ESTANDARIZAC[ON DE UNA METODOLOC}iA DE EXTRACCI()N DE ADN
ARQUEOLOGICO DE UNA POBLACION PREHISPANICA DEL
SUROCCIDENTE COLOMBIANO

MELISSA QUINTERO ESCOBAR

Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA ACADEMICO DE BIOLOGIA
SANTIAGO DE CALI
2009



ESTANDARIZACI,ON DE UNA METODOLOQiA DE EXTRACCION DE ADN
ARQUEOLOGICO DE UNA POBLACION PREHISPANICA DEL
SUROCCIDENTE COLOMBIANO

MELISSA QUINTERO ESCOBAR

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA ACADEMICO DE BIOLOGIA
SANTIAGO DE CALI
2009



ESTANDARIZACI,ON DE UNA METODOLOQiA DE EXTRACCION DE ADN
ARQUEOLOGICO DE UNA POBLACION PREHISPANICA DEL
SUROCCIDENTE COLOMBIANO

MELISSA QUINTERO ESCOBAR

Trabajo De Grado Presentado Como Requisito Parcial Para Optar Al Titulo De
Bidloga Con Mencién En Genética.

Director:
GUILLERMO BARRETO RODRIGUEZ, Ph.D.

Codirector:
YAMID ANDRES BRAGA GOMEZ, M.Sc.

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA ACADEMICO DE BIOLOGIA
SANTIAGO DE CALI
2009



UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA ACADEMICO DE BIOLOGIA

MELISSA QUINTERO ESCOBAR, 1986

“ESTANDARIZACION DE UNA METODOLOGIA DE EXTRACCION DE ADN
ARQUEOLOGICO DE UNA POBLACION PREHISPANICA DEL
SUROCCIDENTE COLOMBIANO™

MATERIAS O TEMAS: ADN Arqgueoldgico, Genética Humana, Genética de
Poblaciones, ADN Mitocondrial, Poblacion Prehispanica del Valle del Cauca.

2009



NOTA DE APROBACION

El trabajo de grado titulado “Estandarizacion De Una Metodologia De Extraccion De
ADN Arqueolégico De Una Poblacion prehispanica Del Suroccidente Colombiano”
presentado por la estudiante MELISSA QUINTERO ESCOBAR, para optar al titulo
de Biodloga Con Mencion En Genética, fue revisado por el jurado y calificado como:

Guillermo Barreto Rodriguez Ph. D.
Director

Yamid Andreés Braga Gémez Ms. C.
Codirector

Heiber Cardenas
Jurado



A mis padres, mis hermanos,
mis sobrinos y mi cufiada gracias por el
apoyo incondicional que siempre me han brindado.



AGRADECIMIENTOS

Al profesor Guillermo Barreto por haber permitido mi vinculacion al Laboratorio de
Genética Molecular Humana, por la direccion y acompafiamiento durante todo el
desarrollo de mi investigacion.

Al estudiante de Doctorado Yamid Andrés Braga por la codireccion de mi investigacion y
por toda la ayuda brindada, quedo corta en palabras al expresar mi gratitud por todo el
apoyo recibido.

Al Museo Arqueoldgico Julio César Cubillos, en especial al Profesor Carlos Armando
Rodriguez, por haber permitido utilizar los restos 6seos para el desarrollo de este proyecto.
Al estudiante de Maestria Ernesto Ledn Rodriguez por todas las asesorias recibidas sobre
arqueologia y antropologia de las sociedades prehispénicas.

A Leonardo Arias y Laura Jurado, por la ayuda y colaboracion durante la presente
investigacion.

A Marina Villacis y a Liliana Rojas, por todos los momentos compartidos durante toda la
carrera, por haber estado siempre conmigo cuando mas las he necesitado.

A Augusto Ordofiez, por el apoyo durante muchos afios en todos los momentos de
dificultad.

A mis comparieros de semestre Sandra, Yherson, Luz Adriana, William y Mauricio quienes
colaboraron de alguna forma en la realizacién del proyecto.

A los profesores del departamento de Biologia en especial a los de la seccion de genética, al
Doctor Esteban Osorio por permitir utilizar los recursos del Laboratorio de Biologia
Molecular en Microorganismos, al Doctor Nelson Toro por permitir utilizar los recursos del
Laboratorio de Biologia Molecular, al Doctor Heiber Cardenas por permitir utilizar los

recursos del salén de docencia de la seccion.



Vi

A todos los integrantes del Laboratorio de Genética Molecular Humana por toda la
colaboracion brindada durante todo el tiempo de esta investigacion: Leslie, Fanny, Brigitte,
Gloria, Laura, Zuray, Andrea y Ronny.

A Andrés Felipe quien aparecio en mi vida cuando menos lo esperaba y ha sido un apoyo
incondicional.

Y a todas las personas que contribuyeron de una manera u otra a la realizacion de este

proyecto.



vii

TABLA DE CONTENIDO
Péagina

1. RESUMEN. .. .. e 1

2. INTRODUCCION.......ouiiiiiiii e e e e, 2

3. MARCO TEORICO.....cccciiiiiie e e 4
3.1 Las Poblaciones prehispanicas en Colombia..............cccovviiiieeninnnn, 4
3.1.1 Sociedades cacicales precedentes a la conquista espafiola.................. 4
3.1.2 Poblacién prehispanica portadora de la cultura Quimbaya Tardio........... 4
3.2 Estudios moleculares con restos arqueol0gicos...........c..coevevvieeennnee 5
3.3 Herramientas para el analisis molecular en restos 6seos..................... 7
3.3.1 ADN mitocondrial (ADNML).......coiiiiiiii e e 8
4. OBIETIVOS. ..o e e 10

4.1 Objetivogeneral..........cooiiiiiiii e 10
4.2 ODbjetivos eSPeCITICOS. .. . vt ea 10
5. HIPOTESIS...ciiiiiiiiii e e eeeesines 10

6. MATERIALESY METODOS.........ccovvviiiieiiiiieeiiiiieeeiieeeeeen,. 11

6.1 Preparacion de [a MUESEra.........oue et e 11
6.2 EXtracCion de ADN........coouiii it e 14
6.3 Cuantificacion de ADN y diluciones de trabajo.............ccccceeeeninin. 17
6.4  Amplificacion por PCR.......c.cuiiiii i e e 17
6.5 ANAliSiS de resultados..........oeiveiie i 20

7. RESULTADOS. ... e e e e 22

7.1 Cuantificacion de ADN presente en las muestras.............c.ocovvvennnns 22
7.2 Amplificacion de ADN.........iiiniieiie e e e 23

7.2.1 Eficiencia total de amplificacion por PCR............ccoiiiiiiiiiiiininn, 23



viii
7.2.2 Eficiencia de las amplificaciones por haplogrupos mitocondriales....... 24
7.2.3 Eficiencia de las amplificaciones por individuo.................ccoo v, 25
7.3 Frecuencias de los haplogrupos mitocondriales......................ccceove.. 26
8. DISCUSION.....coviiiiiiiiiiiiiiie et e 28

9. CONCLUSIONES.... ..t e 35

10. LITERATURA CITADA . .. 36

AN X O A e 41



TABLA 1:

TABLA 2:

TABLA 3:

TABLA 4:

TABLA 5:

TABLA 6:

TABLAT:

TABLA 8:

TABLA 9:

TABLA 10

LISTA DE TABLAS

Pagina.

Tipos de hueso y edad Radiocarbonica de las muestras arqueolégicas
de Obando Pertenecientes a la cultura Quimbaya

LI 10 (1o T T

Marcadores Moleculares con su respectivo iniciador usados para
amplificar los haplogrupos mitocondriales en muestras de ADNay
ADN FECIEBNTE. .. ettt e e e e e e

Valores de tiempo y temperatura para la PCR de los sistemas RFLP
que caracterizan haplogrupos mitocondriales de ADN Arqueoldgico...

Valores de tiempo y temperatura para la PCR de los sistemas RFLP
que caracterizan haplogrupos mitocondriales de ADN reciente.........

Valores de cuantificacion de ADN extraido de muestras
Y0 0T (o]0 o= -

Eficiencia de amplificaciones por individuo.................ccooeveiennn

Asignacion de haplogrupos de ADNmt definidos por la presencia o
ausencia de sitios de restriccion y por el numero de repeticiones del
segmento en la region V, en muestras de restos 0seos

(00 T=T0] [ o | [ T

Caracterizacion de haplogrupos de ADNmt de los integrantes del
laboratorio que participaron en la recoleccion de la muestra o en el
proceso de extraccion y amplificacion del ADN. La asignacion a cada
haplogrupo se hizo con base en la presencia o ausencia de sitios de
restriccion y por el numero de repeticiones del segmento en la region

Frecuencias de haplogrupos mitocondriales en estudios de ADN
ArQUEOIOGICO. .. et

Frecuencias de haplogrupos mitocondriales en Amerindios
COolOMDIANOS. .. .ttt et e e

12

18

19

19

22

25

27

27

32

33



FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9:

LISTA DE FIGURAS

Pagina.

Mapa de la Ubicacion Geografica del Municipio de Obando del
Departamento del Valle del Cauca de donde provienen las muestras
A8 ESTUIO. 1.ttt et e e e e e e

Registro Fotogréafico de los diferentes restos 0seos utilizados en el
O R=T 1 (=3 o £0) /=Tl (o

Gel de poliacrilamida con los fragmentos generados por la
presencia/ausencia del sitio de restriccion en la digestion enzimatica
con Hincll en el nucle6tido 13262 del ADN mitocondrial.............

Relacién entre la edad de los huesos y la concentracion de ADN.....
Frecuencias relativas del nimero total de amplificaciones............

Porcentaje de éxito en la amplificacion de la pareja de iniciadores
de cada haplogrupo.......cc.veuiiri i e

Frecuencias relativas del numero total de amplificaciones por
individuo......

Arbol NJ construido a partir de las frecuencias haplotipicas de las
muestras del proyecto comparado con muestras de otras
poblaciones arqueoldgiCas. ........cvvvveii v e

Arbol NJ construido a partir de las frecuencias haplotipicas de las
muestras del proyecto comparado con muestras de poblaciones
=0 =] ]

12

14

21

23

24

25

26

33

34



1. RESUMEN

En América Latina la obtencion de ADN arqueoldgico correspondiente a poblaciones
prehispanicas, ha venido creciendo en importancia debido a los datos aportados para
resolver preguntas sobre el origen de las poblaciones ancestrales, su relacion bioldgica con
las poblaciones actuales, la presencia de enfermedades y los patrones de migracion. Con el
fin de obtener ADN util para estudios de antropologia molecular, se estandarizd una
metodologia de extraccion de ADN arqueologico a partir de restos 6seos de 11 individuos
excavados en tumbas prehispanicas contextualizadas bioldgica y culturalmente con
filiacion cultural Quimbaya Tardio (460 -1510 afios antes del presente) del Cauca Medio.
Se evalud su eficiencia en la amplificacion por PCR de las regiones del ADN mitocondrial
que caracterizan los cuatro principales haplogrupos amerindios (A, B, C, D). Se extrajo
ADN amplificable de 10 individuos con valores de concentracion entre 1,135 y 1340 pg/uL
y se tipificaron exitosamente 8 de los 11 individuos de la muestra, con frecuencias de 0,75
para el haplogrupo B y 0,25 para el haplogrupo A. La comparacion de los datos obtenidos
en el presente trabajo con los de otras poblaciones antiguas y recientes mediante arboles de
distancia genética NJ mostré una mayor cercania con poblaciones andinas que con
poblaciones amazonicas. Este proyecto pionero en el Suroccidente colombiano, constituye
en consecuencia, un primer esfuerzo interdisciplinario para la realizacion de estudios de

arqueologia molecular en el Norte de Suramérica.



2. INTRODUCCION

A comienzos del siglo VI en el suroccidente colombiano se empiezan a diferenciar
poblaciones portadoras de nuevas expresiones culturales, distintas de las comunidades que
habia antes en estos territorios. Dandose inicio a un nuevo periodo histérico, conocido con
el nombre de Periodo Tardio ubicado entre 460 -1510 afios antes del presente (ap.), los
ultimos mil afios antes de la llegada de los espafioles. Esta época se caracterizo por
diferentes procesos demograficos como migraciones, reduccion de los tamafios
poblacionales, entre otros, los cuales tuvieron influencia en los patrones de vivienda, en la
agricultura y demas manifestaciones culturales (Rodriguez 2002). En el Valle del Cauca,
las expresiones materiales de estas poblaciones prehispanicas estan relacionadas con las
culturas Quimbaya III (o Quimbaya “Tardio”), Sonso y Bolo-Quebrada seca, las cuales
practicamente coexistieron en algunos territorios durante varios milenios siendo los
Quimbaya el grupo mas grande y mas extenso de la region. Los estudios arqueoldgicos y
antropoldgicos de estas poblaciones se han visto limitados por el saqueo de tumbas, la
edificacion de nuevas ciudades sobre las ruinas, el mal estado de conservacion de las
osamentas debido a la cremacion de cadaveres, la observacion solo de los restos 6seos
humanos conservados y que permiten un analisis cultural, ambiental y bioantropolédgico
(sexo, edad, fisonomia, estatura) y la carencia de informacion de los procesos de manejo de
los restos durante el transporte y limpieza en el laboratorio (Rodriguez 2005). No obstante,
se espera que los estudios moleculares ayuden a mejorar estas limitaciones y brinden un
avance en la comprension del pasado prehispanico y un manejo mas consistente del entorno
socio-cultural de dichas poblaciones (Rodriguez et al. 2008). A nivel molecular las

investigaciones realizadas con ADN arqueologico (ADNa) en Colombia han sido a partir de



muestras del centro de Colombia como en el caso de Monsalve et al. (1996) y Jara et al.
(2007) quienes analizaron muestras pertenecientes a grupos precolombinos muiscas
procedentes de los andes orientales y del sector de la candelaria (Bogota, Colombia)
respectivamente, y a Silva et al. (2008) quienes estudiaron muestras referentes al periodo
Herrera de la Sabana de Bogota. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos de estos estudios,
hay carencia de informacion de las poblaciones prehispanicas debido a diversos factores
(ademas de los ya mencionados) que limitan el establecimiento de metodologias de
extraccion de ADNa confiables y de uso generalizado. Entre ellos, se pueden citar, los altos
niveles de degradacion del ADNa, la presencia de inhibidores, la alta susceptibilidad a la
contaminacion y el disefio de la mayoria de métodos de extracciéon de ADN (Rohland &

Hofreiter 2007a).

Por lo anterior y dada la escasez de informacion a nivel molecular sobre las poblaciones
prehispanicas del Valle del Cauca, el presente proyecto de investigacion propone, a partir
del protocolo descrito por Rohland & Hofreiter (2007a), la estandarizacioén de un protocolo
de extraccion de ADN de restos humanos de una poblacion prehispanica adecuandolo a las
condiciones de trabajo del laboratorio de Genética Molecular Humana de la Universidad
del Valle. Esto con el objetivo de obtener ADN para amplificar regiones que brinden
informacion en estudios de diversidad y estructura genética como los haplogrupos
mitocondriales (agrupacion de haplotipos que comparten ciertas sustituciones diagnosticas
definidas por enzimas de restriccion o por secuenciacion directa, que presentan un origen
comun) (Fernandez 2000). Este proyecto constituye, en consecuencia, un primer esfuerzo
para la realizacion de estudios de arqueologia molecular en el suroccidente Colombiano,

siendo un proyecto pionero para la region.



3. MARCO TEORICO

3.1 Las Poblaciones Prehispéanicas en Colombia

Segiin Rodriguez et al. (2008) existieron tres grandes periodos durante los cuales se
estructuraron diversas formas de organizacion sociocultural, desde las sociedades de
cazadores-recolectores de finales del Pleistoceno (9000-3500 a.C.) pasando por los
recolectores-horticultores del Holoceno inicial y Medio (8000-3500 a.C.) y terminando con
las sociedades cacicales encontradas por los conquistadores espafioles en la primera mitad

del siglo XV (460-1510 ap.)

3.1.1 Sociedades cacicales precedentes a la conquista espafiola (460 — 1510 ap.):
Iniciando el siglo VI d.C. en el suroccidente de Colombia se empiezan a diferenciar
poblaciones portadoras de nuevas expresiones culturales, distintas de las comunidades que
habia antes en estos territorios. Dandose inicio a un nuevo periodo histérico, conocido con
el nombre de Periodo Tardio ubicado entre 460 y 1.510 ap., los ultimos mil afios antes de
la llegada de los espafioles (Rodriguez 2002). En Antioquia, el Viejo Caldas y el valle del
Cauca, las expresiones materiales de estas poblaciones estan relacionadas con las culturas
Quimbaya III (o Quimbaya “Tardio”), Sonso y Bolo-Quebrada Seca, las cuales
practicamente coexistieron en algunos territorios durante varios milenios. Este es el tltimo
periodo caracterizado por una mayor diversidad cultural y durante el cual existio el tipo de

organizacion social conocido como sociedad jerarquico-cacical (Rodriguez et al. 2008).



3.1.2 Poblacion Prehispanica portadora de la cultura Quimbaya 111 0 Quimbaya
Tardio: Era la mas grande y poblada de todas las sociedades, se extendia por toda la
subregion del Cauca Medio y regiones aledafias (departamentos de Antioquia, Risaralda,
Caldas, Quindio y Valle del Cauca (Rodriguez et al. 2008). Su asentamiento estuvo en la
region que ocupa el Municipio de Obando donde existia una interaccion con comunidades
indigenas de diversas procedencias las cuales se desplazaban a otros lugares del territorio
en busca de tierras nuevas y fértiles (PAGINA PRINCIPAL DEL MUNICIPIO DE

OBANDO, [ http:www.obando-valle.gov.co [] consulta: 01 julio 2009).

3.2 Estudios Moleculares Con Restos Arqueoldgicos

Los estudios moleculares con restos arqueologicos han sido relativamente pocos en el
mundo. Algunos de los primeros se realizaron con restos de animales extintos como abejas,
mamuts, aves, 0sos entre otros (Cano, Poinar & Poinar Jr. 1992, Hoss, Pddbo &

Vereshchagin 1994, Haddrath & Baker 2001, Hofreither et al. 2002).

El primer reporte para restos humanos de contexto arqueologico fue realizado en momias
egipcias y dié como resultado la obtencion de un ADNa degradado y quimicamente
modificado. Sin embargo, sento las bases para futuras investigaciones de ADNa humano
aplicando técnicas de ADN recombinante (Pdabo 1985, 1988). El desarrollo y la aplicacion
de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la presencia de multiples copias de
ADN mitocondrial (ADNmt) por célula convirtieron a esta molécula en una herramienta
importante para el estudio de muestras con poco ADN o degradas por accion del medio

ambiente (Pddbo 1988, Hagelberg & Clegg 1991). En los tltimos afos, las técnicas de



extraccion y amplificacion de ADNmt han permitido realizar estudios para revelar el
potencial del ADNmt arqueologico en el entendimiento de los procesos evolutivos,
aportando formas de probar modelos y siendo comunmente usado para reconstruir patrones

de evolucion genética de poblaciones.

En Sur América, los estudios de ADN usando materiales de contexto arqueologico han sido
pocos y dispersos, siendo basicamente reportes aislados de posibles rutas migratorias a
nivel sub_ continental (Lalueza & Fox 1996). En la actualidad, en Colombia, se conocen
pocos estudios, entre ellos el de Rodriguez & Florez (2001) el cual aborda de manera
experimental los procesos de salud, enfermedad y polimorfismos en poblaciones
prehispanicas usando los estudios moleculares como fuentes de informacion. El de Jara et
al. (2007) donde se realiza un analisis de polimorfismos del ADN mitocondrial en un grupo
precolombino muisca, encontrando el haplogrupo A predominante en estas muestras. El
de Arango (2007), en el cual de una manera descriptiva compara los métodos moleculares
y antropométricos para determinar el sexo en restos ancestrales de individuos infantiles y
por ultimo, el de Silva et al. (2008) en el cual se analiza el ADN mitocondrial de restos
oseos del periodo Herrera en la sabana de Bogotd, donde clasifica a los individuos como

haplogrupo B.

Los escasos estudios con ADNa se atribuyen a las dificultades técnicas como: la cantidad
de ADN, la degradacion y el alto riesgo de contaminacion presentes en la recoleccion y
procesamiento de las muestras como en el proceso de extraccion de ADN. Para ello, existen
algunos criterios que ayudarian a minimizar los riesgos (Cooper & Poinar 2000). Entre las

recomendaciones se encuentran un area de trabajo aislada fisicamente (entre la extraccion y



la amplificacidn), el uso de controles negativos para la amplificacion, replicacion de las
muestras, cuantificacion de ADN extraido, entre otros. A pesar de las dificultades
mencionadas, hay diferentes métodos de extraccion de ADNa (extraccion mediante silice
(Hoss & Péaédbo 1993), fenol cloroformo (Capelli & Tschentscher 2005), kits de extraccion
comerciales (Barbaro et al. 2008), precipitacion con alcohol (Cattaneo et al. 1995)), que
incluyen los principios basicos de extraccion como preparacion de la muestra, liberacion
del ADN, purificacion, ultrafiltracion y union con silice, que permiten obtener buena
cantidad de ADN para su posterior andlisis genético. Por ultimo, Rohland & Hofreiter
(2007b) realizaron una comparacion de diversos protocolos de extraccion encontrando que
el método con silice tenia ciertas ventajas como rapidez, escalabilidad (facil adaptacion a
diferentes cantidades de hueso y volumenes de extraccion), ejecucion simple, eficiencia en

la eliminacion de inhibidores de la PCR y efectividad en el proceso de amplificacion.

3.3 Herramientas para el analisis molecular en restos 0seos

Los marcadores moleculares dada su variabilidad permiten realizar estudios de origen de
las poblaciones, diversidad, entre otros. Entre ellos, se encuentran los marcadores
moleculares uniparentales como el ADN mitocondrial, utilizado para trazar los origenes y

los patrones de migracion de los humanos modernos (Bailliet et al. 1994).



3.3.1. ADN mitocondrial (ADNmMt): es un material genético circular cerrado de doble
cadena localizado en el interior de las mitocondrias celulares. Este genoma, de
aproximadamente 16500 pares de bases (pb), codifica una pequena fraccion de las proteinas
mitocondriales. Las proteinas restantes del ADNmt son codificadas por el ADN nuclear,
ADNn (Fernandez 2000). Posee tres caracteristicas que lo convierten en una herramienta
especialmente util en la reconstruccion del pasado de las poblaciones humanas. La
poliplasmia se designa asi al elevado niimero de copias de ADNmt existentes en cada
mitocondria y, por extension, en la célula, la herencia matrilineal, la elevada tasa de
cambio molecular (Jiirgen et al. 2006) y la ausencia de recombinacion. Estas caracteristicas
permiten la determinacion filogenética entre linajes, sin ambigiiedades causadas por el

proceso meidtico o por genes nucleares (Bailliet et al. 1994).

En el ADN mitocondrial existen haplogrupos o “clusters” mitocondriales, agrupacion de
haplotipos que comparten ciertas sustituciones diagnoésticas, definidos por enzimas de
restriccion o por secuenciacion directa y que presentan un origen comun. Esto implica que
los polimorfismos que definen cada haplogrupo se produjeron exclusivamente en las lineas
antecesoras de todos los haplotipos que lo integran. Estos polimorfismos son utilizados
usualmente para el estudio de la diversidad del genoma humano y permiten la comparacion
entre individuos de diferentes poblaciones e incluso entre individuos de distintas épocas
(Fernandez 2000). En la tabla 2 se presenta un resumen de los marcadores, iniciadores y
referencia utilizados en el presente proyecto.

Los Polimorfismos del ADN mitocondrial pueden ser detectados mediante PCR-RFLP e
identificar cuatro regiones que definen los haplogrupos amerindios A, B, C, D. El

haplogrupo A se caracteriza por la ganancia del sitio de restriccion para la enzima Haelll



en el nucledtido 663. El haplogrupo B, por la pérdida de un segmento de 9 pb que hace
parte de la repeticion (CCCCCTCTA),, ubicada entre los genes que codifican para COII-
tRNA"®. También se encuentra asociado a dicho haplogrupo la ganancia del sitio de
restriccion 16517 para Haelll. El haplogrupo C, por la pérdida de un sitio de restriccion
Hincll en el nucledtido 13259. El haplogrupo D, por la pérdida del sitio de restriccion para

Alul en el nucleotido 5176 (Torroni et al 1993).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Validar una metodologia de extraccion de ADN arqueoldgico, en términos de su calidad,
mediante la amplificacion por PCR de las regiones correspondientes a los haplogrupos A,
B, C, D del ADN mitocondrial de muestras de ADN arqueoldgico de una poblacion

prehispanica.

4.2 Objetivos especificos

- Estandarizar una metodologia para extraer ADN de restos 6seos prehispanicos.

- Evaluar la eficiencia de los procesos de extraccion y amplificacion de ADN de restos
0seos prehispanicos.

- Estimar las frecuencias de los diferentes haplogrupos mitocondriales encontrados en la

poblacion prehispanica portadora de la cultura Quimbaya Tardjio.

5. HIPOTESIS

HI1: La cantidad y la calidad de ADN encontrado en restos arqueoldgicos disminuyen con el
paso del tiempo.

H2: No existen diferencias significativas entre la cantidad de ADN arqueoldgico aislado de

diferentes restos 0seos.



11

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Preparacion de la Muestra

Tipo y tamafio de la muestra: La muestra estuvo compuesta de fragmentos de restos
oseos de 11 individuos de una poblacion prehispanica del municipio de Obando -
Departamento del Valle del Cauca (Figura 1) pertenecientes a la cultura Quimbaya Tardio
(500-1550d.C.), provenientes de excavaciones realizadas por personal del Museo
Arqueolodgico Julio César Cubillos de la Universidad Del Valle, el cual tiene a su cargo la
preservacion de este material (PAGINA PRINCIPAL MUSEO

[] https://museoarqueologico.univalle.edu.co [ consulta: 30 julio 2008).

Criterios de seleccion de la muestra: Todo el material 6seo utilizado fue seleccionado de
acuerdo con la contextualizacion arqueoldgica (clasificados por individuo segun los restos
0seos), cultural (conocimiento del comportamiento socio-cultural de dicha poblacion a
partir de los utensilios encontrados en las tumbas) y cronologica (datacion por
radiocarbono). Ademas de la ausencia de evidencias macroscopicas de paleopatologias y de
la presencia de la cuarteta basica de identificacion (edad, patron ancestral, sexo, estatura),
se escogieron muestras encontradas en diferentes tumbas y distintos tipos de hueso para ver
la relacion con la cantidad de ADN obtenido. Todos estos datos son utiles para la
identificacion y comparacion en estudios moleculares de diversidad de poblaciones. En la
tabla 1 se detallan las signaturas y descripciones de cada una de las muestras utilizadas en

el presente proyecto.
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VALLE DEL CAUCA

RISARALDA

QUINDIO

TOLIMA

OCEANO PACIFICO

CAUCA

Figura 1. Mapa de la Ubicacién Geografica del Municipio de Obando del Departamento del Valle del Cauca
de donde provienen las muestras de estudio (PAGINA DEL MUNICIPIO [ http://www.obando-valle.gov.co

[1 consulta: 5 enero 2009)

Tabla 1. Tipo de hueso y edad radiocarbonica de las muestras arqueoldgicas de Obando pertenecientes a la

cultura Quimbaya Tardio utilizados en el presente estudio.

Muestra Tipo de hueso Edad radiocarboénica
ap. (afos)
OB 002 NR NR
OB 003 NR NR
OB 004 NR NR
OB 005 Coxal 789
OB 006 Radio 789
OB 007 Fémur 1229
OB 008 Fémur 939
OB 009 Humero 1229
OB 010 Tibia 1229
OB 011 Calcaneo 939
OB 012 Coxal 939

NR = no registrado
ap.= antes del presente
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Procedimiento: En el museo arqueoldgico Julio César Cubillos de la Universidad del
Valle, se destind un espacio para separar cada una de las muestras. Estas se clasificaron, se
almacenaron en bolsas transparentes selladas y se separaron aquellas muestras que
cumplieron con los criterios anteriormente mencionados. Se procedio de la siguiente
manera: en una mesa de trabajo, previamente esterilizada con hipoclorito al 0.5% y etanol
al 70%, y sobre una toalla de papel desechable se colocaron los restos 6seos seleccionados,
se realizd un corte con una cuchilla estéril de un fragmento de aproximadamente 500 mg,
(teniendo en cuenta no cortar las partes del hueso informativas en identificacion
antropoldgica). Esta muestra se almacend en una bolsa plastica hermética, rotulada y
previamente esterilizada con UV. Este procedimiento se realizé para cada una de las
muestras, las cuales fueron manipuladas por separado y bajo estrictas normas de seguridad
para evitar contaminacion (Yang & Watt 2004). Durante la preparacion de cada una de las

muestras, se usé bata de laboratorio, gorro, tapabocas, guantes y cuchillas estériles (Figura

2).

Las muestras se llevaron al espacio destinado para su procesamiento de ADN antiguo en el
Laboratorio de Genética Molecular Humana de la Universidad del Valle. A cada una de las
muestras por separado y nuevamente con guantes estériles, con un bisturi estéril se le retird
la capa externa de la superficie del hueso y se lavo con agua ultra pura. Se dejé secar bajo
luz UV durante 5 minutos. Una vez secos los huesos, se les cortd un fragmento de la parte

interna de aproximadamente 500 mg, éste se macer6 en un mortero, procurando no
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Figura 2. Registro Fotografico de los diferentes restos 6seos utilizados en el presente proyecto.

calentar las pieza, hasta obtener un polvo de grano fino el cual se almacen6 en tubos

conicos de S0mL debidamente rotulados. Se pesaron 500 mg de cada muestra en una

balanza electronica sobre papel aluminio, irradiado previamente en luz UV y se

transfirieron a tubos de centrifuga de 15mL. El protocolo completo para la preparacion de

las muestras, la extraccion de ADN y la amplificacion por PCR de ADN antiguo, se

encuentra en el anexo A.

6.2 Extraccion del ADN

Después de separadas las muestras y con base en el protocolo descrito por Rohland &

Hofreiter (2007a) se realizé el proceso de extraccion con 500 mg de hueso arqueologico y
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bajo las condiciones de trabajo del laboratorio de Genética Molecular Humana. Este
método de extraccion ha sido ampliamente utilizado en ADNa dado que rinde cantidades de
ADN que permiten realizar mas de treinta reacciones de PCR. Ademas, tiene la ventaja de

ser rapido, eficaz y de no utilizar reactivos toxicos como el fenol.

Con el fin de evitar la contaminacion durante este proceso con ADN actual, todos los
procedimientos se realizaron bajo las siguientes recomendaciones: uso exclusivo de
reactivos, un espacio en donde nunca antes se haya trabajado con ADN, tapabocas y gorros
desechables, material estéril para cada procedimiento, puntas con filtro, batas propias para
los procesos de extraccion y amplificacion por PCR, guantes para cada una de las
muestras, separacion temporal para cada uno de los procesos anteriormente mencionados.
Las condiciones de manejo se describen en el anexo A y el proceso de extraccion se detalla

a continuacion:

Liberacion del ADN de la matriz dsea: Para obtener la liberacion del ADN de los restos
Oseos se adiciond a las diferentes muestras 10mL de solucion de extraccion (0.45 M de
EDTA, 0.25 mg/ml de proteinasa K (Bioline) pH 8 para un volumen final de 10mL). Se
sellaron los tubos con papel envolvente y se incubaron con agitacion suave (rotacion lenta)
24 horas en la oscuridad. Durante este procedimiento se incluyé un blanco de extraccion de
10mL de solucion de extraccion sin hueso molido por cada 5 muestras problema el cual

recibid el mismo tratamiento que las demas muestras.

Purificacion del ADN mediante union a la silice: Se centrifugaron las muestras que

estaban en el tampon de extraccion con agitacion continua por 2 minutos a 6000 rpm. Se
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transfirio el sobrenadante a un tubo conico de S0mL y se adiciond 40mL de tampdn de
uniodn a la silice o tampodn ligando (5M de GuSCN, 25 mM NaCl, 50 mM de Tris) y 100 uL.
de suspension de silice (4.8g de dioxido de silice en agua ultra pura para un volumen final
de 40 mL, se dejo reposar durante 1 hora, luego se retiré 39 mL del sobrenadante a un tubo
nuevo de 50 mL y se dejo reposar 4 horas, después del tiempo se descartdé 35 mL de
sobrenadante y se adicion6 48 pL de HCL al 30% w/v) ajustando el pH a 4.0. Se cerraron y
se sellaron los tubos con papel envolvente. Se incubaron con agitacion por 3 horas en la
oscuridad. Nuevamente se centrifugaron las muestras por 2 minutos a 6000 rpm. Se separ6
el sobrenadante y se coloco en un tubo nuevo de 15 mL. Se adicion6 1 mL del tampon

ligando al botdn de silice y mediante pipeteo se mezcld la silice.

Para hacer mas manejables las muestras, la suspension de tampoén-silice se transfirio a 2
tubos nuevos de 2 ml y se centrifugaron por 15 segundos a 16000 g. Se descarto6 el
sobrenadante y se removio el botdn restante con una pipeta. A este boton de silice se le
adicion6 1mL de tampon de lavado (50% v/v etanol; 125 mM NaCl, 10 mM de TRIS, 1
mM de EDTA pH 8.0) y se re-suspende mediante pipeteo. De nuevo se centrifugd por 15s
a 16000 g, se descarto el sobrenadante y se removio el botdon remanente con una pipeta. Se

Repitiod el lavado una vez mas.

Se dejo secar la silice a una temperatura de 23°C por 15 minutos con los tubos abiertos
luego se adicion6 50 pL. de tampon TE (10 mM de TRIS, 1 mM de EDTA pHS8.0) y se
mezclé mediante agitacion y pipeteo. Se cerraron los tubos y se incubaron por 10 minutos;

agitando suavemente. Se centrifugd por 2 minutos a 16000 g y se transfirio el sobrenadante
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a un tubo nuevo de 2 mL. Este sobrenadante (extracto) se usé para determinar la

concentracion del ADN y proceder a la obtencion de los marcadores.

6.3 Cuantificacion del ADN vy diluciones de trabajo.

El ADNa total extraido se cuantifico mediante fluorescencia con el sistema Quant-iT™ dS
DNA HS Assay Kit 0.2-100ng para ADN de doble cadena (Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA). Ver anexo A.

A partir de los ADN extraidos y con los valores de cuantificacion mencionados
previamente, se realizaron diferentes diluciones de trabajo (1:10, 1:20, 1:100, 1:200) para
evitar contaminacion de las muestras e inhibidores durante la PCR y obtener la mejor

dilucién de trabajo.

6.4. Amplificacion por la PCR

Luego de obtener el ADN de cada individuo y de hacer las diluciones, se procedi6 a
caracterizar los cuatro haplogrupos amerindios (A, B, C y D) mediante PCR-RFLP. Las
parejas de iniciadores, el tamafio del producto de amplificacion y la temperatura de

hibridizacion de cada pareja y la enzima, se muestran en la Tabla 2.

La preparacion de la reaccion de PCR siempre se realizé en camara de flujo laminar
esterilizada previamente con DNAzap (Ambion®), agua destilada (Gibvo-BRL™) y etanol
para evitar cualquier tipo de contaminacion con ADN moderno. Se utilizaron guantes

desechables nuevos, tapabocas, gorro, puntas nuevas con filtro y estériles ademas de los
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controles de PCR. Cuando se presenté contaminacion, fue necesario el uso de dos controles
negativos, uno de ellos expuesto al ambiente (tubos con el coctel de PCR vy la tapa abierta)
con el fin de determinar si la contaminacion era debida a los aerosoles presentes en el

ambiente o si se presentaba en los reactivos (tubos con el coctel de PCR y la tapa cerrada).

Tabla 2. Marcadores moleculares con su respectivo iniciador usados para amplificar los haplogrupos

mitocondriales A, B, C, D, en muestras de ADNa y de ADN reciente.

Haplogrupo Iniciadores Tm Tamafo Referencia
(Enzima, 5-3’
Posicién

nucleotidica)

A L 635 GAAAATGTTTAGACGGCCTCACATC 66,3—  121Ipb Handt et al (1996)
(Hae III, + Np  H708 TAGAGGGTGAACTCACTGGAAC 58,3 Stone & Stoneking,
663) (1998)

B L8209 CATCGTCCTAGAATTAATTCC 532—  95pb Bailliet et al. (1994)
(9pb-) H8304 CTTTACAGTGGGCTCTAGAGG 55,9 86pb

C L13527 AATCGTAGCCTTCTCCACTTCA 60.3 180pb Handt et al. (1996)
(Hinc 11, Np  H13393 TCCTATTTTTCGAATATCTTGTTC  55.9

13259)

D TAGGATGAATAATAGCAGCTCTACCG 61.2 181pb Stone & Stoneking
(AluL, Np GGGTGGATGGAATTAAGGGTGT 63.2 (1998)

5176)

Concentracion de reactivos en la amplificacion por PCR de ADN mitocondrial y
digestion de fragmentos amplificados: Cada muestra se amplifico con cada sistema de
iniciadores en un volumen final de reaccion de 20 pL, con 2 uL. de ADN molde (1:10) en
tampon 1X de PCR (Applied Biosystem), 1 ug de BSA (Fermentas), 2.5 mM MgCl,
(Applied Biosystems), 140 uM de cada dNTP’s (Applied Biosystems), 0.5 pmol de cada
iniciador (Invitrogen) y 1U de Tag GOLD LD (AmpliTaq Gold, Applied Biosystems). Las
digestiones se realizaron en un volumen final de 20 pL con 10 uL de ADN amplificado, 1X
de tampo6n de la enzima, 5 U de la enzima (Invitrogen) y 7.5 uLL de agua ultra pura. Se

incubaron por 16 horas a 37 °C. Todas las reacciones se llevaron a cabo en un
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termociclador TC-9600-G (Labnet internacional). Las condiciones de temperatura de la

PCR estan consignadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de tiempo y temperatura para la PCR de los sistemas RFLP que caracterizan haplogrupos
mitocondriales A, B, Cy D de ADNa.

Haplogrupos Ay B Haplogrupo C Haplogrupo D
ciclos Temp. (°C)  Tiempo Temp. (°C)  Tiempo Temp. (°C)  Tiempo
1 94 5 min 94 5 min 94 5 min
94 1 min 94 1 min 94 30 seg
40 54 1 min 59 1 min 48 30 seg
72 1 min 72 1 min 72 30 seg
1 72 10 min 72 10 min 72 10 min

Cada individuo fue tipificado dos veces y a dos de ellos se les repitio la extraccion y la
tipificacion mediante RFLP para verificar la consistencia de los resultados.
Adicionalmente, se caracterizaron los haplogrupos de cada uno de las personas que han
manipulado los restos 6seos y de las personas que trabajaron en el laboratorio durante el
presente proyecto (Anexo B). Para la amplificacion se utilizaron los mismos iniciadores

pero cambian los valores de tiempo y la temperatura de hibridizacion (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de tiempo y temperatura para la PCR de los sistemas RFLP que caracterizan haplogrupos

mitocondriales A y B de ADN reciente.

Haplogrupos Ay B Haplogrupo C Haplogrupo D
ciclos Temp. (°C)  Tiempo Temp. (°C)  Tiempo Temp. (°C)  Tiempo
1 94 5 min 94 5 min 94 5 min
94 1 min 94 1 min 94 1 min
30 62 1 min 59 1 min 53 1 min
72 1 min 72 1 min 72 1 min

1 72 5 min 72 5 min 72 5 min
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La deteccion de los productos amplificados se realiz6 mediante separacion electroforética
en geles de poliacrilamida al 8% y tefiidos con nitrato de plata. Las asignaciones
haplotipicas se hicieron utilizando un marcador de peso molecular de 50 pares de bases (50
bp ladder invitrogen®). Con el sistema de documentacion de geles UVI Star se tomd una
fotografia de cada uno de ellos se analizaron en el programa UVI Save Uvitec© version
12.4. Este detecto las bandas y con base en el marcador de peso hace una regresion
logaritmica y calcula el peso o tamafio (en pb) del ADN que se halla en cada banda. Para
los haplogrupos mitocondriales se verificd que amplificara la region de interés y que el
producto estuviera en el rango normal, luego se digiri6 enzimaticamente y nuevamente se
realizo otra electroforesis en la cual se verificaba la presencia del sitio de restriccion por la
aparicion de dos fragmentos cuyos tamafios sumados correspondian al tamafio del
fragmento previo a la digestion. En cada electroforesis (gel) se incluia una muestra sin
digerir que sirviera como control negativo (sin corte) y una muestra digerida como control

positivo con corte (Figura 3).

6.5 Analisis de los resultados

Para la cuantificacion, los datos se obtuvieron y se analizaron de acuerdo a la cantidad de
ADN presente en cada una de las muestras, se estableci6 la relacion entre la edad de los
huesos y la cantidad de ADN total mediante un ajuste polinomial de segundo grado
(Statistics version 8.0). Para la amplificacion, se midio: 1. La eficiencia en términos de
reacciones de PCR, donde se consideraron exitosas aquellas en las que amplificaba al
menos un individuo. 2. La eficiencia de amplificacion por haplogrupo mitocondrial, donde

se consideraron exitosas en las que amplificaba al menos un individuo dentro de cada
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haplogrupo. 3. La eficiencia de amplificaciones por individuo, donde se consideraron

exitosas aquellas reacciones en las cuales se verifico la presencia de amplificado.

Con las frecuencias haplotipicas obtenidas en el presente estudio y otras reportadas en la
literatura para poblaciones prehispanicas del continente y poblaciones actuales

colombianas, se construyeron arboles Neighbor Joining (NJ) utilizando la distancia

genética de Nei et al. (1983).

Figura 3. Gel de poliacrilamida al 8%, 19:1 (acrilamida:bisacrilamida) tefiido con nitrato de plata (AgNO;)
mostrando los fragmentos generados por la presencia /ausencia del sitio de restriccion en la digestion
enzimatica con Hincll en el nucledtido 13262 del ADN mitocondrial. La ausencia del sitio de restriccion
genera un fragmento de 181pb, es decir, la enzima no corta el amplicon, esta es una caracteristica que define
el haplogrupo C. La presencia del sitio de restriccion genera un fragmento de 155pb y otro de 26pb (se pierde
debido a la corrida) lo que caracteriza el que no sean haplogrupo C. a. Muestras de ADN antiguo, en donde se
evidencia que todas las muestras presentan el sitio de restriccion lo que indica que cortaron con la enzima y
no son haplogrupo C. b. Muestras de ADN reciente, en los carriles 1, 4, 5, 9 se evidencia muestras con
presencia sitio de restriccion (no Haplogrupo C) y en los carriles 3 y 8 muestras con ausencia del sitio de

restriccion (Haplogrupo C). MPM corresponde al Marcador de Peso Molecular de 25pares de bases.
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7. RESULTADOS

7.1 Cuantificacion del ADN presente en las muestras

En la Tabla 5 se indica la cantidad de ADN extraido de cada muestra, las mayores
concentraciones se obtuvieron con Radio y Coxa con 1340 y 1170 pg/uL respectivamente y

las menores concentraciones con humero y tibia con 1.325y 1.135 pg/uL.

Tabla 5. Valores de cuantificacion del ADN extraido a partir de muestras arqueoldgicas.

Edad
Muestra Tipo de hueso radiocarbonica [ADN total] pg/uL
ap. (afios)
0OB002 NR NR 10
0OB003 NR NR 14,3
OB004 NR NR 32,9
OBO005 Coxa 789 1170
OB006 Radio 789 1340
OB007 Fémur 1229 74
OBO008 Fémur 939 50
OB009 Huamero 1229 1,325
OBO010 Tibia 1229 1,135
OBO11 Calcaneo 939 11,25
OBO012 Coxa 939 11,45

NR = no registrado.
ap. = antes del presente.

Se encontrd un coeficiente de relacion (R) entre la edad radiocarbonica de las muestras y la
concentracion de ADN total de -0.7095 con un valor de probabilidad de

p =0.0487 (Figura 4). Los datos indican que a medida que incrementa la edad de los huesos
reduce la cantidad de ADN presente en ellos, existiendo una relacion entre la dos variables

pero con un valor de probabilidad marginalmente significativo.
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Figura 4. Relacién entre la edad de los huesos y la concentracion de ADN total en pg/pL, con un ajuste

polinomial de segundo grado y un nivel de significancia de 0.05.

7.2 Amplificacion del ADN

7.2.1 Eficiencia total de amplificacién por PCR: 11 de 19 reacciones de PCR
realizadas fueron exitosas para una eficiencia del 57.89%, de las 8 restantes
presentaron contaminacion (Figura 5), es decir, bandas diferentes a las esperadas,

(21.05%).

23
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Figura 5. Frecuencias relativas del total de amplificaciones.

7.2.2 Eficiencia de amplificaciones por haplogrupos mitocondriales: de las 10
amplificaciones realizadas para el haplogrupo B, el 40% estuvieron contaminadas, el 20%
no amplificaron y el 40% restante fueron exitosas. Para los demas haplogrupos A, Cy D se

obtuvo una eficiencia de 75%, 100% y 67%, respectivamente.



40 40

Porcentaje
[e))
o
L

40
20 25
20 | |_|
0 ,
B A

100
75 Exitosas
67
O No exitosas
33 B Contaminadas
C D
Haplogrupo

Figura 6. Porcentaje de éxito en la amplificacion de la pareja de iniciadores de cada haplogrupo.
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7.2.3 Eficiencia de amplificaciones por individuo: En la tabla 6 se muestra la eficiencia

de amplificaciones que tuvo cada individuo en términos de porcentaje. Se obtuvo que los

huesos radio y coxa fueron los que mejor se comportaron en términos de amplificacion a

diferencia de un fémur y una tibia (Figura 7).

Tabla 6. Eficiencia de amplificaciones por individuo.

Muestra Tipo de hueso %
0OB002 NR 55,56
0OB003 NR 83,33
OB004 NR 100,00
OBO005 Coxal 53,85
OB006 Radio 62,50
OB007 Fémur 0,00
OB008 Fémur 55,56
OB009 Humero 42,86
OB010 Tibia 28,57
OBO011 Calcaneo 57,14
OB012 Coxal 71,43

NR= No registrado
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Frecuencias relativas del total de amplificaciones por individuo,

7.3 Frecuencias de los haplogrupos mitocondriales

De los 11 individuos analizados, 8 fueron caracterizados por PCR-RFLP para los cuatro
haplogrupos amerindios suramericanos (A, B, C, D), (Tabla 7). Sélo se encontraron

individuos pertenecientes a los haplogrupos A y B, con una frecuencia relativa de 0.25 y
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0.75, respectivamente. Dos individuos no amplificaron para la mutacion 5176, por lo cual

no fue posible determinar su haplogrupo y un individuo no amplificé para ningun sistema

de iniciadores. Como control negativo se caracterizaron los haplogrupos de ADNmt de los

integrantes del laboratorio participantes, en la recoleccion de la muestra o en el proceso de

extraccion y amplificacion del ADN (Tabla 8).
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Tabla 7. Asignacion de haplogrupos de ADNmt definidos por la presencia o ausencia de sitios de restriccion y

por el niimero de copias del segmento de 9 pb en la region V, en muestras arqueoldgicas de restos dseos.

Muestras Sitios de restriccion para cada haplogrupos mitocondrial Haplogrupo
Repeticion en la
Haelll, 663 region V Hincll, 13262  Alul, 5176
0OB002 - 1 + + B
OB003 + 2 + + A
OB004 + 2 + + A
OBO005 - 1 + + B
OB006 - 1 + + B
OB007 NA NA NA NA NA
OB008 - 1 + + B
OB009 - 1 + + B
OBO010 - 2 + NA Otro
OBO11 - 1 + + B
OB012 - 2 + NA Otro

NA=No Amplifico.

+ = Presencia sitio de restriccion.

- = Ausencia sitio de restriccion.

Otro = Se refiere a que fue descartado como haplogrupo A, By C.
1 = Una copia del segmento de 9 pb en la region V.

2 = Dos copias del segmento de 9 pb en la region V.

Tabla 8. Caracterizacion de haplogrupos de ADNmt de los integrantes del laboratorio participantes en la
recoleccion de la muestra o en el proceso de extraccion y amplificacion del ADN. La asignacion a cada
haplogrupo se hizo con base en la presencia o ausencia de sitios de restriccion y por el numero de copias del

segmento de 9 pb en la region V.

Muestras Sitios de restriccion para cada haplogrupos mitocondrial Haplogrupo
Copias en la
Haelll, 663 region V Hincll, 13262 Alul, 5176

CAR + 2 + + Otro

ER + 2 - + C

DR + 2 - + C

LA + 2 + + A

LIM - 1 + + B

YB - 1 + + B

MQ + 2 + + Otro

+ = Presencia sitio de restriccion.

- = Ausencia sitio de restriccion.

Otro = Se refiere a que fue descartado como haplogrupo A, By C.
1 = Una copia del segmento de 9 pb en la region V.

2 =Dos copias del segmento de 9 pb en la regioén V.
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8. DISCUSION

La posibilidad de utilizar restos 6seos humanos como fuente de ADN arqueoldgico ha
venido creciendo en importancia debido que estos datos que pueden aportar informacion
para resolver preguntas sobre el origen de las poblaciones ancestrales, su relacion biologica
con las poblaciones actuales, presencia de enfermedades, patrones de migracion y en
algunos casos, identificacion de genes importantes implicados en la diferenciacion entre
humanos y otros hominidos (Pdabo 1985, Stone & Stoneking 1993, Handt et al. 1996,
Ribeiro-Dos-Santos et al. 1996, Stone & Stoneking 1998, Moraga et al. 2001, Shinoda et al.

2006, Jara et al. 2007, Silva et al. 2008, Krausse et al. 2007).

En Colombia, los estudios reportados con restos arqueoldgicos datan de los Gltimos tres
aflos involucrando poblaciones andinas del altiplano cundiboyacense (Fernandez 1999,
Arango 2007, Jara et al. 2007, Silva et al. 2008). Para el Valle del Cauca no se tienen
registros a pesar de ser una zona culturalmente importante para el pais debido a que fue un
area de asentamiento de poblaciones (Quimbaya Tardio, Sonso y Bolo-Quebrada seca), las
cuales comerciaban y servian de puente entre las poblaciones del altiplano y las

poblaciones del sur de Colombia.

En la mayoria de los casos, la falta de estudios sobre ADNa se debe a la carencia de una
infraestructura adecuada, los altos costos en materiales y reactivos necesarios para realizar
este tipo de investigaciones y el bajo rendimiento en la calidad y cantidad del ADN que se

obtiene.
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Los datos del presente proyecto muestran que es posible obtener ADN suficiente para
amplificar regiones del ADNmt, siguiendo un protocolo de extraccion de ADN y manejo
adecuados (Anexo A) que minimice los eventos de contaminacion desde el momento de la
toma de la muestra en campo hasta el estudio molecular en el laboratorio, generando asi, un

mejor aprovechamiento de los recursos.

Cuantificacion: Cuando se agruparon las muestras del grupo con menor edad (789 afios)
rindieron las mejores cantidades de ADN (1340 y 1170 pg/uL), mientras que las de mayor
edad presentaron los menores valores con excepcion del fémur que en ambos casos (939
afnos y 1229 anos) presentd valores superiores (74 y 50 pg/ uL) en relacion a los demas
huesos del grupo entre ellos la coxa, el calcaneo, el humero y la tibia (1.135 — 11.45 pg/
pL). Estos resultados nos muestran de forma cualitativa que probablemente la edad de los
restos 6seos si esta influenciando la cantidad de ADN que se obtiene existiendo una
relacion entre las dos variables, sin embargo, el valor de probabilidad estda muy cercano a la
region de rechazo siendo marginalmente significativo probablemente debido al nlimero de
datos. Hay evidencias de diferencias entre muestras de la misma edad y aun del mismo sitio
de excavacion (Hagelberg 1994), que demuestran que factores ambientales como la
humedad, el pH y la salinidad, son aun mas decisivos que la edad en la supervivencia del

ADN.

No se encontraron diferencias significativas entre el tipo de hueso y la cantidad de ADN, ya
que por ejemplo en el caso de las dos coxas, se hallaron valores de concentracion muy

diferentes entre ellas, los cuales dependieron para este caso mas de la edad que del tipo de
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hueso, lo que lleva a pensar que el estado de conservacion de la muestra, es la que marca la

diferencia a la hora de obtener ADN de restos arqueoldgicos.

Amplificacion del ADN: Al inicio de los experimentos, se presentaron problemas de
contaminacion a pesar de todas las medidas de limpieza y esterilizacion que se tomaron,
debido probablemente a la potencia de la PCR, el tipo de reactivos, la ubicuidad del ADN
reciente y a lo novedoso de la técnica. Uno de los puntos criticos fue la contaminacion
cruzada entre muestras durante su manipulacion al momento de preparar la PCR., lo cual se

controld, mediante la limpieza constante de los guantes con etanol de muestra a muestra.

Ademas, se realizaron los controles para el proceso de extraccion y amplificacion los cuales
presentaron resultados negativos en la amplificacion, esto se debe a que se siguieron de
manera decidida todas las precauciones mencionadas en el Anexo A. Ademas, durante el
proceso de extraccion y amplificacion participaron unicamente dos investigadores, uno con
haplogrupo B y el otro sin haplogrupo definido (A, B, C, D). Esto hace improbable la
contaminacion por haplogrupo A durante el proceso de extraccion y amplificacion. Sin
embargo, con relacion a la posibilidad de contaminacion de las muestras por parte de los
investigadores en el proceso de recoleccion, es imposible eliminar o descartar que ello
suceda por lo que se recomienda secuenciar y asi descartar cualquier posibilidad de

contaminacion.

Luego de ajustar el protocolo general en los puntos criticos de contaminacion, se logro una
eficiencia de amplificacion (reacciones sin contaminacion) del 57,89% dejando asi un

42.1% de reacciones que no amplificaron y que tuvieron contaminacion. Lo que indicé que



31

a pesar de todos los ensayos las muestras son muy susceptibles a la contaminacion. Sin
embargo, este alto porcentaje se presentd con el sistema de iniciadores del haplogrupo B, ya
que este fue el primer sistema con el que se ajustaron todos los procedimientos para el
control de contaminacion. Estos iniciadores se escogieron por tener el amplicon mas corto
(89-95 pb) y porque no utilizaba enzima de restriccion, lo que hizo que fuera rapido su

amplificacion y asi la verificacion de los resultados.

Todos los individuos fueron exitosos por lo menos en una amplificacion, con excepcion del
individuo OB007, el cual ha pesar de haber rendido una cantidad suficiente de ADN (50
pg/ul) no se pudo tipificar para ningun sistema. La causa probable es una resina que
presentaba el hueso producto de una restauracion por parte de los arqueodlogos, la cual

tendria efectos inhibitorios sobre la PCR.

El porcentaje de éxito de individuos tipificados obtenidos en el presente proyecto, 72.7%
estuvo cercano al 78.1% reportado por Rohland & Hofreiter (2007b). Lo cual indica que el
proceso de extraccion y la optimizacion de PCR tuvieron un manejo adecuado y que al
compararse con otros protocolos reportados podria decirse que existen diferencias puesto
que éste procedimiento se hace en poco tiempo, rinde buenas cantidades de ADN y permite

la amplificacion de marcadores moleculares.

La presencia de los haplogrupos A y B y la ausencia de C y D probablemente se debe a la
alta representatividad que han tenido A y B en muestras antiguas y recientes en la
poblacion amerindia (Tabla 9) y posiblemente al pequefio tamafo de la muestra que no

permitid detectar C y D.
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Al comparar las frecuencias de los haplogrupos obtenidos en el presente proyecto con las
frecuencias de otras poblaciones arqueologicas (Tabla 9) se evidenci6 una cercania del
100% con poblaciones andinas antiguas de Chile y Perti, y una lejania de la poblacion
amazonica de Brasil (Figura 8), lo cual se ajusta al modelo actualmente aceptado (Schurr &
Sherry 2004, Keyeux et al 2002, Tarazona-Santos et al 2001, desde el cromosoma Y) de
poblamiento de Suramérica en el cual plantea que existen dos grupos de poblaciones
diferenciados entre si, las poblaciones Amazodnicas y las poblaciones Andinas. Las primeras
con baja diversidad y alta estructura genética y las segundas en sentido inverso, ubicando

asi, la muestra de Obando dentro del grupo de las poblaciones Andinas.

El arbol de distancia genética con poblaciones amerindias actuales mostro tres grandes
agrupamientos (Figura 9). Obando se ubicé cerca de las poblaciones Awa de Narifio y
Embera del Cauca, las cuales son poblaciones Andinas que geograficamente se encuentran
cerca del Valle del Rio Cauca, de modo que estan en la zona de influencia de la cultura
Quimbaya. Este resultado podria estar indicando cierta continuidad en la composicion

genética de las poblaciones antiguas y las actuales.

Tabla 9. Frecuencias de los haplogrupos mitocondriales amerindios en estudios de ADN arqueolégico en

varios paises de América.

Pais Frecuencias de haplogrupos mitocondriales Referencia
A B C D Otros
Obando 0.250 0.750 - - - Presente estudio
Brasil 0.167 - - 0.722 - Santos et al. (1996)
Chile 0.313 0.219 0.313 0.031 0.125  Moraga et al. (2001)
Pert 0.086 0.657 0.229 0.029 - Shinoda et al. (2006)
Colombia 0181 0.545 - - - Presente estudio

Estados Unidos 0.315 0.12 0.426 0.083 0.056  Stone & Stoneking (1998)
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Haplogrupos mitocondriales

Poblacion A B C D Otros Referencia
Coyaima 0.26 0.24 - 0.44 0.06 Rondon et al. (2006)
Awa-kuaikier 0.09 0.69 - 0.14 0.08 Rondoén et al. (2006)
PK 0.34 0.27 0.13 0.02 0.24  Rondoén et al. (2006)
PN 0.06 0.06 0.03 - 0.85 Rondoén et al. (2006)
Embera-Duma 0.11 0.45 0.11 - 0.33 Rondén et al. (2006)
Embera 0.73 0.23 - - 0.05 Mesa et al. (2000)
Ingano 0.15 0.44 0.37 - 0.04 Mesa et al. (2000)
Ticuna 0.13 0.15 0.39 0.33 - Mesa et al. (2000)
Wayuu 0.25 0.35 0.38 0 0.03 Mesa et al. (2000)
sint 0.19 0.41 0.30 0.05 0.05 Mesa et al. (2000)
PA 0.50 0.41 0.08 0 - Mesa et al. (2000)
Tucano - 0.18 0.47 0.35 - Rodas et al. (2003)
Coreguaje 0.05 0.21 0.64 0.03 0.07  Rodas et al. (2003)
Curripaco 0.58 0.47 - - - Rodas et al. (2003)
Guayabero-cunimia 0.50 0.17 0.13 - 0.20 Rodas et al. (2003)
Guahibo-sikuani 0.61 0.03 0.10 - 0.26  Rodas et al. (2003)
Kogui 0.367 - 0.633 - - Keyeux et al. (2002)
Pasto 0.667 0.333 - - - Keyeux et al. (2002)
Embera cauca 0.334 0.478 0.047 0.094 - Keyeux et al. (2002)
paez 0.58 0.065 0.355 - - Keyeux et al. (2002)
Tule-cuna 0.5 0.267 0.2 - 0.033  Keyeux et al. (2002)

PK= Poblacion mezclada del Valle del Cauca.

PN= poblacion negra.

PA= Poblacion mezclada de Antioquia.
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Figura 8. Arbol NJ construido a partir de las frecuencias haplotipicas de las muestras del presente proyecto
comparado con muestras de otras poblaciones arqueoldgicas. El nimero 100 hace referencia al porcentaje que
se obtuvo de los remuestreos realizados, es decir, que el 100% de los muestreos efectuados esas poblaciones

aparecieron agrupados.
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9. CONCLUSIONES

e Se implement6 una metodologia para la extraccion de ADNa la cual funcion6 bajo las
condiciones existentes en el laboratorio de Genética Molecular Humana de la

Universidad del Valle.

e La metodologia de extraccion de ADNa fue reproducible en las muestras estudiadas.

e Con base en la cantidad de ADN obtenido, el fémur y el radio son restos dptimos para

la obtencion de ADN a partir de muestras arqueologicas.

e La calidad y cantidad del ADNa extraido depende en gran medida del estado de

conservacion de las muestras.

e Uno de los puntos criticos en la implementacion de una metodologia para extraer ADNa
fue la contaminacion cruzada entre muestras durante su manipulacion al momento de la
extraccion y la preparacion de la PCR., por lo cual se recomienda la limpieza constante

y el uso de controles adecuados.
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ANEXO A: PROTOCOLO PARA PREPARACION DE LAS MUESTRAS, EXTRACCION DE ADN
Y AMPLIFICACION POR PCR DE ADN ARQUEOLOGICO.

LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR HUMANA
Seccion de Genética, Departamento de Biologia

Facultad de Ciencias, Universidad del Valle

NOMBRE DEL AUTOR: MELISSA QUINTERO ESCOBAR

Introduccion

El uso de restos 6seos como fuente para la obtencion de ADN ha tenido importancia en la aplicacion de las
técnicas de biologia molecular para multiples fines forenses debido a su capacidad de conservacion del ADN
y en casos donde el tejido blando esta severamente descompuesto o dafiado debido al rapido crecimiento
bacteriano en la descomposicion cadavérica, especialmente en paises tropicales donde estan expuestos a altas
temperaturas. Las diferencias entre cantidad y calidad de los resultados son atribuidos respectivamente a los
factores ambientales existente (Baja humedad, baja temperatura y la ausencia de microorganismos favorecen
la preservacion del ADN) o a las condiciones de almacenamiento de los restos. No obstante se deben tener
ciertas precauciones en el momento de la recoleccion y preparacion de los huesos para evitar la pérdida de
material valioso e irremplazable y evitar obtener en el proceso de extraccion resultados falsos positivos

(Iwamura et al. 2004).

Objetivo

Obtener ADN a partir de muestras dseas de amerindios prehispanicos con bajos niveles de contaminacion
con ADN reciente, que puedan ser utilizadas en estudios de biologia molecular mediante amplificacién por
PCR.

Ventajas

- Minimiza riesgo de contaminacion.

- Se puede conservar por largos periodos de tiempo.

Desventajas

- El material 6seo que se utilice no se podra recuperar, por lo tanto se perdera la evidencia fisica.
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Usos

- Extraccion de ADN y su posterior amplificacion para marcadores microsatélites (STR), ADN
mitocondrial (regiones hipervariables, haplotipos), amelogenina, ttiles en estudios filogenéticos y
evolutivos.

Condiciones de Manejo Generales

Nota: Se debe tener un cuidado especial cuando se colectan muestras humanas para el anélisis de ADN.
Todo el personal de investigacion debe tomar medidas preventivas para entrar a la excavacion, si no se
puede tener las precauciones necesarias debe ser razonable que se escoja un par de excavadores para que
colecten las muestras en un tiempo corto. Estos investigadores deben proveer una muestra de sangre o saliva
para el posterior andlisis genético que sirva de control de contaminacién. Tener en cuenta que no todos los
restos se llevaran para analisis moleculares, por lo que solo un pequefio nimero de muestras deben ser
colectadas bajo estrictos controles de contaminacién Degusta & White (1996), Yang & Watt (2004), Iwamura
et al. (2004).

- Es conveniente que las muestras tengan los datos antropologicos basicos: edad del hueso con
radiocarbono, sexo, patron ancestral y estatura. Estos datos son ttiles para la identificacion y posterior

comparacion con los datos moleculares.

- Durante la manipulacion de los especimenes (por separado), se debe utilizar guantes, tapabocas, gorro,

bata de laboratorio.

- No intente limpiar el espécimen designado para analisis de ADN antiguo. La suciedad en los especimenes
puede servir como proteccion contra los contaminantes que quieran ingresar a los tejidos de los huesos,

haciendo la descontaminacion mas facil en el laboratorio.

- No lave los especimenes con agua ya que puede causar que ADN diferente al de la muestra penetre

profundamente en los tejidos del hueso y dafie el ADN de la muestra.

- Sies posible, evite adicionar cualquier preservativo a los especimenes, ya que estos quimicos pueden

inhibir la amplificacién por PCR y puede causar una posible contaminacion.

- Almacene los especimenes en frio y bajo condiciones secas para evitar una futura degradacion del ADN

arqueoldgico.

- Almacenar especimenes antiguos separadamente de los especimenes modernos para prevenir la

contaminacion entre muestras.
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Usar siempre utensilios estériles para cada una de las muestras, las cuales deben ser puestas en tubos

plasticos estériles que pueden ser usados para la subsiguiente extracciéon de ADN.

Se deben minimizar la manipulacion de las muestras. En caso de restos arqueologicos que hayan sido
extensivamente manipulados antes de ingresar al laboratorio se recomienda, en la medida que sea posible,
no utilizar las partes superficiales de la muestra para el analisis de ADN, ya que pueden estar

contaminadas con restos recientes de células de los investigadores.

Si la muestra estd muy sucia retirar con la cuchilla lo que mas se pueda, lavar con agua ultra pura y
colocar a la luz ultravioleta por 5 minutos de modo que todo el hueso haya sido expuesto y macerar la

parte interna del hueso.

Condiciones de manejo de las muestras durante la excavacion, pre-laboratorio

Nota: Los controles de contaminacion pre-laboratorio més efectivos son en el momento de la excavacién por
parte de los arque6logos y sus colaboradores. Para ello es necesario tomar precauciones que minimicen el
riesgo de contaminacién durante el proceso de excavacion y almacenaje de las muestras Yang & Watt
(2004):

En cada excavacion se sugiere se debe portar un kit de recoleccion, en él se debe incluir guantes, bolsas
de papel limpias, papel aluminio, tapabocas o mascaras, gorros, bolsas plasticas, hipoclorito de sodio
(10%), etanol (70%), bitacora y herramientas de excavacion para limpieza tales como paletas y picos

dentales.

Seleccionar los investigadores que van a realizar la exhumacion de los huesos.

Utilizar bata de laboratorio, gorro, tapabocas y guantes.

Seleccionar el material 6seo que se va a utilizar. Tener en cuenta que cuando se seleccionan especimenes
para analisis moleculares se deben escoger los que se encuentran en mejor estado de preservacion dado el

siguiente orden: dientes, huesos corticales y finalmente hueso esponjoso.

Realizar registros fotograficos en el lugar de excavacion y apuntar todos los datos antropolégicos en la

bitacora.

Los especimenes deben ser almacenados individualmente en bolsas plasticas o tubos pero solo si se
encuentran completamente secos (Recuerde Evite lavarlos). Si se encuentran en condiciones humedas
dejar secar a temperatura ambiente y luego almacenar en las bolsas plasticas herméticas seguido de bolsas

de papel. Todas previamente marcadas.
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- Una pequeiia cantidad de hueso (1-2g) o un diente es usualmente adecuado para una extraccion de ADN
antiguo en ambientes secos. Para pruebas de reproductividad, un segundo juego de muestras (hueso o

diente) deben ser colectadas para repetir extraccion y un tercer juego para pruebas en otro laboratorio.

Condiciones de manejo de las muestras en el laboratorio, post-excavacién

Nota: Previamente a la preparacion de la muestra se debe esterilizar en autoclave todo aquel material que lo
permita, como tubos, cuchillas, puntas, pipetas, frascos de vidrio, etc. El material restante se debe exponer a
luz UV, minimo media hora antes del proceso y si es posible, durante toda la noche anterior Rohland &
Hofreiter 2007. Recuerde durante todos los procesos utilizar bata de laboratorio, guantes, gorro y tapabocas.

1. Preparacion del hueso

- Se debe limpiar el area de trabajo con hipoclorito (0.5%), seguido de otra limpieza con etanol al 70%,
DNAzap y agua destilada. Limpiar e irradiar con UV las superficies de trabajo, antes y después de cada

experimento.

- Se colocan dentro de la cdmara de extraccion todos los materiales que se utilizaran (morteros, mazos,
tubos, bolsas plasticas, guantes, papel aluminio en trozos, cuchillas estériles) y se irradiaran toda la noche

con luz UV (254nm).
- Seleccionar el material 6seo que se va a utilizar, evitando el contacto directo.

- Anotar en la bitacora los datos antropologicos de las muestras que se van a utilizar. Cuarteta basica de
identificacion (sexo, edad, patrdén ancestral y estatura) y datos especificos (sitio de excavacion, fecha, tipo

de hueso)
- Marcar los tubos, bolsas plasticas herméticas y deméas elementos con el nombre de cada muestra.
- Registro fotografico de cada hueso.
- Cada muestra debe estar separada en una bolsa pléstica hermética.

- Sies necesario, lavar impurezas con agua ultra pura estéril si es necesario. Dejar secar a temperatura

ambiente.
- Retirar parte externa con una cuchilla estéril, cerca de 1 mm si es posible.
- Exponer el material a luz UV por 5 minutos.

- Macerar la muestra hasta que quede un polvillo fino. (se utiliza un mortero y un mazo por cada muestra).
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- Pesar la muestra sobre papel aluminio previamente irradiado en UV y transfiérala a un tubo estéril de 15-

50ml.

2. Preparacion de reactivos

Dia 1 Preparacién (un dia antes de la extraccidn)

- Se debe limpiar el sitio con hipoclorito (0.5%), seguido de otra limpieza con agua o etanol, DNAzap.

- Se colocan dentro de la camara de extraccion (con excepcion de los reactivos), todos los materiales que

se utilizaran (puntas, tubos, vidrieria, pipetas, frascos, papel aluminio en trozos) y se irradiaran toda la

noche con luz UV (254nm).

Dia 2 Preparacion de los reactivos antes de la extraccidén

Solucién

Preparacion y almacenamiento

2.1 Solucién de Extraccion

2.2 Tampo6n de Unidn

2.3 Tampon de Lavado

2.4 Suspension de Silice

2.5 Tampo6n TE

Nuevo para cada extraccion

Nuevo para cada extraccion. Puede prepararse y
almacenarse durante 3 semanas en la oscuridady a T
Ambiente (20-23 °C)

No establecido

Maximo un mes en la oscuridad

No establecido

Solucion

Concentracion

Solucion de Extraccion

Tampoén de Union

Tampodn de Lavado

Suspension de Silice

Tampon TE

0,45M EDTA, 0,25 mg*mL" proteinasa K

5M GuSCN, 25 mM NaCl, 50 mM Tris

50% v/v etanol, 125 mM NaCl, 10 mM Tris, ImM
EDTA, pH 8,0

4,8 g SiO,, 40 ml Agua ultra pura

10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0
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2.1. Solucién de extraccidn: los valores son dados para una muestra de 500 mg de hueso.

- Tome un frasco tapa azul de 100 mL (opcional dependiendo del volumen a preparar). Pese en papel

aluminio 1.68 g de EDTA y depositelos en el frasco.

- Con una micropipeta Gilson de 100-1000 pL y con una punta nueva, adicione 125uL de proteinasa K (el

stock debe estar a 20mg/mL). Descarte la punta.

- Calibre el pH, adicionando gota por gota de HCL midiendo con papel de pH, hasta obtener un valor

cercano a 8. Evite pasarse de 8.
- Se mezclan en agua ultra pura en un volumen final de 10mL.
- Agite la solucion hasta que el EDTA se disuelva completamente.
2.2. Tampon de union:
Nota: al contacto con acido, la GUSCN puede producir un gas toxico (HCN). Como una precaucién, todos

los buffer que contengan GUSCN fueron preparados en campana de extraccion.

- Tome un frasco tapa azul de 500 mL (opcional dependiendo del volumen a preparar). Envuélvalo en

papel aluminio para que la solucién este en la oscuridad.

- Pese en papel aluminio 24.22g de GuSCN y depositelos en el frasco.

- Pese en papel aluminio 0.059g de NaCL y depositelos en el frasco.

- Pese en papel aluminio 0.248g de Tris y depositelos en el frasco

- Aforar para un volumen final de 40 mL.

- Agite la solucion hasta que se mezclen completamente las sales.

2.3. Tampdn de lavado: para una muestra se necesitan 4mL de tampon de lavado.

- Tome un frasco tapa azul de 50 mL. (opcional dependiendo del volumen a preparar).
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Pese en papel aluminio 0.014g de NaCL y depositelos en el frasco.

Pese en papel aluminio 0.002g de Tris y depositelos en el frasco.

Pese en papel aluminio 0.00074g de EDTA y depositelos en el frasco.

Mida en una probeta ImL de Etanol absoluto, y depositelo en el frasco. Recuerde que la soluciéon de

lavado es 50% v/v.

Calibre el pH, adicionando gota por gota de HCL midiendo con papel de pH, hasta obtener un valor

cercano a 8. Evite pasarse de 8.

Agite la solucion hasta que el EDTA se disuelva completamente.

Preparacion de la suspensién de silice:

Tome un tubo con tapa de 50 mL (opcional dependiendo del volumen a preparar).

Pese en papel aluminio 4.8 g de silice viértalos en el tubo con agua ultra pura para un volumen de 40mL,

agite brevemente por inversion y deje reposar en una gradilla por 1 h.

Transfiera 39 mL del sobrenadante a un tubo nuevo de 50 mL y deje sedimentar en una gradilla por 4 h.

Descarte con una pipeta de vidrio 35 mL del sobrenadante y adicione 48 uLL de HCL (30% W/V) al

boton. (Precaucion, realizar en campana de extraccion)

Haga alicuotas de 850 pL en tubos de 1,5 mL y guardelas en oscuridad a temperatura ambiente.

Preparacion Tampo6n TE:

Tome un frasco tapa azul de 25 mL (opcional dependiendo del volumen a preparar)

Pese en papel aluminio 0.01g de Tris y depositelos en el frasco.

Pese en papel aluminio 0.03 g de EDTA y depositelos en el frasco.

Se mezcla en agua ultra pura para un volumen final de 10mL

Agite la solucion hasta que el EDTA se disuelva completamente.
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3. Extraccion de ADN a partir de restos 6seos mediante union a la silice.

Limpiar el sitio de trabajo (hipoclorito 10%, etanol 70%, DNA zap, Agua destilada).

Marcar las pipetas Pasteur y los tubos que se van a usar.

3.1 Liberacion de ADN

Adicione a la muestra de hueso 10ml de la solucién de extraccion.

Sellar los tubos con papel envolvente. Mezcle suavemente por inversion.

Incubar la muestra 24 horas en la oscuridad. Mezclando constantemente.

3.2 Purificacion ADN

Centrifugar las muestras por 2min a 6000g en la centrifuga clinica. Revise que NO se haya filtrado

material.

En un tubo coénico de 50ml adicionar 40 ml de la solucion de tampén de union y transferir el

sobrenadante.

Adicionar a la muestra 100ul de suspension de silice con una micropipeta Gilson de 100 - 1000 pl.
Ajustar el pH 4.0 con HCL. adicionando 200 ul de HCL (30% W/V) y midiendo. Adiciona 25 pl de
HCL (30% W/V) y mida el pH. Repita este paso hasta completar un total de 300 pl de HCL. Precaucion
el pH no debe ser mas bajo de 4, es preferible un pH de 4.5 que uno de 3.5.

Nota. Realice este paso en campana de extraccion.

Mezcle suavemente, selle los tubos con papel envolvente e incube con agitacion 3h en la oscuridad.

3.3 Eluciéon de ADN

Centrifugar las muestras por 2min a 6000g en la centrifuga para tubos de 50ml.
Transferir el sobrenadante con una pipeta Pasteur a un tubo nuevo de 2 mL y refrigerar.
Al precipitado adicionar con una pipeta Gilson 100-1000 pl y una punta con filtro 1ml de tamp6n de

unioén y re suspender el botén pipeteando.

Transferir con la misma punta con filtro la suspension a un tubo nuevo de 2ml.
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Centrifugar por 15seg a 16000g en la microcentrifuga.

Descartar con una pipeta Pasteur el sobrenadante en un vaso precipitado.

Adicionar con una micropipeta Gilson de 100 — 1000 pl y con puntas con filtro 1ml de tampon de lavado

al boton de silice (precipitado) y re suspender pipeteando.

Centrifugar por 15seg a 16000g

Repetir el paso anterior (tampén de lavado).

Centrifugar nuevamente por 15seg a 16000g

Descartar el sobrenadante con una pipeta Pasteur en un vaso precipitado.

Dejar secar la silice a T° del laboratorio por 15min. (tubos abiertos)

Con una micropipteta Gilson de 100 — 1000 pl Adicionar 50u de tampoén TE a la silice ya seca, re

suspender agitando.

Incubar con tapa cerrada 10min, agitar ocasionalmente.

Centrifugar por 2min a 16000g en la microcentrifuga.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5mL.

Nota: Evite transferir grandes cantidades de silice, ésta puede inhibir o interferir en reacciones

posteriores.

4. Cuantificacion mediante el Qubit:

Nota: Asegurarse que los reactivos se encuentren a temperatura ambiente antes de comenzar la

cuantificacion.

Marcar los tubos; se necesitan un tubo de 1.5mL para la solucion de trabajo, dos tubos de 0.2mL para los

estandar y un tubo de 0.2mL por cada muestra.

Para preparar 100uL de la solucion de trabajo se toman 99.5uL del tampén y 0.5uL del reagent.
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- Para preparar 100 pL de estandar se toman 95uL de la solucion de trabajo y SuL del estandar. (para cada

uno).

- Para preparar 100pL de las muestras se toman 98uL de la solucion de trabajo y 2pLL del ADN muestra.

- Se mezclan cada una de las muestras y cada estandar durante 2-3 segundos.

- Incubar los tubos a temperatura ambiente por dos minutos.

- Proceder a leer las cuantificaciones en el fluorometro.

5. Amplificacion de ADNa

Recomendaciones generales de condiciones de esterilidad:

- Uso exclusivo de reactivos para PCR.

- Un espacio en donde nunca antes se haya trabajado con ADN

- Ropa adecuada de laboratorio bata, gorro, guantes y tapabocas.

- Material estéril como puntas y tubos para PCR.

- La preparacion de la reaccion de PCR siempre debe realizarse en camara de flujo laminar previamente
esterilizada con DNAzap ®invitrogen, con agua destilada y con etanol para evitar cualquier tipo de
contaminaciéon con ADN moderno. El orden de adicion de los reactivos fue: agua ultra pura, tampon o

buffer de PCR, BSA, MgCl,, iniciadores o “primers”, Taq polimerasa de ADN, ADN molde.

- Cada muestra se amplifico con cada sistema de iniciadores en un volumen final de reaccion de 20uL, con
2 uL de ADN molde en tampo6n 1X de PCR (Applied Biosystem), 4ug/ulL de BSA (Fermentas), 2.5mM
MgCl, (Applied Biosystems), 140uM de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTP’s), 0.5pmol de cada
cebador y 1U/uL de Taqg GOLD (AmpliTaq Gold, Applied Biosystems). Para las digestiones se utilizaron
las enzimas de restriccion de invitrogen (10U/pL), se realizé un volumen final de 20puL con 10uL de
ADN molde, 7.5uL de agua, 2 uL de tampén de la enzima y 0.5 uL de la enzima. Se incub616 horas

overnight. Todos los iniciadores utilizados se encuentran en la Tabla 2.

- Todas las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador TC-9600-G marca Labnet international. Ver

condiciones en la tabla 3.
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La deteccion de los productos amplificados se realizé mediante separacion electroforética en geles de
poliacrilamida al 8% (acrilamida: bisacrilamida, 19:1). Los geles se tifieron con nitrato de plata y las
asignaciones haplotipicas se hicieron utilizando un marcador de peso molecular de 50 pares de bases de

invitrogen.
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ANEXO B: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN RECIENTE MEDIANTE LA TECNICA DE
DESALAMIENTO O SALTING OUT PARA LA EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE
LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR HUMANA

Seccion de Genética, Departamento de Biologia
Facultad de Ciencias, Universidad del Valle

NOMBRE DEL AUTOR: MELISSA QUINTERO ESCOBAR

Introduccion

La técnica esta basada en la lisis de las membranas celulares y la separacion posterior de las proteinas
asociadas al ADN para facilitar su extraccion mediante una precipitacion con cloruro de sodio saturado y
etanol. Una vez completado el procedimiento, se comprueba la presencia de ADN gendémico mediante una

electroforesis en gel de agarosa para su posterior cuantificacion, que se basa en la separacion de moléculas de

diferente peso molecular en una matriz sometida a un campo eléctrico.

Objetivo

Obtener ADN reciente a partir de leucocitos de sangre periférica que puedan ser utilizados en estudios de

biologia molecular.

Ventajas

- Optimizacién en la cantidad de muestra a utilizar.
- Meétodo eficaz.

Desventajas

- Proceso mas laborioso.

Usos

- Extraccion de ADN y su posterior amplificacion para marcadores microsatélites (STR), ADN

mitocondrial (regiones hipervariables, haplotipos), RFLPS, entre otros.

Procedimiento

- Tome una muestra de 2.5 ml de sangre total, anticoagulada con EDTA. Se recomienda dejarla dos dias

en el refrigerador antes de la extraccion.
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Coloque los 2.5 ml de sangre total en un tubo de 15 ml con tapa y adicione 4.5 ml de solucién de lisis

para eritrocitos (NH4Cl 155 mM, NaHCO; 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4)

Incube la muestra en hielo por 20 min, mezclando inicialmente de manera suave, y a los 10 min para

mejorar la lisis. Centrifugue durante 10 min. a 7000 rpm.

Descarte el sobrenadante y resuspenda la pastilla de leucocitos (mediante golpes suaves en la base del
tubo) en 3.5 ml de solucion de lisis para eritrocitos. Incube nuevamente en hielo por 15 min. (En el

congelador) y luego centrifugue como en el paso anterior.

Elimine el sobrenadante y afiada 1 ml de solucion de lisis para eritrocitos, resuspenda el boton,

centrifugue de 3 a 4 min. A 7000 rpm y elimine el sobrenadante.

Resuspenda el boton en 750 plL de buffer de lisis para leucocitos (Tris-HCl 10 mM, NaCl 400 mM,
EDTA 2 mM pH 8.2)

Adicione 50 pL de SDS al 10% vy 25 pL de proteinasa K (20 mg/ml). Resuspenda e incube a 37°C
durante 20 hrs.

Agregue 500 pL de NaCl saturado (6M). Agite VIGOROSAMENTE por 15 segundos.

Centrifugue por 20 min a 7000 rpm y transfiera el sobrenadante a otro tubo y centrifugue por 7 minutos a

5000 rpm.

Transfiera el sobrenadante a otro tubo de 15 ml y precipite el ADN con dos volimenes de etanol al 100%
(1 a 1.5 ml aprox.), Haga movimientos suaves de balanceo (por inversion del tubo) hasta formar un

grumo homogéneo del material blanquecino.

Pesque el grumo formado con una punta de 10 a 100 pL nueva, estéril

En un tubo Eppendorff coloque 200 pL de Low TE 1X estéril y resuspenda el ADN extraido. Guarde en

la nevera durante el tiempo necesario (refrigerada)

Nota: usar siempre bata de laboratorio, guantes y tapabocas.
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