento. = resultados. Elimina inhibidores. ' inhibidores.
. Mayor Eliminacion de Procesado a gran Rapido.
Ventajas o :
pureza. inhibidores. escala. Gran numero de
Protocolo Automatizacion. muestras.
estandar. Automatizacion.
No elimina Largo. Contaminacion Menor
. inhibidores. = Complejo. cruzada posible. rendimiento.
Inconvenientes L. L
Toéxico. Automatizacion no = Coste elevado.
Largo. validada.

Con todo lo dicho podemos quedarnos con la realizacién de una pulverizacién con
Freezer/Mill®, aparato que usa nitrégeno liquido, en el que las muestras a pulverizar se
introducen en viales que contienen un cilindro metalico y mediante un proceso electromecénico
permite llevar a cabo la pulverizacion. Como alternativa sin nitrogeno liquido tenemos el
TissueLyser 11 de Qiagen, un agitador en el que las muestras se encierran en viales metalicos
con esferas metalicas que se agitan muy rapidamente durante poco tiempo, pulverizando las
muestras sin generar excesivo calor que pudiese altear la muestra. Tanto los viales como todos
sus accesorios deben ser sometidos a limpieza con lejia al 10% y expuestos a luz UV durante 15
minutos. Pese a que la bibliografia muestra que el método de silice-sal es el que mejor rendimiento
tiene (Rohland & Hofreiter, 2018), nos centraremos en el protocolo de fenol:cloroformo por ser
el que mejor supera un balance de costes-beneficios y ser el mas frecuente en laboratorios

forenses. El procedimiento seria el siguiente:

1) Preparar un control negativo de extraccion pasando un hisopo estéril por el vial de
TissueLyser Il introduciéndolo en un Eppendorf y afiadiendo 4125 pul de EDTA 0,5M (a pH
8), 375 pl de proteinasa K (1 mg/100 ul), 200 ul de DTT 1M y 300 pl de SDS (dodecil
sulfato de sodio) al 10%.

2) Dependiendo de la muestra escogida:
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a) Hueso. Cortar un fragmento de hueso cortical de 2x1 cm con minitaladro, empleando
un disco nuevo con cada muestra. Limar la superficie externa con el propio minitaladro
y hacer fragmentos méas pequefios, colocandolos en el vial de TissueLyser II.

b) Diente. Limar la superficie con el minitaladro, eliminando la maxima cantidad posible
de raiz y esmalte.

3) Programar dos ciclos de 300 Hz de 1 minuto. Nos debera quedar un pulverizado fino.
Realizar una nueva etapa si es necesario.

4) Colocamos el pulverizado en papel de aluminio y pesamos 1 gramo de pulverizado en un
tubo Falcon.

5) 4125 pl de EDTA 0,5 M (a pH 8), 375 ul de proteinasa K (1 mg/100 pl), 200 pl de DTT
1 My 300 pl de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10%. Incubar toda la noche en agitacion
a 56°C.

6) Afadimos 4125 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), segun la cantidad de
buffer, agitamos 30 segundos hasta conseguir una emulsion e inmediatamente se centrifuga
a 10 000 g.

7) Pasamos el sobrenadante a filtros Amicon Ultra-4 de 30 kDa previamente hidratados con
100 ul de agua estéril, centrifugando los filtros 10 minutos a 500 g. Centrifugar de nuevo si
es necesario.

8) Anadimos 400 pl de agua estéril y centrifugamos de nuevo.

9) Aifadimos 100 pl de agua estéril, colocamos el filtro invertido en un nuevo tubo Eppendorf,

y centrifugamos 5 minutos a 1000 g.

4.3. Amplificacion del ADN mitocondrial.

En este paso hay también multitud de técnicas, que van a depender todas del estado de
degradacion de la muestra: en muestras recientes o de buena calidad es posible amplificar la
region control completa, o incluso todo el genoma mitocondrial (recordemos el interés que puede
tener el gen del citocromo B), pero si se sospecha que la muestra esta degradada habra que ir
r