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Introducción. A diferencia de otro tipo de investigaciones, el análisis de ADN antiguo (ADNa) requiere 
la implementación de condiciones metodológicas y de infraestructura especializadas que garanticen 
la autenticidad de los resultados. Uno de los criterios de autenticidad para este tipo de muestras es 
la cuantificación del material genético, en la cual es común el uso de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo real, por su sensibilidad y especificidad. La implementación 
de estas metodologías y de las condiciones necesarias para el cumplimiento de los requisitos de 
autenticidad hace que este tipo de investigación sea dispendioso y costoso.
Objetivo. Generar una estrategia de cuantificación del ADN mitocondrial de muestras seriamente 
degradadas mediante un sistema sencillo y de fácil implementación. 
Materiales y métodos. El sistema se basa en el uso de iniciadores que posibilitan la amplificación 
específica de fragmentos cortos del ADN mitocondrial. La posterior purificación de este fragmento permite 
generar una curva estándar con concentraciones acordes al estado de degradación de la muestra.
Resultados. Se detectó ADN antiguo proveniente de restos óseos y tejidos momificados de diferentes 
fechas. Además, el sistema permitió detectar la presencia de agentes inhibidores del ADN.
Conclusión. La implementación de la estrategia aquí planteada es sencilla, puede reducir los costos 
de la investigación y, además, permite la detección de ADNa en muestras muy degradadas, así 
como la discriminación entre las muestras que no poseen material genético y aquellas que presentan 
agentes inhibidores.
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Real-time quantification to analyze historical Colombian samples detecting a short fragment 
of hypervariable region II of mitochondrial DNA

Introduction: Unlike other molecular biology studies, the analysis of ancient DNA (aDNA) requires 
special infrastructure and methodological conditions to guarantee the quality of the results. One of the 
main authenticity criteria is DNA quantification, where quantitative real-time PCR is often used given its 
sensitivity and specificity. Nevertheless, the implementation of these conditions and methodologies to 
fulfill authenticity criteria imply higher costs.
Objective: To develop a simple and less costly method for mitochondrial DNA quantification suitable 
for highly degraded samples.
Materials and methods: The proposed method is based on the use of mini-primers for the specific 
amplification of short fragments of mitochondrial DNA. The subsequent purification of these amplified 
fragments allows a standard curve to be constructed with concentrations in accordance to the state of 
degradation of the samples.
Results: The proposed method successfully detected DNA from ancient samples including bone 
remains and mummified tissue. DNA inhibitory substances were also detected.
Conclusion: The proposed method represents a simpler and cost-effective way to detect low amounts 
of aDNA, and a tool to differentiate DNA-free samples from samples with inhibitory substances.
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El análisis de ADN antiguo (ADNa) es un área 
complementaria de otras disciplinas como la 
antropología y la arqueología, orientada a la 
reconstrucción y descripción de migraciones, de 
la estructura social y las costumbres funerarias de 
comunidades antiguas (1,2). Dicho tipo de análisis 
recurre a estrategias de la biología molecular, con 
el fin de recuperar material genético a partir de 
especímenes hallados en contextos arqueológicos 
o en museos (1,3).

A diferencia de otro tipo de muestras sometidas 
a análisis genéticos, las muestras antiguas, 
particularmente las recuperadas en contextos 
arqueológicos, han estado expuestas a agentes 
ambientales como el sol, los compuestos químicos 
del suelo y la humedad, entre otros, durante 
periodos prolongados, y esto genera daños en el 
ADN que dificultan su obtención y procesamiento 
para un posterior análisis (4,5). Además, como con-
secuencia de tales daños, este material genético es 
más propenso a la contaminación con ADN foráneo, 
particularmente ADN moderno, el cual puede 
provenir del personal encargado de la excavación o 
del laboratorio (5). Considerando estas dificultades, 
se ha planteado una serie de mínimos requisitos 
técnicos y de infraestructura a los laboratorios 
dedicados a este tipo de estudios, con el fin de 
garantizar que sus resultados provengan del análisis 
de los restos óseos antiguos y no sean producto de 
contaminación, es decir que sean auténticos (6).

Uno de los criterios de autenticidad más importantes 
en el desarrollo de proyectos con ADN antiguo es la 
cuantificación del número de copias de ADN, con lo 
cual se trata de relacionar el número de moléculas 
de ADN obtenidas con el estado de conservación 
de los restos humanos. En este sentido, lo usual 
es encontrar escasa cantidad de material genético 
en estas muestras muy degradadas, en tanto que 
hallar una gran cantidad de ADN podría suponer 
la presencia de moléculas contaminantes (7). La 
cuantificación de ADNa no solo permite inferir 
la autenticidad de las muestras, sino que aporta 
información relevante para la implementación o 
modificación de protocolos de extracción y ampli-
ficación acordes con la cantidad del material 
genético disponible (8).

Considerando la necesidad de implementar siste-
mas de cuantificación idóneos para la detección de 
material genético antiguo, se planteó una estrategia 
que integra el uso de miniiniciadores (miniprimers) 
para la amplificación de fragmentos cortos espe-
cíficos de ADN mitocondrial, y la detección de 
dichos fragmentos en tiempo real mediante la 
determinación de su interacción con una sustancia 
fluorogénica (9,10).

Materiales y métodos

Selección de la muestra

Para el análisis genético de estas muestras 
se contó con la autorización de intervención 
arqueológica emitida por el Instituto Colombiano 
de Antropología e Historia (ICANH) (Nº 45 para 
Ubaté y Nº 4194 para Tibanica). Las 25 muestras 
de hueso analizadas provenían de dos hallazgos 
arqueológicos de la región central de Colombia 
(sabana de Bogotá). El material óseo recuperado 
del sitio arqueológico Tibanica (Soacha), se ha 
asociado a las siguientes fechas determinadas por 
14C: 940 ± 40 d. C., 1.180 ± 40 d. C. y 1.350 ± 40 
d. C.. El material óseo de Ubaté se encontró en un 
sitio a cielo abierto habitado por cazadores recolec-
tores, y se establecieron dos fechas determinadas 
por 14C: 5.655 ± 30 AP y 5.545 ± 30 AP. Asimismo, 
se procesó tejido muscular proveniente de tres 
momias pertenecientes a la colección del Museo 
del Oro de Bogotá (cuadro 1).

Con el fin de construir una curva estándar especí-
fica para la cuantificación del ADN mitocondrial, 
se incluyeron en el estudio un grupo de muestras 
recientes y una línea celular linfoide (9947A), material 
genético que se procesó en un espacio diferente 
al área de trabajo con los especímenes antiguos. 

Criterios de autenticidad

Se tuvieron en cuenta los siguientes criterios 
mínimos de autenticidad: 

a) presencia de controles de extracción y 
amplificación; 

b) áreas de trabajo separadas físicamente para 
los procesos previos y posteriores a la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR); 

c) áreas y reactivos exclusivos para el trabajo con 
material antiguo; 

d) verificación de la repetibilidad y la replicación de 
los resultados en un laboratorio independiente, y 

e) la tipificación y el cotejo de las secuencias obte-
nidas con los perfiles de los investigadores (6,11). 
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Todas las posiciones polimorfas detectadas se 
compararon con los haplotipos de los investigadores 
encargados de la manipulación de las muestras, 
cuya verificación estuvo a cargo de grupos de 
investigación independientes o se hizo mediante la 
repetición de los ensayos a partir de, por lo menos, 
dos muestras diferentes del individuo.

Extracción del material genético

De las muestras de hueso se tomaron 3 cm del 
tercio medio de la diáfisis o fragmentos óseos con 
un peso aproximado de 3 g, y 30 mg de tejido 
momificado. En el caso del material óseo, este se 
sometió a un proceso de limpieza mecánica para 
remover por completo el periostio y el endostio 
mediante desgaste, usando lijas de grano de 120. 
Después de la limpieza mecánica, la pieza ósea 
se sometió a un proceso adicional de limpieza con 
luz ultravioleta durante 15 minutos, seguido de 
lavados con dodecilsulfato sódico (SDS) al 10 %,                                                                                     
hipoclorito de sodio libre de metales pesados, 
etanol y agua Mili-Q®. La pieza ósea se dejó 
secar y posteriormente se pulverizó con ayuda del 
programa automático de un equipo Freezer Mill 
6750. El proceso de lavado y pulverización de los 
tejidos momificados fue igual al de las piezas óseas, 
pero la exposición a la luz ultravioleta se redujo a 
cinco minutos, de acuerdo con las modificaciones 
propuestas por el fabricante para el procesamiento 
de tejidos blandos (12).

Se tomaron alícuotas de 300 mg del material 
pulverizado para someterlas a un proceso de 
digestión con proteinasa K en presencia de 
agentes emulsificantes y decalcificantes, a una 
temperatura de 56 °C durante un lapso de tiempo 
superior a 12 horas. Para la obtención y la purifi-
cación del material genético, se consideraron dos 
estrategias de extracción: con fenol, cloroformo 
y alcohol isoamílico (25:24:1), según se describe 
en otro estudio (13), y mediante el uso de resinas 
de sílice en presencia de sales caotrópicas con 
el kit QIAamp DNA Investigator Kit® de la casa 
comercial QIAGEN, aunque modificando las etapas 

previas a la interacción del ADN con la membrana 
para permitir la inclusión de 300 mg de tejido al 
protocolo descrito por los fabricantes (12).

El material genético reciente se obtuvo a partir de 
sangre de los investigadores involucrados en el 
proyecto y se preservó en tarjetas FTA® siguiendo 
el protocolo de extracción del fabricante (12).

Cuantificación del material genético y análisis 
de datos

El material genético extraído a partir de las muestras 
antiguas y de las diluciones seriadas de la curva 
estándar se detectó mediante la amplificación de 
un fragmento específico de 123 pares de bases 
de la región hipervariable II, haciendo uso de 
iniciadores reportados por otros autores y del kit 
Eva Green Dye®, el cual usa tintes fluorescentes 
que interactúan con el ADN de doble cadena 
(9,10). Los resultados se registraron con el sistema 
de detección 7500 Real-Time PCR System®. 

Las condiciones de termociclaje fueron las siguien-
tes: 98 °C durante 30 segundos, 40 ciclos de 
98 °C durante 5 segundos y 55,5 °C durante 30 
segundos. Con el fin de evitar la detección de ADN 
no humano, que puede estar presente en este tipo 
de muestras, se usaron iniciadores específicos 
para la amplificación de un segmento de la región 
hipervariable II del ADN mitocondrial, el cual se 
verificó mediante una curva de fusión generada 
bajo las siguientes condiciones: 95 °C  durante 15 
segundos, 65 °C durante un minuto, 95 °C durante 
15 segundos y 65 °C durante 15 segundos.

Se verificaron la veracidad de los resultados de 
los estándares y las muestras mediante el uso de 
réplicas en cada ensayo y su repetibilidad mediante 
múltiples réplicas independientes realizadas en 
diferentes días.

Diseño de la curva estándar

El material genético amplificado de los controles 
con ADN reciente se corrió en un gel de agarosa al 
2,5 %; se recuperó una banda de 126 pb, la cual 

Cuadro 1. Procedencia, edad, tipo de tejido y tamaño de las muestras procesadas.

Nombre de la 
excavación

Ubicación geográfica Tamaño de 
la muestra

Datación por 14C:
años antes del 
presente (AP)

Tipo de tejido

Ubaté Ubaté, Cundinamarca   6 5600 Fragmentos óseos
Tibanica Soacha, Cundinamarca 19   600 Huesos largos y fragmentos de hueso
N/A* Colección del Museo del Oro   3 N/A** Músculo momificado 

* No se contó con la información sobre la ubicación y datación de los tejidos momificados recuperados de la colección del Museo del Oro.



478

Biomédica 2016;36:475-82Pérez LA, Rodríguez F, Langebaek CH, Groot H

corresponde al fragmento de la región hipervariable 
II desde la posición 34 hasta la 159 del ADN 
mitocondrial. El ADN libre de dNTP e iniciadores 
se purificó de la matriz de agarosa mediante el 
estuche GeneJet Gel Extraction Kit™ (Thermo 
Scientific) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante (14).

Este ADN de control purificado se cuantificó 
mediante espectrofotometría (Nanodrop 1000™, 
Thermo Scientific) y se lo consideró como el ADN 
de control para la generación de la curva estándar. 
A partir de una concentración inicial de 16,6 ng/
µl, se generaron diluciones seriadas manualmente 
con un factor de 1:2 para generar siete puntos en 
la curva estándar, tal como se ha descrito otros 
estudios (15). Sin embargo, los ensayos iniciales 
de esta estrategia de cuantificación indicaron que 
las muestras procesadas presentaban concentra-
ciones de ADN por debajo de los puntos generados 
en esta primera curva estándar; por esta razón, fue 
necesario incluir ocho puntos adicionales partiendo 
de una concentración de 0,8 ng/µl con un factor de 
dilución de 1:10. Se rechazaron las curvas estándar 
con coeficiente de correlación menor de 0,95 y los 
puntos que se desviaban significativamente de la 
línea de tendencia.

Resultados

Cuantificación del material genético mitocondrial

Con la metodología propuesta se obtuvo una 
curva estándar con 15 puntos que abarcaban 
concentraciones desde 16 hasta 8 x 10-9 ng/µl 
(siete copias por µl), con una correlación superior al 
95 % (figura 1) y una eficiencia de reacción de 1,5. 
Debido a que las diluciones seriadas se hicieron 
manualmente, la curva que se presenta carece 
de cierta linealidad, sin embargo, el coeficiente de 
correlación lineal obtenido se ajusta a los estándares 
sugeridos por otros autores (16,17). 

Cuantificación de muestras óseas antiguas 

De las dos estrategias de extracción consideradas, 
solo fue posible detectar material genético a partir 
de muestras biológicas procesadas con la estra-
tegia de resinas de sílice, sistema de extracción 
cuya idoneidad ha sido reportada por otros autores 
(18-20). Con este sistema de extracción y la 
estrategia de cuantificación propuesta, se logró 
detectar señales replicables para la mayoría de 
las muestras con valores de desviación menores 
de tres ciclos. Estos valores, conjuntamente con 
las estimaciones obtenidas en la curva estándar, 
indicaron que las muestras contaban con una 

concentración promedio de 8,6 x 10-14 ng/µl; 
las muestras con concentraciones inferiores no 
pudieron replicarse (cuadros 2 y 3).

Se determinó la especificidad de la amplificación 
mediante la determinación de temperaturas de 
fusión. Las curvas que muestran una temperatura 
de fusión del fragmento igual a 83,3 °C correspon-
den a fragmentos con valores de fusión específicos 
para el segmento de 126 pb amplificado en este 
ensayo. Además, se detectaron fragmentos con 
temperaturas de fusión de 68,3 °C, los cuales 
corresponden a dímeros de iniciadores. Estos 
artefactos han sido detectados en reacciones 
previas de PCR, en las que se verificó el producto 
con geles de agarosa y se evidenció la preferencia 
por su amplificación en los casos en los que la 
muestra antigua se caracterizaba por una baja 
concentración de ADN (figura 2).

Detección de inhibidores

Para la detección de inhibidores en la muestra 
se agregó 1 µl de una de las muestras con 
detección o amplificación negativa a la reacción 
de cuantificación de la línea celular 9947A. Este 
ensayo se hizo en muestras con resultado negativo, 
en tres de las cuales se logró detectar el efecto de 
sustancias que reducen la capacidad de amplificar 
correctamente el control positivo (figura 3).
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La muestra 3190 no presentó ningún efecto sobre 
el control positivo, por lo que se consideró que no 
presentaba agentes inhibidores, y no se amplificó 
debido a la ausencia de ADN o a su muy baja 
concentración (figura 4).

En las muestras que presentaron evidencia de sus-
tancias inhibidoras se detectó una reducción de la 
amplificación de 97 %, aproximadamente (figura 5).

En ninguno de los ensayos con muestras antiguas 
o controles negativos se evidenciaron señales que 
sugirieran la contaminación de alguna de ellas o 
de los reactivos con ADN reciente.

Discusión

Una de las principales fuentes de información en 
los análisis de poblaciones antiguas es el ADN 

Cuadro 2. Promedios del ciclo umbral y concentración de ADN detectada en las muestras antiguas

Datación por 
14C (AP)

Nombre de
la muestra

Cuantificación por PCR en tiempo real

Ciclo umbral 
promedio (Ct)

Desviación 
estándar del (Ct)

Concentración
de ADN (ng/µl)

Reciente 9947ª (control positivo) 18,85 0,39 0,05
600 M813 36,01 1,32 9,07 x 10-14

M841 35,59 3,14 1,53 x 10-14

M1054 36,96 0,42 2,93 x 10-14

M1067 34,76 0,99 2,46 x 10-13

M2845 36,85 0,41 3,19 x 10-14

M2848 37,21 1,86 3,98 x 10-14

M3228 35,56 2,71 1,2   x 10-14

M3259 39,11 1,16 5,16 x 10-15

M3264 35,31 0,08 1,24 x 10-13

M3296 36,88 1,86 7,68 x 10-14

No disponible D00001 34,06 0,39 3,93 x 10-13

5600 Ub03 37,37 0,64 2,1   x 10-14

Ub05 37,15 2,00 4,56 x 10-14

UbC1R1 35,87 0,01 7,47 x 10-14

Concentración promedio de ADN antiguo (ng/µl) 8,6   x 10-14

Ct: threshold cycle

Cuadro 3. Ciclo umbral y concentración de ADN detectada 
en las muestras antiguas con menos de 8,6 x 10-14 ng/µl (sin 
resultados replicables)

Datación 
14C (AP)

Nombre de
la muestra

Cuantificación por PCR 
en tiempo real

Ciclo umbral 
(Ct)

Concentración
(ng/µl)

600 M117 37,22 8,23 x 10-16

M1189 37,98 4,02 x 10-16

M2834 37,03 9,77 x 10-16

M3111 37,08 9,34 x 10-16

M3267 37,74 5,06 x 10-16

5.600 Ub04 39,82 7,23 x 10-17

Ct: threshold cycle

mitocondrial, lo cual se debe, en gran medida, a 
la gran cantidad de copias de este genoma, que 
pueden llegar a cientos y miles en una célula 
humana (21), y a la alta tasa de mutaciones, lo 
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Figura 2. Curva de fusión de muestras biológicas antiguas. 
La flecha roja indica la presencia de una doble curva 
correspondiente a una muestra con baja concentración de ADN, 
en la cual predominó la detección de dímeros de iniciadores. 
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cual otorga gran diversidad a esta molécula (22). 
Pese a estas ventajas, la manipulación del genoma 
mitocondrial en muestras óseas antiguas también 
tiene un inconveniente evidente por su propensión 
a la contaminación con ADN reciente foráneo o 
con material ambiental. Aunque la cuantificación 
del material genético obtenido a partir de muestras 
biológicas antiguas no permite determinar qué 
moléculas corresponden a contaminantes, sí logra 
establecer un número inicial de copias y detectar 
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Figura 4. Gráfico de amplificación del control 9947A en ausencia 
o presencia de muestra con sospecha de tener sustancias 
inhibidoras. Línea azul: señal de amplificación del control. Línea 
púrpura: señal del control en presencia de M3190. En rojo se 
resalta el valor de la señal de fluorescencia normalizada con la 
cual se estableció el ciclo umbral.

Figura 5. Ensayo de detección de sustancias inhibitorias. 
Promedio de concentración de copias por microlitro de ADN 
para la línea celular 9947A en ausencia o presencia de muestras 
con sospecha de contener sustancias inhibitorias. Los ensayos 
que evidenciaron la presencia de sustancias inhibitorias 
en las muestras se presentan en barras verdes, incluido el 
ensayo 9947A+D00013, en el cual se inhibió casi totalmente 
la amplificación del control. Por otra parte, se presenta el 
resultado del ensayo 9947A+M3190, en el cual no se evidenció 
el efecto inhibitorio. En las cuatro muestras negativas restantes 
se obtuvieron resultados similares al que se evidencia en la 
barra 9947A+M3190.

Figura 3. Gráfico de amplificación del control 9947A en ausencia 
o presencia de la muestra con sospecha de tener sustancias 
inhibidoras. Línea azul: señal de amplificación del control. Línea 
verde: señal del control en presencia de D00013. En rojo se 
resalta el valor de la señal de fluorescencia normalizada con la 
cual se estableció el ciclo umbral. 

agentes inhibidores. Esto, a su vez, permite plan-
tear estrategias de extracción que maximicen la 
cantidad de ADN que se puede obtener, así como 
el uso de agentes potenciadores de la PCR (23).

Las técnicas asociadas a la detección espectro-
fotométrica y al uso de geles de agarosa son 
relativamente económicas y de ejecución sencilla, 
sin embargo, sus limitaciones para detectar material 
genético escaso o agentes contaminantes que 
interfieren con la interpretación de los resultados 
son evidentes; en este sentido, las técnicas 
asociadas a la PCR son mucho más sensibles y 
específicas (24,25). 

Pese a la gran cantidad de opciones comerciales 
disponibles para la cuantificación de material 
genético, no existe un producto que satisfaga la 
necesidad de determinar la concentración del ADN 
mitocondrial presente en la muestra, como tampoco 
existe una alícuota comercial de ADN mitocondrial 
extraído, que sirva como referente para plantear 
una estrategia de cuantificación específica. 

En vista de esto, otros autores han propuesto una 
estrategia que involucra la amplificación específica 
de un fragmento de ADN mitocondrial seguida 
de su purificación y posterior cuantificación por 
espectrofotometría, con el fin de generar una 
curva estándar específica para cuantificar el ADN 
mitocondrial (15). Pese a ello, las técnicas que 
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dependen de la detección de sondas marcadas con 
flúor requieren de una inversión adicional, lo cual 
eleva los costos de la investigación. Además, los 
sistemas propuestos por otros autores dependen 
de la amplificación de fragmentos mayores de 200 
pb, los cuales no logran ser detectados en muestras 
seriamente degradadas (26,27). 

En el presente trabajo se consideró el uso de 
curvas estándar a partir de muestras amplificadas 
y posteriormente purificadas; sin embargo, se 
incorporó el uso de amplicones más cortos 
que favorecen la detección de ADN a partir de 
muestras muy degradadas, y se logró un sistema 
de detección más económico y asequible como 
lo es la metodología basada en la detección de 
ADN de doble cadena mediante el uso de tintes 
fluorescentes. 

La validez de los resultados obtenidos se estimó 
verificando su replicación, tal como lo recomiendan 
otros autores para la detección de ADN de mues-
tras muy degradadas (16,17). Se ha reportado, 
asimismo, que el caso de las muestras en las que 
no se obtuvieron resultados replicables coincide 
con el de aquellas en las que se reportan menos 
de 100 copias por µl (28), como en este estudio. 
La baja concentración de dichas muestras también 
afectó su eficiencia en las etapas posteriores 
de amplificación y secuenciación; sin embargo, 
la autenticidad de este ADN pudo verificarse 
mediante el cotejo de los haplotipos mitocondriales 
obtenidos de las muestras con los perfiles de los 
investigadores, así como mediante la verificación 
de las secuencias de ADN mitocondrial en ensayos 
independientes hechos por el mismo laboratorio y 
por otros grupos de investigación (29).

Además de los beneficios de sensibilidad y espe-
cificidad de esta estrategia, el sistema permitió 
la detección de agentes inhibidores, los cuales 
también representan un reto al momento de 
procesar este tipo de muestras, lo cual representa 
un gran beneficio metodológico, pues permite 
implementar estrategias de amplificación diferen-
ciales acordes con la dificultad particular que 
presente la muestra.
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