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RESUMEN 

La Genética Forense es una disciplina que surgió con el fin de resolver casos criminales 

utilizando información genética dejada en escenas del crimen. Sin embargo, también ha ofrecido 

grandes ventajas en la identificación humana a través de comparaciones directas y filiaciones a 

través de familiares. Estas características aportan a la identificación de desaparecidos del Conflicto 

Armado Interno (CAI), ocurrido entre los años 1960 a 1996 en Guatemala. La búsqueda y 

recuperación de estas víctimas no ocurrió sino hasta décadas después de que ocurrieran los hechos, 

lo cual ha implicado trabajar con restos esqueletizados para lograr su identificación a través del 

ADN. Es frecuente obtener perfiles parciales o fallidos cuando se analizan los marcadores STRs de 

ADN nuclear provenientes de restos antiguos.  Debido a esta limitación, la utilización de ADN 

mitocondrial (ADNmt) para complementar los estudios, ya que se presenta en mayor número de 

copias en las células y se conserva por más tiempo. La técnica de ADNmt mejorará los procesos 

de la Fundación de Antropología Forense de Guatemala, cuya misión es la identificación de los 

desaparecidos del CAI. El objetivo del estudio es validar los kits BigDyeÔ Direct Cycle 

Sequencing y BigDyeÔ XTerminator Purification en muestras humanas para la obtención del 

haplotipo de ADNmt. Se concluyó que el rango ideal de concentración de ADN para la 

secuenciación y que es posible la obtención del haplotipo de ADNmt a partir de hisopados bucales, 

frotes bucales fijados en tarjeta FTA, sangre fijada en FTA, raíz de cabello, fragmentos óseos y 

piezas dentales.  
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I. INTRODUCCIÓN  

La Genética Forense ha contribuido a la identificación de víctimas a través de la comparación de los 

perfiles genéticos de marcadores STR autosómicos (por las siglas en inglés de repeticiones cortas en 

tándem) obtenidos a partir del ADN nuclear (ADNn) (Butler, 2010). Esta técnica se ve limitada ante 

muestras con baja cuantificación de ADN, degradación y en caso de filiaciones cuando únicamente se 

cuenta con familiares lejanos (Hares et al., 2014; King et al., 2014). Para superar estas limitaciones al 

trabajar con ADN ancestral, se ha recurrido a la genotipificación del ADN mitocondrial (ADNmt) (Bandelt, 

van Oven, & Salas, 2012; Hares et al., 2014).  

El ADNmt presenta un número de copias más alto que el ADNn en las células humanas (Hares et al., 

2014). La mitocondria contiene entre 2 a 10 copias de ADNmt, y pueden haber hasta 1000 mitocondrias 

por célula somática (Budowle, Allard, Wilson, & Chakraborty, 2003).  Por esta razón el análisis de ADNmt 

es útil en el área forense cuando no se logra obtener un perfil genético de STR autosómicos satisfactorio 

(Hares et al., 2014). 

La baja fidelidad de la polimerasa de ADNmt y la aparente ausencia de mecanismos de reparaciónn dan 

lugar a una tasa de mutación más alta que la  del ADNn (Budowle et al., 2003). El ADNmt posee regiones 

polimórficas conocidas como Hipervariable I, II y III (HVI, HVII y HVIII, respectivamente) (Bandelt et 

al., 2012). Las variaciones de secuencia entre individuos se encuentran especialmente en las regiones HVI 

(16024-16365) y HVII (73-340) (Budowle et al., 2003; Hares et al., 2014). El reporte de haplotipos de 

ADNmt para casos forenses o estudios poblacionales requiere identificar solamente las diferencias con 

respecto a la versión revisada (rCRS, NC001807) de la primera secuencia de ADNmt humano (Hares et al., 

2014). Según este requisito,  se tiene por objetivo  validar un procedimiento operacional estándar que 

permita la correcta secuenciación y genotipificación de las regiones HVI y HVII del ADNmt de muestras 

forenses y reportar los haplotipos obtenidos según las recomendaciones de SWGDAM (Scientific Working 

Group on DNA Analysis Methods) (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods, 2016). 

Es posible la genotipificación de ADNmt utilizando los kits BigDye™ Direct Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems™, CA, EE. UU.)  y Big Dye™ XTerminator Purification (Applied Biosystems™, 

CA, EE. UU.) en muestras referenciales y esqueléticas con fines de identificación humana para las 

aplicaciones del Laboratorio de Genética Forense de la Fundación de Antropología Forense de Guatemala. 

El método cuanta con la información necesaria para amplificar, secuenciar y analizar los resultados para 

reportar haplotipos de ADNmt. 
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II. OBJETIVO 

A. OBJETIVO GENERAL 

Validar los kits BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing (Applied Biosystems™, CA, EE. UU.) y 

BigDyeÔ XTerminator Purification (Applied Biosystems™, CA, EE. UU.) para la secuenciación 

y obtención de haplotipos del ADNmt en muestras humanas (hisopado bucal, frote bucal fijado en 

tarjeta FTA, sangre fijada en FTA, raíz de cabello, fragmentos óseos y piezas dentales), para el 

estudio poblacional de los grupos etnolingüísticos achí, ixil, kaqchikel, ladino, queqchí y quiché en 

Guatemala a partir de 102 muestras referenciales.  

B. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Evaluar la exactitud y precisión de la técnica propuesta para la genotipificación de ADN 

mitocondrial (ADNmt), utilizando los kits BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems™, CA, EE. UU.)  y BigDyeÔ XTerminator Purification (Applied Biosystems™, CA, 

EE. UU.), realizando una comparación intralaboratorio al reanalizar una muestra previamente 

caracterizada por un laboratorio externo al de la Fundación de Antropología Forense de Guatemala.  

Determinar el rango de concentración óptimo de ADN que asegure la genotipificación del 

ADNmt a través del estudio de sensibilidad. 

Realizar el estudio de estabilidad de la técnica para la obtención de un haplotipo de ADNmt al 

procesar muestras de hisopado bucal colectadas desde el año 2009 hasta el año 2018. 

Evaluar la repetitividad de la técnica, procesando diversos sustratos (hisopado bucal fijado en 

tarjeta FTA, sangre fijada en tarjeta FTA y raíz de cabello) colectados del mismo donante y 

comparando el haplotipo obtenido de cada uno de ellos. 

Comprobar la reproducibilidad de la técnica de genotipificación al obtener el haplotipo de las 

mismas muestras por dos operadores diferentes en tiempos diferentes.  

Determinar cómo se vería una muestra con más de un donante de ADNmt (mezcla).  

Genotipificar el ADNmt de los grupos etnolingüísticos achí, ixil, kaqchikel, ladino, queqchí y 

quiché (n=17 por grupo) para el estudio poblacional guatemalteco.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

Las investigaciones en la Fundación de Antropología Forense de Guatemala (FAFG) consisten 

en la identificación de víctimas del Conflicto Armado Interno (CAI). La FAFG contribuye al 

fortalecimiento del sistema de justicia y los derechos humanos ya que provee de evidencia que 

puede ser utilizada ante un proceso legal o solicitada por el Ministerio Público. 

La Genética Forense contribuye a la identificación de víctimas a través de la comparación de 

los perfiles genéticos de marcadores STRs autosómicos obtenidos a partir del ADN nuclear 

(ADNn) de un indicio indubitado (se conoce al donante del ADN) y un indicio dubitado (se 

desconoce la identidad del donante del ADN) En el contexto del trabajo de la FAFG, las muestras 

indubitadas provienen de familiares que continúan en la búsqueda de sus desaparecidos y que donan 

una muestra genética, comúnmente llamadas muestras referenciales. Los indicios dubitados son los 

restos óseos de las víctimas que son recuperados de fosas clandestinas, cementerios, etc. que en su 

mayoría datan de la década de los años 1980. Los diferentes contextos y tiempos de deposición de 

los restos esqueletizados provocan la degradación del ADNn lo que dificulta la obtención de un 

perfil genético de STRs autosómicos completo que pueda ser comparado con los obtenidos de los 

grupos familiares. Un segundo reto en la investigación son las filiaciones complejas, aquellos casos 

en los que no se cuenta con muestras de familiares cercanos (por ejemplo, del núcleo familiar) sino 

de familiares en segundo o tercer grado (por ejemplo, tíos abuelos). En ambos casos, contar con 

una herramienta genética que pueda complementar la información generada al analizar STRs 

autosómicos aumentaría las probabilidades de generar una coincidencia genética y por lo tanto la 

identificación de una osamenta.  

Cabe mencionar que, la genotipificación del ADNmt no es individualizante ya que es heredado 

sin eventos de recombinación entre madres e hijos. En comparación, la genotipificación del ADNn 

sí logra la individualización ya que cada perfil genético de STRs nucleares es único y diferente para 

cada individuo, con la excepción de gemelos idénticos. Sin embargo, el compartir el mismo 

haplotipo entre diferentes generaciones dentro del mismo linaje materno permite la filiación aún 

con familiares distantes dentro de este linaje.  De tal forma, que la genotipificación del ADNmt en 

muestras comprometidas (baja concentración de ADN, degradación, etc.)  ofrece varias ventajas, 

como: mejor conservación en herencia vertical, mayor número de copias del genoma mitocondrial 

por célula y sufrir menor degradación por ser un genoma circular y de menor tamaño. La 

integración de esta técnica forense permitiría mejorar los procedimientos de identificación humana 

a través de la Genética Forense en el trabajo de la FAFG. 
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Adicionalmente, para poder incluir el peso estadístico de coincidencias genéticas utilizando el 

haplotipo de ADNmt, es necesario llevar a cabo un estudio poblacional para conocer la distribución 

de los haplotipos presentes en la población guatemalteca. Debido a que Guatemala cuenta con 

varios grupos etnolingüísticos, es necesario considerarlos y establecer los haplogrupos presentes, 

estableciendo la frecuencia de cada uno de ellos.  Debido a la alta conservación de del ADNmt se 

busca maximizar el tamaño de muestra (n=17) por grupo etnolingüístico, con la limitación de un 

máximo de 102 muestras. Se seleccionaron los grupos achí, ixil, kaqchikel, ladino, queqchí y quiché 

para el estudio poblacional debido a la alta disponibilidad de muestras (almacenadas desde el 2009 

hasta el 2018) y su utilidad para fines de identificación ya que provienen de familiares de víctimas 

de desaparición.  
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IV. MARCO TEÓRICO 

A. ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO 

Los ácidos nucleicos, incluido el ADN, se constituye por nucleótidos los cuales constan de una 

base (variante), una azúcar y un fosfato (que constituyen la cadena estructural). Los nucleótidos, 

también conocidos como bases nitrogenadas o solamente bases, son la adenina (A), tiamina (T), 

citosina (C) y guanina (G) (Butler & Butler, 2010). El azúcar que contiene el ADN es desoxirribosa 

lo que explica el nombre de “Desoxirribonucleico” (Krebs, Goldstein, & Kilpatrick, 2014). El 

genoma humano está constituido por ADN contenido en el núcleo (ADNn) y en las mitocondrias. 

El ADN mitocondrial (ADNmt) contribuye con un 0.0006% al genoma humano total (Mark 

Stoneking, 1994). En el Cuadro 1 se muestran algunos datos sobre la cantidad de ADN contenido 

en muestra biológica. 

Cuadro 1. Contenido de ADN en muestras biológicas. 

Tipo de muestra Cantidad de ADN 
Sangre líquida 20,000 – 40,000 ng/mL 

Mancha de sangre 250 -500 ng/cm3 

Semen líquido 150,000 – 300,000 ng/mL 
Hisopado vaginal poscoital 10 – 3,000 ng/hisopo 
Cabello con raíz arrancado 1 -750 ng/raíz 
Cabello con raíz rasurado  1 – 10 ng/raíz 

Saliva líquida 1,000 – 10,000 ng/mL 
Hisopado bucal 100 – 1,500 ng/hisopo 

Orina 1 – 20 ng/mL 
Hueso 3 – 10 ng/mg 
Tejido 50 – 500 ng/mg 

Las muestras de evidencia son significativamente afectadas por factores en el ambiente (Lee & 

Ladd, 2001). 

La contribución genética en la descendencia proviene de 22 cromosomas autosómicos, un 

cromosoma X y el ADNmt en el óvulo de la madre; 22 cromosomas autosómicos y un cromosoma 

X o Y en el espermatozoide (Figura 1) (Butler & Butler, 2010). Debido a que el ADNmt no sufre 

recombinación es posible trazar la descendencia materna entre generaciones bastante separadas 

(Budowle et al., 2003). El espermatozoide posee mitocondrias en la región del cuello y la cola, 

pero son destruidas durante o poco después de la fertilización (Budowle et al., 2003). Las 

mitocondrias espermáticas desaparecen en etapas tempranas de la embriogénesis (Amorim, 

Fernandes, & Taveira, 2019), por destrucción selectiva, inactivación o dilución . Recientemente se 

describió inherencia biparental de ADNmt entre 17 miembros de tres familiares con múltiples 

generaciones, los resultados fueron confirmados por dos laboratorios externos (Luo et al., 2018).   
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Figura 1. Material genético en los gametocitos y cigoto.  

Fuente: (Butler & Butler, 2010). 

      El óvulo contribuye con 22 cromosomas autosómicos, un cromosoma sexual y ADN 

mitocondrial. El espermatozoide contribuye con 22 cromosomas autosómicos y un cromosoma 

sexual. LA formación del cigoto posee 22 pares de cromosomas autosómicos, dos cromosomas 

sexuales y ADN mitocondrial. 

B. GENOTIPIFICACIÓN DE ADNmt 

El análisis de ADNmt se utiliza en casos forenses cuando los marcadores nucleares no pueden 

ser aplicados. El uso de haplogrupos, según las regiones variables, sugieren un control adicional 

del código regional, lo cual incrementa el poder de discriminación del ADNmt (Bandelt et al., 

2012). Debido a la inherencia materna del ADNmt solamente algunas muestra de comparación son 

útiles según se muestra en la siguiente figura. 
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Figura 2. Muestras útiles para comparación genética de ADNmt. 
Fuente: (Nij, 2005) 

     Las muestras útiles para la comparación genética de ADNmt se muestran en color café y está 

relacionado con el linaje materno heredado a toda su descendencia, pero solamente transmitido 

por mujeres. Lo que permite la trazabilidad del ADNmt entre la familia, incluso, entre parientes 

lejanos o comparaciones complejas. 

El ADNmt presenta un número de copias más alto que el ADNn en células humanas (Hares et 

al., 2014). La mitocondria contiene entre 2 a 10 copias de ADNmt, y pueden haber hasta 1000 

mitocondrias por célula somática (Budowle et al., 2003).  Por esta razón el análisis de ADNmt es 

útil en el área forense cuando no se logra obtener un perfil genético de STRs autosómicos 

satisfactorio (Hares et al., 2014). 

La baja fidelidad de la polimerasa de ADNmt y la aparente ausencia de mecanismos de 

reparación dan lugar una tasa de mutación más alta que la del ADNn (Budowle et al., 2003). Se ha 

reportado la estimación de la tasa de mutación en las dos regiones hipervariables en 0.32 x 10-6 / 

sitio / año (IC 95% 0.065 x 10-6  – 0.97 x 10-6) lo cual es mayor en comparación a 0.5 x 10-9 / sitio 

/ año en genoma nuclear (Amorim et al., 2019). El ADNmt posee regiones polimórficas  conocidas 

como Hipervariable I, II y III (HVI, HVII y HVIII respectivamente) (Bandelt et al., 2012). Las 

variaciones de secuencia entre individuos se encuetran especialmente en las regiones HVI (16024-

16365) y HVII (73-340) (Budowle et al., 2003; Hares et al., 2014).  
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Para el reporte de haplotipos de ADNmt para casos forenses o estudios poblacionales requiere 

identificar solamente las diferencias con respecto a la versión revisada (rCRS, NC001807) de la 

primera secuencia de ADNmt humano (Hares et al., 2014). 

Estudios por Söchtig et al. (2015) evalúan la variabilidad genética de los grupos maya y ladinos 

de Guatemala (Figura 3) a través de marcadores uniparentales y ancestrales. En este estudio llegan 

a concluir que las características filogenéticas del ADNmt son compatibles con la endogamia 

moderada local, el aislamiento de los mayas combinado con episodios de intercambio de genes 

dentro los grupos étnicos.  

 
Figura 3. Mapa de la República de Guatemala con las áreas de muestreo. 

Fuente: (Söchtig et al., 2015) 

       El mapa recalca las áreas de muestreo que abarcan Alta y Baja Verapaz, El quiché y la 

ciudad Capital. Las muestras provenían de los siguientes grupos etnolingüísticos: qeqchí, achí, 

poqomchí, quiché y kaqchikel. 

C. ADN ANCESTRAL 

Debido a las ventajas del ADNmt mencionadas anteriormente ante el ADNn se han logrado 

realizar estudios antropológicos tales como los hecho en México sobre la demografía histórica de 

la población indígena (Rubi-Castellanos et al., 2015) o la identificación de los restos del rey 

Ricardo III (King et al., 2014). Aunque existen algunos desafíos al momento de trabajar con ADN 

ancestral, debido a las modificaciones que ocurren después de la muerte como: el rompimiento de 



 

   9 

una hebra de ADN, modificación de una base por oxidación e hidrólisis y pérdida de bases 

(Cipollaro, Galderisi, & Di Bernardo, 2005). La degradación del ADN está relacionada a las 

condiciones ambientales, sobre todo la temperatura de deposición y no tanto sobre su edad 

arqueológica o tiempo de deposición (Allentoft et al., 2012). 

También existen desafíos externos a la integridad del ADN, tales como la presencia de 

inhibidores que intervienen en los procesos de amplificación y secuenciación de las muestras, 

generando resultados pobres y de baja calidad (Alaeddini, 2012). Algunos de estos inhibidores son 

los ácidos húmicos y fúlvicos, residuos de parafirina o sus productos de degradación (Montiel, 

Malgosa, & Subirà, 1997; Pääbo, 1989). 

Debido a la especificidad de los kits la contaminación por parte de bacterias, virus, animales y 

hongos no compiten en las reacciones para generar perfiles genéticos, pero sí compite con la de 

otro donador. Como último desafío se debe resaltar la contaminación de ADN humano exógeno. 

Esta contaminación pudo haber ocurrido durante la muerte, en los rituales de sepultura, durante la 

exhumación y su análisis antropológico (Anastasiou & Mitchell, 2013). 

D. TOMA DE MUESTRA 

El hisopado bucal es un método no invasivo de recolección de tejido que consiste en transferir 

células epiteliales por frotación a un hisopo. La toma de muestra con está técnica tiene las siguientes 

ventajas: representa un menor riesgo bilógico tanto para el donante como para quien toma la 

muestra, no existe problema de derrame de material bilógico y se puede almacenar a temperatura 

ambiente (Jehuda, 1993). En la FAFG se utiliza este método de recolección de muestras y 

adicionalmente se fijan en tarjetas FTA. 

Las tarjeas FTA (Flinders Technology Associates) constan de un papel filtro recubierto con 

algunos agentes químicos que permiten la fijación y preservación de muestras de ADN (Patent No. 

5,496,562, 1996; Green, Tillmar, Pettersson, & Montelius, 2019). Existen métodos de extracción 

de ADN para las tarjetas FTA, pero han salido al mercado kits que utilizan pequeños fragmentos 

de la tarjeta directamente en la reacción de PCR, lo cual es una ventaja costo efectiva en 

comparación a otras técnicas de toma de muestra (Mundorff et al., 2018). Se reportó que es posible 

obtener perfiles de STR completos a partir de muestras almacenadas por 16 años en tarjetas FTA, 

aunque detectaron que la cantidad y degradación del ADN decrece con relación al tiempo de 

almacenamiento (Rahikainen, Palo, de Leeuw, Budowle, & Sajantila, 2016).  
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E. SECUENCIACIÓN 

En 1975 Frederick Sanger desarrolló un método para determinar la secuencia de nucleótidos de 

ADN, y el método fue nombrado Secuenciación Sanger. El procedimiento consiste en preparar 

cuatro reacciones en las que se incluían trifosfatos de desoxinucléicos (dNTP) normales A, G, C y 

T, pero cada uno contiene un nivel bajo de uno de los cuatro trifosfatos de didesoxinocleótidos 

(ddNTP). Al incorporarse uno de los ddNTP en la síntesis de la cadena de ADN termina. Los 

productos de cada reacción se separan por electroforesis en gel; cuya  lectura se realiza de  abajo 

hacia arriba según aparezcan las bandas en cada carril  (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). 

Algunos de los eventos estructurales del ADN son las sustituciones, deleciones o inserciones de 

bases (Arsham & Shaffer, 2017). Estos eventos son detectados al comparar la secuencia de las 

muestras con una Secuencia de Referencia, que se genera a partir de un consenso (Scientific 

Working Group on DNA Analysis Methods, 2019). Las sustituciones consisten en los cambios de 

bases; las deleciones, en la perdida de las bases; las inserciones, en la adquisición de bases 

inexistentes en la referencia (Arsham & Shaffer, 2017; Butler & Butler, 2010). 

F. VALIDACIÓN DE MÉTODO 

La FAFG se rige bajo la norma ISO 17025, la cual exige la validación de todos sus métodos. 

Estas validaciones implican realizar pruebas con los equipos, reactivos, operadores y muestras que 

permitan garantizar resultados confiables (ISO, 2017). Por lo que se utilizará la guía para la 

validación de métodos de análisis de ADN que contempla los siguientes estudios: La exactitud que 

se evalúa consta en analizar la habilidad de la técnica (reactivos e instrumentos) para proveer 

resultados (secuencias del ADNmt) cercanas a la secuencia conocida (previamente obtenida por un 

laboratorio Forense acreditado y externo al de la FAFG). El estudio de sensibilidad busca establecer 

los rangos dinámicos e ideales de concentraciones de ADN para la obtención de la secuencia 

completa del ADNmt necesarios para reportar el haplotipo de forma correcta a partir de muestras 

referenciales y esqueléticas. La repetitividad consta de la evaluación de la exactitud y precisión de 

los resultados obtenidos por un mismo operador y/o equipo, para el cual se espera obtener los 

mismos resultados para una muestra procesada varias veces. El estudio de reproducibilidad busca 

evaluar la exactitud y precisión para obtener los mismos resultados para dos operadores y/o equipos 

diferentes. La evaluación de mezclas como parte de la validación permite reconocer resultados de 

mezclas o muestras contaminadas. El programa de análisis también debe ser validado para 

completar el proceso, por lo que se requiere de compararlo con los resultados de otro programa 
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previamente validado o con resultados provistos por otro laboratorio validado (Scientific Working 

Group on DNA Analysis Methods, 2016).  

El programa de análisis para este estudio es SequencherÒ (GeneCodes), que permite ensamblar 

y alinear secuencias, detectar polimorfismos de un solo nucleótido (SNP por sus siglas en inglés). 

Entre sus funciones está la generación de haplotipos de ADNmt bajo estándares forenses, pero 

posee otras herramientas de análisis de secuenciación de Sanger o de secuenciación en paralelo o 

nueva generación  (Gene Codes Corporation, 2018).  

El estudio poblacional consiste en la parte final de la validación, en la que se caracteriza a un 

grupo de interés, que en el caso de ADNmt consiste en la identificación de los haplogrupos de la 

población (conjunto de eventos estructurales propios del grupo) (Budowle et al., 2003). 

1. Genotipificación de ADNmt 

Se realizaron 5 recomendaciones por parte de la Sociedad internacional para la Genética Forense 

(Hares et al., 2014): 

• Se debe trabajar bajo buenas prácticas de laboratorio y protocolos específicos para trabajar 

ADNmt. 

• En todo el proceso deben considerarse los controles negativos, positivos y blancos requeridos.  

• Se deben reportar solamente las secuencias consenso basado en la información redundante de 

la secuencia al utilizar secuencias directas e indirectas.  

• Debe evitarse la transcripción manual de datos y reportar haplotipo conceso por parte de dos 

operadores.  

• Los laboratorios que tipifiquen ADNmt para casos forenses deben participar regularmente en 

pruebas de aptitud.  

2. Lineamientos para la interpretación del análisis de ADNmt 

Son necesarios el uso y evaluación de controles, el obtener los resultados esperados garantiza 

cumplir con estándares de calidad. Deben cubrirse la región hipervariable I (HVI, en las posiciones 

16024 a 16365) y la región hipervariable II (HVII, en las posiciones 73 a 340). El llamado de bases 

o designación de bases deben ser según el sistema de nomenclatura IUPAC (International Union 

of Pure and Applied Chemistry) incluso para las ambigüedades. (Scientific Working Group on 

DNA Analysis Methods, 2019). La presentación de haplotipos debe cumplir con las reglas 

SWGDAM (existen otros dos reglamentos): 

Regla 1: Mantener los patrones conocidos de polimorfismos. 
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Regla 2: Usar todas las diferencias requeridas, al menos que viole los patrones conocidos de 

polimorfismos. 

Regla 3: Los estiramientos en C en HVI deben interpretarse con un 16189C cuando el T anclado 

en la posición 16189 no está presente. Las variaciones de longitud en el tracto A corto que precede 

a 16184 deben notarse como transversiones. Los estiramientos en C en HVII deben interpretarse 

con un 310C cuando la T anclada en la posición 310 no está presente. Los estiramientos en C deben 

interpretarse con un 311T cuando la T anclada en la posición 310 es seguida por una segunda T. 

La regla 4 será omitida debido a que aplica para la región HVIII.  

Regla 5: Se prefieren sustituciones ante inserciones y deleciones.  

Regla 6: Se prefieren transiciones a transversiones.  

Regla 7: Colocar inserciones y deleciones continuamente cuando sea posible.  

Regla 8: Colocar inserciones y deleciones en el extremo 3’ de la hebra ligera.  

La regla 9 será omitida debido a que no aplica para las regiones hipervariables I y II.
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V. METODOLOGÍA 

A. SITIO DE ESTUDIO 

No se puede delimitar un sitio específico debido a la heterogeneidad de las muestras, sin 

embargo, todas provienen del territorio guatemalteco.  

B. SUJETOS DE ESTUDIO 

Individuos en búsqueda de sus familiares desaparecidos. 

Individuos de los cuales se logró recuperar la osamenta o parte de ella. 

Colaboradores de la Fundación de Antropología Forense de Guatemala.  

Individuos pertenecientes a las comunidades achí, ixil, kaqchikel, ladino, queqchí y quiché en 

Guatemala. 

C. DISEÑO, ENFOQUE Y TIPO DE INVESTIGACIÓN 

El diseño experimental de tipo verdadero es el apropiado para este estudio ya que se busca 

evaluar variables para determinar el rango de concentración de ADN en el cual es posible obtener 

un haplotipo, siempre acompañado de controles positivos y negativos que permitan validar y 

proporcionar confiabilidad en las pruebas. También consta de un diseño no experimental de tipo 

transversal en la que se caracterizará las diferencias entre los haplogrupos de algunas comunidades 

guatemaltecas; y de tipo longitudinales en la que se evaluará la estabilidad de muestras tomadas 

entre los años 2009 al 2018 y muestras del mismo individuo tomadas en distintos años.  

Este estudio consta de un enfoque mixto en el cual la fase cualitativa abarca la validación de un 

método para la generación de haplotipos de ADNmt, en lo que se evaluará sensibilidad, precisión, 

exactitud, repetitividad, reproducibilidad, estabilidad y mezclas. En la fase cualitativa se busca 

caracterizar a las comunidades achí, ixil, kaqchikel, ladino, queqchí y quiché a través de la 

evaluación de frecuencias en cabios presentes en las diferentes posiciones de las regiones HVI y 

HVII.  

D. TIPO Y TAMAÑO DE MUESTRA 

El estudio requiere de extractos de muestras óseas, muestras referenciales que incluyen: 

hisopados bucales, muestras de sangre y bucales fijadas en FTA y cabellos con raíz.  

El estudio poblacional requiere de 17 muestras por comunidad, para un total de 102 muestras.  
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Tamaño de muestra y tipo de muestreo es con fines especiales para los estudios de sensibilidad, 

precisión, exactitud, repetitividad, reproducibilidad, estabilidad y mezclas; y un muestreo por 

conveniencia para el de población.  

E. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 

Cuadro 2. Criterios de inclusión y exclusión. 

 Criterios 
Estudio Inclusión Exclusión 

Sensibilidad 1 muestra con un extracto de concentración 
mínima de 1.50 ng/µL. 

Muestras bucales o de sangre fijadas en 
tarjetas FTA.  

Muestras con haplotipo de ADNmt 
conocido (muestra de referencia, evaluado 
por un laboratorio acreditado externo a la 

FAFG).   

Muestras no cuantificadas 
(exceptuando en caso de 

perforación de FTA).  

 
Extractos de muestras óseas cercanas a las 
siguientes concentraciones 0.298, 0.130, 

0.050, 0.025, 0.013 y 0.002 ng/µL con perfil 
de STRs autosómicos. 

Un extracto de muestra ósea con 
cuantificación mayor a 4.0 ng/µL. 

Estabilidad Muestras de hisopados bucales tomadas en 
los años 2009, 2011, 2014, 2017 y 2018,  

Muestras que se desconoce el 
año de toma de muestra.  

Precisión  Diferentes diluciones de ADN para una 
misma muestra.  

Muestras con cuantificación 
inferior a 1.50 ng/µL. 

Muestra de donante diferente.  
Exactitud 2 muestras de haplotipo de ADNmt 

conocido.  
Haplotipo que abarca la región HVI y HVII.  
Muestras bucales o sangre fijadas en tarjeta 

FTA.  

Muestras tomadas en el 
laboratorio.  

Muestras sin respaldo de 
haplotipos generados en otros 

laboratorios.  
Repetibilidad1 Muestra bucal y de sangre fijada en tarjeta 

FTA y cabello con raíz del mismo donante.  
Muestras evaluadas por 

diferentes analistas. 
Reproducibilidad2 Muestras previamente evaluadas por otro 

analista.  
Muestras procesadas por el 

mismo analista.  
Mezcla Se conoce la conformación de la muestra 

(quienes son los donadores).  
Se generó o conoce los haplotipos de los 

donadores.  

Los donadores pertenecen al 
mismo linaje materno.  

Poblacional Pertenecer a uno de los siguientes grupos 
etnolingüísticos: Achí, Ixil, Kaqchikel, 

Ladino, Queqchí y Quiché. 
Disponibilidad de extractos de ADN.  

Muestras de individuos 
pertenecientes al mismo linaje 
materno (corroborado con los 

genogramas). 

 
1 Evaluación de la precisión y exactitud en la obtención de resultados por un mismo operador. 
2 Evaluación de la precisión y exactitud en la obtención de un resultado por varios operadores. 
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F. VARIABLES 

Cuadro 3. Variables. 

Variable Descripción general Naturaleza  Nivel de 
medición 

Codificación/unidad de 
medición 

Haplotipo Serie de posiciones y 
bases que difieren 

entre la secuencia de 
ADNmt de la muestra 

con la rCRS3. 

Cualitativo Nominal Sí (se generó un 
haplotipo) 

No (no se pudo generar 
un haplotipo) 

Tipo de 
muestra 

Tejido y/o sustrato que 
contiene el material 
genético de interés.  

Cualitativo Nominal Óseo (evidencia) 
Hisopado bucal 

(referencial) 
Bucal fijado en tarjeta 

FTA (referencial) 
Sangre fijada en tarjeta 

FTA (referencial) 
Raíz de cabello 

(referencial) 
Año  Año en el que la 

muestra fue tomada.  
Cuantitativo Discreta Año de toma de muestra.  

Población Muestras de referencia 
provenientes de una 

comunidad 
guatemalteca  

Cualitativo Nominal Achí 
Ixil 

Kaqchikel 
Ladino 

Queqchí 
Quiché 

Concentración Cantidad de ADN 
suspendido en 

determinado volumen.  

Cuantitativo Continua  ng/µL 

Analista Investigador que 
procesa la muestra 
dese PCR hasta el 

reporte del Haplotipo. 

Cualitativo Nominal Analista 1 
Analista 2 

 

G. INSTRUMENTOS DE MEDICIÓN 

No se utilizó ningún instrumento para la colección de datos. 

 

 
3 Revised Cambridge Reference Sequence.  



 

   16 

H. METODOLOGÍA 

 

Figura 4. Procedimiento para procesamiento de muestras con ADNmt. 
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1. Extracción de ADN 

Se utilizó la extracción de ADN por Chelex para hisopados bucales. El proceso emplea la resina 

Chelex 100Ò (Laboratorios Bio-rad, CA, EE. UU.) al 5%, altamente purificado aplicando el 

procedimiento operacional estándar (POE) DNA00114.  

Se utilizó la extracción de ADN de muestras de raíz de cabello, material manchado con sangre 

o saliva aplicando el procedimiento D del POE DNA00105. Este procedimiento, hace uso del kit 

QIAampÒ DNA Micro (QIAGEN, CA, EE. UU.) diseñado para purificación de ADN total para 

varios sustratos y muestras de volumen o tamaño reducido. Se llevó a cabo la purificación de ADN 

de muestras de células bucales o sangre fijadas en FTA siguiendo el procedimiento G del POE 

DNA0010 que utiliza “reactivo de purificación de FTA” (GE, NJ, EE. UU.) y solución 

amortiguadora TE.  

2. Cuantificación de ADN 

Se utilizó el kit Quantifiler™ Trio DNA Quantification (Applied Biosystems™CA, EE. UU.) 

con el sistema 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, CA, EE. UU.) 

para la cuantificación de ADN total humano presente en extractos según POE DNA00226. 

3. Reacción en cadena de la Polimerasa 

Se amplificó las regiones HV1 y HV2 para todos los sustratos de ADN utilizando el kit 

BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing (Applied Biosystems™, CA, EE. UU.) y los cebadores F15978, 

R16391, F30 y R408 según el POE DNA0070 (Anexo A). 

4. Gel de electroforesis 

Los productos de PCR se evaluaron a través de electroforesis en gel de agarosa empleando el 

sistema E-GelÒ iBaseÔ (Invitrogen™, CA, EE. UU.) que emplea luz ultravioleta para la 

visualización de bandas según el POE DNA0070.  

5. Secuenciación  

Los productos de PCR se procesaron con el kit BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing (Applied 

Biosystems™, CA, EE. UU.) y BigDyeÔ XTerminator Purification (Applied Biosystems™, CA, 

EE. UU.), según el POE DNA0070 para la obtención de la secuencia de ADN mitocondrial de las 

 
4 DNA0011_B_Insolation of DNA by Chelex_SOP, método validado en la FAFG.  
5 DNA0010_D_Isolation of DNA from Various Substrates, método validado en la FAFG. 
6 DNA0022_D_Quant Trio_SOP, método validado en la FAFG. 
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regiones HVI y HVII a través de la técnica de Secuenciación de Sanger con el Analizador Genético 

3500 (Applied Biosystems™, CA, EE. UU.). 

6. Determinación de haplotipos 

Los resultados de la secuenciación se analizaron con el programa SequencherÒ (GeneCodes, 

MI, EE.UU.) según el POE DNA0071 (Anexo B). 

7. Estudio poblacional 

El número de haplotipos fue calculado por el método de conteo directo. La capacidad de 

discriminación fue estimada al dividir el número de haplotipos diferentes por el total de individuos 

(Rakha et al., 2017). Se estimó la diversidad de Haplotipos  (DH), !" = $(1 − ∑)!)/($ − 1), 
donde f es la frecuencia de  la  muestra de cada haplotipo y n es el número de  individuos (Chen et 

al., 2015).  La probabilidad de coincidencia aleatoria (PCA) es ,-. = ∑)!, donde f representa la 

frecuencia de cada haplotipo de ADNmt (M. Stoneking, Hedgecock, Higuchi, Vigilant, & Erlich, 

1991). Se estimó el rendimiento como (/) = 0/", donde N corresponde al número total de 

individuos evaluados y H la cantidad de individuos que se logró genotipificar.  Los resultados de 

los cálculos se multiplicaron por 100 para poder reportar los resultados como porcentajes. 
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VI. RESULTADOS 

A. EXACTITUD 
Hubo un 100% de coincidencia entre el haplotipo esperado (Cuadro 4) y obtenido utilizando la 

técnica propuesta en este proyecto de investigación (Cuadro 5) para las muestras M2 y M3. 

Cuadro 4. Haplotipos generados en laboratorio externo para la muestra M2 y M3. 

 HVI HVII 
ÍTEM N n %  (16024-16365) N n % (73-340) 

M1 53 52 98 T16224C T16311C 50 48 96 A73G C114T A263G -315.1C 
M2 53 53 100 Sin diferencias 51 50 98 A73G C150T A263G -315.1 
M3 53 51 96 G16213A A16293G 52 50 96 A263G -315.1C 

N = número de laboratorios que han realizado el análisis. n = número de laboratorios con 

consenso. Los haplotipos (gonotipos de ADNmt) en genética forense se reportan con la 

nomenclatura UPAC y los lineamientos de SWGDAM. Los haplotipos muestran las diferencias 

entre la referencia y la muestra, la posición se indica con números, seguidos por la base (A, T, C 

o G) en caso de que la diferencia sea una sustitución. La posición seguido de “-“ para las 

deleciones. La posición seguido de “. #” (el # es un número correlativo de inserciones) 

acompañados por la base insertada. 

Cuadro 5. Haplotipo generado en la FAFG para la muestra M2 y M3. 

Muestra HVI (16024-16365) HVII (73-340) 
M2 Sin diferencias 73G 150T 263G 315.1C 
M3 16,213A 16,293G 263G 315.1C 

No se muestran resultados para la muestra M1 debido a que el extracto de ADN se perdió por 

evaporación. 

B. PRECISIÓN 
Se obtuvo el mismo haplotipo (f = 100%, N = 16) para la muestra M2 en diferentes 

procesamientos al trabajar con concentraciones de 1.780, 1.000, 0.500, 0.250, 0.125, 0.060, 0.030, 

0.015 ng/µL (en duplicado). Estos resultados también se utilizaron para evaluar la sensibilidad del 

método (rango ideal).   

C. SENSIBILIDAD 
Se evaluó la sensibilidad para muestras extraídas por el método Chelex (hisopado bucal) y 

QIAamp (hisopado bucal fijado en tarjeta FTA, sangre fijada en tarjeta FTA y raíz de cabello), los 

métodos de rutina para muestras referenciales en las instalaciones de la FAFG. En los Cuadros 6 y 

7 se muestran los haplotipos obtenidos para las muestras evaluadas. 



 

   20 

 

 

Cuadro 6. Haplotipos para muestras de hisopado bucal tomadas en diferentes años (extracción por 
Chelex). 

Muestra 

Toma 
de 

muestra 
(año) 

HV1 
(16024-16365) 

HV2 
(73-340) 

1 2009 Sin amplificación* Sin amplificación 
2 2009 16,093C 16,129A 16,223T 16,298C 

16,325C 16,327T 
73G 214G 249- 263G 290- 291- 

309.1C 315.1C 
3 2011 16,111T 16,223T 16,290T 16,319A 73G 146C 153G 235G 263G  

309.1C 315.1C 
4 2011 Sin amplificación Sin amplificación 
5 2014 16,111T 16,223T 16,290T 16,299G 

16,319A 16,362C 
73G 146C 153G 235G 263G 

315.1C 
6 2014 16,111T 16,223T 16,290T 16,319A 

16,362C 
73G 146C 152C 153G 200G 
235G 263G 309.1C 315.1C 

7 2017 16,111T 16,223T 16,290T 16,319A 
16,362C 

73G 146C 152C 153G 214G 
235G 263G 309.1C 315.1C 

8 2017 16,111T 16,290T 16,319A 16,362C  73G 146C 153G 235G 263G  
309.1C 315.1C 

9 2012 16,223T 16,290T 16,319A 16,362C 73G 146C 153G 182T 184G 
235G 263G 309.1C 315.1C 2018 

La muestra 9 corresponde a un mismo donante, se evaluó precisión y exactitud al obtener el 

haplotipo en diferentes años de toma de muestra. *Sin amplificación significa que no se logró 

obtener banda al evaluar los productos de PCR en Gel. 

Cuadro 7. Haplotipo para muestras de diferente sustrato de un mismo donante (extracción por 
QIAamp). 

Muestr
a 

N n HV1 
(16024-16365) 

HV2 
(73-340) 

Frecuenci
a 

(%) 
A 3 2* 16,233T 16,290T 16,319A 

16,362C 
73G 146C 153G 182T 184A 
235G 263G 309.1C 315.1C 

100 

B 3 3 16,104T 16,111T 16,223T 
16,290T 16,311C 16,319A 

16,362C 

73G 146C 153G 235G 263G 
309.1C 309.2C 315.1C 

100 

C 3 3 16,223T 16,290T 16,319A 
16,362C 

73G 146C 153G 235G 263G 
315.1C 

100 

*No se logró obtener haplotipo para la muestra de sangre, debido a que la cuantificación falló. 

Se usaron muestras óseas que presentaran una concentración cercana a la deseada a evaluar 

(entre 0.002 a 0.300 ng/µL) y con previa evaluación de STR (datos de la FAFG) para detectar 
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indicios de correlación de esos dos factores en la obtención de haplotipos reportables, los resultados 

se muestran en el Cuadro 8. 

Cuadro 8. Haplotipos para extractos óseas con diferente cuantificación y perfil genético 
reportado. 

Muestra Perfil 
STR 

Concentración 
(ng/µL) 

HVI 
(16024-16365) 

HVII 
(73-340) 

1h 18 loci 0.298 No se logró amplificar* 73G 263G 309.1C 309.2C           
315.1C 

2h Completo 0.130 No se logró amplificar 73G 263G 309.1C 309.2C           
315.1C 

3h Completo 0.050 No se logró amplificar 73G 146C 153G 235G 
263G  309.1C 315.1C 

4h Completo 0.025 16,111T 16,223T 
16,290T 16,319A 
16,360T 16,362C 

No se logró amplificar 

5h Falló 0.013 No se logró amplificar No se logró amplificar 
6h Falló 0.002 No se logró amplificar 73G 204C 263G 315.1C 

*”No se logró amplificar” significa que los fragmentos no cubrieron por completo la región, no se 

obtuvo secuencia o faltó cubrir la región con alguno de los dos fragmento (sentido o antisentido). 

Se evaluaron diferentes diluciones para una muestra esquelética con una alta concentración de 

ADN. Las concentraciones fueron 4.000, 1.000, 0.500, 0.100, 0.050, 0.025 y 0.005 ng/µL. No se 

logró amplificar con concentraciones de 0.100, 0.050, 0.025 ni 0.005 ng/µL como se evidencia en 

la Figura 5. La frecuencia del haplotipo es del 29 % (N = 7, Cuadro 11, Anexo C) para las 

concentraciones de 1.000 y 0.500 ng/µL.  
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Figura 5. Gel de agarosa 1% correspondiente a la región HVI para diferentes diluciones de una 
muestra ósea. 

El primer carril corresponde a la escalera, los carriles numerados con 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 

corresponden a la muestra evaluada a la concentración de 4.000, 1.000, 0.500, 0.100, 0.050, 0.025 

y 0.005 ng/µL, respectivamente. Los carriles 8 y 9 corresponden al control positivo y negativo, 

respectivamente. Todos los productos de PCR son de fragmento líder de la región HVI. 

Adicionalmente se evaluó la sensibilidad para diferentes diámetros de perforaciones en FTA 

con hisopado bucal. Las perforaciones de 0.5 mm de diámetro con lavados produjeron haplotipos 

reportables. Los diámetros de 1.2 y 2.0 mm con lavado solamente produjeron haplotipos reportables 

para el 50 % de los procesamientos (se trabajó en duplicado).  Las perforaciones sin lavados no 

proporcionaron haplotipo reportable para ninguno de los tres diámetros antes descritos.  

D. ESTABILIDAD 
Se evaluó la estabilidad de muestras referenciales tomadas en diferentes años (dos muestras por 

año), y determinar si el periodo de almacenaje es un factor por considerar para la genotipificación. 

Se obtuvo haplotipos reportables (Cuadro 6) para todos los años de toma de muestra (2009, 2011, 

2012, 2014, 2017, 2018), exceptuando una de las muestras tomadas en el 2009 y otra del 2011.  

E. REPETIBILIDAD 
La repetibilidad evaluó extractos de sangre fijada en tarjeta FTA, bucales fijados en tarjeta FTA 

y cabello con raíz de un mismo donante. Este mismo muestreo se hizo para 3 donantes diferentes 

Escalera 

4.0-H
V

1-F 

1.0-H
V

1-F 

0.5-H
V

1-F 

0.1-H
V

1-F 

0.05-H
V

1-F 

0.025-H
V

1-
F 0.005-H

V
1-

F C
+-H

V
1-F 

C
N

-H
V

1-F 

N
/A
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(A, B y C), para los cuales se logró obtener haplotipos reportables (Cuadro 7) con frecuencia del 

100%. La cuantificación falló para la muestra de sangre del donante A y tampoco se logró obtener 

el haplotipo.  

F. REPRODUCIBILIDAD 
En la reproducibilidad se evaluó si cualquier analista entrenado podría generar haplotipos 

reportables, por lo que el Analista 2 reprocesó el control positivo (CEPH) y dos muestras 

previamente procesadas por el Analista 1. Los resultados entre analistas tuvieron una frecuencia de 

100% de coincidencia (Cuadro 11, Anexo C).  

G. CONTAMINACIÓN 
Se preparó una mezcla de sangre de los donantes A y B. Se observó que en las posiciones en las 

que diferían entre los donantes (16104, 16111, 16311, 182, 309.1, 309.2 y 315.1) no se lograron 

resolver las ambigüedades identificadas por Sequencher (Cuadro 9). 
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Cuadro 9. Haplotipo para mezcla de muestras. 

Referencia Muestra 
a 

Muestra 
b 

Mezcla de a y 
b 

16,10
4 

C C T N* 

16,11
1 

C C T N 

16,22
3 

C T T T 

16,29
0 

C T T T 

16,31
1 

T T C N 

16,31
9 

G A A A 

16,36
2 

T C C C 

73 A G G G 
146 T C C C 
153 A G G G 
182 C T C N 
184 G A G N 
235 A G G G 
263 A G G G 

309.1 : C C   C 
309.2 : : C : 
315.1 : C C C 

*Sequencher utiliza “N” según la nomenclatura UPAC para señalizar ambigüedades. Estas 

posiciones no lograron resolverse por el analista. 

En la Figura 6 se muestra el pico característico para mezcla de muestras que podría ser útil para 

la identificación de contaminación. Estos picos están caracterizados por estar sobrepuesto y que 

alcanzan una altura similar.  
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A.  B.  

Figura 6. Picos característicos de un electroferograma en caso de mezclas. 

A. Lecturas incongruentes debido a que las muestras difieren por cambio de base. En el 

electroferograma inferior se observa picos sobrepuestos y la disminución de ambas señales. B. 

Lecturas incongruentes debido que las muestras difieren por inserciones. 

H. ESTUDIO POBLACIONAL 

La menor capacidad de discriminación poblacional es corresponde al grupo etnolingüístico achí 

con 82.35 %, seguido por queqchí con 87.50 %, quiché con 92.86 %, mestizo, ixil y kaqchikel con 

100 % (Cuadro 10). La probabilidad de que dos muestras aleatorias de la población posean 

genotipos de ADNmt idéntico corresponden a la Probabilidad de coincidencia aleatoria; 

considerando todos estos grupos la Probabilidad de coincidencia aleatoria corresponde a un 1.3 %. 

Con una diversidad de haplotipos total del 99.8%; siendo el más bajo con 97.8 % para el grupo achí 

y el más alto con 100 % para mestizos, ixiles y kaqchikeles. Se obtuvo un rendimiento (R) del 90 

% para muestras referenciales.  
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Cuadro 10. Parámetros forenses e índices de diversidad de secuencias de las regiones HVI y II de 
ADNmt para grupos etnolingüísticos guatemaltecos. 

Población Mestizo Ixil Achí Kaqchikel Queqchí 
Quich

é General 
No. de muestras 17 17 17 15 16 14 97 

No. de haplotipos 17 17 14 15 14 13 88 
No. de sitios 
polimórficos 73 52 41 47 49 32 128 

CD (%) 100 100 82.35 100 87.50 92.86 90.72 
PCA (%) 5.9 5.9 8.0 6.7 7.8 8.2 1.3 
DH (%) 100 100 97.8 100 98.3 98.9 99.8 

CD es la Capacidad de discriminación; PCA, probabilidad de coincidencia aleatoria; DH, 

Diversidad de haplotipos. 
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VII. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

La coincidencia en un 100% del haplotipo esperado y el obtenido para las muestras M2 y M3 

reflejan que el protocolo propuesto y las condiciones del laboratorio son apropiados para obtener 

secuencias exactas. De igual manera la coincidencia de los haplotipos generados para diferentes 

procesamientos de una muestra evidencia la precisión del método.  

Los resultados del estudio de sensibilidad evidenciaron que el rango ideal para las 

concentraciones de ADN es entre 0.015 a 1.780 ng/µL, el cual está por debajo del 4.0 ng/µL, 

recomendado por los fabricantes del kit BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing (Applied Biosystems, 

2011). Los resultados de los Cuadros 6 y 7 evidenciaron que los métodos de extracción Chelex y 

QIAamp no afecta la sensibilidad del método ya que se lograron genotipificar las muestras de 

ambos métodos de extracción.   

Es posible que el valor recomendado no está dentro del rango ideal debido a que la 

cuantificación es específica para ADNn humano y no para ADNmt (Thermo Fisher Scientific, 

2018). Debido a que el ADN en exceso puede actuar como inhibidor de la PCR (Alaeddini, 2012), 

la reacción requiere bajas concentraciones de ADNn.  

Los resultados de sensibilidad para las tarjetas FTA evidenciaron que el uso de las perforaciones 

de 0.5, 1.2 y 2.0 mm de diámetro directo en la reacción de PCR no permite la obtención de 

haplotipos reportables. Aun qué las perforaciones de 1.2 y 2.0 mm con tratamientos de lavado 

permitió obtener resultados reportables, el rendimiento fue bajo (50%). Debido a que se desconoce 

la cantidad de ADN fijado en las perforaciones no se puede atribuir con certeza como fuente de 

error la inhibición por exceso de ADN. La viabilidad de las perforaciones con lavados puede 

contribuirse a que este proceso extra elimina inhibidores de la PCR, sin embargo, el tratamiento no 

es suficiente como lo evidencia el rendimiento.   

Los extractos de ADN de muestras óseas revelaron que el rango ideal es de 0.5 a 1.0 ng/µL. El 

rango está por debajo del valor recomendado por el fabricante del kit. Este rango bajo es útil debido 

a que las muestras óseas tienden a obtener extractos de ADN con baja cantidad de ADN. Es posible 

que el rango se vea disminuido en comparación al de las muestras referenciales debido a la baja 

cantidad y la degradación del ADNn, así como de los inhibidores de PCR presentes. El ácidos 

húmicos y fúlvicos, residuos de parafirina, otros productos de degradación y principalmente el 

calcio son posibles inhibidores (Alaeddini, 2012; Montiel et al., 1997; Pääbo, 1989). Los resultados 

de las muestras del Cuadro 6 evidencian que los perfiles de STR completos no garantizan una a 

genotipificación de ADNmt reportable, cuando las muestras presentan concentraciones inferiores 
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al rango ideal para muestras óseas. Esto respalda que los resultados para muestras óseas son 

variables debido a su naturaleza, las diferentes condiciones de deposición y degradación. La 

congruencia entre los resultados en los geles de agarosa y los resultados de secuenciación, 

evidencian que este paso es crítico para decidir si se continúa con el procesamiento o volver a 

reprocesar. En este paso en el caso de obtener una banda se debe continuar con el procedimiento; 

en el caso de ausencia de banda, se debe de regresar al proceso de extracción. Esta decisión evitará 

la perdida de recursos y tiempo con extractos y productos de PCR que seguramente no se lograrían 

secuenciar. 

Los resultados de los hisopados bucales tomados desde el 2009 al 2018, mostraron resultados 

satisfactorios. Las muestras previas al 2009 pueden procesarse, pero considerando la posibilidad 

de que no se pueda genotipificar con éxito o que requieran más de un procesamiento. Uno de los 

donantes poseía una muestra tomada en el 2012 y otra en el 2018 (Cuadro 9, Anexo C), esto 

permitió garantizar que la exactitud del método no está afectada por el tiempo ni método de 

almacenaje. En este precedente, es posible que los haplotipos fallidos se relacionen con la 

degradación del material genético o la selección de la porción del hisopo tomado en esta ocasión. 

No fue posible determinar extender el estudio de estabilidad más años atrás por falta de 

disponibilidad de muestras tomadas años previos al 2009. 

Los resultados positivos del estudio de repetibilidad y reproducibilidad evidencian que es 

posible obtener el mismo haplotipo para la misma muestra por el personal apropiadamente 

capacitado, utilizando los equipos, siguiendo los protocolos de operación estándar y bajo las 

condiciones del laboratorio. Lo cual puede contribuirse en parte a que el laboratorio está acreditado 

bajo la norma ISO 17025 que estandariza y mantiene controlados los equipos y condiciones del 

laboratorio. Esta evidencia es suficiente para aceptar que un procesamiento sea completado por 

varios analistas.  

El estudio de contaminación proveyó de las características necesarias para identificar la 

presencia de más de un haplotipo en una muestra, con el fin de conocer y poder identificar eventos 

de contaminación en una muestra. La falta de resolución de ambigüedades en el llamado de bases 

por parte de los analistas son indicios de contaminación. En los electroferogramas cuando para una 

posición se presentan resultados incongruentes o se presentan picos traslapados y de altura media 

se deben considerar como indicios de contaminación.  

El estudio poblacional evidenció que del total de muestras (N=102) solamente se logró 

genotipificar a 97, con un total de 88 haplotipos diferentes. A pesar de las genotipificaciones 

fallidas, se cumple con el mínimo de 50 muestras para la validación según los lineamientos de 
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SWGDAM (2016). La capacidad de discriminación (CD) general es del 90.72 % debido a que 6 

individuos comparten haplotipos, pero para los grupos la CD mínima es del 82.35 % y máxima del 

100%. Los haplotipos compartidos entre los grupos concuerda con la cercanía geográfica que 

poseen entre sí (Pepkin, 2019). La probabilidad de coincidencia aleatoria más alta corresponde al 

grupo quiché con 8.2 % y mínima para la general del 1.3 %. Se evidenció que el grupo achí es el 

menos diverso (97.8%) en comparación a los otros, lo cual se respalda con un haplotipo compartido 

por tres individuos.  

El procesar 102 muestras para el estudio poblacional permite conocer la diversidad genética 

para el ADNmt de los guatemaltecos. Los datos son útiles para la formación de base de datos 

poblacional y así determinar la frecuencia de los haplotipos, lo cual es un indicador de único o 

común que puede ser la información genética de una muestra. Los haplotipos únicos son preferentes 

ya que tienen menor probabilidad de ser atribuidos a un individuo al azar.  La combinación de 

resultados estadísticos de los análisis de STR autosómicos junto con los de ADNmt aportarían a 

alcanzar el umbral (según las políticas de la FAFG) de identificación humana. 

La probabilidad de coincidencia aleatoria es inversamente proporcional a la capacidad de 

discriminación. Un valor bajo para la probabilidad de coincidencia aleatoria es un indicador de lo 

único o poco frecuente que es un haplotipo dentro de un grupo lo cual refuerza la identificación de 

un individuo (la coincidencia con un individuo al azar con la misma información genética es 

mínima). Las poblaciones con menor probabilidad de coincidencia aleatoria fueron la mestiza y la 

ixil, según el parámetro de capacidad de discriminación. Lo cual significa que los grupos restantes 

presentan mayor probabilidad de reportar una coincidencia por eventos de azar.  

Se identificaron coincidencias de haplotipos, lo cual puede indicar que el grupo etnolingüístico 

posee baja diversidad genética. Los factores geográficos y lingüísticos pueden limitar a los 

individuos a relacionarse entre sí. Lo anterior podría explicar la redundancia entre haplotipos en un 

mismo grupo a pesar de que se seleccionaron individuos que aparentemente no están relacionados 

(lo cual fue verificado con genogramas indicados por los donadores). Los genogramas presentan 

las siguientes limitantes: pueden contener información solamente del núcleo familiar, por lo que no 

se podría detectar el linaje materno por parte de abuelas u otras descendientes; debido a que es 

información provista por los donantes no se puede asegurar que sea correcta. 

Las muestras de la validación y las del estudio poblacional no presentaron un patrón en cuanto 

a los fallos de genotipificación. Debido a que los controles obtuvieron los resultados esperados se 

considera como paso crítico la amplificación de PCR. Es posible que existan problemas de 

hibridación entre la muestra y los cebadores, causado por polimorfismos de un solo nucleótido. En 
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contraste con el diseño de este estudio, cuando se realiza la amplificación de la región control de 

ADNmt se utilizan más de cuatro cebadores, tratando que los fragmentos en un mismo sentido se 

traslapen y garantizar una cobertura completa en ambos sentidos (Eduardoff et al., 2017).     

 

. 
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VIII. CONCLUSIONES 

El método utilizando los kits BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing y BigDyeÔ XTerminator 

Purification es exacto y preciso, respaldado par la comparación con laboratorios externos para las 

muestras M2 y M3. 

El rango ideal de concentración de ADNn es de 0.015 a 1.780 ng/µL y 0.500 a 1.000 ng/µL para 

muestras referenciales y óseas, respectivamente, para la genotipificación de ADNmt utilizando los 

kits BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing y BigDyeÔ XTerminator Purification.  Las muestras 

óseas, incluso dentro del rango ideal, puede no obtener haplotipos reportables debido a eventos de 

degradación.  

La estabilidad del método está limitada para hisopados bucales tomados a partir del año 2014. 

Las muestras tomadas previas al 2014 pueden requerir de más de un procesamiento para garantizar 

un haplotipo reportable, debido a que las muestras pierden su estabilidad ante tantos años de 

almacenamiento.  

La repetitividad de la técnica está garantizada al presentar precisión y exactitud al procesar 

diferentes muestras (hisopado bucal, sangre fijada en tarjeta FTA y raíz de cabello) de un mismo 

donador y obtener el mismo haplotipo de ADNmt en todos los procesamientos. 

La reproducibilidad de la técnica da lugar a que cualquier analista con la capacitación y los 

protocolos DNA0070 y DNA0071 logrará genotipificar el ADNmt con exactitud y precisión. El 

procesamiento puede ser completado por más de un analista.  

Las muestras contaminadas (mezcla) se caracterizan por ambigüedades no resueltas debido a la 

falta de resolución del llamado de bases por electroferogramas inconsistentes. Las mezclas pueden 

respaldarse al compararse contra un banco de haplotipos.   

El método de genotipificación de ADNmt con los kits BigDyeÔ Direct Cycle Sequencing y 

BigDyeÔ XTerminator Purification fue exitosamente validado según las recomendaciones de 

SWGDAM.  Está limitado a muestras de hisopados bucales, a extractos de tarjetas FTA fijadas con 

saliva o sangre, cabello con raíz, extractos de ADN piezas dentales y partes óseas.  

El estudio poblacional que incluye a los grupos etnolingüísticos mestizos, ixiles, achíes, 

kaqchikeles, queqchíes y quichés, representa la primera publicación de haplotipos  ADNmt de estas 

poblaciones realizada en Guatemala. 
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IX. RECOMENDACIONES 

1. Se recomienda   utilizar   el kit Absolute Human Mitochondrial DNA Copy Number 

Quantification qPCR Assay (ScienCell Research Laboratories, 2019) para la cuantificación de 

ADNmt de las extracciones. Los resultados permitirán obtener el rango de sensibilidad 

verdadero del método, en contraste al establecido en este estudio corresponde a ADNn.  En 

cuanto a las muestras óseas y de cabello de raíz, los resultados de una cuantificación de 

ADNmt serían un parámetro apropiada para decidir si se requiere concentrar las muestras 

previo a su procesamiento para la genotipificación de ADNmt. 

2. El uso de tarjetas FTA con y sin lavados no se recomienda para la genotipificación de ADNmt. 

En el caso de que las muestras estén fijadas en FTA se recomienda realizar una extracción de 

ADN de la tarjeta. Otra opción es tratar las perforaciones de 1.2 o 2.0 mm con lavados y 

procesar las muestras en duplicado. 

3. Al trabajar con muestras óseas se recomienda concentrar los extractos si se encuentran por 

debajo del rango ideal (0.500 a 1.000 ng/µL), además de verificar siempre en gel de agarosa 

la amplificación de los fragmentos.  

4. Se recomienda validar otros cebadores que amplifique 200 o menos pares de bases en 

diferentes posiciones de los fragmentos, en caso de que no se logre secuenciar alguno de los 

fragmentos para muestras referenciales o para muestras óseas degradadas.  

5. Los hisopados bucales del 2011 y anteriores se recomienda procesar en duplicado y verificar 

los productos de PCR en gel de agarosa para obtener un parámetro de decisión sobre proseguir 

o no con el procesamiento.  

6. Se recomienda genotipificar el ADNmt de los trabajadores del laboratorio y del personal que 

se considere necesario. Adicionalmente se recomienda comparar todas las muestras que 

presenten indicios de contaminación contra todos los haplotipos reportados para descartar o 

identificar la fuente de contaminación. Se requiere de un estudio para validar muestras con 

heteroplasmía, utilizando muestras provistas por otros laboratorios con el método de 

genotipificación de ADNmt validados.  

7. Se recomienda aumentar el número de individuos considerados para el estudio poblacional, ya 

que otros estudios muestran un mínimo de 16 individuos por grupo (Aziz, Nawaz, Afridi, & 

Khan, 2019), aunque se han realizado estudios con 99 individuos por grupo poblacional 
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(Rakha et al., 2017). Una alternativa es aumentar el número de grupos y evaluar la mejor 

alternativa para trabajar la información poblacional, como grupos etnolingüísticas o como un 

solo grupo.   
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B. ANEXO  
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C. ANEXO  

Cuadro 11. Haplotipos para diferentes concentraciones de una muestra ósea. 

Muestra N n HV1 
(16024-16365) 

HV2 
(73-340) 

Frecuencia 
(%) 

7h 7 2 16,111T 16,187T 16,209C 
16,223T 16,290T 16,319A 

16,362C 16,365T 

73G 146C 153G 163G 
309.1C 309.2C 315.1C 

29 

Se evaluaron 7 (N) concentraciones (de 4.0, 1.0, 0.5, 0.1, 0.05, 0.025 y 0.005 ng/µL), para las cuales 

solamente 2 (n) presentaron haplotipos reportables (1.0 y 0.5 ng/µL).  

Cuadro 12. Haplotipos de muestras procesadas por analistas diferentes. 

Muestr
a n HV1 

(16024-16365) 
HV2 

(73-340) 

Frecuenci
a 

(%) 
CEPH 2 16,069T 16,126C 16,291A 73G 152C 185A 188G 228A 263G 

295T  309.1C 315.1C 
100 

8 2 16,111T 16,290T 16,319A 
16,362C 

73G 146C 153G 235G 263G  309.1C 
315.1C 

100 

9 2 16,223T 16,290T 16,319A 
16,362C 

73G 146C 153G 182T 184G 235G 
263G 309.1C 315.1C 

100 

Las muestras fueron procesadas por el Analista 1 en octubre del 2018 y por el Analista 2, en febrero 

del 2019.  

 

 


